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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Bacillus subtilis ist durch seinen Lebensraum in den oberen Schichten des Bodens sich ständig
ändernden Umweltbedingungen ausgesetzt. Für die Anpassung an hochosmolare Bedingun-
gen nutzt B. subtilis die salt-out Strategie. Dafür ist die Akkumulation (durch Aufnahme und
Synthese) von kompatiblen Soluten, ein essenzieller Schritt. Für die Aufnahme gibt es in B.
subtilis verschiedene Transporter, wobei drei davon zu den ABC Transportern gehören (OpuA,
OpuB und OpuC). Eine Besonderheit dieser ABC Transporter ist die regulatorische CBS Do-
mäne am C-Terminus der ATPase, welche durch Spaltung von ATP den Transport katalysiert. In
anderen homologen Transportern konnte gezeigt werden, dass diese Domäne mit dem Second
Messenger c-di-AMP interagiert und vermutlich den Transport dadurch abschaltet. C-di-AMP
ist insofern interessant, als das es sowohl in B. subtilis als auch in nahe verwandten Organis-
men die Kaliumaufname, den ersten Schritt der salt-out Strategie reguliert.
In dieser Arbeit konnten zunächst die CBS Domänen der drei Transporter erfolgreich heterolog
in Escherichia coli exprimiert und gereinigt werden. Im Anschluss daran konnte in vitro mittels
zwei verschiedener Methoden gezeigt werden, dass c-di-AMP an die CBS Domänen von OpuB
und OpuC, jedoch nicht an die von OpuA bindet. Die Werte für die Af�nität von c-di-AMP zu den
CBS Domänen lag für beide Systeme Werte im niederen mikromolaren Bereich. Des Weiteren
wurden mittels gerichteter Mutagenese in der CBS-Domäne von OpuB Mutanten erzeugt um
zu determinieren, welche Aminosäuren an der Bindung beteiligt sind. Es wurden einige inter-
essante Mutanten gefunden, welche in vitro kein c-di-AMP mehr binden.
In vivo zeigte sich bei Osmoprotektionsassays zunächst, dass die in vitro getesteten Mutan-
ten keinen Ein�uss auf die Funktionsweise des Transporters bei Salzstress im Vergleich zum
Wildtyp haben. Auch ein B. subtilis Stamm, welcher OpuB oder OpuC ohne CBS Domäne
exprimiert, zeigte keinen veränderten Phänotyp im Wachstum. Eine Analyse des Minimalmedi-
ums, welches standardmäßig für B. subtilis verwendet wird, deutete darauf hin, dass die hohe
Kaliumkonzentration ein Problem für die eben genannten Wachstumsexperimente sein könnte.
Im Verlauf dieser Arbeit konnte keine Mediumzusammensetzung gefunden werden, die eine
de�niert geringe Menge Kalium enthält und ein Wachstum von B. subtilis unter hochosmolaren
Bedingungen erlaubt. Damit konnte die vorausgesagte Funktion von c-di-AMP bei der Bindung
an die CBS Domänen in vivo weder bestätigt noch wiederlegt werden.
In einem zweiten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die c-di-AMP Konzentration in B.
subtilis im oben genannten Minimalmedium im niedrigen mikromolaren Bereich liegt und sich
bei hyperosmotischem Stress nicht signi�kant verändert. Kombinationen von Knock-Outs der
c-di-AMP synthetisierenden Enzyme führten teilweise zu einer Reduktion der c-di-AMP Kon-
zentration. Es konnte allerdings nicht gezeigt werden, ob eines der Enzyme bei Salzstress eine
gesonderte Rolle spielt.
Diese Arbeit liefert damit eine erste Tendenz, inwiefern c-di-AMP bei der Regulation der Auf-
nahme von kompatiblen Soluten eine Rolle spielt und zeigt, dass es ein Zusammenspiel ver-
schiedener Faktoren ist, welche bei der Adaption an Salzstress zum Tragen kommen.
In einem kleinen Exkurs des Projekts wurde das zytoplasmatische Volumen von B. subtilis mit-
tels verschiedener Mikroskopie-Techniken bestimmt. Salzstress in Form von 1,2 M NaCl führt
zu einer Verkleinerung der Zellen insgesamt, aber interessanterweise zu einer Verdickung der
Zellhülle. Dieser Effekt kann durch die Zugabe des kompatiblen Soluts Glycinbetain vermie-
den werden. Für die einzelne Zelle bedeutet das, dass Konzentrationen beispielsweise von
c-di-AMP oder kompatiblen Soluten dadurch wesentlich höher sind, als unter der Annahme,
dass das zytoplasmatische Volumen relativ gleich bleibt unabhängig von der Osmolarität der
Umgebung.
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2 Summary

2 Summary

Due to its natural habitet in the upper layers of the soil, Bacillus subtilis has to cope with per-
manent changing environmental conditions. B. subtilis utilizes the so-called salt-out strategy to
adapt to a hyperosmotic environment with high salt concentrations. For this, the accumulation
of so-called compatible solutes (little water-soluble compunds) is of particular importance. For
the uptake, B. subtilis posseses different transporters, three of them belonging to the substra-
te binding protein dependent ABC transporters (OpuA, B and C). A special feature of these
three transporters is the regulatory CBS domain at the C terminus of the nucleotide-binding
domain, which catalyzes the transport by hydrolysis of ATP. In homologue transporters of other
organisms there has been shown before, that these CBS domains interact with the second
messenger cyclic di-AMP. Probably, this binding results in a switch-off oft he transport activity.
Cyclic di-AMP is of particular interest because it is in B. subtilis as well as in other organisms
involved in the uptake of potassium, the �rst step of the salt-out strategy.
During this work, the CBS domains of the three transporters could successfully be produced
in E. coli and also the subsequent puri�cation was successful. With the help of two different
methods it could be shown in vitro that c-di-AMP binds to the CBS domains of OpuB and OpuC
but not to this of OpuA. The determination of the af�nity of the CBS domains towards c-di-AMP
resulted in values within the lower micromolar range. Using site-directed mutagenesis, there
could amino acids be detected which seem to be essential for binding. Some interesting mu-
tants have been found which do not bind c-di-AMP anymore.
During osmoprotection experiments it was shown, that the in vitro tested mutants have no in-
�uence of the functionality of the transporter in comparison to the wild type. Also a strain which
expresses either OpuB or OpuC without a CBS domain did not exhibit an alternated growth phe-
notype. An analysis of the minimal medium, which is usually used for B. subtilis, revealed that
the high potassium concentration might be a problem for the growth experiments mentioned
above. During this work it was not possible to �nd a medium composition with a low potassium
concentration which is usable for growth of B. subtilis under high omolarity. In a second part
of this work it could be shown that the c-di-AMP concentration in a B. subtilis cell is within
the lower micromolar range. Furthermore, there is no signi�cant change of the concentration
during growth under high osmolarity. Combinations of knock-outs of the enzymes synthezising
c-di-AMP showed reduced c-di-AMP concentrations. But it could not be revealed if one of the
enzyme has a particular role during adaption to hyperosmotic conditions.
In the end, this work gives a �rst hint, how c-di-AMP is involved in the regulation of the uptake
of compatible solutes. Additionally, it is shown that during adaption to salt stress many factors
are involved and are working together.
For a little side project of this work, the cytoplasmatic volume of B. subtilis has been determined
using different microscopy techniques. Interestingly, salt stress with 1.2 molar NaCl resulted in
much smaller cells but also in a swelling of the cell envelope. This effect could be avoided if
glycine betaine as compatible solute was used. These results are of particular importance for
single cells. For example, the concentrations of c-di-AMP and other compounds are much hig-
her than with the assumption that the cytoplasmatic volume remains similar unindependently
of the external osmolarity.
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3 Einleitung

3 Einleitung

Bacillus subtilis ist ein Gram-positives, stäbchenförmiges Bakterium, welches vor allem in den

oberen Schichten des Bodens vorkommt. Dort existiert es entweder als motile Zelle, als dor-

mante Endospore oder ist auch in der Lage komplexe Bio�lme zu bilden. Wie auch andere

Organismen in diesem Lebensraum, ist B. subtilis dort ständig sich ändernden Umweltbe-

dingungen ausgesetzt. Vor allem Schwankungen in Nährstoffgehalt, Sauerstoffverfügbarkeit,

Temperatur, pH-Wert sowie Feuchtigkeit und Trockenheit des Bodens müssen kompensiert

werden (Mandic-Mulec et al., 2015). Diese extrazellulären Signale werden auch als primäre

Boten bzw. primäre Messenger (englisch: �rst messenger) bezeichnet. Primäre Messenger in-

teragieren nicht direkt mit Komponenten in der Zelle, sondern werden zunächst von Rezeptoren

auf der Zellober�äche wahrgenommen. Rezeptoren sind zum Beispiel Ionenkanäle, G-Protein

gekoppelte Rezeptoren oder Transmembranproteine (Kodis et al., 2012). Durch verschiede-

ne Signal-Kaskaden werden in der Zelle sogenannte sekundäre Botenstoffe (englisch: second

messenger) aktiviert bzw. deren Konzentration verändert. Diese lösen durch eine Interaktion

mit Proteinen, DNA oder RNA Molekülen eine Zellantwort auf die sich verändernde Umweltbe-

dingung aus (Lodish et al., 2000).

3.1 Sekundäre Botenstoffe

Sekundäre Botenstoffe kommen nicht nur in Bakterien, sondern in allen drei Domänen des

Lebens vor. Es können sowohl anorganische Ionen, Gase, Lipid-Derivate als auch Nukleotid-

basierte Moleküle sein. Mit zyklischem 3',5'-Adenosinmonophosphat (cAMP) wurde in den

Sechzigerjahren des letzten Jahrhunderts der erste Vertreter der Nukleotid-basierten second

messenger in eukaryotischen Zellen der Leber entdeckt (Rall und Sutherland, 1958). Einige

Jahre später wurde cAMP auch im Modellorganismus Escherichia coli (Makman und Suther-

land, 1965) und in Brevibacterium liquefaciens (Okabayashi et al., 1963) gefunden. Im Zuge

dieser Forschungen fand man heraus, dass cAMP in E. coli eine Rolle im Zuckerstoffwech-

sel spielt, indem es bei Anwesenheit von Glukose im Medium verhindert, dass andere Zucker

wie zum Beispiel Laktose, Galaktose, Arabinose oder Maltose verstoffwechselt werden können

(Ullmann und Monod, 1968). Heute weiß man, dass in E. coli die Bindung von cAMP an sein

Target CAP (catabolite activtor protein oder cAMP receptor protein) die Transkription von mehr

als 100 Genen aktiviert (Ebright, 1993; Kolb et al., 1993; Busby und Ebright, 1997). Die Tatsa-

che, dass cAMP sowohl im Proteobakterium E. coli als auch im Aktinobakterium B. liquefaciens

vorkommt, lässt vermuten, dass dieser Second Messenger im Phylum Bacteria weit verbreitet

ist. Allerdings ist zum Beispiel B. subtilis, welcher zu den Firmicuten mit niedrigem GC-Gehalt

gehört, nicht in der Lage, cAMP zu synthetisieren. Die Forschung seit der Entdeckung von

cAMP brachte in den letzten Jahren und Jahrzehnten immer mehr Nukleotid-basierte Second

Messenger hervor, darunter die cyclischen Di-Nukleotide c-di-AMP (Corrigan und Gründling,

2013), c-di-GMP (Ross et al., 1987; Amikam und Benziman, 1989) sowie die Hybrid-Formen

c-AMP-GMP (Davies et al., 2012) und c-GMP-AMP (Civril et al., 2013). Bis - (3',5') - zyklisches

di -Guanosinmonophsphat (c-di-GMP) wurde zunächst als Aktivator der membrangebundenen

Cellulose-Synthese in Gluconacetobacter xylinus identi�ziert (Ross et al., 1987) und seitdem
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3 Einleitung

intensiv, vor allem in Gram-negativen Bakterien, studiert. Heute ist bekannt, dass es in vie-

len Organismen die Lebensweise reguliert. Ein hohes c-di-GMP Level begünstigt die Bildung

von Bio�lmen, während ein niedriges Level eine planktonische Lebensweise ermöglicht (Simm

et al., 2004; Jenal und Malone, 2006; Hengge, 2009). In manchen Bakterien beein�usst c-di-

GMP auch die Expression von Virulenz-Genen (Dow et al., 2006; Ryan et al., 2006).

3.2 Zyklisches di-GMP - der Motilitätsregulator in B. subtilis

Zyklisches c-di-GMP, dessen Funktionen in den letzten Jahrzehnten schon in vielen Gram-

negativen Bakterien charakterisiert wurde, wird auch von B. subtilis als Second Messenger

genutzt. Wie auch in Gram-negativen, wird der Auf-und Abbau von c-di-GMP in B. subtilis von

Diguanylatzyklasen (DGCs) bzw. Phosphodiesterasen (PDEs) reguliert. Allerdings ist das Sys-

tem in B. subtilis weniger komplex als zum Beispiel in E. coli , da es nur drei DGCs (DgcK,

DgcP und DgcW) für die Bildung von c-di-GMP aus zwei Molekülen GTP und nur eine PDE

(PdeH) für die Hydrolyse zu 5'-phosphoguanylyl - (3',5') - Guanosin (pGpG) gibt (Chen et al.,

2012). Erste Studien deuteten darauf hin, dass c-di-GMP für B. subtilis nicht essenziell ist und

auch in großen Mengen nicht toxisch, da es möglich ist, in einem Stamm alle DGCs gleichzeitig

oder die einzige PDE zu deletieren. Des Weiteren zeigte sich zunächst, dass ein hohes c-di-

GMP Level in der Zelle zwar die Schwarm-Motilität über das Rezeptor-Protein DgrA negativ

beein�usst aber nicht direkt die Bio�lmbildung reguliert (Gao et al., 2013). Jüngere Analysen

von c-di-GMP Targets zeigten jedoch, dass c-di-GMP über sein putatives Rezeptor-Protein

YdaK indirekt Ein�uss auf die Bio�lmbildung hat, da es die Produktion eines putativen Exopo-

lysaccharids durch das ydaJ-N Operon positiv beein�usst (Bedrunka und Graumann, 2017a,

Bedrunka und Graumann, 2017b). In diesem komplexen Netzwerk von DGCs, der PDE und

den verschiedenen Targets stellt sich natürlich die Frage, inwiefern eine Spezi�tät sicherge-

stellt werden kann. Lokalisationsstudien in B. subtilis und auch anderen Organismen zeigten,

dass die c-di-GMP Level sich nicht global verändern, sondern dass es vielmehr lokale Pools,

zum Beispiel im Bereich der Zellmembran, gibt und die DGCs teilweise direkt mit den Target-

Proteinen interagieren (Merritt et al., 2010; Zhu et al., 2016; Kunz et al., 2020).

3.3 Zyklisches di-AMP - das essenzielle Gift für B. subtilis

Während die Funktion des Sekundärmetabolits c-di-GMP in vielen Organismen seit einigen

Jahrzehnten schon ausführlich untersucht wurde, erschien Bis - (3',5') zyklisches Di - Adeno-

sinmonophsphat (c-di-AMP) erst vor circa 12 Jahren erstmals in der Liste der Sekundärmeta-

bolite. c-di-AMP wurde zufällig entdeckt bei der biochemischen Analyse des Proteins DisA aus

Thermotoga maritima und dessen Homolog aus B. subtilis (Witte et al., 2008).

c-di-AMP ist insofern interessant, als dass es der einzige Second Messenger ist, der für einige

Bakterien unter Standardbedingungen (Vollmedium) essenziell ist, darunter B. subtilis, Staphy-

loccocus aureus und Listeria monocytogenes (Luo und Helmann, 2012; Whiteley et al., 2015;

Chaudhuri et al., 2009). Für B. subtilis wird c-di-AMP verzichtbar, wenn er in einem de�niertem

Minimalmedium kultiviert wird (Gundlach et al., 2017b). Allerdings sind auch zu hohe c-di-AMP

Level toxisch für die Zelle (Gundlach et al., 2015). Aus diesem Gründen wird c-di-AMP auch

als Essential Poison, auf Deutsch Essenzielles Gift, bezeichnet.
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3.3.1 Diadenylatzyklasen - die Enzyme zur Produktion des essenziellen Dinukleotids

Analog wie für c-di-GMP, gibt es in B. subtilis auch verschiedene Enzyme welche c-di-AMP auf-

bzw. abbauen. Alle sogenannten Diadenylatzyklasen haben die DAC (diadenylate cylcase) Do-

mäne gemeinsam, welche die Bildung von einem Molekül c-di-AMP aus zwei Molekülen ATP

unter der Abspaltung von Pyrophosphat katalysiert (Romling, 2008). Insgesamt wurden in Bak-

terien bisher fünf Typen von Diadenylatzyklasen charakterisiert: DisA, CdaA, CdaS, CdaM und

CdaZ (Corrigan und Gründling, 2013; Commichau et al., 2018). Während viele Bakterien nur

entweder DisA oder CdaA besitzen, besitzt B. subtilis wie auch die anderen Mitglieder der Spo-

ren bildenden Gattung Bacillus die drei Zyklasen DisA, CdaA und CdaS (siehe Abb. 1).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Diadenylatzyklasen CdaA, DisA und CdaS. Die DAC Domäne ist
jeweils in rot markiert. TM = Transmembranhelix, CC = Coiled coil Domäne, HhH = Helix-Haarnadel-Helix Motiv.
Abbildung modi�ziert nach Commichau et al., 2018.

Das bereits oben erwähnte DisA (DNA scanning protein A) ist ein Protein, welches an die DNA

bindet und diese auf Schäden untersucht. Werden Schäden wahrgenommen, führt dies zu ei-

ner reduzierten DisA Aktivität, damit zu einem niedrigerem c-di-AMP Level und die Sporulation

verzögert sich (Bejerano-Sagie et al., 2006). Eine ähnliche Rolle scheint DisA auch bei aus-

keimenden Sporen zu spielen (Raguse et al., 2017; Valenzuela-Garcia et al., 2018). Die DAC

Domäne be�ndet sich in DisA am N-Terminus woraufhin in Richtung C Terminus ein Linker und

eine Helix-Haarnadel-Helix Struktur folgen, wobei letztere an die DNA bindet. DisA bildet ein

Homo-Octamer und benötigt für seine Aktivität entweder Magnesium oder Mangan als Cofaktor

(Witte et al., 2008; Müller et al., 2015). Inwiefern die verminderte c-di-AMP Konzentration sich

global in der Zelle zum Beispiel auf die Verzögerung der Sporulation auswirkt, ist allerdings

bisher nicht bekannt.

CdaA bildet die am weitesten verbreitete Klasse von c-di-AMP aufbauenden Enzymen, da man

es sowohl in den meisten Firmicuten als auch in denjenigen Gram-negativen Bakterien �ndet,

welche c-di-AMP bilden, mit Ausnahme von Gammaproteobacterien wie zum Beispiel E. coli.

CdaA ist N-terminal über drei Tranzmembranhelizes in der Zytoplasmamembran verankert und

die sich in der Zelle be�ndende DAC Domäne wird an beiden Seiten von einer Doppelwen-

delstruktur (coiled coil Struktur) �ankiert. Auch für die Aktivität von CdaA wird ein Cofaktor in

Form von Kobalt oder Mangan benötigt (Rosenberg et al., 2015). In den Firmicuten wird CdaA

gemeinsam in einem Operon mit seinem Regulator CdaR und der Phosphoglukosaminmutase

GlmM kodiert (Mehne et al., 2013). Das Membranprotein CdaR interagiert mit CdaA (Gund-
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lach et al., 2015) und inhibiert dessen Aktivität in S. aureus und L. monocytogenes (Bowman

et al., 2016; Rismondo et al., 2015). GlmM ist ein essenzielles Protein für B. subtilis, welches

die Synthese eines Precursers für Peptidoglykan katalysiert. Diese Tatsache, dass sich eine

Diadenylatzyklase in einem Operon mit Enzymen be�ndet, die an der Zellwandsynthese betei-

ligt sind, deutet bereits darauf hin, dass c-di-AMP mit in der Regulation der Zellwandsynthese

involviert ist. Dafür spricht auch die Tatsache, dass leicht erhöhte c-di-AMP Level dazu füh-

ren, dass B. subtilis resistent gegenüber Antibiotika ist, welche die Zellwandsynthese angreifen

(Luo und Helmann, 2012).

CdaS ist eine Diadenylatzyklase, welche nur während der Sporulation exprimiert wird und exis-

tiert nur in B. subtilis und nahe verwandten Bakterien. N-terminal von dessen DAC Domäne be-

�nden sich zwei Helizes, welche die Oligomerisierung des Proteins regulieren: Während CdaS

inaktiv als Hexamer vorliegt, wird es für seine Aktivität zum Dimer. Während der Sporulation

sorgt CdaS für eine ef�ziente Keimung, allerdings sind die Mechanismen, die dessen Aktivität

auslösen, bisher unbekannt (Mehne et al., 2013; Mehne et al., 2014).

Durch das Vorhandensein von drei Diadenylatzyklasen in B. subtilis stellt sich die Frage, in-

wiefern diese zusammen agieren und wie welches Enzym bestimmte Prozesse in der Zelle

reguliert. Dadurch, dass CdaS exklusiv während der Sporulation aktiv ist, regulieren CdaA

und DisA den c-di-AMP Pool in B. subtilis während des exponentiellen Wachstums. Die Loka-

lisation von CdaA in der Membran und von DisA an der DNA könnte darauf hindeuten, dass

CdaA einen spezi�schen Pool für die Regulation der Zellwandsynthese aufbaut und DisA durch

die Synthese von c-di-AMP DNA Integrität und Reparatur kontrolliert. Dadurch, dass c-di-AMP

auch an der Kaliumhomöostase beteiligt ist, müssten beide Enzyme allerdings auch zusammen

agieren. Darauf wird in den folgenden Kapiteln weiter eingegangen.

3.3.2 Phosphodiesterasen - der Schutz vor Überakkumulation von c-di-AMP

Ähnlich wie für c-di-AMP synthetisierende Enzyme, gibt es in B. subtilis verschiedene Enzyme,

welche c-di-AMP abbauen, die sogenannten Phosphodiesterasen. Neben den Phsphodiestera-

sen GdpP und PgpH in B. subtilis gibt es in anderen Organismen noch den Typ DhhP und CdnP.

Allerdings sind es hier abhängig vom Typ des Enzyms unterschiedliche Domänen, welche den

Abbau katalysieren (siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Phosphodiesterasen GdpP und PgpH. TM = Transmembranhelix,
PAS = Per-Arnt-Sim Domäne, GGDEF = (degenerierte) GGDEF Domäne, DHH = DHH Domäne, DHHA1 = DHHA1
Domäne, 7TMR-HDED = 7 Transmembranhelizes-HDED Domäne, HD = HD Domäne. Abbildung modi�ziert nach
Commichau et al., 2018.

GdpP wurde zunächst in Lactococcus lactis beschrieben (Rallu et al., 2002). Während GdpP

in L. lactis Säureresistenz verursacht (Smith et al., 2012), verändert es in pathogenen Spezies

wie Streptococcus pneumoniae und Streptococcus pyogenes die Expression der Virulenzge-

ne (Bai et al., 2013; Cho und Kang, 2013). GdpP ist über zwei Transmembranhelizes in der

Membran verankert. Im zytosolischen Teil folgt eine PAS (= Per-Arnt-Sim) Domäne, eine de-

generierte GGDEF Domöne, eine DHH und eine DHHA1 Domäne. Die Per-Arnt-Sim Domäne

ist nach den Proteinen benannt, in denen sie zunächst entdeckt wurde und bindet in Bakterien

kleine Moleküle Im Falle von B. subtilis sind es B-Typ Häme, welche die Aktivität der GG-

DEF und der DHH/DHHA1 Domänen inhibieren (Rao et al., 2011). Während die Funktion der

GGDEF Domäne unbekannt ist, katalysieren die DHH bzw. DHHA1 (DHH = Aspartat-Histidin-

Histidin = konserviertes Motiv in der aktiven Tasche) die Hydrolyse von c-di-AMP in 5'-pApA

(=5'-Phsphoadenylyl-3'-5'-Adenosin). Neben der Inaktivierung durch B-Typ Häme, ist das Se-

kundärmetabolit und Alarmon (p)ppGpp ein Inhibitor der Phosphodiesterase Aktivität in B. sub-

tilis (Rao et al., 2010).

Während in GdpP die DHH/DHHA1 Domäne die Hydrolyse von c-di-AMP katalyisert, ist es bei

PgpH die HD Domäne. Diese ist auch nach dem konservierten HD (=Histidin-Aspartat) Motiv

im aktiven Zentrum benannt (Huynh et al., 2015). Am N-Terminus des Proteins be�ndet sich

eine Transmembranhelix, daran anschließend eine extrazelluläre 7-Transmembranhelix-HDED

Domäne (7TMR-HDED), weitere 7 Transmembranhelizes und die sich im Zytosol be�ndende

HD Domäne. Es wird vermutet, dass die 7TMR-HDED Domäne als Sensor fungiert und ex-

trazelluiläre Signale an die HD Domäne im Inneren der Zelle weiterleitet (Anantharaman und

Aravind, 2003). Interessanterweise wird auch PgpH durch (p)ppGpp inhibiert und c-di-AMP hat

einen Ein�uss auf das Level des Alarmons in L. monocytogenes (Liu et al., 2006). Im Allge-

meinen ist PgpH die am weitesten verbreitete Phosphodiesterase in Bakterien, vor allem in den

Firmicuten und scheint damit das Haupt-Enzym für die Hydrolyse von c-di-AMP zu sein (Huynh

und Woodward, 2016a).

3.3.3 Kalium und Glutamat - Regulatoren der c-di-AMP Homöostase?

Kalium und Glutamat bilden sowohl in B. subtilis als auch in anderen Organismen den größten

Pool an positiv bzw. negativ geladenen Ionen in der Zelle. Während Kalium für einen stabilen
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Turgor und pH Wert sorgt, indem es die negativen Ladungen der DNA und von Aminosäuren

puffert, dient Glutamat als universeller Aminogruppendonor und Vorläufer für andere Amino-

säuren wie Prolin, Arginin und Glutamin (Epstein, 2003; Bennett et al., 2009). Wichtig für diese

Arbeit ist zudem der Fakt, dass sowohl Kalium als auch Glutamat essenzielle Rollen in der

Osmostressantwort in vielen Organismen spielen (siehe 3.6). Glutamat kann in manchen Or-

ganismen selbst als Osmoprotektivum dienen als auch in anderen Organismen wie B. subtilis

Vorläufer für die Synthese von Prolin sein, welches dann als Osmoprotektivum wirkt (Csonka

et al., 1994; Brill et al., 2011a).

Interessanterweise gibt es einige wichtige Befunde im Zusammenhang mit Kalium, Glutamat

und c-di-AMP: (I) Das c-di-AMP Level in der Zelle ist abhängig von der Kalium Konzentrati-

on. Viel Kalium führt zu einem hohen c-di-AMP Level und wenig Kalium zu einem niedrigem

c-di-AMP Level (Gundlach et al., 2017b; Pham et al., 2018; Zarrella et al., 2018). Umgekehrt

kontrolliert c-di-AMP auch die Kaliumkonzentration durch die Regulation sowohl der Expressi-

on als auch der Aktivität der Kaliumimporter (Gundlach et al., 2017a; Gundlach et al., 2017b;

Gundlach et al., 2019). (II) Wie bereits oben erwähnt, ist c-di-AMP unter Standardbedingungen

essenziell, wird aber zum Beispiel in B. subtilis verzichtbar bei Wachstum mit niedrigen Kali-

umkonzentrationen bis zu 0,1 mM. Mehr Kalium führt zur Bildung von Suppressormutanten,

welche einen vermehrten Export von Kalium über den Transporter NhaK ermöglichen (Gund-

lach et al., 2017b). (III) Glutamat als Stickstoffquelle führt in B. subtilis zu höheren c-di-AMP

Konzentrationen als zum Beispiel Ammonium oder Glutamin (Gundlach et al., 2015).

3.4 Osmotisch bedingter Stress in Mikroorganismen

Bereits im vorherigen Kapitel wurde die Rolle von Kalium für osmotisch bedingten Stress in

B. subtilis und anderen Organismen erwähnt. Doch was genau bedeutet osmotisch bedingter

Stress? Durch seinen Lebensraum in den oberen Schichten des Bodens ist B. subtilis sich stän-

dig ändernden Umweltbedingungen ausgesetzt. Neben Fluktuationen in pH Wert, Sauerstoff -

und Nährstoffverfügbarkeit kann es zu Änderungen der Osmolarität der Umgebung kommen.

Das führt dazu, dass das osmotische Potential in der Zelle angepasst werden muss. Allerdings

können Mikroorganismen für die Anpassung nicht aktiv (= unter Verbrauch von Energie) Was-

ser in die oder aus der Zelle befördern (Booth et al., 2007; Bremer und Krämer, 2019). Deshalb

gibt es verschiedene Anpassungen an plötzliche Veränderungen in der Osmolarität in der Um-

gebung: Zum einen kann es durch Über�utung des Bodens zu hypoosmotischen Stress in der

Zelle kommen. Infolgedessen strömt Wasser ungehindert über die semipermeable Membren

der Zelle ein, der Turgor (= Druck von innen auf die Zellwand) steigt und ein Platzen der Zelle

droht (Wood, 1999; Typas et al., 2011). Um das zu verhindern, öffnen sich in der Zellmembran

be�ndende mechanosensitive Kanäle, welche unselektiv Ionen und andere gelöste Stoffe in

die Umgebung entlassen (Booth et al., 2007; Hoffmann et al., 2008; Booth und Blount, 2012;

Bremer und Krämer, 2019).

Im Vergleich dazu sorgt vermehrte Sonneneinstrahlung und das Fehlen von Regen zu hype-

rosmotischem Stress in der Zelle. In dem Falle gibt es verschiedene Mechanismen, wie Or-

ganismen damit umgehen können: Die sogenannte salt-in und die salt-out Strategie. Erstere

basiert darauf, dass der Organismus größere Mengen von anorganischen Ionen wie Kalium
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und Chlorid in der Zelle akkumuliert (Oren, 2013; Gunde-Cimerman et al., 2018). Diese Stra-

tegie ist zwar energetisch gesehen günstiger als die salt-out Strategie, aber wird auch nur von

Organismen angewendet, welche an eine Umgebung mit ständig hohem Salzgehalt angepasst

sind (Oren, 2011; Oren, 2013).

3.5 Reaktion von B. subtilis bei hyperosmotischem Stress

Organismen wie zum Beispiel B. subtilis, welche nicht in einer im Allgemeinen hochosmolaren

Umgebung leben, praktizieren die salt-out Strategie. Dabei wird auch in einem ersten Schritt

eine hohe Menge Kalium in der Zelle akkumuliert (Dinnbier et al., 1988; Csonka, 1989; Wh-

atmore und Reed, 1990; Kempf und Bremer, 1998). Dieses wird durch die Transporter KtrCD,

KtrAB und KimA aufgenommen, wobei KtrCD eine geringe und KtrAB und KimA eine hohe

Af�nität für Kalium aufweisen (Holtmann et al., 2003; Gundlach et al., 2017b). Durch ihre po-

sitive Ladung stören Kaliumionen in der Menge den zellulären Stoffwechsel, wie zum Beispiel

die Proteinbiosynthese (Yancey et al., 1982). Aus diesem Grund werden die Kaliumionen in

einem zweiten Schritt wieder exportiert. Auch für den Export von Kalium gibt es in B. subtilis

verschiedene Systeme: KhtT/U ist ein Zweikomponentensystem, welches als Kalium/Protonen

Antiporter zur CPA-2 (cation/potassium antiporter-2) Familie gehört. Er besteht aus dem Mem-

branprotein KhtU und dem assoziierten cytoplasmatischem Protein KhtT, wobei KhtT eine RCK

(regulator of conductance of K+) Domäne aufweist und die Aktivität von KhtU reguliert (Fujisa-

wa et al., 2007). Ein zweiter Kaliumexporter ist YugO, welcher ähnlich wie KhtT/U aus einem

Membranprotein und einem cytoplasmatischem Teil mit RCK Domäne beseteht, welche aller-

dings fusioniert sind. Ein interner Translationsstart im yugO Gen führt zur Bildung einer zweiten

RCK Domäne (Ye et al., 2010; Prindle et al., 2015).

Der Export von Kalium reduziert im Allgemeinen die Ionensträke im Inneren der Zelle, ist aber

nur möglich, da parallel der zweite Schritt der Osmostressantwort beginnt, die Akkumulati-

on von sogenannten kompatiblen Soluten, welche in den folgenden Kapiteln näher beleuchtet

wird.

3.5.1 Kompatible Solute

Kompatible Solute sind, wie der Name schon andeutet, Stoffe, die kompatibel mit dem bakte-

riellen Stoffwechsel sind. Grund dafür ist, dass sie bei physiologischem pH keine Nettoladung

aufweisen und in der Zelle in großer Menge akkumuliert werden können ohne den bakteriellen

Stoffwechsel zu stören (Brown und Simpson, 1972; Csonka, 1989; Yancey, 2005). Kompatible

Solute sind relativ kleine, wasserlösliche Verbindungen, welche sich verschiedenen Klassen

zuordnen lassen: Zucker, wie zum Beispiel Trehalose; Aminosäuren und Aminosäurederivate,

wie zum Beispiel Glutamat, Prolin, und Ectoin; Polyole, wie zum Beispiel Glyzerol und Trime-

thylammoniumverbindungen, wie zum Beispiel Glycinbetain, Carnitin und DMSP (Kempf und

Bremer, 1998; Bremer, 2000; Yancey, 2005). Kompatible Solute werden auch als Chemische

Chaperone bezeichnet (Knapp et al., 1999; Stadmiller et al., 2017). Sie werden aus der Hy-

drathülle von Proteinen ausgeschlossen und unterstützen damit deren Faltung und Funktion.

Dieser Effekt wird auch als preferential exclusion bezeichnet (Diamant et al., 2001; Street et al.,
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2006). Kompatible Solute fungieren nicht nur als Osmoprotektiva, sondern können auch vor an-

deren Stressbedingungen wie zum Beispiel Hitze oder Kälte schützen (Holtmann und Bremer,

2004; Hoffmann und Bremer, 2011).

3.5.2 Synthese kompatibler Solute

In B. subtilis gibt es zwei verschiedene Möglichkeiten, kompatible Solute zu akkumulieren: Eine

davon ist die (de novo) Synthese: Prolin ist eine Aminosäure, welche bei osmotisch bedingtem

Stress aus dem Vorläufer Glutamat in Mengen bis zu 400 mM (bei 1 M NaCl) synthetisiert

wird, sofern kein anderes kompatibles Solut extrazellulär zur Verfügung steht (Whatmore et al.,

1990). Dabei kann die Zelle die Prolinsynthese sehr fein auf die extrzelluläre Osmolarität ab-

stimmen (siehe Abb. 3, B) (Brill et al., 2011a; Hoffmann et al., 2013). Die osmoadaptive Pro-

linsynthese wird über die Enzyme ProJ, ProA und ProH bewerkstelligt (siehe Abb. 3, A). Die

Gene proH und proJ sind in einem Operon kodiert, welches osmotisch induziert wird, sowohl

bei kontinuierlichem Stress, als auch bei einem plötzlichen Salzschock. Die Tatsache, dass B.

subtilis bei Deletion des proHJ Operons einen osmosensitiven Phänotyp im Wachstum zeigt,

weist nach, dass die Prolinsynthese ein wesentlicher Bestandteil der Osmoadaption ist (Brill

et al., 2011a; Hoffmann et al., 2017b).

Abbildung 3: Prolinsynthese in B. subtilis . (A) Anabole und osmoadaptive Prolinsynthese aus dem Vorläufer
Glutamat. Für die anabole Synthese werden die Enzyme ProB, ProA und ProI, bei der osmoadaptiven Synthese
die Enzyme ProJ, ProA und ProH genutzt. Abbildung aus Brill et al., 2011a. (B) Prolinpool in Abhängigkeit von der
NaCl Konzentration im Medium ohne (schwarze Kreise) und mit der Zugabe von 1 mM Glycinbetain (weiße Kreise).
Abbildung aus Hoffmann et al., 2013.

