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ABSTRACT

Abstract

The extracellular matrix of Myxococcus xanthus is essential for type IV
pili-dependent motility and starvation-induced fruiting body formation. The
composition of the extracellular matrix is regulated by proteins of two-

component systems including the orphan response regulator DigR.

In this work | identified and characterized the orphan hybrid histidine
kinase SgmT as corresponding partner of DigR. SgmT contains an N-terminal
GAF domain and a C-terminal GGDEF domain. Using genetical and
biochemical analyses the function of each domain was addressed. | found that
the GAF domain is the primary sensor domain, while the GGDEF domain binds
the second messenger bis-(3'-5')-cyclic-dimeric-GMP (c-di-GMP) and functions
as a receptor to spatially sequester SgmT. In addition, a DigR binding site has
been identified in the promoter of the fibA gene, encoding for an abundant
extracellular matrix-associated zinc-metalloprotease. Comparative expression
studies in combination with the identified DigR binding site allowed the
revelation of the SgmT/DigR regulon-containing genes, encoding for secreted
proteins and enzymes involved in secondary metabolite synthesis. These
findings strongly indicate that: 1.) SgmT/DigR regulates the composition of the
extracellular matrix and 2.) SgmT activity is regulated by two sensor domains
with ligand binding to the GAF domain resulting in SgmT kinase activation and
c-di-GMP binding to the GGDEF domain resulting in spatial sequestration of
SgmT.

Additionally, conserved c-di-GMP-dependent proteins were identified in
M. xanthus and | started to investigate their function in important cellular
processes. Preliminary data show that c-di-GMP participates in the regulation of

the starvation-induced developmental program of M. xanthus.



ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die extrazellulare Matrix von Myxococcus xanthus ist ein essentieller
Bestandteil flr ein funktionelles Typ-IV-Pili-abhangiges Bewegungssystem
sowie fur den Kkontrollierten Ablauf des charakteristischen Entwicklungs-
programms in nahrstoffarmer Umgebung. Die korrekte Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix wird Uber Proteine von Zwei-Komponenten-Systemen

einschliel3lich des verwaisten Antwortregulators DigR reguliert.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die verwaiste Hybrid-
Histidinkinase SgmT charakterisiert und als korrespondierender Partner von
DigR identifiziert. Neben einer Kinase- und einer Empfangerdomane besitzt
SgmT eine N-terminale GAF-Domane und eine C-terminale GGDEF-Domane.
Mit Hilfe genetischer und biochemischer Analysen wurde die Funktion der
einzelnen Domanen von SgmT untersucht, wobei die GAF-Domane als
sensorische Haupteinheit fungiert und die Kinaseaktivitat von SgmT steuert. Die
GGDEF-Domane ist ein Rezeptor fur den sekundaren Botenstoffs c-di-GMP,
der SgmT abhangig von dessen Bindung zellular lokalisiert. Desweiteren wurde
eine DigR-Bindestelle im Promoter von fibA identifiziert, einem Gen, das fur
eine extrazellulare Matrixprotease kodiert. Die Identifikation weiterer DigR-
Bindestellen in den Promotorregionen von signifikant-regulierten Genen aus
vergleichenden Transkriptomstudien lasst vermuten, dass das SgmT/DigR-
Regulon aus Genen besteht, die fur sekretierte Proteine sowie fir Enzyme des
Sekundarmetabolismus kodieren. Diese Beobachtungen geben Grund zur
Annahme, dass SgmT und DigR die Zusammensetzung der extrazellularen
Matrix direkt regulieren, und dass die Funktion von SgmT Uuber zwei
sensorische Domanen gesteuert wird, wobei die Kinaseaktivitdt durch
Ligandenbindung an die GAF-Domane und die zellulare Lokalisierung von
SgmT Uber die Bindung von c-di-GMP an die GGDEF-Domane reguliert wird.

Desweiteren wurden konservierte c-di-GMP-abhangige Proteine in
M. xanthus identifiziert und damit begonnen deren Einfluss auf wichtige
zellulare Prozesse hin zu untersuchen. Daruber hinaus wurden erste
Erkenntnisse gewonnen, dass c-di-GMP moglicherweise an der Koordination
des Entwicklungsprogramms beteiligt sein konnte.



