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Zusammenfassung/Abstract

1. Zusammenfassung

Staphylococcus carnosus ist ein fakultativ anaerobes Bakterium, das aerobe Atmung,
anaerobe Nitratatmung und Garungsstoffwechsel betreiben kann. Die Expression des
Nitratstoffwechsels wird durch das Dreikomponentensystem NreABC reguliert.

Unter anaeroben Bedingungen besitzt die Sensorhistidinkinase NreB in ihrer PAS-Domane
ein [Fe,S,*-Cluster. Das aktive (anaerobe) [Fe,S,*-NreB {ibertragt nach
Autophosphorylierung die Phosphorylgruppe auf den Antwortregulator NreC, welcher dann
die Expression der Gene der Nitratatmung aktiviert. Nitrat wirkt mit Hilfe des NreA-Proteins
auf diese Gene induzierend. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass NreA
ein GAF-Domanen-Protein und ein neuartiger Nitratrezeptor ist.

Die Natur von NreA als GAF-Domanen-Protein bestatigte sich beim Vergleich der
Kristallstruktur mit denen anderer GAF-Domanen. GAF-Domanen sind weit verbreitet und
binden typischer Weise kleine Molekiile. Als physiologischer Ligand von NreA zeigte sich
Nitrat, das innerhalb einer definierten Bindetasche gebunden wird. NreA bindet vermutlich in
dimerer Form an dimeres NreB und inhibiert dadurch die Phosphorylierung der
Sensorhistidinkinase NreB. Die Interaktion von NreA mit NreB wurde in vivo durch BACTH-
Messungen und sowohl in vivo als auch in vitro durch Cross-Linking Experimente gezeigt.
Nitrat reduziert den Ergebnissen nach die Interaktion von NreA mit NreB.

Durch Sequenzvergleiche von NreA mit Homologen wurden konservierte Aminosauren
identifiziert. Uber gerichtete Mutagenese wurden 25 NreA-Varianten hergestellt und
beziuglich ihres Verhaltens in Abhangigkeit von Nitrat in narG-lip-Reportergenstudien
getestet. Anhand ihres Phanotyps wurden sie als Wildtyp, ANreA- und ANreABC-Mutanten
klassifiziert. Die Nitratbindetasche war in sechs Fallen betroffen. Die Phanotypen der
Mutationen in der Peripherie lassen sich mit Auswirkungen auf die vermutete
Konformationsénderung oder auf die Interaktion mit NreB erklaren. Mutationen von
konservierten, oberflachenexponierten Resten fuhrten vermehrt zu ANreA/ON-Varianten. Es
lieRen sich Bereiche auf der Proteinoberflache identifizieren, die fir NreA/NreA- oder
NreA/NreB-Interaktionen wichtig sein kénnten.

Die Untersuchungen zeigten, dass NreA mit NreB interagiert und dass dadurch ein
NreA/NreB-Sensorkomplex fir die gemeinsame Erkennung von Nitrat und Sauerstoff

gebildet wird.



Zusammenfassung/Abstract

1. Abstract

Staphylococcus carnosus is a facultative anaerobic bacterium. It is able to use oxygen and
nitrate for respiration, and performs fermentation in the absence of a terminal electron
acceptor. S. carnosus employs the regulation of the three-component system NreABC
(nitrate regulation element) for expression of the nitrate respiration.

Under anaerobic conditions the sensor histidine kinase NreB contains a [Fe,S,]**-cluster.
The active (anaerobic) [Fe,S,)**-NreB transfers a phosphoryl group to its cognate response
regulator NreC after autophosphorylation. Then, NreC-P induces the transcription of the
genes for dissimilatory nitrate reduction. In the presence of nitrate the level of gene
expression is stimulated due to NreA. In the present work NreA was identified as GAF
domain containing protein and as a new type of nitrate receptor.

By comparison of the NreA crystal structure with those of other GAF-domains, the postulated
GAF-domain could be confirmed. GAF-domains are wide-spread and typically bind small
molecules. Nitrate was identified as the physiological ligand of NreA. It binds inside a well-
defined binding pocket. Presumably NreA binds to dimeric NreB as a dimer and inhibits the
autophosphorylation of the sensor histidine kinase NreB. The interaction of NreA with NreB
was shown in vivo with BACTH-measurements, and in vivo and in vitro with cross-linking
experiments. Upon nitrate binding, the interaction of NreA with NreB is reduced.

Conserved amino acid residues were indentified based on sequence alignments of NreA with
homologue proteins. 25 variants of NreA were created by site-directed mutagenesis. They
were tested towards their response to nitrate in narG-lip-reporter gene studies. The NreA
variants were classified according to their respective phenotype as wildtype, ANreA-, and
ANreABC-mutants. 6 variants effected directly the nitrate binding pocket. In the periphery,
mutations seem to effect the supposed conformational change or alternatively the interaction
with NreB. Most of the mutated residues causing a ANreA/ON-phenotype are located on the
surface. On the protein surface distinct areas were detected that may be important for
NreA/NreA or NreA/NreB-interactions.

The present studies reveal that NreA interacts with NreB in a way that a combined

NreA/NreB sensor complex is formed which recognizes nitrate and oxygen.
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2. Einleitung

2.1 Sensoren in Bakterien

Bakterien zeichnen sich durch ihre sehr hohe Adaptationsfahigkeit aus. Die aktuell
vorherrschenden und oft zeitlich fluktuierenden Umweltfaktoren werden fortlaufend registriert
und mit schneller Anpassung beantwortet. Zu diesem Zweck verfugen Bakterien Uber
zahlreiche Sensorsysteme, die die Umweltbedingungen wahrnehmen. Diese werden in ein
entsprechendes Signal auf molekularer Ebene umgewandelt, das den Stoffwechsel
veranlasst sich zeitnah auf die gegebenen Bedingungen einzustellen. In der Regel bendtigt
ein Bakterium zahlreiche, unterschiedliche Sensorsysteme, welche auf verschiedenste
Elemente oder Komponenten des umgebenen Milieus spezifisch ansprechen. Dazu gehdren
zum Beispiel Nahrstoffangebot, Energieressourcen oder auch Stressfaktoren, wie Hitze,
osmotischer Druck, drastische Veranderungen des pH-Wertes und oxidativer Stress. Alle
wahrnehmbaren Informationen werden auf komplexe Art und Weise verarbeitet und bewirken
durch Induktion oder Repression relevanter Zielgene eine Antwort auf der
Transkriptionsebene. Die Summe aller durch die Rezeptoren eingespielten Informationen
ergibt dann letztendlich ein kombiniertes Signal, das beispielsweise dazu fuhrt, dass ein
spezieller Stoffwechselweg an- oder abgeschaltet wird.

Gerade die Wahrnehmung von Energiequellen, wie Glukose und von Elektronenakzeptoren,
wie Sauerstoff oder Nitrat, die flr die Energiekonservierung bendtigt werden, ist von
besonderer Bedeutung fir die Vitalitdt eines Organismus. Nur durch die Wahl des
entsprechend optimalen  Stoffwechselweges wird ein optimaler Energiehaushalt
gewabhrleistet.

Beim Enterobakterium Escherichia coli ist die Auswahl der Energiestoffwechselwege gut
untersucht (Gunsalus et al. 1992; Unden und Bongaerts, 1997). E. coli kann Energie aus
aerober und anaerober Atmung, sowie aus Garungsstoffwechsel beziehen. Um eine
maximale ATP-Ausbeute zu erhalten, besteht eine klare hierarische Struktur unter den
Stoffwechselwegen. Die aerobe Atmung wird der anaeroben Atmung und diese der G&rung
gegenlber bevorzugt (Unden und Trageser, 1991). Zur Regulierung sind Sensoren fir
Sauerstoff und fur alternative Elektronenakzeptoren, wie Nitrat, ndtig. Solche Sensorsysteme

sind daher in Bakterien weit verbreitet (Green et al., 2009; Unden et al., 2010).
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2.2 Regulation des Energiestoffwechsels in E. coli durch Sauerstoff und Nitrat
Sauerstoffsensoren  erkennen die  Verfugbarkeit von  Sauerstoff und deren
Konzentrationsdnderungen und sind in Bakterien weit verbreitet (Green et al., 2009; Unden
et al., 2010). Sie regulieren die Expression der entsprechenden Gene fir die aerobe Atmung
und fur die Konkurrenzstoffwechselwege, wie die anaerobe Atmung.

In E. coli erfolgt eine direkte Sauerstoffperzeption tUber FNR (Fumarat-Nitratreduktase-
Regulator) und eine indirekte tUber ArcBA (Aerobic Respiratory Control) (Abbildung 2.1).
FNR\q ist im Anaeroben aktiv. Es aktiviert die Genexpression der anaeroben Atmung
(Dehydrogenasen, Fumaratreduktase, Nitratreduktase, DMSO-Reduktase) und reprimiert die
aerobe Atmung. Die Wahrnehmung verlauft Gber den sauerstoffempfindlichen Cofaktor, ein
[Fe4S4]2+—CIuster. Dieses zerfallt, wenn Sauerstoff anwesend ist, sodass FNR,, (apoFNR)
inaktiv wird (Unden und Trageser, 1991; Shaw und Guest, 1982; Unden und Schirawski,
1997).

® ®
v
NarL/P <___> ArcA <___> FNR .y =
G (P
+/- +/

_ + /‘ _
Stimulierung Stimulierung Stimulierung

anaerober aerober aerober und anaerober
Stoffwechsel Stoffwechsel Stoffwechsel
(Nitrat-/Fumaratatmung, (Citratzyklus) (Dehydrogenasen, Reduktasen)
Garung)

Abbildung 2.1: Sauerstoff und Nitrat als Regulatoren des Energiestoffwechsels von E. coli. Die
Expression wichtiger Stoffwechselschritte der aeroben und anaeroben Atmung, sowie der Géarung
werden durch die Sauerstoffregulatorsysteme FNR und ArcBA, sowie durch das Nitratregulatorsystem
NarXL kontrolliert. Durch Integration der verschiedenen stimulierenden und hemmenden Effekte ergibt
sich die Expression der Zielgene.

ArcBA misst den Redoxzustand des Chinonpools und reprimiert den aeroben Stoffwechsel
(zZitratzyklus) unter Anaerobiose (luchi et al., 1988; Bekker et al., 2009).

ArcBA stellt damit ein klassisches Sensorsystem, ein Zweikomponenten-System, dar. Ein
Zweikomponenten-System besteht aus einer Sensorhistidinkinase, die oft membranstandig
ist und einem Antwortregulator (Responseregulator). Die Sensorhistidinkinase nimmt einen
spezifischen Umweltreiz wahr. Durch Autophosphorylierung an einem konservierten Histidin-

Rest geht sie nach Reizwahrnehmung in einen aktivierten Zustand tber, aus dem heraus die

4
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Phosphorylgruppe auf einen konservierten Aspartatrest am Antwortregulator Ubertragen
werden kann. Die Reizinformation wird dadurch an den Antwortregulator weitergegeben und
dieser beeinflusst daraufhin seinerseits die Transkription der Zielgene.

NarXL ist ebenfalls ein Zweikomponenten-System (Williams und Stewart, 1997; Cheung und
Hendrickson, 2009). Es erkennt die Anwesenheit von Nitrat und Nitrit, wodurch die
Expression der Gene fir die anaerobe Respiration (Dehydrogenase) und fir die
Nitratreduktase aktiviert wird. Parallel wird durch NarXL die Expression alternativer
Reduktasen (Fumaratreduktase, DMSO-Reduktase) und des Garungsstoffwechsels
reprimiert (Abbildung 2.1).

NarXL ist demnach in E. coli zusammen mit den Sensorsystemen FNR und ArcBA fir eine
Hierarchie der Energiestoffwechselsysteme verantwortlich. Zusammen generieren sie eine
komplexe Antwort, da die Zielpromotoren oft von mehreren Regulatoren gleichzeitig

beeinflusst werden.

2.3 Sauerstoffregulatoren in Staphylococcen

Sauerstoffregulatoren sind auch in Staphylococcen bekannt. Sauerstoff abhangige
Sensorsysteme kontrollieren ebenfalls den Wechsel von aerober zu anaerober Atmung. Das
SrrBA-Zweikomponentensystem (Staphylococcus respiratory response) erkennt Sauerstoff
vermutlich indirekt (Pragman et al., 2004). Durch Hemmung beziehungsweise Induktion der
Expression spezieller Gene, die fur den Zitronensaurezyklus und die Garung, sowie fur die
Ausbildung von Virulenzfaktoren nétig sind, wird der Stoffwechsel auf &hnliche Weise
koordiniert, wie bei E. coli (Ulrich et al., 2007; Throup et al., 2001).

Rex (Redox-Regulator), zuerst fur Streptomyces coelicolor beschrieben, erfasst das
Verhaltnis von NAD*/NADH+H" in der Zelle und reprimiert die Transkription von Proteinen
der Atmungskette bei niedriger NADH+H"-Konzentration (Brekasis und Paget, 2003). Rex ist
ein in Gram-positiven Bakterien verbreiteter Regulator und auch S. carnosus verfigt Gber ein
Rex-homologes Protein.

NreBC (Nitratregulation, friher: nitrogen regulation) stimuliert unter Anaerobiose die
Expression der Proteine, die an der anaeroben Nitratatmung beteiligt sind und ist bei
S. carnosus und Verwandten bekannt (Fedtke et al., 2002; Schlag et al., 2008).

2.4 Sauerstoffabhangige Nitratatmungs-Regulation in S. carnosus durch NreBC

S. carnosus ist wie E. coli ein fakultativ anaerobes Bakterium und in der Lage neben aerober
Atmung, auch anaerobe Atmung und Garungsstoffwechsel zu betreiben. Fir die anaerobe
Atmung dient Nitrat als Elektronenakzeptor (Abbildung 2.2).

NreBC ist ein cytoplasmatisches Zweikomponentensystem und aktiviert unter Anaerobiose

die Expression der Nitritreduktase NirRBD, der Nitratreduktase NarGHI und des



Einleitung

Nitrattransporters NarT (Fedtke et al.,, 2002, Kamps et al, 2004). NreB ist die
Sensorhistidinkinase mit N-terminaler Sensordomane und C-terminaler

Histidinkinasedomé&ne und NreC der zugehérige Antwortregulator.

Anaerob

[4Fe4S]* NreB
@)
59 m"‘i o
=) el
& < Phosphoryk @D EJ
ADP
ATP transfer

l -
Aerob

s0SH HsC N\ el . r
C,,SH HSC,
e /

N
—l-T nirRBD )—l-l—:arGHJ:f>-|_->-Em>
|4

Nitritreduktase
NirRBD
3NAD" +2 H,O ) 3(NADH + H*) + 2 H*

NH,* NO, ] . NO;
H,O  Nitratreduktase  2H

- Transporter

Abbildung 2.2: Regulation und Ablauf der Nitratatmung in S. carnosus. Im Aeroben besitzt der
direkte Sauerstoffsensor NreB ein [Fe4S4]2+—Zentrum und kann den Regulator NreC aktivieren. NreC
induziert die Expression der Gene fir den Nitrattransporter NarT, die membranstandige
Nitratreduktase NarGHI und die cytoplasmatische Nitritreduktase (NirRBD). Durch diese
Komponenten wird Nitrat in die Zelle transportiert und anschlielend zu Nitrit und weiter zu Ammonium
reduziert. Anaerob ist NreB inaktiv und der Prozess lauft nicht ab.

NreB ist ein direkter Sauerstoffsensor mit einem [Fe4S4]2+—CIuster in der Sensordomane,
welcher nur in Abwesenheit von Sauerstoff aktiv ist. Das [FesS4]**-Cluster mit kubischer
Form wird durch vier konservierte Cysteinreste (C59, C62, C74 und C77) koordiniert
(Milliner et al., 2008). Bei Sauerstoffanwesenheit zerfallt das [Fe,S,**-Cluster zu einem
[Fe282]2+-CIuster, welches bei weiterer Sauerstoffexposition auch zerféllt und es entsteht
apoNreB. Das resultierende apoNreB und das [Fe,S,]**-NreB sind inaktiv (Reinhart, 2010)
bezlglich der Autophosphorylierung und der Phosphorylierung von NreC.

Demnach wird NreC nur unter anaeroben Bedingungen durch NreB phosphoryliert und
bindet im diesem Zustand (NreC-P) als positiver Transkriptionsfaktor an die spezifischen,

GC-reichen, palindromischen DNA-Sequenzen der Zielpromotoren von nirR, narG und narT
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(Fedtke et al.,, 2002). Die Nitrit- und Nitratreduktase (NirRBD, NarGHI), sowie der
Nitrattransporter (NarT) werden exprimiert.

Bei Anwesenheit von Nitrat, wird dieses aus der Umwelt in die Bakterienzelle durch NarT
(Fast et al., 1996) importiert. Die membranassoziierte Nitratreduktase NarGHI reduziert Nitrat
zu Nitrit (Neubauer und Go6tz, 1996; Pantel et al., 1998). Dabei wird ein Protonengradient
aufgebaut, welcher der respiratorischen Energiekonservierung dient. Nitrit wird von der im
Cytoplasma lokalisierten, dissimilatorischen Nitritreduktase NirRBD weiter zu Ammonium
umgesetzt unter gleichzeitiger Regeneration von NAD" (Neubauer et al., 1998; Neubauer et
al., 1999). Der zweite Schritt tréagt nicht zum Aufbau eines Protonengradienten bei (Schlag et
al., 2008).

2.5 NreA — ein GAF-Domanen Protein mit unbekannter Funktion

Die Gene nreB und nreC liegen auf einem gemeinsamen Operon nreABC (Fedtke et al.,
2002) (Abbildung 2.3). Auf diesem befindet sich mit nreA ein drittes Gen (Fedtke et al., 2002;
Unden et al.,, 2013), welches fir das Protein NreA codiert. Dessen Funktion ist bislang
unbekannt, wobei bereits gemutmalit wurde, dass es an der Nitrat- und Nitrit-Erkennung
beteiligt sein kénnte (Fedtke et al., 2002).

—>

Abbildung 2.3: Operonstruktur von nreABC in S. carnosus. Die Gene nreB und nreC, die fir das
Zweikomponentensystem NreBC codieren, befinden sich auf einem gemeinsamen Operon. Auf
demselben Operon befindet mit nreA ein drittes Gen, welches fir NreA codiert. Flir NreA wird eine
Funktion als Nitratsensor vermutet.

NreA bestent aus 155 Aminosauren und ist ein cytoplasmatisches Protein. Laut
Sekundarstrukturvorhersagen handelt es sich nicht um ein Multidomanen-Protein, sondern
besitzt lediglich eine GAF-Doméne (Huang et al., 1993; Anantharamen et al.,, 2001,
Fedtke et al., 2002; Schlag et al., 2008).

Benannt ist die GAF-Doméane nach den drei zuerst beschriebenen Proteinen mit solch einer
Doméne: cGMP-spezifische Cyclische-Nukleotid-Phosphodiesterase, Adenylatzyklase und
EhlA, einem Transkriptionsfaktor aus E. coli (Aravind und Ponting, 1997). Die
Namenszusammensetzung reflektiert zugleich die Diversitat an Funktionen von GAF-
Doménen, welche sich auch in der Variabilitdt der Primarsequenzen wiederspiegelt (Aravind
und Ponting, 1997). Typischerweise haben GAF-Doménen aber die Funktion eines Sensors
und Signalliibertragers (Zoraghi et al., 2004).

Sie binden eine ganze Bandbreite kleiner Molekile, wie cGMP, cAMP, Tetrapyrrole wie Bilin

und Ham, oder Molekule wie Acetat, Methylsulfoxid und 2-Oxoglutarat (Aravind und Ponting,
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1997; Ho et al., 2000; Anantharaman et al., 2001; Zoraghi, et al., 2004, Little et al., 2003;
Martinez et al., 2005; Lin et al., 2007; Stein et al., 2010; Martinez et al., 2008).

Die bislang gut untersuchten GAF-Domaéanen sind in der Regel Teile von Multidoméanen-
Proteinen und kommen hé&ufig, vor allem bei Phosphodiesterasen, als Tandem-Strukturen
vor (Martinez et al., 2002). Das Beispiel der GAF-Domé&ne in der Methionin-(R)-
sulfoxidreduktase fRMsr in E. coli (Lin et al., 2007) verdeutlicht dariber hinaus, dass
GAF-Domanen auch Uber katalytische Funktionen verfigen und sehr wohl als
Einzeldoméanen-Protein vorkommen kdnnen.

Eine GAF-Domé&ne besteht strukturell meist aus einer zentralen antiparallelen
B-Faltblattstruktur, welche auf der einen Seite von zwei bis vier a-Helices und auf der
anderen Seite aus einem Mix von kirzen a-Helices und Schleifen (loops) flankiert wird.
Letztere formen die Ligandenbindetasche der Doméne (Martinez et al., 2002). Haufig ist in
GAF-Domanen ein stark konserviertes NKFDE-Motiv zu finden, vor allem in der
regulatorischen GAF-Doméne von Phosphodiesterasen (McAllister-Lucas et al., 1995;
Turko et al., 1996). Zwar ist es nicht direkt bei der Liganden-Bindung (von cNMP) beteiligt,
aber es zeigte sich als essentiell fur die Faltungsstabilitat dieser GAF-Doméanen-Gruppe
(Heikaus et al., 2010).

Eine schematische Anordnung der Sekundarstrukturelemente der GAF-Domane von DosT
(Podust et al., 2008) ist in Abbildung 2.4 gezeigt. DosT ist ein sighalweiterleitendes Protein
und koordiniert permanent ein H&m in der GAF-Domane, ahnlich wie das Phytochrom Cphl
aus Synechocystis sp. PCC6803 dauerhaft einen Bilin-Cofaktor assoziiert hat (Yeh et al.,
1997; Hibschmann et al., 2001; Essen et al., 2008).

Abbildung 2.4: Sekundarstrukturelemente der GAF-Domé&ne von DosT aus Mycobacterium
tuberculosis (Podust et al., 2008). Das Protein besitzt vier a-Helices und finf zentrale B-Faltblatter,
die antiparallel angeordnet sind. Die GAF-Domane bindet dauerhaft ein Ham-Molekdl.
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Die GAF-Domane, die NreA zugesprochen wird, kdnnte theoretisch eine solche sensorische,
regulatorische und/oder signaltransferierende Funktion besitzen, wie es fir GAF-Domanen
charakteristisch ist (Aravind und Ponting, 1997).

2.6 Nitratabhangige Nitratatmungs-Regulation in S. carnosus durch NreA?

Neben Anaerobiose induzieren auch Nitrat und/oder Nitrit in S. carnosus die Synthese der
Gene von der Nitrat- und der Nitritreduktase, sowie des Nitrattransporters (Fedtke et al.,
2002). Das Protein, mit dem S. carnosus Nitrat wahrnimmt, wurde bislang noch nicht
identifiziert, auch wenn mit dem NreA-Protein bereits ein moglicher Kandidat vorgestellt
wurde (Fedtke et al., 2002). Bekannte Nitratrezeptoren, die in anderen Organismen
vorkommen, fehlen in S. carnosus (Niemann et al., 2013). Es sind keine Gene vorhanden die
fur ein homologes Protein von NarX aus E. coli und anderen Proteobakterien (Williams und
Stewart, 1997; Cheung und Hendrickson, 2009) oder flr die Nitratsensoren NrtA und NasR
codieren. NrtA ist ein periplasmatisches Protein des Cyanobakteriums Synechocystis sp.
(Koropatkin et al.,, 2006). NasR ist ein cytoplasmatisches RNA-Bindeprotein und ein
translationaler Regulator (Boudes et al., 2012).

Es ist jedoch anzunehmen, dass S. carnosus wie andere Bakterien Uber einen Nitratsensor
verfligt. Bei diesem muss es sich um ein bislang in anderen Organismen noch nicht
identifiziertes Protein handeln, das mdglicherweise einen neuartigen Mechanismus zur

Wahrnehmung von Nitrat verwendet.

Ziel der Arbeit

Bis jetzt ist die Funktion des zusammen mit NreBC vorkommenden Proteins NreA nicht
bekannt. Ob und wie NreA mit dem Sauerstoffsensorsystem NreBC in S. carnosus
zusammenwirkt, ist ebenfalls ungeklart.

NreA soll eine GAF-Domane besitzen, die oftmals sensorische und regulatorische Aufgaben
hat. GAF-Domanen binden héufig kleine Molekdle. Es ist moglich, dass NreA eine Funktion
als Nitrat-/Nitritsensor tber die Bindung von Nitrat in der GAF-Doméane wahrnimmt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von NreA in der Stoffwechselregulation von S. carnosus
zu untersuchen.

Dazu sollten konservierte Aminoséaurereste von NreA bioinformatisch identifiziert werden
(vgl. Singenstreu, 2010). Mittels gerichteter Mutagenese sollten ausgewéhlte
Aminoséaurereste auf ihre funktionelle Bedeutung in der Stoffwechselregulation hin
untersucht werden. Fur alle so zu generierenden S. carnosus NreA-Mutanten sollte die
physiologische Auswirkung von Nitratan-/abwesenheit unter anaeroben und aeroben

Bedingungen in einem geeigneten Testsystem beleuchtet werden. Hier sollten
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Reportergenstudien mit einer NreABC-abhangigen narG-lip-Reportergenfusion durchgefihrt
werden.

Des Weiteren sollte das Zusammenwirken von NreA mit den anderen beiden coexprimierten
Proteinen NreB und NreC untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde
Proteininteraktionsmessungen von NreA, NreB und NreC mit dem Bacterial Two Hybrid
(BACTH)-System und zusatzlich in vivo- und in vitro-Cross-Linking Experimente
durchgefihrt.

Die komplexe Fragestellung zur Rolle von NreA als moglichen Nitratsensor und seinem
Zusammenwirken mit NreBC in der Stoffwechselregulation von S. carnosus ist in

Abbildung 2.5 nochmals schematisch zusammengefasst.

NO,

+/-
Stimulierung

anaerobe
Nitratatmung

Abbildung 2.5: Hypothese zur Regulation der anaeroben Nitratatmung bei S. carnosus. Die
Expression der Komponenten der Nitratatmung wird unter anaeroben Bedingungen durch das
Sauerstoffregulatorsystem NreBC induziert. NreA wird als Nitratsensor postuliert, der sein Signal in
das NreBC-System integriert.

10



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Bakterienstamme und Plasmide

Alle Bakterienstamme und Plasmide, die verwendet oder konstruiert wurden, sind in den

folgenden Tabellen zusammengestellt.

Tabelle 3.1: Verwendete Stdmme von Escherichia coli K12 und Staphylococcus carnosus

TM300.
Stamm Genotyp Referenz oder
Quelle
S. carnosus WT Gotz und
TM300 Schuhmacher,
1987
S. carnosus ml AnreABC::ermB Fedtke et al.,
2002
S. carnosus Deletion von nreA innerhalb des open reading Schlag, 2008
AnreA frames
E. coli XL1-Blue recAl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96, relAl, thi- | Stratagene
1, lac, [F’, proAB, laclgZAM15, Tn10 (tet™)]
E. coli M15 [[PREP4], Nal®, Str°, Rif>, Thi', Lac’, Ara*, Gal*, Mtl, | Quiagen
F, RecA’, Uvr*, Lon"
E. coli IM109 recAl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96, relAl, thi- Yanisch-
1, A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laclqZAM15] Perron et al.,
1985
E. coli BTH101 Rec’, F- cya-99, araD139, galE15, galK16, hsdR2, Karimova et
mcrAl, merB1 rpsL1 (str?), al., 1998
Tabelle 3.2: Verwendete Plasmide flr Expressionsexperimente und Klonierungen.
Plasmid Genotyp Referenz oder
Quelle
pMW1001 pPS44-Derivat mit narG-Promotor eingefiigt tiber Nilkens et al.,
BamHlI vor das lip-Gen 2013
pMW 1040 pMW418-Derivat, narG-lip eingefugt iber Sbfl und Nilkens et al.,
Nhel in selber Orientierung wie nreABC, Cam® 2013
pMW1041 pMW418-Derivat, narG-lip eingefuigt tiber Sbfl und Nilkens et al.,
Nhel in gegenlaufiger Orientierung wie nreABC, 2013
Cam®
pMW1393 pMW1040-Derivat mit nreA-Deletion Nilkens et al.,
2013
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pKT25 C-terminales T25-Protein Fusionsplasmid, pSU40- Karimova et al.
Derivat, Kan® 2005

pPKNT25 N-terminal T25-Protein Fusionsplasmid, pSU40- Karimova et al.
Derivat, Kan® 2005

puT18C C-terminales T18-Protein Fusionsplasmid, pUC19- Karimova et al.
Derivat, Amp"® 2005

puUT18 N-terminales T18-Protein Fusionsplasmid, pUC19- Karimova et al.
Derivat, Amp" 2005

pT25-zip T25-Zip Expressionsplasmid, pKT25 -Derivat, Kan® | Karimova et al.

1998

pT18C-zip T18-Zip Expressionsplasmid, pUT18C-Derivat, Karimova et al.
Amp~ 1998

pPQE31lnreA nreA mit Hisg-tag (N-terminal), kloniert Uber Schlag, 2008
Einbringung von BamHI und Hindlll
Restriktionsschnittstellen, dient zur Uberexpression,
IPTG induzierbarer Promotor, Kan®, Amp~

pCQE1nreB Expressionsplasmid fiir Staphylococcen, nreB mit Fedtke et al.,
Hise-tag (C-terminal), xylA Promoter durch Xylose 2002
induzierbar, durch Glukose repremierbar, Cam”®

pMW1192 pASK-IBA13plus-Derivat mit nreB kloniert Gber Nilkens et al.,
Einbringung von BamHI und Hindlll 2013
Restriktionsschnittstellen, Strep-tag (N-terminal),
AmpR

pMW1243 pASK-IBA13plus- Derivat mit nreA kloniert Uber Nilkens et al.,
Einbringung von Xhol und EcoRYV Restriktions- 2013
schnittstellen, Strep-tag (N-terminal), Amp®

pMW1617 pASK-IBA13plus-Derivat mit nreA kloniert tiber Nilkens et al.,
Einbringung von Bsal Restriktionsschnittstelle, 2013
Strep-tag (C-terminal), Amp"®

pPS44 Plasmid fur Staphylococcen, lip-Gen Peschel et al.,
(Staphylococcus hyicus), pC194 origin, Cam"® 1993

pMW400 nreB mit Hiss-tag (C-terminal), kloniert tGiber Ncol Mullner, 2008
und Hindlll in pet28a, Kan®

pRB473 E. coli / S. carnosus Shuttel-Vektor mit Amp" fiir E. Bruckner,
coli und Cam® fiir S. carnosus 1992

pMW418 pRB473 mit nreABC und nativem Promotor Mullner et al.,

2008
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Tabelle 3.3: Mutageneseplasmide.

Plasmid Genotyp Referenz
pMW1062 wie pMW1040, aber NreA(R21A) Diese Arbeit
pMW1066 wie pMW1040, aber NreA(E101A) Singenstreu, 2010
pMW1069 wie pMW1041, aber NreA(F28A) Singenstreu, 2010
pMW1070 wie pMW1041, aber NreA(W45A) Singenstreu, 2010
pMW1071 wie pMW1041, aber NreA(R55A) Singenstreu, 2010
pMW1073 wie pMW1041, aber NreA(R126A) Singenstreu, 2010
pMW1296 wie pMW1040, aber NreA(L67N) Diese Arbeit
pMW1297 wie pMW1040, aber NreA(R62A) Diese Arbeit
pMW1298 wie pMW1040, aber NreA(Y95A) Diese Arbeit
pMW1299 wie pMW1040, aber NreA(Y47A) Diese Arbeit
pMW1300 wie pMW1040, aber NreA( L121S) Diese Arbeit
pMW1301 wie pMW1040, aber NreA(R57A) Diese Arbeit
pMW1427 wie pMW1040, aber NreA(N51A) Diese Arbeit
pMW1453 wie pMW1040, aber NreA(Q14A) Diese Arbeit
pMW 1454 wie pMW1040, aber NreA(D27A) Diese Arbeit
pMW1455 wie pMW1040, aber NreA( R73A) Diese Arbeit
pMW 1456 wie pMW1040, aber NreA(Q125A) Diese Arbeit
pMW1513 wie pMW1040, aber NreA(F28V) Diese Arbeit
pMW1514 wie pMW1040, aber NreA(W45F) Diese Arbeit
pMW1515 wie pMW1040, aber NreA(N51D) Diese Arbeit
pMW1516 wie pMW1040, aber NreA(N53D) Diese Arbeit
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pMW1517 wie pMW1040, aber NreA(Y95L) Diese Arbeit
pMW1518 wie pMW1040, aber NreA(E101Q) Diese Arbeit
pMW1519 wie pMW1040, aber NreA(L122F) Diese Arbeit
pMW1520 wie pMW1040, aber NreA( D27N) Diese Arbeit
pMW1521 wie pMW1040, aber NreA(D18N-E19Q- Diese Arbeit
E22Q-D27N)
pMW1640 wie pMW1040, aber NreA( L38N) Diese Arbeit
pMW1781 wie pMW1040, aber NreA(L67E) Diese Arbeit
pMW2065 pKNT25-Derivat mit NreA(Y95A), Kan® Diese Arbeit
pMW2078 pKT25-Derivat mit NreA(Y95A), Kan® Diese Arbeit
pMW2079 pUT18-Derivat mit NreA(Y95A), Amp® Diese Arbeit
pMW2080 pUT18C-Derivat mit NreA(Y95A), Amp~® Diese Arbeit
Tabelle 3.4: Konstruierte Plasmide fur die BACTH-Interaktionsmessungen.
Plasmid Genotyp Referenz
pMW1423 pKT25-Derivat mit nreA eingefiigt tber Diese Arbeit
BamHI und EcoRI, zur Expression von T25-
NreA, Kan®
pMW1424 pUT18C-Derivat mit nreC eingefiigt Gber Diese Arbeit
Xbal und Kpnl, zur Expression von T25-
NreC, Amp"®
pMW 1425 pUT18C-Derivat mit nreB eingefugt tber Diese Arbeit
Xbal und EcoRl, zur Expression von T25-
NreB, Amp®
pMW 1439 pKT25-Derivat mit nreC eingefigt tiber Xbal Diese Arbeit

und Kpnl, zur Expression von T25-NreC,

KanR
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pMW1451

pUT18C-Derivat mit nreA eingefuigt tber
BamHI und EcoRl, zur Expression von T25-
NreA, Amp~

Diese Arbeit

pPMW 1452

pKT25-Derivat mit nreB eingeflgt Uber Xbal

und EcoRl, zur Expression von T25-NreB,

KanR

Diese Arbeit

pPMW1775

pKNT25-Derivat mit nreA eingefiigt tber
BamHI und EcoRI, zur Expression von T25-
NreA, Kan®

Diese Arbeit

pPMW1776

pKNT25-Derivat mit nreB eingefiigt Gber
Xbal und EcoRl, zur Expression von T25-
NreB, Kan®

Diese Arbeit

pPMW1777

pKNT25-Derivat mit nreC eingefuigt tber
Xbal und Kpnl, zur Expression von T25-
NreC, Kan"®

Diese Arbeit

pPMW1778

pUT18-Derivat mit nreA eingefligt tber
BamHI und EcoRI, zur Expression von T25-
NreA, Amp~®

Diese Arbeit

pPMW1779

pUT18-Derivat mit nreB eingefiigt Gber Xbal

und EcoRl, zur Expression von T25-NreB,
R

Amp

Diese Arbeit

pPMW1780

pUT18-Derivat mit nreC eingefligt tiber Xbal

und Kpnl, zur Expression von T25-NreC,

Amp®

Diese Arbeit
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Tabelle 3.5: Plasmidkonstrukte fir in vivo Cross-Linking Experimente.