Neben der osmoadaptiven Prolinsynthese gibt es auch eine für anabole Zwecke: Über die En-

zyme ProB, ProA und ProI wird ebenfalls aus dem Vorläufer Glutamat Prolin synthetisiert. Die

Regulation der Synthese erfolgt zum einen durch einen T-Box Mechanismus, zum anderen

gibt es eine Feedback-Hemmung von ProB durch Prolin (siehe Abb. 3, A) (Brill et al., 2011b).

Schaut man den osmoadaptiven und den anabolen Prolin-Syntheseweg an, fällt auf, dass es

für die Reduktion von Gamma-Glutamyl-Phosphat zu Glutamat-5-Semialdehyd nur ein Enzym

ProA für beide Wege gibt (Belitsky et al., 2001). ProA stellt damit die Verbindung zwischen bei-

den Wegen her und theoretisch sollte durch eine Deletion des proA Gens die Prolinsynthese

nicht mehr möglich sein. Allerdings bilden Stämme mit einer Deletion von proA auf Minimalme-
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diumplatten ohne Prolin Mikrokolonien, darüber hinaus vereinzelt Suppressor-Kolonien, welche

phänotypisch ähnlich dem Wildtyp sind (Zaprasis et al., 2013). Für diese Suppressoren konnte

zum einen gezeigt werden, dass diese zwar bei Wachstum in Minmalmedium einen ähnlichen

Prolinpool wie ein Wildypstamm aufbauen konnten (rund 10 mM, Whatmore et al., 1990; Hoff-

mann et al., 2013), hingegen die Akkumulation von großen Prolinkonzentrationen von bis zu

500 mM bei osmotischem Stress nicht möglich war. Ersteres konnte durch vermehrte Expres-

sion des Gens rocD gewährleistet werden (Zaprasis et al., 2013). Dessen kodiertes Enzym

RocD ist ein Teil des Argininabbauwegs in B. subtilis und synthetisiert das gleiche Zwischen-

produkt wie ProA (Gardan et al., 1995).

Das zweite kompatible Solut, was von B. subtilis synthetisiert werden kann, ist Glycinbetain. Es

ist das am weitesten verbreitete kompatible Solut und wird sowohl von Bakterien, Eukaryoten

als auch von Archäen als Osmoprotektivum genutzt (Yancey, 2005). Die Synthese geschieht

allerdings nicht de novo, sondern aus Cholin, welches vorher von der Zelle aufgenommen wer-

den muss (Kappes et al., 1999; Nau-Wagner et al., 2012). Über zwei Schritte wird Cholin zu

Glycinbetain oxidiert. Verantwortlich hierfür sind die Alkoholdehydrogenase GbsB und die Al-

dehyddehydrogenase GbsA (Boch et al., 1996). Das gbsAB Operon, welches für die beiden

Enzyme kodiert, wird vom MarR-Typ Regulator GbsR reprimiert, welcher in entgegengesetzter

Richtung direkt vor dem Operon kodiert wird. GbsR agiert mittels Road-Block Mechanismus

und verhindert durch die Bindung stromabwärts des Transkriptionsstarts von gbsAB, dass in

Abwesenheit von Cholin die Gene für die Glycinbetainsynthese abgelesen werden können. Die

RNA Polymerase kann aber dennoch binden (Nau-Wagner et al., 2012; Warmbold et al., 2020).

Wird Cholin durch die Transporter OpuB bzw. OpuC aufgenommen (für Deteils zu den Trans-

portern siehe 3.5.3), bindet es an GbsR, welches daraufhin seine Konformation ändert, sich

von der DNA löst und damit die Transkription des gbsAB Operons freigibt. Das toxische Inter-

mediat der Glycinbetainsynthese (Glycinbetainaldehyd) wirkt ebenfalls als Induktor des gbsAB

Operons (Kappes et al., 1999; Nau-Wagner et al., 2012). Zusätzlich gibt es eine Feedback-

Hemmung der Synthese durch das Reaktionsprodukt Glycinbetain, um eine Überakkumulation

dieses kompatiblen Soluts zu verhindern (Nau-Wagner et al., 2012; Hoffmann et al., 2013).

Interessanterweise wird auch die Expression des opuB Operons durch GbsR reguliert (Nau-

Wagner et al., 2012), die Expression des opuC Operons hingegen nicht, obwohl beide resultie-

renden Transporter Cholin aufnhemen. Stattdessen gibt es zusätzlich den zu GbsR verwandten

MaR-Typ Regulator OpcR, welcher sowohl die Expression des opuB Operons als auch die Ex-

pression des opuC Operons reguliert (Lee et al., 2013). Im Gegensatz zu GbsR agiert OpcR

allerdings nicht mittels Road-Block Mechanismus, sondern verhindert die Bindung der RNA

Polymerase an die -35 Region des opuB und des opuC Promotors (Lee et al., 2013; Warmbold

et al., 2020). Dieses komplexe Netzwerk an Regulatoren und Mechanismen erlaubt es B. sub-

tilis, die Synthese von Glycinbetain aus Cholin sehr fein auf den aktuellen osmotischen Stress

und den aktuellen Pool des kompatiblen Soluts abzustimmen.
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3.5.3 Aufnahme kompatibler Solute

Das kompatible Solut Glycinbetain kann nicht nur aus dem Vorläufer Cholin synthetisiert wer-

den, sondern auch direkt aus der Umgebung aufgenommen werden. Im Allgemeinen werden

kompatible Solute durch Mikroorganismen bei hypoosmotischen Bedingungen an die Umwelt

abgegeben, entstehen beim Absterben von tierischen, p�anzlichen und mirkobiellen Zellen

oder werden von Wurzeln an die Umwelt abgegeben (Welsh, 2000). B. subtilis besitzt ver-

schiedene Systeme, die sogenannten Opu (osmostress protectant uptake) Transporter um

kompatible Solute aus der Umwelt aufzunehmen. Diese Transporter lassen sich verschiede-

nen Klassen zuordnen und besitzen ganz unterschiedliche Substratspektren (siehe Abb. 4)

(Bremer, 2000; Hoffmann und Bremer, 2017a).

Abbildung 4: Substratspektrum der Opu Transporter aus B. subtilis . OpuA, OpuB und OpuC sind
Substratbindeprotein-abhängige ABC Transporter, OpuD ein BCCT Transporter und OpuE ein SSS Transporter
(Bremer, 2000; Hoffmann und Bremer, 2017a).

Die Transporter OpuD und OpuE sind sekundäre Transporter und bestehen nur aus einer

einzelnen Komponente. OpuD zählt zu den Betain-Cholin-Carnitin-Transportern (BCCT) und

transportiert hauptsächlich Glycinbetain, daneben auch Dimethylglycin (DMG) und Dimethyl-

sulfonioacetat (DMSA) und Prolinbetain (Kappes et al., 1996; Kappes et al., 1999). OpuE ist

ein Transporter spezi�sch für Prolin und gehört zu den Sodium/Solute-Symportern (SSS) (von

Blohn et al., 1997). Wie der Name andeutet, werden beim Transport von Prolin auch Natriumio-

nen mit aufgenommen. Gleiches gilt auch für OpuD (von Blohn et al., 1997).

Natrium ist in größeren Mengen allerdings giftig für die Zelle, weswegen dessen Konzentra-

tion meist niedrig gehalten wird (Górecki et al., 2014). Für den Natriumexport gibt es in B.

subtilis verschiedene Systeme: Der ABC Transporter NatAB, welcher durch das Zweikompo-

nenetensystem NatKR kontrolliert wird, reguliert den Natriumhaushalt vor allem bei alkalinem
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pH Wert (Ogura et al., 2007). Der Mehrkomponententransporter Mrp sowie die Einzelkompo-

nententransporter NhaK und NhaC spielen beim Natriumexport während osmotisch bedingtem

Stress eine Rolle (Hahne et al., 2010). Alle drei Transporter werden durch Salzstress transkrip-

tionell induziert und eine Deletion des Mrp Systems führt zu einem osmosensitiven Phänotyp

(Górecki et al., 2014).

Die Transporter OpuA, OpuB und OpuC gehören zu den Substratbindeprotein-abhängigen

ATP-binding cassette (ABC) Transportern und zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dass

der Transport von kompatiblen Soluten unter ATP Verbrauch geschieht (Kempf und Bremer,

1995; Davidson et al., 2008). OpuA nimmt sehr ef�zient Glycinbetain auf (Kempf und Bremer,

1995; Kappes et al., 1996), daneben aber auch Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP), DMG,

Betonicin, Prolinbetain und DMSA (Bashir et al., 2014a; Bashir et al., 2014b; Broy et al., 2015).

Die Transporter OpuB und OpuC sind insofern besonders, als dass sie zwar nahe verwandt

sind, aber sehr unterschiedliche Substratspektren aufweisen. Während OpuB ein spezi�scher

Transporter für Cholin und Gylcinbetainaldehyd ist (niederaf�n wird auch Carnitin aufgenom-

men; Teichmann et al., 2017), transportiert OpuC mit Ausnahme von Prolin und DMG alle

bisher bekannten kompatiblen Solute für B. subtilis (Boch et al., 1996; von Blohn et al., 1997;

Nau-Wagner et al., 2012; Bashir et al., 2014b). Die hohen Sequenzidentitäten der einzelnen

Komponenten von OpuB und OpuC weisen auf eine nahe Verwandtschaft hin: Substratbinde-

proteine OpuBC und OpuCC 71 %, Transmembrandomänen OpuBB/CB und OpuBD/OpuCD

85 % und Nukleotidbindedomänen OpuBA und OpuCA 84 % (Kappes et al., 1999). Auf dem

Chromosomen von B. subtilis liegen das opuB Operon und das opuC Operon sehr nah beein-

ander, was darauf hinweist, dass die beiden Transporter aus einer Genduplikation entstanden

sein könnten (Kappes et al., 1999). Aus einer Analyse von OpuB und OpuC Transportern im

Genus Bacillus geht hervor, dass OpuC bereits in Bacillus Stämmen vorkommt, welche evolu-

tionär älter sind. Daher wird davon ausgegangen, dass der OpuB Transporter aus dem OpuC

Transporter entstanden ist (Teichmann et al., 2018).

Interessanterweise wurde kürzlich bei BLAST Analysen mit den SBPs von OpuB und OpuC

im Genus Bacillus ein neuartiger Transporter der Opu Familie entdeckt. In diesem Transporter,

welcher OpuF benannt wurde, ist besonders, dass er nur aus zwei statt vier Komponenten be-

steht. Das SBP ist mit der TMD fusioniert, zusätzlich gibt es die für ABC Transporter typische

NBD (Teichmann et al., 2018). Insgesamt besteht der funktionelle Transporter aus dem NBD

Dimer und zwei Kopien der TMD-SBP Fusion. Eine 16S rRNA Analyse zeigte außerdem, dass

OpuF im Genus Bacillus sehr weit verbreitet ist, allerdings fehlt er in B. subtilis (Teichmann

et al., 2018).

3.5.4 Struktur und Mechanismus der ABC-Transporter OpuA, OpuB und OpuC

Wie bereits oben erwähnt, gehören OpuA, OpuB und OpuC zur Familie der Substratbindeprotein-

abhängigen ABC Transportern. ABC Transporter lassen sich zunächst generell in Importer und

Exporter unterteilen, wobei man ABC Importer nur in Prokaryoten �ndet. Dabei haben alle ge-

meinsam, dass sie aus jeweils zwei Transmembrandomönen (TMD) und zwei Nukleotidbinde-

domänen (NBD) bestehen (Higgins, 1992; Biemans-Oldehinkel et al., 2006b). Bei bakteriellen

ABC Importern sind alle Domänen in einzelnen Proteinen kodiert, wohingegen bei ABC Expor-
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tern eine TMD mit einer NBD fusioniert ist, welches dann mit einer zweiten TMD-NBD-Fusion

ein Homo- oder ein Heterodimer bildet. In vielen eukaryotischen ABC Transportern sind alle

vier Domänen meist in einer einzigen Peptidkette kodiert (Hollenstein et al., 2007).

Bei den ABC Importern unterscheidet man zwischen Typ 1, Typ 2 und ECF Typ (energy coupling

factor) Importern. Typ1 und 2 ABC Importer besitzen neben zwei TMDs und zwei NBDs noch

ein extrazellulär liegendes Substratbindeprotein (SBP) (siehe Abb. 5) (Locher, 2016).

Abbildung 5: Struktur von Typ 1 und Typ 2 ABC Importern. Typ 1 Importer: Molybdat/Wolframat Transporter
ModBC-A aus Archaeoglobus fulgidus. Typ 2 Importer: Vitamin B12 Transporter BtuCD-F aus E. coli. Substratbin-
deproteine sind jeweils in rot, die beiden Transmembrandomänen in grün bzw. gelb und die beiden Nukleotidbinde-
domänen in violett bzw. blau gekennzeichnet. Abbildung aus Locher, 2016.

Typ 1 ABC Importer transportieren typischerweise größere Mengen Nährstoffe wie Zucker und

Aminosäuren mit einer moderaten Af�nität. Der am besten charakterisierte ABC Transporter

dieses Typs ist der Maltose Importer aus E. coli (Shilton, 2008; Chen, 2013; Alvarez et al.,

2015). Die Besonderheit des Maltose Importers ist, dass es eine zusätzliche Substratbinde-

stelle an den TMDs gibt (Oldham et al., 2007). Typ 2 ABC Importer können Substrate in sehr

geringen Konzentrationen wahrnehmen, mit hoher Af�nität binden und transportieren. Das sind

zum Beispiel Häme, Cobalamin oder Vitamine. Auch hier ist ein Importer aus E. coli das mit

am besten untersuchte System, der Vitamin B12 Importer BtuCD-BtuF (siehe Abb. 5). Im Ge-

gensatz zu Typ 1 Transporter erfolgt bei Typ 2 keine Konformationsänderung der TMDs für die

Translokation des Substrats ins Zytoplasma. Stattdessen gibt es drei „Tore“ an den TMDs, eins

in Richtung Periplasma und zwei in Richtung Zytoplasma, welche sich während der Translo-

kation öffnen und schließen können (Hvorup et al., 2007; Joseph et al., 2011; Korkhov et al.,

2014). Das SBP von ABC Transportern legt das Substratspektrum sowie die Af�nität des Trans-

porters für die Substrate fest (Berntsson et al., 2010). Während das SBP bei Gram-negativen

Bakterien frei im Periplasma diffundiert, ist es bei Gram-positiven Bakterien wie B. subtilis über

einen Lipidanker in der Zellmembran verankert (Kempf und Bremer, 1995; Kappes et al., 1999;

van der Heide und Poolman, 2002) und bei Archaeen manchmal über eine hydrophobe Helix

mit der Membran verbunden (Hollenstein et al., 2007).
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Allgemein stellt sich die Frage, wie das SBP sein Substrat binden kann, wenn wie weiter oben

beschrieben kompatible Solute von der Hydrathülle von Proteinen ausgeschlossen werden

(Street et al., 2006). Die Frage konnte durch die Analyse von ProX, dem SBP des Transporters

von ProU aus E. coli beantwortet werden (Schiefner et al., 2003): In der Bindetasche des SBPs

be�ndet sich ein sogenannter aromatischer Kä�g aus drei Tryptophanresten. Diese interagie-

ren mit den psoitiv geladenen Trimethylammoniumgruppen des Liganden Glycinbetain über

Kation-� -Interaktionen. Der Carboxy-Terminus von Glycinbetain ragt aus dem aromatischen

Kä�g heraus und wird über andere Reste stabilisiert (Schiefner et al., 2003). Dieses Muster

konnte auch für die drei SBPs der Opu Transporter aus B. subtilis gezeigt werden (Horn et al.,

2006; Du et al., 2011; Pittelkow et al., 2011). Des Weiteren zeigte sich beim SBP von OpuC

(OpuCC), dass die Bindestelle für die Substrate relativ �exibel ist und somit ermöglicht, dass

das breite Spektrum an Substraten aufgenommen werden kann (Du et al., 2011).

Charakteristisch für SBP ist, dass diese aus zwei Domänen bestehen, welche über �exible Lin-

ker verbunden sind. Im Interface zwischen den beiden Domänen be�ndet sich die Bindetasche

für das Substrat (Berntsson et al., 2010; Scheepers et al., 2016). Wird ein Substrat gebunden,

wird das Substrat zwischen den beiden Domänen eingeschlossen, woraufhin die Interaktion

mit den TMDs folgt (Grote et al., 2009; Hollenstein et al., 2007; Alvarez et al., 2015). Diese

Interaktion führt im Anschluss daran dazu, dass sich die Konformation von TMDs und NBDs so

ändert, dass letztere ATP binden können (siehe Abb. 6, (1)). Durch das gebundene ATP öffnet

sich ein Kanal zwischen den NBDs, in den das Substrat vom SBP transportiert wird (siehe Abb.

6, (2)) (Oldham et al., 2007; Shilton, 2008; Eitinger et al., 2011; Locher, 2016). Die Hydrolyse

von ATP zu ADP und Phosphat führt im Anschluss daran dazu, dass sich die TMDs zum In-

neren der Zelle öffnen und das Substrat ins Zytoplasma entlassen werden kann (siehe Abb. 6,

(3)) (Patzlaff et al., 2003; Oswald et al., 2006; Davidson et al., 2008; Orelle et al., 2010).

Abbildung 6: Mechanismus eines Typ 1 ABC Importers. SBP = orange; TMD = grün bzw. gelb; NBD = pink bzw.
violett. (1) Das Substrat bindet an das SBP und jeweils ein Molekül ATP an eine NBD. (2) Das Andocken des SBPs
an die TMDs führt zu einer Konformationsänderung von TMD und NBD. NBD bereit für ATP Hydrolyse. (3) ATP
Hydrolyse zu ADP und Phosphat führt zur Entlassung des Substrats ins Zytoplasma. Abbildung aus Locher, 2016.

Anhand des ABC Transporters OpuA aus L. lactis konnte gezeigt werden, dass für den Trans-

port eines Moleküls Glycinbetain zwei Moleküle ATP verbraucht werden (Patzlaff et al., 2003).

Die Hydrolyse eines Moleküls ATP bei ABC Transportern in Zellen liefert dabei 50 kJ / Mol

Energie (ter Beek et al., 2014).
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3.5.5 Die Besonderheit der Nukleotidbindedomänen von OpuA, OpuB und OpuC

Während das Substratbindedomäne von ABC Transportern das Substratspektrum und die Af-

�nität des Transporters determiniert, sind die Nukleotidbindedomänen der Teil, der den Trans-

porter zum ABC Transporter macht. Diese Domänen sind hoch konserviert und liefern durch

die Hydrolyse von ATP die Energie für den Transport (Davidson und Chen, 2004; Davidson

et al., 2008). Insgesamt besteht eine NBD aus einer helikalen und einer katalytisch aktiven

RecA-artigen Domäne. Letztere wurde so benannt, da sie strukturelle Ähnlichkeiten mit dem

Protein RecA hat (Story und Steitz, 1992). Charakteristisch in der NBD sind die Motive, an

denen das ATP bindet, die Motive Walker A und Walker B. Genauer genommen binden Wal-

ker A und Walker B die Phosphate von ATP bzw. ADP und koordinieren ein Magnesiumion

(Walker et al., 1982). Die beiden NBDs dimerisieren durch die Interaktion des konservierten

LSGGQ-Motivs des einen Monomers mit dem Gamma-Phosphat des ATPs, welches im ande-

ren Monomer gebunden ist (Davidson und Chen, 2004).

Eine Studie zur NBD von OpuA aus L. lactis zeigte, dass diese nicht nur aus der ATPase be-

steht, sondern der C-terminus noch wesentlich länger ist, was an sich eher unüblich ist für

NBDs von ABC Transportern (Biemans-Oldehinkel et al., 2006a; Biemans-Oldehinkel et al.,

2006b). Bei dieser „Verlängerung“ der NBD handelt es sich um zwei sogenannte CBS Domä-

nen. CBS kommt von Cystathionin-Beta-Syntase, dem Enzym, welches die Kondensierung von

Homocystein und Serin katalysiert. Die regulatorische Domäne dieses Proteins wird als CBS

Domäne bezeichnet (Miles und Kraus, 2004). Jede NBD hat am C-Terminus die Domänen

CBS1 und CBS2, woraus sich für ein funktionelles NBD Dimer insgesamt vier CBS Domänen

ergeben. Insgesamt wurden bisher in über 4000 Proteinen CBS Domänen als regulatorische

Untereinheiten identi�ziert und einige schon charakterisiert. Allerdings sind diese in ihrer Se-

quenz nicht sehr hoch konserviert (im Gegensatz zur ATPase Domäne). In den Studien zu

den CBS Domänen von L. lactis OpuA konnte gezeigt werden, dass diese als Sensor der

Ionenstärke im Zytoplasma dienen. Des Weiteren scheint CBS1 nur als Linker zu fungieren,

während die Interaktionen zwischen den beiden CBS2 Domänen Änderungen in der Ionenstär-

ke an die ATPase Domäne weiterleitet (Biemans-Oldehinkel et al., 2006a; Biemans-Oldehinkel

et al., 2006b; Karasawa et al., 2011; Karasawa et al., 2013).

Analog zu L. lactis OpuA weisen auch die drei NBD von OpuA, OpuB und OpuC aus B. subtilis

CBS Domänen am C-Terminus auf (siehe Abb. 7). Allerdings ist noch nicht bekannt, welche

(regulatorische) Funktion diese bei der Aufnahme von kompatiblen Soluten in B. subtilis über-

nehmen.

24



3 Einleitung

Abbildung 7: Besonderheit der Nukleotidbindedomänen der B. subtilis Opu Transporter. Dargestellt ist ein
Schema sowie die Sequenz der NBD von OpuA, OpuB und OpuC. ATPase Domäne (gelb) mit den ATP bzw. ADP
bindenden Walker A und Walker B Motiven (orange), sowie die C-terminalen CBS Domänen CBS1 (grün) und CBS2
(violett). ZM = Zytoplasmamembran.

In anderen homologen Opu Transportern gab es bisher verschiedene Resaultate und Hypothe-

sen für die Rolle von CBS Domänen bei osmotisch bedingtem Stress: (I) Für OpuC aus dem

P�anzenpathogen Pseudomonas syringae wurde gezeigt, dass der Transporter ohne CBS Do-

mänen nicht mehr funktionell ist. Der betreffende Stamm lies sich bei Salzstress nicht mehr

mit Cholin oder Glycinbetain protektieren. Um diesen Effekt zu erzielen, reichte es schon aus,

CBS2 zu deletieren (Chen und Beattie, 2007). (II) Für OpuC aus L. monocytogenes und S.

aureus konnte interessanterweise gezeigt werden, dass die CBS Domänen den Second Mes-

senger c-di-AMP binden (Huynh et al., 2016b; Schuster et al., 2016). Die Hypothese ist, dass

die Bindung von c-di-AMP den Transporter abschaltet. Um diese Hypothese zu bestätigen und

um festzustellen, welche Aminosäuren für die Bindung an c-di-AMP essenziell sind, wurden

mit den OpuCA CBS Domänen aus L. monocytogenes in vitro Bindestudien durchgeführt. Es

gab einige interessante Mutanten, die kein c-di-AMP mehr binden konnten. Allerdings zeigten

sich für die Transporter Aktivität in vivo unterschiedliche Resultate für noch c-di-AMP bindende

und nicht mehr bindende Mutanten. Somit konnte am Ende die oben genannte Hypothese nicht

eindeutig bestätigt werden. Allerdings war ein Stamm, in dem durch Deletion der Phosphodies-

terasen c-di-AMP akkumuliert wurde, sensitiv gegenüber osmotisch bedingtem Stress (Huynh

et al., 2016b).

3.6 Die Rolle von c-di-AMP bei osmotisch bedingtem Stress in Bakterien

Durch das Ergebnis, dass c-di-AMP an die NBD von Opu Transportern bindet, liegt die Ver-

mutung nahe, dass c-di-AMP generell in die Osmoadaption in Bakterien involviert ist. Darüber

hinaus gibt es noch andere Interaktionspartner von c-di-AMP, die sowohl in B. subtilis als auch

in anderen Bakterien mit der Adaption an osmotisch bedingten Stress zu tun haben.
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In B. subtilis sorgt die schnelle Aufnahme von Kalium als erste Reaktion dafür, dass die Zellen

nicht dehydrieren (siehe 3.5). Die Kaliumaufnahme wird zum einen auf transkriptioneller Ebene

durch c-di-AMP reguliert. Sowohl das ktrAB Operon als auch kimA, welche für die beiden hoch

af�ninen Kaliumimporter aus B. subtilis kodieren, werden durch den ydaO Riboswitch regu-

liert. ydaO ist ein sogenannter Off-Switch, an den c-di-AMP bindet (Nelson et al., 2013). Ist B.

subtilis einer hyperosmotischen Umgebung ausgesetzt, sorgt ein niedriges c-di-AMP Level da-

für, dass sowohl ktrAB als auch kimA abgelesen werden können. Durch die Kaliumaufnahme

erhöht sich die Kaliumkonzentration in der Zelle. Das führt zu einer erhöhten Produktion von

c-di-AMP. Durch Bindung von c-di-AMP an den ydaO Riboswitch wird die Expression von ktrAB

und kimA abgeschaltet. Für den ydaO Riboswitch aus Thermoanaerobacter pseudethanolicus

und Thermovirga lienii konnte bereits eine Kristallstruktur ermittelt werden sowie dessen Af�-

nität zu c-di-AMP, welche im niederen nanomolaren Bereich liegt (Gao und Serganov, 2014).

c-di-AMP reguliert an dieser Stelle aber auch direkt die Aktivität von KimA und KtrAB durch die

Bindung an die Transporter (Holtmann et al., 2003; Gundlach et al., 2017a; Gundlach et al.,

2017b; Gundlach et al., 2019). Neben KimA und KtrAB gibt es in B. subtilis noch einen drit-

ten Kaliumimporter, KtrCD, allerdings mit niedrigerer Af�nität zu Kalium (Holtmann et al., 2003;

Rocha et al., 2019). Dieser wird nur in seiner Aktivität durch c-di-AMP reguliert, nicht auf tran-

skriptioneller Ebene. Bei KtrAB und KtrCD bindet c-di-AMP jeweils an eine RCK (regulator of

conductance of K+) Domäne. RCK Domänen sind im Allgemeinen regulatorische Untereinhei-

ten von Kaliumtransportern. Sie spielen unter anderem eine Rolle in der Regulation von pH

Wert, Turgordruck und Membranpotential (Whatmore und Reed, 1990; Giraldez und Rothberg,

2017; Schrecker et al., 2019). Für die beiden Transporter KtrAB und KtrCD konnte bereits die

Af�nität zu c-di-AMP bestimmt werden: Interessanterweise liegt diese für die RCK Domäne des

hoch af�inen K + Transporters KtrAB bei 3 µM, hingegen für die RCK Domäne des niederaf�nen

K+ Transporters KtrCD bei 3 µM (Rocha et al., 2019). Die Kristallstruktur von KimA konnte auch

kürzlich aufgeklärt werden (Tascón et al., 2020) und mittels DRaCALA Assay konnte ebenfalls

eine Bindung von c-di-AMP an KimA detektiert werden (Gundlach et al., 2019).

In anderen Bakterien gibt es noch andere Kaliumtransporter, welche von c-di-AMP reguliert

werden. Ein Beispiel ist der ATP abhängige KdpFABC Transporter. Dieser wird normalerweise

vom Zweikomponentensystem KdpDE reguliert (Ballal et al., 2007). Durch Bindung von c-di-

AMP an KdpD wird die Expression des kdpFABC Operons verhindert (Moscoso et al., 2015;

Gibhardt et al., 2019). Für KdpD aus S. aureus konnte eine Af�nität der Bindung von c-di-AMP

von 2 µM gemessen werden (Moscoso et al., 2015). Interessanterweise besitzt auch Bacil-

lus thuringensis einen KdpFABC Transporter, allerdings fehlt da das Zweikomponentensystem

KdpDE. Stattdessen gibt es ähnlich wie bei ktrAB und kimA einen ydaO Riboswitch vor dem

kdpFABC Operon (Wang et al., 2019).

Neben den Kaliumimportern werden auch Kaliumexporter durch c-di-AMP reguliert um die Zel-

le vor toxischen Kaliumkonzentrationen zu schützen. Im Gegensatz zu den Importern erfolgt

bei den Exportern eine Aktivierung durch c-di-AMP. Eine Bindung von c-di-AMP konnte sowohl

für den Kalium/Protonen Antiporter CpaA aus S. aureus (Chin et al., 2015) als auch für dessen

Homolog in B. subtilis gezeigt werden (Gundlach et al., 2019). Des Weiteren wurde die Bindung

von c-di-AMP an KhtT, die Untereinheit des KhtT/U Exporters aus B. subtilis gezeigt (Gundlach

et al., 2019).
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Als zweiter Schritt in der Adaption an hyperosmotischen Stress erfolgt das Ersetzen von Kalium

durch kompatible Solute (siehe 3.5.1). Auch hier gibt es bereits einige Erkenntnisse in Bezug

auf die Regulation durch c-di-AMP. Für L. lactis und Streptococcus agalagtiae konnte gezeigt

werden, dass Stämme, welche durch Deletion der einzigen Phosphodiesterase c-di-AMP in den

Zellen akkumulieren, sensitiv gegenüber hyperosmotischem Stress sind. Es entstanden Sup-

pressormutanten, die die Aufname von kompatiblen Soluten ermöglichten durch Deaktivierung

des Repressors BusR. Beide Spezies besitzen das busAB Operon (betaine uptake system),

welches für einen Glycinbetain-Importer kodiert. Ohne osmotischen Stress wird dieses Operon

vom Repressor BusR reprimiert (Obis et al., 1999; Romeo et al., 2003). Bindung von c-di-AMP

an den Repressor führt zu einer Co-Repression. Durch die Überakkumulation von c-di-AMP

wurde somit die Expression von busAB dauerhaft verhindert und Suppressoren in BusR er-

möglichten in diesem Stamm die Aufnahme von Glycinbetain (Devaux et al., 2018; Pham et al.,

2018). Umgekehrt sorgt in manchen Spezies das Fehlen von c-di-AMP dafür, dass kompati-

ble Soluten in den Zellen akkumuliert werden. Auch hier entstehen in den jeweiligen c-di-AMP

freien Stämmen Suppressoren, welche die Aufnahme von kompatiblen Soluten verhindern, so

zum Beispiel GbuABC in L. monocytogenes und OpuD in S. aureus (Whiteley et al., 2017; Ze-

den et al., 2018).

Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben (siehe 3.5.5), bindet c-di-AMP auch an die CBS

Domänen der OpuC Transporter aus L. monocytogenes und S. aureus. Allerdings ist durch

in vitro Bindestudien und in vivo Transportassays nicht eindeutig klar geworden, welche Rolle

c-di-AMP bei der Aufnahme kompatibler Solute durch OpuC spielt (Huynh et al., 2016b; Schus-

ter et al., 2016). Auch für B. subtilis wurde kürzlich nach Interaktionspartnern von c-di-AMP

gesucht, allerdings nur mit in E. coli heterolog exprimierten aber nicht gereinigten Proteinen.

Dabei wurde gefunden, dass c-di-AMP an den ABC Transporter OpuC, aber nicht an OpuB bin-

det. Der dritte ABC Opu Transporter OpuA wurde dabei nicht getestet (Gundlach et al., 2019).

Insgesamt scheint c-di-AMP ähnlich wir für die Kaliumhomöstase auch für die Regulation der

Aufnahme kompatibler Solute eine Rolle zu spielen. Allerdings ist sowohl in B. subtilis als auch

in anderen Organismen nicht ganz klar, welche Rolle c-di-AMP bei der Regulation von Opu

Transportern spielt.
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3.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Wie bereits in den vorherigen Kapiteln angedeutet, sind die Mechanismen und die Regulation

der Antwort von B. subtilis aus osmotisch bedingten Stress schon sehr gut aufgeklärt worden.

Eine zentrale Rolle spielen dabei sowohl die Kaliumhomöstase als auch die Akkumulation von

kompatiblen Soluten. Letztere kann B. subtilis sehr fein auf die Osmolarität in der Umgebung

abstimmen und besitzt dafür mehrere komplexe Regulationsmechanismen. Dass der Second

Messenger c-di-AMP in die Regulation dieser Stressantwort eingreift, konnte schon in einigen

Organismen gezeigt werden. Das betrifft sowohl die Kaliumhomöostase als auch die Aufnah-

me von kompatiblen Soluten. Allerdings ist bisher unklar, inwiefern c-di-AMP die Transporter

OpuA, OpuB und OpuC in B. subtilis reguliert und damit die Aufnahme von kompatiblen Solu-

ten beein�usst.

Aus diesem Grund soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, welche Rolle c-di-AMP

für die Transporter OpuA, OpuB und OpuC spielt. Dabei geht es zunächst um die allgemeine

Frage, ob c-di-AMP in vitro an die drei CBS Domänen bindet. Da in L. monocytogenes und S.

aureus noch nicht zu 100 % festgestellt werden konnte, ob die Bindung von c-di-AMP an die

CBS Domänen die Transporter wirklich abschaltet, soll in einem weiteren Teil die Funktion von

c-di-AMP in vivo bestimmt werden. Für eine Einordnung von c-di-AMP in die Physiologie von

B. subtilis soll außerdem die Konzentration des Second Messengers in Abhängigkeit von der

Osmolarität der Umgebung bestimmt werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Bakterienstämme, Plasmide und Oligonukleotide

4.1.1 Bakterienstämme

Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stämme sind in Tabelle 1 aufgelistet. Hierbei wurde

TOP10 für Klonierungen, Mutagenese und Plasmidpräparationen verwendet. E. coli BL21 bzw.

Arctic wurden zur heterologen Expression von Proteinen genutzt.

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete E. coli Stämme.

E. coli
Stamm

Genotyp Referenz

TOP 10 F-� -E44 � (lacZYA-argF) U169 � 80� (lacZ)
� (M15) hsdR17 (r K � m K � ) recA1 endA thi-1
relA1 gyrA96

Invitrogen GmbH
(Karlsruhe, DE)

BL21(DE3) F � ompT hsdS (rB � mB � ) dcm � Tet r gal
endA

Agilent Technologies
(Santa Clara, USA)

ArcticExpress
(DE3) RIL

E. coli B F � ompT hsdS(rB � mB� ) dcm � Tet r

gal � (DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gent r ]
Agilent Technologies
(Santa Clara, USA)

Die verwendeten B. subtilis Stämme sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 aufgelistet. Es wurden

sowohl der Wildtyp Stamm 168 als auch der Wildtyp Stamm JH642 verwendet. Für alle Deriva-

te, die in dieser Arbeit oder in vorausgegangen Arbeiten konstruiert wurden, diente B. subtilis

JH642 als Ausgangsstamm.

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete B. subtilis Stämme aus der Stammsammlung AG
Bremer.

Stamm Genotyp Referenz

JH642 trpC2 pheA1 Smith et al., 2014
168 trpC2 BGSC Stamm 1A1
JSB8 � (proHJ::tet)1 Brill et al., 2011a
TMB108 � (opuC::spc)3 Teichmann et al., 2017
TMB116 � (opuB::ery)3 Teichmann et al., 2017
TMB122 � (opuC::spc)3 (� opuB::ery)3 T. Hoffmann
BKK01750 � (cdaA::kan) Koo et al., 2017
BKK00880 � (disA::kan) Koo et al., 2017
BKK19430 � (cdaS::kan) Koo et al., 2017
BSPC13 � (lacA::Pspac-cre spc lacI) Yan et al., 2008
SBB1 � (opuC::spc)3 � (opuD::kan)2 � (opuB::ery)1 S. Broy
SBB2 � (opuA::tet)3 � (opuD::kan)2 � (opuB::ery)1 Teichmann et al., 2017
SBB3 � (opuA::tet)3 � (opuB::ery)1 � (opuC::spc)3 S. Broy
SBB5 � (opuA::tet)3 � (opuC::spc)3 � (opuD::kan)2 Teichmann et al., 2017
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Tabelle 3: In dieser Arbeit konstruierte B. subtilis Stämme. Plasmide (p...) wurden vor der
Transformation linearisiert, gDNA bedeutet eine Transformation mittels genomischer DNA.

