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Zusammenfassung

Zusammenfassung

B. subtilis 168 entfaltet wéhrend des Wachstums in Minimalmedium mit Glucose eine
natlrliche Féahigkeit zur Aufnahme von DNA (Kompetenz). Dies betrifft in einer Kultur
jedoch nur wenige Prozent der Zellen, da sich die Population in verschiedene Subpopu-
lationen differenziert. Die tbrigen Zellen zeichnen sich durch unterschiedliche Eigen-
schaften wie die Sporen-, Biofilmbildung oder die Sekretion von Enzymen aus. Daher
wurde der Stamm REG19 konstruiert. Dieser zeichnet sich darin aus, dass mehr Zellen
kompetent werden und zur Folge eine gesteigerte Transformationsrate vorliegt. REG19
unterscheidet sich vom B. subtilis 168 Wildtyp darin, dass er die fir die Kompetenz-
entwicklung essentiellen Gene comK und comS doppelt enthélt. Die zusétzlichen Gene
wurden in das Chromosom zusammen mit einem durch Mannitol induzierbaren Promo-
tor Pmya in einer Kompetenzkassette (Pmua comK-comS) eingefugt. Gleichzeitig wurde
ein neues Transformationsprotokoll entwickelt und optimiert. Die Vorteile dieses neuen
Systems bestehen darin, dass die Transformation in Vollmedium durchgefiihrt werden
kann. Dadurch konnte der Ablauf der Kompetenzbildung wesentlich verkirzt und eine
deutlich verbesserte Steigerung und Reproduzierbarkeit der Transformationsrate er-
reicht werden. Insbesondere ist aber damit eine Transformation von Stdmmen moglich,
die Mutationen in Genen wie abrB, degU oder spo0OA tragen und nach der Methode von
J. Spizizen und C. Anagnostopoulos (1961) nicht mehr transformierbar sind. Darauf
basierend wurden weitere 26 Gene in REG19 deletiert, die direkt oder indirekt die
Kompetenzentwicklung beeinflussen. Die Mutanten wurden auf eine verénderte Trans-

formationsrate untersucht.

Die Analyse der Transformationsraten dieser Stamme zeigte, dass der fur alle Differen-
zierungsvorgange essentielle Transkriptionsregulator SpoOA~P fur die Kompetenzent-
stehung entbehrlich ist, wenn die zusétzliche Kompetenzkassette in dem Stamm REG19
aktiviert ist. Des Weiteren ist die Kompetenzbildung in REG19 unabhangig von dem
Quorum sensing Mechanismus, der (blicherweise die Kompetenz aktiviert. Die
Deletion der Gene comQ und comX zusammen mit den Genen des Zwei-Komponenten-
systems ComP und ComA resultierte sogar in einer gesteigerten Transformationsrate im
Vergleich zu REG19. Eine weitere Steigerung der Transformationsrate wurde erreicht,
indem das Gen degU deletiert wurde. Der Regulator DegU initiiert im dephosphorylier-

ten Zustand die Kompetenz, wahrend er im phosphorylierten Zustand die Synthese von
9



Zusammenfassung

extrazelluléren Proteinen aktiviert. Die Deletion des nativen comK Gens inklusive des
Promotors zeigte, dass das native comK Gen trotz der Kompetenzkassette weiterhin
essentiell fir die Transformationsféhigkeit ist. Somit kann man davon ausgehen, dass in
REG19 die Kompetenz uber einen Zweischritt-Mechanismus verlauft. Zunéchst wird
die ComK Menge ber die Mannitol induzierte Expression der Kompetenzkassette un-
abhéngig vom Zellzustand gesteigert. Ab einer bestimmten Menge hat dies zur Folge,
dass ComK an seinen eigenen Promotor binden kann. Durch eine positive Feedback
Regulation wird die Menge an ComK gebildet, die schlieBlich zur Induktion der
Kompetenz flhrt. Dieser Zweischritt-Mechanismus und Bedarf an nativem comK Gen
konnte Gberwunden werden, wenn in der Kompetenzkassette der mannitolinduzierbare
Promotor durch einen cellibioseinduzierbaren Promotor (Pjicg) ersetzt wurde (REG89).
Die Transformationsrate von B. subtilis mit Plasmid-DNA ist im Vergleich zu chromo-
somaler DNA ungewohnlich niedrig. Zudem ist die Transformation mit Plasmid-DNA
erfolgreicher, wenn die Plasmide eine multimere Konformation besitzen. Es gibt zwei
Hypothesen zur Etablierung der transformierten Plasmid-DNA in B. subtilis. Nach der
ersten Hypothese werden zwei komplementére Stréange eines Plasmids unabh&ngig von-
einander in die Zelle aufgenommen, zum Doppelstrang hybridisiert und anschlieend
zum zirkulédren Plasmid ligiert. Die zweite Hypothese geht davon aus, dass der aufge-
nommene Einzelstrang durch Replikation zum Doppelstrang erganzt wird und an den
uberstehenden Einzelstrangenden zirkularisiert wird. In dieser Arbeit konnte zundchst
festgestellt werden, dass REG19 auch monomere Plasmide aufnehmen kann, wenn auch
mit einer geringeren Effizienz. Durch eine gleichzeitige Transformation von REG19 mit
zwei Plasmiden, die sich durch eine Mutation in dem Spectinomycinresistenzgen unter-
schieden, konnten zwei Aussagen getroffen werden. Einerseits zeigte der Prozentsatz an
spectinomycinresistenten Kolonien, dass die zweite Hypothese richtig ist, zudem wurde
nachgewiesen, dass RecA essentiell flir die Rekombination der beiden etablierten Plas-

mide ist.

Die gesteigerte Transformationsrate ermdglicht nun eine vereinfachte und zeitsparende
Genomveranderung. Dabei kann auf die Verwendung von Plasmiden verzichtet werden,
indem Fragmente mit Hilfe der Gibson Assembly Methode konstruiert und erfolgreich
transformiert werden. Die Stdamme REG19 und REG89 ermdglichen eine effiziente und
schnelle Stammoptimierung, wodurch sie sich in der Wissenschaft als Klonierungs-

stdimme und zur industriellen Nutzung als Produktionsstdmme eignen.
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Summary

Summary

B. subtilis 168 is able to take up and internalize extracellular DNA (competence). If
using minimal medium containing glucose, cells become competent in the post expo-
nentially growth phase. Only a minority of the cells in a competent culture become
competent, because the population differentiates into various subpopulations. The re-
maining cells are distinguished by different characteristics. Some of them sporulate,
other form biofilm or secrete enzymes. Therefore, the strain REG19 was constructed.
REG19 is characterized by a higher number of competent cells and by increased trans-
formation efficiency. REG19 differs from the wild type strain 168 by containing essen-
tial competence development genes (comK and comS) twice. The additional genes are
inserted into the chromosome under the control of the mannitol-inducible promotor Ppya
in a competence cassette (Pmya cCOMK comsS). Simultaneously, a new transformation pro-
tocol was developed and optimized. The advantages of the protocol are that the cells can
be transformed in rich media in a shorter time and the transformation efficiency is sig-
nificantly and reproducible increased. In particular, strains with mutations in genes as
abrB, degU or spoOA are transformable whereas these strains are no longer transforma-
ble with the method of J. Spizizen and C. Anagnostopoulos (1961). Based on that, 26
additional genes were deleted in REG19 which affect directly or indirectly the compe-
tence development in B. subtilis 168. The mutants were screened for altered transfor-

mation efficiency.

Analysis of the transformation efficiency of these strains showed that the transcription
regulator SpoOA~P is dispensable, when the additional competence cassette is activated
in REG19. Normally SpoOA~P is essential for all cell differentiation processes. Fur-
thermore, competence development in REG19 is independent of the quorum sensing
mechanism of the operon ComQXPA, which typically activates competence. The dele-
tion of the comQ and comX genes together with the genes of the two-component system
ComP and ComA even resulted in an increased transformation efficiency compared to
REG19. A further increase of the transformation efficiency was achieved, when degU
was deleted. The regulator DegU initiates competence in a dephosphorylated state,
while phosphorylated DegU activates the synthesis of extracellular proteins. The dele-
tion of the native comK gene including the promoter in REG19 showed that the native

comK gene remains essential for transformation ability despite of the activated compe-
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tence cassette. Thus, it can be assumed that competence passes via a two-step mecha-
nism in REG19. First, independent of the cell state, the ComK pool is increased by the
mannitol induced expression of competence cassette. From a certain amount of ComK
ComK is able to bind its own promoter. A positive feedback regulation composes the
amount of ComK which results in competence activation. This two-step mechanism and
the need for the native comK gene might be overcome, when the mannitol inducible

promotor Prua is replaced by a cellibiose inducible promoter (Pjics) (REG89).

The transformation efficiency of B. subtilis with plasmid DNA is unusually low com-
pared to chromosomal DNA. Plasmids should also have a multimeric conformation and
the transformation should be RecA independent. According to a hypothesis, first of all
the two complementary plasmid strands should be taken up independently. After that,
the strands are hybridized to a double stranded DNA in the cell and ligated in the end to
a circular plasmid. A second hypothesis assumes that the absorbed single strand is com-
plemented to a double stranded DNA by replication and circulation of overlapping sin-
gle stranded ends. It was discovered that in REG19 monomeric plasmids can be trans-
formed, albeit with a lower efficiency. By a simultaneous transformation of two plas-
mids, which differ in various point mutations in the spectinomycin resistance gen. Spec-
tinomycin resistant transformants could be obtained in the recA containing strain, but
not in the recA deficient strain. These results and the percentage of spectinomycin re-
sistant colonies in a recA positive strain suggest that the second hypothesis is correct.
In addition the increased transformation efficiency enables a simplified and time-saving
genome modification. Thereby the use of plasmids can be dispensed with fragments,
which are constructed by the Gibson Assembly method and successfully transformed.
Thus, the strains REG19 and REG89 allow fast and efficient strain engineering in scien-

tific and industrial use.
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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ist ein ubiquitdr vorkommendes, stabchenférmiges, Gram-positives,
begeiBeltes Bakterium, das in den letzten Jahrzehnten zu einem Modellorganismus fir
die genetische, molekularbiologische und biotechnologische Forschung weiter ent-
wickelt wurde. Dies liegt unter anderem an der Fahigkeit, trotz genetischer Uniformitét,
sich in eine Vielzahl von Zelltypen zu differenzieren. Heute gehort B. subtilis zu den am
bestuntersuchtesten Gram-positiven Bakterien. Neben dem vollstandig sequenzierten
Genom stehen inzwischen auch zahlreiche ausfiihrliche Transkriptom-, Proteom- und
Metabiomdaten zur Verfligung. Die Entdeckung der Kompetenz erméglichte den An-
fang der Genkartierung und ist heute im Laboralltag und in der Entwicklung eines opti-

malen Produktionsstammes essentiell.

1.1.1 Systematik, Morphologie und Physiologie

C. G. Ehrenberg beschrieb im Jahre 1835 erstmals Bacillus subtilis (lat. bacillus — Stéb-
chen; subtilis — einfach, schlicht), damals noch unter dem Namen Vibrio subtilis (lat.
vibrare — sich schnell hin- und her bewegend, vibrieren) (Ehrenberg, 1835). Im Jahre
1872 wurde es von F. J. Cohn in Bacillus subtilis umbenannt (Cohn, 1872). Taxono-
misch gehort es zum Reich der Bacteria, genauer zu den Gram-positiven Firmicutes.
Dort wird es aufgrund seines niedrigen GC-Gehaltes zu der Klasse der Bacilli gezahlt,
welche derzeit 299 bekannte Arten enthalt (LPSN-Datenbank®). Dazu gehéren auch die
humanpathogenen Vertreter wie der Milzbranderreger B. anthracis, das Lebensmittel-
vergiftung verursachende B. cereus und das Insekten-pathogene B. thuringiensis. Letz-
teres wird in der Land- und Forstwirtschaft zur biologischen Schédlingsbekdampfung

eingesetzt.

B. subtilis ist selten pathogen und bildet im vegetativen Zustand ein 2 - 3 um langes und
ca. 0,6 um breites Stachen. Es ist mehrfach, tiber die gesamte Oberflache verteilt (peri-
trich), begeif3elt und dadurch schnell beweglich. Es ist ubiquitér verbreitet und kann aus

Boden, Wasser oder Luft isoliert werden. Sein naturlicher Lebensraum ist jedoch die

! http://www.bacterio.net/bacillus.html
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oberste Bodenschicht (Rhizosphare), die es durch seine chemoorgano-heterotrophe Le-
bensweise besiedelt. Dabei nutzt es N&hrstoffe von Pflanzen und anderen Lebewesen,
um seine eigene Energie und Biomasse zu generieren (Fuchs et al., 2007). Des Weiteren
ist es ein typisches Faulnisbakterium, das durch seine Vielzahl an extrazellularen En-
zymen, wie Proteasen und Glucanasen, an der Ruckfihrung organischer Stoffe in den
Nahrungskreislauf beteiligt ist. Es ist mesophil, fakultativ aerob und bevorzugt Glucose
als Kohlenstoffquelle. Durch die Katabolitrepression wird die Expression anderer Zu-
ckerverwertungsgene zu Gunsten von Glucose unterdriickt. Bei Sauerstofflimitationen
und in Anwesenheit von Nitrat als Elektronenakzeptor kann B. subtilis einen Garungs-
stoffwechsel in Gang setzen, bei dem Lactat, Ethanol, Acetoin und 2,3-Butandiol er-
zeugt werden (Nakano et al., 1997). Gerade durch seinen Lebensraum in der Erde ist es
oft widrigen Umweltbedingungen ausgesetzt. Nahrstoff- oder Sauerstofflimitationen
kann es durch eine generelle Stressantwort tberleben, wobei es durch das SpoOA-
Phosphorelay-System thermoresistente Endosporen bildet (Hoch, 1993).

Tabelle 1: Systematik von B. subtilis.

Reich Bacteria
Abteilung Firmicutes
Klasse Bacilli
Ordnung Bacillales
Familie Bacillaceae
Gattung Bacillus

Art Bacillus subtilis

Abbildung 1: Aufnahme mit dem Rasterelektro-

nenmikroskop von B. subtilis (Zweers et al., 2008).

1.1.2 Genetische Eigenschaften

Im Jahr 1997 wurde die vollstandige Sequenz des B. subtilis 168 Genoms verdffentlicht.
B. subtilis 168 ist ein Abkémmling des Stammes B. subtilis Marburg. Dieser wurde im
Jahre 1947 isoliert und ist selbst nicht mehr vorhanden (Burkholder & Giles, Jr., 1947).
Der zirkuldare DNA-Doppelstrang umfasst insgesamt 4215606 bp (GenBank:
AL009126) und einen GC-Gehalt von 43,5 %. Das Genom enthélt 4244 Gene, welche
fur verschiedenste Proteine, 86 tRNAs, 30 rRNAs und 62 weitere RNAs codieren. Diese
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codierende Sequenz entspricht 87 % der Gesamtsequenz (Moszer et al., 2002). Fur die
industrielle Nutzung war diese Analyse wichtig, da sie eine weitere Optimierung von
effizienten Produktionsstimmen ermdglichte. Fir die prokaryoten Genetik ist B. subtilis
von besonderer Bedeutung, da es die Eigenschaft der Kompetenzausbildung hat. Unter
bestimmten physiologischen Bedingungen ist es in der Lage, freie DNA aus der Umge-
bung aufzunehmen. Diese Fahigkeit war entscheidend fir den Beginn der genetischen

Untersuchung.

1.1.3 Minimalgenom

Um B. subtilis 168 besser verstehen zu kénnen, versuchen verschiedene Arbeitsgruppen
das Genom des Stammes soweit zu reduzieren, dass es nur noch essentielle Gene ent-
halt. Dieses Feld ist eine aufstrebende Disziplin der Synthetischen Biologie mit dem
Ziel, konzipierte Zellen und Organismen kinstlich zu generieren (Gibson et al., 2010).
Eine der ersten umfassenden Studien, welche die Zahl der essentiellen Gene in einem
Organismus beschreibt, wurde fiir Bakterien mit B. subtilis durchgefiihrt. Durch die
Inaktivierung jedes einzelnen Gens konnte gezeigt werden, dass B. subtilis gerade ein-
mal 271 essentielle Gene besitzt. Dies ist bis jetzt die kleinste bekannte Menge fir einen
funktionierenden Organismus (Kobayashi et al., 2003). Da B. subtilis jedoch viele Gene
mit mehreren Funktionen besitzt, entspricht diese Zahl einer héheren Anzahl an Genen
(ca. 600 bis 700) bei anderen Organismen. In der Zukunft missen die Funktionen aller
(essentiellen und nicht essentiellen) Gene aufgeklart werden, um die gesamte Biologie
der B. subtilis Zellen zu verstehen. Denn nur dann kénnen Zellen mit einem Minimal-
genom generiert werden, die fir die biotechnologische Nutzung optimal mal3geschnei-
dert sind (Commichau et al., 2013).

1.2 Bistabilitat der B. subtilis Kultur

In B. subtilis kommt es am Ubergang von der vegetativen Wachstumsphase zur statio-
néren Phase aufgrund von Nahrungsmangel, einer hohen Zelldichte und anderen Stress-
faktoren zu einer phénotypischen Variabilitat innerhalb der Zellpopulation. Die Grund-
lage flr eine derartige Variabilitat bilden ineinander verkettete Signalwege, die externe
Einflisse wahrnehmen und weiterleiten kénnen. Durch die Expression des ,,Transition

Phase* Regulator Proteins AbrB verbleiben die Zellen solange wie mdglich in der ex-
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ponentiellen Wachstumsphase. Ausgeltst durch einen Nahrungsmangel und der an-
schlieBenden Inaktivierung der abrB Expression, kann die Population von der exponen-
tiellen Phase in die stationdre Phase ibergehen (Perego et al., 1988; Banse et al., 2008)
und ist dabei in der Lage, sich in unterschiedliche Subpopulationen zu differenzieren.
Diese Subpopulationen unterscheiden sich und zeichnen sich durch unterschiedlichste
Eigenschaften wie Sporenbildung, Biofilmbildung, verstarkte Motilitat, Sekretion von
Enzymen und Antibiotika sowie durch Kompetenzbildung aus (Lopez et al., 2009; Rao
et al., 2008). Nach der Zelldifferenzierung zeigen die Zellen nur eine dieser Eigenschaf-
ten auf und sind nicht mehr in der Lage diese zu wechseln. Der Hauptfaktor flir diesen
Differenzierungsprozess ist SpoOA~P, der ebenfalls der Masterregulator bei der Sporu-

lation ist.

1.2.1 Sporenbildung und Wirkung des Phosphorelay Systems
auf die Zelldifferenzierung

Die Sporulation fiihrt dazu, dass sogenannte Endosporen gebildet werden kénnen. Diese
zeichnen sich durch Hitzestabilitat, hohe Resistenz gegen schadliche Agentien und eine
metabolische Inaktivitat aus. Die Endospore als Zelltypus ist einer der belastbarsten
Zelltypen in der Natur. Sie ist in der Lage, raue Umweltbedingungen tber mehrere
Jahrzehnte zu Uberdauern (Paredes-Sabja et al., 2011). Wenn Sporen bessere Wachs-
tumsbedingungen wahrnehmen, keimen diese aus und nehmen ihren vegetativen Zell-
zyklus wieder auf (Cano & Borucki, 1995; Vreeland et al., 2000; Setlow, 2007). Die
Initilerung der Sporulation ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt und wird durch
ein Phosphorelay System reguliert (Abbildung 3). Die Sporulation beginnt in B. subtilis,
sobald sich die Zelle asymmetrisch teilt und sich an einem Pol ein Septum mit einem
weiteren identischen Chromosom bildet (Stadium 2 in Abbildung 2). In der Zelle ent-
stehen dadurch zwei Kompartimente, eine groflere ,,Mutterzelle* und eine kleinere Vor-
lauferspore. Beide Kompartimente sind kurzzeitig von einer gemeinsamen duf3eren
Zellwand umgeben, bis sich das bisher flache Septum krimmt. Wenn anschlieBend die
Mutterzelle die Vorlauferspore einverleibt, entsteht eine membranumgebene, kugel-
formige Organelle im Cytosol der Mutterzelle (Stadium 3). Die Vorlauferzelle reift zu
einer ruhenden Zelle heran und wird als Spore in die Umgebung abgegeben, sobald die
Mutterzelle die programmierte Zelllyse einleitet (Stadium 7) (Tan & Ramamurthi,

2014). Das Phosphorelay System ist eine komplexe Version eines Zwei-Komponenten
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Signalweges, wobei verschiedene Antwortregulatoren an der Ubertragung einer Phos-
phatgruppe beteiligt sind. Die Erweiterung der Komponenten ermoglicht dem Bakteri-

um, auf verschiedene Stimuli zu reagieren.

0 \ \ I
Stadium 0 u.m \Fﬂ L Stadium 3 \\]\Efb'g"\g“?) 9?'

i( !i'l Il
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Morphologie wahrend der Sporulation in B. subtilis.
Die Endosporenbildung kann in 8 Stadien (Stadium 0-7) unterteilt werden, diese sind hier nach dem
Schema von Ryter (1965) dargestellt. Dabei ist das Peptidoglykan in grau, die Membranen in gelb, die
DNA in schwarz und die Sporenhiille in griin dargestellt. Die roten Punkte in Stadium 0 und Stadium 1
stellen den Start der Replikation der chromosomalen DNA dar. Im Stadium 0 erfolgt eine Replikation des
Chromosoms, ohne dass eine offensichtliche morphologische Verdnderung zu erkennen ist. Anschlie3end
kondensiert die chromosomale DNA, wobei sich die DNA am Replikationsstart an den Zellpolen anlagert
(Stadium 1). Im Stadium 2 ist ein polares Septum entstanden, wodurch zwei Protoplasten in der Zelle mit
je einem Chromosom entstehen. Im dritten Stadium umwaéchst die Cytoplasmamembran der Mutterzelle
das kleinere Kompartiment (Vorspore). Dadurch kann sich in den Stadien 4 und 5 die Sporenhille
(Cortex) und die Keimzellwand bilden. Das Stadium 6 stellt die Sporenreifung dar, die durch die Konden-
sierung und Ringbildung des Vorsporenchromosoms charakterisiert ist. Zum Schluss wird die reife Spore

durch die Autolyse der Mutterzelle freigesetzt (Stadium 7) (verandert nach Tan & Ramamurthi, 2014).

Die Zelle initiiert die Sporulation zu einem definierten Zeitpunkt, welcher von der

Spo0OA~P Konzentration in der Zelle abhangt. Um SpoOA zu phosphorylieren, wird ein

Phosphatrest von SpoOF (iber SpoOB auf SpoOA (bertragen (Burbulys et al., 1991;

Perego & Brannigan, 2001). Dieser Phosphatrest stammt von zwei cytoplasmatischen
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Kinasen (KinA und KinE), sowie drei membrangebundenen Kinasen (KinB, KinC und
KinD) (Jian et al., 2000). Durch die grundlegende metabolische, physiologische und
morphologische Verdnderung der Zelle bei der Sporulation ist es wichtig, dass die
Sporenbildung genauestens reguliert wird. Das Phosphorelay-System bietet dabei viele
Ansatzpunkte und wird hauptsachlich von zwei Aspartyl-Phosphat-Phosphatase Fami-
lien (Rap und SpoOE) reguliert (Perego et al., 1994; Ohlsen et al., 1994). RapA, -E, -H
und RapB, -J, -1 dephosphorylieren SpoOF, so dass kein Phosphat mehr auf SpoOB (iber-
tragen werden kann (Zapf et al., 1998). SpoOE dephosphoryliert SpoOA, wodurch die
Konzentration an SpoOA~P in der Zelle abnimmt.

RapA, E, H\V /{Q/ innen

ComA SpoOF + Pi <— SpoOF~P SpoOF =— KinE~P

RapB, J, | /A \_/
"

Spo0B Spo0B~P

SpoOE
Spo0A + Pi-<— Spo0A~P Spo0A

{

Zelldifferenzierung
(Sporulation, Biofilmbildung,
Enzymsekretion, Kompetenz)

Abbildung 3: Das Phosphorelay Signal Transduktionssystem zur Zelldifferenzierung. Bei dem
Phosphorelay-System phosphorylieren zwei cytoplasmatische Kinasen (KinA und KinE) sowie drei
membrangebundene Kinasen (KinB, KinC und KinD) das Protein SpoOF (Jian et al., 2000). Von
SpoOF~P wird anschlielend die Phosphatgruppe tber die Phosphotransferase SpoOB auf den Antwortre-
gulator und Differenzierungsinitiator SpoOA transferiert. Rap Phosphatasen dephosphorylieren SpoOF~P
bzw. hemmen die Phosphorylierung von SpoOF. Sie wirken damit auf die Zelldifferenzierung, ebenso wie
SpoOE, das SpoOA~P dephosphoryliert. Die Konzentration von SpoOA~P, die in der Zelle vorliegt, regu-
liert die Zelldifferenzierung. Eine hohe SpoOA~P Konzentration fuhrt zur Endosporenausbildung, wohin-
gegen eine geringe SpoOA~P Konzentration die Biofilmbildung und Enzymsekretion reguliert sowie die
Kompetenz aktiviert. Die Pfeile beschreiben hierbei die Ubertragungsrichtung des Phosphatrestes (veran-

dert nach Perego & Brannigan, 2001).
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Die Kompetenz und die Sporulation sind konkurrierende Differenzierungsprozesse.
Dies zeigt sich einerseits an der Funktion von SpoOA~P, als auch daran, dass die Ex-
pression von RapA durch ComP/ComA (Zweikomponentensystem zur Aktivierung der
Kompetenz) aktiviert wird. Eine hohe SpoOA~P Konzentration flihrt dazu, dass die Zel-
le eine Endospore ausbildet und somit die Kompetenz hemmt. Eine geringe SpoOA~P
Konzentration reguliert die Biofilmbildung und Enzymsekretion sowie aktiviert die

Kompetenz.

1.3 Kompetenz

Unter Kompetenz versteht man eine natiirliche Form der DNA Aufnahme, welche in
Streptococcus pneumoniae entdeckt und mittlerweile bei verschiedenen Bakterien (Ba-
cillus subtilis, Haemophilus influenzae oder Neisseria gonorrhoeae) beobachtet werden
kann. Der Zustand, in dem die Bakterien frei vorhandene DNA aufnehmen kénnen,
wird als naturliche Kompetenz bezeichnet. Hierbei bendtigen die Bakterien spezifische
Gene, deren Genprodukte flr die Erkennung von freier DNA, der DNA-Aufnahme, der
Stabilisierung von einzelstrangiger DNA in der Zelle und der Genomintegration dieser

DNA bzw. der Plasmidbildung verantwortlich sind.

1.3.1 Die Entdeckung der Kompetenz

Die natlrliche Kompetenz wurde zum ersten Mal von Frederick Griffith an ,,Pneumo-
kokken* (Streptococcus pneumoniae) im Jahre 1928 beschrieben. S. pneumoniae
kommt einerseits in einer krankheitserregenden schleimkapselbildenden S-Form
(smooth fir glatt) sowie in einer nicht kapselbildenden, nicht pathogenen R-Form
(rough fir rau) vor. Zudem stellte Griffith fest, dass die Injektion von mittels Hitze ab-
getoteter S-Pneumokokken nicht letal fir M&use ist. Wurde jedoch eine Kombination
aus durch Hitze abgetoteten S-Pneumokokken zusammen mit lebenden
R-Pneumokokken in die Mause injiziert, wirkte dies letal. Dies lie} ihn vermuten, dass
uber eine Transformation die Fahigkeit zur Bildung der Schleimkapsel aus toten
S-Zellen in lebende R-Zellen tbertragen wird (Griffith, 1928).

Im Jahre 1944 zeigten Oswald Avery und seine Mitarbeiter, dass DNA der
S-Pneumokokken in die R-Pneumokokken Ubertragen wurde. Daflir wiederholten sie

das Experiment und gaben zu den abgetoteten S-Pneumokokken entweder Proteasen,
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RNasen oder DNasen hinzu. Im Falle der Zugabe von DNase entstanden keine pathoge-
nen Pneumokokken, womit bewiesen werden konnte, dass die DNA als Ubertragerma-
terial der Information dient. Diese Erkenntnis war eine der wichtigsten Schritte zum
Verstandnis, dass die DNA der allgemeine Tréger der Erbinformation ist (Avery et al.,
1944).

1.3.2 Kompetenz bei B. subtilis

John Spizizen beobachtete 1958, dass der Stamm B. subtilis 168 unter speziellen
Wachstumsbedingungen in seiner Zellwandsynthese beeinflusst ist, wodurch die Zellen
,kompetent gegenuber der Transformation wurden. Fir den Transformationsversuch
verwendete er den Stamm B. subtilis 168, der eine Mutation in der Indol-3-Glycerin-
Phosphat Synthetase (trpC2) hat und damit Tryptophan auxotroph ist. Als Donor-DNA
verwendete er die gesamte DNA des Stammes B. subtilis 23, welcher sich durch einen
trpC* Genotyp auszeichnet und dadurch Tryptophan prototroph ist. Diese Transformati-
on fiihrte dazu, dass der neue Stamm ebenfalls trpC* wurde (Spizizen, 1958).

Im Jahre 1961 entwickelte J. Spizizen zusammen mit C. Anagnostopoulos ein Protokoll
fur die Ausbildung der Kompetenz, das auf einem 2-stufigen Wachstum und einem spe-
ziellen Medium basiert. Bei dem Medium handelt es sich um ein Glucose-
Minimalmedium, dem spezielle Salze (Spizizen-Salze) und eine geringe Menge eines
Aminosauregemisches mit kleinen Peptiden aus der Kaseinhydrolyse (auch bekannt als
Casamino acids) zugegeben werden. Diese geringe Menge ist ausschlaggebend und fir
eine erfolgreiche Transformation essentiell. Zudem wurde entdeckt, dass der Stamm
B. subtilis 168 nur kompetent werden kann, wenn er die Fahigkeit zur Sporulation be-
sitzt (Anagnostopoulos & Spizizen, 1961). Des Weiteren wurde beschrieben, dass in der
gesamten Kultur, trotz dieser optimierten Methode, nur 1 bis 3,5% der Zellen
kompetent wurden.

Kompetente Zellen sind in der Lage, extrazellulare DNA aufzunehmen. Ein Bestandteil
des DNA-Aufnahmesystems ist der sogenannte Pilus (siehe Abbildung 4), der aus dem
Hauptpseudopilin und Nebenpseudopilinen (grau) besteht. Diese werden durch ComC
prozessiert und mit Hilfe von ComGB (Membranprotein) und ComGA (ATPase) zu-
sammengebaut. DNA bindet dabei an den membrangebundenen Rezeptor ComEA und
es kommt durch eine, ebenfalls membranstandige, Endonuklease zu einer Spaltung der
DNA (z.B. durch NucA). Plasmid DNA wird dadurch linearisiert. Anschlie3end erfolgt
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eine aktive Aufnahme der DNA (ber das ComEC-Kanalprotein, wobei der ebenfalls
beteiligte ComFA-Komplex ATP verbraucht. Bei der Aufnahme kommt es zum Abbau
von einem der beiden Strange des DNA-Doppelstrangs, so dass jeweils nur ein Einzel-
strang in der Zelle erscheint. In der Zelle wird der Einzelstrang durch cytoplasmatische
Proteine (z.B. SsbA, SsbB und DprA) vor dem sofortigen Abbau geschitzt. An
schlieBend wird der Einzelstrang in das Chromosom uber einen RecA-abhdngigen
Mechanismus integriert, sofern sich zum Chromosom homologe Regionen in der aufge-
nommen DNA befinden. Die Plasmid-DNA etabliert sich dagegen extrachromosomal.

Der genaue Vorgang ist in Kapitel 1.5 detailliert beschrieben.

Zellwand

Zellmembran

Einzelstrang

°, Bindeproteine

ATP ADP ATP ADP

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Pseudopilus zur DNA Translokation bei der Kompe-
tenz in B. subtilis (nach Chen & Dubnau, 2004; Claverys et al., 2009; Maier et al., 2004). Der Pseu-
dopilus, bestehend aus Pseudopilin (ComG, grau) wird mit Hilfe der Prapilin-Peptidase (ComC), dem
Membranprotein (ComGB) und der ATPase (ComGA) aufgebaut. Die aufzunehmende DNA wird tber
den Pseudopilus an den Rezeptor ComEA gebunden. Dieser Ubertragt die gebundene DNA an den Kanal
des cytoplasmatischen Membranproteins ComEC. Ein Strang der DNA (der andere wird abgebaut) wird
aktiv mit Hilfe eines ATP-bindenden Molekils (ComFA) durch die Membran transportiert. Im Cytosol
binden Einzelstrang Bindeproteine den DNA-Strang und schitzen ihn damit vor dem Abbau.

Kompetente Zellen von B. subtilis zeichnen sich darin aus, dass ihr Zellzyklus und
deren Zellteilung veréndert sind, indem die Replikation der chromosomalen DNA inhi-
biert bzw. verzdgert ist (Hamoen, 2011). Diese Wachstumsverzdgerung zeigt sich, wenn
kompetente Zellen in frisches Medium Uberflihrt werden. Die Blockade wird sowohl
durch ComGA, welches auf die chromosomale Replikation wirkt (Haijema et al., 2001),
als auch durch Maf, das die Zellteilung hemmt, initiiert. Beide Proteine sind in ihrer
Expression von ComK abhéangig (Briley, Jr. et al., 2011). Diese Verzdgerung nutzen die

Zellen moglicherweise, um die aufgenommene DNA in das Genom zu integrieren und
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dadurch entstandene Strangbriiche zu reparieren. Vergleicht man diese Eigenschaft mit
anderen natdrlich transformierbaren Organismen, so ist dieses Ph&nomen nur bei
B. subtilis und manchmal bei Streptococcus pneumoniae zu beobachten. In einer Strep-
tococcus pneumoniae Kultur werden im Gegensatz zu B. subtilis alle Zellen kompetent
(Martin et al., 2010) und nach Erreichen der Kompetenz tritt ein voribergehender
Wachstumsstopp auf. Allerdings ist hierbei die Kompetenz mit der bakteriellen SOS-
Antwort kombiniert (Dagkessamanskaia et al., 2004). Bei Neisseria gonorrhoeae ist
festzustellen, dass die Zellen wahrend der ganzen exponentiellen Wachstumsphase
kompetent sind (Biswas et al., 1977) und kein Wachstumsstopp zu erkennen ist, wenn
sie wahrend des Wachstums DNA aufnehmen. Haemophilus influenza ist transformier-
bar, sofern ihm entscheidende Néhrstoffe fehlen (MacFadyen et al., 2001). Es lassen
sich aber bei den Stammen Haemophilus influenza und Vibrio cholerae keine Wachs-
tumshemmung und Subkulturen wie in B. subtilis erkennen (Lo Scrudato & Blokesch,
2012). In B. subtilis kdnnte unter anderem der Wachstumsstopp, wie bei S. pneumoniae,
mit der bakteriellen SOS-Antwort begriindet werden, da bei der Transformation Strang-
briche zur Integration der DNA entstehen. Diese haben zur Folge, dass das YneA
Signalpeptid aktiviert wird, wodurch die Zellteilung gehemmt wird; indem das Signal-
peptid mit einem noch nicht identifizierten transmembranen Bereich interagiert (Mo &
Burkholder, 2010). Hahn et al. duBerten dagegen die Vermutung, dass aufgrund héaufig
wechselnder Bedingungen im Boden die Kompetenz sich als Uberlebensstrategie entwi-
ckelt hat sowie die Kopplung der comK-abhangige Regulation mit dem Wachstumsstop
in der Evolution zuféllig oder aus 6konomischen Griinden entstanden ist (Hahn et al.,
2015).

1.3.3 Grinde der Kompetenzentwicklung

Warum wird fremde DNA von Bakterien aufgenommen? Was ist der Zweck der DNA
Aufnahme? Um dies zu erkléren gibt es verschiedene Hypothesen.

Eine Hypothese stitzt sich auf die Funktion der DNA Reparatur (Wojciechowski et al.,
1988). Begriindet ist dies in der beobachtbaren Hochregulierung der Reparaturgene in
B. subtilis (Love et al., 1985). Dagegen spricht jedoch, dass die aufgenommene DNA
sowohl beschédigt als auch von anderen Organismen sein kann. Somit ware diese DNA

meist nicht forderlich fir die Reparatur von DNA Schéaden. Des Weiteren fiihrt die
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DNA Schadigung in B. subtilis nicht zu einer Aktivierung der Kompetenz (Redfield,
1993a).

Eine weitere Hypothese beschreibt die Kompetenz als Funktion zur Nahrungsaufnahme
(Redfield, 1993Db). Sie erklart sich damit, dass die DNA aufgrund ihrer energiereichen
Nukleotide aufgenommen wird (MacFadyen et al., 1996; MacFadyen et al., 2001; Pal-
chevskiy & Finkel, 2006). Es ist zwar nachgewiesen, dass B. subtilis unter Nahrungs-
mangel ein kannibalisches Verhalten (Gonzalez-Pastor, 2011) zeigt und unter Stress und
Nahrungsmangel in der stationaren Phase die Kompetenz aktiviert (Anagnostopoulos &
Spizizen, 1961). Dagegen spricht jedoch, dass nicht alle Nukleotide als Nahrung dienen.
Einerseits nehmen die Zellen nur einen DNA Strang auf, andererseits wird dieser
Strang, falls die aufgenommene DNA Homologien aufweist, in das Genom integriert.
Im Falle von Plasmid DNA wird diese etabliert, wenn die aufgenommene DNA die
Fahigkeit zur autonomen Replikation aufweist.

Die dritte Hypothese begriindet die Kompetenz mit der Notwendigkeit der Rekombina-
tion. Bakterien konnten die Kompetenz als Mechanismus zur genetischen Diversitét und
besseren Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen nutzen (Narra & Ochman,
2006). Dagegen spricht jedoch, dass die aufgenommene DNA ebenfalls von toten Zel-
len stammen kann, welche aufgrund einer schlechteren Fitness nicht tiberleben konnten.
Andererseits konnten auch Gene, wie Antibiotikaresistenzgene, aufgenommen werden,

die der Zelle eindeutige Vorteile bringen kdnnen.

Als Fazit lasst sich sagen, dass bis heute der Grund flr die Kompetenz nicht genau ver-

standen ist.

1.4 Regulation der Kompetenz bei B. subtilis 168

Die Kompetenz ist in B. subtilis 168 sehr intensiv durch verschiedenste Regulatoren
kontrolliert. ComK gilt als der Masterregulator der Kompetenz und als hauptverantwort-
lich fiir diese. Er ist ein Transkriptionsfaktor, 22 kDa groB und fiir das Uberleben der
Zelle nicht notwendig. Er aktiviert die Expression von uber 100 Genen, Gene zur DNA-
Rekombination, -Reparatur, -Bindung und -Aufnahme (Hamoen et al., 2002; Berka et
al., 2002) sowie fir die Zellteilung (Hamoen, 2011).

Nicht-kompetente Zellen enthalten nur sehr wenige comK mRNA Molekile. Die An-
zahl an ComK Proteinen steigt, wenn sich vier ComK-Molekiile zu einem ComK-

Tetramer zusammen lagern und dieses Tetramer an den comK Promotor bindet. Diese
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positive Rickkopplung flhrt zu einer signifikanten und sprungartigen Steigerung der
ComK Konzentration in der Zelle, wodurch ein kritischer ComK Schwellenwert tber-
schritten werden kann. Diese Uberschreitung fiihrt zur Expression ComK regulierter
Gene (Leisner et al., 2008) (Abbildung 5). Die Expression von comK tritt gewohnlich
erst am Ende der exponentiellen Wachstumsphase ein, da neben ComK weitere transla-
tionale und transkriptionelle Faktoren bendtigt werden.

Schaltpunkte einzelner Zellen
[ComK]

Kompetenz
Zustand

—«— Austritt aus der
Kompetenz

Schwellenwert

b - - - — — o —— — — - ——————— —

Vegetativer

Zeit [h]

Schaltfenster

Abbildung 5: Mechanismus der zeitlichen Kompetenzregulierung. In der exponentiellen Wachstums-
phase wird comK nur gelegentlich transkribiert und dessen mRNA translatiert. Dies bezeichnet man all-
gemein als Rauschen. Die ComK Konzentration liegt in einer Zelle weit unter dem Schwellenwert (blau
und orange). Durch Quorum sensing Signale in einer Kultur und durch den Eintritt in die stationdre
Wachstumsphase wird die ComK Konzentration in einigen Zellen so erhoht, dass der Schwellenwert
Uberschritten wird. Dabei kann in einzelnen Zellen (blau) ein positives Feedback ausgelst werden,
wodurch die Zellen kompetent werden. In den anderen Zellen (orange) wird der Schwellenwert nicht
erreicht, wodurch es zu keinem positiven Feedback kommt und die Zellen im vegetativen Zustand bleiben
bzw. sich in eine andere Richtung differenzieren. Die Periode, in der die basale comK Expression den
Schwellenwert Uberschreiten kann, ist als Schaltfenster bezeichnet. Nach einer gewissen Zeit im kompe-
tenten Zustand sinkt die ComK-Konzentration in der Zelle, sodass diese Zelle aus der Kompetenz ent-
kommt (Abbildung aus Leisner et al., 2008. Veréndert, indem die Beschriftung ins Deutsche ubersetzt

wurde).
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1.4.1 Translationale Regulation der Kompetenz

B. subtilis kann mittels Quorum sensing Mechanismen die Kompetenz regulieren. Quo-
rum sensing beschreibt die Fahigkeit von Einzellern, Gber chemische Kommunikation
(Signalmolekiile) die Zelldichte der Population zu messen und dariiber bestimmte Gene
zu aktivieren oder zu inhibieren. Das Signalmolekdl ist im Falle von B. subtilis das Phe-
romon und Oligopeptid ComX (Solomon et al., 1995; Solomon & Grossman, 1996).
Zwei Gene, comQ und comX, werden flr die Pheromonproduktion benétigt (Magnuson
et al., 1994). Das Gen comX kodiert fiir ein inaktives Vorlaufer-Pheromon, das aus 55
Aminoséuren besteht. Die Aktivierung erfolgt dabei durch die Modifizierung des
Tryptophanrest an Position 53 durch einen Prenyl-Rest. Die Modifizierung wird durch
ComQ erzeugt (Ansaldi et al., 2002). Zudem wird es soweit verkdirzt, dass nur die letz-
ten 10 Aminosduren das ComX-Pheromon bilden. Das aktive Pheromon wird anschlie-
Rend durch die Membran transportiert (Bacon Schneider et al., 2002). Je mehr Zellen in
der Kultur vorhanden sind, umso héher ist die ComX-Pheromon Konzentration im um-
liegenden Medium. Uberschreitet die ComX Konzentration einen bestimmten Schwel-
lenwert, wird dies von der Histidinkinase ComP wahrgenommen (Solomon et al.,
1995). Diese aktiviert daraufhin die Phosphorylierung von ComA (Weinrauch et al.,
1990). Phosphoryliertes ComA (ComA-~P) ist in der Lage, an den Promotor des srfA
Operons zu binden und dadurch die srfA Transkription und damit theoretisch die
Surfaktin Produktion zu aktivieren (Roggiani & Dubnau, 1993). Aufgrund einer Muta-
tion in dem Gen sfp fur die Phosphopantetheintransferase in B. subtilis 168 kann jedoch
kein Surfaktin produziert werden. Tatsachlich hat das Lipopetid Surfaktin per se nichts
mit der Kompetenzentwicklung zu tun. Im srfA Operon befindet sich jedoch das Gen
comS, das flr ein 46 Aminosduren grofRes Peptid kodiert. ComsS ist essentiell fiir die
Kompetenzaktivierung (D'Souza et al., 1994; Sinderen et al., 1995; Hahn & Dubnau,
1991), indem es den Abbau von ComK durch den Protease-Komplex aus
MecA/CIpC/ClpP inhibiert (Turgay et al., 1998; Prepiak & Dubnau, 2007).

Um eine zu frihe Zelldifferenzierung und Kompetenzentwicklung zu vermeiden, ist die
ComK Konzentration streng reguliert. MecA erkennt spezielle hydrophobe Sequenzen
(Prepiak & Dubnau, 2007) von ComK und kann an diese binden. Anschliel}end inter-
agiert es mit dem Abbaukomplex ClpC/ClpP, wodurch ComK eliminiert wird. ComS
verhindert diesen Abbau, indem es selbst an MecA und darlber die Bindungsstelle be-
setzt (Ogura et al., 1999; Persuh et al., 1999).

25



1 Einleitung

ComX
ComX

/Eomx ComX

|

Y Y
|

Abbildung 6: Translationale Regulation von ComK. ComA wird von ComP phosphoryliert, sobald es

durch die erhohte ComX-Konzentration im Medium stimuliert wird. ComA~P kann daraufhin die Expres-
sion des srfA-Operons und das darin liegende comS Gen aktivieren, indem es an dessen Promotor bindet.
Ublicherweise wird ComK von dem MecA/CIpC/CIpP Protease Komplexes gebunden und abgebaut.
Besetzt jedoch ComS die Bindungsstelle des MecA/CIpC/ClpP Protease Komplexes, kann ComK nicht
mehr gebunden und abgebaut werden kann. Pfeile und Balken beschreiben die aktivierende und inhibie-
rende Wirkung der Proteine (veréndert nach Hamoen et al., 2003b).

Ein weiterer Faktor (RapC/PhrC) reguliert das Zwei-Komponenten System
ComP/ComA und wirkt dartiber auf die Kompetenz. Das Besondere an dieser Protein-
familie ist, dass ihre Aktivitat Uber kleine sogenannte Phr Peptide reguliert wird, die
wiederum ein Quorum sensing Regulationssystem bilden (Pottathil & Lazazzera, 2003).
Wahrend RapC ComA dephosphoryliert und somit negativ auf die Kompetenz wirkt,
wird RapC von PhrC gehemmt (Solomon et al., 1996; Core & Perego, 2003; Comella &
Grossman, 2005). Neben RapC/PhrC wirken auch noch weitere Rap/Phr Systeme auf
das ComP/ComA Zwei-Komponenten System (siehe Kapitel 1.4.4).