EINLEITUNG

1 Einleitung

Das Uberleben in einer standig wechselnden Umwelt erfordert eine
schnelle Anpassung an die vorherrschenden Bedingungen. Lebewesen, die am
besten an das umgebende Milieu angepasst sind, haben einen Selektionsvorteil
gegenuber weniger gut angepassten Spezies. Diese damals revolutionare
Theorie vom ,Uberleben des am besten Angepassten® (,Survival of the Fittest*),
aus dem Buch ,Die Entstehung der Arten“ (,On the Origin of Species®) von

Charles Darwin (Darwin, 1859), ist Grundlage der modernen Evolutionstheorie.

Ein Beispiel fur die Anpassung an unterschiedliche 6kologische Nischen
zeigt der Vergleich zwischen parasitar-lebenden Prokaryoten und Boden-
bakterien. Parasitare Bakterien, wie Chlamydien oder Mycoplasmen, leben in
einem konstanten Milieu innerhalb von Wirtszellen. Dies garantiert ein ausrei-
chendes Nahrstoffangebot, geringe Temperatur- und pH-Wertveranderungen
sowie den Schutz vor Feinden (Subramanian et al., 2001). Deswegen besitzen
parasitare Bakterien eine reduzierte Anzahl an metabolischen Enzymen, eine
rudimentare Zellwand und keine Systeme zur Zellimmunitat oder -verteidigung.
Diese spezialisierte Lebensweise von parasitaren Bakterien spiegelt sich in der
geringen GrolRe des Genoms wider, das im Allgemeinen nur einen Grundstock
von Genen enthalt (Subramanian et al., 2001). Dementsprechend ist die
Kultivierung solcher Bakterien aullerhalb ihrer Wirtszelle auf Nahrmedien

schwierig bis nahezu unmaglich.

Im Gegensatz zu parasitdren Bakterien sind Bodenorganismen an die
vielen unterschiedlichen Bedingungen ihres Habitats angepasst. Zum Schutz
vor UV-Strahlung, osmotischem Stress und Fressfeinden produzieren viele
Bodenbakterien diverse Sekundarmetabolite, wie Karotinoide, kompatible
Solute oder Antibiotika (Wenzel & Muller, 2005, Chater et al., 2010, Sansinenea
& Ortiz, 2011). Aufgrund des sich stetig verandernden Nahrstoffvorkommens,
besitzen Bodenbakterien oft ein breites metabolisches Repertoire an Enzymen,
was es ihnen erlaubt unterschiedliche Nahrungsquellen auszuschépfen. Einige
Bakterien sind zudem in der Lage resistente Dauerformen, wie Zysten und
Sporen, auszubilden, die sie vor UV-Strahlung, Nahrstoffmangel und extremen
Temperaturen schutzen. Es ist deshalb auch nicht verwunderlich, dass

Bodenbakterien im Gegensatz zu ihren parasitaren Verwandten in der Regel
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viel groliere Genome besitzen, die eine Vielzahl von unterschiedlichen Genen
enthalten. Um schnell auf Umweltreize reagieren zu konnen, besitzen Bodenor-
ganismen generell eine Fulle von regulatorischen Systemen und Komponenten,
wie z.B. Serin-, Threonin- und Tyrosin-Kinasen (Zhang, 1996), Zwei-Kompo-
nenten-Systeme (TCS) (Alm et al., 2006), ,Quorum Sensing“-Systeme (Reading
& Sperandio, 2006) und sekundaren Botenstoffen, wie z. B. bis-(3'-5°)-zykli-
sches di-Guanosinmonophosphat (c-di-GMP) (Pesavento & Hengge, 2009).