Stamm Genotyp Konstruktion

HDB13 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3
amyE::opuB::cml

TMB122 + pMT9

HDB14 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3
amyE::opuC::cml

TMB122 + pChen3

HDB15 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
V261A::cml

TMB122 + pHD36

HDB16 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
S283A::cml

TMB122 + pHD37

HDB17 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
Y343F::cml

TMB122 + pHD39

HDB18 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
Y343W::cml

TMB122 + pHD43

HDB19 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
Y343A::cml

TMB122 + pHD38

HDB20 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
R359A::cml

TMB122 + pHD40

HDB21 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
V261E::cml

TMB122 + pHD42

HDB22 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
D364K::cml

TMB122 + pTP23

HDB23 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
K342E::cml

TMB122 + pTP24

HDB25 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3 amyE::opuB-
KY341~342P::cml

TMB122 + pTP26

HDB41 � (cdaA::kan) JH642 + gDNA BKK01750
HDB45 � (disA::kan) JH642 + gDNA BKK00880
HDB47 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3

amyE::opuB� CBS::cml
TMB122 + pHD53

HDB48 � (opuC::spc)3 � (opuB::ery)3
amyE::opuC� CBS::cml

TMB122 + pHD54

HDB64 � (cdaS::kan) JH642 + gDNA BKK19430
HDB68 � (cdaA) � (lacA::Pspac-cre spc lacI) HDB41 + gDNA BSPC13
HDB69 � (disA) � (lacA::Pspac-cre spc lacI) HDB45 + gDNA BSPC13
HDB70 � (cdaS) � (lacA::Pspac-cre spc lacI) HDB64 + gDNA BSPC13
HDB71 � (cdaS) � (disA) � (lacA::Pspac-cre spc lacI) HDB70 + gDNA HDB45
HDB72 � (cdaS) � (cdaA) � (lacA::Pspac-cre spc lacI) HDB70 + gDNA HDB41
HDB84 � (proHJ::zeo) JH542 + pHD63
HDB85 � (opuC::spc)3 � (opuD::kan)2 � (opuB::ery)1

� (proHJ::zeo)
SBB1 + pHD63

HDB86 � (opuA::tet)3 � (opuC::spc)3 � (opuD::kan)2
� (proHJ::zeo)

SBB5 + pHD63

HDB87 � (opuA::tet)3 � (opuD::kan)2 � (opuB::ery)1
� (proHJ::zeo)

SBB2 + pHD63

HDB88 � (opuA::tet)3 � (opuB::ery)1 � (opuC::spc)3
� (proHJ::zeo)

SBB3 + pHD63
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4.1.2 Plasmide

Alle verwendeten Plasmide sind in Tabelle 4 (bereits vorhandene Plasmide aus der Stamm-

sammlung der AG Bremer), Tabelle 5 und Tabelle 6 (während dieser Arbeit konstruierte Plas-

mide) aufgelistet.

Tabelle 4: Bereits vorhandene Plasmide aus der Stammsammlung der AG Bremer.

Plasmid Beschreibung Referenz

pENTRY KanR, Eintrittsvektor für StarGate® - Klonierung IBA GmbH (Göttingen, DE)
pASG-IBA3 AmpR, Expressionsvektor, tet-Promotor, erzeugt

C-terminalen Strep-Tag am Protein
IBA GmbH (Göttingen, DE)

pASG-IBA5 AmpR, Expressionsvektor, tet-Promotor, erzeugt
N-terminalen Strep-Tag am Protein

IBA GmbH (Göttingen, DE)

pMal-c2 AmpR, Expressionsvektor, tac-Promotor, C-
terminale MalE-Fusion

New England BioLabs
GmbH (Ipswich, MA, USA)

pX AmpR, CmlR, Integrationsvektor
amyE:::cml::amyE

Kim et al., 1996

pMT9
(pChen1)

AmpR, CmlR, pX-Derivat, opuB Operon mit nati-
vem Promotor

Teichmann et al., 2017

pChen3 AmpR, CmlR, pX-Derivat, opuC Operon mit nati-
vem Promotor

Teichmann et al., 2017

p7Z6 AmpR, ZeoR, pMD18-T Derivat, enthält lox71-
zeo-lox66 Kassette

Yan et al., 2008

pJS13 AmpR, pBluescriptSK- Derivat, enthält rtp-proH-
proJ-gltC Region

Brill et al., 2011a

pTP1 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
V261A (GTA� GCA)

T. Pilarski

pTP2 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
R359A (AGG� GCG)

T. Pilarski

pTP3 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
S283A (TCA� GCA)

T. Pilarski

pTP4 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
Y343A (TAT� GCT)

T. Pilarski

pTP5 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
Y343F (TAT� TTT)

T. Pilarski

pTP11 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
V261E (GTA� GAA)

T. Pilarski

pTP12 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
K342E (AAA� GAA)

T. Pilarski

pTP13 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
Y343W (TAT� TGG)

T. Pilarski

pTP14 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
KY342/343P (AAATAT� GCG)

T. Pilarski

pTP19 AmpR, pHD32 Derivat, Mutagenese CBS-BA
D364K (GAC� AAA)

T. Pilarski

pTP23 AmpR, pMT9 Derivat, Mutagenese OpuBA
D364K (GAC� AAA)

T. Pilarski

pTP24 AmpR, pMT9 Derivat, Mutagenese OpuBA
K342E (AAA� GAA)

T. Pilarski

pTP26 AmpR, pMT9 Derivat, Mutagenese OpuBA
KY342/343P (AAATAT� GCG)

T. Pilarski
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Tabelle 5: In dieser Arbeit konstruierte Plasmide.

Plasmid Beschreibung Vaterplasmid

pHD1 Klonierung opuBA (1142bp) Fragment aus B. subtilis über
LguI (LguI-OpuBA-fw-1 und LguI-OpuBA-rev-1)

pENTRY

pHD2 Klonierung opuCA (1139bp) Fragment aus B. subtilis über
LguI (LguI-OpuCA-fw-1 und LguI-OpuCA-rev-1)

pENTRY

pHD3 Klonierung Faktor Xa Schnittstelle, opuCA (1139bp) Frag-
ment aus B. subtilis über LguI (LguI-Fak-XA-OpuCA-fw-1
und LguI-OpuCA-rev-1)

pENTRY

pHD4 Klonierung opuAA (1254bp) Fragment aus B. subtilis über
LguI (LguI-OpuAA-fw-1 und LguI-OpuAA-rev-1)

pENTRY

pHD5 Klonierung Faktor Xa Schnittstelle, opuAA (1254bp) Frag-
ment aus B. subtilis über LguI (LguI-Fak-XA-OpuAA-fw-1
und LguI-OpuAA-rev-1)

pENTRY

pHD6 Klonierung Faktor Xa, Schnittstelle, opuBA (1142bp) Frag-
ment aus B. subtilis über LguI (LguI-Fak-XA-OpuBA-fw-1
und LguI-OpuBA-rev-1)

pENTRY

pHD7 Verdau von pHD4 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA3 pASG-IBA3
pHD8 Verdau von pHD4 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD9 Verdau von pHD5 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD10 Verdau von pHD1 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA3 pASG-IBA3
pHD11 Verdau von pHD1 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD12 Verdau von pHD6 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD13 Verdau von pHD2 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA3 pASG-IBA3
pHD14 Verdau von pHD2 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD15 Verdau von pHD3 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD16 Klonierung CBS-opuBA (378bp) Fragment aus B. subtilis

über LguI (LguI-OpuBA-CBS-fw-1 und LguI-OpuBA-rev-1)
pENTRY

pHD17 Klonierung CBS-opuCA (378bp) Fragment aus B. subtilis
über LguI (LguI-OpuCA-CBS-fw-1 und LguI-OpuCA-rev-1)

pENTRY

pHD18 Verdau von pHD16 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA3 pASG-IBA3
pHD19 Verdau von pHD16 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD20 Verdau von pHD17 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA3 pASG-IBA3
pHD21 Verdau von pHD17 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD27 Klonierung CBS-opuAA (438 bp) Fragment aus B. subtilis

über LguI (LguI-OpuAA-CBS-fw-1 und LguI-OpuAA-rev-1)
pENTRY

pHD28 Verdau von pHD27 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA3 pASG-IBA3
pHD29 Verdau von pHD27 mit Esp3I und Ligation in pASG-IBA5 pASG-IBA5
pHD30 Klonierung opuAA (1254bp) Fragment aus B. subtilis über

BamHI und PstI (opuAA-pMALc2-BamHI-fw und opuAA-
pMALc2-PstI-rev)

pMal-c2

pHD31 Klonierung CBS-opuAA (438 bp) Fragment aus B. subtilis
über BamHI und PstI (CBS-opuAA-pMALc2-BamHI-fw und
opuAA-pMALc2-PstI-rev)

pMal-c2

pHD32 Klonierung CBS-opuBA (378bp) Fragment aus B. subtilis
über BamHI und PstI (CBS-opuBA-pMALc2-BamHI-fw und
opuBA-pMALc2-PstI-rev)

pMal-c2
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Tabelle 6: In dieser Arbeit konstruierte Plasmide (Fortsetzung).

Plasmid Beschreibung Vaterplasmid

pHD33 Klonierung CBS-opuCA (378bp) Fragment aus B. subtilis
über BamHI und PstI (CBS-opuCA-pMALc2-BamHI-fw und
opuCA-pMALc2-PstI-rev)

pMal-c2

pHD34 Klonierung opuBA (1146bp) Fragment aus B. subtilis über
Gibson Assembly (OpuBA-pMal-c2-gibson-fw und OpuBA-
pMal-c2-gibson-rev)

pMal-c2

pHD35 Klonierung opuCA (1143bp) Fragment aus B. subtilis über
Gibson Assembly (OpuCA-pMal-c2-gibson-fw und OpuCA-
pMal-c2-gibson-rev)

pMal-c2

pHD36 Mutagenese OpuBA V261A (GTA� GCA) pMT9
pHD37 Mutagenese OpuBA S283A (TCA� GCA) pMT9
pHD38 Mutagenese OpuBA Y343A (TAT� GCT) pMT9
pHD39 Mutagenese OpuBA Y343F (TAT� TTT) pMT9
pHD40 Mutagenese OpuBA R359A (AGG� GCG) pMT9
pHD42 Mutagenese OpuBA V261E (GTA� GAA) pMT9
pHD43 Mutagenese OpuBA Y343W (TAT� TGG) pMT9
pHD53 Mutagenese OpuBA � CBS-Domänen pMT9
pHD54 Mutagenese OpuCA � CBS-Domänen pChen3
pHD63 Ampli�kation Zeocin-Kassette aus p7Z6 mit ”pJS13 NsiI Zeo

fw” und ”pJS13 AvrII Zeo rev” und Klonierung in pJS13 über
NsiI und AvrII

pJS13

4.1.3 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden durch die Firma Micro-

synth (Lindau, DE) synthetisiert und sind in den Tabellen 7,8,9 und 10 aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotide .

Klonierungsprimer: (Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen)
Oligonukleotid Sequenz (5'- 3') Konstruiertes

Plasmid

LguI-OpuBA-fw-1 AAAGCTCTTCAATGCTGACATTAGAAAA
TGTCTCG

pHD1

LguI-OpuBA-rev-1 AAAGCTCTTCACCCTGACAATGCTGCGA
GCTG

pHD1+6+16

LguI-OpuCA-fw-1 AAAGCTCTTCAATGCTGAAATTGGAACAA
GTGTCAAAAG

pHD2

LguI-OpuCA-rev-1 AAAGCTCTTCACCCGATCGTCATGAGCTGG
TTTTC

pHD2+3+17

LguI-Fak-XA-OpuCA-
fw-1

AAAGCTCTTCAATGATCGAAGGTCGTCTG
AAATTGGAACAAGTGTCAAAAG

pHD3

LguI-OpuAA-fw-1 AAAGCTCTTCAATGAGTGTAGATGAGAAACC
AATTAAG

pHD4
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Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide (Fortsetzung).

Klonierungsprimer: (Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen)
Oligonukleotid Sequenz (5'- 3') Konstruiertes

Plasmid

LguI-OpuAA-rev-1 AAAGCTCTTCACCCTTTCACCTCCTGTGC
AGAAG

pHD4+5+27

LguI-Fak-XA-OpuAA-
fw-1

AAAGCTCTTCAATGATCGAAGGTCGT
AGTGTAGATGAGAAACCAATTAAG

pHD5

LguI-Fak-XA-OpuBA-
fw-1

AAAGCTCTTCAATGATCGAAGGTCGT CTGA-
CATTAGAAAATGTCTCG

pHD6

opuAA-pMALc2-
BamHI-fw

AAAGGATCCATGAGTGTAGATGAG AAAC-
CAATTAAG

pHD30

opuAA-pMALc2-PstI-
rev

AAACTGCAGTTATTTCACCTCCTGTGCAGAAG pHD30+31

CBS-opuAA-pMALc2-
BamHI-fw

AAAGGATCCATGAAACGCGCTGAAACAG pHD31

CBS-opuBA-pMALc2-
BamHI-fw

AAAGGATCCATGAACACACAGCCTGTAACG pHD32

opuBA-pMALc2-PstI-
rev

AAACTGCAGCTATGACAATGCTGCGAGCTG pHD32

CBS-opuCA-pMALc2-
BamHI-fw

AAAGGATCCATGAACAGAACGCCGG pHD33

opuCA-pMALc2-PstI-
rev

AAACTGCAGTCAGATCGTCATGAGCTGG pHD33

OpuBA-pMal-c2-
gibson-fw

CGGGATCGAGGGAAGGATTTCAGAATT
CGGATTGCTGACATTAGAAAATGTCTCG

pHD34

OpuBA-pMal-c2-
gibson-rev

GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTT GC-
CCTATGACAATGCTGCGAGCTGC

pHD34

OpuCA-pMal-c2-
gibson-fw

CGGGATCGAGGGAAGGATTTCAGAATT
CGGATTGCTGAAATTGGAACAAGTGTCAAAAG

pHD35

OpuCA-pMal-c2-
gibson-rev

GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTT GCCT-
CAGATCGTCATGAGCTGGTTTTC

pHD35

pJS13 NsiI Zeo fw AAAATGCATCGCCAGGGTTTTCCCAGT pHD63

pJS13 AvrII Zeo rev AAACCTAGGGAGCGGATAACAATTTCACACAGG pHD63
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Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide (Fortsetzung).

Mutageneseprimer: Kleinbuchstaben = mutierte Nukleotide
Oligonukleotid Sequenz (5'- 3') Mutiertes Plas-

mid

OpuBAmutV261A_fw CACACAGCCTgcaACGATCACCG pHD36

OpuBAmutV261A_rev TTCATAATCTGGTCAACCCGTTC pHD36+42

OpuBAmutS283A_fw ACGGGTCGATgcaTTGCTGGTCG pHD37

OpuBAmutS283A_rev TCCTGCCTCATCAGCTGAATG pHD37

OpuBAmutY343A_fw GGGTGTCAAAgctGTTCCCGTTG pHD38

OpuBAmutY343A_rev CGTTTTAAAATTTTGCGGAC pHD38+39+43

OpuBAmutY343F_fw GGGTGTCAAAtttGTTCCCGTTG pHD39

OpuBAmutR359A_fw AATTGTGACGgcgGCAAGTCTGGTCGAC pHD40

OpuBAmutR359A_rev CCGATCAGGCGTCGGTCT pHD40

OpuBAmutV261E_fw CACACAGCCTgaaACGATCACCG pHD42

OpuBAmutY343W_fw GGGTGTCAAAtggGTTCCCGTTG pHD43

Q5 opuBA delCBS fw TAGGGAGGGGCGATAAGT pHD53

Q5 opuBA delCBS rev AATCTGGTCAACCCGTTC pHD53

Q5 opuCA delCBS fw TGACCAGGGGAGGAGCTC pHD54

Q5 opuCA delCBS rev TTGCTCTACCCGCTCGATATC pHD54

Sequenzierprimer
Oligonukleotid Sequenz (5'- 3') Ziel der Se-

quenzierung

pASK_IBA_F GTGAAATGAATAGTTCGAC pASG-IBA3/5
Konstrukte

pASK_IBA_R CGCAGTAGCGGTAAACGGC pASG-IBA3/5
Konstrukte

pMal-C2-Seq_fw GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC pMal-c2 Kon-
strukte

pMal-c2 Seq_rev CATCCGCCAAAACAGCCAAG pMal-c2 Kon-
strukte

OpuBF CGGTTTCATCCTTTCAGCTAACAATTC opuB + Derivate
in pMT9

OpuB seq1 TTCAGCAGAATATCTCACTCGTCC opuB + Derivate
in pMT9

OpuB seq2 AAACGCTTTCTGAGGCCATTCAGC opuB + Derivate
in pMT9

OpuB seq2,5 CGATATCGCTCATTGCTGTGATC opuB + Derivate
in pMT9
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Tabelle 10: Verwendete Oligonukleotide (Fortsetzung).

Sequenzierprimer
Oligonukleotid Sequenz (5'- 3') Ziel der Se-

quenzierung

OpuB seq3 GCGGCGGATTGGGTGATTACATTT opuB + Derivate
in pMT9

OpuB seq3,5 CGGTGCAGCAGCAGGCTTTAATG opuB + Derivate
in pMT9

OpuB seq4 TGTGCTTGCGTATTCAACCGATGG opuB + Derivate
in pMT9

OpuB seq5 GGCGGGCCTTCGCACGGCTCTCGTC opuB + Derivate
in pMT9

OpuC seq1 CAGAAAATTTAAAGGAAACCTGCGGAGG opuB + Derivate
in pChen3

OpuC seq2 CCCACGATATGGATGAAGCGATTAAGC opuB + Derivate
in pChen3

OpuC seq3 CTGACCAGGGGAGGAGCTCTTTTAAGATG opuB + Derivate
in pChen3

OpuC seq4 GAATATATCATTGGCGGTGCCGTGCCTGTC opuB + Derivate
in pChen3

OpuC seq5 GGAGCATATTAACACCGTGTCTGACCTG opuB + Derivate
in pChen3

OpuC seq6 GCTCGGCATCCTGATAGCCAGATACAGAAG opuB + Derivate
in pChen3

OpuC seq7 CATCCCTTCAAATGGCAATTGATGGTGTC opuB + Derivate
in pChen3

PCR Primer für Cre/lox Verfahren
Oligonukleotid Sequenz (5'- 3') Bemerkung

cdaA Del Kan-cre fw GTGGTATAATGGGCTCGCTATG Kontrolle Deleti-
on cdaA

cdaA Del Kan-cre rev CCGCCACATAAAGCAAGAGC Kontrolle Deleti-
on cdaA

cdaS Del Kan-cre fw CGAAATCACGCCTAAAAAGGTG Kontrolle Deleti-
on cdaS

cdaS Del Kan-cre rev CATTCAGCTTGAAGCGAATGC Kontrolle Deleti-
on cdaS

disA Del Kan-cre fw CGGCAAATCTGGATGGATGG Kontrolle Deleti-
on disA

disA Del Kan-cre rev CGCCAAAAATAATGAAGAACGCC Kontrolle Deleti-
on disA

KanR-Gross-Bs-fw GCAGGCGAGAAAGGAGAG PCR auf Kan-
Kassette

KanR-Gross-Bs-rev CGAGGCTCCTGTCACTGC PCR auf Kan-
Kassette
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4.2 Materialien und Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammen, insofern im Text nichts anderes erwähnt ist, von den

Firmen Carl Roth (Karlsruhe, DE), AppliChem (Darmstadt, DE), Merck (Darmstadt, DE), Invi-

voGen (San Diego, CA, USA) und Sigma-Aldrich (Steinheim, DE). Amylose-Resin für die Af�ni-

tätschromatogra�e wurde von New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) bezogen. Von Thermo

Fisher Scienti�c (Dreieich, DE) wurden Kits zur Plasmid-Präparation und DNA-Reinigung, Grö-

ßenstandards, Restriktionsenzyme, Ligasen, dNTP´ s und Phosphatasen bezogen. Cyclische

Dinukleotide stammen von Jena Bioscience (Jena, DE).

4.3 Mikrobiologische Methoden

4.3.1 Grundmedien

Für Vorkulturen und Stammhaltung wurden E.coli und B. subtilis standardmäßig in LB-Medium

(Luria-Bertani) bei 37 °C kultiviert. Für Festmedien wurde zum Medium 1,5 % Agar hinzugege-

ben. Zur heterologen Produktion von Proteinen in E. coli wurde modi�ziertes Minimalmedium

A (MMA, Tabelle 11) (Miller, 1972) verwendet. Es wurde modi�ziert durch die Zugabe von 0,2

% Glukose (w/v), 0,1 % Casaminosäuren (w/v), 0,5 mg/L Thiamin und 1 mM MgSO4.

Tabelle 11: Minimalmedium A für E. coli .

Komponente Einwaage (g/L)

K2HPO4 10,5
KH2PO4 4,5
(NH4)SO4 1,0
NaCitrat x 2 H2O 0,5

B. subtilis wurde für Wachstumsversuche in Spizizen´ s Minimalmedium (SMM, siehe Tabel-

le 12) (Spizizen, 1958) kultiviert mit Spurenelementen (Harwood und Archibald) und mit 0,5

% Glukose als Kohlenstoffquelle. Um die Auxotrophien des Wildtyps JH642 (trpC2 pheA1)

zu komplementieren, wurden dem Minimalmedium 20 mg/L L-Tryptophan und 18 mg/L L-

Phenylalanin hinzugegeben. Mit einer 5 M NaCl Stammlösung wurde die Osmolarität des Me-

diums auf den gewünschten Wert erhöht.

Für Wachstumsexperimente in Natrium-SMM (Na-SMM) wurde die Menge Kaliumphosphat

sowie die Stickstoffquelle aus SMM äquimolar ersetzt. Zusätzlich wurde Kalium in Form von

KCl in der gewünschten Konzentration hinzugegeben.
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Tabelle 12: Minimalmedium für B. subtilis .

Komponente Einwaage (g/L)

5 x SMM K2HPO4 70
KH2PO4 30
(NH4)2SO4 10
Na3Citrat x 2H2O 5
MgSO4 x 7H2O 1

100 x Spurenelemente CaCl2 0,55
FeCl2 x 6 H2O 1,35
MnCl2 x 4 H2O 0,10
ZnCl2 0,17
CuCl2 x 2 H2O 0,05
CoCl2 x 6 H2O 0,06
Na2MoO4 x 2 H2O 0,06

4.3.2 Medienzusätze und kompatible Solute

Alle Antibiotika, kompatiblen Solute und Medienzusätze wurden als Stammlösungen angesetzt

(in H2O, 70 % EtOH oder DMF) und durch einen 0,2 µM Filter steril�ltriert. Die Zugabe erfolgte

nach dem Sterilisieren und Abkühlen vom jeweiligen Medium.

Tabelle 13: Verwendete Antibiotika und Medienzusätze.

Endkonzentration

Medienzusatz Stammlösung E. coli B. subtilis

Ampicillin 100 mg/mL (H2O) 100 µg/mL -
Erythromycin 2 mg/mL (70 % EtOH) - 2 µg/mL
Spectinomycin 100 mg/mL (H2O) - 100 µg/mL
Tetracyclin 10 mg/mL (70 % EtOH) - 10 µg/mL
Chloramphenicol 5 mg/mL (70 % EtOH) - 5 µg/mL
Zeocin 100 mg/mL (H2O) - 35 µg/mL
Kanamycin 50 mg/mL (H2O) 50 µg/mL 10 µg/mL
Gentamicin 20 mg/mL (H2O) 20 µg/mL -
IPTG 1 M (H2O) 0,5 mM 0,5 mM
AHT 2 mg/mL (DMF) 0,2 µg/mL -
X-Gal 25 mg/mL (DMF) 25 µg/mL -

4.3.3 Sterilisation

Hitzestabile Medien und Puffer wurden routinemäßig für eine Stunde bei 121 °C im Autoklav

und hitzestabile Glaswaren für mindestens drei Stunden bei 180 °C sterilisiert. Hitzeemp�ndli-

che Medienzusätze wie Spurenelemente, Antibiotika und kompatible Solute wurden mit einem

0,2 µM Filter steril�ltriert.
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4.3.4 Kultivierung von Bakterien

Alle B. subtilis und E. coli Stämme wurden standardmäßig aus Glycerin-Dauerkulturen (siehe

4.3.6) auf LB-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Für

Plasmid-Stämme war ein entsprechendes Antibiotikum enthalten. Von frisch bewachsenen LB-

Platten wurden jeweils mit Einzelkolonien 3-5-mL LB-Vorkulturen angeimpft und in Röhrchen

auf einem Roller bei 37 °C inkubiert. Für heterologe Produktionen in E. coli wurden aus der

LB-Vorkultur 0,5 - 1 L MMA angeimpft und bei 37 °C kultiviert (für Details siehe 4.6.1). Für alle

Kultivierungen von E. coli Arctic (mit Ausnahme der MMA-Hauptkulturen der Produktion) wurde

zusätzlich Gentamicin zum Medium hinzugefügt, da dieser Stamm schon ein Plasmid enthält,

auf dem spezielle Chaperone kodiert sind, welche die Faltung von Proteinen bei niedrigeren

Temperaturen (18 °C) erleichtern. Für B. subtilis wurden mit der LB-Vorkultur 20 mL SMM / Na-

SMM angeimpft und als zweite Vorkultur bis zu einer OD578 von 1,0 im Wasserbad schüttelnd

bei 37 °C und 220 rpm kultiviert. Diese Vorkultur wurde je nach Experiment für verschiedene

Hauptkulturen verwendet. Für Wachstumskurven wurden mit 50 µL SMM-Vorkultur jeweils 450

µL Medium (Basis SMM / Na-SMM) in einer 48-Wellplate (Cellstar 48 Well Suspension Culture

Plate, Greiner Bio-One, Kremsmünster, Ö) beimpft. Anschließend erfolgte die Kultivierung in

einem Mikrotiterplatten-Photometer (Synergy H1, BioTek Instruments, Winooski, USA) bei 37

°C und 807 doppel-orbitalem Schütteln. Um Zellen für die Messung von intrazellulärem c-di-

AMP (siehe 4.5.3) zu ernten, wurden aus der Vorkultur jeweils 80 mL SMM mit verschiedenen

Konzentrationen NaCl (0 - 1,2 M) auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und bis zu einer OD578

von 1,5 - 1,7 kultiviert um eine Adaption der Zellen an die hochosmolaren Bedingungen mit

3-4 Generationen zu erreichen. Für Osmoprotektionsexperimente wurden mit jeweils 150 µL

LB Vorkultur 5 mL einer SMM Vorkultur angeimpft und auf einem Roller bei 37 °C inkubiert.

Bei einer OD578 von ~ 1,0 wurde eine 5 mL SMM Hauptkultur auf eine OD578 von 0,1 angeimft

und für 16 Stunden auf einem Roller bei 37 °C inkubiert.

4.3.5 Ermittlung der Zelldichte

Die Zelldichte von E. coli und B. subtilis in Flüssigkulturen wurde mittels Photometer (Amers-

ham Bioscience, Ultrospec 3100 pro, Freiburg, DE) bei einer Wellenlänge von 578 nm (OD578)

bestimmt. Es wird dabei angenommen, dass 1 mL Zellen mit einer OD578 von 1 circa 1 x 109

Zellen enthält (Miller, 1972). Als Referenz diente dabei das Kultivierungsmedium und ab einer

Zelldichte von OD578 = 0,3 wurde die Probe verdünnt.

4.3.6 Stammhaltung

Zur Stammhaltung wurde für alle Bakterienstämme eine 5 mL-LB Kultur von einer frisch be-

wachsenen LB-Platte beimpft und über Nacht auf einem Roller bei 37 °C inkubiert. Anschlie-

ßend wurden pro Kultur 1,7 mL 80 % Glycerin hinzugefügt, gut gemischt und die Stämme in

Cryo-Gefäßen bei -80 °C gelagert.
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4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Präparation von genomischer DNA aus B. subtilis

Für die Präparation genomischer DNA aus B. subtilis, wurden 5 mL LB mit einer Einzelkolonie

beimpft und für 3 Stunden bei 37 °C auf einem Roller inkubiert. Anschließend erfolgte die

Präparation nach dem Protokoll von Marmur (Marmur und Doty, 1961). Die DNA wurde in 100

µL dH2O aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

4.4.2 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Für die Isolierung von Plasmiden aus E. coli wurde der entsprechende Plasmid-Stamm über

Nacht in 5-10 mL LB mit passendem Antibiotikum bei 37 °C kultiviert. Die Isolierung erfolgte

dann mittels GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scienti�c [Dreieich, DE]) nach

Protokoll des Herstellers. Für größere Plasmid-Mengen wurden bis zu 200 mL Kultur verwendet

und die Plasmide mittels Plasmid Midi Kit von QIAGEN (Hilden, DE) nach Herstellerangaben

isoliert.

4.4.3 Ampli�kation und Reinigung von DNA

Die Ampli�kation von DNA Fragmenten erfolgte mittels PCR (Polymerase Chain Reaction) nach

dem Protokoll der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase der Firma Thermo Fisher Scienti�c

(Dreieich, DE). Als Template in einem 50 µL Reaktionsansatz diente entweder 50 ng genomi-

sche DNA oder 10 ng Plasmid-DNA. Für die Reinigung von ampli�zierten DNA Fragmenten

sowie von linearisierten Plasmiden wurde das GeneJET PCR Puri�cation Kit von Thermo Fis-

her Scienti�c (Dreieich, DE) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die eluierte DNA wurde

in 20-50 µL dH20 aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Um die DNA Konzentration zu erhö-

hen, wurde die DNA gefällt. Zu 1 Volumen DNA wurden 0,1 Volumen 3 M Natriumacetet pH

5,2 sowie 2 Volumen 96 % Ethanol hinzugegeben und über Nacht bei -20 °C inkubiert. Das

Pelletieren der gefällten DNA erfolgte bei 4 °C und 16620 x g für 30 Minuten, anschließend

wurde das Pellet mit 70 % gewaschen, getrocknet und in 20-40 µL dH2O aufgenommen.

4.4.4 Restriktionsverdau, Dephosphorylierung und Ligation von DNA

Für die Linearisierung von ampli�zierten DNA-Fragmenten und Plasmiden wurden FastDigest

Restriktions-Enzyme verwendet. Anschließend wurde die linearisierte Vektor-DNA mit einer

thermosensitiven, alkalischen Phsophatase (FastAP) an den 5'Enden dephosphoryliert und

gereinigt (siehe 4.4.3), um bei der folgenden Ligation die Anzahl an Re-Liganden zu reduzieren.

Für die Ligation wurde die T4 DNA Ligase verwendet. Alle Schritte erfolgten nach Protokoll des

Herstellers Thermo Fisher Scienti�c (Dreieich, DE).

4.4.5 Gibson Assembly

Als Alternative zur standardisierten Klonierungsvariante mit Restriktionsverdau und Ligation

mittels T4 Ligase, erfolgten einige Klonierungen in dieser Arbeit mittels Gibson Assembly. Die-
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se Methode wurde von Daniel G. Gibson etabliert (Gibson et al., 2009). Das Gibson Assembly

funktioniert mittels Überhängen von 20-30 bp zwischen dem Vektor und dem Insert jeweils am

5'und am 3'Ende. Diese Überhänge wurden durch die Primer generiert, welche zur Ampli�-

kation des Inserts genutzt wurden. Der Vektor wurde nach Herstellerangaben zunächst mittels

Restriktionsenzym verdaut und das Insert mittels PCR ampli�ziert. Gereinigter Vektor und PCR

Produkt wurden im Anschluss daran äquimolar gemischt, sodass sich eine Gesamtmenge von

150 ng ergibt. Die Mischung wurde auf 5 µL aufgefüllt und mit 15 µL des Gibson Reaktions-

mixes (siehe Tabelle 14) gemischt. Die Gesamtreaktion wurde für eine Stunde bei 50 °C im

Thermocylcer inkubiert und anschließend direkt in eine Transformation von E. coli TOP 10

eingesetzt.

Tabelle 14: Zusammensetzung des 5x Isothermalen Reaktionsmixes und des Gibson Re-
aktionsmixes für das Gibson Assembly.

Komponente Menge

5 x Isothermaler Reaktionsmix 1 M Tris-HCl (pH 7,5) 3 mL
1 M MgCl2 300 µL
je 100 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP Je 60 µL
1 M DTT 300 µL
PEG-8000 1,5
10 mM NAD 300 µL

Gibson Reaktionsmix 5x Isothermaler Raktionsmix 320 µL
(für 1,2 mL) 10 U/µL T5 Exonuklease 0,64 µL

2U/µL Phusion DNA Polymerase 20 µL
40000 U/µL Taq DNA Ligase 0,16 µL
ddH2O 860 µL

4.4.6 StarGate ®- Klonierung

Um Expressionsplasmide mit Strep-Tag sowohl für die ATPasen OpuAA, OpuBA und Opu-

CA als auch die jeweiligen CBS-Domänen zu erstellen, wurde die StarGate® - Klonierung (IBA,

Göttingen, DE) genutzt. Diese Klonierungsvariante funktioniert in zwei Schritten. Zunächst wur-

de das Ziel-Gen in den Eintrittsvektor pENTRY integriert. Dafür wurde beim Forward und Re-

verse Primer jeweils eine Schnittstelle für das Restriktionsenzym LguI am 5'Ende angehangen.

Zusätzlich wurde noch eine Primer-Variante designt, bei der zusätzlich noch eine Schnittstelle

für die Protease Faktor Xa eingefügt wurde, um nach der Aufreinigung der Proteine den Strep-

Tag wieder entfernen zu können. Nach der Ampli�kation der Gene bzw. der CBS-Domänen von

der chromosomalen DNA von B. subtilis JH642 erfolgten Verdau und Ligation des jeweiligen

PCR Produkts und pENTRY in einem Schritt (siehe Tab. 15). Daraufhin wurde E. coli TOP 10

mit 30 µL des Reaktionsansatzes transformiert und auf Platten mit LB, Kanamycin und X-Gal

ausplattiert. Da bei erfolgreicher Klonierung in pENTRY das funktionelle lacZ Gen durch das

Zielgen ersetzt wird, sind die richtigen Klone auf der Platte weiß, wohingegen Re-Liganden blau

sind. Nach Plasmidpräparation und - sequenzierung erfolgte die Klonierung in die Akzeptor-
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vektoren wiederum mittels eines Ein-Schritt-Protokolls. Hierbei wurden zwei Vektor-Varianten

genutzt. Zum einen war das der Vektor pASG-IBA3 für ein C-terminalen Strep-Tag und der Vek-

tor pASG-IBA5 für einen N-terminalen Strep-Tag. Nach der Transformation von E. coli TOP10

mit dem Reaktionsansatz erfolgte auch hier die Auswahl der richtigen Klone mittels Blau-Weiß-

Selektion.

Tabelle 15: Reaktionsansätze für die StarGate ®- Klonierung.

Komponente Volumen (µL)

10x Tango Puffer 5
100 mM DTT 5
10 mM ATP 2,5
T4 Ligase (1 U/µL) 1
a) Für die Ligation in den Eintrittsvektor pENTRY

PCR Produkt X (100 ng)
pENTRY X (25 ng)
LguI (5 U/µL) 0,5
ad 50 µL (H2O)
b) Für die Ligation in die Akzeptorvektoren

pENTRY mit Insert X (100 ng)
pASG-IBA3/5 X (25 ng)
Esp3I (10 U/µL) 0,5
ad 50 µL (H2O)

4.4.7 Agarose-Gelelektrophorese

PCR Fragmente, Plasmiden und chromosomale DNA wurden mittels Elektrophorese der Größe

nach aufgetrennt. Für ein 1 % Agarose Gel wurde 1 g Agarose in 100 mL 1x TAE Puffer (40

mM Tris, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA) aufgekocht. Die Proben (5 µL) wurden mit 1 µL 6 x

DNA Loading Dye versetzt und als Größenstandard diente der Gene Ruler 1kb Plus. Der Lauf

erfolgte ebenfalls in 1x TAE bei einer Spannung von 120 V. Nach der Auftrennung wurde das

Gel in einer Ethidiumbromid-Lösung (1 µg/mL in H2O) für 10 Minuten inkubiert und die DNA

darauf anschließend mittels UV-Durchlicht bei einer Wellenlänge von 302 nm visualisiert.

