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Zusammenfassung

l. Zusammenfassung

Um einen Produktionsprozess mit seiner maximalen Effektivitdt durchfihren zu
konnen sollte man den Stoffwechsel des verwendeten Bakteriums genau kennen. Die
Bestimmung der Genomsequenz von Bacillus licheniformis DSM13 zeigte eine hohe
Kolinearitdt zu Bacillus subtilis, wodurch die Funktion vieler Gene bereits bekannt ist.
B. licheniformis DSM13 wies aber auch Unterschiede zu B. subtilis auf. So besitzt er z.B.
Homologe zu einer Malat-Synthase und einer Isocitrat-Lyase, was fir das Vorhandensein
eines Glyoxylatzyklus spricht, den B. subtilis nicht besitzt (Veith et al., 2004). Es ist bekannt,
dass B. licheniformis eine hohere Exoenzymproduktion aufweist, als B. subtilis (Schallmey et
al., 2004), weshalb Unterschiede im Stoffwechsel untersucht werden sollten, um die Ursachen
fur die erhohte Produktion von Exoenzymen in Fermentationen verstehen zu kénnen. Der
Beitrag dieser Arbeit bestand aus der Untersuchung des C2-Metabolismus von
B. licheniformis DSM13 mit Hilfe von gerichteten und ungerichteten Mutagenese-Methoden.

Wie oben bereits erwéhnt, hat B. licheniformis DSM13 im Gegensatz zu B. subtilis die
Féahigkeit, Substrate, welche tGiber C2-Korper abgebaut werden, als einzige Kohlenstoffquellen
nutzen zu konnen (Veith et al., 2004). Bisher existieren noch keine Kenntnisse zum
Glyoxylatzyklus in Bacillen, weshalb dieser Stoffwechselweg in dieser Arbeit in dem
Bakterium B. licheniformis DSM13 untersucht worden ist. Diese Untersuchungen erfolgten
mit Hilfe einer, in der Arbeitsgruppe von Dr. Ehrenreich erarbeiteten, markerfreien Deletions-
Methode. Parallel wurde begonnen, eine Methode zur ungerichteten Mutagenese zu
entwickeln, um bisher unbekannte Gene des C2-Metabolismus identifizieren zu kénnen.

Erste Ergebnisse von Wachstumsuntersuchungen zeigten bereits, dass B. licheniformis
DSM13 ein funktionelles Glyoxylat-Operon besitzen muss, da dieser in der Lage ist Acetat
als alleinige C-Quelle zu nutzen (Veith et al., 2004). Der Startpunkt des potentiellen
Glyoxylat-Operons konnte in dieser Arbeit mittels ,RLM-RACE‘-Analysen auf 230 bp
,upstream‘ der Malat-Synthase bestimmt werden. Eine ndhere Betrachtung des ,upstream’
Bereichs identifizierte einen 45 AS kleinen hypothetischen ORF in diesem Bereich. Daraufhin
wurde mittels RT-PCR und ,Northern Blot® Analysen die Organisation dieser Gene
untersucht. Diese zeigten, dass es sich um ein Glyoxylat-Operon, bestehend aus einem 45
Aminoséuren (AS) kleinen hypothetischen ORF (HSP) ,upstream‘ des Gens fiur die Malat-
Synthase, aus einem Gen fir die Malat-Synthase und aus einem Gen fir die Isocitrat-Lyase,

handelt. Durch die Erstellung von Deletions-Mutanten des HSP's, der Malat-Synthase, der
1



Zusammenfassung

Isocitrat-Lyase und des gesamten Operons konnte gezeigt werden, dass der Glyoxylatzyklus
essentiell ist fiir das Wachstum auf Medien mit Acetat, Acetoin oder 2,3-Butandiol als
alleinige Kohlenstoffquelle. Die physiologischen Untersuchungen der Deletions-Mutante des
HSP"s lieen vermuten, dass dieses essentiell fir die Funktion des Glyoxylatzyklus ist, da
eine Deletion dieses Gens in einem totalen Wachstumsverlust auf den oben genannten
Substraten resultierte. Deshalb wurde der ORF in BLAST Vergleichen néher betrachtet und
es ergab sich, dass Orthologe dieses ORF’s in mehreren unterschiedlichen Bacillen existieren.
In B. subtilis z.B. existiert ein Homolog ,upstream* der Isocitrat-Lyase, was daflr sprechen
konnte, dass es hier ebenfalls an der Regulation des Glyoxylatzyklus beteiligt sein konnte. In
anderen Bacillen existieren aber auch Homologe in unterschiedlichen metabolischen
Zusammenhangen. In dieser Arbeit konnte eine Toxizitat von Teilen des Glyoxylat-Operons,
welche das HSP in verschiedenen Kombinationen enthielt, fir E. coli nachgewiesen werden.
Diese Tatsachen kénnten méglicherweise fir eine vollkommen neue Art der Regulation durch
diese Art von potentiellen kleinen hypothetischen Proteinen in Bacillen sprechen.

Weitere Untersuchungen zum C2-Metabolismus beschéftigten sich mit den
Funktionen des acu- und des aco-Operons. In B. subtilis sind diese beiden Operons im
Zusammenhang mit dem Acetoin Stoffwechsel untersucht worden (Grundy et al., 1994;
Silbersack et al., 2006). Hier konnte gezeigt werden, dass das acu-Operon fur die CoA-
Homoostase und die Sporulation in B. subtilis (Grundy et al., 1994) und das aco-Operon fur
die Actoin-Verwertung zustandig ist (Silbersack et al., 2006). Die Rolle dieser beiden
Operons wurde in dieser Arbeit in B. licheniformis DSM13 untersucht. Nach einer erfolgreich
erstellten Deletion von den Genen acuA und acuC mit Hilfe der markerfreien Deletions-
Methode (Rachinger, Dissertation, 2010) konnte in physiologischen Untersuchungen flr acuA
eine Beteiligung am Acetatmetabolismus und an der Sporulation von B. licheniformis DSM13
nachgewiesen werden. Fir die Deletions-Mutante von acuC konnte gezeigt werden, dass bei
Deletion dieses Gens die Fahigkeit verloren geht, Acetat zu verwerten. Dies spricht fiir eine
Aktivierung der Acetyl-CoA-Synthetase durch AcuC. Das bedeutet, das acu-Operon wirkt
vermutlich regulierend auf dieses Enzym, wobei das Gen acuA den Gegenspieler zu acuC
darstellt und die Aktivitat der Acetyl-CoA Synthase mindert. Wie in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte ist die Acetyl-CoA-Synthetase, wie in B. subtilis, verantwortlich fur den
Abbau von Acetat zu Acetyl-CoA.

Mit Hilfe der markerfreien Deletion der Gene acoB und acoR konnte gezeigt werden,
dass B. licheniformis die Verwertung von Acetoin Uber das aco-Operon bewerkstelligt. Mit

Hilfe der Ergebnisse dieser Arbeit konnte acoR als Regulator des aco-Operons identifiziert

2



Zusammenfassung

werden. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass die Deletions-Mutanten des aco-Operons
nicht mehr in der Lage waren auf Acetoin- und 2,3-Butandiol als einzige Kohlenstoffquelle zu
wachsen. Daraus konnte geschlossen werden, dass 2,3-Butandiol iber Acetoin zu Acetyl-CoA
abgebaut wird und anschliefend in den TCA- bzw. Glyoxylatzyklus einflieRt. Innerhalb
dieser Arbeit war es allerdings nicht mdglich ein Gen zu identifizieren, welches fur den
Abbau von 2,3-Butandiol zu Acetoin verantwortlich ist.

Fur die Entwicklung der Transposonmutagenese zur Identifikation weiterer am C2-
Metabolismus beteiligten Gene, konnte in dieser Arbeit das ,mariner Transposon TnYLB1 als
das Transposon identifiziert werden, welches in der Lage ist zuféllig in das Chromosom von
B. licheniformis DSM13 und B. licheniformis Stamm E zu integrieren. Des Weiteren wurden
die konjugativen Transposon-Vektoren, pMB1 und pMB2, konstruiert, um die Effektivitét der
Ubertragung in Bacillus zu steigern. Der Transfer der Plasmide war stets sehr effizient und es
konnten einige wenige Transposon-Mutanten identifiziert werden.

Fur die Anwendung von geplanten Modellfermentationen in unserem Labor wurde in
dieser Arbeit ein sporulations-defizienter B. licheniformis MW3 erstellt. Es wurde das yqfD
Gen deletiert, welches Homologien zu SpolV Genen aufwies (Nahrstedt et al., 2005). Der
erzeugte Deletionsstamm B. licheniformis MWa3delygfD war nicht mehr in der Lage

hitzeresistente Sporen auszubilden.



Einleitung

. Einleitung

1.1 Die Gattung Bacillus und ihre industrielle Relevanz

Bei der Gattung Bacillus handelt es sich um Gram-positive Eubakterien mit niedrigem
GC-Gehalt, die zu der Familie der Bacillaceae gehdren (Garrity & Holt, 2001; Priest, 1993)
und taxonomisch den Firmicutes (lat. Firmitas: Starke; cutes: Hulle) zugeordnet werden. Die
Familie der Bacillaceae umfasst stdbchenférmige, aerobe bis fakultativ anaerobe Bakterien
mit saprophytischer Lebensweise und ubiquitdrem VVorkommen, die aufgrund ihrer peritrich
angeordneten BegeilRelung in der Lage sind sich in ihrem Lebensraum frei fortzubewegen.
Des Weiteren haben Vertreter dieser Familie die besondere F&higkeit zur Bildung von
thermo-, UV- und chemoresistenter Endosporen unter Mangelbedingungen (Errington et al.,
2003).

Bacillen koénnen sehr leicht kultiviert werden und zeichnen sich durch eine heterogene
Physiologie aus. So gibt es z.B. psychrophile, mesophile, thermophile, alkophile, neutrophile
und acidophile Spezies (Gibson und Gordon, 1975). Die Gattung Bacillus beinhaltet eine
Vielzahl von industriell relevanten Stammen, wie z.B. B. subtilis, B. subtilis und auch
B. licheniformis (Schallmey et al., 2004). Besonders interessant fur eine industrielle
Anwendung von Vertretern dieser Gattung sind Eigenschaften, wie z.B. die hohen
Wachstumsraten, die ausgeprégte Sekretion extrazelluldrer Enzyme oder ihre Apathogenitét
gegenuber Pflanzen, Tieren und Menschen. Eine Ausnahme bildet allerdings die B. cereus
Gruppe, mit verschiedenen Lebensmittelverderbern sowie dem Milzbranderreger B. anthracis
und insektenpathogenen Formen wie B. thuringiensis (Priest et al., 2004).

Von weiterem groflem industriellem Interesse ist die Fahigkeit der Bacilli auf
kostengunstigen Substraten, wie Cellulose, Starke oder Pektin mit hohen Raten zu wachsen
und eine Vielzahl an biotechnologisch relevanten Proteinen in das Kulturmedium zu
sekretieren (Zukowski et al., 1989; Priest et al., 1977). Deshalb werden einige Vertreter dieser
Gattung von der Industrie hauptsachlich fir die Produktion von Exoenzymen in
mikrobiologischen Fermentationen eingesetzt (Schallmey et al., 2004). Von den produzierten
Exoenzymen sind z.B. alkalische Proteasen, Amylasen, Pullulanasen, und B-Glukanasen, die
vor allem ihre Verwendung in der Reinigungsmittel-, Textil-, Back- und Getrénkeindustrie
finden von grofer industrieller Bedeutung. Ein weiteres Exoenzym, welches seine

Verwendung als Waschmittelzusatz findet, ist eine Serinprotease (Subtilisin), wobei die
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jahrliche Produktion durch B. licheniformis, B. pumilus und B. subtilis ca. 500 Tonnen betragt
(Rao et al., 1998). Die Bacilli finden ihren industriellen Einsatz aber auch in der

fermentativen Produktion von Antibiotika wie Bacitracin und Surfactin (Nakano et al., 1997).
1.2 B. licheniformis als industriell bedeutender Organismus

Wie oben bereits erwdhnt stellt B. licheniformis einen industriell sehr interessanten
Organismus dar, da die Exoenzym-Produktion und —Sekretion hoher ist als bei dem industriell
viel genutzten Modellorganismus B. subtilis (Schallmey et al., 2004).

B. licheniformis (Abb. I1-1) ist ein ubiquitdres, nicht-pathogenes, Gram-positives,
sporenbildendes Bakterium. Es wurde weltweit aus Boden- und sich zersetzendem
Pflanzenmaterial isoliert und als mesophiler Organismus identifiziert, welcher in der Lage ist
sowohl aerob als auch anaerob zu wachsen (Sneath et al., 1986). B. licheniformis ist in der
Lage Uber einen weiten Temperaturbereich zu wachsen, der sich von 32 bis 55°C erstreckt,
wobei das Temperatur-Optimum zwischen 37 und 45°C liegt (Sneath et al., 1986).

Innerhalb der Gattung Bacillus wurden die verschiedenen Arten aufgrund
Untersuchungen der rRNA in mehrere phylogenetische Gruppen unterteilt (Stackebrandt et
al., 1987; Ash et al., 1991). Die Gruppe | oder auch die B. polymyxa Gruppe
(Paenibacillaceae) wurde im Jahre 1993 von der Gattung Bacillus getrennt und in
Paenibacillus polymorpha umbenannt (Ash et al., 1993). Vertretern der Gruppe Il (B. subtilis
Gruppe) sind in der Lage auf diversen Zuckern S&uren zu produzieren und bilden bei
Mangelbedigungen ovale, zentrale oder subterminale, in der Mutterzelle lokalisierte
Endosporen aus (Priest et al., 1993). Zu dieser Gruppe 1l sind auch B. licheniformis (Priest et
al., 1993), B. halodurans (Takami et al., 2000), B. cereus ATCC 10987 (lvanova et al., 2003)
und B. anthracis Ames (Read et al., 2003) und B. subtilis (Kunst et al., 1997) zuzuordnen.
Diese Arten sind in der Lage sowohl aerob als auch teilweise anaerob zu wachsen. Die
genannten signifikanten Eigenschaften machen Bakterien dieser Gruppe zu industriell
interessanten Organismen, da sie dadurch vielseitig in fermentativen Prozessen einsetzbar
sind. Die Gruppen Il (B. brevis Gruppe) und IV (B. sphaericus Gruppe) beinhalten meist

strikt aerobe Bacilli.
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Abbildung IlI-1 Lichtmikroskopische Darstellung von B. licheniformis DSM13 (eigene Aufnahmen).

Ein in der Industrie viel genutzter Produktionsstamm ist B. subtilis. Untersuchungen
mit B. licheniformis und B. subtilis zeigten aber, dass diese beiden Arten gréRere Mengen an
Exoenzymen (20-25 g/l) sekretieren als B. subtilis (Schallmey et al., 2004) und deshalb nun
vermehrt industriell genutzt werden. Daher ist es von Interesse Stoffwechselwege dieser
Bakterienarten genauer zu verstehen, um Produktionsprozesse optimieren zu kénnen.

Untersuchungen von Veith et al. (2004) zeigten, dass das Genom von B. licheniformis
DSM13 aus einem einzelnen Chromosom von 4 222 748 bp besteht und einen GC-Gehalt
von 46,2 % aufweist. Aullerdem konnte eine hohe Kolinearitat zu B. subtilis nachgewiesen
werden. Beide Stdmme besitzen z.B. alle Gene der Glykolyse, des Pentose-Phosphat-Weges
und des Citratzyklus. Im Gegensatz zu B. subtilis weist das Chromosom von B. licheniformis
DSM13 aber auch Gene auf, die fur eine Isocitrat-Lyase und fir eine Malat-Synthase
kodieren und es diesem Bakterium ermdglichen auf C2-Substraten, wie z.B. Acetat wachsen
zu konnen (Veith et al, 2004). Ferner sind auch einige Gene von potentiellem
biotechnologischen Interesse vorhanden, die z.B. fur Proteasen, Pektin-Lyasen, Lipasen und
andere degradative Enzyme kodieren. Des Weiteren existieren in B. licheniformis DSM13
Gene, die fiur den Lichenysin-Synthase Komplex (Konz et al., 1999) und fir Cellulose-
abbauende Exoenzyme (Cellulose-1,4-3-Cellobosidase, Endo-1,4-3-Mannosidase, Endo-1,4-
Glucanase) kodieren (Veith et al., 2004).

Im Gegensatz zu B. subtilis, der als Modellorganismus flir Gram-positive Bakterien
dient, ist B. licheniformis erst durch die Entschliisselung des Genoms im Jahre 2004 (Veith et
al., 2004) fir molekularbiologische Methoden zuganglich geworden. Seither ist z.B. die
Anwendung von DNA-Microarray-Technologien mdéglich, die eine genaue Betrachtung der
Regulationen, die im Organismus unter definierten Bedingungen ablaufen, ermdglicht. Eine
Methode zur Klonierung in B. licheniformis DSM13 wurde erst im Jahre 2009 (Waschkau et

al.) entwickelt, die allerdings noch das grof3e Problem beinhaltete, dass die Transformation
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uber Protoplasten nicht sehr effizient war. Im Jahre 2010 wurde dann von unserer
Arbeitsgruppe eine Methode entwickelt, die zuverldssig zu markerfreien Deletionen fihrt
(Rachinger, Dissertation, 2010). Die Entwicklung dieser Methode zur Erstellung von ,clean
deletions® in B. licheniformis ermdglicht ein gezieltes deletieren einzelner Gene oder
Genbereiche und so z.B. eine detaillierte Untersuchung einzelner Stoffwechselwege. Diese
Methode kam in dieser Arbeit fur die Untersuchungen des C2-Metabolismus und die
Erzeugung einer sporulations-defizienten Deletions-Mutante des Ausgangsstammes
B. licheniformis MW3 (Waschkau et al., 2008) zum Einsatz.

In dieser Arbeit stand die Untersuchung des C2-Metabolismus mit Hilfe der gezielten
Mutagenese im Mittelpunkt. Eine ungerichtete Methode zur Mutagenese soll der
Identifikation von unbekannten Genen des C2-Metabolismus dienen. Die ersten Experimente
fur die Entwicklung eines effektiven Mutagenese-Protokolls wurden bereits in dieser Arbeit
durchgefiihrt, welche in folgenden Arbeiten weiter gefihrt werden missten. Mit Hilfe dieser
Methode konnte z.B. eine Transposonmutanten-Bibliothek erstellt werden, mit Hilfe derer
viele Gene von B. licheniformis DSM13 unbekannter Funktion charakterisiert werden
konnten. AuBerdem ware eine ldentifizierung produktionsrelevanter Gene fir B. licheniformis

moglich, wodurch die Produktion von Exoenzymen und Antibiotika optimiert werden kdnnte.

1.3 Der Acetat-Metabolismus in Bakterien

Eine besonders interessante Eigenschaft von B. licheniformis DSM13 und ein
essentieller Unterschied zu B. subtilis ist seine Fahigkeit Acetat und andere, tber C2-Korper
abbaubare Substrate als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen zu kénnen. Beide Bakterienarten
produzieren wahrend des Wachstums auf Glukose oder Aminosduren sogenannte ,overflow*
Metabolite, wie z.B. Acetat, Acetoin oder 2,3-Butandiol. Die Verwertung dieser C2-
Metabolite erfolgt in B. subtilis aber ausschlieRflich, wenn noch weitere bevorzugte Energie-
und Kohlenstoffquellen vorhanden sind, da kein Glyoxylatzyklus vorhanden ist (Ramos et al.,
2000). B. licheniformis hingegen, welcher Homologe von Genen, die fiir eine Malat-Synthase
und eine Isocitrat-Lyase kodieren, besitzt kann C2-Metabolite nicht nur verwerten, sondern
auch als alleinige Kohlenstoffquellen nutzen. Auf Grund dieses Unterschiedes zwischen
B. subtilis und B. licheniformis steht der Acetat-Metabolismus in dieser Arbeit im Mittelpunkt

der metabolischen Untersuchungen.
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In E. coli und anderen aeroben Organismen wird Acetat ausschlieBlich tber den
Tricarbonsdure Zyklus (TCA) vollstdndig oxidiert. Bei jedem Zyklus reagiert Acetat, in Form
des Acetyl-CoA, mit Oxalacetat und bildet Citrat. Das Citrat wird durch schrittweise
Oxidationen wieder zu Oxaloacetat. Wéhrend dieser Reaktionen werden zwei Molekile
Kohlenstoffdioxid und die Reduktionsaquivalente NADH und FADH, gebildet, welche in der
Atmungskette dann Energie in Form von ATP liefern. AulRerdem entsteht innerhalb dieses
ZyKlus Energie in Form von GTP (Krebs et al., 1980). Da viele Intermediate des TCA-Zyklus
auch als Vorlaufer flr wichtige Bestandteile der Zelle, wie z.B. fur Aminosauren, Glukose
oder Fettsauren dienen ist dieser Zyklus essentiell fur das Wachstum von Mikroorganismen
auf jeder beliebigen Kohlenstoffquelle (Roberts et al., 1951). Acetat kann zwar von
Mikroorganismen (ber den TCA-Zyklus verwertet werden, dies geht aber wie oben
beschrieben mit dem Verlust von Vorlaufern fir die Biosynthese einher, wodurch der Abbau
limitiert werden kann, wenn Oxalacetat als Acetyl-CoA Akzeptor nicht auf anderem Weg
regeneriert wird. Deshalb ist es fur viele Mikroorganismen von Vorteil, wenn sie den
Glyoxylat-Bypass besitzen, um auf diese Weise Oxalacetat regenerieren zu konnen. Die

genaue Funktion dieses besonderen Zyklus ist im folgenden Abschnitt dargestellt.

11.3.1 Der Glyoxylatzyklus

Der Abbau von Acetat durch den Glyoxylatzyklus wurde bisher schon fiir eine
Vielzahl von Bakterien beschrieben, wie z.B. Acinetobacter calcoaceticus (Hoyt et al., 1991),
Corynebacterium glutamicum (Wendisch et al., 1997; Kim et al., 2004; Gerstmeir et al.,
2004; Han et al., 2008), Pseudomonas putida (Klinke et al., 2000) und Mycobacterium
tuberculosis (Smith et al., 2003). In den beiden folgenden Kapiteln wird ausschliel3lich der
Glyoxylatzyklus in dem Gram-negativen Bakterium Escherichia coli und in dem G+C-
reichen Gram-positiven Bakterium Corynebacterium glutamicum beschrieben. Wie im
Folgenden zu sehen sein wird, kann sich die Organisation des Glyoxylat-Operons und dessen
Regulation in verschiedenen Organismen erheblich unterscheiden, weshalb die Untersuchung

dieses Metabolismus in Bacillen besonders interessant ist.

11.3.1.1  Der Glyoxylatzyklus in E. coli

Bestens untersucht ist der Glyoxylatzyklus in E. coli, welches ein Gram-negatives

fakultativ anaerobes Bakterium ist und seit Jahrzehnten als Modellorganismus fir
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mikrobiologische Untersuchungen dient.

Der Glyoxylatzyklus (Abb. 11-2) besteht aus sechs der acht Reaktionen des TCA-
Zyklus und unterscheidet sich im Wesentlichen dadurch, dass 2 Oxalacetat Molekiile als
Acetyl-CoA Akzeptoren gebildet werden und die Reaktionssequenz Akzeptor fiir ein weiteres
Acetyl-CoA Molekil ist.

Vom Isocitrat aus werden statt a-Oxoglutarat Succinat und Glyoxylat gebildet,
welches dann unter Einbezug von Acetyl-CoA direkt zu Malat umgesetzt werden kann
(Abbildung 11-2) (Kornberg und Madsen, 1957; Kornberg und Krebs, 1957). Die Reaktion
von lIsocitrat zu Succinat und Glyoxylat wird in E. coli von der Isocitrat-Lyase katalysiert
(Saz et al., 1954) und die sich anschlieRende Kondensation vom Acetyl-Co-Enzym mit
Glyoxylat zu Malat von der Malat-Synthase (Wong und Ajl, 1955). Durch diesen Bypass ist
es dem Bakterium moglich aus C2-Substraten, wie z.B. Acetat, Acetoin oder 2,3-Butandiol,
Zellkomponenten aufzubauen und diese als einzige Energiequelle zu nutzen (Kornberg et al.,
1966).

— | Acetoin | —>| 2.3-Butandiol l

acoABCLR

AacUABC

Pyruvat |—>| Acetyl-CoA |4—
acsA

Oxalacetat
Clitrat

2-Oxoglutarat

Succinat

Succinyl-CoA

Abbildung 11-2:  Darstellung des Tricarbonsdurezyklus mit dem integrierten
Glyoxylatzyklus in Escherichia coli. (verandert nach Kornberg et al., 1966)

Das Glyoxylat-Operon von E. coli besteht aus den Genen aceB, welches fiir die Malat-
Synthase kodiert, aceA, welches flr die Isocitrat-Lyase kodiert und aceK, welches fir die
Isocitratdehydrogenasekinase/phosphatase kodiert (Chung et al., 1988). Die Expression des
Glyoxylat-Operons (aceBAK) ist bei Wachstum auf Acetat induziert (Kornberg et al., 1966;
Maloy et al., 1982). Es ist allerdings eine Umstellung von dem TCA-Zyklus auf den

9
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Glyoxylatzyklus notwendig, welcher einen Schaltvorgang an der Isocitratdehydrogenase
(ICDH) voraussetzt. Dieses Umschalten ist in E. coli intensiv untersucht worden und es
wurden mehrere Regulationen des Schaltvorgangs identifiziert, die im Folgenden beschrieben
werden.

Eine wichtige Rolle fur das Umschalten spielt die Phosphorylierung der ICDH,
wodurch deren Aktivitat gemindert wird. Das Isocitrat wird daraufhin in den Glyoxylatzyklus
geleitet und anschliefend von der Isocitrat-Lyase zu Succinat und Glyoxylat abgebaut
(LaPorte et al., 1983/ 1985; Nimmo et al., 1984), wodurch es zu einer optimalen Verteilung
des Kohlenstoffflusses zwischen dem TCA-Zyklus und dem Glyoxylatzyklus kommt (Nimmo
et al, 1984). Die reversible Phosphorylierung der ICDH wird von der Isocitrat-
dehydrogenasekinase/ phosphatase (IDHKP) katalysiert (LaPorte et al., 1983; Nimmo et al.,
1984). Die IDHKP bendtigt ATP als Phosphat Donor fir die Kinase Reaktion und als
Kofaktor fiir die Dephosphorylierungsreaktion (LaPorte et al., 1983; Nimmo et al., 1984). Die
Aktivitat der IDHKP wird allosterisch durch die Level unterschiedlicher Metabolite in der
Zelle reguliert, die als Input-Signale dieses Systems agieren (Nimmo et al., 1984). Dieser
Mechanismus ist abhangig von der Anwesenheit der entsprechenden Kohlenstoffquellen, d.h.
bei Anwesenheit von Acetat erfolgt die Umstellung auf den Glyoxylatzyklus. Bei Wachstum
auf Substraten, die direkt Gber Acetyl-CoA abgebaut werden, werden Uber die Bildung von
Malat und Succinat, wahrend des Glyoxylatzyklus, zwei Oxalacetate gebildet. Das bedeutet,
dass dem Bakterium trotz der Verwendung von Intermediaten fur Biosynthesen immer
geniigend Oxalacetat als Akzeptor fir das Acetyl-CoA zur Verfugung steht und der Zyklus
am Laufen gehalten werden kann.

Weitere Untersuchungen zeigten zusatzlich eine Regulation des Schaltvorganges tber
eine direkte Einwirkung durch die Produkte von iclR und fadR auf das Glyoxylat-Operon
(Kornberg et al., 1966; Maloy et al., 1982). IcIR liegt ,downstream® des ace-Operons und
kodiert fur ein Repressorprotein (Kornberg et al., 1966; Maloy et al., 1982), welches mit dem
Transkriptionsenzym um dieselbe Bindestelle am Promotor des ace-Operons konkurriert
(Cortay et al., 1991). Das Produkt von fadR reprimiert eigentlich das fad Regulon, welches
Gene des Fettstoffwechsels beinhaltet (Nunn et al., 1986). Es ist aber auch an der Regulation
des ace-Operons beteiligt (Maloy et al., 1980; Maloy et al., 1982), indem es an den Promotor
von iclR bindet und dadurch dessen Expression aktiviert (Gui et al., 1996). IcIR kann dann an
den Promotor des ace-Operons binden und dessen Expression reprimieren (Cortay et al.,
1991).

10
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11.3.1.2  Der Glyoxylatzyklus in C. glutamicum

C. glutamicum ist ein nicht-pathogenes fakultativ anaerobes, G+C-reiches Gram-
positives Bakterium, welches fur die industrielle Produktion von zahlreichen Metaboliten wie
Aminosduren und organischen Sduren industriell genutzt wird (Kinoshita et al., 1972 und
Nishimura et al., 2007).

Fur diese Arbeit ist es besonders interessant, dass C. glutamicum, als Gram-positives
Bakterium, in der Lage ist auf Medium mit Acetat als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen.
Die meisten Untersuchungen zum Acetat- und im speziellen zum Glyoxylatzyklus
beschaftigten sich ndmlich hauptsachlich mit Gram-negativen Bakterien oder Pflanzen. Die
Féahigkeit dieses Bakteriums zum Wachstum auf Acetat als einziger Kohlenstoffquelle lief3
auf das Vorhandensein von Genen, die fur die Proteine des Glyoxylatzyklus kodieren,
schlielRen.

Die ersten Untersuchungen zum Glyoxylatzyklus in C. glutamicum beschéftigten sich
deshalb mit der Charakterisierung der Isocitrat-Lyase und der Malat-Synthase (Reinscheid et
al., 1994a; Reinscheid et al., 1994b). Die Ergebnisse zeigten im Vergleich zu E. coli eine
andere Organisation der lIsocitrat-Lyase (aceA). Das aceA Gen von C. glutamicum tragt
,upstream‘ einen Promotor (500 bp Region) und die Strukturen, die fur die Regulation
notwendig sind. AuBerdem ist das Gen nicht an das ,upstream‘ Gen (aceB) gekoppelt,
sondern ist monocistrisch organisiert. Die Funktion der Isocitrat-Lyase stimmt aber mit der
von E. coli Uberein; sie katalysiert die Konversion von Isocitrat zu Glyoxylat und Succinat.
Ihre Aktivitdt kann durch Fructose-1,6-biphosphat, 6-Phosphogluconat, 3-phosphoglycerat,
PEP und Succinat inhibiert werden (Reinscheid et al., 1994a). Die Untersuchungen zur Malat-
Synthase bestétigten die oben genannten Ergebnisse der unterschiedlichen Organisation des
Glyoxylat-Operons im Vergleich zu E. coli. Es konnte gezeigt werden, dass die vorhandene
Malat-Synthase (aceB) dieselbe Funktion besitzt, wie die von E. coli. Sie katalysiert auch in
C. glutamicum die Kondensation von Glyoxylat mit Acetyl-CoA zu Malat (Reinscheid et al.,
1994b).

Weitere Untersuchungen beschéftigten sich mit der Regulation der Gene des
Glyoxylatzyklus in C. glutamicum. Die Ergebnisse zeigten, dass die Gene aceA und aceB
uber einen Zweifachmechanismus reguliert werden. Kim et al. (2004) beschreiben in
Anwesenheit von cAMP die Repression der Glyoxylat-Gene durch die Bindung von GIXR
Proteinen an die aceA/aceB intergenische Region (Gerstmeir et al., 2004). AnschlieBende

Experimente zeigten eine Kopplung dieser Regulation mit der auf transkriptionaler Ebene
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durch den Repressor RamB. RamB mindert, in Anwesenheit von Glukose, die Transkription
der Acetat-Kinase, der Phosphotransacetylase, der Isocitrat-Lyase und der Malat-Synthase
durch eine Bindung des Proteins an die jeweilige Promotor-Region der entsprechenden Gene
(Gerstmeir et al., 2004). In nachfolgenden Untersuchungen wurde RamA als ein weiterer
Regulator identifiziert, der an der Adaption von C. glutamicum an Acetat als Kohlenstoff- und
Energiequelle beteiligt ist. Die Deletion dieses Gens fuhrte zu einem Wachstumsverlust auf
Acetat als einzige Kohlenstoffquelle und es konnte ein vollstandiger Aktivitatsverlust der
Isocitrat-Lyase und der Malat-Synthase gezeigt werden. Die Resultate zeigten demnach, dass
es sich bei RamA um einen Aktivator der Gene des Glyoxylatzyklus aceA und aceB handelt
(Cramer et al., 2006).

1.4 Die Verwertung von Acetoin unter Beteiligung des acu-

und aco-Operons

Acetoin und 2,3-Butandiol sind, genau wie Acetat, ein Produkt des fermentativen
Metabolismus vieler prokaryotischer und eukaryotischer Mikroorganismen. Es ist bekannt,
dass Acetoin wéhrend der stationdren Phase produziert wird. Dies erfolgt bei einem niedrigen
pH-Wert, um diesen innerhalb der Zelle stabil zu halten. Die a-Acetolactat-Synthase (alsS)
bildet dabei zundchst aus 2 Molekilen Pyruvat ein Molekll Acetolaktat, welches
anschlieend durch eine Acetolaktatdecarboxylase (alsD) zu Acetoin umgewandelt wird
(Zahler et al., 1976). Es ist bereits seit vielen Jahren bekannt, dass Bakterien, wie
B. licheniformis DSM13, ebenfalls in der Lage sind Acetoin bzw. 2,3-Butandiol als einzige
Kohlenstoffquelle fir ihr Wachstum zu nutzen (Williams et al., 1928).

Studien zum Acetoin-Metabolismus wurden bereits in verschiedenen Organismen, wie
z.B. in Clostridium magnum (Kruger et al., 1994), Pelobacter carbinolicus (Oppermann et
al.,, 1991/1994) oder Klebsiella pneumoniae (Deng et al., 1994) durchgefiihrt. Bei diesen
Bakterien erfolgt der Acetoin-Abbau (ber das Acetoin-Dehydrogenase-Enzym-System
(AoDH ES), welches aus der Pyrophosphat-abhéngigen Acetoin-Dehydrogenase (AoDH E1),
der Dihydrolipoamid-Acetyltransferase (AoDH E2) und der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase
(AoDH E3) besteht (Oppermann et al., 1991/1994). Die Strukturgene dieses Enzym-Systems
acoA (kodiert fiir die a-Untereinheit von AoDH E1), acoB (kodiert fiir die B-Untereinheit von
AoDH E1) und acoC (kodiert fur AoDH E2) wurden in den oben genannten Bakterien bereits
als ,Cluster® in kolinearer Orientierung identifiziert (Deng et al., 1994; Huang et al., 1999;

Kriiger et al., 1994; Oppermann et al., 1994).
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Im folgenden Abschnitt wird der Acetoin-Metabolismus in B. subtilis n&her
beschrieben, da B. subtilis Acetoin wahrend der exponentiellen Wachstumsphase uber das
als-Operon produzieren kann (Renna et al., 1993) und es als externen Kohlenstoffspeicher
oder als Kohlenstoff-und Energiequelle wahrend der Sporulation in der stationdren Phase
verwenden kann (Lopez et al., 1976). Eingehende Untersuchungen der Acetoin-Verwertung
in B. subtilis beschéftigten sich vorwiegend mit der Studie zweier Operons, dem acuABC
(Grundy et al., 1993/ 1994; Turinski et al., 2000) und dem acoABCL-Operon (Huang et al.,
1999; Silbersack et al., 2006).

11.4.1 Untersuchungen zum acu-Operon in B. subtilis

Die ersten Arbeiten von Grundy et al. legten ihren Fokus vorwiegend auf die
Regulation des Acetoinabbaus durch das acu-Operon. Dabei wurden die Gene acsA, welches
fur die Acetyl-Coenzym A-Synthetase kodiert, und die Gene acuABC downstream von ccpA,
einem globalen Regulator fur die Glukose-reprimierte amyE Expression identifiziert (1993).
Bei einer Anzucht von B. subtilis in Medium mit Glukose und Acetat bzw. Acetoin oder 2,3-
Butandiol fuhrte die Inaktivierung von acsA und der acuABC Gene zu einem verminderten
Wachstum und einer geringeren Sporulation (Grundy et al., 1993). Innerhalb der acsA-
acuABC Promotorregion konnten auflerdem zwei Sequenzen identifiziert werden, die der
amyO Zielsequenz gleichen. Fortfihrende Studien von Grundy et al. (1994) untersuchten die
Funktion dieser Sequenzen im Zusammenhang mit der Repression der Transkription dieser
Gene durch die Anwesenheit von Glukose. Die Ergebnisse zeigten bei Zugabe von Glukose
ins Medium eindeutig eine Repression der Expression der acsA und acuABC Gene, die
sowohl von CcpA als auch von den oben erwéhnten amyO-ahnlichen Sequenzen abhangig ist
(Grundy et al., 1994). Die Gene des acuABC-Operons zeigten keine Ahnlichkeiten zu den
oben erwdhnten Genen des Acetoin-Dehydrogenase-Enzym-Systems. Sie weisen aber
Ahnlichkeiten zum ato-Operon aus E. coli auf, welches in den Acetoacetat-Metabolismus
involviert ist. Deshalb wird vermutet, dass dieses Operon den Acetoinabbau oder eines
unbekannten Derivats Uber einen dhnlichen Mechanismus katalysiert, wie z.B. Uber einen
Coenzym A Transfer und die darauffolgende Spaltung, wie es beim ato-System erfolgt
(Grundy et al., 1993). Weitere Untersuchungen des acuABC-Operons von Gardner et al.
(2006/2008) zeigten, dass es sich bei diesem Operon um ein putatives posttranslationales

Acetylierungs/Deacetylierungs-Modifikations-System handelt, welches der Zelle hilft, die
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CoA Homoostase wahrend des Wachstums auf Acetat oder Acetoin aufrecht zu erhalten
(Gardner et al., 2006; Starai et al., 2002/2003).

11.4.2 Untersuchungen zum aco-Operon in B. subtilis

Aufgrund der nicht vorhandenen Ahnlichkeit der Gene des acu-Operons zum Acetoin-
Dehydrogenase Enzym-System (AoDH ES) wurden in weiteren Untersuchungen zum
Acetoin-Metabolismus in B. subtilis die Gene des aco-Operons als mogliches AoDH ES
identifiziert (Huang et al., 1999). Das Operon wird in Anwesenheit von Glukose reprimiert
und in Anwesenheit von Acetoin und 2,3-Butandiol induziert (Ali et al., 2001). Die
Regulation des Operons erfolgt sowohl Gber Sigma L als auch Uber den Aktivator AcoR,
dessen kodierendes Gen downstream der acoABCL-Region liegt. AcoR wird in Anwesenheit
von Glukose durch CcpA reprimiert und wird demnach ausschlieflich in Abwesenheit von
Glukose exprimiert (Ali et al., 2001). Der Aktivator erkennt und bindet an eine Sequenz,
welche 90 bp ,upstream* des Promotors des acoABCL-Operons lokalisiert ist, wodurch das
Operon in Anwesenheit von Acetoin exprimiert werden kann. Die Beteiligung des Operons
am Acetoin-Metabolismus wurde durch die Inaktivierung des acoA-Gens untersucht. Diese
resultierte in einem Defekt in der Aktivitat der AoDH E1, so dass Acetoin aus dem Medium
nicht mehr durch B. subtilis wahrend der stationdren Phase assimiliert werden kann (Huang et
al., 1999).

11.4.3 Der Acetoin-Metabolismus in B. licheniformis DSM13

Transkriptionsanalysen von B. licheniformis DSM13 zeigten Homologe sowohl fur
das acuABC-Operon als auch fur das acoABCLR-Operon. Daraus kann man schlielen, dass
dieser Organismus in der Lage ist die Overflow-Metabolite, Acetoin und 2,3-Butandiol, zu
verwerten und als alleinige Kohlenstoffquelle zu nutzen. Erste Untersuchungen zum
Wachstum von B. licheniformis auf Medium mit diesen Substraten als einzige
Kohlenstoffquelle zeigten, dass es im Gegensatz zu B. subtilis in der Lage ist, diese als
einzige C-Quelle zu nutzen (Veith et al., 2004). Mit Hilfe dieser Eigenschaft kann die
Verwertung von Acetoin als einzige C-Quelle durch einfache Wachstumsexperimente mit
verschiedenen erzeugten Mutanten untersucht werden, wodurch eindeutige Ergebnisse Uber

die Acetoinverwertung erhalten werden konnen. Dadurch ist es mdglich eine definierte
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Zustandigkeit der beiden Operons fur den C2-Metabolismus zu ermitteln. Mdgliche Gene des
Acetoinabbaus und die Einordnung in den Zentralmetabolismus von B. licheniformis DSM13
sind in Abb. I1-3 dargestellt.

g .
Acetoin 2, 3-Butandiol

acoABCLR

acuABC

e

Pyruvat [~

+—
Acetyl-CoA acsA Acetat

Oxalacetat

Malat

Isocitrat

2-Oxoglutarat

Succinyl-CoA

Abbildung 11-3: Darstellung des mdglichen Abbauweges von 2,3-Butandiol und Acetoin.
Dargestellt sind ebenfalls die daran moglicherweise beteiligten Gene und die Einmindung
in den TCA-Zyklus (Veith et al., 2004).

1.5 Identifizierung von Genen mittels Transposonmutagenesen

Fur die Identifikation von bisher unbekannten Genen des C2-Metabolismus wurden in
dieser Arbeit erste Experimente fur die Entwicklung einer Transposonmutagenese
durchgefiihrt. Im Allgemeinen zdhlen Transposonmutagenesen zu den Standardtechniken in
der Bakteriengenetik, um Mutationen mit Hilfe von Transposons auszuldsen (Schlegel et al.,
1992). Der Vorteil dieser Methode ist, dass die Mutagenese ungerichtet erfolgt und auf diese
Weise nicht-essentielle Gene auch unbekannter Funktion mutiert werden kénnen. Durch die
Integration eines Transposons werden Gene in ihrer Funktion ausgeschaltet und es kénnen
nicht-essentielle  Gene identifiziert und somit ein ,Core-Genom‘ definiert bzw.
produktionsrelevante Gene erkannt werden. Mit Hilfe der erhaltenen Mutanten kdnnen

auflerdem bisher unbekannte Stoffwechselwege identifiziert und analysiert werden.
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Wichtig fur die Entwicklung einer ungerichteten Mutagenese-Methode ist es, dass das
verwendete Transposon moglichst unspezifisch in das Chromosom des Bakteriums
integrieren kann, d.h. es sollte keine definierten Zielsequenzen fiir die Integration bendtigen.
Im folgenden Abschnitt werden die allgemeinen Eigenschaften von Transposons vorgestellt
und es werden Transposons beschrieben, welche bereits in B. subtilis fur Mutagenesen

genutzt werden.
11.5.1 Transposons und ihre Eigenschaften

Transposons sind kurze DNA-Doppelstrdnge bestimmter Lange im Genom, die ein
oder mehrere Gene umfassen kdnnen. Sie werden regelméflig als genetische Werkzeuge
genutzt, die zufallig in mikrobielle Genome integrieren konnen (Polard und Chandler, 1995)
und sind in der Lage ihren Standort innerhalb eines Genoms oder auch zwischen dem
Bakterienchromosom und beispielsweise einem Plasmid durch Transposition zu veréndern
und sich so an einer von vielen mdglichen Stellen des Genoms zu integrieren (Schlegel et al.,
1992). Transposons sind allerdings nicht zur autonomen Replikation fahig und benétigen
daher einen Tréger (Vehikel), der es von Bakterienzelle zu Bakterienzelle Uberfuhrt. Bei
diesen Vehikeln handelt es sich meistens um ein Plasmid oder einen Bakteriophagen
(Schlegel et al., 1992).

Das ,Springen‘ des Transposons von einem Genombereich in einen anderen Bereich
nennt sich Transposition, von der es zwei unterschiedliche Arten gibt: Bei der ,konservativen
Transposition© wird das Transposon aus seiner urspringlichen Insertionsstelle
herausgeschnitten, um anschliefend an einer anderen Stelle im Genom wieder eingebaut zu
werden (,cut & paste‘-Mechanismus). Dabei bleibt die Kopienzahl des Transposons pro
Genom unverandert. Bei der ,replikativen Transposition® dagegen wird die Kopienzahl des
Transposons erhoht, da das Transposon kopiert wird und diese Kopie dann an anderer Stelle
eingebaut werden kann. Das Ursprungs-Transposon bleibt dabei an derselben Stelle integriert.
Beide Arten der Transposition erfolgen mit Hilfe des Enzyms Transposase (Munk et al.,
2001).
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11.5.2 Verwendete Transposons zur zufalligen Mutagenese von
B. subtilis

Da eine groRe Anzahl von Transposons existiert, die fir Mutagenese-Prozeduren in
verschiedenen Bakterien verwendet werden koénnen musste vor der Entwicklung der
Mutagenese-Methode, die Wahl der moglicherweise zu verwendenden Transposons
eingeschrankt werden. Aufgrund der nahen Verwandtschaft zu B. subtilis werden im
Folgenden ausschliellich  Transposons vorgestellt, welche haufig fir zufallige
Transposonmutagenesen in diesem Bakterium verwendet worden sind.

Eines der ersten Transposons, welches in B. subtilis fir Mutagenesen genutzt wurde ist
das Tn917. Dieses 3.3-MDa groRe Transposon ist aus Streptococcus faecalis isoliert worden
und tragt 280 bp grofRe ,inverted repeats und eine Antibiotika-Resistenz (meist
Erythromycin), durch die die Transposition induziert werden kann. Das Transposon kann in
das Chromosom von B. subtilis integrieren, wobei dies allerdings nur bedingt zuféllig erfolgt
(Youngman et al., 1983). Tn917 integriert zu 99% in bestimmte Regionen des B. subtilis
Chromosoms, den so genannten ,Hot-Spot‘-Regionen (Youngman et al., 1985). Es wurde
vielfach fur Transposonmutagenesen in B. subtilis genutzt (Youngman et al., 1983; Perkins et
al.,, 1984; Sandman et al, 1987) dennoch ist es wegen seiner relativ hohen
Integrationsspezifitt nicht der geeignete Kandidat fur die Entwicklung einer ungerichteten
Mutagenese in B. licheniformis.

Ein weiteres Transposon, welches haufig in B. subtilis Verwendung findet, ist das aus
E. coli isolierte Tn10 (Petit et al., 1990). Dieses zusammengesetzte Transposon ist 9.300 bp
grol und Dbesteht aus einer Antibiotika-Resistenz (meist Tetracyclin) und aus den
Insertionssequenzen (1S10-Rechts & links). IS10-Rechts kann im Gegensatz zum 1S-Links als
individuelle Einheit transponieren, da es eine intakte Transposase beinhaltet (Kleckner, 1984;
Bender et al., 1986). Tn10 kann in das B. subtilis Chromosom integrieren und zeigt dort keine
,Hot-Spot‘-Regionen, bevorzugt aber eine 6-bp- Zielsequenz (Halling et al., 1982). Diese
Sequenz wiederholt sich im B. subtilis Chromosom in 4-kbp Intervallen, wodurch die Anzahl
von potentiellen Tn10-Insertionen limitiert und die Effektivitat von Tn10 als Werkzeug fir
eine zuféllige Mutagenese reduziert werden kann. Trotz der mdglichen Limitation wurde
dieses Transposon fiir die Entwicklung der Mutagenese getestet.

Das ,mariner¢ Transposon Himarl besteht aus zwei ,inverted repeats® und einer

Antibiotika-Resistenz. Es wurde aus der Hornfliege Haematobia irritans isoliert (Robertson

17



Einleitung

et al,, 1995) und bevorzugt im Gegensatz zu den bereits vorgestellten Transposons
ausschlielich das Dinukleotid TA als Integrationsort im Chromosom (Lampe et al., 1996).
Die Integration dieses Transposons erfolgt zufallig in das Chromosom und ist somit ideal fur
die Entwicklung der zufélligen Transposonmutagenese in Bacilli. In B. subtilis war die
Methodenentwicklung mit Hilfe dieses Transposons bereits erfolgreich (LeBreton et al.,
2006). Das genutzte Transposon wurde bereits auch in anderen Gram-positiven Bakterien
erfolgreich verwendet, wie z.B. in B. anthracis (Wilson et al., 2007) und Enterococcus
faecalis (Kristich et al., 2008) und Clostridium difficile (Cartman et al., 2010). Aufgrund der
genannten Eigenschaften und der erfolgreichen Anwendung dieses Transposons in einer
Anzahl von Gram-positiven Organismen ist das Transposon ebenfalls in dieser Doktorarbeit

verwendet worden.
11.6 Sporulation in Bacilli

Wie Dbereits mehrfach erwédhnt ist die Bildung von Endosporen unter
Mangelbedingungen eine wichtige Eigenschaft der Bacilli. Diese sichern dem Bakterium das
Uberleben und sind wichtig fur die Adaption an variierende Umweltbedingungen, da sie
hitzeresistent, lichtbrechend und resistent gegenuber Chemikalien sind (Priest et al., 1993).
Aber genau diese Eigenschaften kdnnen den fermentativen Produktionsprozess stéren und
machen es schwierig, die verwendeten Fermentationsbehdlter zu dekontaminieren. Die UV-
und hitzeresistenten Sporen kénnen den Prozess des Autoklavierens tberleben, welches
ausschliellich durch mehrfache Wiederholungen des Prozesses zu beheben ist. Fir die
Durchfihrung von Modellfermentationen war es wichtig einen sporulations-defizienten
Stamm von B. licheniformis MW3 zu konstruieren. Im Folgenden wird der Prozess der
Sporulation beschrieben, um zu verdeutlichen an welcher Stelle dieser Prozess durch die
erzeugte Deletion unterbrochen wird.