1.1 Signaltransduktion von Zwei-Komponenten-Systemen

Die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen ist ein
typischer Mechanismus in der intrazellularen Signaltransduktion von
Lebewesen. In Eukaryoten sind daran vornehmlich Serin-, Threonin- und
Tyrosinkinasen beteiligt, die in prokaryotischen Organismen eine eher
untergeordnete Rolle spielen. In Bakterien und Archaen erfolgt die Signaltrans-
duktion hauptsachlich Uber Zwei-Komponenten-Systeme (TCS), die aus
Histidinkinasen (HK) und Antwortregulatoren (RR, ,Response Regulators®)
bestehen und vornehmlich in prokaryotischen Organismen vorkommen. TCS
regulieren eine Vielzahl von zellularen Prozessen, beispielsweise die
Anpassung von Escherichia coli an aerobe/anaerobe Lebensbedingungen, die
Zellbewegung in Enterobakterien, die Zelldifferenzierung in Caulobacter
crescentus und die Sporulation in Bacillus subtilis.

111 Aufbau von Histidinkinasen

Eine typische HK besteht aus einer variablen N-terminalen Sensor-
domane, die bei unterschiedlichen HK variabel auf einen spezifischen Stimulus
angepasst ist, und einer konservierten Kinasedomane, die zwei Subdomanen

enthalt.

Sensordoméanen

Die zellulare Lokalisierung sensorischer Domanen von Membran-
gebundenen HK ist auf den jeweiligen Stimulus abgestimmt und kann extra-
zellular bzw. periplasmatisch, direkt in die Membran eingebaut oder zytoplas-
matisch sein (Cheung & Hendrickson, 2010).
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Bislang sind drei Klassen von extrazellularen bzw. periplasmatischen
Sensordomanen bekannt. Die erste Klasse der PDC-Domanen wurde nach den
ersten drei Proteinen benannt (PhoQ von Salmonella typhimurium, DcuS von
E. coli und CitA von Klebsiella pneumoniae), von denen eine Kristallstruktur der
Sensordomane vorlag (Cheung & Hendrickson, 2010). PDC-Doménen
bestehen aus a-Helices und B-Faltblatt-Strukturen und sind oft Sensoren von
Chemotaxisproteinen. Aufgrund von Sequenzhomologien wurden manche
PDC-Domanen als Cache- bzw. CHASE-Domanen annotiert (Cheung &
Hendrickson, 2010). Die zweite Klasse extrazellularer Sensordomanen besteht
vornehmlich aus a-Helices und wurde in den Proteinen NarX und TorS von
E. coli identifiziert. In NarX ist die Sensordomane sensitiv gegenuber Nitrat- und
Nitritkonzentrationen und in TorS werden unterschiedliche Konzentrationen von
Trimethylamin-N-oxid wahrgenommen (Cheung & Hendrickson, 2009, Moore &
Hendrickson, 2009). Die Vertreter der dritten Sensoren-Klasse zeigen
Ahnlichkeit zu periplasmatischen Bindeproteinen, wobei der spezifische

Stimulus noch unbekannt ist (Cheung et al., 2009).

Von Sensordomanen, die direkt in die Membran eingebaut werden,
liegen bislang keine Strukturinformationen vor. Allerdings konnten Proteine
identifiziert werden, die auf Temperaturunterschiede, auf die Interaktion eines
spezifischen Proteins oder auf ,Quorum Sensing“-Signale reagieren (Cheung &
Hendrickson, 2010).

Zytoplasmatische Sensordomanen treten in Membran-gebundenen und
in zytoplasmatischen HK auf. Die bekanntesten zytoplasmatischen Sensoren
sind PAS-, GAF- und PCD-Domanen. PAS-Domanen (Per/ARNT/Sim) sind in
regulatorischen Proteinen von Prokaryoten und Eukaryoten weit verbreitet und
erkennen eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli (Henry & Crosson, 2011).
Divalente Kationen, wie z. B. Ca®*, und organische Verbindungen, wie Di- und
Trikarbonsauren sind Stimuli, die direkt von PAS-Domanen wahrgenommen
werden. Mit Hilfe von Kofaktoren oder Kosubstraten, wie Hdm, FMN, FAD und
4-Hydroxyzimtsaure, werden Sauerstoff bzw. bestimmte Wellenlangen des
Lichts erkannt (Henry & Crosson, 2011). PAS-Domanen sind strukturell
homolog zu PDC-Domanen, werden aber aufgrund starker sequenzieller