1.4.2 Transkriptionelle Regulation von comK

Die Promotorregion des comK Gens enthélt Bindestellen fur verschiedene Proteine,
welche die Promotoraktivitat beeinflussen und regulieren kénnen (Abbildung 7).
ComK wirkt positiv auf seinen eigenen Promotor, indem es als Tetramer an zwei soge-

nannte ComK Boxen bindet. Diese liegen in der Promotorregion stromaufwérts der
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-35 Region und definieren sich tber AT-reiche Sequenzen (AAAANsTTT), welche
entweder 8, 18 oder 31 Nukleotide voneinander entfernt sind (Hamoen et al., 1998).

Das Protein Rok (repressor of comK) dagegen hemmt die Transkription, indem es an
den comK Promotor bindet und mit einer Region von bis zu ca. 100 bp interagiert
(Smits et al., 2007b). Da Rok bevorzugt an AT-reiche Sequenzen bindet und die Region
mit den ComK-Boxen uberlappt, kommt es zu einer Inhibierung der Transkription
(Smits & Grossman, 2010). ComK dagegen wirkt als Antirepressor zu Rok, obwohl es
dieses nicht von der DNA verdrangt (Smits et al., 2007b).

A Al A2 A3

atggataacggTCGAaAaaatcaataaatttttataattiT TaGACAactaatacttggcaatctaTCGACAtatcctgcaaaatgccgtaaa
ComK binding site ComK binding site
ccggcaagtcttatgaaagthAAAkcggTTAT actagtcatttagtaccattaaatatcatt\AAAatgdT TTThtcttaaatgttaaaaa

R1 R2
aacdTGTCGtt tacaaaaacagatgatagattattagtataaattaaggatggaggccataat

K - 1
35 0 comK

-220  -200 -180 -160 -140 -120 -100 -80 -60 -40 -20 +1 +20

ittt

35 -10
- mm ComK
Rok
=] = == = mm SpoOA
Al A2 A3 R1 R2

Abbildung 7: Organisation der comK Promotor Region (Ubernommen aus Mirouze et al., 2012). (A)
Mdogliche SpoOA Bindungsstellen zur Aktivierung (Al, A2 und A3) oder Hemmung (R1 und A2) sowie
die beiden ComK Bindestellen (Hamoen et al., 1998), -10 und -35-Region, Transkriptionsstart (+1) sowie
das Startcodon von comK sind in der comK Promotorregion markiert (B) Schematische Darstellung des
comK Promotors mit den méglichen SpoOA Bindungsstellen, ComK Boxen und der Bindungsregion von
Rok (Smits et al., 2007b).

Betrachtet man die in Abbildung 7 dargestellte Region, welche Pmk umgibt, erkennt
man funf analoge Sequenzen mit einem SpoOA~P Bindungsmotiv (tttGtCgAAaa)
(Molle et al., 2003; Liu, 2003). Spo0A als Masterregulator der Differenzierung wird im
Folgenden genauer erldutert. Die Sequenzpositionen zeigen, dass drei Bindungsmotive
(Al, A2, A3) stromaufwarts liegen, die anderen beiden Motive (R1, R2) befinden sich
in, bzw. stromabwarts der -10 und -35 Region. Eine Bindung von SpOA~P an Al bis A3
bewirkt eine Aktivierung, eine Bindung an R1 und R2 hingegen eine Repression der
comK Expression. Die vorhandenen Ubereinstimmungen mit der Consensus-Sequenz
der SpoOA~P Bindungssequenzen und ihre Lage deuten darauf hin, dass bei ansteigen-
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der SpoOA~P Konzentration die Stellen Al bis A3 gebunden und die Kompetenz akti-
viert wird. Bei einem weiteren Anstieg der SpoOA~P Konzentration bindet SpoOA~P
zusatzlich an R1 und R2, das zur Reprimierung der Kompetenz fuhrt (Mirouze et al.,
2012).

AbrB ist ein kleines DNA bindendes Protein, das als ,,Transition Phase“-Regulator be-
kannt und fiir den geregelten Ubergang aus dem exponentiellen in das stationare Wachs-
tum verantwortlich ist (Perego et al., 1988; Banse et al., 2008). AbrB reprimiert wah-
rend der Wachstumsphase eine Vielzahl von Promotoren, deren Genexpression erst in
der stationdren Wachstumsphase angeschaltet werden (Strauch et al., 1989). Dazu ge-
héren verschiedene Antibiotika-Biosynthese-Gene sowie der comK Promotor. AbrB
bindet an dessen Promotor und besetzt dadurch die RNA Polymerase Bindestelle
(Schultz et al., 2009). Die Expression von abrB selbst wird am Ubergang zur stationa-
ren Wachstumsphase abgeschaltet und das in der Zelle vorhandene AbrB inaktiviert,

sodass AbrB die Differenzierung nicht weiter unterbinden kann (Perego et al., 1988).

SpoOA~P
DegU
@
*_j l PcomeE
1
A2 = R2
I
>
T 5 l
Rok S (ComK)

F
o

Abbildung 8: Erweiterte Organisation der comK Region. Schematische Darstellung des comK Promo-
tors mit den mdglichen Bindungsstellen fiir SpoOA~P (Mirouze et al., 2012), ComK (Hamoen et al.,
1998), Rok (Smits et al., 2007b), DegU (Hamoen et al., 2000), AbrB (Hamoen et al., 2003a) und CodY
(Serror & Sonenshein, 1996b) sowie deren Wirkung auf die Transkription. Pfeile und Balken beschreiben
die aktivierende und inhibierende Wirkung der Proteine.

Der Antwort Regulator DegU wirkt initiierend auf die comK Transkription, indem er die
Bindung der ComK-Tetramere an die ComK-Boxen stabilisiert und damit sowohl mit
ComK als auch mit der Promotorregion interagiert (Hamoen et al., 2000). Damit scheint
DegU fir die Initiation der Kompetenz auf transkriptioneller Ebene verantwortlich zu
sein und als Grundlage fur die positive Rickkopplung zu dienen (Hamoen et al.,

2003b). Die comK Expression ist zusatzlich sensitiv gegenuber der Aminoséure Zu-
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sammensetzung im Medium. Der Transkriptionsfaktor CodY misst die intrazellulére
GTP Konzentration und dient als Indikator fur die Nahrungsbedingungen im Medium.
Bei ausreichender GTP Konzentration besetzt CodY die RNA-Polymerasen Bindungs-
stelle des comK Promotors und hemmt die comK Expression, bis die Zellen ihre statio-
nare Wachstumsphase erreichen (Serror & Sonenshein, 1996b, 1996a; Ratnayake-
Lecamwasam et al., 2001).

1.4.3 Regulation der zellularen ComK Konzentration

Neben den genannten Aktivatoren und Repressoren von comK gibt es noch eine Reihe
weiterer Faktoren, welche die Kompetenzbildung beeinflussen. Sigma-Faktoren sind
Proteine, die fur die Initiation der Transkription notwendig sind und je nach Umweltbe-
dingungen exprimiert werden. Bisher sind in B. subtilis 10 Sigmafaktoren sowie 7 alter-
native Sigmafaktoren mit zusatzlichen cytoplasmatischen Funktionen (ECF) bekannt
(siehe Tabelle 2). Die ECF Sigma Faktoren sind kleine regulatorische Proteine, die sich
in ihrer Sequenz zu anderen Sigmafaktoren deutlich unterscheiden (Helmann, 2002).

Bisher ist noch sehr wenig tber sie bekannt (Mascher, 2013).

Der Sigmafaktor A (cA) ist ein housekeeping Faktor und aktiviert die Transkription
jener Gene, deren Genprodukte unter gewdhnlichen Umweltbedingungen bendtigt wer-
den. Zudem ist er in die Geneexpression der friihen Sporulationsphase involviert (Dub-
nau, 1991). Der Sigmafaktor H (cH) ist wichtig fir die Transkription von Genen, deren
Genprodukte in der Ubergangsphase von der exponentiellen in die stationare Wachs-
tumsphase wirken. Zudem ist er an der Initiierung der Sporenbildung beteiligt (Albano
et al., 1987; Carter, 1ll & Moran, Jr., 1986), ebenso wie an der Kompetenzaktivierung
(Dubnau, 1991; Jaacks et al., 1989; Siranosian & Grossman, 1994). Des Weiteren wirkt
er auf die Transkription von verschiedenen Mitgliedern der phr Genfamilie, die flr zu
sekretierende Peptid Pheromone codieren (siehe Kapitel 1.4.4) (Lazazzera et al., 1999;
McQuade et al., 2001).
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Tabelle 2: Allgemeine und ECF Sigmafaktoren in B. subtilis und ihre Funktionen (Helmann, 2002;
Souza et al., 2014)

Sigmafaktoren Funktion

GA friihe Sporulation, housekeeping factor
B allgemeine Stressantwort
oD Expression der Gene von Chemotaxen, Autolysinen, Flagellen
cE Sporulation (Genexpression in der frihen Mutterzelle)
oF Sporulation (Genexpression in der friihen VVorlauferspore)
oG Sporulation (Genexpression in der spaten Vorlauferspore)
oH postexponentielle Genexpression (Kompetenz- und Sporulationsgene)
ol RNA Polymerase Sigma Faktor
oK Sporulation (Genexpression in der spaten Mutterzelle)
oL Expression von degradativen Enzymen
M ECF Sigma Faktor, Genexpression bei zu hoher Salzkonzentration,
° Zellwandantibiotika, Hitzeschock und Ethanol
oV ECF Sigma Faktor, Lysozym Stressantwort
oW ECF Sigma Faktor, Vermittlung von Transkriptionsantwort bei Zell-

wandstress und Detoxifikation
ECF Sigma Faktor, Kontrolle der Zellwandmodifikationsprozesse,

oX Biofilmbildung
ECF Sigma Faktor, Produktion von und Resistenz gegen Sublancin
oY L
Antibiotikum
oYlaC ECF Sigma Faktor, Oxidative Stressantwort
cZ ECF Sigma Faktor

Gamba et al. (2015) haben ein weiteres Protein entdeckt, das neben den Aktivatoren,
Repressoren und Sigmafaktoren einen Einfluss auf die comK mRNA hat. Das Protein
Kre (ComK Repressor) reduziert die Menge an ComK, indem es negativ auf die
Stabilitat der comK mRNA wirkt. Kre und ComK bilden dabei eine doppelt negative
Feedback-Schleife, die typisch fur die Kontrolle einer bistabilen Genexpression ist
(Gamba et al., 2015). Mdglicherweise modifiziert Kre die Aktivitat von einer der Endo-
oder Exoribonukleasen, welche die Degradation und Prozessierung der RNA in
B. subtilis koordinieren (Kampf & Stulke, 2015).
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1.4.4  Antwortregulator Aspartat Phosphatasen (Rap) und ihre
Wirkung auf die Kompetenz

In B. subtilis besteht die Rap-Familie aus elf chromosomal kodierten Rap-(Phr) Syste-
men (Perego & Brannigan, 2001; Meijer et al., 1998). Andere Stamme konnen jedoch
weitere homologe plasmidkodierte Rap-Phr Systeme aufweisen (Koetje et al., 2003).
RapA, -B, -E, -H und -J sind ,,Antwortregulator Aspartat Phosphatasen* (Rap). RapC,
-F, -G und -H sind Transkriptions-Inhibitorproteine, die unter anderem die Phosphory-
lierung der Antwortregulatoren ComA oder DegU beeinflussen (Smits et al., 2007a;
Core & Perego, 2003; Bongiorni et al., 2005; Ogura et al., 2003). All diese Proteine
haben Protein-Protein-Interaktions-Module, sogenannte TRPs-Motive (Tetratricopeptid
Wiederholungen). Die Sequenzen fiir die phr Propeptide befinden sich am 3° Ende des
entsprechenden rap Gens und bilden damit rap-phr Kassetten.

Tabelle 3: Ubersicht (iber die Rap-Phr Proteinfamilie und deren jeweilige Funktion in der Zelle.

Rap Protein Phr Peptid Funktion

RapA PhrA dephosphoryliert SpoOF~P

RapB dephosphoryliert SpoOF~P

RapC PhrC hemmt die DNA-Bindungsaktivitdt von ComA~P
RapD hemmt die DNA-Bindungsaktivitat von ComA~P
RapE PhrE dephosphoryliert SpoOF~P

RapF PhrF hemmt die DNA-Bindungsaktivitat von ComA~P
RapG PhrG hemmt die DNA-Bindungsaktivitat von DegU~P
Rapl hemmt die DNA-Bindungsaktivitat von ImmR
RapJ PhrJ dephosphoryliert SpoOF~P

RapK PhrkK hemmt die DNA-Bindungsaktivitat von ComA~P

Im Allgemeinen verhindern die Rap-Proteine eine Differenzierung von Zellen wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase, indem sie die Phosphorylierung von SpoOA ver-
hindern bzw. die Phosphorylierung nachgeschalteter Transkriptionsfaktoren wie ComA
kontrollieren. Ihre Aktivitat wird Uber kleine Peptide (Phr), sogenannte Phosphat Regu-
latoren, reguliert. Diese werden als Vorlaufer Molekiile Giber einen Sec-abhéngigen Ex-

portmechanismus aus der Zelle geschleust, wobei das Signalpeptid von einer Signalpep-
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tidase entfernt wird. AnschlieBend werden die Phr Peptide wieder in die Zelle aufge-
nommen. RapC, als Beispiel, hemmt Ublicherweise ComA~P, indem es die DNA-
Bindungsaktivitat blockiert (Core & Perego, 2003). Liegt nun eine geringe PhrC-
Signalpeptid Konzentration in der Zelle vor, hemmt das PhrC Signalpeptid die RapC
Phosphatase. Dadurch kann ComA~P wieder an die DNA binden, wodurch die Expres-
sion des srfA Operons aktiviert wird. Eine hohe PhrC Signalpeptid Konzentration
wiederum hemmt ComA~P direkt, der genaue Mechanismus dafiir ist jedoch nicht be-
kannt (Parashar et al., 2013; Pottathil & Lazazzera, 2003).

1.4.5 Einfluss multizellularen Verhaltens auf die Kompetenz

Um die Bistabilitat von B. subtilis in der postexponentiellen Phase zu koordinieren, sind
sogenannte Zwei-Komponenten Signal Transduktionssysteme notwendig. Diese beste-
hen ublicherweise aus einer Kinase und einem Antwortregulator. Die Kinase nimmt
Signale wie z.B. Stress wahr und der Antwortregulator im Zytoplasma der Zelle kon-
trolliert neben der zellularen Antwort ebenfalls die Gentranskription. Im Fall der
Kompetenz Aktivierung und -Inhibierung, aber auch bei den anderen Prozessen in der
postexponentiellen Wachstumsphase spielt das Zwei-Komponentensystem aus DegS
(Histidinkinase) und DegU (Antwortregulator) eine wichtige Rolle (Mascher et al.,
2006; Dubnau et al., 1994; Kunst et al., 1994; Murray et al., 2009). Sowohl phosphory-
liertes als auch dephosphoryliertes DegU zeigt eine regulatorische Aktivitat. So wirkt
DegU zum einen Transkription initiierend, indem es die comK Expression durch die
Bindung von ComK-Tetramere an den comK Promotor aktiviert. Zum anderen wirkt es
als Antirepressor fur Rok und CodY am comK Promotor. DegU~P dagegen dient als
Regulator und beeinflusst die Expression von tber 170 Genen (Méder et al., 2002;
Kobayashi, 2007) bei verschiedenen Wachstumsbedingungen. Dies entspricht ~ 4 % des
Genoms.

Das degSU Operon weist drei Promotoren auf (Veening et al., 2008b). Der erste Promo-
tor liegt stromaufwarts von degS und dient zur Expression von degS und degU. Der
zweite Promotor befindet sich in der codierenden Sequenz von degS und fiihrt dazu,
dass die Menge an DegU unter Stickstoffmangel steigt. Der dritte Promotor liegt zwi-
schen degS und degU und wird aktiviert, sobald DegU in phosphorylierter Form vor-
liegt (Veening et al., 2008a; Yasumura et al., 2008). Die Phosphorylierung von DegU

erfolgt Gber DegS. In den meisten B. subtilis Stdammen wird diese noch durch das Pro-
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tein DegQ verstarkt (Kobayashi, 2007). Der Stamm B. subtilis 168 weist jedoch eine
Mutation in dem degQ Promotor auf (in der -10 Region), wodurch das Gen nicht expri-
miert werden kann. Diese Punktmutation ist eine der genetischen Unterschiede zwi-
schen den Wildtyp-Stammen und dem Laborstamm B. subtilis 168, die das multizellul&-
re Verhalten offensichtlich beeinflusst (Stanley & Lazazzera, 2005). Mdglicherweise ist
dies auch der Grund, warum B. subtilis 168 die Kompetenz haufiger ausbildet als ein

vergleichbarer Wildtyp-Stamm.

RapG/PhrG
J. ﬂa/che Operon
/\ (Motilitat)
S
DegS (Alkaline
Protease)

Degy ——

T

de
Spo0A~P 9 SinR ~ SIrR

Spo0A~P
Spo0A~P Transkription der
Spo0A~P \ / Autolysin- und
SIrR Motilitatsgene
-r-m- — Sinl— SinR \'/'

s/rR

Abbildung 9: Regulation der degU Genexpression und die daraus resultierenden Wirkung auf die
Kompetenz. SinR, das durch Sinl und SIrR reprimiert wird, wirkt negativ auf die degU Genexpression
(Kobayashi, 2008; Chai et al., 2010). DegU~P kann jedoch an seinen eigenen Promotor binden, was zur
Genexpression fuhrt. Im phosphorylierten Zustand aktiviert DegU zusétzlich die Genexpression von aprE
(Protease), aber hemmt die Expression des fla/che Operons (Motilitat) (Mader et al., 2002; Kobayashi,
2007). Dephosphoryliert unterstiitzt DegU die ComK-Tetramer Bindung an den ComK-Promotor, das zur
Initiation der Kompetenz fiihrt (Hamoen et al., 2000). Pfeile und Balken beschreiben die aktivierende und
inhibierende Wirkung der Proteine.

Die degU Expression wird zusatzlich von den beiden homologen Proteinen SinR (Tran-
skriptionsregulator) und SIrR (Transkriptionsaktivator) reguliert. Diese wiederum regu-
lieren sich gegenseitig, indem sie eine zweifache negative Riickkopplungsschleife bil-
den. Einerseits hemmt SIrR die DNA Bindungsaktivitit von SinR, indem es dieses bin-
det, andererseits unterdriickt SinR die sIrR Expression (Kobayashi, 2008; Chai et al.,

2010). Welches Protein in der Riickkopplung dominant ist, entscheidet Sinl, der Anta-
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gonist von SinR, indem es mit SinR interagiert (Bai et al., 1993). Die Expression von
sinl ist dabei von der Menge an SpoOA~P abhédngig (Shafikhani et al., 2002). Wenn
SIrR dominant ist, assoziiert dieses mit SinR und bildet ein Heterodimer, das Autolysin-
und Motilitatsgene (motAB, mcpABC, IytABC, IytF) unterdriickt, aber die Kompetenz
verstarkt. Wenn SinR dominant ist, hemmt dies die Biofilmbildung. Zudem kann es
hemmend auf die Kompetenz wirken, indem es die Expression von DegU unterdriickt
(Ogura et al., 2014).
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Abbildung 10: Ubersichtsdarstellung der Kompetenzentwicklung in B. subtilis 168. Zusammenfas-
sung der Abbildungen 3, 6, 8 und 9. Pfeile und Balken beschreiben die aktivierende und inhibierende

Wirkung der Proteine.

1.5  Etablierung chromosomaler — und Plasmid DNA bei der
Transformation einer Zelle

Das Bakterium B. subtilis kann im Schnitt 12 kb lange einzelstrangige DNA-Fragmente
aufnehmen (Dubnau, 1999). Wahrend der Transformation mit chromosomaler DNA
werden die Enden der einzelstrangigen DNA durch die Proteine SshB, SsbA und RecN

vor dem Abbau geschutzt. Die DNA wird erst abgebaut, wenn keine Homologie in der
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chromosomalen DNA bzw. im selbstreplizierenden Molekl von RecA gefunden wurde.
Der Homologieabgleich unterteilt sich dabei in drei Schritte. Zundchst kommt es zur
Bindung von RecA an das einzelstrangige DNA-Fragment, anschlieRend wird die dop-
pelstrangige DNA entwunden und die Strdnge voneinander getrennt. Das 3°-Ende der
einzelstrangigen DNA wird in den homologen Bereich eingebracht. Zum Schluss wird
die Paarung des komplementaren Stranges verlangert, sodass sich ein dreistrangiges
Intermediat (D-Schleife) bildet (Claverys & Lacks, 1986).

Eine Transformation mit Plasmid DNA ist dann erfolgreich, wenn sich das Plasmid in
der neuen Wirtszelle etablieren kann. In der Literatur von Stewart & Carlson (1986),
Sanchez et al. (2007) und Yadav et al. (2012) ist dieser Prozess als RecA unabhéngig
beschrieben. Die molekulare Basis der Plasmidetablierung ist bisher nur wenig verstan-
den. Momentan gibt es zwei gegensétzliche Modelle. Laut des ersten Models wird nur
ein lineares einzelstrangiges multimeres DNA-Fragment aufgenommen. Dieses Frag-
ment dient als Matrize und wird Uber einen Replikations-Mechanismus in eine doppel-
strangige Form Uberflhrt und zirkularisiert (Saunders & Guild, 1981). Das zweite
Model thematisiert die Aufnahme zweier komplementarer Strange, die sich mit Hilfe
von RecO oder DprA aneinanderlagern. Die entstehenden Liicken werden aufgeftllt
und Uber Ligasen miteinander verknlpft (de Vos et al., 1981). Im Vergleich zur Trans-
for-mation von chromosomaler DNA zeigt die Transformation mit Plasmid DNA eine
~100-fach geringere Transformationseffizienz (Canosi et al., 1978). Zudem ist laut
Literatur die Transformation mit Plasmiden in Monomerkonformation nicht mdglich
(Eisenstein et al., 1977; Notani et al., 1981).

1.6 Expressionssystem zur Kompetenzaktivierung

B. subtilis kann zahlreiche Mono- und Disaccharide als Kohlenstoff- und Energiequelle
verwerten. Bei vielen Zuckern erfolgt die Aufnahme Uber das Phosphoenolpyruvat-
Phosphotransferasesystem (PTS). Dabei wird tber eine Enzymkaskade der Phosphatrest
des Phosphoenolpyruvats (PEP) in energiereicher Form auf ein Substrat ibertragen, das
meist eine Hexose (Glucose, Mannose, Fructose) oder ein Zuckeralkohol (Glucitol,
Mannitol) ist. Das Substrat wird ber ein Membranprotein in das Zytoplasma einge-
schleust und direkt bei der Aufnahme phosphoryliert. Dies geschieht unter Beteiligung
der Enzyme Enzym | (El), dem Histidin-haltigen Protein (HPr) und dem Zuckertrans-
porter Ell, welcher substratspezifisch ist (Fuchs et al., 2007).
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1.6.1 Das D-Mannitol-Expressionssystem

Die Aufnahme von D-Mannitol erfolgt in B. subtilis tiber die C-Doméne des EIM!.

D-Mannitol wird durch die Membran transportiert und dabei von der B-Domane des
EnM phosphoryliert. Dieses Phosphat wird durch das cytoplasmatische Protein EHAM!
zur Verflgung gestellt, welches wiederum durch HPr (H15~P) phosphoryliert wird
(Abbildung 11). Anschliefend wandelt die Mannitol-1-Phosphat Dehydrogenase das
aufgenommene Mannitol 1-Phosphat in Fructose 6-Phosphat um, welches ein Zwi-
schenprodukt der Glykolyse ist. Das Mannitol Verwertungssystem besteht aus dem
mtlIAFD Operon, das im Chromosom von B. subtilis lokalisiert (Abbildung 12) ist. Das
erste Gen, mtlA, kodiert fir das EIICBM! Protein (Kunst et al., 1997). Das mtIF Gen
kodiert fur den cytoplasmatischen Phosphocarrier, EIIAMY (Barbe et al., 2009; Joyet et
al., 2010).

Abbildung 11: PTS vermittelte Aufnahme von Mannitol
in B. subtilis (nach Wenzel, 2013). Mannitol wird tber

ENM" in die Zelle aufgenommen und dabei tiber die EIIBA-

333333333383833833431

Doméanen zu Mannitol-1-Phosphat phosphoryliert. Die

% Mannitol Phosphorylierung der PRD2-Doméne des Aktivators MtIR
== durch HPr-His-15~P fiihrt zur Dimerisierung des Aktiva-
. tors MtIR, der an den Operator des mtl Operon bindet.
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Am Ende des Operons befindet sich das mtID Gen, das fiir die Mannitol 1-Phosphat
Dehydrogenase kodiert (Barbe et al., 2009; Kunst et al., 1997). Aktiviert wird die
Transkription des Operons Uber den Transkriptionsaktivator, MtIR, dessen mtIR Gen
14,4 kb stromabwarts des mtIAFD Operons liegt und an den Promotor Pyya bindet
(Harwood & Wipat, 1996; Reizer et al., 1999; Reizer et al., 1992).

In der folgenden Arbeit wurde eine Reihe von Genen tber das Mannitol Regulations-
system exprimiert. Als Promotor diente dabei der in der leader-Sequenz 3¢ verkiirzte

Promotor Ppyya aus dem Stamm B. subtilis 3NA (Heravi et al., 2011).
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P mtlA 12.1kb 2 mtiR

yenL ) vesd

Abbildung 12: Schematische Darstellung des mtlAFD-Operons zur Aufnahme von Mannitol
(Heravi, 2013). Das mtlAFD Operon besteht aus mtlA (EIICBM! Protein), mtIF (cytoplasmatischer Phos-
phocarrier EIIAM") und mtID (Mannitol 1-Phosphat Dehydrogenase) (Barbe et al., 2009; Joyet et al.,
2010; Kunst et al., 1997). Das Gen mtIR ist ein Transkriptionsregulator und bindet in Anwesenheit von
Mannitol an Pyya, wodurch das mtIAFD-Operon exprimiert wird (Heravi, 2013).

Dieser Promotor wurde in der Promotionsarbeit von Kambiz Morrabi Heravi ausge-
testet. Daflir wurde der Promotor in unterschiedlichen Langen zusammen mit dem Re-
portergen lacZ in Plasmide integriert und mittels 3-Galaktosidase Assays getestet. Der
native Pmya ist 181 bp lang (Abbildung 11) und enthalt sowohl die Kernelemente eines
Promotors (+1, -10 und -35 Sequenz) als auch regulatorische Sequenzen (Operator und
cre sites). Der Promotor in pPKAM12 ist am 5°-Ende um 20 bp verkdrzt, sodass auch der
Terminator des yncL-Gens nicht mehr vorhanden ist. Zudem wurde am 3°-Ende die
ribosomale Bindungsstelle, RBS (W), entfernt und durch eine Bindungsstelle, RBS (V),
aus dem Plasmid pSUN279.2 ersetzt. Da dieser Promotor in R-Galaktosidase Assays
eine deutliche Aktivitatssteigerung im Vergleich zum WT-Promotor und anderen Pro-

motorvarianten zeigte (Heravi, 2013), wurde er in dieser Arbeit verwendet.

pKAMO

KAMI1
Nhel P PKAMI2
gctagagigcteccTGAaaccaggagce ttttatttttaaaaaattgtcacagtcatq
> —_— e — -«

-35 -10
‘tgccaaagtcctctttactttcaa}ttgtat{agggactgtaagcgttttaacatagag

cre site

pKAMI2

+1
tCaaagggaagcatcattctctgaacatatttttgtatcttELI cagcgacaaacaaaa

pKAMI1
pKAM9 /NI

“agggagggtttat ‘F ct [aagaagqaqatatacati\zg
RBS (W) RBS (V) lacZ

Abbildung 13: Sequenz des Promotors P.ua und daraus verwendete Promotorvarianten (lber-
nommen aus Heravi, 2013). Anfang und Ende der Promotoren sind mit Pfeilen und Kasten markiert. Die
ribosomale Bindungsstelle (RBS) von Pyga (W) und pSUN279.2 (V) sind unterstrichen. In dieser Arbeit

wurde die Promotorvariante verwendet, die mit pKAM12 markiert ist.
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1.7 Zielsetzung

Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Verbesserung der Transformationsrate von
B. subtilis 168. VVorausgegangene Arbeiten anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass eine
zusatzliche Expression von Genen, die die Kompetenzentwicklung positiv beeinflussen,
zur Steigerung der Transformationsrate fiihrt und zusétzlich die Transformation in LB-
Medium durchgefiihrt werden kann.

In dieser Arbeit sollte sowohl ein B. subtilis 168 Stamm generiert werden, der eine
chromosomal integrierte induzierbare Kompetenzkassette aus mehreren Genen enthalt
als auch ein optimiertes Protokoll, das die Transformationsrate in diesem Stamm deut-
lich steigert. Die Bestatigung erfolgte tber die Zahl an positiven Kolonien pro Milliliter
und mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie. Des Weiteren konnte dieser Stamm mit
Plasmid-DNA in monomerer Konformation erfolgreich transformiert werden.

Die deutliche Steigerung der Transformationsrate fihrte zu der Frage, ob die Kompe-
tenz, in dem in der Transformationsrate gesteigerten Stamm REG19, unabhéngig von
den natlrlichen kompetenzinitiierenden Genen aktiviert werden kann. Die Transfor-
mationsversuche zeigten, dass der Stamm REG19 im kompetenten Zustand eine Wachs-
tumshemmung aufweist, sobald er in frisches Medium Uberflhrt wurde. Daher wurden
verschiedenen Gene deletiert, die moglicherweise einen Einfluss auf die Wachstums-
hemmung haben. Weitere Deletionsanalysen wurde mit dem Ziel durchgefihrt, die
Kompetenzregulation in dem Stamm REG19 genauer zu verstehen und die Transforma-
tionsrate weiter zu steigern.

Daruiber hinaus ermdglichte die gesteigerte Transformationsrate von REG19 einerseits
die Untersuchung der Etablierung von Plasmid-DNA nach der Transformation, anderer-
seits ob eine Transformation eines Genes mit nicht selektionierbaren Eigenschaften mit
Hilfe einer Kotransformation madglich ist. Zum Schluss stellte sich die Frage, ob eine
Deletion chromosomaler Genen ohne die Verwendung von Plasmid-DNA in REG19

maoglich ist.
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2  Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme und Plasmide

2.1.1 Bakterienstimme

In Tabelle 4 sind die in dieser Arbeit verwendeten, nicht-selbststandig hergestellten

Stamme mit Referenzen aufgelistet. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht tiber die Konstrukt-

ion der in dieser Arbeit generierten Stdmme ausgehend von dem Stamm B. subtilis 168.

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Stdmme mit relevantem Genotyp.

Antibiotikaresistenzgene: ermC = rRNA Methyltransferase (Erythromycin); cat = Chloramphenicol

Acetyltransferase, aad9 = Spectinomycin Adenyltransferase

Stamm Relevanter Genotyp Referenz
E. coli
recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17(rk’,mk"),
JM109 relAl,supE44, A(lac-proAB), F'[traD36, proAB, Yanisch-Perron et al., 1985
lacl® lacZ AM15]
NM538 F supF hsdR mcrB A Frischauf et al., 1983
B. subtilis
168 trpC2 DSM23778?
3NA spo0A3 Michel & Millet, 1970
11G-Bs168-1 trpC2, AmanPA: :ermC pJOE6577.1—-168
KMo pC’ Rahmer otal, 2015
BKEO03500 168 AcomS::ermC Bacillus Genetic Stock Center
BKE10420 168 AcomK::ermC Bacillus Genetic Stock Center
BKE10630 168 AaddA::ermC Bacillus Genetic Stock Center
BKE11310 168 AcomZ::ermC Bacillus Genetic Stock Center
BKE11520 168 AmecA::ermC Bacillus Genetic Stock Center
BKE11820 168 AyneA::ermC Bacillus Genetic Stock Center
BKE16940 168 ArecA::ermC Bacillus Genetic Stock Center

2 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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Tabelle 5: In dieser Arbeit konstruierte und verwendete B. subtilis 168 Stamme mit relevantem Ge-

notyp.

Antibiotikaresistenzgene: ermC = rRNA Methyltransferase (Erythromycin); cat = Chloramphenicol

Acetyltransferase, aad9 = Spectinomycin Adenyltransferase

Stamm Relevanter Genotyp Konstruktion

REG1 trpC2, AmanPA::ermC, hisl'-aad9-yvcA pHM30—11G-Bs168-1
REG3 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-cOmS pREG3—REG1
REG4 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-dprA pPREG4—REG1
REG5 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-dprA, comS pREG5—REG1
REG6 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK pREG6—REG1
REG7 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-dprA-comK pREG7—REG1
REG19 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comS pJOE7361.1->REG1
REG19.1 trpC2, AmanPA, Pyya-comK-comS pJOE7644.2—REG19
REG32 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, AsrfAA-AD pREG12—»REG19
REG33 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, AcomK pREG13—»REG19
REG35 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comS, AcomK, AsrfAA-AD pREG13—REG32
REG36 trpC2, AmanPA:.ermC, Pya-comK-comsS, Aspo0A/spolVB pJOE7122—REG19
REG37 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, AcomQXPA pREG10—REG19
REG45 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, Amaf pREG14—REG19
REG47 trpC2, AmanPA::ermC, Peonon-eGFP::yUaB ‘;REGlS_) 1G-Bs168-
REG48 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comS, Peomea-eGFP::yuaB pREG18—REG19
REG54 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, AabrB pREG21—->REG19
REG57 trpC2, AmanPA::ermC, Pya-comK-comsS, AsinR pREG22—REG19
REG63 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, AdprA pREG28—REG19
REG65 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, ArecJ pREG25—REG19
REG67 Zf;C?Oer,Qg(r;ZnPA::ermC, Pmua-comK-comsS, AsrfAA-AD, PREG10—>REG32
REG71 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, Asinl pREG33—REG19
REG73 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, Arok pREG38—REG19
REG75 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, AspoOB pJOE8068—REG19
REG89 trpC2, AmanPA::ermC, Pji.g-comK-comS pREG37—REG1
REG98 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, AkinC pREG43—REG19
REG100 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-cOmK-comsS, AkinB, AspoOB pREG43—REG75
REG102 trpC2, AmanPA::ermC, Pya-comK-comsS, ArapH/phrH pREG54—REG19
REG104 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, ArapClphrC pREG56—>REG19
REG106 é;gyn?é,BAmanPA..ermC, Pmua-comK-comS, comGA-eGFP- DREG50—»REG19
REG110 trpC2, AmanPA::ermC, Pya-cOmK-comsS, AkinB pREG62—REG19
REG112 trpC2, AmanPA:.ermC, Pya-comK-comsS, ArapGphrG pREG70—REG19
REG114 trpC2, AmanPA::.ermC, Pyya-comK-comsS, AftsH pREG72—REG19
REG116 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comS, mecA’-cat-‘mecA pREG45—REG19
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Stamm Relevanter Genotyp Konstruktion
REG117 trpC2, AmanPA, Ppya-cOmK-comsS, ArecA::cat pREG47—REG19.1
REG120 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, AdegU pREG58—REG19
REG125 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, Asinl, AdegU pREG33—REG120
REG127 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, AslrR pREG74—REG19
REG131 trpC2, AmanPA, Pyya-comK-coms, AcomsS::ermC gggg;sgyi% 101
REG136 trpC2, AmanPA, Ppya-comK-comsS, AyneA::ermC CB:Eng'SggliREGlgl
REG138  1rpC2, AmanPA, Ppys-comK-comS, AaddA::ermC CB:EETd;yﬁREG 101
REG143  trpC2, AmanPA, Pya-comK-coms, AcomZ::ermC (B:EETQ?E—AREG 101
REG144 trpC2, AmanPA, Ppya-comK-comsS, AcomS pJOE6732—REG19.1
REG146 trpC2, AmanPA, Ppya-cOMS pREG3—REG19.1
REG147 trpC2, AmanPA, Ppya-dprA pREG4—REG19.1
REG148 trpC2, AmanPA, Poya-dprA, comS pREG5—REG19.1
REG149 trpC2, AmanPA, Pyya-comK pREG6—REG19.1
REG151 trpC2, AmanPA, Pyya-comK-comsS, AcomsS, AcomK::ermC EE;T6420NQREG144
REG154 trpC2, AmanPA::ermC, Pgonc-cOmK: :Pjig-comK-comS pREG84—REG1
REG159 trpC2, AmanPA::ermC, Pjicg-comK-comsS, AcomK pREG13—REG89
REG165 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, Akre::cat Gibson2—REG19
REG165.1 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, Akre pJOE6732—REG165
REG166 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, AsigB::cat Gibson3—REG19
REG166.1 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, Asig pJOE6732—REG166
REG167 trpC2, AmanPA::ermC, Pyya-comK-comsS, AsigD::cat Gibson4—REG19
REG167.1 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, AsigD pJOE6732—>REG167
REG169 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-dprA, ArecA::cat pREG47—REG7
REG170 trpC2, AmanPA::ermC, Ppya-comK-comsS, ArapA/phrA::cat Gibson5—REG19
REG171 trpC2, AmanPA::ermC, Pya-comK-comsS, ArapAlphrA pJOE6732—REG170
2.1.2 Plasmide

Tabelle 6 zeigt die verwendeten, nicht selbst hergestellten Plasmide mit den jeweiligen

Referenzen. In Tabelle 7 sind die Konstruktionen der in dieser Arbeit selbstdndig herge-

stellten Plasmide aufgelistet. Relevante Plasmidkarten sind im Anhang (Kapitel 6.1)

skizziert.
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Tabelle 6: Verwendete Plasmide mit relevanten Eigenschaften. Abkirzungen: KV = Klonierungsvektor;
IV = Integrationsvektor; Amp = Ampicillin; Cm = Chloramphenicol; Erm = Erythromycin;

Spc = Spectinomycin; Km = Kanamycin; n.v. = nicht veréffentlicht.

Name Beschreibung Resistenz Referenz
y S Motejadded & Alten-
pHM30 IV fur B. subtilis (his-Operon) Amp, Spc buchner, 2007
, e Motejadded & Alten-
pHM31 KV fir B. subtilis (his-Operon) Amp buchner, 2007
pJOE4370 KV fir pWAL275 Amp, Km Altenbuchner, J.; n.v.
. Jeske & Altenbuch-
pJOE4786.1 KV fur PCR Produkte Amp ner, 2010
.. Wenzel & Alten-
pJOE6577.1 aad9, bla, manPA::ermC Amp, Spc, Erm buchner, 2015
pJOE6732 Instabiler 1V fur B. subtilis; P,yag-cre Amp, Spc Altenbuchner, J.; n.v.
KV fiir Deletionen in B. subtilis manP- Wenzel & Alten-
pJOEG6743 Gegenselektion Amp, Spe buchner, 2015
pJOEG905 KV flr Ppya-comK als Template Amp Rahmer et al., 2015
pJOE7122 IV fur spo0A/spolVB-Deletion in B. subtilis ~ Amp, Spc Rahmer et al., 2015
pJOE7331 KV fiur pJOE7361 (Pyya-comK-comsS) Amp Rahmer et al., 2015

IV fur Pyya-comK-comsS Integration in

pJOE7361 B. subtilis his-Operon Amp, Spc Rahmer et al., 2015
pJOE7644 aad9, bla, AmanPA Amp, Spc Altenbuchner, J.; n.v
pJOE7710 IV fir yuaB Deletion Amp, Spc Altenbuchner, J.; n.v.
pJOEB068 IV fiir spo0B-Deletion Amp, Spc Altenbuchner, J.; n.v.
pJOE8688 mroxP’—bla—mroxP Cm, Spc Altenbuchner, J., n.v.
PKAM160  Pje-lacz Spe :'eerr’ag’éﬁ Altenbuch-
pKAM180 Pmna-luc Amp Heravi, 2013
pMW168 eGFP Spc Wenzel et al., 2011
pMW523 KV fur Integration in B. subtilis his-Operon ~ Amp Wenzel, 2013
PWAL275 ori*uB110, OFipucis, rePpuBito, Kan, bla, mrpS  Amp, Km xiﬁéhﬁﬁten_

Tabelle 7: In dieser Arbeit konstruierte Plasmide. Erklarung: PCR: s... /... (Template DNA); 3 Frag-
ment Integration mit 2 PCR Produkten: s.../s... +s.../s... (Template DNA); Overlap Extension-PCR:
s... I's... - s.../s.... (Template DNA), Primer fir Fusion der PCR-Produkte sind unterstrichen; Abk.:
RE = verwendete Restriktionsenzyme, Amp = Ampicillin; Cm = Chloramphenicol; Km = Kanamycin

Spc = Spectinomycin; HV = Hilfsvektor.

Name PCR-Fragment + RE Vektor + RE Resistenz
T e o M ewme A amw
TR DA e AN
?Ifmfigpr A, coms) ?ggggg‘)%% BsrGl PREG3 BsrGI  Amp
T e wme M
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Name PCR-Fragment + RE Vektor + RE Resistenz
pPREG7 s10576/s10577 Gibson
(Praa-dprA,comK) (851653) Assembly ~ PREG Nhel Amp
$8125/s8126 +
PREG10 Sphl
s8127/s8128 pJOE6743 Sphl Amp, Spc
(AcomQXPA) ( Ball Sphl
Bs168)
REG12 $8172/s8173 + BamHI
F()Asrf AA-AD) $8174/s8175 EcoRl pJOEG743 BamHI Amp, Spc
(Bs168) BamHI
$8132/s8130 +
?Ec%%% $8131/s8253 Sphl pJOE6743 Sphl Amp, Spc
(Bs168)
$8359/s8360 +
PREG14 $8355/58356 Nhel pJOE6743  Nhel Amp, Spc
(Amaf) (Bs168) Sacl
pREG16 yuaB Sphl pJOE7710 Sphl Amp
$8435/s8436 +
$8437/s8438
pREG17 (Bs168 — Kpnl pREG16 Knpl Amp
pMW168)
pREG18
(Poomen-cGFP::yuaB) pREG17 Sphl pJOE7710 Sphl Amp, Spc
REG21 s8600/ s8601 + HindlIll
P $8602/58603 EcoRI pJOE6743 Hindlll  Amp, Spc
(AabrB)
(Bs168) HindlIll
s8606/s8607 +
E’Esfﬁf)z $8608/58609 EE’:E'RI pJOE6743  Sphl Amp, Spc
(Bs168)
$8685/58686 + Hindlll
?Ering $8897/s8898 EcoRlI pJOE6743 Hindlll Amp, Spc
(Bs168) Hindl11
$8695/58696 + Hindlll
pIREC2) $8697/58698 EcoRlI pJOE6743 HindllI Amp, Spc
(Eefpiy) (Bs168) Hindl11
s8785/s8786 +
E’S\E?ESREG ) $8787/58788 Eagl pJOE6743  BamHI  Amp, Spc
(Bs168)
pREG31
(recA, HV fur SEEREEer BamHI pJOE4786 BamHI  Amp
PREG46) (Bs168)
$8610/s8611 + Sphl
?fsllzrﬁ; 3 $8612/58613 EcoRlI pJOE6743 Sphl Amp, Spc
(Bs168) Sphl
pREG36 $8856/58857 Aflll AfllI
(HV fir pREG36 ) (pJOE7361) EcoRV PKAMIBO — prory  SPC
pREG37
(Prcs-comK-coms) pREG36 Nhel pHM31 Nhel Amp
$8809/s8810 + Sphl
E’Z’f’%% $8811/s8812 ECoRI pJOE6743  Sphl Amp, Spc
(Bs168) Sphl
$9058/s9059 + Sphl
?EIESC?)S $9060/s9061 EcoRI pJOEG6743 Sphl Amp, Spc
(Bs168) Sphl
pREG45 $9092/s9093 Amp, Spc,
(AmecA::cat) (pJOE8688) Eagl PlEe Eagl cm
pREG46 $9092/s9093
(HV fur pREG47) (pPMW943) Eagl PREG31 Eagl Amp
pREG47 Amp, Spc,
(ArecA::cat) pREG46 BamHI pJOEG743 BamHI cm
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Name PCR-Fragment + RE Vektor + RE Resistenz
$9193/ 59194 + Sphl
E’Cﬁ%‘f comGE) $9197/59198 Eagl pJOE6743  Sphl Amp, Spc
' (Bs168) Sphl
pREG50
(comG/—;—eGFP- ?3&,?6&?96}3?6 Eagl PREG49 Eagl Amp, Spc
comGB
s S +
pREG51 9216/59217
(aad9: 70 $9218/59219 Eagl pWAL275 Eagl Amp, Km
A-T: Stopp) (pJOE6743)
pREG52 $9216/59220 +
(aad9: 550 $9221/59219 Eagl pPWAL275 Eagl Amp, Km
A-T: Stopp) (pJOE6743)
§9222/59223 + Sphl
?ARriGEI? hrH) §9224/59225 Eagl pJOEG743 Sphl Amp, Spc
PHip (Bs168) Sphl
$9226/59227 + Sphl
?Erieg? hrC) §9228/59229 Eagl pJOE6743 Sphl Amp, Spc
peIp (Bs168) Sphl
$9314/s9315 + Sphl
?AR diGLSS §9316/s9317 EcoRlI pJOE6743 Sphl Amp, Spc
g (Bs168) sphl
$9322/59323 + Sphl
E’EkEifgz $9324/59325 ECoRI pJOE6743  Sphl Amp, Spc
(Bs168) Sphl
ODREGT0 $9347/s9348 + BamHI
(ArapG/phrG) $9349/s9350 Eagl pJOE6743 BamHlI Amp, Spc
(Bs168) BamHI
$9351/59352 + Sphl
?Efltzs GH§2 $9353/59354 EcoRlI pJOE6743 Sphl Amp, Spc
(Bs168) Sphl
$9626/59627 + Sphl
F()Eslfr%;‘l $9666/59625 EcoRlI pJOE6743 Sphl Amp, Spc
(Bs168) Sphl
OREGS0 510101;510102 +  Sphl )
(HV filr pREG84) s10103/s10104 Eagl pJOE4786 Sphl Amp
(Bs168) Sphl
pREG84 510105, s10107 Sphi
(Pcomk-COMK::Pyica- (pPREG37) + Eagl pJOEG743 Sphl Amp, Spc
comK-comS) pREG80 Sphl

2.1.3  Gibson Assembly® Produkte

Tabelle 8: Tabelle mit den in dieser Arbeit entstandenen Gibson Assembly® Produkten. Erklarung:
Ligation der 3 Fragmente mittels iiberlappender Sequenzen. s.../s... (Template DNA); Abk.:

cat = Chloramphenicol Resistenzgen.