Der eigentliche Prozess der Sporulation gliedert sich in sieben Stadien. In der ersten
Phase (Spol) erfolgt eine asymmetrische Teilung der Zelle, welche in der zweiten Phase
(Spoll) vervollstandigt wird, wodurch schlieBlich zwei Kompartimente, d.h. zwei
Tochterzellen, entstehen. Man bezeichnet das gréfiere Kompartiment als Mutterzelle. Das
Kleinere Kompartiment, die Tochterzelle oder auch Prospore bildet sich anschlieBend zur
Endospore aus. Dabei wird das schmalere der beiden Kompartimente von der Mutterzelle

eingehtllt (Spolll). AnschlieBend erfolgt eine Einlagerung von Peptidoglycan zwischen die
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beiden, durch die Einstulpung, entstandenen Membranen und die Ausbildung des Cortexes
der Spore (SpolV), welcher z.B. fir die Ausbildung der Hitze-Resistenz der Sporen essentiell
ist. Aus diesem Grund werden die verantwortlichen SpolV-Gene sehr hdufig fir die
Erstellung eines sporulations-defizienten Stamms deletiert. In der flinften Phase erhélt die
Spore einen Sporenmantel, der aus einer komplexen Struktur von Proteinen besteht (SpoV).
Die anschlie’ende Reifung der Spore fuhrt zur endgiltigen Ausbildung der Resistenzen gegen
Hitze-, UV- und Chemikalien. Die Spore wird unbeweglich und erlangt ihre Kapazitat zur
Keimung (SpoVI1). In einer abschlielenden Reaktion wird die Mutterzelle lysiert und die
trockene, lichtbrechende Spore freigegeben (SpoVIIl). Abschlieend kann die Spore in
Anwesenheit einer reichhaltigen Umgebung durch Keimung den vegetativen
Wachstumszyklus wiederaufnehmen (Hilbert et al., 2004).

In B. subtilis wurde ein Gen-Cluster, bestehend aus yqfC-ygfD-phoH, identifiziert,
welchem eine generelle Bedeutung flr die Sporulation in diesem Bakterium zugeordnet
wurde (Wittchen et al., 1998). In B. licheniformis DSM13 konnte ein Homolog zu dem yqfD
Gen aus B. subtilis identifiziert werden, welches als ein SpolV-Homolog annotiert wurde.
YQfD ist auch in B. licheniformis von Genen umgeben, welche Homologien zu den bekannten
Genen yqfC und phoH aus B.subtilis aufweisen (Veith et al., 2004). Wie oben bereits
beschrieben bilden diese Gene in B. subtilis ein Gen-Cluster, welches wichtig flr die
Sporulation ist. Aufgrund der Identifizierung als SpolV-Homolog ist es mit grofer
Wabhrscheinlichkeit an der Bildung des Cortexes der Spore beteiligt. SpolV-Mutanten weisen
generell einen totalen Verlust der Hitzeresistenz auf (Nahrstedt et al., 2005), welches mit der
Bildung eines unvollstandigen Cortex und einem fehlenden Sporenmantel zu erklaren ist.

In dieser Arbeit wurde das yqfD-Gen deletiert, damit der erzeugte Deletionsstamm
keine hitzeresistenten Sporen mehr ausbilden kann und so die Fermentationsgeféalie leichter

zu dekontaminieren sind.
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1. Material und Methoden

1.1 Material

11.1.1 Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurden fiir die unterschiedlichen Experimente verschiedene

Bakterienstamme verwendet, welche in Tab. I11-1 dargestellt sind.

Tabelle 111-1 Verwendete Bakterienstamme und ihre Eigenschaften

Stamm relevante Eigenschaften Referenz
Bacillus licheniformis DSM13 Wildtypstamm DSMZ, .
Braunschweig
. . . . DSM13, AhsdR1, AhsdR2 Waschkau et al.,
Bacillus licheniformis MW3 (Typ I Restriktionssysteme) 2008
Bacillus licheniformis Stamm E Isolat Henkel AG & Co KGaA Flenke) 20 & Co

F- endAl gIinV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
Escherichia coli DH564 nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, Grant et al., 1990
hsdR17(rK- mK+), A—

E. coli 294, thi RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7

Escherichia coli S17-1 . .
chromosomal integriert

Simon et al., 1983

Bacillus licheniformis Mutante von Bacillus licheniformis MW3; 4hsdR 1, Diese Arbeit
MW3AGlyox AhsdR2, AGlyoxylat-Operon
Bacillus licheniformis MW3Also  Mutante von Bacillus licheniformis MW3; A4hsdR 1, Diese Arbeit

AhsdR2, Alsocitrat-Lyase

Bacillus licheniformis MW3AMal Mutante von Bacillus licheniformis MW3; AdhsdR1, Diese Arbeit
AhsdR2, AMalat-Synthase

Bacillus licheniformis Mutante von Bacillus licheniformis MW3; AhsdR1,

MW3AacuA AhsdR2, AacuAd Diese Arbeit

Bacillus licheniformis Mutante von Bacillus licheniformis MW3; 4hsdR 1, Diese Arbeit
MW3AacuC AhsdR2, AdacuC

Bacillus licheniformis Mutante von Bacillus licheniformis MW3; 4hsdR 1, Diese Arbeit
MW3AacoB AhsdR2, AacoB

Bacillus licheniformis Mutante von Bacillus licheniformis MW3; A4hsdR 1, Diese Arbeit
MW3AacsA AhsdR2, AacsA

Bacillus licheniformis Mutante von Bacillus licheniformis MW3; A4hsdR 1, Diese Arbeit
MW3AacoR AhsdR2, AacoR

Bacillus licheniformis Mutante von Bacillus licheniformis MW3; 4hsdR 1, Diese Arbeit
MW3AyqfD AhsdR2, AyqfD
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11.1.2 Plasmide

Fur die in dieser Arbeit angewendeten Methoden wurden bekannte Plasmide

verwendet oder eigene Plasmide konstruiert. Diese sind in Tab. 111-2 zusammengefasst.

Tabelle 111-2 verwendete Plasmide und ihre Eigenschaften

Plasmid relevante Eigenschaften Referenz

DE194 Vektor aus Stathonc_(t)sccus aureus, lordanescu, 1976

Erm"”, ori
Tn10-Transposon, Transposase, .
plC333 spc®, Ernt®, ori®, pUC ori Steinmetz et al., 1994
pMAD bgaB, ori®, Erm®, Amp® Arnaud et al., 2004
pKVM1 bgaB, ori®, Erm"®, oriT, traJ, Amp® Rachinger, Dissertation, 2010
pDG148stu lacl, Pgpac, kan, ble, bla Joseph et al., 2001

DBAD araC, Paragap, myc, polyhis, rrnB, Guzman et al., 1995

bla, pBR322-o0ri,

bgaB, ori®, Erm”, oriT, traJ, Amp®

pMADdelacuA delacuA Diese Arbeit
pMADdelacoB bgaB, ori, E,rdrzréggg’ traJ, Amp* Diese Arbeit
bgaB, ori®, Erm”, oriT, traJ, Amp®, : .

pMADdellso dellsocitrat-Lyase Diese Arbeit
pKVM1ldelacuC bga, ori, ErdrgTéng  trad, Amp", Diese Arbeit
pKVM1ldelacoR bgaB, ori®, Erggégglg, trad, Amp®, Diese Arbeit
pKVM1delacsA bga, ori, E;;E}TASSZT’ traJ, Amp" Diese Arbeit
pKVM1delyqfD bga, ori, Er(r;j;/gfrliDT, traJ, Amp", Diese Arbeit
pKVM1delMal. bga, ori, Err&w:I,'\z;ilT, traJ, Amp", Diese Arbeit
pKVM1delGlyox_ges bgaB, ori®, di:gi’/gxr_i;’egra‘]’ Amp*, Diese Arbeit

bgaB, ori®, Erm”, oriT, traJ, Amp®,
pKVM1delHP delHP des Glyoxylatzyklus (Gen Diese Arbeit
,upstream‘ der Malat-Synthase)

PB, Himar1, TnYLB1, Amp~, Kan®,

Erm®  ori® . ori DBR322 Le Breton et al., 2006

pMarB
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Plasmid relevante Eigenschaften Referenz
PA, Himarl, TnYLB1, Amp®, Kan®,
pMarA Erm®, ori®, ori pBR322 Le Breton et al., 2006
PA, TnYLB1, Amp®, Kan®, Erm®,
pMarC ori® . ori pBR322 Le Breton et al., 2006
R-Galaktosidase-Gen bgaB, ori®,
pMB1 Erm”, oriT, traJ, Amp®, TnYLB1, Diese Arbeit
PB, Himarl
R-Galaktosidase-Gen bgaB, Erm”, . .
pMB2 Amp®, TnYLBL, PB, Himarl Diese Arbeit
araC, Paragap, myc, polyhis, rrnB,
pBADGIyox bla, pBR322—or|{;1 Lilyoxylat—Operon Diese Arbeit
DSM13
araC, Paragap, myc, polyhis, rrnB,
pBADMal bla, pPBR322-ori, Malat-Synthase Diese Arbeit
aus DSM13
araC, Paragap, myc, polyhis, rrnB,
pBADIso bla, pBR322-ori, Isocitrat-Lyase aus Diese Arbeit
DSM13
araC, Paragap, myc, polyhis, rrnB,
pBADHP-Mal bla, pBR322-ori, hyp. Protein und Diese Arbeit
Malat-Synthase aus DSM13
lacl, Pgyac, kan, ble, bla, gesamtes . .
pDG148Glyox Glyoxylat-Operon aus DSM13 Diese Arbeit
lacl, Pgpac, kan, ble, bla, Malat- . .
pDG148Mal Synthase aus DSM13 Diese Arbeit
lacl, Pgpac, kan, ble, bla, Isocitrat- . .
pDG148lso Lyase aus DSM13 Diese Arbeit
lacl, Pgpac, kan, ble, bla, hyp.
pDG148HP-Mal Protein und Malat-Synthase aus Diese Arbeit

DSM13

111.1.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden bei Eurofins MWG/Operon

(Ebersberg) synthetisiert und sind in den folgenden Tab. 111-3 bis 111-8 dargestellt.

Tabelle 111-3 verwendete Oligonukleotide fur die Transposonmutagenese

Name Sequenz

Primer flr das Plasmid pMarB

TnYLB1Himarl_fwd_EcoRl TGATGAATTCCCTACACTTGCTGCTAATGC
TnYLB1Himarl_rev_BamHI GACTGGATCCTTATGCTTCCGGCTCGTATG
pMarB_fwd AGCTCACGCTGTAGGTATCTC
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Name Sequenz

pMarB_rev GCCCTCCCGTATCGTAGTTATC

TnYLB1_fwd TCGGCTCCGTCGATACTATG

TnYLB1_rev CTCCCAATCAGGCTTGATCC
Primer fir das Plasmid pKVM1
pMAD_fwd TCCTCTGGCCATTGCTCTG
PMAD_rev GCCGGAAGCGAGAAGAATC
ori_pE194 fwd GAGAAACAGCGTACAGAC
ori_pE194 rev CTGCAATCTGCGGAATAG
ermC_fwd AATCAGCACAGTTCATTATC
ermC_rev CAATTCCTGCATGTTTTAAG

Primer fiir die ,Vectorette-PCR*¢
Bubble-1_taql

Bubble 2

Bubble_PCR

CGGAAGGAGAGGGACGCTGTCTGTCAAAAGGTA
AAGAACGGACGAGAGAAGGGAGAG

GACTCTCCCTTCTCGAATCGTAACCGTTCGTACGA
GAATCGCTGTCCTCTCCTTC

CCGTTCGTACGAGAATCGC

Tabelle 111-4 verwendete Oligonukleotide fiir die Konstruktion der Deletions-Mutanten.

Name

Sequenz

acoB_FA_fwd_BamHI
acoB_FA rev

acoB_FB_fwd

acoB_FB_rev_EcoRI

acoB_check fwd
acoB_check_rev
acoR_FA fwd_BamHI

acoR_FA rev

acoR_FB_fwd

acoR_FB_rev_EcoRI
acoR_check_fwd
acoR_check_rev

acuA FA fwd_BamHlI
acuA FB_ fwd

TGCTGGATCCGGCGGATCGATGCATATTG

CAATCGCAGCGAGCAATACGGCTGACATGCTGA
TTTC

GAAATCAGCATGTCAGCCGTATTGCTCGCTGCG
ATTG

TGCTGAATTCCTCCCTCTCCTTCAGATACTTG

AGGCATGATGGCCGAGATATAC
TTTGGCTCTCCTGCGTTTGTTC
TGCAGGATCCCCGCTGTTCCAATCGAGTCC

GTATTAAGCTTGGCCGGCTTGTATGAGCGCGGG
TTTGC

GCAAACCCGCGCTCATACACGGCCAAGCTTAAT
AC

TGACGAATTCTTCCGCGCTGCATCTATAC
ATCCCATGCCTCAGGCAGAGAC
AAACGCCTCTTCCGGATCG
TGCTGGATCCGCACCCGTTCAAGCAATTCC

CAGCCTTTCGCCCATCACAAAAGATGATGAATG
CCGGAGGAC
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Name

Sequenz

acuA_FB_rev_EcoRl
acuA check fwd

acuA check rev
acuC_FA fwd_BamHI

acuC_FA rev

acuC_FB_fwd

acuC_FB_rev_EcoRlI
acuC_check_fwd
acuC_check_rev

HP_FA_ fwd_BamHI
HP_FA rev

HP_FB_fwd

HP_FB_rev_EcoRI
HP_check fwd
HP_check_rev

Isoc FA fwd BamHI
Isoc_FA rev

Isoc FB fwd

Isoc_ FB_rev_EcoRlI
Isoc_check_fwd
Isoc_check_rev
glyox_FA fwd_BamHI
glyox_FA rev

glyox_FB_fwd

glyox_check fwd
glyox_check _rev
mal_FA fwd_2 BamHI
mal_FA _rev 2

mal_FB_fwd 2

mal_FB_rev_2_EcoRI
Mal_check 2 fwd

TGCTGAATTCGTTTGAACGCGAAACACGAG
TACGCCTTCTCCAACGAC

CCGGCCAAAGAACCTGATAC
TGCAGGATCCGCATCATCGGCATCCAATC

GCATTTGAACCGGGAGAAACCGTTGCCAAAGCC
CTTTATC

GATAAAGGGCTTTGGCAACGGTTTCTCCCGGTT
CAAATGC
ACGTGAATTCATGATGAATGCCGGAGGAC

AACGCTCGGTCCGAATATG
ATGATGGATCCGCAGATGG
TGCTGGATCCATATTATTCGTTCGGCTTAC

GTTTTCATGTCTCCCTACTTCAAGCTCATTTGTA
TAACC

GGTTATACAAATGAGCTTGAAGTAGGGAGACAT
GAAAAC

TGCTGAATTCCAGCTCTTTTGCGTTATG

GCGCTGTATACTGTACTACAAC
TGCGCATAAACAAATACGTC
ATGCGGATCCTTGATGAAGTCCCGCCTGTC

GTTTGCTCCGATTGTGGCACTGCTCGCCTACAAC
TG

CAGTTGTAGGCGAGCAGTGCCACAATCGGAGCA
AAC

GTACGAATTCACGCTGGAAAGGGATCAC
AAGCAAGCCGCCCAATGAC
CGCGGAGTTTCTAACGATACC
TGCTGGATCCAAGCACAGAGTTGGTTTGG

GATAGACAACAAGCAAGCCGGGGAACATAAAG
AGGTGAAAG

CTTTCACCTCTTTATGTTCCCCTTGCTTGTTGTCT
ATC

CTCCTCCAAAGCCGTTCATATC
GCAGCAAGACGGCTAATATCTC
GTACGGATCCCGATCAGGCAGGCTGAAATTG

GGTATCGTTAGAAACTCCGCGAGGGAGTAGGCT
CTCATGTTG

CAACATGAGAGCCTACTCCCTCGCGGAGTTTCT
AACGATACC

GTACGAATTCCGGGCCAATTCAAACATGC
GAATCCGGAAGAGTCGAATG
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Name

Sequenz

Mal_check 2 rev
ygfD_FA_fwd_BamHI

ygfD_FA _rev
ygfD_FB_fwd

ygfD_FB_rev_EcoRI
ygfD_check_fwd
yqfD_check_rev

AcsA FA fwd BamHI
AcsA FA rev

AcsA FB-fwd

AcsA FB-rev_EcoRI
AcsA Check_fwd
AcsA Check rev

AATGGAGCGGCCTTAGTATG
TGCTGGATCCGCAAACAGCGCAGATATGG
CCATTCTCGCTCGTTTCGAAGCCTCTGATGACCT
TCC

GGAAGGTCATCAGAGGCTTCGAAACGAGCGAGA
ATGG

TGCTGAATTCATGGAGCGCATCGTACAG
TTATCATGGCGGCCATCATC
TCGTATTCTGCGCTTCATCC
GCTAGGATCCTCTTTCAAGCGGGTCTGG

CTCAAGGCGATGAACGCTTCATTCCCGGCTTTG
TTGG

CCAACAAAGCCGGGAATGAAGCGTTCATCGCCT
TGAG

CCATGAATTCTGGAGCTTACCGTATCCTTGG
TGTCCGTGACAATGCCTATG
TCGGATTTGCGGATGAGTTC

Tabelle 111-5 verwendete Oligonukleotide fur die Komplementationsexperimente.

Name

Sequenz

oriT TraJ_fwd_Pcil
oriT Tral_rev_BamHI
pDG148 fwd
pDG148 rev
HP_OE_fwd

HP_OE rev
HP_OE_2_ fwd_Hindlll
HP_OE_2 rev Sall
OE_Glyox_fwd_Xbal
OE_Glyox_rev_Xbal
HP_rev_Sall
Mal_fwd_HindlIlI

Mal_rev_Xbal

Mal_rev_HindllI

Iso_fwd_Xbal

Iso_rev_Sall

Mal_fwd_Xbal

Iso_rev_Xbal

TGCAACATGTTGTAGGCGCCCTTCCTTTC
GTCAGGATCCCGCTGCATAACCCTGCTTC
ATAGTCCTGTCGGGTTTCG
CGATCTTTCAGCCGACTCAAAC
GTAGCCCTTGCCTACCTAGC
CGGCATACTCTGCGACATC
ACGTAAGCTTGCGCTGTATACTGTACTACAAC
GTACGTCGACGTTCAAGACGTCCGATAAACTC
TGACTCTAGAGCGCTGTATACTGTACTACAAC
ACTGTCTAGAAAGCAAGCCGCCCAATGAC
CGTAGTCGACCTACTCGCCTTTTTTGGCAAG

GTCAAAGCTTATGAAAACAGAGGAGAAGAGAA
TTCAT

CGTATCTAGATTATATATTTTCATAAGCCGGTA
TCGTTA

CGTAAAGCTTTTATATATTTTCATAAGCCGGTA
TCGTTA

TGCATCTAGAATGCTGAAAGAAAAACAACTC
TGCAGTCGACTTATGATTGAAACTGTTCCGC

CGTATCTAGAATGAAAACAGAGGAGAAGAGAA
TTCAT

CGTATCTAGATTATGATTGAAACTGTTCCGC
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Name Sequenz

OE_Gl_r1 ATGTCAATTGCTAACTTGATAGAC

OE_HP_f 1 GAATTAACCATGAGCTTGAAAAGTCCGATG

OE_HP_r 1 CTACTCGCCTTTTTTGGCAAG

OE_HP_f 2 AGCTTGAAAAGTCCGATG

OE_HP_R_2 GAGTTTTTGTTCCTACTCGCCTTTTTTGGCAAG

OE_Mal_f 1 GAATTAACCATGATGAAAACAGAGGAGAAGAG
AATTCAT

OE_Mal_r 1 TTATATATTTTCATAAGCCGGTATCGTTA

OE_Mal_f 2 ATGAAAACAGAGGAGAAGAGAATTCAT

OE_Mal_r 2 GAGTTTTTGTTCTTATATATTTTCATAAGCCGGT
ATCGTTA

OE_lIso_f 1 GAATTAACCATGATGCTGAAAGAAAAACAACTC

OE_Iso_r_1 TTATGATTGAAACTGTTCCGC

OE_lso_f 2 ATGCTGAAAGAAAAACAACTC

OE_lIso_r_2 GAGTTTTTGTTCTTATGATTGAAACTGTTCCGC

pBAD_check_fwd

pBAD_check rev
pDG148_OE_fwd_1
pDG148 OE rev 1
pDG148_OE_fwd_2
pDG148 OE_rev_2
pBAD_OE_fwd_1
pBAD_OE_rev_1
pBAD_OE_fwd_2
pBAD_OE_rev_2

TCACGGCAGAAAAGTCCAC

TCTCATCCGCCAAAACAGC
GTCAAAGCTTTTTTTCAGGAATTTTAGCA
AAGCTTAAGGAGGTGATCT
TTTTTCAGGAATTTTAGCA
CGTATCTAGAAAGCTTAAGGAGGTGATCT
GTCAAAGCTTAAGCCGTCAATTGTCTGATT
CAGATCCTCTTCTGAGAT
AAGCCGTCAATTGTCTGATT

CGTATCTAGACAGATCCTCTTCTGAGAT

Tabelle 111-7 verwendete Oligonukleotide fur die RLM-RACE Experimente.

Name

Sequenz

RACE-Adapter

Glyox-RACE- outer
Glyox-RACE-inner
5’-RACE Outer Primer

5’-RACE Inner Primer

GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUG
GCUUUGAUGAAA

TCAATTTCAGCCTGCCTGATCG

GCAGCAATTCCCGTCTTCTTC

TCAATTTCAGCCTGCCTGATCG

CGCCGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGAT
G
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Tabelle 111-8 verwendete Oligonukleotide fur die RT-PCR Analysen

Name Sequenz

BLi04209_fwd CCATCATCAGCTTGTGCGTG

HP_OE_fwd GTAGCCCTTGCCTACCTAGC

RT_HP__rev CTACTCGCCTTTTTTGGCAAG

RT_Mal_f ATGAAAACAGAGGAGAAGAGAATTCAT
RT Mal r TTATATATTTTCATAAGCCGGTATCGTTA
RT Iso_f ATGCTGAAAGAAAAACAACTC

RT _Iso_r TTATGATTGAAACTGTTCCGC

RT_04209_ f GCGGTTTATCTACTGATACGAATCC
RT_04206_r ATGATGATGTTTATCTTGATTTTGACAATGG

Tabelle 111-9 verwendete Oligonukleotide fir die Northern Blot Analysen

Name Sequenz

HP-fwd_2 GCGCTGTATACTGTACTACAAC

HP-rev_T7 CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTCAAGAC
GTCCGATAAACTC

Iso-fwd_2 GGGTTCTTCAAAACAAAGCCTGG

Iso_rev_T7 CTAATACGACTCACTATAGGGAGATTATGATTG
AAACTGTTCCGCTTC

Mal-rev-T7 CTAATACGACTCACTATAGGGAGATTATATATT
TTCATAAGCCGGTATCGTTA

Mal-fwd-2 CATGACGGAACATGGATCGC

111.1.4  Enzyme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Restriktionsenzyme stammten in den meisten Fallen
von der Firma Fermentas. In der Tab. I11-9 sind die verwendeten Enzyme, ihre jeweiligen

Merkmale und die Hersteller-Firma dargestellt.

Tabelle 111-10 verwendete Restriktionsenzyme

Name Typ Merkmal Hersteller
BamHI Restriktionsnuklease GGATCC* Fermentas

Clal Restriktionsnuklease ATCGAT* Fermentas
EcoRI Restriktionsnuklease GAATTC* Fermentas
EcoRV Restriktionsnuklease GATATC” Fermentas
Hincll Restriktionsnuklease GTYRAC* Fermentas
Hindlll Restriktionsnuklease AAGCTT Fermentas

27



Material und Methoden

Name Typ Merkmal Hersteller
Ndel Restriktionsnuklease CATATG Fermentas
Pacl Restriktionsnuklease TTAATTAA* New England Biolabs
Pfu DNA-Polymerase proof-reading Fermentas
Phire DNA-Polymerase Biozym
Phire Il DNA-Polymerase Biozym
Pstl Restriktionsnuklease CTGCAG* Fermentas
Sall Restriktionsnuklease GTCGAC* Fermentas
T4-Ligase Ligase Fermentas
Taq DNA-Polymerase Fermentas
Xbal Restriktionsnuklease TCTAGA* Fermentas

* Erkennungssequenz

11.1.5 Nahrmedien und Zusatze

[11.1.5.1 Na&ahrmedien

Die im Folgenden dargestellten verwendeten Nahrmedien wurden vor Verwendung flr
20 min bei 120°C durch autoklavieren sterilisiert. Zur Herstellung von festen Nahrmedien

wurden vor dem Autoklavieren 1,5% Agar hinzugegeben.

LB-Medium (L uria-Bertani-Broth- NB-Medium
Medium) Nutrient broth 8 g/l
Bacto Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 5 o/l
NaCl 5 g/l
pH 7,4

SMMP-Medium (Protoplasten- DM3-Medium
Elektroporation) (Protoplastenregeneration)
BSA (,bovine serum Natriumsuccinat; pH 7,3 250 ml
albumin®) 03 % 1M Casaminoacids 50 mi
2 M Sacharose 5 % 5% Hefeextrakt 25 ml
4 - PAB 25 % 10% K;HPO4+
2 - SMM-Puffer 50 % 1,5% KH2PO,4 50 ml

3,5% Glukose 25 mi
1- PAB (Pennassay-broth-Medium) 20% MgCl, 10 mli
Rinderextrakt (BSA) 15 gl steriles 2 % BSA
Hefeextrakt 15 gl (bei 55°C) 25 mi
Pepton 5 g/l Bei Bedarf 4 % Agar pro 100 ml
Dextrose 1 g/l
Natriumchlorid 3 g/l Alle Komponenten getrennt autoklavieren
Dipotassium Phosphat 3,68 ¢l und dann zusammen geben.

Monopotassium Phosphat 1,32 g/l
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SMMP-Medium (Protoplasten-

Transformation)

2 SMM-Puffer 500 ml
4. PAB 500 !
BSA-Zusatz optional 2 %
Minimal-Medium

1 M NH,CI 10 ml
500 mM MgSO,4 1 ml
100 mM CaCl, 1 ml
Phosphatpuffer

(400 mM Na,HPO, +

400 mM KH2P04;

pH 7.5) 100 ml
SL9 1 mi
C-Quelle x ml
H.0 ad 1000 ml

Spurenelementldésung 9 (SL9)
modifiziert nach Tschech und Pfennig

(1984)

Titriplex I (Nitrilotriacetat) 12,8 ¢
FeSO, - 7 H,O 2 g

CoCl,- 2 H,0 190 mg
MnCl, - 2 H,0O 100 mg
ZnCl, 70 mg
H;BO; 6 mg
NiCl,- 6 H,0 24 mg
CuCl; - 2 H,O 2 mg

Na;MoOy - 2 H,0 36 mg
H,Obidest ad 1000 ml

Mit NaOH auf pH 6,5 einstellen und steril
filtrieren. Lagerung bei -20°C langfristig

oder 4°C.

Schaeffer s Sporulationsmedium
NB-Medium 0.8 %
KCI 27 mM
MgSO4 - 7TH-0 2 mM
C&(NO3)2 - 4H,0 1 mM
MnC|2 - 4H,0 01 mM
FeSO4 - 7H,O 1 UM

111.1.5.2 Zuséatze zu Nahrmedien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zusdtze zu den N&hrmedien wurden nicht

autoklaviert, da sie nicht hitzeresistent sind. Deshalb wurden die in Tab. 111-11 verwendeten

Substanzen vor Zugabe zum Medium steril filtriert.

Tabelle 111-11 Zusétze zu verwendeten Nahrmedien

Zusatz Abkirzung Konzentration Konzentration
(E. coli) (B. licheniformis)
Tetracyclin Tc 10 mgl/l
Spectinomycin Spc 150 mg/l 150 mg/l
Erythromycin Erm 1,5-5 myg/l
Kanamycin Kan 50 mg/l 50 — 150 mg/l
Ampicillin Amp 100  mg/ml
Polymyxin B Poly 20 — 40 mg/ml
Glukose Glc 50 mM 50 mM
Acetat Ac 60 mM 60 mM
Acetoin Ace 30 mM 23 mM
2,3-Butandiol But 30 mM 30 mM

29



Material und Methoden

Zusatz Abklrzung Konzentration Konzentration
(E. coli) (B. licheniformis)
7 AS-Mix (Prolin, Arginin, 7AS - jel0 mM
Asparagin, Glutamin, Aspartat,
Alanin, Glycin)
IPTG IPTG 0,1-1mMm
XGal XGal - 5%

111.1.6 Puffer und LOsungen

Puffer und Ldsungen werden vor der Anwendung autoklaviert. Ausnahmen sind fur

die jeweiligen Puffer angegeben.

2 X SMM-Puffer (Protoplasten- PE Ggooo (40 %)

) PEGs000 225 %
Elektroporation) SMM-Puffer ad 1000 ml
Sacharose 1 M
Maleinsaure 40 mM TE-Puffer
MgCl; 40 mM Tris/HCI 150 mM

pH 6,5 EDTA 20 mM
pH 8.0

Losungen fur den Southern Blot
Depurinierungsldsung Transferlosung = 20x SSC pH 7,0
2H5 g"_v' HCd' ég’o% m: 3 M NaCl 14026 g

2Ubidest & m 30 mM Nas-Citrat 7058 g
Denaturierungslosung H20Obidest ad 800 ml
1,5 M NaCl 70,13 ml Prahybridisierungslésung =
50 mM NaOH 16,00 ml C ..
HoObicest ad 800 ml Hybridisierungslésung

Ldsen bei 60°C und 50 ml Aliquots bei

Neutralisierungldsung -20°C lagern; nicht autoklavieren!

50 mM Tris-HCI (pH7,5) 48,46 ¢ 5-SSC, 1% Blocking Stammldsung, 0,1%
3 M NacCl 140,26 g N-Lauylsarcosin, 0,02% SDS

10 % Blocking Stammisg. 50 ml
10 % N-Laurylsarcosyl (aut.) 0,5 ml
10 % SDS (nicht autokl.) 0,1 mi
zuletzt zugeben

H20Obidest ad 50 ml
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Maleinsaurepuffer, pH 7.5

0,1 M Maleinséure 929 ¢
0,15 M NaCl 701 ¢
0,175 M NaOH 56 ¢
H20Obidest ad 800 ml

10% Blocking Stammldsung

Lagerung bei 4°C oder besser in Aliquots
bei -20°C.

Blocking Reagent (Roche) 10 g
Maleinsaurepuffer  ad 100 ml

In Mikrowelle erhitzen und l6sen.
Anschliel3end autoklavieren und Lagerung
in 10 ml Aliquots bei -20°C.

Puffer 1

2x SSC/ 0,1% SDS

20 - SSC 80 ml
10 % SDS 8 ml
H2Onbidest ad 800 ml

Puffer fiir den Northern Blot

Prahybridisierungslésung

Formamid 400 ml
20 x SSC 200 mi
10 % N-Lauroyl-sarcosin 8 mi
Blockierungs-Reagenz

(Roche) 16 g
SDS 56 g
H.0 ad 800 ml

20 x SSC

3 M NaCl

30 mM Natriumcitrat
pH 7,0 mit 10 M NaOH einstellen.

Waschpuffer 1

0,1-SSC
0,1 % SDS

Waschpuffer 2

2:SSC
0,1 % SDS

Waschpuffer 3

2:SSC
1% SDS
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Puffer 2

0,1x SSC/.0,1% SDS

20 - SSC 4 ml
10% SDS 8 ml
H20Onbidest ad 800 ml

Puffer 3= Blocking Solution

Frisch ansetzen und nicht autoklavieren.
10 % Blocking Solution 5 mi
Maleinséurepuffer 45 ml
Waschpuffer

Frisch ansetzen und nicht autoklavieren.

Tween 20 150
Maleinsaurepuffer  ad 50 ml
Detektionspuffer, pH 9,5

10 mM Tris-HCI 9,69 ¢
10 mM NaCl 467 ¢
H20Obidest ad 800 ml
10 x Puffer 1, pH 7.5

Maleinsaure 1,0M
NaCl 1,5M
Tween 20 0,3%

10 % Blockierungsreagenz
Blockierungsreagenz

(Roche) 20 g
10 x Puffer 1 20 ml
H,O ad 200 ml

20 min autoklavieren.

Puffer 2.

10 x Puffer 1 100 ml
10 % Blockierungs-

Reagenz 100 mi
H,O ad 1000 ml
Puffer 3

Diethanolamin 9,63 ml
pH 9,5 mit 6 N HCI

H,O ad 1000 ml
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11.1.7 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammen meist von den Firmen Roth,

Merck oder Sigma (soweit nicht anders angegeben) und sind in Tab. 111-12 aufgelistet.

Tabelle 111-12 verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Material Anmerkung Bezugsquelle

dNTP’s Fermentas

Langenstandard 100 bp, 1 kbp Fermentas
QIAquick PCR-purification Kit  Aufreinigung von PCR-Produkten Qiagen
QIlAprep Spin Miniprep Kit Isolierung von Plasmid-DNA Qiagen
QIlAprep Gelextraction Kit Isolierung von PCR-Produkten Qiagen

aus Agarose-Gelen

RNeasy Midi Kit Qiagen
DIG markierter DNA Marker 111 L&ngenstandard, DIG markiert Roche
DIG markierter RNA Marker 11 Langenstandard, DIG markiert Roche

111.1.8 Software und Datenbanken

Fur die weitere Auswertung und Planung der Experimente wurden die in Tab. 111-13
dargestellten Programme verwendet.

Tabelle 111-13 Verwendete Software

Name Funktion Hersteller
Excel Erstellen von Tabellen und Microsoft
Diagrammen
Clone Manager 6.0 Primer design, virtuelle Klonierung Sci Ed Central
GenePix Pro 6.0 Auswertung von Microarray Daten Molecular Devices
BLAST Homologievergleiche mit www.ncbi.nim.gov/blast
Datenbanken Altschul et al., 1990
Word Erstellen von Textdokumenten Microsoft
Power Point Erstellen von Présentationen Microsoft
lllustrator CS Erstellen von Grafiken Adobe
Photoshop CS Bearbeiten von Grafiken oder Adobe
Bilddateien
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1.2 Methoden
111.2.1 Kultivierung von Bakterienzellen

[11.2.1.1 Bakterienanzucht

Die Anzucht von Bakterienzellen erfolgt sowohl in Flussigmedium als auch auf
Festmedien. Bei Bedarf werden die oben aufgeflihrten Zusdtze in den entsprechenden
Konzentrationen zugegeben.

Die Anzucht von B. licheniformis erfolgt in der Regel bei 30-55°C in Vollmedium
(LB-, NB-, oder PAB). Eine gute Beluftung sollte durch Schutteln des Wachstumsgefalies bei
mindestens 150 rpm gewéhrleistet sein. Auf Festmedien werden die beimpften Agarplatten
fur ca. 1-10 Tage, je nach Versuch, inkubiert. Bakterienkulturen, welche Plasmide mit dem
temperatursenstiven Origin oriR aus pE194 enthielten, wurden bei 30°C Kkultiviert, um eine
Replikation des Plasmids zu gewahrleisten.

Die Anzucht von E. coli Zellen fur die Transformation erfolgt bei 37°C in LB-Medium
mit den entsprechenden Antibiotika-Zusétzen.

Fur Wachstumstests werden aus einer Vorkultur jeweils eine definierte Anzahl an

Bakterienzellen in entsprechende Medien Gberimpft.

111.2.1.2  Archivierung von Bakterienstammen

Fur eine langere Lagerung von Bakterien, wie z.B. fur den Zweck zur Erstellung einer
Stammsammlung konnen die Bakterien in 50 % (v/v) Glycerin und bei -20°C aufbewahrt
werden.

Die Bakterien werden daftr tber Nacht spezifisch in Flussigkultur angezogen. Am
nachsten Tag werden 800 ul Zellkultur mit 200 pl Glycerin (87 %) gemischt. AnschlieRend
kann die Glycerinkultur bei -20°C gelagert werden.

111.2.2 Darstellung von DNA

[11.2.2.1 Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Darstellung und GréRenbestimmung von DNA-Molekiilen erfolgt mittels

Agarose-Glelektrophorese. Die DNA-Proben werden hierbei mit BPB-Ladepuffer vermischt
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und in die Geltaschen eines zuvor erstellten Agarosegels pipettiert. Nach Anlegen eines
elektrischen Feldes wandern die DNA-Fragmente aufgrund ihrer negativen Nettoladung zur
Anode. Die Wandergeschwindigkeit eines DNA-Fragments im Gel ist umgekehrt proportional
zu seinem Molekulargewicht, so dass die GréRenbestimmung tber den Vergleich mit DNA-
Langenstandards bekannter Grolle erfolgen kann. Die Agarosekonzentration und
Laufbedingungen konnen hierbei je nach erwarteten FragmentgréRen variiert werden.

Die gewinschten Agarosemengen werden abgewogen und in 1XTAE aufgekocht.
Anschlielend wird die Agarose luftblasenfrei in eine mit Kamm bestiickte Horizontalkammer
gegossen und nach Aushérten mit 1XTAE uberschichtet. Die DNA-Proben werden dann mit
BPB-Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert. AnschlieBend wird der Gellauf
gestartet und die DNA dann mit Ethidiumbromid angeféarbt. Zur Dokumentation wird das Gel

unter UV-Anregung auf dem Transilluminator fotografiert.

111.2.3 DNA-Isolierung

11.2.3.1 Isolation chromosomaler DNA aus B. licheniformis

Fur die Isolation von DNA aus B. licheniformis werden die Zellen zunéchst in 3 ml
LB-Medium (iber Nacht bei 37°C angezogen. Von dieser Ubernacht-Kultur werden 2 ml in
ein 2 ml-Reaktionsgefal? gegeben und bei 13000 rpm 5 min in einer Tischzentrifuge (Biofuge
plus, Heraeus) abzentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wird das Bakterienpellet in
900 pl STE-Puffer resuspendiert und anschlieend 150 pl Lysozym (40 mg/ml) zugegeben.
Es folgt flr die Lyse der Zellen eine Inkubation fir 30 min bei 37°C. Im Anschluss an die
Lyse erfolgt eine Denaturierung der Proteine und eine Permeabilisierung der Membran durch
die Zugabe von 140 ul 10% SDS, 120 ul 0,5 M Na-EDTA und 10 pl Tris-HCI. AnschlieRend
wird die RNA mit Hilfe von 50 pl DNase-freier RNase fir 10 min bei Raumtemperatur
verdaut. Um sédmtliche Proteine aus der DNA-LGsung zu entfernen erfolgt ein Proteinase K-
Verdau durch Zugabe von 50 pl Proteinase K (10mg/ml). Es wird dann bei 37°C fur
mindestens 3 h inkubiert. AnschlieRend werden die Proteine noch durch die Zugabe von 300
pl 5 M Na-Perchlorat und anschlieende Zentrifugation (Tischzentrifuge: 20 min, 12000 rpm,
RT) gefillt. Der Uberstand wird dann in ein neues 2 ml-Reaktionsgefa? gegeben und
anschlieBend 2x mit einem Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1; Roth) gewaschen
(Tischzentrifuge: 10 min, 12000 rpm, RT). Die DNA-haltige Phase wird anschlielend

vorsichtig mit der Pipette abgenommen, mit einem Volumen Isopropanol (Sigma) versetzt
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und durch Zentrifugation (Tischzentrifuge: 10 min, 12000 rpm, RT) gefallt. Dann wird die
DNA erneut mit 70% Ethanol fir 10 min bei 12000 rpm bei RT gewaschen. Nach Abnahme
des Ethanols erfolgt die Trocknung der DNA im Heizblock mit offenem Deckel bei 37°C flr
ca. 10 min. Abschlieend wird die DNA in 100 pl sterilem Wasser aufgenommen, gel6st und

bei -20°C gelagert.
111.2.3.2  Kochlyse

Mit Hilfe der Kochlyse kann ein DNA-haltiger Uberstand gewonnen werden, der als
Vorlage bei der PCR eingesetzt werden kann. Die Lyse der Bakterienzellen erfolgt rein
physikalisch durch Aufkochen. Die Zelltrummer werden abzentrifugiert (6000 rpm, 1 min,
RT) und der Uberstand dann fiir die PCR eingesetzt. Der DNA-haltige Uberstand kann jedoch
nicht dauerhaft gelagert werden.

Die Bakterienzellen werden in 50 pl Wasser griindlich resuspendiert und anschlieRend
fur 15 min bei 100°C inkubiert. Anschlie3end werden die Zelltrimmer 1 min bei 6000 rpm in

einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und 4 ul des Uberstandes dann fiir die PCR eingesetzt.

11.2.3.4  Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels
Agarose-Gelelektrophorese

Nach groRenabhangiger elektrophoretischer Trennung der Fragmente im Gel, wird ein
Agaroseblock mit dem gewiinschten DNA-Fragment aus dem Gel herausgetrennt. Die

Aufreinigung erfolgt mittels des folgenden Kits.

111.2.3.4.1 Aufreinigung nach dem QlAquick Gel-Extraktion Kit

Alle mit * gekennzeichneten Puffer sind Bestandteil des Kits.

Zunachst wird die Agarose-Gelelektrophorese nach Vorschrift durchgefiihrt und
anschlielend der Agaroseblock mit der gewiinschten DNA-Bande mit dem Skalpell
herausgetrennt. Das erhaltene Gelstlick wird dann in ein 2 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt und
die 3-fache Menge an QG*-Puffer zugegeben. Dann erfolgt eine Inkubation bei 50°C fir 10
min, um das Gelstiick aufzuldsen, wobei das Gefal alle 2 min gevortext wird, um die
Auflésung des Gels zu erleichtern. AnschlieBend erfolgt eine Zugabe von 1 Volumen

Isopropanol und das Gemisch wird dann auf die S&ule gegeben, 1 min bei 13000 rpm bei RT
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zentrifugiert und der Durchlauf anschlielend verworfen. Dann werden 750 pl QG*-Puffer auf
die S&ule gegeben und erneut zentrifugiert. Zum Waschen wird dann PE-Puffer* auf die S&ule
gegeben, erneut zentrifugiert und die Sdule dann in ein neues 1.5 ml-GefaR gegeben. Nach
Verwerfen des Durchlaufs erfolgt eine erneute Zentrifugation, um die Membran der S&ule zu
trocknen, an die sich dann die Elution mit 30 pl Wasser anschlie3t. Hierbei werden die 30 pl
auf die Membran gegeben, eine Minute inkubiert und abschlieRend fir 1 min bei 13000 rpm

und RT zentrifugiert.

111.2.3.5 Plasmidisolation mittels Qiagen QlAprep Spin Miniprep
Kit

Alle mit * gekennzeichneten Puffer sind Bestandteil des Kits.

Eine einfache und schnelle Isolation von Plasmid-DNA aus B. licheniformis und anderen
Bakterienstammen kann mit Hilfe des Qiagen QlAprep Spin Miniprep Kit erfolgen. Diese
Methode beruht auf der HB-Lyse, bei der die Zellwande der Bakterien durch eine kombinierte
Detergenz- und NaOH-Behandlung lysiert werden. Fir B. licheniformis ist zusatzlich noch
eine Vorbehandlung mit Lysozym nétig, um die Zellwand aufzulésen und die DNA
freizusetzen. Diese wird dann durch SDS-Einwirkung im alkalischen Milieu denaturiert.
Durch eine Absenkung des pH-Wertes werden die Plasmide bei einer gleichzeitigen
Quervernetzung der Chromosomen renaturiert. Durch Zentrifugation werden die Plasmide im
Uberstand angereichert und kénnen aufgereinigt werden.

Die Aufreinigung bei dem QIlAgen-Kit erfolgt jedoch nicht durch Phenolisierung, wie bei
der einfachen HB-Lyse, sondern durch eine lonenaustauscherséule.

Die plasmidhaltigen Zellen werden tber Nacht bei 37°C in 3 ml Vollmedium mit den
entsprechenden Antibiotika inkubiert. Am darauf folgenden Tag werden die Zellen durch
Zentrifugation (Tischzentrifuge: 12000 rpm, 5 min, RT) geerntet und in 250 pl P1-Puffer*
resuspendiert. Anschlieend gibt man 350 pl P2-Puffer* zu den Zellen, resuspendiert 8x und
inkubiert die Zellsuspension fir 5 min bei Raumtemperatur. Wahrend dieses Schrittes werden
die Zellen lysiert und die DNA denaturiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit gibt man 350 pl
P3-Puffer* zu der Suspension und invertiert erneut 8x, um die Zellen zu neutralisieren. Nun
schlieBt sich eine 10 minitige Zentrifugation (13000 rpm, RT) an. Der Uberstand wird auf
eine Spinprep-Séaule gegeben und erneut 1 min zentrifugiert. AnschlieBend gibt man 750 pl

PB-Puffer* auf die Saule, um die Zellen zu waschen. Es schlieft sich eine erneute
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Zentrifugation (13000 rpm, RT) an. Danach werden die Sdaulen trockenzentrifugiert. Fur die
Elution der gewtiinschten DNA werden nun 40 ul EB-Puffer* auf die Mitte der S&ule gegeben,
die in ein neues Gefa gesetzt wurde. Dann folgt eine 1 minutige Inkubation bei
Raumtemperatur und anschlielend eine erneute Zentrifugation (8000 rpm, RT). Das DNA-

haltige Eluat kann bei -20°C gelagert werden.

111.2.4 Restriktion und Modifikation von DNA

111.2.4.1 DNA-Restriktion mit Typll-Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Typll-Restriktionsendonukleasen konnen DNA-Molekile an definierten
Stellen geschnitten werden. Enzyme dieses Typs sind in der Lage, spezifische palindromische
DNA-Sequenzen zu erkennen und den DNA-Strang an diesen Stellen aufzubrechen. In
Abhédngigkeit vom eingesetzten Restriktionsenzym entstehen hierbei glatte (blunt-ends) oder
uberhdngende Enden (sticky ends). Die Kontrolle der Restriktion erfolgt mittels
Agarosegelelektrophorese. Bei Bedarf ist eine Inaktivierung der Enzyme durch entsprechende
Inkubation bei 65 oder 80°C moglich. Ein standardisiertes Protokoll fur die DNA-Restriktion
ist im Folgenden dargestelit.

Es werden die gewinschten DNA-Mengen fir die Restriktion eingesetzt, mit den
entsprechenden Units des Enzyms und der nétigen Menge des spezifischen Puffers gemischt
und auf das gewilnschte Volumen mit sterilem Wasser aufgefillt. Dann erfolgt eine
Inkubation bei der optimalen Temperatur des jeweiligen Enzyms fir 1 bis 3 Stunden. Nach
Ablauf der Zeit werden die Restriktionsansatze aufs Agarosegel aufgetragen und anschlieRend

unter UV-Anregung auf dem Transilluminator dokumentiert.

111.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR — polymerase chain reaction) bietet
die Mdglichkeit ,in vitro® gezielte DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Abschnitten
flankiert werden, zu vervielfaltigen. Hierbei kdnnen verschiedene thermostabile Polymerasen
verwendet werden, die sich in einigen Eigenschaften grundlegend unterscheiden. Hierzu z&hlen
die Pufferbedingungen, die Polymerisationsgeschwindigkeit und das Vorhandensein einer 3’ -

5°-Exonukleaseaktivitat.
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Tabelle 111-13 Standard PCR-Ansatze flr die verwendeten Polymerasen

Komponente Tag-Polymerase Pfu-Polymerase Phire- Polymerase
Puffer 5 pl (10x Puffer) 5 pl (10x Puffer) 10 pl (5x Puffer)
PCR dNTP-Mix (10mM) 1l 1l 1ul
Primer (10mM) 2ul 2ul 2 ul
,Template‘ DNA 50 — 100 ng 50 - 100 ng 50 — 100 ng
Polymerase 1U 1U 1U
Wasser Auf 50 pl Reaktionsvolumen auffillen.

Tabelle 111-14 Standard PCR-Bedingungen fir die verwendeten Polymerasen

Schritt Temperatur Tag- Pfu- Phire-Polymerase
Polymerase Polymerase
1. primére Denaturierung 94 -98 °C 90 sec 90 sec — 8 min 90 sec — 8 min
2. zyklische 95°C 30 sec 30sec 30 sec
Denaturierung
3. Annealing Primerabhangig
4. Polymerisation 72°C 30 bp/sec 1 kb/2 min 1 kb/20 sec
5. Zyklen 25 — 30X
6. finale Polymerisation 72°C 10 min 10 min 10 min
7. Kuhlung 4°C Bis Ende Bis Ende Bis Ende

Die angefiihrte Phire-Hot-Start-Polymerase ist aufgrund ihrer hohen Geschwindigkeit
bei der Polymerisation besonders fur die Amplifikation von groBen Fragmenten (< 3 kb)

geeignet.

111.2.5.1 ,Inverse-PCR¢

Die ,Inverse-PCR* Methode wird h&ufig fur die Amplifizierung unbekannter DNA-
Bereiche verwendet. Dadurch koénnen z.B. Integrationsorte von Transposons identifiziert
werden. Diese Methode funktioniert &hnlich zu der herkémmlichen PCR-Methode nur dass
bei dieser PCR die Primer nicht aufeinander zu amplifizieren, sondern aus einem bekannten
Bereich (z.B. das Transposon) heraus in einen unbekannten Bereich hinein.

