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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Transkriptionsaktivator ManR des Bacillus subtilis
Operons fiir den Mannose-Metabolismus naher charakterisiert. Er besteht aus einer
N-terminalen DNA-Bindedoméne, zwei Phosphotransferasesystem (PTS)-Regula-
tionsdoménen (PRDs) sowie einer EIIBsl- und einer EI[AFru-dhnlichen Domane. In
Analogie zu anderen PRD-haltigen Regulatoren war eine Steuerung der Aktivitdt
von ManR durch Phosphorylierung wahrscheinlich. Die ortsgerichtete Mutagenese
von ManR wurde verwendet, um die Rolle seiner konservierten Aminosaure-Reste
als potentielle Phosphorylierungsstellen zu untersuchen. Die Aktivitdt der ManR-
Mutanten wurde in vivo tiber B-Galaktosidase-Aktivitatstests sowie in vitro tiber Gel-
mobilityshift Assays nachgewiesen. Fiir die in vitro Versuche mussten die isolierten
ManR-Molekiile zuvor mit den PTS-Komponenten HPr, EI und PEP aktiviert
werden. Mutationen in der PRD1 reduzierten die Aktivitit von ManR, wihrend
Mutationen in der PRD2 diese vollstandig aufhoben. Die Cys415Ala-(EIIBBs8!) und die
His570Ala-Mutationen (EIIAFv) riefen konstitutive Aktivitaten unterschiedlichen
Ausmafles hervor, wobei letztere den grofieren Einfluss hatte. Im Wildtyp und in der
Cys415Ala-Mutante verringerte die Anwesenheit der PTS-Transporterdoménen
EIIBAMan die DNA-Bindeaktivitdit von ManR signifikant. Dies war jedoch nicht bei
der His570Ala-Mutante der Fall. Durch den Austausch der konservierten Amino-
sauren von ManR gegen Aspartat konnte keine Phosphomimikry beobachtet werden.
Die unterschiedlichen Expressionsniveaus ausgehend von den ManR-kontrollierten
Promotoren von manR (Pmmr) und des manPA-yjdF Operons (Pumap) konnten der
unterschiedlichen 5-untranslatierten Region der mRNAs zugeordnet werden. Uber
DNase I Footprinting Experimente wurden palindromédhnliche Sequenzen mit einer
Liange von 44 bp als ManR-Bindestellen identifiziert. Des Weiteren wurden die
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten Kp und die Dissoziationsraten Kkgiss von

ManR beziiglich beider Promotorregionen bestimmt.

Das Mannose-induzierbare Expressionssystem zur Produktion heterologer Proteine
in B. subtilis fiihrt zu relativ hohen Produktausbeuten, benétigt dafiir jedoch hohe

Mengen des teuren Induktors Mannose. Die Deletion des Gens fiir die Mannose-6-
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phosphat-Isomerase manA reduziert zwar den Induktorverbrauch, fiihrt jedoch zur
Sensitivitat der Zellen gegeniiber Mannose. Preisgiinstiger, Mannose-haltiger Hefe-
extrakt wurde als Induktoralternative getestet, zeigte jedoch nur eine geringe
Induktionswirkung. Um die Produktausbeute bei gleichzeitiger Reduzierung der
Induktorkosten zu steigern, wurde deshalb ein neuartiges, selbstinduzierendes
Expressionssystem mit dem PTS-Transporter negativen Stamm B. subtilis TQ356
(spo0A3 AmanP::ermC) entwickelt, bei dem Glucose die Induktion durch Katabolit-
repression verhindert. Fiir optimale selbstinduzierende Bedingungen wurde eine
Glucose-limitierende Prozessstrategie, namlich ein Fed-Batch-Prozess, herangezogen:
Die Selbstinduktion startet mit dem Beginn des Ubergangs von der Batch- in die
Zufiitterungsphase, an dem Glucose limitierend wird, und bleibt wéhrend der
gesamten Glucose-limitierten Zufiitterungsphase erhalten. Dies fiihrt im Vergleich

zum Standardsystem zu einer Steigerung der Produktausbeute um fast das 3-fache.

Der fiir das neue System verwendete, pUB110-basierte eGFP-Expressionsvektor
(PMW168.1), der nach dem Rolling-Circle-Mechanismus repliziert, zeigte Instabilitat
bei der Segregation. Die Verwendung eines Replicons, welches nach dem Theta-
Mechanismus repliziert, stabilisierte die Weitergabe an die Tochterzellen. Da mit
diesem Replicon allerdings auch eine Reduzierung der Plasmidkopienzahl einher-
ging, reduzierte sich entsprechend auch die Ausbeute und Produktivitit des
selbstinduzierenden Systems mit diesem Vektor. Selbst durch eine Erhéhung der
Kopienzahl desselben Vektors wurden nicht die Werte erreicht, die mit pMW168.1
erzielt wurden. Die Anwendung der Alanin-Racemase als metabolischen Selektions-
marker funktionierte zwar in Schiittelkolbenexperimenten, jedoch nicht bei der

Anwendung in der Hochzelldichtefermentation.

Die verwendeten Medien zeigten einen starken Einfluss auf die Expression von eGFP
mit diesem System: Die Spurenelemente fiihrten zu einem beschleunigten
Wachstum, wodurch die Zellen langer in Glucose-Limitation waren und dement-
sprechend mehr eGFP produzieren konnten. Der beobachtete negative Effekt der
Casamino Acids auf die eGFP Expression wurde eingehend untersucht, fiihrte jedoch
zu keinem eindeutigen Resultat in Bezug auf eine bestimmte Komponente oder

bestimmten Regulator.
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SUMMARY

Summary

In this study, the transcriptional activator ManR of the Bacillus subtilis mannose
utilization operon was characterized. This protein is composed of an N-terminal
DNA-binding domain, two phosphotransferase system (PTS) regulation domains
(PRDs), an EIIBBgl- and an EIlAfru-like domain. In analogy to other PRD-containing
regulators, stimulation of ManR activity by phosphorylation is proposed. Site-
specific mutagenesis of ManR was used to reveal the role of its conserved amino
acids as potential phosphorylation sites. This was investigated in vivo by
B-galactosidase activity tests and in vitro by mobility shift assays. For the in vitro
experiments, ManR had to be first activated by the PTS components HPr, EI and PEP.
Mutations in PRD1 lowered ManR activity, whereas mutations in PRD2 abolished it
completely. The Cys415Ala (EIIBBs!) and the His570Ala mutations (EIIAF) provoked
constitutive activities to different degrees, whereas the latter had the greater
influence. Addition of the PTS-transporter domains EIIBAMan reduced the binding
capability significantly in a wild type and a Cys415Ala background, but had no effect
on a His570Ala mutant. The conserved amino acids of ManR were also exchanged to
aspartic acid. However, the intended phosphomimicry did not work with ManR. The
different expression levels originating from the ManR-controlled promoters of manR
(Pmanr) and the manPA-yjdF operon (Pmap) could be ascribed to different 5”-un-
translated mRNA regions. Sequences of 44 bps with a palindromic character were
identified and confirmed as the ManR binding sites by DNase I footprinting. The
binding properties of ManR, in particular the equilibrium dissociation constant Kp

and the dissociation rate kdiss, were determined for both promoter regions.

The standard mannose-inducible expression system for heterologous protein
production in Bacillus subtilis involves Puanp. It led to relatively high product yields
but required large quantities of mannose to induce the reactions, thus rendering the
system’s technical application with respect to the inducer costs too expensive. To
reduce the amount of inducer, B. subtilis manA mutant strains were constructed,
which, however, displayed sensitivity to mannose. Mannose containing yeast extract

as a cheap inducer alternative was testet, but showed, however, only weak induction
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capabilities. With the aim of increasing product yields at the same time as decreasing
production costs, a novel technically compliant and inducer-independent self-
induction system with the PTS-transporter negative strain TQ356 (spo0A3
AmanP:.ermC) was developed, in which glucose prevents induction by carbon
catabolite repression. To create optimal self-induction conditions, a glucose limited
process strategy, namely a fed-batch process, was utilized: The initiation of self-
induction at the beginning of the glucose-restricted transition phase between the
batch- and feeding-phase of fermentation, and its maintenance throughout the entire
glucose-limiting feeding-phase led to a nearly 3-fold increase of product yield

compared to the standard system.

The used pUB110-derived eGFP-expression vector (pMW168.1), which replicates
after the rolling-circle mechanism, suffered from segregational instabilities. Exchange
of the replicon to a more stable theta-replicating replicon raised its stability. Due to
the accompanied reduction of the copy number, yield and productivity decreased
with this system. Raising the copy number with respect to maintain the stability did
not reach the levels gained with pMW168.1. Application of the alanine racemase as a
metabolic selectable marker worked out well in shaking flask experiments, but failed

in the application in a stirred-tank reactor.

A strong influence of the used media on eGFP expression could be observed: Usage
of the trace element solution raised the specific growth rate p granting the cells more
time in glucose limitation, which induced eGFP expression. The observed negative
effect of the Casamino Acids on eGFP expression was studied, but could not be

attributed to a certain component or regulator protein.



EINLEITUNG — BACILLUS SUBTILIS

1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten ist Bacillus subtilis zu einem Modellorganismus fiir Gram-
positive Bakterien avanciert. Die Erforschung der Sporulation an diesem Organismus
lieferte Wissenschaftlern zahlreiche Erkenntnisse iiber die Vorgdnge bei dieser
einfachen Form der Zelldifferenzierung (Piggot und Hilbert, 2004). Seine zahlreichen
positiven Eigenschaften sowie Genom-, Transkriptom-, Proteom- und Metabolom-
Daten haben ihn auflerdem immer mehr in den Blickpunkt biotechnologischer

Forschung und Anwendung riicken lassen.
1.1 Bacillus subtilis

1.1.1 Systematik, Morphologie und Physiologie

Bacillus subtilis (lat. bacillus - Stabchen; subtilis - einfach, schlicht) wurde erstmals im
Jahre 1835 durch C. G. Ehrenberg unter dem Namen Vibrio subtilis (lat. vibrare - sich
schnell hin- und herbewegend, vibrierend) beschrieben (Ehrenberg, 1835). Erst
37 Jahre spater wurde er durch F.]. Cohn schlieslich in Bacillus subtilis umbenannt
(Cohn, 1872). Systematisch zédhlt dieses Gram-positive, nicht-pathogene Bakterium
zum Reich der Bacteria, und darin zur Abteilung der Firmicutes. Dort wird B. subtilis
zur Klasse der Bacilli mit niedrigem GC-Gehalt zugeordnet (Tabelle 1-1). Zur
Gattung Bacillus zahlen derzeit 279 bekannte Arten [LPSN-Datenbank!; (Euzéby,
1997)]. Darunter existieren auch human-pathogene Vertreter wie der Milzbrand-
Erreger B. anthracis und B. cereus, der eine Lebensmittelvergiftung verursacht. Ein
Insekten-pathogener Vertreter dieser Gruppe ist B. thuringiensis, dessen Bt-Toxine
zur biologischen Schiadlingsbekdmpfung in der Land- und Forstwirtschaft eingesetzt

werden.

Im vegetativen Zustand besitzt B. subtilis eine durchschnittlich 2,5 pym lange und
0,5 um breite Stabchenform (Abbildung 1-1) und ist peritrich, d.h. rund um die
gesamte Zelle begeifielt. Sein natiirlicher Lebensraum ist die oberste Bodenschicht

einschliefslich der Rhizosphédre. Dort ist er durch sein ausgeprigtes Repertoire an

1 http:/ /www .bacterio.net/bacillus.html
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extrazelluliren Enzymen, wie Proteasen und Glucanasen (z.B. die a-Amylase), an
zahlreichen Zersetzungsvorgiangen beteiligt und tragt zur Riickfithrung organischer
Stoffe in den Nahrungskreislauf bei. Die gewonnenen Substrate werden von
B. subtilis passiv iiber erleichterte Diffusion bzw. aktiv iiber ABC-Transporter oder

das Phosphoenolpyruvat-abhiangige Phosphotransferasesystem (PTS) aufgenommen.

Tabelle 1-1: Systematik von B. subtilis.

Reich: Bacteria
Abteilung: Firmicutes
Klasse: Bacilli
Ordnung: Bacillales
Familie: Bacillaceae
Gattung;: Bacillus
Abbildung 1-1: Aufnahme von B. subtilis 168
Art: Bacillus subtilis

mit dem Rasterelektronenmikroskop (verandert

nach Zweers et al., 2008).

B. subtilis ist mesophil, fakultativ aerob und ernédhrt sich chemoorganoheterotroph,
d.h. er nutzt organische Verbindungen als Kohlenstoffquelle und zur Energie-
gewinnung. Bei Sauerstofflimitation und Anwesenheit von Nitrat als Elektronen-
akzeptor kann B. subtilis einen Garungsstoffwechsel in Gang setzen, bei dem Lactat,
Ethanol, Acetoin und 2,3-Butandiol erzeugt werden (Nakano et al., 1997). Der Zucker
D-Glucose stellt die bevorzugte Kohlenstoffquelle dar. Ist D-Glucose vorhanden, wird
die Expression von Genen fiir die Verwertung alternativer Kohlenstoffquellen

reprimiert. Dieser regulatorische Vorgang wird als Katabolitrepression bezeichnet.

Kommt es zu einer ldnger andauernden Néhrstoff- oder Sauerstofflimitation fiihrt
das Spo0O-Phosphorelay-System zur irreversiblen Bildung thermoresistenter Endo-
sporen (Hoch, 1993). Die Sporulation und Sporenkeimung wurde bei B. subtilis
mittlerweile so gut untersucht, dass er zu einem Modellorganimus fiir die einfache

Zelldifferenzierung geworden ist.
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1.1.2 Genetische Eigenschaften

Auch in der Genetik ist B. subtilis zu einem Modellorganismus fiir Gram-positive
Bakterien avanciert. Ausschlaggebend dafiir war die Entdeckung der , Kompetenz”
(Anagnostopoulos und Spizizen, 1961; Chen und Dubnau, 2004; Spizizen, 1958):
Unter bestimmten physiologischen Bedingungen ist B. subtilis in der Lage, DNA aus
dem umgebenden Medium aufnehmen. Eine solche Kultur enthélt allerdings nur
maximal 20% kompetente Zellen (Schumann, 2007). Die Eigenschaft der Kompetenz-
entwicklung macht man sich bei der natiirlichen Transformation von B. subtilis
zunutze (Chen und Dubnau, 2004): Nach Bindung der extrazelluldren Fremd-DNA
an den membranstindigen DNA-Rezeptor ComEA, kommt es zu einer unspezi-
fischen Linearisierung der DNA durch ebenfalls membranstindige Endonukleasen
(z.B. NucA). Die aktive Aufnahme der DNA in die Zelle, bei der einer der beiden
Strange abgebaut wird, erfolgt iiber das ComEC-Kanalprotein. Dabei wird ATP
durch den ComFA-Komplex verbraucht, der ebenfalls an der Aufnahme beteiligt ist.
Die eintretende, einzelstrangige DNA wird durch cytoplasmatische Proteine vor dem
sofortigen Abbau geschiitzt. Sind homologe Regionen auf der aufgenommenen DNA
vorhanden, kénnen Rekombinationen iiber einen RecA-abhingigen Mechanismus
mit dem Chromosom stattfinden. Handelt es sich um Plasmid-DNA kann sich diese

auch extrachromosomal etablieren.

Alternative Methoden, B. subtilis mit exogener DNA zu transformieren, sind die
Elektroporation und die Protoplastierung. Mithilfe all dieser Techniken konnte
bereits schon vor der Sequenzierung des kompletten Genoms eine Genkarte fiir
B. subtilis erstellt werden. Die vollstindige Sequenz des Genoms von B. subtilis 168,
der 1947 aus dem B. subtilis Marburg Stamm isoliert wurde (Burkholder und Giles,
1947), wurde 1997 von einem internationalen Konsortium von Wissenschaftlern
zusammengesetzt und verodffentlicht (Kunst et al.,, 1997). Je nach Arbeitsgruppe
unterschieden sich jedoch die verwendeten Methoden zur Sequenzierung. Durch die
Entwicklung besserer Sequenziermethoden konnte das Genom 12 Jahre spéter erneut
komplett resequenziert werden (Barbe et al., 2009). Das zirkulire Genom von
B. subtilis 168 umfasst mit einer Gesamtlange von 4.215.606 bp (GenBank: AL009126)
und einem GC-Gehalt von 43,5% insgesamt 4.244 Gene fiir Proteine, 86 tRNA Gene,
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30 rRNA Gene und 62 weitere RNA Gene. Diese wurden wu.a. in der
Referenzdatenbank GenoList (ehemals SubtiList)? hinterlegt (Moszer et al., 2002).
Mittlerweile wurden elf weitere B. subtilis Stimme vollstaindig sequenziert. Darunter
ist mit B. subtilis BEST7613 auch ein Stamm mit einem chimaren Genom, bei dem das
komplette Genom des Cyanobacteriums Synechocystis PCC6803 unter Anwendung
einer neuen Klonierungstechnik (Mega-Cloning) mit dem Genom von B. subtilis 168

vereint wurde (Itaya et al., 2005; Watanabe et al., 2012).

1.1.3 Biotechnologische Bedeutung

B. subtilis besitzt GRAS-Status (Generally Recognized As Safe), ist genetisch einfach zu
manipulieren, weist keine ausgeprégte artspezifische Codon usage auf und besitzt ein
vollstandig sequenziertes und gut annotiertes Genom. Mit dem Sec- und Tat-System
stehen ihm auflerdem zwei leistungsfahige Wege zur Sekretion von Proteinen zur
Verfiigung (Simonen und Palva, 1993; van Dijl et al., 2002). Dartiber hinaus existieren

mittlerweile viele Transkriptom-, Proteom- und Metabolom-Daten.

ROTE BIOTECHNOLOGIE. Unter den Handelsnamen UTILIN® und BACTISUBTIL® kommt
B. subtilis als lyophilisiertes Praparat bei Darmerkrankungen zum Einsatz (Quelle:
Arzneimittelverzeichnis Rote Liste®, 1997). Hyaluronsaure wird mittlerweile von der
Fa. Novozymes mithilfe gentechnisch verdnderter B. subtilis Zellen produziert, die
das hasA Gen (Hyaluronan-Synthase) aus dem friitheren Hyaluronsaure-Produzenten
Streptococcus equisimilis tragen (Widner et al., 2005). Neben B. licheniformis dient
B. subtilis als Produzent des Polypeptid-Antibiotikums Bacitracin, das in die Murein-
Biosynthese eingreift und damit hauptsdchlich gegen Gram-positive Krankheits-
erreger eingesetzt wird. In dem japanischen Sojaprodukt Natto ist die Subspecies
B. subtilis natto enthalten. Aus diesem Stamm konnte die Subtilisin-dhnliche
Nattokinase (EC 3.4.21.62) isoliert werden, die in der Alternativen Medizin zur
Behandlung der Alzheimer Krankheit sowie als Blutverdiinner und Thrombolytikum

eingesetzt wird (Hsu et al., 2009; Sumi et al., 1990).

2 http:/ / genodb.pasteur.fr/cgi-bin/WebObjects /GenoList.woa/wa/goToTaxoRank?level=Bacillus%20subtilis%20168
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GRUNE BIOTECHNOLOGIE. Die B. subtilis Stamme QST713 und B246, die unter den
Handelnamen SERENADE® (http://www.agraquest.com) bzw. AVOGREEN® (http://
www.avocadosource.com) kommerziell erhaltlich sind, finden als natiirliche Bio-
fungizide landwirtschaftliche Verwendung. Dariiberhinaus hat die Fa. Monsanto ein
Gen aus B. subtlis, welches fiir das Kalteschockprotein CSPB codiert, in ihre diirre-
resistente Getreidesorte MON 87490 gebracht, um diese gegen Kalteperioden
abzuhérten (Harrigan et al., 2009).

WEISE BIOTECHNOLOGIE. Die ,Zellfabrik” B. subtilis hat sich v.a. als Produzent fiur
das Waschmittelenzym Subtilisin E, einer dufierst wirksamen Serin-Protease, einen
Namen gemacht. Des Weiteren hat die Fa. Novozymes Enzyme aus B. subtilis unter
den Handelsnamen Maturex und Novamyl auf den Markt gebracht. Das Brauenzym
Maturex (a-Acetolactat-Decarboxylase) fiihrt zu kiirzeren Reifungszeiten von Bier,
indem es die unerwiinschte Bildung von Diacetyl im Garungsprozess verhindert3.
Die maltogene o-Amylase Novamyl wird von Bickereien eingesetzt, um die
Retrogradation* von Stiarke zu reduzieren. Dadurch kann Teig langer frisch bleiben.
Das Unternehmen Roche Vitamins AG (heute DSM) hat mithilfe gentechnisch
veranderter B. subtilis Stimme ein effizientes Verfahren fiir die biotechnologische
Produktion von Riboflavin (Vitamin B2) entwickelt und damit das konventionelle,

chemische Syntheseverfahren zumindest gleichwertig ersetzt (Stahmann et al., 2000).

Stammoptimierungen sollten B. subtilis als gleichwertige Alternative zu Escherichia
coli tiir die heterologe Proteinexpression etablieren (Westers et al., 2004). So konnten
mit B. subtilis u.a. die humanen Proteine Proinsulin, Interferon-a2, Wachstums-
hormon und tPA (tissue-Plasminogenaktivator) produziert werden (Honjo et al., 1987;
Olmos-Soto und Contreras-Flores, 2003; Schein et al., 1986; Wang et al., 1989). Den
grofien Durchbruch wie E. coli hat B. subtilis hierbei jedoch noch nicht erreicht. Neben
zahlreichen extrazellularen Proteasen, die die Ausbeute senken, ist die Produktion
und Sekretion heterologer Proteine bisher zu ineffektiv. Haufig kommt es zur

intrazelluldren Degradation sowie zur Bildung intrazelluldrer Agglomerate (Inclusion

3 Anmerkung: Aufgrund des Reinheitsgebots fiir Bier von 1516 keine Anwendung in Deutschland.

4 Amylose in der Stdrke gibt Fliissigkeit ab und wird kristallin — Ursache fiir das , Altbackenwerden”
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bodies). Des Weiteren zeigen die vorhandenen Expressionsvektoren oft nur eine
geringe Stabilitdt, und die Expressionssysteme selbst sind oft nicht ausreichend gut
reguliert. Um diesen Problemen beizukommen, wurden bereits Protease- und
sporulations-defiziente Staimme entwickelt (Michel und Millet, 1970; Wu et al., 1991).
Ferner wurden verschiedene Replicons getestet, um die Stabilitdt der Vektoren zu

verbessern (Janniere et al., 1990; Titok et al., 2003).

1.2 Regulation des Kohlenstoffmetabolismus

B. subtilis ist in der Lage, zahlreiche Mono- und Disaccharide als Kohlenstoff- und
Energiequelle zu verwerten. Die Expression der vielen katabolischen Operons kann
allerdings nur induziert werden, wenn die bevorzugte Kohlenstoffquelle D-Glucose
nicht zur Verfligung steht. Den regulatorischen Vorgang dahinter bezeichnet man als
,Katabolitrepression” (engl. Carbon Catabolite Repression, kurz CCR). Die zentralen
Rollen tibernehmen dabei das Histidin-Protein (HPr) aus dem Phosphoenolpyruvat-
abhingigen Phosphotransferasesystem (PTS), die bifunktionelle HPr-Kinase/
Phosphatase (HPrK/P), der globale Transkriptionsregulator CcpA (Catabolite control
protein A), das zu HPr homologe Crh (Catabolite repression HPr), sowie Fructose-1,6-
bisphosphat (FBP) und ATP (Deutscher et al., 2006; Galinier et al., 1997; Stiilke und
Hillen, 2000).

1.2.1 Das Phosphoenolpyruvat-abhingige Phosphotransferasesystem

Das Phosphoenolpyruvat (PEP)-abhdngige Phosphotransferasesystem (PTS) von
B. subtilis besteht aus den loslichen Proteinen EI (Enzym I) und HPr (Histidin-
Protein) sowie einer membrangebundenen, Zucker-spezifischen Permease EII
(Enzym II). Letztere besteht meist aus den cytoplasmatisch lokalisierten und fiir die
Phosphorylierung zustiandigen Untereinheiten EIIA wund EIIB sowie der
membrangebunden Doméne EIIC, die den Transportkanal ausbildet. In B. subtilis
werden viele Zucker, Zuckeralkohole und auch Glucosamine durch ein PTS
aufgenommen und dabei gleichzeitig phosphoryliert (Abbildung 1-1). Die
Phosphorylgruppentibertragung erfolgt tiber PEP, EI, HPr und EIIA auf EIIB,

10
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welches die Phosphorylgruppe schliellich auf das iiber EIIC eingeschleuste PTS-
Substrat tibertragt. Die phosphorylierten Substrate werden anschliefiend {iiber die
Glykolyse weiter verstoffwechselt, wobei PEP entsteht, das nun wieder als Phospho-

rylgruppen-Donor fungieren kann.

F15

Pyruvat HPr P~EIIA EIIB
X X X ) EIIC~ EIICI (rsc)
—» PEP P-HPr EITA P—-EIIB/ \

Glc-6-P-Isomerase
Fructose-6~P <= == Glucose-6~P Glucose
'[38'(

: w
I
I

] S

! &

L

' E

— Glykolyse S

intrazellular extrazelluldr

Abbildung 1-2: PTS-vermittelte Aufnahme von D-Glucose in B. subtilis. D-Glucose wird iiber EIIGl
aufgenommen, dabei zu Glucose-6~P phosphoryliert und weiter zu Fructose-6~P isomerisiert. Beim
weiteren glykolytischen Abau wird PEP generiert, das dadurch wieder als Phosphorylgruppen-Donor

im PTS dienen kann.

D-Glucose (Glc) ist die bevorzugte Kohlenstoff- und Energiequelle von B. subtilis und
wird primédr tiber den PTS-Transporter EIICl, der durch ptsG codiert wird,
aufgenommen (Gonzy-Tréboul et al., 1991). Bei der Aufnahme wird Glc zu Glc-6~P
phosphoryliert. Das Glucose-Operon besteht neben ptsG aus ptsH (HPr) und ptsI (EI)
und wird durch den Antiterminator GIcT reguliert, dessen Gen unmittelbar
stromaufwiérts des ptsG-ptsHI Operons liegt (Bachem und Stiilke, 1998; Schilling et
al., 2004). Damit EI und HPr auch bei Abwesenheit von Glucose fiir andere PTS-
Zucker zur Verfiigung stehen, werden diese beiden Gene zusitzlich iiber einen

eigenen Promotor transkribiert.
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1.2.2 HPr, Crh und die HPr-Kinase/Phosphatase

Eine zentrale Rolle bei der Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels tibernimmt
HPr, welches mit His-15 und Ser-46 zwei Phosphorylierungsstellen besitzt und damit
vier mogliche Phosphorylierungszustdnde einnehmen kann, um seiner Rolle gerecht
zu werden (Deutscher und Saier, Jr., 1983). Daneben existiert mit Crh ein weiteres,
funktionell homologes Protein zu HPr in B. subtilis, welches allerdings nur die Ser-46
Phosphorylierungsstelle aufweist (Galinier ef al., 1997). HPr wird am His-15 durch EI
phosphoryliert. HPr-His-15~P wiederum {ibertragt seine Phosphorylgruppe an die
Transporter-Untereinheit EIIA und/oder an PTS-Regulationsdoménen (PRDs) von
Regulatoren. Die Phosphorylierung und Dephosphorylierung am Ser-46 von HPr
bzw. Crh dient als regulatorisches Signal und erfolgt durch die bifunktionelle HPr-
Kinase/Phosphatase (HPrK/P), die durch das Gen hprK (friither ptsK) codiert wird
(Galinier et al., 1998; Reizer et al., 1998). Die HPrK/P wird durch kooperative
Bindung von ATP und FBP aktiviert und reagiert damit auf die Verfiigbarkeit von
primdren Kohlenstoffquellen, wie Glucose und Fructose (Jault et al., 2000). Hohe
intrazelluldre Konzentrationen von anorganischem Phosphat inhibieren die Kinase-
Aktivitat und stimulieren die Phosphatase-Aktivitdt (Galinier et al., 1998; Reizer et al.,
1998). Die ATP-abhdngige Phosphorylierung von HPr am Ser-46 durch die HPrK/P
inhibiert auflerdem die Phosphorylierungsrate am His-15 durch EI um das 600-fache
(Deutscher et al., 1984). Die Deletion von hprK fiihrt zur Authebung der CCR in
B. subtilis und hat keinen Einfluss auf das Zellwachstum; eine HPrK/P mit partieller
Kinase- und keiner Phosphatase-Aktivitit ldsst wiederum eine CCR zu, fiihrt jedoch
zu wesentlich schlechterem Wachstum, das auf eine permanente Repression durch

HPr-Ser-46~P und CcpA zuriickzufiihren ist (Hanson et al., 2002).

1.2.3 Der globale Regulator CcpA

CcpA (Catabolite control protein A) ist der globale Transkriptionsregulator des Kohlen-
stoffmetabolismus in B. subtilis und anderen Gram-positiven Bakterien mit
niedrigem GC-Gehalt (Chauvaux, 1996; Fujita, 2009; Warner und Lolkema, 2003). Er
ist ein Mitglied der Lacl/GalR-Proteinfamilie (Weickert und Adhya, 1992) und kann

sowohl reprimierend als auch aktivierend wirken (Stiilke und Hillen, 2000). Die

12



EINLEITUNG — REGULATION DES KOHLENSTOFFMETABOLISMUS

Aktivierung von CcpA erfolgt durch Dimerbildung nach Interaktion mit den
Cofaktoren HPr-Ser-46~P bzw. Crh-Ser-46~P (Deutscher et al., 1994; Deutscher et al.,
1995; Fujita et al., 1995; Galinier et al., 1997; Kim et al., 1998). Dieser Komplex bindet
an Operatoren mit der Konsensussequenz 5-TGWAARCGYTWNCW-3' [mit N =
beliebige Base, W = A/T,R=A/G,Y = C/T], die man als cre-Sequenz (engl. catabolite
responsive element) bezeichnet (Jones et al., 1997; Stiilke und Hillen, 2000). Die Lage
dieser Sequenz relativ zum Transkriptionsstart bestimmt den regulatorischen
Einfluss von CcpA: Liegt die cre-Sequenz stromaufwarts der -35-Promotorregion, wie
z.B. bei ackA und pta, kommt es zu einer Aktivierung der Transkription (Presecan-
Siedel et al., 1999; Turinsky et al., 1998). Liegt die cre-Sequenz stromabwdérts oder
tiberlappt mit dem Transkriptionsstart, wie z.B. bei manR, kommt es entweder zu
einer Blockade der RNA-Polymerase bei der Elongation oder die Bindung der RNA-
Polymerase an den Promotor wird komplett verhindert (Lulko et al., 2007; Sun und

Altenbuchner, 2010).

1.2.4 PRD-haltige Transkriptionsregulatoren

Neben Regulatoren wie GutR, die durch Bindung des Induktors (hier: D-Glucitol)
allosterisch aktiviert werden (Poon et al., 2001), und Zweikomponenten-Systemen,
mit denen B. subtilis auf dufiere Stimuli reagieren kann (Fabret et al., 1999), gibt es
eine Klasse von Regulatoren, die durch Phosphorylierung auf die An- oder

Abwesenheit von Induktoren reagiert, und die in drei Gruppen unterteilt wird:

1) Regulatoren wie z.B. HprR aus Clostridium acetobutylicum (Reizer et al., 1999),
die EIIA- und/oder HPr-Doménen besitzen, welche direkt von HPr-His-15~P
phosphoryliert werden.

2) Glycerin-Kinasen, die von HPr-His-15~P an einem konservierten Histidin-
Rest phosphoryliert werden und so den Glycerin-Stoffwechsel steuern
(Deutscher et al., 2006).

3) Regulatoren mit sogenannten PRDs (PTS-Regulationsdoménen), die von HPr-
His-15~P und/oder EII~P phosphoryliert werden (Deutscher et al., 2006;
Greenberg et al., 2002; Stiilke et al., 1998).
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Die letzte Gruppe wird nochmals in Antiterminatoren und Aktivatoren unterteilt. In
den PRDs findet man ein bis zwei gut konservierte Histidin-Reste, die als potentielle
Phosphorylierungsstellen dienen (Deutscher et al., 2006). Die meisten Proteine dieser
Klasse besitzen zwei PRDs, die man als PRD1 und PRD2 bezeichnet und unter-

schiedliche regulatorische Funktionen ausiiben kénnen.

ANTITERMINATOREN. Zur Klasse der PRD-haltigen Antiterminatoren in B. subtilis
gehoren die vier Mitglieder der BglG/SacY-Proteinfamilie LicT, SacT, SacY und GlcT
(Bachem und Stiilke, 1998; Débarbouillé et al., 1990; Idelson und Amster-Choder,
1998; Schnetz et al., 1996). Sie besitzen alle den gleichen modularen Aufbau: eine N-
terminale RNA-Bindedomaéne, gefolgt von PRD1 und PRD2 (Greenberg et al., 2002).
Sie binden an sogenannte RAT-Sequenzen (Abk. fiir engl. ribonucleic antiterminator) in
der leader-Region der mRNA (Aymerich und Steinmetz, 1992) und verhindern so die
Ausbildung einer p-unabhédngigen Terminatorstruktur am 5-Ende der mRNA
(= Antitermination). Wenn die jeweiligen Induktoren nicht vorhanden sind, werden
alle vier Mitglieder durch Phosphorylierung der PRD1 iiber ihren jeweiligen PTS-
Transporter negativ reguliert (Deutscher et al., 2006, Tortosa et al., 2001). Im
Gegensatz zu SacY und GIcT benétigen SacT und LicT eine zusétzliche Phosphory-
lierung der PRD2 durch HPr-His-15~P, um aktiv zu werden (Arnaud et al., 1996;
Lindner et al., 1999). Wahrend sie im aktiven Zustand als Homodimer an die RAT-
Sequenzen binden (Declerck et al., 2001; Graille et al., 2005), ist unklar, ob sie im
inaktiven Zustand als Monomer und/oder an den jeweiligen PTS-Transporter

gebunden vorliegen.

AKTIVATOREN. Bislang sind vier PRD-haltige Aktivatoren in B. subtilis charakterisiert
worden: LevR, LicR, MtIR und ManR (Débarbouillé et al., 1991; Joyet et al., 2010; Sun
und Altenbuchner, 2010; Tobisch et al., 1997). Im Gegensatz zu den Antiterminatoren
besitzen sie auflerdem EIIB- und/oder EIlA-dhnliche Domédnen mit jeweils einer
konservierten, potentiellen Phosphorylierungsstelle. Der modulare Aufbau ist
insgesamt variabler als bei den Antiterminatoren (Greenberg et al., 2002). Damit
konnen die Aktivatoren bis zu sechs Phosphorylierungsstellen besitzen: je zwei in
den PRDs und je eine in der EIIB- und der EIIA-dhnlichen Domiane. Auch hier

entscheidet der Phosphorylierungszustand der einzelnen Doménen iiber die
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Regulatoraktivitat. Die EIIB- und EIIA-dhnlichen Doménen der Aktivatoren besitzen
meist ebenfalls eine regulatorische Funktion. Im Gegensatz zu den Antiterminatoren
ist der regulatorische Einfluss der Phosphorylierung von PRD1 und PRD2 weniger
klar verteilt (Deutscher et al., 2006). So konnte fiir die Aktivierung des Mannitol-
Regulators MtIR gezeigt werden (s. Kapitel 1.2.5, Abbildung 1-3), dass die PRD2
phosphoryliert und die EIIB- und EIIA-dhnlichen Doménen dephosphoryliert sein
miissen, wahrend die PRD1 scheinbar keine regulatorische Funktion besitzt (Joyet et
al., 2010). Ebenso scheint EIIBMt essentiell fiir die Aktivierung von MtIR zu sein, da
die Deletion dieser Domaéne in einer mtIA (EIIA) Mutante die konstitutive Expression
des mtIAFD Operons verhindert (Bouraoui et al., 2013). Als mogliche Erklarung
postulierten die Autoren eine erforderliche Bindung von MtIR an die Membran {iber
EIIBMY, um MtIR in einen aktiven Zustand zu versetzen. Dagegen ist ManR nicht von
EIIBMan abhangig, da eine manP Mutante (EIIMan) volle konstitutive Expression zeigt
(Sun und Altenbuchner, 2010). Dieser negative Regulationseffekt des PTS-
Transporters auf die EIIB- und EIIA-dhnlichen Doméanen der Regulatoren konnte
neben ManR und MtIR auch fiir LicR gezeigt werden (Joyet et al., 2010; Sun und
Altenbuchner, 2010; Tobisch et al., 1997).

1.2.5 Die Katabolitrepression am Beispiel von MtIR aus B. subtilis

Die Katabolitrepression durch Glucose soll hier am Beispiel des PRD-haltigen
Aktivators MtIR aus B. subtilis, der die Gene fiir den Mannitol-Stoffwechsel reguliert
(Heravi et al., 2011; Joyet et al., 2010), kurz beschrieben werden. Zu unterscheiden
sind die physiologischen Zustinde, in denen (i) weder Mannitol noch Glucose
(Basalexpression), (ii) nur Mannitol (Induktion) bzw. (iii) Mannitol und Glucose

(Katabolitrepression) vorhanden sind (s. Abbildung 1-3):

i. BASALEXPRESSION. Sind keine PTS-Zucker vorhanden, befinden sich alle PTS-
Komponenten in einem phosphorylierten Zustand. Die PRD2 von MtIR wird
durch HPr-His-15~P und die EIIB- und EIlIA-dhnlichen Domédnen durch
EIIBMt~P phosphoryliert. MtIR ist inaktiv und es kommt evtl. zur Bindung an die
Permease (Bouraoui et al., 2013). Es findet somit nur die Basalexpression der

Operon-Gene sowie von mtIR statt.
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ii. INDUKTION. Ist Mannitol vorhanden, wird es {iber EIIM!! in die Zelle transportiert
und dabei in Mannitol-1-phosphat umgewandelt. Die PRD2 wird durch HPr-
His-15~P phosphoryliert, die EIIB- und EIIA-dhnlichen Doméanen von MtIR
tibertragen ihre Phosphorylgruppen auf EIIBAMY, MtIR ist aktiv, bindet an die

Operatoren und induziert damit die Genexpression.

iii. KATABOLITREPRESSION. Sind Mannitol und Glucose vorhanden, sinkt aufgrund
der hohen Umsatzrate von Glucose der intrazelluldre Spiegel an HPr-His-15~P
ab, sodass die PRD2 von MtIR nicht mehr phosphoryliert wird. Ebenso sind seine
EIIBA-Doménen dephosphoryliert, da sie ihre Phosphorylgruppen auf EIIBMt
ubertragen. Gleichzeitig steigen die intrazelluldren Konzentrationen von FBP
und ATP an, wodurch es zur Stimulierung der HPrK/P-Kinase-Aktivitat kommt.
HPrK/P phosphoryliert HPr (und Crh) unter ATP-Verbrauch am Ser-46. Es
kommt zur Bildung des globalen CcpA-HPr(Crh)-Ser-46~P Komplexes, der an
die cre-Sequenzen von mtIR und des mtIAFD Operons bindet und damit zur

Repression der Genexpression fiihrt.

1.3 Die Rolle der globalen Regulatoren CodY und TnrA

Damit B. subtilis auf verschiedene Nahstoffangebote reagieren kann, haben sich
tiberlappende regulatorische Netzwerke entwickelt, die von diversen spezifischen
Regulatoren sowie von den globalen Regulatoren CcpA, CodY und TnrA kontrolliert
werden (Sonenshein, 2007). Dadurch kann die Balance zwischen Kohlenstoff- und
Stickstoffmetabolismus sowie zwischen Katabolismus und Anabolismus aufrecht-
erhalten werden. Wahrend CcpA vorwiegend die Expression von Genen des Kohlen-
stoffmetabolismus reguliert, spielt TnrA vor allem bei der Regulation von Genen des
Stickstoffmetabolismus eine Rolle. CodY reguliert hingegen Gene aus beiden Stoff-
wechselzweigen. Im Falle des ilv-leu Operons wirken sogar alle drei Regulatoren
gemeinsam (Tojo et al., 2005). Wie bereits erwdhnt, registriert CcpA mithilfe der
HPrK/P die intrazellularen Konzentrationen von ATP und FBP und damit den
Energiestatus der Zelle. CodY und TnrA reagieren ebenfalls auf die Anwesenheit

bestimmter Metabolite und verandern dadurch ihre Aktivitat.
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Der globale Transkriptionsregulator CodY reguliert iiber 100 Gene und Operons in
B. subtilis, die in der Regel in der Exponentialphase des Wachstums reprimiert und in
der Stationdrphase oder bei Nahrungsmangel induziert werden (Sonenshein, 2005).
Dazu zdhlen u.a. Gene fiir die Motilitdt, Chemotaxis, Transportsysteme, extrazellu-
laire Enzyme, sowie Gene fiir Sporulation, Kompetenzausbildung und Virulenz
(Bergara et al., 2003; Molle et al., 2003; Serror und Sonenshein, 1996; Sonenshein,
2005). Die Aktivitit von CodY wird durch GTP und durch die verzweigtkettigen
Aminosauren Leucin, Isoleucin und Valin (= BCAAs fiir engl. Branched-Chain Amino
Acids) beeinflusst, die direkt mit CodY interagieren (Ratnayake-Lecamwasam et al.,
2001; Shivers und Sonenshein, 2004). GTP ist wie ATP ein Signal fiir einen hohen
Energiespiegel in der Zelle. Aus BCAAs werden Pantothensdure, Coenzym A und
verzweigtkettige Fettsauren synthetisiert und werden mit Abstand am héufigsten in
Proteine eingebaut. Damit stellen sie fiir die Zelle reprasentativ das gesamte Amino-
sdureangebot dar. So muss die Zelle nicht auf die Verfiigbarkeit jeder einzelnen,
sondern in erster Linie auf die am haufigsten bendtigten Aminosduren reagieren und
kann so wertvolle Ressourcen sparen. CodY bindet an eine AT-reiche DNA-Region
mit der Konsensussequenz 5-AATTTTCWGAAAATT-3" (Belitsky und Sonenshein,
2008), die jedoch sehr variabel ist und auch in dublizierter Form vorkommen kann

(Belitsky und Sonenshein, 2011).