Name Beschreibung Oligonukleotide

Gibsonl dprA $10222/s10223

$10633/510634 (Bs168) + s10635/s10636 (pJOE8688) + s10637/s10638

i 2
Gibson (Bs168)

kre'-cat-'kre

$10639/510640 (Bs168) + s10641/s10642 (pJOE8688) + s10643/s10644

Gibson3 (Bs168)

sigB'-cat-'sigB
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Name Beschreibung Oligonukleotide

510645/s10646 (Bs168) + s10647/s10648 (pJOE8688) + s10649/s10650

Gibson4 sigD'-cat-'sigD (Bs168)

510684/s10685 (Bs168) + s10686/s10687 (pJOE8688) + s10688/s10689

Gibson5 rapA'-cat-'phrA (Bs168)

2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden bei Bio-Rad Laboratories
GmbH (Munchen), Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf), Becton Dickinson
GmbH (Heidelberg), Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH und & Co0.KG
(Karlsruhe), Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen), Life Technologies GmbH (Darm-
stadt) und VWR International GmbH (Darmstadt) bezogen.

2.2.2 Enzyme

Tabelle 9: Verwendete Enzyme mit Hersteller und Verwendungszweck.

Enzym Hersteller Zweck

Abspaltung freier Phosphatgruppen
am 5°-Ende der DNA

Klonierung; mit dNTPs
Auffillreaktion in 5°-3’-Richtung

Alkalische Phosphatase =~ Roche Applied Science

Klenow Enzym Roche Applied Science

Restriktions- New England Biolabs,

Roche Applied Science, Klonierung; Restriktionsenzym-analyse
endonukleasen L
Thermo Scientific
New England
T4 DNA Ligase Biolabs, Roche Applied Verknipfung kompatibler DNA Enden
Science
High-Fidelity PCR Thermo Scientific PCR
Enzym Mix
DreamTaq DNA Thermo Scientific Kolonie-PCR
Polymerase
Phusion® Hot Start D
DNA-Polymerase Thermo Scientific PCR
TM - - -
Q5" High-Fidelity New England Biolabs PCR

DNA Polymerase
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2.2.3 Oligonukleotide

Die in Tabelle 10 aufgefiihrten Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit verwendet und
von Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) erworben.

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Abk.: FP: forward Primer; RP: reverse Primer; P:

Promotor; GA: Gibson Assembly (klein geschriebene Basen entsprechen der iberlappenden Sequenz).

Name Sequenz (5‘— 3¢ Richtung) Verwendungszweck

56851 CTAGCTTTTTATTTTTAAAAAAT FP Integration Ppgs

$6852 GCTATGTGACATCTCAGGT FP Integration comK

wiss  CCTCCATCCTITTTCTGOACTTAAGAAA RP Itgrtion P

s6854 E‘L%‘Liff::gg;ﬁgg;ggAAGTG RP Integration comK

s7328 GGGATAAAGAATTGGATTATC Essﬁzg%OA'Spoe'VB

s7329 CATGAGCTTATTAAGTGGTC Sgsﬁgg%OA'Spoe'VB

<7330 GACCACTTAATAAGCTCATGACTGATGAACGAATG- FP AspoOA-spoelVB
GATGT downstream

$7331 GAGATTGACCAAATTGAAAAC SCE’WA:S‘:;(Z; SpoelVB

s7707 CCTATTTTTCTAATACCGTTC RP Pyua-comK

<7708 gﬁﬁgignzgﬁAAAATAGGTGTATTTG EP coms

s7709 GGAGGATTTCGTGCCGG RP comS

<3003 AAAAACTTAAGCGAAAGCAAGGAGGAGCAGACGTT- o
TGAACCGATCAGGCAAGCA

$8004 AAAAAGCTAGCTGTACACTACTTCTCCCTCCAGCAG  RP comS

<8005 AAAAACTTAAGTGTACACAAAAGGAGGTCA- FP dpra
ATCTATTGGATCAGGCCGCTGTCT

$8006 AAAAAGCTAGCTCAGGAAGTTCCTCGAAAATAT RP dprA

$8007 AAAAACTTAAG AAGGATGGAGGCCATAATATG FP comK

s8008 AAAAAGCTAGCCTAATACCGTTCCCCGAGC RP comK

$8125 AAAAAGCATGCATGCTGCTTCTAAAGGCTCAA FP AcomQXPA upstream

58126 AAAAAGAATTCATGTTGGGGGGTGTAGAGAT RP AcomQXPA upstream

58127 AAAAAGAATTC TTTCTCCTTGATCCGGACAG FP AcomQXPA

downstream
58128 AAAAAGCATGCAGGCCACAACTTTAGCGTTG RP AcomQXPA
downstram

$8130 AAAAAGAATTCTAAAGCTATGCCGTCGGAATT RP AcomK upstream

s8131 AAAAAGAATTCTTATGGCCTCCATCCTTTTTC FP AcomK downstream

58132 AAAAAGCATGCAATGGCGGAACAATTGTGAAC FP AcomK upstream

$8172 AAAAAGGATCCGGTTGAATATTCTCTGACCCC FP AsrfAA- AD upstream

s8173 AAAAAGAATTCATTGTCATACCTCCCCTAATC RP AsrfAA- AD upstream

58174 AAAAAGAATTCATGAAGTGATGAAAGGAGGAG ;Ir’eﬁr‘;rfAA' AD down-

s8175 AAAAAGGATCCTTCCGTTTGTGACAGCAGGA RP AsrfAA- AD down-

46

stream



2

Material und Methoden

Name Sequenz (5‘— 3¢ Richtung) Verwendungszweck
$8253 AAAAAGCATGCTCAGGTAAACTAACGGGTCG RP AcomK downstream
$8355 AAAAAAGTACTTGACGGTTCTATAAACGGGAA FP Amaf downstream
$8356 AAAAAGCTAGCAAACTCACAAATTTTTTATCCCC RP Amaf downstream
$8359 GGGGGGCTAGCAAAAACAAGCGGCACAAAC FP Amaf upstream
$8360 GGGGGAGTACTCATGTTCGTCATCCTTTCAGG RP Amaf upstream
s8435 CCCCCGGTACCTTATTTATAGGGAAAATTATAATGAC FP Peomoa

s8436 TGTCTGCCATTTTGATTCCCTCTCCTTTCAAC RP Peomea

s8437 AGGGAATCAAAATGGCAGACAATAACAAAGGAT FP eGFP

$8438 CCCCCGGTACCCCAGTGCCAAGCTTGTTTAAA RP eGFP

$8600 CCCCCCAGTGGATGCGATTGCTGC FP AabrB upstream
$8601 CCCCCGAATTCTCATTTCTTGTACAAAAAACGTTC RP AabrB upstream
$8602 CCCCCGAATTCTCTCCTCCCAAGAGATACTTA FP AabrB downstream
s8603 CCCCCTTCATACTCATCAAGATAGATGT RP AabrB downstream
$8606 CCCCCGCATGCATGCAGGAGCCGTCCGAC FP AsinR upstream
s8607 CCCCCGAATTCTGTCATCACCTTCCTTGTGAT RP AsinR upstream
$8608 CCCCCGAATTCTGCCTGAGCAGAGGCACTA FP AsinR downstream
$8609 CCCCCGCATGCAACGGCGGCAGCAATACATC RP AsinR downstream
$8610 CCCCCGCATGCGCCTTGGCTTGGTATAAATGT FP Asinl upstream
s8611 CCCCCGAATTCGCAGTTTCTCCTCCTAAAATAC RP Asinl upstream
$8612 CCCCCGAATTCATGTGCTATAATATCACAAGGAA FP Asinl downstream
$8613 CCCCCGCATGCATATCAAGGCAACTCCATTAAG RP Asinl downstream
$8649 AAAAAAGGATCCGGCCTTCTAAGCCTGACA FP Aspo0OB upstream
$8650 TAGCGGAGTTTTTAACGGTTT RP AspoOB upstream
s8651 ééégg?ggéﬁﬁﬁé CTCCGCTACATTTT- FP Aspo0OB downstream
$8652 AAAAAAGGATCCTGGACAAGATCTTGTTTGTG RP AspoOB downstream
$8685 CCCCCGCATGCCAGTCAATACTTGTTCGTTCG FP ArecJ upstream
58686 AAAAAGAATTCAGAGGCTTATGAAAGTACGAG RP ArecJ upstream
s8687 CCCCCGAATTCAAATTCACCCCTCAACCACC FP ArecJ downstream
$8688 AAAAAGCATGCAGAGTGGTGTAAAGCAGAGG RP ArecJ downstream
$8695 GGGGGAAGCTTGAGCTTGATCTCGTGATTTGT FP AdprA upstream
$8696 CCCCCGAATTCTAGATTGACCTCCTTTTGTTAG RP AdprA upstream
$8697 CCCCCGAATTCTTCAATATACGGAACCCTTTTG FP AdprA downstream
$8698 CCCCCAAGCTTCTGTGCATCCACTAAATCCAT RP AdprA downstream
s8785 CCCCCGGATCCATTTTTATTTCTTTTGTGACTG FP AmecA upstream
s8786 CCCCCCGGCCGTCCTCAGATGCTGGTTCTT RP AmecA upstream
s8787 GGGGGCGGCCGTCTTGACGCCTTGCTGGATG FP AmecA downstream
s8788 GGGGGGGATCCTCAACTCCTGTTCGCTGTAT RP AmecA downstream
s8791 CCCCCGGATCCATGAGTGATCGTCAGGCAG FP ArecA

s8792 CCCCCGGATCCTTATTCTTCAAATTCGAGTTCTT RP ArecA

$8809 CCCCCGCATGCCCCCGTTCCGAAGATGATC FP Arok upstream
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Name Sequenz (5‘— 3¢ Richtung) Verwendungszweck
58810 CCCCCGAATTCCATTCCTCAATGTACCCCCT RP Arok upstream
$8811 CCCCCGAATTCTGCAGAATCAGCAAACGAATAA FP Arok downstream
s8812 CCCCCGCATGCATAAACTTCATATTGCGAAAGTC RP Arok downstream
58856 GGGGGGATATCGTGAAAAAAGTAATAGGTATTTAG FP comK-comsS
$8857 GGGGGCTTAAGCAGAAAAAGGATGGAGGCCA RP comK-comS
59058 CCCCCGCATGCTACTGCGATTTTTGGGGGTG FP AkinC downstream
59059 CCCCCGAATTCCATATGACCACCTGCCGCT RP AKinC downstream
59060 AAAAAGAATTCTGAGAGGAGAAAAATAAAGTGAA FP AKinC upstream
59061 CCCCCGCATGCTGCCTTCCGCCAGCTTCAA RP AkinC upstream
59092 CCCCCCGGCCGCGTACCTATTAATGTATCGTTTT FP cat
59093 CCCCCCGGCCGCCATAGTGACTGGCGATGC RP cat
59193 CCCCCGCATGCTATTTCCGAAGACAGGAGCC FP comGA
59194 CCCCCCGGCCGATCTTTTTCATGATAAACCCACE gz d‘i)oanA ohne Stopp-
<9105 GGGGGCGGCCGGGAGGTGGAG- FP eGFP Linker zu
TAGCAGACAATAACAAAGGATCC COMGA
59196 GGGGGCGGCCGTTACTTGTACAGCTCGTCCAT RP eGFP
59197 GGGGGCGGCCGAAAAGTCTGGTTGTTAAAGGATC FP comGB
59198 GGGGGGCATGCGGCTGTCATAAATTGAGAGGC RP comGB
59216 CCCCCCGGCCGACCCCTGGCGAATGGCGA FP aad9-Fusion
9217 TCAACTCCTGATCCAAACATCTAAGTACCAATAAGGT-  RP aad9-Stoppcodon
TATTTTTTA Anfang
<0218 AAAAATAACCTTATTGGTACTTAGATGTTTGGATCAG-  FP aad9-Stoppcodon
GAGTTGAG Anfang
59219 CCCCCCGGCCGAATTGAAAAAAGTGTTTCCACCA E; diadg'smppc"don
<9220 TGTCCATAGTTAAAATCATACGTCATAAAGTTAATA-  RP aad9-Stoppcodon
TAGAGTTGGTT Ende
<0291 ACCAACTCTATATTAACTTTATGACGTATGATTT- 2P aado-Fusion
TAACTATGGACA
59222 TTTTTGCATGCCCCTTACCTTGCCTCCGC ftfr’eﬁr;apw phrH up-
59223 TTTTTCGGCCGCGGCTTCCCTCCTTCTCTA ifeﬁr;apw phrH up-
59224 CCCCCCGGCCGCTTTACGGAAGACGTTCCATT FP ArapH/phrH
downstream
59225 CCCCCGCATGCCGCATGGAATTGATCAGGCT RP ArapH/phrH
downstream
59226 CCCCCGCATGCTCAGATCCCAGCAAATTACCT ftlr)eﬁr;apu phrC up-
59227 CCCCCCGGCCGCCTTCACCCTCTCCCATCA RP ArapC/phrC up-
stream
59228 CCCCCCGGCCGAAAAAAACACCGCAAGACATAG FP ArapC/phrC
downstream
59229 CCCCCGCATGCGTACAACGGCAAGAGCCGC RP ArapC/phrC
downstream
59314 AAAAAGCATGCCGGACCCGCTCAAATGCT FP AdegU upstream
s9315 AAAAAGAATTCGTCACAAGCCACGCCTCC RP AdegU upstream
s9316 CCCCCGAATTCATGAGATAGTATAATAGGAGACT FP AdegU downstream
s9317 CCCCCGCATGCCTCAAAAGGCACAATTACCTTA RP AdegU downstream
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Name Sequenz (5‘— 3¢ Richtung) Verwendungszweck
59322 GGGGGGCATGCGGCTTCAGCGATCATTATTC FP AkinB downstream
59323 GGGGGGAATTCAAAACACTTGGTAAAGAAGAATA RP AkinB downstream
59324 AAAAAGAATTCACAGCAGCTTCCAAAAAGGC EP AkinB upstream
59325 AAAAAGCATGCGCTGCCGAAGAGTATGGAG RP AkinB upstream
59347 AAAAAGGATCCCCTCACCCACATTATATTAGG FP ArapG upstream
59348 AAAAACGGCCGACTCCTTTCTCTAGTGACTTAT RP ArapG upstream
59349 AAAAACGGCCGCGCTGAGAAAATGATTGGATAA FP ArapG downstream
59350 AAAAAGGATCCGCCTAGGCATTGGCCACG RP ArapG downstream
59351 CCCCCGCATGCAAGATCTTGTGATTCCAAACAG FP AftsH downstream
59352 CCCCCGAATTCCCTTACCTCCTCCCACAGT RP AftsH downstream
s9353 CCCCCGAATTCTTTTTTATGTAAATGATTGGCTCA FP AftsH upstream
59354 TTTTTGCATGCGTTTGTTTTCATCAATATAGCAG RP AftsH upstream
59625 CCCCCGAATTCTTCTCCTCTATTCCTGTCGTT RP AsIrR upstream
59626 CCCCCGAATTCAATCGGCTTGTCTGTCCATG FP AslrR downstream
s9627 CCCCCGCATGCCTTTCCATGATTGCTTTCTGG RP AslrR downstream
59666 CCCCCGCATGCATGACAGCAGCGCCA FP AsIrR upstream
59667 CTTCACCCATAAACACAGTAC FP trpC

59668 TTTGACGGGAATATCGACTCT RP trpC

510101  AAAGCATGCAACAAAGGCAGTGC FP Peomc-cOMK upstream
510102 AAACGGCCGAAAGAGAAAAAATCGTACACTG RP Peonc-comK upstream
510103  AAAAACGGCCGAAAAATAGGAAGGAGCTGAC ggv\';i;rt”g;%mK

510104  AAAAAGCATGCGCCCGAGGAACAGC ggwicgtmr'é'acrgm'(

510105  TTTCGGCCGGGTATTTAGATTTATATTGGGTGC FP Piicg

510106  TTTCGGCCGCCTTGCTTTCGTTCTCT RP Piics

510446  ATGTTTGCAAAACGATTCAAAAC (Fg g‘)amyE downstream
s10447  attasaaaaattataaAATTGACTGCCGTAACTG ?GP AA)amyE downstream
o ETTATATITITTATCTGTTAT o o
510449 caattttgtt GGCGAATGGCGATTTTCG RP aad9 (GA)

510450 gecattcgccAACAAAATTGCCTGATGGC (Fg g‘)amyE Upstream
510451  ATGGGGAAGAGAACCGCT ?g AA)amyE upstream
510452 ttgcaaacatATGGGGAAGAGAACCGCT (Fg g‘)anTﬁEU%‘;m”asrfgeam
s10453  tettocccatATGTTTGCAAAACGATTCAAAAC ?GP AA)anTﬁt’igFe’?;fsg‘
510576 ggggaacggtattaggAAAAGGAGGTCAATCTATTGG ggrdAprA fr Prya-comkK-
510577 fttagatttatattgggtg AAAGGGTTCCGTATATTGAAC ('?Ff’riprA fr Pya-comK-
s10633 ccattccttgCTGGCAGGAAGCGTAATCG FP Akre (GA) upstream
510634 taaccaactgTTAGGGTTGGGGGCGGTT RP Akre (GA) upstream
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Name Sequenz (5‘— 3¢ Richtung)

Verwendungszweck

s10635 ccaaccctaaCAGTTGGTTATTTCTTTAGCAC

$10636 gcaataggtgGATTTAAATAACTATAGGGTACAGATC
s10637 ttatttaaatc CACCTATTGCAAGAATATGTCGG

$10638 ttcctgccagCAAGGAATGGAGCGGCAC

510639 agctggacatTACCGGATTGGGCGTTTTTG
510640 taaccaactgCTGCGCTTGTTCATCTTG

s10641 acaagcgcagCAGTTGGTTATTTCTTTAGCAC
510642 caagcgcgagGATTTAAATAACTATAGGGTACAGATC

$10643 ttatttaaatcCTCGCGCTTGCAACGCAA

s10644 caatccggtaATGTCCAGCTTCTTTTTCTGGTTTTTTAG

510645 00aggaaaaaGCCATTGTTGTCGACACG
510646 taaccaactgTCCACTCTTTCCAGCGCG

s10647 2aagagtggaCAGTTGGTTATTTCTTTAGCAC
$10648 aatgcctitgGATTTAAATAACTATAGGGTACAGATC

$10649 ttatttaaatc CAAAGGCATTATTTAAATTAAAGAATCTG

s10650 cgacaacaatggcTTTTTCCTCCGCTTAGGTC

510680 TGTGATTCCGCCGCAA

s10681 AAAGCAGCAGTTCCGC
$10682 TTTTTCAATTCCGCTGGCAAG
s10683 TCTAAAAGCGGAAGCGCTG

s10684 ttaaccgaaaCTTTCAGGCAGCGAGACG

s10685 cctatagttaGAACTGCCGGATATGAGTATAC

510686 ccggcagttcTAACTATAGGGTACAGATCTGATATC

510687 atgaaccatcTCTTTAGCACAGTATGAAACG
510688 gtgctaaagaGATGGTTCATGCAGGTGAAAC

510689 tgcctgaaagTTTCGGTTAAGCGGCAGAC

FP cat (GA)

RP cat (GA)

FP Akre (GA)
downstream
RP Akre (GA)
downstream

FP AsigB (GA) upstream
RP AsigB (GA) upstream
FP cat (GA)

RP cat (GA)
FP AsigB (GA)
downstream
RP AsigB (GA)
downstream

FP AsigD (GA) upstream
RP AsigD (GA) upstream
FP cat (GA)

RP cat (GA)
FP AsigD (GA)
downstream
RP AsigD (GA)
downstream

FP trpC
RP trpC
FP trpC

RP trpC

FP ArapA/phrA (GA)
upstream
RP ArapA/phrA (GA)
upstream

FP cat (GA)

RP cat (GA)

FP ArapA/phrA (GA)
downstream
RP ArapA/phrA (GA)
downstream

2.24 Kits

Tabelle 11: Verwendete Kits.

Name Hersteller
innuPrep Plasmid Mini Kit Analytic Jena Plasmidisolierung
NucleoBond® Ytra Midi Macherey-Nagel Plasmidisolierung

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up  Macherey-Nagel
DNeasy® Blood & Tissue Kit QIAGEN

Aufreinigung von DNA-Fragmenten
aus Agarosegelen und PCR-Produkten

Isolierung chromosomaler DNA
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2.2.5 Konfokalmikroskopie

Tabelle 12: Verwendete Materialien fiir die Konfokalmikroskopie.

Name Hersteller Zweck

FM® 4-64 Dye Molecular Probes™ Membranfarbung
Hank’s Balanced Salt Solution, Invitrogen Membranfarbun
Ca?* | Mg? free (HBSS) g g
DAPI Sigma-Aldrich Nukleinsdurefarbung
2.2.6 Medien

Tabelle 13: Verwendete Medien zur Kultivierung, Stammbhaltung und Transformation. Fur die
Herstellung von LB-Agar-Nahrbdden wurden 15g I Euroagar (Becton Dickinson GmbH) zugegeben.

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

Medium Zusammensetzung Menge
Trypton 1009
LB-Medium (pH 7,2) Hefeextrakt 509
(Bertani, 1951) NaCl 5009
HZOmp ad 1,01
Trypton 16,0 g
dyT Hefeextrakt 10,09
(Sambrook et al., 1989) NaCl 5009
H2Omp ad 1,01
Trypton 500
TY-Medium (pH 7,2) Hefeextrakt 25¢g
HZOmp ad 0,51
) ) 87 % Glycerin* 57,5 ml
Glycerinkulturmedium ]
TY-Medium* 42,5 mi
Transformationsmedien fir B. subtilis
Spizizen (NH,),SO, 209
Minimalmedium (MG)
(Spizizen, 1958) KHPO, 6,09
K,HPO, 14,0¢g
NasCitrat x 2H,0 1049
MgSO, x 7H,0 0,29
D-Glucose* 50
Hzomp ad 1,0 I
MG 9,25 ml
Casaminoacids (1 % w/v)* 0,2ml
Medium | L-Tryptophan (0,5 % w/v)* 0,5 ml
SEL 5l
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Medium Zusammensetzung Menge

Medium 11 MG 8,0 ml
Casaminoacids (1 % w/v)* 0,1 ml
MgSQO,4 (1 M)* 0,05 ml
L-Tryptophan (0,5 % w/v)* 0,1 ml

Transformationsmedien fur E. coli

Transformation and Storage | B-Medium (pH 6,5) 82,5 ml

Solution (TSS-Medium)

(Chung et al., 1989) PEG 6000 10,09
DMSO 5,0 ml
MgCl, (2 M) 2,5ml

* separat autoklaviert

2.2.7 Antibiotika und Medienzusatze

Tabelle 14: Verwendete Antibiotika und Medienzusatze.

Antibiotikum / Zusatz

Stammldsung

Endkonzentration

Ampicillin
Chloramphenicol
Erythromycin
Kanamycin
Spectinomycin
IPTG

X-Gal
Casaminoacids
D(+)-Glucose
D-Mannitol
D(+)-Mannose
D(+)-Cellibiose
D-Glutamat

100 mg ml™ in 50 % (w/v) Ethanol
25 mg ml™ in Ethanol

10 mg ml™in 50 % Ethanol

50 mg ml™in 0,1 M NaOH
100 mg mlI™ in HyOpp

100 mM in 50 % EtOH

156 mM in Dimethylformamid
1% (w/v) in HyOp

20 % (wW/v) in HOpyp

20 % (wW/v) in HyOp,

20 % (wW/v) in HyOpp

20 % (wW/v) in HyOpp

20 % (wW/v) in HOpyp

100 pg ml™*
5 pg ml™t

5 pg ml™t

5 pg ml™t
100 pg ml™
250 pM
195 uM
0,02 % (wiv)
0,5 % (w/v)
0,5 % (w/v)
0,5 % (w/v)
0,5 % (w/v)
0,5 % (w/v)
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2.2.8 Puffer und Lésungen

Tabelle 15: Puffer und Ldsungen fiir Biofeedback-Plasmidisolierung.

Puffer / Lésung Komponenten Zusammensetzung
D-Glucose 999
TRIS /HCL (1 M, pH8,0) 25,0 ml
Resuspendierungspuffer
EDTA 3,729
H;Onmp ad 1,01
NaOH (2M) 0,84 ml
Lysepuffer SDS (10% wiv) 0,84 mi
HOmp 6,72ml
Neutralisierungslosung NH,-Acetat 578,1¢gI*
Tabelle 16: Sonstige Puffer und Lésungen.
Puffer / Losung Komponenten Zusammensetzung
TRIS 242,09
S0x TAE Eisessig 57,1 ml
EDTA 18,6 g
H,Omp ad 1,01
TRIS /HCI pH 8,0 10 mM
TE 10.01 EDTA pH 8,0 0,1 mM
H2Omp ad 1,01
Xylencyanol 0549
10x DNA-Auftragspuffer fur ~ Bromphenolblau 059
Agarosegelelektrophorese Glycerin (86 % v/w) 116,3 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) ad 200,0 ml
TRIS (1M, pH 8,0) 2,5ml
EDTA (0,5M) 5ml
Lysepuffer zur Isolierung Saccharose (20% wi/v) 50 ml
chromosomaler DNA aus
B. subtilis Glycin (0,5 M) 0,1 ml
Lysozym 20,0 mg mI™
H20mp ad 100 ml
NaCl 80,09
KCI 204
10x PBS Na,HPO, 14,4 g
KH,PO, 2,44
H;0mp ad 1,0 |
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2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung und Stammhaltung

Sowohl die E. coli als auch die B. subtilis Stimme wurden entweder als Fllssig- oder
als Plattenkultur bei einer Temperatur von 37 °C kultiviert. Im Falle von antibiotika-
resistenten Zellen wurde das Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt
(siehe Tabelle 14). Plattenkulturen auf LB-Agarbdden wurden mittels eines Ver-
einzelungsausstrichs hergestellt, Gber Nacht kultiviert und anschliefend bei 8 °C fur
maximal vier Wochen gelagert. Ubernachtkulturen (UK) wurden mit einer Einzel-
kolonie in 5 ml Kulturmedium beimpft und fiir ca. 16 h bei entsprechender Temperatur
inkubiert. Die Kultivierung der Tagkulturen (TK) erfolgte in Erlenmeyerkolben auf dem
Schdttler bei 150 rpm, wobei das Kulturvolumen 1/10 des Volumens des Kolbens be-
trug. Fur B. subtilis wurden Erlenmeyerkolben mit 4 Schikanen und fiir E. coli ohne
Schikane verwendet. Die Herstellung von Glycerinkulturen zur dauerhaften Lagerung
erfolgte, indem eine UK angezogen und anschlieRend abzentrifugiert (Heraeus Mega-
fuge, 4.500 rpm, 5 min, RT) und der Uberstand verworfen wurde. Das Zellpellet wurde
in 3ml TY-Glycerin resuspendiert und die Zellsuspension auf zwei 2 ml-

Gefrierréhrchen verteilt und bei -70 °C gelagert.

2.3.2 Bestimmung der Zellmasse

Die indirekte Bestimmung der Zellmasse in einer Bakteriensuspension erfolgte tber die
Ermittlung der optischen Dichte (OD) im GENESYS 10 Vis Spektrophotometer (Ther-
mo Fisher Scientific, Ulm) bei 600 nm. Die Eichung erfolgt gegen Luft und als Refe-
renzwert diente unbeimpftes Medium. Die ODggo berechneten sich aus der Differenz des
Probenmesswertes und dem Wert des Referenzwertes. Proben ab einer ODggo ~ 0,5
wurden im Verhéltnis 1:10 mit dem verwendeten Medium verdiinnt, um den linearen

Messbereich des Photometers nicht zu verlassen.
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2.3.3 Transformation

2.3.3.1 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach der TSS-
Hitzeschock-Methode (Chung et al., 1989) und eine Tageskultur diente fir 5 Transfor-
mationsansatze. Dafiir wurden die E. coli Stdamme JM109 bzw. NM538 in 5 ml LBy-
Medium im Verhéltnis 1:100 angeimpft und fir 135 min bei 37°C bis zu einer
ODg00~0,4 inkubiert (Schittler, 150 rpm). Die gesamte Kultur wurde in ein 50 ml PP-
Zentrifugenrohrchen mit Schraubverschluss (Greiner Bio-one, Frickenhausen) tber-
filhrt, pelletiert (Heraeus Megafuge, 4.500 rpm, 10 min, RT) und der Uberstand ver-
worfen. Das Pellet wurde anschlieend in 1 ml eisgekihltem TSS-Medium (Transfor-
mation and Storage Solution; siehe Tabelle 13) resuspendiert, davon je 200 pl der TSS-
Zellsuspension mit 10 pl Ligationsansatz oder 1 pl bis 5 pl Plasmid-DNA gemischt und
fir mindestens 30 min auf Eis inkubiert. FUr die Negativ-Kontrolle wurde keine DNA
hinzu gegeben. Der Hitzeschock erfolgte anschlieend bei 42 °C fiir 90 s. Durch diese
Inkubation entstehen kurzfristig Poren in der Zellmembran, wodurch eine DNA-
Aufnahme ermdglicht wird. Die transformierten Zellen wurden sofort nach dem Hitze-
schock auf Eis abgekihlt und anschliefend in Reagenzglaser mit 2 ml LBy-Medium
pipettiert. Nach 55 min Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen abzentrifugiert (Heraeus
Megafuge, 5 min, 4.500 rpm, RT), das Zellpellet in ca. 100 pl Restflissigkeit re-
suspendiert und auf LB-Agar N&hrbdden mit entsprechendem Medium ausplattiert. Im

Falle der Plasmid-DNA wurden 100 pl aus der Kultur direkt ausplattiert.

2.3.3.2 Transformation von B. subtilis nach Anagnostopoulos
und Spizizen (Paris Methode)

Die Transformation von B. subtilis wurde mit der Methode von Anagnostopoulos und
Spizizen (Anagnostopoulos & Spizizen, 1961) durchgefiihrt. Dafiir wurde die UN mit
5 ml Medium | angeimpft und fiir ca. 16 h bei 37 °C inkubiert. Im ersten Schritt wurde
die TK mit einer Zellmenge, entsprechend einer ODggo von 0,1 aus der UN in Medium |
angeimpft und anschlielend fir 5 bis 6 h bis zum Ende der exponentiellen Phase bei
37°C (Schdttler, 150 rpm) inkubiert. Im zweiten Schritt wurde die Kultur in frisches
Medium Il im Verhéltnis 1:10 Uberfuhrt und flr weitere 90 min bei 37°C (Schiittler,
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150 rpm) inkubiert. Das Medium Il unterscheidet sich zu Medium | in einer geringeren
Aminosduremenge. AnschlieBend wurde 1 ml dieser Kultur in ein Rohrchen Uberflhrt
und mit DNA versetzt. Im Falle von pWAL275 wurden 100 ng Plasmid-DNA in Di-
merkonformation oder 200 ng Plasmid-DNA in Monomerkonformation verwendet. Bei
chromosomaler DNA wurden 3000 ng eingesetzt sowie 600 ng im Falle von PCR-
Produkten. AnschlieBend wurde die Kultur fur weitere 60 min bei 37 °C inkubiert und
auf Platten mit geeignetem Selektivmedium ausplattiert. Im Falle einer Transformation
mit Plasmid-DNA wurde das Pellet ausplattiert. Die Plasmid-DNA wurde i.d.R. aus
dem Bakterium E. coli NM538 isoliert (ausgenommen pWALZ275), da dieser Stamm
Plasmid-Multimere produziert und dies zu einer héheren Transformationsrate fihrt. In
manchen Fallen wurde eine Steigerung der Transformationsrate durch Schneiden an

einer Restriktionsstelle und Ligieren des Plasmids erzeugt.

2.3.3.3 Transformation von B. subtilis in LB-Medium

Um B. subtilis mit dieser Methode zu transformieren, muss der Stamm ein Konstrukt
zur zusatzlichen Expression enthalten. Dieses Konstrukt enthalt einen induzierbaren
Promotor und entweder eines der Gene comK, comsS, dprA oder eine Kombination die-
ser Gene. In dieser Arbeit wurde hauptsachlich Ppia-comK-comS verwendet und durch
die Zugabe von Mannitol aktiviert. Es wurde aber auch das Konstrukt P)i;g-comK-comS
verwendet, das durch die Zugabe von Cellibiose aktiviert wurde.

Fir die Transformation wurde zunachst eine UK in LB Medium angezogen, um daraus
eine TK mit einer Zelldichte von ODggo 0,1 anzuimpfen. Nach einer Inkubation der TK
von 1,5 h bei 37 °C (Schdittler, 150 rpm) erfolgte die Zugabe des Induktors (Mannitol
oder Cellibiose) in einer Endkonzentration von 0,5 % (w/v). Danach wurde die Kultur
nochmals fir 1,5 h bei 37 °C (Schuttler, 150 rpm) inkubiert. Zur Entfernung des Induk-
tors wurde die Kultur gewaschen, in LBy resuspendiert und auf eine ODgy von 0,5 ver-
dunnt. Zu 1 ml Kultur wurde daraufhin DNA (identisch zu Kapitel 2.3.3.2) gegeben, fur
1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auf Platten mit geeignetem Selektivmedium
ausplattiert. Bei der Transformation mit Plasmiden als Donor-DNA wurden 50 ul bis
100 pl ausplattiert. Bei der Transformation mit DNA aus dem Stamm KMO (Trp®),
wurde die Kultur gewaschen und in sterilen 1 % NaCl resuspendiert. Davon wurden

50 pl bis100 pl mit einer Verdiinnung von 1:100 ausplattiert (Rahmer et al., 2015).
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2.3.4 Untersuchung kompetenter Zellen mit dem Mikroskop

Das Ziel der Mikroskopie bestand in der Darstellung und besseren Untersuchung kom-
petenter Zellen. Die Zellen wurden entweder mit einem Auflicht- und Fluoreszenz-
mikroskop oder mit einem Konfokalmikroskop untersucht. Fir Letzteres mussten die
Zellen und das Deckgléschen fixiert werden.

2.3.4.1 Fixierung und Farbung

Um die Zellen zu fixieren, wurde 1 ml 1 % ige Agarose in H,O auf einen Objekttrager
gegeben, ein weiterer Objekttrager oben aufgelegt und ca. 20 min gewartet bis die Aga-
rose ausgehartet war. Nach Entfernen des zweiten Objekttrédgers wurden 3 pl der Zellen
auf die Agarose pipettiert und mit einem Deckgléschen beschichtet.

Fur die Konfokalmikroskopie wurde die Membran der Zellen mit FM4-64 (N-(3-
Triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(Diethylamino)Phenyl)  Hexatrienyl)  Pyridinium
Dibromide) Hexatrienyl) Pyridinium Dibromide) rot fluoreszierend und die DNA mit
DAPI (4¢, 6-Diamidin-2-phenylindol) blau fluoreszierend gefarbt. Daflir wurden die
Zellen der TK abzentrifugiert und anschlieBend in FM4-64 (5 pg/ml in HBSS (1x)) fir
1 Minute auf Eis inkubiert. 3 pl der Zellen wurden anschlieBend zusammen mit 2 pl
DAPI (1 pg/ml in PBS) auf den mit Agarose beschichteten Objekttrager getropft und
dunkel gelagert.

2.3.4.2 Detektion

Die Zellen wurden mit dem Zeiss Axioplan 2 sowohl mit Durchlicht als auch unter Flu-
oreszenzlicht mit 100-facher VergroBerung (100x 1,3 Ol, Plan-NEOFLUAR® Ph3)
durch das Olimmersionsobjektiv (Immersol; Zeiss, Jena, Deutschland) betrachtet und
digital fotografiert (Zeiss Axio Cam MRm).

Um sowohl eine detailliertere Aufnahme der Zellen zu erhalten, als auch kompetente
Zellen mittels eines fluoreszenz-markierten DNA-Aufnahmekomplexes identifizieren zu
konnen, wurden die Zellen mit dem Laser Scanning Konfokal Mikroskop (LSM710
AxioObserver, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) mit einem 63-fachen Objektiv (Plan-
Apochromat 1,4 ) mit Olimmersion (Immersol; Zeiss, Jena, Deutschland) mikros-
kopiert. Fir DAPI erfolgte die Anregung mit dem Argonlaser bei 405 nm und die

Emissionsdetektion bei 460 nm, fir GFP war die Anregung bei 488 nm und Emission
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bei 505-530 nm und fir FM4-64 war die Anregung bei 514 nm und die Emission bei
640 nm. Die aufgenommenen Bilder wurden anschliefend mit dem Programm
ZEN2012 (Zeiss) bearbeitet.

2.4 Molekulargenetische Methoden

2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte tber die Polymerase Kettenreaktion
(PCR). Fur die Amplifikation von Fragmenten, die fur Klonierungen verwendeten wer-
den, wurde zunichst der ,High Fidelity PCR Enzyme Mix“ mit einer Taq DNA-
Polymerase und einer thermostabilen DNA-Polymerase verwendet. Diese zeichnet sich
durch eine Korrekturlese-Funktion (engl. proof-reading) aus, welche falsch eingebaute
Nukleotide erkennt und iiber eine 3° — 5° Exonuklease-Aktivitat wieder aus der DNA
entfernt. Spiter wurde die ,,Phusion® Hot Start DNA-Polymerase* genutzt, eine modifi-
zierte Form der PCR, welche unspezifische Amplifikate vermeidet, da die Polymerase
bei niedriger Temperatur zunichst inaktiv ist. SchlieBlich wurde auch die ,Q5™ High-
Fidelity DNA Polymerase® verwendet, bei der die Polymerase mit einer Stabilitéts-
verbessernden Doméne fusioniert ist und somit robuster ist. Um Deletionen oder chro-
mosomale Integrationen nachzuweisen zu konnen, wurde die ,,DreamTaq DNA-
Polymerase® verwendet, welche keine proof-reading-Aktivitdt besitzt. Die PCR-
Ansétze sowie die PCR-Profile fir die Amplifikationen sind in der Tabelle 17 und
Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 17: Zusammensetzung der PCR-Ansétze mit dem High Fidelity PCR Enzym Mix und der
Phusion® Hot Start DNA-Polymerase.

Volumen fur High Fidelity ~ Volumen fir Phusion® Hot Start

Komponente PCR Enzyme Mix DNA-Polymerase
Template-DNA (Plasmid-DNA

ca. 5 ng Plasmid-DNA, X ul x ul
chromosomale DNA ca. 100 ng)

Puffer 10 pl 20 pl
dNTP-Mix (10 mM) 2 ul 2 ul
forward-Primer (100 pM) 1l 1pl
reverse-Primer (100 uM) 1l 1l
DNA-Polymerase 1l 1l

H2Omp ad 100 pl ad 100 pl
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Tabelle 18: Zusammensetzung der PCR-Ansétze mit der Q5™ High-Fidelity und DreamTaq DNA-

Polymerase.

SRS Volumen fiir Q5™ High- Volumen fiir
b Fidelity DNA Polymerase DreamTaq DNA-Polymerase

Template-DNA (Plasmid-DNA

ca. 5 ng Plasmid-DNA, chromo- X Ml X ul

somale DNA ca. 100 ng)

Puffer 10 pl 3ul

dNTP-Mix (10 mM) 1l 0,6 pl

forward-Primer (100 uM) 0,5 ul 0,3 ul

reverse-Primer (100 uM) 0,5 ul 0,3 ul

DNA-Polymerase 0,5 ul 0,3 ul

H,O0nmp ad 50 pl ad 30 ul

2.4.1.1 Verwendete Polymerasen

Fur die Amplifikation der DNA-Fragmente wurde der Personal Thermocycler

(Biometra GmbH, Gottingen) mit folgenden Temperaturprofilen verwendet:

High Fidelity PCR Enzyme Mix

Denaturierung 94 °C 3 min

Denaturierung 92 °C 1 min

Primer-Annealing variabel 1 min 30-35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min/kb

Finale Elongation 72 °C 5-10 min

Phusion® Hot Start DNA-Polymerase

Denaturierung 98 °C 30s

Denaturierung 98 °C 10s

Primer-Annealing variabel 20s 30-35 Zyklen
Elongation 72 °C 30 s/kb

Finale Elongation 72 °C 7 min

Q5™ High-Fidelity DNA-Polymerase

Denaturierung 98 °C 30s

Denaturierung 98 °C 10s

Primer-Annealing variabel 30s 30-35 Zyklen
Elongation 72 °C 30 s/kb

Finale Elongation 72 °C 2 min
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DreamTaqg DNA-Polymerase

Denaturierung 94 °C 1,5 min

Denaturierung 92°C 30s

Primer-Annealing variabel 30s 30-35 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min/kb

Finale Elongation 72°C 10 min

2.4.1.2 Kolonie PCR

Die Kolonie-PCR ist eine einfache Methode, um Deletionen oder Insertionen nachzu-
weisen. Dabei ist die Aufreinigung der chromosomalen DNA nicht notwendig. Bei die-
ser Methode wurde zunédchst Zellmaterial einer Kolonie in 100 pl TE 10.01 aufgenom-
men, die Zellsuspension fiir 15 min bei 99 °C inkubiert (Eppendorf Thermomixer
compact) und kurz gemischt. Fir weitere 20 bis 30 min wurde die Zellsuspension bei -
70°C schockgefroren, daraufhin fiir 10 min bei 99 °C inkubiert und anschlieRend ab-
zentrifugiert (Tischzentrifuge, 10 min, 13.200 rpm, RT). 10 pl des DNA-haltigen Uber-
standes wurden als Template fur einen PCR-Ansatz mit der Dream-Taq DNA-

Polymerase verwendet.

2.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse der DNA-FragmentgroRen erfolgte durch eine Elektrophorese in 0,8 bis
1,2 % igen (v/w) Agarosegelen aus LE-Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessische
Oldendorf) und 1x TAE-Puffer. Zum Anférben der DNA wurde Ethidiumbromid in
einer Endkonzentration von 0,4 pg ml™ zu dem abgekiihlten, aber noch fliissigen Gel
hinzugegeben. Als Laufpuffer diente 10x TAE. Die aufzutrennende DNA wurde vor
dem Auftragen mit 1x DNA-Auftragspuffer gemischt und in die Taschen pipettiert. Zur
GroRenbestimmung der Proben-DNA wurde bei jedem Lauf 5 pl des ,,GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder* (Thermo Scientific) verwendet. Bei einer angelegten Spannung

von 10 V pro cm Gellange erfolgte die Gelelektrophorese.
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2.4.3 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein
1,5 ml-Reaktionsgefdll gegeben. Anschiefend erfolgte die Reinigung mit dem ,,Nucleo-
Spin Gel and PCR Clean-up Kit“ nach Protokoll des Herstellers. Die DNA wurde in 20-
30 pl Elutionspuffer (vom Hersteller) eluiert.

2.4.4 Restriktionsverdau

Bei einem Restriktionsverdau werden Plasmid-DNA oder PCR-Fragmente mit Hilfe
von einem oder mehreren Restriktionsenzymen geschnitten. Die Ansétze betrugen 10 pl
und enthielten ca. 200 ng gereinigte DNA. Nach Zugabe von 1 pl Restriktionsenzym
(i.d.R. 10 U/ul), 1 pl 10x Restriktionspuffer und H,Om, wurde der Ansatz fir ca. 1 h bei
optimaler Temperatur inkubiert. Wenn die DNA mit weiteren Enzymen geschnitten
werden musste und die Puffer unterschiedliche Zusammensetzung hatten, wurde die
DNA mit Isopropanol gefallt und eine weitere Restriktion angesetzt (siehe Kapitel
2.4.5). Falls kein Unterschied bestand und die Schnittstellen mindestens 50 bp vonei-
nander entfernt lagen, sodass man die Wirkung der beiden Enzyme auf einem Agarose-
gel sichtbar machen konnte, wurde ein 20 pl Ansatz mit beiden Enzymen verwendet.
Ansonsten wurde zunéchst ein Enzym verwendet und (falls mdglich) anschlielend das
Enzym durch Hitze inaktiviert. Daraufhin wurde nochmals 8 pl H2Opp, 1 pl 10x Rest-
riktionspuffer und 1 ul des zweiten Restriktionsenzyms dazu gegeben und eine weitere
Stunde bei Temperaturoptimum inkubiert. Die Aufreinigung erfolgte entweder durch
eine Isopropanolfallung oder direkt mithilfe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Kits nach Protokoll des Herstellers.

2.4.5 Isopropanolféallung

Die Isopropanolféllung diente hier zur Trennung der DNA von Restriktionsenzymen
und deren Puffern nach dem Restriktionsverdau. Daftir gab man 1/10 Volumen 3 M Na-
Acetat (pH 6,2) und 1 Volumen Isopropanol zu dem Restriktionsansatz und inkubierte
dies 5min bei RT. Anschlieend wurde die DNA pelletiert (Tischzentrifuge,
13.200 rpm, 10 min, RT), das Pellet mit 10 pl 100% Ethanol gewaschen (Tischzentri-
fuge, 13.200 rpm, 1 min, RT), bei RT ca. 30 min getrocknet und in 8 pl bzw. 16 pl TE

10.01 resuspendiert.
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2.4.6 Modifikation von DNA-Enden

2.4.6.1 Behandlung mit der alkalischen Phosphatase

Die alkalische Phosphatase (aus dem Kélberdarm) spaltet die 5°-Phosphatgruppe von
linearisierter DNA ab und verhindert, dass es zu einer Religation der Vektor-DNA
kommt. Daftir wird 1 pl alkalische Phosphatase (10 u pl™) und 1 pl 10x Phosphatase-
puffer zu 8 pl der geféallten DNA pipettiert und der Ansatz bei 37 °C fir 45 min inku-
biert.