Plasmid

Genotyp

Referenz

pPMW1949

pBAD33-Derivat mit nreA inkl. RBS und
Hise-tag aus pQE31nreA Uber Pstl und
Hindlll, zur Uberexpression von NreA-Hisg
(N-terminal), induzierbar durch

Anhydrotetracyclin, Cam®

Diese Arbeit

pPMW1950

pBAD33-Derivat mit nreB inkl. RBS und
Hise-tag aus pMW400 tber Xbal und Kpnl,
zur Uberexpression von NreB-Hisg (N-
terminal), induzierbar durch

Anhydrotetracyclin, Cam”®

Diese Arbeit

Tabelle 3.6: Plasmidkonstrukt fir narG-lip-Reportermessungen in NreA-Anwesenheit.

Plasmid Genotyp Referenz
pMW1532 pMW1040-Derivat, nreBC deletiert auf Diese Arbeit
Plasmid Uber Einflgung von Bglll-
Schnittstellen (in nreB nach 33bp, in nreC
9bp vom 5’-Ende aus)
Tabelle 3.7: Plasmidkonstrukt fir Messung der Promotorinduktion von nreABC.
Plasmid Genotyp Referenz
pMW1782 pMW418-Derivat, aber Fusion aus nativem Diese Arbeit
Promotor von pnreABC mit Lipasegen lip
aus pPS44, entspricht;: pRB473-[pnreA-lip]
Tabelle 3.8: Mutageneseprimer fir zielgerichtetete Mutagenese in nreA.
Primer Sequenz (5°-3°) Tm [°C] Mutation
01_NreA-R21A-for GCT TTG GAT GAA ATC GCA GAA | 67 R21A
ACA GAG
01_NreA-R21A-rev CTCTGT TTCTGC GAT TTC ATC | 67 R21A
CAA AGC
02_NreA-F28A-for CAG AGA AAT TTG ATG CTG CAG | 68 F28A
CGATTGC
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02_NreA-F28A-rev GCA ATC GCT GCA GCA TCA AAT | 68 F28A
TTCTCT G

03_NreA-W45A-for CGG TCATTA AAG CGA AAT ATG | 68 WA45A
CTTCCGG

03_NreA-W45A-rev CCG GAAGCATATTTC GCT TTA | 68 WA45A
ATGACCG

04_NreA-R55A-for CCG GCAATATCAACT ACGCTT | 69 R55A
ATC GAATG

04_NreA-R55A-rev CAT TCG ATA AGC GTA GTT GAT | 69 R55A
ATT GCC GG

05_NreA-E101A-for CGTTTT GAG TGC AGC ACT AAC | 70 E101A
AGC AAT GG

05_NreA-E101A-rev CCATTGCTGTTAGTG CTG CAC | 70 E101A
TCA AAA CG

06_NreA-R126A-for GTT ATT AGG ACA AGC AGA AGG | 68 R126A
TCGTCC

06_NreA-R126A-rev GGA CGACCT TCT GCT TGT CCT | 68 R126A
AAT AAC

07_NreA-L67N-for GAC CAG GAA AAG GTAATG 67,9 L67N
CTGGTCTG

07_NreA-L67N-rev CAG ACCAGCATTACCTTTTCC | 67,9 L67N
TGGTC

08_NreA-L121S-for GTT TAT GGT GCATCG TTATTA | 70,9 L121S
GGACAACGCG

08_NreA-L121S-rev CGC GTT GTC CTA ATA ACG ATG | 70,9 L121S
CAC CAT AAAC

09_NreA-Y95A-for GAC AAATTA GGT GCT CCG ATT | 67,4 Y95A
GTTTTG AG

09_NreA-Y95A-rev CTC AAA ACA ATC GGA GCACCT | 67,4 Y95A
AATTTG TC

10_NreA-Y47A-for GGT CAT TAA ATG GAA AGC TGC | 68,2 Y4T7A
TTC CGG

10_NreA-Y47A-rev CCG GAAGCAGCTTTC CATTTA | 68,2 Y47A
ATG ACC

11_NreA-R57A-for CTA CCG CTATGC AAT GAT TGT | 63,7 R57A
TTT AAG

11_NreA-R57A-rev CTT AAAACAATC ATT GCATAG | 63,7 R57A
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CGG TAG

12_NreA-R62A-for GAT TGT TTT AGC ACC AGG AAA | 69,2 R62A
AGG TTT GGC

12_NreA-R62A-rev | GCC AAA CCT TTT CCT GGT GCT | 69,2 R62A
AAA ACA ATC

13_NreA-N51A-for GAA ATATGC TTC CGG CGC TAT | 73,8 N51A
CAA CTACCG C

13_NreA-N51A-rev | GCG GTA GTT GAT AGC GCC 73,8 N51A
GGAAGCATATTTC

14_NreA-Q14A-for CTT TGATTACGC AGATGC TTT | 64,6 Ql4A
GGATG

14_NreA-Ql4A-rev | CAT CCA AAG CAT CTG CGT AAT | 64,6 QLA
CAA AG

15_NreA-D27A-for CAG AGA AAT TTG CTT TTG CAG | 65,3 D27A
CGATTG

15_NreA-D27A-rev | CAA TCG CTG CAA AAG CAAATT | 65,3 D27A
TCT CTG

16_NreA-R73A-for GGT CTG GTA ATT GCA ACG 69,5 R73A
GGC TCT AG

16_NreA-R73A-rev | CTA GAG CCC GTT GCA ATT ACC | 69,5 R73A
AGA CC

17_NreA-Q125A-for | GTT ATT AGG AGC ACG CGA 69,5 Q125A
AGG TCG TC

17_NreA-Q125A-rev | GAC GAC CTT CGC GTG CTC CTA | 69,5 Q125A
ATA AC

18_NreA-F28V-for CAG AGA AAT TTG ATG TTG CAG | 67,2 F28V
CGATTGC

18_NreA-F28V-rev GCA ATC GCT GCA ACA TCA AAT | 67,2 F28V
TTCTCTG

19 NreA-W45F-for | GCG GTC ATT AAA TTT AAATAT | 66,2 WA45F
GCT TCC GG

19_NreA-W45F-rev | CCG GAA GCA TAT TTAAAT TTA | 66,2 W45F
ATG ACC

20_NreA-N51D-for GAA ATATGC TTC CGG CGA TAT | 72,1 N51D
CAA CTACCG C

20_NreA-N51D-rev | GCG GTA GTT GAT ATC GCC 72,1 N51D
GGAAGC ATATTTC
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21_NreA-N53D-for CTT CCG GCA ATATCG ATT ACC | 70,1 N53D
GCT ATC G
21_NreA-N53D-rev | CGA TAG CGG TAATCG ATATTG | 70,1 N53D
CCG GAA G
22_NreA-Y95L-for GAC AAA TTA GGT TTG CCG ATT | 66,2 Y95L
GTT TTG AG
22_NreA-Y95L-rev CTC AAA ACA ATC GGC AAA CCT | 66,2 Y95L
AAT TTG TC
23 NreA-E101Q-for | GTT TTG AGT CAA GCA CTAACA | 67,2 E101Q
GCAATG G
23 NreA-E101Q-rev | CCATTG CTG TTAGTG CTT GAC | 67,2 E101Q
TCAAAAC
24 NreA-L122F-for | GTT TAT GGT GCATTG TTT TTA | 69,7 L122F
GGA CAA CGC G
24 NreA-L122F-rev | CGC GTT GTC CTA AAA ACA ATG | 69,7 L122F
CAC CAT AAAC
25a_NreA-D27N-for | CAG AGA AAT TTAATT TTG CAG | 64,4 D27N
CGATTGC
25a_NreA-D27N-rev | GCA ATC GCT GCA AAA TTA AAT | 64,4 D27N
TTCTCTG
25b_NreA-D18N- CAA GAT GCT TTG AAT CAAATC | 66,8 D18N-E19Q-
E19Q-for (in Plasmid | AGA GAA ACA G D27N
mit D27N)
25b_NreA-D18N- CTG TTTCTC TGATTT GAT TCA | 66,8 D18N-E190Q-
E19Q-rev (in Plasmid | AAG CAT CTT G D27N
mit D27N)
25c_NreA- E22N-for | CAA ATC AGA CAA ACA GAG AAA | 63,3 D18N-E190Q-
(in Plasmid mit D18N- | TTT AAT GC E22N-D27N
E19Q-D27N)
25c_NreA- E22N-rev | GCATTA AAT TTC TCT GTT TGT | 63,3 D18N-E19Q-
(in Plasmid mit D18N- | CTG ATT TG E22N-D27N
E19Q-D27N)
26_NreA-L38N-for GCC AGA AGA TGG AAA TCATAG | 70,1 L38N
TGC GGTC
26_NreA-L38N-rev GAC CGC ACT ATG ATT TCC ATC | 70,1 L38N
TTCTGG C
27_NreA-L67E-for GAC CAG GAA AAG GTG AAG 69,5 L67E
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CTGGTCTG

27_NreA-L67E-rev

CAG ACCAGCTTCACCTTITTCC
TGGTC

69,5

L67E

Tabelle 3.9: Primer zur Konstruktion der BACTH-Konstrukte mit NreA, NreB und NreC.

rev

Primer Sequenz (5‘-39) m Schnittstelle
[°C]

A_BamHI-for CAT AAT AGT GAG GGG ATC CGATGT TG | 66,2 BamHI
A_EcoRlI-rev GCG TTA ATA AAT CTT GGA ATT CAT CAC | 66,2 EcoRI

GG
B_Xbal-for GGT TAG GGA GTT CTA GAG ATG AAATC | 64,2 Xbal
B_EcoRlI-rev CTT CAACTT GAATTC TCC TAT CGT TAA | 64,6 EcoRI

TC
C_Xbal-for CTG ATT AACTCT AGAAGACTTTAAG 59,2 Xbal
C_Kpnl-rev CTT TAT CGA CAG GTA CCAAAAATTC 60,9 Kpnl
puUT18nreA- TAT GGA TCC GAT GTT GAATAG TGT AAT | 66,7 BamHI
for-2 TGC
pUT18-nreA- TAT GAATTC CCCGGTTGC TTATTG ATT | 66,2 EcoRI
rev TC
pUT18nreAaa- | CTT GAG GGG GAG AAA GAT GTT GAG 69,1 Insertion von
for TAG TG AA damit
pUT18nreAaa- | CAC TAT TCAACATCTTTC TCC CCCTCA | 69,1 nreA im ORF
rev AG
pUT18nreB-for | TAT TCT AGA GAT GAA ATC AAT AAG CAA | 65,1 Xbal

CCG
puUT18nreB- ATAGAATTC TCAGTT ATT GGAACT TCC | 65,6 EcoRI
rev AAT G
pUT18nreC- TAT TCT AGA G ATG AAG ATAGTG ATT GC | 62,1 Xbal
for
pUT18nreC- ATAGGT ACCTCAAGTAACTTTTTCTTC |62,1 Kpnl
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Tabelle 3.10: Primer zur Konstruktion von pMW1949 und pMW1950.

Primer Sequenz (5°-3°) Tm [°C] | Schnittstelle
nreA-Pstl-for | TAT CTG CAG ATG AGA GGATCT C 60,1 Pstl
nreA-HindllI- CCAAGCTTCAGCTAATTAAGCTT 69,5 Hindlll
rev
nreB-Xbal-for | GAA TTG TGA GCG GAT AAC AAT TCC CCT | 70,9 Xbal
CTAG
nreB-Kpnl-rev | GCT TTG TTA GGT ACC GGATCT CAGTGG | 71,9 Kpnl
TG
Tabelle 3.11: Primer zur Konstruktion von pMW1532.
Primer Sequenz (5°-3°) Tm [°C] | Schnittstelle
nreBxBglll-for | CGT GAT AAA TTA CAA GAT CTA TTA ACG | 65,1 Balll
CAG
nreBxBglll-rev | CTG CGT TAA TAG ATC TTG TAA TTT ATC | 65,1 Balll
ACG
nreCxBglll-for | GAA AAA GTT ACT AGA TCT TTG ATG AAT | 65,1 Balll
TTT TGG
nreCxBglll-rev | CCA AAA ATT CAT CAA AGA TCT AGT AAC | 65,1 Bglll
TTITTTC
Tabelle 3.12: Primer zur Konstruktion von pMW1782.
Primer Sequenz (5°-3°) Tm [°C] | Schnittstelle
Lip_Xhol_for GGG ACT GGT TTA CTC GAG AAA CAA AAC | 69,5 Xhol
Lip_Bglll_rev | GTG CGC ATT AAG ATC TAG CGT TCATC 66,6 Bglll
Xhol-nreA-for | GGG AGA GAT GTT GAC TCG AGT AAT | 70,8 Xhol
TGCTTC
Xhol-nreA-rev | GAA GCA ATT ACT CGA GTC AAC ATC TCT | 70,8 Xhol
CCC
nreC-for GAT GAATTT TTG AGA TCT GTC GAT AAA | 62,7 Balll
G
nreC-rev CTT TAT CGA CAG ATC TCA AAA ATT CAT | 62,7 Balll

C
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Tabelle 3.13: Sequenzierungsprimer.

Primer Sequenz (5°-3°) Tm [°C] | Quelle

Sequ_nreA GGAGTG TTC CAT TATCTTATGC 58,4 Diese Arbeit
pBAD33_seq_for | TAG CGG ATC CTA CCT GAC GC 62,5 Parowatkin,

2012

pKT25-seq_for2 | GCG ATT CGG TGA CCG ATT AC 59,3 Witan, 2012
pKNT25-seq_for | CAC ACA GGA AAC AG CTAT GAC 57,9 Witan, 2012
pUT18C-seq_for | CTG GAA ACG GTG CCG GCG TC 65,5 Witan, 2012
pUT18-seq_for CCAAGC TTG CAT GCC TGC 58,2 Witan, 2012

3.2 Verwendete Medien zur Anzucht der Bakterien

3.2.1 Stammhaltung

Zur Aufbewahrung der konstruierten Stdmme wurden diese in die Stammbhaltung des
Institutes fur Mikrobiologie und Weinforschung, AG Unden, aufgenommen. Daflir wurde eine
5 ml Flassigkultur mit einer Bakterienkolonie angeimpft, etwa 16 h inkubiert (aerob, 37 °C)
und anschlieend in 2 ml frischem Medium und 2 ml Glycerin (50% v/v) aufgenommen. Zwei
Aliquots a 1 ml lagern in der Stammhaltung bei -80 °C.

3.2.2 Verwendete Medien
Medien und Lésungen, die steril zu verwenden waren, wurden autoklaviert oder bei
Hitzelabilitat sterilfiltriert (0,2 pl-Filter). Sofern nicht anders erwahnt, wurde zur Herstellung

destilliertes Wasser verwendet.

Fur die Zucht von E. coli Stammen wurden folgende Medien verwendet.

LB-Medium (Luria Bertani) nach Bertani, 1951
Pepton aus Casein (Pepton Nr. 140, Gibco) 10 g/l

Hefeextrakt (Serva) 59/

NaCl (Roth) 59/

optional bei Festmedien: Agar-Agar (Roth) 15 g/l

Fur die in vivo Cross-Linking Experimente wurde dem LB-Medium noch Glukose (100 mM,
Roth) zugefigt. Bei BACTH-Messungen wurden folgende Komponenten addiert:
Dimethylsulfoxid (20 mM, DMSO, Fluka) als Elektronenakzeptor, Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid (0,5 mM, IPTG, Fluka) als Induktor und optional Natriumnitrat (10 mM,
Fluka). FUr die qualitative Kontrolle der B-Galaktosidaseaktivitat wurden KAXI-Platten (LB-
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Agar mit Kanamycin, Ampicillin, 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galaktopyranosid (X-Gal))
verwendet.

Zur Erholung nach Transformationen, wurde SOC-Medium verwendet.

SOC-Medium (Super Optimal Broth) Sambrook und Russell (2001)
Pepton aus Casein (Pepton Nr. 140, Gibco) 20 g/l

Hefeextrakt (Serva) 5 g/l

NaCl (Roth) 0,584 gl

KCI (Roth) 0,19 g/l

MgCl, x 6 H,O (Fluka) 2,03 g/l

MgSO, x 7 H,O (Roth) 2,46 g/l

Glukose (Roth) 3,96 g/l

Fur die Zucht von S. carnosus Stammen wurden folgende Medien verwendet.

BM-Medium (Basal Medium) nach Gotz und Schuhmacher, 1987
Pepton aus Casein (Pepton Nr. 140, Gibco) 10 g/l

Hefeextrakt (Serva) 5gl/l

NaCl (Roth) 5gl/l

Na,HPO, x 2 H,0 (Roth) 1 g/l

Glukose (Roth) 149/

optional bei Festmedien: Agar-Agar (Roth) 15 g/l

Bei Zuchten fir eine anschlielende Lipaseexpressionsmessung wurde mBM-Medium
(modifiziertes Basal Medium) verwendet. Die modifizierte Form von BM-Medium enthalt kein
Na,HPO,. Dieses fiihrt zur Prazipitation im Lipasetestpuffer und behindert die Messung.
Optional wurde Natriumnitrat (10 mM) addiert.

Fur die qualitative Analyse der Lipaseexpression wurden Lipasetestplatten verwendet.

Lipasetestplatten

Pepton aus Casein (Pepton Nr. 140, Gibco) 10 g/l
Hefeextrakt (Serva) 5 g/l

NaCl (Roth) 5 g/l
Na,HPO, x 2 H,0 (Roth) 1,0% (v/v)
Tween-20 (Roth) 1% (v/v)
NaNO; (Fluka) 10 mM
Agar-Agar (Roth) 15 g/l
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Die Aufnahme der Wachstumskurve von S. carnosus erfolgte in K-Medium. Dieses beinhaltet
moglichst geringe Konzentrationen an Aminosauren, erlaubt aber gleichzeitig noch ein gutes
Wachstum. K-Medium (modifiziert, Krismer, 1999) setzt sich aus folgenden Einzelldsungen

in definierter Weise zusammen.

Losung-1: Phosphatpuffer pH 7
Na,HPO, (1M, Roth) / 20 mM
KH,PO, (1M, Roth)

Der pH-Wert wurde mit dem pH-Meter (Electrode BluelLine 12 pH, SCHOTT) eingestellt unter
Verwendung zweier Eichlésungen bei pH 4 und pH 7 (Roth).
Die einzeln angesetzten Pufferkomponenten wurden durch Erhitzen in L8sung gebracht und

anschliel3end vereinigt.

Ldsung-2: Kohlenstoffquelle
Glukose (2 M, Roth) 10 mM

Losung-3: 100x Salzlésung

MgSO, x 7 H,0 (Roth) 20 g/l
NH,CI (Roth) 50 g/l
NaCl (Roth) 50 g/l

Losung-4: 10x Aminosaurelésung

L-Prolin (Serva) 30 g/l
L-Arginin-HCI (Roth) 30 g/l
L-Serin (Roth) 30 g/l
L-Valin (+NaOH) (Roth) 40 g/l
L-Threonin (Roth) 20 g/l
L-Leucin (+NaOH) (Sigma) 20 g/l
L-Cystein-HCI (Merck) 59/

L-Glutamat (Roth) 59/

Alle Aminosaurelésungen wurden als separate Stammlésungen angesetzt und gelagert.
Teilweise missen diese durch Alkalisierung mit Natronlauge in Losung gebracht werden.

Gleiche Volumina werden anschliel3end zur Lésung-4 vereinigt.
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Lésung-5: 1000x Vitaminlésung

Cyanocobalamin (Vitamin B,,, Supelco) 100 mg/I
p-Aminobenzoesaure (Merck) 80 mg/I
Biotin (Vitamin H, Merck) 20 mg/l
Nicotinséure (Sigma) 200 mg/l
Calcium-D-Panthotenat (Vitamin Bs, Roth) 100 mg/I
Pyrodoxamin-2 HCI (Vitamin Bg, Merck) 300 mg/l
Thiamindichlorid (Vitamin B;, Roth) 200 mg/l
Riboflavin (Vitamin B,, Applichem) 200 mg/l
Ldsung-6: 1000x Spurenelementlésung

FeCl, x 4 H,O (Merck) 1500 mg/l
ZnCl, (Merck) 70 mg/l
MnCl, x 4 H,O (Fluka) 100 mg/l
Borsaure (ICN) 6 mg/I
CoCl, x 6 H,O (Sigma) 190 mg/l
CuCl, x 2 H,O (Merck) 2 mg/l
NiCl; x 6 H,O (Merck) 24 mg/l
Na,MoO, x H,O (Fluka) 36 mg/l

Die LOsung-2, LOsung-4, LOsung-5 und LOsung-6 wurden sterilfiltriert und bei 4 °C

aufbewabhrt.

1000 ml fertiges K-Medium setzt sich wie folgt zusammen: 50 ml Lésung-1, 5 ml Lésung-2,

10 ml Lo6sung-3, 100 ml Loésung-4, 1 ml Losung-5, 1 ml L6sung-6 und optional

10 mM Natriumnitrat. Nach dem Zusammengeben der Einzellésungen wurde das K-Medium

ebenfalls im Kihlschrank gelagert.

3.2.3 Benotigte Antibiotika

Alle Antibiotikastammlésungen wurden sterilfiltriert und zum handwarmen, autoklavierten

Medium hinzugefiigt. Bei Verwendung von mehr als einem Antibiotikum wurde nur 50% der

angegebenen Endkonzentrationen verwendet.

Die Stammlésungen und Endkonzentration sind in der Tabelle 3.14 angegeben.
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Tabelle 3.14: Stammlésung und Endkonzentration verwendeter Antibiotika.

Antibiotikum Stammldsung [g/l] Endlésung [mg/I]
Ampicillin (Amp, Roth) 50 100

Kanamycin (Kan, Roth) 50 50
Chloramphenicol (Cam, 20 (in Ethanol) 20 fur E. coli
Fluka) 10 fur S. carnosus
Tetracyclin (Tet, Fluka) 30 15

Erythromycin (Ery, Fluka) 2,5 (in Ethanol) 2,5

3.3 Kultivierung der Bakterien

Uber-Nacht-Kulturen wurden prinzipiell in Reagenzglasern mit 5 ml Flissigmedium und dem
entsprechenden Antibiotikum in aerober Schragschuttelkultur (Excella E24 Incubator Shaker
Series, Brunswick Scientific) bei 37 °C geziichtet. Bei Weiterverwendung der Uber-Nacht-
Kultur als Inokulum fir eine Hauptkultur, wurden entsprechende Komponenten, wie zum
Beispiel Nitrat, zugefiigt und alle Zuchtbedingungen angepasst. Demnach wurde fir eine
anaerobe Zucht die Uber-Nacht-Kultur als Standkultur im Brutschrank (Inkubator TR-1,
Braun) gezuchtet.

Fur Lipaseexpressionsmessungen wurden die Zellen einer Uber-Nacht-Kultur zunachst
durch Zentrifugation pelletiert (3.500 U/min, 5 min, RT) und in frischem Medium
aufgenommen. So wurde bereits gebildete Lipase entfernt. Die Hauptkultur wurde
anschlielend auf eine Zelldichte ODs75 von 0,1 (UV/Visible Spectrometer, Ultrospec 2100
pro, Amersham Biosciences) eingestellt. Eine Hauptkultur umfasste ein Volumen von 40 ml
mBM-Medium mit Chloramphenicol mit oder ohne Natriumnitrat und wurde bei aerober Zucht
in Schikanenkolben (300 ml) oder bei anaerober Zucht in gasdichten Muller-Krempelflaschen
(125 ml; Bilach, Schweiz) inkubiert. Anaerobiose wurde durch Begasen mit Stickstoff
(Reinheit >99,99%, Westfalengas; Begasung 3 x 15 sek) erreicht. Zum Entfernen der
atmospharischen Luft und der geldsten Gase wurde vor dem ersten und zwischen dem
Begasen Vakuum angeschlossen (3 x 15 min, KNF-Neuberger Membranpumpe Laboport 44).
Nach Erreichen von einer ODs75 von 0,5 wurde die Zucht beendet und Zelliiberstand durch
Zentrifugation (12.000 x g, 5 min, RT; 5415 D, F45-24-11 Rotor oder miniSpin plus, F45-12-
11-Rotor, Eppendorf) von den Zellen abgetrennt und bis zur Lipasequantifizierung kuhl
gelagert.

Fir die Uberproduktion von NreA-Hiss (pQE31-nreA) aus E. coli M15 wurde analog zum
QIAgen Handbuch gearbeitet. Die Hauptkultur aus 500 ml LB-Medium wurde mit
2% Inokulum angeimpft und in 2 I-Schikanenkolben aerob (180 U/min) bei 30 °C geziichtet.
Die Induktion mit 1 mM IPTG erfolgte nach 2 - 3 Stunden. Weitere 4 - 5 Stunden spater
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wurden die Zellen geerntet (5.0000 x g, 4 °C, 30 min; 5403, 16F6-38 Rotor, Eppendorf). Zur
Isolierung von NreA[NO;3]-Hiss wurde dem Medium 10 mM Natriumnitrat zugegeben und
stundlich weiteres Natriumnitrat (10 mM) addiert.

Fur die aerobe Uberproduktion von NreB-Hisg (0)CQE1nreB; Wieland et al., 1995; Fedtke et
al.,, 2002) aus S. carnosus wurden nach Miliner (2008) funf 2 I-Schikanenkolben mit je
480 ml BM-Medium und 6 ml Uber-Nacht-Kultur aerob (180 U/min) bei 37 °C geziichtet.
Nach 5 Stunden wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 33 mM Xylose (Roth, frisch
ansetzen) induziert. Die Zellernte erfolgte nach weiteren 6 Stunden Zucht.

Fur Protein-Interaktionsstudien mit dem BACTH-System wurden die Zuchten in deep well-
Platten (VWR) durchgefuhrt. Fur Vor- und Hauptkultur wurde je ein well mit einem
Kulturvolumen von 500 ul LB-Medium inklusive Ampicillin, Kanamycin, DMSO, IPTG und
optional mit Natriumnitrat, verwendet. Zum Animpfen der Vorkultur wurde eine Kolonie von
der Agarplatte nach 60 Stunden Wachstum (bei 30 °C) mit kleinen Porzellankligelchen
(Retsch 323540005) in das well Uberfuhrt. Nach 7 Stunden Wachstum wurde die Hauptkultur
mit 1,5% der Vorkultur inokuliert und nach Erreichen einer ODs;, von 0,25 - 0,5 flir den
anschlielenden p-Galaktosidase-Test verwendet. Die Zucht von Vor- und Hauptkultur
erfolgte bei 30 °C stehend, ohne die deep well-Platte zu bewegen. Zusatzlich wurde die
Hauptkultur im Anaerobentopf (OxoID) unter Stickstoffatmosphare inkubiert.

Fur die in vivo Cross-Linking Experimente wurde 400 ml Hauptkultur (LB-Medium mit
Glukose, Ampicillin, Chloramphenicol und optional Natriumnitrat) mit 2,5% Uber-Nacht-Kultur
inokuliert. Die Zucht erfolgte aerob bei 37 °C in 2-I Schikanenkolben bei 180 U/min. Die
Induktion der Plasmide erfolgte durch 200 ng/ml Anhydrotetracyclin (AHT, IBA-Solutions For
Life Science fiir pASK-IBA13"-Derivate) und 0,01% Arabinose (Roth, fiir pBAD33-Derivate)
bei einer ODs7g von 0,3 - 0,5. Anschlieend wurde bis zu einer ODs7g von 1,3 - 1,5 weiter
gezichtet, bevor 0,6% (v/v) Formaldehyd zum chemischen Cross-Linken hinzugefigt

wurden (20 min, 37 °C, Thermomixer Compact, Eppendorf).

3.4 Biochemische Methoden
Nach Zucht der Zellen und anschlie3ender Ernte durch Zentrifugation (Beckman Avanti JE,
JA10 Rotor, oder Beckman J2MC, JA14 Rotor, 5.000 U/min (Umdrehungen pro Minute),

30 min, 4 °C) wurden die Pellets bei -80 °C gelagert, oder direkt weiterverwendet.

3.4.1 Praparation der Proteine NreA, NreA[NO3] und aerobem NreB

NreA und NreA[NO;] wurden mittels AffinitAitschromatographie Uber eine Nickel-
NTA(Nitrilotriessigsaure)-Matrix analog des Standardprotokolls von Qiagen aufgereinigt.
Nach Resuspension der geernteten Zellen in 16 ml Puffer A wurden sie mittels French Press

(SLM-Aminco, 4 Durchléufe, 13,8x10 kg's?m™) aufgeschlossen. AnschlieRend wurden nicht
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aufgeschlossene Zellen und Zellpartikel durch einen weiteren Zentrifugationsschritt
abgetrennt (5403, 16F6-38 Rotor, Eppendorf, 8.000 rpm, 60 min, 4 °C, oder Heraeus®
Biofuge Primo R, Fixed Angle Highconic™ Rotor, Thermo SCIENTIFIC). Der Uberstand
wurde auf eine mit Puffer A (9 ml) &quilibrierte Nickel-NTA-S&aule gegeben (1,5 - 2 ml Nickel-
NTA-Agarose). Der Durchfluss wurde aufgefangen und ein zweites Mal auf die Saule
gegeben. Es wurde mit 13 ml Puffer B gewaschen und mit 8 - 9 ml Puffer C eluiert. Zur
Praparation von NreA[NOs] wurden 100 mM Natriumnitrat zu Puffer A und B,
beziehungsweise 20 mM Natriumnitrat zu Puffer C gegeben.

Die NreB-Préaparation erfolgte mit den gleichen Puffern, mit denen auch NreA isoliert wurde
und nach dem Protokoll von Millner, 2008. Nach Bestimmung des Zellnassgewichtes und
Resuspension in Puffer A (2 ml Puffer A / g Zellnassgesicht) wurden die Zellen mit
Glasperlen (@=0,1 mm, Roth; 4g / g Zellnassgesicht) in der Zellmihle (Vibrogen Vi-4)
aufgeschlossen mit 4 Durchlaufen a 2,5 min und jeweils ¥2 min Pause. Die Bindung an 3 ml
mit 30 ml Puffer A aquilibrierte Nickel-NTA-Agarose erfolgte Gber Nacht bei 4 °C in zusatzlich
200 ml Puffer A. AnschlieBend wurde mit 20 ml Puffer B gewaschen und 12 ml Puffer C
eluiert. Die erhaltenen Proteinausbeuten wurden nach Bradford (1976) ermittelt. Die

Lagerung der Proteine erfolgte nach Einfrieren in flissigem Stickstoff bei -80 °C.

Puffer A - Resuspensionspuffer

NaCl (Roth) 0,3M
Glycerin (Roth) 5% (v/v)
Imidazol (Roth) 0,01 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,2 aus 0,06 M

Na,HPO, (1M, Roth) / NaH,PO, (1M, Roth)

Puffer B - Waschpuffer

NacCl 1M
Glycerin 5% (v/v)
Imidazol 0,02 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,2 0,05 M

Puffer C - Elutionspuffer

NaCl 0,3M
Glycerin 5% (v/v)
Imidazol 0,15 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,2 0,05 M
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3.4.2 Dialyse

Das Prinzip der Dialyse beruht auf dem Entfernen oder Austauschen von kleinen Molekulen
oder lonen durch Einfiillen einer Proteinprobe in einen gequollenen Acetylzelluloseschlauch
(Roth 6,0, Ausschlussgrenze 8.000-10.000 Da), welcher nach Verschluss die Proteinprobe
zurick halt, aber die kleinen Molekille und Salze in den umgebenen Puffer entlang des
Konzentrationsgefalles entweichen I&sst.

Hier wurde das zur Elution verwendete Imidazol aus der Proteinprobe entfernt, da es bei
anschliel3enden in vitro Cross-Linking-Experimenten oder bei der Gelfiltration stérend wirken
kénnte. Es wurde fir Puffer D das Zehnfache des Probenvolumens gewahlt und tber Nacht
bei 4 °C dialysiert. Der Puffer wurde nach 16 und 18 Stunden getauscht.

Puffer D - Dialysepuffer

NacCl 0,1M
Glycerin 5% (v/v)
Natriumphosphatpuffer pH 7,2 0,056 M

3.4.3 In vitro Cross-Linking

Proteine, die miteinander Wechselwirkungen eingehen, missen in rdumlicher N&he
zueinander stehen und demnach auch ihre Aminosaurereste, die in die Umgebung zeigen.
Beim Cross-Linking verwendet man chemische Agenzien um diese Aminosdurereste
kovalent zu verknipfen und folglich vorhandene Protein-Protein-Interaktion zu fixieren und
nachweisbar zu machen. Formaldehyd (Methanal, Sigma), der einfachste Aldehyd, stellt
einen der Kleinsten Cross-Linker dar. Es modifiziert Proteine durch Reaktion mit
vorhandenen Amidgruppen (Abbildung 3.1). Anschlie3end kann es zwei Proteine verbinden,
die durch Protein-Protein-Interaktion wechselwirken, wie in dem Reaktionsschema in
Abbildung 3.1 gezeigt ist. Isoliertes NreA, NreA[NOs], NreB (aerob isoliert) und anaerob
isoliertes NreB (von A. Kretzschmar gestellt) wurden in der Konzentration 0,5 pg/1 pl und
1% (v/v) Formaldehyd in einem 20 pl-Reaktionsansatz zusammengegeben und fir 30 min
bei 26 °C inkubiert. Durch Zugabe von 2x SDS-Ladepuffer wurde die Reaktion getoppt. Die
Proben wurden mittels SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-gelelektrophorese)
aufgetrennt und durch Western Blot und Immunreaktion mit Anti-NreA- und Anti-NreB-Serum

analysiert.
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Abbildung 3.1: Chemische Verknupfung zweier Proteine mit Formaldehyd in Cross-Linking
Experimenten (nach Klockenbusch und Kast, 2010).