4.4.8 Konzentrationsbestimmung von DNA

Um die Konzentration von DNA-Fragmenten zu ermitteln, wurde die Absorption bei 260 nm mit

einem Nano-Drop® - Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, DE) bestimmt.

4.4.9 Gerichtete Mutagenese

Um gezielte Mutationen in Plasmide einzuführen, wurde das Q5® Site Directed Muatgenesis

Kit der Firma New England BioLabs GmbH (Ipswich, MA, USA) nach Herstellerangaben ver-
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wendet, mit Ausnahme der Transformation, welche mit E. coli TOP10 Zellen erfolgte. Die dafür

benötigten Oligonukleotide wurden mittels NEBaseChanger (https://nebasechanger.neb.com/)

designt und sind in Tabelle 8 aufgelistet.

4.4.10 Deletion von Genen mithilfe des Cre/lox Verfahrens

Um in einem Stamm mehrere Gene markerlos zu deletieren, wurde das Cre/lox Verfahren an-

gewendet. Für die Deletionen wurde eine Bibliothek genutzt, welche in der Arbeitsgruppe von

Carol Gross (Koo et al., 2017) erstellt wurde. Darin sind B. subtilis 168 Stämme enthalten,

welche jeweils eine einzelne Deletion eines Gens enthalten, die entweder mit einer Kanamycin

oder einer Erythromycin Resistenz markiert sind. Die Besonderheit an den deletierten Genen

ist, dass die Resistenzkassetten von sogenannten lox-Schnittstellen umgeben sind (lox71 am

5'Ende, lox66 am 3'Ende). Diese llox-Schnittstellen werden vom Enzym Cre-Rekombinase er-

kannt. Induziert man die Cre-Rekombinase, rekombiniert diese durch ihre Aktivität die jeweilige

Resistenzkassette heraus und hinterlässt an der Stelle eine kurze lox72 Sequenz. Dadurch ist

die gewünschte Deletion letztendlich markerlos (Yan et al., 2008).

Die Durchführung des Verfahrens während dieser Arbeit ist in Abb. 8 gezeigt: Zunächst wur-

de der Stamm mit der Deletion des gewünschten Gens inklusive Kanamycin Kassette aus der

oben genannten Bibliothek ausgewählt. Mithilfe dessen chromosomaler DNA erfolgte die Dele-

tion des Gens im Wildtypstamm JH642 mit anschließender Selektion der Klone auf Kanamycin

(Abb. 8, (1)). Im nächsten Schritt erfolgte die Integration des cre Gens. Dieses be�ndet sich mit

einem IPTG-induzierbarem Promotor und markiert mit einer Spectinomycin Resistenz integriert

im Gen lacA im Stamm BPSC13. Die Cre-Rekombinase wurde mittels Transformation in lacA

des zuvor erstellten Stamms integriert und die Klone auf Spectinomycin selektiert (Abb. 8, (2)).

Im resultierenden Stamm (Kanamycin- und Spectinomycin-resistent) erfolgte im Anschluss die

Induktion der Cre-Rekombinase. Hierfür wurde ein gereinigter Klon in 5 mL LB + 0,5 mM IPTG

angeimpft und für 8 Stunden bei 37 °C kultiviert. Von dieser Kultur wurde eine Verdünnungs-

reihe in LB Medium angelegt und die Verdünnungsstufen 10-4 bis 10-6 auf LB Platten mit 0,5

mM IPTG ausplattiert (Abb. 8, (3, 4)). Bei erfolgreicher Aktivität der Cre-Rekombinase sollte

an dieser Stelle die Kanamycin-Kassette heraus rekombiniert sein. Aus diesem Grund wurden

30 Klone ausgewählt und sowohl auf LB Platten als auch auf LB Platten mit Kanamycin über-

führt. Klone, welche Kanamycin-sensitiv waren, wurden im Anschluss daran zusätzlich per PCR

auf die fehlende Resistenzkassette überprüft. Durch die markerlose Deletion im entstandenen

Stamm konnten anschließend weitere Gene mittels dieses Verfahrens deletiert werden.
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Abbildung 8: Vorgehen bei der markerlosen Deletion von Genen mithilfe der Cre-Rekombinase. (1) Deletion
des gewünschten Gens mit Resistenzkassette und lox-Schnittstellen, Selektion der Klone auf Kanamycin. (2) In-
tegration der Cre-Rekombinase mit IPTG-induzierbarem Promotor in lacA, Selektion der Klone auf Spectinomycin.
(3, 4) Induktion der Cre-Rekombinase und damit heraus-Rekombinieren der Resistenzkassette durch Kultivierung
des Stamms in LB + 0,5 mM IPTG. (5) Testen auf Kanamycin-Sensitivität durch Überführen der Klone auf LB und
LB + Kanamycin.

4.4.11 Sequenzierung

Sequenzierungen von klonierten DNA-Fragmenten und mutierten Plasmiden wurden mittels

der Methode nach Sanger von der Firma Microsynth (Balgach, CH) oder Euro�ns Genomics

(Ebersberg, DE) durchgeführt. Die hierfür verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 8 aufge-

listet. Das Programm SnapGene® (GSL Biotech, snapgene.com) wurde für die Analyse der

erhaltenen Sequenzen verwendet.

4.4.12 Transformation von E. coli und B. subtilis

4.4.12.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der Methode von Sambrook

und Russel (Sambrook und Russell, 2001). Hierfür wurde eine 5 mL LB-Vorkultur mit einer

Einzelkolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C auf einem Roller inkubiert. Als Hauptkultur

wurden 200 mL LB-Medium mit der Vorkultur auf OD578 = 0,1 angeimpft und bis zu einer OD578

von 0,3-0,5 bei 37 °C und 200 rpm auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Die Kultur wurde an-

schließend auf Eis abgekühlt und die Zellen bei 4863 x g und 4 °C für 10 Minuten pelletiert.

Die Zellen wurden mit 16 mL kaltem CaCl2 (0,1 M) gewaschen, in 0,1 M CaCl2 mit 15 % Gly-

cerin resuspendiert und aliquotiert (je 100 µL). Die Aliquots wurden mit �üssigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Bei der Herstellung chemisch kompetenter Zellen des

Stamms E. coli Arctic wurde zu allen Kulturen Gentamicin hinzugegeben, da dieser Stamm

schon ein Plasmid enthält, auf dem spezielle Chaperone kodiert sind, welche die Faltung von

Proteinen bei niedrigeren Temperaturen (18 °C) erleichtern.
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4.4.12.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Für die Transformation wurden die kompetenten Zellen aufgetaut, mit 100-300 ng Plasmid DNA,

einem Ligations-Ansatz (siehe 4.4.4) oder einem Mutagenese-Ansatz (siehe 4.4.9) versetzt und

für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C für 90 Se-

kunden, woraufhin der Ansatz auf Eis für 2 Minuten abgekühlt wurde. Nach dem Hinzufügen

von 1 mL LB-Medium wurde der Ansatz für eine Stunde bei 37 °C und 700 rpm auf einem

Thermoblock inkubiert und anschließend auf LB-Medium mit entsprechendem Selektionsmar-

ker ausplattiert.

4.4.12.3 Transformation natürlich kompetenter B. subtilis Zellen

Die natürliche Kompetenz von B. subtilis beim Eintritt in die stationäre Wachstumsphase wur-

de sich bei der Transformation nach der Methode von Cutting und Vander Horn (Cutting und

Vander-Horn, 1990) zu Nutze gemacht (Dubnau, 1991). Für die Vorkultur wurden 3 mL SMM

mit einer Einzelkolonie von einer frischen LB-Platte beimpft und für 16 Stunden bei 37 °C auf

einem Roller inkubiert. Mit 1 mL der Vorkultur wurden 20 mL vorgewärmtes LS-Medium ange-

impft und für drei Stunden im Wasserbad bei 100 rpm inkubiert. Anschließend wurde in einem 2

mL Eppendorf Gefäß entweder 3-5 µg linearisierte Plasmid-DNA oder 500 ng genomische DNA

vorgelegt, 1 mL der B. subtilis Kultur hinzugegeben, der Ansatz für 2 Stunden bei 37 °C auf

einem Roller inkubiert und auf LB-Medium mit entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert.

4.5 Biochemische Methoden

4.5.1 Nachweis der Amylase-Aktivität

Durch homologe Rekombination wurden Gene, die für OpuB, OpuC oder Derivate der beiden

Transporter kodieren, mit Hilfe von rekombinatorischen Flanken stabil in das amyE Gen von B.

subtilis integriert. amyE kodiert eine extrazelluläre alpha-Amylase, durch die B. subtilis Stärke

abbauen kann, welche aber nicht essenziell ist. Wurde ein Gen erfolgreich in amyE integriert,

sollte B. subtilis nicht mehr in der Lage sein, Stärke abzubauen. Um das zu testen, wurden die

Klone nach der Transformation und Reinigung auf LB-Platten mit 1 % Stärke ausgestrichen.

Nach Inkubation über Nacht bei 37 °C führt das Hinzugeben einer Iod-Kaliumiodid-Lösung

[0,5 % (w/v) Iod, 1 % (w/v] Kaliumiodid) zur Violett-Färbung der Stärke. Bei Amylase-positiven

Bakterien ist ein nicht gefärbter Hof rund um die Kolonie durch die Spaltung der Stärke zu

Glukose sichtbar, bei erfolgreicher Integration eines anderen Gens in amyE fehlt er hingegen.

4.5.2 Bestimmung der intrazellulären Prolin Konzentration

Für die Bestimmung der intrazellulären Prolin-Menge wurde die Ninhydrin-Methode nach Bates

(Bates et al., 1973) verwendet. Dabei wird sich zu Nutze gemacht, dass Ninhydrin bei saurem

pH-Wert einen roten Farbkomplex mit sekundären Aminosäuren wie Prolin bildet. Dieser kann

bei 480 nm photometrisch gemessen werden und die Intensität des roten Farbstoffes steigt mit

zunehmender Prolin-Konzentration nach dem Lambert Beerschen Gesetz. Für die Bestimmung
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der intrazellulären Prolin-Konzentration in B. subtilis wurden die Zellen in SMM mit verschiede-

nen Osmolaritäten bis zu einer OD578 von 1,5-1,8 kultiviert. Von der Kultur wurden 8 mL Zellen

bei 20 °C und 4863 x g für 10 Minuten pelletiert, der Überstand verworfen und die Zellen bei

-20 °C gelagert. Für den Zellaufschluss wurden die Pellets in 900 µL 3 % Sulfosalicylsäure

(SSA) aufgenommen und über Nacht bei 22 °C und 800 rpm auf einem Thermoblock inkubiert.

Das Abtrennen der Zelltrümmer erfolgte durch Zentrifugation bei 16620 x g für 15 Minuten

bei Raumtemperatur. Aufgrund der zu erwartenden hohen Prolin-Konzentration bei höherer

Osmolarität, wurden alle Proben von Zellen, die bei 0,8 M NaCl oder mehr gewachsen wa-

ren, an dieser Stelle 1:10 verdünnt. 500 µL von jeder Probe wurden anschließend mit 500 µL

Ninhydrin-Lösung (1,25 g Ninhydrin in 30 mL Essigsäure + 20 mL 6 M Phosphorsäure) sowie

500 µL Essigsäure versetzt und für eine Stunde im kochenden Wasser inkubiert. Nach Abküh-

lung auf Eis erfolgte die Zugabe von je 2 mL Toluol, die Proben wurden anschließend für 10

Minuten bei 2458 x g zentrifugiert. Die obere Phase, welche den Prolin-Ninhydrin Farbkomplex

enthält, wurde dann bei 480 nm vermessen. Für den Blindwert wurde reines Toluol und für die

Kalibriergerade in SSA gelöstes Prolin (0 - 0,8 mM) genutzt.

4.5.3 Bestimmung der intrazellulären c-di-AMP Konzentration

Die Messung der intrazellulären c-di-AMP Konzentration erfolgte in Kooperation mit der ZFA

Metabolomics der Medizinischen Hochschule Hannover. Hierfür wurden zunächst die B. subti-

lis Zellen wie unter 4.3.4 beschrieben kultiviert. Nach dem Wachstum bis zu einer OD578 von

1,5-1,7 wurden von jeder biologischen Parallele drei Mal 15 mL Zellen geerntet (15 min, 4863

x g, 4 °C), anschließend zwei Mal im jeweiligen Medium gewaschen, die Zellpellets in �üssi-

gem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert. Für den

Zellaufschluss wurden die Zellen aufgetaut, in 300 µL TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,

pH 7,5) mit 2 mg/mL Lysozym resuspendiert und 30 min bei Raumtemperatur und 750 rpm auf

einem Thermoblock inkubiert. Die Lysate wurden anschließend in �üssigem Stickstoff schock-

gefroren und 10 Minuten bei 95 °C gekocht. Die Extraktion von c-di-AMP erfolgte durch die

Zugabe von 1 mL einer 1:1 Methanol/Acetonitril Mischung. Die Proben wurden daraufhin 30

Sekunden gevortext, 15 Minuten auf Eis inkubiert und für 10 Minuten bei 20000 x g und 4 °C

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet zwei Mal in 300 µL einer

1:1:1 Methanol/Acetonitril/Wasser Mischung aufgenommen, analog zu Schritt 1 der Extraktion

auf Eis inkubiert und zentrifugiert. Die Überstände der drei Extraktionsschritte wurden vereinigt

(~1,9 mL), über Nacht bei -20 °C inkubiert und am nächsten Tag erneut zentrifugiert (10 min,

20000 x g, 4 °C). Anschließend wurden die Proben mittels SpeedVac komplett getrocknet und

anschließend für die c-di-AMP-Messung zur ZFA Metabolomics in Hannover verschickt.

4.6 Proteinbiochemische Methoden

4.6.1 Heterologe Produktion von Proteinen

Für die heterologe Produktion der kompletten ATPasen (Plasmide pHD30 [OpuAA], pHD34

[OpuBA] und pHD35 [OpuCA]) sowie der CBS-Domänen (Plasmide pHD31 [CBS-AA], pHD32
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[CBS-BA] und pHD33 [CBS-CA]), welche im Vektor pMal-c2 am C-Terminus mit dem Maltose-

Bindeprotein von E. coli fusioniert sind, wurde E.coli BL21 mit den jeweiligen Plasmiden trans-

formiert und die Klone auf LB Platten mit Ampicillin selektioniert. Für die Expression be�ndet

sich ein lac-Promotor stromaufwärts vom MBP, welcher mit Isopropyl-� -D-thiogalactopyranosid

(IPTG) induzierbar ist. Als Vorkultur wurden 20 mL LB + Ampicillin mit einer Einzelkolonie

beimpft und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Als Expressionskultur dienten 500

mL oder 1 L MMA in einem 2-Liter-Schikanekolben, welches auf OD578 = 0,1 mit der Vorkultur

angeimpft wurden. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer OD 578 von 0,5

bis 0,7 woraufhin die Expression mit 0,5 mM IPTG für 2 Stunden induziert wurde. Für die Zel-

lernte wurden die Zellen für 15 Minuten bei 4 °C und 2360 x g zentrifugiert und die Zellpellets

anschließend bei -20 °C gelagert. Für ein SDS Gel (siehe 4.6.7) wurden sowohl vor als nach

der Induktion aus jeder Kultur je 1 mL Zellen abgenommen, zentrifugiert (10 min, 16620 x g,

RT) und die Zellpellets bei -20 °C gelagert.

Für die Produktion der Proteine, welche im Vektor pASG-IBA3 C-terminal oder in pASG-IBA5

N-terminal mit einem Strep-Tag fusioniert sind, erfolgte die Produktion auf eine ähnliche Art und

Weise. Da die Genexpression bei diesen Vektoren durch einen Anhydrotetracyclin-induzierbaren

Promotor kontrolliert wird, erfolgte die Induktion der Expression mit der Zugabe von 0,2 mg/mL

AHT. Für die Produktion dieser Proteine im Stamm E. coli Arctic wurden die Kulturen kurz vor

der Zugabe von AHT auf 18 °C herunter gekühlt und die Expression erfolgte für 16 Stunden

bei 18 °C.

4.6.2 Reinigung von Proteinen mittels Strep -Tag Af�nitätschromatogra�e

Die heterolog in E. coli produzierten Proteine mit N- oder C-terminalem Strep-Tag aus 4.6.1

wurden mittels Af�nitätschromatogra�e an Strep-Tactin gereinigt. Hierfür wurden die Zellpellets

aufgetaut und in 10 mL Resuspensionspuffer (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,5

mM Pefabloc, pH 7,4) aufgenommen und anschließend mittels French Press (French® Pressure

Cell Press, American Instrument Company, Division of Travenol Laboratories Inc., Silver Spring,

Maryland, USA) bei 16000 Psi aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation

bei 4 °C und 31970 x g für 30 Minuten von Zell-Lysat abgetrennt. Dieses wurde anschließend

1:1 mit Säulenpuffer verdünnt und auf eine Tropfsäule, welche 1 mL Strep-Tactin (IBA GmbH,

Göttingen) enthielt, aufgetragen. Ungewünschte Proteine wurden im Anschluss daran mit 10

Säulenvolumen (SV) Säulenpuffer (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 7,4) herunter gewa-

schen. Die Elution der Proteine von der Säule erfolgte mit 5 SV Elutionspuffer (Säulenpuffer +

2,5 mM Desthiobiotin) in 1mL-Fraktionen. Anschließend wurde das Säulenmaterial mit 10 SV

Regenerationspuffer (Säulenpuffer + 2,5 mM HABA) regeneriert.

4.6.3 Reinigung von Proteinen mittels Af�nitätschromatogra�e an Amylose-Resin

Die heterolog in E. coli produzierten Proteine, welche N-terminal mit dem Maltose-Bindeprotein

von E. coli fusioniert sind, wurden mittels Af�nitätschromatogra�e an Amylose-Resin gereinigt.

Der MBP-Tag des Proteins bindet dabei an die Amylose im Säulenmaterial. Die aufgetauten

Zellpellets aus 5.3.1 wurden zunächst in 10 mL (bei 500 mL Kultur) oder 20 mL (bei 1 L Kultur)

47



4 Material und Methoden

Resuspensionspuffer (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,5 mM Pe-

fabloc, pH 7,4) resuspendiert und anschließend mittels French Press (French® Pressure Cell

Press, American Instrument Company, Division of Travenol Laboratories Inc., Silver Spring,

Maryland, USA) bei 16000 Psi aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation

bei 4 °C und 31861 x g für 30 Minuten von Zell-Lysat abgetrennt. Dieses wurde anschließend

1:1 mit Säulenpuffer verdünnt und auf eine Tropfsäule, welche 1 mL Amylose-Resin (New Eng-

land BioLabs GmbH (Ipswich, MA, USA)) enthielt, gegeben. Ungewünschte Proteine wurden

im Anschluss daran mit 10 Säulenvolumen (SV) Säulenpuffer (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl,

pH 7,4) herunter gewaschen. Die Elution der MBP-CBS Fusion von der Säule erfolgte mit 5 SV

Elutionspuffer (Säulenpuffer + 10 mM Maltose) in 1mL-Fraktionen. Die Regeneration des Säu-

lenmaterials erfolgte nach Protokoll des Herstellers (New England Biolabs [Ipswich, MA, USA]).

Für die Kontrolle der Reinigung wurden Proben von verschiedenen Schritten der Reinigung für

ein SDS Gel genommen.

4.6.4 Größenausschlusschromatogra�e

Für einen zweiten Reinigungsschritt wurde eine Größenausschlusschromatogra�e an einer

HiLoad 16/600 Superdex 200 pg Säule mithilfe einer Äkta pure ((beides GE Healthcare Life

Science, Amersham, UK) durchgeführt. Für den Lauf wurde die Säule mit 4 SV 50 mM Kali-

umphosphatpuffer (KPP), 300 mM NaCl pH 8,0 equilibriert. Es wurden 7-15 mg Protein aus

4.6.3 in einem Volumen von 2 mL aufgetragen. Das Protein wurde in 1 mL Fraktionen ge-

sammelt und anschließend mithilfe eines Zentrikons mit einer Ausschlussgröße von 30 kDa

(Vivaspin® 6, 20 ml Volumen, Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, Göttingen, DE) an-

konzentriert.

4.6.5 Konzentrationsbestimmung gereinigter Proteine

Um die Konzentration von gereinigten Proteinen zu bestimmen, wurde am Nano-Drop® - Spek-

trophotometer (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, DE) die Absorption der Probe bei 280 nm

gemessen. Für die Berechnung der Konzentration in mg/mL durch das Gerät wurden zusätz-

lich die Werte für das Molekulargewicht und den Extinktionskoef�zienten (siehe Tabelle 20)

eingegeben.

4.6.6 Proteinbestimmung von Zellextrakten

Die Proteinbestimmung von Zellextrakten erfolgte mittels der Methode nach Bradford (Bradford,

1976). Hierfür wurden aus den Kulturen für die c-di-AMP Messung jeweils 3 x 1 mL entnom-

men, zentrifugiert (10 min, 16620 x g, 4 °C) und die Zellpellets bei -20 °C gelagert. Für den

Zellaufschluss wurden die Proben in 800 µL 0,1 M NaOH aufgenommen, für 10 Minuten bei 95

°C inkubiert und anschließend zentrifugiert (10 min, 16620 x g, 4 °C). Der Überstand wurde

abgenommen und das Pellet ein zweites Mal in NaOH resuspendiert, gekocht und zentrifugiert.

Die beiden Überstände wurden vereinigt, 1:4 in Wasser verdünnt und in die Proteinbestimmung

eingesetzt. Für die Standardkurve wurde BSA mit verschiedenen Konzentrationen verwendet

(0, 20, 40, 60, 80 und 100 µg/ml). Die Messung erfolgte in Dreifachbestimmung in einer 96er
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Mikrotiterplatte (Sarstedt, Nümbrecht, DE) mit einem Mikrotiterplatten-Photometer (Synergy

H1, BioTek Instruments, Winooski, USA). Als Blindwert wurden 200 µL Wasser verwendet.

Von jedem Standard bzw. jeder Probe wurden 20 µL vorgelegt und anschließend 180 µL Roti-

Nanoquant (1:5 verdünnt) hinzugegeben. Die Platte wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur

und anschließend die Absorption bei 595 nm gemessen.

4.6.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Für die Kontrolle von Proteinproduktion und Reinigung wurde eine SDS-Gelelektrophorese mit

12 %igen SDS Gelen (Zusammensetzung siehe Tabelle 17) durchgeführt. Alle Puffer dafür sind

in Tabelle 16 aufgelistet. Die Proben der heterologen Proteinproduktion (4.6.1) wurden auf eine

OD578 von 10 in Wasser aufgenommen. Alle Proben wurden mit einem 4x SDS Probenpuffer

versetzt und 10 Minuten bei 95 °C inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation (10 min,

16620 x g, RT) und die Proben wurden auf das Gel aufgetragen zusammen mit dem Prestained

PageRuler als Größenstandard. Der Lauf erfolgte in 1x Laufpuffer in einer Elektrophorese-

Kammer (Bio-Rad Laboratories Inc. [Hercules, CA, USA]) bei einer konstanten Stromstärke

von 30 mA pro Gel. Nach dem Lauf wurden die Gele mit destilliertem Wasser abgespült, mit

dem Färber „InstantBlue™ Fast Stain“ gefärbt und überschüssige Färbung durch Inkubation in

Wasser entfernt.

Tabelle 16: Puffer für SDS-Gele und deren Zusammensetzung.

Puffer Zusammensetzung

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 13,8 mM SDS
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 13,8 mM SDS
4x SDS Probenpuffer 62.5 mM Tris-HCl pH 6,8; 2,5 % SDS; 0,002 % Brom-

phenolblau 0.71 M � -Mercaptoethanol
1x Laufpuffer 25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM Glycin, 3,5 mM SDS

Tabelle 17: Herstellung von zwei 12 %igen SDS-Minigelen.

Komponente Trenngel Sammelgel

Trenngelpuffer 2,5 mL -
Sammelgelpuffer - 2,5 mL
40 % Acrylamid 3,0 mL 0,825 mL
H2O 4,5 mL 6,675 mL
10 % Ammoniumpersulfat 40 µL 40 µL
TEMED 20 µL 20 µL
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4.6.8 Wasserstoff-Deuterium-Austausch-Massenspektrometrie (HDX-MS)

Um zu testen, ob c-di-AMP an die CBS Domänen von OpuAA, OpuBA und OpuCA bindet, wur-

de mit den gereinigten MBP-Fusionsproteinen Wasserstoff-Deuterium-Austausch-Massenspek-

trometrie (HDX-MS) durchgeführt. Diese Experimente wurden in Kooperation mit Dr. Wieland

Steinchen (AG Bange, Uni Marburg, Fachbereich Chemie) durchgeführt und ausgewertet.

Im Wesentlichen erfolgte die Durchführung der Experimente wie kürzlich beschrieben (Kunz

et al., 2020). Zur Messung der c-di-AMP-gebundenen Zustände wurden die jeweiligen Proteine

mit c-di-AMP gemischt (Endkonzentration 50 µM bzw. 1 mM). Für die apo-Zustände wurde zu

den jeweiligen Proteinen ein gleiches Volumen H2O hinzugefügt.

Die weitere Probenvorbereitung erfolgte mittels eines Autosamplers (LEAP Technology, Aa-

benraa, Dänemark). 7,5 µL des Proteins (50 µM) mit oder ohne c-di-AMP wurden mit 67, 5 µL

Puffer gemischt, welcher in deuteriertem Wasser als Lösungsmittel hergestellt wurde (20 mM

Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, pH 8.0).

Der Wasserstoff/Deuterium (H/D)-Austausch erfolgte für 10, 30, 95, 1000 und 10000 Sekunden

bei 25 °C und wurde anschließend durch Mischen von 55 µL der Probe mit 55 µL Quench-

Puffer (400 mM KH2PO4/H3PO4, 2 M Guanidin-HCl, pH 2,2; vorgekühlt auf 1 °C) gestoppt. 95

µL der gestoppten Reaktion wurden in ein ACQUITY UPLC M-Class System mit HDX Tech-

nologie (Waters) injiziert. Undeuterierte Proben wurden in analoger Weise vorbereitet mittels

10-facher Verdünnung in Puffer mit dem Lösungsmittel H2O. Proteolytischer Verdau der Pro-

teine erfolgte mittels immobilisiertem Schweinepepsin bei 12 °C und einem konstanten Fluss

(100 µL/min) von H2O + 0,1 % (v/v) Ameisensäure. Die entstandenen peptischen Peptide wur-

den auf einer Trap-Säule (2 mm x 2 cm, gefüllt mit POROS 20 R2 Material [Thermo Scienti�c];

gekühlt auf 0,5 °C) gesammelt.

Nach 3 Minuten wurde die Trap-Säule mit einer ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 µm 1,0 x 100

mm Säule (Waters) in Reihe geschaltet und die Peptide bei 0,5 °C mittels eines Gradienten

von Wasser + 0,1 % (v/v) Ameisensäure (A) und Acetonitril + 0,1 % (v/v) Ameisensäure (B)

bei 30 µL/min Flussrate folgendermaßen eluiert: 0 - 7 min/95 - 65 % A; 7 - 8 min/65 - 15 % A

und 8-10 min/15 % A. Die Peptide wurden mittels Elektrospray-Ionisierung (Kapillar-Temperatur

250 °C, Spannung 3,0 kV) ionisiert und Massenspektren wurden über eine Skala von 50 bis

2000 m/z auf einem Synapt G2-Si Massenspektrometer im HDMSE Modus (Proben ohne H/D

Austausch) bzw. im HDMS Modus (Proben mit H/D Austausch) akquiriert. Eine kontinuierli-

che Massenkorrektur erfolgte mittels [Glu1]-Fibrinopeptid B Standard (Waters). Während der

Trennung der Peptide wurde die Pepsin-Säule drei Mal mit 80 µL 4 % (v/v) Acetonitril und 0,5

M Guanidin-Hydrochlorid gewaschen sowie zwischen allen Proben wurden Leerproben (H2O)

injiziert. Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgeführt.

Die Identi�kation der Peptide erfolgte mittels ProteinLynx Global SERVER 3.0.1 (PLGS, Wa-

ters) wie bereits kürzlich beschrieben (Osorio-Valeriano et al., 2019) von den Peptiden ohne

H/D Austausch (im HDMSE Modus akquiriert). Die Peptide wurden mit einer Datenbank ab-

geglichen, welche die Sequenz vom jeweiligen Protein, von Pepsin sowie deren umgekehrte

Sequenz enthielt. Dabei wurden folgende Suchparameter genutzt: Peptid-Toleranz: automa-

tisch; Fragment-Toleranz: automatisch; minimale Fragment-Ionen-Übereinstimmung pro Peptid

= 1; minimale Fragment-Ionen-Übereinstimmung pro Protein = 7; minimale Peptid-Übereinstim-
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mungen pro Protein = 3; maximale Treffer um zurückzukehren = 20; Maximale Proteinmasse =

250000; Primäre Verdauungs-Reagenz: nicht spezi�sch; verpasste Spaltungen = 0 und falsche

Entdeckungsrate = 100. Für die Quanti�zierung der Deuteriumaufnahme mittels DynamX 3.0

(Waters) mussten die Peptide folgende Kriterien erfüllen: Minimale Intensität: 25000 Counts;

eine maximale Länge von 30 Aminosäuren, minimale Anzahl der Produkte pro Aminosäure =

0,2; maximaler Fehler der Masse = 225 ppm und eine Retentionszeit-Toleranz von 0,5 Minu-

ten. Nach automatisierter Datenverarbeitung durch DynamX wurden die Spektren aller Peptide

manuell validiert und falls notwendig korrigiert oder im Falle von z. B. niedrigem Signal-Rausch-

Verhältnis nicht berücksichtigt. Die Diagramme der H/D Austausch Pro�le wurden mittels MEM-

HDX erstellt (Hourdel et al., 2016).

4.6.9 MicroScale Thermophorese (MST)

Für die Bestimmung der Af�nität der CBS Proteine sowie deren Derivate zu c-di-AMP wurde ei-

ne MicroScale Thermophorese in Kooperation mit Dr. Sven-Andreas Freibert (AG Lill, Uni Mar-

burg, Fachbereich Medizin) durchgeführt. Diese Methode macht sich das Phänomen zu Nutze,

dass Moleküle (u. A. auch Proteine in Lösungen) sich innerhalb eines Temperaturgradienten

gerichtet bewegen (Duhr und Braun, 2006; Jerabek-Willemsen et al., 2011). Die gereinigten

Proteine (je 20 µM) aus 4.6.4 wurden im bei der Gel�ltration genutzten KPP mit dem Farbstoff

NT-647 mittels Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS 2nd Generation (NanoTemper Techno-

logies GmbH, München) entsprechend der Herstellerangaben markiert. Bei der Trennung des

markierten Proteins vom freien Fluoreszenzfarbstoff wurde dieses wieder in den Säulenpuffer

aus der Af�nitätschromatogra�e (siehe 4.6.3) überführt. Für die Messung wurde eine 16-stu�ge

Verdünnungsreihe von c-di-AMP angelegt (1:1, 750 µM . . . 22,888 nM; für CBS-AA 3,75 mM

. . . 114,441 nM) und das markierte Protein in einer Endkonzentration von 200 nM zu jeder

Verdünnung hinzugegeben. Die Messung erfolgte im Monolith NT.115 (NanoTemper Technolo-

gies GmbH, München) bei 21 °C und 680 nm. Dabei wurde die LED Power auf 40 % und der

Infrarot Laser auf 75 % eingestellt. Jedes Protein wurde mit zwei unabhängigen, biologischen

Replikaten und diese jeweils in drei technischen Parallelen vermessen. Die Auswertung erfolg-

te mittels des vom Hersteller bereitgestellten Programms NanoTemper Analysis 1.2.009 sowie

Origin8G (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

4.7 Elektronenmikroskopie

Für die Bestimmung des Zytoplasmavolumens von B. subtilis wurden verschiedene Mikrosko-

pie Techniken genutzt. Als Bedingungen wurden SMM 0M; SMM + 1 mM Glycinbetain, SMM +

1,2 M NaCl und SMM + 1,2 M NaCl + 1 mM Glycinbetain gewählt. Die Zellen wurden jeweils

bis zu einer OD578 von 1,5 - 1,7 kultiviert und anschließend für die Mikroskopie vorbereitet.

4.7.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Um das äußere Zellvolumen von B. subtilis bei unterschiedlichen Wachstumsbedingungen zu

messen, wurde in Kooperation mit Dr. Karl-Heinz Rexer und Petra Horn (ehemals AG Kost, jetzt

AG Junker; Uni Marburg) Rasterelektronenmikroskopie (REM) durchgeführt. Es wurden jeweils

51



4 Material und Methoden

500 µL Zellen auf einer Nylonmembran (Pall BioSuport, East Hills, USA) immobilisiert und die

mit den Zellen behafteten Membranen über Nacht in einer 1 % Glutaraldehydlösung im jewei-

ligen Medium inkubiert. Die Membranen wurden am nächsten Tag drei Mal für 10 Minuten mit

Sørensen-Puffer (pH 7,8) gewaschen und zum Nach�xieren für zwei Stunden in 1 % wässriger

Osmiumlösung (OSO4) inkubiert. Für die Entfernung des überschüssigen Osmiums erfolgten

wiederum Wasch-Schritte für jeweils 10 Minuten, zunächst drei Mal in Sørensen-Puffer, dann

drei Mal in dH2O. Anschließend wurden die Zellen mittels einer aufsteigenden Acetonreihe ent-

wässert: Inkubation jeweils 10 Minuten in 30 %, 50 %, 70 % und 95 % Aceton und am Ende

drei Mal 10 Minuten in 100 % Aceton. Daraufhin erfolgte die Kritische-Punkt-Trocknung mittels

Polaron E 3000 nach den Angaben des Herstellers (Thermo VG Scienti�c, East Grinstedt, UK).

Nachfolgend wurden die Zellen mittels Balzers Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein) mit Gold

besputtert. Die Rasterelektronenmikroskopie erfolgte mittels des Hitachi S 530 Mikroskops (Hi-

tachi, Tokio, Japan). Die Länge und Breite der Zellen wurde anschließend mit dem Programm

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) vermessen.

4.7.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Um die Dicke der Zellwände von B. subtilis bei unterschiedlichen Bedingungen zu messen, wur-

de in Kooperation mit Dr. Thomas Heimerl (AG Maier, Uni Marburg) Transmissionselektronen-

mikroskopie (TEM) durchgeführt. Hierfür wurden 500 µL Zellen genommen und für 5 Minuten

und 2000 x g zentrifugiert. Die Pellets wurden in 30 µL 1 % Glutaraldehyd (v/v) im jeweili-

gen Medium aufgenommen und für eine Stunde inkubiert. Anschließend wurden die Zellsus-

pensionen bei hohem Druck (circa 200 bar) in �üssigem Stickstoff eingefroren (englisch: high

pressure freezing, HPF) mittels HPF Compact 02 (Wohlwend, Schweiz). Um das intrazelluläre

Wasser durch organische Lösungsmittel auszutauschen, erfolgte danach eine Gefriersubstituti-

on im Gerät AFS2 (Leica, Wetzlar, DE). Hierfür wurden die gefrorenen Zellsuspensionen nach

dem folgenden Protokoll im Substitutionsmedium (Aceton, 0,25 % Osmium(VIII)-ixid, 0,2 %

Uranylacetat und 5 % ddH2O) inkubiert: -90 °C für 20 h, - 90 °C bis - 60 °C in 1 h, - 60 °C für 8

h, - 60 °C bis - 30 °C in 1 h, - 30 °C für 8 h und -30 °C bis 0°C in 1 h. Bei 0 °C wurden die Pro-

ben drei Mal in Aceton gewaschen. Anschließend erfolgte die Einbettung im Kunstharz Epon.