2.4.6.2 Behandlung mit dem Klenow Enzym

Als Klenow-Fragment wird die grolRe Untereinheit der DNA Polymerase | (aus E. coli)
bezeichnet, die eine 5‘—3° Polymerase-Aktivitit und eine 3‘—5° Exonuklease-
Aktivitat besitzt. Das Klenow-Enzym wurde dazu verwendet, um die Uberstehenden
5‘-Enden von DNA-Fragmenten aufzufiillen, das eine darauffolgende ,,blunt-end*-
Klonierung ermdglicht. Dafiir wurde die DNA mit 1 ul 10x Restriktionspuffer B
(Roche), 1 pl 10 mM dNTP-Mix und 1 pl Klenow Enzym (1 U pl™) versetzt und an-
schlieRend mit H,Orp auf 10 pl aufgefillt. AbschlieBend wurde der Restriktionsansatz
fur 20 min bei 37 °C inkubiert.

2.4.7 Ligation

Die Ligation ist eine enzymkatalysierte Verkniipfung von kompatiblen DNA-Enden mit
Hilfe der T4 DNA Ligase. Der Reaktionsansatz (10 ul) enthielt Vektor- und Insert-
DNA, in einem molaren Verhltnis von 1:3, 1 pl T4 DNA Ligase (5 U plI™) und 1 pl
10x Ligasepuffer und H,On,p. Die Ligation erfolgte fiir 2 h bei RT.

2.4.8 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung aus 5 ml bzw. 10 ml UK (i.d.R. E. coli JIM109 bzw. NM538)

wurde mit dem ,,innuPREP Plasmid Mini Kit*“ von Analytic Jena nach dem Protokoll

des Herstellers durchgefihrt. Die Plasmide wurden bei 4 °C bzw. -70 °C gelagert.
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Die Analyse der Plasmide wurde mit einer kostengtinstigeren Biofeedback-Methode
durchgefiihrt. Dafiir wurden 2 ml der E. coli UK abzentrifugiert (Heraeus Megafuge,
4.500 rpm, 5 min, RT), das Zellpellet in 200 pl Resuspendierungspuffer aufgenommen
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefall gegeben. Durch die anschlieBende Zugabe von 300 pl
Lysepuffer erfolgten der Zellaufschluss und die Denaturierung von Proteinen und
chromosomaler DNA. Nach Zugabe von 400 pl Neutralisierungspuffer und anschlie-
Render Zentrifugation (Tischzentrifuge, 13.200 rpm, 5 min, RT) wurden Zelltrimmer,
Proteine sowie die chromosomale DNA pelletiert. 800 pl des Uberstandes wurden in ein
1,5 ml Reaktionsgefa® mit 700 pl Isopropanol Gberfuhrt und fur 10 min bei RT in-
kubiert, wodurch die Plasmid-DNA gefallt wurde. Nach einer weiteren Zentrifugation
(Tischzentrifuge, 13.200 rpm, 10 min, RT) wurde der Uberstand verworfen und die pel-
letierte Plasmid-DNA mit 100 ul 100 % Ethanol gewaschen (Tischzentrifuge,
13.200 rpm, 1 min, RT). Zum Schluss wurde die Plasmid-DNA fur ca. 30 min getrock-
net und in 50 pl H,Onp resuspendiert. Zum Restriktionsverdau wurden 8 pl bzw. 16 pl

der Plasmid-DNA verwendet.

2.4.9 Isolierung chromosomaler DNA aus B. subtilis

Die Isolierung chromosomaler DNA aus B. subtilis erfolgte mit dem ,,DNeasy® Blood
& Tissue Kit“ aus 4 ODggp einer UK in LB-Medium nach Protokoll des Herstellers. Die

Lagerung der chromosomalen DNA erfolgte bei 4 °C.

2.4.10 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) durchge-
fuhrt. Die Probenvorbereitung wurde nach Vorschrift des Anbieters durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des L, GATCViewer ™M« (GATC Biotech, Konstanz) und
Clone Manager Basic Version 8 Software (Sci-Ed Software, Cary, NC USA).

2.4.11 Markerfreie chromosomale Integration in B. subtilis

Die Methode der markerfreien chromosomalen Integration in B. subtilis von
Motejadded und Altenbuchner (Motejadded & Altenbuchner, 2007) wurde fur die In-

tegration verschiedener Gene zusammen mit einem Mannitol bzw. Cellibiose induzier-
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baren Promotor verwendet. Eine schematische Darstellung fiir die Integration von comK
mit dem Promotor Py ist in Abbildung 14 dargestellt. Fiir die markerfreie chromoso-
male Integration wurde zundchst der gewdinschte B. subtilis Stamm mit dem Plasmid
pHM30 nach der Transformationsmethode von Anagnostopoulos und Spizizen trans-
formiert (Kapitel 2.3.3.2). Mittels eines Doppelcrossover wurde am 3‘-Ende des his-
Operons eine Spectinomycin Resistenzkassette integriert, wodurch das letzte und ein
Teil des vorletzten his-Genes entfernt wurden. Dadurch wurden die Zellen sowohl Spec-
tinomycin resistent als auch Histidin auxotroph. Eine weitere Transformation nach
Anagnostopoulos und Spizizen mit pREG6 als Beispiel fuhrt ebenfalls uber ein Dop-
pelcrossover Ereignis dazu, dass das Spectinomycin Resistenzgen durch das Gen comK
mit angefligtem Pya ersetzt wird und die his-Gene wieder vollstandig im Genom vor-
liegen. Die Mutanten wurden zunachst auf einer Platte bestehend aus Minimal Medium

ohne Histidin selektioniert und anschliefend mittels einer Kolonie-PCR uUberprdift.

B. subtilis 168
hisA his F hisl YrCA yvcB
pHM30 TN
his F* hisl'  spcR yvcA' yveE'
REG1
hisd~  hisF hisl'  spcR yvcd' yvcB
PREGS m:{}ﬂ—rﬂ—:}é\,
his F' hisl comK  yrcA' yvch
REGE

hisd  his F his! comkK  yvcA ywcB

>< Crossover sites r. P i Promotor T Munl sites

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Integration des Py Promotors zusammen mit dem
comK Gen (veréndert nach Motejadded & Altenbuchner, 2007). Gezeigt ist der Ablauf zweier
aufeinander folgender Integrationen, zuerst von pHM30 und dann von pREGS, in das B. subtilis 168

Chromosom.
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2.4.12 Markerfreies genetisches Engineering des B. subtilis
Chromosoms

Um gezielt Regionen im Genom von B. subtilis zu verandern, wurde die Methode von
Wenzel und Altenbuchner (Wenzel & Altenbuchner, 2015) verwendet. Dafur wurde
zundchst eine Kassette aus den flankierenden Regionen (jeweils ca. 700 bp) des zu
manipulierenden Bereichs (ber eine 3-Fragment Ligation in den positiven Selektions-
vektor pJOE4786.1 gebracht (Jeske & Altenbuchner, 2010). Die Sequenz der Kassette
wurde mittels DNA-Sequenzierung geprift und anschlielend iber die identischen &uRe-
ren Schnittstellen in den positiven Selektionsvektor pJOE6743.1 subkloniert, da dieser
Vektor nicht in Lage ist, sich autonom in B. subtilis zu replizieren.

Um mit dieser Methode eine Integration eines gewiinschten Bereichs zu erzeugen, wur-
de zuné&chst dieser Bereich (ca. 1400 bp) in den positiven Selektionsvektor pJOE4786.1
gebracht (Jeske & Altenbuchner, 2010). Falls der eingefligte Bereich keine passende
Restriktionsschnittstelle im mittleren Teil aufwies, wurde der Bereich in 2 Fragmente
(jeweils ca. 700 bp) aufgeteilt. Dartiber konnte eine passende Restriktionsschnittstelle
eingefligt werden und mittels einer 3-Fragment Ligation die Kassette in den positiven
Selektionsvektor pJOE4786.1 gebracht werden. Uber identische Restriktionsschnittstel-
len am &uReren Rand der zu integrierenden Kassette und zwischen den zwei Fragmenten
im eingefligten Bereich wurde die Kassette ebenfalls in den Vektor kloniert und nach
einer Prifung der DNA-Sequenz in den positiven Selektionsvektor pJOE6743.1 sub-
Kloniert.

Die Vektoren zur gezielten Verdnderung wurden in B. subtilis REG1 nach der Trans-
formationsmethode von Anagnostopoulos und Spizizen (Anagnostopoulos & Spizizen,
1961) transformiert. Die Mutante trug daraufhin eine Deletion im Gen manPA und die
Transformation konnte Uber eine Spectinomycinresistenz selektioniert werden. Die
Spectinomycinresistenz erhélt der Stamm durch ein einfaches Crossover zwischen einer
der beiden homologen Sequenzen von Vektor und Chromosom, wobei der Vektor voll-
stdndig in das Chromosom integriert. In der anschlielenden Inkubation tUber Nacht
(Roller, 37°C) in 1 ml LB-Medium ohne Selektion kann es zu einem weiteren, sponta-
nen intramolekularen Crossover-Ereignis kommen, wodurch das Plasmid wieder
eliminiert wird. Je nach verwendeten homologen Sequenzen erfolgte dies entweder mit
oder ohne den zu manipulierenden Genbereich. Der Verlust des Plasmids wurde zu-
néchst tber die Zugabe von Mannose (0,5 % w/v) zum Flissigmedium (1 ml) wahrend

einer 8 stiindigen Inkubation (Roller, 37 °C) erzwungen und anschliefend auf LB-
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Agarplatten mit Mannose selektioniert. Der Stamm wurde dafiir ausplattiert und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Der verwendete Integrationsvektor enthélt das manP-
Strukturgen des B. subtilis Mannose-Operons, welches zur Aufnahme von Mannose in
die Zelle benétigt wird. Da die Zellen jedoch Uber keine Mannose-6-Phosphat-
Isomerase verfiigen (AmanA), kdnnen sie das aufgenommene Mannose-6-Phosphat
nicht metabolisieren und es kommt zu einem toxischen Effekt. Der toxische Effekt re-
sultiert moglicherweise aus einem zu hohen osmotischen Druck, der auf einer intrazellu-
laren Akkumulation von Mannose-6-Phosphat beruht (Wenzel et al., 2011). Die auf
Mannose wachsenden Zellen wurden zunéchst auf eine Spectinomycinresistenz getestet

und Spectinomycin sensitive Zellen mittels einer Kolonie-PCR auf eine erfolgreiche
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Abbildung 15: Gendeletion mittels Integrationsvektoren. Schema abgeandert nach Fehér et al., 2007

2.4.13 Gendeletion mit Hilfe erworbener BKE-Stamme

Das Bacillus Genetic Stock Center (BGSC) stellt genetisch charakterisierte B. subtilis
Stdmme zur Verfiigung. Bei den BKE-Stdmmen handelt es sich um eine Bibliothek von
Stdmmen, bei der jedes einzelne, nicht-essentielle Gen durch ein Erythromycin
Resistenzgen ersetzt wurde. Um ein gewinschtes Gen in einem B. subtilis Stamm zu

deletieren, wurde zunachst die chromosomale DNA des einsprechenden BKE-Stammes

66



2 Material und Methoden

mittels dem DNeasy® Blood & Tissue Kit von QUIAGEN (Hilden) isoliert. Anschlie-
Rend wurde der Stamm mit dieser DNA oder einem entsprechenden PCR-Fragment mit
dem Erythromycin Resistenzgen sowie ca. 700 bp langen flankierende Sequenz trans-
formiert und mittels Erythromycin selektioniert. Die Transformation erfolgte mit der
Methode in LB-Medium, wenn der Stamm ein Konstrukt zur zusatzlichen Expression
von comK und comS mittels eines induzierbaren Promotors enth&lt. Ansonsten erfolgte
die Transformation nach der Methode von Anagnostopoulos und Spizizen (Anagnosto-
poulos & Spizizen, 1961). Eine erfolgreiche Integration dieser Kassette wurde zusatz-
lich tber eine Kolonie-PCR bestétigt. Da loxP Sequenzen fur die site-spezifische Re-
kombinase Cre das Erythromycin Resistenzgen flankieren, konnte durch ein funktionel-
les cre Gen die Erythromcyin Resistenz entfernt werden. Dafur wurde der Stamm mit
dem Plasmid pJOE6732 transformiert (entweder mit der LB- oder der Anagnostopoulos
und Spizizen-Methode) und mittels Spectinomycin selektioniert. Die Replikation des
Plasmides pJOE6732 ist instabil, wodurch des Plasmid wieder entfernt werden konnte.
Dafur wurden spectinomycinresistente Kolonien in 5 ml LB-Medium ohne Selektions-
druck bei 37 °C fiir mehrere Generationen wachsen gelassen und anschlieBend auf LB-

Platten ohne Antibiotikazugabe verdiinnt ausplattiert.

2.4.14 Deletion mittels Gibson Assembly® von NEB

Die Gibson Assembly (GA) Methode dient dazu, doppelstrangige DNA-Fragmente tber
uberlappende DNA-Sequenzen aneinanderzufiigen. Dafur wurde zundchst ein
Reaktionsansatz wie in Tabelle 19 auf Eis zusammengestellt und anschlielend fir
15 min bei 50 °C inkubiert. Die Inkubationszeit verlangert sich auf 60 min, wenn 4 bis 6
Fragmente assembliert werden sollen. Wahrend der Inkubation baut eine 5°-Exonuklase
die Enden des DNA-Doppelstrangs ab, sodass 3°‘-Uberhdngende Einzelstrange (sticky
ends) entstehen. Diese kénnen mit komplementéren einzelstrangigen Bereichen hybridi-
sieren. Die dartiber entstandenen Einzelstrangliicken werden anschlielend von der ¢29-
DNA-Polymerase aufgefullt. Eine Ligase verbindet zum Schluss die erzeugten DNA-
Sequenzen kovalent. 2 ul dieser dartiber entstandenen doppelstrdngigen DNA wurde
nun in B. subtilis transformiert, entweder mit der LB- oder der Anagnostopoulos und
Spizizen-Methode und selektioniert. Mittels eines Doppelcrossovers konnte daraufhin

eine Deletion in den entsprechenden Genen erzeugt werden.
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Tabelle 19: Zusammensetzung des Gibson Assembly Reaktionsansatzes. Der GA Mastermix enthalt

eine T5 Exonuklease, eine Phusion-Polymerase, eine Tag-DNA-Ligase und einen isothermalen Reakti-

onspuffer.

Rektionsmenge

PCR-Fragment(e) + 2-10 pl
linearisierter Vektor (entspricht 0,02 — 0,5 pmol)
GA Master Mix (2x) 10 pl
H:0mp ad 20 pl
DNA A
L K
I 5 DNA B
"
I

dsDNA Fragmente mit Gberlappenden Enden
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Abbildung 16: Verbindung zweier DNA-Fragmente mittels Gibson Assembly. Schematische Darstel-

lung nach dem NEB Protokoll fir Gibson Assembly.
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3 Ergebnisse

3  Ergebnisse

3.1 Entwicklung einer Methode zur Transformation von
B. subtilis in Vollmedium

Ublicherweise wird die Kompetenz in B. subtilis iber Quorum sensing Signale und
Nahrungsmangel aktiviert. Dies geschieht insbesondere nach einer Kultivierung in
Minimalmedium, wahrend in Vollmedium keine Kompetenzentwicklung festzustellen
ist. Anagnostopoulos und Spizizen entwickelten eine Zwei-Schritt-Methode. Dabei
werden die Zellen bis zum Erreichen der stationdren Wachstumsphase in aminoséaure-
reichem Minimalmedium angezogen (Anagnostopoulos & Spizizen, 1961). Anschlie-
Rend werden sie in aminosaurearmes Minimalmedium tberimpft und fur 90 min inku-
biert. Diese Methode wird in dieser Arbeit als MG-Methode bezeichnet. Durch geneti-
sche Veranderungen im Differenzierungsprozess der Zellen kann die komplexe Ent-
stehung der Kompetenz gestort werden, wodurch die Zellen keine DNA mehr auf-
nehmen kdnnen. Um die Fahigkeit der DNA Aufnahme unabhéngig von diesen Fakto-
ren zu aktivieren, kann man die Expression unterschiedlicher Kompetenzfaktoren durch
Zugabe von Induktoren kinstlich stimulieren (Nijland et al., 2010; Hahn et al., 1996;
Zhang & Zhang, 2011; Duitman et al., 2007; Liu et al., 1996). Dabei zeigte sich, dass
insbesondere die kinstlich stimulierte Expression von comK, dem fur die Expression
der Kompetenz verantwortlichen Transkriptionsfaktor, zu einer Verbesserung der

Transformationsrate fihrt.

3.1.1 Transformation von B. subtilis in LB-Medium mit Hilfe
eines Mannitol induzierbaren comK Gens

Um ein weiteres comK Gen sowie weitere Gene in das Chromosom von B. subtilis ein-
zufiigen, wurde eine in dem Institut fir Industrielle Genetik (Universitat Stuttgart) ent-
wickelte markerfreie Integrationsmethode verwendet (Motejadded & Altenbuchner,
2007). Dafiir wurde zunéchst das Plasmid pHM30 (ber eine homologe Rekombination
an das Ende des Histidin-Operons (his) von dem Stamm B. subtilis Stamm 168 einge-
flgt (REGL1). Die Selektion der Integration erfolgte Gber eine Spectinomycinresistenz.
Das Plasmid pHM30 enthélt neben der C-terminalen Sequenz von hisF nur ein unvoll-

standiges hisl Gen, das letzte Gen im his-Operon. Anschlie3end folgt das spectinomycin
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Resistenzgen, das N-terminal deletierte yvcA und das yvcB Gen. Diese folgen auch un-
mittelbar auf das his-Operon im Chromosom von B. subtilis. Das Gen yvcA ist nicht
essentiell und an der komplexen Koloniebildung beteiligt, die Funktion von yvcB ist
unbekannt (Verhamme et al., 2009). Durch die Integration von pHM30 wird der Stamm
spectinomycinresistent und Histidin auxotroph. Das Gen comK inklusive der ribo-
somalen Bindungsstelle wurde mittels PCR (Oligonukleotide s8007, s8008) amplifiziert
und so in das Plasmid pKAM180 eingebracht, dass die Transkription unter der Kontrol-
le des Mannitol induzierbaren Promotors ist. Daftr wurde das Lumineszenzgen durch
das comK Gen ersetzt, indem es uber Aflll und Nhel ausgeschnitten wurde (pREGH6).
Das Plasmid pREGS® ist in Teilen identisch zu dem Plasmid pHM30, jedoch ist das Gen
hisl in seiner Sequenz vollstandig und das Gen fur die Antibiotikaresistenz gegen Spec-
tinomycin durch das Konstrukt aus dem Mannitol induzierbaren Promotor (Pmya) mit
dem Gen comK ersetzt (siehe Kapitel 2.4.11). Der Promotor Ppya iSt nicht der native
Promotor aus B. subtilis 168, sondern ein in der ,,leader“-Sequenz verkirzter Promotor
aus B. subtilis 3NA, der sich durch eine im Vergleich zum nativen Promotor hdhere
Aktivitat auszeichnet (Heravi, 2013). REG1 wurde mit dem Plasmid pREG6 trans-
formiert (REG6) und auf MG-Platten auf Histidin prototrophe Zellen selektioniert.
Durch ein Doppelcrossover wurde das his-Operon wieder vervollstandigt. Zudem wurde
das Konstrukt aus Pmya-comK in das Genom zwischen hisl und yvcA einfugt und das
Spectinomycin Resistenzgen entfernt. Somit lag neben dem natiirlichen comK Gen ein
weiteres comK Gen im Genom vor.

Fiir diesen Stamm (REG6) wurde ein neues Transformationsprotokoll in ,,lysogeny
broth“-Medium (LB-Medium) entwickelt (sieche Kapitel 2.3.3.3). Um die Trans-
formationsraten von B. subtilis 168 (WT) und REGS6 vergleichen zu kénnen, wurden die
Zellen nach der MG-Methode und der neu entwickelten Methode (LB-Methode) trans-
formiert. Als Donor-DNA diente entweder das Plasmid pWAL275, ein pUB110-pUC18
Derivat in Dimerkonformation (Lydia Warth, nicht veréffentlicht) oder chromosomale
DNA eines trpC™ Derivats von B. subtilis 168 (KMO). Bei Transformationen mit dem
Plasmid pWALZ275 wurden die Transformanten auf LB-Agar Platten mit Kanamycin
(5 pg/mI™) und mit chromosomaler DNA aus dem Stamm KMO auf MG Platten ohne
Tryptophan selektioniert und dartiber die Transformationsrate ermittelt. Die Trans-
formationsrate beschreibt die Anzahl der auf den Platten gewachsenen Kolonien pro

Milliliter (ml) Kultur bei DNA-Zugabe. Uber die angegebene optische Dichte zum Zeit-
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punkt des Ausplattierens konnte auch die Transformationsrate pro Anzahl Zellen ermit-
telt werden. Die Anzahl der Kolonien pro ml Medium ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Vergleich der Transformationsrate von B.subtilis 168 (WT) und REG6
(Pmua-comK). Die Transformation wurde nach der Paris Methode in MG-Medium und nach dem neuen
Protokoll in LB Medium mit und ohne Mannitol Zugabe durchgefiihrt. Als Donor-DNA dienten in (A)
100 ng des Plasmids pWAL275 in Dimerkonformation und in (B) 3 ug der chromosomalen DNA des
Stammes KMO. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen
Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Die Transformationsrate mit chromosomaler DNA war circa 100-fach hoher als mit
Plasmid DNA. Dieses wurde auch schon von Canosi et al. (1978) und Dubnau et al.
(1980) festgestellt (Canosi et al., 1978; Zadrazil & Sponar, 1980). Wenn die Zellen
nach der MG-Methode transformiert wurden, zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen dem WT und REG6. Wie zu erwarten, ergab die Transformation des WTs
keine oder nur sehr wenige Kolonien nach der Anzucht im LB-Medium, unabhangig
von der Mannitol Zugabe. Ein anderes Bild zeigte sich bei dem Stamm REG6. Wurde
dieser Stamm nach Anzucht in LB-Medium ohne Zugabe von Mannitol transformiert,
war die Transformationsrate bereits fast identisch zur Anzucht in MG Medium. Wenn
Mannitol bei der Anzucht zu dem Medium hinzugegeben wurde, war die Trans-
formationsrate signifikant gesteigert, d.h. um das 4,6-fache bei der Plasmid-DNA und

um das 2,3-fache bei der chromosomalen DNA.
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3.1.2 Austesten verschiedener, mit Mannitol induzierbarer
Kompetenzfaktoren auf die Transformation von
B. subtilis

Die Transformation von B. subtilis ist neben ComK von weiteren Faktoren abhangig,
z.B. von ComS und DprA. ComsS ist ein Antiadaptorprotein, das die Degradation von
ComK verhindert. DprA schiitzt die aufgenommene einzelstrangige DNA und ubertragt
diese an RecA. Dieses Protein ist wiederum notwendig fur die Rekombination, d.h. fir
die Integration der aufgenommenen chromosomalen DNA in das Genom tber homo-
loge Sequenzen.

Um auszutesten, ob eine Erhdhung der Transformationsrate erreicht werden kann, wur-
den weitere Gene (comS und dprA) und Genkombinationen (comS-dprA, comK-comsS,
comK-dprA) ausgetestet. Zunachst wurden die Gene comS (Oligonukleotide s8003,
s8004) und dprA (Oligonukleotide s8005, s8006) mittels PCR amplifiziert und in
pKAM180 eingefiigt. Dafur wurde das Lumineszenzgen, Uber die Schnittstellen Aflll
und Nhel, durch das jeweilige Gen ersetzt (comS: pREGS3, dprA: pREG4). Die Gen-
kombination aus comS-dprA (pREG5) wurde erzeugt, indem das dprA Amplifikat Gber
die BsrGlI Schnittstelle in das pREG3 Plasmid eingefugt wurde. Das Plasmid pJOE7361
mit der Genkombination von comK-comS unter dem Ppua Promotor wurde von Dr. Josef
Altenbuchner zur Verfugung gestellt. Dieses Plasmid wurde erzeugt, indem das
Pmua-comK DNA Fragment aus dem Plasmid pJOE6905 mittels einer PCR und den
Oligonukleotiden s6851 und s7853 und das Gen comS mit den Oligonukleotide s7708
und s7709 aus B. subtilis 168 amplifiziert wurde. Beide PCR Fragmente wurden mit
Hilfe einer PCR und den Oligonukleotiden s6851 und s7709 fusioniert und in den Vek-
tor pJOE4786 Uber Smal Schnittstellen (pJOE7331) eingefugt. Abschliefend wurde die
Kassette aus Pmua-comK-comS {ber die BamHI Schnittstellen aus dem Plasmid
pJOE7331 in den pHM31 Vektor eingefiigt (pJOE7361). Die Genkombination aus
comK-dprA (pREG7) wurde erzeugt, indem das dprA Amplifikat (Oligonukleotide:
s10576 und s10577) uber die Nhel Schnittstelle in das pREG6 Plasmid eingefligt wurde.
Der Stamm REG1 wurde anschlieRend mit diesen Plasmiden transformiert
(comS: REG3, dprA: REG4, dprA-comS: REG5; comK-dprA: REG7, comK, comsS:
REG19) und mit MG-Platten auf Histidin prototrophe Zellen selektioniert. Durch ein
Doppelcrossover wurde das his-Operon wieder vervollstandigt. Zudem wurden die ge-
wiuinschten Gene bzw. Genkombinationen in das Genom zwischen hisl und yvcA einfiigt

und das Spectinomycin Resistenzgen entfernt.
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Alle Stimme wurden in LB Medium mit und ohne Mannitol-Induktion angezogen und
transformiert. Als Donor-DNA diente das Plasmid pWAL275 in Dimerkonformation.

Das Ergebnis der Transformation mit Plasmid-DNA ist in Abbildung 18 dargestellt.
Wie bereits in Abbildung 17 gezeigt, fuhrte die zusatzliche Pnya bedingte comK Ex-
pression zu einer Steigerung der Zahl der Transformanten. Auch die Expression von
comS und dprA durch Pyya flhrte zu einer erhéhten Transformationsrate, allerdings war
der Effekt deutlich geringer verglichen mit comK. Neben der Induktion von einzelnen
Kompetenzfaktoren wurden auch die Kombinationen zweier Faktoren getestet. Dabei
wurde comK mit comS, comK mit dprA und comS mit dprA kombiniert. Hierbei ergab
die Kombination aus comK mit comS die hochste Koloniezahl und auch ohne Induktion
war bei dieser Kombination bereits eine hohe Aktivierung der Kompetenz gegentiber

dem WT zu erkennen.

301 2419

N
w
L

N
o
L

Kolonien pro ml [107]
o o

Abbildung 18: Auswirkung der Mannitol induzierten Expression verschiedener Kompetenzgene
auf die Transformationsrate von B. subtilis 168 mit Plasmid DNA. Die Stdmme B. subtilis 168 (WT),
REG6 (Pnua-comK), REG3 (Pyya-comS), REG4 (Ppya-dprA), REG19 (Ppya-comK-comS), REG7 (Ppya-
comK-dprA), REG5 (Pnua-comS-dprA) wurden in LB-Medium mit und ohne Mannitol Zugabe angezogen
und mit 100 ng pWALZ275 in Dimerkonformation transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte der
Koloniezahlen pro ml aus drei unabhdngigen Experimenten mit der Standardabweichung als
Fehlerbalken.

Wenn chromosomale DNA als Donor-DNA verwendet wurde (Abbildung 19), zeigte
sich im Verhéltnis ein ahnliches Ergebnis. Die Pnya bedingte comK Expression, entwe-
der alleine oder in Kombination mit comS oder dprA, ergaben die hochsten Koloniezah-
len. Im Vergleich zu der Transformation mit Plasmid-DNA zeigten diese Stdmme auch

ohne Mannitol Zugabe bei der Anzucht eine geringere Transformationsrate. Im Gegen-
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satz zur Plasmid-Transformation zeigten die Stdamme REG3, REG4 und REGS5 keine so
deutlich gesteigerte Transformationsrate. Das Wachstum der Stdmme wurde wahrend
der Anzucht fur die Transformation Uber die optische Dichte (ODggonm) Verfolgt
(Tabelle 20). Fur die Tagkultur wurden die Zellen mit einer ODgoonm Von 0,1 angeimpft
und inkubiert. Durch Zugabe von 0,5 % Mannitol zur Kultur nach 1,5 h erfolgte die
Induktion.
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Abbildung 19: Auswirkung der Mannitol induzierten Expression verschiedener Kompetenzgene
auf die Transformationsrate von B. subtilis 168 mit chromosomaler DNA. Die Stdmme B. subtilis
168 (WT), REG6 (Pmua-comK), REG3 (Ppua-comS), REG4 (Pnya-dprA), REG19 (Pya-comK-comsS),
REG7 (Pmua-comK-dprA), REG5 (Pmua-comS-dprA) wurden in LB-Medium mit und ohne Mannitol Zuga-
be angezogen und mit 3 pg chromosomaler DNA des Stammes KMO transformiert. Angegeben sind die
Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhangigen Experimenten mit der Standardabweichung
als Fehlerbalken.

Es zeigte sich, dass die Mannitol Zugabe und damit die zusatzliche Expression der ent-
sprechenden Kompetenzfaktoren (Ausnahme WT) unterschiedliche Auswirkungen auf
das Wachstum haben. Bei dem WT als auch bei den Stammen REG3, REG4, REG5 und
REG7 war ein schnelleres Wachstum zu beobachten, wéhrend es sich bei REG6 und
REG19 verringerte. Nach dem Waschen wurde 1 ml Kultur mit einer ODggonm VOn 0,5
zusammen mit der Donor-DNA fir 1 h gerollert. Auch hier zeigte sich, dass die indu-
zierte Expression der jeweiligen Kompetenzfaktoren Auswirkungen auf das Wachstum
hatte. Die Stamme WT, REG3 und REG4 hatten nach dieser Stunde eine deutlich
hohere Zelldichte, wenn davor Mannitol zu der Kultur gegeben worden war. Bei REG5
hatte dies keine und bei REG7 nur eine geringe Auswirkung. Dagegen liel} der Wert der
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optischen Dichte bei REG6 und REG19 darauf schliefen, dass das Wachstum in dieser
Zeit stagnierte.

Tabelle 20: Wachstum der Stamme B. subtilis 168 (WT), REG6 (Pua-comK), REG3 (P ya-coms),
REG4 (Pua-dprA), REG19 (Pyya-comK-comS), REG7 (Pya-comK-dprA), REG5 (Pya-comS-dprA)
und REGS5 mit und ohne Zugabe von Mannitol wahrend der Anzucht fir die Transformation und
DNA-Aufnahme. Das Wachstum der Kulturen wurde mit (Mtl) und ohne Mannitol (/) nach 3 Stunden
(TK) sowie nach Verdiinnen auf 0,5 ODggonm Und dem einstindigen Rollern ber die optische Dichte
bestimmt. Als Referenz diente LB-Medium. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen

Experimenten.

Stamm WT REG6 REG3 REG4 REG19 REG7 REG5

Induktion | Mtl / Mtl / Mtl / Mtl / Mtl / Mtl / Mtl /

TK 17 11,07 1420 14|16 12|10 10|18 12|24 13

Rollern 14 13,06 12|14 13|15 13|05 12|10 11|14 14

3.1.3 Versuche zur Optimierung des Transformationsprotokolls
fur REG19

Wie bereits festgestellt wurde, ergab die Induktion von comK mit comS mit Mannitol in
REG19 die hdchste Transformationsrate im Vergleich zu den anderen Stammen. Um zu
sehen, ob die Zahl an kompetenten Zellen optimiert werden kann, wurden verschiedene

Komponenten des Protokolls variiert.

3.1.3.1 Einfluss der Induktionszeit mit Mannitol auf die
Transformationsrate

Zunachst wurde die Mannitol-Induktionszeit variiert. Dafiir wurden wie bisher Uber-
nachtkulturen des Stammes REG19 und des WTs mit frischem LB Medium auf eine
ODeggo von 0,1 verdinnt und 10 ml in 100 ml Schikanekolben bei 37 °C fir 1,5 h inku-
biert. AnschlieBend wurde zu den Kulturen 0,5 % (w/v) Mannitol gegeben und diese
jeweils fir 1 h, 1,5h, 3 h oder 4,5 h inkubiert. Die induzierten Kulturen wurden an-
schlieBend gewaschen, auf eine ODggonm VON 0,5 verdinnt und zu jeweils 1 ml der Zel-
len Plasmid-DNA dazu gegeben. Es folgte eine weitere 60 mindtige Inkubation bei
37 °C auf dem Roller. Zum Schluss wurden verschiedene Verdiinnungen der gerollerten
Kulturen auf LB-Agar Platten mit 5 pg/ml Kanamycin ausplattiert und die Trans-

formanten am n&chsten Morgen gezéhlt. Wie die Kurven in Abbildung 20 zeigen, wird
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bei dem REG19 Stamm die hochste Transformationsrate nach 1,5 Stunden Induktion
erreicht. Eine kulrzere bzw. langere Induktion fiihrte zu einer verminderten Trans-

formationsrate.
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Abbildung 20: Auswirkung der zeitlich variablen Induktion mit Mannitol auf die
Transformationsrate von REG19 und WT. Die Stimme REG19 und WT wurde fiir 1,5 h in LB-
Medium angezogen und nach Mannitolzugabe unterschiedlich lange induziert (1 h, 1,5h, 3 h, 4,5h).
Anschliefend wurden sie mit 100 ng des Plasmids pWAL275 in Dimerkonformation transformiert.
Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen Experimenten mit der

Standardabweichung als Fehlerbalken.

3.1.3.2 Abhdngigkeit der Transformationsrate von der Menge an
zugegebener DNA

Des Weiteren wurde bei der Transformation die Menge der zugegebener DNA variiert.
Fur die Plasmid-DNA wurden 50 ng, 100ng, 200ng und 400 ng des Plasmids
PWAL275 in Dimerkonformation sowie 100 ng, 200 ng und 400 ng in Monomerkon-
formation verwendet (Abbildung 21A). Zudem wurde das Plasmid pJOE4370 verwen-
det. Es enthalt im Vergleich zu pWAL275 keine mrpS Region fur die Orts-spezifische
Rekombination. Dieses Plasmid wurde in den Mengen 100 ng, 200 ng und 400 ng flr
die Transformation verwendet. Wenn es aus dem Stamm E. coli NM538 isoliert worden
war, liegt das Plasmid in einem Gemisch aus Plasmiden mit monomerer und multimerer
Konformation vor. Wenn das Plasmid aus dem Stamm E. coli JM109 isoliert worden

war, liegt es in monomerer Konformation vor (Abbildung 21B). Die chromosomale

76



3 Ergebnisse

DNA wurde in den Mengen 1 ug, 2 ug, 3 ug, 4 ug und 5 pug verwendet (Abbildung
21C).
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Abbildung 21: Abhéngigkeit der Transformationsrate von REG19 von der DNA-Menge. Der Stamm
REG19 wurde (A) mit Plasmid-DNA des Plasmides pWALZ275, (B) mit Plasmid-DNA des Plasmides
pJOE4370 und (C) mit chromosomaler DNA transformiert. Dabei wurden 50 ng - 400 ng Plasmid-DNA
sowohl in Monomer- als auch in Dimerkonformation verwendet sowie 1000 ng - 5000 ng chromosomale
DNA. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen Experimenten
mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Die Korrelation zwischen der Transformationsrate und der DNA Menge zeigte eine
Sattigung bei 18,7 x 10° kanamycinresistenten Kolonien pro 1 ml kompetenter Zellen,
wenn der Stamm REG19 mit 100 ng des Plasmides pWAL275 in Dimerkonformation
transformiert wurde. 100 ng des Plasmides pWAL275 in Dimerkonformation ent-
sprechen 8 x 10° DNA Molekiilen. Da eine ODgoo von 0,5 einer Zahl von 2,5 x 108 Zel-
len gleicht, liegen bei einer maximalen Transformationsrate 32x mehr DNA Molekile
als Zellen vor. Bei dem Plasmid pWAL275 in Monomerkonformation wurde eine
Sattigung bei 200 ng DNA erreicht. Dabei wurden 2,7 x 10° kanamycinresistente Kolo-
nien pro 1 ml kompetenter Zellen erhalten. 200 ng des Plasmides pWAL275 in Mono-
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merkonformation entsprechen 1,6 x 10'° DNA Molekiilen. Da eine ODggg von 0,5 einer
Zahl von 2,5 x 10° Zellen gleicht, liegen bei einer maximalen Transformationsrate 64x

mehr DNA Molekdle als Zellen vor.

Bei dem Plasmid pJOE4370, isoliert aus den Stammen E. coli NM538 und E. coli
JM109, wurde dagegen eine Sattigung erreicht, wenn 200 ng transformiert wurden. Da-
bei wurden 16,8 x 10® (E. coli NM538) und 1,0 x 10° (E. coli JM109) kanamycin-
resistente Kolonien pro 1 ml kompetenter Zellen erhalten. Weitere Transformations-
experimente wurden mit REG19 und chromosomaler DNA des Stammes B. subtilis
KMO durchgefiihrt. Dabei wurden tryptophanprototrophe Kolonien selektioniert. In die-
sem Fall zeigte sich eine Séttigung, wenn 3 pug chromosomaler DNA zur Trans-
formation eingesetzt wurden. Mit 2 x 10° tryptophanprototrophen Kolonien pro ml
kompetenter Zellen war die Transformationsrate fast 100-fach héher im Vergleich zur

Transformationsrate mit Plasmid-DNA.

3.1.3.3 Einfluss des Wachstumsmedium auf die Transformation

Das dYT (double yeast extract + tryptone) Medium zeichnet sich im Vergleich zu LB
Medium durch eine doppelte Hefekonzentration aus. Dies kdnnte einen positiven Effekt
auf das Wachstum haben, indem ein schnelleres Wachstum sowie héhere Zelldichten
erreicht werden konnten. Um die Wirkung des dYT Mediums im Vergleich zum LB
Medium auf die Transformationsrate zu testen, wurde der Stamm REG19 in beiden Me-
dien mit dem Protokoll aus Kapitel 2.3.3.3 angezogen und mit 100 ng pWALZ275 in
Dimerkonformation transformiert. Die Transformationsrate sowie das Wachstum sind in
Abbildung 22 und Tabelle 21 dargestellt. Da die Anzucht in dYT Medium keinen posi-
tiven Effekt auf die Transformationsrate hatte, wurde weiterhin LB Medium zur An-

zucht verwendet.
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Abbildung 22: Auswirkungen des Wachstumsmediums auf die Transformationsrate von REG19.

Kolonien pro ml [107]

Der Stamm REG19 wurde nach Standardprotokoll in LB- und dYT Medium angezogen, mit Mannitol
induziert und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte
der Koloniezahlen pro ml aus drei unabh&ngigen Experimenten mit der Standardabweichung als
Fehlerbalken.

Tabelle 21: Auswirkung der Medien auf das Wachstum von REG19 wahrend der
Kompetenzentwicklung. Das Wachstum des Stammes REG19 wurde nach der dreistiindigen Anzucht
(TK) und nach Verdiinnen auf 0,5 ODggnm Und dem einstiindigen Rollern (Rollern) in LB- und dYT-
Medium (ber die optische Dichte (OD=600 nm) bestimmt. Als Referenz diente die jeweilige
Leerkontrolle mit dem entsprechenden Medium. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen

Experimenten.

REG19 LB dyT
TK 1,01 1,04
Rollern 0,62 0,67

3.1.4 Auswirkung der Mannitol Zugabe auf das Wachstumsverhalten von
REG19 wahrend der Transformationsversuche

Der Stamm REG19 zeigt bei Transformationsversuchen in LB Medium ein veréndertes
Wachstum, wenn eine Mannitol Zugabe erfolgt. Um die Wachstumsvarianz exakter
bestimmen zu kdnnen, wurde der Stamm REG19 mit dem Transformationsprotokoll aus
Kapitel 2.3.3.3 angezogen. Das Wachstum wurde tber die optische Dichte (ODgoonm)
nach der dreistiindigen TK, als auch nach dem einstiindigen Rollern gemessen und ist in
Abbildung 23 dargestellt. Als Kontrolle wurde der Stamm B. subtilis 168 (WT) ver-
wendet.
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Abbildung 23: Wachstum des WT Stammes und REG19 wahrend der Anzucht mit und ohne Man-
nitol Zugabe. Das Wachstum wurde (A) nach der dreistiindigen Anzucht in LB Medium mit und ohne
Mannitol Zugabe und (B) nach dem einstiindigen Rollern tber die optische Dichte (ODggo) bestimmt. Als
Referenz diente LB-Medium. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten und
mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Die Reduktion des Wachstums wéahrend des Rollerns nach der Mannitol Zugabe liel3
vermuten, dass die Lebensfahigkeit bzw. die Fahigkeit zur Koloniebildung veréndert
waren. Da in dieser Arbeit die Transformationsrate tiber die Koloniezahl auf der Platte
pro Milliliter bestimmt wird, war es notwendig die Lebendzellzahl auf der Platte zu tes-
ten. Im Folgenden wurde gepruft, wie viele Zellen der REG19 Kultur eine Kolonie auf
Agarplatten ausbilden kénnen im Vergleich zum WT. Die Kultivierung erfolgte mit und
ohne Mannitol Zugabe. Dafur wurden die Zellen, ausgehend von einer ODggo von 0,1
1,5 Stunden angezogen. Danach erfolgte die Mannitol Zugabe mit 0,5 % (w/v) und die
Zellen wurden fiir 1 bis 4,5 Stunden inkubiert. Anschliefend wurden die Kulturen ohne
DNA-Zugabe in verschiedenen Verdiunnungen auf MG-Platten mit Tryptophan und LB-
Agar-Platten ohne Antibiotikum ausplattiert. Im Falle der MG-Platten wurden die Kul-
turen vor dem Ausplattieren abzentrifugiert und in 1% iger NaCl-Ldsung resuspendiert.
Die Platten wurden bei 37 °C tber Nacht inkubiert und anschlieBend ausgezahlt. Das
Ergebnis zeigte, dass sowohl auf LB- als auch auf MG-Agar Platten die Koloniezahlen
von REG19 mit zunehmender Induktionszeit abnahmen. Dieses Phdnomen war ohne
Mannitol Zugabe und beim WT nicht zu erkennen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Wirkung der Mannitol Zugabe auf die Koloniezahl von B. subtilis 168 (WT) und
REG19. Die Stamme REG19 und B. subtilis 168 (WT) wurden in LB-Medium 1,5 h angezogen.
AnschlieBend erfolgte eine 1,5-, 3- und 4,5 stiindige Induktion der Kulturen mit 0,5 % (w/v) Mannitol.
Die Kulturen wurden auf eine ODgy von 0,1 verdinnt und auf (A) LB-Platten und (B) MG-Platten aus-
plattiert. Zur Kontrolle dienten Zellen, die ohne Mannitol Zugabe gleich lange inkubiert worden waren.

Der Grund fir die Wachstumshemmung und Verminderung der Koloniezahl kdnnte
eine Veranderung des pH-Wertes durch die Mannitol Verwertung sein. Daher wurde der
pH-Wert zusammen mit der optischen Dichte wéhrend der Kultivierung in LB Medium
mit und ohne Mannitol von REG19 und dem WT bestimmt (Abbildung 25). Der WT
zeigte kurz nach der Mannitol Zugabe ein schnelleres Wachstum. Nach 4 Stunden war
das Wachstum unabhdngig von der Mannitol Zugabe identisch und nach 6 Stunden hat-
te der WT ohne Mannitol Zugabe eine héhere OD erreicht. Der pH-Wert des Mediums
nahm mit zunehmender Zeit der Kultivierung mit Mannitol ab, wahrend er ohne Zugabe
von Mannitol stabil blieb. Das pH-Wert Verhalten zeigte sich auch mit REG19. Die
ODgoo Werte zeigten, ein deutlich vermindertes Wachstum an, wenn REG19 mit Manni-
tol induziert wurde. Eine Stabilisierung des pH-Wertes des Mediums durch Zugabe von
25 mM Natriumphosphat-Puffer flihrte einerseits zu keiner Veranderung der Trans-

formationsrate, zudem verminderte es das Wachstum (nicht gezeigt).
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Abbildung 25: Wirkung der Mannitol Zugabe auf das Wachstum der Zellen und den pH-Wert des
Mediums. Gezeigt ist die Wachstumskinetik des Stammes B. subtilis 168 (WT) (A) und REG19 (B)
wéhrend der Anzucht mit LB-Medium. Nach 1,5 h wurde Mannitol (0,5 %) zugegeben. Aufgetragen sind
die Mittelwerte der ODgy und der pH-Wert aus drei unabhangigen Experimenten. Die

Standardabweichung betrug < 10 %. Als Kontrolle diente die TK ohne Mannitol Zugabe.