3.4.4 In vivo Cross-Linking

Formaldehyd ist membranpermeabel, sodass cyctoplasmatische Proteine in der Zelle in
ihrem transienten Interaktionsstatus stabilisiert und eingefangen werden kénnen (Abbildung
3.2). Nach 20 Minuten Inkubation mit 0,6% (v/v) Formaldehyd wurden die Zellen der
Hauptkultur durch Zentrifugation pelletiert und aufgereinigt, wie unter ,3.4.1 Praparation der
Proteine NreA, NreA[NO3] und aerobem NreB* beschrieben wurde. Im Anschluss wurden die
ersten vier gesammelten Fraktionen a 1,5 ml vereinigt und per Zentrifugation (5000 rpm,
30 - 60 min, 4 °C, Beckman J2MC; JA14 Rotor) auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt
(vivaspin 6, Amiconsaulen, Satorius stedim biotech).

Interaktion von
O Strep-tag Protein

Induktion mit . ) mit His-tag Protein
Arabinose Inkubation mit

F Idyehyd
— G | [
c=0

H~ e NTA-Saule
Induktion mit g
NreA’ AHT
— Zellaufschluss keine Protein-Protein
(French Press) Interaktion

“Step

Abbildung 3.2: Schematisches Beispiel der in vivo Protein-Protein-Interaktionsstudie mit der
His-Protein Interaktions Experiment (HPINE)-Methode von His-NreB mit NreA-Strep. Mit der
HPINE-Methode kann nachgewiesen werden, ob zwei Proteine in vivo miteinander interagieren, indem
sie nach Co-Transformation der codierenden Plasmide Uberexprimiert werden. Bei einer Interaktion
werden die Proteine durch den Membran-permeablen Formaldehyd chemisch verknipft. Nach einem
Zellaufschluss mit der French Press und Aufreinigung des His-tag tragenden Proteins mit einer Ni-
NTA Saule, wird der Interaktionspartner, hier mit Strep-tag kloniert, ebenfalls aufgereinigt. Zur
Qualifizierung dient ein Immunoblot.
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Nach Zugabe von 2x SDS-Ladepuffer wurden die Proben 5 Minuten bei 99 °C aufgekocht,
um Cross-Link-Bindungen wieder zu l6sen. Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE erfolgte
die Analyse durch Western Blot und Immunreaktion mit Anti-NreA- und Anti-NreB-Serum.
Die Durchfuihrung erfolgte in Anlehnung an die HPINE-Methode (His-Protein Interaktions-
Experiment, Graf et al., 2013).

3.4.5 Gelfiltrationsexperimente

Geloste Molekule kbénnen mit dem Prinzip der Gelfiltration nach ihrer Grofiie,
beziehungsweise ihres Molekilradius Uber eine Trennsaule aufgetrennt werden. Fir diese
chromatographische Methode verwendet man ein quervernetztes, granuldres, poréses
Polymerharz. Gro3e Molekiile eluieren schneller als kleine Molekiile, da nur die kleinen und
nicht die grofRen Molekule in die Poren der stationaren Phase eindringen und daher langer
von der stationdren Phase zurlickgehalten werden. Als stationdre Phase wurde die
Superdex75 (GE Healthcare Life Sciences) mit einer vernetzten Agarose-Dextranstruktur als
Saulenmaterial verwendet. Als mobile Phase diente der Laufpuffer E, der auf den
Elutionspuffer (Puffer C) der Proteinreinigung angepasst wurde. Es wurde ein Probevolumen
von 200 pl auf die Saule gegeben.

Alle Lésungen wurden mit doppeltdestilliertem Wasser (Milli-Qps 185, Millipore) angesetzt,

filtriert und entgast.

Laufpuffer E

Natriumphosphatpuffer pH 7,2 50 mM
NacCl 100 mM
Glycerin 5% (v/v)
NaNO; (optional) 40 mM

Zur Eichung wurden folgende Proteine verwendet.

Tabelle 3.15: Verwendete Eichproteine fur die Gelfiltration.

Eichproteine Molekulargewicht verwendete Konzentration
Lysozym (aus Huhnereiweil3, 14,3 kDa 2 mg/ml

Roth)

Carboanhydrase (Sigma) 29 kDa 3 mg/ml

Albumin (Roth) 66 kDa 3 mg/ml

NreB 80 kDa 2-2,5 mg/ml
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3.4.6 Western Blot durch semi-dry Immunoblotting und Antikdrperfarbung

Um die Proteine NreA und NreB bei den einzelnen Versuchsreihen spezifisch nachzuweisen,
wurde polyklonales Anti-NreA- und Anti-NreB-Serum verwendet. Nach Auftrennung der
Proteine abhangig von ihrer GréRe durch SDS-PAGE (200 V konstant, Mini PROTEAN®
Biorad-System) wurden sie auf eine Nitrocellulosemembran (Whatman™GE, Healthcare Life
Sciences) ubertragen. Fir diesen Transfer wurde der Aufbau in Abbildung 3.3A verwendet.
Dafiir wurden sowohl die Whatsman®-Filterpapiere als auch die Nitrocellulosemembran mit
Transferpuffer durchfeuchtet. Da die Proteine durch die Ummantelung mit SDS-Molekulen
negative Ladung besitzen, wandern sie Richtung Kathode. So werden sie bei angelegter
Spannung auf die dazwischen platzierte Nitrocellulosemembran transferiert. Der Westernblot
(Thermo Scientific Pierce Fast Semi-Dry Blotter) erfolgte 1 Stunde bei Raumtemperatur und
konstanter Stromstarke |, die abhéngig von der geblotteten Membranfliche wie folgt

berechnet wurde:

I [mA] = Membranfliache [cm?] x 0,8 mA/sz
Im  Anschluss wurde die Nitrocellulosemembran  mit  roter  Farbel6sung
(3% Trichloressigsaure, 2% Ponceau S) gefarbt, wodurch die transferierten Proteinbanden
sichtbar wurden.

Zur Absattigung der gesamten Nitrocellulosemembranflache mit Proteinen wurde diese tber
Nacht bei 4 °C (oder 1 Stunde bei RT) mit Blockingpuffer auf dem Kippschuttler (Duomax
1030, Heidolph) inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 10 ml Waschpuffer folgte die
Inkubation mit dem primaren Antikorper, entweder mit Anti-NreA- oder Anti-NreB-Serum
(1:2000), fur 2 Stunden bei RT (oder 1 Stunde bei RT). Zur Entfernung des priméren
Antikdrpers wurde erneut gewaschen (2-mal mit 10 - 15 ml a 5 - 10 Minuten). Dann wurde
mit dem sekundaren Antikdrper, Anti-Rabbit-HRP (= horseradish peroxidase), fir
2 - 2,5 Stunden inkubiert. Der Blot wurde danach erneut gewaschen (2-mal mit 10 - 15 ml a
5 - 10 Minuten), um nicht gebundenen Antikorper vor der Entwicklung zu entfernen. Die
Entwicklung erfolgte durch den chromogenen Farbstoff 4-Chloro-1-naphthol oder durch
Chemolumineszenz. Beide Entwicklungsmethoden basieren auf durch die HRP katalysierte
Reaktionen (Abbildung 3.3B). Bei der Chloronaphthol-Methode betrug die Entwicklungsdauer
zwischen 10 — 30 Minuten, wobei der Blot in der Losung bei RT auf dem Taumelschuttler
inkubiert wurde. Zur Detektion der Chemilumineszenz wurde die Lumineszenz durch
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrat (Millipore) erzeugt. Zu gleichen Teilen
wurden Luminolreagenz und Peroxidldsung (etwa 200 pl pro Blot) vermengt und auf den Blot

getraufelt. Im Folgenden wurde das fluoreszierende Licht auf einen Réntgenfilm (Amersham

32


http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=FD2E9E42-5056-8A76-4E10-C45934471211

Material und Methoden

Hyperfilm ECL oder Thermo Scientific) Gbertragen und dieser entwickelt (SRX-101 A, Konica

Minolta Medical und Graphical).

I
(A) | (B)
|
1
|
Filterpapier SDS-Gel Nitrocellulose-  Filterpapier :
3 Lagen membran 3 Lagen :
1
1
Kathode © :
|
N \ :
1
1
|
Anode @ }
|
1
1
1
1
1
1
!

Substrat Detektionssignal
der HRP O (Chemolumineszenz oder
Farbstoff)
O O

&Py —70 o
sekundare Peroxidase
Antikorper
primére
Antikérper

Nitrocellulose-

Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau des Blotters (A) und lllustration der Detektion beim

Western Blot (B).

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurden folgende Puffer verwendet.

Sammelgel (12%)

Sambrook und Russell (2001)

H,O 1,6 ml
0,5 M Tris/HCI (Roth) pH 6,8 1,3 ml
30% Acrylamid (Roth) 2ml
10% (w/v) SDS (AppiChem oder Roth) 50 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED, Fluka) 2 pl
10%  Ammoniumperoxodisulfat  (APS, 50 ul
Fluka)

Trenngel (10%) Sambrook und Russell (2001)
H,O 4 ml
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml
30% Acrylamid 3,3 ml
10% (w/v) SDS 0,21 ml
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 4 ul
10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 0,1 ml
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10x SDS-Laufpuffer

nach Laemmli, 1970

Tris (ICN) 250 mM
Glycin (AppliChem) 1,92 M
SDS (Roth) 1% (w/v)
2x SDS-Probenpuffer

Tris/HCI pH 6,8 100 mM
SDS 4% (Wiv)
Bromphenolblau (Janssen Chimica) 0,2%
Glycerin (Roth) 20%
Dithiothreitol (DTT, Sigma) (frisch add.) 200 mM

SDS-Gel Farbeldsung

Eisessig (Riedel de Haen)
Methanol (Roth)

Coomassie brillant blue (Serva)

10% (v/v)
5% (v/v)
24l

SDS-Gel Entfarbeldsung
Eisessig (Riedel de Haen)
Methanol (Roth)

10% (v/v)
5% (v/v)

Folgende Puffer und Lésungen wurden fur das semi-dry Western Blots benétigt.

Transferpuffer
Tris (ICN)
Glycin (Roth)
Methanol (Roth)

Towbin et al., 1979
25 mM
192 mM
20% (v/v)

10x PBS pH 7,5

NaCl (Roth) 1,37 M
KCI (ROTH) 27 mM
Na,HPO, (Roth) 0,1 M
KH,PO, (Roth) 20 mM
Waschpuffer

PBS 1x

Tween-20 (Roth)

0,1% (w/v)
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Blockingpuffer

PBS 1x
Milchpulver (Roth) 5% (v/v)
Tween-20 (Roth) 0,1% (w/v)

Anti-Serum-Ldsung

PBS 1x
Milchpulver (Roth) 3% (v/v)
Anti-Serum:

Anti-NreA-, Anti-NreB-Serum 1:2.000

(2. Blut aus dem Kaninchen, polyklonal)  1:2000-1:8.000
Anti-Rabbit-HRP

(aus der Ziege, igG - ganze Molekdl,

gekoppelt an alkalische Phosphatase;

Sigma)

Losungen zum Entwickeln der Western Blots

Chemolumineszenzentwicklung mit

Luminolreagenz etwa 200 pl pro Blot
Peroxidlosung

Millipore Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)

Chloronaphtolldsung

4-Chloro-1-naphtol (Sigma) 300g/I
in 200 ml/l Ethanol (Roth) l6sen

Tris/HCI pH 7,7 80 mM
H,0, (30%, Fluka) 500ul/

3.4.7 Bestimmung der Lipaseaktivitat fir narG-lip Reportergenstudien

3.4.7.1 Qualitative Bestimmung der Lipase

Zur qualitativen Kontrolle der Lipaseaktivitat von NreA und NreA-Mutanten wurde den BM-
Agarplatten (mit Chloramphenicol) das nichtionische Tensid Tween-20 (Polyoxyethylen(20)-
sorbitanmonolaurat) zugefugt. Lipase spaltet Tween-20, wobei Dodecansdure (Ci,H24053)
entsteht. Dodecansaure bildet farblose Nadeln. Diese Kristallnadeln sind deutlich als wolkig-

weil3er Tribungshof um die Bakterienkolonie erkennbar.
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3.4.7.2 Quantitative Bestimmung der Lipase

Fir die Analysen von NreA und NreA-Mutanten wurde die Reportergenfusion narG-lip
verwendet. Diese besteht aus einer Fusion des Promotors der Nitratreduktase mit dem
Lipasegen lip. Verwendet wurden pMW1040 und Derivate (bzw. pMW1041-Derivate fur
NreA(F28A), NreA(W45A), NreA(R55A) und NreA(R126A)).

Da die exprimierte Lipase ins Medium sekretiert wird, kann die Lipaseaktivitat im zellfreien
Uberstand bestimmt werden. Ein Zellaufschluss muss nicht durchgefihrt werden. Der
verwendete Lipasetestpuffer wurde vor Reaktionsstart mit Substrat (5 mM
p-Nitrophenylcaprylat, Sigma) durch Vortexen (Vortex Genie2, Scientific) emulgiert. Durch
die Lipase-katalysierte Esterspaltung des Substrates entsteht p-Nitrophenolat. p-
Nitrophenolat ist im basischen Milieu gelb gefarbt und somit photometrisch quantifizierbar
(Abbildung 3.4). Der Nachweis wurde in 96-well Platten (PS, F-bottom, Greiner bio-one)
durchgefihrt, indem 225 pl Puffer mit 25 pl Kulturiberstand zusammengegeben wurden.
AnschlieRend wurde die Extinktionszunahme (m) bei 415 nm Uber einen Zeitraum von 20
Minuten im Mikrotiterphotometer (EL808, Gen5-Software) detektiert. Zur Auswertung diente
der ermittelte, spezifische molare Extinktionskoeffizienten & von 15,188 x 10° molg*cm™
(bestimmt mit 4-Nitrophenol, Merck). Es wurde die spezifische Lipaseaktivitat (sLA) (U/g dw)
ermittelt. Die spezifische Lipaseaktivitat ist der Quotient aus der Lipaseaktivitdt [U] (Menge
Lipase, die 1 pmol Substrat in einer Minute umsetzt) und dem Zelltrockengewicht (dw). Das
Zelltrockengewicht wird aus der ODs7g kalkuliert (1 ml Zellsuspension mit einer ODs7g von 1
entspricht einer Zelltrockenmasse von 0,254 mg). Die spezifische Lipaseaktivitat [U/g dw] ist
demnach das Mal3 der Reportergenaktivitat und wurde wie folgt berechnet:

m [E415/

, e U _ umol min]
spez. Lipaseaktivitat [ /mg dw] =33 X [ /min 2 g]x OD—570

_om

ez

g 0
o”® i -2 o” * )I\/\/\/\
J'k/\/\/\ Hpase HO CHs
o CHs OH
+2 OH
-2 OH-
-2 H,0
A +2 H0
(o]
N
04@ * )J\/\/\/\
9 CH,

gelb

Abbildung 3.4: Reaktionsschema der Lipasekatalyse. Lipase katalysiert die Esterspaltung des
Substrates p-Nitrophenylcaprylat zu Capronsaure und p-Nitrophenol. Unter basischen Bedingungen
liegt p-Nitrophenol deprotoniert und gelb gefarbt vor. p-Nitrophenol ist bei einer Wellenlange von 415
nm photometrisch quantifizierbar.
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Lipasetestpuffer Rosenstein et al., 1992
CaCl, x 2 H,O (Roth) 10 mM

Triton X-100 (Roth) 0,1% (v/v)

Tris/HCI pH 9 20 mM

3.4.8 Das Bacterial Two-Hybrid (BACTH) System

Far die Messungen von Protein-Protein-Interaktionen wurde das Bacterial Two-Hybrid
System verwendet (Karimova et al., 1998). Das Prinzip basiert auf der Refunktionalisierung
der katalytischen Domane der Adenylatzyklase aus Bordetella pertussis aus den beiden
Fragmenten T25 und T18. Urspringlich werden beide Fragmente T25 und T18 als
zusammenhangende Sequenz exprimiert und katalysieren die Umsetzung von ATP zu
CcAMP. Bei einer genetischen Trennung der Gene von T25 und T18 werden zwei separate
Polypeptid-Doménen gebildet, die keine katalytische Aktivitdit mehr aufweisen (Abbildung
3.5). Die katalytische Aktivitat der Adenylatzyklase kann wieder hergestellt werden, indem
T25 und T18 durch externes Einwirken zusammengebracht werden. Dies kann erreicht
werden, indem an T25 ein Protein | und an T18 ein Protein Il fusioniert werden. Sofern
Protein | mit Protein Il interagiert, konnen sich T25 und T18 aufgrund der raumlichen N&he
zur aktiven Adenylatzyklase refunktionalisieren. Interagiert Protein | nicht mit Protein II,
bleiben T25 und T18 getrennt und inaktiv (nicht gezeigt). Im Folgenden reguliert die Menge
an gebildetem cAMP die Menge an exprimierter B-Galaktosidase. Die p-Galaktosidase ist
Uber B-Galaktosidasemessungen quantifizierbar, kann in Miller Units angegeben werden und

ist letztlich das Maf der Protein-Protein-Interaktion.
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(A) (B) . cy )
Adenylatzyklase getrennte Doméanen interagierende Doméanen
C /N
N c N C
ATP ———> cAMP + PP, ATP —@% ATP ———> cAMP + PP,
aktiv inaktiv aktiv
(D) .
Aktivierung
CAP) *+ cAMP — > GCAP[cAMP
] | lacz \
CAPICAMP Vv’

abhangiger
Promotor I_) [-Galaktosidase

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des Funktionsprinzip des BACTH-Systems nach
Karimova et al., 1998. Die aktive Adenylatzyklase aus Bordetella pertussis bildet aus ATP cAMP und
setzt sich aus den Fragmenten T25 und T18 zusammen (A). Die genetische Trennung von T25 und
T18 fuhrt zum Verlust der katalytischen Funktionalitat (B). Durch Proteinfusionierung von T25 an
Protein | und T18 an das mit | interagierende Protein Il, kann die Adenylatzyklase refunktionalisiert
werden (C). cAMP bindet mit CAP (catabolic activator protein) an spezifische Promotoren. Dadurch
wird B-Galaktosidase exprimiert (D)

Fur die Konstruktion solcher Hybridproteine aus Protein | oder Il mit T25 oder T18 stehen
vier Ausgangsvektoren zur Verfiigung. Dabei besitzen das Vektorenpaar pKT25 und pKNT25
neben der fiir T25 codierenden Sequenz eine Kanamycinresistenz (Kan®) und den
Replikationsursprung poril5. Das Vektorenpaar pUT18C und pUT18 codiert fir die Sequenz
von T18 und unterscheidet sich in der Resistenzkassette (Ampicillinresistenz, Amp~) und
dem Replikationsursprung ColE1 ori von pKT25/pKNT25. Die Vektoren pKT25 und pUT18C
besitzen die Multiple Cloning Site (MCS) vor dem 5'-Ende der codierenden Sequenz fur T25
beziehungsweise T18, sodass die Fragmente an den N-Teminus des einklonierten Proteins
fusioniert vorliegen. Den umgekehrten Fall erhalt man bei Verwendung der Vektoren
pKNT25 und pUT18. Dort liegt die MCS am 3'-Ende der codierenden Sequenz fir T25
beziehungsweise T18, sodass T25 bzw. T18 C-terminal an das einklonierte Zielprotein
geknipft werden (Abbildung 3.6). Die schematische Darstellung aller konstruierten,

maoglichen Fusionsproteine ist in Abbildung 3.7 gezeigt.
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pKT25 plac 25 MCS —( Kan® p150ri  femm

pKNT25 plac ] MCS t25 KanR p150ri  fmmm

t18 ’ MCS AmpF
pUT18 oiac ) Mcs t18 ,_..)_ AmpR

Abbildung 3.6: Ursprungsvektoren des Bacterial Two-Hybrid System (BACTH) in
schematischer Darstellung. Das Vektorpaar pKT25 und pKNT25 kodiert fur die T25-Doméne (25,
ocker), das Vektorpaar pUT18C und pUT18 fir die T18-Doméane (t18, dunkelgrau). Zuséatzlich ist
dargestellt, ob die Multiple Cloning Site (MCS) vor oder hinter t25 und t18 liegt. Die
Resistenzkassetten (KanR; AmpR) und die Replikationsurspriinge (pl5ori; ColE1 ori) der einzelnen
Vektoren sind gezeigt. Die Expression des in die MCS klonierten Gens unterliegt der Kontrolle des
plac-Promotors. Der plac-Promotor ist IPTG-induzierbar. Bei Einfligung einer Gensequenz in die MCS
ergibt sich bei pKT25 und pUT18C ein N-terminales, bei pKNT25 und pUT18 ein C-terminales
Fusionsprotein.

ColE1 ori s

pUT18C

—
—_

ColE1 ori  jum

i 484

Fiar die Interaktionsmessungen ist es notig den cya(Adenylatzyklase)-negativen Stamm
BTH101 zu verwenden und flr zuverlassige Ergebnisse die anschlieend erhaltenen
Bakterienkolonien nicht langer als eine Woche zu verwenden. Zum Einbringen der
Fusionsplasmide wurden je 15 ng Plasmid-DNA in elektrokompetente BTH101 Zellen co-
transformiert und mittels KAXI-Platten selektioniert. Als Positivkontrolle fir eine
Refunktionalisierung der Adenylatzyklase wurden die Plasmide pT25-zip und pUT18C-zip
verwendet. Diese verfligen Uber je ein Fragment der stark miteinander interagierenden
Leucinzipperdomanen des Transkriptionsfaktors GCN4 aus Hefen, je einmal fusioniert mit
T25 bzw. T18.

Fusionsproteine von pKNT25-Derivaten Fusionsproteine von pUT18-Derivaten

(o = )

P > 2 o op

Fusionsproteine von pKT25-Derivaten Fusionsproteine von pUT18C-Derivaten

>

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der konstruierten Fusionsproteine des Bacterial
Two-Hybrid System (BACTH). Gezeigt sind alle moglichen Kombinationen NreA, NreB und NreC mit
T18 und T25 zu fusionieren, nachdem nreA, nreB und nreC in die MCS aller vier Ursprungsvektoren
(Abbildung XX) kloniert wurden.
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3.4.9 Bestimmung der B-Galaktosidase

3.4.9.1 Qualitative Bestimmung der B-Galaktosidase

Zur qualitativen Kontrolle von Nre-Interaktion im BACTH-System wurde KAXI-Platten (LB-
Agar mit Ampicillin, Kanamycin und IPTG) das chromogene Substrat 5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-B-D-galaktopyranosid (X-Gal) zugefiigt. B-Galaktosidase hydrolysiert X-Gal zu
Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl (Abbildung 3.8). Letzteres wird durch Sauerstoff in
den blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-Indigo umgewandelt. Blau gefarbte Kolonien

weisen auf Interaktion hin.

p-Galaktosidase H@\
&/ i S > \\
+ Hzo\

HO OH
HO

Abbildung 3.8: Qualitativer fB-Galaktosidasenachweis. 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galakto-

pyranosid (X-Gal) wird durch B-Galaktosidase zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydrolysiert.
Der blaue Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo entsteht durch oxidative Dimerisierung.

3.4.9.2 Durchfuhrung und quantitative Bestimmung der B-Galaktosidase

Bei der Verwendung von deep well-Platten fur den Zellaufschluss wurde wie folgt
vorgegangen. Nach Bestimmung der Zelldichte ODs;o in 96-well Platten, wurden 100 ul
Zellkultur in deep well-Platten mit 900 pl vorgelegtem p-Galaktosidasepuffer pipettiert. Der
Zellaufschluss erfolgte durch 30-maliges Hoch-und Runterziehen von 800 ul des Gemisches
in eine 1200 pl-Pipettenspitze (RAININ Multidispersionspipette, E4 XLS 100 - 1200 pl LTS).
Im Anschluss wurden Chloroform und Zellfragmente per Gravitation abgetrennt (15-minutige
Inkubation bei Raumtemperatur). Der Uberstand wurde in Vierfachbestimmung auf
B-Galaktosidaseaktivitat tberprift. Fur die Quantifizierung wurden 170 pl Uberstand in eine
96-well-Platte (PS, F-bottom, Greiner bio-one) pipettiert, 10 Minuten bei 30 °C inkubiert und
mit 30 pl Substrat ortho-Nitrophenyl- B-D-galaktopyranosid (ONPG) vermengt. Durch Zugabe
von 50 pl NaCO; wurde die Reaktion nach 20 Minuten gestoppt und die Extinktion bei
415 nm im Mikrotiterphotometer (EL808, Genb5-Software) gemessen. Der quantitative
Nachweis fiir die Nre-Interaktion im BACTH-System erfolgte folglich mit dem chromogenen
Substrat ONPG. p-Galaktosidase hydrolysiert ONPG in Galaktose und ortho-Nitrophenol
(Abbildung 3.9).
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H OH H OH
B-Galaktosidase o .
HO - HO
o + H0 OH HO

HO NO, HO NO,

Abbildung 3.9: Quantitativer p-Galaktosidasenachweis. f-Galaktosidase hydrolysiert o-
Nitrophenyl-B3-D-galaktopyranosid (ONPG) zu Galaktose und o-Nitrophenol. o-Nitrophenol ist bei einer
Wellenlénge von 415 nm quantifizierbar.

Letzteres wurde nach Bestimmung der Extinktion bei 415 nm zur Berechnung der
B-Galaktosidaseaktivitat in Miller Units [MU] verwendet (Miller, 1972). Miller Units [MU] sind

demnach das Malf3 der Reportergenaktivitat und wurden wie folgt berechnet:

1000 X AE,;s

B — Galaktoseaktivitit in Miller Units [MU] = £ fmin] X V [mllx AEorg

Hierbei wurde konstant gewahlt: t = 20 min und V = 100 pl.
Durch Vergleich der Hohe der Miller Units mit der Negativkontrolle (garantiert nicht
interagierende Proteine, Zip und NreA) konnten letztlich Rickschlisse auf Protein-Protein-

Interaktionen gezogen werden.

B-Gal-Puffer pH7

Kaliumphosphat-Puffer 100 mM
aus K,HPO, (Roth) und KH,PO, (Roth)

KCI (Roth) 10 mM
MgCl, (Roth) 1 mM
B-Mercaptoethanol (Roth) 2,7 mi/l
900 pl/well

Komponenten fur den B-Galaktosidase Test

ONPG 4 mg/ml, 30 pl/well
(o-Nitrophenyl-pB-D-galaktopyranosid, Roth)

Na,COs; (Fluka) 1M, 50 pl/well
CHCI; (Chloroform, Roth) 20 pl/well

0,1% SDS-L6dsung (Roth) 40 pl/well
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3.5 Genetische Methoden

Molekulargenetische Standardmethoden, wie Polymerasekettenreaktion (PCR), Restriktion
und Ligation von DNA wurden basierend auf Sambrook und Russell (2001) durchgefuhrt.

Die bendtigten Oligonukleotide fir die PCR und komplementdre Mutageneseprimer wurden
von Eurofins MWG (Ebersberg) oder Sigma-Aldrich erstellt. Die verwendeten
Restriktionsenzyme wurden von der Firma Fermentas, Thermo Fisher Scientific (St. Leon-
Rot) bezogen. Die Isolierungen und Reinigung von PCR-Produkten und Ligationsanséatzen
erfolgten mit PCR Purification Kits von Qiagen (Hilden, QIlAquick), Stratagene (USA) oder
Sigma-Aldrich. Die Isolierungen und Reinigung von Plasmiden wurde mit Plasmid-Mini-Kits
von Qiagen (Hilden), Stratagene (USA) oder Sigma-Aldrich durchgefiihrt. Vektor-DNA wurde
mit einer alkalischen Phosphatase (SAP, Fermentas) dephosphoryliert. Ligationen mit einer
T4-Ligase (Thermo Scientific) wurden bei 16 °C tber Nacht und meist im molekularen Vektor
zu Insert Verhaltnis von 1:5 oder 1:10 durchgefiihrt. Die Ligationsansatze wurden ohne
Fallungsschritt weiter verwendet. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte in
Mikroliterklivetten im Biophotometer (Eppendorf). Die gerichtete Mutagenese wurde in
Anlehnung an das QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene (USA) mit den
Polymerasen Pfu (Fermentas, Thermo Fisher Sientific) PfuUltrall (Stratagene, USA) oder
Phusion (Finnzymes) und der Endonuclease Dpnl (Fermentas, Thermo Fisher Scientific)
durchgefiuhrt. Es wurden selbst hergestellte hitzekompetente XL1-Blue Zellen verwendet. Die
Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen (JM109, BTH101) fand nach Farinha et al.
(1990) statt. Die Herstellung elektrokompetenter S. carnosus Zellen (m1, AnreA) fand nach
Lofblom et al. (2006) statt. Zur Einbringung von Plasmiden in E. coli Zellen wurde
Elektroporation (Dower et al., 1988, Elektroporationsgerat EasyjecT Prima EQUIBIO, oder
Eppendorf) oder Hitzeschock (Froger & Hall, 2007) angewendet. Eine Co-Transformation
von mehr als einem Plasmid (mit unterschiedlichen Replikationsurspriingen und
Resistenzen; Novick, 1987) wurde auch mittels Elektroporation durchgefiihrt. Alle
molekulargenetisch erstellten Plasmidkonstrukte wurden durch Sequenzierung bestétigt,
indem sie mittels designter Sequenzierungsprimer von den Firmen Genterprise (Mainz) und

Agowa LGC (Berlin) tberprift wurden.

3.5.1 Herstellung hitzeschockkompetenter Zellen und Durchfiihrung des Hitzeschocks
Zur Herstellung von hitzekompetenten Zellen wurde nach aerober Zucht in LB-Medium zum
Beginn der log-Phase (ODsz;s 0,5 - 0,6) das Wachstum durch mindestens 10 min(tige
Inkubation auf Eis gestoppt. Anschliel3end erfolgte ein Entfernen der Salze durch mindestens
zweifaches Waschen mit TSB-Medium (etwa 0,1 ml pro ml Zucht) und erneute 10 Minuten
Inkubation auf Eis. AbschlieRend wurden die Zellen in TSB-Medium resuspendiert (10 pl pro

ml Zucht) und umgehend bei -80 °C eingefroren und gelagert. Fir die anschlielBende
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Hitzeschocktransformation wurden Aliquots a 50 ul bendtigt. Dieser erfolgt analog dem
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit. 1,5 pl Dpnl-verdautes Mutagenese-PCR-Produkt
wurde zu den hitzekompetenten Zellen gegeben, 30 Minuten auf Eis gehalten, bei 42 °C fur
45 Sekunden erhitzt und abschlieRend 2 Minuten auf Eis gekuhlt. Dann wurden die Zellen
1,5 bis 2 Stunden in 1 ml SOC-Medium bei 37 °C geschittelt und auf Antibiotika-haltigen
Agarplatten ausplattiert.

TSB-Medium Sambrook und Russell (2001)
Polyethylenglycol (PEG 6000) 10% (w/v)

MgSO, x 7 H,O (Roth) 10 mM

MgCl, (Fluka) 10 mM

Glycerin-MOPS Sambrook und Russell (2001)
MOPS (Roth) 1 mM

Glycerin (Roth) 15% (v/v)

3.5.2 Elektroporation bei S. carnosus und Herstellung elektrokompetenter S. carnosus
Zellen

Zur Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurde nach aerober Zucht in 500 ml BM-
Medium bis zur ODszs von 0,6 - 0,7 das Wachstum durch 15 minitige Inkubation auf Eis
gestoppt. AnschlieRend wurden die Zellen in dreimal mit eiskaltem Wasser und dann dreimal
mit eiskaltem 10%igen Glycerin (v/v) gewaschen (je 30 ml, 15 ml, 8 ml). Anschliel3end
wurden sie in 1 ml Elektroporationspuffer aufgenommen und a 60 pl aliquotiert. Vor der
Verwendung wurden sie mindestens 24 Stunden bei -80 °C gelagert.

Zur Durchfiihrung der Elektroporation wurden die Zellen etwa 5 Minuten auf Eis aufgetaut
und weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde DNA
(mindestens 5 pg) addiert und 10 Minuten spater ,elektroporiert‘. Dann wurden die Zellen
2 Stunden in 1 ml BM-Medium bei 37 °C geschiittelt und auf Antibiotika-haltigen Agarplatten

fur etwa 50 Stunden inkubiert.

Elektroporationspuffer nach Lofblom et al., 2006
D-Saccharose (Roth) 0,5 mM
Glycerin (Roth) 10% (v/v)

3.5.3 Plasmidisolierung aus S. carnosus
S. carnosus besitzt als Gram-positiver Organismus eine dicke Mureinschicht. Die

Mureinschicht muss besonders aufgebrochen werden, um eine gute Plasmidausbeute zu
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erhalten. Hierfur wurde wahrend der Plasmidpaparation ein Zwischenschritt eingefugt. Die in
Resuspensionspuffer aufgenommenen Zellen wurden mit Mikroglaskugeln (@ = 0,1 mm) in
einem FastPrep-Gerat (FastPrep®-24, Biomedicals) bei 5 m/sek (10 — 20 Sekunden)
mechanisch zerstort. Beim spéteren Zentrifugationsschritt wahrend des Standardprotokolls
wurden die Mikroglaskugeln entfernt, bevor die DNA-Bindes&ule beladen wurde.

3.5.4 Polymerase-Ketten-Reaktion zur Amplifikation von DNA

Die Polymerase-Ketten-Reaktion, welche DNA durch ihre zyklische Abfolge von
Denaturierung, Annealing und Elongation vervielfaltigt, wurde zur Amplifikation gewinschter
Gene (Mullis et al., 1986) und fur Mutagenesestudien verwendet. Die PCR wurde im iCycler
(Biorad) oder MyCycler (Bioread) durchgefihrt.

PfuUltra Phusion
PCR-Puffer inkl. MgCl, 5 ul PfuUltra-Puffer 10 pl HF-Puffer
Dimethylsulfoxid (1M) - 1l
forward/reverse Primer je Primer 0,5 uM je Primer 0,5 uM
dNTP Mix (10 mM) je 250 uM je 250 uM
Template DNA 50-200 ng 10-200 ng
Polymerase 1U 1U
dest. H,0 auf 50ul auffullen auf 50ul auffullen
PfuUltra Phusion
1. Initiale Denaturierung 95 °C /2 min 98 °C/ 30 sek
2. Denaturierung 95 °C/ 30 sek 98 °C /10 sek
3. Annealing Tm - 5°C/ 30 sek Tu + 3°C /20 sek
4. Elongation 72 °C /1 min/kb 72 °C, 15 - 30 sek/kb
5. Finale Elongation 72 °C /10 min 72 °C, 7 min

25 - 35 Zyklen
der Schritte 2. bis 4.