Unterschiede als eigene Klasse definiert (Cheung & Hendrickson, 2010). GAF-
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Domanen (cGMP Phosphodiesterasen, Adenylatzyklasen und FhlA) sind
strukturell mit PAS-Domanen verwandt und bestehen im Kern aus sechs Anti-
parallelen B-Faltblatt-Strukturen (Cheung & Hendrickson, 2010). In der Literatur
beschriebene Liganden von GAF-Doméanen sind beispielsweise zyklische
Nukleotide, wie cAMP und cGMP (Heikaus et al., 2009), Aminosauren, wie
Isoleucin (Levdikov et al., 2006), oder Gase, wie Oz, NO und CO, die Uber
Ham-Kofaktoren gebunden werden (Vos et al., 2012). Die Identifikation von
PCD-Domanen (,photosensory core domain“) erfolgte in Proteinen von
unterschiedlichen Spezies, wie Pseudomonas aeruginosa, Rhodopseudomonas
palustris oder Deinococcus radiodurans. PCD-Domanen bestehen typischerwei-
se aus einer PAS-, einer GAF- und einer Phytochrom-Doméne, die als
Photosensoren unterschiedliche Wellenlangen des Lichts erkennen (Cheung &
Hendrickson, 2010).

Kinasedomanen

Kinasedomanen sind strukturell hoch konserviert, ihre Proteinsequenzen
weisen funf konservierte Motive auf, die aufgrund charakteristischer Amino-
sauren als H-, N-, D-, F- und G-Box bezeichnet wurden (Grebe & Stock, 1999).
Diese funf Motive sind auf die beiden Subdomanen HiskKA (,Histidin-Kinase A®)
und HATPase (,Histidin-Kinase-ahnliche ATPase®) verteilt.

Die HisKA-Subdomane beinhaltet die H-Box mit einem konservierten
Histidinrest, auf den die Phosphogruppe Ubertragen wird und der der
Namensgeber von HK ist. Dartber hinaus vermittelt die HisKA-Subdomane die
Bildung von Homodimeren mit einem zweiten HK-Protein und die spezifische
Interaktion mit einem korrespondierenden RR Uber dessen Empfangerdomane
(Capra et al., 2010). Die HATPase-Subdomane besteht aus den N-, D-, F- und
G-Box-Motiven, die die ATP-Bindetasche bilden. Die HATPase-Subdomane
hydrolysiert ATP und katalysiert die frans-Phosphorylierung des konservierten
Histidins der HisKA-Subdomane im HK-Dimer.
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1.1.2 Aufbau von Antwortregulatoren
Typische RR bestehen aus einer N-terminalen Empfangerdomane und
einer C-terminalen ,output“-Domane. Allerdings existieren auch RR, die nur aus

einer Empfangerdomane bestehen.

Empfangerdoménen

Empfangerdomanen sind Phosphoakzeptorproteine, deren (Ba)s-Struktur
mit alternierenden B-Faltblatt- und a-Helix-Strukturen in der Primarsequenz
hoch konserviert ist (Bourret, 2010). Die flinf parallelen B-Faltblatt-Strukturen
bilden dabei den Kern der Domane, die von fun& -Helices umgeben sind. Fur
die Phosphogruppen-Bindung an einen konservierten Aspartatrest werden
divalente Kationen, wie Mg2+ oder Mn?", bendtigt, welche durch zwei konser-
vierte Aspartatreste gebunden werden, die in unmittelbarer raumlichen Nahe
zueinander stehen (Bourret, 2010). Die Bindung der Phosphogruppe wird
zusatzlich Uber eine Interaktion mit zwei weiteren konservierten Aminosauren
Lysin und Serin bzw. Threonin stabilisiert. Die Phosphorylierung einer Empfan-
gerdomane geschieht entweder durch den Transfer der Phosphogruppe von der
korrespondierenden HK oder uber Autophosphorylierung durch kleine moleku-
lare Phosphodonoren, wie Acetylphosphat (Chamnongpol & Groisman, 2000).