Gemeinsam mit CcpA ist CodY fiir die Regulation des sogenannten Overflow-Meta-
bolismus in B. subtilis verantwortlich (s. Abbildung 1-4): Steht B. subtilis unter
aeroben Bedingungen gentigend Glucose als Kohlenstoffquelle zur Verfiigung
kommt es zum bakteriellen Crabtree-Effekt bzw. zum Carbon Ouverflow: Damit die
verfiigbare Glucose schnell aufgenommen werden und die Glykolyse in einer hohen
Geschwindigkeit ablaufen kann, muss der Cofaktor NAD+* fiir die Aufnahme von
Elektronen und Protonen in hohen Mengen und schnell regeneriert werden. Da der
Citratzyklus NAD+* nicht so schnell regenerieren kann, wird der Grofsteil der Glucose
nur bis Pyruvat und Acetyl-CoA umgesetzt. Diese Metabolite werden wiederum in
Nebenprodukte wie Lactat, Acetat und Acetoin umgewandelt, welche daraufhin ins
extrazellulare Medium abgegeben werden (Sonenshein, 2007). Dies ermoglicht der

Zelle die Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewichts bei gleichzeitiger ATP-
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Produktion. Erst wenn die Glucose vollstandig verbraucht ist, werden die gebildeten
Nebenprodukte wieder aufgenommen. In B. subtilis erfolgt diese Koordination des
Stoffwechsels durch CcpA und CodY. Ersterer wird durch die intrazelluldre
Erhohung von ATP und FBP aktiviert. Durch Bildung von Valin aus Pyruvat bzw.
Isoleucin aus Oxalacetat und GTP aus ATP erfolgt eine Aktivierung von CodY.
Wiéhrend CcpA und CodY die Expression der Gene fiir die Nebenproduktbildung
aktivieren, reprimieren beide Regulatoren die Expression der Gene fiir die Wieder-
verwertung der Nebenprodukte und einiger Enzyme des Citratzyklus (Sonenshein,

2007).

TnrA ist der globale Transkriptionsregulator des Stickstoffmetabolismus in B. subtilis,
der an die Konsensussequenz 5-TGTNAN7;ITNACA-3" bindet (Wray, Jr. et al., 1997;
Wray, Jr. et al., 2000). Er ist aktiv, wenn die priméren Stickstoffquellen Glutamin und
Ammonium nicht vorhanden sind. In diesem Fall reprimiert TnrA die Expression der
Gene fiir die Glutamin-Synthetase (GS; ginA) und die Glutamin-Oxoglutarat-
Aminotransferase (GOGAT; gltAB). Gleichzeitig aktiviert TnrA Gene und Operons,
die fiir die Aufnahme und Verstoffwechselung von sekundéren Stickstoffquellen wie
Nitrat oder Nitrit verantwortlich sind (Wray, Jr. et al., 1996; Yoshida et al., 2003). Sind
die priméren Stickstoffquellen Glutamin und Ammonium jedoch vorhanden, wird
TnrA durch Bildung eines terndren Komplexes aus TnrA, Glutamin und GS

inaktiviert (Wray, Jr. et al., 2001).

GS und GOGAT werden fiir die Stickstoff- bzw. Ammonium-Assimilation benotigt
und verkniipfen den Kohlenstoff- mit dem Stickstoffmetabolismus (s. Abbildung
1-4). Neben TnrA haben aber auch CcpA und CodY regulatorischen Einfluss auf die
GOGAT-AKktivitat.
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Abbildung 1-4: Zusammenspiel der globalen Regulatoren CcpA, CodY und TnrA im Kohlen- und
Stickstoffmetabolismus von B. subtilis (nach Brinsmade et al., 2010; Sonenshein, 2007). CcpA wird
indirekt durch steigende Konzentrationen an ATP und Fructose-1,6-bisphosphat (FBP) aktiviert. CodY
wird durch direkte Bindung von GTP und verzweigtkettiger Aminosauren (BCAAs) aktiviert. TnrA
wird in Anwesenheit von Glutamin und Ammonium (NH4*) durch Bindung an die Glutamin-

Synthetase (GS) inaktiviert. GOGAT = Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase.
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1.4 Das D-Mannose-Expressionssystem

Fiir die Produktion homo- bzw. heterologer Proteine in B. subtilis werden leistungs-
starke Expressionssysteme benétigt. Neben konstitutiven Promotoren wie Pigpa, Poeg
oder Ps; (Ming et al., 2010; Moran, Jr. et al., 1982; Nguyen et al., 2005) kommen
Promotoren zum Einsatz, die entweder positiv oder negativ reguliert sind. Dazu
gehoren u.a. der durch Hitze, Sdure oder Ethanol induzierbare Pgsp, die IPTG-
induzierbaren Promotoren Pspe und Pgor sowie die durch Xylose, Mannose bzw.
Mannitol induzierbaren Promotoren Piyia, Puanp und Pina (Heravi et al., 2011; Nguyen
et al., 2005; Sun und Altenbuchner, 2010). In jedem Fall ist eine moglichst geringe
Basalexpression wiinschenswert, v.a. wenn die Expression nicht zu friih starten darf
(z.B. bei der Produktion toxischer Proteine). Bei Vektoren mit hoher Kopienzahl,
kann dies leichter durch eine positive Regulation erreicht werden als durch eine
negative, da oftmals die Menge der Repressoren nicht ausreicht, um alle Operatoren
zu binden. Auf der anderen Seite benétigt man fiir eine effiziente Expression eines
positiv regulierten Systems eine ausreichende Menge an Aktivatoren. Haufig miissen
deshalb die Gene fiir die Regulatoren zusatzlich auf dem Expressionsvektor gestellt
werden. Der Einsatz von Expressionsvektoren erfordert eine genaue Kenntnis {iber
die Regulationsvorgange im Wirtsorganismus, wie z.B. {iber die Katabolitrepression
durch Glucose. Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von Expressions-
systemen ist die Wirtschaftlichkeit, d.h. die benttigte Menge und der Preis des

Induktors spielen bei der Entwicklung solcher Systeme eine wichtige Rolle.

1.4.1 Das manPA-yjdF Operon aus B. subtilis

Ahnlich wie D-Glucose wird D-Mannose von B. subtilis {iber einen PTS-Transporter
(EIIMan) aufgenommen und dabei zu Mannose-6-phosphat phosphoryliert (Reizer et
al., 1999). Dieses wird zu Fructose-6-phosphat isomerisiert, welches weiter iiber die
Glykolyse abgebaut wird. Dabei wird wiederum das fiir das PTS benétigte PEP
generiert. Die Gene fiir den Mannose-Abbau sind in einem Operon organisiert, das
aus manP, manA und dem distal gelegenen Gen yjdF besteht (Abbildung 1-5,
Sequenz s. Anhang). Diese codieren fiir den PTS-Transporter, die Mannose-6-

phosphat-Isomerase und eine strukturierte, nicht-codierende RNA mit unbekannter
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Funktion (Kunst et al.,, 1997, Nicolas et al., 2012; Sun und Altenbuchner, 2010;
Weinberg et al., 2010). Die Deletion von yjdF hat keinen phédnotypischen Einfluss auf
die Verwertung der D-Mannose als Kohlenstoff- und Energiequelle (Sun und
Altenbuchner, 2010). Das Operon wird durch den PRD-haltigen Transkriptions-
aktivator ManR reguliert, dessen Gen unmittelbar stromaufwérts und in gleicher
Orientierung liegt und ebenfalls von ManR reguliert wird (Reizer et al., 1999; Sun

und Altenbuchner, 2010).

anHR Pmm:P

Transkriptions- PTS- Mannose-6-P- unbekannte
regulator Transporter ~ Isomerase  Funktion

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung des mutmaf$lichen Regulons von ManR (verindert nach
Wenzel et al., 2011). Gezeigt ist die Lage der Gene des manPA-yjdF-Operons und des Regulatorgens
manR. Die cre-Sequenz ist als Box symbolisiert. Der positive, regulatorische Einfluss des Transkrip-

tionsregulators ManR auf die Promotoren Pyur und Prunp ist gekennzeichnet.

1.4.2 Der Transkriptionsaktivator ManR

Der Regulator ManR besteht aus 648 Aminosduren (ca. 75 kDa) und hat einen pl-
Wert von 8,15. Er ist aus einer N-terminalen DNA-Bindedoméane mit zwei Helix-
Turn-Helix (HTH)-Motiven, gefolgt von regulatorischen Domanen, namlich PRDI1,
PRD2 sowie einer EIIBBg- und EIIAFu-ghnlichen Doméne, aufgebaut (Abbildung
1-6)5 6. Die strukturelle Ahnlichkeit von ManR mit den PRD-haltigen Aktivatoren
MtIR aus Geobacillus stearothermophilus (Henstra et al., 2000) bzw. LicR und MtIR aus
B. subtilis (Joyet et al., 2010; Tobisch et al., 1997) lassen darauf schlieflen, dass seine

5 PFAM-Datenbank-Eintrag: http:/ /pfam.sanger.ac.uk/protein/0O31644
¢ UniProt-Datenbank-Eintrag: http:/ /www.uniprot.org/uniprot/031644
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Aktivitdt ebenfalls tiber die Phosphorylierung seiner konservierten Aminosduren in
den PRDs und EIIBA-dhnlichen Domédnen moduliert wird. Sequenzvergleiche haben
gezeigt, dass ManR in den PRDs jeweils zwei konservierte Histidine (His-222 /
His-281 bzw. His-334 / His-393), in der EIIBB8l-Domaine ein konserviertes Cystein
(Cys-415) und in der EIIAFu-Doméne ein konserviertes Histidin (His-570) als

potentielle Phosphorylierungsstellen besitzt (Greenberg et al., 2002).

DNA Bindedoméne Regulatorische Doménen
! L potentielle
H222 H281 H334 H393 C415 H570 Phosphory-
| | lierungsstellen

(7-67)  (83-171) (197-285) (307-397)  (409-495) (512-646)

Abbildung 1-6: Domainenstruktur des Transkriptionsaktivators ManR aus B. subtilis. Die
potentiellen Phosphorylierungsstellen, sowie die Lage der einzelnen Doménen sind gekennzeichnet.
Erklarung der DNA-Bindedoméne: HTH_11 (PFAM Accession Number PF08279) = Helix-Turn-Helix-
DNA-Bindemotiv mit Loop aus kleinen B-Sheets (Gajiwala und Burley, 2000); Mga-HTH (PFAM
Accession Number PF05043) = Helix-Turn-Helix-DNA-Bindedoméne, die im Zentrum des Mga-

Regulators aus Streptococcus pyogenes vorkommt (Mclver und Myles, 2002).

ManR aktiviert die Transkription ausgehend von den Promotoren des Regulatorgens
(Pmanr) und des manPA-yjdF Operons (Puanp), fiihrt jedoch zu unterschiedlichen Erho-
hungen der Expressionsraten in Anwesenheit von Mannose (Sun und Altenbuchner,
2010). Dabei ist die Expression ausgehend von Puanp stirker ausgeprdgt. Da die
Bindestellen von ManR (Operatoren) mittels Deletionsanalysen nur grob lokalisiert
werden konnten (Sun und Altenbuchner, 2010), kann tiber den Aktivierungsmecha-
nismus von ManR bislang nur gemutmafit werden. Aufgrund der identifizierten
Inverted Repeats (= sich gegenldufig wiederholende Sequenzen) wird jedoch eine
Klasse II Aktivierung vermutet. Eine Aktivierung der Klasse I sowie eine
Aktivierung tiber Konformationsdnderung der Promotorregion kann jedoch nicht
ganzlich ausgeschlossen werden (Browning und Busby, 2004): Bei einem Promotor
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der Klasse I binden die Regulatorproteine an Sequenzen, die stromaufwérts der
-35-Region liegen, und rekrutieren die RNA-Polymerase durch Interaktion mit deren
a-C-terminalen Doméne, wie im Falle von CRP (cAMP-Rezeptorprotein) und dem lac
Promotor in E. coli (Ebright, 1993). Bei einem Promotor der Klasse II iiberlappt die
Bindestelle mit der -35-Region und die Aktivierung erfolgt durch Interaktion des
Regulators mit der Doméne 4 der ¢ Untereinheit der RNA-Polymerase, wie im Falle
des cI Proteins und Prv Promotors des Bakteriophagen A (Nickels et al., 2002). Eine
weitere Moglichkeit der Aktivierung ist die Umstrukturierung der Promotorele-
mente durch Bindung des Regulators in deren unmittelbarer Ndhe. Dadurch werden
diese so angeordnet, dass die RNA-Polymerase (besser) binden kann. Auf diese

Weise agieren z.B. die Mitglieder der MerR-Regulatorfamilie (Brown et al., 2003).

1.4.3 Anwendbarkeit in der Hochzelldichtefermentation

Der starke Promotor Puap und die positive Regulation durch ManR préadestinieren
dieses System fiir den Finsatz in Expressionsvektoren. Es konnte gezeigt werden,
dass durch die positive Feedback-Kontrolle der ManR-Expression die chromosomale
Kopie von manR ausreicht, um gentigend ManR-Molekiile zu bilden, die selbst bei
hoher Kopienzahl des Vektors alle Operatoren besetzen und die Expression induzie-
ren konnen (Sun und Altenbuchner, 2010; Wenzel, 2009). Bei der Anwendung dieses
Systems in Hochzelldichtefermentation mit B. subtilis zeigte sich, dass Mannose sehr
schnell verstoffwechselt wird und damit nicht sehr lange als Induktor zur Verfligung
steht (Wenzel, 2009). Da der gegenwartige Preis von D-Mannose mit ca. 1€ g
(Quelle: Fa. Sigma-Aldrich; Artikelnummer 63580-100G) relativ hoch ist, ist dieses
System in dieser Form nicht wirtschaftlich. Erste Stammoptimierungen, um den
Abbau des Induktors zu verhindern oder zumindest zu reduzieren, blieben bislang

ohne den erhofften Erfolg (Wenzel, 2009).
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1.5 Die Hochzelldichtefermentation

Primares Ziel eines industriellen Prozesses ist eine hohe Produktivitat, d.h. in einem
definierten Produktionsvolumen soll die gebildete Produktmenge pro Zeiteinheit
und Zellmasse mdglichst hoch sein. Ist die genetische Optimierung des Expressions-
systems ausgereizt, kann die Produktivitit nur noch proportional zur gebildeten
Biomassekonzentration weiter gesteigert werden. Die meisten Studien bzgl. Hoch-
zelldichtefermentationen wurden mit E. coli durchgefiihrt und dabei bis zu 190 g
(Trockengewicht) 11 erreicht (Lee, 1996; Shiloach und Fass, 2005; Wilms et al., 2001).
Mit B. subtilis sind solche hohen Werte aber eher die Ausnahme (Park et al., 1992).

In der Bioreaktionstechnik unterscheidet man drei grundlegende Betriebsweisen fiir
die Reaktorfithrung. Die Auswahl erfolgt dabei je nach den Bediirfnissen der

Mikroorganismen und nach Ziel des Prozesses:

i.  BATCH-BETRIEB. Bei dieser Betriebsart bleibt das Kulturmedium tiiber den
gesamten Zeitraum hinweg unangeriihrt. Er wird haufig im Labor ange-
wendet, wenn eine rasche Biomasseentwicklung bei einfacher Apparatur
gewiinscht ist, und die Produktbildung unabhangig von der Wachstumsphase

stattfinden kann.

ii. =~ FED-BATCH-BETRIEB. Hier wird durch Substratzufiitterung (Feed) im An-
schluss an die Batch-Phase der Ubergang von der Exponential- zur
Stationdrphase verldngert. Dadurch konnen hohe Endkonzentrationen an
Biomasse und Produkt erreicht werden. Haufig findet die Produktbildung nur
in der Zufiitterungsphase statt, da hier in Abhdngigkeit von der Zulaufrate

eine konstante Wachstumsgeschwindigkeit eingestellt werden kann.

iii. =~ KONTINUIERLICHER BETRIEB. Bei dieser Form der Betriebsfithrung wird am
Ende der Batch-Phase sowohl Substrat zugefiittert als auch Kulturmedium in
gleichem Mafle wieder abgefiihrt. Ist die Durchflussrate kleiner als die
Wachstumsrate, stellt sich ein Fliefigleichgewicht ein, d.h. die Zelldichte bleibt
konstant (Chemostat). Dieses Verfahren wird gewdhlt, um physiologische
Zustande zu untersuchen, aber auch um zu verhindern, dass sich toxische

Produkte anhaufen konnen.
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Um Hochzelldichten im Bioreaktor zu erreichen, wird der Fed-Batch-Betrieb
verwendet (Abbildung 1-7). Dieser unterteilt sich in eine Batch- und eine Zu-
fiitterungsphase. In der Zufiitterungsphase wird das zugefiitterte Substrat sofort von
den Zellen aufgenommen und verstoffwechselt, sodass die Substratkonzentration im
Bioreaktor gleich null ist. Eine Erhcéhung der Zulaufrate des Feeds, die iiber eine
Kontrolleinheit gesteuert und reguliert wird, fithrt zu einer Zunahme der
Wachstumsgeschwindigkeit bis zur maximalen spezifischen Wachstumsrate pimax.
Eine weitere Erhohung der Zulaufrate wiirde zu einer Akkumulation des Substrats

im Bioreaktor fiihren.

Die Zulaufrate richtet sich nach der Biomasse im Reaktor am Ende der Batch-Phase
(cx%) und der Substratkonzentration im Feed (cs?). Unter Einbeziehung der Biomasse-

und Substrat-Bilanzen ergibt sich fiir die Zulaufrate F(t) folgende Beziehung:

F(t) = OL‘VO e [in1h]

Cs " Xxys

mit  Yx/s = spezifischer Ausbeutekoeffizient von Biomasse X zu Substrat S [in g g-1]

cx® = Biomassekonzentration zu Beginn der Zufiitterungsphase [in g 1]
V0 = Reaktorvolumen zu Beginn der Zufiitterungsphase [in 1]

¢s® = Glucose-Konzentration in der Feedlosung [in g 1]

t = Zeit [in h]

= spezifische Wachstumsrate [in h]

Wiahlt man eine konstante Zulaufrate, nimmt anhand der obigen Gleichung die
spezifische Wachstumsrate p kontinuierlich ab. Mochte man jedoch eine bestimmte,
konstante spezifische Wachstumsrate 11 < pimax wdhrend der gesamten Zufiitterungs-
phase aufrechterhalten, muss die Zulaufrate exponentiell iiber das Leitsystem des

Bioreaktors gesteigert werden.
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Zuluft

—V, CS

Feed

[ =56 waage

Sonden:
pH, pO,, T, p, Fluoreszenz

Abbildung 1-7: Darstellung eines Bioreaktors fiir den Fed-Batch-Betrieb. Die Zufiitterung der Feed-
Losung mit der Substratkonzentration cs® erfolgt iiber eine Pumpe, die iiber ein Leitsystem gesteuert
wird. Die Regulierung der Zulaufrate erfolgt durch Abgleich mit den Waagen-Werten. Im Bioreaktor
sind Sonden zur Uberwachung des pH, Sauerstoffpartialdrucks pO,, der Temperatur T, des Drucks p
und ggf. der Fluoreszenz vorhanden. Die Verteilung der Zuluft und der zugefiitterten Substratlosung

erfolgt iiber den Riihrer, dessen Geschwindigkeit ebenfalls {iber das Leitsystem gesteuert wird.

Neben der Hochzelldichte und Einstellbarkeit der spezifischen Wachstumsrate

weist das Fed-Batch-Verfahren noch weitere Vorteile auf:

(i) Durch die Glucose-Limitierung werden Substratiiberschusshemmungen

verhindert, die sonst das Wachstum negativ beeinflussen wiirden.

(i) Ausbeuteverluste durch den bakteriellen Crabtree-Effekt, bei dem unter
aeroben Bedingungen u.a. Acetat als Overflow-Produkt aus Glucose gebildet
wird (Doelle et al., 1982; Sonenshein, 2007), werden — zumindest in der

Zufiitterungsphase — verhindert.
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1.6 Zielsetzungen

Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Charakterisierung des Transkriptionsakti-
vators ManR von B. subtilis. Vorangegangene Arbeiten scheiterten an der Produktion
von aktiven ManR-Molekiilen fiir weiterfithrende in vitro Versuche. Daher sollte
zundchst ein Weg gefunden werden, aktive ManR-Molekiile in ausreichender Menge
zu produzieren. Ausgehend davon sollten die DNA-Bindestellen und allgemeinen
Bindeeigenschaften von ManR bestimmt werden. Die Regulation der Aktivitit von

ManR sollte durch Mutagenese des Regulators ndaher untersucht werden.

Das Mannose-Expressionssystem wurde schon zuvor in Hochzelldichtefermenta-
tionen mit B. subtilis erprobt, zeigte jedoch Verbesserungsbedarf beziiglich Induktor-
verbrauch, Ausbeute, Produktivitait und Vektorstabilitat. Als weiteres Ziel sollte
daher dieses System mit Blick auf eine industrielle Anwendung zur Produktion
heterologer Proteine mit B. subtilis unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten optimiert
werden. Gentechnische Verdnderungen des Wirtsstammes sowie der Expressions-
vektoren sollten vorgenommen werden, um den Induktorverbrauch auf ein Mini-
mum zu senken, und um die segregative sowie strukturelle Stabilitdt der Vektoren

zu steigern.

Der bei der Kultivierung der Vorkulturen fiir die Fermentation festgestellte, positive
Effekt der Spurenelemente sowie der negative Effekt der Casamino Acids auf die
Expression des verwendeten Reportergens (eGFP) sollte untersucht werden. Ferner
sollte der Frage nachgegangen werden, inwiefern sich Mannose-haltiger Hefeextrakt

als kostengiinstigere Induktoralternative eignet.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstaimme und Plasmide

2.1.1 Bakterienstamme

Tabelle 2-1: Verwendete und konstruierte Bakterienstimme mit relevantem Genotyp.

Erkldarung der Resistenzgene: ermC = Erythromycin; cat = Chloramphenicol; aad9 = Spectinomycin

Stamm Relevanter Genotyp Referenz

Escherichia coli

JIM109 recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-, mk+), Yanisch-Perron et al., 1985
relAl, supE44, A(lac-proAB), F[traD36, proAB,
laclv lacZ AM15]

NM538 F- supF hsdR mcrB \- Frischauf et al., 1983

Bacillus subtilis - Fremdstimme

3NA spo0A3 Michel und Millet, 1970

TQ276 spo0A3 AmanR::ermC Sun und Altenbuchner, 2010
TQ281 spo0A3 AmanA::ermC Sun und Altenbuchner, 2010
TQ356 spo0A3 AmanP::ermC Sun und Altenbuchner, 2010

Bacillus subtilis - in dieser Arbeit konstruierte Stamme

MW 437 spo0A3 AgmuREFG::cat

MW 678 spo0A3 hisl-Puanp-lacZ AmanR::ermC

MWZ 9 spo0A3 hisI-Paup-repA AmanP::ermC

MWZ 14 spo0A3 hisI-Ppanp-repA AmanP::ermC AalrA

MWZ 15 spo0A3 AmanP::ermC AalrA

MWZ 16 spo0A3 AmanP::ermC AtnrA

MWZ 34 spo0A3 AmanP::ermC AcodY

MWZ 35 spo0A3 hisl-Puanp-lacZ AmanR::ermC amyE::manR-aad9

MWZ 37 spo0A3 hisI-Pap-lacZ AmanR::ermC amyE::manRuzz24-aad9
MWZ 38 spo0A3 hisI-Pap-lacZ AmanR::ermC amyE::manRcusa-aad9
MWZ 39 spo0A3 hisl-Ppanp-lacZ AmanR::ermC amyE::manRcasp-aad9
MWZ 40 spo0A3 hisl-Paup-lacZ AmanR::ermC amyE::manRps93p-aad9
MWZ 41 spo0A3 hisl-Ppanp-lacZ AmanR::ermC amyE::manRu3344 H3934-0049
MWZ 42 spo0A3 hisl-Puanp-lacZ AmanR::ermC amyE::manRus34p Haosp-aad9
MWZ 43 spo0A3 hisI-Pap-lacZ AmanR::exmC amyE::manRpysz0p-aad9
MWZ 44 spo0A3 hisI-Pap-lacZ AmanR::ermC amyE::manRusgsa-aad9
MWZ 45 spo0A3 hisl-Ppanp-lacZ AmanR::ermC amyE::manRuzsia-aad9
MWZ 46 spo0A3 hisl-Pyaup-lacZ AmanR::ermC amyE::manRus344-aad9
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Fortsetzung Tabelle 2-1.

Relevanter Genotyp

Bacillus subtilis - in dieser Arbeit konstruierte Stamme

MWZ 47
MWZ 48
MWZ 49
MWZ 50
MWZ 52
MWZ 54
MWZ 55
MWZ 58
MWZ 68
MWZ 69

spo0A3 hisl-Ppanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Pyanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Pyanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Panp-lacZ AmanR:
spo0A3 hisI-Ppanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Ppanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Ppanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Pyanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Pyanp-lacZ AmanR::
spo0A3 hisl-Pyanp-lacZ AmanR::

ermC amyE::
ermC amyE::
ermC amyE::
;ermC amyE::
ermC amyE::
ermC amyE::
:manRyos(AEIIA)-aad9

ermC amyE::

ermC amyE:

ermC amyE::

ermC amyE::

ﬂ”llZTlRH570A—11ﬂd9
manRcais4 H5704-00d9
manRu2224 H2814-0049
manRcysp H570p-0a49
manRH334D—aad9

manR 490 AEIIBA )-aad9

manRHzgm—aadQ
manRszzp—aadQ

manRe22a Hrs1p-aad9

2.1.2 Plasmide

In Tabelle 2-2 sind die verwendeten, nicht-selbststandig hergestellten Plasmide mit
Referenz aufgelistet. Tabelle 2-3 gibt eine Ubersicht iiber die Konstruktion, der in
dieser Arbeit selbststindig hergestellten Plasmide. Relevante Plasmidkarten sind
entweder in den jeweiligen Kapiteln oder im Anhang skizziert. Um eine Redundanz

zu vermeiden, wurden Derivate bestimmter Vektoren, wie z.B. die der manR-

Vektoren, nicht extra skizziert.
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Tabelle 2-2: Verwendete Plasmide mit relevanten Eigenschaften. Abk.: KV, Klonierungsvektor; IV,

Integrationsvektor; EV, Expressionsvektor; SV, Shuttlevektor; ts, temperatursensitiv; Ap, Ampicillin;

Cm, Chloramphenicol; Tc, Tetracyclin; Em, Erythromycin; Sp, Spectinomycin; Km, Kanamycin; n.v.,

nicht veroffentlicht; Pq.p*, mutierter manP Promotor.

Name Beschreibung Resistenz Referenz
pACYC184 KV fiir E. coli mit niedriger Kopienzahl = Cm; Tc Chang und Cohen, 1978
pDG1730 IV fiir B. subtilis (amyE-Lokus) Sp, Em, Ap  Guerout-Fleury et al., 1996
pE194ts ts-Vektor fiir B. subtilis Em Gryczan et al., 1982
pHM30 IV fiir B. subtilis (his-Lokus) Ap, Sp Motejadded und
Altenbuchner, 2007
pHM31 KV fiir B. subtilis (his-Lokus) Ap Motejadded und
Altenbuchner, 2007
pHM95 pBS72-SV fiir E. coli & B. subtilis Ap, Cm Motejadded, H.; n.v.
pIC20HE KV fiir PCR-Produkte Ap Altenbuchner et al., 1992
pJOE4396.1  EV fiir B. subtilis; Pgup-eGFP, gutR Ap, Km Altenbuchner, n.v.
pJOE4786.1 KV fiir PCR-Produkte Ap Jeske und Altenbuchner,
2010
pJOE6244.2  pUB110-SV fiir E. coli & B. subtilis Ap, Km Altenbuchner, J.; n.v.
pJOE6732.1  instabiler EV fiir B. subtilis; Pyias-P1-cre  Ap, Sp Altenbuchner,].; n.v.
pPKAM20 IV mit ermC und Polylinker Ap, Em Morabbi-Heravi, K.; n.v.
flankiert von mrpS /loxP-Sequenzen
pSUNO063.11  manR-Puanr-lip Ap Sun und Altenbuchner, 2010
pSUN202.4  pUB110-SV fiir E. coli & B. subtilis; Pump  Ap, Km Sun, T.; n.v.
pSUN246.1  EV fiir E. coli; rhaPpap-manR-strep Ap Sun, 2009
pSUN266.1  pUC18-Derivat mit Integrationsstelle Sp, Ap Sun, T,; n.v.
zwischen ter-Sequenzen
pSUN282 IV fiir manA-Deletion in B. subtilis Sp, Em, Ap  Sun, 2009
pSUN290 pBS72-EV fiir B. subtilis; Pyup-lacZ Sp Sun und Altenbuchner, 2010
pSUN291 pBS72-EV fiir B. subtilis; Puur-lacZ Sp Sun und Altenbuchner, 2010
pSUN311.1  EV fiir B. subtilis; Pyanp-strep-manR Ap, Km Sun, 2009
pSUN351.3  Vektor mit Pyaur und Puanp fiir die Ap Sun, T.; n.v.
Sanger-Sequenzierung (ALFexpress)
pSUNB356.7 1V fiir manP-Deletion in B. subtilis Sp, Em, Ap  Sun und Altenbuchner, 2010
pSUN380.1  EV fiir B. subtilis mit Puanr*-lacZ Sp Sun und Altenbuchner, 2010
pSUNS381.1  EV fiir B. subtilis mit Puamp*-lacZ Sp Sun und Altenbuchner, 2010
pSUN383.1  EV fiir B. subtilis; Pyaur-manR-strep Sp Sun, 2009
pSUN390.1  EV fiir E. coli; rhaPpap-manR-hiss Ap Sun, 2009
pUB_ManP_ SV fiir E. coli & B. subtilis Ap, Km GENEART AG
strep_GFPuv  (pUB110) mit Pyunp-strep-GFPuv (Regensburg)
pUC18 KV fiir PCR-Produkte Ap Yanisch-Perron et al., 1985
pWA21 EV fiir E. coli; rhaPpap-hise-eGFP Ap (Wegerer et al., 2008)
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Tabelle 2-3: Konstruktionstabelle der in dieser Arbeit entstandenen Plasmide. Erklarung:
Komplementére Oligonukleotide: s....+ s....; PCR: s..../s.... (Template-DNA); Overlap Extension-PCR:

S..../S....-S....
Abk.: AP, Alkalische Phosphatase; Ap, Ampicillin; Bs3NA, chromosomale DNA von B. subtilis 3NA;

/s.... (Template-DNA), Primer fiir Fusion der PCR-Produkte sind unterstrichen;

Cm, Chloramphenicol; Em, Erythromycin; Km, Kanamycin; Sp, Spectinomycin. (*) s. Wenzel (2009)

Name Insert Vektor Resistenz
pMW37.1*  s5019 + s5020 - pWA21 AfIIT BamHI Ap
pMWe66.1*  pMW37.1 HindIII Xbal pSUN202.4  HindlIlII Xbal Ap
pMWO93.1*  pSUN266.1 HindIIl Munl ~ pUC18 HindIII EcoRI Sp, Ap
pMW104.2* - - pPMW93.1 Sfol BspHI Sp
Klenow dNTPs
pMW108.1*  s5131/s5133 Sall EcoRI pHMO95 Sall EcoRI Ap,Cm
(pHMO5)
pPMW116.15* s5139/s5156 Bcll pPMW104.2 BamHI AP Sp
(PMWe66.1)
pMW147.13* pHMO95 BsrBI EcoRI pMW116.15  BsrBI EcoRI Sp
pMW155.1* pMWe66.1 Hincll EcoRI pMW116.15  BsrBI EcoRI Sp
pPMW163.2*  s5234/s5235 BsrBI EcoRI pMW116.15  BsrBI EcoRI Sp
(pPMW155.1)
pPMW168.1*  s5236 + 55237 = pPMW163.2 AfIIT BamHI Sp
pPMW169.1* 5245 + 55246 - pMW163.2 AfIIT BamHI Sp
pPMW173.1*  s5243 + s5244 - PMW169.1 AfIII BglII Sp
pPMW206.1*  pMW168.1 AfIII BsrGI pMW147.13  AflII BsrGI Sp
pMW219.1*  pMW108.1 EcoRI Xhol pMW147.13  EcoRI Xhol Sp
pPMW229.2*  s5432/s5433 Xhol Pmel pPMW219.1 Xhol Pmel Sp
(pUC18)
pMW237.1*  s5434/s5437 BamHI Sall pHMO95 Bglll Sall Ap,Cm
(pPHMO5)
pMW249.13* pJOE4396.1 BsrGI Scal pMW229.2 BsrGI Pvull Sp
pMW250.1*  pMW237.1 Nsil Xhol pPMW229.2 Nsil Xhol Sp
pMW258.1*  pMW249.13 Agel BsrGI pPMW168.1 Agel BsrGI Sp
pMW263.3* pUB_ManP_ HindIIl Munl ~ pJOE6244.2  HindIIl Munl Ap, Km
strep_GFPuv
pMW278.1*  pMW258.1 HindIII Xbal pSUN202.4  HindIlI Xbal Ap, Km
pMW285.1* - - pMW278.1 Nhel Xbal Ap, Km
pMW324.2*  pMW263.3 SnaBI Xmal pSUN282 EcoRV Xmal Ap, Km, Sp
pPMW327.2* 55617 /s5426- Kasl EcoRI pUC18 Kasl EcoRI Ap
s5683 /55620
(Bs3NA)
pMW329.3* - - pHMO95 Clal Xhol Ap,Cm
Klenow dNTPs
pMW333.1* pMW327.2 KasI Mscl pMW324.2 KasI Mscl Ap, Km, Sp
pMW338.1*  pMW329.3 AfIII Pvull pPMW333.1 AfIIT Smal Ap, Cm, Sp
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Fortsetzung Tabelle 2-3.

Name

Insert

Vektor

Resistenz

pMW344.2
pMW356.1

pMW363.1
pMW376.8

pMW388.1
pMW389.1

pMW391.1
pMW394.1

pMW401.1

pMW402.1

pMW403.1

pMW404.1

pMW407.1

pMW408.3

pMW409.3
pMW420.1

pMW431.10
pMWA436.1

pMW437.1

s5868 /55869
(Bs3NA)

s5867 /55624
(Bs3BNA)

pMW356.1
pSUN063.11

$5996 /55997
(Bs3NA)

55998 /55999
(Bs3NA)

pMW389.1

$6105/56106
(Bs3NA) +
56075 /56076-
$6077 /36078
(Bs3NA)

$6105/56158-
$6159/56078
(Bs3NA)

$6105/56160-
$6161/56078
(Bs3NA)

$6105/s6164-
$6165/56078
(Bs3NA)

56165 /56166-
$6167 /36168
(Bs3NA-
pMW376.8)

$6105/s6171-
56163 /56078
(Bs3NA)

56154 /56155-
$6156/56157
(PMW376.8-
Bs3NA)

pMW388.1

$6105/56171-
$6163 /56078
(PMW402.1-
Bs3NA)

pMW376.8

$6105/56158-
$6159 /56078
(Bs3NA)

pMW391.1

AfIII Kasl

Klenow dNTPs

BglII EcoRI
Ncol Pmel

Klenow dNTPs
Klenow dNTPs

Klenow dNTPs

BglII EcoRI
Agel Munl

Agel Munl

Agel Munl

Agel Munl

Agel Munl

Munl BglII

Agel Munl

Agel Ndel

AfIIT Ndel
Agel Munl

Nhel Bglll
Agel Munl

Nhel EcoRI

pMW338.1
pJOE4786.1

pMW344.2
pJOE4786.1

pJOE4786.1
pJOE4786.1

pMW363.1
pMW376.8

pMW376.8

pMW376.8

pMW376.8

pMW376.8

pMW376.8

pMW376.8

pMW363.1
pMW376.8

pMW363.1
pMW408.3

pMW409.3

AfIIT KasI
EcoRV

BglII EcoRI
EcoRV

EcoRV
EcoRV

BglII EcoRI
Agel Munl

Agel Munl

Agel Munl

Agel Munl

Munl BglII

Agel Munl

Agel Ndel

AfIIT Ndel
Agel Munl

Nhel Bglll
Agel Munl

Nhel EcoRI

Ap, Cm, Sp
Ap

Ap, Sp
Ap

Ap
Ap

Ap
Ap

Ap

Ap

Ap

Ap

Ap
Ap

Ap, Sp

Ap
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Fortsetzung Tabelle 2-3.

Name Insert Vektor Resistenz
pMW467.1  pMW404.1 Munl Bglll pPMW403.1 Munl BglIl Ap
pMW483.1 - - pPMW206.1 Xhol Clal Sp
Klenow dNTPs
PMW498.5  s6447/56448 Xhol pIC20HE Xhol Ap, Km
(PMW285.1)
pPMW504.7  s6518/s6519 NotI BamHI pMW498.5 NotI BamHI Ap, Km
(Bs3NA)
PMW506.1  s6491/56492 EcoRI Pstl pMW147.13  EcoRI PstI Sp
(pE194t)
pPMW509.3 56530 + s6531 - pPMW250.1 Agel Bglll Sp
pPMW510.3  s6516/s6527 EcoRI Ndel PMW504.7 EcoRI Ndel Ap, Km
(Bs3NA)
pMW513.3  pKAM20 EcoRI Notl pPMW510.3 EcoRI Notl Ap, Em
pPMW514.1 56528 + 56529 - PMW509.3 BglIl AfIIT Sp
pMW520.1 pMW514.1 AfIIT Ncol pSUN291 AfIII Ncol Sp
pPMW521.1  pMW506.1 EcoRI Haell pPMW104.2 EcoRI Haell Sp
pPMW523.1  s6621/56622 BamHI pHM31 BamHI AP Ap
(Bs3NA)
pMW5242 - - pMW520.1 Xhol Ncol Sp
Klenow dNTPs
pMW528.2 56660 + s6661 = pMWb524.2 Agel HindlIII Sp
pPMW570.1  s6772/s6773 Agel Xhol pMW528.2 Agel Ndel Bglll Sp
(PMW528.2),
s6774/s6775 Xhol Ndel
(pSUN291)
pMW574.1  s6105/s6776- Agel Munl pMW376.8 Agel Munl Ap
56777 /56078
(Bs3NA)
pPMW589.1  s6780/s6781 BsrGI BamHI ~ pMW168.1 BsrGI BamHI Sp
(pHMOY95) Avall
pMWe601.6  pMW589.1 Agel Xmal pMW523.1 Xmal AP Ap
pPMW639.1 56812 + 56813 - pPMW570.1 Bglll HindIII Sp
pMWe661.1  pMW376.8 BamHI XmnI ~ pSUN290 BamHI AP Sp
pPMW662.6  pMW394.1 BamHI Xmnl ~ pSUN290 BamHI AP Sp
pMW663.1  pMW401.1 BamHI XmnI ~ pSUN290 BamHI AP Sp
pMWe664.1  pMW402.1 BamHI XmnlI pSUN290 BamHI AP Sp
pMWe665.1  pMW403.1 BamHI Xmnl pSUN290 BamHI AP Sp
pPMW666.1  pMW404.1 BamHI XmnI ~ pSUN290 BamHI AP Sp
pPMW667.3  pMW407.1 BamHI XmnI ~ pSUN290 BamHI AP Sp
pPMW668.3  pMW408.3 BamHI Xmnl ~ pSUN290 BamHI AP Sp
pPMW669.1  pMW420.1 BamHI XmnI ~ pSUN290 BamHI AP Sp
pMWe670.1  pMW436.1 BamHI XmnlI pSUN290 BamHI AP Sp
pMWe671.2  pMW467.1 BamHI Xmnl pSUN290 BamHI AP Sp
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Fortsetzung Tabelle 2-3.