Abhangig von den verwendeten Polymerasen, den Nukleotidlangen, der gewinschten
Amplifikate und den spezifischen Primerschmelzpunkten wurden die PCR-Protokolle in den
einzelnen Versuchen angepasst. Als Richtwert fur die Annealingtemperatur wurde immer von

den Primerschmelzpunkten der Hersteller ausgegangen.
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3.5.5 Gerichtete Mutagenese mittels PCR

Der Austausch spezifischer Aminoséaurereste innerhalb eines Proteins ist durch gerichtete
Mutagenese mdoglich. Basierend auf dem Protokoll von QuikChange Site-Directed-
Mutagenesis Kit (Stratagene) kann der gewilnschte Austausch auf Genebene unter
Verwendung von spezifischen Primern erreicht werden. Dabei wird der gesamte Vektor
inklusive des einklonierten Gens amplifiziert. Das verwendete Primerpaar ist zueinander
revers komplementéar und fast komplementér zur Gensequenz des Zielproteins. Lediglich das
Codon des gewiinschten zu mutierenden Aminoséaurerestes wird variiert. Zur Isolierung des
PCR-Produktes mit der variierten Gensequenz wird mittels der Restriktionsendonuklease
Dpnl das methylierte Elternplasmid abgebaut. Der Ansatz wird anschlie3end in XL1-Blue
E. coli Zellen transformiert und entsprechend selektiert. Die Mutagenesen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden in das Plasmid pMW1040 eingefiigt. Zur Sequenzierung wurde
der erstellte spezifische Sequenzierungsprimer Sequ_nreA verwendet, welcher 61 bp vor
dem Transkriptionsstart von nreA bindet.

Aufgrund der GréRRe von 11 kb von pMW 1040 wurde Uberwiegend die PfuUltrall verwendet,

welche sehr schnell ist und zudem zuverlassige Ergebnisse lieferte.

PfuUltrall
PCR-Puffer inkl. MgCl, 5 ul PfuUltrall-Puffer
forward/reverse Primer je 125 ng
dNTP Mix (10 mM) je 250 uM
Template DNA 50 ng
Polymerase 1-25U
dest. H,0 auf 50ul auffillen
PfuUltrall > 10kb Phusion
1. Initiale Denaturierung 92 °C/2min 98 °C/ 30 sek
2. Denaturierung 92 °C /10 sek 98 °C/ 10 sek
3. Annealing Twm - 5°C /20 sek Tu + 3°C /20 sek
4. Elongation 68 °C / 30 sek/kb 72 °C, 15 — 30 sec/kb

Zyklen 2.-4.
20-25 Wiederholungen

Der gesamte PCR-Ansatz wurde im Anschluss fur den anschlieBenden Dpnl-Verdau

verwendet.
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3.5.6 Kontrolle von PCR-Produkten und Plasmiden

Zur Kontrolle auf eine erfolgreiche PCR wurden Agarosegelelektrophoresen durchgefihrt.
Diese trennen die DNA-Fragmente nach ihrer Grof3e auf, welche mittels eines Standards
(1kb-ladder, Fermentas) verglichen werden konnten. Analog wurden Plasmide auf eine
erfolgreiche Klonierung uberprift, wobei hier eine Restriktion zum Wiederausschneiden des

Inserts voranging.

3.5.7 Puffer fur die Agarose-Gelelektrophorese

50x TAE-Puffer pH 8

Tris (Roth) 242 gl
Essigsaure (Roth) 0,571% (v/v)
Na,-EDTA (Roth) 50 mM

1%-Agarosegele

Agarose (Roth) 10 g/l
Ethidiumbromid (Roth) 25 i
[6sen in 1x TAE-Puffer und in der
Mikrowelle (900, Alaska) aufkochen

3.5.7 Konstruktion von Plasmiden

3.5.7.1 Konstruktion des Vektors pMW1782

Um zu messen, unter welchen Bedingungen und zu welchen Zeitpunkten der
Wachstumsstadien von Staphylococcus carnosus das nreABC-Operon exprimiert wird,
wurde in Anlehnung an die narG-lip Fusion von pMW1001 ein Reportergenplasmid mit einer
nreA-lip Fusion konstruiert. Von dem Plasmid pPS44 (Peschel et al., 1993) wurde das
Lipasegen (lip) aus Staphylococcus hyicus amplifiziert um es in den Zielvektor pMW418 zu
klonieren. Mit den Primern Lip_Xhol_for und Lip_Bglll_rev wurden wahrend der PCR die
Schnittstellen Xhol und Bglll eingefiigt um eine gerichtete Klonierung des lip-Gens zu
gewahrleisten. In den Vektor pMW418 wurden die Restriktionsschnittstellen durch
zielgerichtete Mutagenese eingefligt. Die Xhol-Schnittstelle wurde in das nreA-Gen und die
Bglll-Schnittstelle hinter nreC eingefuigt. Das Ligationsprodukt pMW1782 besitzt folglich die
Reportergenfusion nreA-lip. Zur Gewahrleistung des richtigen Abstandes des lip-Gens zum
nativen Promotor von nreABC, wurde das Volllangen-lip in den open reading frame von nreA
kloniert (Abbildung 3.10). Es wird also eine Proteinfusion NreA‘-‘Lip exprimiert, welche noch
die ersten drei Aminosaurereste von NreA tragt. Im pMW1782 steht die Lipaseexpression

unter der Kontrolle des nreABC-Promotors und kann nach Expression und Sekretion ins
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Medium photometrisch quantifiziert werden. Untersuchungen mit pMW1792 wurden im

Rahmen der Diplomarbeit von S. Handel durchgefiihrt (2013).

Xhol-Einfligung

/ Xhol

Austauschvon
nreA, nreB und nreC
gegen lip aus
pPS44, hinter dem
PnreA-Promotor

—>

nreB

PRB473(nreABC)
8300bps nreC

pPMW418

PRB473(pnreA-lip)
8073 bps

pPMWA1782

Bglll-Einfagung repB

Abbildung 3.10: Konstruktion des Promotortestplasmids pMW1782 durch Fusion aus nreABC-
Promotor (PnreA) und Lipasegen lip. In das Ausgangsplasmid pMW418 wurde Xhol in nreA und
Bglll hinter nreC eingefiigt. Das Lipasegen lip aus S. hyicus wurde hinter den Promotor von nreABC
(PnreA) gerichtet Kloniert. lip wurde in den offenen Leserahmen von nreA eingefugt und von nreA sind
noch 9 Basen vorhanden. pMW1782 ist ein E. coli / S. carnosus Shuttelvektor und tragt eine
Ampicillinresistenz fur E. coli, sowie eine Chloramphenicolresistenz fir S. carnosus.

3.7.2 Konstruktion des Vektors pMW1532

Der Vektor pMW1532 ist ein Derivat von pMW1040 und nreBC-defizient. Durch Einfligung
von zwei Bglll-Restriktionsschnittstellen im 5°-Bereich von nreB (nach 33 Basen) und im 3'-
Bereich von nreC (9 Basen vom 3'-Ende aus) und anschlieBender Religation erhalt man
einen Vektor mit ausschlie@lich Volllangen-nreA (Abbildung 3.11). Aufgrund der
Genlberlappung von nreA und nreB von 23 Basen und verbleibenden 8 Basen von nreC,

11

ergibt sich ein kurzer codierter Bereich nreB*-'nreC aus 31 Basen, der analog zum nreB-Gen
von der Polymerase abgelesen werden kann. pMW1532 wurde in den S. carnosus 4nreA
Stamm  transformiert und auf seine Komplementation von NreA mittels

Lipaseexpressionsmessungen uberpruft.
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Bglll-Einfigung

A:B lip

Bglll

pnarG

Bglll Restriktion

_si nreA und a
= narG-lip in pMW418 Religation PMW1040AnreBC
11127 bps —_— 9454 bps
o pMW1040 ble pMW1532
a

Abbildung 3.11: Konstruktion des Promotortestplasmids pMW1532 mit nreA und narG-lip. In
das Ausgangsplasmid pMW1040 wurde die Schnittstelle Bglll in nreB und nreC eingeflgt. Der fir
nreB und nreC codierende Bereich wurde ausgeschnitten und der Vektor religiert. pMW1532 ist ein E.
coli / S. carnosus Shuttelvektor und tragt eine Ampicillinresistenz fir E. coli, sowie eine
Chloramphenicolresistenz fir S. carnosus.

3.7.3 Konstruktion des Vektoren pMW1949 und pMW1950

Die Vektoren pMW1949 (pBAD33nreA) und pMW1959 (pBAD33nreB) sind Derivate des
pBAD33-Vektors (Abbildung 3.12) und durch Arabinose induzierbar. Zur Konstruktion von
pMW1949 wurde nreA inklusive der Ribosomenbindungsstelle und dem Hisg-tag aus
pQE31nreA amplifiziert und durch Einfligung der Restriktonsschnittstellen Pstl und Hindlll in
pBAD33 kloniert. Analog wurde nreB mit der Ribosomenbindungsstelle und dem Hise-tag aus
pMW400 (pET28anreB) uber Xbal und Kpnl in pBAD33 kloniert.

pBAD33-nreA
5853 bps

pBAD33-nreB . BxHis-tag
6491 bps

CamR pMW1949

PMWA950  'nreR

Abbildung 3.12: Konstruierte Uberexpressionsplasmide pMW1949 fir His-NreA und pMW1950
fur NreB-His. In das Ausgangsplasmid pBAD33 wurden die Gene fir nreA und nreB zusammen mit
einer Ribosomenbindestelle aus pQE31nreA uber Pstl und Hindlll, beziehungsweise aus pET28anreB
Uber Xbal und Kpnl, kloniert. Die Derivate sind durch Arabinose induzierbar.
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3.7 Bioinformatische Methoden

Folgende Datenbanken, Programme und Weblinks wurden verwendet:

3.7.1 Datenbanken

Far Literatursuche und Proteininformationen

NCBI, PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

KEGG: http://www.genome.jp/kegg/

RCSB PDB: http://www.pdb.org

Uniprot: http://www.uniprot.org und http://us.expasy.org/sprot/

3.7.2 Alignmentprogramme fur Vergleiche von Nukleotidsequenzen und
Priméarsequenzen

BLAST: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

BLAST, align two sequences: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
NCBI/BLAST/Blastn: Basic local alignment Search Tool

ClustalW2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

Spidey: http://www.ncbi.nim.nih.gov/spidey/

3.7.3 Programm zur Darstellung von Alignments
GeneDoc Verion 2.7.000 (1997)

3.7.4 Vorhersage und Bearbeitung von Sekundar- und Tertiarstrukturen
PSIPED: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

SWISS-MODEL.: http://swissmodel.expasy.org/

Chimera: http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

3.7.5 Primerdesign mit Kalkulator von Oligonukleotid-Eigenschaften

OligoCalc: http://lwww.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

3.7.6 Virtuelles Clonieren

Clone Manager 5.0, Sci-Ed Software
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4. Ergebnisse

Das fakultativ anaerobe Bakterium Staphylococcus carnosus ist unter anaeroben
Bedingungen in der Lage, Nitrat als Elektronenakzeptor der Atmung zu verwenden. Nitrat
wird dafur durch den Transporter NarT in die Zelle importiert und dort in zwei Schritten tber
Nitrit zu Ammonium umgesetzt (Neubauer und Gotz, 1996). Die Energieausbeute der
Nitratatmung ist gegenuber der von Géarungsstoffwechsel hoher und somit unter anaeroben
Bedingungen ein Fitnessfaktor fir S. carnosus. Die Regulation der Expression der drei am
Nitratstoffwechsel beteiligten Komponenten, der Nitratreduktase NarGHI (Pantel et al.,
1998), der Nitritreduktase NirRBD (Neubauer et al., 1999) und des Nitrattransporters NarT
(Fast et al., 1996), wird durch das cytoplasmatische Zweikomponentensystem NreBC
gesteuert (Fedtke et al., 2002; Kamps et al., 2004; Schlag et al., 2008; Schlag, 2008). Unter
anaeroben Bedingungen werden die Zielgene deutlich starker angeschaltet (Pantel et al.,
1998), sodass die Proteine exprimiert werden und Nitratatmung stattfinden kann.

Die Gene nreB und nreC fur NreBC befinden sich in genomischer Nachbarschaft zu denen
der Nitratatmung und liegen auf einem gemeinsamen Operon, nreABC (Fedtke et al., 2002;
Kamps et al., 2004; Unden et al., 2013). Daneben befindet sich ein drittes Gen, nreA,
welches fir das Protein NreA codiert, dessen Funktion bislang unbekannt ist (Fedtke et al.,
2002). Aufgrund verschiedener Merkmale wurde NreA, ein cytoplasmatisches Protein mit
155 Aminosauren, bereits von Fedtke et al. (2002) als Nitrat/Nitrit-Sensor vermutet. Auch das
Fehlen anderer bekannter Nitratsensoren in S. carnosus (Rosenstein et al., 2009; Niemann
et al., 2013) spricht fur diese Annahme. Wie es diese Funktion ausibt und in welcher Weise
es mit NreBC zusammen wirkt, ist dabei noch vollig offen.

Um die Funktion von NreA naher zu untersuchen, wurden verschiedene Herangehensweisen
gewahlt. Zum einen wurde NreA alleine und direkt untersucht, indem gerichtete
Mutagenesen durchgefiihrt und die Auswirkungen der Mutationen in NreA auf die
transkriptionelle Regulation der Nitratatmung untersucht wurden. Hierfir wurden narG-lip-
Reportergenstudien durchgefuhrt (Nilkens et al., 2013) mit dem Ziel, funktionell wichtige
Aminosaurereste zu identifizieren und durch deren Variation die Rolle von NreA zu
verstehen.

Zum anderen wurde untersucht, in wieweit NreA mit NreBC zusammenwirkt. Hierzu wurden
Protein-Protein-Interaktionsstudien  mittels BACTH-Messungen, sowie Cross-Linking-

Experimente in vitro und in vivo durchgefihrt.
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4.1 Wachstumsverhalten

Um die Bedeutung von NreABC fur das Wachstum von S. carnosus zu untersuchen, wurden
Wachstumsexperimente in definiertem Minimalmedium (K-Medium) durchgefiihrt. Neben
dem S. carnosus Wildtypstamm TM300 wurden die chromosomale AnreABC-Mutante ml
und die chromosomale AnreA-Mutante unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
getestet.

Das K-Medium enthielt alle wichtigen Zusatzstoffe flr Energie- und Zellstoffwechsel. Glukose
(10 mM) und optional Natriumnitrat (10 mM) dienten als C- und Energiequelle. Man konnte

eine deutliche Zellzunahme beobachten.

10

OD578

0,01

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit (h) Wildtyp
ANreA-Mutante
ANreABC-Mutante
Wildty p
ANreA-Mutante
ANreABC-Mutante

- Nitrat

+ Nitrat

ttedtd

Abbildung 4.1: Aerobes Wachstumsverhalten von S. carnosus Wildtyp und Nre Mutanten in
definiertem Minimalmedium und optionalem Zusatz von Nitrat. Zucht der ANreABC-Mutante m1,

der ANreA-Mutante und des Wildtypstamms TM300 in K-Medium mit Glukose als C-Quelle (10 mM)
und optional Natriumnitrat (10 mM).

Es zeigte sich, dass die drei Stdmme wunter aeroben Verhdltnissen keine
Wachstumsunterschiede aufweisen (Abbildung 4.1). Ahnliches wurde bereits fiir die AnreA-
Mutante und deren komplementierte Variante (4anreA pnreA) im Vollimedium (BM) beobachtet
(Schlag, 2008). Da durch die gewahlten Versuchsbedingungen gewahrleistet war, dass zu
jedem Zeitpunkt genidgend Sauerstoff zur Verfigung stand, konnte dieser als

Elektronenakzeptor fungieren. Die Zugabe von Nitrat zum Medium unter aeroben
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Wachstumsbedingungen zeigte keinen signifikanten Effekt. Alle Zuchten erreichten nach

etwa 15 Stunden eine ODs7g von 4.

10

0,01
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit (h) Wildtyp
ANreA-Mutante
ANreABC-Mutante
Wildtyp
ANreA-Mutante
ANreABC-Mutante

- Nitrat

+ Nitrat

tted b

Abbildung 4.2: Anaerobes Wachstumsverhalten von S. carnosus Wildtyp und Nre Mutanten in
definiertem Minimalmedium und optionalem Zusatz von Nitrat. Zucht der ANreABC-Mutante m1,

der ANreA-Mutante und des Wildtypstamms TM300 in K-Medium mit Glukose als C-Quelle (10 mM)
und optional Natriumnitrat (10 mM).

Unter anaeroben Bedingungen sollte sich die Anwesenheit von Nitrat im K-Medium, dagegen
positiv auf das Wachstum auswirken.

In der Tat bewirkte die Nitratzugabe im Experiment unter anaeroben Bedingungen beim
Wildtyp eine deutliche Steigerung des Wachstums (Abbildung 4.2). Auch die AnreA-Mutante
erzielte mit Nitrat in kirzerer Zeit hohere Zelldichten als ohne Nitrat. Das Wachstum in den
ersten 8 Stunden war mit dem des Wildtyps identisch und erreichte eine ODs7g von 1. In der
nitratfreien Zucht war das Wachstum der AnreA-Mutante gegentiber dem des Wildtyps etwas
abgeschwacht.

Das Wachstum der AnreABC-Mutante war im Vergleich zum Wildtyp oder der AnreA-Mutante
wesentlich langsamer. Auch die Zugabe von Nitrat bewirkte kein gesteigertes Wachstum.
Nach 8 Stunden lag die beobachtete Zelldichte ODs;s noch unter 0,1. Dieses
Wachstumsdefizit wurde bereits bei Fedtke et al. (2002) beobachtet und mit dem Fehlen des

Zweikomponentensystems NreBC begriindet. Dennoch betrug die am Ende der Zucht
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erreichte Zelldichte bei nitratunabhangiger, langsamer Wachstumsrate, eine ODs7g von rund
0,7.

Zusammenfassend ist den Wachstumsexperimenten zu entnehmen, dass die Anwesenheit
von NreBC, nicht jedoch von NreA nétig ist, um unter anaeroben Bedingungen eine
Wachstumssteigerung durch Nitrat zu erzielen.

4.2 Gegenlberstellung von NreA und homologen Proteinen

NreA aus S. carnosus besitzt eine GAF-Doméne (cGMP-spezifische Cyclische-Nukleotid-
Phosphodiesterase-Adenylatzyklase-EhlA; Aravind und Ponting, 1997). Die Gruppe der
GAF-Domanen zahlt, wie die Gruppe der PAS-Doménen (Per-Arnt-Sim; Ponting und
Aravind, 1997) zu einer der gréften Doméanengruppen mit Vertretern aus unterschiedlichsten
Organismen. Es sind derzeit 16.092 GAF-Domanen aus 14.178 Proteinen annotiert (SMART
nrdb Datei, http://smart.embl-heidelberg.de/smart/do_annotation.pl?ACC=SM00065, Stand
09/2013). Meist haben GAF-Domanen Funktionen als Sensoren oder Signallbertrager und
sind in der Lage, vor allem kleine Molekile als Liganden zu binden (Ho et al., 2000). GAF-
Domanen sind sehr weit verbreitet, wobei sie unterschiedlichste Funktionen Ubernehmen
kénnen. Wahrend die Primarsequenz von GAF-Doméanen nur wenig konserviert ist, zeichnen
sie sich vor allem durch ihre @hnlichen Sekundér- und Tertidrstrukturen aus (same basic fold,
Martinez et al., 2002; Ho et al., 2000). GAF-Domaéanen bestehen aus rund 110 (Zoraghi et al.,
2004) bis 150 Aminosauren (Levdikov et al., 2009) und weisen in der Regel 5 - 6
B-Faltblatter und mehrere o-Helices auf. Dabei ordnen sich die p-Faltblatter antiparallel im
Zentrum der Domane an und werden von den a-Helices auf beiden Seiten flankiert (Huang
et al., 1993; Anantharamen et al., 2001; Martinez et al., 2002 und 2005; Podust et al., 2008).
NreA besteht aus 155 Aminoséuren und setzt sich aus 5 B-Faltblattern und 7 o-Helices
zusammen (Abbildung 4.3). Das bedeutet, dass sich die GAF-Doméane von NreA fast Uber
das gesamte Protein erstreckt. Dies ist insofern interessant, als dass GAF-Domanen
Uberwiegend als Untereinheiten von gré3eren Proteinen auftauchen. Bislang gibt es kaum
Proteine, die so klein sind wie NreA, nur aus einer GAF-Domane bestehen und die bezlglich
ihrer Funktion untersucht sind. Ein Beispiel fur ein Protein, das nur aus einer GAF-Doméne
besteht, ist das 158 Aminosauren grof3e GafA aus Dictyostelium discoideum (Goldberg et al.,
2002). Hier ist die Funktion noch nicht experimentell untersucht, das Protein wurde aber
anhand der Sequenzahnlichkeiten der Familie der freien Methionin(R)-sulfoxid-Reduktasen
zugeordnet (Uniprot Q8MTJ7). Das Protein fRMsr, eine freie Methionin(R)-sulfoxid-
Reduktase aus E. coli besteht aus 183 Aminosauren (Lin et al., 2007) und hat eine GAF-
Domane mit katalytischer Funktion. Die GAF-Domane stellt auch hier die einzige Doméne

des Proteins dar.
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(B)

Abbildung 4.3: NreA von S. carnosus. Unter (A) sind in der Primarsequenz die
Sekundarstrukturelemente (a-Helix: brauner Zylinder, B-Faltblatt: hellroter Pfeil) angegeben. Unter (B)
sind die Sekundarstrukturelemente in der fir GAF-Domé&nen charakteristischen Anordnung dargestellt.

Beim Vergleich der Primarsequenzen NreA-homologer Proteine untereinander sollte
erkennbar sein, welche Aminosaurereste funktionell oder strukturell von besonderer
Bedeutung sind. Im Laufe der Evolution zeigen sich in der Regel elementar wichtige Reste
starker konserviert als solche, die fir die Funktion des Proteins eine untergeordnete Rolle
spielen und deren Mutation keine funktionelle Veranderung nach sich zieht. Um solche Reste
zu identifizieren, wurde NreA (Uniprot: B9DL91_STACT) mit dem BLAST-Algorithmus mit den
Sequenzen der Datenbanken verglichen. Aus dem BLAST resultierende Sequenzen wurden
ausgewertet. Von verwandten Arten wurde je ein Stamm ausgewahlt und dessen Sequenz in
das Programm CLUSTALW eingespeist. Dieses berechnete ebenfalls die Ahnlichkeit der
Sequenzen. Zum Vergleich von NreA-homologen Proteinen mit NreA aus S. carnosus
wurden letztendlich folgende Organismen ausgewahlt: S. aureus, S. warneri, S. capitis,
S. haemolyticus, S. epidermidis, Lactobacillus antri, Lb. plantarum, Lb. fermentum,
Geobacillus sp. und Bacillus clausii (verandert nach Singenstreu, 2010).

Das Resultat des Multiplen Alignments von NreA und seiner Homologen (Abbildung 4.4)
wurde mit Hilfe des Programms GENEDOC dargestellt, wobei die ,similarity groups® Funktion
verwendet wurde. Bei dieser Einstellung geben vier Graustufen den Grad der Konservierung
an. Die schwarz hinterlegten Aminoséurereste sind dabei zu 100%, die dunkelgrau

hinterlegten tber 80% und die hellgrau hinterlegten mehr als 60% konserviert.
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*

STACT : ——-MLNSVIASDYF PEDGLHSA : 56
STAAOQ : ——-MTPEAIIED-R ) 55
STAWA : ——-MMPDSMFES-Q } WIFYESASTYS 55
STAEP : MGKLRPESLLHN-KS AP YEHYHRSS : 58
STACP : ——-MRPESLLNN-QS I YERSLRSS 55
STAHJ : ——-MITNPVFER-Q P YEHHMT SA : 55
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Abbildung 4.4: Multiples Alignment von NreA aus S. carnosus mit NreA-Homologen aus
anderen Bakterien. Dargestellt ist das Multiple Alignment von NreA aus S. carnosus TM300 mit
ausgewahlten NreA-homologen Proteinen. Die Sequenzen wurden der Datenbank NCBI entnommen,
mit CLUSTALW alignt und mit GENEDOC dargestellt. Unter Verwendung der ,similarity groups® Option
von GENEDOC wurden die Reste wie folgt gekennzeichnet: Aminoséurereste mit 100% Identitat =
schwarzer Hintergrund, 80 - 99% = dunkelgrauer und 60 - 80% Ahnlichkeit = hellgrauer Hintergrund.
Uber dem Alignment ist die Sekundarstruktur von NreA aus S. carnosus (braun: a-Helix, rot: B-
Faltblatt) angegeben. STACT S. carnosus TM300, STAAO S. aureus TW20, STAWA S. warneri
L37603, STAEP S. epidermidis M23864:W1, STACP S. capitis SK14, STAHJ S. haemolyticus
JCS1435, STHO S. hominis SK119, MACCJ Macrococcus caseolyticus JCSC5402, BACSK Bacilllus
clausii KSM-K16, GEOBsp. Geobacillus sp. Y412MC10, 9LACO Lb. antri DSM16041, LACPL Lb.
plantarum, LACFE Lb. fermentum 28-3-CHN (verandert nach Singenstreu, 2010).
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Das Alignment ergab eine vollstdndige Konservierung von 24% der Reste und eine
mindestens 60%-ige Ubereinstimmung bei weiteren 28% der Aminosaurereste (Pietrokovski,
1996; Margulies et al., 2003). Die verglichenen Sequenzen sind demnach sehr &hnlich
zueinander.

Die konservierten Aminosauren befinden sich relativ verstreut (ber die gesamte
Primarstruktur von NreA. Dazwischen liegen weniger konservierte Bereiche, vor allem bei
der B1 - B2-Schleife und der B4 - p5-Schleife, sowie im mittleren Abschnitt bei 3, a4, ab.
Sowohl der N-Terminus (AS 1-12), als auch der C-Terminus (ab Rest 127) sind nicht oder
nur gering konserviert.

Bei NreA handelt es sich also um ein Protein mit stark konservierter Sequenz, dessen Gen
nreA immer zusammen mit nreB und nreC auf einem Operon vorkommt (Unden et al., 2013).
Durch gezielte Mutation von Proteinabschnitten oder einzelnen Aminosduren kann man
definierte Variationen von Proteinen kreieren. Studiert man die Auswirkung der
Veranderungen auf die Funktion im Gesamtsystem, so lassen sich Rickschlisse auf die
Aufgabe und Funktionsweise eines Proteins ziehen. Dieser Ansatz wurde auch fir die
Untersuchungen an NreA gewahlt. Entscheidend fur die Aussagekraft solcher Experimente

ist die sinnvolle Auswahl der durchzufiihrenden Mutationen.

4.3 Auswahl der NreA-Mutanten

Auf Basis des Multiplen Alignments wurden Aminosdurereste an unterschiedlichen
Positionen im Protein ausgewahlt. Kriterien zur Auswahl der Kandidaten waren neben dem
Grad der Konservierung auch Aspekte wie Ladung oder Polaritat, beziehungsweise die Lage
in der vorhergesagten Protein-3D-Struktur (Singenstreu, 2010). Des Weiteren wurden
Glycin- und Prolinreste nicht ausgewahlt, da diese oftmals strukturelle und weniger
funktionelle Bedeutung haben. Bei Aminosaureresten, die mehrmals mutiert wurden, basierte
die Auswahl auf der in Kooperation mit der Universitat Tubingen erhaltenen NreA-
Kristallstruktur (siehe unten). Die auf dieser Grundlage ausgewahlten und durchgefiihrten
Mutationen sind in Abbildung 4.5 dargestellt. Die ausgewahlten Aminosaurereste wurden
zielgerichtet mutiert und alle so erhaltenen Mutanten beziglich ihres nitratabhangigen

narG-lip Expressionsverhaltens unter aeroben und anaeroben Bedingungen untersucht.
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Abbildung 4.5: Mutierte Aminosaurereste in NreA von S. carnosus. Die mutierten
Aminosaurereste sind in der Primarsequenz von NreA mit Pfeilen markiert. Die
Sekundarstrukturelemente sind schematisch dargestellt (a-Helix: brauner Zylinder, pB-Faltblatt:
hellroter Pfeil).

4.4 NreA-Kristallstruktur mit lodid oder Nitrat

In Kooperation mit dem Interfakultéren Institut fir Biochemie der Universitat Tubingen (Prof.
T. Stehle, V. Niemann) wurden zwei Kristallstrukturen von NreA erhalten und genauer
analysiert. Zum einen konnte NreA mit lodid als Ligand kristallisiert und die Kristallstruktur
mit einer Aufldsung von 2,2 A gelést werden (Niemann et al., 2013). Zum anderen gelang die
Kristallisation mit Nitrat, wobei die Kristallstrukturanalyse mit einer Aufldsung von 2,35 A
erfolgreich war. Die beiden Gesamtstrukturen sind deckungsgleich, weshalb hier nur die
NreA-Gesamtstruktur mit gebundenem Nitrat gezeigt ist (Abbildung 4.6).

Die Reste 1 bis 10, sowie 154 und 155 fehlen in der Darstellung. NreA zeigt im Zentrum die
fur GAF-Domanen typische, antiparallele B-Faltblattstruktur (B1- p5). Diese besteht im
Gegensatz zu anderen GAF-Domanen nicht aus sechs (Ho et al., 2000), sondern aus finf
B—Strangen mit der Anordnung 2-1-5-4-3. Diese ist auch bei der GAF-Doméane von DosT zu
beobachten (Podust et al., 2008). Auf der einen Seite des p-Faltblatts liegen die N- und C-
Termini, sowie die lange Helix a1 und die kurze Helix a.7. Auf der anderen Seite liegen die
restlichen Helices (a2 - a6) und zahlreiche Schleifen (loops). Zwischen diesen Helices, den
Schleifen und dem B-Faltblatt ist der gebundene Ligand lokalisiert. lodid und Nitrat befinden
sich in der gleichen Bindetasche, wie sie auch von anderen GAF-Domanen bekannt ist
(Handa et al., 2008; Essen et al., 2008; Gruez et al., 2010), wobei bislang keines dieser
Anionen als Cofaktor bekannt war. Diese hydrophobe Tasche wird durch die Reste W45, 159,
L61, G66, L67, A68, P96 und 197 gebildet und ist weitestgehend vom umgebenden Milieu

abgeschirmt.
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C-Terminus

N-Terminus

Abbildung 4.6: Kristallstruktur von NreA mit gebundenem Nitrat. In der Darstellung des
Bandermodells sind die Dipolmomente der Helices a3 und a6 durch Farbgradienten (rot: positiv, blau:
negativ) dargestellt. Die Dipolmomente kompensieren die negative Ladung des gebundenen Nitrats
(verandert nach Niemann et al., 2013).

(A (B)

Abbildung 4.7: NreA-Bindungstasche mit gebundenem lodid, beziehungsweise Nitrat. In der
Bindungstasche von NreA werden lodid (A) oder Nitrat (B) durch die gleichen Aminosaurereste
gebunden. Die blauen Netze um die Anionen zeigen eine simulierte Elektronendichte (contour level
3.0 o) mit einem Radius von 2,5 A. Die schwarzen gestrichelten Linien in Abbildung B stellen die
Wasserstoffbriicken zwischen NreA und Nitrat dar (verdndert nach Niemann et al., 2013).

Die negative Ladung des gebundenen Anions wird nicht durch positive oder polare
Aminosaurereste Uber Salzbriicken oder polare Wechselwirkungen gebunden. Vielmehr wird

die negative Ladung Uberwiegend durch die Dipolmomente der Helices a3 und o6

58



Ergebnisse

kompensiert und lodid beziehungsweise Nitrat so in der Bindetasche fixiert. Helix a6 ist
gegenluber von a3 positioniert, da P96 einen Knick zwischen a5 und o6 einflgt. Vier
Wasserstoffbriickenbindungen, die zwischen den Aminosaureresten L67, A68, 197, W45 und
dem Liganden ausgebildet werden, unterstiitzen die Bindung in NreA (Abbildung 4.7,
schwarze gestrichelte Linien). Die Wasserstoffbriickenbindungen werden Uber die Amide des
Ruckgrats von L67, A68 und 197, sowie mit Hilfe des Protons am Indolstickstoff von W45
gebildet.

Alle Reste, die in der Nitratbindung und Ausbildung der hydrophoben Tasche involviert sind,
sind stark konserviert (farbige Hinterlegung, Abbildung 4.8). Der Aminoséaurerest Y95 liegt
etwas aullerhalb der eigentlichen Bindungstasche und ist demnach nicht direkt an der
Fixierung des Liganden beteiligt. Zudem ist Y95 oberflachenexponiert (Abbildung 4.18). Die
raumliche Distanz fiir eine Migration von Nitrat aus der Umgebung hinein in die Bindetasche
von NreA ist hier sehr gering. Aufgrund seiner Lage ist daher fur Y95 eine Funktion als eine

Art Deckel Uber dem Bindungsraum denkbar.

Staphylococcen

B. clausii

Geobacillus sp.
Macrococcus
caseolyticus

Lactobaillen

Y95

Abbildung 4.8: Ausschnitt aus dem Multiplen Alignment (Abbildung 21) mit gesonderter
Hervorhebung wichtiger Aminoséaurereste. Gezeigt ist der Ausschnitt von Nummer 45 - 105 (S.
carnosus: 42 - 102) mit gelber Hinterlegung der Aminoséurereste, die an der Nitratbindung beteiligt
sind. Y95, der Deckel der Bindungstasche ist in rosa, P96, den Knick zwischen o5 und a6 einfuhrend,
in grin markiert. FUr Mutagenesestudien verwendete Reste (W45, L67, Y95) sind mit Pfeilen
gekennzeichnet.

45 Bedeutung von NreABC fur die anaerobe Nitratatmung: narG-lip-
Reportergenstudien

Zur Untersuchung der NreABC-gesteuerten Regulation der Expression der Komponenten
der Nitratatmung wurden Reportergenstudien durchgefiihrt. Es sollte untersucht werden, wie
sich Veranderungen im NreABC-System auf das Expressionsverhalten in Abhangigkeit von
Sauerstoff und Nitrat auswirken. Dazu wurde die Reportergenfusion narG-lip (Nilkens et al.,
2013) verwendet. Kommt es zur Induktion des Promotors narG der Nitratreduktase, so wird

Lipase exprimiert, welche im Testsystem nachgewiesen werden kann. Die spezifische
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Aktivitdt der Lipase kann demnach als ein MaR fir die Induktion der Nitratatmungsgene
erachtet werden.