3.1.5 Transformationsprotokoll fir den Stamm REG19

Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen wurde ein Protokoll zur Transformation des
Stammes REG19 erstelit:

e Animpfen einer 5 ml UK in LB Medium mit einer Einzelkolonie

e Verwendung der UK mit einer ODggovon 1,2 — 1,7

e Animpfen einer 10 ml TK in LB-Medium in einem 100 ml Schika-
nekolben auf eine ODggo von 0,1

e Inkubation der TK fir 1,5 Stunden bei 37 °C auf dem Schdittler bei
150 rpm

e Zugabe von 0,5 % (w/v) Mannitol zur TK

e Weitere Inkubation der TK fur 1,5 Stunden bei 37 °C auf dem
Schdttler bei 150 rpm
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e 1 ml der TK mit 4500 rpm abzentrifugieren und in 1 ml LB Medi-
um resuspendieren

e 1 ml der gewaschenen Kultur auf eine ODggo von 0,5 verdiinnen
und mit DNA versetzen

e Das Gemisch aus Kultur und DNA fir 1 Stunde bei 37 °C unter

Rollern inkubieren

e 50 pl — 100 pl des Gemisches aus Kultur und DNA verdinnt bzw.
@ nicht verdunnt ausplattieren

e Platten UN bei 37 °C inkubieren
In den weiteren Transformationsexperimenten wurden die Stdmme mit pWAL275
(100 ng Dimerkonformation) oder 3 pg chromosomaler KMO DNA transformiert. Im
Falle von Plasmid-DNA wurden 50-100 pl des Gemisches aus der Kultur und der DNA
auf LB-Agar Platten mit 5 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Im Falle der chromosomalen
DNA wurde das Gemisch aus der Kultur und der DNA mit 4500 rpm abzentrifugiert

und in 1 ml 1 % NaCl aufgenommen. Davon wurden 50 pl einer 10 Verdiinnung auf
MG Platten ausplattiert.

3.1.6 Herstellung und Lagerung kompetenter Zellen

Um das Protokoll der Transformation von REG19 in LB-Medium abzurunden, wurden
zudem lagerungsféhige kompetente Kulturen hergestellt. Dabei war es wichtig, ein ge-
eignetes Einfriermedium zu finden, da es durch das Einfrieren zu Zellschadigungen
kommen kann. Dies kann z.B. durch die Zugabe von Substanzen wie Glycerin (10-20 %
ige Losung in Wasser) oder DMSO (5-10 % ige Losung in Wasser) zum Medium ver-
mieden werden (Fuchs et al., 2007). Glycerin und DMSO dienen als Gefrierschutz, in-
dem sie Kiristallisationsgeschwindigkeit verandern sowie die Dehydration des Zyto-
plasmas verhindern. Fir die Herstellung der lagerungsféahigen Kulturen des Stammes
REG19 wurden die Zellen wie in Kapitel 2.3.3.3 beschrieben fiir 3 Stunden inkubiert
und dabei mit Mannitol induziert. Anschlie}end wurde die Menge an Zellen, die einer
ODgoo von 1,0 entsprechen, abzentrifugiert (Tischzentrifuge, 9000 rpm, 5 min), in
100 ul Einfriermedium aufgenommen und in vorgekihlte 1,5 ml Mikroreaktionsgeféale
gegeben. Die Mikroreaktionsgefalie mit den Zellen wurden dann in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -70 °C gelagert. Als Einfriermedien wurde eine 10 %ige Glycerin-
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Wasser Mischung, Glycerinkulturmedium (TY-Medium + Glycerin) sowie TY-Medium
mit 5 % DMSO verwendet. Nach 1, 7 und 28 Tagen wurden die in -70 °C gelagerten
lagerungsfahigen Kulturen auf Eis aufgetaut, 900 ul LB-Medium dazugegeben und zu-
sammen mit der Donor-DNA (hier: pWAL275 in Dimerkonformation) fur 1 h bei 37 °C
gerollert. 100 pl der Kultur wurden auf LB-Platten mit 5 pg/ml Kanamycin ausplattiert,
die UN bei 37 °C inkubiert und am nachsten Tag ausgezahlt. Tag 0 entspricht dem Tag
der Herstellung der kompetenten lagerungsfahigen Zellen ohne Aufnahme in Einfrier-
medium und Einfrieren. Zum Vergleich wurden auch an diesem Tag die Zellen mit
PWAL275 als Donor-DNA transformiert.

Die Abbildung 26 zeigt die Anzahl der Kolonien, die durch die Transformation der
lagerungsfahigen Kulturen in den entsprechenden Einfriermedien und in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit bei -70 °C erreicht wurden. Bei jedem Einfriermedium war zu
erkennen, dass der VVorgang des Einfrierens eine negative Auswirkung auf die Zahl der
Kolonien hatte. Dagegen wirkte sich die Lagerungsdauer bei -70 °C nur wenig auf die
Anzahl der Kolonien aus. Wenn 10 % Glycerin als Einfriermedium verwendet wurden,
sank die Anzahl der Kolonien bereits nach einem Tag um 86,7 %. Wenn TY mit 5 %
DMSO verwendet wurde, sank die Anzahl der Kolonien nach einem Tag um 64,3 %
und mit Glycerinkulturmedium (TY-Medium+Glycerin) nur um 21,5 %. Mit diesem
Ergebnis konnte gezeigt werden, dass sich das Glycerinkulturmedium am besten flr

eine kompetente lagerungsfahige Kultur eignet.
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Abbildung 26: Transformationsrate von REG19 nach Einfrieren bei -70 °C in verschiedenen
Medien und fir unterschiedliche Zeiten. Gezeigt ist die Zahl der Kolonien nach der Transformation
von REG19 Dauerkulturen mit 100 ng des Plasmids pWAL275 in Dimerkonformation. Als
Dauerkulturmedium wurde 10 % Glycerin, Glycerinkulturmedium und TY mit 5 % DMSO0 ausgetestet
und die Zellen 1, 7 und 28 Tage bei -70 °C gelagert. An Tag 0 wurden die Zellen kompetent gemacht und

ohne Aufnahme in Einfriermedium und Einfrieren transformiert.
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3.2 Transformationseffizienz bei der MG- und der LB-
Methode

Mit der von Spizizen und Anagnostopoulos im Jahre 1961 entwickelten
Transformationsmethode wird nur ein geringer Teil der Zellen in der Kultur kompetent
(Anagnostopoulos & Spizizen, 1961). Davon wird wiederum nur ein geringer Teil der
Zellen erfolgreich transformiert. Die verbesserte Transformationsrate des REG19
Stammes mit der LB-Methode flihrte zu einigen Fragen. Werden mehr REG19 Zellen
mit der LB-Methode kompetent? Oder ist die DNA-Aufnahme bzw. die Rekombination
der chromosomalen DNA und Etablierung der Plasmid-DNA erhéht? Welche Parameter
sind in den mit Mannitol induzierten REG19 Zellen gegeniiber den kompetenten Zellen
mit der MG-Methode verandert?

3.2.1 Bestimmung der Transformationsrate im Vergleich zur
Zellzahl

Um die Transformationsrate Uber die Zellzahl bestimmen zu konnen, wurden der
Stamm B. subtilis 168 in MG-Medium und der Stamm REG19 in LB-Medium angezo-
gen und mit pWAL275 bzw. chromosomaler DNA des Stammes B. subtilis KMO trans-
formiert. Es wurde sowohl die Zahl an Transformanten bestimmt als auch die Gesamt-
zellzahl. Dafir wurden die Transformationsansatze mit pWAL275 auf LB-Agar Platten
ohne Antibiotikum bzw. mit KMO auf MG-Agar Platten ohne Tryptophan ausplattiert.
Die LB-Agar Platten wurden Uber Nacht und die MG-Agar Platten fur 24 Stunden bei
37 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Platten ausgezahlt und dartber die Rate der
Zellen, die erfolgreich transformiert wurden, bestimmt.

Dabei zeigte sich (Tabelle 22), dass nur eine sehr geringe Zahl der Zellen transformiert
wurde. Bei dem Stamm B. subtilis 168, in MG-Medium angezogen und mit pWAL275
transformiert, wurden 2,5x10° Kolonien bei einer Gesamtzellzahl von 6x10° Zellen er-
halten. Dies bedeutet, dass nur 0,004 % der Zellen in der Lage waren, eine Kolonie auf
Platten mit Kanamycin zu bilden. Bei der Transformation mit chromosomaler KMO
DNA wurden 1,25x10° Kolonien erhalten, womit die Transformationsrate bei 0,18 %
lag. Wenn der REG19 Stamm in LB-Medium mit Mannitol Zugabe angezogen wurde,
war die Transformationsrate hoher. Es entstanden 1,6x10* Kolonien bei einer Gesamt-
zellzahl von 2,1x10%, wenn die Zellen mit PWAL275 in Dimerkonformation trans-

formiert wurden. Somit ergab sich eine Transformationsrate von 0,008 % fur pWAL275
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in Dimerkonformation. Wenn chromosomale KMO DNA transformiert wurde, ent-
standen 2x10° Kolonien und damit eine Transformationsrate von 1 %.

Sowohl in MG- als auch in LB-Medium waren mehr Zellen in der Lage die chromoso-
male DNA in das Genom zu integrieren, als das Plasmid zu etablieren. Es zeigte sich
aber auch, dass die Anzucht im LB Medium eine hthere Ausbeute an Zellen mit der
Féahigkeit zur DNA Aufnahme hervorgerufen hatte. Das Plasmid pWAL275 etablierte
sich in knapp doppelt so viele Zellen, im Vergleich zur Anzucht in MG-Medium. Im

Falle der chromosomalen DNA war die Zahl fast um das 6-fache gesteigert.

Tabelle 22: Bestimmung der Transformationsrate des REG19 Stammes nach Anzucht in MG- und
LB-Medium. Die Rate der kompetenten Zellen wurde Uber die Zahl der gebildeten Kolonien nach der
Transformation im Vergleich zur Gesamtzellzahl bestimmt. Dafir wurde der Stamm REG19 sowohl in
MG-Medium angezogen und mit der Paris Methode (Kapitel 2.3.3.2) transformiert, als auch in LB-
Medium angezogen und mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode transformiert. Als Donor-DNA
wurden sowohl 100 ng des Plasmids pWALZ275 in Dimerkonformation als auch 3 pg chromosomale DNA

des Stammes KMO verwendet.

Transformations- . :
: MG-Medium LB-Medium

medium

pPWAL275 KMO PWAL275 KMO
Donor DNA (Dimer)  (chrom. DNA) | (Dimer)  (chrom. DNA)

Kolonien 3 5 4 6
2,5x10 1,25x10 1,6x10 2x10

pro ml
Gesamtzellzahl proml | 6x10° 7x10’ 2,1x108 2x108
Rate 0,004 % 0,18 % 0,008 % 1%

3.2.2 Bestimmung der Anzahl kompetenter Zellen durch Mikroskopie

Um die Zahl der kompetenten Zellen unabhdngig von der DNA-Aufnahmerate und
Koloniebildung untersuchen zu kénnen, wurden die kompetenten Zellen durch Mikro-
skopie bestimmt. Da ComK an den Pomca Promotor bindet und die Expression darlber
aktiviert, wurde das eGFP Gen mit einem zusatzlichen Pcomga Promotor gekoppelt und
in das Genom eingefligt (siehe unten). Dies fuhrte dazu, dass kompetente Zellen eGFP
bildeten und im Mikroskop identifiziert werden konnten.

Hierfiir wurde der Promotor Pgomea (Oligonukleotide s8435, s8436) und des Gen eGFP
(Oligonukleotide s8437 / s8438) Uber eine PCR amplifiziert und tber eine Fusions-PCR
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(Oligonukleotide s8435 / s8438) gekoppelt. Zudem wurde die Sequenz zur homologen
Rekombination (yuaB) aus pJOE7710 uber Sphl Schnittstellen in den Klonierungsvek-
tor pJOE4786 eingebracht (pREG16), wodurch nun die Fusions-PCR uber eine Kpnl
Schnittstelle in das Gen yuaB eingefiigt werden konnte (pPREG17). Die Konstruktion
yuaB“-Pcomca-eGFP-‘yuaB wurde schliel’lich tber eine Sphl Schnittstelle in pJOE7710
eingefigt (pREG18) und das Plasmid in den Stamm REG19 (REG48) bzw.
1G-Bs168-1 (REGA47) integriert. Die Stamme REG47 und REG48 wurden anschlie-
Rend sowohl mit der MG- als auch der LB-Methode kompetent gemacht. Es wurde
vermutet, dass die Zellen fluoreszieren, die den ComK Schwellenwert erreichen und
dadurch die DNA-Aufnahmekomplexe ausbilden. Zur genaueren Zellzahlbestimmung
wurde die chromosomale DNA mit DAPI markiert und die Membranen mit FM4-64
gefarbt (siehe Kapitel 2.3.4.1). Anschlieend wurden die Zellen zwischen einem mit
1 % Agarose beschichtet Objekttrager und einem Deckglaschen luftblasenfrei fixiert.
Die Lagerung erfolgte gekuhlt (4 °C) und im Dunkeln. Um eine gute Membranfarbung
zu gewabhrleisten, wurden die Zellen innerhalb der nachsten Stunden mit einem Konfo-
kalmikroskop mikroskopiert. Das Konfokalmikroskop ist ein spezielles Lichtmikroskop,
das im Gegensatz zum konventionellen Lichtmikroskop das Préparat zu jedem Zeit-
punkt nur zu einem kleinen Teil beleuchtet. Dadurch ist eine genauere und detailliertere
Bestimmung der kompetenten Zellen mdglich. Durch das Abrastern des Préparats kann
trotzdem ein vollstandiges Bild entstehen. Die Zellen wurden mit dem Laser Scanning
Konfokal Mikroskop (LSM710 AxioObserver, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) mit ei-
nem 63-fachen Objektiv (Plan-Apochromat 1,4) mit Olimmersion (Immersol; Zeiss,
Jena, Deutschland) mikroskopiert. Die Anregungswellenléange des Argonlasers war fur
DAPI 405 nm, fir eGFP 488 nm und 514 nm fiir FM4-64. Die aufgenommenen Bilder
konnten anschlieBend mit dem Programm ZEN2012 (Zeiss) betrachtet und analysiert

werden.

Insgesamt wurden fur jeden Stamm 1000 Zellen ausgezahlt und die Zahl der Zellen mit
einem eGFP Signal bestimmt. In Abbildung 27 sind die Zellen der Stimme REG47 und
REG48 ohne als auch mit eGFP Anregung dargestellt. In blau ist die DNA dargestellt
(DAPI), in rot die Zellmembranen (FM4-64) und in Grin die Zellen, die eGFP ent-
halten. Hierbei ist zu erkennen, dass die Zellen des Stammes REG48, die in LB-
Medium angezogen wurden, nach der Zellteilung vermehrt zusammenhdangen und damit
langere Filamente bilden. Die Zellen des Stammes REG47, die in MG-Medium mit der

Paris-Methode kompetent gemacht wurden, waren deutlicher voneinander getrennt. Des
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Weiteren war zu erkennen, dass bei diesem Stamm deutlich weniger Zellen grin fluo-

reszieren. Bei jeweils 1000 ausgezahlten Zellen zeigte sich, dass gerade einmal 7,8 %
der REG47 Zellen fluoreszierend leuchteten, dagegen 62 % der REGA48 Zellen
(Abbildung 28).

A

Abbildung 27: Bestimmung der Anzahl kompetenter Zellen anhand der eGFP Produktion mittels
Konfokalmikroskopie. Der Stamm REG47 wurde in MG-Medium (Paris Methode) und der Stamm
REG48 in LB-Medium kompetent gemacht. REG47 (B. subtilis 168 P.ng-eGFP) wurde mit der MG-
Methode angezogen (A, B) und REG48 (REG19 Png-eGFP) mit der LB-Methode (C, D) zur
Kompetenz gebracht. Die DNA der Zellen wurde mit Dapi (blau) und die Zellmembranen mit FM 4-64
(rot) geféarbt. Die Aufnahmen in A und C wurden ohne Anregung und in B und D mit Anregung von

eGFP gemacht. Kompetente Zellen fluoreszieren griin (B, D). Es wurden jeweils 1000 Zellen ausgezahlt.
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Abbildung 28: Bestimmung der Anzahl an kompetenten Zellen (%) bei REG47 in MG-Medium
und REG48 in LB-Medium anhand von eGFP Fluoreszenz. Es wurden jeweils 1000 Zellen (siehe
Legende von Abbildung 27) ausgezahlt.

Vergleicht man die Anzahl der Kolonien, die durch die Transformation mit Plasmid-
und chromosomaler DNA erhalten wurden, mit der Anzahl der fluoreszierenden Zellen
nach der Konfokalmikroskopie, zeigt sich eine deutliche Diskrepanz. Die fluoreszieren-
den Zellen wurden als kompetente Zellen interpretiert. Im Falle von REG47 fluoreszier-
ten 7,8% der Zellen, aber es wurden nur 0,004 % mit Plasmid-DNA und 0,18 % mit
chromosomaler DNA erfolgreich transformiert. Bei REG48 fluoreszierten 62 % der
Zellen, aber auch hier wurden nur 0,08 % bzw. 1 % mit Plasmid- bzw. chromosomaler
DNA erfolgreich transformiert (vgl. Kapitel 3.2.1, Tabelle 22).

Tabelle 23: Vergleich der Anzahl fluoreszierender und damit kompetenter Zellen (%) mit der
Transformationsrate durch Plasmid (pWAL275 Dimerkonformation) und chromosomaler (KMO)
DNA (vgl. Tabelle 22). Der Stamm REGA47 (B. subtilis 168 P.,ng-eGFP) wurde in MG- und der Stamm
REG48 (REG19 P ,nc-€GFP) in LB-Medium angezogen und kompetent gemacht. Zur Transformation
wurden 100 ng pWAL275 als auch 3 pg chromosomale DNA aus KMO verwendet. Die Anzahl

fluoreszierender Zellen wurde durch Auszéhlen von jeweils 1000 Zellen betimmt.

Stamm REGA47 REGA48
Transformationsmedium MG-Medium LB-Medium
Donor-DNA PWAL275 KMO | pWAL275 KMO
Transformationsrate 0004% 018% | 0.008 % 1%
(vgl. Tabelle 22) MRS CA SN It °
Fluoreszierende Zellen 7.8 % 62 %
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Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die homologe Rekombination bzw. Plasmid-
etablierung und die Fahigkeit zur Koloniebildung die Griinde sein kdnnten, weshalb nur

ein geringer Teil der kompetenten Zellen Kolonien auf der Platte bilden kénnen.

3.2.3 Zahl der Zellen mit DNA-Aufnahmekomplexen

Bei der Transformation wird die DNA ber DNA-Aufnahmekomplexe in die Zelle
transportiert. Die Lokalisation dieser Komplexe konnte bereits von Hahn et al. (2005)
mit Hilfe des GFP Proteins in den Zellen sichtbar gemacht werden. Offensichtlich bil-
den sich die DNA-Aufnahmekomplexe nur an den Zellpolen und kénnen entweder nur
an einem oder aber an beiden Zellpolen entstehen. Im vorangegangen Versuch konnte
gezeigt werden, dass 62 % der Zellen des Stammes REG19 nach der LB-Trans-
formationsmethode die entsprechende Menge von ComK bilden, um eGFP (ber einen
von ComK abh&ngigen Promotor zu exprimieren. Um nun zu priifen, in wie vielen Zel-
len sich an einem oder an beiden Zellpolen DNA-Aufnahmekomplexe ausbilden, wurde
das eGFP Protein an das C-terminale Ende von ComGA fusioniert. Daflir wurden zu-
nachst das Gen comGA (Oligonukleotide $9193/s9194) ohne ein Stopp-Codon und das
Gen eGFP (Oligonukleotide s9195/s9196) mit einem Linkermolekil zu comGA, ebenso
wie das Gen comGB (Oligonukleotide s9197/s9198) amplifiziert. Die PCR-Produkte
comGA und comGB wurden mittels einer 3-Fragment-Ligation Uber die Schnittstellen
Sphl und Eagl in den Klonierungsvektor pJOE6743 eingefligt (0REG49). AnschlieRend
wurde das PCR Produkt eGFP Uber die Schnittstelle Eagl zwischen comGA und comGB
in pPREG49 integriert (pREG50) und REG19 mit dem Plasmid pREG50 transformiert
(REG106).

90



3 Ergebnisse

xtrazellulare

e

Zellwand

Zellmembran

Einzelstrang

°, Bindeproteine

ATP ADP ATP ADP

Abbildung 29: Schematische Darstellung des eGFP markierten DNA-Aufnahmekomplexes in
B. subtilis (nach Chen & Dubnau, 2004; Claverys et al., 2009; Maier et al., 2004). Das eGFP Protein
(hier dargestellt als Stern) wurde zwischen ComGA und ComGB an das C-terminale Ende von ComGA
fusioniert. Mehr Details zum DNA-Aufnahmekomplex sind in Abbildung 4 erldutert.

Der Stamm REG106 wurde sowohl durch die MG- als auch durch die LB-Methode zur
Kompetenz gebracht und anschlielend mit Dapi gefarbt. Die Zellen wurden dann im
Konfokalmikroskop mikroskopiert und, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, ausgezéhit.
Die Abbildung 30 zeigt, dass die Zellen bei beiden Methoden DNA-Aufnahme-
komplexe mit gebundenem GFP synthetisiert haben. Manche Zellen zeigten Fluores-
zenz nur an einem Zellpol, manche Zellen an beiden Zellpolen und einige Zellen an
keinem der beiden Zellpole. Vergleicht man die beiden Methoden, zeigte sich, dass mit
der LB-Methode deutlich mehr Zellen DNA-Aufnahmekomplexe am einen oder an bei-
den Zellpolen ausbilden. Es wurden 1000 Zellen ausgezahlt. Im Fall der MG-Methode
zeigten 8,4 % der Zellen Fluoreszenz an einem und 3,9 % der Zellen an beiden Zell-
polen. Es ist dabei unklar, ob das fluoreszierende Signal an einem Zellpol auf jeweils
einen oder auch auf mehrere DNA-Aufnahmekomplexe zurtickzufihren ist. Das fluo-
reszierende Signal bedeutet an beiden Zellpolen, dass wenigstens zwei DNA-
Aufnahmekomplexe in der Zelle vorhanden sind. Zusammengefasst weisen 12,3 % der
Zellen des Stammes REG106 nach der Behandlung mit der MG-Methode ein fluoreszie-

rendes Signal auf.
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Abbildung 30: Ubersichts- und Detailaufnahmen der nach der LB- (A, B) und der MG-Methode
(C, D) kompetent gemachten REG106 Zellen, deren DNA-Aufnahmekomplexe durch die Fusion
von eGFP mit ComGA markiert wurden. REG106 wurde mit Dapi (blau) geférbt. Das Bild wurde mit
dem Konfokalmikroskop (LSM710 AxioObserver) mit einem 63-fachen Objektiv (Plan-Apochromat 1,4)

aufgenommen.

Im Falle der LB Methode zeigten 24,6 % der Zellen ein fluoreszierendes Signal an
einem Zellpol und weitere 45,0 % der Zellen an beiden Zellpolen auf. Zusammen be-
deutet dies, dass 69,6 % der Zellen mindestens ein fluoreszierendes Signal aufweisen
(Abbildung 31). Die Anzahl der durch die ComGA-eGFP-ComGB Fusion bestimmten

Zellen liegt in der gleichen GroRenordnung wie bei dem Versuch in Kapitel 3.2.2.
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Abbildung 31: Prozentsatz an Zellen von REG106, die nach der MG- bzw. LB-Method ein
fluoreszierendes Signal zeigten. Sie zeigten entweder an keinem (0), an einem (1) oder an beiden (2)

Zellpolen Fluoreszenz und damit die Ausbildung von DNA-Aufnahmekomplexen.

3.3  Einfluss von Kompetenzfaktoren auf die Transformation von
REG19

3.3.1 Einfluss des natlirlichen comK Gens auf die Transformation von
REG19

Bisher konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die gemeinsame Induktion von
comK und comS durch Mannitol zu einer hohen Transformationseffizienz bei B. subtilis
REG19 fuhrt. Um zu verstehen, ob die Uber Pnya produzierten Faktoren ComK und
ComsS, die nattrlichen Kompetenz induzierenden Faktoren ersetzen, wurden verschie-
dene, an der Kompetenzentwicklung beteiligte Gene in REG19 deletiert (comK, comS,
comQXPA und srfA-AD). Die Deletionen wurden auf verschiedene Weise durchgefihrt.
Einmal wurde die Deletion mit Hilfe des markerfreien Deletionssystems durchgefiihrt,
das auf dem Phosphoenolpyruvat-abhéngigen Phosphotransferase System basiert (siehe
Material und Methoden). Bei den anderen Deletionen wurde auf BKE-Stdmme zurtick-
gegriffen, bei denen das entsprechende Gen durch ein Antibiotika-Resistenzgen ersetzt
war. Diese Stamme wurden von der Bacillus Stammsammlung zur Verfugung gestellt.
SchlieBlich wurden einzelne Gene deletiert, indem ahnlich wie bei den BKE-Stammen,

flankierende PCR-Fragmente der Zielsequenz mit einem Antibiotika-Resistenzgen tber
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die Gibson Assembly Methode fusioniert wurden. Dieses Fusionskonstrukt wurde an-
schlielend ohne die Verwendung eines Plasmides in den Stamm REG19 transformiert.
Das Gen comK wurde deletiert, indem die flankierenden Regionen des Gens Uber zwei
PCR mit den Oligonukleotiden $8132/s8130 und s8131/s8253 amplifiziert und mittels
einer Fusions-PCR (s8132, s8253) fusioniert wurden. Das Fusions-PCR Fragment wur-
de Uber die Sphl Schnittstellen in den Klonierungsvektor pJOE6743 integriert
(pPREG13) und mit pREG13 REG19 transformiert (REG33). Fir die Deletion des comS
Gens wurde REG19 mit chromosomaler DNA des BKE03500 Stammes transformiert
(REG131). Um die darlber eingefugte Erythromycinresistenz zu entfernen, wurde der
Stamm mit dem instabilen Expressionsvektor pJOE6732.1 transformiert, der das Gen
fir die P1-Cre-Rekombinase tragt. Das Erythromycin Resistenzgen wurde unter Zu-
ricklassen einer loxP Sequenz durch die gebildete Rekombinase wieder aus dem Ge-
nom entfernt. Der Vektor pJOE6732.1 ging aufgrund seiner hohen Instabilitat wieder
verloren (REG144). Die Gene der beiden Operons comQXPA und srfAA-AD wurden
deletiert, indem ca. 700 bp groRe flankierende Regionen der Operons mittels PCR
amplifiziert (comQXPA: s8125/s8126 und s8127/ s8128; srfAA-AD: s8172/s8173 und
s8174/8175) wurden. Die PCR-Produkte zur Deletion von comQXPA wurden anschlie-
Rend mittels einer 3-Fragment-Ligation Uber die Schnittstellen Sphl und Bgll in den
Klonierungsvektor pJOE6743 integriert (PREG10). Die PCR-Produkte zur Deletion von
srfAA-AD wurden ebenfalls mittels einer 3-Fragment-Ligation in den Klonierungsvektor
pJOE6743 integriert, jedoch lber die Schnittstellen BamHI und EcoRI (pREG12). Mit
diesen Plasmiden wurde jeweils der Stamm REG19 transformiert, wobei durch ein
Doppelcrossover der flankierenden Genregionen die Deletion der Gene erwirkt wurde
(comQXPA: REG37; srfAA-AD: REG32). Um beide Gene, comK und comS zu deletie-
ren, wurde REG19.1 mit chromosomaler DNA des BKE10420 Stammes, der eine Dele-
tion des comK-Gens aufweist, transformiert (REG151). Fur die Deletion der Gene
comQXPA und comS in einem Stamm, wurde der Stamm REG32 (AsrfAA-AD) mit dem
Plasmid pREG10 (AcomQXPA) transformiert (REG67). Alle Stamme wurden (ber die
LB-Methode kompetent gemacht und mit dem Plasmid-Dimer pWALZ275 transformiert.
Zur Kontrolle wurde auch Mannitol bei der Anzucht weggelassen. AnschlieBend wur-
den die kanamycinresistenten Kolonien pro ml Kultur bestimmt und die Anzahl Trans-
formanten sowohl miteinander als auch mit denen des Stammes REG19 verglichen
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Vergleich der Transformationsrate von REG19 mit Derivaten, die fur die
Kompetenzentwicklung wichtige Gene deletiert haben. Die Stdmme REG33 (AcomK), REG144
(AcomS), REG151 (AcomK, AcomS), REG37 (AcomQXPA), REG67 (AcomQXPA, AcomS), REG32
(AsrfAA-AD) wurden in LB-Medium (mit und ohne Mannitol Zugabe) zur Kompetenz gebracht und mit
100 ng pWAL275 in Dimerkonformation transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte der
Koloniezahlen pro ml aus drei unabhdngigen Experimenten mit der Standardabweichung als
Fehlerbalken.

Die Deletion des nativen comK Gens (REG33) flhrte zu einer signifikanten Abnahme
der Transformanten im Vergleich zu dem Stamm REG19. Nach der Induktion durch
Mannitol war die Anzahl der Transformanten um den Faktor 34 reduziert, ohne Manni-
tol Zugabe war dieser Stamm nicht mehr transformierbar. Offensichtlich ist das durch
den eigenen Promotor (Pcomk) exprimierte comK Gen essentiell flr eine effektive Trans-
formation. Die Transformationsrate des Stammes REG144 (AcomS) war im Vergleich
zu der von REG33 (AcomK) nicht so deutlich vermindert. Fir den Stamm REG144
konnten mit pWAL275 in Dimerkonformation 633 Kolonien pro ml nach Mannitol Zu-
gabe und 19 Kolonien pro ml bei nicht induzierter Kompetenz gezéahlt werden. Damit
flhrte der Verlust des nativen comS Gens zu einer 4-fachen Reduktion der Transforma-
tionsrate im Vergleich zu REG19. Bei der Deletion der nativen comK als auch comS
Gene zusammen (REG151), war die Transformationsrate im Vergleich zu REG19 um

das 156-fache reduziert, dieser Stamm war kaum mehr transformierbar.

Das Zwei-Komponentensystem ComP/ComA mit der Membran-verankerten Sensor
Kinase ComP und dem Transkriptionsfaktor ComA (Solomon et al., 1995b) wird mit-
tels Quorum sensing Mechanismus aktiviert. Phosphoryliertes ComA bindet an den
Promotor des srfA-Operons und induziert dadurch die srfA und comS Transkription

(D’Souza 1994, Hamoen 1995). Da diese Aktivierung eine wichtige Rolle in der Kom-
95



3 Ergebnisse

petenzbildung auf transkriptioneller Ebene spielt, wurden die Gene comQXPA in
REG19 deletiert (REG37). Uberaschenderweise zeigte der Stamm REG37 mit der
comQXPA Deletion eine 1,4-fach erhdhte Transformationsrate.

Wenn sowohl das Operon comQXPA als auch comS deletiert waren (REG67), kam es
ebenfalls zu einer Steigerung der Transformationsrate im Vergleich zu REG19. Diese
1,2-fache Steigerung bei REG67 war jedoch geringer als die von REG37, der nur das
comQXPA Operon deletiert hatte. Um diesen Effekt noch weiter zu untersuchen, wurde
der Stamm REG32, der das srfA Operon, jedoch nicht das comS Gen, deletiert hatte, in
seiner Transformationsrate charakterisiert. Der Stamm REG32 zeigte im Vergleich zu
allen anderen Stdammen die hdchste Transformationsrate. Dies lasst darauf schliel3en,

dass die Expression des srfA Operons die Transformationsrate negativ beeinflusst.

Tabelle 24: Wachstum der Stdmme REG19 (Kontrolle), REG33 (AcomK), REG144 (AcomS),
REG151 (AcomK, AcomS), REG37 (AcomQXPA), REG67 (AcomQXPA, AcomS) und REG32
(AsrfAA-AD) bei der Ausbildung der Kompetenz. Das Wachstum der Stdmme wurde nach der
dreistiindigen Anzucht in LB-Medium mit und ohne Mannitol (TK) und nach dem einstiindigen Rollern
(Rollern) tber die optische Dichte (ODggnm) bestimmt. Als Referenz diente LB-Medium. Angegeben sind

die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten.

Stamm REG19 REG33 REG144 REG151 REG37 REG67 REG32

Induktion | Mtl / Mtl / Mtl / Mtl / Mtl / mtl / mtl /

TK 143 157 | 173 164|149 167|205 18 |106 137|068 101|085 1,14

Rollen | 069 1,71 | 1,16 1,76 | 067 166 | 143 1,76 | 066 139|071 111|063 1,16

Wie in den vorangegangen Experimenten, wurde auch hier das Wachstum wéhrend der
Kultivierung und Transformation tber die optische Dichte bestimmt. Das Wachstum
verbesserte sich, wenn das native comK deletiert war (Tabelle 24). Bei REG19 war das
Wachstum in der Rollkultur inhibiert, wenn die Kompetenz wahrend der Kultivierung
durch Mannitol induziert wurde (ODggonm: 0,69). Bei der Deletion des nativen comK,
alleine oder insbesondere zusammen mit comS, war dies jedoch nicht der Fall. Diese
beiden Deletionsmutanten zeigten keine (AcomK, AcomS, ODgoonm: 1,43) oder nur ge-

ringe Wachstumshemmungen (AcomK, ODggonm: 1,16) wéhrend der Phase des Rollerns.
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3.3.2 Auswirkungen der Deletion von Genen in REG19, die die
comK Transkription regulieren

Die nattrliche comK Expression wird auf transkriptioneller Ebene von den Faktoren
ComK, AbrB, CodY, Rok, SpoOA und DegU beeinflusst, indem sie an die comK Pro-
motor Region binden und sowohl die ComK Bindung als auch die Genexpression beein-
flussen. In REG19 scheint das native ComK selbst essentiell fur seine eigene Expressi-
on zu sein. Sowohl der ,,Transition Phase* Regulator AbrB, als auch CodY binden an
den comK Promotor und besetzen dadurch die RNA Polymerase Bindungsstelle,
wodurch die Expression gehemmt ist. Rok hemmt ebenfalls die comK Transkription,
jedoch ist die genaue Bindestelle unbekannt. Man hat eine ca. 100bp groRe Region am
comK Promotor identifiziert, mit der Rok interagiert und dadurch die Bindung von
ComK an seinen Promotor unterbindet. SpoOA bindet im Promotorbereich an verschie-
dene Stellen und kann, je nach Menge, positiv, aber auch negativ auf die comK Expres-
sion wirken. DegU, der Antwortregulator des Zwei-Komponentensystems aus
DegS/DegU, wirkt im dephosphorylierten Zustand positiv auf die Kompetenz. Es er-
leichtert die Bindung der ComK-Tetramere an die AT-reichen Sequenzen (AT-Boxen)
im comK Promotor. Im phosphorylierten Zustand wirkt DegU dagegen als Regulator an
anderen Promotoren und beeinflusst die Expression von knapp 4 % aller Gene im Ge-
nom. Abhangig von der Konzentration kann es die Sekretion von Proteasen und anderen
extrazelluldren Enzymen, die Biofilmbildung und die Motilitat der Zelle aktivieren. Die
Einleitung dieser Prozesse wirken sich negativ auf die Kompetenz aus. Fur die Deletio-
nen der Gene abrB, rok und degU in REG19 wurden jeweils ca. 700 bp grofe flankie-
rende Regionen der Gene mittels PCR (abrB: Oligonukleotide s8600, s8601 und Oligo-
nukleotide s8602, s8603; rok: Oligonukleotide s8809, s8810 und Oligonukleotide
s8811, s8812; degU: Oligonukleotide s9314, s9315 und Oligonukleotide $9316, s9317)
amplifiziert und anschlieBend mittels einer 3-Fragment Ligation die Amplifikate in das
Plasmid pJOE6743 eingefuigt. Fir pREG21 (abrB) wurden die Schnittstellen HindllI
und EcoRI verwendet, fir pREG38 (rok) und pREG58 (degU) Sphl und EcoRI. Mit
diesen Plasmiden wurde dann der Stamm REG19 transformiert und tber ein Dop-
pelcrossover der flankierenden Regionen die entsprechenden Gene deletiert (abrB:
REG54; rok: REG73; degU: REG120). Da AbrB und Rok laut Literatur hemmend auf
die comK Transkription wirken, wurde davon ausgegangen, dass die Deletionen dieser
Gene zu einer Verbesserung der Transformationseffizienz fiihren. Uberraschenderweise

kam es jedoch im Falle der abrB und rok Deletion in REG19 zu einer deutlichen Ver-
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schlechterung im Vergleich zu REG19. Wenn REG54 (AabrB), induziert mit Mannitol,
mit pWAL275 in Dimerkonformation transformiert wurde, erhielt man nur noch 7630
Kolonien und bei REG73 (Arok) 6.640 Kolonien pro Milliliter Kultur. Im Vergleich
dazu wurden mit REG19 und gleichen Bedingungen 16670 Kolonien erhalten
(Abbildung 33A). Ein deutlich anderes Ergebnis zeigte sich bei der Transformation des
Stammes REG120 (AdegU). Diese Deletion fiihrte mit 62670 Kolonien pro Milliliter
Kultur zu einer 3,7-fachen Steigerung der Transformationseffizienz im Vergleich zu
REG19 (Abbildung 33A). Zur Kontrolle wurde REG120 sowie REG19 zusétzlich in
MG-Medium angezogen und mit pWAL275 in Dimerkonformation transformiert. Wie
in der Literatur beschrieben, war REG120 bei Anzucht in MG-Medium nicht mehr
transformierbar (Abbildung 33B).
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Abbildung 33: Bestimmung der Transformanten pro ml Kultur in Mutanten, die in der Regulation
von comK betroffen sind. (A) Die Stamme REG54 (AabrB), REG73 (Arok), REG120 (AdegU) wurden
in LB-Medium (mit und ohne Mannitol Zugabe) angezogen und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonfor-
mation transformiert. (B) Hier wurden die Stimme REG19 und REG120 (AdegU) in MG-Medium zur
Kompetenz gebracht und mit pWAL275 in Dimerkonformation transformiert. Angegeben sind die
Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhangigen Experimenten mit der Standardabweichung

als Fehlerbalken.

Das Wachstumsverhalten verénderte sich durch die Deletion des degU Genes gegenuber
dem Ausgangsstamm REG19 nicht. Dagegen wurde durch die abrB Deletion das
Wachstum waéhrend der Transformation (Inkubation auf dem Roller) kaum mehr ge-
hemmt, wobei die rok Deletion zu einer generellen Wachstumsverminderung auch ohne
Mannitol Zugabe flihrte (Tabelle 25).
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Tabelle 25: Wachstum der Stdmme REG19, REG54 (AabrB), REG73 (Arok), REG120 (AdegU)
wahrend der Ausbildung der Kompetenz und der Transformation. Das Wachstum der Stdmme
wurde nach der dreistlindigen Anzucht in LB-Medium mit und ohne Mannitol (TK) und nach dem
einstiindigen Rollern (Rollern) Gber die optische Dichte (ODggonm) bestimmt. Als Referenz diente LB-

Medium. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.

Stamm REG19 REG54 REGT73 REG120

Induktion | Mtl / Mtl / Mtl / Mtl /

TK 100 126|130 138|069 100|115 1,33

Rollern | 0,85 123|113 14 |061 1,00 082 1,33

Dieses verminderte Wachstum wurde zusétzlich mittels einer Wachstumskurve genauer
untersucht (Abbildung 34), wobei festzustellen war, dass neben dem langsameren

Wachstum auch eine geringere Zelldichte erreicht wurde.
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Abbildung 34: Einfluss der rok Deletion in REG19 (REG73) auf das Wachstums. Wachstumskinetk
von REG19 und REG73 mit und ohne Mannitol Zugabe nach 1,5 h Inkubation (Pfeil) bei 37 °C.

Aufgetragen sind die Mittelwerte der ODggg aus drei unabhangigen Experimenten.

3.3.3 Posttranskriptionelle Regulation von ComK: Auswirkungen der
Deletion von mecA auf die Transformationseffizienz von REG19

Vermutlich ist die ComK Proteinmenge mehrfach reguliert, um eine vorzeitige Kompe-
tenzentwicklung in der exponentiellen Wachstumsphase zu vermeiden. Neben der tran-
skriptionellen Regulation spielt die posttranskriptionelle Regulation eine wichtige Rolle.

Dabei wird ComK von einem Proteinkomplex aus MecA, ClpC und ClpP gebunden und
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degradiert. Dies kann verhindert werden, indem die Bindungsstelle von MecA durch
ComS blockiert wird (Abbildung 6). Um zu prifen, inwieweit diese Regulation in Ver-
bindung mit der Mannitol induzierten comK und comS Expression eine Auswirkung auf
die Transformationsrate hat, wurden das Gen mecA in REG19 deletiert. Dafiir wurde der
stromaufwarts und —abwarts liegende Teil des Gens durch PCR amplifiziert (Oligo-
nukleotide s8785, s8786 und s8787, s8788). Die PCR-Amplifikate wurden uber die
Schnittstellen BamHI und Eagl mittels einer 3-Fragment Ligation in das Plasmid
pJOEG743 integriert (DREG29). Uber die Eagl Schnittstelle zwischen den beiden PCR-
Fragmenten wurde ein Chloramphenicol Resistenzgen (Oligonukleotide s9092, s9093)
eingefugt (PREG45). Mit diesem Plasmid wurde anschlieend REG19 transformiert und
dadurch das mecA Gen durch das Chloramphenicol Gen ersetzt (REG116). Die Trans-

formationsrate von REG116 wurde mit der von REG19 verglichen.

Es bestand der Verdacht, dass auf Grund des veranderten ComK Abbaus in der Zelle,
eine erhohte Transformationsrate bei REG116 erwartet werden kdnnte. Eine Steigerung
der Effizienz im Vergleich zu REG19 konnte jedoch nicht beobachtet werden, so hal-
bierte sich die Transformationsrate selbst mit Induktion von Mannitol. Dies kdnnte
maoglicherweise daran liegen, dass MecA auch an der Regulation anderer wichtiger Pro-
teine involviert ist (Proteine des Zellzyklus) und es durch die Mutation zu einer Beein-
trachtigung der Zellen kommt. So war zu beobachten, dass mecA deletierte REG19 Zel-
len bei der Kultivierung schlechter wuchsen (Tabelle 26) und auf Agarplatten sehr klei-
ne Kolonien bildeten. Dieser Phanotyp konnte nach einer Deletion des mecA Gens be-
reits von Hahn et al. (1995) gezeigt werden. Interessanterweise gab es die fur REG19
typische Wachstumsstagnation nach der DNA Zugabe wéhrend des Rollerns nicht. Zur
Kontrolle und Uberpriifung der in der Literatur gezeigten Ergebnisse (Hahn et al.,
1995), wurden ein AmecA Stamm (BKE11520 aus dem Bacillus Genetic Stock Center)
sowie REG1 als WT-Kontrolle in MG-Medium angezogen und mit pWAL275 in Di-
merkonformation sowie chromosomaler KMO DNA transformiert. Die Ergebnisse sind
in der Abbildung 35 B und Abbildung 35 C dargestellt. Uberraschenderweise und ge-
gensatzlich zur oben genannten Literatur war auch bei diesen Ergebnissen keine Ver-

besserung der Transformationseffizienz im Vergleich zum WT zu erkennen.
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Abbildung 35: Auswirkung der mecA Deletion auf die Zahl der Transformanten. (A) REG19 und
REG116 (AmecA) wurden nach der LB-Methode (zur Kontrolle ohne Mannitol Zugabe) kompetent
gemacht und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation transformiert. (B) und (C) zeigen die Trans-
formationsraten von WT (REG1) und BKE11520 (AmecA) bei Verwendung von Plasmid- und
chromosomaler DNA. Dafir wurden die Stamme WT (REG1) und BKE11520 (B. subtilis 168
mecA::erm) nach der MG-Methode kompetent gemacht und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation
(B) sowie mit 3 ug chromosomaler DNA des KMO Stammes (C) transformiert. Angegeben sind die

Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhangigen Experimenten mit der Standardabweichung
als Fehlerbalken.

Tabelle 26: Auswirkung der mecA Deletion bei REG116 auf das Wachstum. Das Wachstum der
Stamme REG19 und REG116 (AmecA) wurde nach der dreistindigen Anzucht in LB-Medium mit und
ohne Mannitol (TK) und nach dem einstiundigen Rollern (Rollern) lber die optische Dichte (ODgoonm)

bestimmt. Als Referenz diente LB-Medium. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen
Experimenten.

Stamm REG19 REG116

Induktion Mtl / Mtl /
TK 1,0 1,26 0,75 1,02
Rollern 0,85 1,23 1,03 1,17
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3.3.4 Auswirkungen der Deletionen von Genen, die in dem Phosphorelay
System zur Differenzierung von B. subtilis involviert sind, auf die
Transformationsrate von REG19

Ein weiterer wichtiger Faktor fir die Kompetenz in B. subtilis 168 ist das Protein
Spo0A, das auch fur andere Differenzierungswege und insbesondere fiir die Initiation
der Sporulation verantwortlich ist (Albano et al., 1987; Sadaie & Kada, 1983). Spo0OA
reduziert die intrazelluldre Menge an AbrB, dem sogenannten ,,Transition Phase* Regu-
lator, wodurch die Repression der comK Transkription durch AbrB entféllt. Mirouze et
al. (2012) konnten weiter zeigen, dass neben der Reduzierung von AbrB eine geringe
Menge SpoOA~P notwendig ist, um die comK Expression zu induzieren. Um den Ein-
fluss von SpoOA und weiteren Faktoren, die fiir die Phosphorylierung von SpoOA ver-
antwortlich sind (Histidin Kinasen KinB und KinC sowie die Phosphotransferase
Spo0B), auf die mit Mannitol induzierte Kompetenz in REG19 zu untersuchen, wurden
die entsprechenden Gene deletiert. Weiterhin wurde das Gen ftsH deletiert. FtsH ist eine
ATP abhéngige Metalloprotease und degradiert unter anderem SpoOE, das wiederum
SpoOA dephosphoryliert. Mutanten mit der Deletion von ftsH sind in der Sporulation

und Biofilmbildung stark eingeschrankt.