Zunachst wird die zu untersuchende DNA mit einem Restriktionsenzym geschnitten,
welches keine Erkennungssequenz in dem bekannten DNA-Bereich aufweist. Anschlielend
erfolgt eine ,Ligation‘, um kleine zirkuldére DNA-Fragmente zu erhalten, welche anschlieRend

als ,Template® fur die PCR-Reaktion dienen. Die PCR an sich wird wie eine herkémmliche
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PCR durchgefiihrt (siehe 111.2.7), nur das man die Elongationszeit anpassen muss, da sehr
groe Produkte entstehen konnten, je nachdem wie h&ufig das verwendete Enzym im
Chromosom schneidet (Abbildung 111-1). Man kann auch nach 1 Zyklus die Reaktion
abbrechen und dieses Produkt als ,Template® fiir eine PCR mit 30 Zyklen einsetzen, um die

PCR spezifischer zu gestalten.

Geschnittene

DNA
l Ligation
O ligierte DNA
O & (DNA-Ringe)
l PCR
- Produkt nach 1
> < Zyklus
—
l PCR mit 30 Zyklen
Endprodukt
—

Abbildung I11-1 Schematische Darstellung einer Inverse-PCR (IPCR; nach Ochman et al.,
1988).

111.2.5.2 ,Vectorette‘-PCR®

Die ,Vectorette - oder auch ,Bubble-PCR* genannt, wird ebenfalls zur Identifizierung
von unbekannten DNA-Bereichen, wie z.B. beim Sequenzieren, angewendet.

Bei dieser Methode werden Primer verwendet, die ausschlieBlich an den Enden
komplementar sind. Aufgrund dieser Eigenschaft kann in einer Hybridisierungsreaktion eine
,Bubble-Linker-DNA‘ entstehen, die an den komplementéren Enden doppelstrangig vorliegt,
an den nicht-komplementéren Bereichen aber eine blasenédhnliche Formation ausbildet.

Fur die Durchfihrung der ,Vectorette‘- oder ,Bubble-PCR* werden 2,5 pg chromosomaler

DNA in einem 20 ul Ansatz jeweils einem Enzym vollstdndig geschnitten:
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X il chrom. DNA

5 pl Enzym

2 ul Puffer (dem Enzym entsprechend)
6,5 pul H,0O

20 pl

Der Verdau erfolgt G.N. bei 37 °C und die DNA kann dann am n&chsten Morgen
gleich ohne weitere Behandlung bis zur Benutzung bei -20°C eingefroren werden.

Fur die Herstellung der Bubble-DNA werden die entsprechenden Oligonukleotide
Bubble 1 und Bubble_2 (siehe Material und Methoden; Tabelle 111-3) zu 500 UM in einem 84
ul Ansatz eingesetzt. Da die Primer von MWG-Eurofins in einer Konzentration von 100 uM
geliefert werden, missen dementsprechend 5 upl pro Oligonukleotid eingesetzt und
anschliefend mit 74 pl Wasser aufgeftllt werden. Es folgt eine Inkubation fir 10 min bei
65°C auf dem Heizblock, die durch die Zugabe von 6 pl MgCl; (liegt der T4 Polymerase bei,
25 mM) abgestoppt werden kann. AnschlieRend muss der Reaktionsansatz bei RT ca. 30 min
langsam abkdiihlen. Danach kann die erhaltene ,Bubble-Linker-DNA® entweder eingefroren
werden oder auf Eis bis zur Benutzung gelagert werden. Wichtig ist eine langsame
Abkuhlung, da sich der ,Bubble‘ sonst nicht bildet und die DNA denaturiert bleibt!

Die ,Ligation‘ der ,Bubble-DNA‘ an die geschnittene chrom. DNA erfolgt bei 16°C Uber

Nacht in einem PCR-Cycler und der Ansatz wird wie folgt zusammengegeben:

5l PEG 4000 (50 % w/v)
1 ul T4 Ligase
5 ul T4 Reaktionspuffer (10x)
3 ul ,Bubble-DNA’
20 pul DNA-Verdau
16 pl H,0

Der Ligationsansatz kann bis zur Benutzung bei -20°C gelagert werden und direkt als
,Template (1 ul) fir PCRs eingesetzt werden. Die PCR selbst wird mit wieder wie eine
herkdommliche PCR durchgefuhrt (111.2.7). (Abb. 111-2).
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Abbildung  111-2  Schematische  Darstellung  der  Vectorette-PCR.  (Nach
http://www.uu.nl/faculty/science/en/organisation/depts/biology/research/chairs/molecularge

netics/research/Pages/methods.aspx)

111.25.3 RT-PCR

Bei der RT-PCR wird zundchst RNA mittels einer reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben, welche dann als ,Template‘ einer PCR (siehe Material und Methoden, 111.2.5)
dient. Beide Reaktionen werden mit dem OneStep RT-PCR-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) in einem Schritt durchgefiihrt. Dieses Kit enthédlt ein Gemisch aus einer
reversen Transkriptase und einer Tag-Polymerase, die erst durch Erhitzen auf 95 °C aktiviert
wird. Bei den verwendeten Programmen erfolgt zunachst die reverse Transkription fiir 30 min
bei 50 °C, anschliefend wird die Tag-Polymerase durch eine Inkubation fiir 15 min bei 95 °C
aktiviert und es folgt die Amplifikation der cDNA durch eine PCR, wobei die Bedingungen in
Abhangigkeit von der Schmelztemperatur der Primer und der L&nge des erwarteten Produkts

gewahlt werden (111.2.5).
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Reaktionsansatz:

2,5 ul 5 x OneStep RT-PCR Buffer
0,5 pl dNTP (je 10 mM)

1l forward Primer (10 mM)

1l reverse Primer (10 mM)

1l Enzyme Mix

X ul , Template’

ad 25 pl H,0O

111.2.5.4  QlAquick PCR Purification Kit Protokoll zur Aufreinigung
von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgt mittels des QIAquick PCR-Purification-
Kit. Die Methode beruht auf der Bindung von einzel- oder doppelstrangigen DNA-
Fragmenten einer bestimmten GrofRenordnung an das Material einer lonenaustauscherséule.
Kleinere DNA-Fragmente, wie z.B. Primer oder grofle Molekile, konnen nicht ans
Saulenmaterial binden und werden durch Waschung der Sdule herausgetrennt. Alle mit *
gekennzeichneten Komponenten sind Bestandteil des verwendeten Kits.

Das aufzureinigende PCR-Fragment wird mit dem fiinffachen VVolumen PB-Puffer*
gemischt und auf die Séule gegeben. Es folgt eine Zentrifugation fir 1 min bei 13000 rpm
und der Durchlauf wird dann verworfen. Zum Waschen werden 750 pl PE-Puffer* auf die
Sdule gegeben und erneut zentrifugiert (1 min, 13000 rpm, RT). Dann folgt eine weitere
Zentrifugation unter denselben Bedingungen, um den Filter der S&ule zu trocknen.
Abschlielend wird die Sdule in ein neues 1.5 ml ReaktionsgefaR gegeben, 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend fir 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Das

erhaltene DNA-Eluat kann bei -20°C gelagert werden.
111.2.6 ,Gene-SOEing’ (,Gene Splicing by Overlap Extensions’)
Mit Hilfe der Methode des Gene Splicing by Overlap Extensions (Horton et al., 1989)

werden beliebige DNA-Sequenzen mittels PCR kombiniert, ohne dass geeignete

Restriktionsschnittstellen  vorhanden sein  missen. Auf diese Weise konnen
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Deletionskonstrukte erzeugt werden, die den Ausgangspunkt fiir eine definierte
Deletionsmutagenese bilden.

Die Methode gliedert sich in zwei voneinander unabhangige PCR-Reaktionen. Im
ersten Schritt werden zwei PCR-Produkte erzeugt, die den zu deletierenden Bereich
flankieren. Um Auswirkungen der Deletion auf die nachfolgenden Gene zu vermeiden, sollte
der flankierte Bereich ,in frame® liegen. Die hierbei verwendeten Primer haben an den
jeweiligen 5°-Enden zueinander homologe Sequenzen (Extensions), so dass die daraus
resultierenden PCR-Produkte ebenfalls homologe Sequenzen aufweisen. Die erstellten PCR-
Produkte werden nach erfolgter Aufreinigung in einer zweiten PCR-Reaktion fusioniert,
wobei die denaturierten Einzelstrdnge Uber die homologen Sequenzen eine komplette

Basenpaarung eingehen konnen.

11.2.7 ,Ligation‘

Das Enzym T4-Ligase ist in der Lage, endstandige 5 -Phosphat- und 3'-
Hydroxylgruppen von DNA-Molekilen unter Ausbildung von Phosphodiesterbriicken
miteinander zu verknupfen. Auf diese Weise konnen zuvor verdaute DNA-Fragmente
miteinander verbunden werden. Grundlegende Voraussetzung ist jedoch, dass die DNA-
Molekilenden zueinander komplementdre Einzelstrange (sticky ends) oder glatte Enden (blunt
ends) aufweisen. Bei der ,Ligation® der unterschiedlichen Ansétze ist darauf zu achten, dass
die Effektivitat der T4-Ligase bei der ,blunt-end Ligation‘, im Vergleich zur Verknipfung
von ,sticky-ends‘, deutlich reduziert ist. Die ,Ligation‘ von glatten DNA-Molekilenden wird
ebenfalls durch hohe ATP-Konzentration gehemmt, so dass alternative Pufferbedingungen

verwendet werden. Typische Ligationsprozeduren sind im Folgenden kurz beschrieben.

111.2.7.1 ,Sticky-end Ligation®

Die verdaute \ektor-DNA und Insert-DNA werden im Verhaltnis 1:5-15 in ein
Reaktionsgefall gegeben, mit 1x Ligasepuffer vermischt und abschliefend 2 Units T4-Ligase
zugegeben. Das Reaktionsvolumen wird dann mit der entsprechenden Menge an \Wasser

aufgeflllt und es erfolgt dann eine Inkubation tber Nacht bei 14-16°C.
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[11.2.7.2 ,Blunt-end Ligation®

Die verdaute Vektor-DNA und Insert-DNA wird im Verhdltnis 1:7-15 in ein
Reaktionsgefd? gegeben, mit dem T4-Puffer, 4-15 Units der T4-Ligase und dem

entsprechenden Volumen Wasser gemischt und dann tber Nacht bei 22°C inkubiert.

111.2.8 DNA-Transfertechniken
111.2.8.1 Transformation von Escherichia coli-Zellen

111.2.8.1.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

Um die DNA-Aufnahme durch E. coli-Zellen zu ermdglichen, werden diese in
eiskalter CaCl,-Losung inkubiert. Diese Behandlung ermdglicht den Plasmiden bei der
Transformation an der Oberflache der Bakterienzellen zu binden, bevor sie ins Cytoplasma
aufgenommen werden. Das verwendete Protokoll fiir die Herstellung ist im Folgenden
dargestellt.

100 pl einer Gber Nacht Kultur von E. coli werden in 10 ml LB-Medium bis zu einer
optischen Dichte bei 600 nm (ODgg) von 0.5 — 0.6 angezogen und fiir 5 min bei 6000 rpm
und 0°C in einer Kiihlzentrifuge (Hettich, Universal 320R) abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das erhaltene Pellet wird in 5 ml 200 mM CaCl,-L6ésung (0°C) resuspendiert und
anschlielend fir 30 min bei 0°C inkubiert. Nach diesen 30 min wird erneut fir 5 min bei
6000 rpm und 0°C zentrifugiert, der Uberstand erneut verworfen und das erhaltene Pellet
dann in 1 ml CaCl,-L6sung (0°C) resuspendiert. Flr eine langere Lagerung bei -80°C werden
200 pl Glycerin (99.5%) zu der Suspension gegeben, diese in 100 pl Chargen aufgeteilt und
dann bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

111.2.8.1.2 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die Aufnahme des Plasmids in das Cytoplasma der kompetenten E. coli-Zellen erfolgt
nach einem Hitzeschock bei 42°C. Das transformierte Plasmid verleiht den Bakterienzellen
eine zusétzliche Antibiotika-Resistenz, so dass eine Kontrolle der Transformation durch
Selektion auf entsprechendem antibiotikahaltigem Medium mdoglich ist. Das verwendete

Protokoll ist im Folgenden beschrieben.
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100 pl kompetenter E. coli-Zellen werden mit 10 pl der zu transformierenden Plasmid-
DNA vermischt und fiir 30 min bei 0°C inkubiert. Darauf folgt ein 90 sekiindiger Hitzeschock
bei 42°C. AnschlieRend wird sofort 1 ml LB-Medium auf die Zellen gegeben und vorsichtig
gemischt. Es folgt eine 45 min Inkubation bei 37°C. Nach abgeschlossener Transformation
werden 100 pl des Ansatzes auf entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert. Die restlichen
Zellen werden dann fir 5 min bei 6000 rpm in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Pellet im Riicklauf resuspendiert und anschlieRend ebenfalls auf

Selektionsplatten ausplattiert.

111.2.8.2 DNA-Transfer in B. licheniformis MW3

Der in dieser Arbeit verwendete B. licheniformis MW3 (Waschkau et al., 2007)
enthdlt im Gegensatz zum B. licheniformis DSM13 nicht mehr beide Typ-I-
Restriktionssysteme und ist somit fiir genetische Manipulationen leichter zugénglich. Es gibt
zwei Methoden des DNA-Transfers, die in dieser Arbeit fiur B. licheniformis MW3

angewendet worden sind und im Folgenden vorgestellt werden.
111.2.8.2.1 DNA-Transfer mittels Protoplastentransformation

B. licheniformis hat eine vielschichtige Zellwand, die eine Aufnahme von DNA in die
Zelle erschwert. Deshalb ist es fur eine erfolgreiche Transformation notwendig, die Zellwand
zu zerstoren. Der Abbau der Zellwand erfolgt durch den Einsatz von Lysozym, wodurch
osmotisch sehr empfindliche Protoplasten entstehen, die in der Lage sind, in Gegenwart von
Polyethylenglycol (PEG) Plasmid-DNA aufzunehmen. Im Folgenden ist das Protokoll fiir
eine erfolgreiche Protoplastentransformation dargestellt (verandert nach Chang & Cohen,
1979).

Ausgehend von B. licheniformis-Einzelkolonien wird eine 20 mI-NB oder LB-
Vorkultur angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 180 rpm kultiviert. Am folgenden Tag
erfolgt eine mikroskopische Kontrolle der Vorkultur auf eventuell vorhandene
Kontaminationen und auf Vitalitat der Zellen. Ausgehend von dieser Vorkultur wird eine 50
ml PAB-Hauptkultur im Vierschikane-Erlenmeyerkolben auf eine ODgyo von 0,2 angeimpft
und bis zum Erreichen einer ODgy vVon 0.85-0.9 bei 37°C und 160 rpm kultiviert. Es folgt ein
Ernten der Zellen bei 9000 rpm fiir 10 min bei 4°C. Das erhaltene Pellet wird in 5 ml kaltem
SMMP resuspendiert und die Zellwand durch Zugabe von 150 ul Lysozym (10 mg/ml)
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sukzessiv abgebaut. Die Protoplastierung erfolgt in einem 100 ml Erlenmyer-Kolben
zwischen 30-120 min und 100 rpm bei 37°C. Der Grad der Protoplastierung wird regelméaRig
mikroskopisch Uberpruft. Bei einem Protoplastierungsgrad zwischen 80-90% werden die
Ansatze sofort fir 5 min auf Eis inkubiert, um die Reaktion abzustoppen. Es folgt das Ernten
der Protoplasten durch langsame Zentrifugation (10 min, 800 x g, 4°C), an die sich eine
zweite etwas schnellere Zentrifugation anschlieft (10 min, 2000 x g, 4°C). Das erhaltene
lockere Pellet wird in 5 ml SMMP-Medium durch vorsichtiges Schutteln resuspendiert und
bis zur weiteren Verwendung auf Eis inkubiert. Fur die Transformation werden 500 pl-
Aliquots mit 0.25 pg Plasmid-DNA und 1.5 ml 40%iger PEGgogo-L0Osung vermischt. Als
Negativkontrolle dient ein 500 pl-Aliquot protoplastierter Zellen, welche keine Plasmid-DNA
enthélt. Die Transformationsansétze werden 2 min bei RT inkubiert. Anschlielend werden 5
ml eisgekiihltes SMMP*-Medium zugegeben und die Protoplasten durch zweifache
Zentrifugation (10 min, 800 x g, 4°C; 10 min, 2000 rpm, 4°C) abgetrennt. Das erhaltene
Zellpellet wird in 1 ml SMMP*-Medium (enthalt BSA) vorsichtig resuspendiert. Es folgt eine
Regeneration der Protoplasten durch eine Inkubation fir 2 Stunden bei 100 rpm und 30°C, da
Plasmide mit einem temperatursensitiven Replikationsursprung bei dieser Temperatur
replizieren koénnen. 300 pl der Zellen wurden anschlieBend auf DM3-Selektionsplatten
gegeben und vorsichtig mit dem Spatel ausplattiert. Eine Kontrolle der
Regenerationsfahigkeit der Protoplasten erfolgte durch Verteilung von 500 pl der
transformierten Zellen auf DM3-Platten ohne Antibiotika. Nach 2 — 10 Tagen Inkubation bei

30°C konnen die Transformanten detektiert werden.
111.2.8.2.2 DNA-Transfer mittels Konjugation

Die Regeneration der Protoplasten bei der vorher beschriebenen Methode stellt zum
Teil ein Problem dar, da die Wartezeit auf den Erhalt der Transformanten sehr lang ist (3 bis
10 Tage) und die Methode auch nicht immer Transformanten liefert. Deshalb wurde eine
weitere Methode, die Konjugation, fur den Transfer von Plasmid-DNA in B. licheniformis
entwickelt (Rachinger, Dissertation, 2010). Ein Zerstdren der Zellwand ist dabei nicht mehr
erforderlich, da die Ubertragung tber Zell-zu-Zellkontakt durch Ausbildung von Pili erfolgt.
Eine wichtige Rolle spielen dabei die Transfer-Gene (tra-Gene), die auf dem Vektor pKVM1
und die Mobilisierungsregion, die im Chromosom des verwendeten Donorstammes E. coli
S17-1 lokalisiert sind.
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Die entsprechenden Stdmme werden in 10 ml LB-Medium (bei Bedarf mit dem
notigen Antibiotikum) tiber Nacht bei 37°C und 160 rpm kultiviert. Am folgenden Tag wird
die B. licheniformis Kultur auf ODggo 0,2 und die E. coli Kultur auf 0,1 angeimpft und bis zu
einer ODggo von 0,9 — 1,4 kultiviert. AnschlieRend werden 2 ml der Donorkultur bei 6000 rpm
fur 5 min bei RT abzentrifugiert, der Uberstand anschlieRend verworfen und 1 ml des
Akzeptorstammes auf das Donorpellet gegeben. Es folgt eine erneute Zentrifugation unter
denselben Bedingungen wie zuvor. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet im Riicklauf
resuspendiert. Die erhaltene Zellsuspension aus Donor- und Akzeptorzellen wird auf einen
Nitrocellulosefilter gegeben, der auf die LB-Agar-Platte aufgelegt ist und tiber Nacht bei der
fur das verwendete Plasmid permissiven Temperatur (30°C ) inkubiert. Anschliefend wird
das Zellgemisch von dem Filter abgeschwemmt, 100 ul auf Selektionsplatten ausplattiert und
bei 30°C flr 24-48 Stunden inkubiert.

111.2.9 Erstellen von B. licheniformis DSM13-Deletions-Mutanten

Zur Erstellung des Deletionskonstruktes (Abb. 111-3) fir die ,clean deletion‘ Mutanten
erfolgt mit Hilfe des ,GeneSOEing* (siehe Material und Methoden, 111.2.6). Dieses und der
konjugative Vektor pKVM1 werden mit geeigneten Enzymen verdaut (Rachinger,
Dissertation, 2011) und anschlieBend ,ligiert und in E. coli S17-1 transformiert. Bei Erhalt
des korrekten Deletionsvektors erfolgt dessen Ubertragung in B. licheniformis MW3 mittels
Konjugation. Die erhaltenen Konjuganten werden dann auf den Erhalt des Plasmids per PCR
uberprift und anschlieBend zu einem ersten ,cross-over® Ereignis (Integration) gezwungen,
bei dem der Deletionsvektor Giber die Flanken in das Genom integriert. Die Selektion auf
dieses Ereignis erfolgt Giber entsprechende Antibiotika bei der fur das Plasmid ,restriktiven®
Temperatur (37°C), d.h. das Bakterium kann ohne die Resistenz des Plasmids nicht tiberleben,
das Plasmid wiederum kann bei dieser Temperatur nicht mehr replizieren. Es bleibt also
lediglich die Integration des Plasmids in das bakterielle Chromosom, um das Uberleben zu
sichern. Nach Wegfall des Selektionsdrucks durch Antibiotika kann in einem zweiten ,cross-
over‘ Ereignis zum einen das deletierte Deletionskonstrukt im Genom verbleiben, wobei das
native Gen mit dem Plasmid verloren geht. Zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass das
Deletionskonstrukt wieder aus dem Genom herausrekombiniert und der urspriingliche
Phanotyp entsteht. Die Selektion auf den Verlust des Plasmids erfolgt bei der ,restriktiven
Temperatur (37°C). Der Nachweis der erhaltenen Deletion erfolgt durch PCR mit

spezifischen Primern und durch Sequenzierung des erhaltenen PCR-Produktes fur die
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Deletionsmutante. Zur Kontrolle auf Verlust des Plasmids werden ,Southern Blot® Analysen
mit einer plasmidspezifischen Sonde durchgefiihrt.

Bei Bedarf lassen sich mit dieser Methode auch Mehrfach-Mutanten eines
Bakterienstammes erzeugen, ohne dass mehrere Antibiotika fir die Selektion benétigt
werden, wie es bei einer Deletion eines Gens durch Einfligen einer Antibiotika-Resistenz-

Kassette der Fall ist.

FA_fwd FA_rev FB_fwd FB_rev
—> <+~ —» <+
Flanke A Flanke B 1. PCR
bl ——
————
Flanke A Flanke B 2. PCR
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 — ———
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» b Konjugation in Bacillus

[— | [— S
v v
FA_fwd pPMAD_rev pMAD_fwd EA rev

— < —> <« 1. homologe Rekombination
e e B

/[

check_fwd check_rev check_fwd check_rev 2. homologe Rekombination
—> <+ —> <+
— — T
Wildtyp Deletionsmutante

Abbildung 111-3 Schematische Darstellung der Deletionsprozedur in B. licheniformis
MWS3.

111.2.10  Phanotypische Charakterisierungen von B. licheniformis-

Deletions-Mutanten

Fur die phanotypische Charakterisierung einer erstellten Deletionsmutante werden
Wachstumsexperimente unter verschiedenen Bedingungen durchgefiuhrt, um eventuell

resultierende Unterschiede im Wachstum zwischen den Deletions-Mutanten und dem Wildtyp
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feststellen zu kdnnen. Hierbei werden Medien verwendet, die Substrate enthalten, bei denen

eine Beteiligung des deletierten Gens vermutet wird.

111.2.10.1 Ansetzen der Wachstumsexperimente

Fur die Untersuchung des Wachstumsverhaltens eines Bakterienstammes miissen die
Bakterienzellen in einem 25 ml Vierschikane-Erlenmeyer-Kolben in Vollmedium (hier: LB
oder NB-Medium) tber Nacht bei 37°C und 180 rpm angezogen werden. Ausgehend von
dieser Bakterienvorkultur wird die erste Passage in Minimalmedium mit der entsprechenden
Kohlenstoffquelle angeimpft. Hierbei wird eine Start-ODggo von 0,05 in einem Volumen von
10 ml in einem 100 ml Vierschikane-Erlenmeyer-Kolben benétigt. Diese erste Passage wird
bei 37°C oder 42°C und bei 180 rpm inkubiert und in regelméfigen Zeitabstanden gemessen,
um einen ersten Eindruck vom Wachstumsverhalten der getesteten Stdmme zu erhalten.
Anschliefend wird analog zur ersten Passage die zweite Passage angeimpft und die
entsprechenden Messdaten fir die endgiltige Wachstumskurve verwendet. In dieser zweiten
Passage stehen den Bakterienzellen keine Reste vom Medium der Vorkultur mehr zur
Verfugung und es kénnen unverfélschte Daten fur die Hauptkultur erhalten werden. Diese
werden in einer Excel-Tabelle dokumentiert und in einer logarithmischen Wachstumskurve

illustriert.

111.2.10.2 Test zur Untersuchung der Sporulation

Es handelt sich dabei um Wachstumstests, bei denen die Anzahl der vegetativen
Zellen mit der der Sporen verglichen wird. Fur die Sporulationstests werden die Zellen in dem
Medium von Interesse wie oben beschrieben kultiviert, aber es wird nicht die optische Dichte
gemessen, sondern die vegetativen Zellen und die Sporen von der Agarplatte ausgezahit.
Dafiir werden die vegetativen Zellen 2x taglich auf Vollmedium-Agar-Platten ausplattiert und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Parallel erfolgt die Erstellung der Sporensuspension. Um diese
auszahlen zu koénnen, werden die Bakterienzellen 25 min bei 80°C inkubiert und anschlie3end
ebenfalls auf Vollmedium-Agarplatten verteilt und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Messdaten werden dann in einer Excel-Tabelle dokumentiert und in einem Diagramm mit

zwei Y-Achsen aufgetragen.

49



Material und Methoden

[11.2.11.1 RNA-Isolation

Die Isolierung von RNA erfolgt mit Hilfe des RNeasy Midi Kits (Qiagen). Die
Isolierung und Aufreinigung erfolgt auch bei diesem Kit Uber S&ulen. Die mit *
gekennzeichneten Puffer sind Bestandteil des Kits.

Zunachst werden die Bakterienzellen in entsprechenden Medien analog zu den
Wachstumstests angezogen. Die Anzucht der zweiten Passage erfolgt allerdings in einem
groReren Volumen. Es werden 100 ml Kultur in einem 1 | Vierschikane-Erlenmeyerkolben
angezogen und Uber Nacht bei entsprechender Temperatur (30-42°C) und 180 rpm
angezogen. Bei einer ODgy von 0,4 bis 0,7 werden 40 ml der Bakterienzellen in 10 ml
Methanol durch Zentrifugation (-20°C, 9000 rpm, 5 min) geerntet und in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlielend bei -80°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert. Das
erhaltene Pellet wird in 1 ml TE-Puffer resuspendiert, wobei zwei Pellets derselben
Anzuchtbedingung in einem 2 ml ReaktionsgefdR vereinigt werden konnen. Die
Bakteriensuspension wird anschlieBend fir 2 min bei 13000 rpm und 9°C in einer Eppendorf-
Tisch-Kuhlzentrifuge (Heraeus) abzentrifugiert. Das Pellet wird in 300 pl TE-Puffer
resuspendiert und die Zellwédnde im Dismembrator (Minidismembrator U, Sartorius) flr 3
min bei 1600 rpm zerstort, um die RNA der Bakterienzellen isolieren zu kénnen. Zu dem
erhaltenen Zellmaterial (Pulverform) werden 4 ml RLT-Puffer* gegeben, der zuvor mit 40 pl
Mercaptoethanol versetzt wurde. Es folgt eine 5 min Zentrifugation bei 9000 rpm und
Raumtemperatur in der groRen Kiihlzentrifuge (Heraeus). Der erhaltene Uberstand wird mit
2,8 ml Ethanol (-20°C) versetzt, gemischt, auf die RNA-S&ule gegeben und fir 10 min bei
9000 rpm und RT abzentrifugiert. Es folgt eine zweite Zentrifugation bei denselben
Bedingungen, um das gesamte Probenvolumen fiir die Isolation zur Verfligung zu haben. Auf
die S&ule werden dann 4 ml RW1-Puffer* gegeben, erneut wie oben angegeben
abzentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Der anschlieBende Waschschritt wird zwei Mal
durchgefiihrt. Es werden 2,5 ml RPE-Puffer* auf die Sdule gegeben und am Ende wird so
lange zentrifugiert bis die Membran trocken ist. Auf die trockene Membran werden
abschlieRend 2x 150 pl RNasefreies Wasser gegeben. Nach einer 5 min Inkubation erfolgt die
Elution durch erneute Zentrifugation (3 min, 9000 rpm, RT).

An die RNA-Isolation schlief3t sich ein DNAse-Verdau an, um die letzten Reste DNA
aus dem Eluat zu entfernen. Dafiir werden zu den 300 pul RNA, 65 pl 5x DNAse-Puffer und
15 ul DNAse (Roche) gegeben und fir 90 min — 2h bei 22°C inkubiert. Die Inaktivierung
erfolgt bei einer Inkubation von 10 min bei 70°C. Die Uberpriifung des DNAse-Verdaus
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erfolgt tber PCR mit DNA-spezifischen Primern und dem sich anschliefenden Agarosegel.
Bei vollstindigem DNAse-Verdau erfolgt die Aufreinigung und Féllung der RNA (ber
Phenol-Chloroform-Extraktion. Zu der RNA werden 500 pl der unteren Phase vom Roti-
Agua-Phenol gegeben, dieses 10 sec durch vortexen vermischt und anschliefRend fir 1 min bei
13000 rpm abzentrifugiert. Die obere Phase wird in ein neues ReaktionsgefaR berfihrt und
mit 500 pl Chloroform: Isoamylalkohol (24:1) vermischt und erneut abzentrifugiert. Die
obere Phase wird erneut in ein frisches Reaktionsgefal, mit 30 pl Natrium-Acetat (pH 5.0)
und 750 pul 100% Ethanol (-20°C) versetzt und bei -20°C (ber Nacht geféllt.
Die RNA wird am folgenden Tag fir 30 min bei -20°C und 13000 rpm abzentrifugiert, um
den Ethanol aus der Probe zu entfernen. AnschlieBend wird zum weiteren Waschen der RNA
nochmals 70%iger Ethanol zugegeben und erneut abzentrifugiert. Der Ethanol wird vorsichtig
abgenommen und bei 37°C fir 30 min- 90 min inkubiert. Wé&hrend dieser Inkubation
verdampft der letzte Rest Ethanol, der noch im GeféaR vorhanden ist. AbschlieRend erfolgt die
Elution der RNA in 20 pl RNAse-freiem Wasser. Eine 2 stlindige Inkubationszeit ist fir die
vollstandige Elution der RNA nétig.

Zur Uberpriifung der Qualitat der RNA wird eine RT-PCR mit dem One-Step RT-
PCR-Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Hierbei wird die erhaltene RNA in cDNA umgeschrieben
und es wird ein Produkt mit den DNA-spezifischen Primern erhalten, wenn die Qualitat der

RNA gut ist. Die Uberpriifung der PCR erfolgt iiber ein Agarosegel.
111.2.12 ,RLM-RACE*® Analysen

Die isolierte RNA kann flr die Bestimmung von Startpunkten eines Gens oder
Operons mit Hilfe des FirstChoice® RLM-RACE Kits verwendet werden. ,RLM-RACE’
steht fur ,RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA ends’. Hierbei werden freie
Phosphatgruppen am 5’-Ende von RNA durch ,Calf Intestine Phosphatase * (CIP) abgedaut
und wird die CIP durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion entfernt. AnschlieBend werden
die Triphosphatgruppen am 5’-Ende von der RNA mittels ,Tobacco Acid Pyrophosphatase *
(TAP) gespalten. Dadurch entstehen freie Phosphatgruppen, an welche mit Hilfe der T4 RNA
Ligase ein RNA-Adapter ,ligiert werden kann. Die Adapter-ligierten RNA-Fragmente
werden dann mittels einer reversen Transkription in ¢cDNA umgeschrieben und eine
anschlielende Amplifizierung durchgefiihrt, wobei jeweils ein Adapter-spezifischer Primer

(5’ RACE Primer) und ein geeigneter genspezifischer Primer eingesetzt wird.
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Die Durchfiihrung bis einschliellich der reversen Transkription der, mit dem 5°"RACE
Adapter ligierten® RNA erfolgt analog dem 5 RLM-RACE Protokoll fir Standard
Reaktionen mit dem FirstChoice® RLM-RACE Kit.

Outer 5 'RLM-RACE PCR

2 ul - RT-Reaktions-Ansatz

10 pl 5x Phire Puffer

4 ul dNTP-Mix

2 ul  5’'RACE gene-specific Outer Primer (10uM)
2 ul - 5°'RACE Outer Primer

30 I H20 Nuclease frei

Zur Verbesserung des PCR-Produktes mit einer noch hoheren Spezifitat fur die
nachfolgende Sequenzierung kann das Produkt der ,Outer-PCR‘ als ,Template‘ flr eine
,Inner-PCR* eingesetzt werden.

Inner 5 'RLM-RACE PCR

2yl Outer-PCR-Produkt

10 pl  5x Phire Puffer

4ul  dNTP-Mix

2 ul  5’'RACE gene-specific Outer Primer (10 puM)
2 ul - 5°'RACE Inner Primer

30 I H20 Nuclease frei

Anschlielend werden die PCR-Produkte jeweils mit Hilfe des Qiagen PCR-
Purification Kits aufgereinigt und anschlielend von der Firma MWG (Ebersberg) sequenziert.
Die erhaltene Sequenz wird abschlieBend lber BLAST Vergleiche mit der Sequenz des
entsprechenden Gens/Operons und der Adaptersequenz Uberprift und auf diese Weise die

genaue Position des Startpunktes bestimmt.
11.2.13 ,Northern Blot® Analysen (Alwine et al., 1977)

Die isolierte RNA ist auch fur ,Northern Blot* Analysen einsetzbar, bei dem es sich
um eine Vorldufermethode der DNA-Microarrays handelt, die ebenfalls auf der
Hybridisierung von Nukleinséduren beruht. Mit Hilfe eines Northern Blots kénnen bestimmte
Transkripte nachgewiesen werden, indem sie auf eine positiv geladene Membran fixiert und

mit einer DNA- oder RNA-Sonde hybridisiert werden. Die Sonde ist meist DIG markiert. Im
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Gegensatz zu DNA-Microarrays kann durch das ,Northern Blot® Verfahren nur die
Expression einzelner ausgewéhlter Gene untersucht werden. Der ,Northern Blot® ermdglicht
es aber neben der Expression von Genen auch die Lange der Transkripte zu bestimmen.

Die Herstellung DIG markierter RNA-Sonden erfolgt analog des DIG-Northern Starter
Kits (Roche) durch in vitro Transkription. Hierbei werden zundchst PCR-Produkte hergestellt,
die jeweils ca. 500 bp der zu untersuchenden ORFs umfassen und zusatzlich den T7-Promotor
(CTAATACGACTCACTATAGGGAGA) enthalten. Dieser Promotor wird von der T7-RNA-
Polymerase erkannt. Fir die PCR-Reaktion wird jeweils ein Primer verwendet, welcher am
5’-Ende um den T7-Promotor verlangert ist. Die Wahl des Primers ermdglicht die Bildung der
entsprechenden mRNA aus der ,antisense® RNA bei der in vitro Transkription. Die
Uberpriifung der PCR-Produkte erfolgt gelelektrophoretisch und nach Aufreinigung mit dem
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) tber die Bestimmung der
Konzentration im Nanodrop.

Fur die in vitro Transkription nach dem DIG Northern Starter-Kit (Roche) wird mit
dem DIG RNA Labeling Mix durchgefihrt, welcher neben nicht markierten NTPs auch DIG-
markiertes UTP enthélt.

Reaktionsansatz:

1 pg PCR-Produkt

2 ul 10 x DIG RNA Labeling Mix (Roche Diagnostics)
2 il 10 x Transkriptionspuffer (Roche Diagnostics)

1 ul T7-RNA-Polymerase (Roche Diagnostics)

1 pl Protector RNAse Inhibitor (Roche Diagnostics)
ad 20 ul H,0

Die in vitro Transkription selbst erfolgt fir 2 h bei 37 °C. Anschlielend wird die
Reaktion durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA abgestoppt und die markierte Sonde durch
Zugabe von 2,5 pl 4 M LiCl und 75 pl eiskaltem 96 % (v/v) Ethanol 1 h geféllt. Die markierte
RNA wird durch Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C, 15 min) pelletiert und der Uberstand
sorgfaltig abgenommen. Das Pellet wird mit 50 pl eiskaltem 70 % (v/v) Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird quantitativ abgenommen und der restliche
Ethanol bei RT abgedampft. Das Pellet wird in 100 pul RNAse freiem H,O durch Inkubation
fir 30 min bei 37 °C nach Zugabe von 1 pl ,Protector RNAse Inhibitor® gelost. Die so

hergestellte Sonden-Stammldsung wird zu je 20 ul aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt.
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Zur Uberpriifung der Markierungseffizienz werden Verdiinnungsreihen der Sonden
(100 bis 10-4) auf eine Nylonmembran gespottet und die DIG-Nachweis-Reaktion
durchgefiihrt (s.u.). Zusatzlich erfolgt eine gelelektrophoretische Uberpriifung der Sonden.

Die RNA wird in einem denaturierenden  Formaldehyd-Agarosegel
gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend von dem Gel auf eine positiv geladene
Nylonmembran (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) transferiert. Dies erfolgt
mittels ,download transfer (Chomczynski, 1992), bei dem der Transferpuffer bzw. eine
alkalische Transferlosung (10xSSC) durch Kapillarkrafte vom Pufferreservoir Uber eine
Bricke aus Chromatographiepapier (Whatman) durch das Gel und die Membran in
darunterliegendes trockenes Papier gesogen wird. Die RNA wird dabei mit transportiert und
aufgrund ihrer negativen Ladung auf der positiv geladenen Membran gebunden.

Der Aufbau der Transfervorrichtung ist in Abbildung I11-4 dargestellt. Der eigentliche
Transfer erfolgt fir 2-3 h. AnschlieBend wird die Membran zur kovalenten Fixierung der
RNA 2 -3 min in der Geldokumentationsanlage mit UV-Licht bestrahlt und kann dann zur
Hybridisierung verwendet werden. Dabei wird darauf geachtet, dass die Membran niemals

austrocknet.

Abdeckung O 0

Filterpapierbriicke

/

Chromatographiepapier

NN
N —
Gel Transfer -
Nylonmembran puffer
Tnass
Chromatographiepapier 4"0,_.'““
— Auflage

Papierhandtiicher

I

Abbildung I11-4 Aufbau der ,download transfer  Einrichtung (nach Chomczynski, 1992,

modifiziert)

Vor der anschlieBenden Hybridisierung wird die Membran auf einem UV-Tisch in
Streifen geschnitten und die Markerbanden auf der Membran markiert, um verschiedene
Sonden einsetzen zu koénnen. AnschlieBend wird jeder Membranstreifen in einem 15 ml
Reaktionsgefal mit ca. 5 ml Prahybridisierungslésung versetzt und 1-2 h bei 68 °C (fur RNA-
Sonden) im Hybridisierungsofen inkubiert. Dann wird 1 pl der jeweiligen Sonde zugegeben,

die vorher in 05 ml angewdrmter Prahybridierungslésung verdinnt wurde. Die
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Hybridisierung erfolgt 0.N. im Hybridiserungsofen bei einer Hybridisierungstemperatur von
68 °C.

Am néchsten Tag wird die Membran 2 x 5 min bei RT mit Waschpuffer 1 und
anschliefend 2 x 15 min bei 68 °C mit Waschpuffer 2 oder Waschpuffer 3 gewaschen, um
ungebundene und unspezifisch gebundene Sonde zu entfernen. Daraufhin kann die Membran
zur Detektion der Sonden-RNA-Hybride eingesetzt werden.

RNA-RNA-Hybride werden mit Hilfe des Enzym-Immunoassays mit anschlieRender
enzymatischer Lumineszenzreaktion nachgewiesen, wobei ein Anti- Dioxygenin-alkalische
Phosphatase-Konjugat (Anti-DIG-AP-Konjugat) verwendet wird. Die Dephosphorylierung
des AP-Substrats CDP-Star® (Dinatrium-2-chloro-5-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2’~(5’-
chloro)tricyclo[3.3.1.13, 7]decan}-4-yl)-1-phenyl-phosphat) fuhrt zur Bildung eines
metastabilen, chemolumineszierenden Intermediates  (Abbildung 111-5). Die
Chemolumineszenz  kann  mittels eines  Chemolumineszenz-Filters an der

Geldokumentationsanlage nachgewiesen werden.

Alkalische
phosphatase

—

nv

Abbildung I11-5 Darstellung der Lumineszenzreaktion des CDP-Star®

™ Metastable
CDP-Star intermediate

Die alkalische Phosphatase dephosphoryliert CDP-Star®, wodurch ein metastabiles
Intermediat gebildet wird, dessen spontane Spaltung zu Chemilumineszenz fiihrt. Der
Nachweis der RNA schliel3t sich direkt an die Hybridisierung an. Zunachst wird die Membran
fir 5 min in 10 ml 1 x Puffer 1 gewaschen und danach fur weitere 30 min in 10 ml Puffer 2
inkubiert, um unspezifische Antikorperbindestellen der Membran abzusattigen. Die Bindung
des Anti-DIG-AP-Konjugats, das 1:10000 in 10-20 ml Puffer 2 verdiinnt wurde, erfolgte
wahrend einer 30-mindtigen Inkubation. Ungebundene Antikorper werden durch dreimaliges
Waschen fir je 10 min mit 10 ml 1 x Puffer 1 entfernt. Anschliefend wird die Membran fir

10 min in 5 ml Puffer 3 dquilibriert und danach ausreichend mit 1:200 in Puffer 3 verdiinnter
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CDP-Star®- L0Osung benetzt. Die Chemilumineszenz-Signale kénnen anschlieRend mit dem

Chemolumineszenz-Filter der Geldokumentationsanlage detektiert werden.

111.2.14  ,Southern Blot’ Analysen

Im Unterschied zu den ,Northern Blot® Analysen benétigt man fir die ,Southern Blot
Analysen (nach Edwin Southern, 1975) DNA als ,Template‘. Alle benétigten Puffer und
Ldsungen sind im Material- und Methodenteil 11.6 aufgefihrt.

Bei dem ,Southern Blot° handelt es sich um eine molekularbiologische
Untersuchungsmethode fiur DNA, welche den Nachweis einer Gensequenz in einem
komplexen DNA-Gemisch (z. B. dem gesamten Genom eines Organismus) ermdglicht, ohne
dass samtliche Sequenzen des Gemisches entschliisselt werden mussen.

Zu Beginn dieser Methode wird zundchst die Sonde vorbereitet. Dazu werden
spezifische Primer flr den zu untersuchenden DNA-Bereich gewahlt und diese in einer Test-
PCR geprift. Wird das erwartete Produkt erhalten erfolgt eine DIG-Markierung der Sonde.
Dabei wird die PCR zur Sondenherstellung wie die Test-PCR durchgefiihrt, allerdings mit
DIG-gelabeltem dNTP-Mix. Eine erfolgreiche Markierung stellt sich im Agarosegel im
Vergleich zur Test-PCR als hoher laufende Bande dar, da DIG in das PCR-Produkt eingebaut
wird. Die Sonde wird anschlieBend aus dem Gel isoliert, aufgereinigt und bei -20°C gelagert.
Im n&chsten Schritt werden die zu untersuchenden Proben vorbereitet. Dazu wird die
chromosomale DNA isoliert und mit einem Enzym verdaut, welches nicht in dem zu
detektierenden DNA-Bereich schneidet oder eine klare Unterscheidung zwischen Wildtyp und
Mutante zulasst. Der Restriktionsansatz wird bei vollstandigem Verdau (Uberprifung erfolgt
uber Gelelektrophorese) hitzeinaktiviert und anschlieBend fur das eigentliche Blotting-Gel
verwendet. Die Beladung des Gels erfolgt mit einem 2xDIG-Marker (5 pl Ladepuffer + 5 pl
DIG-1kb-Ladder) und 10 pl der zu testenden Proben. Der Gellauf erfolgt fiir 2 Stunden bei 60
V. Wahrenddessen bietet sich die Vorbereitung des Vakuumblotters (Model 785, Bio-Rad,
Miinchen) an. Dafiir wird zunéchst eine Maske zugeschnitten, die in etwa der Grol3e des Gels
entspricht. Anschlieend erfolgt das Zuschneiden der Membran (nur mit Handschuhen
anfassen!), die ca. 1 cm breiter sein sollte als die Maske. Auf die Membran des
Vakuumblotters werden die Membran und dann die Maske luftblasenfrei aufgelegt und das
Vakuum bei ca. 5 Hg gezogen. Das Blotting-Gel wird bei ausgeschalteter Vakuum-Pumpe auf
die Membran luftblasenfrei aufgelegt und anschlieend erneut das Vakuum gezogen. In den

nun folgenden Schritten erfolgt die Zerlegung der DNA in Einzelstrange und die Ubertragung
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der DNA auf die Membran. Dazu wird die Membran zundchst fir 10 min mit der
Depurinierungslésung behandelt, bis der Blaumarker sich gelb verfarbt. Die Losung wird 2x
kurz mit Wasser abgespiilt, bevor 2x die Denaturierungslosung fiir jeweils 15 min auf das Gel
gegeben wird. Nach 2-maligem Abwaschen der Denaturierungslésung mit Wasser wird 2x fiir
15 min mit der Neutralisierungslosung neutralisiert und anschliefend ein letztes Mal mit
Wasser gesplilt. Es schlieRt sich die Ubertragung der DNA auf die Membran an, indem fiir
mindestens 1 Stunde mit der Transferlésung geblottet wird. Zum Pufferwechsel wird die
Kammer schrag gehalten und die Flussigkeit mit einer Spritze abgenommen. Im Anschluss an
das Blotten wird die DNA durch eine 1-minitige UV-Bestrahlung auf der Membran fixiert.
Diese kann dann in Whatman Papier getrocknet und anschlieRend in Alufolie bei RT Uber
langere Zeit gelagert werden oder es kann sich sofort die Hybridisierung und die Detektion
anschlieBen. Fir die Hybridisierung wird die Membran luftblasenfrei in ein
Hybridiesierungsrohrchen (Deckel mit Dichtung!) gegeben und zwei Stunden bei 68°C im
Hybridisierungsofen mit 25 ml Préhybridisierungslésung inkubiert. Wahrend der
Préhybridisierung wird die Sonde fir 10 min bei 100°C denaturiert. Nach Ablauf der 2
Stunden wird die Sonde zum Hybridisieren gegeben (frisch: 100 pl zur
Prahybridisierungsldsung oder gebrauchte Sonde in 25 ml Prahybridisierungslosung gegen
die Prahybridisierungsldosung austauschen) und tber Nacht bei 68°C unter standiger Rotation
inkubiert. Es folgt das Waschen der Membran mit Pufferl fir 2x 5 min bei RT und mit Puffer
2 flir 2x 15 min bei 68°C. Es schlief’t sich die Detektion an, indem die Membran fiir 30 min
bei RT in Puffer 3 inkubiert wird. Nach diesen 30 min erfolgt die Antikdrperbindung, indem 5
ul des Uberstandes der abzentrifugierten Antikorper (Anti Digoxgen-AP Fab fragments,
Roche) zu dem Puffer 3 gegeben werden und erneut eine 30 minutige Inkubation bei RT
erfolgt. Die Membran wird in zwei Waschschritten von den nicht-gebundenen Antikdrpern
befreit (2x 50 ml Waschpuffer zur Membran geben) und anschliefend durch Zugabe von 50
ml Detektionspuffers equilibriert. AbschlieBend wird die Membran in Folie eingeschweil3t
und 5 ml Detektionslésung (100ul NBT/BCIP Stock Solution/ 5ml Detektionspuffer)
zugegeben. Dadurch wird eine Farbreaktion hervorgerufen, die das Ergebnis dieses Versuches

visualisiert und durch anschliefendes Einscannen dokumentiert werden kann.
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V. Ergebnisse

B. licheniformis weist eine hohere Produktionsrate an Exoenzymen auf, als der
industriell vielgenutzte Stamm B. subtilis (Schallmey et al., 2004). Diese Eigenschaft weckt
bei der Industrie groRBes Interesse an B. licheniformis als Produktionsstamm von z.B.
Proteasen. Da bisher nicht viele Kenntnisse tUber dieses Bakterium und seinen Stoffwechsel
vorhanden sind, war es nun das Ziel seinen Metabolismus zu studieren.

Deshalb wurde zunachst nach Unterschieden im Stoffwechsel von B. licheniformis zu
B. subtilis gesucht, welche eigentlich eine relativ hohe Ahnlichkeit zeigen (Veith et al., 2004)
aber dennoch unterschiedliche Produktionsraten an Exoenzymen aufweisen (Schallmey et al.,
2004). Bei Wachstumsexperimenten mit unterschiedlichen Substraten (Veith et al., 2004)
wurde die besondere Fahigkeit entdeckt, dass B. licheniformis DSM13 Substrate, welche tber
C2-Korper abgebaut werden, als alleinige Kohlenstoffquellen nutzen kann (Veith et al.,
2004). Zu diesen Substraten zahlen z.B. Acetat, Acetoin oder 2,3-Butandiol, welche von
B. licheniformis wahrend Fermentationsprozessen gebildet werden.