Die ermittelten spezifischen Lipaseaktivititen (SLA, [U/g dw], Units pro Trockengewicht)
wurden aerob und anaerob jeweils in nitratfreien und nitrathaltigen Zuchten in der Mitte der
exponentiellen Phase (ODs7;g von 0,5) bestimmt. Zundchst wurden die Stdmme mit den
Genotypen AnreABC, Wildtyp (WT) und AnreA untersucht (Abbildung 4.9). Diese wurden
durch Komplementierung der chromosomalen AnreABC-Mutante m1 (AnreABC::ermB) mit
den Plasmiden pMW1001 (p-), pMW1040 (pnreABC) und pMW1393 (pnreBC) erhalten. Im

Folgenden dienten sie als Vergleichsstamme.
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Abbildung 4.9: Lipaseaktivitat (narG-lip Expression) der ANreABC-Mutante, des NreABC-
Wildtyps und der ANreA-Mutante. Spezifische Lipaseaktivitaten unter aeroben (links) und
anaeroben (rechts) Bedingungen sind dargestellt. Die AnreABC-Mutante m1 wurde mit den Plasmiden
pMW1001 (p-), pMW1040 (pnreABC) und pMW1393 (pnreBC) komplementiert. Der Phénotyp ist grau
hinterlegt. Graue Balken geben nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten an.

Der Wildtyp-Stamm (WT) zeigte aerob minimale spezifische Lipaseaktivitdt (23 sLA). Durch
Nitrat wurde diese um den Faktor 1,6 auf 38 sLA erhoéht. Anaerob lag die spezifische
Lipaseaktivitdt ohne Nitrat um den Faktor 14 héher als im aeroben Fall. In Abwesenheit von
Sauerstoff bewirkte Nitrat eine weitere signifikante Steigerung. Der Wert lag mit Nitrat noch
einmal um den Faktor 1,8 héher bei 570 sLA. Somit haben sowohl Anaerobiose als auch die
Anwesenheit von Nitrat beim Wildtyp einen stimulierenden Einfluss.

Die ANreABC-Mutante war nicht in der Lage narG-lip zu induzieren. Sowohl aerob, als auch

anaerob lag die spezifische Lipaseaktivitdt auf einem niedrigen Niveau von rund 30 sLA
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(Hintergrundaktivitat). Hier fehlt also die Fahigkeit, auf Nitratanwesenheit mit Expression der
Nitratatmungsgene zu reagieren (OFF-Mutante).

Der Phanotyp ANreA zeigte im Gegensatz zum Wildtyp auch im Aeroben eine signifikante
Expression von narG-lip von 155 sLA in der nitratfreien Zucht und 185 sSLA in der
nitrathaltigen Zucht. Dies entspricht in beiden Fallen dem 5- bis 6-fachen des Wildtyps.
Durch Abwesenheit von Sauerstoff wurde die spezifische Lipaseaktivitdt ohne Nitrat im
Vergleich zum aeroben Fall auf 411 sLA (Faktor 2,7) gesteigert. Die Anwesenheit von Nitrat
fuhrte zu kaum einem weiteren, positiven Effekt und lag unter den identischen Bedingungen
mit 456 sLA nur bei 80% des wildtypischen Levels. Charakteristisch fur die ANreA-Variante
ist, dass der Effekt durch Nitratzusatz deutlich geringer ausfallt als beim Wildtyp oder bei der
ANreABC-Mutante. Man beobachtet einen Faktor von 1,2 im aeroben und 1,1 im anaeroben
Fall. Das Hauptcharakteristikum der ANreA-Variante (ON-Mutante) ist also die Nitratblindheit,
die damit einhergeht, dass auch unter aeroben Bedingungen die Expression der Gene der
Nitratatmung induziert wird (aerobe Derepression).

4.6 Komplementierungen zu wildtypischem NreABC-Phanotyp

Komplementiert man die AnreABC-Mutante mit plasmidcodiertem nreABC (pMW1040) oder
die anreA-Mutante mit pnreA (pMW1532), so ergibt sich in beiden Fallen wieder ein
wildtypischer Genotyp (Abbildung 4.10). Die Ergebnisse der narG-lip Expressionsmessungen
ergeben wildtypisches Verhalten beziiglich Lipaseexpression unter Anaerobiose und weiterer
Stimulation durch Nitratanwesenheit. Der komplementierte AnreA-Stamm zeigte danach
keine Nitratblindheit mehr und reprimiert unter aeroben Bedingungen die Lipase-Expression.
Das dem wildtypischen Phanotyp charakteristische Expressionsmuster unter Aerobiose und
Anaerobiose in Abhangigkeit von Nitrat wurde in beiden Stammen festgestellt. Dies ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass NreA eine wichtige Rolle in der Wahrnehmung von Nitrat bei

S. carnosus spielt.
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Abbildung 4.10: Lipaseaktivitdt (narG-lip Expression) von zwei konstruierten wildtypischen
Geno- bzw. Phanotypen. Spezifische Lipaseaktivitaten unter aeroben (links) und anaeroben (rechts)
Bedingungen sind dargestellt. Die AnreABC-Mutante m1l wurde mit dem Plasmid pMW1040
(pnreABC) und die AnreA-Mutante mit pMW1532 (pnreA) komplementiert. Der Phanotyp ist grau
hinterlegt. Graue Balken geben nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten an.

4.7 Einfluss von Mutationen in NreA auf die narG-lip Expression in
Reportergenstudien: drei Klassen von NreA-Varianten

Lasst sich die chromosomale Deletionsmutante AnreA durch plasmidcodiertes nreA zum
Wildtyp komplementieren, so ist es interessant zu untersuchen, welchen Einfluss gezielte
Veranderungen in NreA auf den Phanotyp der Mutanten haben. Uber zielgerichtete
Mutagenese auf dem Vektor pnreABC (pMW1040 oder pMW1041) wurden verschiedene
NreA-Mutanten kreiert und deren spezifische Lipaseaktivitaten unter aeroben und anaeroben
Bedingungen ohne und mit Nitrat in der Mitte der exponentiellen Phase (ODs;s von 0,5)
bestimmt.

Um den Effekt der Mutation in NreA bewerten zu kodnnen, wurden diese mit den

komplementierten Stammen mit den Phéanotypen Wildtyp, ANreA und ANreABC verglichen.

Folgende Charakteristika wurden zur Beschreibung und Klassifizierung der

Vergleichsstamme und der NreA-Mutanten herangezogen:

a) Aerobe Expression (sLA) mit Nitrat im Vergleich zum Wildtyp in Prozent

b) Aerobe Expression (sLA) ohne Nitrat im Vergleich zum Wildtyp in Prozent

c) Aerober Nitratstimulus (Quotient aus den absoluten Werten der sLA mit Nitrat und
ohne Nitrat)
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d) Anaerobe Expression (sLA) mit Nitrat im Vergleich zum Wildtyp in Prozent

e) Anaerobe Expression (SLA) ohne Nitrat im Vergleich zum Wildtyp in Prozent

f) Anaerober Nitratstimulus (Quotient aus den absoluten Werten der sLA mit Nitrat und
ohne Nitrat)

Anhand der Summe der Kriterien wurden die NreA-Mutanten je einer Gruppe, Wildtyp,
ANreABC/OFF oder ANreA/ON, zugeordnet.

Wildtypen zeichneten sich durch ausschlie3lich anaerobe narG-lip-Expression und weitere
Stimulierung durch Nitrat aus. Bei ANreABC/OFF-Mutanten lag die narG-lip-Expression unter
allen Bedingungen auf Hintergrundniveau. Die Zuordnung einer NreA-Mutante zur Klasse
der ANreA/ON-Mutanten erfolgte, wenn die beiden Charakteristika narG-lip-Expression unter
aeroben Bedingungen (Derepession) und Ausfall der Nitratstimulierung mit einem Faktor
<1,5 (,nitratblind“) erfillt wurden. Dies ist in Abbildung 4.11 exemplarisch mit je einer
stellvertretenden NreA-Mutante aus jeder Klasse gezeigt: NreA(W45A) fur die
ANreABC/OFF-Klasse, NreA(L38N) fir die Klasse des Wildtyps und NreA(D27A) fur die
ANreA/ON-Klasse.
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Abbildung 4.11: Lipaseaktivitat (narG-lip Expression) von NreA-Mutanten. Die spezifische
Lipaseaktivitdt wurde nach aerober (links) und anaerober (rechts) Zucht bestimmt. Die AnreABC-
Mutante m1 wurde mit folgenden Plasmiden komplementiert: pMW1001 (Genotyp 4nreABC),
pMW1070 (Genotyp 4AnreA*BC, WA45A), pMW1040 (Genotyp Wildtyp (WT)), pMW1640 (Genotyp
AnreA*BC, L38N), pMW1393 (Genotyp 4nreA) und pMW1454 (Genotyp AnreA*BC, D27A). Der

Phéanotyp ist grau hinterlegt. Graue Balken geben nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10
mM) Zuchten an.
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4.7.1 NreA-Mutanten mit wildypischem Phéanotyp

Tabelle 4.1: Aerobe / anaerobe Lipaseexpression in Prozent des Wildtyp-Wertes mit Nitrat unter
a / d und ohne Nitrat unter b / e, sowie aerober / anaerober Nitratstimulus als Quotient der
absoluten Werte der sLA mit Nitrat und ohne Nitrat unter c / f. Gezeigt sind die Werte des
Wildtyps und den Varianten NreA(Q14A), NreA(L38N), NreA(W45F), NreA(R57A) und NreA(Y95L).

WT Q14A L38N W45F  R57A YO5L
a) 100 242 116 143 173 133
b) 100 126 60 123 121 144
C) 1,6 3,1 3,2 1,9 2,4 15
d) 100 107 83 a7 113 99
e) 100 112 79 52 94 116
f) 1,8 1,7 1,9 1,6 2,1 15

Die Varianten NreA(Q14A), NreA(R57A), NreA(L38N) und NreA(W45F) verhielten sich wie
der Wildtyp (Abbildung 4.12). Sie wiesen nur unter anaeroben Bedingungen narG-lip-
Expression auf, welche durch die Anwesenheit von Nitrat gesteigert werden konnte. Die
Mutationen Q14A und R57A in NreA bewirkten im Aeroben ohne Nitrat und im Anaeroben
mit und ohne Nitrat wildtypisches Lipase-Expressionsverhalten. Die Aktivitdten der aeroben
Zuchten mit Nitrat lagen mit 90 sLA beziehungsweise 65 sLA zwar hoher als beim Wildtyp, in
der Summe der Eigenschaften sind diese Mutanten aber der Wildtyp-Gruppe zuzuordnen.
Das gleiche gilt fiir die Mutationen L38N und WA45F in NreA, bei denen lediglich einzelne
Expressionslevel etwas niedriger lagen als beim Wildtyp.
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Abbildung 4.12: Lipaseaktivitat (narG-lip) wildtypischer NreA-Varianten: Q14A, L38N, W45F und
R57A, sowie Y95L. Spezifische Lipaseaktivitaten unter aeroben (links) und anaeroben (rechts)
Bedingungen sind dargestellt. Die AnreABC-Mutante m1 wurde komplementiert mit folgenden
Plasmiden: pMW1001 (p-), pMW1040 (pnreABC), pMW1393 (pnreBC) und Derivaten von pMW 1040,
codierend fur die NreA-Varianten. Der Phanotyp ist grau hinterlegt. Graue Balken geben nitratfreie und
schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten an. Y95L zeigt abgeschwéacht wildtypischen Phanotyp.
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4.7.2 NreA-Mutante mit abgeschwéacht wildtypischem Phanotyp

Die Mutante NreA(Y95L) zeigte einen interessanten Phanotyp (Abbildung 4.12). Die
absoluten Expressionslevel im Anaeroben waren wildtypisch. Auch im Aeroben waren sie
mehr wildtypisch als ANreA-mafig. Sowohl im Anaeroben, als auch im Aeroben beobachtete
man einen stimulierenden Effekt durch Nitrat. Der Faktor von 1,5 ist niedriger als beim
Wildtyp (1,8) und liegt damit zwischen Wildtyp- und ANreA-Charakteristik. In der Summe der

Eigenschaften weist die Mutante jedoch einen prinzipiell wildtypischen Phanotyp auf.

4.7.3 NreA-Mutanten mit ANreABC/OFF-Phanotyp

Die Varianten NreA(R21A), NreA(W45A), NreA(Y47A), NreA(Y95A) und NreA(L121S)
verhielten sich wie die ANreABC-Mutante (Abbildung 4.13). Sie gliedern sich in der Klasse
der ANreABC/OFF-Mutanten ein, da sie weder unter aeroben noch anaeroben Bedingungen
narG-lip-Expression aufwiesen. Die NreA(N51A)-Mutante erreichte im Anaeroben nur 10%
des Lipase-Expressionsniveaus des Wildtyps und gleicht daher ebenfalls der ANreA/OFF-
Mutante. Sie ist als ANreA/OFF-Mutante einzuordnen, obwohl das aerobe Expressionslevel
Uber dem des Wildtyps liegt. NreA(E101A) und NreA(L67E) waren durch die ausbleibende
narG-lip-Expression unter Anaerobiose ebenfalls als zwei Mutanten der Klasse der
ANreA/OFF-Mutante zu werten, obwohl ein erhéhtes, aerobes Lipase-Expressionslevel bei
beiden und zusétzlich die Beobachtung einer Stimulation durch Nitrat bei NreA(E101A)
(Faktor 1,7 aerob und 1,6 anaerob) in dieser Klasse untypisch sind.

Tabelle 4.2: Aerobe / anaerobe Lipaseexpression in Prozent des Wildtyp-Wertes mit Nitrat unter
a / d und ohne Nitrat unter b / e, sowie aerober / anaerober Nitratstimulus als Quotient der
absoluten Werte der sLA mit Nitrat und ohne Nitrat unter c / f. Gezeigt die Werte sind vom ANreA
und den Varianten NreA(R21A), NreA(W45A), NreA(Y47A), NreA(N51A), NreA(L67E), NreA(Y95A),
NreA(E101A) und NreA(L121S).

ANS’FAIEC/ R21A W45A Y47A N51A L67E  Y95A E101A L121S
a) 68 67 44 96 128 178 66 144 69
b) 131 103 67 138 171 301 114 142 107
c) 0,9 1,1 1,1 1,1 1,2 0,9 1,0 1,7 1,1
d) 6 3 5 10 10 10 10 14 5
e) 10 9 10 17 23 16 14 16 8
f) 11 0,6 0,9 1,0 0,8 1,1 1,3 1,6 1,1
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Abbildung 4.13: Lipaseaktivitat (narG-lip) der NreA-Varianten mit ANreABC/OFF-Phanotyp:
R21A, WA45A, Y47A, N51A, L67E, Y95A, E101A und L121S. Spezifische Lipaseaktivitaten unter
aeroben (links) und anaeroben (rechts) Bedingungen sind dargestellt. Die AnreABC-Mutante m1l
wurde komplementiert mit folgenden Plasmiden: pMW1001 (p-), pMW1040 (pnreABC), pMW1393
(pnreBC) und Derivaten von pMW1040, codierend fir die NreA-Varianten. Der Phanotyp ist grau
hinterlegt. Graue Balken geben nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten an.

4.7.4 NreA-Mutanten mit ANreA/ON-Phanotyp

Alle NreA-Mutanten der ANreA/ON-Phéanotyp-Gruppe zeichnen sich durch aerobe narG-lip-
Expression sowohl in der nitratfreien, als auch in der nitrathaltigen Zucht aus (Abbildung
4.14). Dabei bewegen sich die Werte in unterschiedlich deutlichem MalRR Uber den
entsprechenden Werten des Wildtyps. Bei der vierfach mutierten NreA(D18N-E19Q-E22Q-
D27N)-Variante beispielsweise lag die Induktion von narG-lip in der nitratfreien Zucht 3,5-
fach Uber der des Wildtyps und steigerte sich bis um das 18-fache bei NreA(R126A). Die
ebenfalls charakteristische Nitratblindheit (Faktor 1,2 aerob, beziehungsweise Faktor 1,1
anaerob) des ANreA/ON-Phéanotyps war auf3er bei den aeroben Messungen von NreA(F28V)
und NreA(N53D) sowohl im Aeroben als auch im Anaeroben bei allen NreA-Varianten zu
beobachten. Die NreA(R62A)-Variante bewirkte sowohl aerob als auch anaerob bei
Nitratzusatz eine narG-lip-Expressionssteigerung um einen Faktor von 1,5. Dieser liegt damit
genau im Grenzbereich zur wildtypischen Nitratstimulierung (Faktor 1,8). NreA(R62A) fallt in
der Summe der Eigenschaften aber in die Klasse der ANreA/ON-Mutanten, da unter aeroben
Zuchtbedingungen mit und ohne Nitrat au3erordentlich hohe Lipaseexpressionen beobachtet
wurden, die sogar die Aktivitat der ANreA-Mutante deutlich Ubertrafen (Faktor 2). Unter
Anaerobiose lagen die Lipaseaktivitaten etwas uUber denen des Wildtyps. NreA(F28A)
verhielt sich bezlglich der Lipaseexpression wie die ANreA-Mutante. Dies ist wahrscheinlich
weniger auf den Einfluss der Mutation selbst, sondern auf die Instabilitdt von NreA(F28A) in

vivo zurickzufihren. Es scheint, als ob die Mutante gar nicht erst gebildet wird — mittels
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Western Blot Analyse war diese NreA-Variante nicht nachweisbar (vgl. Abschnitt 4.9) — und

die Mutante aus diesem Grund deutlich als ON-Mutante zu klassifizieren ist.

Tabelle 4.3: Aerobe / anaerobe Lipaseexpression in Prozent des Wildtyp-Wertes mit Nitrat unter
a / d und ohne Nitrat unter b / e, sowie aerober / anaerober Nitratstimulus als Quotient der
absoluten Werte der sLA mit Nitrat und ohne Nitrat unter c / f. Gezeigt die Werte sind vom ANreA
und den Varianten NreA(D18N-E19Q-E22Q-D27N), NreA(D27A), NreA(F28A), NreA(F28V),
NreA(N51D), NreA(N53D), NreA(R55A), NreA(R62A), NreA(R126A) und NreA(L67N).

D18N

ANreA/ E19Q

ON E220 D27A F28A F28V N51D N53D R55A R62A RI126A | L67N
D27N

a) 495 264 233 856 465 306 791 495 1288 1542 | 184
b) 682 387 322 1204 408 452 609 575 1382 2345 | 238
9] 1,2 11 1,2 1,2 1,9 1,1 2,1 1,4 15 11 1,3

d) 80 156 144 74 136 99 98 77 121 121 66
e) 128 234 217 123 209 126 134 95 145 205 149
f) 11 1,2 1,2 11 1,2 1,4 1,3 1,4 15 11 0,8
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Abbildung 4.14: Lipaseaktivitat (narG-lip) der NreA-Varianten mit ANreA/ON-Phéanotyp: D18N-
E19Q-E22Q-D27N, D27A, F28A, F28V, N51D N53D, R55A, R62A und R126A, zusammen mit dem
abgeschwachten (ON)-Phanotyp L67N und den unklassifizierbaren NreA-Varianten E101Q und
L122F. Spezifische Lipaseaktivitaten unter aeroben (links) und anaeroben (rechts) Bedingungen sind
dargestellt. Die AnreABC-Mutante m1 wurde komplementiert mit folgenden Plasmiden: pMW 1001 (p-),
pMW1040 (pnreABC), pMW1393 (pnreBC) und Derivaten von pMW1040, codierend fiir die NreA-
Varianten. Der Phénotyp ist grau hinterlegt. Graue Balken geben nitratfreie und schwarze Balken
nitrathaltige (10 mM) Zuchten an. L67N mit abgeschwéchtem (ON)-Phéanotyp. E101Q und L122F mit -
abweichendem Phéanotyp werden unter 4.7.5 gesondert diskutiert.

4.7.5 NreA-Mutante mit abgeschwéachtem ANreA/ON-Phanotyp
NreA(L67N) lasst sich nur in eingeschrankter Form der ANreA/ON-Mutantenklasse zuordnen

(Abbildung 4.14). Im Aeroben ohne und mit Nitrat befindet sich das Niveau der spezifischen

Lipaseaktivitat iber dem des Wildtyps (237% ohne Nitrat, 184% mit Nitrat). Im Anaeroben
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beobachtete man jedoch den Verlust des Nitratstimulus (Faktor 0,8) — ein Indiz flir ANreA-

typisches Verhalten.

4.7.6 Mutanten mit abweichenden Phanotypen

Der Phanotyp von NreA(E101Q) war unklar (Abbildung 4.14). Wahrend im Aeroben das
absolute Expressionslevel wildtypisch und ein stimulierender Nitrateffekt zu beobachten war
(Faktor 2,0; Tabelle 4.4), lag im Anaeroben kein Stimulus durch Nitrat vor (nitratblind). Je
nach Gewichtung der Indizien, fallt NreA(E101Q) in die Wildtyp- oder ANreA-Kategorie.

Der Phéanotyp von NreA(L122F) war ebenfalls unklar. Im Aeroben ohne Nitrat war das
Expressionslevel als wildtypisch einzustufen, im Aeroben mit Nitrat lag dieses nur
geringfligig darlber. Ein stimulierender Effekt durch Nitratzusatz konnte beobachtet werden
(Faktor 2,6). Dagegen lag im Anaeroben keine Stimulierung durch Nitrat vor (nitratblind).
Auch NreA(L122F) kann je nach Gewichtung der vorliegenden Daten der Wildtyp- oder

ANreA-Kategorie zugeordnet werden.

Tabelle 4.4: Aerobe / anaerobe Lipaseexpression in Prozent des Wildtyp-Wertes mit Nitrat unter
a / d und ohne Nitrat unter b / e, sowie aerober / anaerober Nitratstimulus als Quotient der
absoluten Werte der sLA mit Nitrat und ohne Nitrat unter c / f. Gezeigt die Werte sind vom ANreA
und den Varianten NreA(E101Q) und NreA(L122F).
E101Q L122F
a) 108 161

b) 89 103
c) 20 2,6
d) 89 132

e) 193 190
f) 08 1,2

Die 25 konstruierten NreA-Mutanten konnten in der Mehrheit den drei Vergleichsphénotypen
zugeordnet werden. Acht NreA-Mutanten (R21A, W45A, Y47A, N51A, L67E, Y95A, E101A,
L122F) wurden dem ANreABC/OFF-méaRigen Phanotyp zugeordnet. Finf NreA-Mutanten
(Q14A, L38N, W45F, R57A, Y95L) wurden als Wildtypen identifiziert. Zehn NreA-Mutanten
(D18N-E19Q-E22Q-D27N, D27A, F28A, F28V, N51D, N53D, R55A, R62A, L67N, R126A)
ahneln in der Summe ihrer Charakteristika dem ANreA/ON-Phénotyp. Bei den zwei
verbleibenden NreA-Mutanten (E101Q, L122F) ist keine eindeutige Zuordnung zu einer der
drei Klassen mdglich. Sie bewegen sich zwischen wildtypischem und ANreA-maRigem
Phénotyp. In Abbildung 4.15 sind die NreA-Mutanten in der Sekundarstruktur von NreA
dargestellt (vgl. Abbildung 4.5). Zuséatzlich ist mit farbigen Pfeilen ihr Ph&notyp unter aeroben
(von oben) und anaeroben (von unten) Bedingungen visualisiert. Es ist aus der Lage
innerhalb der Sekundéarstruktur keine deutliche Clusterung von ON- oder OFF-Phé&notypen

erkennbar.
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Zum Verstandnis der Phanotypen der NreA-Varianten ist daher ihre Lage innerhalb der

Tertiarstruktur von Ubergeordneter Bedeutung. Dies wird im nachsten Abschnitt betrachtet.

D18N-E19Q-E22Q-D27N

rrﬁ F28V W45F

N51D
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@9000@@GG@GOOGG@GGQGGOCD@GD@OGGQGO@@@O = ANreA-mafig (aerobe Expression)
1 Anaerobe Expression (unter Sequenz)

=P vildtypisch (Nitratstimulierung)
= ANreA-maRig (Nitrat blind/-unabhangig)
==p ANreABC-mafRig (permanent inaktiv)

Abbildung 4.15: Klassifizierung der Phéanotypen der NreA-Mutanten. Dargestellt ist die
Primarsequenz von NreA mit Sekundarstrukturelementen (a-Helix: brauner Zylinder, B-Faltblatt:
hellroter Pfeil). Die NreA-Mutanten sind mit Pfeilen markiert. Schwarze Pfeile symbolisieren
wildtypischen Phéanotyp der narG-lip Expression, blaue Pfeile ANreA-mafRigen Phanotyp und rote
Pfeile ANreABC-maRigen Phanotyp. Pfeile von oben beziehen sich auf das aerobe
Expressionsverhalten, Pfeile von unten auf das anaerobe.

4.8 Korrelation zwischen Lage der mutierten Aminosaurereste im NreA-Kristall und
ihrer narG-lip Expression

4.8.1 An der Nitratbindung beteiligte Reste in der Nitratbindetasche

Die Reste W45, L67 und Y95 sind stark konserviert. Im Kristall liegen sie in raumlicher Nahe
zueinander und im Bereich der Bindetasche von Nitrat. Y95 st zuséatzlich
oberflachenexponiert.

Die erstellten NreA-Varianten dieser Reste W45A, W45F, Y95A, Y95L, L67E und L67N
zeigen deutlich unterschiedliche Phanotypen in Abhangigkeit davon, gegen welche Reste sie
substituiert wurden (Abbildung 4.16). Durch Vergleich der erhaltenen Ph&notypen mit der
Lage des Restes innerhalb des NreA-Proteins konnten Schlisse auf die Funktion der Reste

gezogen werden.
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Abbildung 4.16: Lipaseaktivitat (narG-lip Expression) von NreA-Mutationen innerhalb der
Bindungstasche. Spezifische Lipaseaktivitaten unter anaeroben Bedingungen sind dargestellt. Die
AnreABC-Mutante m1 wurde mit den Plasmiden pMW1001 (p-), pMW1040 (pnreABC), pMW1393
(pnreBC) und Derivaten von pMW1040 (pnreA*BC), codierend fiir NreA-Varianten (W45A, WA45F,
L67E, L67N, Y95A, Y95L), komplementiert. Der Phanotyp ist grau hinterlegt. Graue Balken geben
nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten an.

Laut Kristallstruktur ist W45 unmittelbar an der Bindung von Nitrat beteiligt. Die Substitution
von Tryptophan gegen Alanin bei der ANreABC/OFF-Variante NreA(W45A) fihrt dazu, dass
von diesem Aminosaurerest keine Wasserstoffbriickenbindung mehr ausgebildet werden
kann. Zudem ist Alanin weniger raumfillend als Tryptophan. Der Austausch von Tryptophan
gegen Phenylalanin bei W45F erzielte dagegen einen wildtypischen Phanotyp. Phenylalanin
kann wie Alanin keine Wasserstoffbriickenbindung ausbilden, ist aber ahnlich voluminés wie
Tryptophan.

Die Substitution von Leucin gegen Asparagin bei NreA(L67N) fiihrte zu einer Mutante mit
abgeschwachtem ANreA/ON-Phéanotyp. Der polare Charakter des Asparagins bewirkte eine
Nitratblindheit und leichte aerobe Derepression. Nach Ersatz des Leucinrestes durch einen
Aspartatrest in NreA(L67E) erhielt man eine ANreABC/OFF-Mutante. Die negative Ladung
des Aspartatrestes verandert demnach den Phanotyp signifikant.

Dem Rest Y95 kann aufgrund der Oberflachenexposition eine Funktion als Deckel der
Bindetasche zugesprochen werden (Abbildung 4.19). Die Substitution von Tyrosin gegen das

kleine Alanin bei NreA(Y95A) entsprache folglich einer ,deckellosen® NreA-Variante. Der
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langerkettige aliphatische Rest von Leucin konnte den wildtypischen Phéanotyp in
NreA(Y95L) annahernd rekonstituieren.

Zusammenfassend erkennt man, dass in der Nitratbindetasche ein Austausch der
Aminosaurereste von polar zu unpolar und umgekehrt, sowie von grofl3 zu klein, einen
malf3geblichen Einfluss auf den resultierenden Phanotyp hat. Die untersuchten Reste in NreA
sind folglich von funktioneller Bedeutung fur die Nitratwahrnehmung.

4.8.2 In der Peripherie liegende Reste

Bei den anderen 19 NreA-Varianten handelt es sich um Mutationen, die die
Nitratbindetasche nicht direkt betreffen.

Von 19 NreA-Varianten erwiesen sich nur drei als wildtypisch, aber funf Varianten zeigten
einen ANreABC/OFF-Phanotyp und neun einen ANreA/ON-Phéanotyp. Um die Phanotypen zu
deuten, wurden die Lagen der entsprechenden Reste innerhalb der Tertiarstruktur
betrachtet, wobei die Nitrat enthaltende NreA-Kristallform als Diskussionsgrundlage

verwendet wurde.

Abbildung 4.17: Darstellung der Aminosaurereste im NreA-Kristall mit
wildtypischem Phanotyp, L38N, R57A und Q14A. Die Aminosaurereste nach Substitution gegen
Alanin (Q14, R57), beziehungsweise Asparagin (L38) mit wildtypischem Phanotyp nach narG-lip-
Messungen sind im NreA-Kristall in schwarz dargestellt. Unterstrichene Reste bilden keine
Wasserstoffbriicken aus.
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Abbildung 4.18: Oberflachendarstellung von NreA. Die NreA-Varianten mit oberflachenexponierten
Resten sind eingefarbt. Wildtyp in schwarz, ANreA/ON-Phé&notyp in blau und ANreABC/OFF-Phé&notyp
in rot. In gelb ist der ,Deckel” der Nitratbindetasche Y95 visualisiert.

Der nicht konservierte Rest L38 und der Rest R57 der wildtypischen NreA-Varianten
NreA(L38N) und NreA(R57A) bilden keine intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen
aus und sind zur Oberflache exponiert (Abbildung 4.17, 4.18). Fur den ebenfalls
oberflachenexponierten  Asparaginrest Q14 werden im Kristall drei mogliche
Wasserstoffbriickenbindungen vom Amidstickstoff aus angezeigt. Diese wurden zum
eigenen Ruckgrat, zur Carboxylgruppe von D18 oder zum Ruickgrat von S49 in 2 gebildet.
Die Substitutionen dieser drei Reste gegen Alanin hatten keinen Einfluss auf den
wildtypischen Phanotyp. Ihre Funktion flr NreA scheint eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Die Reste R21, Y47 und L121 der ANreABC/OFF-Mutanten liegen auf der von der
Nitratbindetasche gesehen gegentiberliegenden Seite des zentralen -Faltblattes und ragen
in den Raum zwischen der B-Faltblattstruktur und der al-Helix (Abbildung 4.19). Laut
Kristallstruktur kann der oberflachenexponierte Rest R21 zum Riuckgrat von F28 und zur
Hydroxylgruppe von S49 Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden (Abbildung 4.18, 4.20).
Nach Substitution gegen Alanin bei der NreA(R21A)-Variante ist dies nicht mehr moglich.
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Abbildung 4.19: Darstellung der Aminosaurereste im NreA-Kristall mit ANreABC/OFF-Phanotyp,
R21A, Y47A, N51A, E101A und L121S. Die Aminosaurereste nach Substitution gegen Alanin (R21,
Y47, E101), beziehungsweise Serin (L121) mit ANreABC/OFF-Phanotyp nach narG-lip-Messungen
sind im NreA-Kristall in rot dargestellt. Unterstrichene Reste bilden keine Wasserstoffbriicken aus.

Der Rest Y47 liegt am Rand der Flache des zentralen B-Faltblatts. Bei der NreA(Y47A)-
Variante verringert die Substitution von Tyrosin zu Alanin das eingenommene Volumen des
Restes deutlich und die Polaritat des Tyrosinrestes fallt weg. Der Funktionsverlust der NreA-
Variante Y47A mit ANreABC/OFF-Phanotyp kdnnte zusatzlich mit der Oberflachenexposition
von Y47 zusammenhangen.

Der Rest L121 liegt zentral in der Flache des B-Faltblatts. Diese wird durch hydrophobe
Reste gepragt, da L121 von den Resten 1107, 1109, L111, A29, 131, 1109 und L123 umrundet
wird. Eine Einfigung eines polaren Restes in diesen hydrophoben Bereich bei der
NreA(L121S)-Variante geht mit einem ANreABC/OFF-Phanotyp einher.

Die Reste N51 und E101 befinden sich auf der anderen Seite des B-Faltblattes, also in der
Néhe der Nitratbindetasche. Beide kénnen Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, N51
Uber den Amidstickstoff zum Ruckgrat von Y54 in der B2 - a2-Schleife, E101 zum Ruckgrat
von 152 in der B2 - a3-Schleife, sowie zur funktionellen Gruppe von R126 am Ende von B5.
Die NreA(N51A)-Variante mit ANreABC/OFF-Phanotyp steht im Zusammenhang mit dem
Wegfall der Wasserstoffbrickenbindungen vom Asparaginrest aus. Bei der NreA(N51D)-
Variante ist die Ausbildung der Wasserstoffbrickenbindungen weiterhin moglich. Die
Anwesenheit einer negativen Ladung korreliert mit dem ANreA/ON-Phé&notyp. Zudem ist der
Rest N51 oberflachenexponiert.

Bei der NreA(E101A)-Variante kénnen genau wie bei der NreA(N51A)-Variante mit dem
Alaninrest keine Wasserstoffbriickenbindungen mehr gebildet werden. Dies fuhrt ebenfalls
zu einem ANreABC/OFF-Phanotyp. Bei der NreA(E101Q)-Variante ist die Ausbildung der

Wasserstoffbriickenbindungen weiterhin maglich. Die Amidgruppe macht den Unterschied
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zwischen Glutamat und Glutamin aus und muss folglich den abweichenden Phéanotyp
hervorrufen und NreA im Inneren beeinflussen, da der Rest E101 in den Raum der
Nitratbindetasche gerichtet ist (Abbildung 4.21).