,soutput“-Domanen

Ahnlich wie bei den sensorischen Doméanen von HK gibt es auch eine
grofRe Vielfalt an ,output‘-Doméanen in RR. Die weitaus grote Gruppe (66 %)
bilden dabei RR mit DNA-bindenden Domanen, die als Transkriptionsregu-
latoren fungieren (Galperin, 2006). 14 % der RR besitzen keine ,output®-
Domaéne, bestehen also nur aus einer Empfangerdomane, die entweder mit
anderen Proteinen interagieren oder als Akzeptorproteine von Phosphogruppen
in gestaffelten TCS-Relaissystemen fungieren (Galperin, 2006, Bourret, 2010).
Die restlichen 20 % der RR besitzen enzymatische bzw. Protein-, Liganden-
oder RNA-bindende Domanen (Galperin, 2006).

DNA-bindende Domanen von Transkriptionsregulatoren werden
aufgrund ihrer Struktur in unterschiedliche Klassen eingeordnet, die meist nach

einem prominenten Protein benannt wurden (Galperin, 2006). Die am haufig-
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sten vorkommenden DNA-Bindedomanen besitzen ein HTH-Motiv (,helix-turn-
helix®), von denen zwei unterschiedliche Formen existieren. Die NarL-ahnliche
Form besteht aus einem HTH-Motiv mit 3-4 a-Helices (Galperin, 2006, Baikalov
et al., 1996). Im Vergleich ist die OmpR-ahnliche Form leicht modifiziert und
besitzt zusatzlich 3-4 anti-parallele B-Faltblattstrukturen, die das ,geflugelte®
wHTH-Motiv (,winged-HTH®) bilden (Robinson et al., 2003). Eine weitere weit
verbreitete Klasse sind NtrC-ahnliche DNA-Bindedomanen, die neben der C-
terminalen Fis-Bindedomane eine AAA-ATPase-Domane besitzen. Weniger
haufig verbreitete DNA-Bindedomanen gehoren den LytR-, PrrA- oder YesN-
ahnlichen Klassen an, die eine LytTR-, eine Fis-, bzw. eine HTH_AraC-Domane
besitzen (Galperin, 2006). Nach der Dimerisierung der RR erfolgt die Bindung
der DNA-Bindedomanen an (semi-) palindromische DNA-Motive in den

Promotorregionen von Genen (Lacal et al., 2008, Stauff & Bassler, 2011).

Enzymatisch aktive ,output“-Domanen konnen die Funktion von
Methylesterasen, Diguanylatzyklasen (GGDEF), Phosphodiesterasen (EAL,
HD-GYP), Protein-Phosphatasen oder Histidinkinasen Ubernehmen (Galperin,
2006).

Neben den Protein-bindenden CheW- und TPR-Domanen wurden auch
Liganden-bindende Domanen wie PAS-, GAF- und PilZ-Domanen in RR
identifiziert, die an der Interaktion mit anderen Proteinen beteiligt sein kdnnen
(Galperin, 2006). RNA-bindende ANTAR-Domanen (,AmiR and NasR
transcription antitermination regulators®) sind weitverbreitet und regulieren die

Transkription von Genen (Galperin, 2006).

113 Mechanismen von Zwei-Komponenten-Systemen

Das Prinzip der Signaltransduktion von TCS beruht auf der Phosphory-
lierung der jeweiligen Komponenten. Das einfachste TCS besteht aus einer HK,
die eine sensorischen Domane und eine Kinasedomane enthalt, sowie einem
korrespondierenden RR, der neben einer Empfangerdoméane eine ,output®-
Domaéane besitzt (Abbildung 1A). Die Formierung von Homo-Dimeren der HK
und des RR sind essentiell fir den mechanistischen Ablauf der Signaltrans-

duktion, der in drei Schritten ablauft:
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(nach Stock ef al. 2000)

1.) Die sensorische Domane der HK empfangt einen intra- oder extra-
zelluldren Stimulus der eine Autophosphorylierungsreaktion in der Kinase-
domane auslost. Die HATPase -Subdoméane hydrolysiert dabei ATP, bei dem
y-Phosphat abgespalten und auf den konservierten Histidinrest in der HiskKA-

Subdomane in cis Ubertragen wird (Casino et al., 2009).