Auf Grund dieser Besonderheit konzentrierte sich diese Arbeit auf die Untersuchungen
zum C2-Metabolismus von B. licheniformis DSM13, welche durch die Anwendung der
markerfreien gerichteten Mutagenese-Methode (Rachinger, Dissertation, 2010) erfolgten. Mit
Hilfe dieser Methode wurden potentielle Gene des C2-Metabolismus von B. licheniformis
deletiert und die erstellten Deletions-Mutanten wurden anschlieBend fur die Definition ihrer
Funktion phéanotypisch charakterisiert. Weitere, bisher unbekannte Gene des C2-
Metabolismus sollen zukinftig mit Hilfe einer ungerichteten Mutagenese-Methode
identifiziert werden, weshalb in dieser Arbeit erste Experimente fir die Entwicklung einer
Methode zur zufélligen Transposonmutagenese durchgefiihrt wurden. Eine effiziente Methode
konnte zukunftig auch der ldentifikation produktionsrelevanter Gen von B. licheniformis
dienen. Daflr konnten z.B. Modellfermentationen durchgefiihrt und anschlieBend die,
wahrend des Produktionsprozesses induzierten Gene, mit Hilfe von ,Microarray-
Technologien® identifiziert werden. Verglichen werden sollte dabei die Expression der Gene
von einer kontinuierlichen Kultur des Wildtyps B. licheniformis DSM13 mit einer, bestehend
aus den Transposonmutanten der erzeugten Mutantenbibliothek. Die Kulturbedingungen
sollten dabei den Bedingungen wahrend des Produktionsprozesses gleichen. Die Endosporen
von B. licheniformis sind hitzeresistent und durch Autoklavieren eines Fermenters schwer

abzut6ten. Dies hat zur Folge, dass das Uberleben der Endosporen von Stammen anderer
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Genotypen zu Verfalschungen der Fermentations-Ergebnisse flihren kénnten. Um diesen
Effekt vorzeitig ausschlieBen zu kénnen wurde tUber die markerfreie gerichtete Mutagenese-
Methode (Rachinger, Dissertation, 2010) ein sporulations-defizienter B. licheniformis Stamm
MW34yqfD konstruiert. Dieser Stamm kann keine hitzeresistenten Sporen mehr ausbilden und

ist mikrobiologisch leicht zugénglich.

V.1 Untersuchungen zum Glyoxylatzyklus von B. licheniformis
DSM13

Die Bestimmung der Genomsequenz von B. licheniformis DSM13 im Jahre 2004
(Veith et al.) zeigte, dass dieses Bakterium im Gegensatz zu B. subtilis Homologe zu einer
Isocitrat-Lyase und einer Malat-Synthase besitzt (Veith et al., 2004). Das Vorhandensein
dieser beiden Gene lieR vermuten, dass B. licheniformis DSM13 moglicherweise einen
funktionellen Glyoxylatzyklus besitzt, welcher ihn dazu befdhigen kdnnte Substrate, wie z.B.
Acetat, als alleinige Kohlenstoffquellen zu nutzen. B. subtilis ist zwar in der Lage diese
Substrate zu verwerten, aber ausschlieBlich dann, wenn ihm zusétzlich andere
Kohlenstoffquellen wie z.B. Glukose zur Verfiigung stehen. Dieser gravierende Unterschied
im Zentralstoffwechsel zwischen diesen beiden Bakterien machte ndhere Untersuchungen
dieses potentiellen Glyoxylatzyklus von B. licheniformis DSM13 zu einem Leitthema der
metabolischen Untersuchungen dieser Arbeit.

Vorrangegangene Arbeiten zeigten bereits, dass B. licheniformis DSM13 die Fé&higkeit
besitzt Substrate, welche Uber C2-Korper abgebaut werden, wie z.B. Acetat, Acetoin oder
2,3-Butandiol als einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen. Das Wachstum erfolgte sowohl in
flussigem Mineralmedium als auch auf Agar-Platten (Veith et al., 2004). Innerhalb dieser
Arbeit konnten diese Ergebnisse mittels Wachstumsexperimenten bestatigt werden. Aus
diesem Grund ist B. licheniformis DSM13 sehr gut fir die Untersuchung des C2-
Stoffwechsels bei Bacillen geeignet.

In einer Diplomarbeit zur Untersuchung des Glyoxylatzyklus wurde zunéchst das
Wachstum von B. licheniformis DSM13 in Minimalmedium mit 60 mM Acetat und 50 mM
Glukose dokumentiert. Dabei wurde der Verbrauch von Glukose und Acetat genauer
untersucht, um einen detaillierteren Einblick in die Verwertung dieser Substrate zu erhalten.
Die Ergebnisse zeigten, dass die Glukose innerhalb von 11 Stunden verbraucht worden ist und

anschlieRend Acetat verwertet wurde (Diplomarbeit, Verena Schmidt, 2005). Dadurch konnte
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gezeigt werden, dass Glukose die Acetatverwertung mit einer Katabolitrepression unterdriickt
(Abb. IV-1).

0D600
Substrat-Konzentration [mM]

0,01

Zeit [h]

Abbildung IV-1 Vergleich der Substratkonzentrationen von Glukose und Acetat im
Kulturiiberstand zu der Zelldichte einer ,batch¢-Kultur von B. licheniformis DSM13 in
Abhéngigkeit der Zeit. Auftragung der Acetatkonzentration (Kreis) und Glukose-
Konzentration (Rechteck) in mM, sowie der halblogarithmischen Auftragung der Zelldichte
(OD600, Dreieck) in Abhéngigkeit der Zeit. (Diplomarbeit Verena Schmidt, 2004)

Besonders interessant fur die folgenden Untersuchungen zum C2-Metabolismus war,
ob die vorhandenen Homologen der Isocitrat-Lyase und der Malat-Synthase ein Glyoxylat-
Operon in B. licheniformis bilden und wie es in B. licheniformis DSM13 organisiert und

reguliert ist.

IV.1.1 Bestimmung des Startpunktes des Glyoxylat-Operons

Die ersten Experimente galten der Aufkl&rung der Organisation des in B. licheniformis
DSM13 vorhandenen potentiellen Glyoxylat-Operons. In einer von mir betreuten
Bachelorarbeit wurde der Startpunkt dieses Operons mit Hilfe einer ,RLM RACE Analyse°
bestimmt (Dieckmann, 2010).

Die Bakterienzellen von B. licheniformis DSM13 wurden in einem 250 ml Schikane-
Kolben in 25 ml NB-Medium angeimpft und fur 24 Stunden bei 180 rpm und 37°C inkubiert.
Aus dieser Vorkultur wurde die erste Passage in einem Minimalmedium mit 60 mM Acetat
auf eine ODggo von 0,05 angeimpft und Gber Nacht bei 180 rpm und 42°C inkubiert. Die

zweite Passage wurde dann aus der 1. Passage in frisches Minimalmedium mit 60 mM Acetat
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in einem 1000 ml Schikane-Kolben auf eine ODggo von 0,07 angeimpft und erneut bei 180
rpm und 42°C inkubiert. Nach Erreichen der gewtnschten ODgy von ca. 0.5 wurden die
Zellen flr die anschlieRende RNA-Praparation geerntet. In dieser Wachstumsphase sind die
Zellen noch mitten in der exponentiellen Phase und verwenden das Acetat als einzige
Kohlenstoffquelle fir ihr Wachstum.

Nach der Isolation der RNA (siehe 111.2.11) erfolgte die Bestimmung des
Transkriptionsstartpunktes mit dem ,FirstChoice® RLM-RACE Kit® (Life Technologies/
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA). ,RLM-RACE’ steht fiir ‘RNA Ligase Mediated
Rapid Amplification of cDNA ends’. Die Durchfuhrung bis einschlieBlich der reversen
Transkription der, mit dem 5’ RACE Adapter .ligierten° RNA, erfolgte gemall den Angaben
des Herstellers fur Standardreaktionen (siehe 111.2.12).

Bei dieser Methode wird nach der ,Ligation® von RNA Linkern zundchst eine
sogenannte ,outer —-PCR* mit den Primern 5’RACE gene-specific Outer und 5" RACE Outer
durchgefiihrt (siehe Tab. I11-7) durchgefuhrt. Um fur das nachfolgende Sequenzieren ein
PCR-Produkt mit einer noch hoheren Spezifitat zu erhalten, wurde das Produkt der ,Outer-
PCR* als ,Template‘ fur eine ,Inner-PCR* mit den Primern 5"RACE gene-specific Outer und
5'RACE Inner (siehe Tab. Il11-7) eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden im Anschluss
aufgereinigt und zu der Firma MWG Eurofins Operon (Ebersberg, Deutschland) mit dem
genomspezifischen Primer 5’"RACE gene-specific Outer (siehe Tab. 111-7) zum Sequenzieren
gegeben. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe von BLAST Analysen mit der Sequenz
des Adapters (Sequenz des Adapters: siehe Material und Methoden, Tabelle 111-7) und des
Glyoxylat-Operons verglichen und anschliefend der Startpunkt bestimmt (Abb. 1V-2). Wie
man an der Abb. 1V-2 sehen kann, schloss sich an den zum Glyoxylat-Operon homologen
Bereich der erhaltenen RACE-Sequenz (6-157 bp) die Adapter-Sequenz (187-157 bp) direkt
an. Der abschlieRende BLAST-Vergleich mit der Glyoxylat-Sequenz liel} eine genaue
Bestimmung des Startpunktes auf 230 bp ,upstream‘ des ,Startcodons‘ der Malat-Synthase
und 50 bp ,upstream‘ eines 46 Aminosauren Kleinen hypothetischen ORF's zu. Das
Vorhandensein eines solchen potentiellen ,hypothetical small proteins‘ (HSP) konnte
innerhalb des Glyoxylatzyklus bisher fir keinen Organismus beschrieben werden. Deshalb
wurde in dieser Arbeit ein besonderer Fokus auf erste Untersuchungen zu diesem HSP und

dessen moglicher Funktion innerhalb des Glyoxylat-Operons gelegt.
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HSP-

RACE-Sequenz ATTCCTGAGTAGATTCAGCCTGCTCCTCCATCTTTTCGCCGCATTCAGGG
B. licheniformis ATTCCAGAGAAGAATCAGCCTGCTCCTCCATCTTTTCGCCGCATTCAGGG
* * *

HSP-
RACE-Sequenz CACGTTTTTTTCGGAAGCGTTCTGAAAAATTCCATCGGACTTTTCAAGCT
B. licheniformis CACGTTTTTTTCGGAAGCGTTCTGAAAAATTCCATCGGACTTTTCAAGCT

HSP~

RACE-Sequenz CATTTGTATAACCTCCTTTTTATAGAACAGTTTTATGTTTTATATTTCTG
B. licheniformis CATTTGTATAACCTCCTTTTTATAGAACAGTTTTATGTTTTATATTTCTG

Tr. Start

HSP «|— Adapter

RACE-Sequenz TTTTTTCTCAAAACCCACAAAACGCGGTGTTC
B. licheniformis TTTTTTCATCAAAGCCAGCAAACGCAGTGTTC

* &k * * % *

Abbildung 1V-2 Darstellung des Alignments der erhaltenen Sequenzen der RACE Analysen
mit der Sequenz des verwendeten Adapters und des Glyoxylat-Operons. Die Sequenz des
erhaltenen RACE-Produktes zeigte eine Homologie zu einem hypothetical small protein (HSP)
,upstream’ der Malatsynthase des Glyoxylat-Operons. Der Adapter schloss sich direkt an diesen
Bereich an. Unterschiede in der Sequenz sind mit * gekennzeichnet. Der Transkriptionsstart
konnte fir das Glyoxylat-Operon 50 bp ,upstream‘ des Startcodons eines sehr Kkleinen
hypothetischen ORF's und 230 bp ,upstream‘ des Startcodons der Malat-Synthase bestimmt
werden.

IV.1.2 Untersuchungen zur Organisation der Glyoxylat- Gene von
B. licheniformis DSM13

Im Anschluss an die Bestimmung des Transkriptionsstarts galt das Interesse der
Organisation der Gene des potentiellen Glyoxylat-Operons. Die Annotation des Genoms von
B. licheniformis DSM13 durch Veith et al. (2004) zeigte bereits, dass die Gene des
potentiellen Glyoxylat-Operons im Genom hintereinander angeordnet sind. Im folgenden
Abschnitt wurden mit Hilfe von RT-PCR-Analysen und ,Northern Blot* Experimenten die
Transkripte der Glyoxylat-Gene bestimmt, wodurch die Organisation des potentiellen
Operons definiert werden sollte. Des Weiteren sollte bestimmt werden, ob das HSP auf einem
Transkript mit den Genen der Malat-Synthase und Isocitrat-Lyase liegt und mit ihnen ein
Operon bildet.

Sowohl fiir die RT-PCR als auch fur die ,Northern Blot* Analysen wurde die RNA der
zu untersuchenden Bakterienkulturen isoliert. Die Bakterienzellen von B. licheniformis MW3
wurden dafur analog zu den RLM RACE Analysen in Minamalmedium mit Acetat als einzige
C-Quelle angezogen, die Zellen bei einer ODgyy von 0.5 geerntet und anschlieBend die RNA
isoliert (siehe 111.2.11).
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IV.1.2.1 RT-PCR Experimente zur Bestimmung der Transkripte der
Glyoxylat-Gene

Die erhaltene RNA diente als ,Template® fir die RT-PCR-Analysen. Die Durchfiihrung
erfolgte analog zum Protokoll des ,0One Step RT-PCR Kit* von Qiagen (siehe 111.2.5.3). Die
Primer (siehe Tab. 111-8) wurden so gewahlt, dass sie ein Produkt fur jedes einzelne Gen des
Glyoxylat-Zyklus und Produkte fur verschiedene Kombinationen der Gene untereinander und
mit den umliegenden Genen erzeugen konnten, sofern sie auf einem Transkript liegen (Abb.
IV-3A+B).

Es wurden Transkripte fir eine Kombination der Gene des HSP's ,upstream* der
Malat-Synthase mit der Malat-Synthase (HP_OE_fwd/ RT_Mal_r), fiir eine Kombination der
Gene der Malat-Synthase und der Isocitrat-Lyase (RT_Mal_f/ RT_lIso_r) und fur alle drei
einzelnen Gene des Glyoxylat-Operons (HP_OE_fwd/ RT_HP__rev; RT_Mal_f/ RT_Mal _r;
RT _Iso_f/ RT_lIso_r) erhalten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die getesteten
Glyoxylat-Gene auf einem Transkript liegen und somit vermutlich als Operon organisiert
sind. Mit demselben Mastermix wurden keine PCR-Produkte fir die beiden angrenzenden
Gene yycA (RT_04209 fwd/ RT_HP__rev) und BLi04206 (RT_lso_f/ RT_04206_rev)
erhalten. Dies zeigte, dass diese beiden Gene kein Teil des Glyoxylat-Operons darstellen
(Abb. IV-3A + B).

1 2345

Abbildung IV-3A Darstellung der Agarosegelelektrophorese der RT-PCR der
Glyoxylatgene. Mit M ist der 1 kb Marker gekennzeichnet. In Spur 1 ist das PCR-Produkt mit den
Primern RT_04209_fwd/ RT_HP__rev aufgetragen, in Spur 2 das PCR-Produkt mit den Primern
HP_OE_fwd/ RT_HP__rev, in Spur 3 das PCR-Produkt mit den Primern HP_OE_fwd/ RT_Mal_r,
in Spur 4 das PCR-Produkt mit den Primern HP_OE_fwd/ RT_lIso_r, in Spur 5 das PCR-Produkt
mit den Primern RT_Mal_f/ RT_Mal_r, in Spur 6 das PCR-Produkt mit den Primern RT_Mal_f/
RT Iso_r, in Spur 7 das PCR-Produkt mit den Primern RT_lIso_f/ RT_Iso_r und in Spur 8 das
PCR-Produkt mit den Primern RT _Iso_f/ RT_04206 _rev.
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YycA Malat-Synthase  Isocitrat-Lyase BLi04205
EEEees—) E——— =)
HSP BLi04206
S
2
3
4
5
6
7
8

Abbildung IV-3B Schematische Darstellung der Ergebnisse der RT-PCR-Analysen. 1:
PCR-Produkt mit den Primern RT_04209 fwd/ RT_HP_ rev, 2: PCR-Produkt mit den
Primern HP_OE_fwd/ RT_HP_ rev, 3: PCR-Produkt mit den Primern HP_OE_fwd/
RT _Mal_r, 4: PCR-Produkt mit den Primern HP_OE_fwd/ RT _lIso_r, 5: PCR-Produkt mit
den Primern RT_Mal f/ RT Mal r, 6: PCR-Produkt mit den Primern RT_Mal_f/
RT Iso_r, 7: PCR-Produkt mit den Primern RT _Iso_f/ RT lIso_r, 8: das PCR-Produkt mit
den Primern RT_Iso_f/ RT_04206_rev. In durchgehenden Linien sind die erhaltenen PCR-
Produkte fur die RT-PCR dargestellt; in gestrichelten Linien die PCR-Reaktionen, die zu
keinem Produkt geflihrt haben.

IV.1.2.2 ,Northern Blot* Analysen zur Bestimmung der Transkripte
der Glyoxylat-Gene

Wie oben bereits beschrieben zeigten die Ergebnisse der RT-PCR Analysen, dass das
Glyoxylat-Operon vermutlich aus dem HSP, der Malat-Synthase und der Isocitrat-Lyase
besteht. Eine Bestatigung dieses Ergebnis erfolgte mit Hilfe von ,Northern Blot® Analysen.
Dafir wurde die RNA aus den Bacillus-Zellen verwendet, die bereits fir die RT-PCR
Analysen (siehe IVV.1.2.1) isoliert worden ist.

Die ,Northern Blot* Analysen (siehe 111.2.13) wurden mit Sonden fiir jedes einzelne
Gen des potentiellen Glyoxylat-Operons durchgefiihrt (Tab. 1V-1). Fur das HSP wurde eine
Sonde von 350 bp verwendet, fir die Malat-Synthase eine Sonde von 515 bp und flr die
Isocitrat-Lyase eine Sonde von 524 bp L&nge verwendet (Abb. 1V-4). Die Primer (siehe Tab.
IV-1) fir die Herstellung der Sonden enthielten zusétzlich einen T7-Promotor
(CTAATACGACTCACTATAGGGAGA), der von der T7-RNA-Polymerase erkannt wird
(siehe Tab. 111-8). Dieses stellte sicher, dass bei der ,in vitro® Transkription aus der ,antisense
RNA die entsprechende mRNA gebildet wurde.
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Tabelle 1V-1 Sequenzen der fiir die ,Northern Blot‘ Analysen verwendete Sonden

Name

Sequenz

Sonde hyp. ORF

Sonde Malat-
Synthase

Sonde Isocitrat-
Lyase

5°-GCGCTGTATACTGTACTACAACAGAAATATAAAACATAAAACTGTTCTATAAA
AAGGAGGTTATACAAATGAGCTTGAAAAGTCCGATGGAATTTTTCAGAACGCTTCC
GAAAAAAACGTGCCCTGAATGCGGCGAAAAGATGGAGGAGCAGGCTGAATCTTAC
TTCATGGAATGCGAGCGCTGTCTTGCCAAAAAAGGCGAGTAGGCAAACTGTTTTAT
AACAAAGCATGTAAAGGGGTAGGGAGACATGAAAACAGAGGAGAAGAGAATTCA
TATAACCGGATCGATAAATCCGCATTATGAAGAGATTTTGCAAAAGAAGCGATGG
AGTTTATCGGACGTCTTGAACCTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3

5‘-CATGACGGAACATGGATCGCGCATCCCGGCATGATTCAAACGGCGCTCGATGTA
TTCAATCAGCATATGCCGTCGGCGAACCAGATTCATAGAAAGCGGAAAGACGTAA
AGGTCGAGGAAAAAGACTTGCTGGAAGTACCGAAAGGCAGAATTACAGAAGCAGG
CGTCCGTACCAATATCAGCGCCGGCATCCGCTATTTAGCTTCATGGCTGTCGGGCA
GAGGCGCCGCTCCGATCGACCACTTAATGGAGGACGCTGCAACGGCGGAGATTTC
CAGAGCCCAGCTGTGGCAATGGATTCGCCATCCGAAAGGAGTTCTTGACGATGGCC
GGAAAGTCACCGCGGAAATGGTCAAGATGATGAAAGAGAAAGAAATGCAGAAAA
TCATCGATGAAGCAGGCGTGGAACATTTTCGGAGCGGCCGGTTTGAAGAGGCCGG
ACAGTTATTTGAACAGCTGATTTTGGATGATGAATTCGCGGAGTTTCTAACGATAC
CGGCTTATGAAAATATATAACTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3¢

5-“GGGTTCTTCAAAACAAAGCCTGGCCTTGATCAGGCGATTGCCAGAGGCTTGGC
GTATGCGCCGTATGCCGATTTGATCTGGTGTGAAACGTCTGAGCCGAATATTGAAG
AAGCCCGCCGGTTTGCACAGGCGATCCATGAAAAATTCCCGGGCAAACTGCTCGCC
TACAACTGTTCCCCTTCGTTCAACTGGAAGGCCAAACTGGATGACAACACGATCTT
GAACTTCCAGAAACAGCTCAGTGAAATGGGCTATAAATTTCAATTTGTCACACTGG
CGGGCTTCCACGCCTTAAATCACGGCATGTTTGAATTGGCCCGCCAATATAAGCAC
CGCGGAATGGCGGCGTACTCTGATCTGCAGCAGGCCGAGTTTGCCAGCGAAGTCCA
CGGCTATACGGCGACAAGGCATCAGCGCGAAGTCGGAACGAGCTACTTTGATGAA
GTCGCCCAGGTTGTGACAGGCGGGACTTCATCAACCACTGCACTGAAGGGATCGAC
TGAAGCGGAACAGTTTCAATCATAACTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3

Sonde HSP  Sonde Malat-Synthase Sonde Isocitrat-Lyase

— .

2000 bp 6000 bp

Hsp Malat-Synthase Isocitrat-Lyase
E——

I

C—— @ =)

YycA

BLi04206 BLi04205

Abbildung 1V-4 Schematische Darstellung der Lokalisation der gewéhlten Sonden
innerhalb des Glyoxylat-Operons.

Die Ergebnisse der ,Northern Blot® Analysen zeigten, dass das HSP, die Malat-
Synthase und die Isocitrat-Lyase alle ein Signal auf derselben Héhe aufwiesen. Aufgrund des
nicht hybridisierten Markers konnte die GréRe des Transkripts nicht genau bestimmt werden,
dennoch zeigten die ,Northern Blot® Analysen deulich, dass die drei Gene des

Glyoxylatzyklus eine GroRe des Transkripts aufweisen. Damit konnte bestatigt werden, dass

die getesteten Gene alle auf einem Operon liegen (Abb. 1V-5).
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Abbildung 1V-5 Darstellung der Ergebnisse der Northern Blot Analysen mit 1 pg
RNA von in Minimalmedium mit 60 mM Acetat kultivierten B. licheniformis DSM13
Zellen. Mit M ist jeweils der Marker (Roche, DIG-RNA gelabelter Markerll) dargestellt.
Iso zeigt das erhaltene Transkript mit einer RNA-Sonde auf die Isocitrat-Lyase, HSP zeigt
das erhaltene Transkript mit einer RNA-Sonde auf den sehr kleinen hypothetischen ORF
und Mal zeigt das Transkript mit einer RNA-Sonde auf die Malat-Synthase.

Weitere Untersuchungen der Sequenz des Glyoxylat-Operons zeigten, dass eine GC-
reiche Region, 11 bp hinter der Isocitrat-Lyase, zu finden war. Dabei kdonnte es sich um einen

Terminator zum Abstoppen der Transkription des Glyoxylat-Operons handeln.

IV.1.3 Erstellen von Deletions-Mutanten der Gene des Glyoxylat-

Operons

Nachdem die Transkripte des Glyoxylat-Operons untersucht worden sind und das
Operon definiert werden konnte, galt das weitere Interesse der Funktion der einzelnen Gene
innerhalb des Glyoxylat-Operons.

Fir die Untersuchungen der Funktionen dieser Gene wurden mit Hilfe der gerichteten
Mutagenese-Methode (Michael Rachinger, Dissertation, 2010) Deletions-Mutanten flr die
Gene der Isocitrat-Lyase (MW3dellso), der Malat-Synthase (MW3delMal), des HSP's
,upstream‘ der Malat-Synthase (MW3delHP) und des gesamten Glyoxylat-Operons
(MW3delGlyox) konstruiert (Abb. 1V-6; genaue Sequenzen siehe Anhang) und anschlie}end
phanotypisch untersucht.
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4000 bp
T T T | T T T | T T T | T
2000 bp 6000 bp

A HP A Mal. A lIso.

. |
A Gl. ges.
>

hyp. ORF Malat-Synthase Isocitrat-Lyase

< ]

YycA BLi04206

)
BLi04205

Abbildung IV-6A Physikalische Karte der Deletionen in der Region des Glyoxylat-
Operons von B. licheniformis DSM13. Mit schwarzen Pfeilen sind die Gene des Glyoxylat-
Operons, mit grauen Pfeilen die angrenzenden Gene dargestellt. Die Deletionen der
einzelnen Gene sind mit schwarzen Késten dargestellt.

1 ccatcgcttc ttttgtcaaa atctcttcat aatgcggatt tatcgatccg gttatatgaa ttctcttctc
L H R F F C 0O N L F I M R I Y R S G Y M N S L L
520 530

— Deletion HSP

Malat Synthase « —-SD « — HSP
71 ctctgttttc atgtctcecct acccctttac atgctttgtt ataaaacagt ttgcctactc gecttttttg
L C F H Vv S L P L Y M L C Yy K T v C L L A F F
540 1
141 gcaagacagc gctcgcattc catgaagtaa gattcagcct gctcctccat cttttcgccg cattcaggge
G K T A L A F H E V R F S L L L H L F A A F R
10 20
Deletion HSP « HSP « - SD «
211 acgttttttt cggaagcgtt ctgaaaaatt ccatcggact tttcaagctc atttgtataa cctccttttt
A R F F R K R S E K F H R T F Q A H L Y N L L F
30 40
Tr. Start « —--10 «

281 atagaacagt tttatgtttt atatttctgt tgtagtacag tatacagcgc aaaaatgaaa atgtacacac
I E Q F Y V L Y F C c s T vV Y S A K M K M Y T

351 ctttttccaa aaaatattta tttttttcca ttcaaacaaa aatagattgt
P F S K K Y L F F S I o T K I D C

Abbildung IV-6B Darstellung der Deletion des ,hypothetical small proteins¢ (HSP). SD
bezeichnet die Shine-Dalgarno Sequenz, HSP das ,hypothetical small protein‘, Tr. Start den
Transkriptionsstart und -10 die -10 Promotorregion.

Die Erstellung des jeweils benétigten Deletionskonstruktes erfolgte tber die Technik
des ,GeneSOEing‘ (,GeneSplicing by Overlap Extension‘; siehe 111.2.6). Die Oligonukleotide
fur die PCR-Reaktionen (siehe Tab. 111-4) wurden so ausgewahlt, dass die Deletion ,in frame°
lag, um die Entstehung eines ,frame shift® auszuschlieen und um die ,Stop-Codons*

funktionell zu halten. Fir die Erzeugung des Deletionskonstruktes fur das HSP wurden mit
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den Primern HP_FA_ fwd_BamHI/ HP_FA rev die 627 bp grofle Flanke A und mit den
Primern HP_FB_fwd/ HP_FB_rev_EcoRI die 606 bp groRe Flanke B erstellt. Fir die Malat-
Synthase wurden mit den Primern Mal_FA fwd_2 BamHI/ Mal_FA rev_2 die 1120 bp
grolRe Flanke A und mit den Primern Mal_FB_fwd 2/ Mal _FB_rev_2 EcoRIl die 783 bp
grole Flanke B erstellt. Fir die Isocitrat-Lyase wurden mit den Primern
Isoc_ FA fwd_BamHI/ Isoc_FA rev eine 322 bp grole Flanke A und mit den Primern
Isoc FB_fwd/ Isoc_FB_rev_EcoRl eine 389 bp groBe Flanke B erstellt und fir die
Erzeugung der Deletion des gesamten Glyoxylat-Operons wurden mit den Primern
Glyox FA fwd _BamHI/ Glyox FA rev die 766 bp grofle Flanke A und mit den Primern
Glyox_FB_fwd/ Glyox FB _rev_EcoRIl die 906 bp grolie Flanke B erstellt. Die jeweiligen
Primer, FA_rev/ FB_fwd, wurden durch das Zufiigen von Uberhangen ,revers komplementar*
erstellt, so dass es durch eine weitere PCR moglich war, das jeweilige Deletionskonstrukt fir
die entsprechenden Gene zu erzeugen. Fur die Deletion des HSP's wurde ein
Deletionskonstrukt von 1233 bp erzeugt, fur die Malat-Synthase eines von 1903 bp, fir die
Isocitrat-Lyase eines von 711 bp und fur die Deletion des gesamten Glyoxylat-Operons eines
von 1672 bp. Das erhaltene Deletionskonstrukt wurde anschliefend tiber die gewdhlten
Restriktionsenzyme (BamHI/ EcoRIl) in das jeweilige Mutagenese-Plasmid (pMAD oder
pKVM1) Kloniert und der jeweilige Deletionsvektor dann in B. licheniformis MW3
(Meinhardt et al., 2004) eingebracht. Fir die Ubertragung des Vektors wurden in dieser
Arbeit zwei unterschiedliche Techniken verwendet. Zum einen wurde das Plasmid mit Hilfe
der Protoplasten-Transformation (siehe 111.2.8.2.1) Ubertragen (pMAD-Derivate) und zum
anderen wurde es Uber den E.coli Stamm S17-1 nach B. licheniformis MW3 konjugiert
(pKVML1-Derivate) (siehe 111.2.8.2.2). Es folgten die Anzuchten auf die erste und zweite
Rekombination, so dass am Ende die Deletions-Mutanten entstanden (siehe 111.2.9). Der
Nachweis der Deletion erfolgte durch eine Kontroll-PCR-Reaktion mit einem fiir das
jeweilige Gen spezifischen chromosomalen Primerpaar, welches auBerhalb der Flanken des
Deletionskonstruktes liegt (HP_check_fwd/ HP_check_rev, Mal_check_fwd/ Mal_check_rev,
Isoc_check_fwd/ Isoc_check rev oder Glyox_check fwd/ Glyox_check_rev; siehe Tab. Il1-
4). Bei einer erfolgreichen Deletion erhdlt man fur den Wildtyp eine im Agarosegel hoher
laufende PCR-Bande als fir die Deletions-Mutanten, da durch die angewendete Methode ein
Teil des Gens deletiert wurde. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten fur die Deletions-Mutante
des gesamten Glyoxylat-Operons ein um 3267 bp kleineres, fir die Deletions-Mutante des

HSPs ein um 159 bp kleineres, fiir die Deletions-Mutante der Malat-Synthase ein um 621 bp
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kleineres und fir die Deletions-Mutante der Isocitrat-Lyase ein um 468 bp kleineres PCR-
Produkt als der Ausgangsstamm (Abb. 1V-7).

M HSP Mal Isoc  Glyox
Wt A Wt A Wt AWt A
10kb

Abbildung IV-7 Darstellung der abschlieRenden PCR mit Primern auRerhalb des zu
deletierenden Gens. Es ist jeweils das PCR-Produkt fir den Wildtyp B. licheniformis
MW3 (Wt) und die erstellte Deletionsmutante (a) des entsprechenden Gens dargestellt. HSP
steht fuir das ,hypothetical small protein‘ ,upstream‘ der Malat-Synthase, Mal fiir die Malat-
Synthase, Isoc fiir die Isocitrat-Lyase und Glyox fiir das gesamte Glyoxylat-Operon.

Als Nachweis fur den Erhalt der korrekten Deletion wurde das jeweils erhaltene PCR-
Produkt sequenziert und anschlie(end ber BLAST Analysen auf den Erhalt der korrekten
Deletion Uberprift. Die erhaltenen Sequenzen bestatigten den Erhalt der erwarteten Deletion
fur jede einzelne erzeugte Deletions-Mutante des Glyoxylat-Operons (siehe Anhang).

,Southern Blot® Analysen mit einer plasmid-spezifischen Sonde auf die Erythromycin-
Resistenz des Plasmids wurden durchgefuhrt, um den Verlust des Plasmids zu bestétigen. Die
Sonde wurde Uber eine PCR-Reaktion mit DIG dNTP's und den Primern pMAD_fwd/
PMAD _rev erstellt. Als ,Template® dienten 500 ng isoliertes Plasmid, pKVVML1. Es wurde ein
PCR-Produkt von 1091 bp Lénge ohne DIG-Einbau und ein grofieres Produkt mit DIG-

Einbau erhalten, welches als Sonde fur den Southern Blot verwendet wurde (Tab. 1V-2).
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Tabelle 1V-2 Fur die Southern Blots verwendete Sonde auf die Erythromycin-Resistenz von
pKVM1 (bzw. pMAD).

Name

Sequenz

Sonde_Plasmid

5-TCCTCTGGCCATTGCTCTGGGTTATAATCTCCTCCGTAACAAATTGAGGATA
ACACATTCATAATTATTCCCCCTAGCTAATTTTCGTTTAATTATAAATTAAGTTAAAATT
TAGGTACCTACGTAGGATCGATCCGATCCTTAATTATATTATAGTCCCAATATAATCATT
TATCAACTCTTTTACACTTAAATTTCCTAATATTTGTAAATATTTTTTTGAATAAAAAAA
TCTAGCTAATGTTACGTTACACATTAACTAGACAGATCTATCGATGCATGCCATGGTAC
CCGGGAGCTCGAATTCTAGAAGCTTCTGCAGACGCGTCGACGTCATATGGATCCGATAT
CGCCCGACGCGAGGCTGGATGGCCTTCCCCATTATGATTCTTCTCGCTTCCGGC-3°

Die Ergebnisse der ,Southern Blot* Analysen zeigten bei allen erzeugten Deletions-
Mutanten keine Signale fur die Erythromycin-Resistenz des Plasmids. Die Negativkontrolle
mit isolierter chromosomaler DNA des Wildtypstammes B. licheniformis MW3 zeigte
ebenfalls kein Signal flr die Erythromycinresistenz. Die Positivkontrolle mit dem isolierten

Plasmid pKVML1 zeigte wie erwartet ein Signal. Die erhaltenen Ergebnisse bestatigten den

Verlust des Plasmids in jeder erzeugten Deletions-Mutante (Abb. 1V-8).

Wt Pl. M. AHSP AMal Also AGlyox M

Abbildung 1V-8 Darstellung des Southern Blot zur Uberprufung auf Verlust des
Plasmids. Es wurden jeweils 1 pg RNA eingesetzt und mit der Sonde auf die
Erythromycin_Resistenz (Primer fiir die Sondenherstellung: Erm_fwd/ Erm_rev) des Plasmids
pKVML1 hybridisiert. Spur 1 zeigt das Ergebnis fiir den Wildtyp B. licheniformis DSM13 (W),
Spur 2 den Wildtypstamm B. licheniformis MW3 mit dem Plasmid pKVM1 (Pl.), Spur 3 den
"DNA Molecular Weight Marker 1II" (M), Spur 4 die Deletionsmutante des HSP's (AHSP),
Spur 5 die Deletionsmutante der Malat-Synthase (AMal), Spur 6 die Deletionsmutante der
Isocitrat-Lyase (Also), Spur 7 die Deletionsmutante des gesamten Glyoxylat-Operons (AGlyox)
und Spur 8 den ,DNA Molecular Weight Marker 111° (M).
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IV.1.4 Phéanotypische Charakterisierung der Deletions-Mutanten
des Glyoxylat-Operons

Die Deletion der oben genannten Gene bedeutet fiir B. licheniformis DSM13
wahrscheinlich den Verlust seiner Féhigkeit Substrate, welche tber C2-Metabolite abgebaut
werden, als alleinige Kohlenstoffquellen nutzen zu koénnen. Dies wurde mit Hilfe von
phénotypischen Untersuchungen in Medien mit Substraten, welche Uber C2-Metabolite
abgebaut werden als Kohlenstoffquellen analysiert, um die Funktion der entsprechenden Gene
innerhalb eines Stoffwechselweges definieren zu kénnen. Im Folgenden sind die Ergebnisse
der phé&notypischen Untersuchungen fir die konstruierten Deletions-Mutanten im Vergleich
zum Ausgangsstamm dargestellt.

Die Deletions-Mutanten wurden zunéchst in 10 ml LB-Vorkultur bei 37°C in einem
100 ml Erlenmeyer-Kolben lber Nacht angezogen und am folgenden Tag in die erste Passage
in 10 ml Minimalmedium mit einer definierten Kohlenstoffquelle in einen neuen 100 ml
Erlenmeyer-Kolben uberimpft. Bei Wachstum in der ersten Passage erfolgte ein weiteres
Uberimpfen in die zweite Passage. Die Anzucht in Minimalmedium erfolgte bei der optimalen
Wachstumstemperatur von 37-42°C und das Wachstum wurde in regelméRigen Abstdnden
mit dem Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm Uberprift. Das Wachstum der
jeweiligen Deletions-Mutante wurde anschlielend in einem Diagramm aufgetragen und mit
dem Wachstum des Ausgangsstammes verglichen, welcher noch einen intakten
Glyoxylatzyklus aufweist.

Aus Untersuchungen zum Glyoxylatzyklus ist bekannt, dass dieser die entsprechenden
Organismen beféhigt auf Substraten, die lber C2-Korper abgebaut werden, wie hohere
Fettsauren, Acetat oder 2,3-Butandiol, zu wachsen (Bennett et al., 1975). Deshalb wurde in
einem ersten Experiment die Wachstumsféhigkeit der Deletions-Mutanten in Minimalmedium
mit 60 mM Acetat als einzige Kohlenstoffquelle untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass der
Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 in der Lage war innerhalb von 48 Stunden auf eine
ODgoo von 1,64 anzuwachsen. Die Deletions-Mutante des gesamten Glyoxylat-Operons
(MW3delGlyox) zeigte lediglich eine ODgy von hochstens 0,2 auf, wobei man nicht von
Wachstum sprechen kann. Die Deletions-Mutanten der einzelnen Gene des Glyoxylat-
Operons (MW3delMal, MW3dellso und MW3delHSP) wiesen héchstens eine ODgg von 0,1
auf, wobei es sich wiederum um kein Wachstum handelt (Abb. 1V-9). Diese Ergebnisse

bestatigten, dass beim Fehlen der Gene des Glyoxylat-Zyklus Acetat nicht mehr als alleinige
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Kohlenstoffquelle genutzt werden kann und dies wiederum bedeutet, dass der in

B. licheniformis vorhandene Glyoxylatzyklus funktionell ist.

Wachstum auf MM + 60 mM Acetat

2,0

1,2 1

ODGOO

0,8 f

0 4 8 24 26 28 30 32 48
Zeit (h)

Abbildung V-9 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten
MW3delHP, MW3delMal und MW3dellso im Vergleich zum Wachstum des Wildtyps
in MM + 60 mM Acetat. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm.
Aufgetragen sind der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (¢), der Deletionsstamm des
gesamten Operons, MW3delGlyox (A), der Deletionsstamm der Isocitrat-Lyase,
MW3dellso (e), der Deletionsstamm der Malat-Synthase, MW3delMal (m) und der
Deletionsstamm des ,hypothetical small proteins‘, MW3delHSP (-).

Als weitere interessante ber C2-Koérper abgebaute Verbindungen, die ebenfalls als
Endprodukte einer unvollstandigen Oxidation oder Garung durch B. licheniformis entstehen
konnen, wurden Acetoin (23 mM) und 2,3-Butandiol (30 mM) als einzige Kohlenstoffquellen
gewahlt. Uber deren Verwertung ist in B. licheniformis DSM13 bisher ebenfalls nichts
bekannt. Untersuchungen in B. subtilis zeigten, dass Acetoin (ber das aco-Operon abgebaut
wird. Fur den Abbau von 2,3-Butandiol konnte in B. subtilis das Gen ydjl (bdhA) identifiziert
werden, welches fur eine Acetoin Reduktase/ 2,3-Butandiol Dehydrogenase kodiert
(Nicholson, 2008). Der Abbau von Acetoin und 2,3-Butandiol in B. licheniformis DSM13
wird in dieser Arbeit genauer untersucht. Aber zundchst war der Abbau des Acetyl-CoA’s von
grolRem Interesse, welches vermutlich beim Abbau von Acetoin und 2,3-Butandiol entsteht.

Die Ergebnisse dieser Wachstumsexperimente lieRen ein vergleichbares Ergebnis zu
den Experimenten mit Acetat als einziger C-Quelle erkennen: Die Deletions-Mutanten des
Glyoxylatzyklus waren im Gegensatz zu dem Ausgangsstamm alle nicht mehr in der Lage auf

diesen beiden Substraten als einziger Kohlenstoff-Quelle zu wachsen (Abb. 1V-10 und 11).
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Wachstum auf MM+23 mM Acetoin
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Abbildung 1V-10 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten
MW3delHP, MW3delMal und MW3dellso im Vergleich zum Wachstum des Wildtyps
in MM + 23mM Acetoin. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm.
Aufgetragen sind der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (), der Deletionsstamm des
gesamten Operons, MW3delGlyox (A), der Deletionsstamm der Isocitrat-Lyase,
MW3dellso (e), der Deletionsstamm der Malat-Synthase, MW3delMal (m) und der
Deletionsstamm des ,hypothetical small proteins‘, MW3delHSP (-).

Wachstum in MM + 30 mM 2,3-Butandiol
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Abbildung IV-11 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten
MW3delHP, MW3delMal und MW3dellso im Vergleich zum Wachstum des Wildtyps
in MM + 30M 2,3-Butandiol. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist
ein reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm.
Aufgetragen sind der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (), der Deletionsstamm des
gesamten Operons, MW3delGlyox (A), der Deletionsstamm der Isocitrat-Lyase,
MW3dellso (e), der Deletionsstamm der Malat-Synthase, MW3delMal (m) und der
Deletionsstamm des ,hypothetical small proteins‘, MW3delHSP (-).
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Zur Uberpriifung der Deletions-Mutanten auf ihre generelle Fahigkeit zu wachsen,
wurden Substrate gewdhlt, die nicht Uber den Glyoxylatzyklus abgebaut werden (LB-Medium
und Minimalmedium mit 50 mM Glukose). In LB-Medium wurden keine signifikanten
Wachstumsunterschiede zwischen den Deletions-Mutanten der Glyoxylatgene und dem
Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 detektiert (Abb. 1V-12).

Wachstum auf LB-Medium

ODGOO

Zeit (h)

Abbildung 1V-12 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten
MW3delHP, MW3delMal und MW3dellso im Vergleich zum Wachstum des Wildtyps in LB-
Medium. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein représentatives Ergebnis
des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm. Aufgetragen sind der Ausgangsstamm
B. licheniformis MW3 (), der Deletionsstamm des gesamten Operons, MW3delGlyox (A), der
Deletionsstamm der Isocitrat-Lyase, MW3dellso (e), der Deletionsstamm der Malat-Synthase,
MW3delMal (m) und der Deletionsstamm des ,hypothetical small proteins‘, MW3delHSP (-).

In Minimalmedium mit 50 mM Glukose konnte fur alle Deletions-Mutanten ein
minimaler Wachstumsvorteil wahrend der exponentiellen Phase detektiert werden. Dieser ist
aber in der stationdren Phase nicht mehr vorhanden, da die End-OD ann&hernd gleich ist
(Abb. 1V-13).
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Woachstum auf MM + 50 mM Glukose
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Abbildung 1V-13 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten
MW3delHP, MW3delMal und MW3dellso im Vergleich zum Wachstum des Wildtyps in
MM+50mM  Glukose. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm. Aufgetragen sind
der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (¢), der Deletionsstamm des gesamten Operons,
MW3delGlyox (A), der Deletionsstamm der Isocitrat-Lyase, MW3dellso (e), der Deletionsstamm
der Malat-Synthase, MW3delMal (m) und der Deletionsstamm des ,hypothetical small proteins,
MW3delHSP (-).

Marco Schwarzer konnte in seiner Promotion iber den Aminosaurestoffwechsel von
B. licheniformis DSM13 zeigen, dass die Isocitrat-Lyase und die Malat-Synthase beim
Wachstum der Zellen auf einem 7 Aminosduremix am Ende der exponentiellen Phase eine
erhohte Expression aufwiesen als Zellen, welche in Glukose angezogen worden sind. Deshalb
wurden die Deletions-Mutanten zur Uberpriifung auf eine Beteiligung des Glyoxylatzyklus
am Aminoséaureabbau zusétzlich in Minimalmedium mit einem je 10 mM Aminosauremix aus
Alanin, Prolin, Arginin, Glutamat, Asparagin, Glutamin und Aspartat getestet. Diese sieben
Aminosduren konnen von B. licheniformis DSM13 sowohl als Kohlenstoff- als auch als
Stickstoffquelle genutzt werden (Doktorarbeit von Marco Schwarzer, 2010). In diesem
Medium konnte kein Unterschied im Wachstum der Deletions-Mutanten im Vergleich zum
Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 beobachtet werden (Abb. 1V-14), wodurch eine
direkte Beteiligung des Glyoxylatzyklus am Aminoséureabbau der getesteten Aminosauren

ausgeschlossen werden konnte.
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25 Wachstum in MM + 10 mM 7AS-Mix
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Abbildung 1V-14 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten
MW3delHP, MW3delMal und MW3dellso im Vergleich zum Wachstum des Wildtyps
in MM+10 mM AS-Mix. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm.
Aufgetragen sind der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (¢), der Deletionsstamm des
gesamten Operons, MWa3delGlyox (A), der Deletionsstamm der Isocitrat-Lyase,
MW3dellso (e), der Deletionsstamm der Malat-Synthase, MW3delMal (m) und der
Deletionsstamm des ,hypothetical small proteins‘, MW3delHSP (-).

In der Doktorarbeit von Marco Schwarzer stellte sich heraus, dass wéahrend des
Wachstums in einem aminoséurehaltigem Medium Acetat gebildet und anschlielend wieder
verwertet wird (Dissertation, Marco Schwarzer, 2010). Dies koénnte mdglicherweise die
erhéhte Expression der Malat-Synthase und der Isocitrat-Lyase erklaren. Deshalb wurde die
Rolle des Glyoxylatzyklus bei der Verwertung des Acetats, in der von mir betreuten
Bachelorarbeit von Frau Christiane Dieckmann, untersucht. Dafiir wurde die Deletions-
Mutante des gesamten Glyoxylat-Operons mit Hilfe von Transkriptions-Analysen
charakterisiert. Die Expression der in diesem Medium bendtigten Gene im Wildtyp und der
Deletions-Mutante des gesamten Glyoxylat-Operons wurden verglichen. Dafur wurden die
Zellen in Minimalmedium mit einem 10 mM AS-Mix kultiviert und fir die RNA-Isolation in
der spéten stationdren Phase geerntet. Die HPLC-Analysen von Marco Schwarzer zeigten,
dass in dieser Phase das, wéhrend des Wachstums gebildete Acetat, verbraucht wird
(Dissertation, Marco Schwarzer, 2010). Die Ergebnisse der Transkriptionsanalysen zeigten,
dass in einem Aminoséaurehaltigem Medium die Gene des Glyoxylatzyklus nicht exprimiert
werden. Die Gene des TCA-Zyklus waren aber in beiden Stdmmen hochreguliert, was nahe
legt, dass die Verwertung des gebildeten Acetats Uber den TCA Zyklus ablduft
(Bachelorarbeit, Christiane Dieckmann, 2010). Diese Ergebnisse bestatigten nochmals, dass

die Gene des Glyoxylatzyklus nicht an der Verwertung von Aminosauren beteiligt ist.
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Die erhohte Expression der Gene des Glyoxylat-Operons und die Ergebnisse der
Wachstumsexperimente in Minimalmedium mit einem 7AS-Mix und der ,Microarray*-
Analysen zeigte, dass die Gene des Glyoxylatzyklus in Anwesenheit von Glukose vermutlich

reprimiert werden.

IV.1.5 Untersuchungen zu dem ,hypothetical small protein‘ des

Glyoxylat-Operons

Mit Hilfe der ph&notypischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das
,hypothetical small proteins® ,upstream* der Malat-Synthase essentiell fir die Funktion des
Glyoxylat-Operons ist. Dies konnte bedeuten, dass dieser an der Regulation dieses Zyklus
beteiligt ist, wobei die Funktion solcher 'small proteins' oder 'sproteins’ von weniger als 50
Aminosduren L&nge bislang sehr wenig untersucht sind (Hobbs et. al., 2011).

Zunachst wurden Sequenzvergleiche dieses hypothetical small proteins mit Hilfe von
TBLASTN Analysen durchgefiihrt, um ein Vorkommen von Orthologen in weiteren
Prokaryonten zu identifizieren. Die ersten Ergebnisse der BLAST Analysen konnten die
Existenz eines hochkonservierten orthologen ORF's (87 % lIdentitat) ,upstream® der Isocitrat-
Lyase von B. clausii aufzeigen (Abb. IV-16 A+B). Das Gen fiir die Malat-Synthase G ist in
B. clausii an einer anderen Stelle im Genom ,downstream* der Isocitrat-Lyase lokalisiert und

nicht direkt hinter der Isocitrat-Lyase, wie in B. licheniformis DSM13.

B. licheniformis MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

B. clausii MSLKNPIDFYRTLPRKTCPECGEQMEEQAESYFMECERCLAKKGE
* *x* Kk * * Xk hkkh hkhkkhkkhkhhkhkh Khhkkhkhkhhkkhkhkhkhkdkxhkhkhkhk k) Kkk*k
Identische AS MSLK P F RTLP KTCPECGE MEEQAESYFMECERCLAKKGE

Abbildung IV-15A Ergebnis des Alignments des HSP's ,upstream‘ der Malat-
Synthase im Genom von B. licheniformis DSM13 mit dem Genom von B. clausii. Ein
Homolog zu dem HSP aus B. licheniformis DSM13 konnte mit einer Identitat von 87%
,upstream‘ der Isocitrat-Lyase identifiziert werden. Mit * sind die identischen
Aminosauren in B. clausii dargestellt.
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Abbildung IV-15B Schematische Darstellung der Lokalisation des HSP's ,upstream*
der Malat-Synthase im Genom von B. licheniformis DSM13 (oben) und ,upstream¢
der Isocitrat-Lyase von B. clausii (unten).