Abbildung 4.20: Darstellung der Aminosaurereste im NreA-Kristall mit ANreABC/OFF-Phanotyp,
R21A, Y47A, N51A, E101A und L121S. Die Aminosaurereste nach Substitution in Alanin (R21, Y47,
E101), beziehungsweise Serin (L121) mit ANreABC/OFF-Phéanotyp nach narG-lip-Messungen sind im
NreA-Kristall in rot dargestellt. In der Vergroerung sind zusatzlich die von diesen Resten
ausgehenden Wasserstoffbriickenbindungen angegeben. Unterstrichene Reste bilden keine
Wasserstoffbriicken aus.

Der Rest L122 ist, ahnlich wie E101, in den Raum der Nitratbindetasche gerichtet (Abbildung
4.21), bildet aber keine Wasserstoffbrickenbindungen aus. Die Substitution zu dem
volumindsen Phenylalaninrest der NreA(L122F)-Variante geht einher mit dem abweichenden
Phéanotyp.

Der Rest F28 zeigt in den Raum der Nitratbindetasche (Abbildung 4.21), &hnlich wie E101
und L122. Weder der Phenylalaninrest F28 noch der substituierte Valinrest bilden
Wasserstoffbriickenbindungen aus, sodass der ANreA/ON-Phanotyp von NreA(F28V) mit

einer sterischen Veranderung einhergehen muss.

74



Ergebnisse

Abbildung 4.21: Darstellung der Aminoséaurereste im NreA-Kristall mit ANreA/ON-Phanotyp,
D18N-E19Q-E22Q-D27N, D27A, F28A, F28V, N51D N53D, R55A, R62A und R126A und
abweichendem Phanotyp L122F und E101Q. Die Aminosaurereste mit ANreA/ON-Phanotyp nach
narG-lip-Messungen sind im NreA-Kristall in blau und die mit abweichendem Ph&notyp in orange
dargestellt. Unterstrichene Reste bilden keine Wasserstoffbriicken aus.

Alle verbleibenden Reste, deren Substitution zu einem ANreA/ON-Phanotyp flhrte
(Abbildung 4.21, 4.22), sind nach auf3en exponiert (Abbildung 4.18). Die Reste R62 und R55
sind besonders stark nach aufen orientiert und bilden keine intramolekularen
Wasserstoffbriicken. Durch die Substitution gegen Alanin koénnten intermolekulare
Wechselwirkungen betroffen sein, wodurch ein ANreA/ON-Phanotyp resultiert.

Der Rest D27 liegt in der a1l - B1-Schleife und bildet eine Wasserstoffbriicke zu 5 an das
Ruckgrat des Restes F28. In der NreA(D27A)-Mutante ist dies nicht mehr méglich. Ebenfalls
wurde ein ANreA/ON-Phanotyp erhalten, wenn der D27-Rest, zusammen mit den Resten
D18, E19 und E22 der al-Helix zu den polaren Resten Asparagin und Glutamin in der
Vierfachmutante NreA(D18N-E19Q-E22Q-D27N) substituiert wurde. Alle im Kiristall
angedeuteten Wasserstoffbriicken koénnen theoretisch auch durch die Asparagin- und
Glutaminreste ausgebildet werden, sodass der ANreA/ON-Phénotyp vielmehr mit dem
Wegfall der vier negativen Ladungen in Zusammenhang stehen sollte.

Der Rest N53 bildet wie N51 Wasserstoffbriicken zum Ruckgrat, tber den Amidstickstoff zu
S100 und uber die Carbonylgruppe zu R55. Bei den Varianten NreA(N53D) und NreA(N51D)
bleibt dies weiterhin méglich. Die Einfligung der negativen Reste an dieser Stelle im Protein
geht in beiden Féllen mit dem ANreA/ON-Phanotyp einher.

Der Rest R126 bildet Wasserstoffbriicken jeweils zum Ruickgrat von N51 in der 2 - a2-
Schleife, von D27 in der al - B1-Schleife und von A102 in der a6 - B4-Schleife. Durch
Substitution zu Alanin fallen diese in der NreA(R126A)-Variante weg, woraus ein ANreA/ON-

Phanotyp resultiert.
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Abbildung 4.22: Darstellung der Aminoséaurereste im NreA-Kristall mit ANreA/ON-Phanotyp,
D18N-E19Q-E22Q-D27N, D27A, F28A, F28V, N51D N53D, R55A, R62A und R126A. Die
Aminosaurereste mit ANreA/ON-Phanotyp nach narG-lip-Messungen sind im NreA-Kristall in blau
dargestellt. In den VergréRerungen sind zuséatzlich die angegebenen Wasserstoffbriickenbindungen
angezeigt. Unterstrichene Reste bilden keine Wasserstoffbriicken aus.

4.9 Proteinstabilitat der mutierten Varianten von NreA in vivo

Ein veranderter Phanotyp einer NreA-Variante konnte auf einer funktionellen Veranderung
basieren und auf veranderte intra- oder intermolekulare Wechselwirkungen zuriickzufiihren
sein (siehe oben). Ein weiterer Grund fir den Phanotyp einer Proteinvariante kénnte eine
veranderte Proteinkonzentration der Variante in vivo sein. Um dies zu kontrollieren, wurden
die NreA-Konzentrationen der einzelnen Varianten von S. carnosus-Zellen mit einer Western
Blot Analyse Uberpruft. Daflr wurden die gleichen Stamme verwendet, mit denen auch die
narG-lip-Expressionen durchgefiihrt wurden. Die Zellhomogenate wurden nach Auftrennung
im SDS-Gel und Transfer auf eine Nitrocellulosemembran mit polyklonalem Anti-NreA-Serum
analysiert.

Die Intensitdt der Bande war fur die meisten NreA-Varianten ahnlich und mit der des
Wildtyps vergleichbar (Abbildung 4.23). Da die Gene von NreA und den NreA-Varianten alle
auf Derivaten des gleichen Plasmids codiert vorliegen, ist davon auszugehen, dass sie alle
mit der gleichen Intensitat exprimiert werden. Die Unterschiede in den beobachteten Protein-
Konzentrationen in vivo missten demnach mit der Stabilitdt der NreA-Varianten korrelieren.
Die Varianten NreA(R21A) und NreA(Y95A) zeigten etwas starkere, die Varianten
NreA(W45A), NreA(W45F) und NreA(R126A) etwas schwachere Banden im Vergleich zum
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Wildtyp. Da NreA(R21A) und NreA(Y95A) in den Reportergenstudien als ANreABC/OFF-
Mutanten identifiziert wurden, konnte dies bedeuten, dass hier auch deren erhohte
Konzentration und nicht nur die strukturelle Veranderung alleine einen Einfluss haben. Die
geringere Konzentration an NreA(R126A) koénnte mit ihrem ON-Phanotyp Kkorrelieren.
NreA(W45F) zeigte trotz geringerer Konzentration einen wildtypischen Phé&notyp. Die
Variante NreA(F28A) war nicht nachweisbar und in vivo offenbar instabil.

NreA
(WT) ANreA

D18N
E19Q
E22Q
Q14A R21A D27N D27A F28A F28V L38N WA45A WA45F Y47A N51A N51D N53D R55A R57A R62A L67N Y95A YO95L E101A E101Q L121S L122F R126A

ey, @0 -mwvovan Bacn—--

nur
100ng

Abbildung 4.23: Nachweis der Bildung von NreA und NreA-Varianten in S. carnosus mittels
Western Blot Analyse. Stamme von S. carnosus ml mit pMW1040, pMW1393 und pMW1040-
Derivaten wurden nach aerober Zucht mit Nitrat (10 mM, 3 ¥z h) mittels French Press aufgeschlossen.
Nach Proteinauftrennung per SDS-PAGE wurde auf die Bildung von NreA und NreA-Varianten durch
Western Blot Analyse untersucht. Verwendet wurde spezifisches, polyklonales Anti-NreA-Serum.
Gezeigt ist die NreA-Bande bei etwa 20 kDa nach Auftragung von 800 pug Gesamtprotein.

4.10 lodidabhangigkeit der NreA-Funktion in vivo: narG-lip-Expressionen mit lodid

Die Kristallstruktur von NreA wurde mit gebundenem Nitrat und gebundenem lodid aufgelost.
Da sie eine ahnliche GroRe aufweisen, finden beide lonen in der Bindetasche Platz. Es
wurde daher untersucht, ob lodid in vivo in Lipaseexpressionsstudien einen &hnlichen Effekt
hervorruft, wie Nitrat und physiologische Relevanz besitzt. Zudem wurde getestet, ob das
Kation des Nitratsalzes einen Einfluss besitzt und ob Nitrit, als &hnlich grof3es Anion und im
Nitratstoffwechsel involviert, ebenfalls einen Effekt aufweist (Abbildung 4.24).

Untersucht wurden drei Referenzstamme basierend auf der AnreABC-Mutante m1, die mit
pMW1001 (p-), pPMW1040 (pnreABC) und pMW1393 (pnreBC) komplementiert wurden (vgl.
Abschnitt 4.5). Die Phanotypen waren entsprechend ANreABC, Wildtyp (WT) und ANreA.
Gemessen wurde unter Anaerobiose in mBM-Medium, welches optional mit NaNO3;, KNO3,
Nal oder NaNO, (je 10 mM) versetzt wurde.
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Abbildung 4.24: Lipaseaktivitat (narG-lip Expression) nach anaerober Stimulierung der narG-lip
Expression durch Nitrat, lodid und Nitrit. Spezifische Lipaseaktivitaten unter anaeroben
Bedingungen sind dargestellt. Die AnreABC-Mutante ml1l wurde mit folgenden Plasmiden
komplementiert: pMW 1001 (p-), pPMW 1393 (pnreBC) und pMW 1040 (pnreABC). Der Phénotyp ist grau
hinterlegt. WeiRe Balken geben Zuchten in mBM-Medium an. Schwarze Balken geben Zuchten in
mBM-Medium mit Natriumnitrat (NaNOj), dunkelgraue Balken in mBM-Medium mit Kaliumnitrat
(KNO3), hellgraue Balken in mBM-Medium mit Natriumjodid (Nal) und karierte Balken in mBM-Medium
mit Natriumnitrit (NaNO,) an. Die Salze wurden in 10 mM Endkonzentration zugesetzt.

Beim Wildtyp wurde die bereits bekannte Nitratstimulierung beobachtet, unabhangig davon,
ob es sich um ein Natrium- oder Kaliumsalz handelte. Nitritzugabe hatte keine positive
Stimulierung zur Folge, obwohl es strukturelle Ahnlichkeit zu Nitrat aufweist und als Metabolit
der Nitratatmung relevant sein kénnte (Fedtke et al., 2002). Die Prasenz von lodid bewirkte
einen ahnlichen Effekt wie Nitrat, auch wenn dieser schwacher ausfiel (Faktor 1,5, statt 1,8).
Die ANreABC und ANreA-Mutanten wiesen, wie bereits zuvor beobachtet, einen konstant

inaktiven, beziehungsweise deregulierten Phanotyp auf.

4.11 Protein-Protein-Interaktionen innerhalb von NreABC

4.11.1 Beeinflussung der Regulation der Zielgene von NreBC durch NreA und Nitrat
Wie die narG-lip Expressionsstudien zeigten, hat NreA einen Einfluss auf die Regulation des
anaeroben Nitratstoffwechsels durch NreBC in Abhéngigkeit von Nitrat. Da
vorausgegangene Studien keine NreA-Bindung an die Promotor-DNA von nirR, narG und
narT zeigten (Reinhart, 2010; Nilkens et al., 2013), wurde Uberprift, in wieweit NreA mit
NreB und/oder mit NreC auf Proteinebene interagiert und ob es dabei einen Einfluss von
Nitrat gibt.

Eine direkte Protein-Protein-Interaktion ist immer dann nétig, wenn Signale Ubertragen oder
regulierende Funktionen ausgetbt werden sollen. Bei der Signaltransduktion von NreB zu
NreC ist nur auf diese Weise die Ubertragung der Phosphorylgruppe méglich. Die dafiir

notigen Wechselwirkungen missen ausreichend stabil, aber reversibel sein. Deshalb
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beruhen sie auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen Aminosaureresten beider
Proteine (Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische oder hydrophobe
Wechselwirkungen).

Das NreABC-System wurde in vivo (BACTH, Cross-Linkings) und in vitro (Cross-Linkings)
hinsichtlich der auftretenden Protein-Protein-Interaktionen untersucht, mit speziellem Fokus
auf die Interaktion von NreA mit NreB, beziehungsweise NreC.

4.11.2 Anaerobe Interaktionsmessungen von NreABC

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen eignet sich das Bacterial Two-Hybrid
(BACTH)-Systems (Karimova et al., 1998). Das Prinzip basiert auf der Refunktionalisierung
(=Wiederherstellung) der Adenylatzyklase aus Bordetella pertussis in  dem
cya(Adenylatzyklase)-negativen Stamm von E. coli (BTH101). Die Aktivitat der
Adenylatzyklase ist vorhanden, wenn deren Doménen T25 und T18 in einem Transkript
vorliegen. Bei raumlicher Trennung von T25 und T18 ist die Adenylatzyklase inaktiv. Nach
Fusionierung der beiden Doméanen an zwei Proteine, die miteinander in Kontakt sind, kann
die Aktivitat der Adenylatzyklase durch Zusammenbringung der beiden Untereinheiten
wieder hergestellt werden. Aktive Adenylatzyklase kann mittels p-Galaktosidasemessungen
Uber das chromogene Katalyseprodukt o-Nitrophenol quantifiziert werden. Dies erlaubt
Ruckschlisse auf vorhandene oder nicht vorhandene Interaktionen der Fusionsproteine.

Als Positivkontrolle diente die Fusionierung von T25 und T18 an zwei Leucinzipper, welche
stark miteinander interagieren (Karimova et al., 1998). Folglich fihrte dies zu hohen
B-Galaktosidasewerten in der nitratfreien Zucht (weil3e Balken), da T25 und T18 in raumliche
Néhe zueinander gebracht werden und so als aktive Adenylatzyklase wirken kénnen. Als
negative Kontrolle wurde die B-Galaktosidaseexpression im Falle der Verwendung zweier
garantiert nicht interagierender Proteine gemessen, hier Zip und NreA. Die ermittelte
B-Galaktosidaseexpression betrug 220 MU und gibt die Schwelle des Hintergrundniveaus an.
Alle Werte, die sichtbar Uber dem Schwellenwert lagen, zeigten eine Protein-Protein-
Interaktion an. Bei Zugabe von Natriumnitrat (schwarze Balken) erhielt man bei beiden

Kontrollen unerheblich niedrigere p-Galaktosidasewerte (Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25: Kontrollen fiur die Protein-Interaktionsstudien mit dem Bacterial Two-Hybrid
System (BACTH) unter Anaerobiose. Positive Interaktion wird durch refunktionalisierte
Adenylatzyklase aus den Doménen T18 und T25 erreicht, hier durch Fusionen mit stark
interagierenden  Leucinzippern (Zip) zu T25-Zip und T18-Zip. Zur Festlegung der
Hintergrundexpression von nicht-interagierenden Proteinen wurde das Expressionslevel des Paares
T25-NreA und T18-zip verwendet und als Schwellenwert festgelegt. Zur Quantifizierung der
Proteininteraktion wurde die 3-Galaktosidaseaktivitat bei einer ODs;9 von 0,25 — 0,5 ermittelt und in
[MU] angegeben. Weil3e Balken zeigen R-Galaktosidaseaktivitdt nach nitratfreier, anaerober Zucht
(30 °C, LB mit IPTG (0,5 mM), DMSO (20 mM), Ampicillin (10 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml)) an und
schwarze Balken mit zusétzlich NaNO3; (10 mM). Die Flache unterhalb des Schwellenwertes ist
hellblau hinterlegt.

4.11.3 Homologe Interaktionen von NreA, NreB und NreC unter Anaerobiose: Effekt
von Nitrat
Interaktionen von NreA, NreB und NreC mit sich selbst wurden fir vier theoretisch mégliche
Kombinationen der BACTH-Konstrukte gemessen. In Abbildung 4.26 sind reprasentativ die
Ergebnisse von jeweils zwei Moglichkeiten dargestellt. Es wurden folgende Kombinationen
gewabhilt:

e NreA-T25, NreB-T25 oder NreC-T25 mit T18-NreA, T18-NreB oder T18-NreC

e T25-NreA, T25-NreB oder T25-NreC mit NreA-T18, NreB-T18 oder NreC-T18

Die pB-Galaktosidaseaktivititen aller Messungen ohne Nitrat lagen weit Uber dem
Schwellenwert der Negativkontrolle (T18-Zip mit T25-NreA).

Die Werte der NreB/NreB-Interaktion erreichten 60% der Positivkontrolle, die der NreC/NreC-
Interaktion im Mittel 10% und die der NreA/NreA-Interaktion im Mittel 14%. Die beobachteten
Interaktionen korrelieren bei NreB mit der bereits nachgewiesenen dimeren Form (Mdliner,

2008). Bei NreC und NreA handelt es sich vermutlich ebenfalls um Dimere.
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Abbildung 4.26: Nitratabhangige, homologe Interaktionsstudien von NreA, NreB und NreC mit
dem Bacterial Two-Hybrid System (BACTH) unter Anaerobiose. Der cya-negative E. coli Stamm
BTH101 wurde mit einem Plasmidpaar zur Rekonstitution der Adenylatzyklase cotransformiert: ein
Plasmid kodierend fir ein Fusionsprotein von NreA, NreB oder NreC mit der T25-Doméne und ein
Plasmid kodierend fur ein Fusionsprotein von NreA, NreB oder NreC mit der T18-Domane. Folgende
Kombinationen der Fusionsproteine sind gezeigt: T18-NreA/NreA-T25, NreA-T18/T25-NreA, T18-
NreB/NreB-T25, NreB-T18/T25-NreB, T18-NreC/NreC-T25 und NreC-T18/T25-NreC. Das Mal ihrer
Proteininteraktion ist die gemessene R-Galaktosidaseaktivitat [MU]. Als positive Kontrolle diente das
interagierende Paar T25-Zip/T18-Zip und als negative Kontrolle das nicht-interagierende Paar T25-
NreA mit T18-Zip. Die hellblau hinterlegte Flache markiert das Level der Hintergrundexpression. Helle
Balken geben nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten an.

Die Zugabe von Nitrat verringerte die Werte der NreB/NreB-Interaktion nur geringfligig, um
10 - 15%, was auch bei der Positivkontrolle (16%) beobachtet wurde. Dies scheint mit einem
Salzeffekt oder Ahnlichem zu korrelieren. Bei den NreC/NreC-Interaktionen auferte sich dies
fur die verschiedenen Konstrukte unterschiedlich stark, da entweder keine Abnahme, oder
eine um 34% zu verzeichnen war. Die erhaltenen Werte lagen aber alle deutlich Gber dem
Schwellenwert. Demnach bildeten NreB und NreC unter anaeroben Bedingungen
Homodimere, unabhéngig von der An- oder Abwesenheit von Nitrat.

Im Gegensatz dazu kann man einen deutlichen Nitrateffekt bei den NreA/NreA-Interaktionen
erkennen. Bei Nitratanwesenheit nahmen die Werte je nach Konstrukt deutlich um 64 - 73%
ab und befanden sich mit Nitrat nur noch knapp tUber dem Schwellenwert. Den Messungen

zufolge waren die NreA-Homodimere bei Nitratanwesenheit fast vollig verschwunden.
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4.11.4 Heterologe Interaktionen von NreA, NreB und NreC unter Anaerobiose: Effekt
von Nitrat
Heterologe Interaktionen von NreA mit NreB, NreB mit NreC und NreC mit NreA wurden
jeweils in allen acht moglichen Kombinationen unter anaeroben Bedingungen mit und ohne
Nitrat analysiert. Abbildung 4.27 zeigt jeweils zwei stellvertretende Kombinationen. Es
wurden folgende Kombinationen gewahlt:

e NreA-T25 mit T18-NreB

e T25-NreA mit NreB-T18

e NreC-T25 mit T18-NreB

e T25-NreC mit NreB-T18

e NreA-T25 mit T18-NreC

e T25-NreA mit NreC-T18
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Abbildung 4.27: Nitratabh&ngige, heterologe Interaktionsstudien von NreA, NreB und NreC mit
dem Bacterial Two-Hybrid System (BACTH) unter Anaerobiose. Der cya-negative E. coli Stamm
BTH101 wurde mit einem Plasmidpaar zur Rekonstitution der Adenylatzyklase cotransformiert: ein
Plasmid kodierend fur ein Fusionsprotein von NreA, NreB oder NreC mit der T25-Doméane und ein
Plasmid kodierend fiir ein Fusionsprotein von NreA, NreB oder NreC mit der T18-Domane. Folgende
Kombinationen der Fusionsproteine sind gezeigt: T18-NreB/NreA-T25, NreB-T18/T25-NreA,
T18-NreB/NreC-T25, NreB-T18/T25-NreC, T18-NreC/NreA-T25 und NreC-T18/T25-NreA. Das Mal
ihrer Proteininteraktion ist die gemessene [3-Galaktosidaseaktivitat [MU]. Als positive Kontrolle diente
das interagierende Paar T25-Zip/T18-Zip und als negative Kontrolle das nicht-interagierende Paar
T25-NreA mit T18-Zip. Die hellblau hinterlegte Flache markiert das Level der Hintergrundexpression.
Helle Balken geben nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten an.
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Bei den nitratfreien, heterologen BACTH-Experimenten lagen die -Galaktosidaseaktivitaten
von NreB/NreC und NreB/NreA deutlich tber dem Schwellenwert der Negativkontrolle
(T18-Zip mit T25-NreA). Die Werte der NreB/NreC-Interaktion erreichten im Mittel 61% der
Positivkontrolle und die der NreB/NreA-Interaktion im Mittel 24%. Die Interaktionsmessungen
mit den Kombinationen von NreC und NreA lagen dagegen im Bereich der Negativkontrolle.
Die beobachteten Interaktionen von NreB mit NreC korrelieren mit ihrer Funktion als
Zweikomponentensystem, da bei der Ubertragung der Phosphorylgruppe eine Protein-
Protein-Interaktion essentiell ist. Die Interaktion von NreB mit NreA korreliert mit der
Vorstellung, dass NreA einen negativen Regulator von NreB darstellt. Die Anwesenheit von
Nitrat beeinflusst die Werte der NreB/NreC-Interaktion um weniger als 10% im Vergleich zur
Positivkontrolle (16%). Bei den Werten der NreB/NreA-Interaktion verringerte sich die
heterologe Interaktion durch Nitrat — je nach Konstrukt — sehr stark um 68 - 76 %. Die
Interaktionsmessungen von NreC und NreA verblieben mit Nitrat unverandert unter dem
Schwellenwert.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass NreA, NreB und NreC jeweils mit sich selbst
interagieren. Dabei liegen NreA und NreC vermutlich, wie bereits von NreB bekannt, als
Homodimere vor. NreA ist dabei scheinbar ein nitratsensitives Dimer, welches in Gegenwart
des Anions dissoziiert.

Im NreABC-System wechselwirkt NreB mit NreC und NreA mit NreB. Zwischen NreA und
NreC gibt es keine Interaktion. Einen negativen Nitrateffekt kann man bei der NreA/NreB-
Interaktion beobachten — die Gegenwart von Nitrat fihrt auch hier zur Verringerung der
Wechselwirkung der beiden Proteine.

Zur Uberprifung des Einflusses der Mutation bei der NreA-Variante NreA(Y95A) auf die
NreA/NreA-, beziehungsweise NreB/NreA-Interaktion wurden die BACTH-Interaktions-
messungen nach Einflgung der Mutation wiederholt. In Abbildung 4.28 sind die Ergebnisse
folgender Kombinationen vergleichend dargestellt:

e T18-NreA mit NreA-T25

e T18-NreA(Y95A) mit NreA(Y95A)-T25

e T18-NreB mit NreA-T25

e T18-NreB mit NreA(Y95A)-T25

Die NreA/NreA-, sowie NreA/NreB-Interaktionen mit und ohne Nitrat unterscheiden sich bei
der NreA(Y95A)-Variante nicht von der des Wildtyps.
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Abbildung 4.28: Einfluss von Y95A in NreA auf die Interaktionen im BACTH-System. Neben der
Negativkontrolle und den NreA/NreA-, sowie NreB/NreA-Interaktionen aus den Abbildungen 4.26 und
4.27 (links) sind die analog durchgefiihrten BACTH-Messungen mit der NreA(Y95A)-Mutante gezeigt
(rechts).

4.12 GroRenbestimmung durch Gelfiltration

In den Kiristallstrukturanalysen liegt NreA sowohl mit lodid als auch mit Nitrat als Ligand in
monomerer Form vor. In den BACTH-Experimenten beobachtete man mit Nitrat monomeres
NreA und ohne Nitrat NreA in einer Form, die mit sich selbst Wechselwirkungen eingeht
(Dimer oder hohere Oligomere). Daher sollten mittels Gelfiltrationsanalysen weitere Hinweise
zum Oligomerisierungsgrad von NreA ermittelt werden.

Gelfiltration ist eine chromatographische Methode, bei der Molekile aufgrund ihrer GréR3e,
beziehungsweise ihres Molekilradius in Lésung (ber eine Trennsdule mit einem
guervernetzten Polymerharz aufgetrennt werden. Kleine und grof3e Molekile kdnnen
voneinander getrennt werden, da groRe Molekile nicht in die Poren der stationaren Phase
eindringen koénnen. Sie eluieren daher schneller als kleine Molekiile. Diese kdnnen
eindiffundieren und ihnen steht ein gréReres Flissigkeitsvolumen zur Verfiigung. Sie
bendtigten mehr Zeit die Saule zu durchlaufen, werden also von der stationdren Phase
langer zuriickgehalten. Die stationdre Phase besteht meist aus granuldren, pordsen
Polymeren. Die verwendete Superdex75-Saule besitzt eine stationdre Phase mit einer
vernetzten Agarose-Dextranstruktur.

Anhand der mit Hilfe bekannter Proteine erstellten Eichgerade wurde NreA als Dimer
identifiziert (Abbildung 4.29). Der aufgrund des Experiments berechnete Wert von 39,7 kDa
entspricht sehr genau dem theoretischen Dimer-Molekulargewicht von 39,8 kDa. Aufgrund
der Streuung der Werte der Eichproteine ergibt sich jedoch, bei Weglassen des Wertes fiir

Lysozym, eine differierende Eichgerade. Unter Verwendung dieser alternativen Eichgerade
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ergibt sich ein rechnerisches Molekulargewicht fiir NreA von 22 kDa. Dieser Wert entspricht
eher der monomeren Form von NreA. Dies korreliert auch mit der im Vergleich zur 29 kDa
grolen Carboanhydrase geringeren Retentionszeit. Nitrat hatte keinen Einfluss auf die
Mobilitat von NreA in der Gelfiltration.

Anhand der Gelfiltrationsexperimente lasst sich der Oligomerisierungsgrad von NreA nicht
eindeutig bestimmen. In der Folge sind die Ergebnisse Gelfiltrationsexperimente nicht
konform mit den Daten der Protein-Protein-Interaktionen, die mittels BACTH-Messungen
erhalten wurden. Es lasst sich jedoch feststellen, dass NreA lediglich in monomerer oder

dimerer Form eluiert und keine hoheren Aggregate zu verzeichnen waren.

- 20 + Vergleichsproteine
Lozl [l =.0,1151x + 15,97
Lysozym 143 157 . R?=0,8754
— 15
Carboanhydrase | 29 10,8 E berechnetes
Albumin 66 8.6 = Ir\\lll:)elg‘kulargewwht von
3 10 e~
NreB 80 7 5 \
E y : :
NreA I3 * \lergleichsproteine ohne
39,7 & 5 Lysozym
NreA(Y95A) oder 114 =-0,0714x + 12,967
22 R?=0,9734
NreA[NO
reAINGs] berechnetes
0 ‘ ‘ T ‘ Molekulargewicht von
0 25 50 75 100  NreA-ohne Lysozym

Molekulargewicht [kDa]

Abbildung 4.29: Gelfiltration von NreA. In der Tabelle sind die Molekulargewichte und ermittelten
Retentionszeiten in den Gelfiltrationsexperimenten aufgelistet. Die Eichgerade der Vergleichsproteine
wurde einmal mit Lysozym erstellt und einmal ohne Lysozym. Anhand der Eichgeraden wurde das
Molekulargewicht von NreA ermittelt.

4.13 In vitro Cross-Linking Experimente mit NreA und NreB

Eine wichtige Frage der vorliegenden Arbeit war, ob NreA mit NreB interagiert. Daher wurde
sowohl mit in vitro- als auch mit in vivo Cross-Linking Experimenten nochmals speziell die
Interaktion zwischen NreA und NreB untersucht.

Bei Cross-Linking Experimenten verwendet man Reagenzien, die Proteine chemisch
miteinander verknipfen, indem sie mit deren Aminosaureresten unter Ausbildung kovalenter
Bindungen reagieren. Hier wurde der sehr kurze Cross-Linker Formaldehyd (FA) verwendet,
der eine Lange von 2,3 - 2,7 A hat (Klockenbusch und Kast, 2010). Formaldehyd kann die
Zellmembran passieren und wurde daher nicht nur fir die in vitro-, sondern auch fur die in
vivo- Versuche verwendet. Der Aldehyd reagiert dabei mit Amin- und Amidgruppen von
Proteinen und stellt eine Verknupfung her. Diese Bindungsbildung zwischen FA und Protein
ist jedoch reversibel und kann durch Erhitzen der Probe auf 99 °C wieder riickgangig

gemacht werden (Klockenbusch und Kast, 2010).
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Tabelle 4.5: Theoretische Molekulargewichte von NreA, NreB und NreA/NreB in verschiedenen
Oligomerisierungszustanden. NreX entspricht NreA oder NreB.

Oliomerisierung NreA [kDa] NreB [kDa] NreA/NreB [kDa]
Monomer (NreX;) 19,9 41 60,9
Dimer (NreXy) 39,9 82 121,8
Trimer (NreXs) 59,7 123 182,7
Tetramer (NreX,) 79,6 164 243,6

Zur Analyse der Interaktionen von NreA und NreB wurde fir die in vitro Cross-Linking
Experimente aerob ohne und mit Nitrat aufgereinigtes His-NreA, beziehungsweise His-
NreA[NO;3] (pQE31-nreA) aus E. coli verwendet, sowie aerob, beziehungsweise anaerob
prapariertes NreB-His (pCQE1-nreB) aus S. carnosus. Nach Dialyse zur Entfernung von
Imidazol wurde die Probe unter aeroben und anaeroben Bedingungen mit FA (1% v/v) bei
26 °C inkubiert. Die Reaktionszeit betrug eine halbe Stunde um unspezifische Aggregation
zu minimieren aber eine ausreichende Menge an analysierbarem Reaktionsprodukt zu
erhalten. Die Proben wurden mittels denaturierender SDS-Gelelektrophorese der GréfRe
nach aufgetrennt. His-NreA besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 19,9 kDa und
NreB-His von 41 kDa. In Tabelle 4.5 sind die theoretischen Molekulargewichte von NreA-,
NreB- und NreA/NreB-Oligomerisierungsmaoglichkeiten aufgelistet.

Nach Anfarben der SDS-Gele mit Bromphenolblau-haltiger Farbelésung und anschlieRender

Entfarbung konnte man die Proteinbanden deutlich erkennen (Abbildung 4.30).

(A) Aerob (B) Anaerob
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+ o+ o+ -+ +  NreA + o+ F -+ *+ NreA

+ - - + + + NreB + - - + + * NreB

+ + + + + FA - + + + + + FA
+ - - + NaNO, - -+ - -+ NaNO,

170 — T 9 s NreB,, & NreA,B, 170 = NreB,, & NreA,B,
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Abbildung 4.30: Aerobes (A) und anaerobes (B) in vitro Cross-Linking von NreA und NreB. Fur
die in vitro Cross-Linking Experimente wurden aerob, ohne beziehungsweise mit Nitrat aufgereinigtes
His-NreA, bzw. His-NreA[NO3] (pQE31-nreA) aus E. coli und aerob, beziehungsweise anaerob
prapariertes NreB-His (pCQE1-nreB) aus S. carnosus verwendet, nachdem durch Dialyse Imidazol
entfernt wurde. Pro Reaktionsansatz (20 ul) wurden je 10 pug Protein eingesetzt. Das chemische
Cross-Linking erfolgte aerob, beziehungsweise anaerob durch 1% (v/v) Formaldehyd (30 Minuten,
26 °C). Analysiert wurden die Proben mittels Bromphenolblau-Féarbung nach Auftrennung im 12%-
Acrylamid-SDS-Gel.
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In allen Spuren mit NreA ist eine Proteinbande von monomerem NreA vorhanden (NreA,).
Die Intensitat der NreA-Monomerbanden war in allen Ansatzen mit Formaldehyd (Spuren 2,
3, 5, 6) leicht schwacher als ohne Formaldehyd (Spur 1). Zusatzlich ist eine Bande
erkennbar, die der dimeren Form entspricht (NreA;), wobei deren Intensitat mit und ohne
Nitrat vergleichbar ist (Spuren 2, 3). Trimeres oder tetrameres NreA (NreAs.,) ist sowohl unter
aeroben (Abbildung 4.30A) als auch unter anaeroben Bedingungen (Abbildung 4.30B) nicht
oder nur schwach erkennbar.

In allen Ansatzen mit NreB ist eine Bande vorhanden, die monomerem NreB entspricht
(NreB;). In Anwesenheit von FA nimmt die Intensitat dieser Bande stark ab (Spur 4 - 6).
Dafur treten zwei weitere Banden auf, wobei die eine einem dimeren oder trimeren NreB
(NreB,) und die andere einer hdher oligomeren Form entspricht. Bei letzteren handelt es sich
mdoglicherweise um eine tetramere Form (NreB,). Aufgrund vorangegangener Experimente
(Mullner, 2008) ist anzunehmen, dass es sich bei der mit NreB, bezeichneten Bande um
dimeres NreB handelt. Die Intensitat von NreB, ist bei NreA-Anwesenheit etwas schwéacher
(Spur 5) als bei alleiniger NreB-Anwesenheit (Spur 4) oder gleichzeitiger Anwesenheit von
NreA und Nitrat (Spur 6). Bei den Banden der oligomeren NreB-Formen kann man keine
deutlichen Unterschiede in Abhéngigkeit von NreA und Nitrat wahrnehmen. Dies trifft sowohl
fur aerobe (Abbildung 4.30A) als auch fir anaerobe Bedingungen (Abbildung 4.30B) zu.
Unabhéangig von Sauerstoff und Nitrat waren demnach NreA und NreB in monomerer und
dimerer Form vorhanden, beziehungsweise wurde unter den Cross-Linking-Bedingungen nur
ein Teil des Dimers kovalent verknlpft. Daneben existierten jeweils oligomere Formen.