2.) Nach der Interaktion mit dem korrespondierenden RR findet ein
Phosphogruppentransfer von der HK zum konservierten Aspartatrest in der
Empfangerdomane des RR statt. Die Phosphorylierung des RR fuhrt zu einer
Konformationsanderung innerhalb der Empfangerdomane, wodurch die
Loutput“-Domane aktiviert wird, die eine zellulare Antwort auf den empfangenen
Stimulus auslést. Je nach ,output‘-Domane beeinflusst diese Antwort die
Expression von Genen uber DNA-Bindung, die Interaktion mit Proteinen oder

eine enzymatische Reaktion.

3.) In einer Dephosphorylierungsreaktion wird der RR regeneriert, indem
die Phosphogruppe hydrolytisch abgespalten wird. Die Phosphatase-Aktivitat
geht dabei entweder von der Empfangerdomane selbst, von einer weiteren HK
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oder einer separaten Phosphatase aus. Fur die Autophosphorylierung der HK,
den Phosphogruppentransfer von HK zu RR und die Dephosphorylierung des
RR werden jeweils divalente Kationen, wie Mg2+ oder Mn?*, als Kofaktoren
bendtigt (Stock et al., 2000).

In gestaffelten Phosphogruppen-Ubertragungen  (,Phosphorelays)
zeigen TCS einen komplizierteren Mechanismus auf (Abbildung 1B). Die
Wahrnehmung des Stimulus erfolgt Uber eine Hybrid-HK, die eine interne
Empfangerdomane enthalt. Danach wird die Kinasedomane autophosphoryliert
und die Phosphogruppe auf die interne Empfangerdomane transferiert. Uber
eine Histidin-Phosphotransferase (HPt) erfolgt die Ubertragung der
Phosphogruppe zum finalen RR, der eine zellulare Antwort Uber die ,output®-
Domane reguliert. Darlber hinaus existieren durchaus kompliziertere TCS, bei
denen eine HK mehrere korrespondierende RR bedient (,one-to-many®,
Abbildung 1C) oder bei der mehrere HK denselben RR (,many-to-one",
Abbildung 1D) besitzen (Stock et al., 2000). Diese Kreuzreaktionen erlauben
eine zellulare Antwort auf mehrere Stimuli bzw. mehrere zellulare Antworten auf
einen Stimulus (Stock et al., 2000).

114 Spezifitat von Zwei-Komponenten-Systemen

Kinase- und Empfangerdomanen von TCS sind strukturell stark
konserviert und unterscheiden sich in verschiedenen HK- bzw. RR-Proteinen
nur wenig voneinander. Bakterienzellen besitzen oft mehrere TCS, die raumlich
und zeitlich nebeneinander existieren und sowohl unterschiedliche als auch
ahnliche zellulare Prozesse steuern. Daher missen korrespondierende HK- und
RR-Proteine spezifisch zueinander sein, um sich gegenseitig zu erkennen und
um Kreuzkommunikationen (,cross-talk“) mit anderen Proteinen zu vermeiden
(Laub & Goulian, 2007). Als Kreuzkommunikationen werden Phosphogruppen-
Ubertragungen zwischen nicht-korrespondierenden HK und RR bezeichnet, die
haufig in vitro beobachtet werden und seltener in vivo auftreten (Laub &
Goulian, 2007). In der Zelle werden solche Kreuzkommunikationen durch
verschiedene Mechanismen verhindert. Diese sind beispielsweise, die Spezifitat
von HK und RR zueinander uber interagierende Aminosauren (Capra et al.,

2010), die Dephosphorylierung durch Phosphatasen (Laub & Goulian, 2007)
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oder die raumliche Trennung von konkurrierenden Proteinen (Laub & Goulian,
2007).