Fur die Deletionen der Gene wurden zundchst ca. 700 bp groRe Abschnitte stromauf-
warts und -abwarts der Gene amplifiziert (spo0A/spolVB: Oligonukleotide s7328, s7329
und s7330, s7331, spoOB: s8649, s8650 und s8651, s8652, ftsH: Oligonukleotide:
s9351, s9352 und s9353, s9354, kinB: Oligonukleotide: $9322, s9323 und s9324, s9325,
kinC: Oligonukleotide: s9058, s9059 und s9060, s9061) und in das Plasmid pJOE6743
integriert. Fur pJOE7122 (spoOA, das zusammen mit dem im Operon liegenden Gen
spolVB deletiert wurde) wurden die Amplifikate blunt end ber die Schnittstelle Smal
eingefligt, fir pJOE8086.1 (spo0B) uber BamHI, sowie fur die Plasmide pREG72
(ftsH), pREG62 (kinB) und pREG43 (kinC) wurden die Amplifikate mit Sphl und EcoRl
geschnitten und Uber eine 3-Fragment Ligation integriert. Mit diesen Plasmiden wurde
REG19 transformiert und durch Integration sowie anschlielende Selektion der Exzision
der Plasmide, wie in Material und Methoden (Kapitel 2.4.12) beschrieben, die Gene
deletiert (spoOA/spolVB: REG36, spo0B: REG75, ftsH: REG114, kinB: REG110, kinC:
REG98). Fir die gleichzeitige Deletion kinC und spo0OB wurde REG75 mit pREG43

transformiert und die Doppelmutante mit dem gleichen Verfahren isoliert (REG100).
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AnschlieBend wurden die Stdmme nach der LB-Methode mit pWAL275 in Dimerkon-
formation transformiert.

Interessanterweise hatten die Deletionen von spo0OB, kinC und auch die Doppeldeletion
von spo0B/kinC keinen Einfluss auf die Transformationsrate der REG19 Derivate. Die
Deletion von spoOA/spolVB fuhrte zu einer Reduzierung der Transformationsrate von
ca. 35 % und die von kinB um ca. 50 %. Lediglich die Deletion von ftsH zeigte einen
sehr drastischen Effekt. Mit diesem Stamm wurden Uberhaupt keine Kolonien erhalten
(Abbildung 36). In den Féllen, in denen die Transformationsrate nicht beeinflusst war,
war ein identisches Wachstumsprofil wie fir den Stamm REG19 zu beobachten. In der
Mutante REG36 (Aspo0A/spolVB) war dagegen kaum eine Wachstumshemmung, wie
in dem Stamm REG19, erkennbar. Die Mutante REG114 (AftsH) zeigte mit und ohne
Induktion ein geringes Wachstum und die Kulturen blieben in allen Versuchen unter

einer ODgo von 1 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 36: Einfluss der Gene spo0A, spo0B, ftsH, kinB und kinC auf die durch die LB-Methode
erzielte Transformationsrate. Die Stimme REG36 (AspoOA/spolVB), REG75 (AspoOB), REG114
(AftsH) (A) und die Stimme REG110 (AkinB), REG98 (AkinC) und REG100 (AkinC, AspoOB) (B)
wurden entsprechend der LB-Methode kompetent gemacht und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonforma-
tion transformiert. Zum Vergleich wurde die Mannitol Zugabe weggelassen. Angegeben sind die
Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhangigen Experimenten mit der Standardabweichung
als Fehlerbalken.

3.3.5 Auswirkung der Deletionen von Genen fiir Antwortregulator
Aspartat Phosphatasen auf die Transformationsrate von REG19

In B. subtilis gibt es 11 homologe rap/phr Gene. Die entsprechenden RAP-Proteine be-

sitzen die Eigenschaft von sogenannten ,response regulator Aspartat Phosphatasen.
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RapA, -E und -H dephosphorylieren SpoOF~P, wodurch sie negativ auf die Sporulation
und andere Differenzierungsprozesse wahrend der vegetativen Wachstumsphase wirken
(Smits et al., 2007a; Jian et al., 2000; Perego et al., 1994). RapC, -F und -H hemmen
die Bindungsaktivitdt von ComA an die DNA, womit sie spezifisch die Kompetenzent-
wicklung unterdriicken (Bongiorni et al., 2005; Core & Perego, 2003; Smits et al.,
2007b; Smits et al., 2007a; Tortosa & Dubnau, 1999). RapG wiederrum hemmt die
DNA-Bindungsaktivitdt von DegU~P (Ogura et al., 2003). Die Aktivitat der RAP-
Proteine ist abhdngig von kleinen, fir das RAP-Protein jeweils spezifischen Peptiden
(Phr), die an den 3° Enden der jeweiligen rap Gene kodiert sind und in der Regel durch
Sigmafaktor H abhéngige Promotoren am Ende der exponentiellen Wachstumsphase
exprimiert werden und dann die Aktivitat der RAP-Proteine hemmen (Perego, 1997).

Um zu sehen, wie sich der Verlust der RAP-Proteine auf die Kompetenz von REG19
auswirkt, wurden vier rap Gene und die dazugehorigen phr Gene (rapA/phrA,
rapC/phrC, rapH/phrH, rapG/phrG) in REG19 deletiert. Dafur wurden ca. 700 bp gro-
Re flankierende Regionen der Gene mittels PCR amplifiziert (rapC/phrC: Oligonukleo-
tide: $9226/59227, $9228/59229; rapH: Oligonukleotide: $9222/s9223, $9224/s9225 und
rapG/phrG: Oligonukleotide: s9347/s9348, s9349/s9350) und in das Plasmid pJOE6743
uber eine 3-Fragment Ligation eingefugt. Als Schnittstellen wurden fiir die Plasmide
pPREG56 (rapC/phrC) und pREG54 (rapH/phrH) Sphl und Eagl verwendet, wahrend
flr das Plasmid pREG70 (rapG/phrG) die Schnittstellen BamHI und Eagl genutzt wur-
den. Mit diesen Plasmiden wurde REG19 transformiert und nach der Gblichen Prozedur
von Selektion und Gegenselektion behandelt. Schlielich wurde die entsprechende Mu-
tante mittels Kolonie-PCR identifiziert (rapC/phrC: REG104; rapH/phrH: REG102 und
rapG/phrG: REG112) (siehe Material und Methoden; Kapitel 2.4.12). Die Gene rapA
und phrA wurden mittels Gibson Assembly deletiert. Dafiir wurden drei Fragmente
durch  PCR amplifiziert (Oligonukleotide: s10684/s10685; s10686/s10687,
$10688/s10689). Das erste und dritte Fragment enthielt die stromaufwarts bzw. strom-
abwarts von rapA und phrA gelegenen Bereiche. Das zweite Fragment enthielt das
Chloramphenicol Resistenzgen mit jeweils einer loxP Sequenz in den flankierenden
Bereichen. Diese drei Fragmente wurden tber Gibson Assembly miteinander ligiert
(Gibsonb), damit REG19 transformiert und die Integration des Fragments durch ein
Doppelcrossover ber die Chloramphenicolresistenz selektioniert (REG170). Anschlie-
Rend wurde REG170 mit pJOE6732 transformiert, wodurch die Chloramphenicol Resis-
tenzkassette mit der in pJOE6732 kodierten P1-Cre-Rekombinase ber die flankieren-
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den loxP Bereiche ausgeschnitten wurde (REG171). Die Stdmme wurden ebenso wie
der Stamm REG19 mit der LB-Methode behandelt und mit 100 ng pWAL275 in Di-
merkonformation transformiert. Zur Kontrolle wurden die Stdmme zusétzlich nicht mit
Mannitol induziert (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Vergleich der Transformationsraten von REG19 und Stdmmen, in denen
verschiedene Antwortregulator Aspartat Phosphatasen deletiert waren. Die Stdmme REG171
(ArapA/phrA), REG104 (ArapC/phrC), REG102 (ArapH/phrH) und REG112 (ArapG/phrG) wurden in
LB-Medium (mit und ohne Mannitol Zugabe) angezogen und mit 100 ng pWALZ275 in Dimerkonformati-
on transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen
Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Da RapA SpoOF~P dephosphoryliert, sollte die Deletion des Gens einen negativen Ef-
fekt auf die Kompetenz haben. Denn als Folge fuhrt die Erhohung der SpoOF~P Menge
zu einer hoheren Menge an SpoOA~P und damit zu einer in Richtung der Sporulation
gerichteten Zelldifferenzierung. Dies liel} sich ber die Transformationsrate des Stam-
mes REG171 im Vergleich zu REG19 zeigen (Abbildung 37). Die Zahl der Trans-
formanten von REG171 sank auf 1,9x10% Kolonien pro ml Kultur, das gerade einmal
10 % der Transformanten von REG19 entsprach. Bei der Deletion von rapC/phrC als
auch von rapH/phrH in REG19 wurde davon ausgegangen, dass die Transformationsra-
te, im Vergleich zu REG19, gesteigert sein wiirde. Uberraschenderweise wurde jedoch
keine signifikante Veranderung festgestellt, die Transformationsraten waren eher ver-
mindert. Moglicherweise liegt dies an der Redundanz der Funktionen und eine signifi-
kante Anderung wiirde eventuell erst sichtbar werden, wenn zwei- oder drei rap Gene
zusammen deletiert wéren. Des Weiteren halbierte sich die Transformationsrate nach
der rapG/phrG Deletion (REG112). Durch diese Deletion sollte sich die DegU~P Men-
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ge erhohen und damit der Prozess der Differenzierung in Richtung der Sekretion extra-
zellularer Enzyme und weg von der Kompetenz verschieben. Die Transformationsrate
von REG112 veranderte sich unabhangig von der Mannitol Zugabe im gleichen Male
zu REG19 (Abbildung 37).

3.3.6  Auswirkung der Deletion von degU, sinR, sinl und sIrR
auf die Transformationsrate von REG19

Nachdem der Prozess der Differenzierung durch Phosphorylierung von SpoOA und
Hemmung von AbrB angestoRen ist, entscheidet das Verhéltnis einer Reihe von
Transkriptionsregulatoren zueinander, welcher Weg der Differenzierung eingeschlagen
wird (Abbildung 3 und Abbildung 8). Die wichtigsten Regulatoren sind die Zweikom-
ponentensysteme ComP/ComA, DegU/DegS sowie die Transkriptionsfaktoren
SinR/Sinl zusammen mit SIrR. DegU~P wirkt negativ auf die Kompetenzausbildung,
wie die Deletion von rapG/phrG vermuten lieR. Ublicherweise wird in dem Zwei-
Komponentensystem DegU von DegS phosphoryliert, wodurch DegU unterschiedliche
regulatorische Funktionen wahrnehmen kann. Nicht phosphoryliertes DegU initiiert die
Kompetenz, indem es die comK Transkription aktiviert. DegU~P aktiviert dagegen ein
vollstandig anderes Set von Genen, insbesondere Gene fiir extrazellulare Enzyme wie
aprE (alkalische Exoprotease), sacB (Levansucrase) (Hayashi et al., 2006) oder das
fla/che Operon (Motilitat) (Mordini et al., 2013). Die homologen Proteine SinR
(Transkriptionsregulator) und SIrR (Transkriptionsaktivator) regulieren sich einerseits
gegenseitig Uber eine zweifach negative Rickkopplungsschleife, andererseits die Ex-
pression von degU. Der Antagonist von SinR, Sinl, interagiert mit SinR und entschei-
det, welches Protein bei der Ruckkopplung dominiert. Wenn SIrR dominiert, assoziiert
es mit SinR wobei Autolysin- und Motilitatsgene unterdriickt und die Kompetenz akti-
viert werden. Wenn SinR dominant ist, hemmt es die Biofilmbildung, kann aber auch
negativ auf die Kompetenz wirken (Abbildung 9). Da sich die Faktoren DegU, SinR,
Sinl und SIrR gegenseitig beeinflussen und dazu fuhren, dass die Zelle in unterschiedli-
che postexponentielle Zustdnde tGbergehen kann, wurden die Gene dieser Faktoren dele-
tiert.

Um diese Gene zu deletieren, wurden ca. 700 bp groRRe flankierende Regionen der Gene
mittels PCR amplifiziert (degU: siehe Kapitel 3.3.2; sinR: Oligonukleotide
$8606/s8607, s8608/s8609; sinl: Oligonukleotide s8610/s8611, s8612/s8613; sIrR: Oli-
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gonukleotide $9626/s9627, $9666/s9625) und in das Plasmid pJOE6743 mittels einer
3-Fragment Ligation eingefugt. Als Schnittstellen wurden Sphl und EcoRI verwendet
(sinR: pREG22; sinl: pREG33 und sIrR: pREG74). Mit diesen Plasmiden wurde REG19
transformiert und die Mutanten mit den entsprechenden Deletionen nach der in Material
und Methoden (Kapitel 2.4.12) beschriebenen Vorgehensweise isoliert (ASinR: REG57,
Asinl: REG71 und AslrR: REG127). Um Doppelmutation fir degU und sinl zu erzeu-
gen, wurde REG120 mit dem Plasmid pREG33 transformiert und daraus der Stamm
REG125 (Asinl AdegU) isoliert. Die Stdmme wurden mit der LB-Methode behandelt,
mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation transformiert und mit REG19 verglichen.
Die Transformationsrate steigerte sich, wenn die Gene degU und sinl in REG19 dele-
tiert waren. Die Zahl der Transformanten mit REG120 (AdegU) war im Vergleich zu
REG19 um das 3,7 fache gesteigert (Abbildung 38). Die sinl Deletion (REG71) fuhrte
im Vergleich zur degU Deletion mit einer 2,3 fach gesteigerten Transformationsrate im
Vergleich zu REG19 zu einer geringeren Steigerung.
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Abbildung 38: Transformationsrate der Stamme REG120 (AdegU), REG71 (Asinl), REG57
(AsinR), REG125 (AdegU, Asinl) und REG127 (AsIrR) nach der Transformation mit pWAL275 in
Dimerkonformation. Die Stdamme wurden mit der LB-Methode kompetent gemacht und mit 100 ng
PWAL275 in Dimerkonformation transformiert. Zur Kontrolle wurden die Stdmme auch ohne Mannitol
Zugabe angezogen und transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei

unabhéngigen Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Bei der Deletion von sinR kam es dagegen zu keiner signifikanten Veranderung der
Transformationsrate im Vergleich zu REG19. Die Doppelmutante aus AdegU und Asinl
(REG125) wurde erzeugt, um zu testen, ob sich die Steigerungen der Transformations-

raten der einzelnen Deletionen aus REG120 und REG71 in einer Doppelmutante addie-
107



3 Ergebnisse

ren. Der Stamm REG125 verhielt sich in etwa wie die degU Mutante REG120, d.h. eine
weitere Steigerung war damit nicht moéglich. Die Kontrollen (Transformationsansatz
ohne Zugabe von Mannitol) korrelierten jedoch bei REG120 und REG125 nicht mit den
Zellen, die mit Mannitol induziert wurden. In diesen beiden Stdmmen konnte ohne
Mannitol Zugabe keine Transformation festgestellt werden. Der Verlust von sIrR
(REG127) fuhrte interessanterweise zu einer deutlichen Absenkung der Anzahl Trans-
formanten im Vergleich zu REG19 (Abbildung 38).

3.3.7 Auswirkung der Deletionen von maf, yneA und comZ auf die
Transformationsrate von REG19

Kompetente Zellen zeigen ein verandertes Wachstumsverhalten. Wie bekannt, sind
kompetente Zellen fur mehrere Stunden teilungsunfahig (Haijema et al., 2001; Briley,
Jr. et al., 2011). Dies wurde auch hier, z.B. in Abbildung 23, gezeigt. Die Zellen des
Stammes REG19 zeigten nach 1,5 h Inkubation mit Mannitol keine Zunahme der opti-
schen Dichte, wenn sie fur 1 h in frischem LB gerollert wurden. Der WT, mit und ohne
Mannitol Zugabe, sowie REG19 ohne Mannitol Zugabe, zeigten dieses Phdnomen nicht.
Wieso aber zeigen B. subtilis Stdamme in kompetentem Zustand ein verzégertes Wachs-
tum? Ein entsprechendes Verhalten ist in anderen kompetenten Bakterienarten nicht zu
beobachten (Biswas et al., 1977; MacFadyen et al., 2001). Eine mdgliche Erklarung
waére, dass auf Grund der Aufnahme der groRen DNA Mengen (bis zu einem Drittel des
Genoms (Dubnau et al., 1973)) die fiir die DNA Rekombination und Reparatur zustén-
digen Enzyme sehr stark ausgelastet sind, indem sie die transformationsbedingten DNA
Briiche reparieren und die DNA zu rekombinieren versuchen. Daher muss moglicher-
weise die chromosomale Replikation und Zellteilung gestoppt werden (Hamoen, 2011).
So konnte Haijema et al. (2001) zeigen, dass die ComGA ATPase, die die transformie-
rende DNA bindet und transportiert, die wichtigste Rolle in diesem Zellteilungsstopp
spielt. Neben ComGA fiihrt ebenfalls eine induzierte Expression des maf Gens zu einem
Zellteilungsstopp (Butler et al., 1993), wahrend eine Deletion die Hemmung dieser
Zellteilung aufhebt (Briley, Jr. et al., 2011). Weiterhin ist RecA von Bedeutung, ein
multifunktionelles Protein, das fir die DNA Reparatur und Rekombination notwendig
ist und die SOS-Antwort reguliert. Die SOS-Antwort tritt auf, wenn die Zellen groRere
DNA-Schaden aufweisen bzw. die Replikation durch Schaden blockiert ist. Durch das
Auslosen der SOS-Antwort, indem RecA den Regulator LexA inaktiviert, kommt es zu
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einer YneA-vermittelten Hemmung der Zellteilung (Kawai et al., 2003). Sowohl Maf
als auch RecA stehen unter der Kontrolle von ComK. Da ComGA essentiell fir die
DNA Aufnahme ist und RecA Auswirkungen auf viele verschiedene Signalwege in der
Zelle hat, sind hier nur maf und yneA in REG19 deletiert. AnschlieBend wurde das
Zellwachstum dieser Mutanten sowie ihre Transformationseffizienz mit REG19 vergli-
chen.

Fur die Deletion des maf Gens wurden zwei ca. 700 bp grof3e Fragmente vor und hinter
dem Gen durch PCR amplifiziert (Oligonukleotide s8359/s8360 und s8355/s8356). Die-
se Fragmente wurden dann Uber eine 3-Fragment Ligation tber die Schnittstellen Nhel
und Sacl in den Vektor pJOE6743 integriert ()REG14) und anschliefend REG19 mit
dem Plasmid pREG14 transformiert (REG45). Die Deletion des yneA Genes wurde
dadurch erzeugt, dass REG19 mit genomischer DNA des Stammes BKE11820
(B. subtilis 168 yneA::erm) transformiert wurde. Nach homologer Rekombination wurde
das Gen yneA durch das Erythromycin Resistenzgen ersetzt (REG136). Die Stamme
wurden anschlieBend nach der LB-Methode angezogen und mit 100 ng pWAL275 in
Dimerkonformation transformiert.

Uberraschenderweise war auch in diesen Stammen die Wachstumsinhibierung wie in
dem Stamm REG19 wéhrend der Kompetenz zu beobachten (Tabelle 27). Dartber hin-
aus fihrte die Deletion des yneA Genes zu einer deutlichen Verminderung der Trans-
formationsrate, wahrend die Deletion von maf zu keiner signifikanten Veranderung
fuhrte. Da sowohl das maf- als auch das yneA Gen nicht fur die Wachstumshemmung
zustandig waren, musste ein anderer Faktor die Zellteilung blockieren, moglicherweise
ComK selbst.

Tabelle 27: Wachstum der Stamme REG19 (WT), REG136 (AyneA), REG45 (Amaf) und REG143
(AcomZ) bei der Ausbildung der Kompetenz und wahrend der Transformation mit der LB-
Methode. Das Wachstum der Stdimme wurde nach der dreistindigen Anzucht in LB-Medium mit und
ohne Mannitol Zugabe nach 1,5 h (TK) und nach dem einstlindigen Rollern (Rollern) tber die optische

Dichte (ODgpnm) bestimmt. Als Referenz diente LB-Medium. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei

unabhéangigen Experimenten.

Stamm REG19 REG136 REG45 REG143

Induktion | Mtl / Mtl / Mtl / Mtl /

TK 100 12 106 117,082 101|082 1,09

Rollern | 0,56 128|061 12 |061 136 | 06 1,15
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Da bei Neisseria gonorrhoeae (Biswas et al., 1977) und Haemophilus influenza
(MacFadyen et al., 2001) kein Wachstumsstopp wahrend der Kompetenz zu beobachten
ist, sollte dieser nicht notwendig fir die Kompetenz sein. Hahn et al. (2015) vermuteten,
dass die Regulierung der Wachstumshemmung und der Kompetenz, sich aus 6konomi-

schen Grlinden bei B. subtilis gemeinsam entwickelt haben.

Uber das Kompetenz Gen comZ (yjzA) ist wenig bekannt. Es kodiert fiir ein 63 Amino-
séuren groflles Protein und liegt zusammen mit dem Gen med in einem Operon, dem
zwei mogliche ComK Boxen vorausgehen (Hamoen et al., 1998; Kunst et al., 1997;
Ogura et al., 1997). Ogura et al. (1997) konnten zeigen, dass eine comZ Deletion zu
keiner veranderten comK Expression fiihrte. Es wurde vermutet, dass ComZ mdglich-
erweise ein Repressor des comG Operons darstellt, da sich die Deletion in einer Steige-
rung der comG Expression sowie in einer erhdhten Transformationsrate &uf3ert. Die er-
hohte Transformationsrate von comZ Mutanten fiihrte zu der Uberlegung, diese Mutati-
on auch in REG19 einzufihren. Die Deletion wurde dadurch erzeugt, dass REG19 mit
genomischer DNA des Stammes BKE11310 (B. subtilis 168 comZ::erm) transformiert
wurde und Uber die Erythromycinresistenz ein Austausch von comZ mit dem erm Gen
selektioniert wurde (REG 143). Uberraschenderweise fiihrte jedoch der Verlust von

comZ zu einer Verminderung der Transformationsrate (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Auswirkung der Deletion von yneA, maf und comZ auf die Transformationsrate von
REG19. Die Stdimme REG136 (AyneA), REG45 (Amaf) und REG143 (AcomZ) wurden in LB-Medium
(mit und ohne Mannitol Zugabe) angezogen und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation trans-
formiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen Experimenten

mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.
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3.3.8 Deletion des Kompetenz Repressorgens kre und der Sigma B und
Sigma D kodierenden Gene sigB und sigD und ihre Wirkung auf
die Transformationsrate von REG19

Neben der Regulation von comK durch mindestens sechs verschiedene Transkriptions-
faktoren (AbrB, CodY, Rok, SpoOA, DegU und ComK) (Abbildung 8) und der post-
transkriptionellen Regulation durch MecA/CIpCP (Abbildung 6) haben Gamba et al.
(2015) darlber hinaus festgestellt, dass Kre (ComK Repressor) ein weiterer Faktor ist,
der die Expression von comK reguliert. Sie konnten zeigen, dass Kre die comK mRNA
degradiert und eine Deletion von kre die Kompetenz in B. subtilis erhéht. Ob dies auch
fir REG19 zutrifft, wurde hier getestet.

Die Kompetenz von B. subtilis wird auch als Stressantwort gesehen. Stressantworten
werden in B. subtilis und auch in vielen anderen Bakterien tber Sigmafaktoren reguliert.
Der Sigmafaktor 6B wird dann aktiviert, wenn die Zelle physiologischen Stress wie
Hitze, Sdure, hohen Salz- oder Losungsmittelkonzentrationen, aber auch Nahrungs- und
Sauerstoffmangel ausgesetzt ist. Die Aktivierung der sogenannten generellen Stressant-
wort betrifft zirka 200 Gene in B. subtilis, unter anderem scheinen auch comK und
spo0A betroffen zu sein. Daher wurde sigB in REG19 deletiert, um mdglicherweise eine
Steigerung der Transformationsrate zu erreichen.

Das Gen des Sigmafaktors D befindet sich am Ende des fla/che Operons und wird in
der vegetativen Wachstumsphase (Gilman & Chamberlin, 1983) exprimiert. Er kontrol-
liert die Autolysine und ist weiterhin notwendig fir die Flagellensynthese, Motilitat und
fir chemotaktische Funktionen (Helmann et al., 1988; Marquez et al., 1990). Da die
Motilitat einer der Gegenspieler der Kompetenz ist, konnte eine Deletion dieses Sig-
mafaktors zu einer gesteigerten Transformationseffizienz in REG19 fuhren.

Die Deletionen in REG19 wurden mittels Gibson Assembly erzeugt. Fiir jede Deletion
wurden 3 Fragmente mit Hilfe der PCR amplifiziert. Daflir wurde die Q5 Polymerase
(NEB, Frankfurt a. M.) verwendet. Das erste Fragment liegt stromaufwarts des Gens,
das zweite Fragment enthalt ein Chloramphenicol Resistenzgen mit der Sequenz mroxP
in den flankierenden Bereichen und das dritte Fragment liegt stromabwarts des zu dele-
tierenden Gens. Folgende Oligonukleotide wurden verwendet: Akre: s10633, s10634
und s10635, s10636 und s10637, s10638; AsigB: s10639, s10640 und s10641, s10642
und s10643, s10644; AsigD: s10645, s10646 und s10647, s10648 und s10649, s10650.
Als Matrizen wurden fur das erste und das dritte Fragment die genomische DNA von

B. subtilis 168 verwendet, fiir das zweite Fragment die DNA des Plasmids pJOE8688.
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Auf Grund der ca. 15 Basenpaar Uberlappenden Enden konnten die jeweils drei Frag-
mente Uber Gibson Assembly miteinander ligiert werden. Anschliefend wurde REG19
damit transformiert und die Transformanten (ber die Chloramphenicolresistenz
selektioniert (Akre: REG165, AsigB: REG166 und AsigD: REG167). Danach wurden
diese drei Stamme mit pJOE6732 transformiert, um die Chloramphenicolresistenz-
kassette durch eine ortsspezifische Rekombination zu entfernen. Diese neu konstruierten
Stamme (Akre: REG165.1, AsigB: REG166.1 und AsigD: REG167.1) wurden in LB-
Medium mit und ohne Mannitol Zugabe mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation

transformiert und die Transformationsrate mit REG19 verglichen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Auswirkung der Deletionen von kre, sigB und sigD in REG19 auf die
Transformationsrate. Die Stdmme REG165.1 (Akre), REG166.1 (AsigB) und REG167.1 (AsigD)
wurden in LB-Medium (mit und ohne Mannitol Zugabe) angezogen und mit 100 ng pWAL275 in Dimer-
konformation transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei
unabhéngigen Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Eine Deletion des kre Gens in REG19 flihre zu einer geringen Verbesserung der Trans-
formationsrate mit 1,6x10* Kolonien pro ml Kultur im Vergleich zu REG19 mit
1,4x10* Kolonien pro ml Kultur. Dagegen zeigten die Stamme mit sigB bzw. sigD Dele-
tion eine verringerte Transformationsrate. Mit 8130 Kolonien pro ml Kultur war die
Transformationsrate von REG166.1 (sigB) um 45 % verringert und bei REG167.1
(sigD) sogar um 61 % im Vergleich zu REG19. Das Wachstum der Kulturen, wahrend
der Anzucht flr die Transformation, war bei allen drei Deletionsmutanten im Vergleich

zu REG19 geringfiigig vermindert.
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Tabelle 28: Wachstum der Stdmme REG19 (WT), REG165.1 (Akre), REG166.1 (AsigB) und
REG167.1 (AsigD) bei der Anzucht und Induktion zur Kompetenz sowie wahrend der Trans-
formation. Die Stdmme wurden 1,5 h in LB bei 37 °C angezogen, mit 0,5 % Mannitol (w/v) versetzt und
weiter fur 1,5 h auf einem Schiittler inkubiert (TK). Nach dem Waschen wurden die Kulturen mit 100 ng
PWAL275 Plasmid-DNA versetzt und weiter auf dem Roller fiir 1 h inkubiert (Rollern). Das Wachstum
der Stdmme wurde Uber die optische Dichte (ODgynm) bestimmt. Als Referenz diente LB-Medium.

Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.

Stamm REG19 REG165.1 | REG166.1 | REG167.1

Induktion | Mtl / Mmtl / Mtl / Mtl /
TK 0,9 105|067 094079 082|081 0,84

Rollern | 0,57 1,12 | 058 1,04 055 124 | 06 11

3.3.9 Auswirkung der Deletion von dprA, addA, recJ und recA auf die
Transformationsrate von REG19

Der DNA-Aufnahmevorgang bei der Transformation beginnt zunéchst mit einem Dop-
pelstrangbruch und anschlieBend wird ein Strang abgebaut. Daher liegt die aufgenom-
mene DNA als Einzelstrang in der Zelle vor. Einzelstrangige DNA kommt ublicher-
weise nur an Replikationsgabeln, vor allem aber bei bestimmten DNA Schéaden in der
Zelle vor, welche durch Abbau des beschadigten DNA-Strangs und Auffillen mit Hilfe
der DNA-Polymerasen repariert wird. Eines der fir den Abbau verantwortlichen Enzy-
me ist RecJ, welches als einzelstrangspezifische Exonuklease den Einzelstrang in 5°-3°
Richtung abbaut (Sanchez et al., 2005; Lenhart et al., 2012). Damit die bei der Trans-
formation aufgenommenen DNA nicht abgebaut wird, binden sogenannte Einzelstrang-
Bindeproteine (DprA, SsbA, SsbB und RecN) an den Einzelstrang und schiitzen diesen
vor dem Abbau (Inamine & Dubnau, 1995). Danach ladt DprA das Protein RecA auf
den Einzelstrang und unterstitzt es bei der Verdrangung der Einzelstrang-Bindeproteine
Proteine, sodass sich ein rekombinationsfahiges Nukleofilament ausbilden kann. Neben
der homologen Rekombination aufgenommener Fremd-DNA mit dem Chromosom,
wird die homologe Rekombination fiir die Reparatur nach einem Doppelstrangbruch
benotigt. Damit RecA binden kann, missen an den Enden des Doppelstrangbruchs zu-
néchst einzelstrangige Bereiche geschaffen werden. Dies ist die Aufgabe von AddAB,
einem Helikase-Nuklease Komplex (AddAB). AddAB entwindet und baut den DNA-
Doppelstrang ab, bis eine speziesspezifische, sogenannte Chi-Sequenz erreicht wird.
Daraufhin kommt es zu einer Konformationsdnderung. Diese fihrt dazu, dass ein
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3‘-Uberstehender Einzelstrang entsteht, an den RecA geladen werden kann. Da AddAB
eine wichtige Rolle bei der Transformation chromosomaler DNA spielt, unterliegen
auch die Gene addA und addB der Kontrolle durch ComK.

Die Gene recJ, dprA, addA, und recA wurden in REG19 deletiert, um deren Auswir-
kung auf die Kompetenz zu bestimmen. Fur die Deletion von recJ wurden zundchst ca.
700 bp grolke flankierende Regionen des Gens amplifiziert (s8685/s8686 und
$8687/s8688) und mittels einer 3-Fragment Ligation Uber die Schnittstellen Hindlll und
EcoRlI in pJOE6743 eingeflgt (PREG25) und damit REG19 transformiert. Die entspre-
chende recJ Mutante wurde mit REG65 bezeichnet.

Fur die dprA Deletion in REG19 wurden ca. 700 bp grofl3e flankierende Regionen des
Gens amplifiziert (s8695/s8696 und s8697/s8698). Mittels einer 3-Fragment Ligation
und Uber die Schnittstellen Hindlll und EcoRI wurden die Fragmente in pJOE6743 ein-
gefugt (PREG28) und REG19 mit pREG28 transformiert. Dabei wurde die Mutante
REG63 erhalten. Fiir die Deletion von addA in REG19 wurde dieser mit chromosomaler
DNA des Stammes BKE1630 transformiert. Der Stamm BKEZ10630 ist eine Mutante,
bei der addA durch ein Erythromycin Resistenzgen ersetzt war. Die entsprechende
REG19 Mutante wurde mit REG138 bezeichnet. Fir die Inaktivierung von recA wurde
dieses Gen aus B. subtilis 168 mit Hilfe der Oligonukleotide s8791 und s8792 amplifi-
ziert und 0ber die Schnittstellen BamHI in pJOE4786 integriert (pREG31). Das
Chloramphenicol Resistenzgen wurde aus dem Plasmid pJOE8688 mit Hilfe der Oligo-
nukleotide s9092 und s9093 amplifiziert und anschlie}end in die Eagl Schnittstelle von
recA in pREG3L1 eingefugt (PREG47). REG19 wurde darauf folgend mit pREG47 trans-
formiert. Die Transformanten wurden auf chloramphenicolhaltigen Agarplatten selekti-

oniert, wodurch die Mutante REG117 erhalten werden konnte.

Die REG19 Stamme mit ArecJ, AdprA, AaddA und ArecA wurden in LB-Medium mit
und ohne Mannitol Zugabe angezogen und mit pWAL275 Plasmid DNA in Dimerkon-
formation transformiert (Abbildung 41). Durch die recJ Deletion in REG19 zeigte sich
eine Verminderung der Transformationsrate. Es entstanden 1,47x10* Kolonien pro ml
Kultur bei REG65 im Vergleich zu 1,8x10* Kolonien pro ml bei REG19. Offensichtlich
ist die aufgenommene DNA gegeniiber RecJ ausreichend in der Zelle geschitzt, sodass
sich hier keine Verbesserung der Transformationsrate ergab. Ein anderes Bild zeigte
sich, wenn dprA, addA und recA in REG19 deletiert waren. In allen drei Mutanten war
die Transformation mit Plasmid-DNA stark reduziert (Abbildung 41). Der Stamm

REG63 (AdprA) wies mit 670 Kolonien pro ml Kultur eine sehr geringe Trans-
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formationsrate auf, ebenso der Stamm REG138 (AaddA) mit 1833 Kolonien pro ml. Mit
3,94x10° Kolonien pro ml Kultur bei dem Stamm REG117 (ArecA) war die Transfor-
mationsrate im Vergleich zu REG19 um 79 % reduziert. Auffallig war hierbei, dass der
Stamm REG117 extrem kleine Kolonien aufwies und das Wachstumsverhalten sich

zwischen den Transformationskulturen stark unterschied (Tabelle 29).
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Abbildung 41: Transformationsrate der Stamme REG19 (WT), REG65 (ArecJ), REG63 (AdprA),
REG138 (AaddA) und REG117 (ArecA) bei der Verwendung von pWAL275 Plasmid DNA. Die
Stdmme REG65 (ArecJ), REG63 (AdprA), REG138 (AaddA) und REG117 (ArecA) wurden in LB-
Medium (mit und ohne Mannitol Zugabe) angezogen und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation
transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhdngigen

Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Tabelle 29: Wachstum der Stamme REG19 (WT), REG65 (ArecJ), REG63 (AdprA), REG138
(AaddA) und REG117 (ArecA) bei der Anzucht und Induktion zur Kompetenz sowie wahrend der
Transformation. Die Stdamme wurden 1,5 h in LB bei 37 °C angezogen, mit 0,5 % Mannitol (w/v)
versetzt und weiter fur 1,5 h auf einem Schdttler inkubiert (TK). Nach dem Waschen wurden die Kulturen
mit 100 ng pWAL275 Plasmid-DNA versetzt und weiter auf dem Roller fiir 1 h inkubiert (Rollern). Das
Wachstum der Stamme wurde Uber die optische Dichte (ODggonm) bestimmt. Als Referenz diente LB-

Medium. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Experimenten.

Stamme REG19 REG65 REG63 REG138 | REGI117

Induktion | Mtl / Mtl / Mtl / M /| Ml /

TK 105 12 |15 168|086 084|100 09103 1,04

Rollern | 0,65 1,26 | 0,73 1,559 | 0,50 092|065 1,1|0,68 1,01

Die deutliche Abnahme der Transformationsrate des Stammes REG117 stimmt nicht
mit den Ergebnissen aus der Literatur tberein. Kidane et al. (2012) zeigten eine Trans-
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formationsrate von 98 %, wenn B. subtilis ArecA mit Plasmid-DNA transformiert wur-
de. Im Falle von chromosomaler DNA war die Transformationsrate geringer als 0,1 %
(Kidane et al., 2012). Daher wurden die Stamme B. subtilis 168 und der BKE16940
(B. subtilis 168 recA::ermC) in MG-Medium kompetent gemacht und mit dem Plasmid
PWAL275 in Dimerkonformation, als auch mit chromosomaler KMO DNA trans-
formiert. Die Transformationsrate des BKE16940 Stammes betrug nach der Trans-
formation von chromosomaler DNA weniger als 100 Kolonien pro ml, wobei der Wild-
typ 4,5x10° Kolonien pro ml bildete (Abbildung 42A). Dies entsprach dem Ergebnis aus
der Literatur. Die Transformation dieses Stammes mit Plasmid-DNA pWAL275 wies
ebenfalls eine sehr geringe Transformationsrate auf, wenn das recA Gen deletiert war.
Es entstanden 180 Kolonien pro ml bei dem Stamm BKE16940 im Vergleich 2,98x10°
Kolonien pro ml beim WT (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: Auswirkung der recA Deletion in B. subtilis 168 auf die Transformation. Die Stamme
B. subtilis 168 (Kontrolle) und BKE16940 (B. subtilis 168 recA::erm) wurden in MG-Medium angezo-
gen, nach der Paris Methode behandelt und in (A) mit 3 ug chromosomale DNA des Stammes KMO
transformiert sowie in (B) mit 100 ng Plasmid DNA pWAL275 in Dimerkonformation transformiert.
Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhangigen Experimenten mit der

Standardabweichung als Fehlerbalken.

Zur weiteren Erklarung der unterschiedlichen Werte zur Literatur wurde die Lebend-
zellzahl der Transformationskultur von REG19 und REG117 bestimmt. Daflir wurden
die Kulturen der Stamme REG19 und REG117 nach dem Rollern auf LB, Platten aus-
plattiert. Zur Kontrolle der Transformationsrate wurden die Kulturen ebenfalls auf Plat-
ten mit Kanamycin ausplattiert. Die Werte der optischen Dichte der beiden Stamme
waren fast identisch (ODggonm Stamm REG19:0,6; ODgoonm Stamm REG117: 0,65). Im

Fall der Induktion war die Lebendzellzahl bei dem Stamm REG117 im Vergleich zu
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dem Stamm REG19 um den Faktor 4,6 reduziert. Ohne Induktion kam es zu einer 2,4
fachen Reduktion (Abbildung 43B).
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Abbildung 43: Vergleich der Transformationsrate (A) und absoluten Lebendzellzahl nach der
Transformation (B) von REG19 und REG117. Die Stimme REG19 und REG117 (ArecA) wurden in
LB-Medium (mit und ohne Mannitol Zugabe) angezogen und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformati-
on transformiert. Die Kulturen wurden sowohl auf Platten mit Kanamycin (A) als auch auf LB, Platten
(B) ausplattiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen

Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

3.4 Untersuchungen zur Plasmidetablierung in REG19

Die Etablierung von Plasmid-DNA nach der Transformation von B. subtilis ist auf mo-
lekularer Ebene nicht ausreichend verstanden und wirft noch einige Fragen auf. So ist in
der Literatur beschrieben, dass eine Plasmid-Transformation mit einem Monomer in
B. subtilis nicht moglich ist (Eisenstein et al., 1977; Claverys & Lacks, 1986). Dies
konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (Abbildung 21). Zudem gibt es unter-
schiedliche Meinungen Uber den genauen Vorgang der Plasmid-DNA Etablierung nach
der Transformation in der Zelle, daher wurde dies im Folgenden nochmals untersucht.
Es gibt zwei unterschiedliche Hypothesen, wie sich ein Plasmid in der Zelle etablieren
kann. Saunders & Guild (1981) behaupten, dass der aufgenommene Einzelstrang durch
eine DNA-Polymerase zum Doppelstrang mit tberstehenden Einzelstrang Enden wird.
Bei einer Dimerkonformation sollen die Uberstehenden Einzelstrdnge zueinander kom-
plementér sein und durch DprA oder RecO zu einem Ring geschlossen werden kdnnen.

Auftretende Einzelstrangliicken sollen durch DNA-Polymerasen aufgefullt und die Ein-
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zelstrangbriiche schlieBlich durch eine Ligase geschlossen werden kénnen. Bei einer
Monomerkonformation gibt es dagegen keine komplementéren Enden. Daher ist es
nicht mdglich, dass ein Plasmid in Monomerkonformation nach der Transformation
etabliert werden kann (de Vos et al., 1981; Kidane et al., 2009). Dagegen steht die Be-
hauptung, dass zwei komplementare Einzelstrange aufgenommen und in komplementa-
ren Regionen aneinandergelagert werden. Durch Auffiillen und VerschlieBen der L-
cken wird das Plasmid zirkularisiert (Zadrazil & Sponar, 1980; de Vos et al., 1981).
Nach dieser Hypothese sollte die Transformation auch mit monomeren Plasmiden er-

folgreich sein, jedoch mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit.

Um die Etablierung von Plasmiden in B. subtilis zu untersuchen, wurden zwei Plasmide
erzeugt. Die Plasmide pREG51 und pREG52 haben als Grundgerist das Plasmid
PWAL275 (Plasmidkarten in Kapitel 6.1). Zusatzlich wurden jeweils ein mutiertes
Spectinomycin Resistenzgen (aad9) eingefugt. Das aad9 Gen im Plasmid pREG51 ent-
halt eine Punktmutation, wodurch ein Stoppcodon entsteht, sodass nur ein Drittel des
Gens translatiert werden kann. Daflr wurden zundchst zwei PCR-Reaktionen mit
pPMW168 als Matrize durchgefiihrt. Die erste PCR Reaktion amplifiziert das Spectino-
mycin Resistenzgen bis zum gewunschten Codon, das in ein Stoppcodon umgewandelt
werden soll. Daftr wurden die Oligonukleotide $s9216 und s9217 verwendet. Die zweite
PCR-Reaktion amplifiziert ausgehend von dem Codon, das in ein Stoppcodon umge-
wandelt werden soll, bis zum Ende des Spectinomycin Resistenzgens. Dafiir wurden die
Oligonukleotide $9218 und $9219 verwendet. Mit einer fusionierenden PCR-Reaktion
und den beiden Amplifikaten als Matrizen sowie den Oligonukleotiden $9216 und
s9219 wurden die Fragmente so fusioniert, dass die Punktmutation in das
Spectinomycin Resistenzgen eingefiigt wurde. Dieses neu entstandene Amplifikat wur-
de nun Gber die Schnittstelle Eagl in das Plasmid pWAL275 integriert (PREG51). In
pPREGD52 ist das Gen aad9 so verandert, dass zwei Drittel des Gens translatiert werden
koénnen. Die Klonierung erfolgte identisch zu pREG51. Fur die erste PCR-Reaktion
wurden die Oligonukleotide $9216 und s9220 verwendet. Fiur die zweite PCR die
Oligonukleotide s9221 und s9219. Diese beiden Amplifikate dienten als Matrizen und
die Oligonukleotide $9216 und s9219 als Primer flr die Fusions-PCR. Dieses dabei ent-
standene Amplifikat wurde nun ebenfalls tber die Schnittstelle Eagl in pWAL275 ein-
gefligt (PREG52). Die Plasmide wurden sowohl in E. coli JM109 als auch in E. coli
NM538 vervielféltigt und isoliert. Die Plasmide, die aus E. coli JM109 isoliert wurden,

lagen in Monomerkonformation vor, wobei die Plasmide aus E. coli NM538 in Mono-
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mer- als auch in Dimerkonformation vorlagen. Der Stamm REG19 wurde mit der LB-
Methode behandelt und mit einer Mischung aus den Plasmiden pREG51 und pREG52
transformiert. Die Mischung enthielt die Plasmide im Verhaltnis 1:1 und die Konzen-
tration der Plasmide betrug 200 ng/ml. Die Mischung enthielt entweder die Plasmide in
der Monomerkonformation oder in der Dimerkonformation. Die Selektion erfolgte
durch die Kanamycinresistenz. Eine weitere Selektion erfolgte durch anschlieRendes
Picken der Kolonien auf Agarplatten mit Spectinomycin. Mit der Selektion auf Ka-
namycin ergaben sich 28x10° Kolonien (aus E. coli NM538) und 2,4x10° (in Monomer-
konformation) pro ml Kultur. Diese Transformationsrate entspricht den Ergebnissen der
Transformation mit dem Plasmid pWAL275 (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Anzahl an kanamycinresistenten Kolonien bei der Transformation von REG19 mit
pREG51 und pREG52. Der Stamm REG19 wurde mit Hilfe der LB-Methode kompetent gemacht und
mit jeweils 200 pg der Plasmide pREG51 und pREG52 zusammen und einzeln sowie mit 200 pg des
Plasmides pWAL275 transformiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei
unabhéngigen Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Jeweils 100 dieser kanamycinresistenten Kolonien wurden auf ihre Spectinomycinresis-
tenz getestet. 30,25 % der Kolonien waren ebenfalls spectinomycinresistent, wenn die
Plasmide aus E. coli NM538 isoliert wurden. Wenn die Plasmide aus E. coli JM109
isoliert wurden, waren 28 % der Kolonien spectinomycinresistent. Als Kontrolle wur-
den ebenfalls Kolonien von der Transformation der einzelnen Plasmide pREG51 und
pREG52 auf die Spectinomycinresistenz getestet. Dabei entstanden jedoch keine specti-
nomycinresistenten Kolonien (Abbildung 45). Dies lie darauf schlielen, dass es zu
einer Rekombination der beiden Plasmide gekommen sein musste. Eine Erklarung daftr

ist: Damit sich ein Plasmid etablieren kann, mussen jeweils zwei komplementdre DNA-
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Strange aufgenommen werden. Bei der gleichzeitigen Aufnahme von zwei Plasmiden
wirden in 50 % der Falle die beiden Strdnge von einem Plasmid kommen und in 50 %
von den zwei unterschiedlichen Plasmiden, die dann in der Zelle zum Doppelstrang
gepaart werden konnen. Da sich die Strange aber auf Grund der beiden Mutationen im
aad9 Gen unterscheiden, kommt es zu zwei Fehlpaarungen, die vom DNA-
Reparatursystem erkannt und repariert werden. Diese Reparatur erfolgte in 30 % der

Falle und fihrte zu einer Spectinomycinresistenz (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Prozentsatz an spectinomycinresistenten Kolonien bei der Transformation von
REG19 mit pREG51 und pREG52. 100 kanamycinresistente Kolonien, der Transformation von REG19
mit den Plasmiden pREG51 und pREG52 in Kombination oder einzeln, wurden auf Spectinomycin Plat-
ten gepickt. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhangigen
Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Identisch dazu wurde der Stamm REG117 (REG19 recA::cm) ebenfalls mit den Plasmi-
den pREG51 und pREG52, isoliert aus E. coli NM538, transformiert. Die Zahl der
kanamycinresistenten Kolonien entsprach mit 5900 Kolonien pro ml vorangegangen
Versuchen in Abbildung 41. Bei dem Stamm REG117 zeigte sich anschlielend, dass
weniger als 1 % der Kolonien neben der Kanamycin zusatzlich eine Spectinomycin-
resistenz ausbildeten. Bei dem Stamm REG19 waren dies wie in vorangegangen Versu-
chen knapp 30 %. Dies deutet darauf hin, dass das Gen recA notwendig ist fur die Re-
kombination der beiden Allele bzw. deren Reparatur.
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Abbildung 46: Auswirkung der Deletion von recA auf die Rekombination zweier Gene, die an ver-
schiedenen Stellen mutiert sind. Die Stdimme REG19 (WT) und REG117 (ArecA) wurden mit Hilfe der
LB-Methode kompetent gemacht und mit jeweils 200 pg der Plasmide pREG51 und pREG52 trans-
formiert und die Zahl der kanamycinresistenten Kolonien ermittelt (A). 100 kanamycinresistente Kolo-
nien der Transformation von REG19 und REG117 mit den Plasmiden pREG51 und pREG52 in Kombina-
tion wurden auf Spectinomycin Platten getestet und dariiber die Prozentzahl an spectinomycinresistenten
Kolonien bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen

Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

3.5  Test eines weiteren Promotors zur Expression von comK
und comS

Die mit Mannitol induzierte Kompetenz von REG19 ist sowohl von dem naturlichen als
auch dem Mannitol induzierten comK Genen abhédngig. Offensichtlich stimuliert das
durch Pryya exprimierte ComK die Aktivierung des nativen Pcomk Promotors und erst die
Expression beider comK Gene fiihrt dann schliellich zur Kompetenz der Zellen in
Vollmedium. Der B. subtilis Mannitol induzierbare Promotor (Pmya) in REG19 wurde
durch den Cellibiose (Clb) induzierbaren Promotor (Pics) ersetzt (REG89). Damit wur-
de geprift, ob der Promotor Pi.s die Kompetenz aktivieren kann, wenn das native comK
deletiert ist. Dafiir wurde comK zusammen mit comS durch PCR mit den Oligonukleo-
tiden s8856 und s8857 sowie pJOE7361 als Matrize amplifiziert. Anschlielend wurde
das Amplifikat tber die Schnittstellen Aflll und EcoRV in das Plasmid pKAM160 so
integriert, dass die Gene comk und comS unter der Kontrolle des Pjicg Promotor sind
(pPREG36). Das Insert aus Pjicg-comK-comS wurde daraufhin tber die Schnittstelle Nhel

in das Plasmid pHM3L1 eingebracht (pREG37). Mit dem Plasmid pREG37 wurde der
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Stamm REG1 transformiert und durch die Selektion auf Histidin prototrophe Kolonien
auf MG-Agarplatten ohne Histidin die Integration der Pjc.g-comK-comS Kassette zwi-
schen hisl und yvcA im Genom von REG1 erhalten (REG89). Die Stimme REG19 und
REG89 wurden mit der LB-Methode behandelt, mit dem Plasmid pWAL275 in Dimer-
konformation transformiert und die Transformationsrate bestimmt. Der Stamm REG89

wurde anstelle von Mannitol mit Cellibiose (0,5 % w/v) induziert.
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Abbildung 47: Auswirkung der induzierten comK und comS Expression mittels verschiedener
Promotoren (Pnua Und Pyg) auf die Transformationsrate. Die Stdamme REG19 und REG89 (Pjics-
comK-comS) wurden in LB-Medium mit und ohne Mannitol Zugabe bzw. bei REG89 mit und ohne Celli-
biose angezogen und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation transformiert. Angegeben sind die
Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhangigen Experimenten mit der Standardabweichung
als Fehlerbalken.