Name Insert Vektor Resistenz
pMWe672.5  pMW574.1 BamHI XmnlI pSUN290 BamHI AP Sp
pPMW677.6  s6934/56935 BamHI BstGI ~ pMW168.1 BamHI BsrGI Sp
(Bs3NA)
pPMWe678.6  pSUN290 BamHI pMW523.1 Bglll AP Ap
pMWe687.1  pSUN290 Acc651 Bglll pPMW677.6 Acc651 Bglll Sp
pPMW6E90.1 56961 + 56962 - pPMW639.1 Agel HindIII Sp
PMWe6E92.1 56963 + 56964 = pPMW690.1 HindIII BglII Sp
pMW711.2  s7030 + s7031 - PMW692.1 Bglll Xhol Sp
PMW712.2  s6984/s56985 EcoRV Kasl pSUN290 EcoRV Kasl Sp
(pSUN290)
pMW718.1 - - pPMW687.1 Pmel Sp
pMW720.1  s7019 + s7020 - pMW692.1 Agel Bglll Sp
pMW722.4  s7056/s7057- Agel Ndel pPMW692.1 Agel Ndel Sp
s7058/s7059
(PMW692.1-
PSUN290)
pMW?725.1  pSUN383.1 Smal Agel pPMW687.1 Smal Agel Sp
pMW735.3  pSUN390.1 Agel EcoRV pMW?725.1 Agel Smal Sp
pPMW745.5  s7243/s7244 BamHI Sacl pMW521.1 BamHI AP Sp
(Bs3BNA) +
s7245/s7246
(Bs3NA)
pPMW748.1  s7289/s7290 BamHI Ncol pPMW521.1 BamHI AP Sp
(Bs3NA) +
§7291/s7292
(Bs3NA)
pMW760.3  pSUN311.1 Bglll Agel pPMW687.1 Bglll Agel Sp
PMW791.1  s7366/s7434 Pmel Bgll pPMW483.1 Pmel Bgll Sp
(Bs3NA)
pMW804.3  s7357/s7371 Pacl Bcll pMWe687.1 Pacl BamHI AP Sp
(PMW687.1)
pPMWS812.1  s6105/57492- Agel Munl pPMWo661.1 Agel Munl AP Sp
s7493 /56078
(Bs3NA)
pMWS828.2  s7600/s7517 Notl BamHI pMW513.3 Notl BamHI AP Ap, Em
(Bs3NA)
pPMWS830.6  s7599/s7515 EcoRI Kasl pMW828.2 EcoRI Kasl Ap, Sp, Em
(Bs3NA)
pMWS831.1  pMW93.1 BamHI Xhol pPMW830.6 BamHI Sall Ap, Sp, Em
pPMWS833.1  s7646/s7647- Agel BamHI pMW258.1 Agel BamHI AP Sp
s7648 /57649
(pPMW431.10-
pPMW258.1)
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Fortsetzung Tabelle 2-3.

Name Insert Vektor Resistenz
pMWS847.1  s6105/s7664- Agel Munl pPMW376.8 Agel Munl Ap
$7665/56078
(Bs3NA)
PMW848.2  s6165/57662- BglIl Munl pPMW376.8 BglIl Munl Ap
7663 /56168
(PMW376.8)
pPMWS850.2  s7654/s7655 BamHI Ndel pSUN390.1  BamHI Ndel Ap
(Bs3NA)
pMW851.2  s7656/s7657 BamHI Ndel pSUN390.1 BamHI Ndel Ap
(Bs3NA)
pPMW852.1  s7658/s7659 BamHI Ndel pSUN390.1 BamHI Ndel Ap
(Bs3NA)
pMWS854.1 pMW376.8 BamHI Ndel pDG1730 BamHI AP Sp, Ap
pMWSE871.1 - - pPMW854.1 Sphl Sp, Ap
pMWS872.1  pMW408.3 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS873.1  pMW401.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS875.4  pMW402.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS878.1  pMW574.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS879.5  pMW420.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWSE880.1 pMW394.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS881.2  pMW403.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS882.3  pMW404.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS883.2 pMW467.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS884.1  pMW847.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pMWS885.2  pMW848.2 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Sp
pPMWS887.1  s7769/s7434 Pmel Bgll pMW483.1 Pmel Bgll Sp
(Bs3NA)
pMW889.1 - = pMW872.1 Sphl Sp, Ap
pMWS890.2 - - pMW881.2 Sphl Sp, Ap
pMW891.2 - = pMW884.1 Sphl Sp, Ap
pPMWS893.12 pMW436.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Ap
pMWS894.2  pMW812.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Ap
pPMWS895.11  pMW407.1 Bgll BamHI pDG1730 BamHI AP Ap
pPMW896.1  pMW848.2 BglIl Munl pMW847.1 BglIl Munl Ap
pMWE897.1 - - pMW873.1 Sphl Sp
pMW898.1 - = pMW875.4 Sphl Sp
pMWS899.1 - - pPMW878.1 Sphl Sp
pMW900.1 - - pPMW879.5 Sphl Sp
pMWO01.1 - - pMWS880.1 Sphl Sp
pMW902.1 - = pPMW882.3 Sphl Sp
pMW903.1 - - pMW883.2 Sphl Sp
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Fortsetzung Tabelle 2-3.

Name Insert Vektor Resistenz
pMWO04.1 - - pPMW885.2 Sphl Sp
pMW906.1 - - pMWS893.12  Sphl Sp
pPMW907.9  pMW896.1 BamHI Ndel pDG1730 BamHI AP Sp
pMWI10.1 - = pMW907.9 Sphl Sp
pMWo912.1 - - pMW894.2 BglIl Pmel Sp
Klenow dNTPs
pMW927.1  s6105/s7808- Munl Agel pMW871.1 Munl Agel AP Sp
s7809/s6078
(Bs3NA)
pPMW933.1  s6105/s7827 Bglll Agel pPMWS871.1 Bglll Agel Sp
(PMW871.1)
pPMW934.1  s6105/s7828 Bglll Agel pMW871.1 Bglll Agel Sp
(pPMW871.1)
PMW965.3  s7864/s7865 PstI Bgll pPMW483.1 Pstl Bgll Sp
(pACYC184)
pPMWO967.1  s7366/s7434 Bgll Pmel PMW965.3 Bgll Pmel Sp
(Bs3NA)
PMW969.2  s7821/s7806- Blpl pPMWS871.1 BlpI AP Sp
57807 /57822
(pPMW376.8)
pPMWI971.1 57963 /s7964- Kpnl EcoRI pMW173.1 Kpnl EcoRI Sp
§7965 /57966
(pPMW173.1-
Bs3NA)
pMW972.2  pMW168.1 Agel BamHI pMW971.1 Agel BamHI Sp
pMW976.1  s6105/s7808- Agel Munl pPMW969.2 Agel Munl AP Sp
s7809/s6078
(Bs3NA)
pPMW977.1  s7963/s7964- Kpnl EcoRI pMW483.1 Kpnl EcoRI Sp
$7965 /57966
(PMW173.1-
Bs3NA)
pMW978.1  pMW408.3 NgoMIV BstBI pMW?725.1 NgoMIV BstBI Sp
pPMW979.1  pMW401.1 NgoMIV BstBI pMW725.1 NgoMIV BstBI Sp
pPMW980.2  pMW402.1 NgoMIV BstBI pMW?725.1 NgoMIV BstBI Sp
pMWO81.2  pMW407.1 NgoMIV BstBI pMW?725.1 NgoMIV BstBI Sp
pMW982.6  pMW403.1 NgoMIV BstBI pMW?725.1 NgoMIV BstBI Sp
pPMWO83.1  pMW404.1 NgoMIV BstBI pMW?725.1 NgoMIV BstBI Sp
PMW987.6  s7660/s8043 Ndel BamHI pSUN390.1 Ndel BamHI Ap
(Bs3NA)
pMW996.2  pMW978.1 BamHI BstBI pSUN246.1 BamHI BstBI Ap
pMW997.1  pMW979.1 BamHI BstBI pSUN246.1  BamHI BstBI Ap
pPMW998.1  pMW980.2 BamHI BstBI pSUN246.1  BamHI BstBI Ap
pPMW999.1  pMW981.2 BamHI BstBI pSUN246.1  BamHI BstBI Ap
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Fortsetzung Tabelle 2-3.

Name Insert Vektor Resistenz
pPMW1000.1 pMW982.6 BamHI BstBI pSUN246.1 BamHI BstBI Ap
pMW1001.4 pMW983.1 BamHI BstBI pSUN246.1 BamHI BstBI Ap
pMW1007.1 pMW969.2 Blpl pMW661.1 Blpl Sp
pMW1012.2 pMW927.1 Blpl pMW661.1 Blpl Sp
pMW1020.1 pMW891.2 Agel Munl pMW661.1 Agel Munl Sp
pMW1021.5 pMW904.1 AfIITI Munl pPMWo661.1 AfIITI Munl Sp
pMW1022.1 pMW910.1 AfIII Agel pPMWo661.1 AfIITI Munl Sp
pPMW1034.7 s8366/s8367- EcoRI BamHI ~ pSUN390.1 EcoRI BamHI Sp
s8368/s7659
(pPMW852.1)
pPMW1037.2  s8454/s8455 Ndel BamHI pSUN390.1 Ndel BamHI Ap
(Bs3NA)
pMW1043.1 pMWY976.1 Xmal BlpI pMWe661.1 Agel Blpl Sp

2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden bei Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Taufkirchen), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Merck KGaA

(Darmstadt) bzw. Becton Dickinson GmbH (Heidelberg) erworben.

2.2.2 Enzyme

Tabelle 2-4: Enzyme mit Hersteller und Verwendungszweck.

Enzym Hersteller Zweck
New England Biolabs,
Restriktionsendonukleasen Roche Applied Science, Klonierung; Plasmid-Kontrolle

Thermo Scientific

. New England Biolabs, = Verkniipfung kompatibler DNA-

T4 DNA Ligase Roche Applied Science  Enden
. . Klonierung; mit dNTPs
Klenow Enzym Roche Applied Science Auffillreaktion in 5'-3'-Richtung
. . . Abspaltung freier Phosphatgruppen

Alkalische Phosphatase Roche Applied Science am 5'-Ende der DNA
DNase I New England Biolabs DNase I Footprinting Experimente
High-Fidelity PCR Enzyme Mix ~ Thermo Scientific PCR

DreamTaq DNA Polymerase Thermo Scientific Kolonie-PCR
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2.2.3 Kits

Tabelle 2-5: Kits mit Hersteller und Verwendungszweck.

Name

Hersteller

Zweck

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN
DNeasy® Blood & Tissue Kit QIAGEN
ALFexpress AutoRead™ GE Healthcare
Sequencing Kit

Strep-tag® AP Detection Kit IBA
ACCU-CHEK” Aviva Roche
Mgquant™ Ammonium-Test Merck

Aufreinigung von DNA-Fragmenten
aus Agarosegelen und PCR-Produkten

Plasmidisolierung
Isolierung chromosomaler DNA

DNA Sequenzierung

Nachweis von Strep-tag-Proteinen
tiber Western Blot

schnelle Glucose-Messung (bis 6 g 1)

kolorimetrischer NH*-Nachweis

2.24 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Tabelle 2-6) wurden von

Eurofins MWG Operon GmbH (Ebersberg) bezogen und mit einer Konzentration

von 100 pM eingesetzt. Cy5-markierte Oligonukleotide wurden lichtgeschiitzt

gelagert, um ein Photobleaching des Fluorophors zu verhindern.

Tabelle 2-6: Verwendete Oligonukleotide. Abk.: FP, forward Primer; RP, reverse Primer; o, Operator;
p, Promotor; bzgl. a, b, ¢, d (s. Kapitel 2.4.4); (*) s. Wenzel, 2009; (**) s. Sun, 2009.

Name  Sequenz (5'>3" Richtung) Verwendungszweck

s5019*  TTAAGCTCTTAAGGAGGATTTTAGAATGGCTAAAGAAAAATTCG tufA Region

s5020*  TTAAGGAATTTTTCTTTAGCCATTCTAAAATCCTCCTTAAGAGG tufA Region (komplementér)
s5097**  Cy5-CACTGTACCCTATCTGCGAAA RP manRo/p

s5131*  AGTACTGTCGACTTTTTCC FP repA (pBS72)

s5133*  AAAAAAGAATTCAGAATTAAGAAAGACATGGG RP repA (pBS72)

s5139*  AAAAAATGATCATTACTTGTACAGCTCGTC FP PmanP-eGFP

s5155**  CTCTATTTCACAGACGAAAC manR Sequenzierung

s5156*  AAAAAATGATCACCGGTCGATTGCCACATTAAAGG RP PmanP-eGEP

s5234*  AAAAAACCGCTCGTCTTCCTAAGCATCCT FP rep (pUB110)

s5235%  AAAAAAGAATTCGAGATCAGGGAATGAGTTT RP rep (pUB110)

s5236*  TTAAGAATTAAAGGAGGAATTCAAAATGGCAGACAATAACAAAG gsiB Region

s5237*%  GATCCTTTGTTATTGTCTGCCATTTTGAATTCCTCCTTTAATTC ¢siB Region (komplementir)
s5243*  GATCTCACAGAATAGTCTTTTAAGTAAGTCTACTCTC aprE leader
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Fortsetzung Tabelle 2-6.

Name  Sequenz (5'>3" Richtung) Verwendungszweck
s5244*  TTAAGAGAGTAGACTTACTTAAAAGACTATTCTGTGA aprE leader (komplementér)
s5245*  TTAAGTTTTAAAAGGAGAGGGTAAAGAGTGAGAAGCAAAAAATTGG aprE Region

$5246*  GATCCCAATTTTTTGCTTCTCACTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAC aprE Region (komplementér)
s5426*  AAAAATAACGGTTCAGTCGTCAAGAAAATCCCCCGCTTTATTCG RP TTG-manA

s5432*  AAAAAACTCGAGCATGTGAGCAAAAGGCCAG FP pUC18 Replicon
s5433*  AAAAAAGTTTAAACCCGTAGAAAAGATCAAAGG RP pUC18 Replicon
$5434*  CAGAGGCCTTACAATATG RP repA

s5437*  AAAAAAGGATCCGATCTGGAAAAACAAATCG FP ORE-2 (pBS72)

s5617*  GGAGGGGAGAAAACACCTA FP manP

s5620*  AAAAAAGATATCATTTCTCAAGCCCTGCCATG RP manA

$5624*  GTCGCAATCATAGGGAACAT RP ptsHI

s5683* CGAATAAAGCGGGGGATTTTCTTGACGACTGAACCGTTATTTTT FP TTG-manA

s5867 AAAAAAGGATCCTAAGGGTGTTAGTACGCCGT FP ptsHI

s5868 AAAAAAGGCGCCGCCCGTCGGTTTAAAAAA FP yjdA-yjdB

s5869 AAAAAACTTAAGCTCTCTCAGCAATTTTCCAT RP yjdA-yjdB

55996 AAAAAACATATGCTATCAAGTGCCCGCG FP ¢gmuREFG upstream
$5997 AAAAAACTTAAGCTATGCTCAGCAACCTCTT RP gmuREFG upstream
55998 AAAAAAAGATCTATTACTTGTAACTCTCC FP ¢gmuREFG downstream
55999 AAAAAAGAATTCTTTCACGCCTTCCCATG RP gmuREFG downstream
s6075 GATCTCAATACTGTGCTACAA ¢ manR-H334D

s6076 CGATCGCTGCCTGAAAATCCAATGTCAAATATGCTGCC b manR-H393D

s6077 GATTTTCAGGCAGCGATCG ¢ manR-H393D

s6078 TGGTGGATATGACAAGATC d manR universal

$6105 GGACATTTGCTTGTTTACAGCGGC a manR universal

$6106 GCCGTTGTAGCACAGTATTGAGATCAATGTTCAAACCATTGATCAAATCC b manR-H334D

s6154 GTCGGGGCTGGCTTAAC a manR-H222A

s6155 GGCGGACCATTAACAATGTTGCCAGCAACAAACTTTCAAACG b manR-H222A

s6156 GCAACATTGTTAATGGTCCGCC c manR-H222A

s6157 CACGGCTTCTTCTTCAGG d manR-H222A

s6158 GAACCTTACCGCCCAATATTGCTAATGTTAAGTACACGGCTTC b manR-H281A

s6159 GCAATATTGGGCGGTAAGGTTC c manR-H281A

$6160 CCGTTGTAGCACAGTATTGAGTGCAATGTTCAAACCATTGATCAAATC b manR-H334A

s6161 GCACTCAATACTGTGCTACAACG c manR-H334A

s6163 GCATTTCAGGCAGCGATCGAAC ¢ manR-H393A

s6164 CATCCCAATCCCCATGTGTGCGACGATAACCGCCTTTTTAT b manR-C415A

s6165 GCACACATGGGGATTGGGATG c manR-C415A

$6166 GTTTAATAAATTTAGCGTTTGCTGCAGGAATGGCAATG b manR-H570A

s6167 GCAGCAAACGCTAAATTTATTAAAC ¢ manR-H570A

s6168 CACTCCTTAAGTCTAGAAAG d manR-H570A
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Fortsetzung Tabelle 2-6.

Name  Sequenz (5'—3” Richtung) Verwendungszweck

s6171 GTTCGATCGCTGCCTGAAATGCCAATGTCAAATATGCTGCCT b manR-H393A
AAAAAACTCGAGTCTGGCTCTTGATAATGTACACTATACGAAGTT

$6447  ATGGCCAGTTTGTTGAAGATTAG FP neo
AAAAAACTCGAGTCTGGCTCTTGATAATGTACACTATACGAAGTT

$6448 ATCGACCGGTGATCCAAAAAAC RP neo

$6491 AAAAAAGAATTCGCATCACACGCAAAAAGG FP pE194t ori

56492 AAAAAACTGCAGACACCTAAATTCAAAATCTATC RP pE194t ori

$6516 AAAAAACATATGCATGCCGAGCATCGCACAG FP ntdABC-glcP upstream

$6518 AAAAAAGCGGCCGCAAAGCGAAAAACACGCACC FP ntdABC-glcP downstream

56519 AAAAAAGGATCCTGTCATTGAGGCAGGAAGC RP ntdABC-glcP downstream

56527 AAAAAAGAATTCTTTCATTTCACCCTCTGGC RP ntdABC-glcP upstream

$6528 GATCTTTTTGTTTTATAATGTTATAGGATATC Mutation - Panr

$6529 TTAAGATATCCTATAACATTATAAAACAAAAA Mutation - Pyunr

s6530 CCGGTTCGCTTTTTTCCGGAAGCTTCGGTAAAAAACGAAACTTTTGTCTA  Mutation - Puanr

s6531 GATCTAGACAAAAGTTTCGTTTTTTACCGAAGCTTCCGGAAAAAAGCGAA  Mutation - Pyanr

6621 AAAAAAGGATCCAGATCTGCATGCTGGATGATGTGCTTGACGT FP yucA (pHM31)

56622 ACTCTCTCGTTTTCTCGTCC RP yvcA (pHM31)

56660 CCGGTTAAAAATCGCTTTTTTCCGGA Mutation - Panr

s6661 AGCTTCCGGAAAAAAGCGATTTTTAA Mutation - Panr

s6772 TCTCGTTTTTTGGATCACCG Mutation - Pr

s6773 AAAAAACTCGAGATATCCTATAACATTATAAAAC Mutation - Poanr

s6774 AAAAAACTCGAGTATACTTATACTATCAATTTGC Mutation - Punr

s6775 CAGTCACGACGTTGTAAAAC Mutation - Pyunr

s6776 GTTCGATCGCTGCCTGAAAATCCAATGTCAAATATGCTGCCT b manR-H393D

s6777 GATTTTCAGGCAGCGATCGAAC ¢ manR-H393D

s6780 AAAAAAGGATCCATGAGTGAAGTAAACCTAAAAG FP repA (pBS72)

s6781 AAAAAATGTACATTATTGCACTTTTCTTAGTTCG RP repA (pBS72)

s6812 AGCTTCGGTAAAAAACGAACTTTTGTCTA Mutation - Pyunr

s6813 GATCTAGACAAAAGTTCGTTTTTTACCGA Mutation - Pyunr

$6934 AAAAAAGGATCCGAATACATAAATACAAGACAAAAAG FP manR

$6935 AAAAAATGTACATTAATAATCCAAATGAGATAAAAATG RP manR

$6961 CCGGTTAAAAATCGCTTTTTTACCGGA Mutation - Pyunr

56962 AGCTTCCGGTAAAAAAGCGATTTTTAA Mutation - Pynr

$6963 AGCTTCGGTAAAAAAAGAAATTTTGTCTA Mutation - Pyunr

56964 GATCTAGACAAAATTTCTTTTTTTACCGA Mutation - Pyunr

$6984 AAAAAAGGCGCCAAAATGCCTTTATTACCGGAAC Mutation - Pynp

$6985 GCACGGCGTTAAAGTTGTTC Mutation - Panp

7019 $$/(_3\ﬂgﬁAAAATGCCTTTATTACCGGAACCTATGGTAAAAAAAGCGATT manPo-manRp-Fusion

<7020 _(|3_$$$$EQTTAAAATCGCTTTTTTTACCATAGGTTCCGGTAATAAAGGCA manPo-manRp-Fusion
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Fortsetzung Tabelle 2-6.

Name  Sequenz (5'>3" Richtung) Verwendungszweck
s7030 GATCTTTTTGTTATATAATGTTATAGGATATC Mutation - Pyanr
s7031 TCGAGATATCCTATAACATTATATAACAAAAA Mutation - Pyunr
s7056 TCTCTTGCCAGTCACGTTAC manPo-manRp-Fusion
s7057 TAGAAAGTGTGAATAATAAGATCTCTATAACATTATAAAACAAAAAGAT manPo-manRp-Fusion
s7058 ATCTTTTTGTTTTATAATGTTATAGAGATCTTATTATTCACACTTTCTA manPo-manRp-Fusion
57059 ACCAGGCAAAGCGCCATTC manPo-manRp-Fusion
57135 Cy5-GTTCTAAATAGGTGAAGAATTG FP manRo/p

57136 CCGTTTACATTATAAAACAAAATC RF manRo/p

s7137 GTTCTAAATAGGTGAAGAATTG FP manRo/p

s7232 Cy5-AGCTGACGAAAGAAACCAATG FP manPo/p

s7233 GTCTCAACTGTATACCGAAATC RP manPo/p

57234 AGCTGACGAAAGAAACCAATG FP manPo/p

57243 TATATAGGATCCATATGTGACGTTTCCGCTTAC FP tnrA upstream
s7244 TTTTAAGAGCTCCATTTTTCCACCCCTGGATG RP tnrA upstream
s7245 AAAAAAGAGCTCTAAATAATAAAAGTCCGGCTCG FP tnrA downstream
s7246 TTCAGCGGGACGCATGATG RP tnrA downstream
s7289 AAAAAAGGATCCCGAAAATGACCATCGAGACAG FP alrA upstream
$7290 AAAAAACCATGGCATTACGACACTTCCTAGCTTT RP alrA upstream
s7291 TTAAATCCATGGTAACTTACCTAAATGGAGAATTC FP alrA downstream
s7292 AAAAAAGGATCCGCTGATAGGATTCTTGCTCG RP alrA downstream
s7357 GTACCTATTTTATATCCATAGTTG FP His¢-manR

57366 AAAAAAGTTTAAACTCGGCTACACCATCGGCG FP alrA

s7371 AAAATGATCAATGATGATGATGATGATGTTTGTTATTGTCTGCCATTTTG  RP Hisg-manR

s7434 AAAAAAGCCATTCAGGCAATTCTCCATTTAGGTAAGTTAAT RP alrA

s7492 CCGTTGTAGCACAGTATTGAGATCAATGTTCAAACCATTGATCAAATC b manR-H334D

s7493 GATCTCAATACTGTGCTACAACG ¢ manR-H334D

s7515 AAAAAAGAATTCCATGATAAATAATCCTCCTAAAC RP codY upstream
s7517 AAAAAAGGATCCGCTTCCGCTCATTTGAG RP codY downstream
s7599 AAAAAAGGCGCCGTTTTTTGGAGGCAGCCAGC FP codY upstream
s7600 AAAAAAGCGGCCGCTCTCATTAATCACAAAAAGAACC FP codY downstream
s7646 AAAAAAACCGGTCGCTCGTTTTTATGCTGGCT manPo-gutBp

s7647 CCATTTTATCTGCTTTTTAACACGTTAAAATCGCTTTTTTTACCATAG manPo-gutBp

s7648 CTATGGTAAAAAAAGCGATTTTAACGTGTTAAAAAGCAGATAAAATGG manPo-gutBp

57649 TGAACTTCAGGGTCAGCTTG manPo-gutBp

s7654 AAAAAACATATGGCACAAAAAACATTTAAAGTA FP ptsH

s7655 AAAAAAGGATCCCTCGCCGAGTCCTTCGCT RP ptsH

s7656 AAAAAACATATGCAAGAATTAAAAGGGATTGG FP pts]

s7657 AAAAAAGGATCCCTTGAATGTTTCTTTTACGAACG RP ptsI

s7658 AAAAAACATATGAAACTGTTAGCGATTACATC FP manP-EIIB
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Fortsetzung Tabelle 2-6.

Name  Sequenz (5'—3” Richtung) Verwendungszweck
s7659 TTTATTGGATCCTTGTTTCTTCTCCTGATGATTAC RP manP-EIIB
s7660 TTTTTTCATATGTTTTTTATTGCTGTGATTGC FP manP-EIIA
s7662 GTTTAATAAATTTAGCGTTTGCATCAGGAATGGCAATG b manR-H570D
s7663 GATGCAAACGCTAAATTTATTAAAC ¢ manR-H570D
s7664 CATCCCAATCCCCATGTGATCGACGATAACCGCCTTTTTAT b manR-C415D
s7665 GATCACATGGGGATTGGGATG ¢ manR-C415D
s7769 AAAAAACATATGTCGGAATTAAAAAAGCTGAC RP manP-EITA
s7806 GGCGGACCATTAACAATGTATCCAGCAACAAACTTTCAAACG b manR-H222D
s7807 GATACATTGTTAATGGTCCGCC ¢ manR-H222D
s7808 GAACCTTACCGCCCAATATATCTAATGTTAAGTACACGGCTTC b manR-H281D
s7809 GATATATTGGGCGGTAAGGTTC ¢ manR-H281D
s7821 TCTCAATGAGCATTCTCATGC a manR-H222D
s7822 CAATGTCAAATATGCTGCCTC d manR-H222D
s7827 AAAAAAAGATCTTTAGTTCGATCGCTGCCTGAAAAT RP manR-AEIIBA
s7828 AAAAAAAGATCTTTACAGCTGACGTATAAACGCACT RP manR-AEITA
s7864 AAAAAAGCCTGAATGGCGCGCTAGCGGAGTGTATAC FP pACYC184 ori
s7865 AAAAAACTGCAGACAACTTATATCGTATGGGGC RP pACYC184 ori
s7963 AATTATTATTCAGCAAGAAATGGT aad9-alrA-Fusion
s7964 CTTCCTAGCTTTTATAATTTTTTTAATCTGTTATTTAAA aad9-alrA-Fusion
57965 TAAAAAAATTATAAAAGCTAGGAAGTGTCGTAATG aad9-alrA-Fusion
s7966 CTCTTTTATCCATCCAGTGATA aad9-alrA-Fusion
s8001 Cy5-CAGTTTCATAGGAAACCTCCT RP manPo/p
s8002 CAGTTTCATAGGAAACCTCCT RP manPo/p
s8043 AAAAAAGGATCCTTCGATTTCTTCTAGCAGCTTG RP manP-EITA
s8091 CACTGTACCCTATCTGCGAAA RP manRo/p
s8366 CCCCACTTAATCCACTGAAG manP-C9A

s8367 CCATTCGGTGCAGATGTAATCGCTAACAGTTTCAT manP-C9A
s8368 GCGATTACATCTGCACCGAATGGAATCGCCCATAC manP-C9A

s8454 ATTTAACATATGGCTTTATTACAAAAAACAAGAATTA FP codY

s8455 AAAAAAGGATCCATGAGATTTTAGATTTTCTAATTCAATTA RP codY

s8822 Cy5-CAGACTCAATCCATATACGAAC FP ilvBp

s8824 CCAGCTGTTCAAGAAGGTCG RP ilvBp
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2.2.5 Medien

Tabelle 2-7: Verwendete Medien fiir Kultivierung, Stammhaltung und Transformation. Fiir die
Herstellung von LB-Agar-Nahrboden wurde 15 g1 Euroagar (Becton Dickinson GmbH) zugegeben.

Die Medien wurden 30 min bei 121 °C im Autoklaven sterilisiert.

Medium Komponenten Zusammensetzung
LB-Medium (pH 7,2) Trypton 100 ¢
(Bertani, 1951) Hefeextrakt 50 g
NaCl 50 g
VE H;O ad 1,0 1
TY-Medium (pH 7,2) Trypton 50 g
Hefeextrakt 25 g
VE H;O ad 0,5 1
Glycerinkulturmedium Glycerin (86 % v /v)* 57,5 ml
TY-Medium* 425 ml
Spizizens Minimalmedium (SMM)  (NH4).SO4 20 g
(Spizizen, 1958) KH,PO4 60 g
KoHPO, 140 g
NasCitrat 1,0 g
MgSOs x 7 H,O 02 g
D-Glucose* 50 g
VE H;O ad 1,0 1
Transformationsmedien
Transformation and Storage LB-Medium (pH 6,5)** 82,5 ml
Solution (TSS-Medium) PEG 6000 100 g
(Chung et al., 1989) DMSO 5,0 ml
MgClL (2 M) 25 ml
Medium I SMM 9,50 ml
Casamino Acids (1% w/v)* 0,20 ml
MgSOs (1 M)* 0,05 ml
Medium II SMM 8,00 ml
Casamino Acids (1% w/v)* 0,10 ml
MgSOs (1 M)* 0,05 ml

* separat autoklaviert

** Der pH-Wert wurde mit 2 M NaOH bzw. 1 M HCl-Losung eingestellt.
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Tabelle 2-8: Verwendete Fermentationsmedien (nach Wilms et al., 2001).

Medium Komponenten Zusammensetzung
Vorkulturmedium I (VK1) SMM 9,50 ml
Casamino Acids (1% w/v)* 0,20 ml
Vorkulturmedium II (VK2) / (NHy),H-Citrat 1,00 glt
Batch-Medium NaySO4 2,00 glt
(NH4)2SO4 2,68 g I
NH,C1 050 gl
KoHPO, 14,60 gl!
NaH,PO4 x H,O 4,00 glt
D-Glucose* 500 gl'/2500gl!
MgSOs (1 M)* 2,00 mll?
Casamino Acids (10 % w/v)* 5,00 mll?!
SEL (s. u.)* 3,00 mll?!
Feed-Medium I Glucose x H,O* 654,76 gl!
MgSO, x 7 H,O* 23,50 glt
SEL (s.u.)* 120,00 ml 1!
Feed-Medium II (NH4).HPO4 (pH 7,0)** 396,00 gl?
Spurenelementlosung (SEL) CaCl; x 2 H,O 0,50 gl?
FeCl; x 6 H,O 16,70 gl!
Nay-EDTA 20,10 gl
ZnSOy x 7 H,O 018 gl
MnSO; x HO 0,10 gl
CuSO4 x 5 H,O 0,16 gl
CoClz x 6 H,O 018 gl
* separat autoklaviert
**pH-Wert mit 85 %iger (v/v) ortho-Phosphorsdure eingestellt
2.2.6 Antibiotika und andere Medienzusitze
Tabelle 2-9: Verwendete Antibiotika.
Antibiotikum Stammlsung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg ml! in 50 % Ethanol 100 pg ml-!
Chloramphenicol 25 mg ml! in Ethanol 5ng ml!
Kanamycin 50 mg ml?in 0,1 M NaOH 10 ng ml?
Spectinomycin 100 mg ml! in VE HO 100 pg ml-!
Erythromycin 10 mg ml! in 50 % Ethanol 5pg ml!
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Tabelle 2-10: Verwendete Medienzusatze.

Zusatz Stammldésung Endkonzentration
D-Alanin 10g 11 in VE HO 100 pg ml!
Casamino Acids (CA / CAVEF) 1-10% (w/v) in VE H,O 0,02% (w/v)
Caseine Enz. Hydr. (CEH) 2% (w/v) in VE HO 0,02% (w/v)
Casitone 2% (w/v) in VE H,O 0,02% (w/v)
D-Glucitol 20% (w/v) in VE H,O 0,2% (w/v)
D-Glucose 20% (w/v) in VE H,O 0,5% (w/v)
Hefeextrakt 10% (w/v) in VE H,O 05% (w/v)
IPTG 100 mM in 50 % Ethanol 250 uM
D-Mannose 20 % (w/v) in VE H,O 0,2% (w/v)
o-NPG 20mM in Z-Puffer (Tab. 2-14) 3,5mM
L-Rhamnose 20% (w/v) in VE H,O 0,2% (w/v)
Trypton 20% (w/v) in VE H,O 0,02% (wW/v)
X-Gal 156 mM in Dimethylformamid 195 uM
2.2.7 Puffer und Losungen
Tabelle 2-11: Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE.
Puffer/L6sung Komponenten Zusammensetzung
Coomassie-Farbeldsung Coomassie-Brillant-Blau R-250 20 g
Coomassie-Brillant-Blau G-250 05 g
Ethanol 425 ml
Methanol 50 ml
Eisessig 100 ml
VE H,O ad 1,0 1
Entfarbelosung Ethanol 450 ml
Eisessig 100 ml
VE H;O 450 ml
5x SDS-Auftragspuffer TRIS/HCL (2 M, pH 6,8) 6,25 ml
EDTA 0,146 ¢
SDS (40 % w /v) 6,25 ml
B-Mercaptoethanol (reinst) 2,50 ml
Glycerin (86 % v/v) 29,00 ml
Bromphenolblau 005 g
VE H,O ad 50 ml
10x SDS-Laufpuffer TRIS 30 g
Glycin 144 g
SDS (20% w/v) 50 ml
VE H,O ad 1,0 1

46



MATERIAL UND METHODEN — MATERIALIEN

Tabelle 2-12: Puffer und Losungen fiir Biofeedback-Plasmidisolierungen.

Puffer/Losung Komponenten Zusammensetzung
Resuspendierungspuffer D-Glucose 99 g
TRIS/HCI (1 M, pH 8,0) 25,0 ml
EDTA 372 g
VE H,O ad 1,0 1
Lysepuffer NaOH (2 M) 0,84 ml
SDS (10% w/v ) 0,84 ml
VE H,O 6,72 ml
Neutralisierungslosung NHg-Acetat 578,1 gl
Tabelle 2-13: Puffer fiir die Affinititschromatographie.
Puffer Komponenten Endkonzentration
Aufreinigung von Proteinen mit Hise-Affinititstag
Ni-NTA-Lysepuffer NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Ni-NTA-Waschpuffer NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 50 mM
Ni-NTA-Elutionspuffer NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 200 mM
Aufreinigung von Proteinen mit Strep-Affinititstag
Puffer W TRIS / HCL (1 M, pH 8,0) 100 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Puffer E TRIS / HCL (1 M, pH 8,0) 100 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Desthiobiotin 2,5 mM
Puffer R TRIS / HCL (1 M, pH 8,0) 100 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
HABA 1 mM
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Tabelle 2-14: Sonstige Puffer und Losungen.

Puffer/L6sung Bestandteile Zusammensetzung
50x TAE TRIS 2420 g
Eisessig 57,1 ml
EDTA 18,6 g
VE H;O ad 1,0 1
50x TBE TRIS 108 g
Borsaure 55 ¢
EDTA (0,5M, pH 8,0)* 40 ml
VE H;O ad 1,0 1
Lysepulffer fiir Isolierung TRIS 3 glt
chromosomaler DNA aus EDTA (0,5M, pH 8,0)* 0,05 mll?t
B. subtilis Sucrose 100 glt
Lysozym 20,0 mgml?!
10x DNA-Auftragspuffer fiir ~ Xylencyanol 05 g
Agarosegelelektrophorese Bromphenolblau 05 g
Glycerin (86 % v/v) 116,3 ml
EDTA (0,5M, pH 8,0)* ad 200,0 ml
5x Gelmobilityshift-Assay- TRIS/HCL (1 M, pH 7,5) 50 mM
Puffer KC1 250 mM
BSA 250 pg ml!
Fischsperma DNA 250 pg mlt
Glycerin 25 % (v/v)
Dithiothreitol 10 mM
Farbmarker fiir native PAGE  TRIS/HCI (1 M, pH 6,8) 250 mM
Glycerin 50 %
Bromphenolblau 0,005 %
DNasel Stopp-Puffer EDTA (0,5M, pH 8,0)* 50 mM
Kélber-Thymus DNA 15 pg ml!
Z-Puffer Na,HPO4 (1 M) 60 ml
NaHyPOq (1 M) 40 ml
KCl(2M) 5 ml
MgSO4 (1 M) 1 ml
B-Mercaptoethanol 2,7 ml
VE H;O ad 1,0 1

*Der pH-Wert wurde mit 2 M NaOH- bzw. 1 M HCl-Losung eingestellt.
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2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung und Stammhaltung

Die Kultivierungstemperatur fiir E. coli und B. subtilis Staimme betrug 37 °C, wenn
nicht anders vermerkt. Bendtigte Stimme wurden auf LB-Agarbdden unter
Selektionsdruck vereinzelt und bei 8 °C fiir maximal vier Wochen gelagert. Fiir die
Herstellung von Ubernachtkulturen (UK) wurden 5 ml Kulturmedium mit Einzel-

kolonien angeimpft und fiir ca. 16 h bei entsprechender Temperatur inkubiert.

Fiir die Herstellung von Dauerkulturen wurden die UK abzentrifugiert (Heraeus
Megafuge, 4.500 rpm, 5 min, RT), der Uberstand verworfen und die Zellpellets in
3 ml Glycerinkulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf zwei 2 ml-

Gefrierrohrchen verteilt und diese bei -20 bzw. -70 °C gelagert.

2.3.2 Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) erfolgte im GENESYS 10 Vis Spektro-
photometer (Thermo Fisher Scientific, Ulm) bei 600 nm. Die Eichung erfolgte gegen
Luft. Die ODeoo ergab sich aus der Differenz der Probenmesswerte und dem Wert fiir
das verwendete Kulturmedium. Um im linearen Messbereich des Photometers zu
bleiben, wurden die Proben ab einer ODgoo = 0,5 mit dem verwendeten Medium 1:10

verdiinnt.

2.3.3 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach der TSS-
Hitzeschock-Methode (Chung et al., 1989): Pro Transformationsansatz wurden 5 ml
LBo-Medium 1:100 mit UK von E. coli JM109 bzw. NM538 angeimpft und fiir 135 min
bei 37 °C bis zu einer ODgoo = 0,4 inkubiert (Schiittler, 200 rpm). Die Kultur wurde
daraufhin in vorgekiihlte SS-34-Zentrifugationsrohrchen tiberfithrt und auf Eis
abgekiihlt. Die Zellen wurden pelletiert (Sorvall RC 5B Plus Kiihlzentrifuge, SS-34-
Festwinkelrotor, 4.500 rpm, 10 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und pro
Transformationsansatz mit 200 ul eisgekiihltem TSS-Medium (Transformation and
Storage Solution) resuspendiert. Je 200 pl der TSS-Zellsuspension wurden mit ca.
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200 ng gereinigter Plasmid-DNA oder 10 pl Ligationsansatz gemischt und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurden 200 ul kompetente Zellen ohne
Zugabe von DNA der gleichen Transformationsprozedur unterzogen. Die Zellen
wurden anschliefend einem Hitzeschock fiir 90s bei 42°C im Wasserbad
unterzogen, um in der Zellmembran kurzfristig Poren fiir die DNA-Aufnahme
entstehen zu lassen. Die transformierten Zellen wurden danach sofort wieder auf Eis
abgekiihlt und in Reagenzglaser mit 2ml LB¢-Medium iiberfithrt. Nach 45 min
Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen abzentrifugiert (Heraeus Megafuge, 5 min,
4500 rpm, RT), der Uberstand dekantiert, das Zellpellet in der Restfliissigkeit
resuspendiert und alles auf LB-Agar-Ndhrboden mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert. Die Negativ-Kontrolle wurde ebenfalls auf diesem Medium ausplattiert.
Wurde Plasmid-DNA fiir die Transformation eingesetzt, entfiel der letzte Zentrifuga-

tionsschritt, und es wurden 100 pl direkt ausplattiert.

2.3.4 Transformation von B. subtilis

Fiir die Herstellung natiirlich kompetenter B. subtilis Zellen (nach Anagnostopoulos
und Spizizen, 1961) wurden zundchst 5ml MediumI mit einer Einzelkolonie
angeimpft und iiber Nacht fiir ca. 16 h bei 37 °C inkubiert. Nach Uberfithrung von
1 ml der UK (ODgoo = 2) in 8 ml Medium II erfolgte eine Inkubation fiir 85 min bei
37 °C (Schiittler, 200 rpm). Von dieser Kultur, mit einem Optimum an kompetenten
Zellen, wurde pro Ansatz 1 ml mit Plasmid-DNA versetzt und fiir weitere 30 min bei
37 °C inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde fiir diese Zwecke i.d.R. aus E. coli NM538
isoliert. Dieser Stamm neigt zur Bildung von Plasmid-Multimeren, welche wiederum
zu einer besseren Transformationsrate mit B. subtilis Zellen fiihren konnen. Die
transformierten Zellen wurden anschliefSend pelletiert (Heraeus Megafuge, 5 min,
4.500 rpm, RT), der Uberstand dekantiert und das Pellet im Resttropfen resus-
pendiert. Die transformierten Zellen wurden auf LB-Medium mit entsprechendem

Antibiotikum ausplattiert.
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2.3.5 Genexpression in E. coli JM109

Fiir die Expression plasmidcodierter Gene in E. coli J]M109 wurden zundchst UK
hergestellt und damit die Hauptkulturen auf eine ODgoo ~ 0,05 angeimpft. Nach
Inkubation fiir ca. 2 h bei 37 °C bis zu einer OD¢oo = 0,3 - 0,4 erfolgte die Zugabe von
0,2% (w/v) L-Rhamnose (Induktor) und eine weitere Inkubation fiir 4 h bei 30 °C.
Aliquots a 1 x 1010 Zellen (entsprechend einer ODgoo = 10) wurden geerntet (Heraeus
Megafuge, 4.500 rpm, 5 min, RT), mit 100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0)

gewaschen, und die Zellpellets bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.3.6 Genexpression in B. subtilis

Die Genexpression in B. subtilis 3NA erfolgte analog zu E. coli J]M109, nur dass fiir die
Induktion 0,2% (w/v) D-Mannose verwendet wurde. Die Genexpression in B. subtilis
TQ356 verlief aufgrund der selbstinduzierenden Eigenschaften dieses Stamms
folgendermafien: Ausgehend von Einzelkolonien auf selektiven LB-Agarnahrboden,
die zusitzlich mit 1% (w/v) D-Glucose versetzt worden waren, wurden UK in
Schiittelkolben mit Schikanen fiir ca. 16 h tiber Nacht bei 30 °C angezogen. Die
Zellernte von ca. 10 ODeoo Zellen erfolgte durch Zentrifugation (Heraeus Megafuge,
4.500 rpm, 5 min, RT). Vor der Lagerung bei -20 °C wurden die Zellen mit 100 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) gewaschen.