Hierfür wurde eine 1:1 Mischung aus Aceton und Epon 812 Resin (Fluka, Buchs, Schweiz) ver-

wendet und die Proben für zwei Stunden inkubiert. Die 1:1 Mischung wurde gegen pures Epon

ausgetauscht um die Proben über Nacht zu imprägnieren. Nach einem zweiten Austausch mit

Epon wurden die Proben für zwei Tage bei 60 °C polymerisiert. Die auspolymerisierten Blö-

cke wurden mittels Rasierklinge getrimmt und in 50 nm dünne Sektionen geschnitten mittels

Ultramikrotom (UC7, Leica, Wetzlar, DE) und daran befestigten Diamantklingen (Diatome, Biel,

Schweiz). Die Schnitte wurden auf Slot-Grids aus Kupfer aufgetragen, welche anschließend in

Pioloform eingelegt wurden. Für zusätzlichen Kontrast wurden die Schnitte zunächst für 20 -

30 Minuten in 2 % Uranylacetat und anschließend für 1 - 2 Min in Bleicitrat nachgefärbt. Die

Visualisierung und Analyse der Schnitte erfolgte mittels eines JEM-2100 Transmissionselektro-

nenmikroskop (JEOL, Tokyo, Japan) ausgestattet mit einer 2k x 2k F214 FastScan CCD Ka-

mera (TVIPS, Gauting, DE). Die Zellwände wurden anschließend mit dem Programm ImageJ

(https://imagej.nih.gov/ij/index.html) vermessen.
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4.8 Bioinformatische Methoden

Die Alignments von Proteinsequenzen wurden mithilfe des MAFFT Online-Servers erstellt (Ka-

toh et al., 2017). Die Darstellung erfolgte durch Jalview 2.11.1.0 (http://www.jalview.org/; Water-

house et al., 2009). Sequenzidentitäten wurden mittels Clustal Omega 2.1 berechnet (McWil-

liam et al., 2013; https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Die in silico Modelle der CBS Domänen der Opu Transporter von B. subtilis wurden durch den

Online-Server SwissModel erstellt (Waterhouse et al., 2018; https://swissmodel.expasy.org/).

Dabei wurden die CBS Sequenzen (siehe Abb. 9) als Template genutzt und das Modell mit

dem ersten Treffer in der Ergebnisliste erstellt. Die Darstellung der Modelle, Overlays und Ana-

lyse der Mutationen erfolgte mittels Chimera 1.14 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/; Pettersen

et al., 2004). Als Vergleich zur Erstellung von Homologie-Modellen wurde Phyre2 (Kelley et al.,

2015; http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/ phyre2/html/page.cgi?id=index) genutzt.
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5 Ergebnisse

5.1 Struktur-Modelle der B. subtilis OpuAA, OpuBA und OpuCA CBS Domänen

Um die CBS Domänen der B. subtilis Transporter OpuA, OpuB und OpuC zu analysieren,

wurde in einem ersten Schritt dieser Arbeit nach homologen Strukturen gesucht. Zu diesem

Zeitpunkt gab es zwei homologe CBS Domänen von Opu Transportern, die bereits untersucht

und auch kristallisiert waren: Zum einen die von OpuCA aus L. monocytogenes (Huynh et al.,

2016b) und zum anderen die von OpuCA aus S. aureus (Schuster et al., 2016). Zur Vereinfa-

chung werden die CBS Domänen von B. subtilis als auch die der anderen Bakterien von hier

an als CBS-AA, CBS-BA und CBS-CA bezeichnet. Um herauszu�nden ob es möglicherweise

noch andere homologe Proteine gibt, wurden Homolgie-Modelle mit zwei verschiedenen Online

Servern erstellt. Nutzt man den Online Server SwissModel für die Erstellung von Homologie-

Modellen und gibt als Zielsequenz die Sequenzen von CBS-AA, BA bzw. CA ein, wird bei allen

drei Sequenzen ein Modell basierend auf der Struktur von L. monocytogenes (Lm) (PDB: 5KS7)

erstellt. Sucht man allgemein nach homologen Strukturen (ohne direkt ein Modell zu bauen),

erscheint in der Liste nach Lm CBS-CA bei CBS-BA und CBS-CA direkt die Struktur von S.

aureus (Sa) (PDB: 5IIP), wohingegen bei CBS-AA auf Lm CBS-CA erst ein hypothetisches

Protein (29PM) und drei Magnesiumtransporter (2YVX, 2ZY9 und 2OUX) folgen. In der Ergeb-

nisliste sind die Templates nach ihrer Qualität sortiert, die in Form des GMQE-Werts (Global

Model Quality Estimate) ausgedrückt wird. Für den QMQE-Wert werden verschiedene Eigen-

schaften des Zielsequenz-Template Alignments (u. A. Sequenzidentität, Sequenzähnlichkeit,

Übereinstimmung der Sekundärstruktur von Zielsequenz und Template) ausgewertet (Water-

house et al., 2018; Biasini et al., 2014).

Eine Alternative zu SwissModel stellt Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine)

dar. Damit kann man ebenfalls Homologie-Modelle anhand einer Zielsequenz erstellen lassen.

Interessanterweise unterscheiden sich die Ergebnisse für alle drei CBS Domänen grundlegend

von denen bei SwissModel (siehe Tab. 18). Zunächst erscheint bei keiner der drei Zielsequen-

zen Lm CBS-CA als erstes Ergebnis. Bei CBS-AA ist Lm CBS-CA erst an Position 34 während

Sa CBS-CA sogar das zweite Ergebnis ist. Für CBS-BA und -CA ist das hingegen ungefähr um-

gekehrt. Insgesamt sind die Ergebnisse für CBS-BA und CBS-CA relativ ähnlich. Das ist damit

zu erklären, dass die Transporter OpuB und OpuC wahrscheinlich durch eine Genduplikation

entstanden sind (Kappes et al., 1999). Die Sequenzidentität ist sowohl für die Substratbinde-

proteine (71 %), die Transmembrandomänen (85 %) als auch für die Nukleotidbindedomänen

(84 %) und somit auch die CBS Domänen mit 69,1 % sehr hoch.

In der Liste insgesamt fällt auf, dass die ersten Ergebnisse, welche ähnlich wie bei SwissMo-

del nach Qualität des Alignments sortiert sind, nicht unbedingt die höchste Sequenzidentität

zu den Zielsequenzen haben. Diese Werte liegen meist zwischen 20 und 30 %. Die einzigen

Strukturen mit höherer Identität sind Lm CBS-CA und Sa CBS-CA für alle drei CBS Domä-

nen. Das ist damit zu erklären, dass eine CBS Domäne sich durch ihre Struktur de�niert und

nicht durch eine bestimmte Aminosäuresequenz. Aus diesem Grund erscheinen in der Liste

auch CBS Domänen aus weiter entfernteren Organismen wie Archaeen, Pilzen und dem Men-

schen. Neben den CBS Domänen der Opu Transporter taucht in den Listen von SwissModel
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und Phyre2 der Magnesium Transporter MgtE häu�ger auf, bei den ersten Treffern aus Entero-

coccus faecalis und Thermus thermophilus. Dieser Transporter ist konstitutiv aktiv, bildet ein

Dimer und enthält ebenfalls im zytosolischen Teil pro Monomer zwei CBS Domänen, welche

vermutlich eine regulatorische Funktion haben (Hattori et al., 2007; Ragumani et al., 2010). In-

teressanterweise konnte kürzlich mittels DRaCALA Assay auch eine Bindung von c-di-AMP an

MgtE aus B. subtilis detektiert werden (Gundlach et al., 2019). Insgesamt sind durch die Suche

keine weiteren Strukturen aufgetaucht, die für die Untersuchung der Opu CBS Domänen aus

B. subtilis interessant sind.

Tabelle 18: Ergebnisse der Suche nach homologen Strukturen zu den B. subtilis Opu
CBS Domänen durch den Online Server Phyre 2. Aufgelistet sind jeweils die ersten drei Er-
gebnisse der Suche sowie die Positionen von L. monocytogenes (Lm) CBS-CA und S. aureus
(Sa) CBS-CA in der Liste.

Zielsequenz Ergebnis 1-3 Position Lm
CBS-CA

Position Sa
CBS-CA

CBS-AA 1. 4L3V : humanes CBS-Protein
2. 5IIP: Sa OpuCA 34 2
3. 4Z87: Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase (Ashbya gossypii)

CBS-BA 1. 2YVX : Mg+-Transporter MgtE
(Thermus thermophilus)
2. 3DDJ: CBS-Domäne enthaltendes
Protein (Sulfolobus solfataricus)

4 32

3. 2OUX: Mg+-Transporter
(Enterococcus faecalis)

CBS-CA 1. 3DDJ : CBS-Domäne enthaltendes
Protein (Sulfolobus solfataricus)
2. 2OUX: Mg+-Transporter
(Enterococcus faecalis)

5 45

3. 4Z87: Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase (Ashbya gossypii)

5.2 Sequenzanalyse der Opu CBS Domänen von B. subtilis , L. monocytogenes
und S. aureus

Obwohl eine CBS Domäne sich durch ihre Tertiärstruktur auszeichnet, spielt die Aminosäurese-

quenz später für die biochemische Charakterisierung eine wesentliche Rolle. Schaut man sich

die Sequenzidentitäten der CBS Domänen aus B. subtilis, L. monocytogenes und S. aureus

an, fallen folgende Punkte auf (siehe Tab. 19): Zunächst weist Bs CBS-AA zu allen anderen

Sequenzen ähnliche Identitäten um die 20 % auf. Hingegen sind sie für Bs CBS-BA und CA

wesentlich höher: Diese sind jeweils mit Lm CBS-CA zu 56,4 bzw 57,9 % mit Sa CBS-CA zu

42,4 bzw 46,4 % identisch.
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Tabelle 19: Sequenzidentitäts-Matrix der CBS Domänen von B. subtilis (Bs) , L. monocy-
togenes (Lm) und S. aureus (Sa) . Die Berechnung erfolgte mittels Clustal Omega 2.1.

Bs CBS-AA Bs CBS-BA Bs CBS-CA Lm CBS-CA Sa CBS-CA

Bs CBS-AA 100 % 21,7 % 22,5 % 23,1 % 20,9 %
Bs CBS-BA 21,7 % 100 % 69,1 % 56,4 % 42,4 %
Bs CBS-CA 22,5 % 69,1 % 100 % 57,9 % 46,4 %
Lm CBS-CA 23,1 % 56,4 % 57,9 % 100 % 40,1 %
Sa CBS-CA 20,9 % 42,4 % 46,4 % 40,1 % 100 %

Bei einem Alignment der Sequenzen (siehe Abb. 9) fällt auf, dass einige Aminosäuren in allen

5 Proteinen vorkommen. Daneben gibt es einige Aminosäuren, die außer in Bs CBS-AA in

allen anderen Proteinen vorkommen, was die höhere Sequenzidentität wiederspiegelt. Für die

weitere Arbeit, vor allem später für die Analyse der Aminosäuren, die an der Bindung zu c-di-

AMP beteiligt sind, wurde entschieden, die Struktur von Lm CBS-CA als Vorlage zu nutzen.

Abbildung 9: Sequenzalignment der CBS Domänen der Opu Transporter von B. subtilis , L. monocytogenes
und S. aureus . (A) Schematische Darstellung der Nukleotidbindedomäne eines Monomers der Opu Transporter.
Am C-Terminus des Proteins be�nden sich die CBS Domänen 1 und 2. (B) Sequenz-Alignment der CBS-Domänen.
CBS1 und 2 aus (A) sind grün bzw. violett hinterlegt.

5.3 Strukturelle Analyse der CBS Domänen der Opu Transporter aus B. subtilis

Für die CBS-Domäne von OpuCA aus L. monocytogenes konnte gezeigt werden, dass diese

den Second Messenger c-di-AMP bindet. Im Zusammenhang mit diesen Experimenten erhielt

man auch eine Kristallstruktur der CBS Domäne in Gegenwart von c-di-AMP (PDB: 5KS7;

Huynh et al., 2016b), allerdings ohne ATPase Domäne. Diese zeigt, wie die CBS-Domänen

der beiden Monomere der Nukleotidbindedomänen (NBD) dimerisieren (siehe Abb. 10). Jede

NBD hat CBS1 und 2, damit hat das Dimer insgesamt vier CBS Domänen. Ein interessanter

Fakt ist, dass die CBS Domänen der beiden Monomere entgegengesetzt orientiert sind. Das
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Von dieser Analyse her ist es möglich, dass analog zu Lm CBS-CA und Sa CBS-CA alle drei

CBS Domänen der B. subtilis Opu Transporter den Second Messenger c-di-AMP binden. Um

diese Frage beantworten zu können, wurde im nächsten Schritt dieser Arbeit an der Produktion

und Reinigung der Proteine gearbeitet.

5.4 Biochemische Charakterisierung der CBS Domänen

Um zu analysieren ob c-di-AMP auch an die CBS-AA, BA und CA von B. subtilis bindet, wur-

de zunächst nach einem passenden Expressionssystem für die Proteine gesucht. Zum einen

muss die Reinigung mittels Af�nitätschromatogra�e möglich sein und zum anderen sollten die

gereinigten Proteine am Ende in ausreichender Konzentration in Lösung vorhanden sein. Zu

diesem Zweck wurden zunächst verschiedene Expressionssysteme, Stämme, Produktions-und

Reinigungsbedingungen getestet.

5.4.1 Heterologe Produktion und Reinigung der Proteine

Zunächst erfolgte die Klonierung sowohl der kompletten Gene opuAA, opuBA und opuCA als

auch der am 3'Ende liegenden CBS-Domänen in die Vektoren pasG-IBA-3 und pasG-IBA-5.

In diesen Vektoren wird die Expression der gewünschten Gene durch einen tet-Promotor mit

dem Repressor TetR reguliert. Für die Reinigung der resultierenden Proteine kodieren die bei-

den Vektoren zusätzlich für einen Strep-Tag, welcher durch pasG-IBA3 C-terminal und durch

pasG-IBA5 N-terminal an das Protein angefügt wird. Die erste Testexpression erfolgte in MMA

in E. coli BL21(DE3) bei 37 °C. Die Expression der Gene erfolgte bei einer OD 578 von rund

0,5 mit AHT für ungefähr zwei Stunden. Um zu testen ob die Proteine löslich sind, erfolgte

der Zellaufschluss mittels French Press. Als von der Strep-Tactin Säule kein lösliches Protein

eluiert werden konnte, zeigte ein anschließendes SDS Gel, dass das gesamte Protein statt

im Überstand zusammen mit den Zelltrümmern im Pellet des Zellaufschlusses vorhanden war.

Das galt sowohl für die kompletten NBD als auch für die CBS Domänen.

Um eine langsamere und damit bessere Faltung der Proteine zu ermöglichen, erfolgte in einem

zweiten Versuch die Expression bei niedrigeren Temperaturen von 28 °C und 18 °C. Da dies

auch nicht zu löslichen Proteinen führte, wurde statt dem Stamm E. coli BL21(DE3) der Stamm

ArcticExpress(DE3) RIL verwendet, welcher zusätzlich ein Plasmid enthält, auf dem spezielle

Chaperone kodiert sind, welche die Faltung von Proteinen bei geringeren Temperaturen ver-

bessern. Auch dieser Versuch war nicht erfolgreich, ähnlich wie der Test von verschiedenen

Pufferkomponenten (Kaliumphosphat, HEPES) bei der Reinigung. Selbst die Puffer, welche für

die homologen CBS Domänen für L. monocytogenes und S. aureus verwendet wurden, führten

nicht zum Erfolg. Somit wurde entschieden, ein anderes Expressionssystem zu wählen.

Da es keine Probleme mit der Produktion an sich, jedoch mit der Löslichkeit gab, wurde als al-

ternativer Vektor pMal-c2 gewählt. Auf pMal-c2 ist neben dem IPTG-induzierbarem tac-Promotor

noch das Maltosebindeprotein MalE des Maltoseimporters aus E. coli kodiert, welches die Lös-

lichkeit vieler rekombinant produzierter Proteine erhöht (Kapust und Waugh, 1999). Somit sind

am Ende 6 Plasmide entstanden, zum einen jeweils mit den ATPasen OpuAA, OpuBA und Opu-

CA und zum anderen mit den CBS Domänen CBS-AA, CBS-BA und CBS-CA. Diese Varianten

erwiesen sich teilweise als erfolgreich: Zunächst ließen sich alle sechs Proteine problemlos

produzieren (siehe Abb. 12).
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Da die Bindung von c-di-AMP an die CBS Domänen charakterisiert werden soll, wurden die

Konstrukte MalE-CBS-AA, MalE-CBS-BA und MalE-CBS-CA für die folgenden Schritte ver-

wendet. Die theoretischen Werte für das Molekulargewicht und den Extinktionskoef�zienten,

welche für die Bestimmung der Proteinkonzentration am Nano-Drop® - Spektrophotometer (sie-

he 4.6.5) verwendet wurden, sind in Tabelle 20 gezeigt. Die Berechnung der Werte erfolgte mit

dem Tool ProtParam von Expasy (https://web.expasy.org/protparam).

Tabelle 20: Theoretische Werte für Molekulargewicht und Extinktionskoef�zient für die
MalE-CBS Fusionsproteine.

Protein Molekulargewicht (kDa) Extinktionskoef�zient (M -1 * cm -1)

MalE-CBS-AA 57,6 72310
MalE-CBS-BA 57,35 77810
MalE-CBS-CA 57,38 79300

5.4.2 Bindet c-di-AMP an die CBS Domänen der drei Opu-Transporter?

- Wasserstoff-Deuterium-Austausch-Massenspektrometrie (HDX-MS)

Ob c-di-AMP an CBS-AA, CBS-BA und CBS-CA bindet, wurde zunächst mittels Wasserstoff-

Deuterium-Austausch-Massenspektrometrie (englisch: Hydrogen Deuterium Exchange Mass

Spectrometry [HDX-MS]) in Kooperation mit Dr. Wieland Steinchen (AG Bange, Uni Marburg,

Fachbereich Chemie) getestet. Dabei wurden die gereinigten MalE-Fusionsproteine genutzt,

allerdings nur die CBS Domänen analysiert. Die Experimente wurden für alle drei Proteine

sowohl ohne als auch in Gegenwart von c-di-AMP durchgeführt. Sollte c-di-AMP an eines der

Proteine binden, ändert sich die Zugänglichkeit für Deuterium an diversen Stellen des Proteins.

Der Einbau von Deuterium (= schwerer Wasserstoff) in die Proteine erhöht deren molekulare

Masse. Aus diesem Grund kann durch einen anschließenden tryptischen Verdau der Proteine

und Analyse der resultierenden Peptide per Massenspektrometrie einerseits festgestellt wer-

den, ob es Unterschiede im Deuterium-Einbau gibt und andererseits, welche Peptide betroffen

sind. Für CBS-BA und -CA konnte gezeigt werden, dass es in den beiden Läufen deutliche

Unterschiede in der Aufnahme von Deuterium gibt und damit c-di-AMP an die beiden Proteine

bindet. Das Resultat des HDX für apo-CBS-BA und mit c-di-AMP (A) sowie die Differenz der

beiden Zustände (B) ist in Abb. 14 gezeigt (CBS-CA: siehe Anhang Abb. 40).
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Abbildung 14: Konformationsänderungen durch die Bindung von c-di-AMP an die CBS Domäne von Opu-
BA. (A) Relative Wasserstoff/Deuterium (H/D) Austauschpro�le des apo- (oben) und des c-di-AMP gebundenen
(unten) Zustandes von CBS-BA. (B) Konformationsänderungen von CBS-BA ausgedrückt als Differenz der H/D
Austauschpro�le zwischen dem c-di-AMP gebundenen und dem apo-Zustand. Abbildung modi�ziert nach Dr. Wie-
land Steinchen.

Darüber hinaus wurde in den HDX Experimenten ersichtlich, dass es Änderungen in der Deu-

teriumaufnahme nicht nur speziell im Bereich der vermuteten Bindetasche von c-di-AMP gibt,

sondern auch an den Helizes, wo die beiden CBS-Monomere der beiden ATPasen dimerisieren

(siehe Abb. 15). Des Weiteren zeigte das Experiment, dass sich bei CBS-CA die Deuterium-

aufnahme mit c-di-AMP deutlich mehr verändert. Zu diesem Zeitpunkt wurde davon ausgegan-

gen, dass es laut Ergebnis von HDX-MS Unterschiede in der Bindungsaf�nität von c-di-AMP

an CBS-BA und CBS-CA geben müsste.
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Abbildung 16: Bestimmung der Dissoziationskonstante (K D) für die CBS Domänen der B. subtilis Opu Trans-
porter. Jedes Protein wurde als MalE Fusion zwei Mal in der Thermophorese vermessen. Als höchste c-di-AMP
Konzentration wurde für CBS-AA 3,75 mM und für CBS-BA bzw. CA 750 µM eingesetzt. Standardabweichung von
2 biologischen Parallelen. „Rest“ stellt dar, wie weit die einzelnen Punkte vom Fit (rot) abweichen. Abbildung modi-
�ziert nach Dr. Sven-Andreas Freibert.

Da alle diese Messungen mit den MalE Fusionen aus E.coli durchgeführt wurden, wurde eine

Kontrolle mit gereinigtem MalE durchgeführt. Diese zeigte keinerlei Bindung zu c-di-AMP und

somit konnte davon ausgegangen werden, dass die Bindung an den CBS Domänen statt�ndet

(siehe Abb. 17, A). Um zu überprüfen, inwiefern die Bindung wirklich spezi�sch ist, wurden al-

le drei Proteine darüber hinaus noch mit c-di-GMP vermessen. Dieses unterscheidet sich von

c-di-AMP nur durch die stickstoffhaltige Base (Guanin statt Adenin). Guanin weist neben der

Aminogruppe (an anderer Position) noch eine zusätzliche Hydroxylgruppe auf (siehe Abb. 17,

B). Für CBS-BA konnte erfolgreich gezeigt werden, dass c-di-GMP trotz der großen Ähnlichkeit

zu c-di-AMP nicht bindet. Bei CBS-CA wurde am Ende eine KD von circa 50 µM bestimmt, was

knapp 6 Mal schwächer ist als die Af�nität zu c-di-AMP (siehe Abb. 17, C).

Abbildung 17: Negativkontrollen der MicroScale Thermophorese . (A) MST mit dem Maltosebindeprotein MalE
aus E. coli (Produktion und Reinigung des Leervektors pMal-c2) zeigt keine Bindung von c-di-AMP. (B) Struktureller
Unterschied der beiden Second Messenger c-di-AMP und c-di-GMP. (C) MST mit den drei CBS Domänen und c-di-
GMP. Keine Bindung bei CBS-AA und CBS-BA; Af�nität von CBS-CA zu c-di-GMP liegt bei 50 µM. Abbildungen A
und C modi�ziert nach Dr. Sven-Andreas Freibert.
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Aus diesem Grund wurde auch HDX-MS nochmal mit CBS-CA und c-di-GMP durchgeführt.

Das Ergebnis zeigte allerdings keine Bindung von c-di-GMP an CBS-CA (siehe Anhang Abb.

42, S. 122). Es wird davon ausgegangen, dass es im MST Experiment womöglich keine spezi�-

sche Bindung von c-di-GMP an CBS-CA war. Eventuell hat präzipitiertes Protein dafür gesorgt,

dass eine KD bestimmt werden konnte, der wesentlich schlechtere Fit der Kurve deutet zumin-

dest darauf hin.

Durch dieses Kontrollexperiment konnte auch gezeigt werden, dass auch c-di-GMP nicht an

CBS-AA bindet. Damit bleibt der Bindungspartner von CBS-AA an dieser Stelle offen. Für

die weitere biochemische Analyse der Bindung von c-di-AMP an die CBS Domänen der Opu-

Transporter wurde sich im Wesentlichen auf CBS-BA konzentriert.

5.4.4 Mutationen in CBS-BA und deren Auswirkung auf die Bindung von c-di-AMP

Um zu analysieren, welche Aminosäuren an der Bindung von c-di-AMP an CBS-BA beteiligt

sind, wurden verschiedene Mutanten des Proteins konstruiert (siehe Abb. 18 und Abb. 19):

Zum einen liegen die mutierten Aminosäuren direkt in der Bindetasche (V261, S283, K342 und

Y343), zum anderen be�nden sich diese im Bereich wo die Dimerisierung der CBS Domänen

der beiden NBDs statt�ndet (R359 und D364). Da im Folgenden immer wieder auf die Analy-

se von Lm CBS-CA Bezug genommen wird, ist zu beachten, dass Bs OpuBA in der ATPase

Domäne eine Aminosäure mehr besitzt und deswegen die Nummerierung überall plus eins ist.

Abbildung 18: Sequenzalignment der Opu CBS Domänen von B. subtilis und L. monocytogenes mit Muta-
tionen. CBS1 und 2 sind grün bzw. violett hinterlegt. Markiert sind die Aminosäuren, welche für diese Arbeit mutiert
wurden. Nummerierung bezieht sich auf Bs OpuBA.
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Tabelle 21: Ergebnisse der MicroScale Thermophorese für die CBS-BA Mutanten. Für jede
Mutante wurde sowohl die Dissoziations- als auch die Assoziationskonstante bestimmt. Dane-
ben wurde die Gibbs Freie Energie (� G) berechnet: � G = R * T * ln(KD). Mutanten, die kein
c-di-AMP mehr binden (n. d.), sind rot markiert.

Mutation Dissoziationskonstante Assoziationskonstante � G (kcal)
KD (µM) StabW K A (mM-1) StabW

V261A 15,8 6,0 63,3 24,0 9,7
V261E n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
S283A 9,8 1,7 102,0 17,7 9,4
K342E 16,9 3,1 59,2 10,9 9,7
Y343F 14,0 3,0 71,4 15,3 9,6
Y343W n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Y343A n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
KY342/343P n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
R359A 24,0 5,2 41,8 9,0 9,9
D364K 2,6 0,9 392,2 135,4 8,6

Für eine Auswertung der ermittelten Dissoziationskonstanten wurden die Mutanten im CBS-

BA Modell genauer betrachtet: Das Valin an Position 261 liegt in Bereich des Adenins vom

c-di-AMP (siehe Abb.20, A). Das N-Atom im Backbone vom Valin bildet eine Wasserstoff (H)

-Brücke zum N-Atom des Adenins. Aus diesem Grund hat eine Mutation keinen Ein�uss auf

diese Bindung. Die einzige Aminosäure in der Umgebung ist das Glutamat an Position 279.

Dieses ist allerdings in eine andere Richtung geneigt. Das Fehlen zweier Methylgruppen durch

die Mutation zu Alanin hat keine Auswirkungen und führt deswegen mit einer KD von 15,8

± 6,0 µM zu einer ähnlichen Af�nität wie der Wildtyp. Durch die Mutation zu Glutamat wird

die Situation in CBS-AA nachgestellt. Die Länge des Glutamats und die zwei zusätzlichen

Ladungen reichen aus, um die Bindung zu c-di-AMP komplett zu verhindern.

Abbildung 20: Auswirkung einer Mutation von Valin261. (A) Lage von V261 in der CBS Domäne. (B) H-Brücke
zwischen dem Backbone N-Atom von V261 und Adenin vom c-di-AMP. (C) Mutation von V261 zu Alanin führt zum
Verlust zweier Methylgruppen, die H-Brücke bleibt bestehen. (D) Mutation von V261 zu Glutamat und damit Einfügen
zweier zusätzlicher negativer Ladungen.

Das Serin an Position 283 liegt zusammen mit D282, K342 und Y343 des gleichen Monomers

ebenfalls im Bereich des Adenins vom c-di-AMP, allerdings auf der gegenüberliegenden Seite

vom Valin an Position 261 (siehe Abb. 21, A). Die Hydroxylgruppe vom Serin bildet eine H-

Brücke zu einem N-Atom vom Adenin. Diese geht durch die Mutation zu Alanin verloren. Dieser
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Verlust reicht allerdings nicht aus um die Bildung zu c-di-AMP komplett zu verhindern, denn

es wurde eine KD von 9,8 ± 1,7 µM gemessen. Die anderen Aminosäuren in der Umgebung

scheinen somit auszureichen um das c-di-AMP in der Bindetasche zu koordinieren.

Abbildung 21: Auswirkung einer Mutation von Serin283. (A) Lage von S283, D282, K342 und Y343 in der CBS
Domäne. (B) H-Brücken zwischen S283 und dem N-Atom des Adenins bzw. zwischen D282 und K243. (C) Mutation
von S283 zu Alanin und damit verbundener Verlust der H-Brücke.

Das Lysin an Position 342 und das darauffolgende Tyrosin sind sowohl in Bs CBS-BA und CA

als auch in Lm CBS-CA vorhanden und scheinbar an der Koordination des Adenins beteiligt,

obwohl keine direkten Wechselwirkungen eingegangen werden. In Bezug auf Tyrosin343 war

für diese Arbeit zunächst von Interesse, ob es für eine Bindung ausreicht, dass ein Aromat an

der Stelle ist (Tyrosin, Phenylalanin bzw. Tryptophan) oder ob nur Tyrosin zu einer Bindung von

c-di-AMP führt (siehe Abb. 22, A und B). Der Wegfall der Hydroxylgruppe durch eine Mutation

zu Phenylalanin hat keinen Ein�uss auf die Bindung, da die K D mit 14 ± 3 µM etwa der Af�nität

des Wildtyps entspricht. Das Doppelringsystem des Tryptophans hingegen scheint schon aus-

zureichen um die Bindung von c-di-AMP zu verhindern. Damit ist offensichtlich ein einfacher

Aromat an der Stelle wichtig für die Bindung, die Hydroxylgruppe vom Tyrosin spielt keine tra-

gende Rolle. Ganz ohne aromatischen Ring (durch die Mutation zu Alanin) wird hingegen kein

c-di-AMP mehr gebunden. Bei L. monocytogenes allerdings konnte bei Y342A noch Bindung

detektiert werden, wenn auch schlechter als der Wildtyp (Huynh et al., 2016b). Die Aufnah-

me des kompatiblen Soluts Carnitin in einem Stamm, der kein c-di-AMP mehr abbauen kann

(� pdeA � pgpH), wurde durch diese Mutation negativ beein�usst. Damit bleibt die Frage offen,

inwiefern die Bindung von c-di-AMP den Transporter abschaltet, da hier eine Mutation, die zu

einer geringeren Af�nität zu c-di-AMP führt, in vivo den Transporter schlechter macht.

Abbildung 22: Wichtigkeit des aromatischen Rings von Tyrosin343 für die Bindung an c-di-AMP. (A) Mutation
von Y343 zu Phenylalanin führt zu einem Verlust der Hydroxylgruppe. (B) Mutation von Y343 zu Tryptophan fügt
statt einem einfachen aromatischen Ring ein Doppelringsystem ein. (C) Mutation von Y343 zu Alanin führt zum
kompletten Verlust des Aromaten.
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Wie bereits erwähnt, sind Lysin342 und Tyrosin343 in vielen CBS Domänen vorhanden, bei Bs

CBS-AA be�ndet sich jedoch Prolin an der Stelle. Um diese Situation nachzustellen, wurde die

Mutante KY342/343P ebenfalls konstruiert. In den Overlays von Abb.23, A und B wird deutlich,

welche Auswirkungen das hat: Durch den Verlust einer Aminosäure verändert sich die Lage von

vielen umliegenden Aminosäuren, besonders in Richtung der vorangegangenen Helix. Damit

wird das Protein an dieser Stelle „zusammen gezogen“ und c-di-AMP passt vermutlich weniger

gut in die Bindetasche (keine Bindung mehr laut MST). Des Weiteren fehlt die Koordination

durch den aromatischen Ring vom Tyrosin. Da der Rest des Proteins aber nicht CBS-AA son-

dern CBS-BA entspricht, müsste in Folgeexperimenten mit dieser Mutante genauer überprüft

werden, inwiefern die Faltung des Proteins durch diese Änderung beein�usst ist.

Die Mutation von Lysin342 zu Glutamat (siehe Abb. 23, C) liefert interessanterweise mit 16,9

± 3,1 µM eine KD ähnlich dem Wildtyp. Durch die entgegengesetzte Ladung und den Verlust

der H-Brücke zu D282 wurde erwartet, dass die Af�nität schlechter ist, wenn nicht sogar das

Verlorengehen der Bindung. Bei der Analyse von Lm CBS-CA ergab die Mutation dieses Lysins

zu Alanin sogar eine bessere Bindung von c-di-AMP (Huynh et al., 2016b). Hingegen konnte

durch eine Mutation von D282 zu Alanin die Bindung verhindert werden. Offensichtlich kommt

es an der Stelle nicht nur darauf an, dass die H-Brücke verloren geht, sondern zu welcher

Aminosäure mutiert wird, was völlig unterschiedliche Effekte hervorruft. In vivo wurden diese

beiden Mutationen in L. monocytogenes in einem Stamm getestet, der kein c-di-AMP mehr

abbauen kann (� pdeA � pgpH): Beide Mutationen (K342A und D282A) verschlechterten die

Aufnahme von Carnitin im Vergleich zum Wildtyp. Ähnlich wie bei dem Ergebnis für Lm CBS-

CA Y343A (s. o.) kann an der Stelle die Vermutung, dass c-di-AMP den Transport abschaltet,

in Frage gestellt werden. Denn offensichtlich wird der Transport auch verschlechtert, wenn c-

di-AMP laut in vitro Experimenten besser bindet.

Abbildung 23: Weitere Mutationen an Lysin342 und Tyrosin343. (A) Overlay von KY342/343 mit der Mutation
zu Prolin. Prolin an der Stelle spiegelt die Situation in CBS-AA wieder. (B) Auswirkungen der Mutation zu Prolin auf
die Lage der umliegenden Aminosäuren. (C) Durch eine Mutation von K342 zu Glutamat werden aus einer positiven
Ladung zwei negative Ladungen und die H-Brücke zu D282 geht verloren.

Neben der Koordination von c-di-AMP in den Tiefen der Bindetasche spielt bei der Bindung

auch die Bildung des Dimers eine wichtige Rolle. Eine Aminosäure in dem Bereich ist Argi-

nin359 (siehe Abb 24, A und B). Eine Interaktion mit c-di-AMP gibt es ähnlich wie bei Valin261

durch das N-Atom der Peptidkette. Eine Mutation zu Alanin beein�usst daher diese Interaktion

nicht. Allerdings ist die Bindeaf�nität mit einer K D von 24 ± 5,2 µM geringfügig schlechter als die

des Wildtyps. Es könnte sein, dass die Stabilität des Dimers durch das Wegfallen der langen

Seitenkette bzw. der positiven Ladungen beein�usst wird.
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Abbildung 24: Auswirkungen einer Mutation von Arginin359. (A) Lage von R359 im Bereich wo die beiden CBS
Monomere dimerisieren. (B) H-Brücke zwischen dem N-Atom von R359 im Backbone und dem O-Atom des c-di-
AMP-Phosphats. (C) Eine Mutation zu Alanin führt zum Verlust von drei positiven Ladungen, die H-Brücke bleibt
bestehen.

Eine weitere wichtige Aminosäure, die durch eine Salzbrücke zu Arginin280 eine direkte Inter-

aktion mit dem zweiten Monomer eingeht, ist Aspartat364 (siehe Abb. 25, A und B). Das Ziel

war es zu prüfen, ob die Bindung von c-di-AMP durch eine entgegengesetzte Ladung verhin-

dert werden kann. Die Mutation zu Lysin allerdings führte zu einer KD von 2,6 ± 0,9 µM. Diese

Af�nität erscheint im ersten Moment verwunderlich. Vorstellbar ist, dass durch die entgegenge-

setzte Ladung die Bildung des Dimers verhindert wird. Eventuell wurde dadurch in der MST die

Bindung von c-di-AMP an eines der Monomere gemessen, welche eventuell stärker ist, wenn

das zweite Monomer durch die positive Ladung des Lysins “verdrängt” wird. In L. monocytoge-

nes wurde D364 nicht mutiert, allerdings das Arginin280 auf der anderen Seite der Salzbrücke

(Huynh et al., 2016b). Im Vergleich zu den anderen Mutanten konnte hier wiederum die These

zur Funktion von c-di-AMP bestätigt werden: In vitro wird bei R280A fast kein c-di-AMP mehr

gebunden und das führt in vivo im � pdeA � pgpH - Stamm zu einer besseren Aufnahme von

Carnitin.