Der Austausch des Promotors filhrte mit 4,8x10* Kolonien pro ml Kultur bei dem
Stamm REGB89 im Vergleich zu 1,8x10* Kolonien pro ml Kultur zu einer 2,5-fachen
Steigerung der Transformationsrate. Auch ohne Zugabe des Induktors Cellibiose war
die Transformationsrate von REG89 mit 1,7x10* Kolonien pro ml Kultur deutlich héher
als bei REG19 mit 0,3x10* Kolonien pro ml Kultur (Abbildung 47). Das Wachstums-
verhalten der beiden Stdmme wahrend der Kompetenzausbildung und Transformation
ist in Tabelle 30 dargestellt. Auch in REG89 flihrte die Kompetenzaktivierung zu einem
verminderten Wachstum. Dies zeigte sich darin, dass der REG89 Stamm nach Zugabe
von Cellibiose gerade einmal eine optische Dichte von 0,8 nach 3 h Inkubation erreich-
te. Der Stamm REG19 dagegen hatte zu diesem Zeitpunkt eine optische Dichte von
1,05. Die Wachstumshemmung, die sich bei REG19 in der Rollerkultur nach der Ver-
dunnung in frischem Medium zeigte, war ebenfalls in REG89 zu beobachten. Ohne den

Induktor Cellibiose unterblieb diese Hemmung, jedoch war auch hier das Wachstum

122



3 Ergebnisse

von REG89 geringer als von REG19. Die beiden Stdmme unterschieden sich auch in
den KoloniegréRe. Der Stamm REG19 zeigte im Vergleich zu REG89 (berwiegend
grolRere Kolonien. Diese waren wie der WT in der Mitte der Kolonie schleimig und am
Rand verkrustet und erschienen rau. REG89 dagegen zeigte durchgangig schleimige

und im Durchmesser deutlich kleinere Kolonien (nicht gezeigt).

Tabelle 30: Wachstum der Staimme REG19 und REG89 (P)i.g) bei der Anzucht und Induktion zur
Kompetenz sowie wahrend der Transformation. Die Stdimme wurden 1,5 h in LB-Medium bei 37 °C
angezogen. Anschliefend wurde der Stamm REG19 mit 0,5 % Mannitol und der Stamm REG89 mit
0,5% Cellibiose versetzt. Die Kulturen wurden anschlieBend fur weitere 1,5 h auf einem Schttler
inkubiert (TK) und nach dem Waschen mit 100 ng pWAL275 Plasmid-DNA versetzt. Es folgte weiter
eine Inkubation von 1 h auf dem Roller (Rollern). Das Wachstum wurde Uber die optische Dichte

(ODggonm) bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.

Stamm REG19 REG89

Induktion Mtl / Clb /
TK 1,05 1,2 0,8 1,39

Rollern 0,65 1,26 0,7 1,2

Zur weiteren Wachstumsanalyse wurde REG19 mit REG89 in Wachstumsexperimenten
verglichen (Abbildung 48). Nach 1,5 h wurde je eine Kultur der beiden Stamme indu-
ziert. Daflr wurde fur REG19 0,5 % Mannitol und fir REG89 0,5 % Cellibiose ver-
wendet. Das Wachstumsexperiment zeigte, dass sich durch die Zuckerzugabe bei beiden
Kulturen nach 4,5 h das Wachstum verschlechtert hatte.

Die Transformationsrate von REG19 nahm stark ab, wenn das native comK Gen dele-
tiert war (siehe Abbildung 31). Da der Stamm REG89, mit Pji.g als induzierbarem Pro-
motor fur comK und comsS, eine deutlich héhere Transformationsraten erzielte als
REG19, lies dies vermuten, dass dieser eine geringere Abhangigkeit zu dem nativen
comK hatte. Daher wurde das native comK Gen in REG89 deletiert, indem REG89 mit
dem Plasmid pREG13 transformiert wurde und das native comK Gen mit Selektion auf
Spectinomyecinresistenz und Mannose Gegenselektion entfernt wurde (REG159). An-
schlieBend wurde die Transformationsraten fur das Plasmid pWAL275 der beiden

Stdmme bestimmt und miteinander verglichen.
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Abbildung 48: Vergleich des Wachstums von REG19 und REG89 mit und ohne Zugabe von
Mannitol bzw. Cellibiose in LB-Medium bei 37 °C. Jeweils 10 ml LB wurden in einem 100 ml
Schikanekolben mit einer Ubernachtkultur von REG19 bzw. REG89 zu einer ODggonm VON 0,1 angeimpft
und bei 37 °C auf einer Schuttelplattform bei 150 rpm inkubiert. Nach 1,5 h wurden jeweils 0,5 %
Mannitol (REG19) und 0,5 % Cellibiose (REG89) zugegeben und die Kulturen weiter inkubiert. Die
Kontrollen blieben ohne Zuckerzugaben. Das Wachstum der Kulturen wurde durch Messen der optischen
Dichte bei 600 nm in Abstanden von jeweils 1,5 h verfolgt. Aufgetragen sind die Mittelwerte der ODggg
aus drei unabhéngigen Experimenten.

Ebenso wie im Stamm REG19 wurde im Stamm REGB89 das native comK Gen deletiert.
Dafur wurde der Stamm REG89 mit dem Plasmid pREG13 (AcomK) transformiert
(REG159). Die Deletion des nativen comK Gens in REG159 fiihrte nur zu einer gering-
flgigen Abnahme der Transformationsrate (3,9x10* Kolonien pro ml Kultur bei
REG159 im Vergleich 4,8x10* Kolonien pro ml Kultur bei REG89). Die Transformati-
onsrate sank gerade einmal um 20 %. Interessanterweise entstanden auch ohne Indukti-

on 7,3x10% Kolonien pro ml Kultur (Abbildung 49).

Ausgehend von REG1 wurde ein Stamm konstruiert, bei dem das native Gen comK in-
klusive des Promotors Pcomk durch Pjicg-comK-comS ersetzt wurde (REG154). Dafir
wurden mittels zweier PCR-Reaktionen ca. 700 bp grofRe flankierende Regionen des
comK Gens aus dem Stamm B. subtilis 168 mit den Oligonukleotiden s10101 und
510102 sowie s10103 und s10104 amplifiziert. Diese beiden Amplifikate wurden Utber
eine 3-Fragment Ligation und die Schnittstellen Sphl und Eagl in das Plasmid
pJOEA4786 integriert (PREG80). Die Sequenz aus Pjicg-comK-comS wurde mit den Oli-
gonukleotiden s10105 und s10106 und der Matrize pREG89 amplifiziert und Uber die
Schnittstelle Eagl zwischen die beiden Fragmente in pREG80 eingefligt (pREG84).

REG1 wurde mit pREG84 transformiert und die Mutante, bei der das Gen comK und
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sein nativer Promotor durch die Pj.e-comK-comS Kassette ersetzt war, identifiziert
(REG154). Dies erfolgte tiber die Spectinomycin Selektion und die Gegenselektion mit
Mannose sowie einer Kolonie-PCR.
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Abbildung 49: Transformationsraten nach Induktion der Kompetenz durch Cellibiose von REG89,
REG154 und REG159. Die Stdamme REG89 (hisl-Pj-comK-comS-yvcA), REG159 (hisl-Pj-comK-
comS-yvcA, AcomK -nativ) und REG154 (Pcomk-cOmK::Pjics-comK-comS) wurden in LB-Medium (mit und
ohne Cellibiose Zugabe) angezogen und mit 100 ng pWAL275 in Dimerkonformation transformiert.
Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhéngigen Experimenten mit der
Standardabweichung als Fehlerbalken.

Die Stimme REG159 und REG154 zeigten bei der Transformation mit dem Plasmid
pWALZ275 in Dimerkonformation eine annahernd gleiche Transformationsrate. Der
Stamm REG159 wies 3,9x10* Kolonien pro ml auf und der Stamm REG154
4,3x10" Kolonien pro ml.

Ein groRerer Unterschied war lediglich in der Anzahl an Transformanten zu sehen,
wenn die Zellen nicht mit Cellibiose induziert wurden. Hier bildete der Stamm REG154
mit 1,4x10* Kolonien pro ml im Vergleich zum Stamm REG159 mit 0,7x10* Kolonien
pro ml eine deutlich geringere Anzahl an Transformanten (Abbildung 49). Dies kdnnte
an der unterschiedlichen Umgebung der Pji.g-comK-comS Kassette liegen. Das Wachs-
tum der Stdmme REG159 und REG154 zeigte, dass die Deletion des nativen comK
Gens zu einer Wachstumsverbesserung fuhrte. Somit war in diesen Stdammen zu be-
obachten, dass eine hohe Transformationsrate erhalten blieb, auch wenn das Wachstum

nicht gehemmt war (Tabelle 31).
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Tabelle 31: Wachstum der Stamme REG89 (hisl-Pjg-comK-comS-yvcA), REG159 (hisl-P)i.g-comK-
comS-yvcA, AcomK -nativ) (AcomK -nativ) und REG154 (P ,mk-comK::Pji.,g-comK-comS) bei der
Anzucht und Induktion zur Kompetenz sowie wahrend der Transformation. Die Stamme wurden
1,5h in LB-Medium bei 37 °C angezogen und anschlieBend mit 0,5 % Cellibiose versetzt. Folgend
wurden die Kulturen fur weitere 1,5 h auf einem Schiittler inkubiert (TK) und nach dem Waschen mit
100 ng pWALZ275 Plasmid-DNA versetzt. Es folgte weiter eine Inkubation von 1 h auf dem Roller
(Rollern). Das Wachstum wurde Uber die optische Dichte (ODggonm) bestimmt. Angegeben sind die

Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.

Stamm REG89 REG159 REG154

Induktion Clb / Clb / Clb /
TK 0,8 1,47 1,18 1,28 1,33 1,26

Rollern 0,68 1,09 1,2 1,35 1,09 1,31

3.6 Deletion von chromosomalen Genen mit der Gibson
Assembly® Methode

Ublicherweise werden chromosomale Gene oder auch gréRere Regionen deletiert, in-
dem flankierende Sequenzen von mehreren hundert Basenpaaren der Zielsequenz mit-
tels PCR amplifiziert werden. Anschlielend werden die amplifizierten Fragmente
Strang aufwaérts und -abwarts von einer Antibiotikaresistenz Kassette in einen E. coli
Vektor eingefugt. Dieser Vektor kann sich in B. subtilis nicht selbst replizieren, aber auf
Grund der homologen Abschnitte in das Chromosom integrieren. Dabei wird die Ziel-
region durch das Antibiotika Resistenzgen nach einem Doppelcrossover ersetzt. In ei-
nem Stamm mit einer hohen Transformationsrate konnten solche Deletionen ohne ein
Plasmid als Vektor durchgefuhrt werden. Dies bedeutet, dass nur eine DNA-Sequenz
bestehend aus den flankierenden Regionen und dem Antibiotika Resistenzgen trans-
formiert wird. Auf Grund der hohen Transformationsrate von REG19 sollte diese Me-
thode anhand der Deletion des Amylase Gens (amyE) in REG19 erprobt werden.

Das Spectinomycin Resistenzgen wurde mit den Oligonukleotiden s10448 und s10449
sowie pMW168 als Matrize mittels einer PCR amplifiziert. Fir die Amplifikate der
amyE-flankierenden Regionen (ca. 700 bp) wurde B. subtilis 168 als Matrize verwendet.
Fir die stromaufwaérts liegende Sequenz wurde die Oligonukleotide s10446 und s10447
und flr die stromabwaérts liegende Sequenz die Oligonukleotide s10450 und s10451
verwendet. Diese amplifizierten chromosomalen Fragmente wiesen jeweils an ihren
Enden 20 bp lange Uberlappungen mit dem Spectinomycin Resistenzgen auf. Daher

konnten alle drei Fragmente gerichtet mit Hilfe des Gibson Assembly® Kit (New Eng-
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land BioLabs®, Frankfurt, Germany) ligiert werden. Der Ligationsansatz wurde an-
schlielend als Donor-DNA fir die Transformation in REG19 genutzt (Abbildung 50).

Monomer:
amyE” add9 ‘amyE
I I
Uberlappende Sequenz
Konkatemer:
amyE’ add9 ‘amyE amyE” add9 ‘amyE
oo . [ [ | [ | ...

Abbildung 50: Schematische Darstellung der Konstruktion des Monomers und Konkatemers mit-
tels Gibson Assembly zur Inaktivierung des amyE Gens. Fir das Monomer wurden die beiden amyE-
flankierenden Regionen mit Hilfe von zwei Uberlappenden Sequenzen an das Spectinomycin Resistenz-
gen angehangt. Das Konkatemer unterscheidet sich darin, dass die beiden amyE-flankierenden Regionen
ebenfalls Uberlappende Sequenz zueinander haben.

Fur die Transformation wurde der Stamm mit der LB-Methode kompetent gemacht. Es
wurden etwa 200 spectinomycinresistente Transformanten pro Milliliter erhalten
(Abbildung 51). Die Transformationsrate war jedoch viel geringer im Vergleich zu einer
Transformation mit Plasmid- oder chromosomaler DNA. Zur Kontrolle wurde anschlie-
Rend die Amylasefunktion getestet, indem die Kolonien auf LB Agar Platten mit 1 %
Starke Uberimpft wurden. Durch Jodfarbung konnte gezeigt werden, dass alle spectino-

mycinresistenten Kolonien keine Amylase mehr produzierten.

Wie eben beschrieben, kdnnen Deletionen ohne die Verwendung von Plasmiden erzeugt
werden. Die Effizienz ist jedoch gering. Bei der Gibson Assembly Methode werden
zunachst doppelstréangige Fragmente mit einer Nuklease behandelt und einzelstrangige
Enden generiert. Dadurch kdnnen sich komplementére Sequenzen anlagern. Im zweiten
Schritt werden die Licken mit einer DNA Polymerase aufgefillt. Zum Schluss werden
die Fragmente miteinander ligiert. Dadurch werden sie vor dem weiteren Abbau durch
die, in dem Gibson Assembly Mastermix enthaltenen, Nukleasen geschiitzt. Da die bei-
den &uBeren Enden der drei ligierten Fragmente angreifbar fur die Nukleaseaktivitat
vorliegen, wurde vermutet, dass dies der Grund fur die geringe Transformationseffizi-

enz sein konnte.
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Abbildung 51: Transformationsrate von REG19 mit Gibson Assembly generierter DNA. Der Stamm
REG19 wurde mit der LB-Methode kompetent gemacht, mit 10 pl des entsprechenden Gibson Assembly
Mixes als Donor-DNA transformiert und auf Platten mit Spectinomycin selektioniert. Als Kontrolle
wurde der Mastermix bei der Gibson Assembly Reaktion weggelassen. Angegeben sind die Mittelwerte
der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhdngigen Experimenten mit der Standardabweichung als
Fehlerbalken.

Das Experiment wurde so verandert, dass die Kassette aus den flankierenden Regionen
und dem Antibiotika Resistenzgen als Konkatemer vorlag (Abbildung 50). Dafiir wurde
das Spectinomycin Resistenzgen identisch zu dem vorangegangen Versuch mit den Oli-
gonukleotiden s10448 und s10449 sowie pMW168 als Matrize mittels einer PCR ampli-
fiziert. Die Amplifikate der amyE-flankierenden Regionen (ca. 700 bp) wurden jedoch
mit neuen Oligonukleotiden amplifiziert. Das Oligonukleotid s10446 wurde durch das
Oligonukleotid s10453 ersetzt sowie s10451 durch s10452. Die Oligonukleotide unter-
schieden sich darin, dass sie sich ebenfalls an den &uf3eren Enden in 20 bp lange Se-
quenzen Uberlappen. Die drei Fragmente wurden wie oben beschrieben mit dem Gibson
Assembly Mix behandelt und damit REG19 transformiert. Dabei wurde mit
5210 Kolonien pro ml Kultur (Abbildung 51) eine 25-fache Steigerung der Trans-
formationsrate im Vergleich zu dem Versuch mit dem Monomer erreicht. Die spectino-
mycinresistenten Kolonien wurden ebenfalls auf ihre Fahigkeit zur Amylaseproduktion
getestet. Dabei zeigte sich jedoch, dass nur 80 % der Kolonien keine Amylase mehr

produzieren.
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3.7 Einfluss der Lange von DNA-Fragmenten auf die
homologe Rekombination (HR)

Fur die in Kapitel 3.6 beschriebene chromosomale Deletion durch einen Austausch mit
einem Antibiotika Resistenzgen wurden jeweils ca. 700 bp lange flankierende Sequen-
zen verwendet. Um zu sehen, ob die Lange der homologen Fragmente einen Einfluss
auf die Rekombination mit dem Chromosom hat, wurden verschieden lange, zu trpC
homologe Fragmente erzeugt und damit REG19 transformiert. Zum Vergleich wurde
chromosomale DNA von dem tryptophanprototrophen B. subtilis Stamm KMO verwen-
det. KMO war zuvor generiert worden, indem die drei im trpC Gen von B. subtilis 168
fehlenden Basenpaare (TAA) eingefiigt worden waren. Dariiber wurde ein trpC* Gen

fiir eine funktionsfahige Indol-3-Glycerin-Phosphat Synthetase erzeugt.

" XK=

trpB trpF trpC troD

AAT
PCR102 (3 kb)

AAT
PCR159 (2 kb)

AAT
PCR160 (2 kb)

AAT
PCR161 (1 kb) —

AAT
PCR162 (2 kb)

Abbildung 52: Ausschnitt aus dem trp-Operon. Lage der drei, in das trpC Gen von B. subtilis 168
eingefligten Basen und Fragmentlédngen, die aus dem trp-Operon von B. subtilis KMO Uber PCR
amplifiziert wurden.

Ausgehend von der DNA aus dem KMO Stamm wurden durch PCR-Reaktionen ver-
schieden lange Fragmente aus der trpC* Region amplifiziert. Fir das PCR102 Produkt
wurden die Oligonukleotide s9667 und s9668 verwendet und ein Fragment mit einer
Grole von 3 kb erzeugt. Dabei waren die eingefligten drei Basenpaare in der Mitte des
Fragments. Die Produkte PCR159 (Oligonukleotide s9667 und s10681), PCR160
(Oligonukleotide s10680 und s9668) und PCR162 (Oligonukleotide s10682 und
s10683) waren 2 kb lang, unterschieden sich aber in der Position der eingefiigten Ba-
senpaare (TAA) in das trpC Gen. Bei dem PCR159 Fragment lagen diese 500 bp vom
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Anfang des Fragments entfernt, im PCR160 Fragment 500 bp vom Ende und in dem
PCR162 Fragment genau in der Mitte. Des Weiteren wurde auch die PCR161 (Oligo-
nukleotiden s10680 und s10681) mit einer Fragmentlange von 1 kb erzeugt, das die drei
eingefligten Basenpaare in der Mitte des Fragments hatte (Abbildung 52). REG19 wur-
de mit diesen verschiedenen PCR-Fragmenten aus der KMO-DNA und mit chromoso-
maler DNA von KMO transformiert und die Transformanten auf Agarplatten mit Mini-

mal-Glucose-Medium ohne Tryptophan selektioniert.

Die Ergebnisse der Transformation mit diesen PCR Fragmenten und der chromosoma-
len DNA sind in Abbildung 53 dargestellt. Es zeigte sich, dass sowohl die Lange des
PCR Produktes als auch die Position der drei Basen (TAA), um das das PCR Fragment
erweitert ist, ausschlaggebend waren. Die Transformation mit dem 3 kb groRen PCR102
Fragment ergab mit Abstand die meisten Kolonien (3,05x10° Kolonien pro ml Kultur).
Im Vergleich dazu kam es mit dem PCR162 Fragment zu einer um 47 % verringerten
Transformationsrate (1,6x10° Kolonien pro ml Kultur) und mit dem PCR161 Fragment
sank die Rate sogar um 95,8 % (1,28x10° Kolonien pro ml). Der Vergleich der Trans-
formationsraten, die mit den PCR159-, PCR160- und PCR162 Fragmenten erreicht
wurden, zeigte, dass die Position der zusétzlichen Basenpaare ebenfalls eine Aus-
wirkung auf das Ergebnis hatte. Lag diese in der Mitte, war die Zahl der Trans-
formanten am hdchsten. Lag diese versetzt in Richtung Anfang oder Ende, nahm die
Zahl der Transformanten im Vergleich zur Mitte um ein Drittel ab.

3500 1 3050
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25001 2000

2000 1 1600
1500 1 1075 1050
1000 1
500 | ' . 128
O Tkmo ' ' SoR16T

PCR102 PCR159 PCR160 PCR161 PCR162

Kolonien pro ml [107]

Abbildung 53: Transformationseffizienz von REG19 mit unterschiedlich langen PCR-Fragmenten

aus der trpC* Region von B. subtilis KMO0 als Donor-DNA. Der REG19 Stamm wurde mit der LB-

Methode kompetent gemacht und mit jeweils 600 ng der Fragmente PCR102, PCR159, PCR160, PCR161

und PCR162 transformiert. Als Kontrolle wurde der Stamm mit 3 pg der chromosomalen DNA des KMO

Stammes transformiert. 600 ng der PCR-Fragmente sowie 3 pg der chromosomalen DNA wurden

gewabhlt, da dies jeweils die gesattigte Menge an DNA fiir die Transformation darstellte. Angegeben sind
130



3 Ergebnisse

die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhdngigen Experimenten mit der

Standardabweichung als Fehlerbalken.

3.8 Kotransformationsversuche mit REG19

Eine Kotransformation bezeichnet eine gleichzeitige Transformation von zwei oder
mehr Genen. Fir eine erfolgreiche Kotransformation sollten die Gene auf dem gleichen
DNA-Fragment und in rdumlicher N&he liegen. Umso naher die Gene beieinander lie-
gen, umso hoher sollte die Kotransformationsrate sein. Dies wurde in der klassischen
Genetik fir Genkartierungen in B. subtilis benutzt. Gleichzeitig musste durch experi-
mentelle Bedingungen und statistische Methoden sichergestellt werden, dass die Auf-
nahme zweier Gene nicht durch zwei verschiedene Fragmente zustande kam (Hartwell,
2004; Bettinger & Young, 1975). Wie bisher gezeigt werden konnte, ist die Transforma-
tionsrate in dem Stamm REG19 gegeniiber dem Wildtyp deutlich gesteigert. Dies konn-
te dazu flhren, dass zwei DNASs in einen Stamm gebracht werden kdnnen, von denen
eine nicht selektionierbar ist. Als Beispiel bot sich die Transformation eines Plasmids
zusammen mit einem chromosomalen DNA Fragment an. Die Plasmid-DNA wird ver-
mutlich ebenso effizient aufgenommen, wie die chromosomale DNA und kann tber
eine Antibiotikaresistenz leicht selektioniert werden. Die Transformationsrate ist auf
Grund der ineffizienten Etablierung geringer. Ein DNA Fragment mit einem defekten
trpC Gen wird mit hoher Effizienz mit dem Chromosom rekombiniert, kann aber nicht
direkt selektioniert werden. Eine Kombination von Plasmid-DNA mit einem DNA
Fragment wirde das Problem der Nichtselektionierbarkeit des defekten trpC Gens 16-
sen. Um das Plasmid darauffolgend wieder aus der Zelle zu entfernen, kann man einen

temperatursensitiven Vektor verwenden.
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Abbildung 54: Gleichzeitige Transformation von REG19 mit Plasmid und chromosomaler DNA.
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Der REG19 Stamm wurde mit der LB-Methode kompetent gemacht und gleichzeitig mit pWAL275 in
Dimerkonformation und einem 3 kb langen Fragment transformiert, das aus der PCR mit B. subtilis KMO
(PCR102 DNA, siehe Kapitel 3.7) erhalten wurde. Bei (1) wurden 200 ng Plasmid- und 600 ng PCR-
DNA verwendet. Bei (2) wurden 200 ng Plasmid- und 300 ng PCR-DNA, bei (3) 100 ng Plasmid- und
600 ng PCR-DNA und bei (4) 50 ng Plasmid- und 600 ng PCR-DNA verwendet. In der Abbildung sind
die Anzahl an kanamycinresistenten Transformanten aus den jeweiligen Ansatzen aufgefiihrt. Angegeben
sind die Mittelwerte der Koloniezahlen pro ml aus drei unabhdngigen Experimenten mit der
Standardabweichung als Fehlerbalken.

Da hier erst einmal nur das Potential dieser Methode getestet werden sollte, wurden fur
die Kotransformation das Plasmid pWAL275 in Dimerkonformation sowie das trpC*
Gen aus dem Stamm KMO verwendet. Dafiir wurde ein 3 kb langes PCR-Fragment mit
den Oligonukleotiden s9667 und s9668 amplifiziert, wobei DNA des Stammes
B. subtilis KMO als Matrize diente. Nach der Transformation des REG19 Stammes mit
den beiden Donor DNAs wurden die Transformanten zunéchst auf LB-Platten mit
Kanamycin selektioniert (Plasmidtransformation) und anschlieBend 100 der entstande-
nen Kolonien auf das Wachstum in Minimal-Glucose Agarplatten ohne Tryptophan
(Kotransformation) getestet.
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Abbildung 55: Kotransformationsrate von REG19 bei gleichzeitiger Zugabe von Plasmid und
chromsomaler DNA. Nach der Selektion auf Kanamycin wurden resistente Kolonien auf die Aufnahme
des trpC" positiven Markers auf Minimal-Glucose Medium ohne Tryptophan getestet. Angegeben ist der
Prozentsatz an Tryptophan prototrophen Kolonien, die bei den vier Experimenten erhalten wurden. Bei
(1) wurden 200 ng Plasmid- und 600 ng PCR DNA verwendet. Bei (2) wurden 200 ng Plasmid- und
300 ng PCR-DNA, bei (3) 100 ng Plasmid- und 600 ng PCR-DNA und bei (4) 50 ng Plasmid- und 600 ng
PCR-DNA verwendet. Angegeben sind die Mittelwerte der Koloniezahlen in Prozent aus drei
unabhéngigen Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken.

Es wurden unterschiedliche DNA Mengen getestet, um die effizienteste Kotransforma-
tionsrate zu erhalten. Im ersten Versuch (1) wurden 200 ng Plasmid-DNA und 600 ng
PCR-Fragmente verwendet. Im zweiten Versuch (2) wurden 200 ng Plasmid-DNA und
300 ng PCR-Fragmente; im dritten Versuch (3) 100 ng Plasmid-DNA und 600 ng PCR-
Fragmente und im vierten Versuch (4) 50 ng Plasmid-DNA sowie 600 ng PCR-
Fragmente verwendet. Die Transformationsraten mit der Plasmid-DNA zeigten eben-
falls einen Sattigungsbereich ab 100 ng. Erst bei 50 ng Plasmid DNA reduzierte sich die
Anzahl an Transformanten um 50 %. Weiterhin zeigten die Ergebnisse, dass durch die
zusatzliche DNA aus der PCR nur eine minimale Beeinflussung vorlag (Abbildung 54).
Dennoch war die Kotransformation gering und lag unter 10 % der Zellen, die erfolg-
reich das Plasmid etabliert hatten. Bei hoheren Mengen an amplifizierter DNA wurden
durchschnittlich mehr trpC* positive Kolonien erhalten, nahezu unabhingig von der
Menge an Plasmid DNA (Abbildung 55).
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4  Diskussion

4.1  Transformation bei Bacillus subtilis 168: Entwicklung
einer optimierten Transformationsmethode

Das Bakterium B. subtilis zeichnet sich unter anderem durch seine natlrliche Kompe-
tenz aus. Diese ermdglicht den Zellen freie DNA aufzunehmen. Bakterien ohne natdirli-
che Kompetenz, wie z.B. E. coli, kbnnen nur durch eine spezielle Behandlung kiinstlich
in einen kompetenten Zustand versetzt werden. Die naturliche Kompetenz erleichtert
sowohl die genetische Veranderung der Zellen in der Forschung, als auch die Optimie-
rung eines Stammes fiir die Produktion. J. Spizizen und C. Anagnostopoulos entwickel-
ten im Jahre 1961 eine Transformationsmethode, bei der die Zellen bis zur exponentiel-
len Wachstumsphase angezogen und daraufhin in ein aminosauredrmeres Medium uber-
fuhrt werden (Anagnostopoulos & Spizizen, 1961). Hierdurch wird die natlrliche Kom-
petenz aktiviert. Da in der Ubergangsphase von dem exponentiellen in das stationare
Wachstum die Zellen von B. subtilis unterschiedliche Subpopulationen bilden, wird nur
ein geringer Teil der Zellen kompetent. Spizizen und Anagnostopoulos beschrieben,
dass 1-3,5 % der Zellen in einer Kultur kompetent werden (Anagnostopoulos & Spizi-
zen, 1961). Bis heute wurde die Kompetenz intensiv untersucht und in der Literatur sind
Kompetenzwerte von 5-20 % beschrieben (Haijema et al., 2001; Turgay et al., 1997
Leisner et al., 2008; Draskovic & Dubnau, 2005). Die Transformation ist mit der Me-
thode von Spizizen und Anagnostopoulos moglich, ist aber aufgrund der geringen Rate
nicht konstant erfolgreich. Daher haben bereits verschiedene Arbeitsgruppen versucht,
die Transformationsrate zu steigern. Dabei wurde ein weiteres comK bzw. comS Gen
sowohl in das Chromosom, als auch auf Plasmiden in die Zellen eingebracht und mittels
verschiedener induzierbarer Promotoren exprimiert. Hierbei konnte die Kompetenz ei-
nerseits verbessert werden, das Spizizen Minimalmedium durch das LB Medium ersetzt
und die Methode zeitlich verkirzt werden (Nijland et al., 2010; Hahn et al., 1996;
Zhang & Zhang, 2011; Duitman et al., 2007; Liu et al., 1996). Dabei wurde meist die
Steigerung der Kompetenz uber die Zahl an Komplexen zur DNA Aufnahme definiert.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Transformationsrate zu verbessern. Der Unterschied
lag jedoch darin, dass nicht nur ein weiteres comK Gen mit einem induzierbaren Promo-

tor exprimiert wurde, sondern zusatzlich verschiedene weitere fur die Kompetenz wich-
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tige Gene mit exprimiert wurden. Dabei wurde z.B. sowohl comK, comS oder dprA un-
tersucht, als auch Kombinationen aus comK mit comS bzw. dprA. Die Transformations-
rate wurde Uber die Anzahl an Kolonien pro Milliliter bestimmt, die nach der Trans-
formation eine Antibiotikaresistenz aufwiesen. Die Expression der Gene comK, comS
und dprA einzeln oder in Kombination bestétigte, dass ComK alleine bereits zu einer
Steigerung der Transformationsrate flhrte. Eine weitere Steigerung der Trans-
formationsrate war mit einer Kombination aus comK und comS maglich. Dies ist damit
zu erklaren, dass neben der gesteigerten ComK Konzentration der Proteinabbau tber
ComS verhindert wird (Turgay et al., 1998; Prepiak & Dubnau, 2007). Demzufolge
kommt es zu einer gesteigerten ComK Menge in der Zelle, wodurch sich die ComK
Proteine zu einem Tetramer zusammen lagern kdnnen. Das Tetramer wiederum ist in
der Lage, die eigene Expression zu initiieren, indem es an seinen eigenen Promotor
(Pcomk) bindet (Hamoen et al., 2003a). Aus der Mannitol initiierten und der daraus mog-
lichen comK Expression mittels dem nativen Promotor folgt eine Steigerung der ComK
Menge in der Zelle. Diese kann in den meisten Zellen den Schwellenwert der Kompe-
tenzaktivierung Uberschreiten. Es zeigte sich zudem, dass nur die Menge an ComK, die
auch zu einem Uberschreiten des Schwellenwertes fihrt, die Zellen kompetent werden
lasst. Diese wurde erreicht, wenn der Stamm REG19 fur 1,5 h mit 0,5 % Mannitol (w/v)
induziert wurde. Dieses Phanomen konnte damit erkldren werden, dass eine zu starke
ComK Expression zur Bildung von Proteinaggregaten (inclusion bodies) fihrt.
Andererseits ist bekannt, dass kompetente Zellen nach ihrer DNA Aufnahme nur dann
eine Kolonie ausbilden kénnen, wenn die ComK Menge in der Zelle wieder abgesunken
ist (Leisner et al., 2008). Mdglicherweise wird dieses Absenken auf ein geringes Niveau
in den Zellen nicht erreicht, wenn die urspringliche ComK Konzentration zu hoch war.

Somit ist eine bestimmte ComK Menge notwendig flr eine hohe Transformationsrate.

Der Stamm REG19 (B. subtilis 168 + Ppnya-comK) zusammen mit dem in dieser Arbeit
entwickelten Protokoll (LB-Methode) (Kapitel 3.1.5) fuhrte zu einer deutlich gesteiger-
ten Zahl an Transformanten pro ml Kultur im Vergleich zu B. subtilis 168, wenn dieser
mit der Methode nach Anagnostopoulos und Spizizen in MG-Medium kompetent ge-
macht wurde. Der Stamm REG6 (Pnua-comK) zeigte bereits eine 4,6-fach gesteigerte
Zahl an Transformanten pro ml Kultur im Vergleich zu B. subtilis 168 (Abbildung 17)
und REG19 eine weitere Steigerung um das 1,5-fache im Vergleich zu REG6
(Abbildung 18). Um die Transformationsrate genauer charakterisieren zu kénnen, wur-

de die Zahl an Kolonien pro gesamt ausplattierten Zellen ermittelt. Dabei zeigte sich,
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dass LB-Methode zu einer Steigerung flhrte. Die Rate war jedoch bei beiden Methoden
sehr gering. Mit der LB-Methode nahm 1 % der Zellen chromosomale DNA auf und
bildete Kolonien aus. Im Falle der Plasmid-DNA waren es gerade einmal 0,008 % der
Zellen (Tabelle 22). Um dieses Ergebnis detaillierter betrachten zu kénnen, wurde die
Zahl an kompetenten Zellen mittels Fluoreszenz bestimmt. In den Zellen der Stamme
REG47 und REGA48 befindet sich das Gen eGFP unter der Kontrolle des Pcome Promo-
tors. Dieser wird aktiviert, sobald ComK an ihn bindet. Dabei zeigte sich, dass wenn die
Zellen im MG-Medium angezogen wurden, nur in 7,8 % der Zellen ein fluoreszierendes
Signal vorhanden war. Da bei B. subtilis 168 ComK nur im kompetenten Zustand an
Pcomk bindet, wurden die Zellen mit dem fluoreszierenden Signal als kompetent angese-
hen. Dies geschah dagegen in 62 % der Zellen, wenn die Zellen in LB-Medium mit
Mannitol angezogen wurden (Tabelle 23). Um auch die Zahl an Zellen mit einem DNA-
Aufnahme Komplex zu bestimmen, wurde eGFP an das C-terminale Ende von ComGA
fusioniert. Das comGA Gen selbst ist im Operon comG (DNA-Aufnahmekomplex) loka-
lisiert, das wiederum von ComK reguliert wird. ComGA ist der Hauptbestandteil des
Pseudopilus. Durch die Kopplung mit eGFP wird auch die Lage des DNA-
Aufnahmekomplexes sichtbar. Die Zahl der Zellen mit DNA-Aufnahmekomplexen ent-
sprach der Zahl an fluoreszierenden Zellen. Interessanterweise zeigten 45 % der Zellen,
die in LB-Medium angezogen und mit Mannitol induziert waren, einen DNA-
Aufnahmekomplex an beiden Zellpolen. Wenn die Zellen in MG-Medium angezogen
wurden, wiesen nur 3,9 % der Zellen einen DNA-Aufnahmekomplex an beiden Zell-
polen auf (Abbildung 31). Zusammenfassend bedeutet dies, dass die LB-Methode zu-
sammen mit der Koexpression von comK und comS unter dem Mannitolpromotor zu
einer deutlichen Steigerung an kompetenten Zellen fiihrt. Zudem ist die DNA Aufnah-
me wahrscheinlich verbessert, indem die meisten Zellen an beiden Zellpolen einen
DNA-Aufnahmekomplex aufweisen. Unklar jedoch ist, ob sich nur ein Komplex an
einem Zellpol befindet oder mehrere nebeneinander. Nichts desto trotz war nur ein sehr
geringer Teil dieser kompetenten Zellen in der Lage Kolonien auf Agar-Platten zu bil-
den, nachdem DNA zugegeben wurde. Weiterhin war es von groRer Bedeutung, ob es

sich bei der zugegebenen DNA um chromosomale DNA oder Plasmid-DNA handelte.
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4.2 Beeinflussung der Transformation

Um die Transformation in REG19 genauer charakterisieren zu kdnnen, wurden ver-
schiedenste Faktoren im Regulationsnetzwerk der Kompetenzentwicklung deletiert und
die Auswirkung auf die Transformationsrate untersucht. Eine dhnliche Arbeit wurde
bereits von Hahn et al. (1996) durchgefihrt. Dabei wurde jedoch nicht die Menge an
kolonienbildenden Transformanten bestimmt, sondern der Einfluss von fur die Kompe-
tenz wichtigen Genen Uber die ComG-Menge mittels eines -Galactosidase Assays un-
tersucht. Dass sich diese Funktionen jedoch nicht mit der allgemeinen Transformierbar-
keit bzw. Menge an Kolonien vergleichen I&sst, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden.

Die Bistabilitat einer Kultur in der stationdren Wachstumsphase ist der zentrale Faktor
in der Kompetenzoptimierung. Einerseits ist die Zelldifferenzierung essentiell fur die
Kompetenzentstehung, andererseits fiihrt dies in einer bistabilen Kultur zu unterschied-
lich differenzierten Zellen (Endosporen bildenden Zellen, Biofilm bildende Zellen so-
wie Zellen die Enzyme und Antibiotika sekretieren) (Lopez et al., 2009; Rao et al.,
2008). Eine optimierte Transformationskultur sollte dagegen nur aus kompetenten Zel-
len bestehen. Um dies zu erreichen, wurden Faktoren deletiert, die einen Einfluss auf
die Bistabilitat haben. Der wichtigste Faktor innerhalb der Bistabilitdt ist SpoOA~P. In
Abhéangigkeit von der Menge an SpoOA~P kommt es zur Sporulation, Kompetenz-
entstehung (Mirouze et al., 2012), Biofilmbildung, Toxin- oder Antibiotikaproduktion
etc. (Shafikhani et al., 2002).

In der Literatur zeigte sich, dass spoOA Mutanten kaum transformierbar sind (Young &
Spizizen, 1961). Begriindet ist dies damit, dass eine geringe SpoOA~P Konzentration
die Expression von comK aktiviert und gleichzeitig die Repression durch Abschalten
der abrB Expression aufhebt (Mirouze et al., 2012). So flhrte auch die Deletion des
spo0A Gens im Stamm REG19 zu einer verminderten Transformationsrate. Die Ab-
nahme um 30 % war jedoch geringer als erwartet (Abbildung 36A). Dieses Ergebnis
kann damit erklart werden, dass durch die Expression von comK und comS (ber den
Mannitol Promotor die Aktivierung des nativen comK Promotors durch geringe
SpoOA~P Mengen sowie die Repression durch AbrB umgangen werden kdénnen. Wei-
terhin zeigte dieses Ergebnis, dass die Sporulation im Stamm REG19 entfernt werden
kann, ohne dass die Kompetenzbildung stark vermindert wird. Dies ist wichtig, da die
Sporulation ein stoérender Faktor bei der Nutzung des Stammes im Labor und bei der

Produktion ist. Eine andere Mdglichkeit um die Sporulation zu unterdriicken, kann tber
137



4 Diskussion

eine Verhinderung der Phosphorylierung von SpoOA erreicht werden. Da SpoOA Uber
ein Phosphorelay-System phosphoryliert wird (Burbulys et al., 1991; Perego & Bran-
nigan, 2001; Jian et al., 2000), wurden verschiedene Komponenten (Spo0OB, KinB und
KinC) entfernt, wobei nur die Deletion von kinB zu einer deutlichen Absenkung der
Transformationsrate fiihrte (Abbildung 36B). Die Kinasen KinC als auch KinB stehen
am Anfang des Phosphorelay-Systems zusammen mit drei weiteren Kinasen, von denen
KinA gemal der Literatur die hdchste Aktivitat zeigt (LeDeaux et al., 1995). Es ist da-
her nicht erklérbar, warum die Transformationsrate gerade bei der kinB Deletion starker
absinkt, als zum Beispiel bei der Deletion von spoOA. Die gleichbleibende Trans-
formationsrate nach der spoOB Deletion Uberraschte, da bisher davon ausgegangen wur-
de, dass SpoOA~P nur von SpoOB phosphoryliert wird. Es gibt Hinweise, die dies in
Frage stellen und zumindest eine direkte Phosphorylierung von SpoOA durch KinC pos-
tulieren (Quisel et al., 2001). SpoOE, das SpoOA dephosphoryliert, wird wiederum von
FtsH degradiert. Deletionsmutanten von ftsH zeigen Defekte in der Biofilmformation, in
der Zellteilung und eine deutlich reduzierte Sporulationsfahigkeit (Zellmeier et al.,
2003). In REG19 flhrte die Deletion zu einem absoluten Verlust der Transformierbar-
keit. Dies kann nicht mit der Degradation von SpoOE begriindet werden, da ja gezeigt
wurde, dass SpoOA ohnehin in REG19 nur einen geringen Einfluss auf die Trans-
formationsrate hat. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass dies durch die
Veranderung von anderen wichtigen Zellfunktionen verursacht wurde, die durch den
Ausfall dieser ATP-abhangigen Metalloprotease entstanden. In Ubereinstimmung damit
konnte fur REG19 Zellen mit der ftsH Deletion ein stark vermindertes Wachstum beo-

bachtet werden.