2.3.7 Plasmidstabilitatstest

Um die Stabilitat von Plasmiden in den B. subtilis Stammen TQ356, MWZ 14 und
MWZ 15 zu bestimmen, wurde wie folgt vorgegangen: UK dieser Stimme mit den
entsprechenden Vektoren wurden in LB-Medium mit Antibiotikum bei 37 °C
angezogen (Schiittler, 200 rpm). Nach Bestimmung der ODspw wurde davon ein
bestimmtes Volumen in frisches LB-Medium ohne Antibiotikum tiberfiihrt, um etwa
50 Zellen pro ml zu erhalten. Diese Kultur wurde fiir etwa 24 h bei 37 °C inkubiert
(Schiittler, 200 rpm). Dabei teilten sich die Zellen fiir etwa 25 Generationen. Dies
wurde 3-mal wiederholt, bis etwa 100 Generationen gebildet worden waren. Nach
jeweils 25 Generationen wurden die Kulturen so auf LB-Medium (mit D-Alanin)

ausplattiert, dass etwa 200 - 300 Kolonien iiber Nacht bei 30 °C entstanden. Diese
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wurden wiederum auf ihre Spectinomycin-Resistenz sowie auf ihre fluoreszierenden
Eigenschaften (eGFP Expression) unter Anregung mit blauem Licht (400 bis 500 nm;
Dark Reader DR89X Transilluminator; Clare Chemical Research, Dolores, Colorado,
USA) gescreent.

2.4 Molekulargenetische Methoden

2.4.1 Plasmidisolierung

Fiir Klonierungen und Transformationen wurden Plasmide mit hohem Reinheitsgrad
mit dem ,,QIAprep Spin Miniprep Kit” (nach Protokoll des Herstellers) aus 5 ml UK
(i.d.R. E. coli ]M109 bzw. NM538) isoliert. Fiir Plasmidisolierungen aus B. subtilis
Stimmen wurden die Zellen zundchst im Puffer P1 des Kits mit 10 mg ml! Lysozym
resuspendiert und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte

nach Protokoll des Herstellers. Die Plasmide wurden bei 5 °C bzw. -20 °C gelagert.

Eine kostengiinstigere Alternative ist die Biofeedback-Methode (Lee und Rasheed,
1990): E. coli Zellen aus 2 ml UK wurden pelletiert (Heraeus Megafuge, 4.500 rpm,
5min, RT), der Uberstand verworfen und das Pellet in 200 ul Resuspendierungs-
puffer aufgenommen und in 1,5 ml-Reaktionsgefafie {iberfiihrt. Der Zellaufschluss
erfolgte mit 300 pl Lysepuffer. Die alkalische Lyse wurde nach 1-5 min Inkubation
bei RT durch Zugabe von 400 nl Neutralisierungslosung gestoppt. Chromosomale
DNA und denaturierte Proteine wurden pelletiert (Eppendorf Centrifuge 5415D,
13.200 rpm, 5min, RT). Durch Uberfiihrung von 800 pl des Uberstands in neue
Reaktionsgefdfie, die zuvor mit 700 pul Isopropanol befiillt wurden, wurde die
Plasmid-DNA fiir 10 min bei RT geféllt. Nach erneuter Zentrifugation (13.200 rpm,
10 min, RT) wurde der Uberstand verworfen und das Plasmid-Pellet mit 150 11l 100 %
Ethanol gewaschen (13.200 rpm, 3 min, RT). Die pelletierte Plasmid-DNA wurde
5min bei RT luftgetrocknet und anschliefend in 100 ul VE HxO resuspendiert.
Jeweils 8 pl der auf diese Weise isolierten Plasmid-DNA wurden umgehend fiir

Restriktionsanalysen verwendet.
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2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte {iber die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Sollten die Fragmente fiir Klonierungen verwendet werden,
wurde der ,High Fidelity PCR Enzyme Mix” fiir die Amplifikation verwendet.
Dieser besteht aus Tag DNA-Polymerase und einer thermostabilen DNA-Polymerase
mit Korrekturlese-Funktion (engl. proof-reading), die falsch eingebaute Nukleotide
erkennt und {iiber eine 3'>5'-Exonuklease-Aktivitdt wieder aus der DNA entfernt.
Um Deletionen oder chromosomale Integrationen nachzuweisen, wurde auf die proof
reading-Aktivitat verzichtet und die ,,DreamTaq DNA-Polymerase” verwendet. Die
PCR-Ansdtze mit jeweils 100 pl Reaktionsvolumen setzten sich wie in Tabelle 2-15

beschrieben zusammen.

Tabelle 2-15: Zusammensetzung eines 100 ul PCR-Ansatzes.

Komponente Volumen
Template-DNA (ca. 25 ng) x ul
10x Puffer inkl. MgCl, (25 mM) 10 ul
dANTP-Mix (10 mM) 2ul
forward-Primer (100 uM) 1l
reverse-Primer (100 pM) 1l
DNA-Polymerase (5 U pl?) 1l
H>0 (Nuklease frei) ad 100 ul

Fiir die Amplifikation der DNA-Fragmente wurde der TPersonal Thermocycler

(Biometra GmbH, Goéttingen) mit folgendem Temperaturprofil verwendet:

Denaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 92 °C I min
Primer-Annealing variabel 1 min 30x
Elongation 72°C variabel
finale Elongation 72 °C 5-10 min
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Die Annealing-Temperatur wurde 5 Kelvin unterhalb der gemeinsamen Schmelz-
temperatur des Primerpaares gewahlt. Die Elongationsdauer wurde in Abhédngigkeit

der Lange des Zielfragments mit 1 min kb-! eingestellt.

Die Aufreinigung der PCR-Fragmente erfolgte mithilfe des ,NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Kits” nach Anleitung des Herstellers.

2.4.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine schnelle und kostensparende Methode, um chromosomale
Modifikationen nachzuweisen, ohne die chromosomale DNA vorher sauber aufzu-
reinigen. Dazu wurde ausreichend Zellmaterial von LB-Agarndhrboden in 100 pl
Lysepuffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fiir 15 min bei 99 °C inkubiert
(Eppendorf Thermomixer compact, 900 rpm), anschlieffend fiir weitere 15 min bei
-70 °C schockgefroren und wieder fiir 15 min bei 99 °C inkubiert (900 rpm). Nach
Zentrifugation (Eppendorf Centrifuge 5415D, 15 min, 13.200 rpm, RT) wurden 20 pul
des DN A-haltigen Uberstands als Template in einem 50 ul-PCR-Ansatz verwendet.

2.4.4 Overlap Extension-PCR

Um Punktmutationen zu generieren oder DNA-Fragmente miteinander zu fusio-
nieren, wurde die von Ho et al. (1989) beschriebene Overlap Extension-PCR verwendet
(Abbildung 2-1): Zunachst wurden die einzelnen Fragmente mit den Primerpaaren
a/b bzw. c/d so amplifiziert, dass sie entsprechend der Schmelztemperatur der
Primerpaare an den zu fusionierenden Enden tiberlappende Sequenzen aufwiesen
(20-30 bp). Die Primer b und c fiihrten die gewiinschten Mutationen ein. Fiir die
Fusion wurden dquimolare Mengen der beiden Fragmente gemischt und mit den
peripheren Primern a/d erneut eine PCR durchgefiihrt. Mithilfe dieser Methode

konnten auch zwei beliebige DNA-Fragmente fusioniert werden.
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Abbildung 2-1: Schema der Overlap Extension-PCR fiir die Einfithrung von Punktmutationen (nach
Ho et al., 1989). Im ersten Schritt werden die flankierenden Regionen inkl. iiberlappendem Bereich
(Mutation mit Stern gekennzeichnet) mithilfe der Primerpaare a/b und c/d iiber PCR amplifiziert. Die
Fusion erfolgt in 2 PCR-Schritten: Zunachst werden die beiden Fragmente ohne Zugabe von Primern
miteinander fusioniert, bevor im 2. Schritt nach Zugabe der flankierenden Primer a/d das fusionierte

Produkt amplifiziert wird.

2.4.5 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse von DNA-Fragmenten erfolgte durch Elektrophorese in 0,7 %igen (w/v)
Agarosegelen, die aus SeaKem®-LE-Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf) und 1x TAE-Puffer hergestellt wurden. Die Zugabe von Ethidiumbromid
in einer Endkonzentration von 0,4 pg ml! erfolgte in das abgekiihlte, aber noch
fliissige Gel. Als Laufpuffer wurde 1x TAE mit 0,4 pg ml! Ethidiumbromid
verwendet. Vor dem Auftragen wurde die aufzutrennende DNA mit 1x DNA-
Auftragspuffer versetzt. Bei einer angelegten Spannung von 10 V pro cm Gelldnge
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erfolgte dann die Auftrennung nach Fragmentgrofie. Dabei interkaliert das
Ethidiumbromid mit der DNA, womit diese durch Bestrahlung mit ultraviolettem
Licht sichtbar wird. Als DNA-Langenstandard wurde der , GeneRuler™ 1 kb Plus
DNA Ladder” (Thermo Scientific) verwendet.

Fiir die Aufreinigung wurden die DNA-Fragmente mit einem Skalpell aus dem Gel
geschnitten und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefafs iiberfiihrt. Die Aufreinigung erfolgte
mit dem , NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit” nach Protokoll des Herstellers. Die
DNA wurde jeweils mit 25 pl Elutionspuffer eluiert.

2.4.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Fiir die Messung der DNA-Konzentration wurden 3 pl einer Probe mithilfe des
NanoPhotometer™ (Implen GmbH, Miinchen) analysiert. Als Referenz diente der
jeweils verwendete Elutionspuffer. Jede Probe wurde dreifach gemessen und der

Mittelwert berechnet.

2.4.7 Restriktion von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten

Die Behandlung von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten mit Restriktionsenzymen
erfolgte in 10 pl Ansdtzen. Dabei wurden ca. 150 ng gereinigte DNA verwendet.
Nach Zugabe von 1 pl Restriktionsenzym und 1 ul 10x Restriktionspuffer wurde der
Ansatz mit VE H>O auf 10 pl aufgefiillt und beim Temperaturoptimum des Restrik-
tionsenzyms fiir ca. 90 min inkubiert. Musste die DNA mit weiteren Enzymen
behandelt werden, deren Puffer unterschiedliche Zusammensetzungen aufwiesen,
erfolgte zundchst eine Isopropanolfdllung der DNA (s. Kapitel 2.4.8). Bei gleichem
Puffer wurde ein 20 pl-Ansatz mit beiden Enzymen verwendet, vorausgesetzt die
Schnittstellen lagen mind. 50 bp voneinander entfernt. Ansonsten wurde zunéchst
nur ein Enzym verwendet und anschliefend (wenn moglich) hitzeinaktiviert. Es
folgte eine Zugabe von 8 ul VE H>O, 1 pl des zweiten Restriktionsenzyms sowie 1 pl
10x Restriktionspuffer und eine erneute Inkubation fiir ca. 90 min beim Temperatur-
optimum. Die Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte entweder iiber Agarose-
gelelektrophorese oder direkt mithilfe des , NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits”
nach Protokoll des Herstellers.
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2.4.8 Isopropanolfillung

Um DNA von Restriktionsenzymen und deren Puffer zu trennen, wurde eine
Isopropanolfidllung durchgefiihrt. Der Restriktionsansatz wurde dazu mit 1/10
Volumen 3 M NaAcetat (pH 6,2) und 1 Volumen Isopropanol gemischt und 5 min bei
RT inkubiert. Die DNA wurde anschliefend durch Zentrifugation (Eppendorf
Centrifuge 5415D, 13.200 rpm, 10 min, RT) pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit
10 pl 100 % Ethanol gewaschen (Eppendorf Centrifuge 5415D, 13.200 rpm, 3 min, RT),
5 min bei RT luftgetrocknet und wieder in 8 pl VE H>O resuspendiert. Anschlieflend
konnte durch Zugabe von 1pul des zweiten Restriktionsenzyms sowie 1ul 10x

Restriktionspuffer die nachste Reaktion gestartet werden.

249 Behandlung mit Alkalischer Phosphatase

Um bei Klonierungen eine Religation der Vektor-DNA zu verhindern, wurde diese
nach Restriktion und Isopropanolfdllung mit Alkalischer Phosphatase aus
Kélbermagen (EC 3.1.3.1) behandelt. Dieses Enzym spaltet die 5’-Phosphatgruppe
linearisierter DNA ab und verhindert somit eine Religation. Zu 8 ul geféllter DNA
wurden 1pl Alkalische Phosphatase (20 U pl'') und 1pul 10x Phosphatasepuffer
pipettiert und der Ansatz fiir 45 min bei 37 °C inkubiert.

2.4.10 Behandlung mit Klenow Enzym

Um DNA-Fragmente mit versetzten Enden fiir blunt end-Ligationen verwenden zu
konnen, wurden diese mit dem Klenow Enzym behandelt. Dadurch werden
iiberstehende 5'-Enden mit dNTPs aufgefiillt bzw. {iberstehende 3’-Enden ohne
Zugabe von dNTPs abgebaut. Die DNA wurde dafiir mit 1 pl 10x Restriktionspuffer
B (Roche), 1pul 10 mM dNTP-Mix (optional) und 1pl Klenow Enzym (2 U pl?)
gemischt, mit VE HxO auf 10 pul aufgefiillt und bei 37 °C fiir 20 min inkubiert.

57



MATERIAL UND METHODEN — MOLEKULARGENETISCHE METHODEN

2.4.11 Ligation

Die Ligation von Vektor- und Insert-DNA erfolgte enzymatisch durch die T4 DNA
Ligase in einem Volumen von 10 pl. Dabei wurde in den Ansitzen ein 3:1-molares
Verhaltnis von Insert- zu Vektor-DNA eingesetzt. Die Abschitzung erfolgte anhand
der Bandenintensitat auf den Agarosegelbildern. Pro Ansatz wurden neben der DNA
1 ul T4 DNA Ligase (5 U pl?) und 1 pl 10x Ligasepuffer zugegeben und mit VE H>O
auf 10 pl aufgetfiillt. Die Ligation erfolgte fiir ca. 16 h bei 5 °C.

2.4.12 Isolierung chromosomaler DNA aus B. subtilis

Die Isolierung chromosomaler DNA aus B. subtilis Zellen erfolgte mit dem ,,DNeasy
Blood & Tissue Kit” aus 5 ml UK nach Protokoll des Herstellers. Die Lagerung der
chromosomalen DNA erfolgte bei 5 °C.

2.4.13 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR- oder Plasmid-DNA wurde durch die Firma GATC
Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung erfolgte dabei nach

Vorschrift des Anbieters.

2.4.14 DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode

Um die DNase I Footprinting Experimente (s. Kapitel 2.4.16) mithilfe des
ALFexpress™ DNA Sequencers (ehemals Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg) auswerten zu konnen, wurde parallel eine Sequenzierung nach der
Kettenabbruchmethode durchgefiithrt (Sanger et al., 1977). Dafiir wurde das
,AutoRead™ Sequencing Kit” verwendet: Zundchst erfolgte eine Isopropanol-
fallung von 10 pg aufgereinigter pSUN351.3-DNA. Diese wurde in 10 ul HxO
aufgenommen, mit 2l Cy5-markiertem Primer (10 pM) und 1,5ul 1M NaOH
gemischt und 5 min bei 65 °C inkubiert. Anschlieffend wurden 1,5l 1 M HCl und
2 ul Annealing-Buffer zugegeben und gut gemischt. Nach 10 min bei 37 °C und
weiteren 5 min bei RT wurden 1 pl Extension-Buffer und 3,5 pl DMSO zugegeben.
Das Gemisch wurde daraufhin mit 1l T7-Polymerase und 1 ul Dilution-Buffer
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versetzt. Je 5,5 nl wurden mit 3 pl vorgelegtem ddNTP-Mix (ddATP, ddTTP, ddCTP,
ddGTP) gemischt und fiir 5min bei 37 °C inkubiert. Die Sequenzierreaktionen
wurden durch Zugabe von 6 pul Stop-Buffer und Inkubation fiir 3 min bei 80 °C
gestoppt. Jeweils 5l der vier Ansédtze wurden auf ein 0,3 mm dickes Polyacryl-
amidgel (ReproGel High Resolution, GE Healthcare, Miinchen) aufgetragen und

nach Protokoll des Herstellers aufgetrennt. Als Laufmittel diente 0,5x TBE.

2.4.15 Markerfreie chromosomale Deletionen in B. subtilis

Eine einfache Methode fiir markerfreie Modifikationen im Genom von B. amylolique-
faciens (Zakataeva et al., 2010) wurde in dieser Arbeit fiir B. subtilis adaptiert. Die
Methode ist effizient, schnell und bendtigt keinen Stamm mit speziellem Genotyp:
Fir den chromosomalen Genknockout wurde der temperatursensitive (ts)
Integrationsvektor pMW521.1 konstruiert (Abbildung 2-2), der auf dem Replicon des
Plasmids pE194ts aus B. subtilis 1E78 basiert (Gryczan et al., 1982). Die Replikation
von pE194ts funktioniert bei Temperaturen iiber 30 °C nur sehr eingeschrankt bzw.
tiberhaupt nicht mehr. Um die Replikationsfdhigkeit und Temperatursensitivitat zu
uberpriifen, wurde pMW521.1 iiber natiirliche Transformation in B. subtilis 3NA
gebracht. Die Transformanten wurden erneut auf LBsp-Agarndahrbéden ausgestrichen
und fiir ca. 16 h bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Das beste Wachstum
zeigte sich bei 30 °C, gefolgt von einem moderaten Wachstum bei 37 °C und keinem

Wachstum bei 50 °C.

EcoRI

aad9

ep pE194ts

pMW521.1

3357 bp Abbildung 2-2: Plasmidkarte des temperatur-
sensitiven Vektors pMW521.1 mit pE194s-

‘ M BamHI Replicon. Eingezeichnet sind die verwendeten
o7t bUC18 Restriktionsschnittstellen.

Haell
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Fiir chromosomale Gendeletionen, wurden die flankierenden Regionen (jeweils ca.
1 kb) des zu deletierenden Gens amplifiziert (Start- und Stopcodon blieben erhalten)
und {tiber 3-Fragment-Ligation in pMW521.1 gebracht. Die entstandenen Vektoren
wurden in natiirlich kompetente Zellen von B. subtilis gebracht. Uber zwei auf-
einander folgende Rekombinationsereignisse wurde dabei entweder das gewtiinschte
Gen deletiert oder der urspriingliche Zustand wiederhergestellt (Abbildung 2-3).

Das Screening erfolgte {iber Kolonie-PCR.

Gen X
—E B W chromosomale DNA

homologe
Rekombination

1

pMW521.1-Derivat
mit up- und downstream
Regionen

Schritt 1:
Selektion von Sp* Klonen bei 50 °C
1 homologe Rekombination 1
2

2

Schritt 2:
ohne Selektionsdruck 24 h bei 30 °C
Screening nach Sp® Klonen

—i TN - =

Schritt 3:
Kolonie-PCR Screening

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Deletion eines chromosomalen Gens X in B. subtilis
mithilfe von Derivaten des temperatursensitiven Integrationsvektors pMW521.1. Alternative,
homologe Rekombinationsereignisse (Single-Crossover) sind mit ,1” und ,2” gekennzeichnet. An-
stelle von Deletionen kénnen mit dieser Methode auch Punktmutationen oder Insertionen eingefiihrt

werden.
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2.4.16 DNase I Footprinting Assay

Beim DNase I Footprinting Assay kann die Bindung eines Proteins an DNA sequenz-
genau analysiert werden. Bei diesem Verfahren wird gewahrleistet, dass die DNase I
die an einem Ende markierte DNA nur einmalig schneidet. Rein statistisch gesehen
sollten somit Fragmente samtlicher Langen entstehen. Binden Proteine an die DNA,
kann diese in diesem Bereich nicht mehr von der DNase I geschnitten werden. Bei
der anschlieffenden Auftrennung der Fragmente im Polyacrylamidgel entsteht somit

eine Liicke oder auch ,Fufiabdruck” (engl. footprint).

Die Proteinbindung wurde in einem 30 nl-Ansatz, bestehend aus 6 pl 5x Gelmobility-
shift-Assay-Puffer, 2 pl Cy5-markierter DNA (5 ng pl!) und der Proteinlosung bzw.
Negativ-Kontrolle durchgefiihrt. Nach 30 min Inkubation bei 5 °C wurden 5 ul 10x
DNase I Reaktionspuffer, 13 pl VE HxO, sowie 2 pl DNase I (2 U nl!) zugegeben.
Nach 1 min bei RT wurden 50 ul DNase I Stopp-Puffer sowie 100 ul Phenol-Chloro-
form-Isoamylalkohol (im Verhéltnis 25:24:1) zugegeben und gut gemischt. Nach
einer Zentrifugation (10 min, 13.200 rpm, RT) wurden 75 pl der wéssrigen Phase mit
150 pl eisgekiihltem 100% Ethanol gemischt. Bei -70 °C wurde dann fiir mind. 2 h die
DNA gefallt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (Heraeus Biofuge fresco,
15 min, 13.000 rpm, 4 °C) wurde das DNA-Pellet zundchst mit 150 ul eisgekiihltem
100% Ethanol gewaschen (Heraeus Biofuge fresco, 3 min, 13.000 rpm, 4 °C). Das
luftgetrocknete DNA-Pellet wurde mit 9 ul VE H>O resuspendiert, mit 6 ul Stop-
Buffer (aus dem , AutoRead™ Sequencing Kit”) gemischt und 3 min bei 80 °C erhitzt.
Mithilfe des ALFexpress™ DNA Sequencers (ehemals Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg) wurden jeweils 7 pl des Gemischs auf einem 0,3 mm dicken
Polyacrylamidgel (ReproGel High Resolution, GE Healthcare, Miinchen) bei 55 °C
parallel zur Sequenzierungsreaktion (s. Kapitel 2.4.14) nach Protokoll des Herstellers

aufgetrennt. Als Laufmittel wurde 0,5x TBE verwendet.

61



MATERIAL UND METHODEN — PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Zellaufschluss und Herstellung von Protein-Rohextrakten

Um Protein-Rohextrakte aus den geernteten E. coli bzw. B. subtilis Zellen zu erhalten,
wurden die eingefrorenen Zellpellets je nach Verwendungszweck in verschiedenen

Puffern resuspendiert (Tabelle 2-16).

Tabelle 2-16: Resuspendierung der Zellpellets je nach Verwendungszweck.

Verwendungszweck Zellmenge  Puffer

SDS-PAGE-Analyse 1% 10% 1 ml 100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7)
Gelmobilityshift Assay 1 x 1010 1 ml 100 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7)
Hise-tag-Aufreinigung 3 x 1010 1 ml Ni-NTA-Lysepuffer
Strep-tag-Aufreinigung 3 x 1010 1 ml Puffer W

Die resuspendierten Zellen wurden anschlieffend auf Eis mit Ultraschall aufge-
schlossen (SONOPULS HD2070, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin). Der
Aufschluss erfolgte pulsierend (50% duty cycle) fiir 1-2 x 30 s (E. coli) bzw. 3 x 45s
(B. subtilis). Um die losliche von der unloslichen Proteinfraktion zu trennen, wurde
der Aufschluss abzentrifugiert (Heraeus Biofuge fresco, 13.000 rpm, 20 min, 4 °C). Der
Uberstand mit der loslichen Proteinfraktion wurde in ein neues Reaktionsgefaf3
uberfiihrt, und das Pellet mit der unloslichen Proteinfraktion wiederum in 1 ml
Puffer resuspendiert. Die Proben wurden i.d.R. sofort weiterverwendet bzw. fiir

maximal 16 h auf Eis gelagert.

2.5.2 Proteinaufreinigung mittels Affinitatschromatographie

Fiir die chromatographische Trennung von Proteinen mit Hise- (Hochuli et al., 1987)
bzw. Strep-Affinitatstag kamen Sdulen zum Einsatz, die zuvor mit 1 ml Ni-NTA-
Agarose (QIAGEN GmbH, Hilden) bzw. Strep—Tactin® Sepharose® (IBA GmbH,
Gottingen) gepackt worden waren. Die Sdulen wurde zundchst mit 2 ml Ni-NTA-
Lysepuffer bzw. Puffer W equilibriert. Der 16sliche Uberstand aus dem Zellauf-
schluss von jeweils 3 x 1010 Zellen wurde komplett auf die Saule aufgetragen. Der

Durchfluss wurde aufgefangen. Es folgten 5 Waschschritte mit jeweils 1 ml Ni-NTA-

62



MATERIAL UND METHODEN — PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

Waschpuffer bzw. Puffer W. Die Elution erfolgte mit 6 x 0,5 ml Ni-NTA-Elutions-
puffer bzw. Puffer E. Die Aufreingung wurde durch SDS-PAGE-Analyse der
einzelnen Fraktionen verfolgt. Die Ni-NTA-Agarose bzw. Strep-Tactin® Sepharose®
Saulen wurden vor der ndchsten Aufreinigung mit 5 ml Ni-NTA-Lysepuffer bzw.

3 x 5 ml Puffer R und 5 ml Puffer W regeneriert und wieder equilibriert.

2.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bradford-Methode dient dem quantitativen Nachweis von Proteinen, die auf der
Bindung von Coomassie-Brillant-Blau G-250 an Proteine beruht (Bradford, 1976). Die
ungebundene, rote Form des Farbstoffs hat ein Absorptionsmaximum bei 470 nm.
Durch Komplexbildung mit Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen Form
stabilisiert und das Absorptionsmaximum auf 595 nm verschoben (Compton und
Jones, 1985).

Die Proteinbestimmung wurde wie folgt durchgefithrt: Zu 20 pul Proteinlosung
wurden 1 ml im Verhaltnis 1:5 mit Wasser verdiinntes ,Bio-Rad Protein Assay Dye
Reagent Concentrate” (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) zugegeben, fiir 5 min
bei RT inkubiert, und die OD bei 595 nm bestimmt. Als Leerwert wurden 20 ul des
verwendeten Puffers, in dem die Proteine gelost wurden, mit 1 ml der verdiinnten
Farblosung versetzt. Die ODsos des Leerwerts wurde vom Probenmesswert abge-
zogen. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zuvor eine Eichgerade
mit definierten BSA-Losungen (0 - 1,0 mg ml!) erstellt. Aus der Geradengleichung

konnte die gemessene ODs¢5 einer Proteinkonzentration zugeordnet werden.

2.5.4 ManR-Aktivierungsassay

Die Aktivierung von B. subtilis ManR mit C-terminalem Strep-Affinitatstag, welches
mit E. coli J]M109 pSUN246.1 produziert und anschlieffend aufgereinigt wurde,
erfolgte in einem 100 pl-Ansatz durch Inkubation von 266 nM (2 pg) ManR-Strep mit
317 nM (2 ng) HPr-Hise, 1,5 pM (2 ng) EI-Hise, 5 mM PEP, 5 mM MgCl> und 50 mM
TRIS/HCI (pH 7,5) fiir 30 min bei 37 °C.
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2.5.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht erfolgte
durch eine diskontinuierliche SDS-PAGE (Laemmli, 1970): Jeweils 12 ul Protein-
Losung wurden mit 3 pul 5x SDS-Auftragspuffer gemischt. Nach erfolgter Denatu-
rierung der Proteine mittels Detergens (SDS), Reduktionsmittel (3-Mercaptoethanol)
und Hitze (5 min bei 99 °C; Eppendorf Thermomixer compact) wurden die Proben
fiir ca. 5 min bei RT abgekiihlt und kurz abzentrifugiert. Fiir die SDS-PAGE wurde
ein denaturierendes Polyacrylamidgel bestehend aus Sammel- und Trenngel mit

unterschiedlichem Vernetzungsgrad und pH-Wert verwendet (Tabelle 2-17).

Tabelle 2-17: Zusammensetzung des aus Sammel- und Trenngel bestehenden, denaturierenden
Polyacrylamidgels fiir die SDS-PAGE. Die polymerisierten Gele wurden entweder sofort verwendet
oder bei 5 °C bis zu 4 Wochen feucht gelagert.

Komponente Sammelgel (3 %) Trenngel (12 %) Trenngel (15 %)
VE H;O 3,00 ml 6,70 ml 4,70 ml
TRIS (0,5 M pH 6,8) 1,25 ml - -

TRIS (1,5 M pH 8,8) - 5,00 ml 5,00 ml
SDS (10% w/v) 0,05 ml 0,20 ml 0,20 ml
Rotiphorese® Gel 30* 0,67 ml 8,00 ml 10,00 ml
APS (10% w/v) 0,05 ml 0,10 ml 0,10 ml
TEMED 0,01 ml 0,02 ml 0,02 ml

*30% Acrylamid/Bisacrylamid im Mischungsverhiltnis 37,5:1

Die Proben wurden zundchst bei 10 mA in einem 3%igen Sammelgel bei neutralem
pH vor dem Ubergang zum Trenngel auftkonzentriert, bevor sie in diesem bei 20 mA
und basischem pH aufgetrennt wurden. Als Laufmittel wurde ein TRIS-Glycin-
Puffersystem verwendet. Als Langenstandards dienten der ,Unstained Protein
Molecular Weight Marker” bzw. der ,PageRuler™ Unstained Protein Ladder” (beide
Thermo Scientific). Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die Bromphenol-Front
aus dem Trenngel herausgelaufen war. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte
durch Coomassie-Farbung: Nach Inkubation der Gele fiir 25 min bei RT in Férbe-

16sung erfolgte fiir weitere 25 min bei RT eine Behandlung mit Entfarbel6sung.
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Durch weitere, mehrstiindige Inkubation der Gele in 7,5%iger (v/v) Essigsdure
wurde der ungebundene Farbstoff vollstindig aus den Gelen entfernt, wobei die

Proteinbanden sichtbar wurden.

2.5.6 Gelmobilityshift Assay

Die Bildung eines Protein-DNA-Komplexes wurde durch einen elektrophoretischen
Gelmobilityshift Assay nachgewiesen, der prinzipiell wie zuvor beschrieben durch-
gefiihrt wurde (Rother et al., 1999; Shewchuk et al., 1989): Fiir den Nachweis der
Protein-Bindung an DNA wurde diese zundchst iiber PCR amplifiziert und dabei
jeweils der codierende bzw. nicht-codierende Strang am 5’-Ende mit dem Fluores-
zenzfarbstoff Cy5 markiert. Die gleichen Fragmente wurden ebenfalls mit unmar-
kierten Primern amplifiziert, die fiir Konkurrenzreaktionen eingesetzt wurden. Die
Protein-Bindung an die DNA wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pl durchge-
fiihrt. Dabei wurden 3 — 5 nM gereinigte und Cy5-markierte DNA und eine variable
Menge an Protein-Rohextrakt oder gereinigtem, aktiven Protein eingesetzt. Die
Bindung erfolgte fiir 30 min bei 8°C in 1x Gelmobilityshift-Assay-Puffer. Die
Protein-DNA-Komplexe wurden neben einem Farbmarker fiir ca. 60 min bei 20 mM
auf einem 6%igen, nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Fiir die Herstellung solcher
Gele wurden 4 ml Rotiphorese® Gel 30, 400 pl 50x TAE und 15,4 ml VE H>O gut
gemischt bevor die Polymerisation durch Zugabe von 20 ul TEMED und 200 pl
10% (w/v) APS gestartet wurde. Die Detektion der fluoreszierenden DNA-Banden
erfolgte mithilfe des ,Storm 860 Phosphorlmager” Systems (ehemals Molecular
Dynamics, jetzt GE Healthcare, Miinchen). Die Experimente wurden unabhingig

voneinander mindestens dreimal wiederholt und reproduziert.

2.5.7 Bestimmung von Kp und Kaiss

Die Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten Kp und der Disso-
ziationsrate kdiss von ManR erfolgte im Prinzip wie zuvor beschrieben (Rother et al.,
1999). Kp wurde durch Gelmobilityshift Assays wie folgt bestimmt: Abnehmende
Mengen von gereinigtem und aktiviertem ManR-Strep (140, 70, 20, 14,7,2 und 1,4 ng
entsprechend 186, 93, 26,5, 18,6, 9,3, 2,7 und 1,9 nM) wurden fiir 30 min bei 5 °C mit
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jeweils 5nM Cy5-markiertem DNA-Fragment mit der Pumamr- bzw. Puanp-Region
inkubiert, um einen stabilen Protein-DNA-Komplex auszubilden. Nach erfolgter
Elektrophorese im nativen Polyacrylamidgel wurden die Intensititen der
entstandenen Banden mithilfe der ImageQuant Software (Version 5.2, Molecular
Dynamics) bestimmt. Das Verhéltnis von freien und gebundenen DNA-Molekiilen
konnte so berechnet und gegen die im Assay verwendete Menge an ManR
aufgetragen werden. Aus dem Diagramm konnte so die Menge an ManR abgelesen
werden, die notwendig war, um 50% der verwendeten DNA zu binden. Der Kp-Wert

ergab sich nach Umrechnung in die entsprechende Molaritat.

Die Bestimmung der Dissoziationsrate kdiss und der entsprechenden Halbwertszeit
erfolgte ebenfalls durch Gelmobilityshift Assays. In einem Gesamtvolumen von
100 pl wurden 186 nM aufgereinigtes und aktiviertes ManR-Strep sowie 5 nM Cyb5-
markiertes DNA-Fragment mit der Pianr- bzw. Pranp-Region gemischt und fiir 30 min
bei 5 °C inkubiert. Die Dissoziation von ManR von der Cy5-markierten DNA wurde
durch Zugabe eines 50x molaren Uberschusses an unmarkiertem DNA-Fragment
eingeleitet. Alle 10 min wurden 10 pl-Proben genommen und auf ein laufendes,
natives Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Intensitit der entstandenen Banden
wurde mithilfe der ImageQuant Software (Version 5.2, Molecular Dynamics)
bestimmt. Die Werte fiir die gebundene DNA wurden logarithmisch gegen die Zeit
aufgetragen. Ausgehend von der Geradengleichung nach dem allgemein giiltigen

Zerfallsgesetz wurden die kaiss-Werte und die Halbwertszeit ty; bestimmt:

—k .ot _ 1n2
Cpna (F) = cpna (E=0) -7 5 mit Cpna(t) = Cona(t)/2 = t% = k—

diss

mit Cpna(t) = Konzentration des ManR-DNA-Komplexes zum Zeitpunkt t

2.5.8 B-Galaktosidase Assay

Die Messung der B-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte prinzipiell wie zuvor beschrie-
ben (Miller, 1972): Zunichst wurde eine B. subtilis UK in 3 ml LB-Medium mit
Antibiotikum angezogen. Die Hauptkultur wurde 1:100 aus der UK angeimpft und
nach ca. 2 h Inkubation bei 37 °C (ODsoo = 0,4) mit 0,2% (w/v) D-Mannose induziert.
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Nach 1 h bei 37 °C wurde die ODgpo bestimmt. AnschlieBend wurden 100 ul Zell-
kultur mit 900 pl Z-Puffer und 10 ul Toluol gemischt und fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Unter dem Abzug wurde dem Gemisch das Toluol fiir 15 min bei RT
wieder entzogen. Fiir die Messung der B-Galaktosidaseaktivitit wurden 200 pl
20 mM eisgekiihlte o-NPG-Losung zugegeben, und die Zeit bis zur Gelbfarbung der
Losung gemessen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 ul 1M NaxCOs
gestoppt, und sofort die ODso und ODssp gemessen. Die Eichung erfolgte gegen
Z-Puffer. Die Berechnung der Enzymaktivitdt in Miller Units (M.U.) erfolgte gemafs:

Aktivitit [Miller Units] = 1,000 - 2P0 = (175-ODss)
t-V.OD,,

mit t = Zeit (min), V = Probenvolumen (0,1 ml)

2.5.9 Spektrophotometrische Fluoreszenzmessungen

Bei Schiittelkolbenexperimenten wurde die spezifische Fluoreszenz mithilfe des
GENios Multifunktionsreaders (Tecan GmbH, Crailsheim) und der zugehorigen
Readersoftware XFluor4 (Version V4.11) bestimmt. Dafiir wurden die Messproben
zunachst mit dem fiir die Anzucht verwendeten Kulturmedium auf eine ODgp = 0,3
verdiinnt. Davon wurden 2 x 100 pl in eine 96-well Mikrotiterplatte mit Flachboden
pipettiert. Als Leerwert wurden bei jedem Messvorgang 2 x 100 pul Kulturmedium

verwendet.

Wiéhrend der Fermentation von B. subtilis Stimmen wurde die Fluoreszenzmessung
offline mithilfe eines SpectraFluor Multifunktionsreaders (Tecan GmbH, Crailsheim)
und der Readersoftware XFluor4 (Version V4.11) durchgefiihrt, um iiber eine
Relation die online-Werte der Reaktorsonde quantifizieren zu konnen. Hierfiir
wurden 3 x 250 pl der Kultur (ggf. mit VK2-Medium verdiinnt) in eine 96-well
Mikrotiterplatte mit Flachboden pipettiert. Als Leerwert wurden 3 x 250 pl VK2-

Medium verwendet.

Mit den in Tabelle 2-18 aufgelisteten Messparametern wurden relative Fluoreszenz-
einheiten (RFE) gemessen. Die endgiiltige Fluoreszenz ergab sich aus der Differenz

vom Mittelwert der Proben und dem gemittelten Leerwert.

67



MATERIAL UND METHODEN — FED-BATCH-FERMENTATIONEN MIT B. SUBTILIS TQ356

Tabelle 2-18: Messparameter fiir den GENios und SpectraFluor Reader.

Messparameter Wert
Excitation Filter 485 nm
Emission Filter 535 nm
Gain (manual) 60
Integration time 20 ps
Number of flashes 3

Read mode Top

2.6 Fed-Batch-Fermentationen mit B. subtilis TQ356

Am IBVT der Universitat Stuttgart wurden unter technischer Hilfestellung Hochzell-
dichtefermentationen im Fed-Batch-Betrieb durchgefiihrt. Die dafiir verwendeten

Medien sind der Tabelle 2-8 (Kapitel 2.2.5) zu entnehmen.

2.6.1 Anzucht der Vorkulturen

Ausgehend von B. subtilis Einzelkolonien (auf LB-Agarndahrboden) wurde zunéchst
eine UK in 5 ml VK1-Medium mit Antibiotikum angezogen. Fiir die erste Vorkultur
wurden 20 ml VK1-Medium mit Antibiotikum mit 1 ml der UK angeimpft und fiir
5-6h in einem 300 ml-Erlenmeyerkolben bei 37 °C inkubiert (Schiittler, 200 rpm).
Fiir die zweite Vorkultur wurden jeweils 10 ml der ersten Vorkultur in 2 x 200 ml
Batch-Medium iiberfiihrt und in einem 1 I-Erlenmeyerkolben bei 37 °C weitere 6 h
inkubiert (Schiittler, 200 rpm). Fiir die Inokulierung wurden 400 ml der zweiten

Vorkultur mit einer ODgoo zwischen 1,2 und 2,0 verwendet.

2.6.2 Fed-Batch-Fermentation im 30 L-Bioreaktor

Die Fed-Batch-Fermentationen im 30 L-Bioreaktor (Fabrikate D 598 bzw. D 596, Fa.
Bioengineering AG, Wald, Schweiz) starteten mit 81 Batchmedium. Nach Inoku-
lierung mit 400 ml der zweiten Vorkultur, wurde die Batch-Phase bei 30 °C, 1,5 bar
und einer Begasungsrate von 101 Luft min! gestartet. Der pH-Wert wurde mit

24% (v/v) NHsOH und 30% (v/v) Phosphorsaure auf 7,0 geregelt. Um Schaum-
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bildung durch Verringerung der Oberflichenspannung zu verhindern, wurden alle

4 h einige Tropfen Antischaummittel zugegeben.