Kreuzkommunikationen durfen nicht mit Kreuzreaktionen von TCS-
Proteinen, wie ,many-to-one“ oder ,one-to-many“, verwechselt werden, an
denen mehrere HK bzw. RR beteiligt sind (Laub & Goulian, 2007). In
Kreuzreaktionen sind die entsprechenden HK und RR an der Regulation des
gleichen zellularen Prozesses beteiligt und dementsprechend spezifisch
zueinander (Laub & Goulian, 2007). Ein Beispiel fur eine ,one-to-many*
Kreuzreaktion zeigt das chemosensorische System (Che-System) von E. coli.
Hier wird die Chemotaxis Uber die Kommunikation von der HK CheA mit den
RR CheY und CheB reguliert (Djordjevic & Stock, 1998).

1.2 c-di-GMP Signalsysteme

c-di-GMP besteht aus zwei Guaninbasen, die Uber Ribose und Phosphat
zu einem kleinen RNA-Ring miteinander verbunden sind. Eine biologische
Bedeutung von c-di-GMP wurde zuerst 1987 von der Gruppe um Moshe
Benziman beschrieben (Ross et al., 1987), die gezeigt hat, dass c-di-GMP als
Aktivator der Zellulose-Synthase in Gluconacetobacter xylinus fungiert. Heute
ist c-di-GMP ein etablierter sekundarer Botenstoff, dessen Vorkommen sich,
nach heutigem Kenntnisstand, ausschlieRlich auf Bakterien beschrankt und dort
zentrale zellulare Prozesse steuert. Beispielsweise reguliert c-di-GMP den
Ubergang zwischen einer sessilen und mobilen Lebensweise in Enterobakterien
(Ryjenkov et al., 2006), den Zellzyklus in C. crescentus (Paul et al., 2004) und

die Virulenz in Vibrio cholerae (Tischler & Camilli, 2005).

1.21 Der Metabolismus von c-di-GMP

In Abbildung 2 ist das zentrale Dogma des c-di-GMP Metabolismus
dargestellt (Mills et al., 2011). Demnach werden zwei GTP von Diguanylat-
zyklasen (DGC), die aus einer GGDEF-Domane bestehen, zu c-di-GMP
generiert (Valla et al., 1989). Der Abbau von c-di-GMP zu pGpG erfolgt durch
Phosphodiesterasen (PDE), die entweder eine EAL- oder eine HD-GYP-
Domane enthalten (Hengge, 2009).
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Abbildung 2: Der c-di-GMP Metabolismus.

Diguanylatzyklasen mit GGDEF-Domanen (grun) synthetisieren c-di-GMP aus 2 GTP, der
Abbau von c¢c-di-GMP zu pGpG erfolgt durch Phosphodiesterasen mit EAL- bzw. HD-GYP-
Domanen (blau). Unterschiedliche Protein- und RNA-Motive sind als c-di-GMP-bindende
Rezeptoren (rot) bekannt. Modifiziert nach (Mills et al., 2011).

GGDEF-Doméanen wurden nach den konservierten Aminosauren des
aktiven Zentrums, der A-site (,Active-site“), benannt (Hecht & Newton, 1995)
und sind nur als Dimer enzymatisch aktiv (Chan et al., 2004). Dabei wird GTP
jeweils Uber die A-site eines Monomers gebunden. Durch die Dimerisierung der
GGDEF-Domanen werden die beiden GTP in raumliche Nahe zueinander
gebracht und Uber eine 3‘-5-Phosphodiesterreaktion, unter Abspaltung der B-
und y-Phosphate, wird die Formierung von c-di-GMP katalysiert (Chan et al.,
2004, Ross et al., 1991).

In der Literatur werden neben GGDEF zwei weitere katalytisch aktive
Motive (GGEEF und GGDEY) beschrieben (Chan et al., 2004, Levi et al., 2011).
Fir die A-site von PleD aus C. crescentus (G**®*GEEF) konnte gezeigt werden,
dass die Konservierung der Aminosauren G368, G369 und E371 wichtig fur die
Bindung von GTP und die Konservierung von E370 essentiell fur die
katalytische Funktion der DGC ist (Chan et al., 2004).