Abbildung 25: Auswirkungen einer Mutation von Aspertat im Interface zwischen den beiden CBS Monome-
ren. (A) Lage von D346 des einen Monomers und R280 des anderen Monomers. (B) Salzbrücke zwischen D364
und R280. (C) Eine Mutation von D364 zu Lysin ersetzt die beiden negativen Ladungen durch eine positive Ladung
und die Salzbrücke geht verloren.

Insgesamt wurde durch die Bestimmung der Af�nitäten gezeigt, dass es offensichtlich Ami-

nosäuren gibt, die für die Bindung an c-di-AMP essenziell sind. Einige Mutanten werfen mit

ihren Ergebnissen Fragen auf, sodass für weitere Analysen auf alle Fälle die korrekte Faltung

der Proteine bestätigt werden muss. Um herauszu�nden, welche Funktion die Bindung von

c-di-AMP an die CBS Domänen für die Transporter in vivo hat, wurden unter Anderem die in

diesem Kapitel getesteten Mutanten im Folgenden in Wachstumsexperimenten analysiert.
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5.5 Bedeutung der CBS Domänen für Funktion der Opu Transporter in vivo

Anhand der biochemischen Charakterisierung der Bindung von c-di-AMP an die CBS Domä-

nen sollte als Ziel dieser Arbeit auch untersucht werden, inwiefern sich Veränderungen in der

Aminosäuresequenz der CBS Domänen auf die Funktion der Transporter auswirkt. Neben dem

Austausch einzelner Aminosäuren wurde auch beleuchtet, ob die Transporter OpuB und OpuC

auch komplett ohne CBS Domänen aktiv sind.

5.5.1 Analyse der OpuBA CBS-Mutanten in vivo

Zunächst wurden die CBS Mutanten aus der biochemischen Charakterisierung (siehe 5.4.4) in

vivo getestet. Hierfür wurde ein Osmoprotektionsassay in SMM durchgeführt. Hierfür wurden

alle mutierten opuB und opuC Gene jeweils in amyE eines Stammes integriert, in dem opuB

und opuC am nativen Ort vorher deletiert worden sind. Ein Stamm mit dem in amyE integrier-

ten Leervektor pX diente als Kontrolle (HDB12). Die Osmoprotektion wurde mit 25 µM, 100 µM

und 1 mM Cholin getestet. Insgesamt zeigt das Experiment, dass sich die meisten Mutanten

ähnlich wie der Wildtyp verhalten (siehe Abb. 26). Zumindest bei den Bedingungen mit 1,2 M

NaCl zeigte keiner der Stämme ein signi�kant verändertes Wachstum und die Aufnahme von

Cholin scheint nicht beeinträchtigt zu sein.

Abbildung 26: Osmoprotektionsassay der CBS Mutanten des Transporters OpuB. Alle Stämme wurden von
einer 5 mL SMM Vorkultur in eine 5 mL SMM Hauptkultur (0 M, 1, 2 M NaCl, 1,2 M NaCl + 25 µM, 100 µM oder
1 mM Cholin) auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und die optische Dichte nach 16 Stunden Wachstum gemessen.
Standardabweichung von zwei biologischen Parallelen. WT = Wildtyp.

Bei diesem Experiment mit den mutierten CBS Domänen deutet sich an, dass es wahrschein-

lich ein Problem im Setup der Experimente gibt. Denn in vitro gibt es de�nitiv Mutanten, die

kein c-di-AMP mehr binden, was von der strukturellen Analyse her auch durchaus Sinn ergibt.

Das müsste auch in vivo einen Effekt haben. Und generell ist es unwahrscheinlich, dass es

zwar CBS Domänen an den Nukleotidbindedomänen gibt, diese aber keinen Zweck erfüllen.
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5.5.2 Funktion des Transporters OpuB ohne CBS Domänen

Da das Osmoprotektionsassay aus dem vorhergehenden Kapitel die Frage nach der Funktion

von c-di-AMP an den Opu Transportern nicht beantwortet werden konnte, ging es im nächsten

Schritt um die Frage, ob die Transporter ganz allgemein auch ohne CBS Domänen aktiv sind.

Dieses Experiment wurde sowohl für OpuB als auch für OpuC durchgeführt. Für diesen Test

erfolgte eine Aufnahme von Wachstumskurven unter osmotischem Stress mit dem kompatiblen

Solut Cholin, welches selektiv durch OpuB und OpuC aufgenommen wird. Für die Konstruktion

der passenden Stämme wurde ein wieder der Ausgangsstamm verwendet, in dem die Gene

für die OpuB und OpuC Transporter am nativen Ort deletiert sind (TMB122). Darin wurde das

Gen für den Wildtyp OpuB oder OpuC Transporter mit dem nativen Promotor im Gen amyE

integriert (Stämme HDB13 bzw. HDB14). Für den Vergleich erfolgte die Integration des jewei-

ligen Gens ohne CBS Domäne in amyE von TMB122 (Stämme HDB47 bzw. HDB48). Eine

schematische Darstellung der NBDs OpuBA und OpuCA mit bzw. ohne CBS Domänen ist im

Anhang (S. 123, Abb. 43) gezeigt. Als Kontrollen wurden Stämme genutzt, wo opuB bzw. opuC

am nativen Ort exprimiert werden und das Gen für den jeweilis anderen Transporter deletiert

wurde (Stämme TMB116 [OpuB+] und TMB108 [OpuC+]). Diese Kontrolle diente dazu um fest-

zustellen, ob die unterschiedlichen Orte der Expression für das Wachstum eine Rolle spielen.

Des Weiteren wurde als Kontrolle der Leervektor pX in amyE von TMB122 integriert (Stamm

HDB12). Letzterer sollte keine Protektion durch Cholin zeigen, da sich weder ein aktiver OpuB,

noch ein aktiver OpuC Transporter in diesem Stamm be�nden.

Interessanterweise zeigte ein Wachstumsexperiment im Mikrotiterplatten-Photometer (siehe

Abb. 27 [OpuB] und im Anhang S. 123, Abb. 44 [OpuC]), dass die Stämme mit den Trans-

portern ohne CBS Domäne analog zum Wildtyp OpuB oder OpuC in der Lage sind, Cholin

aufzunehmen. Allerdings weisen beide Stämme mit den Transportern ohne CBS Domänen im

Allgemeinen ein verzögertes Wachstum bei allen Bedingungen mit 1,2 M NaCl auf. Da auch

das Wachstum ohne Cholin verzögert ist, ist dieses Phänomen nicht auf das Fehlen der CBS

Domänen zurückzuführen. Die Kontrollstämme mit den opuB bzw. opuC Genen am nativen Ort

zeigten ein ähnliches Wachstumsverhalten wie die Stämme mit den Transportergenen in amyE,

sodass der Ort der Expression auf die Funktion der Transporter keinen sichtbaren Ein�uss zu

haben scheint. Wie erwartet, konnte der Stamm HDB12 ohne OpuB oder OpuC nicht durch

Cholin protektiert werden.
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Abbildung 27: Funktion der CBS Domänen für den Transporter OpuB. Wachstumskurven eines Stamms mit
dem Transporter OpuB ohne CBS Domäne im Vergleich zum Wildtyp-Transporter. Getestet wurden SMM 0 M, mit
1,2 M NaCl sowie mit dem Zusatz von 100 µM und 1 mM Cholin. Kultivierung der Vorkultur in SMM, Hauptkultur im
Mikrotiterplatten-Photometer wurde auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und das Wachstum über 35 Stunden verfolgt.
Standardabweichung von zwei biologischen Parallelen.

Für eine genauere Analyse des Wachstums wurden jeweils für die Stämme mit den in amyE

integrierten Transportergenen die Wachstumsraten in der exponentiellen Wachstumsphase für

alle 4 Bedingungen bestimmt (siehe Tab. 22): Darin spiegelt sich das leicht verzögerte Wachs-

tum der Stämme mit OpuB bzw. OpuC ohne CBS Domäne wieder, da für diese Stämme für alle

Bedingungen die Wachstumsraten kleiner waren im Vergleich zum jeweiligen Stamm mit dem

Wildtyp Transporter.

Tabelle 22: Wachstumsraten der Stämme mit OpuB oder OpuC ± CBS Domäne. Wachs-
tumsraten wurden aus den Wachstumskurven aus Abb. 27 und Anhang Abb. 44 berechnet,
dabei aber jeweils nur die Stämme mit den in amyE integrierten Transportergenen berücksich-
tigt. Alle Werte sind in OD578/h angegeben.

Bedingung OpuB in amyE OpuC in amyE

Wildtyp � CBS Wildtyp � CBS

0 M 0,45 0,45 0,46 0,42
1,2 NaCl 0,15 0,13 0,14 0,1
1,2 NaCl + 100 µM Cholin 0,17 0,15 0,17 0,13
1,2 NaCl + 1 mM Cholin 0,26 0,22 0,22 0,17

Sollte die Theorie stimmen, dass das Binden von c-di-AMP an die CBS Domänen den Trans-

porter abschaltet, müsste es in einem Stamm mit OpuB oder OpuC Transporter ohne CBS

Domänen zu einer Überakkumulation von Cholin kommen. Cholin selbst dient für B. subtilis
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nicht als Osmoprotektivum, sondern wird von der Zelle über die Enzyme GbsB und GbsA über

das toxische Intermediat Glycinbetain Aldehyd zu Glycinbetain umgewandelt (Boch et al., 1994;

Boch et al., 1996; Warmbold et al., 2020). Laut den Wachstumsdaten dieser Arbeit scheint es

also möglich zu sein, dass B. subtilis den dauerhaft aktiven Transport von Cholin durch eine

schnelle Synthese von Glycinbetain kompensieren kann. Des Weiteren scheint die Funktions-

weise der gesamten NBD durch das Fehlen der CBS Domäne nicht beein�usst zu sein.

An dieser Stelle bleibt die Frage offen, unter welchen Bedingungen die Funktion der CBS Do-

mäne bzw. das Binden von c-di-AMP für den Transporter eine Rolle spielt. Kontinuierliches

Wachstum unter osmotischem Stress, wie in diesem Experiment und dem vorangegangenen

Osmoprotektionsassay getestet (siehe 5.5.1), scheint nicht die Voraussetzung zu sein um den

Transporter durch Bidnung von c-di-AMP an die CBS Domäne abschalten zu müssen.

5.5.3 Rolle des Mediums für die Analyse der Funktion der CBS Domänen

In vorangegangen Experimenten anderer Forschungsgruppen in Bezug auf die Rolle von c-di-

AMP in B. subtilis wurden immer verschiedenste Kultivierungsmedien genutzt. Dabei handelte

es sich vor allem um Vollmedien (Oppenheimer-Shaanan et al., 2011; Mehne et al., 2013).

Um die Transporter-Funktion näher zu beleuchten ist es wichtig, ein de�niertes Minimalmedi-

um einzusetzen um auch kleinste Veränderungen wahrnehmen zu können. Bei der Analyse

des neuartigen Kalium-Importers KimA (Gundlach et al., 2017b), wurde ein solches Medium

eingesetzt. Im Unterschied zu SMM (Zusammensetzung siehe 4.3.1, Tab. 12), wird in diesem

Medium MSMM (modi�ziertes SMM) Natriumphosphat (NP) statt Kaliumphosphat (KP) als Puf-

fersystem verwendet. Allerdings ist die Konzentration mit 62,5 mM NP statt 125 mM KP in SMM

nur halb so hoch. Da Kalium als Haupt-Kation für das Wachstum von B. subtilis essenziell ist

(Epstein, 2003; Gundlach et al., 2017a), wird es in MSMM in Form von KCl hinzugegeben (0,1

- 5 mM). Sowohl als Gegenion zu Kalium als auch als Stickstoffquelle wird in MSMM Natrium-

Glutamat verwendet. Im Vergleich zu SMM mit 15 mM Ammoniumsulfat, welches pro Molekül

zwei Stickstoffatome liefert, ist mit 60 mM Natrium-Glutamat (ein Stickstoffatom pro Molekül) in

MSMM die doppelte Menge Stickstoff enthalten. Durch die Nutzung von Natrium-Glutamat in

MSMM erhöht sich damit auch die Natriumkonzentration um 60 mM in MSMM. Für die in vivo

Experimente dieser Arbeit wurde entschieden, SMM in der Form anzupassen, dass 125 mM KP

durch 125 mM NP ersetzt wird, um die Pufferkonzentration allgemein konstant zu halten. Des

Weiteren soll die gewählte Stickstoffquelle äquimolar zu 15 mM Ammoniumsulfat eingesetzt

werden und alle anderen Komponenten beibehalten werden. Dementsprechend wird dieses

neue Medium im Folgenden immer als Natrium-SMM bezeichnet. Der Vergleich der drei Medi-

en SMM, MSMM und Natrium-SMM in Bezug auf Natrium, Kalium und die Stickstoffquelle ist

in Tab. 23 gezeigt.
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Tabelle 23: Vergleich der Minimalmedien SMM, MSMM und Natrium-SMM für B. subtilis .
Aufgelistet ist jeweils die enthaltene Konzentration von Kalium, Natrium sowie der Stickstoff-
quelle. In allen drei Medien ist Natrium mit 3,9 mM in Form von Na3Citrat x 2H2O enthalten.
Die zusätzlichen Mengen ergeben sich durch Nutzung von NP als Puffersystem sowie der Nut-
zung von Na-Glutamat als N-Quelle.

SMM MSMM Natrium-SMM

K+ 125 mM KP 0,1 - 5mM KCl 1 - 5 mM KCl

Na+ 3,9 mM 126,4 mM 128,9 mM mit (NH4)2SO4

158,9 mM mit Na-Glutamat

N-Quelle 15 mM (NH4)2SO4 15 mM (NH4)2SO4

60 mM Na-Glutamat oder 30 mM Na-Glutamat

Referenz Spizizen, 1958 Gundlach et al., 2017b diese Arbeit

5.5.3.1 Ein�uss der Stickstoffquelle und der Kaliumkonzentration auf das Wachstum

Da es in dieser Arbeit in erster Linie darum geht, die Rolle von c-di-AMP bei osmotisch beding-

ten Stress zu charakterisieren, wurde im ersten Schritt nach einer Medienzusammensetzung

gesucht, wo B. subtilis bei 1,2 M NaCl gut wachsen kann. Es war das Ziel, dass dieses Me-

dium dem im Allgemeinen genutzten SMM möglichst ähnlich ist. Aus diesem Grund wurden

beim ersten Wachstumsexperiment im Mikrotiterplatten-Photometer der Ein�uss der beiden

Stickstoffquellen Ammoniumsulfat und Glutamat aus SMM und MSMM bei verschiedenen Ka-

liumkonzentrationen getestet.

Das Wachstum bei allen getesteten Bedingungen war ohne NaCl ähnlich zu dem in SMM (Da-

ten nicht gezeigt). Das Wachstum bei 1,2 M NaCl zeigte schon deutliche Unterschiede (siehe

Abb. 28, A): Während mit Glutamat alle Kulturen unabhängig von der Kaliumkonzentration

nach 24 Stunden in etwa gleich gut gewachsen waren, zeigte sich bei Ammoniumsulfat ganz

allgemein schon ein deutlich schlechteres Wachstum. Dieses wurde mit abnehmender Kalium-

konzentration immer schlechter bis zu 1 mM KCl, wo die Kultur innerhalb von 24 Stunden fast

gar nicht gewachsen war.

In einem weiteren Experiment wurden noch andere Stickstoffquellen getestet, dieses Mal direkt

nur mit 1 mM KCl (siehe Abb 28, B). Als Vergleich wurden noch einmal SMM, Natrium-SMM

mit 30 mM Glutamat sowie mit 15 mM Ammoniumsulfat mitgeführt. Auch hier zeigte sich kein

schlechteres Wachstum ohne NaCl (Daten nicht gezeigt). Allerdings stellte sich heraus, dass

keine der getesteten Stickstoffquellen zu einem Wachstum bei 1,2 M NaCl und 1 mM KCl

führte.

Daraufhin erfolgte ein weiterer Test mit verschiedenen Aminosäuren als Stickstoffquellen (sie-

he Anhang Abb. 45, S. 124). Alle Aminosäuren wurden sowohl mit 15 mM als auch mit 30

mM getestet. Analog zu den vorangegangenen Experimenten, führten nur 30 mM Glutamat in

Natrium-SMM zu einem guten Wachstum von B. subtilis.
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Abbildung 28: Test von verschiedenen Stickstoffquellen und Kaliumkonzentrationen beim Wachstum unter
osmotischem Stress (1,2 M NaCl). Die Zellen wurden in SMM oder Natrium-SMM vorkultiviert, auf eine OD578 von
0,1 im Mikrotiterplatten-Photometer angeimpft und das Wachstum über 24 Stunden verfolgt. (A) Wachstum in SMM
oder in Natrium-SMM mit Glutamat oder Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle bei verschiedenen Kaliumkonzentra-
tionen. (B) Wachstum in Natrium-SMM bei 1 mM KCl mit verschiedenen Stickstoffquellen.

Zusammenfassend zeigten alle diese Experimente, dass bei der Nutzung von Glutamat als

Stickstoffquelle bei 1,2 M NaCl ein Wachstum möglich ist und das unabhängig von der Kali-

umkonzentration im Medium (10, 5 oder 1 mM KCl). Ammoniumsulfat kann bei osmotischen

Stress nur eingeschränkt als Stickstoffquelle dienen, da bei 1 mM KCl die Kulturen nicht mehr

wachsen. Infolgedessen wurden weitere Experimente mit Glutamat durchgeführt.

5.5.3.2 Wachstum der � proHJ Mutante bei 1,2 M NaCl

Wie unter 5.5.3.1 gezeigt, scheint Glutamat in Natrium-SMM bei osmotischem Stress die ein-

zige, gut nutzbare Stickstoffquelle für B. subtilis zu sein. Allerdings spielt Glutamat als Vorläu-

fermolekül der Aminosäure Prolin noch eine ganz andere tragende Rolle bei der Osmostress-

Antwort. Bei osmotischen Stress werden nach der schnellen Aufnahme von Kalium-Ionen sel-

bige wieder exportiert und durch aus Glutamat de novo synthetisiertes Prolin ersetzt, falls kein

anderes kompatibles Solut extrazellulär zur Verfügung steht (Whatmore et al., 1990). Prolin

kann bei Wachstum in SMM mit 1,2 M NaCl in Mengen bis um die 500 mM in der Zelle akku-

muliert werden (Brill et al., 2011a; Hoffmann et al., 2013; Hoffmann et al., 2017b). Das verbes-

serte Wachstum in Na-SMM mit Glutamat als Stickstoffquelle spiegelt sich auch in den Prolin

Pools wieder, welche für diese Bedingungen gemessen wurden (siehe Abb. 29): Während es

ohne NaCl keinen Unterschied in der intrazellulären Prolinkonzentration gibt, ist diese bei 1,2

M NaCl in Na-SMM mit ~ 700 mM Prolin schon deutlich erhöht. Für SMM war das Ergebnis
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wie erwartet ~ 500 mM Prolin. Ein weiterer Effekt ist, dass in SMM mit NaCl und Glycinbetain

als kompatibles Solut der Pool wieder kleiner ist, da für B. subtilis die Aufnahme von kompati-

blen Soluten viel weniger Energie kostet, als die de novo Synthese von Prolin (Oren, 1999). In

Na-SMM kann dieser Effekt nicht komplett erzielt werden, die Prolinkonzentration ist auch mit

Glycinbetain mit ~ 300 mM noch deutlich erhöht.

Abbildung 29: Vergleich der intrazellulären Prolinkonzentration in B. subtilis in SMM und Natrium-SMM. Die
Zellen wurden im jeweiligen Medium ohne NaCl vorkultiviert und in der Hauptkultur (0M; 1,2 M NaCl und 1,2 M NaCl
+ 1 mM Glycinbetain) auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und bis zu einer OD578 von ~ 1,5 kultiviert. SMM enthält 125
mM K+ und 15 mM Ammoniumsulfat als N-Quelle, Na-SMM enthält 125 mM Na+, 1 mM K+ und 30 mM Na-Glutamat
als Stickstoffquelle. In den geernteten Zellen wurde anschließend die intrazelluläre Prolinkonzentration bestimmt.

Um in den Wachstumsanalysen den zusätzlichen osmoprotektiven Effekt von Glutamat aus-

zuschalten, es aber dennoch als Stickstoffquelle zu nutzen, wurde in Folgeexperimenten eine

� proHJ Mutante (Stamm JSB8) verwendet. Die Gene proH und proJ kodieren neben proA für

Enzyme, welche für die de novo Synthese von Prolin aus Glutamat bei osmotischem Stress

verantwortlich sind. Der Stamm JSB8 ist sensitiv gegenüber osmotischem Stress und wächst

in SMM mit 1,2 M NaCl deutlich langsamer (Brill et al., 2011a). In Na-SMM (siehe Abb. 30) ist

der Effekt ähnlich. Schon mit 5 mM KCl erreicht der Stamm erst nach circa 42 Stunden eine

OD578 von ~ 1,3 und geht dann in die stationäre Phase über. Mit 1 bzw. 0,1 mM KCl wächst

JSB8 nicht weiter als OD578 = 0,5 bzw. 0,3. Allerdings gibt es bei gleicher Kaliumkonzentrati-

on keinen bzw. kaum einen Unterschied zwischen 30 mM und 60 mM Glutamat. Ersteres ist

die äquimolare Konzentration zum Ammoniumsulfat in SMM und letzteres wird in MSMM bei

Gundlach et al., 2017b verwendet.
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Abbildung 30: Wachstum der � 4proHJ Mutante in Natrium-SMM mit verschiedenen Kalium- und Glutamat-
konzentrationen. Die Zellen wurden in Na-SMM mit 5 mM KCl und 30 mM Glutamat vorkultiviert, auf eine OD578

von 0,1 im Mikrotiterplatten-Photometer angeimpft und das Wachstum über 50 Stunden verfolgt.

Insgesamt zeichnet sich durch dieses Experiment schon ab, dass die � proHJ Mutante für die

niedrigen Kaliumkonzentrationen eher ungeeignet ist, da die Zellen zum einen sehr langsam

wachsen und zum anderen keine besonders hohe optische Dichte erreichen.

5.5.3.3 Funktionstest der Opu Transporter in Natrium-SMM

Vor der Analyse der Transporter mit modi�zierten CBS Domänen, erfolgte in einem ersten

Schritt der Test der Opu Transporter im Allgemeinen. Hierfür wurden Stämme genommen, die

mit Ausnahme von OpuE nur noch einen Opu Transporter enthalten (SBB1 [OpuA+], SBB5

[OpuB+], SBB2 [OpuC+] und SBB3 [OpuD+]). Sowohl in JH642 als auch in diesen Stämmen

wurde für den Test in Na-SMM mit Glutamat noch zusätzlich das proHJ Operon deletiert, was

zu den Stämmen HDB84 - HDB88 führte. Für den Wachstumstest erfolgte die Kultivierung in

Na-SMM mit 5 mM KCl und 30 mM Glutamat, was in der � proHJ Mutante zu einem relativ

guten Wachstum unter Salzstress führte (siehe 5.5.3.2). Um die Transporter zu testen, wurden

unter Salzstress (1,2 M NaCl) die kompatiblen Solute Glycinbetain, Cholin und Prolin gewählt.

Während Glycinbetain von OpuA, OpuC und OpuD aufgenommen werden kann, wird Cholin

nur durch OpuB und OpuC transportiert. Prolin diente als Kontrolle, da es nur von OpuE auf-

genommen werden kann und OpuE in allen Stämmen noch vorhanden ist. Wie in Abb. 31, B

zu sehen, zeigen alle Transporter noch das erwartete Verhalten. Während zum Beispiel die

Zugabe von Glycinbetain dem OpuA+, OpuC+ und dem OpuD+ Stamm einen Wachstumsvor-

teil verschafft, wächst OpuB+ mit Glycinbetain genauso wie ohne kompatibles Solut. Analog

trifft das für Cholin zu. Interessanterweise führt die Zugabe von Prolin bei allen Stämmen zu

einem besseren Wachstum als jedes andere kompatible Solut, was transportiert wird. Dieses

Phänomen ist insofern interessant, als das OpuE zu den Natrium/Solut-Symportern (englisch:

sodium-solute-symporter [SSS)] gehört und damit bei der Prolinaufnahme Natrium mit trans-

portiert (von Blohn et al., 1997). Durch Natrium-SMM (125 mM Natriumphosphat) mit 30 mM

Natrium-Glutamat und der Zugabe von 1,2 M NaCl be�nden sich insgesamt 1,355 M Natri-

um im Medium. Durch die Aufnahme von Glutamat durch den Transporter GltT wird dessen

Na-Anteil auch mit in die Zelle aufgenommen (Zaprasis et al., 2015). Allerdings ist Natrium in
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größeren Mengen toxisch für die Zelle und ist im Allgemeinen nur gering konzentriert (Górecki

et al., 2014). Theoretisch muss bei der Aufnahme von Prolin durch OpuE später mehr Natrium

wieder exportiert werden, als wenn zum Beispiel Cholin oder Gylcinbetain durch OpuC auf-

genommen wird. Deswegen ist es verwunderlich, dass der OpuC+ Stamm mit Prolin deutlich

besser wächst als mit den anderen beiden Soluten.

Abbildung 31: Test der Funktion der Opu Transporter in Natrium-SMM. (A) Übersicht der Opu Transporter aus
B. subtilis und deren Substratspektrum in Bezug auf Glycinbetain, Cholin und Prolin. (B) Test der Opu Transpor-
ter im � proHJ Hintergrund in Natrium-SMM mit 5 mM KCl und 30 mM Na-Glutamat. Alle Stämme sind OpuE+.
Wachstum im Mikrotiterplatten-Photometer sowohl ohne NaCl (0 M), als auch mit 1,2 M NaCl ohne und mit den
kompatiblen Soluten Glycinbetain, Cholin und Prolin. Angeimpft auf eine OD578 = 0,1 aus einer Na-SMM Vorkultur.
Standardabweichung von drei biologischen Parallelen.

Des Weiteren fällt bei Kultivierung ohne Salz (graue Kurven) auf, dass alle Stämme nach cir-

ca 8 Stunden das Wachstum für circa 8-10 Stunden einstellen und dann erst weiter wachsen

bis auf eine OD578 von ungefähr 1,5. Dieser Effekt zeigte sich auch bei anderen Wachstums-

experimenten mit anderen Stämmen in Na-SMM. Eine Anpassung an das Medium dürfte es

nicht sein, denn die Vorkultivierung erfolgte bereits im exakt selben Medium bzw. verläuft das

Wachstum in den ersten Stunden der Hauptkultur erwartungsgemäß. Des Weiteren ist fraglich,

warum dieser Wachstumsstopp in Kulturen mit 1,2 M NaCl nicht statt�ndet. Generell führt die

Kultivierung in Na-SMM mit Glutamat als Stickstoffquelle auch zu dem Phänomen, dass die
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Kulturen nach dem Eintritt in die stationäre Phase fast direkt rapide in die Absterbephase über-

gehen, was in SMM nicht passiert (Daten nicht gezeigt). Diese Effekte konnten im Rahmen

dieser Arbeit nicht weiter aufgeklärt werden, sind aber interessant in Bezug darauf, was in den

Zellen während des Wachstumsstopps und beim schnellen Absterben statt�ndet.

5.6 c-di-AMP Konzentrationen in B. subtilis

Für ein besseres Verständnis der Regulation verschiedener Zellkomponenten durch c-di-AMP

sind die c-di-AMP Konzentrationen in der Zelle von besonderer Wichtigkeit. Für diese Arbeit

geht es vor allem um die Frage, ob sich die Konzentration in Abhängigkeit von der Salzkonzen-

tration im Medium ändert, da c-di-AMP auch eine Rolle in der Kalium-Homöostase spielt. Des

Weiteren geht es in diesem Zusammenhang darum, welche Effekte das Fehlen von einer oder

mehrerer Diadenylatzyklasen bei verschiedenen Osmolaritäten des Mediums hat.

5.6.1 Werte aus der Literatur

Schaut man in die Publikationen der letzten Jahre in Bezug auf c-di-AMP, �ndet man einige

Daten zu c-di-AMP Konzentrationen in B. subtilis Zellen, obwohl es als Second Messenger

noch wesentlich weniger erforscht ist als zum Beispiel c-di-GMP.

Einer der ersten Werte wurde 2011 publiziert im Zusammenhang mit der Rolle der Diade-

nylatzyklase DisA während der Sporulation. Dort �ndet man für den Wildtypstamm PY79 unter

anderem einen Wert von 1,7 µM, welcher dann während der Sporulation auf 5,1 µM ansteigt

(Oppenheimer-Shaanan et al., 2011). Allerdings wird nicht genannt, mit welchem Cytoplasma-

Volumen dieser Wert berechnet wurde. Das ist von essenzieller Bedeutung um die Werte am

Ende miteinander vergleichen zu können. Des Weiteren wurden alle diese Experimente in ei-

nem Vollmedium durchgeführt.

Ein Vollmedium wurde auch genutzt, als untersucht wurde, wie sich ein erhöhte c-di-AMP Kon-

zentration auf die Zellen von B. subtilis 168 auswirkt. Dort wurde ein Wert von 5,2 ng c-di-

AMP/mg Protein für den Wildtyp ermittelt, welcher auf 17,9 ng ansteigt, sobald man GdpP

deletiert und zusätzlich eine mutierte Version von CdaS mit höherer Aktivität ektopisch auf

einem Plasmid exprimiert (Mehne et al., 2013).

Die Daten aus einer neueren Publikation von 2015 sind generell nicht vergleichbar mit anderen

Daten. Da wurde untersucht, wie sich die Deletion der Phosphodiesterasen GdpP und PgpH

und die Stickstoffquelle des Mediums auf die c-di-AMP Konzentration auswirkt. In dieser Pu-

blikation wird der Wert für den Wildtypstamm 168 mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle auf

1 festgelegt und alle anderen Werte werden als relative Mengen in Bezug auf diesen Wert

angegeben (Gundlach et al., 2015).

Über c-di-AMP Konzentrationen bei osmotisch bedingtem Stress sind bisher noch keine Da-

ten bekannt, allerdings im Zusammenhang mit Kalium-Homöostase bei der Charakterisierung

des neuartigen Kalium-Importers KimA. Im Vergleich zu vorher genannten Publikationen wurde

dabei auch ein Medium verwendet, welches dem in dieser Arbeit genutzten Minimalmediums

SMM sehr ähnlich ist. Unterschiede gibt es bei der Verwendung des Puffersystems und dessen

Konzentration (62,5 mM Natriumphosphat statt 125 mM Kaliumphosphat) sowie der Stickstoff-
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quelle (66 mM Natrium-Glutamat statt 15 mM Ammoniumsulfat). Kalium wurde in Form von

Kaliumchlorid in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Es wurde eine c-di-AMP Kon-

zentration von 20 ng c-di-AMP/mg Protein bei 1 mM KCl und eine Konzentration von 40 ng

c-di-AMP/mg Protein bei 5 mM KCl ermittelt (Gundlach et al., 2017b). Von allen bisher be-

kannten Werten sind diese Werte am besten nutzbar als Anhaltspunkt bei der Bestimmung der

c-di-AMP Konzentrationen unter osmotisch bedingtem Stress während dieser Arbeit.

5.6.2 Bestimmung der c-di-AMP Konzentration bei verschiedenen Salzkonzentrationen

Die Experimente zur Bestimmung der c-di-AMP Konzentration in B. subtilis wurden alle im Mi-

nimalmedium SMM mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen durchgeführt. Viele der voran-

gegangenen Studien wurden im Wildtypstamm 168 durchgeführt. Dem Stamm JH642, welcher

hauptsächlich im Labor der AG Bremer verwendet wird, fehlt durch seine 18-Kilobasen Deletion

der Transporter KimA, ein wichtiger Transporter für die Kalium-Homöostase (Gundlach et al.,

2017b, Tascón et al., 2020). Aus diesem Grund wurde die Bestimmung sowohl für B. subtilis

168 als auch JH642 durchgeführt. Als Salzkonzentrationen wurden 0 M; 0,4 M; 0,8 M; und 1,2

M NaCl ausgewählt.

Vor der Extraktion von c-di-AMP wurde die Konzentration von Prolin in allen Proben bestimmt.

Die Aminosäure Prolin wird von den Zellen bei osmotischem Stress als Osmoprotektivum akku-

muliert, falls kein anderes zum Medium hinzugegeben wird. Allerdings wird Prolin nicht in unbe-

stimmter Menge akkumuliert, sondern genau angepasst an die Salzkonzentration im Medium

bis auf einen Pool von circa 400 mM bei einer externen Osmolarität von 1 M NaCl (Hoffmann

et al., 2013). Daher kann der Prolin Pool als gutes Maß verwendet werden um festzustellen,

welchem osmotischen Stress die B. subtilis Zelle ausgesetzt ist. Da die Pools für beide Stäm-

me mit den erwarteten Ergebnissen übereinstimmten (Hoffmann et al., 2013) (siehe Abb. 32,

B), erfolgte im Anschluss daran die Bestimmung der c-di-AMP Konzentration. Diese zeigte für

beide Stämme Werte von 4 - 6 µM, welche sich auch bei zunehmender Salzkonzentration nicht

signi�kant veränderten (Abb. 32, B).Umgerechnet auf die Proteinmenge bezogen ergeben sich

Werte von 12 - 14 ng c-di-AMP pro mg Protein.

80



5 Ergebnisse

Abbildung 32: C-di-AMP und Prolin Konzentrationen in B. subtilis JH642 und 168 trp+ bei unterschiedlichen
Salzkonzentrationen im Medium. Die Stämme wurden aus einer SMM Vorkultur in SMM mit 0 M; 0.4 M; 0,8 M
oder 1,2 M NaCl auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und bei einer OD578 von 1,5 - 1,7 die Konzentrationen von
c-di-AMP (A) sowie von Prolin (B) in den Zellen bestimmt. Standardabweichung von zwei biologischen Parallelen.

Dieses Ergebnis zeigt zum einen, dass sich die 18 Kilobasen große Deletion und damit das

Fehlen von KimA in JH642 nicht auf die c-di-AMP Konzentration in den Zellen auswirkt. Im

Vergleich zu den Werten aus der Analyse von KimA (20 ng c-di-AMP/mg Protein bei 1 mM

KCl bzw. 40 ng c-di-AMP/mg Protein bei 5 mM KCl; Gundlach et al., 2017b) liegen die Werte

dieser Arbeit mit 12-14 ng c-di-AMP / mg Protein etwas darunter, allerdings auch im niedri-

gen Nanogramm Bereich. Aufgrund der Unterschiedlichkeit der Medien lassen sich die Werte

allerdings nicht richtig gut vergleichen. Zumindest lässt sich durch mehr Kalium, welches mit

125 mM in SMM vorhanden ist, die c-di-AMP Konzentration scheinbar nicht weiter erhöhen.

Des Weiteren liegt hier die Vermutung nahe, dass c-di-AMP bei kontinuierlichem Wachstum

unter osmotischem Stress eher eine untergeordnete Rolle spielt, weil sich die Pools zumindest

nicht erhöht haben nach einer Anpassung über 3-4 Generationen. Um diese Hypothese zu tes-

ten, müsste die c-di-AMP Konzentration nach einem osmotischen Schock bestimmt werden.

Alternativ könnte es in der Zelle lokal zu erhöhten oder verringerten c-di-AMP Konzentrationen

kommen, die infolgedessen regulierend wirken. Das könnte zum Beispiel durch die Diadenylat-

zyklase CdaA, welche membranständig ist, bewerkstelligt werden. Diese sogenannten „local

pools“ wurden schon für den Second Messenger c-di-GMP in E. coli nachgewiesen (Sarenko

et al., 2017; Richter et al., 2020) und würden bei der hier durchgeführten Messung der Ge-

samtmenge c-di-AMP nicht erfasst werden.