Der Umschaltzeitpunkt von Batch- auf Zufiitterungsphase ergab sich anhand des
vollstandigen Verbrauchs der Kohlenstoffquelle (D-Glucose). Dieser war durch einen
schnellen Anstieg des Sauerstoff-Partialdrucks pO» im Reaktor gekennzeichnet.
Wihrend der Ubergangsphase und in der Zufiitterungsphase wurde die Glucose-
Konzentration regelmaflig mithilfe des ACCU-CHEK Aviva (Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim) oder des automatischen offline Analysesystems
LaboTRACE (TRACE Analytics GmbH, Braunschweig) nach Anweisung der
jeweiligen Hersteller kontrolliert. Die Steuerung des Feeds erfolgte mithilfe der
Biolog 1.7 Software (IBVT). Die Zugabe der Feed-Losungen I und II erfolgte
exponentiell im Verhaltnis 81:19, um eine konstante Wachstumsrate pset = 0,10 h'! zu

erhalten. Der Gesamtfeed F zum Zeitpunkt t berechnete sich geméafS der Formel:

Ry =| Pt | ST
X/S Cs,
mit m = Erhaltungskoeffizient [0,44 mmol g h! (nach Sauer et al., 1996)]
Yx/;s = spezifischer Ausbeutekoeffizient von Biomasse zu Substrat [0,5 fiir Glucose]
o = Biomassekonzentration zu Beginn der Zufiitterungsphase
Vo = Reaktorvolumen zu Beginn der Zufiitterungsphase [= Batchvolumen]
o = Glucose-Konzentration in der Feedlosung
t = Zeitinh

2.6.3 Bestimmung der Biotrockenmasse

Um eine Aussage iiber die aktuelle Biotrockenmassekonzentration cx zu erhalten,
wurde bei jeder Fermentation ein Korrelationsfaktor R von ODgo zu cx bestimmt. Die
Bestimmung erfolgte mit dem Feuchtebestimmer MB835 Halogen (Ohaus
Corporation, Pine Brook, NJ, USA). Ab einer ODgoo = 30 wurden dem Bioreaktor
20 ml-Proben entnommen. 10 ml davon wurden direkt mit dem Feuchtebestimmer
getrocknet und das resultierende Gewicht bestimmt (mzenen). Um das Gewicht des
Kulturmediums zu bestimmen, wurden die restlichen 10 ml abzentrifugiert (Heraeus
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Megafuge, 10 min, 4.500 rpm, RT). Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen,
mit dem Feuchtebestimmer getrocknet und die Masse bestimmt (mMedium). Bei
bekannter ODsoo konnte nach folgender Formel der Korrelationsfaktor R berechnet

werden:

( m Zellen — m Medium )

\
R= [g 1 ODeoo'] mit V = 0,011
OD600

2.6.4 Online-Fluoreszenzmessung im Bioreaktor

Mit einer Fluoreszenzsonde (Mikropack HPX-2000 High Power Xenon Lightsource
mit S2000 Fibre Optic Spectrometer [Ocean Optics, Inc., Ostfildern] und
Neutralglasfilter der Dichte 0,6 [ITOS GmbH, Mainz]) wurde wéhrend der
Fermentation die Bildung von eGFP online verfolgt. Die Anregung erfolgte durch
einen 485/20 nm Bandpassfilter. Das Emissionslicht wurde bei 535 nm detektiert und
mithilfe der Ocean Optics SpectraSuite Software die Fluoreszenz in relativen
Fluoreszenzeinheiten (counts) ausgegeben. Da die Software eine obere Detektions-
grenze von 4.000 counts vorgab, wurde die Integrationszeit vor Erreichen dieser
Grenze von urspriinglich 50 ms schrittweise auf 25 bzw. 10 ms herabgesetzt. Die
detektierte Emissionsstrahlung wurde so auf die Halfte bzw. ein Fiinftel pro
Messvorgang reduziert. Um diese ,optische Verdiinnung” wieder auszugleichen,

wurden die Messwerte wieder mit dem Faktor 2 bzw. 5 multipliziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Promotorregionen P,..,z und Panp

Die Transkriptionsstarts in den Promotorregionen des Regulatorgens manR (Pmanr)
und des manPA-yjdF Operons (Pmanp) wurden durch Primer Extension Experimente
bereits bestimmt (Sun und Altenbuchner, 2010). Ein Sequenzvergleich von Pmar und
Puwanp offenbarte in beiden Féllen stromaufwérts der potentiellen -35-Region sich
gegenldufig wiederholende Sequenzen, sogenannte Inverted Repeats (IR). Es wurde
angenommen, dass sie die Bindestellen fiir den Regulator ManR darstellen (Sun und
Altenbuchner, 2010). Da bisher aber kein aktives ManR gewonnen werden konnte,
konnte auch die Lage des Operators nicht genau ermittelt werden. Dariiber hinaus
blieb auch die Beobachtung ungeklart, warum die Expression des Reportergens lacZ
unter Kontrolle von Puur trotz seiner perfekten -10-Region (TATAAT-Konsensus-
sequenz fiir den Sigma-Faktor 64) zu viel geringeren Expressionsraten fiihrt als mit
Pimanp (TACAGT). Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte daher zundchst auf

diese beiden Fragestellungen ndher eingegangen werden.

3.1.1 Sequenzbasierte Analyse und Modifikation der Promotorregionen

Die Promotorregionen Pumr und Pmamp wurden einem erneuten Sequenzvergleich
unterzogen. Dabei wurden 44 bp lange, zu 59 % identische Sequenzen jeweils von
Position -75 bis -32 entdeckt, die mit den vermeintlichen -35-Regionen iiberlappen
(Abbildung 3-1). Diese 44-bp Regionen schlossen die von Sun und Altenbuchner
(2010) definierten IRs mit ein. Dariiber hinaus wurden neue IRs in dieser Region
definiert. Interessanterweise kommt das 14 bp lange Motiv AAAATCGCTTTTTT,
welches am 5-Ende der 44-bp Region von Puar zu finden ist, in umgekehrter
Reihenfolge auch am 3’-Ende der 44-bp Region von Puap vor. Dies fiihrte zu der
Annahme, dass diese Sequenzmotive die &dufleren Grenzen der Operatoren

darstellen.
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=75 -32
<——— mutmaflicher Operator ———

— —> -+ —
e _— > -
manR 5 =TATA RRAATCGCTTTTTTCCGGARAGCTTCGGTRARARACGRRACTTTT GTCTCTATGATTTTGTTT TATAAT GTRARACGG-3'
I T T T AR R 111
PmmiP 5" -GGGA ARAATGCCTTTATTACCGGAACCTATGGTARARARAGCGATTTT RAATGAGCTGATTTCGGTA TACAGT TGAGACAARA-3'
e » - ——
— — -t — ———

Abbildung 3-1: Sequenzvergleich der Pur- und Pap-Promotorregionen (verindert nach Wenzel
und Altenbuchner, 2013). Transkriptionsstarts und die daran abgeleiteten Promotorelemente sind fett
gedruckt. Die durch Sun und Altenbuchner (2010) identifizierten Inverted Repeats (IRs) sind durch
diinne Pfeile {iber der Pyur- bzw. unterhalb der P.p-Sequenz dargestellt. Dicke Pfeile reprasentieren
die in dieser Arbeit neu identifizierten IRs. Die mutmafiliche Lage des Operators von Position -75 bis

-32 ist gekennzeichnet. Die identifizierten 14 bp langen Motive sind grau hinterlegt.

Der Expressionsvektor pSUN290 (s. Anhang) enthilt das pBS72-Replicon (Kopien-
zahl ca. 5-6 pro Zelle) und das Reportergen lacZ (f-Galaktosidase) unter Kontrolle
der Puanp-Region, die sich bis zur Position -80 erstreckt und eine vollstindige
Induktionsfahigkeit mit D-Mannose gewahrleistet (Sun und Altenbuchner, 2010).
Ausgehend von pSUN290 wurde iiber PCR die Promotorregion bis zur Position -75
verkiirzt (pMW712.2), die vermutlich die Grenze des Operators darstellt. Bereits
zuvor wurden Vektoren mit Deletionen bis zur Position -67 (pSUN380.1) und -53
(pSUN381.1) konstruiert (Sun und Altenbuchner, 2010). Diese Vektoren wurden in
nattirlich kompetente Zellen von B. subtilis SNA gebracht. Von jeweils drei der Trans-
formanten wurde die Basalaktivitat der B-Galaktosidase sowie die Aktivitat nach
Induktion (Mannose) und bei Katabolitrepression (Mannose und Glucose) gemessen
und miteinander verglichen (Abbildung 3-2). Im Vergleich zu pSUN290 (-80) wurde
mit pMW712.2 (-75) keine signifikante Verdnderung des Expressionsverhaltens
festgestellt. Die Deletion bis zur Position -67 (pSUN380.1) fiihrte hingegen zu einer
Verringerung der Aktivitit um fast 50%. Bei der Deletion bis zur Position -53
(pSUNB381.1) konnte keine signifikante Aktivitdt mehr festgestellt werden. Geht man
von der Notwendigkeit des Operators fiir die Aktivierung aus, so sind diese

Ergebnisse konform mit dessen mutmafilicher Position.
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Abbildung 3-2: Deletionsanalyse der P..p-Region (verandert nach Wenzel und Altenbuchner,
2013). (A) Relevante Sequenzen (ab Position -80) der lacZ-Expressionsvektoren mit Deletionen in der
Puanp-Promotorregion. Die mutmaflliche Operatorsequenz ist fett hervorgehoben. (B) p-Galaktosidase-
Aktivitaten von B. subtilis SN A mit lacZ-Expressionsvektoren mit Pyuq.p bis Position -80 (pSUN290) und
mit verkiirzten Promotorsequenzen bis Position -75 (pMW712.2), bis Position -67 (pSUN380.1) und bis
Position -53 (pSUN381.1). Die Basalaktivitat (uninduziert) sowie die Aktivitaten nach Induktion (0,2 %
(w/v) Mannose) und bei Katabolitrepression (jeweils 0,2% (w/v) Mannose und Glucose) wurden in
jeweils drei unabhéngigen Experimenten gemessen und die Mittelwerte bestimmt. Die Standard-

abweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.

3.1.2 Aufklarung der unterschiedlichen Expressionsniveaus

Experimente haben gezeigt, dass mit Pmwmr ein fast um die Halfte niedrigeres
Expressionsniveau erreicht wird als mit Puap (Sun und Altenbuchner, 2010). Puanr
besitzt mit 5-TATAAT-3" die optimale c*-Konsensussequenz fiir die -10-Region,
wéhrend Puap mit 5-TACAGT-3" zwei Abweichungen aufweist (Abbildung 3-1).

Bei beiden Promotoren weichen die potentiellen -35-Regionen stark von der o”-

73



ERGEBNISSE — ANALYSE DER PROMOTORREGIONEN PMANR UND PMANP

Konsensussequenz 5-TTGACA-3" ab. Daher sollte Puar theoretisch den starkeren
der beiden Promotoren darstellen. Die Ursache fiir diese Diskrepanz sollte durch den

Austausch verschiedener Sequenzen in der Pyanr Promotorregion untersucht werden:

Zunachst wurde der Puanr-lacZ-Expressionsvektor pSUN291 (s. Anhang) {iber
mehrere Klonierungsschritte so modifiziert, dass iiber zusitzliche Restriktions-
schnittstellen die geplanten Modifikationen einfacher durchgefiihrt und tberpriift
werden konnten. In dem resultierenden Vektor pMW692.1 (s. Anhang) wurde dabei
auch die cre-Sequenz entfernt, von der angenommen wurde, die Transkriptionsrate
negativ beeinflussen zu konnen. Anschlieffend wurden die mutmafilichen Operator-
sequenzen (pMW?720.1), die Region zwischen den -10- und -35-Promotorelementen
(PMW711.2) sowie die 5-untranslatierte Region (5-UTR; pMW722.4) ausgetauscht.

Die relevanten Sequenzen der konstruierten Vektoren sind in Tabelle 3-1 dargestellt.

Tabelle 3-1: Sequenzen der Promotorregion von Position -80 bis zum ATG-Startcodon der lacZ-
Expressionsvektoren (verindert nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Die mutmafsliche Operator-
sequenz, die -10-Region und der Transkriptionsstart sind fett hervorgehoben. Eingefiigte Restriktions-

schnittstellen (Xbal, Bglll, EcoRV und Xhol) sind kursiv markiert.

Vektor  Relevante Sequenz (5' — 3' Richtung)

von Position -80 bis +1

PSUN290 AGGGA AAAATGCCTTTATTACCGGAACCTATGGTAAAAAAAGCGATTTT AATGAGCTGATTTCGGTA TACAGT TGAGACA A
pSUN291 GTATA AAAATCGCTTTTTTCCGGAAGCTTCGGTAAAAAACGAAACTTTT GTCTCTATGATTTTGTTT TATAAT GTAAACG G
pPMW692.1 GGTTA AAAATCGCTTTTTTCCGGAAGCTTCGGTAAAAAACGAAACTTTT GTCTAGATCTTTTTGTTT TATAAT GTTATAG G
pPMW?720.1 GGTGA AAAATGCCTTTATTACCGGAACCTATGGTAAAAAAAGCGATTTT AATGAGATCTTTTTGTTT TATAAT GTTATAG G
pPMW711.2 GGTTA AAAATCGCTTTTTTCCGGAAGCTTCGGTAAAAAACGAAACTTTT GATGAGCTGATTTCGGTA TATAAT GTTATAG G
pPMW722.4 GGTTA AAAATCGCTTTTTTCCGGAAGCTTCGGTAAAAAACGAAACTTTT GTCTAGATCTTTTTGTTT TATAAT GTTATAG A
von Position +1 bis zum ATG-Startcodon

PSUN290 AGATCTTATTATTCACACTTTCTAGAAATAATTTT-—————————————————— CTTAAGAAGGAGATATACATATG

pSUN291 GTTTCTTATATAGTATACTTATACTATCAATTTGCTCAAGTAGATACTGACAGGCTTAAGAAGGAGATATACATATG
pPMW692.1 GATATCTCGAGAGTATACTTATACTATCAATTTGCTCAAGTAGATACTGACAGGCTTAAGAAGGAGATATACATATG
pPMW?720.1 GATATCTCGAGAGTATACTTATACTATCAATTTGCTCAAGTAGATACTGACAGGCTTAAGAAGGAGATATACATATG
pMW711.2 GATATCTCGAGAGTATACTTATACTATCAATTTGCTCAAGTAGATACTGACAGGCTTAAGAAGGAGATATACATATG

pPMW?722.4 AGATCTTATTATTCACACTTTCTAGAAATAATTTT--————————————————— CTTAAGAAGGAGATATACATATG
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Die neu konstruierten Vektoren, sowie pSUN290 (Puap) und pSUN291 (Puanr) als
Kontrollen, wurden in natiirlich kompetente Zellen von B. subtilis 3NA gebracht. Von
jeweils drei Transformanten wurde ein B-Galaktosidase-Aktivitdtstest unter nicht-
induzierten (Basalexpression) und induzierten Bedingungen (Mannose) sowie bei

Katabolitrepression (Mannose und Glucose) durchgefiihrt (Abbildung 3-3).

16 7
14 A

12 A

10 A

O uninduziert

B mit Mannose

O mit Mannose und Glucose

M.U.x103

g
& ¢
&8

,\Qw \A'Iz
) O
¢ <

Abbildung 3-3: Aufklarung des unterschiedlichen Expressionsniveaus (verindert nach Wenzel und
Altenbuchner, 2013). B-Galaktosidase-Aktivitdaten von B. subtilis 3NA mit pSUN290 (Pyunp), pSUN291
(Pmanr), pPMW692.1 (pSUN291-Derivat ohne cre-Sequenz), pMW720.1 (Sequenz zwischen -35 und -10
ausgetauscht), pMW711.2 (Operator ausgetauscht) und pMW?722.4 (5’-UTR ausgetauscht). Die Basal-
aktivitat sowie die Aktivitaten nach Induktion (0,2 % (w/v) Mannose) und bei Katabolitrepression (je
0,2% (w/v) Mannose und Glucose) wurden in drei unabhangigen Experimenten gemessen und die

Mittelwerte bestimmt. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.

Im Vergleich zum Kontrollvektor pPSUN291 (Puanr) zeigten die Zellen mit pMW692.1
aufgrund der fehlenden cre-Sequenz eine fast doppelt so hohe Aktivitat bei Katabolit-
repression. Der Austausch der Operatorsequenz (pMW?720.1) hatte keinen signifi-
kanten Effekt. Der Austausch der Sequenz zwischen -10- und -35-Region fiihrte zu
einer schwachen Abnahme der Gesamtaktivitit. Im Gegensatz dazu fiihrte der
Austausch der 5-UTR (pMW?722.4) zu einer dhnlich hohen Aktivitat, wie sie mit dem
Kontrollvektor pSUN290 (Panp) erreicht wurde. Der Basalspiegel war mit pMW722.4
allerdings ebenfalls erhoht und lag mehr als doppelt so hoch wie bei pSUN290.
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3.2 Bestimmung der ManR-Bindestellen

Bereits zuvor wurde versucht, manR in B. subtilis 3NA (spo0A3) und TQ276 (spo0A3
AmanR::ermC) mithilfe der Konstrukte Puanp-Strep-manR sowie Puanr-manR-Strep zu
tiberexprimieren (Sun, 2009). Dabei konnte ManR allerdings nicht in ausreichender
Menge und aktiver Form produziert werden. In diesem Teil der Arbeit soll gezeigt
werden, wie aktives ManR {iiber zwei verschiedene Wege produziert und dessen
spezifische Wechselwirkung mit der Promotor-DNA nachgewiesen werden konnte.
Die Bindestellen von ManR wurden {iiber DNaselI Footprinting Experimente
identifiziert. Durch Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp und
Dissoziationsrate kdiss wurde ManR genauer charakterisiert. AufSerdem wurden

Experimente mit Blick auf den Aktivierungsmechanismus von ManR durchgefiihrt.

3.2.1 Produktion von ManR in B. subtilis TQ356

Wie von anderen PRD-haltigen Aktivatoren bekannt ist, iben die zugehorigen PTS-
Transporter einen negativen Regulationseffekt auf diese aus (Deutscher et al., 2006).
Auch beim Mannose System {ibt EIIMan einen negativen Regulationseffekt aus, da die
Deletion von manP (EIIMan) im B. subtilis Stamm TQ356 (spo0A3 AmanP::ermC) sowohl
mit pSUN290 (Puanp) als auch mit pSUN291 (Pumr) zu einem konstitutiven
Expressionsverhalten fithrt (Sun und Altenbuchner, 2010). Der Regulator ManR
schien in diesem Fall auch in Abwesenheit von Mannose eine aktive Form
aufzuweisen. Auf Grundlage dieses Verhaltens wurde versucht, ManR mithilfe von

B. subtilis TQ356 in aktiver Form zu produzieren.

Zundchst wurde manR aus B. subtilis 3NA tiber PCR amplifiziert (s6934/s6935) und
auf Grundlage des pUB110-basierten Expressionsvektors pMW168.1 (Wenzel et al.,
2011) der Puanp-manR-Expressionsvektor pMW687.1 konstruiert (s. Anhang). Da die
DNA-Bindedomdne am N-Terminus von ManR lokalisiert ist (s. Kapitel 1.4.2,
Abbildung 1-6), wurde zundchst an den C-Terminus von ManR ein Strep-
(pPMW?725.1) bzw. Hise-Affinitdtstag (pMW?735.3) angehédngt, um die Bindung mit der
DNA nicht zu beeintrachtigen. Die komplette Expressionskassette wurde t{iber Pmel

aus pMW687.1 entfernt, um den negativen Kontrollvektor pMW718.1 zu erhalten.
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Kompetente B. subtilis TQ356 Zellen wurden darauthin mit pMW687.1 (Puanp-manR),
pMW725.1  (Pmanp-manR-Strep), pMW?735.3 (Pmanp-manR-Hise) bzw. pMW718.1
(Negativkontrolle) transformiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Agarndhrboden mit
Spectinomycin und zusatzlich 1% (w/v) Glucose, um eine vorzeitige Expression von
manR durch Katabolitrepression zu unterdriicken. Erfolgte die Selektion ohne

Glucose, so zeigten die Transformanten spéter keine Uberexpression mehr.

Die Expression von manR in B. subtilis TQ356 pMW687.1 wurde unter verschiedenen
Inkubationszeiten und -temperaturen in LB-Medium ohne Glucose getestet. Uber
SDS-PAGE konnte gezeigt werden, dass bei Inkubation fiir ca. 16 h bei 30°C eine
ausreichende, wenn auch geringe Menge an ManR in 19slicher Form gebildet werden
konnte (nicht gezeigt). Die Inkubation bei 37 °C fiihrte vorwiegend zur Bildung von
unloslichen ManR-Agglomeraten (Inclusion Bodies). Bei niedrigeren Temperaturen

reduzierte sich die ohnehin schon geringe Expression von manR noch weiter.

Die chromatographische Aufreinigung sowohl von ManR-Strep als auch von ManR-
Hise blieb wiederholt erfolglos. Ein spezifischer Nachweis von Proteinen mit Strep-
Tag zeigte im Western Blot keine ManR-Strep-Bande (nicht gezeigt). Alternativ
wurden die Strep- bzw. Hise-Affinitdtstags an den N-Terminus von ManR gebracht
(PMW?760.3 bzw. pMW804.3). Eine Expression dieser Konstrukte in B. subtilis TQ356
blieb jedoch erfolglos.

3.2.2 Produktion von ManR in E. coli JM109

Da ManR in B. subtilis TQ356 zwar produziert, aber daraus nicht aufgereinigt werden
konnte, wurde manR-Strep wie zuvor berichtet in E. coli J]M109 pSUN246.1 iiber-
exprimiert und der Regulator anschlieflend aufgereinigt (Sun, 2009). Die Expression
erfolgte allerdings fiir 4 h bei 30°C. Fiir den Aufschluss und die Aufreinigung wurde
auflerdem auf Triton X-100 verzichtet, da dieses Detergens ManR zwar in eine 16s-
liche, aber auch inaktive Form versetzt. Mit der Aufreingung von ManR-Strep aus
insgesamt 30 ODgoo Zellen wurde bei ca. 95% Reinheit eine maximale Protein-
Konzentration von ca. 0,15 mgml! erreicht. Mittels Amicon Ultra-0,5ml (30 K)
Zentrifugationsfiltern (Merck Millipore, Darmstadt) konnte keine weitere Aufkon-
zentrierung von ManR erreicht werden.
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3.2.3 In B. subtilis und E. coli produziertes ManR zeigt unterschiedliche
DNA-Bindeaktivitat

Fiir den Nachweis der spezifischen Wechselwirkung von ManR mit den Promotor-
regionen Puar und Puanp, wurden diese zundchst tiber PCR amplifiziert und dabei
jeweils der codierende und nicht-codierende Strang am 5’-Ende mit dem Fluores-
zenzfarbstoff Cy5 markiert. Dieselben Fragmente wurden zusatzlich mit unmarkier-

ten Primern hergestellt. Tabelle 3-2 fasst die verwendeten Primerpaare zusammen.

Tabelle 3-2: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir die Amplifikation und Markierung
der Pyuur- bzw. Pyu.p-Promotorregionen fiir den Gelmobilityshift Assay (verindert nach Wenzel

und Altenbuchner, 2013). Die Position relativ zum Transkriptionsstart ist in Klammern angegeben.

Region Codierender Strang Nicht-codierender Strang
markiert unmarkiert markiert unmarkiert
manR Cy5-s7135 / s7136 s7137 / s7136 s7137 / Cy5-s5097 s7137 / s8091
(von -154 bis +1) (von -154 bis +1) (von -154 bis +171)  (von -154 bis +171)
manP Cy5-s7232 / s7233 s7234 / s7233 s7234 / Cy5-s8001 s7234 / s8002
(von -165 bis -2) (von -165 bis -2) (von -165 bis +44) (von -165 bis +44)

Zunichst wurden B. subtilis TQ356 pMW687.1 (manR chromosomal und auf Plasmid)
bzw. B. subtilis TQ356 pMW718.1 (manR nur chromosomal) fiir 16 h bei 30 °C in LB-
Medium angezogen und dabei die Expression von manR selbstinduziert. Fiir den
Gelmobilityshift Assay wurden Rohextrakte hergestellt (16sliche Fraktion), und diese
in verschiedenen Mengen eingesetzt (Abbildung 3—4). Wahrend bei der Kontrolle (B.
subtilis TQ356 pMW?718.1) keine Verzogerung der Wanderungsgeschwindigkeit der
DNA (Shift) festgestellt werden konnte, zeigte sich diese jedoch mit zunehmender
Menge an Rohextrakt mit tiberexprimiertem manR (B. subtilis TQ356 pMW687.1). Um
unspezifische Wechselwirkungen von ManR mit der DNA auszuschlieffen, wurde
jedem Ansatz Fischsperma-DNA in hoher Konzentration zugegeben. Die spezifische
Bindung zeigte sich auflerdem darin, dass sich bei Zugabe von unmarkiertem DNA-
Fragment in 50x molarem Uberschuss die Intensitdt der Bande mit gebundenem

ManR um ein vielfaches reduzierte.
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Abbildung 3-4: Nachweis der spezifischen Wechselwirkung von ManR mit den Piuuup- bzw. Puanr-
Promotorregionen (verindert nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Die codierenden bzw. nicht-
codierenden Strange von Puup (A bzw. B) und Puumr (C bzw. D) wurden mit Cy5 markiert. Davon
wurden jeweils 5 nM fiir den Gelmobilityshift Assay eingesetzt. Kontrolle: Cy5-DNA ohne Rohextrakt
(Spur 1) bzw. mit 7 ul Rohextrakt (ca. 1 mg ml! Gesamtprotein) von B. subtilis TQ356 pMW?718.1 (Spur
2; nur chromosomal induziertes manR). Die ManR-DNA-Wechselwirkung wurde in den Spuren 3-8
durch Zugabe von steigenden Mengen (0,5, 1, 2, 4, 6 und 7 nul) an Rohextrakt von B. subtilis TQ356
PMW687.1 (ca. 1 mg ml?! Gesamtprotein; manR episomal und chromosomal induziert) nachgewiesen.
Spur 9 zeigt das Verhalten bei Zugabe von 50x molarem Uberschuss an unmarkiertem DNA-

Fragment zusétzlich zu 7 pl Rohextrakt von B. subtilis TQ356 pMW687.1.

Bei Verwendung von aufgereinigtem B. subtilis-ManR-Strep aus E. coli JM109
pSUN246.1 zeigte sich allerdings ein vollig anderes Bild: Nur ein sehr geringer Anteil
der markierten DNA zeigte eine Verzogerung der Wanderungsgeschwindigkeit (s.
Kapitel 3.2.4, Abbildung 3-5). Dies lief§ darauf schlieflen, dass ManR hier nur zu
einem geringen Teil in aktiver Form vorliegt und daher fiir weiterfiihrende

Experimente erst aktiviert werden muss.
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3.2.4 Aktivierung von ManR

In Analogie zu anderen PRD-haltigen Regulatoren von B. subtilis wurde vermutet,
dass die Aktivierung von ManR tiber die Phosphorylierung seiner PRD2 durch HPr-
His-15~P erfolgt. Aus diesem Grund wurden die Gene von B. subtilis HPr (ptsH) und
EI (ptsl) tiber PCR amplifiziert (s7654/s7655 bzw. s7656/s7657), in den Expressions-
vektor pSUNB390.1 mit Rhamnose-induzierbarem Promotor gebracht und dabei am
3’-Ende mit der Sequenz fiir den His¢-Affinititstag versehen. Mithilfe der Vektoren
pMWS850.2 (ptsH) und pMW851.2 (pts]) konnten HPr und EI in E. coli JM109
produziert werden (Plasmidkarten s. Anhang). Die aufgereinigten Proteine EI-Hiss,
HPr-Hiss und ManR-Strep wurden in unterschiedlicher Zusammensetzung zusam-
men mit PEP und Mg?* fiir 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieflend in einem
Gelmobilityshift Assay eingesetzt (Abbildung 3-5). EI und HPr zeigten keinerlei
Wechselwirkung mit der DNA (Spur 3 - 6). In Spur 2 ist nur ein geringer Anteil der
markierten DNA durch ManR gebunden worden. Dies zeigt, dass mit E. coli J]M109
produziertes ManR-Strep nur zu einem geringen Teil aktiv ist. Erst durch Inkubation
mit PEP, EI und HPr zeigte sich bei der gesamten markierten DNA eine Verzdgerung
der Wanderungsgeschwindigkeit (Spur 10). Interessanterweise verschwand die
schwache DNA-Bande mit gebundenem ManR (Spur 7) bzw. wurde noch schwiacher
(Spur 9), sobald ManR-Strep mit HPr ohne PEP inkubiert wurde. Dies konnte auf
eine Dephosphorylierung von ManR durch HPr hindeuten.

In vitro-aktiviertes ManR-Strep wurde darauthin in steigender Konzentration mit
Cy5-markierten Puanr- bzw. Pmanp-DNA-Fragmenten (beide Strange) gemischt und in
einem Gelmobilityshift Assay eingesetzt (Abbildung 3-6). Dabei wurde in allen
Fallen eine spezifische Bindung von ManR an die jeweilige Promotorregion nachge-

wiesen.
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Abbildung 3-5: Gelmobilityshift Assay zur Uberpriifung der in vitro-Aktivierung von ManR-Strep
(verindert nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Eingesetzt wurden jeweils 3 nM Cy5-markiertes
Puanp-Fragment, 186 nM ManR-Strep, 222 nM El-Hise, 1,5 mM HPr-Hiss und 5 mM PEP. Spurbelegung;:
Spur 1, -; Spur 2, ManR; Spur 3, HPr; Spur 4, EL; Spur 5, HPr + EI; Spur 6, HPr + EI + PEP; Spur 7, HPr
+ ManR; Spur 8, EI + ManR; Spur 9, HPr + EI + ManR; Spur 10, HPr + EI + ManR + PEP.

A c(ManR) ¢(ManR) B c(ManR) c(ManR)
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Abbildung 3-6: Gelmobilityshift Assay mit in vitro-aktiviertem ManR-Strep. Analysiert wurden die
codierenden und nicht-codierenden Stringe der (A) Puamr- bzw. (B) Puap-Promotorregion. In der
ersten Spur (K) wurde reines Cy5-markiertes DNA-Fragment (5 nM) zur Kontrolle aufgetragen,
gefolgt von einem Ansatz mit 193 nM nicht-aktiviertem ManR-Strep (). In den drei folgenden Spuren

wurden steigende Konzentrationen (33, 67 und 193 nM) von aktiviertem ManR-Strep eingesetzt.
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3.2.5 Bestimmung der DNA-Bindeeigenschaften von ManR

Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp und die Dissoziationsrate kadiss von
ManR in Bezug auf die Bindestellen in den Promotorregionen Puar und Puanp
wurden mittels Gelmobilityshift Experimenten bestimmt. Kp ist die Konzentration
von ManR, die notwendig ist, um 50% der vorhandenen DNA zu binden. Die
Dissoziationsrate kaiss stellt ein Maf$ fiir die Zeit dar, die bendtigt wird, um das
Dissoziationsgleichgewicht zu erreichen. Sie ist proportional zur Halbwertszeit des

Protein-DNA-Komplexes.

Fiir diese Versuchsreihe wurde aus E. coli J]M109 pSUN246.1 aufgereinigtes und
aktiviertes ManR-Strep verwendet. Fiir die Aktivierung von ManR wurden die PTS-
Komponenten EI, HPr und PEP im molaren Uberschuss zugegeben. Dies sollte
gewahrleisten, dass alle ManR-Molekiile aktiviert werden kénnen. Die Experimente
wurden mehrfach unabhédngig voneinander durchgefiihrt und die Mittelwerte

bestimmt.
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Abbildung 3-7: Kp-Bestimmung von ManR-Strep bzgl. der (A) Puaur- bzw. (B) Pap-Promotor-
region (verandert nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Jeweils 5 nM Cy5-markiertes DNA-Frag-
ment sowie die folgenden Mengen an aktiviertem ManR-Strep wurden eingesetzt: 140 ng (186 nM;
Spur 3); 70 ng (93 nM; Spur 4); 20 ng (26,5 nM; Spur 5); 14 ng (18,6 nM; Spur 6); 7 ng (9,3 nM; Spur 7); 2
ng (2,7 nM; Spur 8); 1.4 ng (1,9 nM; Spur 9); 140 ng (186 nM) + 50x molarer Uberschuss an unmarkier-
tem DNA-Fragment (Spur 10). Als Kontrollen wurden reine Cy5-DNA (Spur 1) sowie 140 ng (186 nM)
inaktives ManR-Strep (mit HPr und EI, aber ohne PEP) eingesetzt (Spur 2). Die Auswertung der

Bandenintensititen erfolgte mit der ImageQuant Software.
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Die Menge an ManR, die benétigt wurde um 50% der Cy5-markierten DNA mit der
Pranr- bzw. Ppanp-Promotorregion zu binden, betrug 51,7 + 6,2 ng bzw. 56,7 £ 2,4 ng
(Abbildung 3-7). Die entsprechenden Kp-Werte wurden zu 68,7 +£82nM bzw.
75,3+3,2nM berechnet. Fiir die Berechnung wurde von einem theoretischen

Molekulargewicht von ca. 75.000 g mol! fiir ManR ausgegangen (Monomer).

Um die Dissoziationsrate kdiss und die korrespondierende Halbwertszeit zu
bestimmen, wurde nach erfolgter Bildung des ManR-DNA-Komplexes unmarkiertes
DNA-Fragment in 50x molarem Uberschuss zugegeben (Abbildung 3-8). Die
Berechnung von kaiss ergab fiir die Pumr-Region (193 +9,5) x10¢s1 und eine
Halbwertszeit von 59,9 £ 3 min, sowie fiir die Pumr-Region (226 +8,2) x 10¢ s und

eine Halbwertszeit von 51,3 £ 1,9 min.
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Abbildung 3-8: kaiss-Bestimmung von ManR-Strep bzgl. der (A) Puaur- bzw. (B) Pump-Promotor-
region (verandert nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Hierfiir wurden jeweils 5 nM Cy5-markier-
tes DNA-Fragment sowie 140 ng (186 nM) aktiviertes ManR-Strep eingesetzt. Als Kontrollen wurden
reine Cy5-DNA (Spur 1) sowie 140 ng (186 nM) inaktives ManR-Strep (mit HPr und EI, aber ohne PEP)
verwendet (Spur 2). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50x molarem Uberschuss an unmarkier-
tem DNA-Fragment gestartet und Proben vor der Zugabe (Spur 3), nach 0 min (Spur 4), 10 min (Spur
5), 20 min (Spur 6), 30 min (Spur 7), 40 min (Spur 8), 50 min (Spur 9) and 60 min (Spur 10) genommen
und auf ein natives Polyacrylamidgel bei angelegter Spannung aufgetragen. Die Auswertung der

Bandenintensitaten erfolgte mit der ImageQuant Software.
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Die Experimente wurden ebenfalls mit B. subtilis TQ356 pMW687.1 Rohextrakt
durchgefiihrt. Die erhaltenen Bandenmuster waren zwar dhnlich (nicht gezeigt), eine
quantitative Bestimmung von Kp und kaiss war aufgrund der nicht kalkulierbaren

ManR-Konzentration jedoch nicht méglich.

3.2.6 DNase I Footprinting Experimente

Um die genaue Lage des Operators in den Puumr- und Puap-Promotorregionen zu
ermitteln, wurden DNase I Footprinting Experimente durchgefiihrt. Die DNA wird
dabei in der Region mit gebundenem Protein vor einem Abbau durch die endonu-
kleolytisch wirkende DNase I geschiitzt. Durch einen molaren Uberschuss von ManR
wurde gewdhrleistet, dass alle Cy5-markierten DNA-Fragmente gebunden werden
konnten. Die Reaktionsbedingungen wurden aufierdem so gewahlt, dass die DNase I
statistisch gesehen nur einmal schneiden sollte. Neben einer Sequenzierreaktion mit
den jeweiligen Cy5-markierten Primern (s. Tabelle 3-2, Kapitel 3.2.3) wurden fiir die
Footprinting Experimente inaktives (Negativkontrolle) sowie aktiviertes ManR-Strep

eingesetzt (Abbildung 3-9).

DNase I Footprinting Experimente wurden auflerdem mit Rohextrakt von B. subtilis
TQ356 pMW687.1 Zellen durchgefiihrt, die zu einem dhnlichen Muster fiihrten (nicht

gezeigt). Die Ergebnisse der DNase I Footprinting Experimente zeigt Tabelle 3-3.

Tabelle 3-3: Ergebnisse der DNase I Footprinting Experimente bzgl. der geschiitzten Regionen und
hypersensitiven Stellen (HS) fiir die DNase I (verandert nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Die
Ergebnisse mit aus E. coli JM109 pSUN246.1 aufgereinigtem und in vitro aktiviertem ManR-Strep sowie
mit B. subtilis TQ356 pMW687.1 Rohextrakt mit aktivem ManR sind aufgelistet.

P.uanr-Promotorregion P.uanp-Promotorregion
DNA-Strang geschiitzte Region HS geschiitzte Region HS
mit aufgereinigtem und aktiviertem ManR
codierend von -79 bis -49 keine von -77 bis -26 -56
nicht-codierend von -79 bis -31 -50 von -78 bis -29 -50

mit B. subtilis TQ356 pMW687.1 Rohextrakt inkl. aktivem ManR
codierend von -80 bis -50 keine von -77 bis -29 -58
nicht-codierend von -78 bis -30 -50 von -78 bis -30 -49
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Abbildung 3-9: DNase I Footprinting Experiment nach der Bindung von ManR an die (A) Pyur-
bzw. (B) Puup-Promotorregionen (verindert nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Die
Sequenzierreaktion (A, C, G und T) ist jeweils links der DNase I Footprinting Reaktion gezeigt, bei
der ManR in seiner inaktiven (-; 0,5 mg) bzw. in seiner aktivierten Form (+; 0,1 mg und 0,5 mg)
verwendet wurde. Die durch ManR vor dem DNase I-Abbau geschiitzten Regionen im codierenden
sowie nicht-codierenden Strang sind durch einen Kasten rechts und Markierungen links der Reaktion
gekennzeichnet. DNase I hypersensitive Stellen sind durch einen kleinen Pfeil markiert. Die
geschiitzte Region des codierenden Strangs ist durch eine durchgezogene Linie oberhalb und die des
nicht-codierenden Strangs durch eine gestrichelte Linie unterhalb der angegebenen Sequenz markiert.

Die aufgrund der Sequenzanalysen postulierte Operatorsequenz ist grau hinterlegt.

Die postulierte Operatorsequenz (s. Kapitel 3.1.1, Abbildung 3-1) wurde von ManR
in beiden Promotorregionen vor einem Abbau durch die DNase I geschiitzt.
Allerdings wurde der Operator in der Ppmr-Promotorregion nur auf dem nicht-
codierenden Strang vollstindig geschiitzt, wahrend auf dem codierenden Strang nur

die Halfte geschiitzt war.
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3.2.7 Kiinstlicher Hybridpromotor deutet auf Klasse II Aktivierung hin

Durch die DNase I Footprinting Experimente wurde die Lage des Operators in den
jeweiligen Promotorregionen bestitigt. Die Uberlappung der Operatoren mit den
mutmafilichen -35 Regionen deutet auf einen Aktivierungsmechanismus der Klasse
IT hin (Browning und Busby, 2004). Dies wiirde bedeuten, dass ManR mit der c4

Untereinheit der RNA-Polymerase interagiert, um diese zu rekrutieren.

Durch die Positionierung des ManR Operators an eine entsprechende Stelle in einem
Promotor der Klasse I (Interaktion des Regulators mit der o-C-Terminalen Domane
der RNA-Polymerase), sollte es moglich sein, diesen Promotor in einen der Klasse II
umzuwandeln und nach Zugabe von Mannose induzieren zu kénnen. Der Promotor
Peuts des gutBP-ydjE Operons (Abbau von Glucitol) ist ein Promotor der Klasse I, bei
dem die Bindestelle des Regulators (GutR) stromaufwérts der -35 Region lokalisiert

ist (Ye und Wong, 1994).

Um den Klasse II-Aktivierungsmechanismus von ManR zu {iberpriifen, wurde daher
ein kiinstlicher Hybridpromoter aus ManR-Operator von Puanp (0) und dem gutBP-
ydjE Operon Promotor Py (p) konstruiert. Da der ManR-Operator in den Pynr- und
Pmanp-Regionen in etwa mit den mutmafilichen -35 Promotorelementen endet
(s. Abb. 3-1, Kapitel 3.1.1), wurde er direkt an den Beginn der Region zwischen -35
und -10 von Pgup tiber Overlap Extension-PCR (s7646/s7647-s7648/s7649) fusioniert
(Abbildung 3-10A). Der so konstruierte Hybrid-Promotor manP(0)-gutB(p) wurde
anschliefend vor eGFP kloniert (pMW833.1). Sowohl dieses Konstrukt als auch
pPMW168.1 (Pumanp-eGFP) und pJOE4396.1 (Pguis-eGFP) zur Kontrolle wurden in
kompetente Zellen von B. subtilis 3NA gebracht (Abbildung 3-10A). Die Induktion
der drei Stimme mit Mannose bzw. Glucitol zeigte, dass die Kontrollvektoren nur
mit ihrem jeweiligen Induktor induziert werden konnten (Abbildung 3-10B). Das
Hybridkonstrukt zeigte zwar schwachere Aktivitaten, lief sich jedoch mit Mannose

und nicht mit Glucitol induzieren.
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Abbildung 3-10: Hybridpromotor-Experiment zur Aufklirung des Aktivierungsmechanismus von
ManR. (A) Plasmidkarten und Promotorregionen der verwendeten eGFP-Expressionsvektoren
pPMW168.1 (o/p manP), pJOE4396.1 (o/p gutB) und pMW833.1 (o manP/p gutB). Transkriptionsstart
und Promotorelemente sind fett gedruckt, die Operatorsequenzen sind unterstrichen (darstellungs-
bedingt Ogus bei pJOE4396.1 nicht vollstandig gezeigt). (B) Spezifische Fluoreszenz (100 ul Kultur mit
0,3 ODs in relativen Fluoreszenzeinheiten [RFE]) nach 6 h Induktion. Die Daten entsprechen den
Mittelwerten von jeweils drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die Standard-

abweichung ist als Fehlerbalken dargestellt.
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3.3 Mutagenese des Regulators ManR

In der UniProtKB/Swiss-Prot Datenbank” wurden die Aminosauren His-222, His-281
(beide PRD1), His-334, His-393 (beide PRD2) sowie Cys-415 (EIIBBs!) und His-570
(EIIAFv) als mogliche Phosphorylierungsstellen (, potential” bzw. ,by similarity”) von
ManR annotiert. Diese Angaben beruhen jedoch nicht auf einer experimentellen
Grundlage, sondern auf Sequenz- und Strukturdhnlichkeiten zu homologen
Proteinen (Stiilke et al., 1998). Der Einfluss dieser potentiellen Phosphorylierungs-

stellen wurde in diesem Teil der Arbeit durch Punktmutagenese genauer untersucht.