Die genomweiten Vergleiche dieses HSP's zeigten auflerdem das Vorkommen von
weiteren homologen Sequenzen dieses HSP's in weiteren Prokaryonten. Auffallig dabei war,
dass die Orthologen hauptséchlich in unterschiedlichen Bacillus Stammen zu finden waren
(Tab. 1V-3). Dies konnte ebenfalls fiir eine neue Art der Regulation durch die HSP's speziell
in Bacillen sprechen. Die Orthologen in den Bacillen sind aber nicht ausschlielflich an den
Glyoxylatzyklus gebunden. Sie existieren in vielen unterschiedlichen genetischen
Zusammenhangen (siehe Tab. IV-4). Diese Tatsache spricht dafiir, dass eine mégliche
Regulation durch Orthologe des HSP's nicht spezifisch auf den Glyoxylatzyklus beschrankt
ist, sondern globaler erfolgen kdnnte. Dies ware eine absolute Neuheit in der Regulation von

prokaryotischen Genen.
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Tabelle 1V-3 Darstellung der Ergebnisse zu den genomweiten Vergleichen mit Hilfe von
TBLASTN. ,Max. Score* gibt den normalisierten Wert fir die lokale Sequenziibereinstimmung an; ,total
Score® gibt alle Werte fiir die Sequenziibereinstimmung an; ,Query couverage® gibt die Linge der
Ubereinstimmenden Sequenzen mit der Suchsequenz in Prozent an; ,Max. identitiy* gibt die hochste
Ubereinstimmung der Sequenziibereinstimmungen in Prozent an. Orthologe des kleinen ORF's des
Glyoxylatzyklus von B. licheniformis DSM13 konnten hauptsachlich fiir unterschiedliche Bacillus
Stadmme identifiziert werden.

Bakterienstamm ,Max. , Total ,Query ,Max. ldentity*
Scoref Scoref coverage‘
Bacillus licheniformis ATCC 14580, 90.1 131 100% 100%
komplettes Genom
Bacillus licheniformis DSM13, 90.1 131 100% 100%
komplettes Genom
Bacillus clausii KSM-K16 DNA, 85.1 85.1 100% 86%
komplettes Genom
Bacillus cereus AH820, komplettes 50.8 50.8 84% 50%
Genom
Bacillus anthracis str. Ames, 50.1 50.1 84% 50%
komplettes Genom
Bacillus thuringiensis serovar 50.1 50.1 84% 50%
konkukian str. 97-27, komplettes
Genom
Bacillus weihenstephanensis KBABA4, 48.5 48.5 84% 50%
komplettes Genom
Lysinibacillus sphaericus C3-41, 48.1 48.1 82% 56%

komplettes Genom

Bei ndherer Betrachtung der Proteinsequenzen zeigte sich, dass Homologe zu den
HSP’s besonders flr die Bakterien B. licheniformis und B. subtilis und fur B. cereus AH820,
B. anthracis str. Ames und Bacillus weihenstephanensis KBAB4 hochkonserviert sind. Bei
einem globalen Vergleich der Sequenzen des HSP's fiel auf, dass in vielen Bacillen in einem
konservierten Muster vier Cysteine enthalten sind, welche eine wichtige Rolle fiir die

mdogliche Funktion des HSP"s darstellen kénnten.
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Tabelle 1V-4 Darstellung der BLAST Analysen des potentiellen HSP's mit anderen Bacillus
Stammen. Die Orthologen des HSP's in den unterschiedlichen Bacillus Stdmmen sind in
unterschiedlichen Zusammenhangen lokalisiert. Dargestellt sind die Alignments der Orthologen mit der
Sequenz des HSP's aus B. licheniformis DSM13. Ahnliche Aminosauren sind mit * gekennzeichnet. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Proteinsequenzen des HSP's in allen Bacillen vier Cysteine aufweisen und

hochkonserviert sind.

Stamm/ Gen-1D/ Genzusammenhang

Sequenz

B. licheniformis DSM13/ int. Region
BLi04208- BLi04209/ YycA, malate
synthase

B. licheniformis ATCC 14580/
ATCC:14580/ Hyp. protein, isocitrate-lyase

MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

Khkkhk A hhk Ak Ak A hkhk A kA A kA A kA A kA A kA kAR kA kA kA x kk

B. licheniformis DSM13/ int. Region
BLi04208- BLi04209/ YycA, malate
synthase

Bacillus clausii KSM-K16 DNA/ int.
Region ABC2972-ABC2973/ BgIG family
transc. Antiterm. ,Isocitrate lyase'

MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

MSLKNPIDFYRTLPRKTCPECGEQMEEQAESYFMECERCLAKKGE

*xk kK K K AKkKk KAk KAKAKAKRKKA FAXKAAXAKA AKX KA XX AKX KA XK kK

B. licheniformis DSM13/ int. Region
BLi04208- BLi04209/ YycA, malate
synthase

Bacillus cereus AH820/ BCAH820 1165/
sugar-binding transcriptional regulator, Lacl
family metallo-beta-lactamase family
protein

MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

IDQPMEFFRNLPTKTCAHCGKEIDEQHEAYHNKCDDCV

Khkkkkk Kk Kkkk * % *Kk Kk * * *

B. licheniformis DSM13/ int. Region
BLi04208- BLi04209/ YycA, malate
synthase

Bacillus anthracis str. Ames/ GBAA1087/
acetyltransferase, GNAT family metallo-
beta-lactamase family protein

MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

IDQPMEFFRNLPTKTCAHCGKEIDEQHEAYHNKCDDCV

Xk kkkk kK Kkkx * * * % * * *

B. licheniformis DSM13/ int. Region
BLi04208- BLi04209/ YycA, malate
synthase

Bacillus weihenstephanensis KBAB4/
BcerKBAB4_1004/ transcriptional
regulator, Lacl family beta-lactamase
domain protein

MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

IDQPMEFFRNLPTKTCAHCGKEIDEQHEAYHNKCDDCV

*kkxkk kk kkx * % * % * * *

B. licheniformis DSM13/ int. Region
BLi04208- BLi04209/ YycA, malate
synthase

Lysinibacillus sphaericus C3-41/
Bsph_0420/ conserved hypothetical protein
Probable lipoate-protein ligase A

MSLKSPMEFFRTLPKKTCPECGEKMEEQAESYFMECERCLAKKGE

LENVVEFFKNLPAKQCTECGEKIEEQSECYSNTCEKC

* * Kk * *k Kk Kk Kkkk %k *kk Kk Kk ** ok
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IV.1.6 Komplementations-Experimente fur die Definition der

Funktion des HSP's des Glyoxylatzyklus

Um erste Informationen Uber die Funktion des HSP's zu erhalten, beschéftigten sich
weitere Untersuchungen zum Glyoxylatzyklus mit der Komplementation der einzelnen Gene
in den entsprechenden Deletions-Mutanten. Ein besonderes Interesse galt dabei vor allem den
Mutanten des HSP's ,upstream‘ der Malat-Synthase und der Deletion des gesamten
Glyoxylat-Operons.

Mit Hilfe von Expressionvektoren sollten die entsprechenden Gene in dem jeweiligen

Deletionsstamm ,in trans® komplementiert werden.

IV.1.6.1 Konstruktion der Expressionsvektoren fir die

Komplementation des HSP's

In B. subtilis wird hdufig der Shuttle-Vektor pDG148stu (Joseph et al., 2001) als
Expressionsvektor genutzt. Dieser Vektor enthélt einen IPTG-induzierbaren Promotor Pspac,
den lac Repressor von E. coli, lacl, den ,Origin of transfer‘, oriT, ein Kanamycinresistenz-
Gen, kan, eine Bleomycinresistenz-Gen, ble und ein Ampicillin-Resistenz-Gen, bla. Aufgrund
des induzierbaren Promotors Pspac kann er fur die Expression individueller Gene genutzt
werden, welche als Insert hinter den Promotor kloniert werden kdnnen. In dieser Arbeit diente
dieser bekannte Expressionsvektor als Grundlage fiir die Experimente fir die
Komplementation und Uberexpression ausgewéahlter Glyoxylat-Gene.

Fur die Anwendung in B. licheniformis DSM13 musste der Vektor zundchst
konjugationsfahig gemacht werden. Dafur wurden aus dem Mutagenesevektor pKVM1 der
oriT und das tralJ Gen per PCR mit den Primern oriT_TraJ fwd_Pcil und oriT_
TraJ _rev_BamHI (siehe Tab. 111-5) amplifiziert und Uber die Schnittstellen Pcil/ BamHI in
den pDG148stu kloniert. Der erhaltene pDG148oriT wurde dann, nach einem erfolgreichen

Test auf die Fahigkeit zur Konjugation, flr die weiteren Konstruktionen genutzt (Abb. 1'V-16).
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pDGl480riT2000_ bla
lacY  _eoo0 8489 bps

4009
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Abbildung 1V-16 Plasmidkarte von pDG148oriT. Der Expressionsvektor enthélt einen
IPTG-induzierbaren Promotor Psp, den lac Repressor von E. coli lacl, den ,Origin of
transferc oriT, eine Kanamycinresistenz kan, eine Bleomycinresistenz ble und eine
Ampicillinresistenz bla.

Von groRem Interesse waren zunachst die Untersuchungen zu dem HSP ,upstreamS
der Malat-Synthase. Dafiir wurden mit spezifischen Primern verschiedene Genbereiche des
HSP"s aus B. licheniformis DSM13 per PCR amplifiziert (Abb. 1V-18). Fir die PCR-Reaktion
mit 100 ng B. licheniformis DSM13 DNA als ,Template‘ fir die Erstellung des
OE_1 Produktes wurden die Primer HP_OE_fwd/ HP_OE rev, fiir das OE_2_ Produkt die
Primer HP_OE_2 fwd/ HP_OE_2 rev und fur das OE_3_Produkt die Primer HP_OE_1 fwd/
HP_OE_2_rev verwendet (siehe Tab. I11-5; Abb. IV-17). Das erhaltene Produkt wurde (ber
die Schnittstellen Xbal/ Sall als Insert in den Vektor pDG148oriT (Abb. IV-16) kloniert und
das jeweilige Expressions-Plasmid pDG148o0riTHP (Abb. 1VV-18) erhalten.
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OE 1 Prod
OE 2 Prod
I |

1. Pr. Bo>‘ 2. Pr. Box Malatsynthase
) ) Rib. Bind. Stelle
Tr. Start
HSP
)
)
Deletion
200 400 600 800

Abbildung 1V-17 Darstellung der verschiedenen Kombinationen des ,hypothetical
small proteins¢ fir die Erstellung des Expressionsvektors. OE_1_Prod beinhaltet den
vollstandigen Promotorbereich und die vollstandige Malat-Synthase (Primer: HP_1 fwd/
HP_1 rev), OE_2 Prod enthalt lediglich die zweite Promotorbox (1. Box fehlt) und einen
Bruchteil der Malat-Synthase (HP_OE 2 fwd/ HP_OE_2 rev) und OE_3 Prod enthalt
den vollstdndigen Promotorbereich und einen Bruchteil der Malat-Synthase
(HP_OE_1 fwd/ HP_OE_2_rev).

Sall

Hindl OF HSP
{4

Pspac

bla
pDG1480riTHSP ,u05~

lacY

_6000 8627 bpS

Abbildung IV-18 Plasmidkarte des Expressionsvektors fir die Komplementation des
sehr Kleinen hypothetischen Proteins ,upstream® der Malat-Synthase. Die jeweiligen
Produkte zur Komplementation des hypothetischen ORF's (HP) wurden hinter den
induzierbaren Promotor Pg,c kloniert.
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IV.1.6.2  Wachstumsexperimente zur Untersuchung der

Komplementation und Uberexpression des HSP's

Nach der Erstellung der entsprechenden Expressions-Vektoren wurden diese in den
Deletionsstamm B. licheniformis MW3delHP konjugiert, per PCR auf Erhalt des korrekten
Plasmids uberpruft und anschlieBend Wachstumsexperimente in Minimalmedium mit 60 mM
Acetat als einzige Kohlenstoffquelle durchgefiihrt, um die Komplementation der Deletion
sehen zu kdénnen.

Der Nachweis des Erhalts des Experessionsvektors in B. licheniformis MW3 erfolgte
uber eine PCR Reaktion mit den Primern pDG148 fwad/ rev (siehe Tab. 111-5). Der Erhalt des
erwarteten PCR-Produktes bestatigte das Vorhandensein des Expressionsvektors mit den
jeweiligen Konstrukten des sehr kleinen hypothetischen ORF's in den getesteten
Konjuganten. Das Konstrukt OE_HSP3 hat eine Grol3e von 660 bp, das OE_HSP2 Konstrukt
eine GrofRe von 351 und das OE_HSP1 Konstrukt eine Grofie von 889 bp.

Zur Untersuchung der Komplementation wurden die einzelnen Stdmme mit den
unterschiedlichen Expressionsvektoren fur das HSP ,upstream‘ der Malat-Synthase in
Minimalmedium mit 60 mM Acetat als einzige Kohlenstoffquelle angezogen und in
regelméRigen Abstdnden die optische Dichte bei 600 nm gemessen. Die Ergebnisse zeigten
ausschlielich fur den Stamm mit dem Expressionsplasmid, welches das Konstrukt OE_HSP1
trug, ein wiedererlangtes Wachstum. Die anderen drei Stamme mit den Expressionsplasmiden
pDG1480riTHSP2 und pDG1480riTHSP3 zeigten, wie der Deletionsstamm B. licheniformis
MW3delHSP keinerlei Wachstum und damit auch keine Fahigkeit zur Komplementation des
Deletionsstammes MW3delHSP (Abb. 1V-19).
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Komplementation von HSP in MM+60mM Acetat
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Abbildung 1V-19 Darstellung der Komplementations-Wachstumsexperimente des
Deletionsstammes MW3delHSP. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen
ist ein reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm. Mit
+ dargestellt ist das Wachstum fur den Deletionsstamm B. licheniformis MW3delHSP, mit m
dargestellt ist das Wachstum fiir den Deletionsstamm B. licheniformis MW3delHP mit dem
Expressionsplasmid pDG1480riTHSP1, mit e dargestellt ist das Wachstum flir den
Deletionsstamm  B. licheniformis  MW3delHSP ~ mit  dem  Expressions-plasmid
pDG1480riTHSP2 und mit A dargestellt ist das Wachstum fiir den Deletionsstamm
B. licheniformis MW3delHSP mit dem Expressionsplasmid pDG1480riTHSP3. Die
durchgezogenen Linien zeigen das Wachstum ohne Induktion mit IPTG und die gestrichelten
Linien zeigen das Wachstum mit 1 mM IPTG.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der Komplementations-Wachstumsexperimente
wurde aus den Anzucht-Kulturen DNA isoliert und diese per PCR mit den Primern
HSP_check fwd/ HSP_check rev (siehe Material und Methoden, Tab. I11-4) auf das
Vorhandensein der Deletion in dem verwendeten Stamm Uberprift.

Anhand der Ergebnisse dieser Uberpriifung konnte nachgewiesen werden, dass die
Deletion in der Kultur, welche vermeintlich eine Komplementation zeigte, nicht mehr
vorhanden war. In den anderen getesteten Stdmmen mit den entsprechenden
Expressionsvektoren war die Deletion zwar noch vorhanden, es fand aber keine
Komplementation statt (Abb. 1V-20). Diese Ergebnisse sprachen dafir, dass es nicht maglich
war das HSP zu komplementieren. Es scheint aber eine entscheidende Rolle fiir die Funktion

des Glyoxylat-Operons darzustellen.
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M  MW3delHSP+pDG1480riTHSP
A OE 2 OE.3 OE_1

- e
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Abbildung 1V-20 Darstellung der Ergebnisse der PCR mit 100 ng isolierter DNA aus
den komplementierten Stammen wurde mit den Primern pDG148 fwd/ pDG148 rev
durchgefiihrt. Diese PCR diente der Uberpriifung auf das Vorhandensein der HSP-
Deletion in den komplementierten Stammen. M steht fiir den 1 kb Marker, A fiir das PCR-
Produkt des Deletionsstammes B. licheniformis MW3delHSP, es folgen die PCR-Produkte
fiir den Deletionsstamm mit dem jeweiligen Expressionsplasmid pDG1480riTOEHSP_2,3
und 1 nach der Anzucht fuir die Komplementation.

Zur weiteren Untersuchung des HSP's wurden zusatzlich Uberexpressionsversuche
mit den erstellten Expressionsplasmiden durchgefiihrt. Dafir wurden diese in den
B. licheniformis MW3 Stamm konjugiert, welcher das intakte Glyoxylat-Operon besitzt. Mit
diesem Experiment sollte getestet werden, ob eine Uberexpression des hypothetischen ORF's
eine Auswirkung auf das Wachstum von B. licheniformis hat. Daflr wurden die
plasmidhaltigen Stamme in Minimalmedium mit 60 mM Acetat (Abb. 1V-21) und auch in
Minimalmedium mit 50 mM Glukose (Abb. 1V-22) angezogen.

Die Anzucht in Minimalmedium mit 60 mM Acetat wurde fiir die Uberexpression
gewahlt, da das Glyoxylat-Operon unter diesen Bedingungen induziert wird und mit einer
Uberexpression des hypothetischen ORF's eine Verbesserung des Wachstums fiir die Stimme
mit den Expressionsvektoren zu erwarten gewesen wadre. Es wurde ein leichter
Wachstumsnachteil fiur die Stdamme mit den Expressionsvektoren und den HP2 und HP3-
Konstrukten detektiert, welche aber nicht signifikant waren. Es war auch keine Veranderung

bei einer Induktion des Promotors mit 1 mM IPTG nachzuweisen (Abb. 1V-21).
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Abbildung 1V-21 Darstellung der Uberexpressions-Wachstumsexperimente in MM +
60 mM Acetat. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 hm. Mit ¢
dargestellt ist das Wachstum fir den Wildtyp B. licheniformis MW3, mit m dargestellt ist
das Wachstum fir den B.licheniformis MW3 mit dem Expressionsplasmid
pDG1480riTHSP1, mit @ dargestellt ist das Wachstum fiir den B. licheniformis MW3 mit
dem Expressionsplasmid pDG1480riTHSP2 und mit A dargestellt ist das Wachstum fiir
den B. licheniformis MW3delHSP mit dem Expressionsplasmid pDG1480riTHSP3. Die
durchgezogenen Linien zeigen das Wachstum ohne Induktion mit IPTG und die
gestrichelten Linien zeigen das Wachstum mit 1 mM IPTG.

In einem zweiten Uberexpressionsversuch wurden die Stamme in Minimalmedium mit
50 mM Glukose angezogen. Wie die Transkriptionsanalysen der von mir betreuten
Bachelorarbeit von Frau Christiane Dieckmann (2010) zeigten, wird das Glyoxylat-Operon
unter diesen Bedingungen reprimiert. Fir die Wachstumexperimente in diesem Medium
wurde vermutet, dass eine Uberexpression des sehr kleinen hypothetischen ORF's zu einem
veranderten Wachstum fiihren kénnte. Im Vergleich zum B. licheniformis Stamm MW3 war
lediglich eine sehr schwache Verminderung des Wachstums der Stdmme mit den
Expressionsplasmiden zu erkennen, die aber nicht signifikant waren. Es war erneut keine
Einwirkung des IPTG's auf das Wachstumsverhalten zu sehen (Abb. 1V-22), wodurch
bestatigt wurde, dass die Uberexpression des kleinen ORF's in dem hier durchgefiihrten

Versuch keine Wirkung zeigte.
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Uberexpression HP in MM + 50 mM Glukose
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Abbildung 1V-22 Darstellung der Uberexpressions-Wachstumsexperimente in MM+
50mM Glukose. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
reprasentatives Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm. Mit ¢
dargestellt ist das Wachstum fur den Wildtyp B. licheniformis MW3, mit m dargestellt ist
das Wachstum fir den B.licheniformis MW3 mit dem Expressionsplasmid
pDG1480riTHSP1, mit ® dargestellt ist das Wachstum fiir den B. licheniformis MW3 mit
dem Expressionsplasmid pDG1480riTHSP2 und mit A dargestellt ist das Wachstum fiir
den B. licheniformis MW3delHSP mit dem Expressionsplasmid pDG1480riTHSP3. Die
durchgezogenen Linien zeigen das Wachstum ohne Induktion mit IPTG und die
gestrichelten Linien zeigen das Wachstum mit 1 mM IPTG.

IV.1.7 Komplementation des gesamten Glyoxylat-Operons

IV.1.7.1 Erstellen des Expressionsvektors fiir das gesamte

Glyoxylat-Operon

Fur weitere Komplementationsversuche sollte in der von mir betreuten Bachelorarbeit
ein Vektor erstellt werden, welcher ein Insert des gesamten Glyoxylat-Operons enthalt
(Christiane Dieckmann, 2010). Dieser Vektor sollte es ermdglichen, die Deletions-Mutante
des gesamten Glyoxylat-Operons zu komplementieren und B. subtilis durch Einbringen
dieses Vektors dazu zu befédhigen Acetat als alleinige Kohlenstoff-Quelle zu nutzen. Fir die
Konstruktion dieses Komplementations-Vektors wurde das gesamte Glyoxylat-Operon aus
dem Chromosom von B. licheniformis MW3 mit den Primern (OE_Glyox fwd_Xbal/
OE_Glyox_rev_Xbal; siehe Tab. 111-5) amplifiziert und Uber die Schnittstelle Xbal in den
Vektor pDG148oriT kloniert. Daraus resultierte der Expressionsvektor pDG1480oriTGlyox
(Abb. 1V-23).
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Abbildung 1V-23 Plasmidkarte des Expressionsvektors fur die Komplementation des
gesamten Glyoxylat-Operons. (aus der Bachelorarbeit Dieckmann, 2010) Das gesamte
Glyoxylat-Operon wurde mit den Primern OE_Glyox_fwd Xbal/ OE_Glyox_rev_Xbal aus
B. licheniformis DSM13 amplifiziert und Gber die Schnittstelle Xbal hinter den Pgy, in den
Vektor pDG148oriT kloniert.

Der Erhalt des Glyoxylat-Konstruktes auf dem Expressionsplasmid konnte mittels
PCR mit den Primern pDG148_fwd/rev (Tab. I11-5) in den E.coli S17-1 Transformanten
nachgewiesen werden. Allerdings stellte sich heraus, dass der Vektor nicht stabil war (Abb.
IV-25). Das Konstrukt wurde bei nachfolgenden Anzuchten oder bei langerer Lagerung aus
dem Plasmid herausgeschnitten, welches die Vermutung nahe legte, dass das Glyoxylat-
Operon oder zumindest ein Teil dieses Operons lethal fir die E.coli Zellen ist
(Bachelorarbeit, Christiane Dieckmann, 2010).

Abbildung 1V-24 Darstellung der Gelelektrophorese der Kontroll-PCR mit den
Primern pDG148_fwd/ rev auf Erhalt des Expressions-Plasmids in E. coli S17-1. (aus
der Bachelorarbeit Dieckmann, 2010) In Spur 1 ist der 1 kb Marker (M) dargestellt, in
Spur 2 die positiv Kontrolle auf das Chromosom von B. licheniformis DSM13 und in den

Spuren 3-5 die E. coli-Kolonien 1, 2 und 3. Spur 3 zeigte den Erhalt des korrekten
Plasmids.
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IV.1.7.2 Untersuchungen zur Lethalitat des Glyoxylat-Operons

Zur Untersuchung, welcher Teil des Operons lethal fur E. coli ist, wurden in den
folgenden Experimenten jedes einzelne Gen und Kombinationen von Genen des Glyoxylat-
Operons in einen Expressionsvektor kloniert und anschlieBend in E. coli transformiert. Die
Konstruktion erfolgte tiber PCR-Experimente. Mit den im Methodenteil angegebenen Primern
(Tab. 1I-5), wurden das Plasmid und das entsprechende Konstrukt in je 2 Strdngen
amplifiziert und die erhaltenen PCR-Produkte dann fiir eine Fusions-PCR eingesetzt. Die
Oligonukleotide wurden mit jeweils homologen Uberhangen erstellt, so dass das erwiinschte
doppelstrangige Expressionsplasmid durch Hybridisierung der einzelnen PCR-Produkte
entstehen konnte.

Es wurde der Expressionsvektor pBAD verwendet, da der Promotor des Plasmids
pDG1480oriT nicht vollkommen dicht zu sein scheint, wodurch auch ohne Induktion mit IPTG
das Operon transkribiert wird. Das Plasmid pBAD (Abb. 1V-25) enthélt einen ,origin of
replication‘ aus dem E. coli Plasmid pBR322, ein Ampicillin-Resistenz-Gen bla, ein araC
Gen, einen Arabinose Promotor, ein rmB_term, einen ,bidirektionalen Terminator und ein
polyhis-Gen. Diser Vektor kann allerdings ausschliellich der Untersuchung der Lethalitét in

E. coli dienen, da er keinen ,Origin‘ fur Gram-positive Bakterien besitzt.

—300 4094 bps 1000

pBR322_ori

Abbildung 1V-25 Plasmidkarte des Vektors pBAD. Das Plasmid enthdlt einen “Origin’
aus dem E. coli Plasmid pBR322, ein Ampicillin-Resistenz-Gen bla, ein araC Gen, einen
Avrabinose Promotor araBAD_P, ein rmB_term und ein polyhis-Gen.
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Die Expressionsvektoren pBADHSP-Mal, pBADMal, pBADIso und pBADGIyox
konnten erfolgreich konstruiert und in E. coli transformiert werden. Uber Plasmid-Isolation
(siehe 111.2.3.4) und anschlielenden Testverdau (I11.2.4) mit EcoRlI, welches die Plasmide
linearisierte, konnte der Erhalt der jeweiligen Konstrukte in E. coli nachgewiesen werden
(Abb. 1V-26 und 1V-27).

Abbildung IV-26 Darstellung Ergebnisse der Abbildung 1V-27 Darstellung der Ergebnisse
Plasmidisolation der Expressionsvektoren. des Restriktionsverdaus der erhaltenen
Spur 1 zeigt den 1 kb Marker, Spur 2 das Plasmide mit EcoRIl. Spur 1 zeigt den 1 kb
Plasmid pBADHSP-Mal, Spur 3 das Plasmid Marker, Spur 2 das Plasmid pBADHSP-Mal,
pBADMal, Spur 4 das Plasmid pBAD, Spur 5 Spur 3 das Plasmid pBADMal, Spur 4 das
das Plasmid pBADIso und Spur 6 das Plasmid Plasmid pBAD, Spur 5 das Plasmid pBADIso
pBADGIyox. und Spur 6 das Plasmid pBADGIyox.

AnschlieBend wurden die erstellten Expressionsvektoren in einem weiteren
Wachstumsexperiment auf ihr lethales Verhalten auf E. coli getestet. Dafiir wurden die E. coli
Zellen LB-Medium und parallel in LB-Medium versetzt mit 2% Arabinose angezogen und
regelmaRig die ODgoo gemessen. Die E. coli Zellen wiesen ein vermindertes Wachstum auf,
sobald das HSP und die Malat-Synthase in Kombination auf dem mit Arabinose induzierten
Plasmid vorhanden waren (Abb. 1\VV-28, gestrichelte Linien). Die Gegenprobe ohne Induktion
durch Arabinose zeigten keine Wachstumsunterschiede im Vergleich zu dem E. coli Stamm

mit dem Ursprungsplasmid (Abb. 1V-28, durchgezogene Linien).
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Abbildung 1V-28 Darstellung der Ergebnisse der Wachstumsexperimente in LB-
Medium (durchgezogene Linien) und in LB-Medium mit 2% Arabinose (gestrichelte
Linie). Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Dargestellt ist ein reprdsentatives

Ergebnis des zeitlichen Verlaufs des Wachstum von E. coli mit den Plasmiden pBAD (+),
pBADGIyox (m), pBADMal (-), pPBADIso (e) und pPBADHSP-Mal (A).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die entsprechenden Konstrukte in den Vektor
pDG148oriT umkloniert werden. Diese erfolgte ebenfalls Uber die Konstruktion mit Hilfe der
PCR-Fusion (s.0.). Der Nachweis erfolgte (ber eine Kolonie-PCR mit den Primern
pDG148_fwd/ rev (siehe Tab. 111-5). In weiteren Arbeiten missen noch Stabilitatstests fur die
Vektoren durchgefuhrt und diese Vektoren in Bacillus konjugiert werden.

Als erweiterte Untersuchungen zum C2-Metabolismus beschaftigte sich der nédchste

Teil dieser Arbeit mit dem Acetoin- und 2,3-Butandiol-Metabolismus.

IV.1.8 Untersuchungen des Acetoin-Abbaus in B. licheniformis
DSM13

B. subtilis kann wie B. licheniformis DSM13, wéhrend des Fermentations-
prozesses, Acetoin und 2,3-Butandiol produzieren und auch anschliefend wieder
verwerten. Der Unterschied besteht aber darin, dass B. subtilis Acetoin ausschlie3lich dann
verwerten kann, wenn ihm andere Kohlenstoffquellen wie z.B. Glukose zur Verfugung

stehen. B. licheniformis DSM13 kann aber, wie im vorangegangenen Kapitel bereits
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beschrieben, Substrate wie Acetoin als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen und bendtigt
keine zusatzlichen Kohlenstoffquellen.

In B.subtilis wurden bereits Untersuchungen zur Verwertung von Acetoin
durchgefiihrt. Dabei lag der Fokus auf dem acu- und dem aco-Operon (Grundy et al.,
1993/1994; Ali et al., 2001; Silbersack et al., 2006). Die genaue Zustandigkeit dieser
beiden Operons fir die Regulation des Acetoin-Metabolismus konnte aber nicht eindeutig
geklart werden. Da B. licheniformis keine zusatzlichen Kohlenstoffquellen bendtigt,
konnten Wachstumsexperimente durchgefiihrt werden, welche eindeutige Aussagen zur
Acetoinverwertung ermoglichen konnten. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die

Funktion dieser beiden Operons in B. licheniformis DSM13 né&her untersucht.
IVV.1.8.1 Erstellen der Deletions-Mutanten des acu- und aco-Operons

Zunéchst wurden ausgewahlte Gene der beiden Operons acuABC und acoABCLR
von B. licheniformis nach der bereits beschriebenen gerichteten Mutagenese-Methode
deletiert. Bei dem acuABC-Operon wurden die Gene acuA, welches in B. subtilis fir eine
Klasse 1 Acylase kodiert (Gardner et al., 2008), acuC, welches in B. subtilis Ahnlichkeiten
zu einer Klasse 1 Histon Deacetylase besitzt und das angrenzende Gen acsA, welches in
B. subtilis fur eine Acetyl-CoA-Synthetase kodiert (Gardner et al., 2008), deletiert. Bei
dem acoABCLR-Operon wurden die Gene acoB, welches in B.subtilis fur eine
Komponente der Acetoindehydrogenase kodiert (Huang et al, 1999) und acoR, welches fiir
den transkriptionellen Aktivator des Acetoindehydrogenase Operons (aco-Operon) kodiert
(Huang et al., 1999), deletiert. Die Deletion der einzelnen Gene diente der Definition ihrer
Funktion in B. licheniformis DSM13.

Der erste Schritt fur eine ,clean deletion® war die Erstellung von, den
Deletionsbereich umgebenden Flanken fur jedes Gen. Diese erfolgte tber je zwei PCR
Reaktionen. Fur die Deletion des Gens acsA wurden die Primer acsA FA fwd BamHI/
acsA FA rev und acsA FB fwd/ acsA FB rev_EcoRl, fir das Gen acuA die Primer
acuA_FA fwd BamHI/ acuA FA rev und acuA FB_ fwd/ acuA _FB rev_EcoRl, fir das
Gen acuC die Primer acuC_FA fwd BamHI/ acuC_FA rev und acuC_FB_fwd/
acuC_FB_rev_EcoRl, fir das acoB die Primer acoB_FA_fwd_BamHI/ acoB_FA rev und
acoB_FA fwd/ acoB FB rev EcoRlI und fir das Gen acoR, die Primer
acoR_FA fwd _BamHI/ acoR_FA rev und acoR_FB fwd/ acoR_FB rev _EcoRI. Es
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entstanden fur das Gen acsA eine 657 bp grolie Flanke A und eine 1015 bp grole Flanke B,
fur das Gen acuA eine 773 bp groRe Flanke A und eine 742 bp groRe Flanke B, fiir das Gen
acuC eine 922 bp groRe Flanke A und eine 957 bp grofl3e Flanke B, flir das Gen acoB eine
729 bp grolRe Flanke A und eine 747 bp groRe Flanke B und flr das Gen acoR eine 897 bp
grol3e Flanke A und eine 771 bp grol3e Flanke B (Abb. 1V-29 und I'V-30).

Deletion_acsA acuA_Deletion Deletion acuC

)
= ==)==) 5cuC
 —] acsA acuA acuB << ¢ 1 < )
tyrS ytxE CCpA aroA
 G—
ytxE
I2000bp 4000bp 6000bp 8000bp 10000bp
| | | | | | 1 , | | 1 | | ,

Abbildung 1V-29 Physikalische Karte der Region des acu-Operons von B. licheniformis
DSM13. In dunkelgrau sind die Gene des acu-Operons, in hellgrau die umliegenden Gene
dargestellt. Die Deletion der einzelnen Gene ist in wei und die Flanken (FA und FB) in
schwarz dargestellt.

Deletion acoB Deletion acoR
[ ] I
> — —— —— Yl ——) Y —
BLi00868 acoB acoC acoL acor ;
—) yijF
acoA
2000 4000 6000

Abbildung 1V-30 Physikalische Karte der Region des aco-Operons von B. licheniformis
DSM13. In dunkelgrau sind die Gene des aco-Operons, in hellgrau die umliegenden Gene
dargestellt. Der deletierte Bereich der einzelnen Gene ist in weil3 und die Flanken (FA und
FB) in schwarz dargestellt.
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Die erstellten Flanken wurden in jeweils einer weiteren PCR zu einem
Deletionskonstrukt fusioniert. Fur das Gen acsA wurde die PCR mit den Primern
acsA FA fwd BamHI/ acsA FB rev_EcoRIl, fir das Gen acuA mit den Primern
acuA_FA fwd BamHI/ acuA FB rev _EcoRI, fir das Gen acuC mit den Primern
acuC_FA fwd BamHI/ acuC_FB rev_EcoRIl, fur das Gen acoB die Primer
acoB_FA fwd BamHI/ acoB_FB _rev_EcoRl und fir das Gen acoR mit den Primern
acoR_FA_fwd_BamHI/ acoR_FB_rev_EcoRIl (siehe Tab. Il1-4) durchgefiihrt. Dadurch
entstand fir das Gen acsA ein Deletionskonstrukt von 1672 bp, fur das Gen acuA eines von
1515 bp, fir das Gen acuC eines von 1879 bp, fur das Gen acoB eines von 1476 bp und fir
das Gen acoR eines von 1668 bp. Das jeweilige Deletionskonstrukt und das
Mutageneseplasmid pKVM1 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI/ EcoRI geschnitten
und anschlielend ,ligiert‘. Das jeweilige Deletionsplasmid wurde in E. coli transformiert und
anschlielend in B. licheniformis MW3 konjugiert. Danach erfolgten die Anzuchten, wie im
Methodenteil beschrieben (siehe 111.2.6) auf die erste und zweite Rekombination. Zur
Uberpriifung auf Erhalt der jeweiligen Deletion wurde eine PCR Reaktion mit spezifischen
Primern durchgefiihrt. Fir acsA wurden die Primer acsA_check_fwd/ acsA_check rev, fir
acuA acuA check fwd/ acuA check rev, fiir acuC die Primer acuC_check fwd/
acuC_check_rev, fur acoB die Primer acoB_check fwd/ acuB_check rev und fiir acoR die
Primer acoR_check_fwd/ acoR_check_rev (siehe Tab. I11-4) verwendet. Aus dem Gen acsA
wurden 1233 bp, aus dem Gen acuA 333 bp, aus dem Gen acuC 975 bp, aus dem Gen acoB
480 bp und aus dem Gen acoR 480 bp deletiert. Das erhaltene PCR-Produkt war jeweils um
die oben genannte Deletion kleiner als der Wildtyp, wodurch gezeigt werden konnte, dass die
Deletion in allen konstruierten Stdmmen (B. licheniformis MW3delacsA,delacuA, delacuC,
delacoB und delacoR) vorhanden war (Abb. I1V-31). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden
jeweils mit einem der entsprechenden PCR_check Primer zum Sequenzieren zu MWG-
Eurofins gegeben. Die erhaltenen Sequenzen wurden Uber BLAST Analysen mit der Sequenz
von B. licheniformis DSM13 verglichen und es stellte sich heraus, dass alle erzeugten

Deletions-Mutanten die korrekte Deletion erhalten haben (siehe Anhang).
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Y acuA acuC acsA M acoB acoR
Wt A Wt A Wt A Wt A Wt A

Abbildung 1V-31 Darstellung der Ergebnisse der PCR zur Uberpriifung der
Deletions-Mutanten des acu- und aco-Operons. Es wurden jeweils die PCR-Produkte mit
den entsprechenden Kontroll-Primern fiir jedes Gen (siehe Material und Methoden, Tabelle
I11-4) far den Wildtyp B. licheniformis MW3 und die jeweilige Deletions-Mutante
dargestellt.

Um zu Uberprufen, ob das Plasmid auch tatsdchlich nicht mehr in dem jeweiligen
Deletionsstamm vorhanden ist, wurden, wie oben bereits beschrieben, ,Southern Blot*
Analysen mit einer Sonde auf die Erythromycin-Resistenz des Plasmids (siehe Tab. 1V-2)
durchgefiihrt. Fur die Analysen wurde die DNA der jeweiligen Deletions-Mutanten aus LB-
Kulturen isoliert und davon wurde jeweils 1 pg als ,Template‘ fir die ,Southern Blot*
Analysen eingesetzt. Fur die Deletions-Mutanten konnten keine Signale fur diese Sonde
detektiert werden. Als Positivkontrolle dienten 1 pg isoliertes Plasmid pKVM1, welche ein
Signal zeigte (Abb. 1V-32). Die Ergebnisse bestétigten, dass auch bei diesen Deletions-

Mutanten das Plasmid nicht mehr vorhanden ist.
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Abbildung 1V-32 Darstellung der Ergebnisse der Southern Blot Analysen auf Verlust
des Plasmids der Deletions-Mutanten des acu- und aco-Operons. Die Sonde wurde auf
die Erythromycin-Resistenz des Plasmids gelegt (Ergebnisse 1V.1.3, Tabelle 1V-2). Es
wurden jeweils 1 pg der isolierten DNA der jeweiligen Deletions-Mutanten flr die
Southern Blot Analysen eingesetzt. Als Positivkontrolle (+) diente 1 pg isoliertes pKVML1.
Mit M ist jeweils der ,DNA Molecular Weight Marker I1I° aufgetragen, acoB steht flr die
Deletions-Mutante von acoB, acoR flir die Deletions-Mutante von acoR, acuA flr die
Deletions-Mutante von acuA, acuC fiir die Deletions-Mutante von acuC, acsA fur die
Deletions-Mutante von acsA und + fir die Positivkontrolle mit dem Plasmid pKVML1.
Keine Deletions-Mutante zeigte ein Signal fr das Plasmid.

IV.1.8.2 Charakterisierung der Deletions-Mutanten des acu- und aco-

Operons

Wie oben bereits erwahnt, ist in B. subtilis das acu- und das aco-Operon an dem
Abbau von Acetoin beteiligt (Grundy et al., 1993/4; Ali et al., 2001). B. licheniformis DSM13
ist ebenso in der Lage 2,3-Butandiol als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen, welches
vermutlich zu Acetoin abgebaut wird und anschlielend als Acetyl-CoA in den TCA-Zyklus
bzw. Glyoxylat-Zyklus einflie3t. In B. subtilis ist fir den Abbau von 2,3-Butandiol zu Acetoin
die 2,3-Butandiol-Dehydrogenase ydjL (bdhA) zustdndig (Nicholson, 2008). Ein Homolog zu
diesem Gen wurde in B. licheniformis aber bisher nicht identifiziert und deshalb wurden die
beiden Operons auch auf eine mogliche Zustandigkeit im 2,3-Butandiolabbau tberprift.

Die erzeugten Deletions-Mutanten wurden fiir die phanotypischen Untersuchungen
zunéchst in einer LB-Vorkultur tiber Nacht bei 37°C und 180 rpm angezogen. Am néchsten

Tag wurde die ODgy der Vorkultur im Photometer bestimmt und anschlielend die erste
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Passage in Minimalmedium mit der entsprechenden Kohlenstoffquelle angeimpft. Die Kultur
wurde mit einer ODgoo vVon 0,05 angeimpft und tber Nacht bei 42°C inkubiert. Zu definierten
Zeitpunkten wurde die ODgoo gemessen und graphisch aufgetragen. Zur Bestimmung eines
Phanotyps fir die Deletions-Mutanten wurde deren Wachstum mit dem des
Ausgangsstammes MW3 verglichen. Eine Beteiligung der beiden Operons am C2-
Metabolismus wurde durch die Zugabe von Acetat, Acetoin und 2,3-Butandiol als einzige
Kohlenstoffquelle in ein definiertes Minimalmedium untersucht.

Die Deletions-Mutanten von acoB (MW3delacoB) und acoR (MW3delacoR) zeigten
im Vergleich zum Ausgangsstamm MW3 in Minimalmedium mit 60 mM Acetat als einzige
C-Quelle keinen signifikanten Wachstumsunterschied (Abb. 1V-33). Fir die Deletions-
Mutante von acuA (MWa3delacuA) konnte zu Beginn ein schnelleres Wachstum gezeigt
werden, am Ende wurde aber eine geringere OD erreicht als bei dem Ausgangsstamm. Fur die
Deletions-Mutanten des acuC Gens und des acsA Gens konnte ein totaler Verlust der

Wachstumsféhigkeit mit Acetat als Kohlenstoffquelle detektiert werden.

Wachstum auf MM + 60 mM Acetat
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Abbildung 1V-33 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten im
Vergleich zum Wachstum des Wildtyps B. licheniformis DSM13 in MM + 60 mM
Acetat. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein reprasentatives
Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm zu den Messpunkten in
Stunden. Aufgetragen sind der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (e),der
Deletionsstamm des acoB Gens (A), der Deletionsstamm des acoR Gens (e), der
Deletionsstamm des acuA Gens (m),der Deletionsstamm des acuC-Gens (x) und der
Deletionsstamm des acsA-Gens (-).
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Wachstumsexperimente in  Minimalmedium mit 23 mM Acetoin als einziger
Kohlenstoffquelle zeigten, verglichen mit dem Ausgangsstamm B. licheniformis MW3
lediglich minimale, nicht signifikante Nachteile im Wachstum fiir die Deletions-Mutanten von
acuA, acuC und acsA. Die Deletions-Mutanten von acoB und acoR waren nicht mehr in der
Lage Acetoin zu verwerten. Somit scheint das aco-Operon essentiell fir den Abbau von
Acetoin zu sein (Abb. 1V-34).

Wachstum auf MM + 23 mM Acetoin
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Abbildung 1V-34 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten im
Vergleich zum Wachstum des Wildtyps B. licheniformis DSM13 in MM + 23 mM
Acetoin. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein reprasentatives
Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm zu den Messpunkten in
Stunden. Aufgetragen sind der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (#),der
Deletionsstamm des acoB Gens (A), der Deletionsstamm des acoR Gens (e), der
Deletionsstamm des acuA Gens (m),der Deletionsstamm des acuC-Gens (x) und der
Deletionsstamm des acsA-Gens (-).

Als weitere C2-Quelle flr die Wachstumsexperimente dienten 30 mM 2,3-Butandiol.
Es wird vermutet, dass 2,3-Butandiol zu Acetoin und anschlieBend zu Acetyl-CoA abgebaut
wird, um dann in den TCA- bzw. Glyoxylatzyklus zu flieRen.

Es konnte ebenfalls kein signifikanter Wachstumsunterschied zwischen dem
Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 und den Deletions-Mutanten von acuA, acuC und
acsA detektiert werden. Fir die Deletions-Mutanten von acoB und acoR konnte aber gezeigt
werden, dass sie auch auf 2,3-Butandiol nicht mehr fahig sind zu wachsen. Das zeigt, dass das
2,3-Butandiol tatséchlich tiber Acetoin zu Acetyl-CoA abgebaut wird (Abb. 1V-35).
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Abbildung 1V-35 Graphische Darstellung des Wachstums der Deletions-Mutanten im
Vergleich zum Wachstum des Wildtyps B. licheniformis DSM13 in MM + 30 mM 2,3-
Butandiol. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein reprasentatives
Ergebnis des zeitlichen Verlaufs der optischen Dichte bei 600 nm zu den Messpunkten in
Stunden. Aufgetragen sind der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 (#),der
Deletionsstamm des acoB Gens (A), der Deletionsstamm des acoR Gens (e), der
Deletionsstamm des acuA Gens (m),der Deletionsstamm des acuC-Gens (x) und der
Deletionsstamm des acsA-Gens (-).

Die Ergebnisse fur das acuC-Gen zeigten, dass dieses vermutlich an der Regulation
der acsA Expression beteiligt ist. Fur die Deletions-Mutante von acuA konnte ein leicht
besseres Wachstum auf Minmalmedium mit 60 mM Acetat beobachtet werden, was dafir
sprechen konnte, dass es an der Verminderung der Aktivitdt durch Acetylierung von acsA
beteiligt ist. Deshalb wurden zu weiteren Untersuchungen weitere Wachstumsexperimente
mit verschiedenen Substraten durchgefuhrt. Aus Microarray-Analysen von Marco Schwarzer
(Doktorarbeit, 2010) war eine Induktion des acuA Gens in einem Aminosaure-haltigen
Medium im Vergleich zu Glukose zu erkennen. Deshalb wurden Wachstumsexperimente in
Aminosdure-haltigen Medien durchgefiihrt, die allerdings ebenfalls keinen signifikanten
Phanotyp zeigten (nicht dargestellt). Auch in anderen getesteten Medien konnte Kkein
signifikanter Ph&notyp ermittelt werden. Aus B. subtilis ist aber bekannt, dass acuA dort eine
Beteiligung an der Sporulation aufweisen konnte, weshalb diese im Folgenden in zwei
verschiedenen Medien untersucht worden ist. Fur diese Experimente wurden die Deletions-
Mutante von acuA und der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 in Minimalmedium mit 23
mM Acetoin und in Schaeffer's Sporulationsmedium angezogen. Zur Detektion der

vegetativen Zellen wurden regelmélig Proben entnommen und diese ohne weitere
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Behandlung auf LB-Agar-Platten verteilt oder 2 ml Kultur wurden fir 30 min bei 85°C
aufgekocht, um die vegetativen Zellen abzutéten und auf diese Weise die Sporensuspension
zu erhalten. Diese wurde ebenfalls auf LB-Agar-Platten verteilt. Dann folgte eine Inkubation
uber Nacht bei 37°C. Am néchsten Morgen konnte die Anzahl an vegetativen Zellen und die
Anzahl an Sporen durch Auszéhlen der erhaltenen Kolonien ermittelt werden. Die Ergebnisse
wurden dann in einem Diagramm dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Sporulation
in Minimalmedium mit 23 mM Acetoin als Kohlenstoffquelle bei der Deletions-Mutante von
acuA schlechter ist, als bei dem Ausgangsstamm (Abb. 1V-36). Es wurden in diesem
Zusammenhang ebenfalls Sporulationsexperimente in Minimalmedium mit 60 mM Acetat
und mit 30 mM 2,3-Butandiol als C-Quelle durchgefiihrt. Diese zeigten aber keinen
deutlichen Phé&notyp (nicht dargestellt).

Sporulationstest auf MM + 23 mM Acetoin
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Abbildung IV-36 Darstellung der Ergebnisse des Sporulationstests in Minimalmedium
mit 23 mM Acetoin. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
reprasentatives Ergebnis. In A dargestellt ist der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3
und in m die Deletions-Mutante von acuA. Mit durchgzogenen Linien sind die vegetativen
Zellen (CFU/mI) (1. Y-Achse) und mit den gestrichelten Linien die Sporen/ml (2. Y-Achse)
aufgetragen. Auf der X-Achse sind die Messpunkte in Stunden dargestellt.
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In dem Sporulationstest in Schaeffer's Sporulationsmedium konnte eine bessere
Sporulation des Deletionsstammes B. licheniformis MWa3delacuA verglichen mit der

Sporulation des Ausgangsstammes B. licheniformis MW3 detektiert werden (Abb. 1V-37).
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Abbildung IV-37 Darstellung der Ergebnisse des Sporulationstests in Schaeffer's
Sporulationsmedium. Es wurde mit je drei Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein
représentatives Ergebnis. In A dargestellt ist der Ausgangsstamm B. licheniformis MW3
und in m die Deletions-Mutante von acuA. Mit durchgzogenen Linien sind die vegetativen
Zellen (CFU/mI) (1. Y-Achse) und mit den gestrichelten Linien die Sporen/ml (2. Y-Achse)
aufgetragen. Auf der X-Achse sind die Messpunkte in Stunden dargestellt.

IV.2 Entwicklung einer Transposonmutagenese fur die

Identifizierung weiterer Gene des C2-Metabolismus

Die Entwicklung einer Transposonmutagenese fur B. licheniformis DSM13 wadre eine
wichtige alternative Methode fiir die Untersuchung des Acetat-Stoffwechsels. Dadurch
konnten weitere, bisher unbekannte Gene dieses Metabolismus identifiziert werden.