Fir den geregelten Ubergang der Kultur in die stationare Wachstumsphase ist das Regu-
lator Protein AbrB essentiell (Perego et al., 1988; Banse et al., 2008). Neben dieser
Aufgabe ist es, mit seiner Bindung an den comK Promotor, ein wichtiger Repressor bei
der Kompetenzentwicklung. Nun stellte sich die Frage, ob eine Deletion des abrB Gens,
das sich durch eine Repressoraktivitit auszeichnet, zu einer Verbesserung der Trans-
formationsrate fiihrt oder aber die Zellen ohne die AbrB Regulation zu friih und unkon-
trolliert in die stationare Wachstumsphase ibergehen. Die zweite Vermutung bestétigte
sich. Die Transformationsrate war deutlich vermindert und das Wachstumsverhalten
veréndert (Abbildung 33A). Der abrB deletierte Stamm zeigte ein ungewdéhnlich schnel-
les Wachstum, sowohl in der 3-stlindigen Wachstumsphase wéhrend der Induktion der

Kompetenz, als auch beim einstiindigen Rollern nach der DNA Zugabe (Tabelle 25).
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Somit ist das Regulatorprotein, trotz der Repression von comK, wichtig fir die Kompe-
tenzausbildung in REG19. Ein weiterer in der Bistabilitdat von B. subtilis involvierter
Faktor ist DegU. Der Antwortregulator zeichnet sich dartiber aus, dass er in der nicht
phosphorylierten Form initiierend auf die comK Transkription wirkt (Hamoen et al.,
2000), wahrend er in der phosphorylierten Form vor allem die Sekretion extrazellul&rer
Proteine aktiviert. Hahn et al. (1996) stellten bereits Uber eine transkriptionelle Fusion
mit dem Reportergen lacZ (B-Galaktosidase) fest, dass DegU nicht notwendig ist, wenn
die Kompetenz z.B. durch einen anderen Promotor reguliert wird (Pyy-comK). In dieser
Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass in einem degU defizienten REG19 Stamm
die Transformationsrate sogar erhoht ist (Abbildung 33A). Dies zeigt, dass die durch
DegU erleichterte Bindung von ComK an seinen Promotor nicht mehr notwendig ist.
Die positive Wirkung der Deletion kdonnte damit erklart werden, dass DegU~P einen
negativen Einfluss auf die Kompetenz ausiibt. Dabei fuhrt es die Zellen weg von der
Kompetenz und hin zu einem anderen Differenzierungsprozess. DegU ist zudem in ein
Regulationsnetzwerk aus SIrR, SinR und Sinl integriert, das ebenfalls den Wachstums-
ubergang der Zelle kontrolliert (Ogura et al., 2014). Deletionen dieser Faktoren zeigten
einerseits eine indirekte Wirkung auf die Kompetenz, indem die Transformationsrate
gesteigert (Asinl) bzw. vermindert (AsIrR) war, wahrend die Deletion von sinR keine
Auswirkung zeigte. In diesem Regulationsnetzwerk ist zu beachten, dass Deletionen der
einzelnen Faktoren zu einer Proteinmengenvariabilitdt der anderen Faktoren in dem
Regulationsnetzwerk fuihren kann. Vor allem ist eine erhéhte SinR Menge ausschlag-
gebend fur das Ergebnis. Im Detail bedeutet dies, dass durch eine sinl Deletion das
SinR Protein vorherrschend in der Zelle ist, wodurch die Expression von sIrR und von
degU gehemmt ist. Als Folge fuhrt die verminderte DegU Menge zu der Kompetenz-
steigerung. Wenn jedoch SIrR vorherrschend ist, bildet es Ublicherweise ein Hetero-
dimer mit SinR. Dieses Heterodimer ist in der Lage, Autolysin- und Motilitatsgene zu
unterdrucken, wodurch die Differenzierung der Zellen zu Gunsten der Kompetenz ver-
schoben wird (Ogura et al., 2014). Wenn nun slIrR deletiert ist, sollte der Zellzustand in
Richtung der Autolysinbildung und Motilitat verschoben sein. Dadurch misste die

Transformationsrate geringer sein.

Antwortregulator Aspartat Phosphatasen beeinflussen mit vielseitigen Wirkmechanis-
men Gber Quorum sensing Signale verschiedenste Differenzierungsvorgange in der Zel-
le, unter anderem die Kompetenz. Um den Einfluss auf die Kompetenzentwicklung von

REG19 zu charakterisieren, wurden die Gene rapA, rapC, rapG und rapH mit den ent-
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sprechenden phr Genen deletiert. In keinem Fall lieR sich eine Steigerung der Trans-
formationsrate beobachten (Abbildung 37). Im Falle von rapA/phrA war sogar eine
deutliche Reduzierung der Transformationsrate zu beobachten. Dies war tberraschend,
da zumindest die Deletionen von rapC, rapH und rapG sich positiv auf die native
Kompetenzbildung hatten auswirken mussen. Da die Rap Proteine sich in ihren Funkti-
onen stark uberlagern, ist es wahrscheinlich, dass die Deletionen von einzelnen rap/phr
Genen durch die Anderen kompensiert werden. Der deutlichste Effekt zeigte sich nach
der Deletion von dem Gen rapA/phrA. Hierbei war die Transformationsrate um den
Faktor 10 reduziert. RapA dephosphoryliert SpoOF und sorgt so neben AbrB dafir, dass
die Zellen wéhrend der vegetativen Wachstumsphase sich nicht differenzieren (Smits et
al., 2007a). Ein Ausfall dieses Genprodukts sollte die Menge an phosphoryliertem
Spo0A deutlich erhéhen und damit die Differenzierung der Zellen weg von der Kompe-
tenz und hin zur Sporulation verschieben. Tatsachlich zeigen rapA Mutanten einen Phé-
notyp der Hypersporulation. Einen wesentlich geringeren Einfluss, aber immerhin noch
eine Halbierung der Transformationsrate, zeigte die Deletion von rapG/phrG. RapG
beeinflusst die Aktivitat von phosphoryliertem DegU, indem es die Expression einer
Vielzahl von Genen wie extrazelluldren Proteasen hemmt. Eine Uberproduktion von
RapG fiihrt zum Verlust der srfA Expression und damit auch von comS, wahrend bei der
Deletion die srfA Expression etwa 2-fach gesteigert ist. Ogura et al. (2003) konnten
auch zeigen, dass RapG ebenfalls die Bindung von DegU an den Promotor von comK
hemmt. Somit musste die Deletion zu einer gesteigerten Transformationsrate fihren. Da
DegU~P aber auch eine Vielzahl von Genen reguliert, insbesondere Proteasen wie
AprE, aber auch die Motilitat, y-Polyglutamat und Biofilmbildung (Mé&der et al., 2002),
kdnnte das Anschalten von all diesen Genen und der damit verbundene Energie- und
Materialaufwand sich auch negativ auf die Kompetenz auswirken. Daher kdnnte es an-

statt zur erwarteten Erhdhung zu einer Erniedrigung kommen.

Uberraschenderweise zeigte sich, dass in REG19 das native comK Gen trotz der einge-
fugten Kompetenzkassette weiterhin notwendig flr eine erfolgreiche Transformation ist.
Die Transformationsrate des Stammes REG33 (comK) wies gerade einmal 730 Trans-
formanten auf, wenn das Plasmid pWAL275 transformiert wurde (Abbildung 32). Dies
ist eine Reduktion von 97 % im Vergleich zu REG19. Somit muss der Promoter P¢omk
starker als der Promotor Prya Sein. Ein vergleichbares Ergebnis konnten bereits Hahn et
al. (1996) zeigen, indem sie nachwiesen, dass Pcomk Starker ist als der bereits starke Xy-

lose induzierbare Promoter Pyy. Die Bestimmung der Promotorstéarke des Peomk im Ver-
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gleich mit anderen Promotoren konnte in der Literatur allerdings nicht gefunden wer-
den. Daher wurde dies in dieser Arbeit versucht. Leider konnten weder mittels der
B-Galactosidase LacZ noch eGFP als Reporter die Pcomk Aktivitdt nachgewiesen und
dargestellt werden. Der Vergleich der Transformationsrate von REG19 mit REG33 lasst
vermuten, dass die Kompetenz in REG19 tber einen Zweistufenprozess aktiviert wird.
Dabei ist das uber den Pyya Promotor gebildete ComK notwendig, um die Expression
von comK Uber die Bindung an Pcomk zu aktivieren. Aufgrund der Wichtigkeit des natdir-
lichen comK Genes wurde die Regulation des P¢omk Promotors weiter untersucht. Dafir
wurden zu den bereits diskutierten Proteinen, welche die Transkription von comK regu-
lieren (SpoOA, AbrB und DegU) das Gen rok entfernt. Die Deletion fiihrte zu einer
deutlichen Abnahme der Transformationsrate. Dies lasst sich damit erkléren, dass die
Zellen eventuell aus der Kompetenzphase nicht mehr entkommen. Der Grund dafur ist,
dass Rok, das lblicherweise erst gegen Ende der Kompetenz exprimiert wird, die comK
Expression stoppt. Ohne diese Regulierung konnte es zu einer Situation kommen, die
vergleichbar mit der Situation ist, bei der REG19 fur mehr als 1,5 h mit Mannitol indu-
ziert wird. Diese fiihrt ebenfalls zu einer Abnahme der transformierten koloniebildenden
Zellen. Die Ergebnisse entsprechen auch der Arbeit von Schultz et al. (2009). Darin
wurde bereits beschrieben, dass fir eine optimale Transformationsrate eine kontinuier-
liche Zunahme der SpoOA Konzentration sowie eine exponentielle Steigerung der Rok
Konzentration notwendig ist, um die ComK Konzentration in der Zelle abzusenken.
Dieses Zusammenspiel ermdglicht der Zelle das Kompetenzfenster zu schlielen und das

Wachstum wieder aufzunehmen.

Bisher konnte gezeigt werden, dass das native comK Gen auch in REG19 essentiell fir
die Kompetenzentwicklung ist. Nun sollte geprift werden, ob dies auch fiir die Faktoren
gilt, die tiblicherweise die Kompetenz aktivieren. Uberraschenderweise zeigte sich nach
der Deletion des comQXPA Operons, dass die Transformationsrate gesteigert werden
konnte (Abbildung 32). Die Proteine des comQXPA Operons bilden ein Zwei-
Komponentensystem, das (iber einen Quorum sensing Mechanismus in die Expression
von comS miindet (Roggiani & Dubnau, 1993). ComS schiitzt ComK vor seinem Abbau
(Turgay et al., 1998; Prepiak & Dubnau, 2007). Dieses Ergebnis zeigte, dass die Kom-
petenzexpressionskassette die nattirliche Aktivierung ersetzt. Die Steigerung der Trans-
formationsrate konnte mdglicherweise damit begriindet werden, dass der Antwort-
regulator ComA neben dem srfA Operon auch die Transkription der Gene rapA, rapE

und rapH kontrolliert. Die Expression der rap Gene koénnte sich daraufhin auf viele
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weitere Signalwege in der Zelle auswirken. Zudem konnte die Deletion sich insofern
positiv auf den Zellzustand auswirken, da eine Zelle im Allgemeinen fur die Expression
eines so grolRen Operons wie des srfA-Operons viel Energie benétigt und die Zelle somit
in ihrem Stoffwechsel beeinflusst ist. Damit kdnnte ebenfalls erklart werden, weshalb
die Deletion des gesamten srfA Operons zu einer noch weiter gesteigerten Trans-

formationseffizienz fuhrte.

Wenn das comS Gen (ohne das srfA Operon) deletiert ist, zeigte sich dagegen eine deut-
liche Verminderung der Transformationsrate. Weshalb nun aber das nattirliche ComS
Protein in REG144, jedoch nicht in REG67 und REG32 notwendig war (Abbildung 32),
ist nicht eindeutig erklarbar. Die negative Wirkung auf die Kompetenz konnte Uber eine
nicht ausreichende Menge an ComK in REG144 ausgeltst werden. Diese flhrt dazu,
dass die eigene positive Rickkopplung nicht aktiviert wird, da der Schwellenwert zur
Kompetenzaktivierung nicht Gberschritten wird. Daher ist die Zelle moglicherweise auf

eine hohere Menge an ComS angewiesen.

Die Proteinmenge innerhalb einer Zelle ist sowohl von ihrem Aufbau, als auch von ih-
rem Abbau abhéngig. Daher gibt es einen weiteren Weg, um die Menge des ComK Pro-
teins in der Zelle soweit zu erhéhen, dass es den Kompetenz initiierenden Schwellen-
wert Uberschreiten kann. Dieser Weg besteht darin, das mecA Gen zu deletieren und
somit den Abbau zu unterdriicken. Das Adaptorprotein MecA bildet Gblicherweise zu-
sammen mit den Proteinen CIpC und ClpP einen Komplex (Kong & Dubnau, 1994;
Turgay et al., 1997), der an ComK binden und damit ComK abbauen kann. Der Abbau
kann einmal durch die Bindung von ComS (Turgay et al., 1998; Prepiak et al., 2011),
aber ebenso durch eine Deletion des mecA Gens verhindert werden. Hahn et al. (1996)
konnten bereits mit Hilfe eines Reportergens zeigen, dass in einem Stamm mit einer
Pyyia bedingten comK Uberexpression die ComK abhéangige Menge von ComG gestei-
gert war, wenn das mecA Gen deletiert war. Die Transformationsergebnisse in dieser
Arbeit zeigten jedoch, dass die Transformationsrate um 50% geringer ist, wenn eine
mecA Deletion im Stamm REG19 vorlag (Abbildung 42). Gleichzeitig konnte bei der
Anzucht zur Transformation ein zu REG19 verringertes Wachstum des Stammes beo-
bachtet werden sowie das Auftreten kleinerer Kolonien. Da die Ergebnisse von Hahn et
al.(1996) uber das Reportergen lacZ nur auf die Bildung von mehr DNA-

Aufnahmekomplexen in mecA Mutanten schlieBen lassen, kdnnte eine geringere Le-
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bens- und Koloniebildungsfahigkeit zu der beobachteten Reduktion der Transformanten
gefiihrt haben.

Neben Faktoren, die einen direkten Einfluss auf die Kompetenzbildung haben, wurden
in dieser Arbeit auch Faktoren untersucht, die auf Stress reagieren. Dies ist wichtig, da
der Ubergang von der exponentiellen in die stationare Wachstumsphase fiir die Zellen
eine Stresssituation bedeutet. Fir die allgemeine Stressantwort von B. subtilis ist vor
allem der Sigma B Faktor zustandig. Daher wurde dieses Gen inaktiviert und die Reak-
tion der Zellen bezuglich der Transformation untersucht. Ein weiterer wichtiger Sig-
mafaktor ist Sigma D, der fur die Motilitat, Chemotaxis und Autolyse zustandig ist, des-
sen Gen ebenfalls in REG19 deletiert wurde. Es wurde erwartet, dass die Deletion der
beiden Sigmafaktoren sich positiv auf die Transformationsrate auswirken sollte. Die
Sigma B abhéngige Protease CIpCP degradiert z.B. ComK, wahrend Sigma D die Moti-
litdt und damit einen mit Kompetenz konkurrierenden Zellzustand aktiviert. Weiherhin
zeigen sigD Mutanten eine erhohte Fitness. Diese Erwartung der verbesserten Trans-
formationsrate konnte im Experiment nicht bestatigt werden (Abbildung 40). Tatsach-
lich war diese in den Mutanten vermindert. Ahnliches wurde auch fiir den B. subtilis
Wildtyp beobachtet. Es liegt wahrscheinlich daran, dass z.B. die Sigma D abhéangige
ClpCP Protease auch wichtige Funktionen im Zellzyklus einnimmt, dieser dann durch
die Deletion ebenfalls beeintrachtigt ist. Offensichtlich sind die negativen Auswirkun-
gen der Deletion auf das gesamte Zellverhalten stérker als die positive Wirkung auf die
Kompetenz. AuBerdem wurde fiir clpC beobachtet, dass dieses Gen in einem Operon
von 6 Genen liegt und das letzte Gen dieses Operons fir die Kompetenz wichtig ist.
Dieses Gen wurde als comY bezeichnet (Kriger et al., 1997). Moglicherweise ist die
Transkription dieses Gens auch durch die Deletion beeintrachtigt. Unter dem Mikroskop
war zu erkennen (Daten nicht gezeigt), dass die Deletion zu Zellen mit extrem langen
Filamenten fuhrt. Somit konnte die Transformationsrate, die durch Ausplattieren von
Transformanten auf Agarplatten bestimmt wurde, daher vermindert sein. Maoglicher-

weise sind in Filamenten angeordnete Zellen in der Bildung von Kolonien gehemmt.

Gamba et al. (2015) stellten fest, dass das Protein Kre (ComK Repressor) negativ auf
die ComK Proteinmenge wirkt, indem es die Degradation der ComK mRNA reguliert.
Wie erwartet, fuhrte eine Deletion von kre in REG19 zu einer verbesserten Trans-
formationseffizienz im Vergleich zu REG19, allerdings nur um 12 % (Abbildung 40).

Auch Kre wirkt auf eine Vielzahl von anderen Genen, so dass auch hier vermutlich die
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positive Wirkung auf die Kompetenz durch die negative Wirkung auf den Zellzyklus
fast aufgehoben wurde.

Die Mannitol induzierte Expression von comK und comS in REG19 fiihrte in den Trans-
formationsversuchen zu einem verénderten Wachstum. Allgemein zeigte der REG19
Stamm bei Mannitolzugabe ein reduziertes Wachstum (Abbildung 23). Das Phanomen
der Wachstumsreduktion kénnte entweder auf die Mannitol Zugabe zu dem Medium
zuruckgefihrt werden oder aber auf die zusatzliche Expression von comK und coms.
Daher wurde in das Medium des Wildtyps ebenfalls Mannitol gegeben und das Wachs-
tumsverhalten beobachtet. Da hierbei die Mannitol Zugabe das Wachstum sogar verbes-
sert (Abbildung 23), hatte die zusatzliche Expression von comK und comS mit der
Kompetenzaktivierung als Folge eine negative Auswirkung auf das Wachstum. Zudem
war zu beobachten, dass die kompetenten Zellen nach der Uberfiihrung in ein frisches
LB-Medium sich innerhalb einer Stunde nicht mehr teilten. Dieses Phdnomen wurde
auch bereits von anderen Arbeitsgruppen bei B. subtilis festgestellt (Cahn & Fox, 1968).
Da ein solcher Wachstumsstopp aufgrund der Kompetenz nicht bei allen nattrlich trans-
formierbaren Organismen zu beobachten ist, muss dieser fur die Kompetenz nicht not-
wendig sein. Hahn et al. (2015) vermuten viel eher, dass sich die Kopplung und die Re-
gulierung des Wachstumsstopps bei der Kompetenz in B. subtilis aus ékonomischen
Griinden in der Evolution gemeinsam entwickelt hat. Uberraschenderweise war die
Wachstumshemmung nicht mehr festzustellen, wenn das native comK Gen zusammen
mit dem Pcomk Promotor in dem Stamm REG19 deletiert war (Tabelle 24). Da dieser
Stamm zudem nicht mehr transformierbar war, war gezeigt, dass die Wachstumshem-
mung mit der Kompetenzaktivierung gekoppelt ist. Weiter wurde ausgetestet, ob der
Wachstumsstopp in REG19 verhindert werden kann, ohne die Transformationsrate zu
beeintréchtigen. Daflir wurden verschiedene spate Kompetenz- und Zellteilungsgene
wie yne, maf und comZ in REG19 deletiert. Die Deletionen zeigten jedoch keine Aus-
wirkungen auf die Wachstumshemmung (Tabelle 27). Zudem fiihrten die Deletionen
von yneA sowie comZ zu einer geringeren Transformationsrate, wéhrend sie bei der
Deletion des maf Gens unverandert blieb (Abbildung 39). Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Wachstumsblockade durch die Deletion der Zellteilungsgene yne, maf und comZ
nicht unterbunden werden kann und offensichtlich andere Gene dafiir verantwortlich
sind. Bei l&ngerer Inkubation von REG19 mit Mannitol nahm auch die Anzahl der
Transformanten, die nach dem Ausplattieren Kolonien bilden kénnen, ab (Abbildung

20). Somit sind fur eine hohe Transformationsrate zwei Aspekte wichtig. Einerseits
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mussen viele Zellen den ComK Schwellenwert tberschreiten, der zur Ausbildung der
Kompetenz fiihrt. Andererseits muss nach der Aktivierung der Kompetenz die Menge

an ComK schnell reduziert werden.

Eine erfolgreiche Transformation einer Zelle ist von verschiedenen Faktoren abhéngig.
Die Zelle muss in der Lage sein, die freie DNA aufzunehmen. Danach muss sie ebenso
wieder den Kompetenzstatus verlassen kénnen, um eine Kolonie auszubilden. Vor al-
lem muss die aufgenommene DNA, sich entweder als Plasmid etablieren oder in das
Chromosom integrieren. Da die DNA als Einzelstrang in die Zelle aufgenommen wird,
schutzt sie sich mittels Einzelstrangbindeproteinen (DprA, SsbA, SsbB und RecN) vor
dem intrazellulédren Abbau (Inamine & Dubnau, 1995). Die Funktion von RecA bei der
Transformation besteht hauptsachlich darin, die einzelstrdéngige DNA mit der chromo-
somalen DNA zu rekombinieren (Kidane et al., 2012). Daher war der recA defiziente
REG19 Stamm mit chromosomaler DNA nicht mehr transformierbar. Uberraschender-
weise und im Gegensatz zu den Ergebnissen von Kidane et al. (2012), zeigte dieser
Stamm ebenfalls bei der Transformation mit Plasmid DNA eine deutlich verminderte
Transformationseffizienz (Abbildung 41). Dieses Ergebnis konnte durch die Trans-
formation eines recA defizienten Stammes aus der BKE Sammlung in MG Medium
ebenfalls gezeigt werden (Abbildung 42). Die Ermittlung der Gesamtzellzahl an kolo-
niebildenden Zellen nach der Transformation konnte diese Diskrepanz zu den Literatur-
daten erklaren. Es zeigte sich, dass die Zahl an lebenden Zellen in der REG117 Kultur
wahrend der Transformation, trotz gleicher optischer Dichte um den Faktor 4,6 geringer
war im Vergleich zu REG19 (Abbildung 43). Die in der Literatur gefundenen Werte
waren allesamt bereits korrigiert, einmal mit dem Korrekturfaktor der Lebendzellzahl,
zum anderen auch durch die Anzahl an kompetenten Zellen, die durch die Aufnahme
von radioaktiver DNA bestimmt wurde. Letzteres wurde in dieser Arbeit nicht be-
stimmt, aber offensichtlich werden recA defiziente Zellen auch weniger kompetent.
Multipliziert man die Anzahl der Transformanten von REG117 (ArecA) mit dem Faktor,
um den die Lebendzellzahl gegeniiber REG19 verringert ist (4,6), so ist auch bei
REG19 gezeigt, dass die Transformation von Plasmiden in B. subtilis RecA unabhéngig

ist.

Die Einzelstrang spezifische 5°-3" Exonuklease RecJ baut DNA ab, sofern sie nicht
durch Einzelstrangbindeproteine geschitzt ist (Sanchez et al., 2005; Lenhart et al.,

2012). Da bei der DNA-Aufnahme nur Einzelstrange in die Zelle gelangen, sollte eine
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Deletion von RecJ sich positiv auf die Transformationsrate auswirken. Tatsachlich wur-
de eine kleine Verminderung der Transformationsrate um 20 % im recJ defizienten
REG19 Stamm beobachtet (Abbildung 41). Dies konnte auf Grund der Tatsache sein,
dass dieser Stamm sehr sensitiv gegenliber DNA Briichen ist (Sanchez et al., 2005; Ohl-
sen et al., 1994; Diaz et al., 2012). Im Vergleich dazu nahm die Transformationsrate
extrem ab, wenn dprA oder addA in REG19 deletiert waren. DprA, das als zuséatzliches
Einzelstrangbindeprotein zu SsbA und SsbB in B. subtilis 168 vorhanden ist, scheint
essentiell fur die Transformation zu sein und in seiner Funktion nicht durch SsbA oder
SsbB ersetzt werden zu kdnnen. Bis jetzt ist die genaue Funktion von DprA noch nicht
eindeutig definiert. Dies gilt ebenfalls fir die ATP-abhéngige Desoxyribonuklease
AddA, die einen Teil des Helikase Nuklease Komplexes AddAB darstellt und wichtig
bei der Transformation chromosomaler DNA ist. AddA entwindet den DNA-
Doppelstrang und baut beide Strange bis zu einer speziesspezifischen Chi-Sequenz ab.
Die Deletion des Gens flhrte zu einer 91 % igen Abnahme der Transformationsrate und

scheint damit ebenfalls wichtig fir die Transformation mit Plasmid-DNA zu sein.

4.3  Auswirkung der DNA auf die Transformation

Wie schon erwéhnt, ist die Transformation von Plasmid DNA RecA unabhdangig (Zad-
razil & Sponar, 1980). Doppelstrangige zirkulare Plasmide werden zunéchst linearisiert,
dann als einzelstrangige DNA in die Zelle aufgenommen und daraus werden wieder
doppelstrangige zirkulare Molekule generiert. Eine effiziente Transformation mit Plas-
miden bendtigt fur den Zirkulationsprozess oligomere Plasmide. Eine um den Faktor
1000 verringerte Transformationsrate bei monomerer Plasmid-DNA gegenuber dimerer
Plasmid-DNA (Canosi et al., 1978) konnte in dieser Arbeit am Beispiel von REG19
nicht bestatigt werden, weder mit dem Plasmid pJOE4370 noch mit dem Plasmid
PWAL275. In der Literatur wurden zwei Moglichkeiten beschrieben, wie ein zirkulares
Molekdl in der Zelle etabliert werden kann. Im ersten Modell nutzt zundchst die DNA
Polymerase das lineare einzelstrangige Molekil als Matrize und erzeugt dariiber dop-
pelstrangige lineare DNA mit einzelstrangigen Enden (Saunders & Guild, 1981; Kidane
et al., 2012). Dieses Molekil wird dann anschlieBend von RecO verwendet und durch
Paarung der komplementéren Enden in ein zirkuldres monomeres Plasmid umgewan-
delt. Eine solche Rekombination ist aber nur moglich, wenn Plasmidmultimere zur

Transformation verwendet wurden. Die zweite Mdglichkeit ist, dass zwei komplemen-
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tére einzelstrangige Molekule mit unterschiedlichen Enden aufgenommen werden, wel-
che durch RecO oder eventuell auch DprA gepaart werden. Die Licken werden an-
schlieend mittels DNA Reparaturenzymen verschlossen, wodurch ein zirkuléres Plas-

mid entsteht.

Um die Plasmidetablierung genauer zu untersuchen wurde der REG19 Stamm mit zwei
Plasmiden gleichzeitig transformiert. Diese beiden Plasmide (pREG51 und pREG52)
unterscheiden sich zu ihrem Vorlauferplasmid pWAL275 darin, dass sie das Spectino-
mycinresistenzgen aad9 enthalten, das jedoch in beiden Plasmiden aufgrund von Non-
sense-Mutationen nicht komplett translatiert werden kann. Bei dem Plasmid pREG51
kann nur ein Drittel und bei pREG52 zwei Drittel des Resistenzgens translatiert werden.
Die Uberlegung war, dass wenn REG19 mit beiden Plasmiden gleichzeitig transformiert
wird, eine Zelle mdglicherweise auch beide Plasmide aufnehmen und die komplementa-
ren Einzelstrange paaren. In diesem Fall wirde es zu zwei Fehlpaarungen kommen, die
anschlieBend von einem DNA-Reparatursystem erkannt und repariert werden kdnnen.
Dies kann die Zelle mit einer geringen Wahrscheinlichkeit spectinomycinresistent ma-
chen. Nach dieser Hypothese wirden in 50 % der Félle die beiden aufgenommenen
Strange von einem Plasmid kommen und in den anderen 50 % der Falle von zwei unter-
schiedlichen Plasmiden. Die Wahrscheinlichkeit, dass bei den beiden Fehlpaarungen
jeweils die Wildtypsequenz entsteht und damit die Kolonien spectinomycinresistent
werden, liegt bei 25 %. Entsprechend dieser Annahme wirden im optimalen Fall
12,5 % der kanamycinresistenten Kolonien auch spectinomycinresistent werden. Im
Experiment zeigte sich, dass jedoch 30 % der kanamycinresistenten Zellen ebenfalls
spectinomycinresistent waren (Abbildung 45). Also weit mehr als nach dieser Hypothe-
se zu erwarten waren. Wenn fir dieses Experiment Plasmide statt in einer
multimeren- in einer monomeren Konformation eingesetzt wurden, wurden wie tblich
deutlich weniger Transformanten erhalten. Dennoch war die Anzahl an spectinomycin-
resistenten Zellen fast identisch. Somit muss die Ausgangssituation der Plasmide fur die
Rekombination gleich sein, ganz egal in welcher Konformation das aufgenommene
Plasmid vorliegt. Alternativ kdnnten die beiden Einzelstrdnge aufgenommen, iber Rep-
likation zu Doppelstrangen erganzt werden und unabhéngig voneinander zu zirkuléren
Plasmiden etablieren. Diese konnten sich anschliefend miteinander rekombinieren und
damit ebenfalls, aber vermutlich mit einer anderen Wahrscheinlichkeit, zu spectino-
mycinresistenten Zellen fuhren. Wie hoch diese Wahrscheinlichkeit ist, lasst sich jedoch

nicht vorhersagen. Nach diesem Modell sollten keine spectinomycinresistenten Zellen
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entstehen, wenn die Transformation in einem recA defizienten Stamm durchgefihrt
wird. Dies war tatséchlich der Fall. Bei der Wiederholung dieses Versuchs mit dem
Stamm REG117 (REG19 recA::cm) konnten keine spectinomycinresistenten Kolonien
festgestellt werden (Abbildung 46). Dies spricht dafir, dass der aufgenommene Plasmid
Einzelstrang zu einem doppelstrangigen Plasmid etabliert wird, bei dem RecA nicht
involviert ist. Es ist auch unabhangig davon, ob noch ein weiterer Einzelstrang eines
Plasmides aufgenommen wurde. Bei diesem Modell bleibt jedoch offen, wie sich aus
einem monomeren Einzelstrang ein zirkuldres Plasmid formen kann, ohne dass Deletio-

nen entstehen.

Aufgrund der hohen Transformationsrate von REG19 war es moglich, dessen Genom
uber eine vereinfachte Weise zu veréndern. Bei diesem Verfahren konnte zudem auf die
Verwendung eines Plasmides verzichtet werden (Abbildung 51). Mit Hilfe der Gibson
Assembly Methode wurden zwei Konstrukte aus drei DNA Fragmenten
(amyE"-aad9-"amyE) gebildet. Das zweite Konstrukt unterschied sich darin, dass eben-
falls Uberlappende Sequenzen an den duReren Oligomeren der amyE flankierenden
Sequenzen angehangt wurden. Darlber konnten sich konkatemere bzw. zirkuldre Frag-
mente bilden. Beide Konstrukte fuhrten zu spectinomycinresistenten Kolonien. Das
konkatemere Konstrukt wies jedoch eine héhere Transformationsrate auf. Dies lasst sich
einmal durch den Transformationsmechanismus und zum anderen durch die Gibson
Assembly Methode erklaren. Der erste Schritt zur Transformation ist ein Doppelstrang-
bruch in der aufzunehmenden DNA. Bei monomeren Molekilen bedeutet dies eine
Verkirzung von einer der flankierenden Regionen, die fur die spatere homologe Re-
kombination gebraucht wird. Weiterhin ist fir das Gibson Assembly eine Exonuklease
notig, die komplementére Einzelstrangenden schafft. Nach der Ligation der Gberlappen-
den Enden sind diese vor einem weiteren Abbau geschitzt, wahrend die &uf3eren Enden
weiterhin einem Abbau unterliegen. In konkatemerer DNA spielen diese VVorgange kei-
ne bzw. eine untergeordnete Rolle. Andererseits wurde mit dem monomeren Konstrukt
eine 100 % ige Inaktivierung der Amylasefunktion erreicht, wahrend mit dem konkate-
meren Molekil nur 80 % der Zellen auch das amyE Gen verloren hatten. Dies erklart
sich hiermit, dass neben konkatemeren- auch zirkuldre Molekiile entstehen kdnnen. Die-
se kénnen durch ein Einzelcrossover integrieren und damit zu antibiotikaresistenten
Zellen fiihren, die aber keine gleichzeitige Deletion aufweisen. Einen wichtigen Faktor
fur eine erfolgreiche Transformation mit chromosomaler DNA stellt die Art und L&nge

der homologen Bereiche dar. Die Transformationsrate war 100-fach gesteigert im Ver-
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gleich zu Plasmid-DNA, wenn die, fur die Transformation, verwendete DNA sich nur in
einer Punktmutation von der chromosomalen DNA unterschied (vgl. Abbildung 18 und
Abbildung 19). Als Vergleich wurden Fragmente fur Deletionen und DNA Insertionen
verwendet, bei denen die homologe Region unterbrochen ist. Die Transformationsrate
konnte nochmals um das 2,3-fache gesteigert werden, wenn anstelle der gesamten
chromosomalen DNA nur ein PCR Fragment verwendet wurde. Dabei wurde immer so
viel DNA eingesetzt, dass die DNA in der Sattigung vorlag. Dies liegt daran, dass an-
statt dem gesamten Chromosom (4214 kb) nur 3 kb der entsprechenden Region und
damit eine viel hohere Kopienzahl fur die nachfolgende Rekombination erreicht wird.
Unter der Beriicksichtigung, dass bei der Transformation mit den PCR-Fragmenten
(600 ng) nur ein Funftel der chromosomalen DNA (3 ug) eingesetzt wurde, ware eine
28-fache Steigerung anstatt einer 2,3-fachen Steigerung erwartet worden. Dieses Miss-
verhaltnis kann mit der unterschiedlichen Lange der Molekiile erklart werden. Mit dem
wesentlich langeren Molekil der chromosomalen DNA ist bei 3 pug verwendeter DNA
der Séttigungsbereich der DNA-Aufnahme gerade erreicht. Dagegen ist im Falle des
PCR-Fragments mit 600 ng der Sattigungsbereich weit Uberschritten. Des Weiteren ist
das PCR-Fragment wesentlich kirzer und da der erste Schritt der Transformation aus
einem Doppelstrangbruch besteht, sind diese zufallig verkirzten Fragmente weniger

effektiv in der homologen Rekombination.

Zusétzlich wurde der Einfluss der PCR Fragmentlédnge und die Position der Punktmuta-
tion untersucht. Wenig berraschend zeigte sich, dass ein 3 kb langes Fragment mit drei
weiteren Basen in der Mitte der Sequenz das beste Ergebnis erzielte, wahrend kirzere
Fragmente, bei denen die Baseninsertion naher an einem Ende lagen, deutlich weniger
Transformanten ergaben (Abbildung 53). Trotz einer hohen Transformationsrate bei
B. subtilis REG19 ist jeweils ein Selektionsmarker notwendig, um die Transformanten
aus den nichttransformierten Zellen herauszufinden. Dies bedeutet eine starke Ein-
schrankung in der Stammoptimierung, da nicht selektionierbare Eigenschaften nur mit
einem grofRRen Aufwand in einer Zelle etabliert werden kénnen. Daher wurde REG19
darauf getestet, ob die gesteigerte DNA-Aufnahmerate eine genomische Verénderung,
ohne Selektionsdruck mittels einer Kotransformation erméglicht. Da die Transformati-
onsrate mit der Plasmid DNA im Vergleich zur chromosomalen DNA ca. 1000-fach
niedriger ist, wurde REG19 mit einem Plasmid zusammen mit einem chromosomalen
Fragment transformiert. Die Erwartung war, dass wenn eine Zelle Plasmid-DNA auf-

nimmt und etabliert, diese gleichzeitig mit einer grofen Wahrscheinlichkeit das PCR-
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Fragment im Chromosom etabliert, da dies ein viel h&ufigeres Ereignis darstellt. Tat-
séchlich war in 9 % der Zellen, die das Plasmid etabliert hatten, auch eine erfolgreiche
Rekombination im Chromosom aufgetreten (Abbildung 55). Dieser Prozentsatz ist nicht
optimal. Er liegt jedoch in einer GréRenordnung, um nicht selektionierbare Eigenschaf-
ten ohne groBen Arbeitsaufwand in das Chromosom von B. subtilis einzuftigen. Eine
weitere Steigerung der Transformationsrate wurde erzielt, indem der vor comK und
comS liegende, mit Mannitol induzierbare Promotor Py durch einen durch Cellibiose
induzierbaren Promotor Pjics (REG89) ersetzt wurde. Durch diesen Promotor liel3 sich
die Transformationsrate im Vergleich zu REG19 um das 2,5 fache steigern (Abbildung
47). Gleichzeitig erhohte sich auch die Transformationsrate, wenn keine Cellibiose zur
Induktion verwendet wurde. Dies weist auf eine hohe basale Expression des Promotors
hin. Ein Nebeneffekt war, dass nun auch das native comK Gen mit seinem Promotor
nicht mehr notig war. Dadurch konnte ein Stamm generiert werden, in dem das native
comK Gen zusammen mit Peomk durch die Kompetenzexpressionskassette Pjicg-comK-
comS ersetzt war (REG154). Dieser Stamm zeigte nicht nur eine hohe Transformations-
und normale Wachstumsrate wéhrend der dreistiindigen Tagkultur, sondern auch eine
geringere Wachstumshemmung in frischem Medium. Unter dem Mikroskop zeigte sich,
dass die Zahl an kompetenten Zellen etwa gleich hoch war wie bei REG19 (Daten nicht
gezeigt). Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass dieser Stamm eine optimale comK Ex-
pression aufzeigt. Dieser Stamm sollte sich sehr gut eignen, um Signalwege zu untersu-
chen, bei denen Mutationen die Differenzierung beeinflussen und in Wildtypzellen zum
Verlust der Kompetenz fiihren. Da dieser Stamm, auch nach den Mutationen, durch
seine Kompetenz weiter genetisch zuganglich ist und dartiber hinaus eine hohe Trans-
formationsrate aufweist, bietet er sich flr eine effiziente und schnelle Stammoptimie-

rung in der industriellen Nutzung an.

4.4  Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in dem Stamm B. subtilis 168 eine zusétz-
liche Mannitol induzierte Expression von comK und comS zu einer gesteigerten Anzahl
von kompetenten Zellen und einer erhdhten Transformationsrate flihrt. Dartiber war es
moglich, die Zellen in LB-Medium anstatt in Minimalmedium mit Glucose zu kultivie-
ren und transformieren. Die LB-Methode ist zudem zeitlich kiirzer. Anschlie3end er-

folgte eine Analyse einer Vielzahl von Faktoren, die die Transkription von comK und
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posttranskriptionale Modifikationen des Transkriptionsfaktors beeinflussen. Es zeigte
sich, dass sowohl die natlrliche Aktivierung der Kompetenz tber den Quorum sensing
Mechanismus (ComQXPA) als auch die erleichterte Anlagerung von ComK an den
eigenen Promotor durch DegU in REG19 nicht mehr flr die Kompetenz wichtig sind.
Tatsdchlich steigerte die Deletion des degU Gens sogar die Transformation, wéhrend in
einem Wildtyp-Stamm dies den Verlust der Kompetenz zur Folge hatte. Im Kompe-
tenzzustand sind die Zellen in der Zellteilung gehemmt. Dies limitiert eine weitere Stei-
gerung der ComK Menge und der Transformationsrate, indem die Zellen das Kompe-
tenzstadium nicht mehr verlassen konnen und sogar das Wachstum vollig einstellen.
Eine weiterhin hohe Transformationsrate ergab sich, wenn der Ppita Promotor durch den
Piice Promotor in der Kompetenzkassette ersetzt wurde und mit dieser Konstruktion das
naturliche comK Gen ersetzt wurde. In diesem Fall war wahrend der Inkubation zur
DNA-Aufnahme keine Wachstumshemmung zu beobachten. Darauf aufbauend kdnnten
in diesem Stamm alle Faktoren entfernt werden, die die Differenzierung der Zellen von
der Kompetenz weg lenken. Damit konnte ein superkompetenter Stamm konstruiert
werden, mit dem sich einfach und effizient Hochleistungsproduktionsstimme entwi-

ckeln lassen.
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6.2  Sequenz des trpC Gens von B. subtilis 168

atgcttgaaa asatcatcaa acaaasagaaa gaagaagtga aaacactggt tctgocggta gageoagoctt tcgagaaacg ttcatttaag gaggogotgg caageccgaa
tacgaacttt tttagtagtt tgttttcttt cttcttcact tttgtgacca agacggocat ctcgtcggaa agetctttge aagtaaattc ctecgegace gttcgggett
S, . . - . - . ..trpC....

m 1 e k i i k¥ g k k = = v k¥ t 1l v 1p v = agp £ &k r s £ k & a

1 a s p

ccgaagtgaa gaasagcatcg ccgtcaaaag ggottattaa agaggatttt gtacctgtge agattgoaasa agactatgag gotgogaagg cagatgogat ttccgtttta
ggctteactt ctttcgtage ggcaghtttc ccgaataatt tetcctaaaa catggacacg tctaacgtitt totgatactc cgacgettec gtetacgeta aaggeaaaat
Faa.
a

s

aggggaaaac agctatttat cagacgtaaa gogtgotgtt togattcctg tacttagaaa agattttatt gattctcttc aagtagagga atcaagaaga atcggagegg
tecccttttg tegataaata gtctgeoattt cgoacgacaa agotaaggac atgaatctit tcotasaataa ctaagagaag ttcatctect tagttcttet tagectegee

Sepl
gaggtgottg atcccttaca cottcatgaa ttatatcbtg aagoaggtga aaaggggatg gacgtgttag tggaggttca tgatgoateca acgotagaac aaatattgaa
ctccacgaac Tagggaatgt ggaagtactt aatatagaac TTCOLCCAcT TLLOCOCTAC CLYCacaatc &CCLCCaagt ACCacgtagt ©OCgatcttg TTTATAACTT

. pC

tcggegtaaa taatcgaaac ctaaaaacgt ttgaaacatc tgtaaagoag acagaacaaa togoatctct cgttccgaaa gaatcottge ttgtcagcga aagoggaate
aQccgcattt atTagotttg gaTtTTLLgca aactttgtag acatttcgtc TYTOLLGTTT agcgtagaga gcaaggcTtt cttaggaacg aacagtcgct TTCGECLTag
> rpC....
1 g k g t e g i a s

atttgtcaat gaacatgggg cgcgagctgt acttatcggt gaatcattga tgagacaaac ttcotcagogt aaagcaatcc atgotttghtt tagggagtga
taaacagtta CLTGTAcCoc gCgctcgaca TQaatagcca CTTAJLAACT ACLOTOTTTY aagagtcgca CLLCGTTAdg TLacgaaacaa ATCCCTCact

Sequenz des trpC Gens von B. subtilis KMO

atgcttgaaa aaatcatcaa acaaaagaaa gaagaagtga aaacactggt COtgccggta gagcagcctt togagaaacg TTCatttaag gaggcgctgg caagoccgaa
Tacgaacttt TLLAgLagtt TYTTTTCLTT CLLOLLCAct Tttgtgacca agacggocat CTCgtcggaa agototTTOC aagTaaattc CLOCgCgacc gTTogggott
>

m 1 e X

ccgaagtgaa gaaagcatcg cogtcaaaag ggottattas agaggatttt gtacctgtge agattgeaaa agactatgag gotgogaagg cagatgogat ttcogtttta
ggcttcactt ctttcgtage ggcagttttc ccgaataatt tetcctaaaa catggacacg tctaacgttt tctgatactc cgacgetteo gtctacgeta aaggcaaaat

e . . pC
p s k gl i ke d f v pv gia kd

e a a k a d a 1 s v 1

aggggaaaac agcTaTTTAt cagacgtaaa gcgtgctgtt TOGAtTtoctg Cacttagaaa agatTTTatt attgattctc TTCaagtaga ggaatcaaga agaatcggag
TCCCCTTTTg tCgataaata gTOTOCAtTT cgcacgacaa agcotaaggac atgaatottt ToTaaaataa $aactaagag aagtTcatot COTLAagttct TOTLAagectc

Es
a4 g

ggcgaggtge ttgatcoctt acaccttcat gaattatatc ttgaageagg tgaaaagggy atggacgtgt tagtggaggt tcatgatgea tcaacgotag aacaaatatt
ccgotecacg aactagggaa totogaagta cttaatatag aacttogtoc acttttccoe tacctgeaca atcacctcca agtactacgt agttgcgatc ttotttataa
Faaa. pC

g

TLCTCOgegt aaataatcga aacctaaaaa cgtttgaaac atctgtaaag cagacagaac aaatcgcatc COLCOUTCCY aaagaatoct TOCTTgTcag cgaaagcgga
aagagccgeoa TELTATTAQCT TTQQATTTTT QCAAAactttg TAQAacatttc gLCLgtottg TTTAagcgtag agagcaaggc TLTOTLagga aCgsacagtc goTLtogect
nC
g i a s 1 vop ke s 11 v 3 e s g

aacatttgtc aatgaacatg gggcogogage tgtacttatc ggtgaatcat tgatgagaca aacttctcag cgtaaagcas tccatgottt gtttagggag tga
ttgtaaacag ttacttgtac cccgegetcg acatgaatag ccacttagta actactcotgt ttgaagagtc goatttcgtt aggtacgaaa caaatcccte act
pC. .
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teggtttate

n r £ i

acagacaccc
tgtctgtagg

atgccatatt
tacggtataa

agtgttcoaca
tcacaagtgt

ggttotttag
ccaagaaatc

tcggTTTate
agccaaatag

acagacaccc

tgtctgtogg

cagatgccat
gcctacggta

gaaagtgttc
ctttcacaag

&TCEETTOTT
tagccaagaa

gggttgatty
cccaactaac

cgttttttca
gcaaaaaagt

gttaatecgge
caattagceg

cceogacatte
gggetgtaag

aacatttaac
ttgraaattg

gggttgattg
cccaactaac

cgttttttea
gcaaaaaagt

attgttaatc
taacaattag

>

acacccgaca
totgggetgt

tagaacattt
atcttgtaaa
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