3.3.1 Alanin-Mutagenese der potentiellen Phosphorylierungsstellen

Um die genauen Vorgange bei der Regulation des man Operons durch ManR besser
verstehen zu konnen, wurden die potentiellen Phosphorylierungsstellen von ManR
jeweils gegen Alanin ausgetauscht. Die Codon Usage Analyse von manR ergab
5-GCA-3’ als das am héaufigsten fiir Alanin verwendete Codon, welches daraufhin
fiir die Mutagenese gewdhlt wurde. Die Mutagenese wurde mittels Overlap
Extension-PCR und pMW376.8-DNA (manR Wildtyp) als Template durchgefiihrt.
Uber die natiirlich vorkommenden Restriktionsschnittstellen Blpl, Agel und Munl in
manR konnten die mutierten Fragmente ohne zusitzliche Mutation in den Vektor
pMW376.8 (s. Anhang) gebracht werden (Tabelle 3—4). Die Mutationen wurden
durch Sequenzierung bestatigt (s5155 bzw. s6157). Die PRD1-Doppelmutation wurde
durch Insertion des H281A-Fragments in den H222A-Vektor pMW408.3 erhalten. Im
Falle der PRD2-Doppelmutation wurden die Mutationen bei der Fusion-PCR unter
Verwendung des H334A-Vektors pMW402.1 als Template eingefiigt. Die EIIBA-
Doppelmutation wurde durch Klonierung des H570A-Fragments aus pMW404.1 in

den C415A-Vektor pMW403.1 erhalten.

7 http:/ /www.uniprot.org/uniprot/ 031644
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Tabelle 3-4: Konstruktionsschema fiir die Einfithrung der Ala-Mutationen in ManR. Fiir die PCR
wurde pMW376.8-DNA bzw. pMW402.1-DNA(*) als Template verwendet. Fiir die Fusion-PCR

wurden die dufleren Primer (unterstrichen) verwendet.

Mutation Fusion-PCR (Insert) uber... in... manR-Vekt.
H222A (PRD1) 56154/s6155 s6156/56157 Ndel / Agel pMW376.8 pMW408.3
H281A (PRD1) 56105/s6158 s6159/s6078 Agel / Munl pMW376.8 pMW401.1
H222A H281A (PRD1)  s6105/s6158 s6159/s6078  Agel / Munl pMW408.3 pMW436.1
H334A (PRD2) 56105/56160 s6161/s6078  Agel / Munl pMW376.8 pMW402.1
H393A (PRD2) $6105/s6171 s6163/s6078  Agel / Munl pMW376.8 pMW407.1
H334A H393A (PRD2)  s6105/s6171* s6163/s6078  Agel / Munl pMW376.8 pMW420.1
C415A (EIIB) $6105/s6164 s6165/s6078  Agel / Munl pMW376.8 pMW403.1
H570A (EITA) 56165/56166 s6167/s6168 Munl / Bglll pMW376.8 pMW404.1
C415A H570A (EIIBA) pMW404.1 Munl / Bglll pMW403.1 pMW467.1

3.3.2 ManR-Alanin-Mutanten zeigen unterschiedliche Bindeaktivititen

Um herauszufinden, inwiefern sich durch die Ala-Mutationen das Verhalten von

ManR in Bezug auf die DNA-Bindung verdandert, wurden die mutierten manR-Allele

zundchst in den Expressionsvektor pMW?725.1 gebracht und dabei mit einem

C-terminalen Strep-Affinititstag versehen. Anschlieffend wurden die Allele in den

Rhamnose-Expressionsvektor pSUN246.1 kloniert (Plasmidkarte s. Anhang). Tabelle

3-5 zeigt das Konstruktionsschema.

Tabelle 3-5: Konstruktion der manR-Expressionsvektoren mit Ala-Mutation. Die mutierten manR-

Allele wurden zunidchst iiber NgoMIV / BstBl in pMW?725.1 kloniert und dabei mit einem

C-terminalen Strep-Affinititstag versehen. Uber BamHI / BstBI erfolgte eine weitere Klonierung in

den Rhamnose-Expressionsvektor pSUN246.1.

Mutation manR-Vektor pMW?725.1-Derivat pSUN246.1-Derivat
H222A (PRD1) pMW408.3 pPMW978.1 PMW996.2

H281A (PRD1) pMW401.1 pPMW979.1 pPMW997.1

H334A (PRD2) pMW402.1 pMW980.2 pPMW998.1

H393A (PRD2) pMW407.1 pPMWOI81.2 PMW999.1

C415A (EIIB) pPMW403.1 pPMWOI82.6 pPMW1000.1

H570A (EIIA) pPMW404.1 PMW983.1 pPMW1001.4
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Nach erfolgter Synthese der ManR-Ala-Muteine in E. coli JM109 wurden diese
aufgereinigt, mithilfe von HPr, EI und PEP aktiviert und in einem Gelmobilityshift
Assay eingesetzt (Abbildung 3-11). Die Mutanten ManR-C415A und ManR-H570A
zeigten dabei ein dhnliches Verhalten wie ManR-Wildtyp: Ohne PEP zeigte nur ein
kleiner Teil der markierten DNA eine verzogerte Wanderungsgeschwindigkeit,
wiéhrend mit PEP die gesamte DNA dieses Verhalten zeigte. Die Mutante ManR-
H222A zeigte eine etwas schwéchere, die ManR-H281A Mutante nur eine geringe
Bindeaktivitat. Bei den Varianten mit Mutation in der PRD2-Doméane, ManR-H334A

und ManR-H393A, konnte keine Bindeaktivitdt mehr festgestellt werden.

wt  H222A H281A H334A H393A C415A H570A

K - + - 4+ - + - 4+ - + - + - + PEP
L
bl | <« ManR-DNA
o u U Komplex

“IM bl bl b b hd e b b .J «— freie DNA

Abbildung 3-11: Gelmobilityshift Assay mit mutierten ManR-Molekiilen (verindert nach Wenzel
und Altenbuchner, 2013). Es wurden jeweils 3nM Cy5-markiertes P,p-DNA-Fragment sowie
186 nM aktiviertes ManR-Strep eingesetzt. Wildtyp (wt) und mutierte ManR-Molekiile wurden zuvor
in vitro mithilfe von HPr und EI in Abwesenheit (-) und in Gegenwart (+) von PEP aktiviert. Als

Kontrolle (K) wurde reines, Cy5-markiertes DNA-Fragment aufgetragen.

3.3.3 Konstruktion von B. subtilis Staimmen mit chromosomaler P,,.,,,p-lacZ-

Expressionskassette und mutierten manR-Allelen

Um auch die Auswirkungen der Punktmutationen in vivo sehen zu konnen, wurde
zundchst eine Puap-lacZ-Expressionskassette unter Verwendung des pHM30/

pHM31-Systems (Motejadded und Altenbuchner, 2007) ins Chromosom von
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B. subtilis TQ276 (spo0A3 AmanR:ermC) gebracht. Die Expressionskassette wurde
tiber BamHI aus pSUN290 ausgeschnitten und in den Bglll-linearisierten Vektor
pMW523.1 (pHM31-Derivat mit intaktem yocA Gen) eingefiigt. Der erhaltene Vektor
pPMW678.6 (s. Anhang) wurde in natiirlich kompetente Zellen von B. subtilis TQ276
pHMB30 gebracht und dabei die Puanp-lacZ-Kassette unmittelbar stromabwarts des hisl

Gens chromosomal integriert. Der erhaltene Stamm wurde als MW678 (spo0A3

AmanR::ermC hisI-Pinanp-lacZ) bezeichnet.

Urspriinglich sollte das manR Wildtyp-Gen durch die jeweiligen manR-Allele einfach
ausgetauscht werden. Das fiir die Integration notwendige Resistenzgen, welches
unmittelbar stromaufwérts von manR integriert wurde, fithrte jedoch zu einer
Beeintrachtigung der Genexpression. Aus diesem Grund wurden die mutierten
manR-Allele unter Zuhilfenahme des Integrationsvektors pDG1730 in die amyE
Region (a-Amylase) von B. subtilis MW678 chromosomal integriert (Tabelle 3-6).

Tabelle 3-6: Konstruktion der Stimme mit chromosomaler P,...p-lacZ-Kassette und mutierten
manR-Genen in der amyE-Region. Uber BamHI wurden die manR-Allele aus den manR-Vektoren in

pDG1730 gebracht (Plasmidkarte von pMW871.1 im Anhang). wt = Wildtyp.

manR Mutation manR Vektor Integrationsvektor Stamm

wt pPMW376.8 pMW871.1 MWZ 35
H222A (PRD1) pPMW408.3 pPMW889.1 MWZ 37
H281A (PRD1) pPMW401.1 pMW897.1 MWZ 45
H222A H281A (PRD1) pPMW436.1 PMWO906.1 MWZ 49
H334A (PRD2) PMW402.1 PMW898.1 MWZ 46
H393A (PRD2) pMW407.1 pMW895.11 MWZ 44
H334A H393A (PRD2) pPMW420.1 pPMW900.1 MWZ 41
C415A (EIIB) pPMW403.1 pPMW890.2 MWZ 38
H570A (EIIA) pPMW404.1 pPMWO902.1 MWZ 47
C415A H570A (EIIBA) pMW467.1 pPMWO903.1 MWZ 48

Die erhaltenen Vektoren wurden daraufhin iiber natiirliche Transformation in B.
subtilis MW678 gebracht und dabei die manR-Allele in die amyE-Region chromoso-
mal integriert (Abbildung 3-12).
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Pmanp PimanRk
hisl lacZ wved amyE’  manR SpeR ‘amyk

Abbildung 3-12: Lage der integrierten P,uup-lacZ- und P .r-manR-Expressionskassetten im Genom

der konstruierten B. subtilis Mutanten. SpcR = Spectinomycin-Resistenzgen aad9.

Nach erfolgter Selektion auf LBs, erfolgte ein Screening auf LBstirke-Platten, um
Rekombinationsereignisse durch Single-Crossover auszuschlieflen. Nach Zugabe von
Lugol’scher Losung (Iod-Kaliumiodid-Losung) konnten die Klone mit disruptiertem
amyE Gen identifiziert werden. Jeweils drei dieser Klone wurden unabhingig
voneinander fiir einen B-Galaktosidase-Aktivitatstest herangezogen. Die Aktivitdten
wurden unter nicht-induzierenden Bedingungen (Basalexpression), nach Induktion
mit Mannose und bei Katabolitrepression (Mannose und Glucose) gemessen

(Abbildung 3-13).

5 -
O uninduziert
B mit Mannose
4 - O mit Mannose und Glucose
oy
=
x 37
=  2-
‘[ =
0 A I'"._r_
wt H222A | H281A | H222A | H334A | H393A | H334A | C415A | H570A | C415A
H281A H393A H570A
PRD1 PRD2 EIIBA

Abbildung 3-13: B-Galaktosidase-Aktivititstest mit B. subtilis Stimmen mit chromosomaler P,;;q,p-
lacZ-Expressionskassette und verschiedenen, im amyE-Lokus integrierten manR-Allelen (verindert
nach Wenzel und Altenbuchner, 2013). Die Basalexpression (uninduziert) sowie die Aktivitdten (in
Miller Units, M.U.) bei Induktion (0,2% (w/v) Mannose) und bei Katabolitrepression (je 0,2% (w/v)
Mannose und Glucose) aus drei unabhédngigen Experimenten sind als Mittelwerte aufgetragen. Die

Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.

92



ERGEBNISSE — MUTAGENESE DES REGULATORS MANR

Die B-Galaktosidase-Aktivitaten der ManR-C415A-Mutante dhnelten der des Wild-
typs, wobei die Katabolitrepression durch Glucose stirker ausgepragt war. Die
Basalexpression der ManR-H570A-Mutante erreichte fast 65% der Expression unter
induzierenden Bedingungen und war damit im Vergleich zum Wildtyp mit ca. 16 %
deutlich erhoht. Die ManR-C415A /H570A-Doppelmutante zeigte zwar kaum Aktivi-
tat, jedoch war auch hier ein konstitutiver Phianotyp erkennbar, der sich durch eine
Basalexpression von ca. 82% der Expression unter induzierenden Bedingungen

auszeichnete. Bei den PRD-Mutanten zeigte nur ManR-H222A eine geringe Aktivitat.

3.3.4 Konstruktion von manR-Expressionsvektoren

Da ManR auch die Expression seines eigenen Gens positiv beeinflusst (Sun und
Altenbuchner, 2010), konnten Mutationen des Regulators auch dessen intrazellularen
Level reduzieren und damit auch die lacZ-Expression negativ beeinflussen. Zum
Ausgleich wurden daher pBS72-basierte Expressionsvektoren (Titok et al., 2003) mit
geringer Kopienzahl (ca. 5-6 pro Chromosom) auf der Basis von pSUN290
konstruiert (Tabelle 3-7).

Tabelle 3-7: Konstruktion der manR-Expressionsvektoren: Aus den manR-Vektoren wurden die
manR-Allele zusammen mit ihrem eigenen Promotor iiber BamHI in den Expressionsvektor pSUN290
(pBS72-Derivat) gebracht und dabei die Puup-lacZ-Expressionskassette ersetzt (Plasmidkarte von
pMW661.1 im Anhang).

manR Mutation manR-Vektor Expressionsvektor
wt pPMW376.8 pPMW661.1
H222A (PRD1) pMW408.3 pPMW668.3
H281A (PRD1) pMW401.1 pPMW663.1
H222A H281A (PRD1) pPMW436.1 PMW670.1
H334A (PRD2) pPMW402.1 pPMWe664.1
H393A (PRD2) pPMW407.1 pPMW667.3
H334A H393A (PRD2) pPMW420.1 PMW669.1
C415A (EIIB) pPMW403.1 PMW665.1
H570A (EIIA) pPMW404.1 pPMW666.1
C415A H570A (EIIBA) pPMW467.1 pPMWe671.2
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Die manR-Expressionsvektoren wurden in B. subtilis MW678 gebracht. Von jeweils
drei Transformanten wurde die B-Galaktosidase-Aktivitat unter nicht-induzierenden
Bedingungen (Basalexpression), nach Induktion mit Mannose und bei Katabolit-

repression (Mannose und Glucose) gemessen. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-14

dargestellt.
6 7 . .
O uninduziert
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wt | H222A | H281A | H222A | H334A | H393A | H334A | C415A | H570A ‘ C415A
H281A H393A H570A
PRD1 PRD2 EIIBA

Abbildung 3-14: B-Galaktosidase-Aktivititstest mit B. subtilis MW678 Staimmen (chromosomale
Puanp-lacZ-Expressionskassette) mit manR-Expressionsvektoren (verindert nach Wenzel und
Altenbuchner, 2013). Die Basalexpression (uninduziert) sowie die Aktivitdten (in Miller Units, M.U.)
bei Induktion (0,2% (w/v) Mannose) und bei Katabolitrepression (je 0,2% (w/v) Mannose und
Glucose) aus drei unabhangigen Experimenten sind als Mittelwerte aufgetragen. Die Standard-

abweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.

Die episomale Expression von manR fithrte im Fall von ManR-wt zu dhnlich hohen
Aktivitaten wie bei chromosomaler manR Expression, wobei die Katabolitrepression
um fast 75% geringer ausfiel. Auch die Aktivititen mit ManR-C415A waren dhnlich
hoch. Jedoch zeigten die PRD1-Mutanten deutlich hohere Aktivititen, v.a. ManR-
H222A. Die PRD2-Mutanten wiesen auch in diesem Fall keine Aktivitdt auf. Die
ManR-H570A- und die ManR-C415A /H570A-Mutante zeigten beide konstitutives
Verhalten. Die Basalaktivitaten erreichten 70 bzw. 97 % im Vergleich zur Expression

unter induzierenden Bedingungen.
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3.3.5 Phosphomimikry durch Asp-Mutagenese

Der Austausch der potentiellen Phosphorylierungsstellen des PRD-haltigen
Regulators MtIR aus B. subtilis gegen die negativ geladene Aminosaure Aspartat
imitierte den phosphorylierten Zustand des Regulators (Joyet et al., 2010). Diese
Phosphomimikry sollte auch fiir ManR durchgefiihrt werden. Analog zur
Konstruktion der Ala-Mutanten wurden die entsprechenden Asp-Mutanten

konstruiert (Tabelle 3-8).

Tabelle 3-8: Einfiihrung der Asp-Mutationen in manR — Konstruktion der Expressions- und Inte-
grationsvektoren: Die fusionierten PCR-Produkte wurden iiber die angegebenen Schnittstellen direkt
in den Expressionsvektor pMW661.1 bzw. den Integrationsvektor pMW871.1 gebracht. Die erhaltenen
Vektoren wurden durch Sequenzierung tiberpriift (s6078, s6078, s6105 bzw. s6157). Die Asp-

Doppelmutanten wurden ebenfalls analog zu den Ala-Doppelmutanten konstruiert.

Mutation Primerpaare (a/b — c/d) Schnittstellen  Expr.Vektor Int.Vektor Stamm
H222D (PRD1) s7821/s7806  s7807/s7822 Blpl pMW1007.1 pPMW969.2 MWZ 68
H281D (PRD1) s6105/s7808  s7809/s6078 Agel / Munl pMW1012.2 pMW927.1 MWZ 58
H222D H281D (PRD1) - - pMW1043.1 pMW976.1 MWZ 69
H334D (PRD2) s6105/s7492  s7493/s6078 Agel / Munl pMW812.1 pPMWI12.1 MWZ 52
H393D (PRD2) s6105/s6776 6777 /s6078 Agel / Munl pPMW672.5 pPMW899.1 MWZ 40
H334D H393D (PRD2) - - pPMW662.6 pMW901.1 MWZ 42
C415D (EIIB) s6105/s7664  s7665/56078 Agel / Munl pMW1020.1 pMW891.2 MWZ 39
H570D (EIIA) s6165/s7662  s7663/56168 Munl / BgllI pMW1021.5 pMW904.1 MWZ 43
C415D H570D (EIIBA) - - pMW1022.1 pMWI10.1 MWZ 50

Die Expressions- bzw. Integrationsvektoren wurden in B. subtilis MW678 (spo0A3
AmanR::ermC hisI-Pmanp-lacZ) gebracht. Mit jeweils drei der richtigen Transformanten
wurde ein B-Galaktosidase-Aktivitatstest durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3-15 dargestellt.
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Abbildung 3-15: p-Galaktosidase-Aktivititstest mit verschiedenen ManR-Asp-Mutanten.
(A) B. subtilis Stamme mit chromosomaler Pnp-lacZ-Expressionskassette und verschiedenen, im
amyE-Lokus integrierten manR-Allelen. (B) B. subtilis MW678 Stamme (chromosomale Puap-lacZ-
Expressionskassette) mit manR-Expressionsvektoren. Die Basalexpression (uninduziert) sowie die
Aktivitaten (in Miller Units, M.U.) bei Induktion (0,2% (w/v) Mannose) und bei Katabolitrepression
(je 0,2% (w/v) Mannose und Glucose) aus drei unabhédngigen Experimenten sind als Mittelwerte

aufgetragen. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.
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Die Verwendung der Asp-Mutanten fiihrte zu dhnlichen Resultaten wie mit den Ala-
Mutanten. Auch hier brachte die ManR-H222D-Mutation die hochste Aktivitat unter
den PRD-Mutanten hervor. Aber auch die ManR-H334D-Mutante zeigte, zumindest
bei episomaler Expression, eine Aktivitit. Diese beiden PRD-Mutanten waren jedoch
beide noch induzierbar und nicht konstitutiv. Die anderen PRD-Mutanten, sowie die
ManR-C415D- und ManR-C415D/H570D-Mutanten wiesen keine bzw. kaum Akti-
vitait auf. Wie bereits ManR-H570A zeigte auch ManR-H570D ein konstitutives
Verhalten. Der Basallevel lag in diesem Fall knapp iiber 100% der Aktivitit unter

induzierten Bedingungen.

3.3.6 Deletion der EIIBBsl- und EIIAFv-Dominen von ManR

Die Mutation der potentiellen Phosphorylierungsstellen der EIIBBsl- und EIIAFru-
Domanen fiihrte zu einer konstitutiven Expression des lacZ Gens unter Kontrolle des
Promotors Puap. Geht man in Analogie zu anderen PRD-Aktivatoren von einer
Inaktivierung von ManR durch Phosphorylierung dieser Doméanen aus, so miisste
auch die Deletion dieser Doménen einen konstitutiven Phdnotyp hervorbringen. Aus
diesem Grund sollten beide Doménen ab der 401. Aminosdure sowie nur die EITAFru-

Domane ab der 496. Aminosaure deletiert werden.

Die Deletionen erfolgten tiber PCR-Amplifikation von manR ohne die entsprechen-
den Sequenzen. Unter Verwendung der Primerpaare s6105/s7827 bzw. s6105/s7828
entstanden die um die EIIBA- bzw. EIIA-Domé&nen verkiirzten manR-Allele, die in
den amyE-Integrationsvektor pMW871.1 {iber Agel / Bglll gebracht wurden
(PMW933.1 bzw. pMW934.1). Kompetente Zellen von B. subtilis MW678 wurden mit
diesen Integrationsvektoren transformiert. Mit jeweils drei Klonen der erhaltenen B.
subtilis Stamme MWZ 54 (AEIIBA / ManRag) bzw. MWZ 55 (AEIIAFrv / ManRaos)
wurden B-Galaktosidase-Aktivitatstests durchgefiihrt (Abbildung 3-16). Als
Kontrolle wurde B. subtilis MWZ 35 (ManR-wt) verwendet.
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Abbildung 3-16: Einfluss der Deletion der EIIB- und EIIA-Dominen von ManR. Getestet wurden
die B. subtilis Stamme MWZ 35 (wt), MWZ 54 (AEIIBA4y) und MWZ 55 (AEIIA4gs) in einem B-Galakto-
sidase-Aktivitdtstest unter nicht-induzierenden Bedingungen, nach Induktion (0,2% (w/v) Mannose)
und bei Katabolitrepression (je 0,2% (w/v) Mannose und Glucose). Angegeben sind die Mittelwerte
der Aktivitaten (in Miller Units, M.U.) aus drei unabhédngigen Experimenten mit der Standard-

abweichung als Fehlerbalken.

Wiahrend die Deletion beider Domédnen (ManRsp) in einem totalen Verlust der
B-Galaktosidase-Aktivitat resultierte, zeigte ManRsos (AEIIAFru-Mutante) noch eine
schwache, jedoch konstitutive Aktivitdt. Interessanterweise lag der Basallevel mit
483 M.U. fast doppelt so hoch wie die Aktivitdit unter induzierten Bedingungen
(243 M.U.). Diese reduzierte sich auf ca. 93 M.U. nach Zugabe von Glucose.

3.3.7 Inhibierung der ManR Aktivitat durch EIIMan

Die Deletion des Gens manP fiir den PTS-Transporter EIIMan f{ihrte zu einer konstitu-
tiven Expression sowohl mit Puar als auch mit Pusnp (Sun und Altenbuchner, 2010).
Es wird vermutet, dass EIIMan Phosphorylgruppen auf die EIIAFu- bzw. EIIBBsl-
Domiédnen von ManR iibertragt und den Regulator dadurch inaktiviert. Inwiefern
diese Hypothese zutreffend ist, sollte in diesem Teil der Arbeit herausgefunden

werden.
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Dazu wurde zunidchst die Domédnenstruktur des 650 Aminosduren umfassenden
Transporters EIIMan genauer analysiert (Abbildung 3-17), wobei die Eintrdge unter
der Accession Number O31645 in der Uniprot-Datenbank?® beriicksichtigt wurden.
Die Struktur gliedert sich in eine EIIB- gefolgt von einer EIIC- und EIIA-Domaéne. In
der Transmembrandomane EIIC konnte eine modifizierte Aminosaure, namlich eine
phosphorylierte Serylgruppe an Position 365 identifiziert werden (Macek et al., 2007).
Ein Cystein an Position 9 in der EIIB-Doméne sowie ein Histidin an Position 566 in
der EIlA-Domine wurden aufgrund von Ahnlichkeiten zu anderen Mitgliedern
derselben Proteinfamilie als potentielle Aminosduren fiir den Phosphorylgruppen-

transfer deklariert (,,active sites”).

(&) P~5365 H566
N~ TS - QTR oo
(1-98) (123-456) (504-649)

Abbildung 3-17: Dominenstruktur des Mannose-PTS-Transporters EIIMan, Die Position der
einzelnen Doménen, die Lage der modifizierten Aminosaure P~5365 und die der beiden potentiellen

Aminosduren C9 und H566 fiir den Phosphorylgruppentransfer sind gekennzeichnet.

ElIMan ware als Membranprotein nur schwer zu exprimieren und in 16slicher Form zu
gewinnen. Um zu {iberpriifen, ob eine Phosphorylgruppentibertragung von dessen
EIIB- und EIIA-Domanen auf die entprechenden Aminosduren der EIIBBgl- (C415)
und EIlAFru-ghnlichen Doménen (H570) von ManR stattfindet, sollten daher nur die
an der Phosphorylgruppeniibertragung beteiligten, intrazelluldren EIIB- und EIIA-
Doménen von ElMan separat produziert werden: Uber PCR wurden die Sequenzen
fiir die Aminosdauren 1-120 entsprechend fiir EIIBMan sowie 438-650 fiir EIIAMan
amplifiziert (s7658/s7659 bzw. s7660/s8043), in einen Rhamnose-induzierbaren

Expressionsvektor (pSUN390.1) gebracht und dabei mit einem C-terminalen Hise-

8 http:/ /www.uniprot.org /uniprot/031645
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Affinitdtstag versehen. Mit den entsprechenden Vektoren wurden EIIBMan-Hisg
(pPMW852.1) und EIIAMan-Hisq (pMW987.6) in E. coli JM109 produziert und
anschliefend aufgereinigt (Plasmidkarten s. Anhang). Zusammen mit den PTS-
Komponenten HPr, EI und PEP wurden ManR-wt bzw. die ManR-Mutanten ManR-
C415A und ManR-H570A einer in vitro Aktivierung mit anschliefender Uberpriifung
ihrer Bindungseigenschaften an den Operator (Gelmobilityshift Assay) unterzogen

(Abbildung 3-18A).

A B - - - -+ - 4+ EIBMaC9A
- + o+ = + + + + EITBMan - - - 4+ - + - EIBMa
-+ - % P - - % - + CEnaMan - -+ - - + + EIIAMan
+ + + + G il ol O + 4+ + 4+ PEP J|’ HPr l,l' El = 4+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ PEP}‘ HPT}' El
ManR-DNA
i \J | < ManR-DNA o o el W e | -
u o LJ (o] e b bl R 7 plex Komplex
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ManR-wt ManR-C415A ManR-H570A ManR-wt

Abbildung 3-18: Einfluss von (A) EIIBM2n und EITAMa» quf die DNA-Bindeaktivitit von ManR und
(B) von der potentiellen Phosphorylierungsstelle Cys-9 von EIIBMan (verindert nach Wenzel und
Altenbuchner, 2013). In vitro Aktivierung: 266 nM der ManR Proteine (wt, C415A und H570A)
wurden mit 317 nM EI, 1.5 uM HPr, 5 mM PEP, 1.5 uM EIIBMan(-C9A), und 848 nM EIIAMan in der
Zusammenstellung wie iiber den Gelbildern angegeben inkubiert. Die Gelmobilityshift Assays
wurden mit 3 nM Cy5-markiertem Pjmp-Fragment, welches in Spur K als Kontrolle separat aufge-

tragen wurde, durchgefiihrt.

Unter Zugabe von sowohl EIIBMan als auch EIIAMan verschlechterte sich die
Bindungsaktivitat von ManR-wt sowie ManR-C415A. Bei der ManR-H570A-Mutante
wurde hingegen keine Anderung der Bindungseigenschaften festgestellt. Die
separate Zugabe von EIIBMan bzw. EIIAMan fiihrte ebenso zu keiner Anderung. Damit
konnte bestdtigt werden, dass EIIMa einen negativen Regulationseinfluss auf den
Regulator ManR ausiibt und dabei hauptsachlich dessen EIIAFru-Doméne eine Rolle
spielt.
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Um zu zeigen, dass der negative Regulationseffekt auf eine vermutliche Phosphoryl-
gruppeniibertragung iiber den Cysteinrest an Position 9 von EIIBMan erfolgen konnte,
wurde C9 gegen Alanin ausgetauscht. Mithilfe einer Ouverlap Extension-PCR wurde
die Mutation eingefithrt und der Rhamnose-Expressionsvektor pMW1034.7
konstruiert, mit dem EIIBMan-C9A-Hise in E. coli J]M109 synthetisiert werden konnte.
Wurde nun EIIBMan-C9A statt EIIBMan verwendet, zeigte sich keine Verschlechterung
der DNA-Bindungsaktivitit von ManR-wt mehr (Abbildung 3-18B). Der negative
Regulationseffekt von EIIMan auf ManR konnte damit durch Mutation des C9-Rests

aufgehoben werden.
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3.4 Entwicklung eines selbstinduzierenden Expressionssystems

fiir die Hochzelldichtefermentation

Die Verwendung des Mannose Expressionssystems mit B. subtilis 3SNA pMW168.1
erforderte in Hochzelldichtefermentationen die Verwendung einer sehr hohen
Induktormenge, um konstant hohe Expressionsraten zu erhalten (Wenzel, 2009). Der
Induktor D-Mannose gehort mit einem aktuellen Marktwert von ca. 1€ pro Gramm
zwar nicht zu den teuersten Induktoren, die benétigte Menge von ca. 50 g bzw. 150 g
fiir Fed-Batch-Fermentationen im 3 1- bzw. 8 1-Mafistab ist jedoch 6konomisch ge-
sehen viel zu hoch (Wenzel, 2009). Anhand der charakteristischen Eigenschaften des
ElIMan negativen Stamms B. subtilis TQ356 (spo0A3 AmanP::ermC) und der regula-
torischen Erkenntnisse tiber ManR wurde in diesem Teil der Arbeit ein neuartiges,
selbst-induzierendes Expressionssystem fiir die Hochzelldichtefermentation ent-

wickelt. Des Weiteren wurden alternative Vektorsysteme konstruiert und getestet.

3.4.1 Die Deletion von manA fiihrt zu einer Wachstumsinhibierung

Die naheliegenste Vorgehensweise, um den Induktorverbrauch zu verringern, fiihrt
i.d. R. tiber die Verhinderung des Induktorabbaus. Alternativ bedient man sich
kiinstlicher Induktoren, die zwar induzierend wirken, aber nicht abgebaut werden
konnen (z.B. IPTG). Die Mannose-6-phosphat-Isomerase katalysiert den ersten Schritt
im Abbau von Mannose. Deren Inaktivierung durch Deletion von manA fiihrte zwar
in Schiittelkolbenexperimenten zu einem geringeren Induktorverbrauch, allerdings
auch zu einer Wachstumshemmung nach Zugabe von Mannose (Wenzel, 2009). Die
Zellen zeigten mit einer stark verdnderten Morphologie (kugelkettige Zellform)
einen hohen osmotischen Stress an, der auf eine intrazellulare Akkumulation von
Mannose-6-phosphat zuriickzufiihren sein kénnte. Durch Mutation des ATG-Start-
Codons von manA zu GTG bzw. TTG sollte die Umsetzungsrate reduziert werden.
Eine Normalisierung der Morphologie konnte damit allerdings nicht erreicht werden
(Wenzel, 2009). Dennoch wurde B. subtilis TQ281 (spo0A3 AmanA::ermC) pMW168.1
in Hochzelldichtefermentationen eingesetzt. Dabei zeigten sich allerdings keine

signifikanten Vorteile gegeniiber dem Wildtypstamm 3NA (Wenzel et al., 2011).
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Trotz Vorgabe der spezifischen Wachstumsrate auf pset = 0,1 h'! in der Zufiitterungs-
phase mit exponentieller Zulaufrate, wurde unter ebenfalls exponentieller Zufiitte-
rung von Mannose eine um etwa 10% niedrigere spezifische Wachstumsrate von pist
= 0,09 h'! beobachtet. Nach 7 h Induktion in der Zufiitterungsphase wurde eine
Glucose-Akkumulation festgestellt. Interessanterweise war die Wachstumshemmung
im Vergleich zu den Schiittelkolbenexperimenten in LB-Medium nicht so stark aus-
gepragt. Auch zeigten die Zellen bei Wachstum im Bioreaktor keine auffilligen

morphologischen Veranderungen.

3.4.2 Entwicklung einer Induktionsstrategie mit B. subtilis TQ356

Die Deletion von manP in B. subtilis TQ356 fiihrt zu einer konstitutiven Expression
sowohl bei Pumr als auch Puanp, die einer Katabolitrepression durch Glucose unter-
liegt (Sun und Altenbuchner, 2010). Die Erkenntnisse iiber die Regulation lassen
vermuten, dass die PRD2 von ManR durch HPr-His-15~P phosphoryliert wird, wenn
keine Glucose vorhanden ist. ManR wiirde damit in eine aktive Konformation ver-
setzt werden, da in dieser Mutante keine Phosphorylierung seiner EIIBBsl- und
EIIAFrv-Doménen durch EIIMan stattfinden kann. Ist Glucose verfiigbar, erfolgt eine
Katabolitrepression: Sowohl durch Dephosphorylierung der ManR-PRD2 tiber HPr
als auch tiber die Bindung des CcpA-HPr-Ser-46~P Komplexes an die cre-Sequenz in

der Puanr-Region wird die Expression ausgehend von Pranr und Pumanp verhindert.

Nach diesem Regulationsmodell kann man die Eigenschaften von B. subtilis TQ356 in
einer Fed-Batch-Fermentation nutzen, um Proteine in der Zufiitterungsphase bei
konstant niedriger Wachstumsrate ohne Zugabe eines Induktors zu produzieren
(Abbildung 3-19): In der Batch-Phase erfolgt durch die hohe Glucose-Konzentration
im Medium und die damit verbundene Katabolitrepression keine Expression. Der
Ubergang in die Zufiitterungsphase wird von einer Glucose-Limitation begleitet. In
der Zufiitterungsphase wird die zugefiitterte Glucose sofort durch die Zellen
aufgenommen und verstoffwechselt, sodass die Glucose-Konzentration im Reaktor
annahernd gleich null bleibt. Die Induktion der Expression sollte somit mit dem
Ubergang in die Zufiitterungsphase einsetzen und bis zum Ende der Fermentation

anhalten.
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Abbildung 3-19: Fed-Batch-Strategie fiir das selbstinduzierende System mit B. subtilis TQ356
PMW168.1. (A) Zeitlicher Verlauf der Glucose-Konzentration im Bioreaktor wahrend der Batch- und
Zufiitterungsphase. (B) Regulationsmodell: In der Batch-Phase (links) ist geniigend Glucose vorhan-
den, um die Expression der Operongene und eGFP auf pMW168.1 iiber Katabolitrepression zu
unterdriicken. Durch die Bildung des globalen Regulatorkomplexes CcpA-HPr-Ser~P kann dieser an
die cre-Sequenz in der Punr-Promotorregion binden. ManR wird nicht mehr gebildet. Die noch vor-
handenen ManR-Molekiile sind in einem komplett unphosporylierten Zustand. In der Zufiitterungs-
phase (rechts) wachsen die Zellen unter Glucose-Limitation, d.h. die Glucose-Konzentration im
Bioreaktor ist ungefdhr gleich null, da die zugefiitterte Glucose sofort von den Zellen aufgenommen
und verstoffwechselt wird. Eine Katabolitrepression findet jedoch nicht mehr statt und ManR kann
gebildet werden. Aufgrund des Ausbleibens der negativen Regulation durch den Transporter EIIMan,
befinden sich die vorhandenen ManR-Molekiile in einem aktiven Zustand und kénnen so an die
Operatorsequenzen binden und die Expression der chromosomalen Operongene und eGFP auf

pMW168.1 initiieren.
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3.4.3 Fed-Batch-Fermentation mit B. subtilis TQ356 pMW168.1

Durch Transformation von B. subtilis TQ356 mit dem Expressionsvektor pMW168.1
(Pmanp-eGFP; pUB110-Derivat mit hoher Kopienzahl) und Verwendung dieses
Stamms in Fed-Batch-Fermentationen wurde die entwickelte Strategie fiir das
selbstinduzierende Expressionssystem tiberpriift. Durch den Einsatz einer Fluores-
zenzsonde im Reaktor konnte die Bildung von eGFP wahrend der gesamten

Fermentation in Echtzeit verfolgt und aufgezeichnet werden (Abbildung 3-20).
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Abbildung 3-20: Fed-Batch-Fermentation mit B. subtilis TQ356 pMW168.1 (verindert nach Wenzel
et al., 2011). Das Zelltrockengewicht (X, ® ), das produzierte eGFP (Pccrp offline & online, B bzw. )
sowie die Produktausbeute (Ypx, A) wurden gegen die Prozesszeit aufgetragen. Der Beginn der

Zufiitterungsphase ist gekennzeichnet.

B. subtilis TQ356 pMW168.1 zeigte in der Batch-Phase keine signifikante Fluoreszenz.
Mit Beginn der Ubergangs- in die Zufiitterungsphase stieg das Fluoreszenzsignal
kontinuierlich an. Nach ca. 14 h in der Zufiitterungsphase erreichte das Expressions-
niveau ein Maximum, das durch ein konstantes Verhaltnis (Yp/x) von Produkt (P) zu
Biomasse (X) von 14,6 % bis zum Ende der Fermentation gekennzeichnet war. Diese
konstant hohe, spezifische Produktivitdt konnte mit den Standardsystemen B. subtilis
3NA pMW168.1 (spo0A3) bzw. B. subtilis TQ281 pMW168.1 (spo0A3 AmanA::ermC)

nicht erzielt werden (Wenzel et al., 2011). Ohne Zusatz eines Induktors konnten mit
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dem neuen System insgesamt 9,8 g eGFP pro Liter produziert werden, entsprechend
einer Produktausbeute von 14,6 g eGFP pro 100 g Zelltrockengewicht. Bei einer SDS-
PAGE Analyse wurde der Anteil des produzierten eGFPs (ca. 29 kDa) auf ungefahr
20% des Gesamtproteingehalts geschdtzt (Abbildung 3-21). Auch in der unldslichen
Proteinfraktion sowie im Kulturiiberstand wurden eGFP-Molekiile nachgewiesen.
Da eGFP jedoch intrazelluldr produziert wurde, ist letzteres vermutlich auf eine

Zelllyse aufgrund der hohen Scherkrafte im Reaktor zuriickzufiihren.
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Abbildung 3-21: SDS-PAGE - Fed-Batch-Fermentation mit B. subtilis TQ356 pMW168.1 (verandert
nach Wenzel et al., 2011). Spurbelegung: M, Roti-Mark Standard Proteinmarker; Spur 1, 19sliche
Fraktion nach 12,5 h (BP); Spur 2, 16sliche Fraktion nach 20,5 h (BP); Spur 3, 16sliche Fraktion nach 36 h
(13,5 h ZP); Spur 4, 16sliche Fraktion nach 41 h (18,5 h ZP); Spur 5, 16sliche Fraktion nach 44 h (21,5 h
ZP); Spur 6, losliche Fraktion nach 46 h (23,5 h ZP, Prozessende); Spur 7, unlosliche Fraktion nach
46 h; Spur 8, Kulturiiberstand nach 46 h. Abk.: BP = Batch-Phase, ZP = Zufiitterungsphase.

Wiéhrend der Fermentation wurde auch die Stabilitit von pMW168.1 in B. subtilis
TQ356 untersucht. Dabei zeigte sich, dass mit Beginn der Zufiitterungsphase auch
die Anzahl an plasmidtragenden Zellen stetig abnahm. Zum Ende der Fermentation
trugen nur noch knapp ein Drittel der Zellen den Vektor. Nichtsdestotrotz ging
dieser Plasmidverlust nicht mit einem Ausbeuteverlust einher, da die Produktivitat

bis zum Ende der Fermentation auf einem konstant hohen Niveau blieb.
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3.5 Alternative Vektorsysteme

Hinsichtlich der bekannten Instabilititen von pUB110-Derivaten mit Fremd-DNA
(Bron et al., 1988), wurden in diesem Teil der Arbeit alternative Vektorsysteme bzw.
Faktoren zur Stabilitdtserhchung erforscht. Zunachst wurde das selbstinduzierende
System basierend auf dem sehr stabilen, nach dem Theta-Mechanismus
replizierenden Vektor pBS72 aus B. subtilis (Titok et al., 2003) angepasst. Da dieser
Vektor eine 10-fach geringere Kopienzahl wie ein pUB110-Derivat aufweist, wurde
dieses System aufierdem so modifiziert, dass mit der Induktion der Expression auch
die Plasmidkopienzahl des pBS72-Derivats erhoht werden konnte. Des Weiteren
wurde der Einsatz des Alanin-Racemase Gens alrA aus B. subtilis als metabolischer

Marker und Alternative zur Antibiotikaresistenz getestet.

3.5.1 Das pBS72-Replicon als Stabilitatsfaktor

Vektoren, die nach dem Theta-Mechanismus replizieren weisen meist eine niedrige
Kopienzahl, dafiir aber eine hohe Stabilitit auf. Dazu gehoért z.B. das aus
Bodenproben isolierte Plasmid pBS72 aus B. subtilis, das eine Kopienzahl von ca. 5-6
pro Chromosom sowie eine hohe segregative und strukturelle Stabilitat in B. subtilis
3NA aufweist (Titok et al., 2003; Wenzel, 2009). Aus diesem Grund wurde das
pUB110-Replicon im eGFP-Expressionsvektor pMW168.1 gegen das pBS72-Replicon
ausgetauscht und damit die Plasmidkopienzahl von ca. 50 auf 5 Kopien pro Zelle
reduziert (Abbildung 3-22A). Dieser neue Vektor, pMW483.1, sowie pMW168.1
wurden zum Vergleich jeweils in B. subtilis TQ356 gebracht und einem Stabilitatstest
in LB-Medium bei 37 °C unterzogen (Abbildung 3-22B). Im Vergleich zu pMW168.1,
der nach 25 Generationen zu iiber 80% und nach 50 Generationen zu 100% verloren
ging, zeigte pMW483.1 eine deutlich hohere segregative Stabilitdt. Nach 100
Generationen trugen noch ca. 60% der Zellen den Vektor, die wiederum alle eine
fluoreszierende Aktivitat aufwiesen. Beide Vektoren waren in B. subtilis TQ356

strukturell stabil und alle Zellen, die einen Vektor trugen, fluoreszierten.
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Abbildung 3-22: Einfluss des Replicons auf die Plasmidstabilitiat. (A) Plasmidkarten der eGFP-
Expressionsvektoren pMW168.1 (pUB110-Derivat) und pMW483.1 (pBS72-Derivat). Eingezeichnet
sind die jeweils verwendeten Restriktionsschnittstellen zur Konstruktion. (B) Plasmidstabilitédtstest
von B. subtilis TQ356 (spo0A3 AmanP::ermC) mit pMW168.1 bzw. pMW483.1. Aufgetragen sind die
Prozentzahlen der plasmidtragenden bzw. fluoreszierenden Zellen nach der angegebenen Anzahl der

Generationen (unter nicht-selektiven Bedingungen). Die Standardabweichung betrug unter 10%.