Eine essentielle Transposonmutagenese konnte z.B. auch fir die Identifikation von
produktionsrelevanten Genen von B. licheniformis verwendet werden und wére somit
industriell bedeutsam. Die nicht-essentiellen Gene, konnten identifiziert und ausgeschaltet
werden um so mdoglicherweise die Exoenzym-Produktion zu steigern. Eine weitere
Anwendung dieser Methode konnte die Erstellung einer Transposonmutanten-Bibliothek sein,
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mit Hilfe derer viele Gene mit unbekannter Funktion untersucht und so weitere Erkenntnisse

Uber den Metabolismus von B. licheniformis DSM13 erhalten werden kdnnten.
IV.2.1  Experimente zur Bestimmung der Integrationseigenschaften

Wichtig fur eine zuféllige Transposonmutagenese ist es ein Transposon zu verwenden,
welches mdoglichst gleichmaRig verteilt in das Bakterien-Chromosom inserieren kann.
Aufgrund der nahen Verwandtschaft von B. licheniformis DSM13 zu B. subtilis (Veith et al.,
2004), wurden in dieser Arbeit Transposons getestet, welche in dieser Spezies bereits
erfolgreich verwendet worden sind. Der Fokus fiel dabei besonders auf das Tn10 Transposon
und das ,mariner’ Transposon TnYLBL1. Diese beiden Transposons wiesen in B. subtilis eine
grolRe Zufalligkeit in dem Integrationsverhalten auf (Steinmetz et al., 1994; Le Breton et al.,
2006), wodurch sie besonders Interessant fur die Anwendung in B. licheniformis DSM13
wurden.

Um zu testen, ob die beiden gewdahlten Transposons fir die Methodenentwicklung
geeignet sein konnten, beschaftigten sich die ersten Experimente mit der ldentifikation des
Integrationsverhaltens in B. licheniformis DSM13. Dafiir wurden die im Folgenden
dargestellten Plasmide verwendet, welche bereits fir B. subtilis beschrieben worden sind.

Fur die Mutagenese mit dem Tnl10-Transposon wurde das ,Shuttle-Plasmid® plC333
verwendet, welches von Steinmetz et al. (1994) fir eine zufallige Transposonmutagenese in
B. subtilis konstruiert wurde. Das Plasmid kann von E. coli auf Bacillus tiber Transformation
ubertragen werden, da es sowohl einen ,pUC19-Origin® fir E.coli als auch einen
2temperatursensitiven Origin® aus pE194 fur Gram-positive Bakterien enthdlt. Der ,Origin°
aus pUC19 ist innerhalb des Tnl0-Transposons lokalisiert, welches auf’erdem noch ein
Spectinomycin-Resistenz-Gen besitzt. Die dazugehdrige Transposase und ein Erythromycin-
Resistenz-Gen fir die Selektion in Bacillus sind ebenfalls auf dem Plasmid vorhanden (Abb.
IV-38). Die Lokalisation des ,Origin's® fur E.coli innerhalb des Transposons dient der
Identifizierung des Integrationsortes in dem Chromosom des jeweiligen Zielbakteriums. Die
eigentliche Bestimmung des Integrationsortes soll dann auf folgende Weise erfolgen: bei
Integration des Transposons ins Chromosom wird aus den erhaltenen Transposon-Mutanten
die DNA isoliert, diese mit Restriktionsendonukleasen geschnitten und anschlielend ,ligiert‘.
Die entstandenen DNA-Ringe werden anschlieBend in E. coli transformiert. Die

Transformanten enthalten die chromosomale DNA vom Zielbakterium und das in E. coli zur
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Replikation fahige Tn10-Transposon. Aus dem Transposon heraus kann dann abschlielend in
die unbekannte DNA-Sequenz des Zielbakteriums hinein sequenziert und der Integrationsort
durch anschlielende Sequenzvergleiche mit dem B. licheniformis DSM13 Genom bestimmt
werden (Steinmetz et al., 1994).
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Abbildung 1V-38 Plasmidkarte des verwendeten Transposon-Vektors plC333
(konstruiert nach den Angaben von Steinmetz et al., 1994; Informationen zum Vektor
stammen aus einer Email von Steinmetz). Der Vektor enthélt einen ,temperatursensitiven
Origin® fir Gram-positive Bakterien, eine Erm-Resistenz-Kassette, ein Tnl10-Transposon
mit einem ,pUC-Origin‘ fir E. coli und einer Spc-Resistenz und die dazugehdrige
Transposase.

Tn10 Transposon

Fur eine Transposonmutagenese in B. subtilis mit dem ,mariner’ Transposon TnYLB1
wurden von der Arbeitsgruppe um Le Breton et al. (2006) folgende drei Shuttle-Transposon-
Vektoren entwickelt.

Die Vektoren pMarA und pMarB enthalten das ,mariner’ Transposon TnYLBL,
welches wiederum ein Kanamycin-Resistenz-Gen tragt und die dazugehdrige Transposase
Himarl mit einem Sigma-induzierten Promotor. Des Weiteren besitzen beide Plasmide zwei
Antibiotika-Kassetten fur die Selektion in Bacillus und E. coli (Erythromycin-und Ampicillin-
Resistenz). Fir die Replikation in E. coli ist ein ,Origin® aus dem E. coli Plasmid pUC19
vorhanden und fir die Replikation in Bacillus ein temperatursensitiver ,Origin® aus dem
Plasmid pE194. Die beiden Vektoren, pMarA und pMarB, unterscheiden sich in zwei
Aspekten: Zum Einen enthalten sie unterschiedliche Promotoren fiir die Transposase, welche
von den Sigma-Faktoren A bzw. B erkannt werden. Des Weiteren unterscheiden sie sich in
der Richtung, in der das Transposon auf dem Plasmid lokalisiert ist (Abb. 1VV-39 und 1V-40).
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Als Kontroll-Plasmid wurde auBerdem pMarC konstruiert, welches dem Vektor
pMarA entspricht, nur dass ihm die Transposase fehlt, wodurch das Transposon nicht in der
Lage ist ins Chromosom zu integrieren (Abb. 1V-41).

Die ldentifikation der Integrationsorte erfolgt anders als bei dem Tn10-Vektor,
pIC333, da bei den ,mariner* Transposon-Vektoren der ,Origin‘ fur E. coli auf dem Plasmid
und nicht im Transposon selbst liegt. Zun&chst wird die DNA aus den entsprechenden
Transposon-Mutanten ebenfalls isoliert, mit Restriktionsendonukleasen verdaut und
anschlieend ,ligiert’. Die erhaltenen ringférmigen DNA-Molekiile werden anschlieBend fir
eine ,inverse PCR-Methode‘ (siehe 111.2.7.1) eingesetzt. Bei dieser Methode werden die
Primer so konstruiert, dass sie aus dem Transposon heraus in die flankierende, genomische
Sequenz des Bakteriums amplifizieren. Das erhaltene PCR-Produkt besteht aus dem
Transposon und den flankierenden kurzen DNA-Sequenzen von B. licheniformis. Eine
anschlielende Sequenzierung dieses PCR-Produktes erfolgt mit einem Primer, der aus dem
Transposon heraus in die unbekannte DNA-Sequenz amplifiziert (Le Breton et al., 2006).
Anschliel’end erfolgen Sequenzvergleiche mit dem B. licheniformis DSM13 Genom, um den

exakten Integrationsort bestimmen zu kénnen.
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Abbildung V-39 Plasmidkarte des verwendeten Transposon-Vektors pMarA (Le
Breton et al., 2006). Der Vektor tragt den temperatursensitiven ,Origin‘ fiir Gram-positive
Bakterien (repG+ts), eine Erm- und Amp-Resistenz-Kassette, einen ,Origin‘ fur E. coli, das
,mariner Transposon TnYLB1 mit einer Kan-Resistenz, die Transposase Himarl und der
entsprechende Promotor PA. PA wird von dem Sigmafaktor A erkannt.
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Abbildung IV-40 Plasmidkarte des verwendeten Transposon-Vektors pMarB (nach
Sequenzierung von Michael Rachinger). Der Vektor tragt den temperatursensitiven ,Origin°
fir Gram-positive Bakterien (repG+ts), eine Erm- und Amp-Resistenz-Kassette, einen
,Origin® fiir E. coli, das ,mariner: Transposon TnYLB1 mit einer Kan-Resistenz, die
Transposase Himarl und den entsprechenden Promotor PB. PB wird von dem Sigma-
Faktor B erkannt.

KanR

ErmR
AN

7

6000 1000

pMarC
— 5000 6875 bps 2000

repG+ts 4000 3000

Amp

Abbildung IV-41 Plasmidkarte des verwendeten Transposon-Vektors pMarC (Le
Breton et al., 2006). Der Vektor tragt den temperatursensitiven ,Origin® fiir Gram-positive
Bakterien (repG+ts), eine Erm- und Amp-Resistenz, einen ,Origin‘ fir E. coli und das
,mariner¢ Transposon TnYLB1 mit einer Kan-Resistenz. Dieser Vektor besitzt allerdings
keine Transposase.

Die zuféllige Integration des Transposons in das Chromosom ist fir die Entwicklung
der ungerichteten Mutagenese-Methode essentiell. Deshalb wurde in den ersten Experimenten

die Haufigkeit und Spezifitat der Integration des jeweiligen Transposons in das Chromosom
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von B. licheniformis MW3 untersucht, um das geeignete Transposon flr die Methoden-
Entwicklung identifizieren zu kénnen.

Die Plasmide, pIC333, pMarA, pMarB und pMarC wurden (Uber Protoplasten-
transformation (siehe 111.2.7.2.1) in B. licheniformis MW3 eingebracht. Flr diese Art der
DNA-Ubertragung wurden die B. licheniformis Zellen vor Beginn der Transformation durch
die Zugabe von Lysozym protoplastiert, d.h. die Zellwand wurde abgedaut. Mikroskopische
Beobachtungen zeigten, dass die Bakterien in Folge dessen rund erschienen. Es ist daher eine
besondere Vorsicht im Umgang mit den Protoplasten nétig, d.h. es darf nicht ,gevortext’
werden und auch die Geschwindigkeit des Schittlers sollte wahrend der Protoplastierung
lediglich maximal 100 rpm betragen. Bei einem Protoplastierungsgrad von 85-90%, welcher
unter dem Mikroskop kontrolliert worden ist, wurden die Zellen, wie in Material und
Methoden beschrieben (siehe 111.2.7.1), transformiert.

Die Ergebnisse der Transformationen zeigten, dass die Effizienz pro pug eingesetzter
DNA nicht sehr gut war (Tab. 1V-5). Fir den Vektor pMarA wurden die meisten
Transformanten erhalten (40 Transformanten/ pg DNA), flr die Vektoren pIC333 und pMarB
die gleiche Anzahl an Transformanten (12 Transformanten/ ug DNA) und flr den Vektor
pMarC wurden lediglich 2 Transformanten pro pug DNA erhalten. Als Negativ-Kontrolle
wurde der unbehandelte B. licheniformis MW3 auf Selektivplatten mit 5 pg/pl Erythromycin
aufgebracht. Das Ergebnis zeigte, dass der verwendete B. licheniformis Stamm MW3 von
Natur aus keine Resistenz gegen Erythromycin aufwies. Bei mehreren Reproduktionen der
Protoplastentransformation zeigte sich, dass der Erhalt von Transformanten nicht bei jeder

Durchfihrung die Regel war.

Tabelle 1V-5 Darstellung der Ergebnisse der Protoplasten-PEG-Transformation. Gezeigt
sind der verwendete Stamm, das jeweilige Plasmid und die Anzahl der Transformanten pro pg

DNA.
Verwendeter Stamm mit Plasmid Anzahl an Transformanten/pg DNA
B. licheniformis MW3 + pMarA Ca. 40
B. licheniformis MW3 + pMarB 12
B. licheniformis MW3 + pMarC 2
B. licheniformis MW3 + pIC333 12
B. licheniformis MW3 (neg. Kontr.) 0
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Im n&chsten Schritt wurden die Transformanten auf den Erhalt des korrekten Plasmids
Uberprift. Die Plasmidisolation aus den Transformanten wurde nach dem in Material und
Methoden beschriebenen Protokoll durchgefiihrt (siehe 111.2.3.5), wodurch das Vorliegen der
Plasmide in B. licheniformis MW3 bestétigt werden konnte. Zum Nachweis des Erhaltes der
korrekten Plasmide schloss sich ein Restriktionsverdau an. Dieser erfolgte fur die Plasmide
pMarA, pMarB und pMarC mit dem Restriktionsenzym EcoRI, wodurch fiir pMarA und
pMarB, wie erwartet, jeweils ein Restriktionsmuster von 2,8 und 5,4 kb erhalten wurde. Fur
das Plasmid pMarC konnte das erwartete Restriktionsmuster von 2,8 und 4 kb nachgewiesen
werden werden. Der Vektor plC333 wurde mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut,
wodurch, wie erwartet, ein Bandenmuster von ca. 2,2 und 6 kb entastanden ist.

Nach Bestatigung des Vorhandenseins des korrekten Plasmids wurden von den
erhaltenen Transformanten von pMarB und plC333 (schlechte Transformationsrate)
,Southern-Blot° Analysen (Abb. 1V-43) durchgefiihrt, um das Integrationsverhalten des
jeweiligen Transposons analysieren zu kénnen. Das Plasmid pMarB wurde gewéhlt, da es laut
LeBreton (2006) aufgrund der Erkennungsstelle fir Sigma B am Promotor der Transposase
Himarl fir Bacillen am besten geeignet sein soll. Fir die ,Southern Blot® Analysen wurden
jeweils Transformanten verwendet, welche noch das replizierende Plasmid enthielten. Das
bedeutet, dass das Transposon in mehreren Kopien pro Bakterienzelle enthalten sein und
mehrfach in das Chromosom inseriert haben kdénnte. Durch die Verwendung dieser
Transposon-Integranten konnte festgestellt werden, ob die getesteten Transposons zuféllig in
das Chromosom integrieren oder ob sie spezifische Orte im Genom bevorzugen. Dafiir wurde
die DNA der entsprechenden Transformanten isoliert, mit EcoRI vollstdndig verdaut und
anschlielend fir den ,Southern Blot® (siehe 111.2.14) in einer Konzentration von 1 pg/ ml
eingesetzt. Fur die Erstellung der Sonde wurden spezifische Primer flr das entsprechende
Transposon (Tn10_fwd/ Tnl0_rev bzw. TnYLB1_fwd/ TnYLB1_rev, Tab.ll11-3) gewéhlt und
fir eine PCR-Reaktion mit 100 ng Plasmid-DNA und DIG dNTP's verwendet. Zur
Hybridisierung wurden 100 nmol der jeweiligen Sonde eingesetzt (Tab. 1V-6).
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Tabelle 1V-6 Sequenz der verwendeten Sonden fur die Southern Blot Analysen.

Name

Sequenz

Sonde_Tn10

5-AAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACG
CGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCT
CAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATC
TTCACCTAGATCCTTTTGACTCTAGAGGATCGATCTGTATAATAAAGAATAATTATTA
ATCTGTAGACAAATTGTGAAAGGATGTACTTAAACGCTAACGGTCAGCTTTATTGAA
CAGTAATTTAAGTATATGTCCAATCTAGGGTAAGTAAATTGAGTATCAATATAAACT
TTATATGAACATAATCAACGAGGTGAAATCATGAGCAATTTGATTAACGGAAAAATA
CCAAATCAAGCGATTCAAACATTAAAAATCGTAAAAGATTTATTTGGAAGTTCAATA
GTTGGAGTATATCTATTTGGTTCAGCAGTAAATGGTGGTTTACGCATTAACAGCGAT
GTAGATGTTCTAGTCGTCGTGAATCATAGTTTACCTCAATTAACTCGAAAAAAACTA
ACAGAAAGACTAATGACTATATCAGGAAAGATTGGAAATACGGATTCTGTTAGACC
ACTTGAAGTTACGGTTATAAATAGGAGTGAAGTTGTCCCTTGGCAA-3

Sonde_
TnYLB1

5-CTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTG
TGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTT
GAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG
GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAA
CTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTAC
CTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGG
TGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGG
GATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAA
ATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCA
ATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTT
GCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGG-3

Die Ergebnisse der ,Southern-Blot® Analysen einiger Transformanten, die den
replizierenden Tnl10-Vektor plC333 enthielten, zeigten bei einer von 12 getesteten
Transformanten ein einzelnes Signal fur die Integration des Transposons in das Chromosom
von B. licheniformis MWS3, bei den restlichen 11 Proben konnte keine Insertion nachgewiesen
werden. Die positiv Kontrolle auf das Plasmid plC333 zeigte das gewinschte Signal (nicht
dargestellt). Es scheint als habe das Transposon unter den getesteten Bedingungen nicht ins
Chromosom integriert.

Die ,Southern-Blot® Analysen der Transformanten, die den replizierenden Vektor
pMarB enthielten, zeigten dagegen bei jeder einzelnen der 12 getesteten Proben mehrfache
Signale von unterschiedlichen GroRen. Daraus konnte geschlossen werden, dass die

Integration des Transposons an unterschiedlichen Stellen im Chromosom von B. licheniformis

MW3 erfolgt ist (Abb. 1V-42).
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Abbildung 1V-42 Darstellung des Ergebnisses der Southern-Blot-Analysen von
B. licheniformis MW3 pMarB-Transformanten. In den Spuren 1-4, 6-9, 11-14 ist das
Ergebnis fir die Transformanten 1-12 dargestellt, in den Spuren 5 und 10 sind jeweils die
Marker aufgetragen.

Diese ersten Ergebnisse identifizierten das ,mariner® Transposon TnYLB1 als das
geeignetere Transposon fir die Mutagenese-Methode in dem Bakterium B. licheniformis
DSM13. Deshalb wurde in den folgenden Experimenten ausschlieBlich das ,mariner
Transposon TnYLB1 verwendet.

Um die Integration des Transposons und den Verlust des Plasmids zu fordern,
wurden die pMarA, und -B Transposon-Integranten aus weiteren Ansdatzen in NB-
Flussigmedium 0.N. bei der restriktiven Temperatur von 37°C angezogen, bei der das
Plasmid, aufgrund des temperatursensitiven ,Origin’s‘, nicht mehr in der Lage ist zu
replizieren. Um das Uberleben des Bakteriums auf den Antibiotika-Platten zu sichern ist das
Bakterium unter den gegebenen Bedingungen gezwungen das Transposon zu integrieren. Die
Bakterienzellen, welche das Transposon integriert haben, sind in der Lage auf dem
Kanamycin-haltigen Nahrmedium zu wachsen und wurden am folgenden Tag auf NB und
NB+Kan-Platten ausplattiert und Gber Nacht bei 50°C inkubiert. Anschlielend erfolgte eine
parallele Ubertragung der erhaltenen Kolonien auf NB-Agar-Platten mit 50 pg/ ml
Kanamycin und NB-Agar-Platten mit 5 pg/ ml Erythromycin. Diese wurden anschlieend
erneut Uber Nacht bei 50°C inkubiert, um auf den Verlust des Plasmids zu selektieren.
AusschlieBlich Kolonien, welche nur auf Kan-Platten wuchsen, haben das Plasmid verloren

und das Transposon integriert. Zur Uberpriifung auf den Verlust des Plasmids und den Erhalt
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des Transposons wurde im Anschluss eine Kolonie-PCR mit den Primern pMarB_fwd/rev
und TnYLBL1_fwd/rev durchgefiihrt (Abb. [1V-43/ 44). Auf den NB-Agar-Platten mit 50
pg/ml Kanamycin wurden keine Kolonien mit dem pMarC Vektor erhalten, da das
Transposon ohne Transposase nicht ,springen konnte und das Bakterium somit keine

Resistenz gegen dieses Antibiotikum erhalten konnte.

+ 12345 65M: 1 2884 56

Abbildung 1V-43 Darstellung der PCR auf den Verlust des Plasmids und die
Integration des Transposons fur die Mutagenese mit pMarA. Links des 1 kb Markers
sind die Ergebnisse der Kolonie-PCR fir verschiedenen Transposon-Mutanten mit den
Primern Erm_fwd/ rev fir den Nachweis der Erm-Resistenz dargestellt, rechts die
Ergebnisse der Kolonie-PCR mit den Primern TnYLB1_fwd/ rev fir den Nachweis des
Transposons.
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Abbildung 1V-44 Darstellung der PCR auf den Verlust des Plasmids und die
Integration des Transposons fur die Mutagenese mit pMarB. Links des 1 kb Markers
sind die Ergebnisse der Kolonie-PCR fir verschiedenen Transposon-Mutanten mit den
Primern Erm_fwd/ rev flr den Nachweis der Erm-Resistenz dargestellt, rechts die
Ergebnisse der Kolonie-PCR mit den Primern TnYLB1_fwd/ rev fiir den Nachweis des
Transposons.

Die Ergebnisse der PCR Reaktionen zeigten, dass bei den getesteten Kolonien die

PCR auf die Erythromycinresistenz des Plasmids (Erm_fwd/ ERm_rev) keine Produkte
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lieferte und diese demnach nicht mehr vorhanden war. Fir die PCR mit Transposon-
spezifischen Primern (TnYLB1_fwd/ rev) wurden aber Produkte erhalten, wodurch gezeigt
werden konnte, dass das Transposon ins Chromosom von B. licheniformis MW3 integriert
haben und das Plasmid verloren gegangen sein muss.

Um den Integrationsort im Chromosom zu bestimmen, wurde aus den Transposon-
Integranten die DNA isoliert, diese mit EcoRI verdaut und mit einer T4-Ligase zu kleinen
DNA-Ringen ,ligiert‘. Diese dienten dann in einer darauffolgenden ,inversen PCR-Reaktion°
(siehe 111.2.7.1) als ,Template‘. Als Primer wurden Oligonukleotide (pMarA_1/ pMarA_2)
ausgewahlt, die aus dem Transposon heraus in die unbekannte DNA-Sequenz amplifizieren.

Bei 5 getesteten Transposon-Integranten wurden drei verschiedene Grofien von PCR-
Produkten erhalten (Abb. 1V-45).

M1 2 26 31 32

Abbildung IV-45 Darstellung der Ergebnisse der ,inversen PCR¢ von fiinf verschieden
,mariner¢ Transposon-Integranten. M zeigt den 1 kb Marker, und die folgenden Spuren
die unterschiedlichen PCR-Produkte der Transposon-Mutanten mit den Primern pMarA_1/
pMarA_2.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlieBend mit Hilfe des Qiagen PCR
Purification Kits aufgereinigt und mit einem Primer, der aus dem Transposon heraus in die
unbekannte DNA-Sequenz amplifiziert (pMarA_1 bzw. pMarA_2) zum Sequenzieren zu der
Firma MWG Eurofins Operon (Ebersberg, Deutschland) geschickt. Die Ergebnisse der
Sequenzierung zeigten eine bevorzugte Integration in 16S- oder 23S rRNA-Bereiche (Tab.
IV-7). Es konnte aber auch sein, dass die getesteten Transposon-Mutanten zuféllig
Integrationen in die 16S bzw. 23SrRNA zeigten, da diese in sehr vielen Kopien in
B. licheniformis DSM13 vorliegt.
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Tabelle 1V-7 Ergebnisse der Sequenzierung der ‘mariner’ Transposon-Integranten.
Dargestellt sind die Transposon-Mutante benannt nach dem Plasmid, mit der die
Konstruktion erfolgte und der Ort der Integration.

Name Integrationsort

pMarA 1 rRNA 16S
pMarA_2 Intergenische Region zwischen ybaN (plysaccharid deacetylase) und rRNA 16S
pMarA 31 rRNA 23S

pMarA_32 rRNA 23S

Es konnten lediglich flinf Integranten mit der PCR-Methode untersucht werden, da die
,inverse PCR* oder die Sequenzierung nicht zuverlassig Ergebnisse lieferte und insgesamt nur
wenige Transposon-Integranten erhalten wurden. Der Grund dafiir lag unter anderem an der
schlechten Transformationseffizienz der Transposon-Vektoren (ber die Protoplasten-
transformation. Deshalb wurden unterschiedliche Transformationsmethoden getestet, wie z.B.
eine Modifikation der Protoplastentransformation (nicht dargestellt, diese Arbeit), die
Protoplasten-Elektroporation (nicht dargestellt, diese Arbeit), die Elektroporation
(Dissertation, Michael Rachinger, 2010), eine Modifikation der Hitzetransformation (nicht
dargestellt, diese Arbeit) und letztendlich noch die Konjugation (Michael Rachinger et al.,
2011). Mit allen Methoden wurden Transformanten erhalten, die Ergebnisse waren aber selten
reproduzierbar. Lediglich die Elektroporations- und die Konjugationsergebnisse konnten
erfolgreich reproduziert werden, wobei die besten Ergebnisse mit der Konjugation erzielt
worden sind (Dissertation, Michael Rachinger, 2010). Deshalb wurde mit der Konjugation als
Ubertragungsmethode fortgefahren und es wurden konjugative TnYLB1 Vektoren erstellt,
pMB1 und pMB2.

IV.2.2 Konstruktion der konjugativen Transposon-Vektoren pMB1
und pMB2

Als Ausgangsvektoren fur die Konstruktion des ,mariner® Transposon-Vektors pMB1
dienten zum einen der Mutagenesevektor pKVM1 (Rachinger et al., 2011) und zum anderen
der Transposon-Vektor pMarB (Le Breton et al., 2006).
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Fur die Erstellung des konjugativen Transposon-Vektors wurde das Plasmid pKVM1
mit EcoRI und BamHI in einem Doppelverdau linearisiert und anschlieRend flr die weitere
Konstruktion verwendet. Aus dem Plasmid pMarB wurde parallel mit den Primern
TnYLB1Himarl_fwd_EcoRI und TnYLB1Himarl rev_BamHI die Transposase Himarl mit
dem Promotor PB und das Transposon TnYLB1 per PCR amplifiziert. Das erhaltene Fragment
wurde anschlieBend mit den Enzymen EcoRI und BamHI verdaut und anschlieend mit dem
linearisierten  Vektor pKVM1 | ligiert’. Es folgte eine Transformation des
,Ligationsproduktes in E.coli und eine Uberpriifung des konstruierten Vektors durch
Plasmidisolation und einen sich anschlieenden Testverdau iber EcoRI/ BamHI. Es resultierte
der konjugative ,mariner® Transposon-Vektor pMB1 (Abb.IV-46).

Als weitere Alternative wurde zusatzlich ein Vektor konstruiert, der den ,Origin‘ fir die
Replikation in Bacillus nicht mehr enthélt, wodurch z.B. mdgliche mehrfache Insertionen des
Transposons vermieden werden kdnnen. Die Konstruktion erfolgte aus dem neu konstruierten
Plasmid pMB1, welches mit dem Enzym Pacl verdaut wurde, um den temperatursensitiven
,Origin‘ herauszuschneiden. Das gréRere Fragment des Vektors wurde aus einem Agarosegel
ausgeschnitten und anschlieBend mit sich selbst ,ligiert’. Auf diese Weise entstand das
Suizid-Transposon-Plasmid, pMB2. Mit Hilfe dieses Plasmids sollten potentielle mehrfache
Insertionen vermieden werden, da der erhaltene Vektor, pMB2, in Bacillus nicht replizieren

kann und das Transposon somit voraussichtlich weniger hdufig in das Chromosom integriert.
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Abbildung 1V-46 Darstellung des Transposon-Vektors pMB1. Die Transposase samt
Promotor und das Transposon wurden per PCR aus pMarB amplifiziert und in den
Mutagenese-Vektor pKVML1 in die MCS eingebracht.
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Die ,Ligations-Produkte‘ der konstruierten Plasmide pMB1 und pMB2 wurden in den
E. coli Stamm S17-1 transformiert und aus den erhaltenen Transformanten anschlieend das
Plasmid isoliert. Der Erhalt des korrekten Plasmids pMB1 wurde dann mit den
Restriktionsenzymen EcoRI/ BamHI auf den Erhalt der Transposase und des Transposons in
einem Doppelverdau Gberprift. Es wurde das erwartete Restriktionsmuster von 10,3 und 2,9

kb erhalten und somit den Erhalt des korrekten Plasmids bestatigt (Abb. 1V-47).

f 2t XX

Abbildung 1V-47 Darstellung der Ergebnisse des Restriktionsverdaus des isolierten
Plasmids pMB1 mit den Restriktions-Enzymen EcoRI/ BamHI. Die Ergebnisse zeigten
den Erhalt des erwarteten Restriktionsmusters von 10,3 und 2,9 kbp und bestétigten damit
den Erhalt des korrekten Plasmids.

Das Plasmid pMB2 wurde Uber einen Testverdau mit dem Restriktionsenzym Pstl
Uberprift. Das Plasmid 6 zeigte das erwartete Restriktionsmuster von 996 bp, 1.3 kb, 2.4 kb,
2.7 kb und 4.7 kb(Abb.IV-48).

Abbildung 1V-48 Darstellung der Ergebnisse des Restriktionsverdaus des erstellten
Plasmids pMB2 mit dem Restriktionsenzym Pstl. Das Plasmid 6 zeigte das korrekte
Restriktionsmuster von 996 bp, 1.3 kb, 2.4 kb, 2.7 kb und 4.7 kb und enthielt somit das
Plasmid pMB2.
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IV.2.3 Entwicklung eines Protokolls zur Mutagenese

IV.2.3.1 Mutagenese-Prozedur 1

Die erfolgreich konstruierten ,mariner‘ Transposon-Vektoren pMB1 und pMB2
wurden in einer ersten Prozedur der Mutagenese tber Konjugation in B. licheniformis MW3
eingebracht. Die Konjugation erfolgte entsprechend dem im Material- und Methodenteil
beschriebenen Protokoll (siehe 111.2.8.2.2) bei 30°C. Die Selektion auf Erhalt des Plasmides
erfolgte parallel auf LB-Agar-Platten mit 50 pg/ ml Kanamycin und NB-Agar-Platten mit 5
pg/ ml Erythromycin. Die Inkubation erfolgte Giber Nacht bei der permissiven Temperatur von
30°C, bei der das Plasmid replizieren kann. Der Erhalt des Plasmids und des Transposons
konnte durch das Wachstum der erhaltenen Konjuganten auf beiden Selektivplatten bestatigt
werden. Fir die Selektion auf die Integration des Transposons und den Verlust des Plasmids
wurden 100 pl der Bakteriensupension auf LB-Platten mit 50 pg/ ml Kanamycin aufgetragen
und Uber Nacht bei der ,restriktiven‘ Temperatur von 50°C inkubiert. Bei dieser Temperatur
kann das Plasmid aufgrund seines temperatursensitiven ,Origin’s‘ nicht mehr replizieren,
wodurch das Transposon ,springen® muss, um das Uberleben des Bakteriums zu
gewahrleisten. Die potentiellen Transposon-Mutanten wurden erfolgreich auf den Verlust des
Plasmids und den Erhalt des Transposons per PCR mit transposon- (TnYLBZ1_ fwd/
TnYLB1 rev) und plasmid-spezifischen (Erm_fwd/ Erm_rev) Primern getestet. Bei Verlust
des Plasmids wurde aus den entsprechenden Kolonien DNA isoliert und anschlieBend 5 pg
dieser mit dem Restriktionsenzym Hincll verdaut. 2 pg der vollstdndig geschnittenen DNA
wurden ,Southern-Blot‘-Analysen mit 100 nmol einer Sonde (siehe Tab. IV-6) auf die
Kanamycin-Resistenz des Transposons (verwendete Primer fir die Sondenherstellung:
TnYLB1 fwd/ TnYLB1_rev; siehe 111-2.14) durchgefihrt, um die H&aufigkeit und die

Zufalligkeit der Integration des Transposons bestimmen zu kénnen (Abb. 1V-49).

116



Ergebnisse

2I}/llblo 11 12 +

pMB2
M 5 6 7 8 M 9 10 11 12

21kb 21kb

Abbildung IV-49 Darstellung der Ergebnisse der Southern-Blot-Analysen der pMB1
bzw. pMB2-Transformanten von B. licheniformis MW3. Zur Detektion diente das DIG-
PCR Produkt der Kanamycin-Resistenz des Transposons. Die DNA der Transposon-
Integranten wurde isoliert und mit dem Restriktionsenzym Hincll vollstdndig geschnitten
und 2 pg als ,Template® fur den Southern Blot eingesetzt. Der obere Teil des Blots zeigt in
den Spuren 1-12 die Ergebnisse fir einzelne mit pMB1 erhaltenen Transposon-Mutanten
und als positiv Kontrolle den Vektor pMB1. Der untere Teil zeigt die Ergebnisse flr
einzelne mit pMB2 erhaltenene Transposon-Mutanten 1-12. In den Spuren, die mit M

gekennzeichnet sind, sind jeweils die Marker (,DIG-labeled Marker Il1, Roche)
aufgetragen. Die Klone 3, 6, 9 und 12 weisen ausschlieBlich eine einzelne Insertionsstelle
aufweisen.

Fur den Vektor pMB1 (oberer Teil des Bildes, Abb. 1\VV-49) konnten haufig mehrfache
Insertionen des Transposons an verschiedenen Orten im Chromosom von B. licheniformis
detektiert werden. Es konnten aber auch drei vermeintliche Transposon-Mutanten mit
einzelnen Transposon-Insertionen an verschiedenen Orten identifiziert werden. Der Vergleich
mit der positiv Kontrolle zeigte, dass die erhaltenen Signale flr die Integration nicht auf
derselben Hohe lagen wie flr das Plasmid selbst und das Transposon somit ins Chromosom
integriert haben muss (Abb. 1VV-49, oben).

Fir den Vektor pMB2 konnten ebenfalls mehrfache Integrationen nachgewiesen

werden, allerdings war die Haufigkeit der Integration geringer und auch weniger zufallig als
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mit dem pMB1-Vektor. Es war sehr hdufig ein Signal in derselben Hohe, wie bei der positiv
Kontrolle zu erkennen, die fiir eine Integration des gesamten Plasmids in das Chromosom
sprechen konnte. Unter Verwendung dieses Vektors konnte lediglich eine Einzel-Integration
des Transposons in das Chromosom identifiziert werden.

Fur die Identifizierung der Integrationsorte des Transposons wurde eine ,Inverse-PCR*
durchgefiihrt (siehe 111.2.7.1), deren Produkt zur Sequenzierung gegeben werden sollte, um
eine Sequenz der DNA zu erhalten, welche dem Transposon benachbart ist und somit den
Integrationsort darstellt. Die bereits isolierte Transposon-Mutanten-DNA wurde mit dem
Restriktionsenzym Hincll verdaut, welches mehr als 1000 Schnittstellen im Chromosom von
B. licheniformis aufweist. Dadurch entstanden kleine lineare DNA-Fragmente, welche in einer
sich anschlielenden ,Ligation® zu kleinen DNA-Ringen fusioniert wurden, wovon einer oder
mehrere, je nach Haufigkeit der Transposon-Integration, das Transposon trugen. Diese DNA-
Ringe dienten in einer sich anschliefenden PCR-Reaktion mit den Primern pMarA 1/
pMarA_2, welche vom Transposon aus in die unbekannte genomische DNA-Sequenz
amplifizieren, als ,Template‘. Die Ergebnisse dieser PCR-Reaktion bestétigten die Ergebnisse
der Southern Blot Analysen. Fur jede getestete potentielle Transposon-Mutante waren
mehrere PCR-Produkte zu erkennen, welche die mehrfachen Integrationen des Transposons
bestatigten (Abb. 1VV-50). Die Ergebnisse konnten aber auch dafiir sprechen, dass nicht nur die
einzelnen DNA-Molekile mit sich selbst ,ligiert® haben, sondern dass auch die einzelnen
Fragmente miteinander ,ligiert® haben kénnten. Eine Identifizierung der Integrationsorte tiber
eine Sequenzierung konnte aufgrund der mehrfachen Produkte je PCR-Reaktion nicht
durchgefiihrt werden. Deshalb wurde das Protokoll fiir die Mutagenese veréndert, um

mehrfache Insertionen und eine mogliche Integration des Plasmids zu vermeiden.
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Abbildung IV-50 Darstellung der Gelelektrophorese der Ergebnisse der ,Inverse-PCR* mit
100 ng ,Ligationsprodukt¢ des DNA-Verdaus mit den Primern pMarA_1/ pMarA_2.
Dargestellt sind die Ergebnisse fiir die Klone 1-12 der pMB1-Transposon-Mutanten und die fiir die
Klone 1-12 der pMB2-Transposon-Mutanten. In der ersten Spur in der 1 kb-DNA-Marker
aufgetragen.

IV.2.3.2 Mutagenese-Prozedur 2

Bei der Prozedur 2 wurden die Plasmide, wie in Prozedur 1, tber Konjugation bei
30°C in B. licheniformis MW3 eingebracht (siehe 111-2.8.2.2). Bei Erhalt des korrekten
Plasmids erfolgte eine Selektion auf den Verlust des Plasmids und die Integration des
Transposons bei den verschiedenen Temperaturen 37°C, 42°C bzw. 50°C in Flussig-LB-
Medium ohne Selektionsdruck, um die optimale Temperatur zu definieren, bei der einfache
Transposon-Integrationen erfolgen. 100 ul der Bakterienkultur wurden anschlieBend auf LB-
Platten mit 50 pg/ml Kanamycin ausplattiert und bei 37°C/42°C bzw. 50°C inkubiert. Diese
wurden auf den Verlust des Plasmids und den Erhalt des Transposons mit einer PCR mit
transposon- (TnYLB1_fwd/ TnYLB1_rev) und plasmid-spezifischen (Erm_fwd/ Erm_rev)
Primern getestet. Bei Verlust des Plasmids wurde aus den entsprechenden Kolonien DNA
isoliert, 5 pg dieser mit EcoRI geschnitten und damit parallel eine ,Vectorette-(Bubble-) PCR®
(siehe 111.2.5.2) und eine Subklonierung durchgefiihrt, um die Integrationsorte des
Transposons zu bestimmen.

Die Produkte der ,Vectorette-(Bubble-)-PCR* wurden anschlieend zum Sequenzieren

an die Firma MWG Eurofins Operon (Ebersberg, Deutschland) geschickt und anschlieRend
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mit BLAST ausgewertet. Die Ergebnisse der ,Vectorette-(Bubble-)-PCR* zeigten eine
Integration des Transposons an drei verschieden Orten im Chromosom (Tab. IV-7).

Die Identifizierung Uber eine ,Subklonierung® wurde als Alternative durchgefuhrt, da
sowohl die ,Inverse-PCR* (IPCR) als auch die ,Vectorette-PCR‘ keine zuverlédssigen
Ergebnisse lieferten. Fir diese ,Subklonierung® wurde der E. coli Vektor pUC19 und die
DNA der erhaltenen Transposon-Mutanten mit EcoRI verdaut und anschlieRend ,ligiert‘. So
entstand ein Vektor, der das Transposon und die angrenzende unbekannte DNA-Sequenz von
B. licheniformis enthielt, in die das Transposon integriert hat. Dieses Plasmid wurde
anschlielend in E. coli transformiert, wobei die Selektion auf LB-Patten mit 100 pg/ ml
Ampicillin und 50 pg/ ml Kanamycin erfolgte. Durch diese Selektion konnten die E. coli
Transformanten identifiziert werden, welche sowohl das pUC19 Plasmid als auch das
Transposon enthielten. Fur die Identifizierung des Integrationsortes des Transposons in das
B. licheniformis Genom wurde aus den erhaltenen Transformanten das Plasmid isoliert und
dieses mit einem Transposon-Primer (pMarA-1), der aus dem Transposon heraus in den
unbekannten DNA-Bereich liest, zum Sequenzieren zu der Firma MWG Eurofins Operon
(Ebersberg, Deutschland) gegeben. Uber BLAST-Vergleiche der erhaltenen Sequenz mit dem
Genom von B. licheniformis DSM13 konnten die Orte der Integration identifiziert werden.

Die Ergebnisse der Subklonierung zeigten bereits nach der Plasmidisolation aus E. coli
verschiedene GroRen der in den Transformanten enthaltenen Plasmide (Abb. 1V-51) und lief}
auf das Vorhandensein unterschiedlicher Genomabschnitte in unterschiedlichen Grolien in das

Plasmid vermuten.

M 141.213 2425 26 2721221329210

10kb

Abbildung IV-51 Darstellung der Agorosegelelektrophorese der Plasmidisolation der
Subklonierung der Transposon-Integranten. In den Spuren 1-11 sind verschiedene
Plasmide der Subklonierung von unterschiedlichen Transposon-Integranten dargestellt.
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Die erhaltenen isolierten Plasmide wurden dann unter Verwendung des oben
genannten Primers (pMarA_1), bei der Firma MWG Eurofins Operon (Ebersberg,
Deutschland) sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzvergleiche der erhaltenen Sequenz mit
der Sequenz von B. licheniformis zeigten bei den getesteten Transposon-Mutanten eine
Integration an drei verschiedenen Orten im Chromosom von B. licheniformis MW3 (Tab. 1V-
8).

Tabelle IV-8 Darstellung der Ergebnisse zur Bestimmung des Integrationsortes der

Transposon-Integranten der Prozedur 2. Bei sechs Transposon-Integranten wurden sechs
verschiedene Integrationsorte im Chromosom von B. licheniformis MW3 identifiziert.

Klone Methode Ort der Genname
Integration
pMB1 1.1.1 Blasen PCR Hyp. Protein BLi03217
pMB1 3.4 Blasen PCR Int. Region OpuAA — gcvPB
pMB1 1.1.4 Blasen PCR ribD BLi02475
pMB1 1.4 Subklonierung  ctc generelles Stress Protein ctc
pMB1_2.13 Subklonierung ~ Hyp. Protein Potentielles MurF
pMB1 2.4 Subklonierung  tRNA Modifikations GTPase TrmE

Die Resultate zeigten, dass das Transposon keine spezifischen Integrationsorte
bevorzugte, sondern zuféllig in das Chromosom von B. licheniformis DSM13 integriert hat
und somit fiir eine effiziente Mutagenese-Methode verwendet werden kann. In weiteren

Arbeiten misste darauf aufbauend ein effizienteres Protokoll entwickelt werden.

IV.2.4 Untersuchung der Funktion der Plasmide, pMB1 und
pMB2, im B. licheniformis Stamm E

Die Anwendung des ,mariner® Transposons wurde auch bei B. licheniformis E, einem
anderem B. licheniformis Stamm untersucht. Deshalb wurden die in dieser Arbeit erzeugten
Transposon-Plasmide pMB1 und pMB2 (siehe 1V.1.2.2) ebenfalls fir diesen Stamm

angewendet. Die erhaltenen Ergebnisse sind in dem folgenden Abschnitt zusammengefasst.
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IV.2.4.1  Untersuchungen zum Integrationsverhalten des

Transposons TnYLB1im B. licheniformis Stamm E

IV.2.4.1.1 Experimente mit dem Transposon-Vektor pMB1

Der ,mariner’ Transposon-Vektor pMB1 wurde flr eine Transposonmutagenese in
dem B. licheniformis Stamm E getestet. Dafiir wurde dieser Vektor bei einer Temperatur von
30°C in B. licheniformis E konjugiert (siehe 111.2.8.2.2). Die Konjugation lieferte auf NB-
Agar-Platten mit 50 mM Glukose und 5 pg/ml Erythromycin eine hohe Anzahl an
Konjuganten, welche am folgenden Tag auf neue Platten mit demselben Medium tbertragen
und erneut tiber Nacht bei 30°C inkubiert worden sind. Zur Uberpriifung auf Erhalt des
Plasmids wurden die Konjuganten mit Hilfe einer PCR-Reaktion mit plasmid-spezifisch
(Erm_fwd/rev) und transposon-spezifischen Primern (TnYLB1_fwd/rev) Uberprift. Die
Ergebnisse zeigten bei nur einigen Konjuganten den Erhalt des korrekten Plasmids. Diese
wurden zur Selektion auf den Verlust des Plasmids und die Integration des Transposons liber
Nacht in 5 ml NB-Medium ohne Antibiotika bei der restriktiven Temperatur von 37°C im
Reagenzglas inkubiert. Die erhaltenen Kanamycin-resistenten Kolonien wurden auf LB-
Agarplatten mit 50 pg/ml Kanamycin und 10 pg/ml XGal tbertragen und erneut tiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Kolonien wurden am né&chsten Tag dann auf eine mdgliche
Blaufarbung Uberprift und ausschliel3lich diejenigen ausgewéhlt, die keine Blauférbung
aufwiesen. Diese Blaufarbung tritt immer dann auf, wenn das Plasmid noch in der
Bakterienzelle enthalten ist. Es wurden aber nur die Kolonien bendtigt, welche das Plasmid
verloren haben. Bei diesen Kolonien misste das Transposon in das Chromosom integriert
haben, da ansonsten keine Kanamycin-Resistenz vorhanden gewesen ware. Diese Kolonien
wurden zur weiteren Uberpriifung auf den Verlust des Plasmids erneut mit einer PCR-
Reaktion mit plasmid-und transposon-spezifischen Primern (s.0.) getestet. Die Ergebnisse
zeigten, dass die potentiellen Transposon-Mutanten auRer Kolonie Nummer 1 keine Banden
mehr fur das Plasmid aufzeigten (Abb. 1VV-52).
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Abbildung 1V-52 Darstellung der PCR zur Uberpriifung auf Verlust des Plasmids und
Integration des Transposons. Als Template fur die PCR dienten 100 ng der isolierten
DNA der Transposon-Integranten. Die Ergebnisse zeigten bei der Verwendung von
transposon-spezifischen Primern (TnYLB1 fwd/ TnYLB1 rev) ein PCR-Produkt, bei der
Anwendung von plasmid-spezifischen Primern (Erm_fwd/ Erm_rev) lediglich bei der Spur
1 ein PCR-Produkt. Dieses Ergebnis zeigt bei den getesteten Integranten 2-12 den Verlust
des Plasmids.

Aus den Transposon-Mutanten (Klone 2-12), die bei der PCR den Verlust des
Plasmids zeigten, wurde die chromosomale DNA isoliert (siehelll.2.3.1). Es folgte ein
Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym Hincll (siehe 111.2.4.1), von dem 2 pg fir
,Southern-Blot‘-Analysen (siehe 111.2.14) eingesetzt wurden. Die Hybridisierung erfolgte mit
einer DIG markierten Sonde, welche mit den Primern TnYLB1_fwd/ TnYLB1 rev (siehe
Tab. I11-3) auf die Kanamycin-Resistenz des Transposons TnYLBL1 erstellt worden ist. Die
Ergebnisse zeigten eine Integration des Transposons an z.T. verschiedenen Stellen in das
Chromosom des B. licheniformis Stamm E (Abb. 1V-53).
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Abbildung 1V-53 Darstellung der Ergebnisse der Southern Blot Analysen der
Transposon-Mutanten des Produktionsstammes B. licheniformis E. Die DNA der
Transposon-Mutanten 1-12 wurde isoliert und mit Hincll vollstdndig geschnitten. Es
wurden 2 pg DNA fir die Analysen eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einer DIG
markierten Sonde, welche mit den Primern TnYLB1_fwd/ TnYLB1_rev erstellt worden ist.
Es konnten einzelne und mehrfache Integrationen des Transposons an z.T.
unterschiedlichen Stellen im Chromosom nachgewiesen werden.

Mit den Transposon-Mutanten, welche eine einzelne Transposon-Insertion aufwiesen,
wurde im Anschluss eine ,Inverse PCR* durchgefihrt (siehe 111.2.5.1), um ein PCR-Produkt
fur die anschlieBende Sequenzierung zu erhalten und auf diese Weise, den Integrationsort
bestimmen zu kdnnen. Wie in der folgenden Abbilsung zu sehen ist, lieferte diese Methode
allerdings nur bei wenigen Mutanten fir die Sequenzierung verwendbare Produkte (Abb. I'V-
54).
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Abbildung 1V-54 Darstellung der Ergebnisse der Inverse-PCR der Transposon-
Mutanten des Produktionsstammes B. licheniformis E. Die DNA der Transposon-
Mutanten wurde isoliert, mit Hincll vollstandig geschnitten. Es sind fur drei verschiedene
Transposon-Mutanten jeweils verschiedene DNA Konzentrationen (0.5 — 10ug) als
Template getestet worden, die fur die PCR-Reaktion mit den Primern pMarA_1/ PmarA 2
eingesetzt wurden.

Die Produkte wurden aufgereinigt (siehe 111.2.5.4) und anschlieBend zu der Firma
MWG Eurofins Operon (Ebersberg, Deutschland) zum Sequenzieren gegeben. Die
Sequenzvergleiche zeigten eindeutig, dass in den potentiellen Transposon-Mutanten das
Plasmid als Ganzes unspezifisch in das Chromosom integriert hat. Eine Erklarung dafir
konnte sein, dass das verwendete Plasmid pMB1 aus dem Plasmid pE194 besteht, welches
dafiir bekannt ist, dass es unspezifisch in das Chromosom integrieren kann (Dempsey et al.,
1989) oder dass das Plasmid instabil ist und das ,Springen‘ des Transposons nicht immer
erfolgt. Die Mutagenese-Prozedur mit dem Vektor pMB1 wurde deshalb nicht weiter
optimiert, sondern der Vektor pMB2 wurde getestet. Bei diesem Plasmid wurde der
Jtemperatursensitive  Origin®  entfernt, wodurch eine von drei unspezifischen
Integrationsstellen nicht mehr vorhanden war und die Wahrscheinlichkeit der Integration

sinken sollte.
IV.2.4.1.2 Experimente mit dem Transposon-Vektor pMB2

Ziel der Verwendung des pMB2 Vektors fir die Mutagenese war ein schnelles
,Springen‘ des Transposons, um eine Integration des Plasmids und mehrfache Integrationen

des Transposons ins Chromosom von B. licheniformis zu vermeiden. Der pMB2 Vektor
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wurde tber Konjugation von E. coli S17-1 in B. licheniformis E tbertragen. Die Konjugation
konnte bei 37°C durchgefiihrt werden, da der temperatursensitive ,Origin® nicht mehr
vorhanden ist und das Transposon sofort in das Chromosom integrieren muss, damit das
Bakterium (iberleben kann. Die Konjugation war reproduzierbar sehr effizient. Allerdings war
das Plasmid mit den Primern Erm_fwd/ Erm_rev nicht mehr nachweisbar, das Transposon
dagegen konnte aber mit den Primern TnYLB1 _fwd/ TnYLB1 rev nachgewiesen werden.
Das liel vermuten, dass das Plasmid bereits nach der Konjugation verloren gegangen ist und
das Transposon inseriert hat.