Bei gleichzeitiger NreA- und NreB-Anwesenheit (Spuren 5, 6) war die Intensitét der obersten
Bande bei gleichzeitiger Anwesenheit von NreA und NreB etwas starker als nur mit NreB
(Spur 4). NreA/NreB-Cross-Linking-Produkt und oligomeres NreB Uberlagern sich an dieser
Stelle, sodass keine eindeutige Aussage getroffen werden kann, woraus die Bande gebildet

wird.

Um zu Uberprifen, ob die oberste Bande in Spur 5 und 6 nur auf oligomeres NreB, wie in
Spur 4, oder zusatzlich auf ein NreA/NreB-Interaktionsprodukt zurlickzuftihren ist, wurden
die Cross-Linking-Ergebnisse mittels Western Blot Analyse analysiert. Dazu wurden die
Cross-Linking-Proben nach Grof3enauftrennung im SDS-Gel auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen und mit polyklonalem Anti-NreA-Serum oder polyklonalem Anti-NreB-Serum
inkubiert (Abbildung 4.31). NreA/NreB-Interaktionsprodukte sollten folglich mit beiden Anti-
Seren nachweisbar sein.

Nach Fluoreszenz-Entwicklung der Western Blots konnten spezifische Banden von
monomerem, dimerem und oligomerem NreB mit Anti-NreB-Serum (Abbildung 4.31A oben,

4.31B oben) und spezifische Banden von monomerem und dimerem NreA mit Anti-NreA-
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Serum (Abbildung 4.31A unten, 4.31B unten) nachgewiesen werden. Diese Banden wurden
bereits nach Coomassiefarbung der SDS-Gele beobachtet. Spuren ohne NreA entwickelt mit
Anti-NreA-Serum (Spuren 1 - 3), sowie Spuren ohne NreB entwickelt mit Anti-NreB-Serum
(Spur 4), zeigten keine Antikdrperreaktion.

Bei den NreA-Cross-Linking-Proben waren in Anwesenheit von Formaldehyd weitere
Banden vorhanden (NreAs.,), die trimeren und tetrameren NreA-Formen entsprechen (jeweils
Spur 2, 3, 5, 6 in 4.31A unten und B unten).

Bei gleichzeitiger Anwesenheit von NreA und NreB (jeweils Spur 5, 6) sind neben den
oligomeren NreA-Formen im hochmolekularen Bereich weitere Banden durch Reaktion mit
Anti-NreA-Serum sichtbar. Die nach Coomassiefarbung an dieser Stelle vermuteten
NreA/NreB-Interaktionsprodukte lassen sich also durch die spezifische Reaktion mit dem
Anti-NreA-Serum tatsachlich nachweisen. Der genaue Oligomerisierungszustand des
NreA/NreB-Interaktionsprodukts NreA,B, kann nicht genau bestimmt werden. Denkbar ist

aber eine Verknupfung in jeweils dimerer Form (NreA,B,).
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Abbildung 4.31: Aerobe (A) und anaerobe (B) in vitro Cross-Linking Experimente von NreA
und NreB nach SDS-PAGE und Western Blot Analyse. Fir die in vitro Cross-Linking Experimente
wurden aerob, ohne beziehungsweise mit Nitrat aufgereinigtes His-NreA, bzw. His-NreA[NO3]
(pPQE31-nreA) aus E. coli und aerob, beziehungsweise anaerob préapariertes NreB-His (pCQE1-nreB)
aus S. carnosus verwendet, nachdem durch Dialyse Imidazol entfernt wurde. Jede aufgetragene
Probe hatte ein Volumen von 5 pl und enthielt 2,5 ug NreA und/oder NreB. Das chemische Cross-
Linking erfolgte aerob, beziehungsweise anaerob durch 1% (v/v) Formaldehyd (30 Minuten, 26 °C).
Analysiert wurden die Proben nach Auftrennung im 12%-Acrylamid-SDS-Gel und Immunoblotting mit
spezifischem, polyklonalem Anti-NreA-, beziehungsweise Anti-NreB-Serum.

4.14 In vivo Cross-Linking Experimente nach der His-Protein-Interaktions-Experiment
(HPINE)-Methode: Interaktion von NreA mit NreB

Durch BACTH-Messungen konnte in vivo bereits eine Interaktion von NreA/NreB gezeigt
werden. Dieses Ergebnis konnte durch in vitro Cross-Linking-Experimente mit Formaldehyd
untermauert werden. Aufgrund der Membrangéngigkeit des Cross-Linking-Reagens ist eine
chemische Vernetzung mit Formaldehyd auch in vivo méglich. Experimentell sollte eine
NreA/NreB-Interaktion also auch in vivo mit der HIPNE-Methode unabhéngig von den
vorigen beiden Methoden analysierbar sein.

Hierfir wurden plasmidcodiertes NreA und NreB co-exprimiert, wobei jeweils ein Protein
einen Strep-tag und das andere einen His-tag trug (NreA-S mit NreB-H oder NreB-S mit
NreA-H). Liegt ein NreA/NreB-Interaktionsprodukt vor, so wird dieses durch Zugabe von
Formaldehyd in der exponentiellen Wachstumsphase chemisch verknipft. Reinigt man

anschliel3end das Protein mit His-tag nach Zellaufschluss tber eine Nickel-NTA-S&ule auf,
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so wird das chemisch verknipfte andere Protein mit Strep-tag coeluiert (Graf et al., 2013).
Liegt keine Interaktion in vivo vor, so erfolgt letztendlich auch keine Coelution des jeweiligen
Strep-tag-Proteins.

(A) NreB-H + NreA-S (B) NreA-H + NreB-S
NreA-S + + + NreA-H + +
NreB-H + + - NreB-S + + +
FA + + + FA + + +
Ni-NTA + + + Ni-NTA + + +
Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
NreA NreB NreB NreA NreB NreB
[kDa] [kDa]
70 =i 70—
40 — — NreB-H 40 — q - | NreB-S
35 = 35— - .
25 NreA-S 25 —H NreA-H
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Abbildung 4.32: In vivo Bindungsstudien von NreA und NreB in E. coli. Fur die Untersuchung der
Bindung von NreA-Strep (NreA-S) an NreB-His (NreB-H) (A), sowie von NreB-Strep (NreB-S) an
NreA-His (NreA-H) (B) und Co-Reinigung durch Nickel-NTA (HPINE) wurden NreA-S (pMW1243) und
NreB-H (pMW1950), beziehungsweise NreB-S (pMW1192) und NreA-H (pMW1949) in E. coli IM109
co-exprimiert. Nach Induktion der Proteinexpression mit Anhydrotetracyclin (200 ng/ml; NreA-S,
NreB-S) und Arabinose (0,01%; NreA-H, NreB-H) erfolgte zum chemischen Cross-Linking
interagierender Proteine eine Formaldehydzugabe (0,6% (v/v)). NreA-H, bzw. NreB-H wurden mittels
NTA-Saule gereinigt. Der Nachweis erfolgte mit spezifischem, polyklonalen Anti-NreA-,
beziehungsweise Anti-NreB-Serum.

Fur die Analyse auf vorliegende Coelution wurden die Proben mit SDS-Laufpuffer versetzt
und aufgekocht, um gebildete Cross-Linking-Produkte wieder zu lésen. Die wieder
erhaltenen Monomere wurden per SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine
Nitrocelluosemembran transferiert und mit polyklonalem Anti-NreA-Serum, beziehungsweise
polyklonalem Anti-NreB-Serum nachgewiesen. Das Ergebnis des Interaktionsnachweises
nach der HPINE-Methode von NreA-S mit NreB-H ist in Abbildung 4.32A, die von NreB-S mit
NreA-H in Abbildung 4.32B gezeigt.

Bei der Aufreinigung von NreB-H konnte neben der NreB-Monomerbande (Spur 2, Abbildung
4.32A) auch die Bande von NreA-S nachgewiesen werden (Spur 1). NreA-S wurde also mit
NreB-H coeluiert. Zur Kontrolle, ob NreA-S nur in Anwesenheit von NreB-H spezifisch
coeluiert, wurde NreA-S alleine auf die Nickel-NTA-Saule gegeben. Erwartungsgeman wurde
kein NreA-S an die Saule gebunden (Spur 3). Es lief durch die Saule durch (vgl. Anhang).
Die umgekehrte Variante ist in Abbildung 32B mit analogen Ergebnissen gezeigt. Auch hier

werden nach in vivo-Cross-Linking NreA und NreB coeluiert.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Strep-tag gebundene Protein (NreA-
S; NreB-S) nur von der Séule coeluiert werden konnte, wenn es zuvor mit dem jeweiligen
His-tag Protein (NreB-H; NreA-H) in der Zelle interagiert und durch FA chemisch verknupft
worden war. Den Ergebnissen nach coeluieren sowohl NreA-S mit NreB-H, als auch NreA-H
mit NreB-S. Dies bedeutet letztendlich, dass NreA in vivo mit NreB interagiert.
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5. Diskussion

Zweikomponentensysteme (TCS) sind in Bakterien zur Wahrnehmung von Umweltfaktoren
weit verbreitet. Diese sind meist spezifisch auf einen &uf3eren Einflussfaktor ausgerichtet,
sodass ein Organismus die Reize zahlreicher verschiedener Sensorsysteme bendtigt, um
adaquat auf die vorherrschenden Umweltbedingungen reagieren zu kénnen.

Die Unterscheidung zwischen Sauerstoffan- und abwesenheit ist fur die Wahl des
effizientesten Energiestoffwechselweges vor allem bei fakultativ anaeroben Bakterien von
grol3er Bedeutung (Unden, 2013). Unter aeroben Bedingungen wird Sauerstoff als
Elektronenakzeptor verwendet. Unter anaeroben Bedingungen muss optimalerweise
wahrgenommen werden, ob ein alternativer Elektronenakzeptor wie Nitrat zur Atmung
anwesend ist oder ob Garungsstoffwechsel betrieben werden muss.

Das cytoplasmatische Zweikomponentensystem NreBC dient in S. carnosus zur direkten
Perzeption von Sauerstoff. Dieses besteht aus der Sensorhistidinkinase NreB und dem
Antwortregulator NreC (Kamps et al.,, 2004; Miliner et al.,, 2008). Die Zielgene der
Nitratatmung werden nur unter anaeroben Bedingungen induziert und die Nitratreduktase
NarGHI, die Nitritreduktase NirRBD und der Nitrattransporter NarT exprimiert. Durch
Nitratreduktion erzielt S. carnosus eine hohere Energiekonservierung als durch
Garungsstoffwechsel, was sich durch besseres Wachstum im Anaeroben auf3ert (Schlag et
al., 2008).

Anknupfend an diese Untersuchungen wurden zunachst die Funktion von NreA und dessen
Einfluss auf das Wachstumsverhalten von S. carnosus im Rahmen der vorliegenden Arbeit

genauer untersucht.

5.1 Zusammenhang zwischen Wachstum und Expression der Komponenten der
Nitratatmung in Abhangigkeit von NreABC

Das Wachstum des S. carnosus Wildtypstamms TM300, sowie der chromosomalen
Mutanten AanreABC (m1) und A4nreA, wurde in minimalem Medium unter aeroben und
anaeroben Bedingungen ohne und mit Nitrat getestet. Um die beobachteten
Wachstumsunterschiede unter den jeweiligen Bedingungen mit der vorherrschenden
Genregulation der Nitratatmungskomponenten korrelieren zu konnen, wurden zudem
Reporterstudien mit der narG-lip-Fusion durchgefihrt. Auch hierfir wurden die Stdmme mit
den Geno- und Phanotypen Wildtyp, ANreA und ANreABC verwendet (vgl. Nilkens et al.,
2013).

Bei den aeroben Wachstumsexperimenten wurde kein Unterschied zwischen den Stammen
beobachtet. Wie zu erwarten, wird der aerobe Stoffwechsel durch die Mutationen nicht

beeinflusst und alle drei getesteten Stdmme konnten aerobe Atmung durchfiihren. Der
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Zusatz von Nitrat flhrte im Aeroben in keinem Fall zu einem gesteigerten Wachstum. Bei
ausreichendem Sauerstoffangebot im umgebenen Milieu ist die aerobe Atmung gegeniber
anderen Energiestoffwechselwegen bevorzugt, da die Redoxpotentialdifferenz zwischen
Sauerstoff (E,” = +0,82 V) und Elektronendonor gréRer ist als beispielweise bei Nitrat (Eo” =
+0,43 V) und damit eine hoéhere ATP-Ausbeute erzielt wird (Unden, 2013). Durch die
Verwendung von Minimalmedium im Gegensatz zum Vollmedium (BM) erreichten alle
Zuchten geringere Zelldichten, so dass der durch Schitteln eingetragene Sauerstoff
ausreichte, um langanhaltende, lokale anaerobe Verhaltnisse zu vermeiden. Die narG-lip-
Reportergenstudien unter aeroben Bedingungen zeigten dagegen signifikante Unterschiede
fur die verschiedenen Genotypen. Wahrend der Wildtyp und die ANreABC-Mutante keine
Induktion des narG-Promotors zeigten, war bei der ANreA-Mutante eine deutliche Aktivierung
der Nitratatmungsgene zu beobachten. Diese lag bei ANreA im Aeroben sogar dann vor,
wenn gar kein Nitrat vorhanden war. Die Ergebnisse der narG-lip-Expressionsmessungen
decken sich mit der Beobachtung von Schlag et al. (2008), dass die chromosomale AnreA-
Mutante bei aerobem Wachstum mit Nitrat viel friher eine Bildung von Nitrit zeigt als der
Wildtypstamm. Ohne NreA wird folglich die Expression der Nitratatmungsgene unter aeroben
Bedingungen nicht optimal reprimiert.

Unter anaeroben Bedingungen ist die Nitratatmung gegeniber dem Garungsstoffwechsel
energetisch besser gestellt. Die Anwesenheit von Nitrat sollte sich im Allgemeinen deutlich
positiv auf Wachstumsgeschwindigkeit und Ertrag auswirkten (Schlag et al., 2008). Die
Anwesenheit der Nitratatmungskomponenten ist dafiir eine Voraussetzung. Beim Wachstum
der nitrathaltigen Zuchten bis zum Eintreten der stationaren Phase wurde dieser positive
Einfluss sowohl beim Wildtyp TM300 als auch bei der AnreA-Mutante beobachtet, nicht
jedoch bei der anreABC-Mutante. Dies deckt sich mit der ausbleibenden narG-lip-Expression
bei der ANreABC-Mutante, was bedeutet, dass die Nitratatmungsgene nicht aktiviert werden
konnten. Statt den Stoffwechsel optimal den auf3eren Bedingungen anpassen zu kdnnen,
musste die AnreABC-Mutante anaerob unabhéngig von einer Nitratanwesenheit permanent
Garungsstoffwechsel betreiben. Beim Wildtyp und der ANreA-Mutante zeigten die narG-lip-
Reportergenstudien unter anaeroben Bedingungen mit Nitrat, dass die narG-abhéngigen
Gene der Nitratatmung exprimiert werden. NreB ist demnach als Sauerstoffsensor aktiv und
der phosphorylierte Antwortregulator NreC induziert die Transkription der Zielgene.
Zusammengenommen scheint die Anwesenheit von NreBC, nicht jedoch von NreA nétig zu
sein, um von der Nitratanwesenheit im Medium zu profitieren. Dies stimmt mit den
Beobachtungen zur AnreABC-Mutante von Schlag et al. (2008) und AnreA-Mutante (Schlag,
2008) uberein.

In der anaeroben, nitratfreien Zucht und der nitrathaltigen Zucht ab der stationdren Phase

war das Wachstum der AnreA-Mutante gegenuber dem des Wildtyps abgeschwacht. In den
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narG-lip-Messungen filhrte die Deletion von NreA dazu, dass die spezifischen
Lipaseaktivitaten ohne und mit Nitrat auf dem gleichen Niveau lagen. Die Ergebnisse decken
sich mit der Annahme, dass NreA als Nitratrezeptor und negativer Regulator der NreBC-
abhangigen Induktion der Nitratatmungsgene fungiert (Schlag et al., 2008). NreA scheint in
Abwesenheit von Nitrat die Expression der entsprechenden Gene zu drosseln. Fallt diese
regulatorische Funktion durch die NreA-Deletion weg, so wird auch unter nitratfreien
Zuchtbedingungen die Expression der Zielgene induziert. Die Bedeutung von NreA fir die
Funktion der Nitratatmungsregulation in S. carnosus wird dadurch untermauert, dass sowohl
durch die Komplementierung der AnreA-Mutante als auch der AnreABC-Mutante zum
wildtypischen Genotyp ein wildtypisches narG-lip-Expressionsmuster (Phanotyp: Wildtyp mit
Nitratstimulierung und aerober Repression) zurlickerhalten wurde.

Aus den Versuchen lasst sich schlieRen, dass es sich bei NreA um einen negativen
Regulator der Expression der Nitratatmungsgene handelt, der in Abhangigkeit von Nitrat
fungiert. Um diese Funktion Gbernehmen zu kénnen, muss NreA einerseits in der Lage sein
Nitrat zu erkennen und andererseits die Information Uber An- oder Abwesenheit von Nitrat in

regulierender Art und Weise weiterzugeben.

5.2 NreA — ein GAF-Domanen Protein mit Nitratrezeptorfunktion

Auf Basis von Sekundarstrukturvorhersagen wurde NreA von Fedtke et al. (2002) eine GAF-
Doméne  zugesprochen.  GAF-Domanen  (cGMP-spezifische  Phosphodiesterase-
Adenylatzyklase-EhlA) bilden eine Proteindomé&nenfamilie, die in allen drei Doménen des
Lebens vorkommt. Sie binden typischerweise kleine Molekile, wie beispielsweise cyklische
Nukleotide und Tetrapyrrole, aber auch Methylsulfoxid, 2-Oxoglutarat und Acetat (Aravind
und Ponting, 1997; Anantharaman et al., 2001; Ho et al., 2000; Martinez et al., 2002b;
Zoraghi, et al., 2004; Bruder et al., 2005; Handa et al., 2008; Essen et al., 2008; Gruez et al.,
2010; Little et al.,, 2003; Lin et al.,, 2007). Charakteristisch fir sie sind sensorische,
regulatorische oder auch katalytische Funktionen (Aravind und Ponting, 1997; Zoraghi, et al.,
2004; Lin et al., 2007), indem sie die meist N- oder C-terminal verknlpften, katalytischen
Doménen, wie ATPasen, Histidinkinasen oder andere enzymatische Doméanen beeinflussen.
Die Kristallstrukturen von NreA belegen, dass auch NreA in der Lage ist, kleine Molekile zu
binden. Nitrat und lodid kdnnen in der Bindungstasche fixiert werden. Im Gegensatz zu
anderen Proteinen besitzt es aber keine weiteren Doméanen, sodass eine

Informationsweitergabe in trans erfolgen muss.
5.2.1 Physiologische Relevanz der Bindung von Nitrat und lodid in NreA
Die Bedeutung von Nitrat als Fitnessfaktor fir S. carnosus konnte, wie oben beschrieben, in

Wachstumsexperimenten gezeigt und durch die narG-lip-Reportergenstudien erklart werden.
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Nitrat hat einen Einfluss auf NreA, welches dann in die Expression der Nitratatmungsgene
regulierend eingreift.

Den Kiristallstrukturen zufolge findet auch lodid in der gleichen Bindungstasche wie Nitrat
Platz und kann fixiert werden. Die Bindung erfolgt durch die identischen Reste wie bei der
Nitratbindung. Zu vermuten ist, dass dies lediglich der Fall ist, weil lodid ebenfalls ein einfach
negativ geladenes Anion mit einem &hnlichen lonenradius ist. Uber das natirliche Habitat
von S. carnosus ist wenig bekannt (Rosenstein et al., 2009), es ist demnach nicht absolut
auszuschlieRen, dass lodid im Lebensraum vorkommt. Bei der Rohwurstfermentation, bei
der der apathogene S. carnosus fur die Nitritbildung eingesetzt wird (Schleifer und Fischer,
1982; GOtz und Schleifer, 1983; Becker et al., 2007), ist lodid zumindest keine in
signifikanten Mengen vorhandene Komponente. Obwohl Nitrat demnach der natirliche
Ligand zu sein scheint, wurde beobachtet, dass die narG-lip-Stimulierung durch lodid in
ahnlicher Weise erfolgt, wenn auch die Sensitivitat im Vergleich zu Nitrat geringer ist.

Auch wenn der Effekt von lodid fur S. carnosus physiologisch nicht relevant ist, zeigt er, dass
die Regulation der Nitratatmung durch die Bindung eines passenden Liganden in NreA
beeinflusst wird. Die Kristallstruktur der GAF-Doméane von NreA mit Nitrat bestatigt die
bisherigen Annahmen und Hinweise aus Wachstumsversuchen und Reportergenstudien,
sowie literaturbekannten Nitritbildungsmessungen (Schlag, 2008), dass NreA innerhalb des

NreABC-Systems als Nitratrezeptor fungiert.

5.2.2 Vergleich von NreA mit anderen GAF-Domanen-Proteinen

Die Klassifizierung von NreA als GAF-Doméanen-Protein beruhte bei Fedtke et al. (2002) auf
der Vorhersage der Abfolge der Sekundarstrukturelemente. Die anhand der Kristallstruktur
von NreA erkennbare Abfolge weicht von der Vorhersage (Singenstreu, 2010), vor allem in
der Anzahl der B-Faltblatter, ab (Abbildung 5.1 C1, C2).

GAF-Domanen zeigen eine ahnliche Faltung wie PAS-Domanen, welche ein antiparalleles
B-Faltblatt aus 5 Strangen besitzen (benannt nach Per, Arnt und Sim; Ponting und Aravind,
1997; Taylor und Zhulin, 1999). Neben GAF-Domé&nen mit 6 B-Faltblattern, wie bei der ersten
GAF-Kristallstruktur von Ykg9 aus S. cerevisiae (Ho et al., 2000), wurden spater weitere
Strukturen gefunden, die nur Uber 5 B-Faltblatter verfigen, wie beispielsweise DosT aus
Mycobacterium tuberculosis (Podust et al., 2008) oder CodY aus Bacillus subtilis (Levdikov
et al., 2006 und 2009). GAF-Domanen charakterisieren sich vor allem durch die zentrale
B-Faltblattstruktur, welche auf der einen Seite aus einer Mischung aus kurzen a-Helices und
Schleifen, wodurch die Ligandenbindetasche geformt wird, und auf der gegeniiberliegenden
Seite durch 2 - 4 o-Helices umgeben ist (Martinez et al., 2002). Die Abfolge der
Sekundarstrukturelemente variiert fur verschiedene GAF-Domanen (Abbildung 5.1), was
auch bei PAS-Domanen beobachtet wurde (Scheu et al., 2010).
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(A) Ykg9 (pdb: 1f5m)
ol o2 o3 p1 p2 B3 o4 P4 obd ps p6 06

—0—COC [

(B)NIh1 (pdb: 4g3w)
ol B p2 B3 o2 P4 a4 B5 p6 o5

(C1) NreA Sekundarstrukturvorhersage (PSIPRED)
(i al p2 B3 a2 p4 p5 p6 a3 oad  pB7 (8 a5

(C2) NreA Kristallstruktur
ol B1 p2 0.2 o3 P3 o4 o5 ob P4 p5 al

=>—{

(D) DosT (pdb: 2vzw)
ol 31 p2 o2 a3 B3 ud B4 B5 o5

Abbildung 5.1: Sekundéarstrukturelemente von Ykg9, NIh1l, NreA und DosT. Schematische
Darstellung der Sekundarstrukturelemente der GAF-Doméanen von (A) Ykg9 von Aminosaure 1 - 180
(Ho et al., 2000), (B) NlIh1 von Aminosaure 1 - 171 (Batchelor et al., 2013), (C1) Strukturvorhersage
von NreA von Aminosaure 1 - 155 mittels PsSIPRED (Stand 11/2010; Singenstreu, 2010), (C2) NreA von
Aminosaure 11 - 153 (Niemann et al., 2013) und (D) DosT von Aminosaure 60 - 208 (Podust et al.,
2008).

NreA zeigt die gleiche Abfolge der Sekundarstrukturelemente wie die GAF-Domane von
DosT (Abbildung 5.1 C2, D). Lediglich die ausgepragte C-terminale o7-Helix ist in der
Kristallstruktur mit Nitrat sehr kurz und daher kaum zu erkennen. Dafir liegen zwischen 33
und B4 drei a-Helices anstatt nur einer. Auch die Anordnung der B-Faltblatter mit der Abfolge
2-1-5-4-3 ist in der Tertiarstruktur bei NreA und DosT identisch. Die starke Ahnlichkeit zeigt
sich bei einer Uberlagerung der Kristallstrukturen von NreA und der GAF-Doméane von DosT
(DosT-G; Abbildung 5.2). Entsprechendes lasst sich fir die enge strukturelle
Ubereinstimmung von NreA und der GAF-Doméne von NIhl aus Aquifex aeolicus (NIh1-G1;
Batchelor et al., 2013) feststellen. Auch hier verdeutlicht die Uberlagerung der
Kristallstrukturen die hohe Deckungsgleichheit der beiden Tertiérstrukturen.

Anhand der Vergleiche der Sekundéar- und Tertiarstruktur von NreA mit denen von anderen

Proteinen lasst sich NreA eindeutig der GAF-Protein-Familie zuordnen.
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Abbildung 5.2: Uberlagerung der Kristallstrukturen von NreA und DosT-G, sowie NreA und
NIh1-G1. Die Kristallstrukturen wurden von NreA in grin und DosT-G (pdb: 2vzw; Podust et al., 2008)
in violett (oben), sowie NreA in grin und NIh1-G1 (pdb: 3g3w; Batchelor et al., 2013) in grau (unten)
mit dem Programm CHIMERA Ubereinandergelegt. Die Gesamtstrukturen (Mitte) sind von rechts und
links in Seitenansicht gezeigt. Schwarze Pfeile verdeutlichen Unterschiede in der B-Faltblattstruktur
(Mitte) und die fehlende, lange C-Terminale a-Helix bei NreA (links).

5.3 Vergleich mit anderen Nitratbindeproteinen - NreA ist ein neuartiger Nitratrezeptor

Fur viele Organismen ist die Bindung von Nitrat, vor allem in seiner Funktion als
Elektronenakzeptor, von Bedeutung. Nur wenige Kristallstrukturen mit gebundenem Nitrat
liegen vor, in denen Nitrat eine physiologische Relevanz besitzt, weshalb Gber die
molekularen Mechanismen der Nitratbindung nicht viel bekannt ist.

Beim Vergleich von NreA mit dem periplasmatischen Protein NrtA aus Synechocystis sp.
(pdb: 2G29, Koropatkin et al., 2006) und der Sensorhistidinkinase NarX aus E. coli (pdb:
3EZH; Cheung und Hendrickson, 2009) zeigt sich, dass die drei Proteine verschiedene
Lésungen entwickelt haben um Nitrat zu binden (Abbildung 5.3).

Die Gesamtstrukturen von NreA, NrtA und NarX unterscheiden sich deutlich. NrtA und NarX
sind Multidoméanenproteine, wahrend NreA ein Einzeldomanenprotein ist. Die
Multidomé@nenproteine fixieren Nitrat entweder zwischen zwei Domanen in einer C-clamp
(NrtA) oder zwischen zwei Monomeren in einem Vierhelixbindel (NarX). Die Bindung von
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Nitrat erfolgt bei NrtA und NarX, indem von beiden Untereinheiten
Wasserstoffbriickenbindungen zu Nitrat ausgebildet werden und eine Kompensierung der
negativen Ladung durch positiv geladene Reste in der Bindungstasche erfolgt. Insbesondere
Salzbriicken zu Lysin und Arginin sorgen bei NrtA und NarX fir eine Fixierung des Liganden.
NreA muss die Nitratbindung aufgrund seiner Struktur auf eine andere Art und Weise losen.
Die GAF-Doméne besitzt eine Bindetasche mit passender Geometrie, in der die negative
Ladung von Nitrat durch die Ausbildung von Dipolmomenten der Helices o3 und o6 relativiert
wird, ahnlich wie die der Phosphorylgruppe von cNMP in Phosphordiesterasen (Heikaus
et al., 2009; Turko et al., 1996; Wu et al., 2004; Niemann et al., 2013). Wasserstoffbriicken
unterstltzten die Ligandenbindung. Bei NreA befinden sich weder Lysin noch Arginin im
Zentrum, sodass keine Salzbriicken vorliegen. Ein mdoglicher Vorteil dieses
Bindungsmechanismus kénnte sein, dass die Bindung von Nitrat in NreA damit weder zu
stark noch zu schwach ist. Eine reversible Ligandenbindung ist fir eine sensorische Funktion
als Nitratrezeptor wichtig, damit Anderungen der Konzentration in der Umgebung uiberhaupt
wahrgenommen werden kénnen. Nitrat kann dadurch bei Nitratmangel wieder vom Rezeptor
NreA abgegeben werden.

Bei allen drei betrachteten Proteinen wird Nitrat vollstdndig in einer geschlossenen
Bindetasche fixiert und dabei komplett von der Umgebung abgeschirmt. Bei NreA wird die
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Abbildung 5.3: Nitratbindeproteine mit Bindungstasche (Niemann et al., 2013). Neben den
Gesamtstrukturen der nitratbindenden Proteine (oben) NreA aus S. carnosus (A) und NrtA aus
Synechocystis sp. (B, pdb: 2G29, Koropatkin et al., 2006) und NarX aus E. coli (C, pdb: 3EZH;
Cheung und Hendrickson, 2009) sind die Bindungstaschen mit gebundenem Nitrat veranschaulicht.

Mogliche Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatische Wechselwirkungen werden durch rote,
gestrichelte Linien symbolisiert.
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Bindetasche ausschlief3lich von einem Monomer geformt, wahrend Nitrat bei NrtA und NarX
zwischen zwei Domanen komplexiert wird. Es stellt sich die Frage, wie Nitrat jeweils in die
vollstandig umschlossene Bindungstasche gelangen kann.

In der Zwei-Domé&nen-L&sung wird der Zugang von Nitrat zur Bindetasche erméglicht, indem
zunéachst eine kleine Verschiebung der Kontaktflache zwischen den Doméanen stattfindet.
Bereits eine kleine Veranderung der relativen Positionen der Domanen zueinander kann
ausreichen, die Bindungsaffinitat der beiden Domé&nen signifikant zu beeinflussen. Wird die
Interaktion der beiden Untereinheiten geschwécht, kann eine Struktur resultieren, in der
Nitrat nicht mehr vollstandig umschlossen ist. In dieser Konformation kann ein Hinein- und
Herausdiffundieren des Liganden erfolgen.

Auf die Ligandenbindung in einer GAF-Domane folgt oftmals eine Konformationsanderung,
aus der sich eine Aktivierung oder Aufhebung einer regulatorischen Funktion ergibt
(Batchelor et al., 2013; Levdikov et al., 2009). Durch die Gestaltung der Umgebung der
Bindetasche mit kurzen a-Helices und Schleifen, ist es mdglich, dass NreA in diesem
Bereich recht flexibel ist.

Da in der Kristallstruktur von NreA Nitrat vollstandig von der Umgebung abgeschirmt ist,
existiert NreA vermutlich noch in einer anderen, offenen Konformation, in der der Austausch
des Liganden mit der Umgebung erfolgen kann. In dieser offenen Struktur sollte die
Nitratbindung im Vergleich zur geschlossenen Variante geschwacht sein. Beispielsweise
kénnte man eine solche veranderte Tertiarstruktur durch eine Verschiebung der Helices a3
und o6 erhalten. Eine genaue Analyse mdglicher Strukturanderungen bedarf jedoch einer

Kristallstruktur von NreA ohne Nitrat.

5.4 NreA interagiert mit NreB und bildet einen NO3;/0O,-Sensorkomplex

Die Wachstums- und narG-lip-Reportergenstudien bestatigten NreA als Repressor der
NreBC-kontrollierten Expression der Nitratatmungsgene in Abhangigkeit von Nitrat. BACTH-
Experimente und Cross-Linking-Versuche zeigen, dass NreA mit NreB, nicht jedoch mit
NreC interagiert. Die Befunde stimmen mit Phosphorylierungsexperimenten von NreB
Uberein, die in vitro durchgefuhrt wurden (Nilkens et al., 2013). In den Phosphorylierungs-
experimenten wurde gezeigt, dass NreA einen direkten Effekt auf NreB hat, indem es die
Phosphorylierung von NreB signifikant unterbindet. NreA inhibiert die Kinaseaktivitat. Die
Dephosphorylierung von NreB wird nicht beeinflusst und NreA besitzt keine
Phosphataseaktivitdt. Da zudem keine Bindung von NreA an die Promotor-DNA von narG,
nirR und narT mit frame shift-Experimenten ermittelt wurde (Reinhart, 2010; Nilkens et al.,
2013), liegt die regulatorische Funktion von NreA hochstwahrscheinlich ausschlie3lich auf

der Proteinebene.
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In den BACTH-Messungen zeigte sich ein wesentlich starkerer Effekt von Nitrat auf die
Interaktion innerhalb des NreA/NreB-Sensorkomplexes im Vergleich zur leichten
Interaktionsabnahme aufgrund eines Salzeffektes bei der Positivkontrolle und den anderen
Interaktionsmessungen. Die  NreA/NreB-Interaktion wurde durch Nitrat drastisch
herabgesetzt, einhergehend mit einer reduzierten Interaktion der NreA-Monomere. Die
negative regulatorische Funktion von NreA wird demnach durch Nitrat aufgehoben. Dies
passt zu der Beobachtung, dass die Phosphorylierung von NreB durch NreA[NO3] im
Gegensatz zu NreA nicht inhibiert wird (Nilkens et al., 2013).

NreA ist ein GAF-Doménen-Protein, wahrend NreB N-terminal eine PAS-Domé&ne mit dem
sauerstoffsensitiven [Fe,S,]**-Cluster besitzt. PAS-Doménen sind bekannt dafiir, dass sie oft
Co-Sensoren oder Co-Aktivatoren binden und zusammen ein Signal integrieren (Razeto et
al., 2004; Partch und Gardner, 2010; Witan et al., 2012). Daher kann man vermuten, dass
die Wechselwirkung zwischen NreA und NreB Uber eine direkte Interaktion zwischen der
GAF-Domane und der PAS-Doméne erfolgt. Diese Vermutung wuirde sich durch BACTH-
Interaktionsmessungen zwischen NreA und der isolierten PAS-Doméne von NreB Uberprifen
lassen.

Zusammengenommen interagiert NreA auf Proteinebene mit NreB in Abhangigkeit von
Nitrat, wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen. Es resultiert ein NreA/NreB-Sensorkomplex
in dem NreA Nitrat und NreB Sauerstoff registriert. Beide Signale werden miteinander

gekoppelt und von NreB an NreC als Antwortregulator weitergegeben.