Mit B. subtilis TQ356 pMW483.1 wurden ebenfalls Fed-Batch-Fermentationen
durchgefiihrt. Im Vergleich zu B. subtilis TQ356 pMW168.1 zeigte das neue System
allerdings trotz einer sehr hohen Plasmidstabilitdt von 92% zum Ende der Fermen-
tation wesentlich geringere Ausbeuten und Produktivitaten (s. Kapitel 3.5.3, Tabelle

3-9).
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3.5.2 Chromosomale Integration von repA ermoglicht Kopienzahlerh6hung

pBS72-basierten Vektoren

Wie gezeigt werden konnte, ist die Replikation der pBS72-Derivate vom Initiatorpro-
tein RepA und den Iterons in der Region des Replikationsstarts abhdngig (Wenzel,
2009): Werden alle Iterons durch RepA gebunden, wird die Replikation initiiert. Der
Anstieg der Plasmidkopienzahl ist mit einem Anstieg der RepA-Konzentration
verbunden. Allerdings reicht die Anzahl der RepA-Molekiile irgendwann nicht mehr
aus, um alle Iterons zu besetzen, und es kommt zu einer Wechselwirkung der RepA-
Molekiile in trans, wodurch die Replikation verhindert wird [Handcuffing-Mechanis-
mus; (Chattoraj, 2000)]. Die Plasmidkopienzahl wird somit durch die Anzahl der
RepA-Molekiile reguliert. Eine hohere Konzentration von RepA miisste demnach
auch zu einer hoheren Kopienzahl fithren, da das Handcuffing erst spater einsetzen
wiirde. Aus diesem Grund sollte das B. subtilis TQ356 pMW483.1 System so modifi-
ziert werden, dass nicht nur eGFP sondern auch repA induziert wird, um so die

Kopienzahl von pMW483.1 zu steigern.

Hierfiir wurde repA tiber PCR amplifiziert (s6780/s6781) und unter die Kontrolle von
Puanp gebracht (pMW589.1). Die so konstruierte Puap-repA Kassette wurde in den
Integrationsvektor pMW523.1 kloniert (pMW601.6; s. Abbildung 3-23A) und tiber
das pHM30/pHM31-System (Motejadded und Altenbuchner, 2007) unmittelbar
stromabwarts des Gens hisl ins Genom von B. subtilis TQ356 integriert. Dadurch
wurde der Stamm B. subtilis MWZ 9 (spo0A3 hisl-Puanp-repA AmanP::ermC) erhalten,
der wiederum mit pMW483.1 transformiert wurde. Zum Vergleich wurden UK von
B. subtilis TQ356 pMW483.1 und B. subtilis MWZ 9 pMW483.1 in LB-Medium unter
voll induzierenden Bedingungen hergestellt, wobei die Expression von eGFP und
repA selbstinduziert wurde. Aus jeweils 10 ODgoo Zellen wurden die Plasmide isoliert
und einer Agarosegelelektrophorese unterzogen (Abbildung 3-23B). Dabei zeigte
sich bei B. subtilis MWZ 9 wiederholt eine pMW483.1-Bande mit signifikant hoherer
Intensitat als bei B. subtilis TQ356. Dies ist vermutlich auf eine hohere Kopienzahl in

B. subtilis MWZ 9 zuriickzufiihren.
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Abbildung 3-23: Agarosegelelektrophorese zum Nachweis der pMW483.1-Kopienzahlerhhung
durch chromosomale Integration einer P...p-repA-Expressionskassette. Aus jeweils 10 ODgyp von B.
subtilis TQ356 pMW483.1 (Spur 1) bzw. B. subtilis MWZ 9 pMW483.1 (Spur 2) wurden die Plasmide
isoliert (QIAprep Spin Miniprep Kit), in jeweils 50 pl eluiert und davon 5 pl aufgetragen. Der Versuch
wurde 3x wiederholt. M, GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).

Mit B. subtilis MWZ 9 pMW483.1 wurden Fed-Batch-Fermentationen durchgefiihrt.
In der Tat fiihrte die chromosomale Integration der Puanp-repA Kassette zu mehr als
doppelt so hohen Ausbeuten und Produktivititen wie ohne die Integration (s.
Kapitel 3.5.3, Tabelle 3-9). Dafiir nahm jedoch die Plasmidstabilitédt in diesem System
von 92 auf 67% wieder deutlich ab. Im Gegensatz zum pUB110-basierten System mit
B. subtilis TQ356 pMW168.1 waren die Ausbeuten und Produktivitdten aber immer

noch um etwa die Halfte geringer.
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3.5.3 Alanin-Racemase Gen alrA als Selektionsmarker

Die Alanin-Racemase (EC 5.1.1.1) wird benétigt, um aus L-Alanin die in der
Zellwand benotigte Aminosdure D-Alanin herzustellen (Abbildung 3-24). Als
Cofaktor benétigt dieses Enzym Pyridoxal-5"-phosphat (PLP) (Walsh, 1989). Eine
Inaktivierung dieser Enzymfunktion ist fiir die Zelle tddlich, da keine Zellwand
mehr synthetisiert werden kann. Das Gen fiir die Alanin-Racemase stellt demnach

einen starken, metabolischen Marker fiir die Selektion von Plasmiden dar.

H 5 CH3 H3C 5 H
' OH - ; OH
o/ ==
(@] O
L-Alanin D-Alanin

Abbildung 3-24: Katalysierte Reaktion der PLP-abhingigen Alanin-Racemase (EC 5.1.1.1).

In B. subtilis 168 existieren laut Eintrag in der GenoList Datenbank® zwei Gene, alrA
(BSU04640) und alrB (BSU17640), die fiir eine Alanin-Racemase codieren. Allerdings
wurde nur alrA als essentielles Gen fiir B. subtilis nachgewiesen [(Kobayashi et al.,
2003); BSORF Datenbank0]. Daher wurde nur alrA im Genom von B. subtilis MWZ. 9
(spo0A3 hisI-Pumanp-repA AmanP::ermC) bzw. TQ356 (spo0A3 AmanP::ermC) mithilfe des
temperatursensitiven Vektors pMW521.1, der auf dem pE1945-Replicon basiert,
markerfrei deletiert. Dafiir wurden zunéchst ca. 1kb der stromauf- und stromabwarts
liegenden Regionen von alrA tiber PCR amplifiziert (s7289/s7290 bzw. s7291/ s7292)
und iiber eine 3-Fragment-Ligation in pMWb521.1 gebracht, sodass der Integrations-
vektor pMW748.1 entstand. B. subtilis MWZ 9 und TQ356 wurden daraufhin mit
pMW748.1 transformiert und alrA durch homologe Rekombination in diesen
Stimmen markerlos deletiert. Dadurch wurden die Staimme MWZ 14 (spo0A3 hisl-

? http:/ /genodb.pasteur.fr/cgi-bin / WebObjects /GenoList
10 http:/ /bacillus.genome.ad.jp/
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Pranp-repA AmanP::ermC AalrA) bzw. MWZ 15 (spo0A3 AmanP::ermC AalrA) erhalten,

die nicht mehr auf LB-Medium ohne die Zugabe von D-Alanin wachsen kénnen.

Durch diese D-Alanin-Auxotrophie kann nun alrA auf einem Expressionsvektor als
metabolischer Selektionsmarker verwendet werden, wie es bereits u.a. fiir B. subtilis,
Corynebacterium glutamicum und einige Milchsaurebakterien gezeigt werden konnte
(Bron et al., 2002; Ferrari et al., 1985; Tauch et al., 2002). Dafiir sollte alrA zunichst mit
seinem eigenen Promotor iiber PCR amplifiziert (s7366/s7434) und in pMW483.1
gebracht werden. Wéahrend die Klonierung in E. coli J]M109 mehrfach scheiterte,
konnte der Expressionsvektor pMW?791.1 (Plasmidkarte s. Abbildung 3-25A) jedoch
in B. subtilis MWZ 14 durch Selektion auf LB-Medium (— D-Alanin-Prototrophie)
direkt kloniert werden. Die Transformation von E. coli J]M109 mit pMW?791.1 fiihrte

zu winzigen Kolonien.

Die konstitutive Expression von alrA aus B. subtilis scheint bei E. coli offensichtlich zu
einer Wachstumsinhibierung zu fithren. Um die Expression von alrA zu reduzieren,
wurde die -35 Region des alrA Promotors von 5-TAGACA-3" zu 5-TTTACA-3’
gedandert, um die Bindung der RNA-Polymerase und damit die Transkriptionsrate zu
verschlechtern. Dieser Vektor (pMW887.1) liefs sich jedoch wieder nur in B. subtilis

MWZ 14 konstruieren und fiihrte in E. coli JM109 ebenfalls zu winzigen Kolonien.

Da die Vektoren auf einem pUC18-Replicon basieren, sind die Kopienzahl und damit
auch die Gendosis von alrA sehr hoch. Um dies zu reduzieren, wurde die pUC18-
Replikationsregion des Vektors pMW483.1 gegen diejenige des Vektors pACYC184
mit niedriger Kopienzahl (Rose, 1988; Sambrook et al., 1989) ausgetauscht
(pPMW965.3). Die Klonierung von alrA war jedoch wieder nur in B. subtilis MWZ 14
erfolgreich (pMW967.1). Dieser Vektor fiihrte in E. coli JM109 hauptsachlich zu

winzigen, aber auch einigen normal gewachsenen Kolonien.

Als weitere Moglichkeit, die Transkriptionsrate von alrA zu reduzieren, wurde der
vermutlich schwach konstitutive Promotor des Gens aad9, welches fiir eine
Spectinomycin-Adenyltransferase codiert (Le Blanc et al, 1991) und auf den
verwendeten Expressionsvektoren vorhanden ist, in Betracht gezogen. Uber eine

Overlap Extension-PCR (s7963/s7964-s7965/57966) wurde alrA inkl. seiner Shine-
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Dalgarno-Sequenz (Ribosomenbindestelle) unmittelbar stromabwérts von 2ad9 in die
Vektoren pMW168.1 bzw. pMW483.1 eingefiigt. Die resultierenden Vektoren
pMW972.2 bzw. pMW977.1 (Abbildung 3-25A) wurden zwar direkt in B. subtilis
MWZ 14 konstruiert, fiihrten in E. coli JM109 jedoch zu einem normalen Kolonien-

wachstum.

Die B. subtilis Stamme MWZ 14 und MWZ 15 wurden daraufhin mit den Vektoren
pPMW791.1, pMW972.2 bzw. pMW977.1 transformiert und anschliefend einem Sta-
bilitatstest in LB-Medium bei 37°C unterzogen (Abbildung 3-25B+C). Dabei wurden
auch die fluoreszierenden FEigenschaften der entstandenen Kolonien getestet. Es
zeigte sich, dass die Vektoren in beiden Stammen tiber 100 Generationen zu 100% an
die Tochterzellen weitergegeben wurden. Jedoch entstanden mit pMW972.2
(pUB110-Derivat) Kolonien, die nicht mehr fluoreszierten. Aufféllig war hierbei der
unterschiedlich hohe prozentuale Anteil an fluoreszierenden Zellen in den getesteten
Stammen. Wahrend nach 75 Generationen in beiden Fallen noch ca. 65% der Zellen
fluoreszierten, waren es nach 100 Generationen bei B. subtilis MWZ 14 nur noch 25%
und bei B. subtilis MWZ 15 immer noch ca. 65%. Die Plasmide wurden aus einigen
der nicht-fluoreszierenden Klone isoliert und per Restriktionsanalyse {iberpriift. Es
zeigte sich, dass einige der nicht-fluoreszierenden Klone Plasmide trugen, die in

Form von Deletionen strukturell verandert waren (nicht gezeigt).
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Abbildung 3-25: Plasmidstabilititstests mit B. subtilis MWZ 14 und MWZ 15. (A) Physikalische
Karten der eGFP-Expressionsvektoren pMW791.1 (pBS72-Derivat mit Pura-alrA), pMW972.2 (pUB110-
Derivat mit Puuas-aad9-alrA) und pMW977.1 (pBS72-Derivat mit Puag-aad9-alrA). Plasmidstabilitatstest
von (B) B. subtilis MWZ 14 (spo0A3 hisI-Puap-repA AmanP::ermC AalrA) und (C) MWZ 15 (spo0A3
AmanP:ermC AalrA) mit pMW791.1, pMW972.2 bzw. pMW977.1. Aufgetragen sind die Prozentzahlen

der plasmidtragenden bzw. fluoreszierenden Zellen nach der angegebenen Anzahl der Generationen

(unter nicht-selektiven Bedingungen; LB-Medium, 37 °C). Die Standardabweichung betrug unter 10%.
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Da pMW972.2 in B. subtilis MWZ 15 jedoch eine weit bessere Stabilitdt aufwies als
pMW168.1 in B. subtilis TQ356, wurde mit B. subtilis MWZ 15 pMW972.2 ebenfalls
eine Fed-Batch-Fermentation durchgefiihrt. Erstaunlicherweise zeigte der Vektor
eine sehr hohe segregative Instabilitdt mit ca. 65% Verlust am Ende der Fermen-
tation. Bereits in der zweiten Vorkultur, die ohne Antibiotikum gefahren wurde,
zeigten sich Zellen, die keinen Vektor mehr enthielten und ein stark vergrofiertes
Kolonienwachstum aufwiesen. Mit Beginn der Zufiitterungsphase nahm die Prozent-
zahl der plasmidtragenden Zellen sehr rasch ab, sodass sowohl die Ausbeute als
auch die Produktivitdten im Vergleich zu B. subtilis TQ356 pMW168.1 um bis zu 95%

geringer ausfielen (Tabelle 3-9).

Tabelle 3-9: Vergleich der verschiedenen Vektorsysteme mittels reprasentativen Ergebnissen aus 2
bis 3 durchgefiihrten Fed-Batch-Fermentationen. Die angegebenen Werte beziehen sich jeweils auf
das Ende der jeweiligen Fermentation, d.h. nach durchschnittlich ca. 45 h Gesamtlaufzeit bzw. nach
ca. 25h in der Zufiitterungsphase. Symbolik: c.crp¥: eGFP-Konzentration im Bioreaktor; Yp.fm:
Produktausbeute in g eGFP pro 100 g Zelltrockengewicht (engl. cell dry weight, CDW); rp: spezifische
Produktivitat; gp: volumetrische Produktivitat. Stabilitdt des Vektors in % plasmidtragende Zellen am

Ende der Fed-Batch-Fermentation.

Verwendetes System Cegrpfinal  Ypyxfinal rp qr Stabilitat
[g11] [%] [gecrr gcow h ] [gegrp 1! h] [%]

B. subtilis TQ356 pMW168.1 9,80 14,6 6,23 x 103 0,40 34

B. subtilis TQ356 pMW483.1 2,44 3,2 1,19 x 103 0,09 92

B. subtilis MWZ 9 pMW483.1 4,64 8,0 3,20 x 103 0,19 67

B. subtilis MWZ 15 pMW972.2 0,49 1,1 0,51 x 103 0,02 33
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3.6 Der Casamino Acids Effekt

Bei der Vorkulturfithrung von B. subtilis TQ356 pMW168.1 fiir die Fed-Batch-
Fermentationen kamen zwei unterschiedliche Medien zum Einsatz: Als Vorkultur-
medium 1 (VK1) wurde Spizizen’s Minimalmedium (SMM) mit Casamino Acids
(CA), und als Vorkulturmedium 2 (VK2) ein fiir die Hochzelldichtefermentation von
E. coli entwickeltes Medium verwendet (Wilms et al.,, 2001). Interessanterweise
zeigten UK von B. subtilis TQ356 pMW168.1 in diesen Medien bei dhnlich hohen
optischen Dichten unterschiedliche fluoreszierende Aktivititen. Wahrend in VKI1-
Medium kaum eine Fluoreszenz beobachtet wurde, fluoreszierten die Zellen in VK2-
Medium sehr stark. In diesem Teil der Arbeit wurde diesem Phianomen genauer

nachgegangen.

3.6.1 Analyse der Medienzusammensetzung

Um die Ursache fiir dieses Verhalten zu finden, wurde zunichst die Zusammen-
setzung von VK1- und VK2-Medium verglichen (s. Kapitel 2.2.5, Tabelle 2-7 und
2-8). Bei den Naéhrsalzen zeigte sich v.a. bei der NHs*-Konzentration ein
signifikanter Unterschied. Diese war in VK2 mit 21,7 mM fast 3-fach so hoch wie in
VK1 mit nur 7,6 mM. Eine Angleichung der NHi*-Konzentration in VK1 fiihrte
allerdings nicht zu einer stirker fluoreszierenden UK. Auf der anderen Seite konnte
ein Stickstoff-Mangel in VK1 durch Messung der NH4*-Konzentrationen in den UK

ausgeschlossen werden.

Die markantesten Unterschiede der beiden Medien liegen jedoch zum einen an den
Spurenelementen (SEL), die nur im VK2-Medium eingesetzt wurden, und zum
anderen an den CA, die wiederum nur im VK1-Medium zum Einsatz kamen. Daher
wurden beide Medien ohne SEL bzw. CA hergestellt und darin UK von B. subtilis
TQ356 pMW168.1 angezogen. Diese zeigten in beiden Fillen kaum Fluoreszenz
(Abbildung 3-26A).
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Abbildung 3-26: Einfluss der CA und SEL in VK1- und VK2-Medium. (A) Effekt der CA und SEL
auf die Fluoreszenz in UK von B. subtilis TQ356 pMW168.1 in VK1- und VK2-Medium. (B) Effekt von
steigenden CA-Mengen nach 4, 6, 8 und 24 h Inkubation von B. subtilis TQ356 pMW168.1 in VK2-
Medium. Die spezifische Fluoreszenz (100 ul Kultur mit 0,3 ODgyp) wurde in drei unabhéngigen
Experimenten gemessen und die Mittelwerte bestimmt. Die Normierung der Werte orientiert sich am
Mittelwert der Fluoreszenz nach 24 h in VK2-Medium (mit SEL, ohne CA). Die Standardabweichung

betrug weniger als 15 %.

Erst die Zugabe von CA und SEL in beide Medien fiihrte zu folgenden Effekten: Die
SEL fiihrten zu einer stirkeren Fluoreszenz, wihrend CA diese wiederum senkte.
Dies war besonders deutlich in Anwesenheit von SEL zu beobachten. Je mehr CA
einer B. subtilis TQ356 pMW168.1 Kultur z.B. in VK2 mit SEL zugegeben wurden,

desto geringer war die beobachtete Fluoreszenz (Abbildung 3-26B).

3.6.2 Einfluss der Spurenelementléosung

Der Zusatz der SEL, dessen Zusammensetzung in Tabelle 2-8 (Kapitel 2.2.5) gezeigt
wird, fiihrte bei beiden Medien zu einer deutlich hoheren Fluoreszenz. Die SEL
sollten urspriinglich ein schnelleres Wachstum von E. coli gewahrleisten (Wilms et al.,
2001). Ein Wachstumsexperiment mit B. subtilis TQ356 pMW168.1 in VK1 (mit CA)
und VK2 (mit SEL) zeigte in den ersten 8 h Inkubation bei 37°C mit pimax = 0,47 h!
(VK1) bzw. pmax = 0,5h1 (VK2) einen geringen Unterschied in der spezifischen
Wachstumsrate (Abbildung 3-27A). Nach 24 h wurde in VK2 eine Abnahme der

ODsoo festgestellt, wahrend die Zellen in VK1 eine hohere ODgoo aufwiesen.
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Abbildung 3-27: Einfluss der SEL auf das Zellwachstum und die eGFP-Expression. (A) Wachstums-
kinetik von B. subtilis TQ356 pMW168.1 in VK1- bzw. VK2-Medium bei 37 °C. Aufge-tragen sind die
Mittelwerte der ODgo aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichung betrug< 10 %.
(B) Effekt der Glucose-Konzentration in VK2-Medium mit B. subtilis TQ356 pMW168.1. Die spezifische
Fluoreszenz (100 pl Kultur mit 0,3 ODggo) sowie die ODsgp wurden in drei unabhingigen Experimen-
ten nach jeweils 24 h gemessen und die Mittelwerte bestimmt. Die Normierung der Werte orientiert
sich am Mittelwert der Fluoreszenz nach 24 h in VK2-Medium mit 0,5 % (w/v) Glucose. Die Standard-

abweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.

Eine Abnahme der ODgoo tiber Nacht konnte bedeuten, dass die Zellen die Stationar-
und Absterbephase friiher erreicht hatten und damit ldnger in Glucose-Limitation
waren. Dies wiirde wiederum zu einer langeren Produktionsphase fiir eGFP fiihren.
Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde VK2-Medium mit unterschiedlichen
Glucose-Konzentrationen hergestellt und mit B. subtilis TQ356 pMW168.1 getestet
(Abbildung 3-27B). Die Verdopplung der Glucose-Konzentration auf 1,0% (w/v)
filhrte nach 24h zu einer hoheren Zelldichte und geringerer Fluoreszenz. Im
entgegengesetzten Fall war die beobachtete Fluoreszenz hoher, sobald weniger

Glucose als 0,5% (w/v) eingesetzt wurde.

Um zu kldren, ob dieser Effekt einzelnen Komponenten der SEL zugeschrieben
werden kann, wurden zum einen nur die Einzelkomponenten in der Konzentration
wie in den SEL eingesetzt (Abbildung 3-28A), und zum anderen jeweils eine der

Komponenten weggelassen (Abbildung 3-28B).
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Abbildung 3-28: Einfluss der SEL-Komponenten. Gezeigt ist die relative Fluoreszenz von B. subtilis
TQ356 pMW168.1 UK in VK2-Medium ohne SEL (-), mit SEL sowie (A) den einzelnen Komponenten
der SEL und (B) SEL abziiglich jeweils einer der Komponenten. Die spezifische Fluoreszenz (100 pl
Kultur mit 0,3 ODsggw) wurde in drei unabhangigen Experimenten nach jeweils 24 h gemessen und die
Mittelwerte bestimmt. Die Normierung der Werte orientiert sich am Mittelwert der Fluoreszenz nach

24 h in VK2-Medium mit SEL. Die Standardabweichung betrug weniger als 10 %.

Bei Zugabe der einzelnen Komponenten zeigten nur Mn?+-Ionen einen positiven
Effekt auf die Fluoreszenz mit knapp 54% des Niveaus mit SEL. Die Zugabe von
EDTA fiihrte zu einer Wachstumsinhibierung. Im umgekehrten Fall fiihrte das
Weglassen von Mn?*- und Cu?*-Ionen zur niedrigsten Fluoreszenz. Interessanter-
weise brachten SEL ohne FeCl; wachstumsgehemmte und nicht-fluoreszierende
Zellen hervor. Eine Erkldarung hierfiir konnte jedoch nicht gefunden werden. Mn?*-
Ionen scheinen demnach den deutlichsten Effekt auf die Fluoreszenz auszuiiben.
Durch die Zugabe der 10-fachen Mn?*-Konzentration konnte die Fluoreszenz auf ca.

80 % des Niveaus mit SEL weiter erhoht werden (nicht gezeigt).

3.6.3 Einfluss der Casamino Acids

Bei der Induktion von B. subtilis TQ356 pMW168.1 wurde beobachtet, dass CA eine
reprimierende Wirkung auf die Expression von eGFP zeigen. Der Zusatz von 0,02 %
(w/v) CA fiihrte sowohl in VK1 als auch VK2 zu einer Reduktion der Fluoreszenz
um ca. 60 %. Dieser Repressionseffekt war unabhangig von der CA-Charge und auch
davon, ob die CA Losung autoklaviert oder schonend sterilfiltriert wurde (nicht
gezeigt).
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Anhand des Analysezertifikats der CA des Herstellers (s. Anhang, Tabelle 6-1)
wurde eine synthetische Aminosdurelosung (AS-Mix) zusammengestellt, um zu
testen, ob auch hiermit ein Repressionseffekt beobachtet werden kann. Dabei wurden
die in den CA frei vorkommenden Aminosduren in der gleichen Konzentration
gemischt. Die in Form von Peptiden gebundenen Aminosduren wurden dabei nicht
berticksichtigt. Dariiber hinaus wurden vitaminreduzierte CA (CAVEF), sowie
verschiedene Casein Hydrolysate getestet: Casein Enzymatic Hydrolysate (CEH),
Trypton und Casitone (alle Becton Dickinson). Anhand der Ergebnisse (Abbildung

3-29) zeigte sich, dass nur die CA die Fluorezenz signifikant reduzierten.
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Abbildung 3-29: Einfluss von CA, vitaminfreien CA (CAVF), Casein Enzymatic Hydrolysate (CEH),
einer synthetischen Aminosduremischung (AS-Mix), Casitone und Trypton in VK2-Medium auf
die Expression von eGFP in B. subtilis TQ356 pMW168.1. Die spezifische Fluoreszenz (100 pl Kultur
mit 0,3 ODgy) wurde in drei unabhédngigen Experimenten nach jeweils 24 h gemessen und die
Mittelwerte bestimmt. Die Normierung der Werte orientiert sich am Mittelwert der Fluoreszenz nach

24 h in VK2-Medium mit SEL [-]. Die Standardabweichung betrug weniger als 10 %.

Der analytische Vergleich von CA mit CEH, Casitone und Trypton (s. Anhang,
Tabelle 6-1) zeigte, dass in den CA keine freien Kohlenhydrate vorkommen, die den
Effekt durch eine Katabolitrepression erklaren konnten. Dafiir kommen in CA im
Vergleich zu den anderen Casein-Hydrolysaten allerdings vermehrt Asche (u.a.
NaxCOs3, NaHCO3), NaCl, freies Alanin, Glutamat und Prolin vor. Ein Einfluss der

drei genannten Aminosduren konnte durch den Einsatz des AS-Mix bereits
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ausgeschlossen werden. Der Einfluss von NaCl und Asche (Na2COs) wurde ebenfalls
getestet, ein Effekt konnte jedoch nicht beobachtet werden. Der pH-Wert blieb bei

diesen Versuchen konstant.

Uberraschenderweise zeigten die vitaminreduzierten CAVF im Gegensatz zu CA
keinen Effekt. Ob diese Vitaminreduktion den Effekt aufhebt bzw. ob umgekehrt
eine Vitaminzugabe zu einer Wirkung wie mit CA fiihren konnte, sollte daher
geklart werden. Das Analysezertifikat des Herstellers gab Aufschluss, welche
Vitamine in den CAVF reduziert wurden. Anhand dessen wurde nach einer Vitamin-
16sung mit diesen Vitaminen gesucht, und die ,Kao & Michayluk Vitaminldsung
(KMVL)” gefunden. Um zundchst herauszufinden, wie viel KMVL ungefdahr
zugegeben werden muss, wurde dessen Zusammensetzung mit den fiir die CAVF

angegebenen Grenzwerten verglichen (Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10: Analyse der Vitaminzusammensetzung der Kao & Michayluk
Vitaminlosung (KMVL) im Vergleich zu den Grenzwertangaben fiir die CAVF.

Komponente KMVL CAVF
100x max.
ngg' ngg!
Biotin 10 0.36
Calciumpantothenat 1000 48
Folsaure 400 3.96
Nicotinamid 1000 204
Riboflavin 200 120
Thiamin 1000 120
Vitamin Bi; 20 0.24

Da Pyridoxal-5"-phosphat (PLP), die aktive Form des Pyridoxins (Vitamin Bg) als
Coenzym in Transaminasen eine Rolle spielt (Yoshimura et al., 1996) und nicht in der
KMVL vorhanden ist, sollte auch dieses Vitamin getestet werden. PLP sowie KMVL
wurden daraufhin zusammen mit CAVF getestet. Doch weder die Vitaminlosung

noch PLP zeigten einen mit CA vergleichbaren Effekt (Abbildung 3-30).
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Abbildung 3-30: Einfluss der Kao & Michayluk 100x Vitamin Solution (KMVS) und Pyridoxal-5-
phosphat (PLP) auf die Expression von eGFP in B. subtilis TQ356 pMW168.1 in VK2-Medium. Die
spezifische Fluoreszenz (100 pl Kultur mit 0,3 ODgg) wurde in drei unabhédngigen Experimenten nach
jeweils 24 h gemessen und die Mittelwerte bestimmt. Die Standardabweichung betrug weniger als
10%. Die Normierung der Werte orientiert sich am Mittelwert der Fluoreszenz nach 24 h in VK2-

Medium mit SEL [-].

3.6.4 Einfluss der Transkriptionsfaktoren CodY und TnrA

Da CodY aufler durch GTP auch durch die Bindung der verzweigtkettigen Amino-
sauren (BCAAs) wie Valin, Leucin und Isoleucin aktiviert wird (Shivers und
Sonenshein, 2004), und diese drei Aminosauren auch in den CAs vorkommen,
konnte CodY fiir den CA-Effekt verantwortlich sein. Zusammen mit GInR spielt auch
der Transkriptionsfaktor TnrA eine entscheidende Rolle bei der globalen Regulation
des Stickstoffhaushalts in B. subtilis (Wray, Jr. et al., 1996) und konnte damit ebenfalls
zum CA-Effekt beitragen. Ein Alignment der Konsensus-Bindestellen dieser beiden
Regulatoren mit den Promotorregionen von Puanp bzw. Pumanr zeigte allerdings keine
Ubereinstimmungen. Um herauszufinden, welchen Einfluss eine Inaktivierung
dieser beiden Regulatoren auf den CA-Effekt haben konnte, wurden zunachst die

Gene codY bzw. tnrA im Genom von B. subtilis deletiert.
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Fiir die Deletion von tnrA wurden zundchst jeweils ca. 1kb der flankierenden
Regionen per PCR amplifiziert (s7243/s7244 bzw. s7245/s7246) und f{iber eine
3-Fragment-Ligation in den temperatursensitiven Integrationsvektor pMW521.1
gebracht (pMW?745.5). Mithilfe von pMW745.5 wurde tnrA in B. subtilis 3NA
deletiert. Anschliefend wurde durch Transformation dieses Stamms mit dem
Integrationsvektor pSUNB356.7 manP durch das Erythromycinresistenzgen ermC
ersetzt und der Stamm MWZ 16 (spo0A3 AmanP::ermC AtnrA) erhalten. Die Deletion
von tnrA wurde iiber PCR tiberpriift (s7243/s7246).

Als nichstes wurde codY im Genom von B. subtilis 3NA deletiert. Da mithilfe des
Systems mit dem temperatursensitiven Vektor pMWb521.1 keine richtigen Klone
erhalten werden konnten, wurde das mrpS/loxP-System verwendet (Warth und
Altenbuchner, 2013): Dazu wurden zunédchst die flankierenden Regionen von codY
tiber PCR amplifiziert (s7599/s7515 bzw. s7600/s7517). Als Zielvektor wurde
pMW513.3 gewihlt, ein pIC20HE-Derivat mit Erythromycinresistenzgen flankiert
von mrpS/loxP Erkennungssequenzen. Dieser Vektor wurde urspriinglich fiir die
Deletion der Biosynthesegene fiir das 3,3'-Neotrehalosadiamin-Antibiotikum
(ntdABC-glcP) von B. subtilis konstruiert. Erst wurde die stromabwdérts gelegene
Region von codY in pMWb513.3 gebracht (pMWS828.2), und anschlieffend die
stromaufwarts gelegene Region in pMW828.2 (pMW830.6). Fiir die Gegenselektion
wurde mit aad9 ein Spectinomycin-Resistenzgen in pMW830.6 gebracht (pMW831.1;
Plasmidkarte s. Anhang). Durch Transformation von B. subtilis 3NA mit pMW831.1
wurde codY durch ein Erythromycinresistenzgen ersetzt. Dieser Stamm wurde
anschliefend mit dem instabilen Expressionsvektor pJOE6732.1 transformiert, der
das Gen fiir die P1-Cre-Rekombinase tragt (Plasmidkarte s. Anhang). Durch die
gebildete Rekombinase wurde das Erythromycinresistenzgen unter Zuriicklassen
einer hybriden mroxP Sequenz wieder aus dem Genom entfernt. Aufgrund seiner
hohen Instabilitdt ging pJOE6732.1 wieder verloren. Durch Deletion von manP
mithilfe des Integrationsvektors pSUN356.7 wurde der Stamm MWZ 34 (spo0A3
AmanP::ermC AcodY) erhalten. Die Deletion von codY wurde tiber PCR bestétigt
(s7599/s7517).
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Die B. subtilis Stamme MWZ 16, MWZ 34 sowie TQ356 als Kontrolle wurden mit dem
eGFP-Expressionsvektor pMW168.1 transformiert. Die Transformanten wurden in
VK2-Medium ohne SEL angezogen und anschlieffend in VK2-Medium mit SEL
tiberimpft. Zur Kontrolle wurde VK2-Medium mit SEL und CA verwendet. Nach
16 h Inkubation bei 37 °C (Schiittler, 200 rpm) wurde die spezifische Fluoreszenz
gemessen (Abbildung 3-31). Die ODeoo lag bei allen Kulturen zwischen 1,5 und 2,0.
Waihrend die tnrA Deletion keinen Einfluss hatte, bewirkte die Deletion von codY im
Vergleich zum Referenzstamm eine etwas geringere Expression in VK2 ohne CA. Mit
CA war die eGFP-Expression allerdings starker ausgepragt. Die codY Deletion scheint
demnach den CA-Effekt umzukehren.
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Abbildung 3-31: Einfluss der Deletion von tnrA (B. subtilis MWZ 16 pMW168.1) und codY (B.
subtilis MWZ 34 pMW168.1) auf die Fluoreszenz in VK2-Medium. Als Kontrolle wurde B. subtilis
TQ356 pMW168.1 (spo0A3 AmanP::ermC) verwendet. Die spezifische Fluoreszenz (100 pl Kultur mit 0,3
ODggo) wurde in drei unabhingigen Experimenten nach jeweils 16 h gemessen und die Mittelwerte
bestimmt. Die Standardabweichung betrug weniger als 10%. Die Normierung der Werte orientiert

sich am Mittelwert der Fluoreszenz nach 16 h in VK2-Medium mit B. subtilis TQ356 pMW168.1.

Um herauszufinden, ob CodY trotz fehlender Konsensussequenz an die Puanp- bzw.
Pmanr-Promotorregionen bindet, wurde codY iiber PCR amplifiziert (s8454/s8455)
und durch Klonierung in pSUN390.1 mit einem C-terminalen Hise-Affinitatstag
versehen (pMW1037.2; s. Anhang). Die Uberexpression erfolgte in E. coli JM109.
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CodY-Hiss wurde aufgereinigt (ca. 95% Reinheit) und in Gelmobilityshift Assays
eingesetzt (Abbildung 3-32). Um die Aktivitdt von CodY zu gewihrleisten wurden
zusatzlich die Cofaktoren GTP, Isoleucin und Valin (je 1 mM) zugegeben (Joseph et
al., 2005). Als Negativkontrolle diente ein Puer-Fragment aus Streptomyces lividans
1326 (Rother et al., 1999), als Positivkontrolle ein Pipp-Fragment (Cy5-s8822/s8824)
aus B. subtilis 3SNA, welches eine CodY-Bindestelle tragt (Molle et al., 2003).
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Abbildung 3-32: Wechselwirkung von CodY mit Py,.ur bzw. Pyanp. Gelmobilityshift Assay mit jeweils
5 nM Cy5-markierten DNA-Fragmenten, gereinigtem CodY-His¢ in angegebener Konzentration und
jeweils 1 mM GTP, Isoleucin und Valin. Spurbelegung: 1-2, Negativkontrolle (P..r-Fragment aus S.
lividans 1326); 3-6 Positivkontrolle (Pi.3-Fragment aus B. subtilis 3NA, [*] Spur 6 ohne GTP, Isoleucin
und Valin); 7-8, Puuur-Fragment aus B. subtilis 3NA; 9-10, Pi.s-Fragment aus B. subtilis 3NA.

Bei der Positivkontrolle (Piws; Spur 3-6) wurde nach Zugabe von CodY-Hiss eine
Anderung der Wanderungsgeschwindigkeit beobachtet. Die Negativkontrolle (Pperg;
Spur 1-2) sowie die Fragmente mit Puar (Spur 7-8) bzw. Puawmp (Spur 9-10) zeigten
dies nicht. Interessanterweise fiihrte das Weglassen der Cofaktoren zu keiner
signifikanten Anderung im Wanderungsverhalten. Mdglicherweise wurde CodY
bereits bei der Produktion in E. coli in einen aktiven Zustand versetzt und in eben

diesem auch aufgereinigt.
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3.7 Hefeextrakt als giinstige Induktoralternative?

Da Mannose mit einem derzeitigen Marktwert von ca. 1 € pro Gramm als relativ
teurer Induktor angesehen werden kann, wurde nach kostengiinstigeren Alterna-
tiven gesucht. Beispielsweise sind Hefen fiir ihren hohen Anteil an D-Mannose
bekannt. Bei der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae macht D-Mannose bis zu 16 %
des Zelltrockengewichts aus (Falcone und Nickerson, 1956). Neben mannosylierten
Proteinen und Mannan kommt in Hefen auch das in der Zellwand befindliche
Polysaccharid Glucomannan (GM) vor (Kessler und Nickerson, 1959), welches aus
f1,4-verkniipften D-Mannose und D-Glucose Monomeren aufgebaut ist (Alonso-
Sande et al., 2009; Maeda et al., 1980). Der im LB-Medium verwendete Hefeextrakt
(BD Bacto™ Yeast Extract) weist einen Kohlenhydratanteil von 163,3 mg g auf und
wird nach Angaben des Herstellers aus S. cerevisiaze gewonnen: Beim Herstellungs-
prozess werden die Hefezellen schonend autolysiert, um die B-Vitamine zu erhalten.
Die wasserlosliche Fraktion wird ultrafiltriert und ergibt das Endprodukt. Dabei
werden die unloslichen Komponenten inklusive der Zellwandbestandteile zum
grofiten Teil abgetrennt; nur ca. 1% der unldslichen Fraktion gelangt als Kontamina-

tion in die 16sliche Fraktion (Otero et al., 1996).

3.7.1 Hefeextrakt zeigt nur schwach induzierende Wirkung

Um zu zeigen, ob und welchen Einfluss Hefeextrakt auf die Genexpression
ausgehend von Puarp besitzt, wurde Bactotrypton-Medium (BT-Medium) verwendet,
welches LB ohne Hefeextrakt entspricht. In diesem Medium wurde B. subtilis 3NA
pMW168.1 angezogen und nach 2 h Wachstum bei 37°C mit 0,5% (w/v) D-Mannose
bzw. 0,5% (w/v) Hefeextrakt - entsprechend der Menge in LB-Medium - induziert
und weiter bei 37°C inkubiert. Nach 2, 4, 6 und 24h wurde die spezifische
Fluoreszenz bestimmt (Abbildung 3-33A).
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Abbildung 3-33: Einfluss des Hefeextrakts auf die Expression von eGFP mit (A) B. subtilis 3NA
pPMW168.1 (Puunp-eGFP) und (B) B. subtilis MW437 pMW168.1 in BT-Medium. Die spezifische
Fluoreszenz (100 pl Kultur mit 0,3 ODeg) wurde nach 2, 4, 6 und 24 h bestimmt. Die Grafik zeigt die

Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten und die Standardabweichung als Fehlerbalken.

Mit Mannose konnte bereits nach 4h Induktion eine deutliche Fluoreszenz
beobachtet werden. Im Vergleich wurde nach der gleichen Zeit mit Hefeextrakt nur
etwa 10% der Fluoreszenzaktivitit erreicht. Diese stieg mit Mannose weiter an, mit
Hefeextrakt nahm sie hingegen stetig wieder ab. Die spezifische Wachstumsrate pimax
in BT-Medium wurde durch Zugabe des Hefeextrakts um ca. 30% gesteigert. Der
pH-Wert blieb wahrend der Versuchsreihe konstant bei etwa 7,0.

3.7.2 Inaktivierung der Mannanase GmuG

Die schwach induzierende Wirkung des Hefeextrakts lasst sich entweder auf freie
oder gebundene Mannose-Molekiile zuriickfithren. Wie bereits erwdahnt, konnen
beim Herstellungsprozess auch Spuren von Glucomannan (GM) in den Hefeextrakt
gelangen. Die fiir den Abbau von GM notwendigen Proteine sind im gmuBACDREFG
Operon codiert (Kunst et al., 1997; Sadaie et al., 2008). Tabelle 3-11 gibt eine Ubersicht

der einzelnen Gene des gmu Operons und der jeweils codierten Proteine.
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Tabelle 3-11: Ubersicht der Gene des gmu Operons in B. subtilis.