Die DNA dieser potentiellen Transposon-Mutanten wurde isoliert (siehelll.2.3.1), mit
Hincll verdaut (siehe 111.2.4.1) und 2 pug der DNA anschlieBend fur ,Southern Blot® Analysen
(siehe 111.2.14) verwendet. Hybridisiert wurde auch hier mit einer DIG markierten Sonde auf
die Kanamycin-Resistenz des ,mariner® Transposons TnYLB1. Die Ergebnisse der ,Southern

Blots® zeigten allerdings zweifach Integrationen mit ahnlichen Signalen (Abb. 1V-55).

Abbildung 1V-55 Darstellung der Ergebnisse des Southern Blots zur
Identifizierung des Integrationsverhaltens des Transposons unter Verwendung
des Transposon-Vektors pMB2. Die DNA der Transposon-Mutanten 1-12 wurde
isoliert und mit Hincll vollstdndig geschnitten. Es wurden 2 pug DNA fir die
Analysen eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einer DIG markierten Sonde,
welche mit den Primern TnYLB1_fwd/ TnYLBL1 rev erstellt worden ist. Es wurden
Signale mit zweifachen Integrationen des Transposons meist an denselben Orten im
Chromosom von B. licheniformis E erhalten. Mit M ist der Marker (,DNA
Molecular Weight Marker 111, Roche) aufgetragen
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Aufgrund der mehrfachen Integrationen des Transposons an scheinbar denselben
Stellen im Chromosom von B. licheniformis, schlossen sich keine weiteren Experimente zur
Identifizierung des Integrationsortes an. Nach mehreren Reproduktionen der Ergebnisse

wurden die Experimente mit dem Vektor pMB2 nicht weiter fortgefuhrt.

V.3 Erstellen eines sporulations-defizienten B. licheniformis
MW3

Mit Hilfe der Transposonmutagenese-Methode sollte es ermdglicht werden weitere
Gene des Acetat-Metabolismus zu identifizieren. Die Methode konnte aber auch fur die
Definition eines ,Core-Genoms® fur B. licheniformis verwendet werden. Besonders
interessant wéare dabei, zu untersuchen, welche Gene fur den Produktionsprozess essentiell
sind, wofur Modellfermentationen durchgefiihrt werden muften. Da Bacillus hitzeresistente
Sporen ausbildet, welche des Ofteren ein Autoklavieren des Fermenters tberleben konnen,
wurde ein Stamm konstruiert, welcher keine hitzeresistenten Sporen mehr ausbilden kann. Im

Anschluss wurden seine Sporulationseigenschaften untersucht.

IV.3.1 Deletion des SpolVV-Homologs ygfD in B. licheniformis
MW3

Fur B. subtilis konnte gezeigt werden, dass das yqgfC-yqfD-phoH-Operon an der
Sporulation beteiligt ist (Wittchen et al., 1998). Deshalb wurde in B. licheniformis DSM13
nach einem Homolog zu diesem Operon gesucht und identifiziert (Veith et al., 2004;
Nahrstedt et al., 2005). Eines der Gene dieses Operons, das yqfD, wurde als ein SpolV
Homolog beschrieben und es ist bekannt, dass Deletionen von Genen dieser
Sporulationsphase meist in einem totalen Verlust der Hitzeresistenz der Sporen resultieren, da
kein Cortex mehr gebildet werden kann (Nahrstedt et al., 2005). Aus diesem Grund wurde in
dieser Arbeit das yqfD Gen deletiert (Abb. 1V-56).
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Abbildung IV-56 Physikalische Karte der Region des yqfD-Operons von
B. licheniformis DSM13. FA stellt die Flanke A dar, welche mit den Primern
ygfD_FA_fwd/ yqfD_FA _rev konstruiert worden ist. FB stellt die Flanke B dar, welche mit
den Primern yqfD_FB_fwd/ yqfD_FB_rev erstellt worden ist. Die Deletion betrégt 900 bp.
Die umliegenden Gene sind entsprechend beschriftet.

Fir die Erstellung der Deletions-Mutante wurde uber die Methode des ,GeneSOEing*
(siehe 111.2.6). zunéchst ein Deletions-Konstrukt erzeugt. Dabei wurden ber zwei PCR-
Reaktionen mit den Primern ygfD_FA_fwd/yqfD_FA rev bzw. yqfD_FB_fwd/ yqfD_FB_rev
die Flanken A (784 bp) und B (692 bp) erzeugt, welche an den zu deletierenden Bereich
grenzten. In einer sich anschlieBenden PCR-Reaktion mit den Primern yqfD_FA fwd/
yqfD_FB_rev wurden die Flanken fusioniert und dadurch ein Deletionskonstrukt von 1476 bp
erstellt. Dieses wurde anschlieBend Uber die Schnittstellen EcoRI/ BamHI in das Mutagenese-
Plasmid pKVM1 (Rachinger, Dissertation, 2010) kloniert und in E. coli S17-1 transformiert.
Eine Uberprifung auf die Korrektheit des Plasmids erfolgte mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus der, aus den Transformanten, isolierten Plasmide mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI, wodurch das Deletionskonstrukt wieder aus dem
Plasmid herausgeschnitten wurde. Das korrekte Plasmid wurde anschliel’end erfolgreich in
den B. licheniformis Stamm MWS3 konjugiert. Die erhaltenen Konjuganten wurden
anschlieBend fiir eine Integration des Plasmids angezogen und die erhaltenen Integranten
dann in LB-Medium ohne Selektionsdruck zu einem zweiten Rekombinationsereignis
gezwungen, wobei das Plasmid verloren geht. Die erhaltenen Kolonien wurden auf den Erhalt
der Deletion per PCR mit 100 ng isolierter DNA und chromosomalen Primern
(ygfD_check_fwd/ yqfD_check_rev), welche weit auRerhalb der Flanken lokalisiert sind,

getestet. Bei einer erfolgreichen Deletion des ygqfD Gens, wurde flr den Deletionsstamm ein
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900 bp Kleineres Produkt als fir den Ausgangsstamm erwartet. Wie in Abbildung 1V-57

dargestellt ist, konnten die Ergebnisse dieser PCR den Erhalt der Deletion bestétigen.

Abbildung 1V-57 Darstellung der Ergebnisse einer Agarose Gelelektrophorese zur
Uberpriifung der Deletion. Als Primer wurden Oligonukleotide verwendet, welche
auferhalb der erzeugten Deletion lokalisiert sind (ygfD_check fwd/ yqfD_check_rev; siehe
Material und Methoden, Tabelle 111-4). Als Template fiur die PCR dienten 100 ng
chromosomale DNA. Aufgetragen wurden 500 ng PCR-Produkt. M stellt den 1 kb Marker
dar, Wt stellt das PCR-Produkt fiir den Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 dar und A
stellt das PCR-Produkt fiir den Deletionsstamm B. licheniformis MW3delyqfD.

Zur weiteren Uberprifung der Deletions-Mutante wurde das erhaltene PCR-Produkt
anschlielend sequenziert und die erhaltene Sequenz mit Hilfe von BLAST Analysen mit der
Sequenz des Ausgangsstammes B. licheniformis DSM13 verglichen. Die Ergebnisse konnten
den Erhalt der korrekten Deletion bestatigen (Siehe Anhang).

Das verwendete Plasmid besteht zum grofRen Teil aus dem Vektor pE194, welcher die
Eigenschaft besitzt, gelegentlich unspezifisch in das Chromosom von Bacillus zu integrieren.
Fur den Nachweis des Plasmidverlustes wurden ,Southern Blot Analysen (siehe 111.2.14) mit
einer DIG markierten Sonde auf die Erythromycin-Resistenz (siehe 1V-2) des Plasmids
durchgefiihrt, welche mit Hilfe einer PCR mit den Primern Erm_fwd/ Erm_rev erstellt
worden ist. Es konnte kein Signal fur die Erythromycin-Resistenz des Plasmids in der
Deletionsmutante detektiert werden. Bei der die Positivkontrolle aber schon (Abb. 1V-58).
Das bedeutet, dass das Plasmid in der erzeugten Deletions-Mutante nicht mehr vorhanden war

und eine ,clean deletion® von dem Gen yqfD erzeugt werden konnte.
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Abbildung IV-58 Darstellung der Ergebnisse der Southern Blot Analysen der Deletion
von yqfD. Die Detektion erfolgte mit einer Sonde auf die Erythromycin-Resistenz (Primer
fur die notige PCR: Erm_fwd/ Erm_rev) des verwendeten Plasmids durchgefiihrt, um
dessen Verlust nachzuweisen. Je Spur wurden 2 pg mit EcoRI vollsténdig verdaute DNA
aufgetragen. M stellt den 1 kb Marker dar, Wt stellt das PCR-Produkt fir den
Ausgangsstamm B. licheniformis MW3 dar und A stellt das PCR-Produkt fir den
Deletionsstamm B. licheniformis MW3delyqfD.

1V.3.2 Phé&notypische Untersuchungen zur Deletions-Mutante von

yqfD

Da das Ziel der Konstruktion dieser Deletions-Mutante die Erzeugung eines
sporulations-defizienten B. licheniformis MW3 Stammes war, wurde in sich anschlielenden
phénotypischen Untersuchungen die F&higkeit zur Sporulation der erzeugten Deletions-
Mutante im Vergleich zum Ausgangsstamm untersucht (siehe 111.2.10.2). Das Ergebnis dieses
Experiments ist in Abbildung 1V-59 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die erzeugte
Deletions-Mutante in Schaeffer’'s Sporulationsmedium nicht mehr in der Lage war
hitzeresistente Sporen zu produzieren. Dieses Verhalten zeigte, dass dieser Stamm zukunftigt

unbedenklich fur Modellfermentationen eingesetzt werden kann.
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Abbildung IV-59 Darstellung der Ergebnisse des Sporulationstests. Es wurde mit je drei
Replikaten gearbeitet. Aufgetragen ist ein représentatives Ergebnis. In ¢ dargestellt sind die
Ergebnisse fur B. licheniformis MW3 und in m dargestellt die Ergebnisse des Deletions-
Stammes B. licheniformis MW3delygfD. Die durchgezogenen Linien zeigen die Anzahl an
koloniebildenden Einheiten an, die gestrichelten Linien die Anzahl der Sporen.
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V. Diskussion

Thema dieser Arbeit waren Untersuchunen des C2-Metabolismus von B. licheniformis
DSM13. Der Modellorganismus und nahe Verwandte B. subtilis ist nicht zu Wachstum auf
Substraten wie Acetat, Acetoin oder 2,3-Butandiol fahig. Dadurch unterscheidet er sich
erheblich von B. licheniformis. Dieser Umstand macht letzteren zu einem geeigneten
Modellsystem flr die Untersuchung der am C2-Metabolismus von Bacillen beteiligten
Stoffwechselwege. Die dazu durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten in erster Linie mit
Hilfe einer in unserem Labor entwickelten gerichteten Mutagenese-Methode. AulRerdem
wurden erste Experimente fur die Entwicklung einer ungerichteten Transposonmutagenese
zur ldentifizierung unbekannter Gene dieses Stoffwechsels durchgefiihrt. Diese Methode
konnte auch fur viele weitere Fragestellungen an dem biotechnologisch sehr relevanten

B. licheniformis eingesetzt werden.
V.1 Glyoxylatzyklus von B. licheniformis DSM13

Die F&higkeit von B. licheniformis DSM13 auf Substraten, welche tGiber C2-Metabolite
abgebaut werden, als einzige Kohlenstoffquelle wachsen zu koénnen erlaubt detaillierte
experimentelle  Untersuchungen dieses Stoffwechsels. Sie stellt einen signifikanten
Unterschied zum Metabolismus von B. subtilis dar, welcher einen Modellorganismus flr
Bacillen darstellt. Uber die Regulation des C2-Metabolismus von B. licheniformis DSM13 ist
noch nicht viel bekannt, da er bis zu der Annotation des Genoms im Jahre 2004 (Veith et al.)
mikrobiologisch kaum zugénglich war. Deshalb wurde auch erst im Jahre 2008 ein Protokoll
zur Deletion von Genen entwickelt (Waschkau et al.), welches in unserem Labor durch Eilika
Wilfing und Michael Rachinger so optimiert werden konnte, dass effizient gezielte
Deletionen gesetzt werden konnten.

Wéhrend der Annotation im Jahre 2004 (Veith et al., 2004) fiel das Vorhandensein
von Homologen zu einer Malat-Synthase und einer Isocitrat-Lyase auf, welche flr die
Anwesenheit eines Glyoxylatzyklus sprachen. Dieser ist in Pflanzen vorhanden, wurde aber
auch in einigen Bakterienarten, wie dem Gram-negativen Bakterium E. coli und dem Gram-

positiven GC-reichen Bakterium C. glutamicum gefunden (Kornberg et al., 1957; Wendisch
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et al., 1997). Es gibt aber noch keinerlei Untersuchungen in niderigen GC Organismen wie
Bacillen, weshalb diese Arbeit sich intensiv mit diesem Zyklus beschaftigte.

Erste Wachstumsversuche vorangegangener Arbeiten zeigten, dass B. licheniformis
DSM13 in der Lage ist Uber C2-Metabolite abbaubare Substrate, wie Acetat, Acetoin oder
2,3-Butandiol, als einzige Kohlenstoffquellen zu nutzen (Veith et al., 2004; diese Arbeit).
Dieses Wachstumsverhalten konnte in dieser Arbeit nochmals bestatigt werden (Abb. 1V-10,
IV-11 und 1V-12) und sprach fir das Vorhandensein eines funktionellen Glyoxylatzyklus.

Deshalb wurde in einem ersten Experiment mit Hilfe von ,RLM-RACE* Analysen der
Startpunkt des potentiellen Glyoxylat-Operons auf 230 bp ,upstream‘ der Malat-Synthase und
51 bp ,upstream* eines 45AS kleinen hypothetischen ORF's bestimmt (siehe IV.1.1). Weitere
Untersuchungen mit Hilfe von ,RT-PCR- © und ,Northern Blot Analysen® konnten bestétigen,
dass das potentielle Glyoxylat-Operon von B. licheniformis DSM13 aus der Isocitrat-Lyase,
der Malat-Synthase und einem 45 Aminosdure ,hypothetical small protein‘ ,upstream® der
Malat-Synthase besteht (siehe 1V.1.2.1). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass diese
Gene auf einem Transkript liegen und somit als Operon organisiert sind (siehe 1V.1.2.2). Das
Vorhandensein des HSP's innerhalb des Glyoxylat-Operons stellt eine Besonderheit in der
Struktur dar, da in keinem bisher untersuchten Glyoxylat-Operon anderer Bakterien ein
Homolog zu diesem kleinen ORF identifiziert werden konnte. Demnach konnte es sich um
eine vollkommen neue Art der Regulation handeln. Fir ndhere Untersuchungen der
Glyoxylat-Gene und die Bestimmung ihrer Funktion wurden alle Gene des Operons deletiert
und phdnotypisch untersucht (siehe 1V.1.3 und 1V.1.4). Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zeigten fur alle erzeugten Deletions-Mutanten im Vergleich zum
Ausgangsstamm einen totalen Verlust der Wachstums-Féhigkeit auf Substraten, wie Acetat
(Abb.IV-10), Acetoin (Abb. 1V-11) oder 2,3-Butandiol (Abb. 1V-12), als einziger
Kohlenstoffquelle. Dass die Deletions-Mutante des HSP's ebenfalls diese Féahigkeit verloren
hat zeigt, dass sein Vorhandensein essentiell fur die Funktion des Glyoxylatzyklus ist, sofern
bei der Deletion nicht etwaige cis-standige Sequenzmotive beschadigt wurden. In Medien (LB
und MM + 50 mM Glukose), deren Substrate nicht tber den Glyoxylatzyklus abgebaut
werden konnte kein signifikanter Ph&notyp detektiert werden (Abb. 1V-13 und 1V-14).
Aufgrund der Neuheit eines potentiellen kleinen regulatorischen Proteins wurden in dieser
Arbeit erste Hinweise auf die Funktion des HSP's innerhalb des Glyoxylatzyklus untersucht.
Detaillierte Studien dazu kdnnten in nachfolgenden Arbeiten folgen. Es koénnten z.B. unter

anderem Proteom-Analysen durchgefuhrt werden, um zu kl&ren, ob es sich bei dem HSP
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tatsachlich um ein kleines Protein handelt und es konnte der molekulare Mechanismus der
Regulation untersucht werden.

Um ein wenig mehr Gber diesen kleinen ORF zu erfahren, wurde die Verbreitung von
Homologen des HSP's in allen Bakterianarten mit Hilfe von genomweiten
Sequenzvergleichen untersucht (siehe 1V.1.5). Ein besonders interessantes Ergebnis war das
Vorhandensein einer Homologie zu einem hypothetischen Protein ,upstream‘ der Isocitrat-
Lyase in B. subtilis. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten auch, dass Homologe dieses kleinen
hypothetischen ORF’s hauptsachlich in Bacillen vorkommen (siehe 1V.1.5, Tab. IV-3). Dies
konnte fir eine Besonderheit in der Regulation durch diese Art von potentiellen kleinen
Proteinen innerhalb dieser Organismengruppe sprechen. In den meisten Bacillen stehen die
Homologen des kleinen hypothetischen Proteins aber in unterschiedlichem genomischen
Kontext (siehe 1V.1.5, Tab. 1V-3). Das konnte daflr sprechen, dass es sich nicht nur um eine
Besonderheit in der Regulation des Glyoxylatzyklus von Bacillen handelt, sondern um eine
vollkommen neue Art der Regulation. Auffallig war auch das VVorhandensein von jeweils vier
Cystein-Resten in den Sequenzen der Orthologen aller Bacillen. Diese kénnten eine wichtige
Rolle fur die Funktion des potentiellen Proteins spielen, auf die spater noch nadher
eingegangen wird.

Die erhaltenen Ergebnisse zu dem kleinen hypothetischen Protein in B. licheniformis
lieBen Vermutungen ber dessen Funktion zu, welche aber in sich anschlieRenden Arbeiten
untersucht und bestatigt werden muissten. Im Folgenden sind mdégliche Funktionen des
Kleinen hypothetischen Proteins dargestellt. Eine erste Vermutung war, dass es sich eventuell
um eine Art ,small RNA‘ handeln konnte. Deshalb wurden bioinformatorische Vergleiche
durchgefiihrt, durch welche Strukturen einer ,small RNA‘ erkannt werden sollten. Die
Ergebnisse zeigten aber keinerlei Ahnlichkeiten zu bereits bekannten ,small RNAs oder
vorhersagbare Moglichkeiten von RNA Sekundarstrukturen (personliche Mitteilung von
Heiko Liesegang, Universitat Gottingen). Eine zweite Vermutung ist, dass es sich um eine Art
,Mikroprotein‘ handeln konnte, welche in Pflanzen bekannt und bereits untersucht worden
sind (Staudt et al., 2010, Yun et al., 2008). Dabei handelt es sich um kleine Proteine, welche
zwar Protein-Interaktions-Doméanen beinhalten, aber keine funktionellen Doménen besitzen,
die fur die Aktivierung der Transkription oder die DNA-Bindung notwendig sind.
,Mikroproteine‘ verhalten sich meist wie transkriptionelle Regulatoren, da sie an

transkriptionelle Regulatoren binden kénnen. Dadurch werden diese bei der Bindung an die
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DNA behindert (Abb. V-1). Dadurch verhalten sie sie sich wie eine Art negativer Regulator,
ahnlich wie die ,Mikro-RNAs* bei mRNAs agieren (Staudt et al., 2010, Yun et al., 2008).

DNA

DBD PPl Mikroprotein PPI
\ DBD

DNA

Abbildung V-1 Darstellung der Funktion von Mikroproteinen in Pflanzen. Ziele der
Mikroproteine sind hdufig transkriptionelle Regulatoren, welche als aktive Homodimere an
DNA binden kénnen. Mikroproteine behindern durch die Bildung von nicht-funktionellen
heterodimeren Komplexen die Bindung an DNA. DBD: DNA-bindende Doméne; PPI:
Protein-Protein Interaktions-Doméne (Nach Staudt et al., 2010).

Uber ,Mikroproteine‘ in Prokaryonten ist bisher nur wenig bekannt (Hobbs et al.,
2011). Diese kdnnen aber durch eine rekombinate bakterielle Produktion hergestellt werden
und dienen hdufig therapeutischen Zwecken (Kolmar et al., 2009/ 2010; Craik et al., 2007).
Die Tatsache, dass Bakterien diese Art von Proteinen produzieren kénnen, kénnte eventuell
dafiir sprechen, dass diese ebenfalls regulatorische Funktionen innerhalb dieses Organismus
ubernehmen konnten. Es ware also fur fortfihrende Arbeiten interessant diese mogliche
Funktion zu untersuchen. Es misste aber zunéchst geklart werden, ob es sich bei dem kleinen
hypothetischen Protein tatsdchlich um ein ,Mikroprotein‘ handelt. Das kleine hypothetische
Protein konnte als eine Art Metallchelator agieren. Wie oben bereits erwahnt, war in allen
potentiellen Homologen das Vorhandensein von vier konservierten Cystein-Resten auffallig
(siehe 1V.1.5, Tab. 1V-3), welche ein Metallion binden und dartiber z.B. den Metallgehalt im
Cytoplasma regulieren kdnnten. Das bedeutet, durch das Binden von Metallen in den aktiven
Zentren bestimmter Enzyme, etwa der Isocitrat Dehydrogenase konnte z.B. deren Aktivitat
vermindert oder unterbunden werden. In dem Bakterium Helicobacter pylori wurde z.B.
bereits ein kleines Hitzeschock-Protein untersucht, welches eine Histidin- und Cystinreiche
Domaéne besitzt, mit Hilfe derer Metalle gebunden werden kénnen (Cun et al., 2008). Die
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Cysteinreste konnten aber auch eine strukturelle Bedeutung fiir das HSP haben: Nur durch
Komplexierung eines Metalls konnte es eine fur seine Funktion bedeutende rédumliche
Struktur annehmen. Diese Funktion konnte dann etwa in der Bindung an die RNA-
Polymerase bestehen, so dass diese spezifisch an der Transkription des Glyoxylat-Operons
gehindert wird und abfallt. Eine Regulation konnte aber auch die Aktivitat der Isocitrat Lyase
betreffen. Die Ergebnisse einer Diplomarbeit zu dem Thema Glyoxylatzyklus in
B. licheniformis DSM13 konnte eine Zunahme der Aktivitat der Isocitrat-Lyase in Medium
mit Acetat zeigen, aber lediglich eine geringfligige Abnahme der Aktivitat der
Isocitratdehydrogenase (Abb. V-2, aus der Diplomarbeit von Verena Schmidt, 2005). Dies
zeigt, dass die Regulation vermutlich eher an der Isocitrat-Lyase erfolgt, als an der
Isocitratdehydrogenase. Mit den Cystein-Resten kénnte das kleine hypothetische Protein auch
direkt an das aktive Zentrum der Isocitratdehydrogenase oder die Isocitrat-Lyase binden und
dadurch dessen Aktivitdt hemmen. Die Steigerung der Aktivitat der Isocitrat-Lyase (Abb. V-2
aus der Diplomarbeit, Verena Schmidt, 2005), lassen die Vermutung zu, dass die Cystein-
Reste eine direkte Bindung an die Isocitrat-Lyase ermdglichen konnten. Dadurch wiirde diese

aktiviert und das Isocitrat wiirde durch den Glyoxylatzyklus fliel3en.
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Abbildung V-2 Darstellung der Aktivititen der Isocitrat-Lyase und
Isocitratdehydrogenase in unterschiedlichen Medien. Ac: Minimalmedium mit 60 mM
Acetat; Glc: Minimalmedium mit 50 mM Glucose; ICL: Isocitrat-Lyase; IDH:
Isocitratdehydrogenase (Diplomarbeit, Verena Schmidt, 2005). In Anwesenheit von Acetat
ist die Aktivitdt der IDH nur geringfligig vermindert, wogegen die Aktivitat der ICL
signifikant ansteigt.
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Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die Aufklarung der Funktion des Kkleinen
hypothetischen Proteins innerhalb der moglichen Regulation des Glyoxylatzyklus ein
besonders interessantes Thema fiir nachfolgende Arbeiten ist, da es sich um eine vollkommen
neue Art der Regulation handeln kdnnte. Interessante Ergebnisse dazu lieferten auch die, in
dieser Arbeit durchgefuhrten Komplementations-Experimente. Eine Komplementation oder
Uberexpression des HSP's des Glyoxylat-Operons war mit Hilfe eines Expressions-Plasmids
nicht moglich (siehe Abb. 1V-19 und 1V-21). Entweder ist der kleine Orf direkt in das
Chromosom des Deletionsstammes MW3delHSP integriert (siehe Abb. 1VV-19) und zeigte ein
wiedererlangtes Wachstum in Minimalmedium mit Acetat (siehe Abb. 1V-19) oder es fand
keine Integration statt und es konnte kein Wachstum nachgewiesen werden (siehe Abb. V-
19). Deshalb ist es fur folgende Arbeiten wichtig zuné&chst zu untersuchen, ob es sich bei dem
kleinen hypothetischen Protein tatsdchlich um ein Protein handelt oder lediglich um eine
funktionelle Einheit der Malat-Synthase. Dagegen spricht aber, dass die Malat-Synthase von
B. licheniformis in der Anfangsregion homolog zu den Malat-Synthasen anderer Organismen

ist. Nichts weist auf eine zusatzliche Doméne hin (Abb. V-3).

E.coli 1 MTEQATTTDELAFTRPYGEQEKQILTAEAVEFLTELVTHFTPQRNKLLAARIQQQQODIDN
D. discoedium 1 MLRGIEIRGKVDKNVKSILTEECLTFLGELERRFGGIRKNLLOQKRLDRQIDINN
B. anthracis 1 MSTQTSRVTLVGEMLPAYNEILTPEALSFLKELHENFNERRIELLQKRMKKQQKIDA
B. licheniformis 1 MKTEEKRIHITGSINPHYEEILTKEAMEFIGRLERHFGGRRRELLHLRTIRQAEIDQ
* * kK kK * Kk Kkx * * * * * * * x
T ILT EA FL EL F R LL R Q 1ID
E.coli 61 GTLPDFISETASIRDADWKIRGIPADLEDRRVEITGPVERKMVINALNANVKVEMADFED
D. discoedium 61 GILPSFLKDSDCKRATDKNWKCSSVPLEIQDRRVEITGPTDRKMVINALNSGAKVFEMADFE
B. anthracis 61 GEFPKFLEETKRIREADWTIAKLPKDLEDRRVEITGPVDRKMVINALNSGAHLFMADFED
B. licheniformis 61 GKNPCFLAETKHIREADWIVAPLPRDLEDRRVEITGPVDRKMVINALNSGAKVFMADFED
kK kk Kk KK KAk kokkkk Ak kKKK KRR KA K hhkhkkhhkhkkhkhk Xk kX x*
G P FL ET IR ADW P DLEDRRVEITGPVDRKMVINALNANVKVFMADFED
E.coli 121 SLAPDWNKVIDGQINLRDAVNGTISYTNEAGKIYQLKPNPAVLICRVRGLHLPEKHVTW
D. discoedium 121 EDANCPNWENSIHGQQONMIDANNRTISFTSAEGRKYELNKQVAVLEVRPRGWHLNEDHL
B. anthracis 121 SNSPTWENAIEGQINLRDAVKGTISHKNENGKEYRLNSKTAVLIVRPRGWHLEEKHMQV
B. licheniformis 121 ANSPTWKNCIEGQVNLRDAVRGTISFTNEQGKRYELKENPAVIMVRPRGWHLEEKHVLI
* x kk kkkkkx kkxkk  kk Kkk Kk Kk Kk k* * kk Kk kK
PWwW GQ NLRDAV GTIS NE GK Y L N AV R RG H EK

Abbildung V-3 Multiples Alignment der Anfange der Malat-Synthasen von E. coli,
Dictyostelium discoedium, B. anthracis und B. licheniformis DSM13. Es besteht eine hohe
Homologie der Anfénge der Malatsynthasen von E. coli und den Malat-Synthasen der

Bacillus Stamme.

Desweiteren spricht gegen diese Theorie, dass ein Homolog des HSP's bei B. subtilis

vor der Isocitrat-Lyase und nicht vor der Malat-Synthase lokalisiert ist (siehe Abb. 1V-15B).
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Es konnte aber auch sein, dass die Deletion die Shine-Dalgarno Sequenz der nachfolgenden
Malat-Synthase beschédigt hat, so dass deren Translation verhindert wurde. Dies muss mit
weiteren Deletionen in der Region des kleinen hypothetischen Proteins gepruft werden.
Zuletzt muss auch noch die Mdoglichkeit geprift werden, dass es sich doch nicht um ein
kleines Protein handelt, sondern um eine vollig neuartige und damit auch nicht vorhersagbare
,small RNA‘. Dagegen spricht allerdings die hohe Konserviertheit des Motivs aus 4
Cysteinen auf Aminosdureebene, wahrend auf der Ebene der Nukleinsduresequenz keine
Homologien zu beobachten waren.

Besonders interessant bei den Ergebnissen der Komplementation-Versuche war die
toxische Wirkung des Glyoxylat-Operons aus B. licheniformis auf unterschiedliche E. coli
Stamme. In der hier vorliegenden Arbeit wurde n&her untersucht, welche Gene des Glyoxylat-
Operons aus B. licheniformis die Toxizitat fur E. coli bewirken. Die Ergebnisse zeigten, dass
eine Kombination des hypothetischen Proteins mit der Malat-Synthase flr E. coli toxisch ist
(siehe Abb. IV-28). Dies liell erneut den SchluB zu, dass es sich um eine neue Art der
Regulation handeln kdnnte. Das HSP konnte z.B. in der Lage sein an sehr wichtige Proteine
in E.coli zu binden und so das Zellwachstum zu verlangsamen oder sogar die Zellen
absterben zu lassen. Insgesamt zeigten die Komplementations-Versuche, dass eine intensive

Untersuchung des kleinen hypothetischen Proteins sehr interessant sein wird.
V.2 Das acu-Operon in B. licheniformis DSM13

Der Acetoin-Metabolismus wurde in B. subtilis bereits untersucht, obwohl dieser im
Gegensatz zu B. licheniformis DSM13 Acetoin lediglich verwerten kann, wenn ihm
zusétzliche Kohlenstoffquellen wie z.B. Glukose zur Verfugung stehen. Grundy et al. (1994)
legten dabei ihren Focus vorwiegend auf die Regulation des Acetoinabbaus durch das acu-
Operon. Die Gene acsA, welches fir die Acetyl-Coenzym-A-Synthetase kodiert, und die
Gene acuABC downstream von ccpA, einem globalen Regulator flr die Glukose-reprimierte
amyE Expression konnten identifiziert werden (Grundy et al., 1993). Wahrend der Annotation
von B. licheniformis DSM13 konnten Homologe dieser Gene identifiziert werden (Veith,
Dissertation, 2004), welche innerhalb dieser Arbeit auf ihre Funktion hin untersucht worden
sind. Fir B. subtilis ist bekannt, dass die Aktivitdt von AcsA durch die Gene acuA und acuC
in vitro reguliert wird. Untersuchungen mit aufgereinigten Proteinen zeigten, dass AcuA

Acetyl-CoA fir die Acetylierung von AcsA verwendet, wodurch dieses inaktiviert wird. Das
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AcuC Protein dagegen hat eine NAD*-unabhingige Deacetylase Aktivitat auf AcsA, wodurch
das Enzym aktiviert wird (Gardner et al., 2006).

Diese Acetylierung war auch Ziel der Untersuchungen des Acetyl-CoA-Metabolismus
in B. licheniformis DSM13, deshalb wurden in dieser Arbeit u.a. genau diese Gene erfolgreich
deletiert. Bei einer Anzucht von B. subtilis in Medium mit Glukose und Acetat filhrte die
Inaktivierung von acsA zu einem verminderten Wachstum, wodurch gezeigt werden konnte,
dass es, wie in B. subtilis, fir den Abbau von Acetat zu Acetyl-CoA zustandig ist (Grundy et
al., 1993). In B. licheniformis DSM13 zeigte die konstruierte Deletions-Mutante von acsA
einen totalen Verlust seiner Wachstumsfahigkeit in Minimalmedium mit 60 mM Acetat als
alleiniger Kohlenstoffquelle (siehe Abb. 1VV-33). In Minimalmedium mit 23 mM Acetoin oder
in 30 mM 2,3-Butandiol als alleinige Kohlenstoffquelle war im Vergleich zum
Ausgangsstamm allerdings keine signifikante Veradnderung des Wachstumsverhaltens zu
erkennen (siehe Abb. 1V-34, IVV-35). Das zeigte eindeutig, dass AcsA auch in B. licheniformis
DSM13, fur den Abbau von Acetat zu Acetyl-CoA zustandig ist.

Fur die Untersuchungen zur Acetylierung von AcsA durch das acu-Operon wurden in
dieser Arbeit die Gene acuA und acuC von B. licheniformis DSM13 deletiert. Fir B. subtilis
ist bekannt, dass das acu-Operon durch die Anwesenheit von Glukose reprimiert wird
(Grundy et al., 1994). Auch in B. licheniformis DSM13 konnte eine Repression des acu-
Operons in Glukose gezeigt werden (Veith, Dissertation, 2004). Die Gene des acuABC-
Operons zeigten sowohl in B. subtilis als auch in B. licheniformis DSM13 keine
Ahnlichkeiten zu den oben erwahnten Genen des Acetoin-Dehydrogenase-Enzym-Systems,
welches in anderen Bakterien als das Enzym-System flir den Acetoin-Abbau bekannt ist
(siehe 11.4). Damit war eine Beteiligung am Acetoin-Metabolismus weitgehend
auszuschlieBen, wie die phanotypischen Untersuchungen dieser Arbeit auch bestatigen
konnten (siehe Abb. 1V-34, IVV-35). Deshalb konzentrierten sich die weiteren Untersuchungen
auf die Funktion dieses Operons als Acetylierungssystem fur AcsA in B. licheniformis
DSM13. Fir die Deletionsmutante von acuA konnte in Minimalmedium mit 60 mM Acetat als
einzige Kohlenstoffquelle ein schnelleres Wachstum mit einer geringeren End-OD im
Vergleich zum zum Ausgangsstamm festgestellt werden (siehe Abb. 1VV-33). Dies kdnnte fiir
eine Beteiligung an der Repression der Expression von AcsA sprechen. Die geringere End-
OD ist mit einer Limitation durch das Acetat zu erkléren, welches durch das schnellere
Wachstum frither verbraucht wird und damit in einer geringeren OD resultiert. In Medium mit

23 mM Acetoin konnte ein minimal schlechteres Wachstum detektiert werden, welches aber
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nicht signifikant war (siehe Abb. 1V-34). In Minmalmedium mit 30 mM 2,3-Butandiol oder
einem 10 mM 7 AS-Mix konnte kein signifikanter Phénotyp definiert werden (siehe Abb. V-
35 und nicht dargestellt). In Schaeffer's Sporulationsmedium zeigte der Deletionsstamm
MWa3delacuA eine bessere Sporulationsrate als der Ausgangsstamm, in Acetoin eine
schlechtere (siehe Abb. 1V-36 und 1V-37). Dieses Verhalten liel} die Vermutung zu, dass
AcuA an dem Sporulationsprozel? in B. licheniformis DSM13 beteiligt ist. Dies stimmt mit
den Untersuchungen zum acu-Operons in B. subtilis Uberein (Grundy et al., 1993). Die
Deletions-Mutante des acuC Gens zeigte ausschlieBlich einen signifikanten Phanotyp in
Minimalmedium mit 60 mM Acetat als einzige Kohlenstoffquelle (siehe Abb. 1V-33). Auf
diesem Medium konnte ein totaler Wachstumsverlust beobachtet werden, welcher vermuten
liel, dass dieses Gen an der Aktivierung von AcsA beteiligt ist. Flr B. subtilis konnte gezeigt
werden, dass dieses Operon fir ein putatives posttranslationales Acetylierungs/
Deacetylierungs-Modifikations-System kodiert. Dieses hilft der Zelle, die CoA Homdostase
wahrend des Wachstums auf Acetat oder Acetoin aufrecht zu erhalten (Gardner et al., 2006;
Starai et al., 2002/2003). Durch die Regulation der Transkription von acsA durch das acu-

Operon wird in B. licheniformis die CoA Homoostase vermutlich ebenfalls aufrecht erhalten.
V.3 Das aco-Operon in B. licheniformis DSM13

Da das acu-Operon keinerlei Ahnlichkeiten zum Acetoin-Dehydrogenase-Enzym-
System aufwies, wurde in B. subtilis nach einem Operon gesucht, welches diese Homologie
aufweisen konnte. Dabei wurde das aco-Operon identifiziert, welches die ndétigen
Homologien aufweisen konnte (Huang et al., 1999). In B. licheniformis konnte ebenfalls ein
Homolog zu diesem Operon identifiziert werden (Veith, Dissertation, 2004), welches in dieser
Arbeit als potentielles Operon des Acetoin-Metabolismus untersucht worden ist. In B. subtilis
wird das Operon in Anwesenheit von Glukose reprimiert und in Anwesenheit von Acetoin
und 2,3-Butandiol induziert (Ali et al., 2001). In einer vorangegangenen Dissertation konnte
dieses Verhalten auch fir B. licheniformis DSM13 bestatigt werden (Veith, Dissertation,
2004).

Fur ndhere Untersuchungen der Funktion dieses Operons wurden in dieser Arbeit das
acoB Gen und das potentielle Gen flr den Regulator dieses Operons, acoR, deletiert und
phanotypisch untersucht (siehe 1V.1.8). Die Ergebnisse zeigten, dass die Deletions-Mutante

von acoB dieses Operons ihre Wachstumsfahigkeit in Minimalmedium mit 23 mM Acetoin
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und in 30 mM 2,3-Butandiol verloren hat (siehe Abb. 1V-35, IV-36). Das zeigt, dass dieses
Operon eindeutig an dem Acetoin-Metabolismus beteiligt ist. Anhand dieser Ergebnisse
konnte man auch erkennen, dass 2,3-Butandiol in B. licheniformis tber Acetoin zu Acetyl-
CoA abgebaut wird. In B. subtilis erfolgt die Regulation des Operons sowohl iber Sigma L
als auch Uber den Aktivator AcoR, dessen kodierendes Gen ,downstream‘ der acoABCL-
Region liegt. In diesem Bakterium wird AcoR in Anwesenheit von Glukose durch CcpA
reprimiert und demnach ausschlieBlich in Abwesenheit von Glukose exprimiert (Ali et al.,
2001). Fur B. licheniformis konnte durch die phénotypischen Untersuchungen dieser Arbeit
gezeigt werden, dass auch hier AcoR als Regulator fir dieses Operon fungiert, da die
Deletions-Mutante ebenfalls einen Verlust der Wachstumsfahigkeit auf Medien mit Acetoin
oder 2,3-Butandiol aufwies (siehe Abb. 1V-35, 1V-36). Eine Regulation durch CcpA konnte
innerhalb dieser Arbeit leider nicht nachgewiesen werden, da die Deletionsmutante von ccpA
nicht konstruiert werden konnte. Es war nicht moglich das zweite Rekombinationsereignis
herbeizufithren. Die entstandenen Probleme kdnnten eventuell dadurch entstanden sein, dass
dieses Gen essentiell fiir B. licheniformis ist und vermutlich als globaler Regulator fungieren
konnte. Fur fortfihrende Arbeiten wére es interessant, ob diese Vermutung bestétigt werden
kann. Dies konnte z.B. durch eine Uberexpressionen dieses Gens und anschlieBende

Transkriptionsanalysen erfolgen.

V.4 Entwicklung einer Methode zur zufélligen Transposon-

mutagenese

In dieser Arbeit wurde an einer Methode zur ungerichteten Transposonmutagenese
gearbeitet, um zunachst relevante Gene des C2-Metabolismus zu identifizieren. Eine solche
Methode wére auch flr viele andere Fragestellungen in B. licheniformis wertvoll. Dazu zahlen
auch angewandte Aspekte wie etwa die Definition produktionsrelevanter Gene fiir die
Exoenzymproduktion.

Wichtig flur eine zufallige Mutagenese-Methode ist ein Transposon, welches
unspezifisch in das Chromosom des Zielbakteriums integrieren kann. Deshalb wurden in
dieser Arbeit zwei Transposons getestet, welche diese Eigenschaft in dem nahen Verwandten
B. subtilis aufzeigen konnten. Es wurden das Tn10-Transposon und das ,mariner Transposon
TnYLBL identifiert, welche eine zuféllige Mutagenese in B. subtilis erméglichten (Steinmetz

et al., 1994; Le Breton et al., 2006). In dieser Arbeit wurden diese beiden Transposons auf
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ihre Integrationseigenschaften hin getestet (siehe 1V.2.1). Fir die Experimente wurde der
Original-Transposon-Vektor pMarB (LeBreton et al., 2006) und der Tnl10-Vektor plC333
(Steinmetz et al., 1994) verwendet, welche bereits fiir Transposonmutagenesen in B. subtilis
verwendet worden sind. Mit Hilfe dieser Plasmide konnte durch die Anwendung von
,Southern Blot* Analysen gezeigt werden, dass das ,mariner Transposon TnYLB1 zuféllig in
das Chromosom von B. licheniformis DSM13 integrieren kann, solange das Plasmid in
replizierender Form in der Zelle vorhanden ist (siehe Abb. 1V-43). Das Tnl0-Transposon
dagegen nicht. Die entwickelte Methode fiir den Vektor pMarB zeigte aber eine schlechte
Effizienz bei der Erstellung der Transposon-Mutanten (siene Tab. 1V-7), welche mit der
geringen Transferrate des Plasmids durch die Protoplastentransformation zu erklaren war.
Deshalb wurde in weiteren Experimenten die Transferrate verbessert, indem die Vektoren,
pMB1 und pMB2, konstruiert wurden. Diese zeigten eine effektivere Ubertragung der
Plasmide in B. licheniformis durch Konjugation. Es konnten einzelne Transposon-Mutanten
identifiziert werden (siehe 1VV.2.3).

Die Ergebnisse flir den B. licheniformis Stamm E zeigten eine hohe Anzahl von
Plasmidintegrationen in das Chromosom. Die Ursache daflr konnte innerhalb dieser Arbeit
nicht mehr identifiziert werden, aber eine sich anschlielende Bachelor-Arbeit konnte zeigen,
dass das erzeugte Plasmid pMB1 nicht stabil war. Die Sequenzierung des Plasmids pMB1
zeigte, dass die Transposase aus dem Plasmid herausgeschnitten wurde (Muhltaler, 2011).
Damit waren die haufigen Integrationen des Plasmids in das Chromosom von B. licheniformis
DSM13 zu erklaren. Mit dem Verlust der Transposase ging einher, dass das Transposon nicht
ins Chromosom ,springen‘ konnte, wodurch die Zelle gezwungen war das gesamte Plasmid
zu integrieren, um ihr Uberleben unter den verwendeten Selektionsbedingungen zu sichern.

In der erwdhnten Bachelor-Arbeit wurde aber unter der Verwendung des pMarB
Vektors ein effizientes Transposon-Mutagenese-Protokoll entwickelt. Dafir mufte die
Transferrate des Plasmids in B. licheniformis aber zunéchst erhéht werden, um eine effiziente
Methode erhalten zu kénnen. Deshalb wurde ein optimiertes Protokoll zur Elektroporation
angewendet (Dissertation, Rachinger, 2010; Bachelorarbeit, Muhltaler, 2011). Dieses war
sehr effizient und deshalb war es, mit Hilfe der Vorkenntnisse aus dieser Arbeit, innerhalb
dieser erwahnten Bachelorarbeit mdglich, eine effiziente zufallige Transposonmutagenese flr
B. licheniformis DSM13 zu entwickeln (Bachelorarbeit, Mihltaler, 2011).

In den, in unserem Labor, momantan durchgefiihrten Arbeiten, konnte ein stabiler

pMB1 erstellt werden und es ist bereits gelungen einige Transposon-Mutanten zu
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identifizieren (durchgeflihrt von Michael Rachinger). Eine effiziente Methode konnte in sich
anschlieRenden Arbeiten auf verschiedenen Stdmme angewendet werden. Die nun entwickelte
effiziente Methode kdnnte zum Anlegen einer Transposon-Mutanten Bibliothek verwendet

werden.
V.5 Sporulations-defizienter B. licheniformis MW3

Mutanten, die durch gerichtete oder ungerichtete Methoden erzeugt werden, sollen oft
durch gut kontrollierte Fermentationen in Laborfermentern charakterisiert werden. Dabei sind
aber die sehr hitzeresistenten Endosporen von B. licheniformis ein grofles praktisches
Problem. So lassen sich dessen Sporen durch einmaliges autoklavieren des Fermenters nicht
zuverléssig inaktivieren. In der Praxis fuhrt lediglich eine Tyndallisierung zum Erfolg. Um
diese  Schwierigkeit zu umgehen, wurde flir zukiinftige Experimente ein
sporulationsdefizienter Stamm von B. licheniformis erzeugt. So kdnnen verschiedene Stimme
nacheinander im selben Laborfermenter fermentiert werden, ohne dass gegenseitige
Kontaminationen beflirchtet werden missen.