5.5 Mégliche Flachen zur Dimerisierung von NreA und zur Interaktion mit NreB

5.5.1 Dimerisierungsformen von GAF-Doméanen

Proteininteraktionen  laufen  Uber intermolekulare =~ Wechselwirkungen  zwischen
oberflachenexponierten Bereichen der beteiligten Proteine ab. Aufgrund der BACTH-Studien
ist anzunehmen, dass NreA-Monomere durch Nitrat weniger interagieren. In den
Kristallstrukturen war NreA in Form von NreA[NOj7], beziehungsweise NreA[l], ebenfalls als
Monomer erkennbar.

Berechnungen Uber PISA (Krissinel und Henrick, 2005) ergaben auf Basis der Kristallstruktur
keinen Hinweis auf Interaktionsflachen fir eine Homodimerisierung. Der CCS-Wert
(Complexation Significance Score) von 0,000 der grofdten potentiellen Kontaktflache von
607 A? zeigte, dass diese nicht fiir eine effektive Interaktion von zwei NreA-Molekiilen
ausreicht.

Nitratfreies NreA scheint laut Cross-Linking-Experimenten und BACTH-Studien als Dimer
vorzuliegen, welches als Repressor mit NreB interagiert. Nitratfreies NreA sollte eine andere
Struktur aufweisen als NreA[NO;], mit entsprechenden Kontaktflichen zur Bildung des

NreA/NreA-Homodimers und zur Interaktion mit NreB. Mdoglicherweise sind diese
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Kontaktflachen in der Struktur von NreA[NOs;] erkennbar. Ohne eine nitratfreie

Kristallstruktur ist keine Berechnung von mdglichen Interaktionsflachen maoglich.

Abbildung 4.4: Gesamtstruktur von Ykg9 (pdb: 1f5m) ohne Substrat (oben) und Ykg9 (pdb:
3ko6) mit Methioninsulfoxid (unten). Die Kristallstruktur der freien Methionin-R-sulfoxidreduktase
Ykg9 ohne Substrat aus S. cerevisiae S288c in dimerer Form und einer Auflésung von 1,9 A (Ho et
al., 2000), beziehungsweise 2,55 A (Ma et al., 2009; Protein Data Bank, Europa). Die Interaktion
erfolgt Uber das N-terminale Ende, a2, 2, B3 und die B2- B33 Schleife (Ho et al., 2000). Die
Interaktionsflache ist 2200 A? grofi3.

Verschiedene GAF-Proteine interagieren im Dimer auf unterschiedliche Weise. Bei NCBI
sind 115  Kiristallstrukturen von  GAF-Doméanen hinterlegt (Stand 09/2013;
http://www.ncbi.nim.nih.gov/structure/?term=GAF). Anhand von unterschiedlichen GAF-
Dimeren sollen Interaktionsmechanismen verdeutlicht werden, die auch fur dimeres NreA in
Frage kommen kénnten. In den Abbildungen 4.4, 4.5 und 4.6 sind die Kristallstrukturen der
dimeren GAF-Doménen der freien Methionin-R-sulfoxidreduktase Ykg9 aus S. cerevisiae
ohne (Ho et al., 2000) und mit dem Substrat Methioninsulfoxid (Protein Data Bank, Europa,
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Ma et al., 2009), von DosT aus Mycobacterium tuberculosis mit permanent gebundenem
Ham (Podust et al., 2008) und von NIh1l aus Aquifex aeolicus in der apo-Form (Batchelor et
al., 2013) gezeigt.

Abbildung 4.5: Gesamtstruktur von DosT-G (pdb: 2vzw). Die Kristallstruktur der GAF-Domane von
DosT mit gebundenem Ham aus Mycobacterium tuberculosis in dimerer Form und einer Auflosung
von 2,3 A (Podust et al., 2008). Die Interaktion erfolgt jeweils iiber die Helices al und 7. Die Helices
der beiden Monomere liegen etwa um 90° gedreht zueinander.

Abbildung 4.6: Gesamtstruktur von NIh1-G1 (pdb: 4g3w). Die Kristallstruktur der GAF-Doméne
von NIh1 in der ligandfreien, offenen apo-Form aus Aquifex aeolicus in dimerer Form und einer
Auflésung von 1,7 A (Protein Data Bank, Europa 2012; Batchelor et al., 2013). Die Interaktion erfolgt
iiber ein Helix-Buindel der Helices a1, a2 und a5. Die Flache ist 1150 A% groR3.

Wahrend Ykg9 Uber das N-terminale Ende, a2, 2, B3 und die 2- B3 Schleife interagiert,
verwenden die anderen beiden Proteine a-Helices der N- und C-terminalen Enden fir die
Dimerisierung, davon je zwei/drei aus jedem Monomer (Ho et al., 2000). Bei DosT sind die
Helices al und o6 der Monomere um etwa 90° verdreht (Podust et al., 2008; Vos et al.,
2012). Bei NIhl sind die Helices in einem verdrillten Helix-Bliindel angeordnet, &hnlich dem
4-Helix Bundel bei SpoVT (Asen et al., 2009). SpoVT kristallisiert als Monomer. Allerdings
liegen Berechnungen zufolge Dimerisierungsflachen vor. SpoVT-Molekule interagieren durch
hydrophobe Wechselwirkungen der a2-Helix mit der a5-Helix des Nachbarproteins (Asen et

al., 2009), wobei die a1-Helix von NreA der a2-Helix von SpoVT homolog ist (Niemann et al.,
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2013; Handel, 2013). Der C-Terminus von NreA wurde zwar nicht als ausgedehnte a7-Helix
im Kristall aufgelost, aber in den Vorhersagen der Sekundarstruktur (PSIPRED, Singenstreu,
2010) wurde diese an dieser Stelle prognostiziert.

Zusammengefasst sind die Mdglichkeiten flr eine Dimerisierung von zwei GAF-Doméanen
sehr divers. Es kann daher nicht per se vorhergesagt werden, welcher Bereich der

Oberflache von NreA fir eine Homodimerisierung herangezogen wird.

5.5.2 Ligandenbindung bewirkt Konformations&nderungen von GAF-Domaéanen

Neben Hinweisen auf eine mdgliche Art der Dimerisierung von NreA zeigen die Vergleiche
mit anderen GAF-Domanen auch die denkbaren, unterschiedlichen
Konformationsénderungen durch Ligandenbindung. NreA bedient sich als Nitratrezeptor
mdoglicherweise einer ahnlichen Strategie. Ykg9 mit 179 Aminosauren besteht, genau wie
NreA, lediglich aus einer GAF-Domane. Sowohl die Form ohne als auch mit Ligand bildet ein
Dimer. Beide Kristallstrukturen konnten gelést werden. Durch die Bindung von
Methioninsulfoxid andert sich die Konformation, auch wenn diese Veranderung nur gering
ausfallt (Abbildung 5.7).

Abbildung 5.7: Uberlagerung von Ykg9 ohne und mit dem Substrat Methioninsulfoxid. Die
Kristallstrukturen von Ykg9 aus S. cerevisiae S288c ohne Substrat in blau (pdb: 1f5m; Ho et al., 2000)
und Ykg9 mit Substrat (pdb: 3ko6; Ma et al., 2008) wurden in monomerer Form mit dem Programm
CHIMERA Ubereinandergelegt. Der schwarze Pfeil weist auf die grof3te Konformationsanderung in der
B1 - B2-Scheife.

Wie die freie Methionin-(R)-sulfoxidreduktase aus E. coli (Lin et al., 2007) setzt Ykg9
vermutlich sein Substrat katalytisch um, sodass eine grol3e Konformations&nderung fur die
Funktion nicht bendtigt wird. DosT bindet permanent ein Ham als Cofaktor, woriiber es die
Gase NO, CO und O, wahrnimmt. Es besteht aus zwei GAF-Domanen und einer

Histidinkinase. Durch Sauerstoffbindung in der GAF-Doméne &ndert sich deren

103


http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/3ko6/taxonomy.html

Diskussion

Konformation vom deoxy-Zustand (mit H,O) zum oxy-Zustand (mit O,) (Podust et al., 2008;
Vos et al., 2012). Durch die Strukturveranderung kann die Aktivitdt der Histidinkinase
beeinflusst werden und diese entsprechend den Antwortregulartor DosR phosphorylieren.
Ein anschauliches Beispiel fur den Zusammenhang zwischen Ligandenbindung,
Konformationsanderung und Signalweitergabe stellt das von Batchelor et al. (2013)
untersuchte Protein NIhl aus Aquifex aeolicus dar. Fiur die GAF-Doméne des Multi-
Doménen-Proteins konnten drastische Strukturveranderungen in Folge der Ligandenbindung
beobachtet werden (Abbildung 5.8). Wéahrend in der Struktur der GAF-Doméne ohne Ligand
auf der gegeniberliegenden Seite der Bindungstasche drei ausgedehnte o-Helices zur
Bildung eines Homodimers zur Verfiigung stehen (NIh1-G1-Zustand), sind in der Struktur mit
Ligand nur zwei a-Helices vorhanden (NIh1-G2-Zustand). Dies wird damit begrindet, dass
sich bei Ligandenbindung das 2-Faltblatt einmal um die eigene Langsachse dreht, wodurch
der Rest R58 mit 32 um 180° rotiert (Abbildung 5.9). In der Folge stéren sich R58 und R163
raumlich, wodurch die Bildung der Signalhelix al verhindert wird. Da in der Struktur mit
Ligand die al-Helix nicht mehr fir eine Dimerisierung zur Verfigung steht, erfolgt die
Wechselwirkung Uber eine neue, durch a2 und a4 gebildete Interaktionsflache. Diese liegt
um 50° im Vergleich zur urspriinglichen Interaktionsflache gedreht. In der Dimer-Form der
NIh1-GAF-Doméane mit Ligand ist keine Wechselwirkung mit der C-terminalen ATPase-
Doméne mehr mdoglich. Diese heterologe Interaktion geht letztendlich durch
Ligandenbindung verloren.

S 4—) <->
~ Seitenansicht Seitenansicht

Abbildung 5.8: Uberlagerung der GAF-Doméne von NIh1 in der apo-Form (NIh1-G1) und der
Form mit gebundenem Liganden (NIh1-G2). Die Kristallstrukturen von NIh1-G1 in gelb (pdb: 4g3Kk)
und NIh1-G2 in grau (pdb: 4g3w; Batchelor et al., 2013) wurden in monomerer Form mit dem
Programm CHIMERA (bereinandergelegt. Die Gesamtstruktur (Mitte) ist von rechts und links in
Seitenansicht gezeigt.
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Abbildung 5.9: Detailansicht nach Uberlagerung von der GAF-Domane von NIh1 in der apo-
Form (NIh1-G1) und der Form mit gebundenem Liganden (NIh1-G2). Die Kristallstrukturen von
NIh1-G1 gelb (pdb: 4g3k) und NIh1-G2 grau (pdb: 4g3w; Batchelor et al., 2013) wurden in monomerer
Form mit dem Programm CHIMERA Ubereinandergelegt. Die Detailansicht entspricht der Rickansicht
von Abbildung 5.8. Hervorgehoben sind die Reste R163 der a4-Helix und der R58 des p2-Faltblatts
von NhI1-G1 und das gedrehte B2-Faltblatt mi neuer Position des R58-Restes von Nhl1-G2.

Die Triebkraft der Konformationsdnderung ist die thermodynamische Stabilitat der
ligandengebundenen Form. Fir CodY wurde beispielsweise der Zustand mit Ligand mit einer
um 20 °C hoéheren Schmelztemperatur beschrieben (Levdikov et al., 2009). Gleiches wurde
fur die GAF-A-Doméne der Phosphodiesterase PDE6 gezeigt (cGMP-gebundene Form mit
ca. 20 °C hoherem Schmelzpunkt;, Heikaus et al., 2008). Dies konnte fir NreA mit
gebundenem Nitrat ebenfalls zutreffen, sodass die monomere Form mit Nitrat stabiler ist als
die ligandenfreie, dimere Form.

Konformationsénderungen und daraus resultierende Veranderungen von Interaktionsflachen
sind bei GAF-Doménen also haufig zu finden. Dadurch kénnen sich die
Bindungseigenschaften an andere Proteine verandern, was ebenfalls eine Voraussetzung fir
eine regulatorische Funktion darstellt. Ein ligandenabhangiger Wechsel eines GAF-
Doménen-Proteins zwischen dimerem und monomerem Zustand, wie er offenbar bei NreA

der Fall ist, ist ein bislang nicht bekannter Mechanismus.

5.5.3 Mogliche Flachen von NreA zur Proteininteraktion

Die Konformationsanderungen von GAF-Doménen, die mit der Ligandenbindung einher
gehen, sind unterschiedlich stark ausgepragt. Dabei muss sich nicht die gesamte Oberflache
komplett andern, sondern die Verschiebungen kénnen raumlich begrenzt sein. Fir NreA
bedeutet dies, dass Interaktionsflachen flr NreA/NreA- und NreA/NreB-Wechselwirkungen

nicht aus der Kristallstruktur von monomerem NreA[NO;7] zu berechnen sind. Vermutlich sind
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jedoch die Reste, die fur die spezifischen Wechselwirkungen nétig sind, konservierter als
andere. Deshalb wurden die Reste des Multiplen Alignments (vgl. Abbildung 4.4)
entsprechend ihrer Konservierung auf der NreA-Oberflache in verschiedenen Graustufen
eingefarbt (Abbildung 4.10). Anhaufungen mit mehr oder weniger starker Konservierung
lassen auf Bereiche fir Interaktionen schlie3en.

Die konservierten Bereiche auf der Proteinoberfliche sind verstarkt in zwei Bereichen
gruppiert, die in der Abbildung durch die blaue und die rote Flache hervorgehoben sind.
Maoglicherweise ist eine Flache fur eine NreA/NreA-Interaktion und die andere Flache fir eine
NreA/NreB-Interaktion nétig.

A
VAnsicht von unten
p;’ ““M

Abbildung 4.10: Oberflachendarstelllung des NreA-Kristalls aus verschiedenen Blickwinkeln
mit Einfarbung der konservierten Reste. Auf Basis des Multiplen Alignments von NreA und
Homologen (vgl. Abbildung 4.4), wurden die Aminosdurereste in Abhangigkeit des
Konservierungsgrades eingefarbt. Die Kolorierung von weild bis schwarz zeigt keine bis starke
Konservierung an. Der Rest Y95 ist gelb eingefarbt. In etwa 90°-Drehungen ist NreA aus
verschiedenen Blickwinkeln gezeigt, sowie in den Ansichten von oben und von unten.

5.6 Mutationen in NreA betreffen Ligandenbindung, Konformations&nderung und
Signalweitergabe der regulatorischen Funktion

Die Vergleiche von NreA mit anderen regulatorischen GAF-Doméanen lassen vermuten, dass
die Bindung von Nitrat eine veréanderte Konformation induziert. Die nitratbindende Form
bildet weder Homodimere noch wirkt sie durch Interaktion mit NreB reprimierend.

Verédnderungen von einzelnen Aminosauren in NreA sollten sich mehr oder weniger stark
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darauf auswirken, wie Ligandenbindung, Konformationsanderung und Interaktion mit NreB
ablaufen kdnnen.

Mutationen, die direkt die Bindungstasche betreffen, beeinflussen unmittelbar die Bindung
von Nitrat, also die Wahrnehmung des externen Effektors. Veranderungen von anderen
Resten kdnnen dazu fuhren, dass eine mogliche Konformationsdnderung erleichtert oder
erschwert wird. Im Extremfall erstarrt die NreA-Variante bildlich in einem der Zustande.
Hierfir relevante Reste liegen beispielsweise an Positionen, die das Ruckgrat des Proteins
formen und intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen oder andere Wechselwirkungen
ausbilden. Zuletzt muss das durch die Bindung von Nitrat hervorgerufene Signal die
Wechselwirkung mit NreB modulieren, was vorzugsweise durch Reste auf der
Proteinoberflache von NreA geschehen sollte.

Nach Identifizierung von konservierten Aminoséaureresten anhand des Multiplen Alignments
wurden 25 NreA-Varianten mit gerichteter Mutagenese erstellt und funktionell analysiert.
Sechs Mutationen betrafen direkt die Nitratbindetasche, die weiteren mutierten Reste lagen
fernab der Bindetasche. Die NreA-Mutanten wurden klassifiziert in wildtypische NreA-
Varianten, ANreABC/OFF-Phanotyp und ANreA/ON-Phanotyp.

5.6.1 Mutationen in der Nitratbindetasche von NreA

Die Varianten NreA(Y95A), NreA(W45A) und NreA(L67E) waren als ANreABC/OFF-
Phénotypen permanent als Inhibitor aktiv. NreA(Y95L) zeigte nahezu wildtypischen
Charakter, wobei der Nitratstimulus abgeschwécht war. NreA(W45F) zeigte einen
wildtypischen Phanotyp und NreA(L67N) einen ANreA/ON-Phéanotyp.

Aufgrund der oberflachenexponierten Lage des Restes Y95 wurde eine Funktion als Art
Deckel Uber dem Bindungsraum vermutet. Dies lasst sich durch die Mutationen in NreA
untermauern. Der Alanin-Rest der Variante NreA(Y95A) ist wesentlich kleiner als der
Tyrosinrest, was dazu flihren kann, dass Nitrat weniger gut in der Bindetasche gehalten wird.
Da NreA(Y95A) zu einem volligen Verlust der Autophosphorylierungsakivitat von NreB flhrt
(Nilkens et al., 2013), muss die Mutation selbst einen Effekt haben und das narG-lip-Resultat
kann nicht einzig auf die erhthte Konzentration in vivo zurlckzufihren sein.
Interaktionsstudien der NreA(Y95A)-Mutante gaben hier leider keinen genaueren Aufschluss.
Der fast wildtypische Phanotyp von NreA(Y95L) lasst sich so deuten, dass der gréRRere,
aliphatische Leucinrest die Funktion des Tyrosinrestes weitgehend Gbernehmen kann.

W45 ist ebenfalls bedeutend fur die Funktion von NreA. Der Rest bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung vom Indolamid des Tryptophans zum Nitrat und positioniert
dieses zwischen den beiden dipolaren Helices. Der wesentlich kleinere Alaninrest bewirkt
eine VergroRerung der Nitratbindetasche (Abbildung 5.11). Auf3erdem kann keine

Wasserstoffbriicke zum Liganden ausgebildet werden. Nitrat wird dadurch wahrscheinlich
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weniger effektiv gebunden und es resultiert folgerichtig der ANreABC/OFF-Phanotyp. Ersetzt
man den Rest durch Phenylalanin, so folgt daraus die wildtypische NreA(W45F)-Variante,
obwohl in Phenylalanin der Indolstickstoff zur Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindung
fehlt. Offensichtlich sind die restlichen Wasserstoffbriickenbindungen tber L67, A68 und 197
zu Nitrat ausreichend um Nitrat zu fixieren, wenn sich der Ligand an der richtigen Stelle in
der Tasche befindet.

N s ‘- 2 WL
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Abbildung 5.11: Darstellung der Bindetasche von Wildtyp-NreA und NreA(W45A) im Vergleich.
Die Variante NreA(W45A) wurde basierend auf den Kristalldaten des Wildtyps mit SwISSMODEL
vorhergesagt. Die Oberflachen in der Bindetasche sind netzartig angezeigt und die Reste Y95, W45
und ,A45" dargestellt. Die schwarzen Pfeile weisen auf die Oberflache der Nitratbindetasche.

Die Substitution von L67 zu einem Glutamat- oder Glutaminrest zeigt entgegengesetzte
Phanotypen. Der neutrale Rest L67 sitzt gegeniiber von Y95 am Eingang der Bindetasche
(Abbildung 5.12). Den ANreABC/OFF-Phénotyp von NreA(L67E) kann man damit erklaren,
dass Nitrat vom negativ geladenen Glutamatrest abgestoRen wird. Alternativ ist es mdglich,
dass der Glutamatrest mit Lysin K78 in der Nachbarschaft eine Salzbriicke bildet, welche
eine Anderung zu einer offenen, nicht nitratbindenden Konformation nach sich zieht. Die
strukturelle Ursache fir den ANreA/ON-Phé&notyp von NreA(L67N) kann sein, dass zwischen
dem Glutaminrest und dem gegeniberliegenden Tyrosinrest Y95 eine weitere stabilisierende
Wasserstoffbriicke gebildet werden kann, welche mit einer permanenten Anderung zu der
geschlossenen, nitratbindenden Konformation einher geht.

In Abbildung 5.12 sind die Absténde von L67 zu benachbarten Resten in der nitrathaltigen
NreA-Form gezeigt. Die Reste Glutamin und Glutamat sind um eine CH,-Gruppe langer als
Leucin, sodass die angegebenen Distanzen bei den Mutanten geringer sein kdnnen.
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Wasserstoffbriickenbindungen besitzen in der Regel Distanzen unter 2 A und Salzbriicken
sind noch etwas kurzer. Die Reste mussten sich demnach nur leicht zueinander neigen, um

die vermuteten Bindungen zu bilden.

Abbildung 5.12: Darstellung der Abstéande von L67 im nitrathaltigen NreA zu benachbarten
Resten. Die Reste Y95, K78, L102 und M106 liegen in der Umgebung von L67. Die Abstande
zueinander sind in blauen, gestrichelten Linien gezeigt. K78 und Y95 sind oberflachenexponiert. Im
Hintergrund ist in griin der Rest W45 zu sehen, der bei der Nitratbindung beteiligt ist.

5.6.2 NreA-Mutationen in der Peripherie

19 Mutationen betrafen Reste, die nicht in der Bindetasche lagen. Es wurden nur drei
wildtypische NreA-Varianten identifiziert, aber finf mit ANreABC/OFF-Phanotyp und neun mit
ANreA/ON-Phanotyp.

5.6.2.1 OFF-Mutanten hemmen NreBC dauerhaft durch Fixierung von NreA in der
offenen, nitratfreien Konformation

Finf NreA-Varianten besalien einen ANreA/OFF-Phénotyp, NreA(R21A), NreA(Y47A),
NreA(N51A), NreA(E101A) und NreA(L121S). Diese Reste dieser Mutationen sind nicht
direkt an der Nitratbindung beteiligt. Sie fihrten zum Verlust der narG-lip-Expression unter
anaeroben Bedingungen, da das Protein wahrscheinlich permanent als Repressor wirkt. In
den NreA(R21A), NreA(Y47A), NreA(N51A) und NreA(E101A) fallen die Wasserstoff-
briickenbindungen weg, die in wildtypischem NreA[NOz] ausgebildet werden.

Bei Variante NreA(R21A) wurde zudem eine erhdhte Konzentration von NreA in der Zelle
ermittelt. Der ANreABC/OFF-Phanotyp wird hierbei wahrscheinlich tGberwiegend durch die

grol3e Proteinmenge hervorgerufen, ahnlich wie es bei einer erhéhten Konzentration von
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NreA im Vergleich zu NreBC beobachtet wurde (Wildtyp TM300 mit plasmidcodiertem NreA
auf pMW1532, Nilkens et al., 2013).

Der ANreABC/OFF-Phanotyp der NreA(L121S)-Variante kann mit der Beeinflussung des
hydrophoben Kerns des Proteins durch den polaren Serinrest in Zusammenhang gebracht
werden. Durch die Substitution des Restes wird moglicherweise das Gerist der
B-Faltblattstruktur gestort und es resultiert der Verlust der Féhigkeit der Signalverarbeitung

durch Wechseln in den nicht-reprimierenden Konformationszustand.

5.6.2.2 ON-Mutanten verlieren ihre Repressorfunktion durch Blockierung von NreA in
der nitratgebundenen Konformation oder Veranderung der Interaktionsflache

Neben einer Beeinflussung der Konformationsanderung kénnen durch die Mutationen auch
intermolekulare Wechselwirkungen beeintrdchtig sein und den ANreA/ON-Phéanotyp
verursachen. Die Nachweise mit Anti-NreA-Serum zeigten, dass die Stabilitat fast aller NreA-
Varianten unbeeinflusst war. Es konnte ausgeschlossen werden, dass die Nitratblindheit mit
einhergehender aerober Derepression durch ein Nichtvorhandensein von NreA verursacht
wurde. Festzuhalten bleibt aber, dass NreA(F28A) nicht und NreA(R126A) nur in geringer
Konzentration in vivo vorhanden war.

Im Inneren des Proteins in der Nahe der Bindungstasche scheinen Mutationen (F28A,
E101Q und L121S) die Konformation von nitratfreiem NreA nicht einzunehmen zu kénnen

oder indirekten Einfluss auf die Nitratbindung zu haben.

Abbildung 5.13: Oberflachendarstelllung aus einem Blickwinkel des NreA-Kristalls mit
Einfarbung der konservierten, sowie mutierten Reste. Auf Basis des erstellten Multiplen
Alignments von NreA und Homologen (vgl. Abbildung 4.4), wurden die Aminosdurereste in
Abhéngigkeit des Konservierungsgrades eingeféarbt. Die Kolorierung von weil3 bis schwarz zeigt keine
bis starke Konservierung an. Der Reste, welche nach Mutationen bei narG-lip-Studien einen
ANreA/ON-Phénotyp ergaben, sind blau eingefarbt, die mit ANreABC/OFF-Phanotyp in rot.

Der ANreA/ON-Phanotyp wurde bei den anderen Varianten durch Mutationen
oberflachenexponierte Reste hervorgerufen (Abbildung 5.13), wobei einer der konservierten

Bereiche betroffen war (rote Flache). Vermutlich ist dieser Bereich flir NreA/NreA- oder
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NreA/NreB-Interaktionen wichtig. Die Veréanderung von einzelnen Resten von neutral zu
geladen (N51D und N53D), positiv zu neutral (R62A und R55A) oder negativ zu neutral
(D27A) reicht scheinbar aus, dass eine Repressorfunktion beziglich NreB nicht mehr
ausgeibt werden kann. Ein mdglicher Interaktionsverlust bei der NreA(D18N-E19Q-E22Q)-
Variante korreliert mit BACTH-Studien einer Aoal-Variante (Deletion der al-Helix von
Aminosaure 12 bis 21), bei welcher sowohl die NreA/NreA- als auch die NreA/NreB-
Interaktion verringert ist (Handel, 2013).

5.7 Modell zur Kontrolle der Funktion von NreBC durch NreA

Im NreABC-System stellt NreA den Nitratrezeptor, NreB den Sauerstoffsensor und NreC den
Antwortregulator dar (Abbildung 4.14). Nur in Sauerstoffabwesenheit verfigt NreB Uber das
[Fe4S4]2+—CIuster und ist aktiv (Kamps et al., 2004; Mdudllner et al., 2008). NreB
autophosphoryliert am His;sg und Ubertragt anschlieBend die Phosphorylgruppe auf Aspss
von NreC. NreC-P induziert die Genexpression von nirRBD, narGHJI und narT (Fedtke et al.,
2004). NreA interagiert mit NreB in Abhangigkeit von Nitrat. Bei Nitratabwesenheit bindet das
NreA-Dimer an das NreB-Dimer und bildet einen NreA/NreB-Komplex, wie in vivo und in vitro
gezeigt werden konnte (Abbildung 14A). Dies unterbindet die maximale Aktivitat von NreB
durch Hemmung der Kinaseaktivitat (Nilkens et al., 2013).
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Abbildung 5.14: Modell zur Funktion von NreABC in der anaeroben Regulation der
Nitratatmung. Der Nitratrezeptor NreA bindet in Abwesenheit von Nitrat an den Sauerstoffsensor
NreB. Die Phosphorylierungsaktivitdt von NreB ist gemindert und die Expression der Zielgene wird
weniger induziert. Unter Nitratanwesenheit bindet NreA das Anion, zerfallt in Monomere und Igst sich
aus dem NreAB-Komplex. Freies, anaerobes NreB besitzt maximale Phosphorylierungsaktivitat,
sodass die Nitratatmungsgene stark induziert werden.
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Bei Anwesenheit von Nitrat bindet NreA ein Molekll Nitrat in der Bindetasche (Abbildung
5.14B). Einhergehend mit einer reduzierten homologen Interaktion der NreA-Monomere, wie
mit BACTH-Messungen nachgewiesen werden konnte, wird die NreA/NreB-Interaktion
verandert und geht verloren. Dies fuhrt zum Verlust der Drosselung der Kinaseaktivitat von
NreB (Nilkens et al., 2013). NreB ist dann maximal aktiv und NreC induziert auf hohem
Niveau die Genexpression, wie in vivo mit narG-lip-Reportergenstudien gezeigt werden
konnte. Nicht abgebildet ist die aerobe Situation, in der NreB ohne [Fe,S,)**-Cluster in der
inaktiven apoNreB-Form vorliegt (Mullner et al., 2008). Die narG-lip-Expression ist aerob
stark herunter reguliert.

Die Wahrnehmung von Sauerstoff und Nitrat verlauft in S. carnosus folglich absolut
abweichend von der Wahrnehmung dieser beiden essentiellen Stimuli in E. coli. In
S. carnosus ist das NreABC-System verantwortlich flr die Registrierung von Sauerstoff und
Nitrat. NreABC integriert beide Informationen Uber den NreA/NreB-Sensorkomplex zu einem
Ausgangssignal auf Proteinebene fir NreC. In E. coli verlauft diese Wahrnehmung in
getrennten Systemen, die auf der Genebene zusammenlaufen, indem mehrere
Antwortregulatoren an die Bindestellen der Promotoren binden. Nitrat wird Gber NarXL und
Sauerstoff Gber FNR und ArcBA wahrgenommen und diese Informationen werden getrennt
verarbeitet. Beiden Organismen gemeinsam ist die spezifische Feinregulation der
Stoffwechselwege auf Transkriptionsebene, sodass der optimale Energiestoffwechsel in
Abhangigkeit von den Umweltbedingungen angeschaltet wird und eine maximale ATP-
Ausbeute gewonnen werden kann.

Die Losung von S. carnosus, beide Signale — Sauerstoff und Nitrat — in einem gemeinsamen

Ausgangssignal zu verknlpfen, ist jedoch eine sehr elegante Methode.
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Abbildung A.1: Bestimmung des molaren Extiktionskoeffizienten mit p-Nitrophenol fur die
narG-lip-Reporterenstudien. Die Eichgrade wurde bei Raumtemperatur und pH 9 mit einer
Verdinnungsreihe einer p-Nitrophenollésung erstellt und bei einer Extinktion von 415 nm gemessen.
Anhand der Eichgrade wurde der spezifische molaren Extiktionskoeffizienten von ¢ = 15,188 * 10% * | *
mol™ * cm™.berechnet. Determinationskoeffizient betragt R = 0,9953.
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Abbildung A.2: Lipaseaktivitat (narG-lip Expression) der ANreABC-Mutante, des NreABC-
Wildtyps und der ANreA-Mutante und der NreA-Varianten in der Reihenfolge der
Primérsequenz. Spezifische Lipaseaktivititen unter aeroben (oben) und anaeroben (unten)
Bedingungen sind dargestellt. Die AnreABC-Mutante m1 wurde mit den Plasmiden pMW1001 (p-),
pMW1040 (pnreABC) und pMW1393 (pnreBC), oder pMW1040/1-Varianten (pnreA*BC)
komplementiert. Graue Balken geben nitratfreie und schwarze Balken nitrathaltige (10 mM) Zuchten
an.
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Abbildung A.3: Kontrollen fur die Protein-Interaktionsstudien mit dem Bacterial Two-Hybrid
System (BACTH) unter Anaerobiose und alle méglichen Kombinationen des NreABC-Systems.
Positive Interaktion wird durch refunktionalisierte Adenylatzyklase aus den Domanen T18 und T25
erreicht, hier durch Fusionen mit stark interagierenden Leucinzippern (Zip) zu T25-Zip und T18-Zip.
Zur Festlegung der Hintergrundexpression von nicht-interagierenden Proteinen wurde das
Expressionslevel des Paares T25-NreA und T18-zip verwendet und als Schwellenwert festgelegt. Zur
Quantifizierung der Proteininteraktion wurde die 3-Galaktosidaseaktivitét bei einer ODs7q von 0,25 —
0,5 ermittelt und in [MU] angegeben. Weil3e Balken zeigen R-Galaktosidaseaktivitat nach nitratfreier,
anaerober Zucht (30 °C, LB mit IPTG (0,5 mM), DMSO (20 mM), Ampicillin (10 pg/ml), Kanamycin (50
pg/ml)) an und schwarze Balken mit zuséatzlich NaNO; (10 mM). Die Flache unterhalb des
Schwellenwertes ist hellblau hinterlegt.
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Abbildung A.4: Kontrolle des Zellaufschlusses der Proben der in vivo Bindungsstudien von
NreA und NreB in E. coli von Abbildung 4.33. Fir die Untersuchung der Bindung von NreA-Strep
(NreA-S) an NreB-His (NreB-H) (A), sowie von NreB-Strep (NreB-S) an NreA-His (NreA-H) (B) und
Co-Reinigung durch Nickel-NTA (HPINE) wurden NreA-S (pMW1243) und NreB-H (pMW1950), bzw.
NreB-S (pMW1192) und NreA-H (pMW1949) in E. coli JM109 co-exprimiert. Nach Induktion der
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Proteinexpression mit Anhydrotetracyclin (200 ng/ml; NreA-S, NreB-S) und Arabinose (0,01%; NreA-
H, NreB-H) erfolgte zum chemischen Cross-Linking interagierender Proteine eine Formaldehydzugabe
(0,6% (v/v)). NreA-H, bzw. NreB-H wurden mittels NTA-Saule gereinigt. Der Nachweis erfolgte mit
spezifischem, polyklonalen Anti-NreA-, beziehungsweise Anti-NreB-Serum.
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Abbildung A.5: Kontrolle der Bindung von Strep-tag Protein an Ni-NTA-Séule im Rahmen der in
vivo Bindungsstudien von NreA und NreB in E. coli. Fur die Untersuchung der Bindung von NreA-
Strep (NreA-S) (A), sowie NreB-Strep (NreB-S) (B) an die Ni-NTA-Saule wurden NreA-S (pMW1243)
bzw. NreB-S (pMW1192) in E. coli JIM109 exprimiert. Nach Induktion der Proteinexpression mit
Anhydrotetracyclin (200 ng/ml; NreA-S, NreB-S) und Arabinose (0,01%) erfolgte zum chemischen
Cross-Linking interagierender Proteine eine Formaldehydzugabe (0,6% (v/v)). AnschlieBend wurde mit
Nickel-NTA aufgereinigt. Der Nachweis erfolgte mit spezifischem, polyklonalen Anti-NreA-,
beziehungsweise Anti-NreB-Serum.
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