Accession # Name Lange (bp) Koordinaten Beschreibung

BSU05810 gmuB 312 626622..626933 Oligo-a-mannosid PTS EIIB

BSU05820 gmuA 333 626933..627265 Oligo-a-mannosid PTS EIIA

BSU05830 gmuC 1329 627284..628612 Oligo-a-mannosid PTS EIIC

BSU05840 gmuD 1398 628630..630027 Mannosid-phospho-/#-D-Glucosidase
BSU05850 gmuR 714 630170..630883 Transkriptionsregulator (GntR Familie)
BSU05860 gmuE 900 630912..631811 mutmafliche Carbohydrat-Kinase
BSU05870 gmuF 948 631808..632755 Phosphohexomutase (Cupin-Familie)
BSU05880 gmuG 1089 632774..633862 exportierte endo-1,4-f-Mannanase

Da die exportierte Mannanase GmuG beim Abbau von GM und Mannobiose (Man-/
1,4-Man) eine wesentliche Rolle spielt (Sadaie et al., 2008), konnte dieses Enzym
neben GM auch mannosylierte Seitenketten der Hefeproteine als Substrat erkennen.
Demzufolge miisste sich der Einfluss des Hefeextrakts auf die Expression des man
Operons durch die Deletion von gmuG verandern, sofern Spuren von GM oder
mannosylierten Peptiden im Hefeextrakt vorhanden sind. Um die letzten vier Gene
des gmu Operons (gmuREFG) markerlos zu deletieren, wurden jeweils ca. 1 kb der
flankierenden Regionen iiber PCR amplifiziert (s5996/s5997 bzw. s5998/s5999) und
tiber 3-Fragment-Ligation in den temperatursensitiven Vektor pMW521.1 gebracht.
B. subtilis 3NA wurde mit dem resultierenden Integrationsvektor pMW437.1
transformiert und nach weiteren Schritten die gewiinschten Gene deletiert. Der
entstandene Stamm MW437 wurde daraufhin mit pMW168.1 transformiert. Jeweils
drei der Transformanten wurden einem Wachstumstest in BT-Medium unterzogen
und mit 0,5% (w/v) D-Mannose bzw. 0,5% (w/v) Hefeextrakt induziert. Die spezi-
fische Fluoreszenz wurde nach 2, 4, 6 und 24 h gemessen und miteinander verglichen
(s. Kapitel 3.7.1; Abbildung 3-33B). Die spezifische Wachstumsrate pimax wurde durch
den Hefeextrakt um ca. 20 % gesteigert, wahrend der pH-Wert bei etwa 7,0 konstant
blieb. B. subtilis MW437 pMW168.1 zeigte im Vergleich zu B. subtilis SNA pMW168.1
bei Induktion mit Mannose jedoch kaum Unterschiede im Expressionsverhalten.
Hingegen nahm mit Hefeextrakt das Expressionsniveau mit fortschreitender

Inkubationsdauer etwas starker ab als bei B. subtilis SNA pMW168.1.
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4 Diskussion

Charakterisierung von ManR - Regulation und DNA-Bindeeigenschaften

Der Transkriptionsaktivator ManR von B. subtilis reguliert die Expression der Gene
des Mannose-Operons manPA-yjdF und seines eigenen Gens manR (Sun und
Altenbuchner, 2010). Fiir die Charakterisierung wurde manR sowohl in B. subtilis als
auch in E. coli tiberexprimiert. Zwar konnte ManR in B. subtilis als aktives Protein
gewonnen werden, eine Aufreinigung war jedoch nicht moglich. Western Blots
zeigten, dass die am C-Terminus von ManR verwendeten Affinitatstags in B. subtilis
degradiert werden. Eine Aufreinigung von ManR war somit nur nach Produktion in
E. coli moglich. ManR konnte allerdings nur in geringer Konzentration (ca. 0,15 g 1)
gewonnen und nicht weiter aufkonzentriert werden. Dies deutet darauf hin, dass
ManR bei hoherer Konzentration aggregiert. Tatsdchlich wurden nach Induktion der
manR Expression in E. coli und auch in B. subtilis hohe Anteile der produzierten

ManR-Molekiile in der unldslichen Fraktion gefunden.

Wie fiir viele andere PRD-haltige Regulatoren gezeigt werden konnte, wird deren
Aktivitat durch spezifische Phosphorylierung bestimmter konservierter Aminosaure-
reste iiber HPr bzw. den jeweiligen PTS-Transporter (EII) reguliert (Deutscher et al.,
2006). Da auch ManR diese konservierten Aminosaurereste besitzt, wurde aufgrund
der hohen Analogie zu MtIR aus G. stearothermophilus und B. subtilis (Henstra et al.,
2000; Heravi et al., 2011; Joyet et al., 2010) vermutet, dass die Aktivitit von ManR
ebenfalls durch Phosphorylierung reguliert wird. Tatsédchlich ist bei Verwendung
von Puar und Puanp eine Induktion mit Mannose nicht moglich, wenn der Stamm
eine HPr-His15Ala Mutation trdgt, die eine Phosphorylierung der PRD2 und damit
eine Aktivierung von ManR verhindert (Sun und Altenbuchner, 2010). Da aber auch
E. coli tiber ein PTS mit EI und HPr verfiigt, konnte man annehmen, dass ManR auch
in E. coli phosphoryliert und aktiviert werden kann. In E. coli produziertes ManR
zeigte jedoch nur eine sehr geringe Aktivitit, da im Gelmobilityshift Assay jedoch
nur ein geringer Teil der DNA eine langsamere Wanderungsgeschwindigkeit zeigte.

Deshalb ist davon auszugehen, dass das HPr aus E. coli das heterologe ManR nur
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unzureichend phosphoryliert, und damit hauptsdchlich nur inaktives Protein

produziert wird.
Prinzipiell reagiert das Mannose-Expressionssystem auf drei Situationen:
(i) Ohne Mannose als Kohlenstoffquelle zeigt sich eine Basalexpression.
(i) Mit Mannose wird die Expression ausgehend von Ppanr und Pumanp induziert.

(iif) Mit Mannose und der bevorzugten Kohlenstoffquelle Glucose findet eine

Katabolitrepression statt.

Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Daten kann das in Abbildung 4-1 gezeigte

Modell fiir die Regulation der ManR-Aktivitat postuliert werden.
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Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des B. subtilis Mannose-spezifischen PTS und das
vorgeschlagene Regulationsmodell der ManR-Aktivierung iiber Phosphorylierung (verindert nach
Wenzel und Altenbuchner, 2013). In Abwesenheit von Glucose stimuliert HPr-His-15~P die Aktivitat
von ManR durch Phosphorylierung der PRD2. In Anwesenheit von Glucose phosphoryliert HPr-His-
15~P EIICk (nicht gezeigt), die PRD2 wird durch HPr dephosphoryliert und ManR inaktiviert. Eine
Phosphorylierung der PRD1 scheint nicht essentiell fiir die ManR-Aktivitdt zu sein, kann aber nicht
ausgeschlossen werden. In Anwesenheit von Mannose sind EIIBBe! und EIIAFrv dephosphoryliert, die
PRD2 phosphoryliert und ManR in einem aktiven Zustand. Ist keine Mannose vorhanden, werden
EIIBBe! und EIIAFv durch EIIMa» phosphoryliert und ManR damit inaktiviert. Cys-415 wird entweder
intermolekular durch EIIAMan~P oder intramolekular von His-570~P phosphoryliert.
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Fiir die Aktivierung von ManR durch Phosphorylgruppentibertragung von PEP, EI
und HPr scheinen die konservierten Histidine der PRD2 zwingend erforderlich zu
sein, da deren Austausch zu Alanin zu einem vollstindigen Verlust der DNA-
Bindeeigenschaften von ManR fiihrt. Mutationen in der PRD1 haben keinen so
deutlichen Effekt. His-570 in der EIIAfru-Doméne von ManR wurde als Hauptziel der
negativen Regulation durch Phosphorylierung tiber EIIBMan identifiziert. Die
dquivalenten His-598 von G. stearothermophilus MtIR und His-599 von B. subtilis MtIR
wurden ebenfalls als Ziel der Phosphorylierung durch die entsprechenden PTS-
Transporter (EIIMY) identifiziert (Henstra et al., 2000; Joyet et al., 2010). In B. subtilis
spielt neben His-599 das Cys-419 eine ebenso wichtige Rolle bei der negativen
Regulation von MtIR (Joyet et al., 2010). Wahrend die MtIR-Cys419Ala-Mutation zu
einer vollstdndig konstitutiven Expression fiihrt, wurde mit der dquivalenten ManR-
Cys415Ala-Mutante nur eine erhohte Basalaktivitat festgestellt. Im Vergleich zeigt
die His570Ala-Mutation in ManR einen viel stdarkeren Effekt als die Cys415Ala-
Mutation. Nur mit der Cys415Ala/His570Ala-Doppelmutante konnte eine voll-
standige Konstitutivitit beobachtet werden. Anscheinend sind beide Aminosduren
bei der negativen Regulation durch EIIMan wichtig, wobei His-570 die wichtigere
Rolle spielt. Da die ManR-His570Ala-Mutante aufSerdem nicht durch EIIAMan bzw.
EIIBMan inaktiviert werden konnte, ist es naheliegend, dass die Phosphorylierung von
Cys-415 nicht ausreichend ist, um die DNA-Bindeeigenschaften von ManR zu
reduzieren. Nimmt man allerdings an, dass die Phosphorylgruppentibertragung auf
Cys-415 ausschliefslich von His-570 aus erfolgt, so kann in der His570Ala-Mutante
der Einfluss von Cys-415 auf die Aktivitit von ManR nicht beurteilt werden.
Weiterhin muss man in Betracht ziehen, dass die Cys415Ala/His570Ala-Doppel-
mutation mit einem starken Verlust der Gesamtaktivitdt einherging und damit zu

Fehlinterpretationen fiihren kann.

Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei MtIR von B. subtilis, die zeigten, dass der
Regulator nur durch zusatzliche Bindung an den PTS-Transporter aktiviert werden
kann (Bouraoui et al., 2013), ist EIIMar nicht fiir die Aktivierung von ManR
notwendig. Die Inaktivierung des Gens fiir den PTS-Transporter (manP) fiithrt zu

einer konstitutiven Expression (Sun und Altenbuchner, 2010). Auch die Deletion der
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ElIAFru-Domédne von ManR fiihrt zu einem vollstandig konstitutiven Verhalten, da
ManR nicht mehr durch Phosphorylierung durch den PTS-Transporter inaktiviert
werden kann. Allerdings geht auch diese Mutation mit einem hohen Verlust der
Gesamtaktivitdt einher. Die gemeinsame Deletion der EIIB- und EIIA-dhnlichen
Doménen von ManR fiithrte zu einem Totalverlust der Aktivitait von ManR, da in

dieser Form vermutlich keine Dimerisierung mehr stattfinden kann.

Einziger Schwachpunkt des vorgeschlagenen Modells ist der Austausch der
konservierten Histidine in den PRDs durch Alanin, der stets mit einem mehr oder
weniger starken Verlust der B-Galaktosidase-Aktivitdt als Reporter einhergeht. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass dies durch eine fehlerhafte Faltung von
ManR hervorgerufen wird. Im Gegensatz zu MtIR von B. subtilis (Joyet et al., 2010)
hat eine Phosphomimikry durch den Austausch der konservierten Aminosaurereste
durch Aspartat in ManR nicht funktioniert, da die Ergebnisse der Asp-Mutanten
denen der Ala-Mutanten stark dhneln. Wie auch bei anderen PRD-haltigen
Regulatoren von B. subtilis (Charrier et al., 1997; Joyet et al., 2010; Tortosa et al., 2001)
konnten keine dauerhaft aktiven ManR Molekiile gewonnen werden, um das
Regulationsmodell weiter zu untermauern. Des Weiteren kénnen in vivo zwei
isomere Formen von Phosphohistidin (pHis) auftreten, ndmlich n(pros)-pHis und
1(tele)-pHis (Attwood et al., 2007). Da nicht bekannt ist, welche dieser Formen fiir die
Aktivitdit von ManR verantwortlich ist, kann dadurch eine Phosphomimikry durch
Aspartat oder Glutamat erschwert werden. Da n-pHis unter schwach basischen
Bedingungen zu t-pHis isomerisieren kann (Hultquist, 1968), konnte dessen
Auftreten in vivo aber auch nur ein Artefakt aufgrund der Proteinisolations- und

Aufreinigungsprozesse sein.

Interessant wire in diesem Zusammenhang der Nachweis jedes einzelnen Phospho-
rylierungsereignisses von ManR. Allerdings ist die Phosphoramidat-dhnliche
Bindung von pHis sehr energiereich und besonders unter sauren Bedingungen sehr
instabil (Wei und Matthews, 1991). Damit verursachen bereits standardmaflige, unter
sauren Bedingungen ablaufende Arbeitsabldufe in der Proteomanalyse ziemliche
Probleme, wie z.B. die Proteinfdllung durch Trichloressigsdure. Auch wahrend der

Ionisation bei massenspektrometrischen Analysen verliert pHis sehr leicht seine

132



DISKUSSION

Phosphorylgruppe. Viele Ansdtze wurden unternommen, um diesen Problemen
beizukommen. Die zu untersuchenden Proteine wurden dabei jedoch meist in vitro
phosphoryliert, wodurch es wiederum zu unspezifischen Phosphorylierungen
kommen kann und somit den tatsdchlichen Phosphorylierungsgrad in vivo nicht

unbedingt wiedergibt (Kee und Muir, 2012).

Die Bindestellen von ManR (Operatoren) in den beiden Promotorregionen Punr und
Pmanp wurden durch Sequenzanalysen und DNase I Footprinting Experimente identi-
fiziert. Sie liberlappen mit den jeweiligen -35-Regionen. Diese Lage spricht fiir einen
Aktivierungsmechanismus der Klasse II, d.h. ManR rekrutiert wahrscheinlich die
RNA-Polymerase durch Interaktion mit der ¢ Untereinheit. Die Bindung von ManR
an die Operatoren von Pumr und Puanp fiithrte jedoch zu einem unterschiedlichen
Schutz der beiden Strange vor dem DNase I Abbau. Wahrend ManR auf beiden
Strangen der Puunp-Region und auf dem nicht-codierenden Strang der Punr-Region
eine Sequenz von etwa 50 bp Lange vor dem DNase I Abbau schiitzt, wurde nur die
linke Halfte der entsprechenden Region auf dem codierenden Strang der Puunr-
Region vor dem Abbau geschiitzt. Da die Halbwertszeiten der ManR-DNA-
Komplexe fiir die beiden Regionen jedoch dhnlich hoch sind, ist dieses Verhalten
unerwartet. Geht man davon aus, dass ManR wie z.B. LicT als Dimer an die
Operatoren bindet (Declerck et al., 2001; Graille et al., 2005), konnten die beiden
Monomere aufgrund der vorhandenen Sequenzunterschiede ungleiche Affinitdten
fiir die jeweilige Halfte der Operatoren besitzen. Solch ein Verhalten wurde
beispielsweise fiir den Transkriptionsregulator CsdR von Pseudoalteromonas piscicida
beobachtet (Miyamoto et al., 2007). Unterschiedliche Affinititen zu Operatorhalften
bzw. asymmetrische Bindungen sind bei multimeren Regulatoren nicht
ungewohnlich, so ist dies z.B. beim tetrameren CggR Repressor von B. subtilis
(Zorrilla et al., 2007) oder beim tetrameren Lacl Repressor von E. coli zu beobachten
(Kalodimos et al., 2002). Des Weiteren besitzen beide Striange der von ManR
geschiitzten DNA-Regionen exponierte Bereiche, die bevorzugt von der DNase I
geschnitten werden (hypersensitive Stellen). Diese deuten auf eine Biegung der DNA

in diesem Bereich durch die Bindung von ManR hin. Moglicherweise wird die rechte
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Halfte des Operators in der Puunr-Region verstiarkt exponiert und damit vollstandig

zum Substrat fiir die DNase 1.

Um den oligomeren Zustand von aktivem ManR nachzuweisen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit verschiedene Ansitze verfolgt, die aufgrund des mangelnden Erfolgs
nicht gezeigt wurden. Das ManR-Monomer hat ein Molekulargewicht von ca. 75 kDa
und einen pl von etwa 8,15. Um das native Molekulargewicht und damit den
oligomeren Zustand dieses basischen Proteins nachzuweisen, wurden besondere
Elektrophoresetechniken, wie z.B. die diskontinuierliche native Gelelektrophorese
(Niepmann und Zheng, 2006) oder die Gelfiltration eingesetzt. Fiir die Analyse
konnte allerdings nur das Proteingemisch aus ManR, EI und HPr eingesetzt werden,
da angenommen wurde, dass ManR nur in seinem aktiven Zustand Dimere bildet.
Aufgrund der nur geringen Konzentration an ManR und der Tatsache, dass EI (ca.
63 kDa) Dimere bildet (Zhu et al., 1999) und im nativen Gel damit auf etwa gleicher
Hohe laufen kdonnte wie mogliche ManR-Dimere, wurden keine klaren Ergebnisse
erhalten, um eine definitive Aussage iiber das native Molekulargewicht treffen zu
konnen. In den meisten Féllen trat ManR erst gar nicht in die Gelmatrix ein, und
deutet auf eine Aggregation von ManR unter den gewahlten Bedingungen hin. Eine
kovalente Verkniipfung moglicher ManR-Dimere durch den Einsatz von DTSSP
(3,3"-Dithiobis[sulfosuccinimidylpropionat]) oder Glutaraldehyd fiihrte selbst bei
niedriger Dosierung der Crosslinker zu unl6slichen, hochmolekularen Agglome-

raten.

Dagegen konnten die DNA-Bindeeigenschaften von ManR nédher charakterisiert
werden. Fiir die Aktivierung von ManR wurden die Bedingungen so gewahlt, dass
durch den molaren Uberschuss an PEP, EI und HPr alle ManR-Molekiile
phosphoryliert und damit aktiviert werden konnten. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass einige ManR-Molekiile nur partiell oder gar nicht
phosphoryliert wurden. Aus diesem Grund stellen die ermittelten Kp- und Kaiss-
Werte eher ein Minumum dar. Da der oligomere Zustand von ManR nicht bekannt
war, wurde bei der Berechnung aufierdem von ManR-Monomeren ausgegangen.
Wiirde ManR als Dimer binden, wiirden sich die Werte entsprechend halbieren. Bei

einer kooperativen Bindung zweier ManR-Monomere miissten fiir jedes einzelne die
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Werte separat ermittelt werden. Bisher wurden fiir keinen der anderen PRD-haltigen
Aktivatoren aus B. subtilis solche Werte definiert. Damit kann nur ein Vergleich mit
den PRD-haltigen Antiterminatoren SacY und LicT aus B. subtilis vorgenommen
werden, fiir welche die Kp-Werte auf 3 uM bzw. 10 nM bestimmt wurden (Declerck
et al., 1999; Declerck et al., 2002). Transkriptionsregulatoren anderer Klassen von B.
subtilis zeigen dhnliche Werte: So wurden Kp-Werte fiir TnrA und AlsR von 55 bzw.
33,5 nM in Bezug auf ihre jeweilige Operatorregion bestimmt (Fradrich et al., 2012;
Zalieckas et al., 2006). Die fiir ManR ermittelten Werte liegen ebenfalls in diesem

Bereich, womit ManR {iber keine aufiergewohnlichen Bindeeigenschaften verfiigt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ebenfalls das geringere Expressionsniveau ausge-
hend von dem vermeintlich starkeren Promotor Pumar geklart werden: Dieses ist im
Vergleich zur Expression mit dem Promotor Pua:p auf eine weniger bevorzugte 5’'-
UTR zuriickzufiihren. Dies ist physiologisch gesehen sinnvoll, da das Regulator-
protein nicht in so hohem Mafie gebildet werden muss, wie die Proteine fiir die
Aufnahme und den Abbau von Mannose. Dennoch ist das Verhéltnis der Expression
von Regulatorgen zu den Operongenen relativ hoch. Die hohe chromosomale
Expression von manR hat jedoch den Vorteil, dass selbst bei Verwendung von
Expressionsvektoren mit hoher Kopienzahl die chromosomale Kopie ausreicht, um
gentigend ManR-Molekiile fiir die Bindung an samtliche Operatoren der Vektoren zu

bilden.

Wiéhrend beim Mannitol System aus B. subtilis die Expression vom Promotor des
Regulatorgens um das 130-fache geringer ausfdllt als die Expression vom
Operonpromotor, fillt die Expression von Pumr im Vergleich zu Puap nur 4-fach
geringer aus (Heravi ef al., 2011; Sun und Altenbuchner, 2010). Der Grund fiir dieses
unterschiedliche Verhalten ist bisher ungeklart, konnte aber moglicherweise mit der
ungewdohnlichen Lage des Operators von MtIR zusammenhéngen: Beim mt/ Operon
tiberlappt der Operator zwar nicht mit der -35-Region, besitzt aber auch einen
kiirzeren Abstand zur Bindestelle der RNA-Polymerase als bei Promotoren der
Klasse I normal tiblich (Heravi et al., 2011). Der Aktivierungsmechanismus von MtIR
ist in diesem Fall also nicht eindeutig, und evtl. deshalb auch nicht so wirkungsvoll

wie der von ManR.
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Das selbstinduzierende Expressionssystem fiir die Hochzelldichtefermentation

Das Mannose-induzierbare Expressionssystem fiir B. subtilis konnte erfolgreich in der
Hochzelldichtefermentation fiir die Produktion des heterologen Reporterproteins
eGFP angewendet werden (Wenzel, 2009; Wenzel et al, 2011). Mit dem
Standardsystem, d.h. Induktion durch Mannose, wurden d@hnlich hohe Werte wie mit
einem vergleichbaren Xylose-induzierbaren System in B. megaterium erzielt, bei dem -
allerdings unter Verwendung von Antibiotika - eine Produktausbeute Yp,x von 3,7 %
erzielt wurde (Stammen et al., 2010). Der Nachteil des Standardsystems liegt jedoch
in der schnellen Umsetzung des Induktors Mannose, der in der Hierarchie nach
Glucose und Fructose, aber noch vor Sorbitol (Glucitol), zu den bevorzugten
Kohlenstoffquellen von B. subtilis gehort (Singh et al., 2008). Da der aktuelle Preis fiir
Mannose relativ hoch ist, ist das Standardsystem fiir eine industrielle Produktion
nicht wirtschaftlich genug, da selbst eine exponentielle Zufiitterung der Mannose
nicht ausreicht, um konstant hohe Produktionsraten zu gewahrleisten (Wenzel et al.,
2011). Aufgrund der Beobachtung, dass die Basalexpression von Genen unter
Kontrolle von Puap in LB-Medium etwas hoher ist als in BT-Medium, wurde das
Potential von Hefeextrakt, welcher den Unterschied zwischen den beiden Medien
ausmacht, als giinstigere Induktoralternative getestet. Die Ergebnisse zeigen jedoch,
dass nur duflerst geringe Mengen an induzierenden Komponenten vorhanden sind,
um hohe Expressionraten zu bekommen. Neben Glucomannan (f#1,4-Verkniipfung
von D-Mannose und D-Glucose) kommen in der Zellwand der Hefe S. cerevisiae auch
a-D-Mannane vor (Vinogradov et al., 1998), die aufgrund ihrer Verkniipfung (o-1,2
und &-1,3) vermutlich kein Substrat fiir die Mannanase GmuG sind und daher auch

nicht zur Induktion beitragen konnen.

Die durchgefiihrten Versuche zur Reduzierung des Mannose-Verbrauchs fiihrten
nicht zu dem gewdiinschten Erfolg. Die Inaktivierung der Mannose-6-phosphat-
Isomerase bzw. die Reduzierung der Expression von manA fiihrten zwar zu etwas
geringeren Mengen an benétigtem Induktor, gingen jedoch mit einer Wachstums-
inhibierung und morphologischen Veranderungen der Zellen einher. Letztere
konnen durch eine intrazelluldre Akkumulation von Mannose-6-phosphat und dem

damit hervorgerufenen osmotischen Stress erkldart werden. Durch die irreversible
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Bindung von Phosphat an Mannose kann ein Phosphatmangel auftreten, der
wiederum die Wachstumsinhibierung erklaren konnte. Im Gegensatz zu allosterisch
wirkenden Induktoren, wie IPTG, Rhamnose oder Arabinose, beruht der
Aktivierungsmechanismus von ManR durch Mannose aber nicht durch die Bindung
des Induktors an den Regulator, sondern auf Phosphorylgruppeniibertragungen, die
insbesondere bei der Aufnahme von Mannose durch das PTS ablaufen.
Uberraschenderweise zeigte der AmanA Stamm in Schiittelkolbenexperimenten eine
hohere Sensitivitit gegeniiber Mannose als in der Hochzelldichtefermentation.
Moglicherweise kommt es in dem phosphatgepufferten Fermentationsmedium im
Gegensatz zum ungepufferten LB-Medium nicht (so schnell) zu einem Phosphat-

mangel.

Nur wenige selbstinduzierende Expressionssysteme sind fiir B. subtilis entwickelt
worden, wie z.B. das pst Operon, der gsiB Promotor und der Lysin-Riboswitch
(Schumann, 2007). Diese wurden jedoch noch nicht in der Hochzelldichte-
fermentation erprobt. Weitere selbstinduzierende Systeme beruhen auf der
Verwendung von Promotoren, die wachstums- oder stressbedingt durch alternative
Sigmafaktoren aktiviert werden (Lee et al., 2010; Schumann, 2007). Fiir E. coli wurden
Systeme entwickelt, die auf einem diauxischen Wachstum der Zellen in Glucose- und
Lactose-haltigem Medium beruhen (Blommel et al., 2007; Studier, 2005; Urarte et al.,
2008). Ein anderes, bereits patentiertes System fiir E. coli basiert auf dem lux Regulon
von Vibrio fischeri und reagiert durch Quorum Sensing auf die aktuelle Zelldichte,
wodurch es erst bei hohen Zelldichten zur Induktion der Genexpression kommt

(Nocadello und Swennen, 2012).

Basierend auf den Erkenntnissen iiber die Regulation des Mannosestoffwechsels in B.
subtilis wurde ein selbstinduzierendes Expressionssystem entwickelt, welches keiner
Induktion durch Mannose mehr bedarf. Die physiologischen Bedingungen wéhrend
einer Fed-Batch-Fermentation und die Tatsache, dass ManR in einem AmanP Stamm
nicht mehr durch EIIMan inaktiviert werden kann (Sun und Altenbuchner, 2010),
stellen die Rahmenbedingungen fiir dieses effektive System her. Wahrend der Batch-
Phase, in welcher hohe Glucosekonzentrationen im Bioreaktor vorherrschen, findet

eine CCR durch Glucose statt, indem CcpA-HPr-Ser-46~P an die cre-Sequenz in der
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Pmanr-Promotorregion bindet und damit eine Expression ausgehend von Puar und
Pmanp verhindert. Zusétzlich dephosphoryliert HPr die PRD2 von ManR und
inaktiviert diesen dadurch. Tatsiachlich konnte wéahrend der gesamten Batch-Phase
keine Produktion von eGFP beobachtet werden. Sinkt die Glucose-Konzentration
unter einen bestimmten Level, findet keine CCR mehr statt und ManR wird gebildet.
Da EIIMan jnaktiviert wurde, wird das gebildete ManR selbst bei Abwesenheit von
Mannose nicht mehr durch Phosphorylierung seiner EIIBBs- und EIIAFr*-Doménen
inaktiviert, sondern durch die weiterhin stattfindende Phosphorylierung der PRD2
durch HPr-His-15~P aktiviert. Damit wird mit dem Ubergang in die Zufiitterungs-
phase, in der zwar Glucose zugefiittert wird, im Bioreaktor jedoch netto keine
Glucose vorliegt, die Expression von Genen gestartet, die unter der Kontrolle von

PmanR bZW. PmanP Stehen.

Bei der Anzucht der Vorkulturen konnte beobachtet werden, dass die Zugabe von
Spurenelementen und insbesondere Mn?*-Ionen zu schnellerem Zellwachstum und
hoherer eGFP Expression fithren. Das schnellere Wachstum bedeutet, dass auch
Glucose schneller verbraucht wird. Die Zellen fallen damit schneller in Glucose-
Limitation und haben vergleichsweise mehr Zeit, um eGFP zu produzieren. In erster
Linie nutzt B. subtilis Mn?* zwar zur Sporenbildung und -keimung (Charney et al.,
1951; Que und Helmann, 2000), im verwendeten Stamm ist durch eine Mutation im
spo0A Gen jedoch keine Sporulation moglich. Als Cofaktor zahlreicher Enzyme und
Proteine des Kohlenhydrat- und Aminosauremetabolismus kénnen Mn?*-Ionen aber
auch einen wachstumssteigernden Effekt besitzen (Jakubovics und Jenkinson, 2001),

der auch hier beobachtet werden konnte.

Bei der Anzucht der Vorkulturen wurde auflerdem festgestellt, dass durch Zugabe
von CA die eGFP Expression vermindert wurde. Die frithe Zugabe von CA kann
somit verhindern, dass die Zellen bereits in den Vorkulturen metabolischem Stress
ausgesetzt sind, und Mutationen begiinstigt werden. Dieser Effekt wurde
systematisch anhand der Analysedaten der CA des Herstellers untersucht, fiihrte
allerdings zu keiner verstindlichen Erkldrung des Effekts. Ein Einfluss des
Regulators CodY konnte zwar nachgewiesen werden, er bindet jedoch nicht an die

Prnanr- bzw. Pranp-Regionen selbst (Molle et al., 2003; diese Arbeit). Die chromosomale
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Deletion von codY resultierte neben einer Verschlechterung des Wachstums sogar im
umgekehrten Effekt, indem nach Zugabe der CA eine hohere Expression beobachtet

wurde. Interessant wéare demnach die Aufklarung, wie CodY beim CA-Effekt wirkt.

Die hohe Produktausbeute Yp,x von 14,6% blieb bis zum Ende der Fermentation
konstant, obwohl durch Plasmidinstabilitit eine starke Abnahme der plasmid-
tragenden Zellen festgestellt werden konnte. Plasmide wie das pUB110-Derivat
pMW168.1, die nach dem Rolling-Circle-Mechanismus replizieren, sind bekannt
dafiir, einer stukturellen und segregativen Instabilitit zu unterliegen (Bron et al.,
1988). Strukturelle Veranderungen in Form von Deletionen konnten bei pMW168.1
jedoch nicht nachgewiesen werden. Dafiir war die segregative Instabilitit von
pMW168.1 mit B. subtilis TQ356 (spo0A3 AmanP::ermC) sowohl in LB- als auch im
Fermentationsmedium sehr hoch. Dies kann durch die permanent hohe Expressions-
rate von eGFP erklart werden, die einen hohen metabolischen Stress fiir die Zellen
darstellt. Der Austausch des pUB110- gegen das pBS72-Replicon, welches zu einer
stabileren Replikation nach dem Theta-Mechanismus, aber auch zu einer deutlich
geringeren Kopienzahl (von ca. 50 auf 5 Kopien pro Zelle) fiihrt (Titok et al., 2003),
resultierte in einer signifikanten Verbesserung der segregativen Plasmidstabilitat.
Wihrend sich Plasmide mit hoher Kopienzahl durch Diffusion in der Zelle verteilen
und damit passiv an die Tochterzellen bei der Zellteilung weitergegeben werden,
benotigen Plasmide mit niedriger Kopienzahl spezialisierte Partitionssysteme, um
eine stabile und sichere Weitergabe an beide Tochterzellen zu gewahrleisten. Solche
Systeme, wie das ParA/ParB-System sind hédufig auf Plasmiden mit niedriger
Kopienzahl oder auf bakteriellen Chromosomen codiert (Bignell und Thomas, 2001).
Auch in B. subtilis sind mit Soj und SpoQJ, ParA- bzw. ParB-dhnliche Proteine
vorhanden, die aber in erster Linie fiir die Segregation des Chromosoms
verantwortlich sind (Lee und Grossman, 2006). Uber welches System pBS72-Derivate
auf die Tochterzellen verteilt werden, ist nicht bekannt. Aufgrund der niedrigen
Kopienzahl des pBS72-Derivats pMW483.1 wurden in der Hochzelldichtefermen-
tation mit B. subtilis TQ356 geringere Ausbeuten und Produktivitaten als mit dem
pUB110-Derivat pMW168.1 erzielt. Die Erhohung der Kopienzahl von pMW483.1

durch das Einbringen einer chromosomalen Kopie des Gens fiir das Replikations-
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initiationsprotein RepA unter Kontrolle von Puanp steigerte zwar die Ausbeute und
Produktivitat, das Niveau, welches mit dem pUB110-Derivat erzielt wurde, konnte
jedoch nicht erreicht werden. Dies ldsst darauf schliefSen, dass weniger als 50 Kopien
von pMW483.1 pro Zelle in diesem Stamm vorlagen. Da Puanp bereits ein relativ
starker Promotor ist, ist eine weitere Steigerung der repA Expression und damit der
Plasmidkopienzahl evtl. nur noch durch Verstirkung der episomalen repA

Expression zu erreichen.

Die Verwendung der Alanin-Racemase als metabolischer Selektionsmarker zur
Erhaltung der Plasmide wurde mehrfach beschrieben (Bron et al., 2002; Ferrari et al.,
1985; Nguyen et al., 2011; Tauch et al., 2002). Die Inaktivierung des alrA Gens,
welches fiir B. subtilis essentiell ist (Kobayashi et al., 2003), fithrt zur D-Alanin-
Auxotrophie (Ferrari et al., 1985), die auch in dieser Arbeit mit alrA- Stimmen
beobachtet wurde. Die Einfithrung von Plasmiden mit alrA unter Kontrolle seines
eigenen oder eines fremden Promotors stellt die D-Alanin-Prototrophie wieder her.
Durch diesen Selektionsdruck wurden sie in Schiittelkolbenexperimenten zu 100%
erhalten. Mit alrB (yncD) besitzt B. subtilis jedoch noch ein zweites Gen fiir eine
Alanin-Racemase, dessen Expression durch eine sporadisch auftretende Suppressor-
mutation aktiviert werden kann (Pierce et al., 2008). Um alrB zu aktivieren ist es nicht
zwangsldufig notwendig, dass die Mutation in der stromaufwérts von alrB gelegenen
Region auftritt. Die Mutation kann auch an anderer Stelle in der Regulationskaskade
auftreten (Pierce et al., 2008). Auch in E. coli konnte eine zweite Alanin-Racemase-
Aktivitat durch eine Suppressormutation im dadX Gen festgestellt werden (Wijsman,
1972). Dieses Gen codiert fiir ein Enzym, das fiir den Metabolismus von L-Alanin zu
Pyruvat und Ammonium iiber D-Alanin zustandig ist, und dessen Expression durch
L-Alanin induziert wird (Wild et al., 1985). Nicht alle Zellen des B. subtilis alrA-
Stamms behielten die Fahigkeit eGFP zu produzieren. Dies lag einerseits an der
strukturellen Instabilitit des pUB110-basierten Vektors pMW972.2, bei dem die
Pmanp-eGFP  Expressionskassette entweder teilweise oder ganz deletiert wurde.
Andererseits miissen chromosomale Mutationen aufgetreten sein, da z.T. auch
intakte Plasmide aus nicht-fluoreszierenden Klonen isoliert wurden. Das Vorhanden-

sein von Suppressormutationen wurde bestétigt, indem die nicht-fluoreszierenden
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Zellen fiir mehrere Generationen in Glucose-haltigem Medium (kein Selektions-
druck) angezogen wurden. Das anschlieffende Screening unter induzierenden
Bedingungen zeigte keine Reversion des Phanotyps. Eine mogliche Aktivierung von
alrB ist denkbar und wére durch die zusdtzliche Deletion von alrB in weiteren
Experimenten zu iiberpriifen. Im Gegensatz zu den durchgefiihrten Schiittelkolben-
experimenten verloren die B. subtilis alrA- Zellen in der Zufiitterungsphase der
Hochzelldichtefermentation sehr schnell den Vektor. Durch die alrA Mutation
kommt es bei B. subtilis generell sehr schnell zur Zelllyse, sobald kein D-Alanin mehr
zur Verfligung steht (Ferrari et al., 1985). Durch die zunehmenden Scherkréfte des
Riihrers konnte eine Zelllyse im Reaktor weiter begiinstigt werden. Dadurch wiirde
wiederum eine reichhaltige D-Alanin-Quelle in Form von zerstorten Zellwanden zur

Verfiigung gestellt werden, die den Selektionsdruck damit aufhebt.

Schlussfolgerung

Die profunden Erkenntnisse iiber den Transkriptionsaktivator ManR und die
Katabolitrepression durch CcpA bzgl. der Regulation des Mannose Operons von
B. subtilis (Sun und Altenbuchner, 2010; Wenzel und Altenbuchner, 2013) trugen
dazu bei, ein neuartiges, selbstinduzierendes Expressionssystem fiir die Produktion
heterologer Proteine in der Hochzelldichtefermentation zu entwickeln und auch zu
verstehen (Wenzel et al., 2011). Mit diesem System, welches bis zur technischen Reife
optimiert und schliefilich durch die Lonza Group AG (Visp, Schweiz) patentiert
wurdell, ist es moglich, hohe Ausbeuten und Produktivitdten bei Minimierung der
Betriebskosten zu erreichen. Die Verbesserung der Vektorstabilitdit ohne Ausbeute-
verluste stellt nach wie vor eine grofse Herausforderung dar und bedarf weiterer
Uberlegungen und Experimente. Zukiinftig gilt es zu zeigen, dass dieses System
auch mit der Sekretion von Proteinen gekoppelt werden kann, um auch die Produkt-

aufarbeitung zu erleichtern und damit weitere Prozesskosten zu sparen.

11 Tnternational Patent W02012/013710 / PCT/EP2011/062921
International Patent WO/2011/018377 / PCT/EP2010/061195
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6 Anhang

6.1 Annotierte Sequenz des man Operons von B. subtilis
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6.2 Analysedaten verschiedener Casein-Hydrolysate

Tabelle 6-1: Zusammensetzung der Casamino Acids (CA), Caseine Enzymatic Hydrolysate (CEH),

Casitone und Trypton laut Hersteller (BD Bionutrients™ Technical Manual).

Komponente CA CEH Casitone Trypton
Kohlenhydrate (mg g) 0,0 14 3,5 43
Asche (%) 18,3 10,0 6,4 6,6
NaCl (%) 12,1 0,0 0,0 0,0
Calcium (ng g 59,0 163,0 111,0 256,0
Eisen (ng g 1,3 2,8 23,5 23,0
Magnesium (ng g1 143,0 49,0 213,0 195,0
Kalium (ng g 4098,0 1091,0 3480,0 3257,0
Natrium (ng gl 88090,0 23923,0 34090,0 33910,0
Chlorid (%) 6,7 0,3 0,1 6,0
Sulfat (%) 0,6 0,1 04 0,3
Phosphat (%) 2,6 0,6 2,5 2,6
Alanin (% frei) 3,0 1,6 0,9 1,0
(% gesamt) 3,0 2,7 3,4 3,2
Arginin (% frei) 2,4 2,9 2,6 2,2
(% gesamt) 2,5 5,1 2,8 5,0
Asparagin (% frei) 0,0 1,6 0,5 0,6
Aspartat (% frei) 0,7 11 0,2 0,4
(% gesamt) 24 6,0 5,5 52
Cystin (% frei) 0,1 2,4 0,0 0,3
Glutamat (% frei) 15,1 3,6 0,9 14
(% gesamt) 15,9 16,8 16,0 15,1
Glutamin (% frei) 0,0 0,1 0,0 0,1
Glycin (% frei) 14 0,5 0,2 0,2
(% gesamt) 1,4 1,7 1,7 1,7
Histidin (% frei) 0,2 1,3 04 0,5
(% gesamt) 0,8 2,2 19 19
Isoleucin (% frei) 3,1 2,5 1,1 1,3
(% gesamt) 40 3,9 59 55
Leucin (% frei) 4,6 6,8 47 4.8
(% gesamt) 5,0 7,8 7.9 7,5
Lysin (% frei) 2,1 5,4 45 5,5
(% gesamt) 5,2 6,7 59 6,2
Methionin (% frei) 1,4 2,3 1,1 1,0
(% gesamt)* 14 2,7 2,2 2,1
Phenylalanin (% frei) 34 3,5 2,7 3,0
(% gesamt) 3,6 40 55 52
Prolin (% frei) 7,5 1,1 0,3 0,2
(% gesamt) 8,0 74 7,1 6,6
Serin (% frei) 0,4 1,7 0,8 0,7
(% gesamt)* 2,1 4,2 2,1 2,2
Threonin (% frei) 0,5 2,0 0,5 0,7
(% gesamt) 15 2,2 19 1,8
Tryptophan (% frei) 0,0 7,2 0,8 0,8
Tyrosin (% frei) 04 3,4 0,5 0,5
(% gesamt) 04 3,6 1,6 1,3
Valin (% frei) 4,7 3,1 1,3 1,7
(% gesamt) 5,6 5,5 6,3 59
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6.3 Plasmidkarten
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pMW927.1, pMW933.1, pMW934.1,
pMW969.2, pPMW976.1

pMW1037.2  codY

4326 bp

" BamHI

PrImP
manP
(EIIA) BamHI

Hf56
pMW987.6 rrmB
4188 bp

Pr; BstBI

cer PrImP

manR

pSUN246.l
6576 bp

strep
rrnB

BamHI

Derivate:

pMW996.2, pMW997.1, pMW998.1,
pMW999.1, pMW1000.1, pMW1001.4
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ANHANG

BglIl

BamHI repA Xbal

ter

pSUN290
9258 bps

| - Acc65]
S BamHI
co - Ndel
Bglll Kasl eHind][I
Derivate: Derivate:
pSUN380.1, pSUN381,1, pMW712.2 pPMW692.1, pMW720.1,

pMW711.2, pMW722 4
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