Daher war es winschenswert in dieser Arbeit einen sporulations-defizienten
B. licheniformis MW3 Stamm zu konstruieren (siehe 1V.3). Da die Sporulation in dem
B. licheniformis Stamm E durch die Deletion des ygfD Gens, welches Homologien zu SpolV
Genen aufweist, ausgeschaltet werden konnte (Nahrstedt et al., 2005), wurde dieses Gen in
dieser Arbeit ebenfalls in dem B. licheniformis MW3 Stamm deletiert. Die erstellte Deletions-
Mutante zeigte in den phanotypischen Untersuchungen keine Ausbildung von hitzeresistenten
Sporen mehr (siehe 1V.1.3.2). Das bedeutet, dass dieser Stamm unbedenklich fur die
Laborfermentationen eingesetzt werden kann. Dieser Stamm ist zudem molekularbiologisch

leicht zugédnglich, da zwei Restriktionssysteme deletiert worden sind (Waschkau et al., 2008).
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Anhang

Im Folgenden sind die Lokalisationen der Deletionen der erstellten Deletionsmutanten dargestellt. — stellt den
Start eines Gens, eciner Flanke oder der Deletion dar; <« kennzeichnet das Ende eines Genbereiches,
Flankenbereiches oder Deletionsbereiches. Die Deletion der jeweiligen Gene sind in grau hervorgehoben

L okalisation der Deletionen des aco-Operons

Deletion von acoB:

— daCcoA
1 tatggaagag gcactgacaa aggaaaaagc agtgtggatg tatcaaaaaa
M E E A L T K E K A AV W M Y Q
1 10
101 ggaatactgc cgggttttgt ccatctttac gccggagaag aagcggtcgce
G I L P G F vV H L Y A G E E A V
40
201 atcgcggcca tgggcactgc attgcaaaag ggtgcgactt gaaaggcatg
H R G H G H C I A K G C D L K G M
70 80
301 atcgatgcat attgcagact ttgacaaagg gatgctaggc gcaaacggaa
G S M H I A D F D K G M L G A N G
100 110
401 tataaaaaga ctaaaaatgt aagcgtttgc ttttttggcg acggcgccaa
Y K K T K N v s VvV C F F G D G A
140 150
501 tccctgtcat atttgtcgcc gaaaacaacg ggtatggcga agcgactccg
L P V I F V A E N N G Y G E A T P
170 180
601 tgggattccg ggcgttcgcecg ttgatggaaa agatgcggcc gcggtcttcce
Y G I P G V R vV D G K D A A A V F
210
701 ctcattgagt gtatgacata ccggaactac ggccattttg aaggagatgc
L I E c M T Y R N Y G H F E G D
240 250
801 atgccattgc cgtgttcaaa agcgaactgc tggcaaaagg gctgatgagt
D A I A V F K S E L L A K G L M S
270 280

tgctggaaat ccgctatttc
K L E I R Y F

20

tgcgggegtce tgcgctcatce
A A G V C A H
50

atggccgaga tatacggaaa
M A E I Y G

tcgtcggcgg gggatttcect
I V G G G F P
120

acatttcacg
T F H

caaccagggg
N N QO G

ttttcctatg
F S Y

cgtcaagctg
A S S
190

ccgggcgata
G R A I

aggctgcggg
Q A A
220

ccagcgctac

A QO R Y K T N

agtcgcggat
Q0 S R
290

gaagaagagc
E E E

151

gaagatcagg
E D Q

tgaatgatga
L N D

atctgcagga
K S A G
90

ttggcctgcg
L A C

aagggatcaa
E G I
160

cgagtcgatc

cC E S I

gagcgtgcca
E R A

aaaacaaatg aagaaaaagc

E E K

260

tgaaaaagaa
I E K E

ttcatcagct gtttgctaaa
vV H 0 L F A K

30

agacaccatc acgagcacac
E D T I T S T
60
- FA
ctttgtaaag gaaaaggcgg
L C K G K G

gagcagctct cactgcaaag
G A A L T A K
130

ccttgccgee atctggaagce
N L A A I W K

gcagatcgtg cggccgctta
A D R A A A
200

aaaacggaga aggaccgacg
K N G E G P T
230

ggtgcatcag gaagaaaaag
A V H Q E E K

gttgaagaag cggtcgagga
V E E A V E
300



Anhang

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701

1801

1901

agcggtcgca
E A V A

acgagggaaa
T R E
10

gagcgaatgt
G A N

tacgccgatc
D T P I

acatgtttgg
T C L

gctttagggc
G F R
140

FB
aggattattg
K G L L

o

acgcttccaa
T L P

agctctcage
Q L S
240

gcttgtgatc
R L VvV I

aaaaaggtga
K K V

ttcagcgaaa
F S E

tcagcatgtc
I s M

cgatcatctg
vV D H L

agtgaagcgg
S E A

accaggtgct
D Q V
110

ggccgcccag
A A A Q

ctcgctgcega
L A A

tcggaaaagc
I G K
210

gcggggaatc
A R G I

gtcgatgagyg
vV D E

cggctccgca
T A P
310

aaagcgctta
K S A
310

tccggaagaa
Y P E E

FA - Deletion acoB

agccgcattg
S A A L

caggatgatg
Q D D
50

ggtacatcgg
G Y I
80

gaa
L

cattcgcaaa
H S O

ttgaagatca
I E D
180

agatatcaag
A D I K

gaagccgaaa
E A E

ccaatccgag
A N P
280

tacgccggtg
H T P V

aatgaagcga
N E A
20

aagcatgggg
E A W

gcgaaattcc
A K F

gcttgtatgce
S L Y
150

ggacccggtt
Q D P V

cggaaaggcg
R K G

tccttgatcce
I L D
250

atgcagcatc
R C S I

ccattttcac
P F S

accgaactgc
T E L

tcaaacttgc
I K L

cggtgtgctc
G G V L

gctgctgctt
A A A

gctacatgtt
R Y M
120

cctatttaca
A L F T

atcttttttg
I F F

ccgatgtaac
A D V
220

gcgaagcctt
P R S L

gccgcggata
A A D

cgcctcttga
P P L
320

tgacggatgt
L T D
320

gatgagaagyg
A M R R

ggcgtcacga
G VvV T

caaccggttt
s T G
90

agcattcccg
s I P

aagacaaaac
E D K
190

gattgttgca
T I V A

tcgccgcettg
S P L

tcgcatcatt
I A S
290

agacctgtat
E D L Y

atatgtatcc
v Y V S

gacgatcacg
D D H
30

aagggattgt
K G I
60

aaggccgatc
L R P I

gcggaagttc
A E V

gactgaaagt
G L K
160

gctgtacaac
T L Y N

atcggcaaac
I G K

atgaagaggc
D E E
260

ggcggcagat
L A A D

ttgccgacgce
L P T

152

ACOA « —
tattaattca
Y - F

tcattttaat
Vv I L

tcaggaattt
vV Q E F

gcggaattga
A E L

cgattacgat
P I T
130

gattgtgccg
v I V P

atgacaggcg
M T G

aggttcatac
Qo Vv H
230

cgtccttgca
AV L A

aaaggatttg
K G F

cggaaaaagt
P E K
330

acoB
tgaaggggga
M K G

1

gggggaagat
M G E D

ggacgggagc
G R E

tgtttaacga
M F N
100

ccggacgacc
I R T T

tcgaccccecgt
s T P

atgtgccgga
D V P
200

ggcgcttcaa
T A L Q

tccgtagaaa
S V E

attcgcttga
D S L
300

cgtgaacacc
vV V. N T

aggaaacatg
E G N M

gtcgcaggag
v A G
40

gcgtccttga
R V L
70

ttttatcgga
D F I G

cacggcgccg

acgacgcaaa
Y D A
170

agaatattac
E E Y Y

gcggcggaac
A A E

aaacaaacag
K T N
270

cgcaccggtt
D A P V

gtgcttgaga
V L E



Anhang

2001

2101

2201

tgctcggaga aacatcaaca
M L G E T S T
340

aaggtacggt ttccgtctgg
R R Y G F R L
20

atctccggca aacggaaccg
I S G K R N
60

Deletion von acoR :

101

201

301

501

701

— acolL

ccgaaagccg aggactgatg
P K A E D - -

catatttatg cgtgcgggga
A Y L cC V R G

tgaaggtcaa cagtgacatt
H E G Q o - H

tgttcgtatc ggagagtttc
c s Y R R V

gaaattgtcg gggtttcgat
G N C R G F D

acttcatcgc ggcccatccg
A L H R G P S

acagcgtgag agtgcggagt
T A - E C G

tgctatttaa atacgtggaa
L L F K Y V E
10

v F F I D I E S

acoB « - acoC
catacggtgt aaagattgga aaggagagga gaacatggct
H T V - R L E R R G E H G
350 1

aataaaaaag
E - K S

tcggggaagc cgttgaaaaa ggagaaagca
R G S R - K R R K
30
FB «
tgttggacat ccaagtatct gaaggagagg gagtgccgcc
R V G H P S I - R R G S A A
70

atctgaagct tgaccatatc ggagtccaat atgacaggaa
S E A - P Y R S P I - Q E

tatcacaggc
Y H R

cgcttttcac
R F S

ggggttcagc tggcgcatgce
R G S A G A C

- FB
attccgcgcet gcatctatac
Y S A L H L Y

ttcgcctgaa
F A -

atcgcaagcg
N R K

cgttttcttc
s VvV F F

aaacggaaaa gcgcttattt
K R K S A Y

tgaatgaaac
F E - N

aactgatcgg
R T D R

cgtgggtccg ggagcaaccg
R G S G S N

ccaggcagcc
P G S

actctttcgg aaacgattca cgaagctttg
D S F G N D s R S F

ctgcaagccg
A A S

tttttttatc gatattgaaa gcgcttttat aatataatga

A F I I - -

acgctttgtt caggaagggc ttcttgatca ggcccgcttg
T L C S G R A S - S G P L
20

gtcgaagtgg tcatgccgaa
C R S G H A E

ttgccagcat caattccgaa
H C Q H Q F R
40

gggaaccgtc atctgccgca
G N R H L P
80

agggattcat gtcaaccagc
R D S cC Q P A

gaaggaaccg tcgccgcatc
R R N R R R I
tcggcttaaa tgaaaaaaag

R R L K - K K

tgccggcaag gtcaaaatca
cC R Q G Q N

gtaatgttgc atgcagagct
R N V A C R A

attggggatg
I G D

10

aaaatcgaaa
K N R

tcggaaatga
H R K -
90

atatgcagac
Y A D

ccatgcctca
P C L

gcgagggagc
G E G

tcatagagcc
H H R A

gacggcagac
D G R

acol «

caggtcgggc cattcactgc
R R S G H s L

ggaaaaagca tgaggagagg
G K s M R R

aacaaaagag tcatggaatc
E QO K S H G I
30

153

tgaataaggg
L N K

— acoR
atggaatgaa

G W N E
1

atggtaccgce
M V P

tcgatgaaag
V D E

tggaaatcga
N G N R

aaacgaacaa
K R T

aaacatcccg
K H P

ggcagagaca
R QO R

gctacaggga
A L Q G

ggagtatcag
G VvV s

gcaatggagc
R N G

agaacttcgce
G E L R

tccgacgecc
S D A

tgcaaaaatc
L QO K
40



Anhang

801 gaaatgtcaa

S K C 0

901 gccttatcta
A L S

1001 aggacgcttg
E D A
110

1101 gcgaagctgt
R R S C

1201 gggtttaatc
G F N

1301 catacgaaaa
T Y E

210

1401 ccgcgagcag

S R E 0

1501 tttctcecgee
F L R

1601 ccgggtgaaa
s G -

310

1701 gctccggaaa

R L R K

tccgtattta
s VvV F

cacaatatca
T Q Y
80

aagaggcgaa
- R G E

caccattcac
H H S

gatatttcct
R Y F
180

aaaacgaagc
K K R S

accggtgcgg
T G A

aaagacggga
Q R R
280

caggaacaag
N R N K

ggaacttgcc
G T C

gataaaggac agtcaatttt
R - R T V N F
50

gccgtgaatt aaaagagtcg
Q P - I K R V

aaaaatcaat tttgtcgagg
K N Q F C R
120

gggaccgagc atttttcggt
R D R A F F G
150

gcctcacgga tagaaggcat
L P H G - K A

cgagctcatc agccattgtc
R A H Q P L
220

gaacgttttt
G T F
250

ccgactggag
F R L E

ggcccctegg
E A P R -

taagtcgatt
V. D

ccgggcgttt cagcaggcgce
P G V S A G
320

gcgagggcca ttcatcaggc
R E G H S S G
350

aaaaaaggat
K K G

gaaatgatgg
G N D
90

gcgtgcegetg
G R A L

cgcttcccac
R F P

ccctttatgce
S L Y
190

ttgaaaaaat
S - K N

gagaatggat
E N G

gcactggctg
cC T G
290

ttcaccacat
A S P H

gagcgcacgg
E R T

ttattcgacg ctcaaaaaaa
F I R R S K K
60

cgctcctgat cgatgccgac
G A P D R C R

gacggaaaca gaagtcggca
D G N R S R
130

cattggagct gttctgctgce
P L E L F C C
160

ttgggatggc tgccactgcc
A W D G cC H C

cgattcggat cagccgttta
R F G S AV
230
- FA
gtcaatgatc tgtatgagcg
c Qo - s VvV - A
260

aagtgtcccg caataaaaca
- S V P Q - N

gaggcttgcg gctaagacgg
E A C G - D
330

agaaacggcc cttttatcgce
E K R P F Y R
360

154

gaaacactcg
E T L

gggtacgtat
R V R
100

cgaacgccat
H E R H

accgattcgce
T D S

gcacacgcca
R T R
200

tcgtctgcaa
Y R L Q

cgggtttgcc
R Vv C

gctccatcac
s s I
300

atgcgaatgt
G C E C

cgtcaactgc
R Q0 L

ttattcctcg atatcgccct
v I P R Y R P
70
FB «— Deletion
taagcttggc cggctgccgg
I K L G R L P

cggaaccgca cttgaaatcg
R N R T - N
140

gatgaagacg gcaccgttat
R - R R H R Y
170

tcgaacgcga
H R T R

gatcagcgca
D Q R

tgaaaaagac aaaatcgtag
- K R Q N R
240

agcagacaat
QO A D N

ggggggcaca
R G A
270

tttcatctat
F H L

tcgtatcccg
T R I P

atacatatgg
I H M

ggggaaacag
G G N
340

ggcgccattc
R R H
370

ctgaaagctt
S - K L



Anhang

Lokalisation der Deletionen des acu-Operons

Deletion von acsA :

1

101

301

401

501

601

701

801

tyrS «
attttcaccg gccatcagct ctctaagaca gggaaggatg cgttctactg atctcagtct tcaccttttg aatattcgac taaatctttt ttaacataat
- F S P A I S s L R Q G R M R s T D L S L H L L N I R L N L F - H N
— acsA
atttttgcat tgtcaatgag acatcagtct tccatcgatg agagatcgcc tgccggaagg ttcagctccc atgctttcag gacgcgtctc atgatctttce
I F A L s M R H Q s s I D E R S P A G R F s s H A F R T L T M I F
1 10 20

cgcttcttgt cttcggcagt ttatctttaa attcgatttc ccttggcgcg gcatgtgcgg ccaagccttg tttcacgaac tgcctgattt cttcttttaa
P L L v F G S L S L N s I S L G A A C A A K P C F T N cC L I s S F
30 40 50

FB acsA — Deletion acsA
cgcatctgac ggttcataac cgtccctcaa ggcgatgaac gctttaataa tttcaccccg gacgggatcce ggtttgccga tgacgcctge ttcagcgacg
N A S D G S - P S L K A M N A L I I S P R T G S G L P M T P A S A T
60 70 80 90

gcctgatgct caacaagctt gctctcgact tcaaacgggc cgacgcgttc gcccgatgtc atgatgacat cgtcgatccg tccctggaac caga
A - C s T S L L S T S N G P T R S P D V M M T s s I R P W N Q
100 110 120

cgtcttcatc catgtaggcg gaatctcctg acacatacca atcgcccggc ataaaatagg agctatattt ttcaggattg ttccagatcg aatgcatcat
P S S s M - A E S P D T Y Q S P G I K - E L Y F S G L F Q I E C I
130 140 150

cgacggccag ccttttttaa tggcgagatt tcccattctg taaggaggca gttcatttcc ctggttgtcg acgattgcag cctctacacc gggaatcggce

I D G Q P F L M A R F P I L - G G s S F P W L S T I A A S T P G I G

160 170 180 190
ttgcccattg atcccggttt aatttccatg cacgggtaat tgcagatgag ctgcgatcct gtttcagtca tccaccaagt atcatgaatc cggttgccga
L P I D P G L I S M H G - L QO M s C D P vV S V I H Q v s - I R L P

200 210 220
agactttatg cccccacctg atgacttcgg gatttaacgg ctcccctacg cttaaaatat gccgcaagga gcttagatta tatttattca caagatcgtc

K T L cC P H L M T S G F N G S P T L K I C R K E L R L Yy L F TR S
230 240 250

155



Anhang

901 gcctgcacccec atcagcatcc ggaaagccgt tggcgcgctg taccataccg tcacttccat tttttcaatc gtttcgtacc atgcctcagg actgaatctg
s P A P I s I R K A vV G A L Y H T v T S I F s I Vv S Y H A S G L N L
260 270 280 290
1001 ccgcctacga caacattcgt agctccattc agccacggac cgaaaatccc gtaaaccgtt ccggtgaccc agccgggatc agcggtgcac caatagatgt
p P T T T F vV A P F S H G P K I P - T V p v T QO P G S A V H o - M
300 310 320
1101 catcgtcatg cagatcaaga acccatttgg ctgtttgata atgctggatc attgctttat ggacgtggag aacccctttt ggcgcgccgg tcgaacccga
S S S C R S R T H L AV - - CcC w I I A L W T W R T P F G A P vV E P
330 340 350
1201 cgtatagtga agcagcatcc cgtcttcctg atccacccat tcaatctcaa gatcagtgcc tgcttccgcc gctttcgcgt aataatcaat gacaggtcecct
D v - - s s I P S S - S T H s I S R S V P A S A A F A - - S M T G P
360 370 380 390
- FA acuA
1301 tcttccttta cgccttctee aacgacaatg attgattcaa gatccggaag ttcatcggcecc ggcacccgtt caagcaattc cggcgtcgtc acgatgacct
S S F T P S P T T M I D S R S G S S S A G T R S S N s G VvV V T M T
400 410 420
1401 tcgctccecget gtttgcaagce ctgtctttga cggcaccttc cataaacgct tcaaataacg gcccgacgat cgctcccaat ttgatggcgce cgagaagaat
F A P L F A S L S L T A P s I N A S N N G P T I A P N L M A P R R
430 440 450

Deletion acsA « — FA acsA

1501 aaaataaagc tcgggcgatc tcggcataaa aacaaacaca cggtctccct ttcccacatc ggcatgctge tttaagacat tcccggettt gttggtttcea
I K - S S G D L G I K T N T R S P F P T s A C C F K T F P A L L V S
460 470 480 490
1601 tttttcatct ctctgaaagt gtacttttct tcgcggaccg gatctttgta gtaaaatgcc actttgtttt tcaaatttga ctcagcgtgg cggtcgatag
F F I s L K v Y F S S R T G S L - - N A T L F F K F D s A W R s I
500 510 520
1701 cttcataagc tgcattgatt tttcccgttt tgtgccatga aaaatgcttt tcggcatcct tccagtcaaa tgtccggtat gtttcatcat agtctttcaa
A S - A A L I F P V L C H E K C F S A S F Q s N V R Y Vv S S - S F
530 540 550
acsA «
1801 gttgtaattt cccttttctg ctggcagcgc tttcaatttc atgcccatcc ccctttgttc gatcatcaaa atatattata gtatagattt tttattttct
K L - F P F S A G S A F N F M P I P L C s I I K I Y Y s I D F L F S
560 570 580

156



Anhang

Deletion von acuA :

— acuA
1 caatttttaa aaaatactct tctctcctat gaaaacgctt aatattttgg tatgttatgt ataaaagact tcaactaaga tgtaaggcgg tggatacgtg
Q F L K N T L L S Y E N A - Y F G M L C I K D F N - D V R R W I R
1
101 gagcatcaca aaacttatca tgccaaagaa ttgcagaccg agaaaggctc tgtgctgata gagggcccta tcagtcccga aaaactcgca gaatatgaat
G A S Q N L S cC QO R I A D R E R L cC A D R G P Y Q@ S R K T R R I -
10 20 30 40
FA acuA < Deletion acuA
201 ttcacgacga gcttacagcc tttcgcccat cacaaaaaca acatgaagca ttaatcgaaa tcgcagggect tcccgaagga cgaatcatca tecgceccegttt
I R R A Y S L S P I T K T T - S I N R N R R A S R R T N H H P F
50 60 70
301 ccggcaaacc attgtcggct atgtgacata tgtttatcca gacccgcttg aaagatggtc tgaaggaaac atggaaaatt taatcgagct tggagccatc
P A N H ¢C R L C D I c L S R P A - K M V - R K H G K F N R A W S H
80 90 100
401 gaagtcattc cggcgttcag aggtcactct gtcgggaaga cgctgcttgc ggtcagcatg atggatccgc agatggaaaa atatattatc atcacgactg
R s H s G V Q R s L C R E D A A C G Q H D G S A D G K I Y Y H H D
110 120 130 140
Deletion acuA - FB acuA
501 aatattactg gcattgggat ctaaagggga ctaacaaaga tgtttgggaa tacagaaaga tgatggagaa gatgatgaat gccggaggac ttgtctggtt
-I L L A L G S K G D - O R cC L G I QO K D D G E D D E C R R T C L V
150 160 170
601 tgcgacagac gatccggaaa tcagctccca tcccgccaac tgtttaatgg cacgcatcgg aaaagaggtc agtcaggaat cgatcgagcg ttttgacaga
C D R R s G N Q L P S R Q L F N G T H R K R G Q s G I D R A F - 0
180 190 200
acul «
701 ctcagattcc acaatcgttt tatgtattaa gggagcaaag gggacctgaa tatgattgtt gaaaaaatca tgaaacggga tgttgtgaca ctatccagaa
T Q I P Q s F Y V L R E Q R G P E Y D C - K N H E T G c C D T I Q
210
801 ccgatacgat tgaagaagcg atcaaacgca tgcgaacatt ccacataaag caccttcccg tcatcaatga acggggaacg gtcataggca ttgtcacgga

N R Y D - R S D QO T H A N I P H K A P S R H Q -

157

T G N G H R H C H G



Anhang

Deletion von acuC :

201

cctcgctgat
P R -

cgcgttcaaa
S R S
10

cagcgtattt
D S V F

acggtcggeg
T V G

agcttgcagg
O L A
110

ccttttggta
s L L V

ggaagggctt
G R A

cccatcacgg
A H H
210

atcagcgcca tcttcagcag gcgccaaatc gccatattga
Y QO R H L Q Q A P N R H I

cgatgaatcc cgcctctatc atcaaagacg taaaatccaa
N D E S R L Y H Q0 R R K I Q
20

attttttctc cctcatatca aacctatcaa tttcatcaag
I F S P S Y Q T Y Q F H Q
50

FB acuC «—

Deletion acuC

catttgaacc gggagaaacg attgccccge gcgcagcgac

A F E
80

ggcgggaaag
G A G K

ggcggaacgc
G G T

caggcttttg
s G F
180

cgacggggtg
G D G V

P G E T I A P

ctcccggcag ccgaaagcga
L P A A E S
120

tgacggctgc agactatgtc
L T A A D Y V
150

cgtctataat gacagttcag
c vV Y N D s s

cagtttacgt tctatgatga
Q F T F Y D
220

R A A
90

aaactacggg
E N Y G

atgacgggca
M T G

ttgtgatacg
v v I
190

tcctteegte
D P S V

gcgtgctegt
E R A R

agggtatcag
R VvV S

accacccgtt
D H P
60

agaaaccgag
T E T E

cttggaacgg
L G T

aagctagaca
K A R
160

ttacttgcag
R Y L 0Q

tgcaccgtct
c T Vv

FB acuC «

atatcccggt
I S R

gttctttggce
G S L
30

taatcagctg
F N Q L

ctcgagcttg
L E L

aggatacccc
E D T
130

cgccctcecaat
H A L N

aaaaaatatc
K K Y

cgatacatga
S I H
230

gatgaagatg
R

cggctgttca
A G C s

cgagtctatg
R V Y

ttcacacggg
vV H T
100

tgtttttgcc
P V F A

cttggaggcg
L G G

atgcgaaagt
H A K
200

aacaggccgc
E T G R

- acuC

attcgaaaat
F E N

aagggatttg
K G F

taacatacga
v T Y
70

cgattatatc
G D Y I

gggatgcatg
G M H

ggcttcacca
G L H
170

tttatatatt

v L Y I

tacctattcc
Y L F

actcgtgttt
T R V

ccatgaagga
A M K
40

tcttttgaac
D L L N

agggccgtcce
R A V

aagccgcectc
E A A
140

cgggttcaga
H G F R

gatacagacg
D T D

cgggaacggg
P G T

240

gcaggttcag gaaagaggtc atggcgaagg ctacggctat gcttttaata tcccgctcga tgccttcaca gaagatgagt cttttcttga ttcctaccgg

G Q V Q

E R G

H G E

250

G Y G Y

A F N

I P L

260

D A F T

E D E

S F L
270

D S Y R

acggctgttt ctgaaatagc cgagtttttc aaaccggatg tcattttgtc gcaaaacgga gctgacgcac attactacga tccgctgaca cacttgtgca

T A V

S E I

280

A E F F K P D

v I L

290

S Q N G

158

A D A

H Y Y

300

D P L

T

H L C



Anhang

1001

1101

1201

1301

1401

1501

cgacgatgaa gatttacgaa

T T M K I Y E
310

catttggcgc gtcgtaccga

D I W R v Vv P

gggaaacagg ¢ t
G K 0Q A S

Del «— FA acuC
aaaccgttgc caaagccctt
Q T V A K A L
410

ttgctttctt ctcattattg
P C F L L I I

cataaccgat ggcaagaaaa
H N R W Q E
480

tatccgattc
Y P I

ttttgcgatg
vV L R
450

cgcgacgagt
N A T S

agctcgctca
K L A
320

aagaatctgg
A R I W

gctctgccca
R S A
420

acaatctcga

- Q9 S R

cgagcttttc
R A F

Lokalisation der Deletionen des Glyoxylat-Operons

Deletion des gesamten Glyoxylat-Operons:

atcggaaata tttgtagaaa aatataaatt

N R K Y

tgatgtttat cttgattttg acaatggccg

D D V Y L D F

gactgttatt agggaaaact cttttaccgc
Y R

D C Y - G K

40

L - K

N I N

D N G
10

L F

— Iscitrat Lyase

acgtttttat gattgaaact gttccgcttc
H V F M I E T

70

v P L

ttctgaaacc
F L K

tgtatttgtt
R V F V

cccttccaat
P F Q

agtcgatccc
Q s I
80

cgaacttgca
H E L A

cttgaaatga
E M

acccggaaga
D P E
390

gcgtaccact
Q R T T

cgcgcctgtt
R A C

cttcgacgta
P S T
490

ttttccgggce
P F P G

ctattctttce
L F F

cacacctatt
H T Y

tttgtatcct
D L Y P

taatatgaaa
- Y E

ttccttcata
F P S
460

aagtagccga
- S S R

ttgttcgtct
L F V

agcaaagaca
Q QO R
20

BLi04206 «

gatgtcaatt
- C Q
50

ttcagtgcag
P S

v oQ

gctaacttga
L L T -

tggttgatga
W L M

159

gcagcggaag
cC s G
330

accagaggag
E P E E

ccaattccaa
P I P

attgcggcac
N C G
430

tggctctcag
Y G S Q

tcacagtgct
S Q C

tatatagtga
L Y S

accggccggce
Q P A G

tagacaacaa
- T T

agtcccgcect
K S R
90

atggatcgct
R w I A

aaaatgcctg
K M P

gaaaaaccga
R K T
400

acagaaaagg
T QO K R

tgcggttgtc
c G C

cgcccttget
L Q K A
500

agacaaaaaa
E D K K

caaaacaaac
Q N K

gtcggcggag gcggctacga

v G G G G Y
340
aaaaatggct gaaaaaatgg
E K W L K K W
370
aataacggaa aaaaacgcac
E I T E K N A

ccttgctttt gtgcaagacc
P C F C A R
440

cctgaccggt tttgtatccg
P - P vV L Y P
470

gcagaaagct cccaattgga
P N W M E N

- BLi04206

tttggagggg atatttatga
F G G D I Y
1

aacaggaatc atcagacact
Q 0 E s s D T
30

— Deletion Glyox ges

gcaagccgec
S K P
60

gtcacaacct
L s Q P

caatgacggg cggctttttce

P N D G R L F
gggcgacttc atcaaagtag
G R L H Q S

100



Anhang

401 ctcgttccga cttcgcgctg atgceccttgtcec gceccgtatage cgtggacttc gcectggcaaac tcggcctgcect gcagatcaga gtacgccgcc attccgcecggt
s S F R L R A D A L s P Y S R G L R W Q T R P A A D Q s T P P F R G
110 120 130
501 gcttatattg gcgggccaat tcaaacatgc cgtgatttaa ggcgtggaag cccgccagtg tgacaaattg aaatttatag cccatttcac tgagctgttt
A Y I G G P I o T C R D L R R G s P P V - Q0 I E I Y S P F H - AV
140 150 160
601 ctggaagttc aagatcgtgt tgtcatccag tttggccttc cagttgaacg aaggggaaca gttgtaggcg agcagtttgc ccgggaattt ttcatggatc
S G S s R s C cC H P v W P s S - T K G N S C R R A VvV C P G I F H G
170 180 190 200
701 gcctgtgcaa accggcgggc ttcttcaata ttcggctcag acgtttcaca ccagatcaaa tcggcatacg gcgcatacgc caagcctctg gcaatcgect
S P V Q T G G L L Q Y S A Q T F H T R S N R H T A H T P S L W Q S P
210 220 230
801 gatcaaggcc aggctttgtt ttgaagaacc cttccgctgt tcgctctccecc gtcaaaaacg gtgcatcata tgaatcgacg tcgcttgtga tcaggtctgce
D Q G Qo A L F - R T L P L F A L P S K T V. H H M N R R R L - S G L
240 250 260
901 cgcattcgcg tccgtgcggg caataagaat ggtcgggact cccatcacgt ctgcggcgag gcgcgcggca atcaaattac gtaccgctgt ttgcgtcgga
P H S R P C G Q - E W S G L P S R L R R G A R Q S N Y Vv P L F A S
270 280 290 300
1001 agcagcactt ttccgcccaa atgcccgcac tttttctcag acgacagctg gtcttcaaag tgaactcccg cggcgccggce ttcaatcata cttttcatca
E A A L F R P N A R T F S Q T T A G L Q s E L P R R R L Q S Y F S S
310 320 330
1101 gctcgaacac attcagctgc ccgccgaagc ccgcttcagce gtcggccaca atcggagcaa accaatcgat gtcttccttt ccttceccatat ggtggatttg
A R T H S A A R R S P L Q R R P Q S E Q T N R c L P F L P Y G G F
340 350 360
1201 atcggcgcgcec tgcagcgtgc ggttgatttt tttgacgact tccgggacgc tgtttgccgg ataaaggctt tggtcaggat acatgctccc tgacatattt
D R R A A A C G - F F - R L P G R c L P D K G F G Q D T C S L T Y
370 380 390 400
1301 gcatcggcag ccacctgcca gccgcttaaa taaatcgctt tcaatccgge ctttacttgce tgcatggctt ggtttccggt caaagcgccc agcgccggga
L H R Q P P A S R L N K s L S I R P L L A A W L G F R S K R P A P G
410 420 430
1401 cgaaatcctc tgtatggaga agcttccaca gcttttcggc gccgcgcctt gcaatcgtgt attcaatctc gagcgtgccc ctcagccgaa tgacgtctge
R N P L Y G E A S T A F R R R A L Q9 S C I Qo S R A C P S A E - R L
440 450 460
Isocitratlyase « — Malats.
1501 cgcctcatac ggccttgtga tccctttcca gcecgttcatca tgctcccage tttctgcgag ttgtttttct ttcagcatcg cacattcccc cattatatat
P P H T A L - s L S S V H H A P S F L R vV V F L S A S H I P P L Y
470 480 1

160



Anhang

1601

1701

1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

tt
I

tt

99
R

at
P

ta

CccC

S

cc
R

at

tc
F

aa
I

at

at
H

tcataagc
F I S

ccacgcct
F H A
40

atggcgaa
M A

gaagctaa
— S —

cgtctttc
Y V F
140

gtcatggc
vV M

attccccc
H S P

ctggaaga
I W K
250

gtagagga
vV E

acaaatac
N K Y

ggaaaaaa
M E K
350

gataacgg
D N

cggtatcgtt
R Y R
10

gcttcatcga
cC F I

tccattgcca
N P L P

atagcggatg
I A D
110

cgctttctat
P L S

cgtcttttac
AV F Y

aatcgcatgg
N R M
220

atgacttcat
N D F

tttcatccat
D F I H

gtcgttccac
vV V P
320

taaagaccaa
I K T

cggggttctc
G G V L

agaaactccg
- K L

tgattttctg
D D F L

cagctgggct
Q L G
80

ccggcgctga
A G A

gaatctggtt
M N L V

ttcacgttcc
F T F
190

acgttgcgtt
D V A

ccctgttect
I p V P

ttcaaaggcc
F K G
290

agccttgett
Q P C

aatcgaacag
K I E 0O

tttcagctca
F Q L
390

cgaattcatc
R E F I

catttctttc
H F F
50

ctggaaatct
S G N

tattggtacg
D I G T

cgccgacggce
R R R
150

ttatcttcgc
L I F

tatgacacgt
F M T R

gaatttctta
E F L
260

gccaggatcg
R O D

ccaggtggtt
F Q0 VvV V

gcttgctgac
A C -
360

tagcgtttgce
I A F

atccaaaatc
I QO N
20

tctttcatca
L F H

ccgccegttge
L R R C

gacgcctgct
D A C
120

atatgctgat
H M L

ggattttggce
A D F G

ttgaatcgcc
L N R
230

ataaagctga
N K A

tttcaacgag
R F N E

ttcgattttt
F D F
330

acgggcctgce
H G P

cctgttcatt
A L F I

agctgttcaa
O L F

tcttgaccat
H L D H

agcgtcctcce
S V L
90

tctgtaattc
F C N

tgaatacatc
I E Y I

aaatgcggct
K C G
200

aagagggagt
Q E G

aaatataatc
E N I I

aaccgtcgcet
N R R
300

ggaaggtaga
W K V

cgccgatcag
A A D Q

cgtaaaagaa
R K R
400

161

ataactgtcc
K - L S

ttccgecggtyg
F R G
60

attaagtggt
H -V

tgcctttcgg
S A F R

gagcgccgtt
E R R
170

tcattgatct
F I D

aggctctcat
v G S H

ccacctgccg
P P A
270

ttaatcgtgce
F N R

aataagggcc
E I R A

cacatgcttt
H M L
370

atcgtcccge
N R P

ggcctcttca
G L F
30

actttccggce
D F P

cgatcggagc
v D R S

tacttccagc
Y F Q
130

tgaatcatgc
L N H

caggtttgtc
L R F V

gttgggaact
Vv G N
240

cagttaagcc
A V K

cctgcggaat
A L R N

gcttcctttt
A S F
340

tcttccaagt

F F Q

ggaccgcatc
A D R I

aaccggccgc tccgaaaatg
K P A A P K M

catcgtcaag aactcctttce
A I V K N S F
70

ggcgcctctg cccgacagcec
G A S A R Q
100

aagtcttttt cctcgacctt
Q VvV F F L D L

cgggatgcgc gatccatgtt
A G M R D P C
180

tttagcggga atttgcgccg
F s G N L R
210

gtcatcgtca cggctgagcg
C H R H G - A

cggctgaatg ttccttcaat
P G - M F L Q0
280

gcgcaagtcg ttttgcgcat
A Q V vV L R
310

ttgatcagct cttttgcgtt
F D Q L F C V

gccatccecct cggecctgacc
vV P S P R P D
380

ccgcaaatta acctggcctt
P Q I N L A
410



Anhang

2801

2901

3001

3101

3201

3301

3401

3501

3601

caatgcagtt tttccacgtc ggcgagttcg catcttcaaa gtcggccata aagactttcg ctcctgaatt taaagcgttg atgaccattt ttctgtcgac

F N A V F P R

420

R R V R I F K vV G H

430

K D F R s - 1I

- s Vv
440

D D H

F S V D

cgggccagtg atttcaaccc tgcggtcctc caaatcccgg gggagcggcg cgactgtcca gtccgectcg cggatgtget tcgtttccge caaaaaacaa

R A S D F N
450
gggttcttcc cttgatcaat

R VvV L P L I N

ccatcgcttc
L H R F

ttttgtcaaa
F C Q
520

atgctttgtt
M L C

ataaaacagt
Y K T

cattcagggc
A F R

acgttttttt
A R F F
30

Tr. Start «
atatttctgt tgtagtacag
L Y F C cC s T

tctcttttta ttcatagctt
S L F I H S

ttctggttct aattttgttg
I L V L I L L

P A V L Q I P
460

G E R

ttcagcctgc ctgatcgtcc
F S L P D R
490

gcaaatgcag
P O M Q

atctcttcat aatgcggatt
N L F I M R I

tatcgatccg
Y R S
530

— HSP
ttgcctactce
v C L L

1

gccttttttg
A F F

gcaagacagc
G K T

cggaagcgtt ctgaaaaatt
R K R S E K

ccatcggact
F H R T
40

—=10 «~
tatacagcgc
vV Y S

aaaaatgaaa
A K M K

atgtacacac
M Y T

Deletion Glyox ges «
gttcatattt ttcttctaga atagggaaca
L F I F FOF - N R E

gcagctctta ttctgaatac atataacatt
A A L I L N T Y N I

R D C P V. R L

470

A D V

L R F R

caattcccgt cttcttccece cgaaatggcg ttcaagacgt

Q F P S S S
500

P E M A

F K T
510

Malat Synthase «
gttatatgaa ttctcttctc ctctgttttc atgtctccct

G Y M N S L L

gctcgcattc catgaagtaa
A L A F H E V
10

HSP «

tttcaagctc atttgtataa
F Q A H L Y

ctttttccaa aaaatattta
P F S K K Y L

taaagaggtg aaagtgatga
H K E V K VvV M

tggctggacg atgccgccaa
W L D D A A

162

L C F
540

gattcagcct
R F S

— SD «
ccteccttttt
N L L F

tttttttcca
F F S

tgaaaataaa
M K I

ccagtattac
N Q Y Y

H Vv S

gctcctccat
L L L H
20

atagaacagt
I E Q

ttcaaacaaa
I Q T

aaacaaacaa
K N K Q

ttggcagcag
L A A

Q K T
480

ccgataaact
S D K

-SD
acccctttac
L P L Y

cttttcgccg
L F A

tttatgtttt
F Y Vv

aatagattgt
K I D C

cttgatgtca
L D V

tcaaaagcat
vV K S



Anhang

Deletion der Isocitrat-Lyase:

201

401

1001

gactgttatt agggaaaact cttttaccgc
D C Y - G K L F Y R
40
— Iscitrat Lyase
acgtttttat gattgaaact gttccgcttc
H VvV F M I E T v P L
70

ctcgttccga
S S F R

cttcgegetg
L R A

atgccttgte
D A L
110

gcttatattg
A Y I

gcgggccaat tcaaacatgc
G G P I 9 T C
140

ctggaagttc aagatcgtgt tgtcatccag
S G S S R s C cC H P
170

gcctgtgcaa accggcgggce ttcttcaata
S P V Q T G G L L Q
210

gatcaaggcc
D Q G

aggctttgtt
Q A L Fo-

ttgaagaacc
R T

cgcattcgecg t
P H S R
270

cggg caataagaat
c G Q - E

agcagcactt c
E A A L F
310

cccttccaat
P F Q

agtcgatccc
Q s I
80

gccgtatage
S P Y S

cgtgatttaa
R D L

tttggccttce
v W P
180

ttcggctcag
Y S A Q

cttccgctgt
L P L

ggtcgggact
W S G
280

tttttctcag
T F S Q

BLi04206 «
gatgtcaatt gctaacttga
- C 0 L L T -
50

ttcagtgcag
P S V Q

tggttgatga
W L M

cgtggacttc
R G L

gctggcaaac
R W Q
120

ggcgtggaag cccgccagtg
R R G s P P V
150

cagttgaacg aaggggaaca

K G N

tcgctctcce aaaa
F A L P S K T
250

cccatcacgt
L P S R L

acgacagctg
T T A

Deletion Isocitrat Lyase

gctcgaacac attcagctgc
A R T H S A
340

A R R S

tgcagcgtgce
A A A C

atcggcgcgce
D R R
370

G - F

ccgccgaagce ccgcttcagce gtcggccaca

P L Q

ggttgatttt tttgacgact tccgggacgce

F - R
380

atcggagcaa
R R P Q S E Q
350

tgtttgccgg
L P G R c L P

163

tagacaacaa
- T T

agtcccgcect
K S R
90

tcggectget
T R P A

tgacaaattg
- Q T

gttgtaggcg
S C R
190

tcggcatacg
N R H T

gtgcatcata
vV H H

accaatcgat
T N R

ataaaggctt
D K G
390

gcaagccgcc caatgacggg cggecttttte
S K P P N D G R L F
60

gtcacaacct gggcgacttc atcaaagtag
L s Q P G R L H Q S
100

gcagatcaga gtacgccgcc attccgecggt
A D OQ s T P P F R G
130

aaatttatag cccatttcac tgagctgttt
E I Y S P F H - AV
160
— Deletion Isocitrat Lyase
agcagtttgc ccgggaattt ttcatggatc
R A V C P G I F H G
200

gcgcatacgc caagcctctg
A H T P S L
230

gcaatcgcct
W Q S P

tgaatcgacg
M N R
260

tcgcttgtga

R R L - S

tcaggtctgc
G L

atcaaattac
Q S N Y

gtaccgctgt
vV P L

ttgcgtcgga
F A S
300

cttttcatca

cggcgcecgge ttcaatcata
S Y F S S

R R R L Q
330

gtcttccttt ccttccatat
c L P F L P Y
360

ggtggatttg
G G F

tggtcaggat acatgctccc tgacatattt
F G Q D T C S L T Y
400



Anhang

1101

1201

1301

gcatcggcag ccacctgcca
L H R Q P P A

cgaaatcctc tgtatggaga
R N P L Y G
440

cgcctcatac ggcecttgtga
P P H T A L -
470

Deletion der Malat-Synthase:

201

cgcctcatac
P P H
470

ggccttgtga
T A L -

tttcataagc
I F I S

cggtatcgtt
R Y R
10

ttccacgcecct
F H A cC F I
40

ggatggcgaa
R M A N P L P

atgaagctaa atagcggatg
P - s - I A D
110

tacgtctttc cgctttctat
Y V F P L S
140

ccgtcatggce
S vV M

cgtcttttac
A V F Y

gccgcttaaa taaatcgectt tcaatccggce ctttacttge
S R L N K S L S I R P L L
410 420

agcttccaca gcttttcggce gccgcgectt gcaatcgtgt
E A S T A F R R R A L Q S C
450

Isocitratlyase «

tcecettteca gegttcatca tgctcccage tttetgegag
s L S S V H H A P S F L R
480

Isocitratlyase «
tccectttcca gegttcatca tgctcccage tttctgecgag
s L S S V H H A P S F L R
480
— Deletion Malat Synthase
cgaattcatc atccaaaatc agctgttcaa
R E F I I QO N Q L F
20

agaaactccg
- K L

tgattttctg catttctttc tctttcatca
D D F L H F F L
50

tcttgaccat
F H H L D H

cagctgggct ctggaaatct ccgccgttgce agcgtcctcce
Q L G S G N L R R C S V L
80 90

ccggcgctga tattggtacg
A G A D I G T

gacgcctgct
D A C
120

tctgtaattc
F C N

gaatctggtt
M N L V

atatgctgat tgaatacatc
H M L I E Y I

cgccgacggce
R R R
150

ttcacgttcc ttatcttcgce
F T F L I F
190

ggattttggce
A D F G

aaatgcggct
K C G
200

164

tgcatggctt
A A W L

attcaatctc
I o S

ttgtttttct
v V F

ttgtttttct
vV V F

ataactgtcc
K - L S

ttccgcggtyg
F R G
60

attaagtggt
H - V

tgcctttcgg
S A F R

gagcgccgtt
E R R
170

tcattgatct
F I D

ggtttccggt
G F R

gagcgtgccc
R A C
460

ttcagcatcg
L S A S

ttcagcatcg
L S A S

ggcctcttca
G L F
30

actttccggce
D F P

cgatcggagc
vV D R S

tacttccagc
Y F Q
130

tgaatcatgc
L N H

caggtttgtc
L R F V

caaagcgccc
S K R
430

ctcagccgaa
P S A E

cacattcccc
H I P

cacattcccc
H I P

aaccggccgce
K P A

catcgtcaag
A I V K

ggcgcctctg
G A S
100

aagtcttttt
Q VvV F

cgggatgege
A G M R

tttagcggga
F s G
210

agcgccggga
P A P G

tgacgtctgce
- R L

— Malats.
cattatatat
P L Y

1

- Malats.
cattatatat
P L Y

1

tccgaaaatg
A P K M

aactcctttc
N S F
70

cctcgacctt
F L D L

gatccatgtt
D P C
180

atttgcgccg
N L R



Anhang

Deletion Malat Synthase «

701 ccattcccce aatcgcatgg acgttgegtt tatgacacgt ttgaatcgcc aagagggagt aggctctcat gttgggaact gtcatcgtca cggctgageg
R H S P N R M D V A F M T R L N R Q E G vV G S H V G N C H R H G - A
220 230 240
801 atctggaaga atgacttcat ccctgttcct gaatttctta ataaagctga aaatataatc ccacctgccg cagttaagcc cggctgaatg ttccttcaat
I W K N D F I P V P E F L N K A E N I I P P A A V K P G - M F L Q0
250 260 270 280
901 tcgtagagga tttcatccat ttcaaaggcc gccaggatcg tttcaacgag aaccgtcgcet ttaatcgtgc cctgcggaat gcgcaagtcg ttttgcgcat
F V E D F I H F K G R QO D R F N E N R R F N R A L R N A Q V vV L R
290 300 310
1001 aaacaaatac gtcgttccac agccttgctt ccaggtggtt ttcgattttt ggaaggtaga aataagggcc gcttcctttt ttgatcagct cttttgcgtt
I N K Y Vv V P Q P C F Q VvV V F D F W K V E I R A A S F F D Q L F C V
320 330 340
1101 atggaaaaaa taaagaccaa aatcgaacag gcttgctgac acgggcctgc cgccgatcag cacatgcttt tcttccaagt gccatcccct cggcctgacce
M E K I K T K I E Q A C - H G P A A D Q H M L F F O Vv P S P R P D
350 360 370 380
1201 atgataacgg cggggttctc tttcagctca tagcgtttgc cctgttcatt cgtaaaagaa atcgtcccgc ggaccgcatc ccgcaaatta acctggcecctt
H D N G G V L F Q L I A F A L F I R K R N R P A D R I P O I N L A
390 400 410
1301 caatgcagtt tttccacgtc ggcgagttcg catcttcaaa gtcggccata aagactttcg ctcctgaatt taaagcgttg atgaccattt ttctgtcgac
F N A V F P R R R V R I F K vV G H K D F R s - I - s Vv D D H F s V D
420 430 440
1401 cgggccagtg atttcaaccc tgcggtcctc caaatcccgg gggagcggcg cgactgtcca gtccgcecctcg cggatgtget tcgtttcecge caaaaaacaa
R A S D F N P A V L Q I P G E R R D C P vV R L A D V L R F R Q K T
450 460 470 480
1501 gggttcttcc cttgatcaat ttcagcctgcec ctgatcgtcc gcaaatgcag caattcccgt cttcttccce cgaaatggcg ttcaagacgt ccgataaact
R V L P L I N F S L P D R P O M Q Q F P S S S P E M A F K T S D K
490 500 510
Malat Synthase « -SD «
1601 ccatcgcttc ttttgtcaaa atctcttcat aatgcggatt tatcgatccg gttatatgaa ttctcttctc ctctgttttc atgtctccct acccctttac
L H R F F C Q N L F I M R I Y R S G Y M N s L L L C F H V S L P L Y
520 530 540

165



Anhang

Deletion von dem ,hypothetical small protein‘ (HSP):

— Del. HSP
Malat Synthase « —-SD
1 ccatcgcttc ttttgtcaaa atctcttcat aatgcggatt tatcgatccg gttatatgaa ttctcttctcec ctctgttttc atgtctccct acccctttac
L H R F F C O N L F I M R I Y R S G Y M N S L L L C F H V S L P L Y
520 530 540
— HSP
101 atgctttgtt ataaaacagt ttgcctactc gccttttttg gcaagacagc gctcgcattc catgaagtaa gattcagcct “cat cttttcgccg
M L C Y K T v C L L A F F G K T A L A F H E V R F S L L L H L F A
1 10 20
Deletion HSP HSP « — SD «

201 cattcagggc acgttttttt cggaagcgtt ctgaaaaatt ccatcggact tttcaagctc atttgtataa cctccttttt atagaacagt tttatgtttt

A F R A R F F R K R S E K F H R T F Q0 A H L Y N L L F I E Q F Y V

30 40
Tr. Start « -=10 «

301 atatttctgt tgtagtacag tatacagcgc aaaaatgaaa atgtacacac ctttttccaa aaaatattta tttttttcca ttcaaacaaa aatagattgt

L Y F C c s T v Y S A K M K M Y T P F S K K Y L F F S I o T K I D C

401 tctcttttta ttcatagctt gttcatattt ttcttctaga atagggaaca taaagaggtg aaagtgatga tgaaaataaa aaacaaacaa cttgatgtca
s L F I H S L F I F F F - N R E H K E V K VvV M M K I K N K 0 L D V

L okalisation der Deletion yafD

1 ccgcgcgtga caattgaaat gttcagctct tcctccatca acttcaaatg ggaatcctgg ttcccaaaca gcgcttgagc ctcattcgga ctttccagtt
S A R D N - N Vv O L F L H O L QO M G I L vV P K Q R L S L I R T F Q
- yqfD
101 gctgatgaat cgcaagtaag tgttctgtca ttctttagtc tcctgaacaa ttggtgttgt ttgaacaatg ttttcaataa cctggtaaag gatgatcaat
L L M N R K - v F C H s L V s - T I G V v - T M F s I T W - R M I N
1 10 20

FA <« Deletion yqfD

201 ttaactttac cattctcgct cgtttcgtgc aaaacttttt cactgataat gttcccgtct ctgccgattt ttttcctgat gtctcttttt cccatttcga
L T L P F S L v s C K T F S L I M F P S L P I F F L M S L F P I s
30 40 50
301 ttccttcaag aactgcttct tttttcgagt acaccctttt gatttgttcg tatgctcctt ttcataagcg acaggaagct taaaattcat
I P S R T A S F F E Y T L L I C s I C S F S - A G S L K F
60 70 80 90



Anhang

401 aaaatgcagc gagtgttttt cggtctccgt cttcgggcgc gagaagtctt cttttttaaa tgaaaagccc cagatcggca cggaaaatga tccgagggat
I K C S E C F S V S VvV F G R E K S S F L N E K P o I G T E N D P R D
100 110 120
501 agcttgtgac ttgtccttac tttacccgta aaaacgtcaa atgatgtctc aagaggaacc gttactgttg acttgtacca ggtttcacca tagattttcc
s L - L VvV L T L P V K T S N D V S R G T v T V D L Y Q VvV S P - I F
130 140 150
601 cttttgctcc gactttttgc ttttcctctt cgcttccgat cagcccggaa acgagcattt gccctttttcec aacgtgctgg ttcaccgtga cgagcggcetce
P F A P T F C F S S S L P I S P E T S I cC P F s T C W F T V T S G
160 170 180 190
701 gcctttttcce acgaacattt tcgagatggt cgcccctttt ttggcgacga tgtgcctcgg accgatatat ttttctttgt caggttcatt cttttcaacg
s P F S T N I F E M vV A P F L A T M C L G P I Y F S L S G S F F S T
200 210 220
801 actttcatgt gaagggcggt accgtttaac tcaatgccca cccaagtgat gttttcgacc cgctttgtga gcgcctgctg aattttttcce ggggtcagca
T F M - R A vV P F N s M P T Q V M F S T R F V S A C - I F S G V S
230 240 250
901 ttgaaaactg aaagcggcct tttttgacgc cgatttgatc caattgctgt ctgatttgat gttctgtctc tggattggct cctgtaatat caattttcca
I E N - K R P F L T P I - S N C C L I - cC s Vv s G L A P v I s I F
260 270 280 290
1001 aagcatgttg gacaatagga acatgatgat aaaaaatgca gcaactccaa aagtgaagcc gctattccgt ttagacttct gcacgaggaa aggaaaccct
Q S M L D N R N M M I K N A A T P K VvV K P L F R L D F cC T R K G N P
300 310 320

Deletion ygfD - FB

1101 tttcgtttga tgaacctgca cttgcagtcg aagcctctga tgaccttccg gaaggcatgt acatcagaaa gcggaatata aagaaagacg gcgtctttct
F R L M N L H L Q S8 K P L M T F R K A C T S E S G I - R K T A S F
330 340 350
yqfD «
1201 ttttctttac attaaacatc gggatgttgc gcctggtgca ttcatttaat aaccgttcga tcccttttcc cgttatctta agctggatct ttcctgaaaa
F F F T L N I G M L R L V H S F N N R S I P F P Vv I L s w I F P E
360
1301 aaaagaaagc catttattct tcacgcttct ttccccccga cttatgaatc gatatagcgg acaagctcaa tcgtgccttc aagcagaatt tcctcaggca

K K E S H L F F T L L S P R L M N R Y S G QO A Q S C L Q A E F P QO A
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