5.6.3 Bestimmung der c-di-AMP Konzentrationen in den Diadenylatzyklase-

Deletionsmutanten

Für diese Arbeit war es des Weiteren von Bedeutung inwiefern sich veränderte c-di-AMP Kon-

zentrationen in der Zelle auf die Regulation der Opu Transporter auswirken. Für die Bildung

von c-di-AMP aus zwei Molekülen ATP besitzt B. subtilis drei Diadenylatzyklasen: CdaA bildet

ein membranständiges Dimer und wird vom extrazellulären CdaR reguliert (Mehne et al., 2013;

Heidemann et al., 2019). Eine weitere ist DisA, wobei deren Hauptfunktion das Scannen von

DNA Schäden ist (Bejerano-Sagie et al., 2006). Die dritte ist CdaS, welche erst während der
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Sporulation exprimiert wird (Mehne et al., 2014). Um die c-di-AMP Konzentration zu verringern,

wurden mittels Cre/lox Verfahren (siehe 4.4.10) verschiedene Kombinationen von Deletions-

mutanten erstellt. Allerdings können bei den Standard Verfahren zur Transformation nicht alle

Deletionen beliebig kombiniert werden und keine Triple Mutante erstellt werden. Aus Gundlach

et al., 2017b geht hervor, dass sowohl die Kombination � disA � cdaA als auch die Deletion

aller drei Gene nur möglich ist, wenn B. subtilis mit maximal 0,1 mM Kalium kultiviert wird. Alle

Versuche, diese beiden Kombinationen unter den vorgegebenen Bedingungen zu konstruieren,

scheiterten während dieser Arbeit. Damit sind letztendlich die Einzelmutanten der drei Diade-

nylatzyklasen (HDB68 - 70) sowie die Doppelmutanten � cdaS � disA (HDB71) und � cdaS

� cdaA (HDB72) entstanden. In diesen Stämmen wurde analog zu den Messungen in JH642

und 168 zunächst die intrazelluläre Konzentration von c-di-AMP bestimmt. Für eine Überprü-

fung der geernteten Zellen erfolgte auch bei diesem Experiment im Voraus die Messung der

Prolin Konzentration (siehe Abb. 33, B): Die Pools sind unabhängig von den Deletionen alle

ähnlich zum Wildtyp, was auch darauf hindeutet, dass trotz des Fehlens von einer oder meh-

rerer Diadenylatzyklasen die Adaption an 1,2 M NaCl wie im Wildtyp funktioniert. Die c-di-AMP

Konzentration in JH642 war bei diesem Experiment mit 3,5 µM (,� 10 ng / mg Protein) etwas

niedriger als im vorherigen Versuch mit JH642 und 168. Die Werte für die c-di-AMP Konzen-

tration in den Mutanten zeigte wiederum schon ohne Salzstress Interessantes (siehe Abb. 33,

A): Offensichtlich kann das Fehlen von CdaA und CdaS kompensiert werden, da in den Ein-

zelmutanten die Konzentrationen ähnlich zum Wildtyp sind. Für DisA scheint das nicht möglich

zu sein, denn hier ist die Konzentration nur bei 1/3 vom Wildtyp. Komischerweise zeigen die

beiden Doppelmutanten Konzentrationen zwischen Wildtyp und � disA. Zumindest bei � cdaS

� disA hätte man bei dem Ergebnis von � disA allein erwartet, dass die Konzentration noch

niedriger ist statt höher. Osmotischer Stress in Form von 1,2 M NaCl wirkt sich wiederum im

Wildtyp nicht auf die c-di-AMP Konzentration aus, wie bereits bei der Analyse von JH642 und

168 festgestellt (siehe Abb. 32). Allerdings führen sowohl die Einzelmutante � disA als auch

� cdaA zu einer sehr niedrigen c-di-AMP Konzentration. Das Fehlen von CdaS wirkt sich jetzt

auch aus, allerdings nicht so stark. Auch hier sind die beiden Doppelmutanten interessant,

dieses Mal aber eher � cdaS � cdaA, denn bei der Kombination ist die Konzentration plötzlich

wieder höher als wenn CdaA allein deletiert ist.
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Abbildung 33: C-di-AMP und Prolin Konzentrationen in den Diadenylatzyklase Deletionsmutanten. Die Stäm-
me wurden aus einer SMM Vorkultur in SMM oder SMM + 1,2 M NaCl auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und bei
einer OD578 von 1,5 - 1,7 die Konzentrationen von c-di-AMP (A) und Prolin (B) in den Zellen bestimmt. Standardab-
weichung von zwei biologischen Parallelen.

Wie bereits erwähnt, zeigten alle Deletionsmutanten keinerlei Phänotyp in Bezug auf die An-

passung an osmotischen Stress. Auch bei der Kultivierung an sich gab es keine Auffälligkeiten,

die optische Dichte von 1,5 – 1,7 erreichten alle Stämme in etwa gleich schnell. Für eine ge-

nauere Analyse erfolgte an dieser Stelle noch eine Kultivierung im Mikrotiterplatten-Photometer

bei verschiedenen Salzkonzentrationen (0M; 0,4 M; 0,8 M und 1,2 M NaCl). Zum Vergleich der

Stämme wurde anhand des Wachstums in der exponentiellen Wachstumsphase die Wachs-

tumsrate µ bestimmt. Wie bereits vermutet, gibt es hier keine wesentlichen Unterschiede zwi-

schen dem Wildtyp und den Deletionsmutanten (siehe Abb. 34).

Abbildung 34: Wachstumsraten der Diadenylatzyklase Deletionsmutanten bei unterschiedlichen Salzkon-
zentrationen. Die Stämme wurden aus einer SMM Vorkultur in SMM mit 0 M; 0.4 M; 0,8 M oder 1,2 M NaCl
auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und das Wachstum im Mikrotiterplatten-Photometer über 30 Stunden verfolgt.
Anschließend wurde mittels Graphpad Prism aus der logarithmischen Wachstumsphase die Wachstumsrate µ er-
mittelt. Standardabweichung von vier biologischen Parallelen.
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Um wiederum die c-di-AMP Konzentration in der Zelle zu erhöhen, gibt es insgesamt weni-

ger Möglichkeiten. B. subtilis besitzt die Gene pgpH und gdpP, die jeweils für eine membran-

ständige Phosphodiesterase kodieren. Interessanterweise gibt es hier zum einen das Phäno-

men, dass die c-di-AMP Konzentration maßgeblich von der Stickstoffquelle im Medium abhängt

(Gundlach et al., 2015): Nutzt man Glutamin als Stickstoffquelle, bleibt die c-di-AMP Konzen-

tration konstant, unabhängig davon, ob und welche Phosphodiesterase deletiert wurde. Bei

Glutamat hingegen erhöht sich sowohl bei � pgpH als auch bei � gdpP die Konzentration. In-

teressanterweise erhöht sich bei der Doppelmutante � pgpH � gdpP die Konzentration nicht

signi�kant weiter. Weiterhin muss beachtet werden, dass die Doppelmutante zwar konstruier-

bar ist, allerdings zur Lyse der Zellen und zu Suppressormutanten in den Diadenylatzyklasen

führt (Gundlach et al., 2015). Da in dieser Arbeit erst einmal SMM mit Ammoniumsulfat weiter-

hin genutzt wurde und die Tests mit Glutamat nicht zielführend waren, wurde die Bestimmung

von c-di-AMP Konzentrationen in Phosphodiesterase Mutanten nicht weiterverfolgt.

Vergleicht man an der Stelle die c-di-AMP Bestimmungen dieser Arbeit mit denen aus Gund-

lach et al., 2017b, fällt zum einen auf, dass mit Maximalwerten um die 10 - 14 ng c-di-AMP /

mg Protein (statt 20 bzw. 40 ng / mg Protein) die Werte nicht ganz übereinstimmen. Das kann

einerseits an den verschiedenen Medien mit viel bzw. wenig Kalium liegen sowie an der Zu-

sammensetzung allgemein. Andererseits wurden die Zellen in dieser Arbeit nicht in der Mitte

der exponentiellen Phase (OD578 = 1), sondern erst bei OD578 = 1,5 - 1,7 geerntet und damit

beim Eintritt in die stationäre Phase. Dafür wäre es interessant die c-di-AMP Konzentration

über das gesamte Wachstum hinweg zu bestimmen.

Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung von c-di-AMP deuten zum anderen darauf hin,

dass ohne Salzstress das Fehlen von einer Diadenylatzyklase (außer DisA) gut kompensiert

werden kann. Allerdings zeigen die beiden Doppelmutanten bei beiden getesteten Bedingun-

gen eher unerwartete Ergebnisse. Die Einstellung des passenden c-di-AMP Levels für die Zelle

scheint an dieser Stelle komplizierter zu sein.

5.7 Exkurs: Bestimmung des Zytoplasmavolumens von B. subtilis

In einem kleinen Teilprojekt dieser Arbeit war es das Ziel, das Zytoplasmavolumen von B. sub-

tilis bei verschiedenen Wachstumsbedingungen unter osmotischem Stress zu ermitteln. Dies

ist von besonderer Bedeutung, da intrazelluläre Konzentrationen von kompatiblen Soluten oder

anderen Dingen wie zum Beispiel c-di-AMP maßgeblich vom Volumen des Zytoplasmas ab-

hängen. Bisher wurde standardmäßig für Konzentrationsbestimmung der Wert 0,65 µL für 1

mL Zellen mit OD578 = 1 genutzt. Dieser Wert resultiert aus der Doktorarbeit von Susanne Mo-

ses (Moses, 1999, Dissertation AG Bremer), die eine Bestimmung mittels radioaktivem Wasser

(3H2O) und radioaktivem 14C-Inulin analog zu Whatmore und Reed, 1990 durchführte. Da-

bei wird ausgenutzt, dass 3H2O frei über die Membran diffundiert, 14C-Inulin hingegen nicht.

Gibt man beide Substanzen zu den Zellen, spiegelt die Radioaktivität von 3H2O das Gesamt-

volumen (intra- plus extrazellulär) und 14C-Inulin nur das extrazelluläre Volumen wieder. Aus

der Differenz lässt sich dann das Zytoplasmavolumen bestimmen. Für unterschiedliche Salz-

konzentrationen ergaben sich Volumina von 0,599 - 0,686 µL pro mL OD578 = 1, sodass in
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Folgeexperimenten immer ein Mittelwert von 0,65 µL verwendet wurde (Moses, 1999).

Die Methode ist schon sehr genau, da diese wirklich nur das zytoplasmatische Volumen erfasst.

Die Dicke der Zellwand wird durch diese Methode automatisch vom Gesamtvolumen mit abge-

zogen, weil sich 3H2O nur außerhalb der Zelle oder im Zytoplasma be�nden kann. Allerdings

wird durch den Bezug auf die optische Dichte die Größe der Zellen nicht mit einbezogen. Es

könnten sowohl „wenige“ große Zellen als auch eine größere Anzahl kleinerer Zellen sein. Aus

ersten mikroskopischen Untersuchungen von B. subtilis Zellen ist bekannt, dass besonders

unter Hochsalzbedingungen die Zellen insgesamt wesentlich kleiner sind als ohne Salzstress

und dass die Zellwand wesentlich dicker ist (unveröffentlichte Daten, Information von Dr. Ta-

mara Hoffmann, AG Bremer). Gestützt wird letztere Beobachtung durch die Erfahrung aus der

Laborarbeit, dass solche Zellen mechanisch wesentlich schlechter aufzuschließen sind. Auch

wenn das Zellvolumen in 1 mL OD578 = 1 unabhängig vom Salzstress mehr oder minder kon-

stant ist, bedeutet das bei Salzstress, dass in einer einzelnen Zelle die Konzentration von allen

Soluten und Stoffen wesentlich höher ist als in einer nicht gestressten Zelle. Für diese Arbeit

wurde mittels zweier verschiedener Mikroskopie Techniken das Zytoplasmavolumen für B. sub-

tilis in einer einzelnen Zelle bestimmt. Hierfür wurden folgende Bedingungen gewählt: SMM,

SMM + 1 mM Glycinbetain, SMM + 1,2 M NaCl und SMM + 1,2 M NaCl + 1 mM Glycinbetain.

5.7.1 Bestimmung des Gesamtzellvolumens mittels Rasterelektronenmikroskopie

Mittels Rasterelektronenmikroskopie in Kooperation mit Dr. Karl-Heinz Rexer und Petra Horn

(ehemals AG Kost, jetzt AG Junker; Uni Marburg) wurden intakte Zellen mikroskopiert und an-

schließend deren Gesamtvolumen durch Messung von Länge und Breite ermittelt. Die Präpa-

ration erolgte wie unter 4.7.1 beschrieben. Für die Berechnung wurde näherungsweise ange-

nommen, dass eine B. subtilis Zelle aus einem Zylinder und zwei Halbkugeln besteht. Sowohl

die Bilder (siehe Abb. 35, A), als auch die Werte von zwei verschiedenen Parallelen (siehe Tab

24) zeigen, dass es deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Bedingungen gibt.

Wie bereits oben erwähnt, sind die mit 1,2 M NaCl gewachsenen Zellen deutlich kürzer als

die Zellen ohne Salz. Die Breite hingegen ist relativ ähnlich. Des Weiteren fällt auf, dass das

kompatible Solut Glycinbetain das Volumen der Zelle vergrößert. Für die Bedingung mit NaCl

und Glycinbetain geht der Effekt sogar soweit, dass die Zelle größer ist als ohne Salz und ohne

Glycinbetain.
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Abbildung 35: Bestimmung des Gesamtzellvolumens durch Rasterelektronenmikroskopie (REM). (A) REM
Bilder von intakten B. subtilis Zellen. GB = Glycinbetain. (B) Näherungsweise Berechnung des Gesamtvolumens
anhand eines Zylinders und zwei Halbkugeln.

Tabelle 24: Berechnete Werte für das Gesamtzellvolumen von B. subtilis anhand von
REM Bildern. Pro Parallele wurden in etwa 90 - 100 Zellen vermessen. GB = Glycinbetain.

1. Parallele 2. Parallele
Bedingung Mittelwert

(µm3)
StabW Mittelwert

(µm3)
StabW

SMM 0,505 0,15 0,607 0,19
SMM + 1 mM GB 0,731 0,18 0,630 0,19
SMM + 1,2 M NaCl 0,486 0,14 0,451 0,13
SMM + 1,2 M NaCl + 1 mM GB 0,984 0,30 1,019 0,25

Für die Betrachtung des Zytoplasmavolumens kommt es neben der Gesamtgröße auch auf

die Dicke der Zellwand an, welche das Volumen für alle Bedingungen verkleinert. Um diese zu

bestimmen, wurden in Folgeexperimenten Schnitte von B. subtilis Zellen angefertigt und mittels

Transmissionselektronenmikroskop analysiert.

5.7.2 Bestimmung der Zellwanddicke mittels Transmissionselektronenmikroskopie

Hierfür erfolgte die Kultivierung der Zellen analog zu den REM Experimenten. Um einen Ein-

blick in die Zellen zu bekommen, wurden von den Zellen hauchdünne Schnitte angefertigt,

welche anschließend in Kooperation mit Dr. Thomas Heimerl (AG Maier, Uni Marburg)mittels

TEM analysiert wurden. Schon beim Betrachten der Bilder (siehe Abb. 36) fällt auf, dass bei

1,2 M NaCl die Zellwand deutlich dicker ist. Allerdings ist diese Verdickung nicht gleichmäßig,

sondern variiert innerhalb einer einzelnen Zelle. Aus diesem Grund ist auch die Standardab-
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weichung für diese Bedingung relativ hoch (siehe Tab. 25). Des Weiteren zeigen sowohl die

Bilder als auch die gemessenen Werte, dass bei allen anderen Bedingungen die Zellwand

relativ gleich dick ist, wobei diese mit Glycinbetain etwas zunimmt.

Abbildung 36: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) Bilder von B. subtilis Zellen. Zellen wurden nach
der Kultivierung unter Hochdruck schockgefroren, das Wasser der Zellen gegen eine organische Lösung ausge-
tauscht, die Zellen in Kunstharz eingebettet und für die Mikroskopie Schnitte davon angefertigt. GB = Glycinbetain.
Weitere Bilder für jede Bedingung sind im Anhang (Abb. 46 - 49, S.125 und S.126) gezeigt.

Tabelle 25: Messungen der Zellwanddicke mittels Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM). Für jede Parallele wurde die Dicke von etwa 80-90 Zellen vermessen und dafür die
Standardabweichung (StabW) berechnet. GB = Glycinbetain.

1. Parallele 2. Parallele
Bedingung Mittelwert

(µm3)
StabW Mittelwert

(µm3)
StabW

SMM 0,019 0,003 0,02 0,003
SMM + 1 mM GB 0,028 0,006 0,029 0,005
SMM + 1,2 M NaCl 0,055 0,024 0,048 0,017
SMM + 1,2 M NaCl + 1 mM GB 0,025 0,005 0,024 0,004

Bei 1,2 M NaCl weist die Mehrzahl der Zellen eine Verdickung der Zellwand auf, wobei die

Färbung dieser Verdickung bei den beiden unterschiedlichen Präparationen unterschiedlich

war (siehe Abb. 48, S. 126). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht aufgeklärt werden, ob die

Ursache dafür womöglich in der Präparation der Zellen liegt. Des Weiteren bleibt die Frage

offen, welcher Bestandteil der Zellwand bei osmotischem Stress verdickt wird.
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5.7.3 Zusammenfassung und Auswertung der Daten

Fügt man nun die Daten für das Gesamtvolumen und für die Dicke der Zellwand zusammen,

ergibt sich ein interessantes Bild (siehe Tab. 26). Während der Anteil der Zellwand in den Zellen

aus SMM, SMM + Glycinbetain und SMM + NaCl + Glycinbetain nur 13 bzw. 18 % ausmacht,

wird das Volumen bei den Salzzellen ohne Glycinbetain durch die Zellwand um 31 % verringert.

Tabelle 26: Zusammenfassung der Daten aus REM und TEM. Für jede Bedingung ist jeweils
das Gesamtvolumen, das Zytoplasmavolumen, wenn die Zellwand berücksichtigt wird, und die
daraus folgende Differenz in Prozent angegeben. Für die Berechnung wurden jeweils die Werte
der 2. Parallele von REM und TEM verwendet. GB = Glycinbetain.

Bedingung Zellvolumen
(µm3)

Zytoplasmavolumen
(Zellwand abgezogen)

(µm3)

Differenz in
%

SMM 0,607 0,526 13
SMM + 1 mM GB 0,630 0,516 18
SMM + 1,2 M NaCl 0,451 0,310 31
SMM + 1,2 M NaCl + 1 mM GB 1,019 0,890 13

Vergleicht man nun die Bedingungen miteinander, wird der Unterschied, vor allem zwischen

Wachstum mit und ohne Salz noch deutlicher (siehe Abb. 37). Im Vergleich zur Kultivierung

ohne Salz wachsen Zellen in SMM + NaCl deutlich langsamer, bleiben im Durchschnitt kleiner

und verdicken zum Schutz ihre Zellwand. Insgesamt macht das für das Zytoplasmavolumen

einen Unterschied von 41 % aus. Der Unterschied in der Zellgröße zwischen Wachstum mit

und ohne Glycinbetain hingegen ist mit 2 % sehr gering. Allerdings sind die Zellen bei Wachs-

tum mit NaCl und Glycinbetain mehr als 1,5 Mal so groß wie die SMM Zellen.

Abbildung 37: Schematische Darstellung der B. subtilis Zellen bei unterschiedlichen Wachstumsbedingun-
gen. Für die Berechnung der Zytoplasmavolumina (ZV) wurden jeweils der Werte der 2. Parallele von REM und
TEM genutzt (siehe Tab. 24 und Tab. 25). GB = Glycinbetain.
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Insgesamt konnte mit den zwei Mikroskopie Techniken gezeigt werden, dass es für eine ein-

zelne Zelle von großer Bedeutung ist, in welchem Medium sie sich be�ndet. Während sich in

einer in SMM gewachsene Zelle zum Beispiel 100 mM einer Substanz be�ndet, wäre die Kon-

zentration in einer Zelle, die sich an 1,2 M NaCl adaptiert hat, etwa bei 170 mM. Um die Werte

an dieser Stelle mit den Daten von S. Moses, die das Zytoplasmavolumen für 1 mL OD578 = 1

bestimmt hat (siehe Tab. 27), vergleichen zu können, fehlt allerdings die Anzahl Zellen, die sich

in diesem Volumen be�ndet. Es wurde bereits versucht, diese Zahl durch Ausplattieren ver-

schiedener Verdünnungen und Zählen der Kolonie bildenden Einheiten zu bestimmen (Daten

nicht gezeigt, J. Gade & T. Hoffmann). Allerdings führte diese Methode zu großen Standardab-

weichungen bei allen Bedingungen und dadurch war die Abweichung zwischen den verschie-

denen Bedingungen nicht signi�kant. Anhand der Daten zum Zytoplasmavolumen dieser Arbeit

müsste sich die Anzahl aber de�nitiv unterscheiden. Für Zellen, die mit 1,2 M NaCl und 1 mM

Glycinbetain gewachsen sind, bräuchte es beispielsweise viel weniger für 1 mL OD578 = 1 als

von denen, die nur mit 1,2 M NaCl gewachsen sind. Auch wenn das Volumen für 1,2 M NaCl

durch S. Moses nicht bestimmt wurde, ist zumindest zwischen 0,6 M NaCl und 0,8 M NaCl ein

Trend erkennbar, dass das Volumen mit zunehmender Salzkonzentration abnimmt.

Tabelle 27: Bestimmung des zytoplasmatischen Volumens für B. subtilis JH642 in 1 mL
OD578 = 1. Daten aus der Dissertation von Moses, 1999

Bedingung Zytoplasmavolumen (µL / mL
Kultur OD 578 = 1)

SMM 0,621
SMM + 0,4 M NaCl 0,686
SMM + 0,6 M NaCl 0,682
SMM + 0,8 M NaCl 0,599

Je nachdem wie gering der Wert für 1,2 M NaCl ist, spielt das für die Berechnung von Kon-

zentrationen (zum Beispiel Prolin oder c-di-AMP), welche bisher immer mit dem Volumen 0,65

µL berechnet werden, höchstwahrscheinlich eine untergeordnete Rolle. Allerdings sollte bei

solchen Berechnungen immer berücksichtigt werden, dass es lokal in einzelnen Zellen durch

deren Größe zu wesentlich höheren Konzentrationen kommen kann.
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B. subtilis ist durch seinen Lebensraum in den oberen Schichten des Bodens sich ständig

wechselnden Umweltbedingungen ausgesetzt. Das können Schwankungen in Nährstoffgehalt,

Sauerstoffverfügbarkeit, Temperatur, pH-Wert sowie Feuchtigkeit und Trockenheit des Bodens

sein (Mandic-Mulec et al., 2015). Sogenannte Second Messenger spielen bei der Reaktion

auf die sich ändernden Umweltbedingungen innerhalb der Zelle eine wesentliche Rolle (Lo-

dish et al., 2000; Kodis et al., 2012). Während die Nukleotid-basierten Second Messenger

cAMP und c-di-GMP bereits sehr gut charakterisiert sind (Rall und Sutherland, 1958; Makman

und Sutherland, 1965; Ross et al., 1987; Amikam und Benziman, 1989), hat die Forschung

an c-di-AMP erst am Anfang dieses Jahrtausends begonnen (Witte et al., 2008; Corrigan und

Gründling, 2013). c-di-AMP ist für viele Mikroogranismen ein essenzielles Gift unter Standard-

bedingungen, da sowohl das Fehlen als auch die Überakkumulation schädlich für die Zellen

ist (Chaudhuri et al., 2009; Luo und Helmann, 2012; Whiteley et al., 2015). C-di-AMP konn-

te in B. subtilis bisher vor allem eine Rolle in der Kaliumhomöostase zugesprochen werden

(Gundlach et al., 2017b). Kalium ist nicht nur das am häu�gsten vorkommende Kation in der

Zelle (Epstein, 2003; Bennett et al., 2009), sondern spielt auch eine wesentliche Rolle bei der

Anpassung von B. subtilis an eine hyperosmotische Umgebung (Dinnbier et al., 1988; Csonka,

1989; Whatmore und Reed, 1990; Kempf und Bremer, 1998). In dieser Arbeit wurde untersucht,

inwiefern c-di-AMP auch beim zweiten Schritt der Anpassung an hyperosmotischen Stress, der

Aufnahme von komptiblen Soluten, spielt.

6.1 Obwohl strukturell sehr ähnlich, bindet c-di-AMP nur an zwei der drei Opu
CBS Domänen

Um kompatible Solute aus der Umgebung aufzunehmen besitzt B. subtilis fünf Transportsyste-

me, die sogennanten Opu Transporter (Bremer, 2000; Hoffmann und Bremer, 2017a). Drei da-

von (OpuA, OpuB und OpuC) gehören zur Familie der Substratbindeprotein-abhängigen ABC

Transportern, welche den Transport durch Spaltung von ATP ermöglichen (Kempf und Bremer,

1995; Davidson et al., 2008). Die Besonderheit der im Zytoplasma gelegenen Nukleotidbinde-

domäne ist die CBS Domäne am C-Terminus des Proteins. CBS Domänen sind regulatorische

Untereinheiten von vielen Proteinen und fungiert zum Beispiel in OpuA von L. lactis als Sen-

sor für die Ionenstärke im Zytoplasma (Biemans-Oldehinkel et al., 2006a; Biemans-Oldehinkel

et al., 2006b). Auch die NBDs von OpuA, OpuB und OpuC in B. subtilis besitzen jeweils CBS

Domänen am C-Terminus. In den homologen OpuC Systemen in L. monocytogenes und S. au-

reus konnte gezeigt werden, dass der Second Messenger c-di-AMP an die CBS Domäne von

OpuC bindet (Huynh et al., 2016b; Schuster et al., 2016). Eine Berechnung der Sequenziden-

tität sowie ein Homologie-Modelling mittels Swiss-Model zeigte, dass aufgrund der Ähnlichkeit

vor allem zwischen den CBS Domänen von B. subtilis OpuBA und OpuCA und CBS-CA aus

L. monocytogenes auch eine Bindung von c-di-AMP an die B. subtilis CBS Domänen mög-

lich sein könnte. Aber auch CBS-AA aus B. subtilis könnte von der Struktur her c-di-AMP

binden. Um diese Hypothese zu überprüfen, erfolgte zunächst die Klonierung der jeweiligen

NBDs und CBS Domänen für eine heterologe Expression in E. coli. Alle Proteine, welche mit
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einem Strep-Tag fusioniert waren, erwiesen sich letztendlich als unlöslich. Interessanterweise

war im Falle von CBS-CA aus L. monocytogenese und S. aureus die Expression der reinen

CBS Domäne ohne ATPase Domäne ohne weiteres mittels His-Tag möglich. Die Expression

und Reinigung der kompletten NBD erfolgte mittels einer Fusion an das Maltosebindeprotein

von E. coli (Huynh et al., 2016b; Schuster et al., 2016). Ein Problem könnte an der Stelle sein,

dass sich die NBDs sehr nah an der Zytoplasmamembran be�nden und damit eher eine hy-

drophobe Ober�äche aufweisen. Das MBP erhöht durch seine Struktur die Löslichkeit vieler

Proteine (Kapust und Waugh, 1999). Aus diesem Grund erfolgte in einem zweiten Schritt der

Test von MBP-Fusionen für alle Proteine (CBS Domänen und komplette ATPase Domänen).

Das MBP erwies sich auch hier als eine gute Lösung für die Reinigung. Interessanterweise

gab es aber Unterschiede zwischen den NBDs. Während sich OpuAA wie bereits in voran-

gegangen Studien problemlos reinigen lies (Horn et al., 2003; Horn et al., 2008), gab es bei

OpuBA und OpuCA auf dem SDS Gel immer mehrere Banden, welche auf einen Abbau hin-

deuteten. Dieses Problem konnte auch mit der zusätzlichen Nutzung von Protease-Inhibitoren

nicht behoben werden.

Da an dieser Stelle die drei CBS Domänen in ausreichender Konzentration löslich vorlagen,

wurde für die biochemische Analyse mit diesen Konstrukten weitergearbeitet. Wie bereits wei-

ter oben erwähnt, ist es von der Strutur her für CBS-AA, BA und CA möglich, dass c-di-

AMP bindet. In einem ersten Experiment wurde diese Theorie mittels Wasserstoff-Deuterium-

Austausch-Massenspektrometrie (HDX-MS) überprüft (siehe 5.4.2). Es zeigte sich nur eine

Bindung für CBS-BA und CA, nicht jedoch für CBS-AA. Eine Analyse der einzelnen Peptide

ergab, dass c-di-AMP von CBS-CA höchstwahrscheinlich mit höherer Af�nität gebunden wird,

als von CBS-BA. Vergleicht man die Sequenzen von beiden Proteinen, ähnelt sich die Art der

Aminosäuren in der Bindetasche, Unterschiede gibt es vor allem in Bereichen, die sich an der

Außenseite der Proteine be�nden. Von der Seite gibt es daher keine Erklärung dafür, warum

CBS-CA zu c-di-AMP eine bessere Af�nität haben sollte als CBS-BA.

Dieses Ergebnis konnte durch Microscale Thermophorese (MST) bestätigt werden. Auch dass

c-di-AMP nicht an CBS-AA bindet, wurde bestätigt. Mittels MST wurde die Af�nität in Form der

Dissoziationskonstante für die beiden c-di-AMP-bindenden Proteine bestimmt: Für CBS-BA lag

diese in etwa bei 15 µM und für CBS-CA bei 8 µM. Allerdings ist dieser Unterschied für die Zelle

nicht gravierend, wenn man sich die Situation in vivo vorstellt. Damit c-di-AMP an die beiden

CBS-Domänen bindet, müsste die Zelle in der Umgebung der Transporter in etwa die gleiche

c-di-AMP Konzentration einstellen. Interessanterweise wurde parallel zu dieser Arbeit von ei-

ner anderen Forschungsgruppe ein ähnliches Experiment mit den NBDs OpuBA und OpuCA

durchgeführt. Diese wurden heterolog in E. coli exprimiert und die Bindung durch die Inkuba-

tion des Zellextrakts mit c-di-AMP getestet (Gundlach et al., 2019). Im Gegensatz zu dieser

Arbeit kam heraus, dass c-di-AMP nur an OpuCA bindet, jedoch nicht an OpuBA. Allerdings

wirft die Nutzung von kompletten Zellextrakten die Frage auf, inwiefern möglicherweise noch

andere Komponenten aus E. coli die Faltung der Proteine und damit die Bindung beein�usst

haben.

Warum an die CBS Domäne von OpuAA kein c-di-AMP bindet, ist auch von der Struktur her

nicht einfach zu erklären. OpuB und OpuC sind sich sehr ähnlich und OpuB ist vermutlich
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aus einer Genduplikation von OpuC entstanden (Kappes et al., 1999; Teichmann et al., 2018).

Allerdings ist OpuA in B. subtilis das Haupt-Aufnahmesystem für das am weitesten verbreitete

kompatible Solut Glycinbetain. Obwohl alle Glycinbetain Transporter in B. subtilis (OpuA, OpuC

und OpuD) ähnliche Af�nitäten zum Substrat im mikromolaren Bereich zeigen, hebt sich OpuA

mit höherer Maximalgeschwindigkeit deutlich von den anderen beiden ab (Kempf und Bremer,

1995; Kappes et al., 1996). Daher ist es verwunderlich, dass c-di-AMP für die Regulation des

Transporters an CBS-CA bindet, jedoch nicht an CBS-AA. Die Tatsache, dass die CBS Domä-

ne an OpuAA existiert, deutet zumindest darauf hin, dass durch Bindung eines Komponenten

an selbige der Transporter reguliert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht detektiert, ob

eventuell ein anderer Second Messenger an CBS-AA bindet. Es konnte nur gezeigt werden,

dass es c-di-GMP, welches dem c-di-AMP sehr ähnlich ist, nicht ist. Möglicherweise liegt das

Problem bei der nicht korrekten Faltung des Proteins. Daher ist es die Aufgabe von zukünftigen

Experimenten, diese Möglichkeit zu überprüfen und damit den Bindungspartner zu identi�zie-

ren.

6.2 Einige Aminosäuren von CBS-BA sind essenziell für die Bindung an
c-di-AMP

Um die Bindung zwischen c-di-AMP und der CBS Domäne von OpuBA weiter zu charakteri-

sieren, wurden in Folgeexperimenten verschiedene Mutationen in das Protein eingebracht. Die

zu mutierenden Aminosäuren befanden sich zum einen direkt in der Bindetasche und zum an-

deren in dem Bereich, in denen die Dimerisierung der CBS Domänen der beiden NBDs statt-

�ndet. Die Mutationen wurden vor allem in den in homologen CBS Domänen konservierten

Bereichen vorgenommen oder an Stellen, wo sich CBS-AA von den anderen beiden CBS Do-

mänen unterscheidet. Für letzteres erfolgten Mutationen von Valin261 zu Glutamat und von Ly-

sin342/Tyrosin343 zu Prolin. Obowhl die Interaktion zwischen c-di-AMP und V261 am N-Atom

im Backbone der Aminosäure statt�ndet, konnte durch die Mutation zu Glutamat die Bindung

vollkommen verhindert werden. Das liegt zum einen an der Länge von Glutamat als auch an

den zwei zusätzlichen negativen Ladungen, welche durch die Mutation eingefügt wurden. Ob-

wohl die umliegenden Aminosäuren in CBS-AA und CBS-BA unterschiedlich sind, könnte das

Glutamat an dieser Stelle dafür sorgen, dass CBS-AA generell kein c-di-AMP binden kann. Die

Mutation von Lysin342/Tyrosin343 zu Prolin stellt eine Besonderheit da, da hier zwei Amino-

säuren herausgenommen und nur eine wieder inseriert wurde. Diese Veränderung allein führt

schon dazu, dass die Bindetasche an dieser Stelle „enger“ ist und das Protein zusammen-

gezogen wird. Dadurch ändert sich auch die Orientierung einiger umliegender Aminosäuren

(siehe Abb. 23, A und B, Seite 68). Zudem wurde durch die Mutation der aromatische Ring

von Tyrosin und die positive Ladung des Lysins entfernt, welche beide eine Rolle spielen für

die Bindung an c-di-AMP. Deswegen war nicht verwunderlich, warum bei dieser Mutante keine

Bindung mehr detektiert werden konnte. Allerdings muss bedacht werden, dass diese Verän-

derung vermutlich die Faltung des Proteins negativ beein�usst. Für Folgeexperimente wäre es

außerdem interessant, ob man vielleicht durch die umgekehrte Mutation von CBS-AA eine Bin-

dung zu c-di-AMP erzeugen kann. Eventuell wäre auch eine Doppelmutante mit dem Valin261

eine Option. Allerdings ist nicht vorhersagbar ob eventuell noch andere Aminosäuren in CBS-
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AA die Bindung an c-di-AMP verhindern.

Für Tyrosin343 sollte außerdem getestet werden, ob der aromatische Ring an sich für die Bin-

dung von Bedeutung ist oder ob es genau Tyrosin sein muss mit OH-Gruppe. Zu diesem Zweck

erfolgten die Mutationen zu Phenylalanin, Tryptophan und Alanin. Da Tyrosin keine direkte

Bindung mit c-di-AMP eingeht, war die Vermutung, dass der aromatische Ring an der Stelle

ausreicht. Diese Vermutung konnte auch insofern bestätigt werden, als dass die Mutation zu

Phenylalanin eine Af�nität ähnlich dem Wildtyp lieferte, allerdings Mutationen zu Tryptophan

mit Doppelringsystem und Alanin ohne aromatischen Ring ausreichte um die Bindung zu ver-

hindern. Damit konnte gezeigt werden, dass ein einfacher Aromat vermutlich für die richtige

Koordination von c-di-AMP sorgt, ohne direkt eine Bindung einzugehen. Für das homologe

System aus L. monocytogenes lieferte die Mutation an der Stelle zu Alanin noch eine Bin-

dung zu c-di-AMP wenn auch eine schlechtere (Huynh et al., 2016b). In dem Falle wurde die

Mutation auch in vivo getestet in einem Stamm, der c-di-AMP überakkumuliert, da der Abbau

verhindert wird. Das Ergebnis zeigte eine schlechtere Aufnahme des kompatiblen Soluts Car-

nitin im Vergleich zum Wildtyp. Nimmt man die Hypothese an, dass die Bindung von c-di-AMP

den Transporter abschaltet, wäre diese durch die Mutation von Tyrosin343 zu Alanin wieder-

legt.

Ähnliche Effekte gab es auch bei Lysin342. Während dieser Arbeit erfolgte die Mutation zu

Glutamat um durch einen Ladungsaustausch die Bindung zu verhindern. Überraschenderwei-

se hat diese Mutante mit einer Af�nität ähnlich zum Wildtyp gebunden. Theoretisch müssten

sich die negativen Ladungen des Glutamats mit den negativen Ladungen des gegenüberlie-

genden Aspartats abstoßen. Allerdings wäre es denkbar, dass sich das Glutamat in eine an-

dere Richtung neigt und mit anderen positiv geladenen Aminosäuren die Bindung zu c-di-AMP

stabilisiert. Für Lm CBS-CA wurde durch die Mutation zu Alanin die Ladung generell entfernt.

Interessanterweise lieferte das eine bessere Bindung zu c-di-AMP. In vivo zeigte sich dann

wie erhofft ein schlechterer Transport von Carnitin. Allerdings ist die Mutation vom gegenüber-

liegenden Aspartat zu Alanin wieder ein Gegenbeispiel zur allgemeinen Hypothese: In vitro

konnte keine Bindung mehr detektiert werden, allerdings wurde auch keinerlei Carnitin mehr

aufgenommen (Huynh et al., 2016b). Interessant ist an der Stelle, dass Einzelmutationen zu

Alanin auf beiden Seiten der Wasserstoffbrücke komplett unterschiedliche Ergebnisse liefern,

und dass eine entgegengesetzte Ladung nicht unbedingt die Bindung verhindert. Insgesamt

wird dadurch gezeigt, dass es für eine Bindung auf das gesamte Protein ankommt und sich

durch einzelne Mutationen ganz neue Situationen ergeben können, welche überraschende Er-

gebnisse liefern.

Ein weiteres interessantes Resultat zeigte eine Mutation, welche die Bildung des CBS Dimers

bestehend aus den CBS Domänen der beiden NBDs verhindern sollte. Zwischen Aspartat364

des einen Monomers wird im Wildtyp eine Salzbrücke zum Arginin280 des anderen Monomers

gebildet. Die Mutation von Aspartat364 zu Lysin zeigte sehr überraschend eine ungefähr um

den Faktor Drei bessere Af�nität als der Wildtyp. Auch hier müssten sich die positiven Ladun-

gen nach der Mutation theoretisch abstoßen. Wie bereits unter 5.4.4 angedeutet, zeigt sich hier

eine vorher noch nicht genauer betrachtete Problematik bei der Messung der Af�nität zwischen

den CBS Domänen und c-di-AMP. Bisher konnte der Mechanismus der Bindung noch nicht
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aufgeklärt werden. Anhand der Struktur ist denkbar, dass c-di-AMP zunächst an das eine Mo-

nomer bindet und das andere Monomer anschließend hinzukommt und dadurch die Bindung

festmacht. Dafür wäre die Theorie für oben genannte Mutation folgende: Die entgegengesetzte

Ladung des Lysins führt wirklich dazu, dass das zweite Monomer „weggestoßen“ wird. Mögli-

cherweise liegen die Bindestellen der einzelnen Monomere jetzt nicht mehr so dicht beeinander

und erleichtern die Bindung von c-di-AMP an das Monomer, was sich in einer besseren Af�ni-

tät äußert. Sollte der Mechanismus eher wie das Zupacken mit einer Zange funktionieren, also

beide Monomere gleichzeitig an c-di-AMP binden, sollte wie ursprünglich gedacht, D346K gar

keine Bindung mehr detektierbar sein oder eine schlechtere.

Um solche Mutanten besser auswerten zu können, ist es von großer Bedeutung aufzuklären,

wie die Bindung von c-di-AMP an die CBS Domänen funktioniert. Für diese Arbeit konnten

mittels der Bestimmung der Dissoziationskonstanten von CBS Mutanten zum einen gezeigt

werden, dass es offensichtlich Aminosäuren gibt, welche essenziell sind für die Bindung. Zum

anderen sind damit gute Voraussetzungen geschaffen um durch einen in vivo Test der Mutan-

ten die Hypothese, dass die Bindung von c-di-AMP den Transporter abschaltet, bestätigen oder

wiederlegen zu können.

6.3 Das experimentelle Setup für die in vivo Analyse der CBS Domänen ist von
besonderer Bedeutung

Wie bei anderen Analysen von Opu Transportern üblich, wurde in einem ersten Schritt ein Os-

moprotektionsassay von allen in vitro analysierten Mutanten durchgeführt. Hierfür erfolgte die

Kultivierung unter Hochsalzbedingungen (1,2 M NaCl) ohne und mit Zugabe des kompatiblen

Soluts Cholin. Um das Wachstum zu vergleichen, erfolgte eine OD-Messung nach 16 Stunden

Wachstum. Zwischen den Mutanten und dem Wildtyp Transporter OpuB gab es kaum Unter-

schiede (siehe Abb. 26, Seite 70). An dieser Stelle wurde somit die Anpassung nach mehreren

Stunden gemssen. Womöglich werden Unterschiede erst deutlich, wenn man die Aufnahme

von kompatiblen Soluten direkt nach der Zugabe misst. Bedenkt man die Theorie, dass c-

di-AMP die Transporter abschaltet, sollten sich Unterschiede in der Aufnahme aber auch da

erst nach einer gewissen Zeit ergeben. An der Stelle, wo die Zelle genug kompatibles Solut

aufgenommen hat, wird der Transport abgebrochen. Theoretisch müsste in den Transportern,

wo c-di-AMP nicht mehr bindet, der Transport weiter funktionieren. Umgekehrt könnte es sein,

dass Mutanten, die c-di-AMP besser binden, den Transport früher abschalten als der Wildtyp

oder je nach c-di-AMP Konzentration c-di-AMP direkt bindet und den Transport verhindert.

Ein Experiment in dieser Art und Weise wurde für die in vivo Analyse der Mutanten in L. mo-

nocytogenes durchgeführt (Huynh et al., 2016b): Um möglichst viel c-di-AMP in den Zellen zu

haben, wurde ein Stamm verwendet, welcher durch die Deletion beider Phosphodiesterasen

kein c-di-AMP mehr abbauen kann. Zu den Zellen wurde radioaktiv markiertes Carnitin gege-

ben und die Radioaktivität in den Zellen nach 5; 10; 20 und 30 Minuten gemssen (siehe Abb.

38, Seite 95). Bei genau zwei Mutanten konnte die Theorie bestätigt werden: R279A (orange)

bindet kaum noch c-di-AMP, der Transport geht aber von Anfang an schneller als der Wildtyp.

Umgekehrt bindet K341A (blau) besser c-di-AMP, was den Transport von Anfang an verhindert.

Bei den übrigen drei Mutanten funktioniert der Transport hingegen von Anfang an schlechter
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oder gar nicht mehr, obwohl kein c-di-AMP mehr bindet. Das könnte daran liegen, dass die

Mutation die Faltung des Proteins so beein�usst hat, dass eventuell auch die ATPase mit be-

ein�usst wurde und nicht mehr funktionell ist. Die R279A Mutante ist insofern interessant, als

dass der Transport allgemein besser funktioniert, er aber trotzdem in die Sättigung übergeht.

Das heißt, auch wenn kein c-di-AMP mehr bindet, geht der Transport nicht unendlich weiter.

Vermutlich ist aber an der Stelle einfach das Substrat Carnitin nicht mehr verfügbar.

Abbildung 38: Zusammenhang zwischen der Bindung von c-di-AMP und der Transporterfunktion von L.
monocytogenes OpuCA. (A) Ergebnis der Af�nitätsstudien zwischen OpuCA Mutanten und c-di-AMP mittels
DRaCALA Assay. (B) Aufnahme von radioaktiv markiertem Carnitin über die Zeit in Zellen aus der exponentiel-
len Wachstumsphase. OpuCA Mutanten in einem Stamm, der kein c-di-AMP mehr abbauen kann. Abbildungen aus
Huynh et al., 2016b.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein solches Experiment nicht durchgeführt. Allerdings wurde

neben den CBS Mutanten auch in vivo getestet, was passiert, wenn keine CBS Domänen mehr

vorhanden sind. Diese Stämme wurden für OpuB und OpuC konstruiert und das Wachstum mit

verschiedenen Cholinkonzentrationen im Mikrotiterplattenphotometer verfolgt um auch Unter-

schiede wahrnehmen zu können, welche bei Osmoprotektionsassays nicht sichtbar werden.

Erstaunlicherweise zeigten sich nur geringe Unterschiede zwischen den Transportern mit und

ohne CBS Domäne (siehe Abb. 27, Seite 72). Die Stämme mit den Transportern ohne CBS

Domäne wuchsen mit 1,2 M NaCl generell schlechter, aber auch ohne Cholin gab es diesen

Effekt. Daher ist dieser Effekt wahrscheinlich nicht auf das Fehlen der CBS Domäne zurück zu

führen. Für L. monocytogenes wurde ein derartiges Experiment nicht durchgeführt, jedoch für

OpuC aus P. syringae (Chen und Beattie, 2007): Hier führte schon die Entfernung von CBS2

dazu, dass sich ein Stamm nicht mehr protektieren lies. Allerdings ist auch das Ergebnis inter-

essant, denn das würde bedeuten, dass die CBS Domäne für dieses System (zusätzlich) eine

andere Aufgabe hat, als bei Bindung eines Liganden den Transporter abzuschalten. Das könn-

te zum Beispiel die Funktion eines Ionensensors wie für L. lactis sein, welcher Änderungen in

der Ionenstärke an die ATPase weitergibt (Karasawa et al., 2011; Karasawa et al., 2013). Alter-

nativ wurde durch die Deletion der CBS2 von OpuC aus P. syringae die Faltung der NBD ganz

allgemein beein�usst, sodass dadurch der Transporter inaktiv war. Dass beide Transporter aus

B. subtilis auch ohne CBS Domäne für eine Osmoprotektion sorgen, deutet aber darauf hin,

dass die CBS Domäne in diesem Fall nicht essenziell ist um den Transporter funktionstüchtig

zu halten.

95



6 Diskussion & Ausblick

Das Phänomen, dass es sowohl bei den CBS Mutanten in der Osmoprotektion als auch beim

Wachstum mit OpuB oder OpuC ohne CBS Domäne keinerlei veränderten Phänotyp gab, wel-

cher auf das Fehlen der CBS Domänen zurückzuführen ist, könnte verschiedene Ursachen

haben:

(I) Eventuell spielt das Schließen des Transporters bei kontinuierlichem Wachstum unter osmo-

tisch bedingtem Stress eher eine untergeordnete Rolle. Das würde bedeuten, dass die Zelle

über die Zeit einen anderen Weg �ndet um sich ohne Überakkumulation von kompatiblen So-

luten an die Stress-Situation anzupassen. Für diesen Fall müsste überprüft werden, wie sich

die Mutanten verhalten, wenn man während des Wachstums auf einmal eine größere Menge

Salz zum Medium hinzugibt. Für eine genauere Analyse müssten in zukünftigen Experimenten

auch die Pools von Glycinbetain in den B. subtilis Zellen als auch die Kinetik der mutierten

Transporter untersucht werden.

(II) Eventuell wurden mit der Nutzung des Standard-Minimalmediums für B. subtilis noch keine

Bedingungen hervorgerufen, wo das Nicht-Binden von c-di-AMP einen Ein�uss auf die Funk-

tion des Transporters hat. Eine Analyse des standardmäßig genutzten Minimalmediums SMM

während dieser Arbeit warf die Frage auf, inwiefern hohe Kaliumkonzentrationen im Medium

ein Problem darstellen könnten. In vorherigen Analysen wurde gezeigt, dass wenig Kalium in

der Zelle zu geringen c-di-AMP Konzentrationen führt und viel Kalium die c-di-AMP Synthese

stimuliert. Nach dieser Theorie müssten bei Wachstum in SMM mit 125 mM Kalium viel c-di-

AMP vorhanden und der Transport dauerhaft reduziert sein. Des Weiteren kam bei Analysen

der Kaliumhomöstase in B. subtilis heraus, dass c-di-AMP auf alle Kaliumimporter einen Ein-

�uss hat, sowohl auf transkriptioneller Ebene durch Interaktionen mit der DNA als auch auf

Aktivitätsebende durch Interaktion mit den Transportern selbst (Holtmann et al., 2003; Gund-

lach et al., 2017a; Gundlach et al., 2017b; Rocha et al., 2019).

Die schnelle Kaliumaufnahme, aber auch das Verhindern eines zu hohen Kaliumpools sind es-

senzielle Schritte für B. subtilis, um sich zum an hohe externe Osmolarität anzupassen (Dinn-

bier et al., 1988; Csonka, 1989; Whatmore und Reed, 1990; Kempf und Bremer, 1998). In

SMM (mit 125 mM Kalium) funktioniert diese Anpassung optimal, da im Medium ausreichend

Kalium zur Verfügung steht. In Wachstumsversuchen mit Medien mit defniniert geringer Kali-

umkonzentration (10, 5 und 1 mM) zeigte sich schon, dass diese Limitation auf die Osmost-

ressantwort einen großen Ein�uss hat: Ersetzt man Kalium in SMM durch Natrium, setzt kleine

Kalium-Mengen ein und lässt sonst alle Komponenten gleich, ist ein Wachstum unter Hochsalz-

bedingungen (1,2 M NaCl) nicht mehr möglich. Einzig das Austauschen der Stickstoffquelle von

Ammoniumsulfat zu Glutamat machte ein sogar noch besseres Wachstum möglich. An dieser

Stelle kommt allerdings der zweite Schritt der Osmoadaption zum Tragen, die Synthese von

Prolin als Osmoprotektivum aus dem Vorläufer Glutamat (Brill et al., 2011a; Hoffmann et al.,

2013). Das verbesserte Wachstum zeigt, dass die erhöhte Produktion von Prolin als Osmo-

protektivum ausreicht um geringe Kaliumkonzentrationen im Medium zu kompensieren. Die

Zugabe von Glycinbetain zum Medium führt normalerweise dazu, dass statt de novo Synthe-

se von Prolin, Glycinbetain als Osmoprotektivum aufgenommen wird (siehe Abb. 3, B, Seite

18) (Hoffmann et al., 2013). In der Prolinbestimmung für das Medium mit wenig Kalium und

Glutamat als Stickstoffquelle zeigte sich, dass in dem Falle der Prolinpool nicht wieder auf das
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Level in ungestressten Zellen gebracht werden konnte (siehe Abb. 29, Seite 76).

Um diesen zusätzlichen osmoprotektiven Effekt bei der Analyse der CBS Domänen zu umge-

hen, wurde nach einer anderen Stickstoffquelle gesucht, welche das Wachstum bei 1,2 M NaCl

erlaubt. Allerdings war diese Suche nicht erfolgreich. Somit wurde entschieden, die Tests in

einem Stamm durchzuführen, in dem die osmoadaptive Prolinsynthese durch die Deletion des

proHJ Operons ausgeschaltet ist. Allgemein ist bekannt, dass diese Stämme im Allgemeinen

schon einen osmosensitiven Phänotyp zeigen (Brill et al., 2011a). Im Test mit niedrigen Kali-

umkonzentrationen konnte nur 5 mM KCl zu einem Wachstum bis zu einer OD578 von über 1,0

verhelfen, allerdings dauerte das über 40 Stunden (siehe Abb. 30, Seite 77).

Da zumindest überhaupt ein Wachstum möglich war, erfolgte zunächst ein Test der Opu Trans-

porter A, OpuB, OpuC und OpuD im Allgemeinen. Es konnte gezeigt werden, dass diese ih-

re Substrate passend zu ihren Substratspektren transportieren. Allerdings �el an der Stelle

schon auf, dass das Wachstum bei 1,2 M NaCl generell sehr heterogen war. Zusätzlich gab

es noch Effekte, welche vom Standard Minimalmedium SMM so nicht bekannt waren: (I) Ohne

Salzstress gab es generell einen „Knick“ in der Wachstumskurve. Die Zellen hörten mitten in

der exponentiellen Wachstumsphase für mehrere Stunden auf zu wachsen und im Anschluss

daran ging das exponentielle Wachstum weiter. (II) Wenn auch in den Abbildungen dieser Ar-

beit nicht zu sehen, kam es bei vielen Kulturen zu dem Phänomen, dass sie kurz nach dem

Eintritt in die stationäre Phase recht schnell in die Absterbephase übergingen. An dieser Stelle

muss es irgendwas geben, was toxisch oder für das Überleben der Zellen limitierend ist. Ei-

ne mögliche Ursache ist die hohe Natriumkonzentration im Medium. Durch Verwendung von

Natriumphosphatpuffer, Natrium-Glutamat und 1,2 NaCl ist die Konzentration insgesamt ziem-

lich hoch. Na-Glutamat wird über den Transporter GltT auch direkt in die Zelle aufgenommen

(Zaprasis et al., 2015). In hohen Konzentrationen ist Natrium toxisch und drei von vier Natrium

Exportsystemen in B. subtilis sind osmotisch induziert (Hahne et al., 2010; Górecki et al., 2014).

Möglicherweise ist der Export von Natrium in dem Medium gestört oder es wird kein Natrium-

Glutamat mehr aufgenommen um sich vor toxischen Natrium-Konzentrationen zu schützen.

Die eben genanten Phänomene traten im Anschluss an die Tests der Transporter allgemein

auch mit den Stämmen auf, in denen die CBS Domäne deletiert wurde (Daten nicht gezeigt).

Die Transporter mit den Einzelmutationen wurden daraufhin nicht weiter getestet. Aus allen

durchgeführten Experimenten geht im Endeffekt hervor: Das optimale Setup um die in vivo

Funktion von c-di-AMP im Zusammenhang mit den CBS Domänen zu testen, konnte im Rah-

men dieser Arbeit nicht gefunden werden. Die Tatsache, dass es die CBS Domänen gibt, dass

c-di-AMP in vitro daran bindet und es Mutanten gibt, die kein c-di-AMP mehr binden, muss

auch in vivo einen Effekt haben. Allerdings konnten bisher noch keine Transportassays mit

radioaktiv markierten kompatiblen Soluten durchgeführt werden, analog zu L. monocytogens.

Wie bereits weiter oben angedeutet ist es auch möglich, dass c-di-AMP die Transporter nur bei

einem Salzschock abschaltet und bei kontinuierlichem Wachstum keine Rolle spielt. Auch das

muss in zukünftigen Experimenten überprüft werden.
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6.4 c-di-AMP Konzentrationen in der B. subtilis Zelle - ein kritischer Punkt in
Hinblick auf c-di-AMP bindende Zellkomponenten

Für ein komplettes Bild über die Regulation der Opu Transporter durch c-di-AMP wurde in

einem weiteren Teil der Arbeit die intrazelluläre Konzentration von c-di-AMP bestimmt. Nach

umfangreicher Analyse der Literatur gab es nur eine Bestimmung aus B. subtilis, welche als

Anhaltspunkt genommen werden konnte. Diese wurde in Abhängigkeit von der Kaliumkonzen-

tration im Medium durchgeführt und ergab Werte von 20 ng c-di-AMP / mg Protein (1 mM KCl)

und 40 ng c-di-AMP / mg Protein (5 mM KCl). Während dieser Arbeit bei einer Bestimmung in

SMM ergab sich ein Wert von ungefähr 4,5 µM, was in etwa 12 ng c-di-AMP/mg Protein ent-

spricht. Damit liegen beide Bestimmungen in etwa im selben Bereich. Allerdings muss beachtet

werden, dass die Zellen in den beiden Experimenten während unterschiedlichen Wachstums-

phasen geerntet wurden, bei Gundlach et al., 2017b in der Mitte und in dieser Arbeit am Ende

der exponentiellen Wachstumsphase. Interessanterweise führte osmotisch bedingter Stress zu

keiner Änderung der c-di-AMP Konzentration. Erwartet wurde, dass unter den Bedingungen

durch die Regulation der Kaliumtransporter die Konzentration ansteigen müsste. Da kein kom-

patibles Solut eingesetzt wurde, fehlt an dieser Stelle die mögliche Regulation der Opu Trans-

porter. Wie bereits im betreffenden Kapitel (5.6.2) angedeutet, gibt es die Möglichkeit, dass bei

Salzstress sich die c-di-AMP Konzentration nicht in der gesamten Zelle erhöht, sondern lokale

c-di-AMP Pools dafür sorgen könnten, dass c-di-AMP an den ydaO Riboswitch oder die Kali-

umtransporter binden kann. Dieses Phänomen konnte bereits für c-di-GMP in E. coli gezeigt

werden (Sarenko et al., 2017; Richter et al., 2020). Im Prinzip könnte die membranständige

Diadenylatzyklase CdaA die Funktion für die Kaliumtransporter übernehmen und DisA, welche

an der DNA agiert, den Riboswitch bedienen. Allerdings muss auch beachtet werden, dass

bei einer OD578 von 1,5 die Adaption an den Salzstress schon über ungefähr 4 Generationen

passiert ist und das eventuell anfänglich erhöhte c-di-AMP Level schon wieder gesenkt wurde.

Um diese Frage zu beantworten, müsste man die c-di-AMP Konzentrationen über alle Wachs-

tumsphasen hinweg bestimmen.

6.4.1 Bedeutung der c-di-AMP Konzentrationen für die Regulation von

Kaliumhomöstase und Aufnahme kompatibler Solute

Alle gemessenen c-di-AMP Konzentrationen aus dieser Arbeit sowie die aus den vorigen Expe-

rimenten in B. subtilis 168 lagen im niederen mikromolaren Bereich. Damit stellen sich einige

Fragen für die Regulation von Kaliumhomöstase und der Aufnahme kompatibler Solute. Tabelle

28 zeigt eine Aufstellung von Dissoziationskonstanten, die bereits für verschiedenen Kompo-

nenten, welche c-di-AMP Targets in B. subtilis sind, gemessen wurden. Besonders interessant

sind die Werte, welche sich im nanomolaren Bereich be�nden ( ydaO Riboswitch und KtrC).

Sollte c-di-AMP in der Zelle im Allgemeinen wirklich in mikromolarer Konzentration vorliegen,

würde das bedeuten, dass sowohl der Riboswitch als auch KtrC durchgängig gebunden an

c-di-AMP vorliegen würden. Da ydaO ein sogenannter Off-Switch ist, führt die Bindung von c-

di-AMP damit zur dauerhaften Blockierung der Transkription der dahinterliegenden Gene kimA
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bzw. ktrAB. Die dauerhafte Bindung von c-di-AMP an die RCK-C Domäne von KtrC bedeutet

auch, dass der Kaliumtransporter KtrCD ständig ausgeschaltet wäre.

Tabelle 28: Gemessene Dissotiationskonstanten für verschiedene c-di-AMP Targets in
B. subtilis . ITC = Isothermale Titrationskalorimetrie. MST = MicroScale Thermophorese.

c-di-AMP Target Dissoziationskonstante (K D) Methode Referenz

ydaO Riboswitch 41,7 ± 16,7 nM (A) ITC Gao und Serganov,
7,4 ± 2,2 nM (B) ITC 2014

KtrC 30 nM ITC
Rocha et al., 2019

KtrA 3000 nM ITC

CBS-BA 14990 ± 1900 nM MST
Diese Arbeit

CBS-CA 7790 ± 1100 nM MST
(A) 20 mM Mg2+ (B) 5 mM Mg2+

Für die gesamte Kaliumhomöostase würden c-di-AMP Konzentrationen im mikromolaren Be-

reich bedeuten, dass keiner der Kaliumtransporter überhaupt aktiv wäre. Lokal könnte hier

durch die membranständigen Phosphodiesterasen PgpH und GdpP das c-di-AMP Level ge-

senkt werden. Das wäre zumindest die Idee für die Regulation von KtrC. Für den Riboswitch

ist das schon komplizierter, da könnte nur eine geringere Aktivität von DisA regulierend wir-

ken. Damit bleibt am Ende allerdings die Frage offen, warum die Konzentrationen in der Zelle

bei osmotischem Stress so weit oben sind, dass alle Komponenten der Kaliumhomöostase

inaktiv wären. Für die Regulation der CBS Domänen wäre es hingegen durchaus vorstellbar,

dass die Konzentrationen im niederen mikromolaren Bereich liegen. Hier kommt wiederum die

Idee zum Tragen, dass es in der Zelle lokal zu erhöhten Konzentrationen kommen könnte, um

beispielsweise genug c-di-AMP für das Abschalten der Opu Transporter bereit zu stellen.

6.5 Ein verringerte c-di-AMP Konzentration hat keinen (sichtbaren) Ein�uss auf
die Osmoadaption

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es herauszu�nden, inwiefern sich ein verändertes c-di-AMP

Level auf die Regulation der Opu Transporter und damit die Osmostressantwort auswirkt. Um

die Konzentration zu erhöhen, könnte man ähnlich wie in L. monocytogens die c-di-AMP ab-

bauenden Enzyme deletieren. Allerdings war die Doppeldeletion von gdpP und pgpH in voran-

gegangen Experimenten bisher nicht erfolgreich. Die Konstruktion dieser Doppelmutante führte

zu lysierten Zellen und es wurden Suppressoren gefunden, welche die Aktivität von CdaA ne-

gativ beein�ussten (Gundlach et al., 2015). Damit zeigt sich in dem Beispiel, dass erhöhte

c-di-AMP Level toxisch für die Zelle sind.

Umgkehrt ist es möglich, unter bestimmten Voraussetzungen die Dreifachmutante von allen

Diadenylatzyklasen zu erstellen. Da c-di-AMP in B. subtilis essenziell ist um die Kaliumauf-

nahme zu regulieren, ist eine Konstruktion nur mit sehr geringen Kaliumkonzentrationen bis

zu 0,1 mM möglich. Höhere Konzentrationen führen auch hier zu Suppressoren, in dem Fal-
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le im Natrium/Kalium Exporter NhaK, welcher dadurch einen besseren Export von Kalium er-

laubt (Gundlach et al., 2017b). Intersannterweise können auch nicht alle Doppelmutanten unter

Standardbedingungen konstruiert werden. Da sowohl DisA als auch CdaA während des expo-

nentiellen Wachstums aktiv sind, kann diese Doppelmutante ebenfalls nur mit 0,1 mM Kalium

im Medium erstellt werden. Da CdaS speziell während der Sporulation aktiv ist, sind die Dop-

pelmutanten � cdaS � disA bzw. � cdaS � cdaA problemlos möglich. Während dieser Arbeit

wurde versucht alle Varianten von Einzel-, Doppel- und die Dreifachmutante zu erstellen. Trotz

Nutzung von Medien mit maximal 0,1 mM KCl analog zum Protokoll in Gundlach et al., 2017b,

scheiterten die Konstruktionen der kritischen Doppelmutante und der Dreifachmutante. Um mit

den anderen Mutanten weiterzuarbeiten, erolgte zunächst die Bestimmung der c-di-AMP Kon-

zentration sowohl ohne Salzstress als auch bei Wachstum mit 1,2 M NaCl (siehe Abb. 33, Seite

83). Schon ohne Salzstress zeigte sich ein unerwartetes Bild. Die Messungen in den Einzel-

mutanten deuteten zunächst darauf hin, dass das Fehlen von CdaA und CdaS gut kompensiert

werden kann, durch Deletion von disA die c-di-AMP Konzentration jedoch niedriger ist. Aller-

dings ergeben die Resultate der beiden Doppelmutanten an der Stelle wenig Sinn. Zumindest

wurde erwartet, dass bei der Doppelmutante � cdaS � disA das Level ähnlich wie in der di-

sA Einzelmutante ist. Allerdings zeigt die Doppelmutante eine höhere c-di-AMP Konzentration.

Auch die zweite Doppelmutante ist insofern in Frage zu stellen, als dass die Deletion von cdaA

zusammen mit cdaS jetzt doch einen Ein�uss hat, obwohl die Sporulation noch nicht eingetre-

ten ist. Dieses unerwartete Bild setzte sich auch unter Salzstress fort. In den Einzelmutanten

deutet sich dieses Mal an, dass sowohl das Fehlen von DisA als auch das Fehlen von CdaA

die c-di-AMP Konzentration sinken lässt. Auch die Deletion von cdaS scheint sich an der Stelle

geringfügig auszuwirken. Bei der Doppelmutante � cdaS � disA bleibt die Konzentration ähn-

lich niedrig wie bei � disA. Hingegen führt das Hinzufügen von � cdaS zu � cdaA zu einem

unerwartet hohem c-di-AMP Level.

Blendet man an der Stelle die Doppelmutanten aus und betrachtet die Einzelmutanten, sorgt

hauptsächlich DisA unter Standardbedingungen für eine Anpassung der c-di-AMP Konzentra-

tion, denn deren Fehlen kann offensichtlich nicht kompensiert werden. DisA synthetisiert in

seiner Hauptfunktion nicht c-di-AMP, sondern scannt die DNA auf Schäden und ist in der La-

ge durch Veränderungen des c-di-AMP Levels unter Anderem die Sporulation zu verzögern

(Bejerano-Sagie et al., 2006; Raguse et al., 2017; Valenzuela-Garcia et al., 2018). Von der

Seite ist es vorstellbar, dass CdaA vermutlich diese Funktion nicht einfach übernehmen kann.

Allerdings ist umgekehrt CdaA offensichtlich in die Regulation der Zellwandsynthese involviert,

denn eine Deletion von cdaA führt zu höherer Sensitivität gegenüber Antibiotika, welche die

Zellwand angreifen (Luo und Helmann, 2012). Vermutlich kommt CdaA aber nur bei Stress die

Zellwand betreffend zum Einsatz, denn in Minimalmedium ohne Salzstress ist durch � cdaS

das c-di-AMP Level kaum beein�usst. Allerdings stellt 1,2 M NaCl offensichtlich eine Stresssi-

tuation für CdaA dar, denn unter der Bedingung kann das fehlende c-di-AMP nicht kompensiert

werden. Betrachtet man dieses Ergebnis zusammen mit den Daten aus der Messung der Zell-

wanddicke bei verschiedenen Wachstumsbedingungen, ergibt sich folgende Vermutung: Unter

Salzstress wird zum Schutz die Zellwand verdickt. Durch Involvierung von CdaA in die Zell-

wandsynthese wird an der Stelle c-di-AMP vermehrt produziert. Durch Deletion von cdaA ist
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das nicht mehr möglich und DisA, welches an der DNA agiert, kann die Produktion nicht mehr

kompensieren.

Alle diese Vermutungen werfen am Ende aber die Frage auf, inwiefern Deletionen von Dia-

denylatzyklasen sich auf das Wachstum an sich auswirken, wenn diese in wichtige Dinge wie

DNA Reperatur und Zellwandsynthese involviert sind. Erstaunlicherweise zeigten alle Mutan-

ten unabhängig von der Osmolarität des Mediums keinerlei Wachstumsphänotyp. Das wurde

zum einen bei der Bestimmung der c-di-AMP Konzentration deutlich: Alle Stämme zeigten ein

ähnliches Wachstumsverhalten und erreichten die Ziel-OD nahezu zur gleichen Zeit. Zum an-

deren ist die Bestimmung des Prolinpools ein Indikator dafür, ob die Adaption an osmotischen

Stress wie erwartet verlaufen ist. Dieser war für alle Mutanten im erwareten Bereich um 500

mM. Schlussendlich zeigte die Aufnahme von Wachstumskurven mittels Mikrotiterplattenphoto-

meter auch keine signi�kanten Unterschiede, was sich in ähnlichen Wachstumsraten äußerte

(siehe Abb. 34, Seite 83). Alle diese Beobachtungen schließen darauf, dass bei bestimmten

Deletionen der Diadenylatzyklasen die Konzentration von c-di-AMP an der Zelle zwar sinkt,

das aber keinerlei Ein�uss hat, weder auf das Wachstum an sich, noch bei der Adaption an

osmotisch bedingtem Stress. Aus diesem Grund wäre es für zukünftige Analysen von Bedeu-

tung, die c-di-AMP Nullmutante bzw. die Doppelmutante � cdaA � disA noch zu bekommen.

Allerdings ist dafür ein Medium mit 0,1 mM Kalium nötig, wo B. subtilis bei 1,2 M NaCl noch

wachsen kann. Dieses konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden werden.
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welches bisher für viele Osmo-relevante Fragen verwendet wurde, sind die CBS Domänen von

OpuB und OpuC verzichtbar und damit auch die Bindung von c-di-AMP. (II) Unter osmotischen

Stressbedingungen ist neben dem schnellen Im- und Export von Kalium die osmoadaptive

Prolinsynthese von besonderer Bedeutung. Selbst bei Kaliummangel kann dieser Vorgang wie

erwartet statt�nden. Des Weiteren stört es für die Zelle bei Osmostress offensichtlich auch

nicht, wenn die c-di-AMP Konzentration erniedrigt ist, die Adaption funktioniert trotzdem wie im

Wildtyp.

Ausgehend von den Ergebnissen kann damit gesagt werden, dass c-di-AMP wohl involviert ist

in die Osmoadaption, auch in die Regulation von Opu Transportern, der gesamte Mechanismus

jedoch komplex ist und die bereits erforschten physiologischen Anpassungen, besonders die

osmoadaptive Prolinsynthese (Brill et al., 2011a; Hoffmann et al., 2013), die Hauptrolle spielen.
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8 Anhang

8 Anhang

Abbildung 40: Konformationsänderungen durch die Bindung von c-di-AMP an die CBS Domäne von Opu-
CA. (A) Relative Wasserstoff/Deuterium (H/D) Austauschpro�le des apo- (oben) und des c-di-AMP gebundenen
(unten) Zustandes von CBS-CA. (B) Konformationsänderungen von CBS-CA ausgedrückt als Differenz der H/D
Austauschpro�le zwischen dem c-di-AMP gebundenen und dem apo-Zustand. Abbildung modi�ziert nach Dr. Wie-
land Steinchen.
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8 Anhang

Abbildung 41: Die CBS-Domäne von OpuAA koordniniert kein c-di-AMP. (A) Relative Wasserstoff/Deuterium
(H/D) Austauschpro�le des apo- (oben) und des c-di-AMP gebundenen (unten) Zustandes von CBS-AA. (B) Kon-
formationsänderungen von CBS-AA ausgedrückt als Differenz der H/D Austauschpro�le zwischen dem c-di-AMP
gebundenen und dem apo-Zustand. Abbildung modi�ziert nach Dr. Wieland Steinchen.
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8 Anhang

Abbildung 42: Die CBS-Domäne von OpuCA koordniniert kein c-di-GMP. (A) Relative Wasserstoff/Deuterium
(H/D) Austauschpro�le des apo- (oben) und des c-di-GMP gebundenen (unten) Zustandes von CBS-CA. (B) Kon-
formationsänderungen von CBS-CA ausgedrückt als Differenz der H/D Austauschpro�le zwischen dem c-di-GMP
gebundenen und dem apo-Zustand. Abbildung modi�ziert nach Dr. Wieland Steinchen.
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8 Anhang

Abbildung 45: Test von verschiedenen Stickstoffquellen beim Wachstum unter osmotischem Stress (1,2
M NaCl). Die Zellen wurden in Natrium-SMM vorkultiviert, auf eine OD578 von 0,1 im Mikrotiterplatten-Photometer
angeimpft und das Wachstum über 24 Stunden verfolgt. (A) Wachstum in Natrium-SMM mit 15 mM verschiedener
Stickstoffquellen und 1 mM KCl. (B) Wachstum in Natrium-SMM mit 30 mM verschiedener Stickstoffquellen und 1
mM KCl.
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