Neben der A-site besitzen GGDEF-Domanen oft ein zweites
konserviertes Motiv (RxxD), die I-site (,Inhibitory-site“) (Christen et al., 2006).
Uber die Bindung eines c-di-GMP-Dimers an die |-site wird die Aktivitat der
DGC allosterisch inhibiert (Chan et al., 2004). In PleD wird die Bindung von c-
di-GMP Uber zwei zusatzliche Argininreste (R390 und R178) unterstutzt (Chan
et al., 2004), die als sekundare I-site bezeichnet werden. Die Aminosauren der

sekundaren I-site von PleD befinden sich in der GGDEF-Domane und der N-

15



EINLEITUNG

terminal angrenzenden Pseudoempfangerdomane (Chan et al., 2004). PleD
reguliert den Abbau des Flagellenproteins FliF und beeinflusst damit den
Zellzyklus in C. crescentus (Aldridge & Jenal, 1999). Neben PleD sind weitere
DGC an der Regulation von essentiellen zellularen Prozessen beteiligt. Der
Antwortregulator (RR) WspR besitzt eine GGDEF-Domane und ist Teil eines
chemosensorischen Systems, das die Ausbildung von Biofilmen in
P. aeruginosa reguliert (Hickman et al., 2005). AdrA von S. typhimurium ist eine
DGC mit Transmembranhelices und an der interzellularen Adhasion beteiligt
(Rémling et al., 2000).

Ahnlich wie bei GGDEF-Domanen sind die Namen von EAL- bzw. HD-
GYP-Domanen auf die konservierten Motive im katalytisch-aktiven Zentrum der
jeweiligen Phosphodiesterase (PDE) zuriuckzufihren. Beide PDE zeigen keine
Homologien zueinander und sind daher konvergenten evolutionaren Urspungs
(Galperin et al., 2001). Wahrend EAL-Domanenproteine Teil einer neuen
Proteinfamilie sind, bilden HD-GYP-Domanenproteine eine Unterfamilie der HD-
Superfamilie von Metall-abhangigen Phosphohydrolasen (Galperin et al., 2001),
der auch die ppGpp-Synthasen RelA und SpoT angehdren (Magnusson et al.,
2005).

EAL- und HD-GYP-Domanen mit katalytisch-aktivem Zentrum kénnen c-
di-GMP binden und zu pGpG hydrolysieren. In EAL-Domanen konnten neben
dem EAL-Motiv noch neun weitere konservierte Aminosauren identifiziert
werden, die fir die katalytische Aktivitat der PDE essentiell sind (Tchigvintsev et
al., 2010). Fur HD-GYP-Domanen sind neben dem GYP-Motiv des aktiven
Zentrums keine weiteren Aminosaurereste bekannt, die essentiell fur die
Bindung von c-di-GMP oder dessen katalytische Spaltung sind. In der Literatur
sind einige PDE beschrieben, denen eine Funktion in unterschiedlichen
zellularen Prozessen zugeschrieben wird. Die PDE VieA mit EAL-Domane aus
V. cholerae reguliert die intrazellulare c-di-GMP Konzentration und ist indirekt
an der Aktivierung der Expression des Choleratoxins und an der Repression der
Transkription der Exopolysaccharidgene vps beteiligt (Tischler & Camilli, 2005).
Eine weitere PDE mit EAL-Domane ist YhjH, die in Enterobakterien konserviert
vorliegt und die flagellare Bewegung beeinflusst (Ryjenkov et al., 2006). Das
HD-GYP-Domanenprotein RpfG von Xanthomonas campestris ist an der
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Regulation von Exopolysacchariden und Virulenzfaktoren beteiligt (Slater et al.,
2000).

1.2.2 c-di-GMP-bindende Rezeptoren
Neben den bereits erwahnten metabolisierenden Proteinen existieren

c-di-GMP-bindende Rezeptoren, die Proteine und RNA-Molekile umfassen
(Hengge, 2010).

PilZ-Domanen wurden aufgrund ihres Einflusses auf die Ausbildung von
Typ-IV-Pili in P. aeruginosa (,pilus protein Z“) benannt (Alm et al., 1996) und
sind die am besten studierten c-di-GMP-bindenden Rezeptoren bzw. Effektor-
proteine. PilZ-Domanen treten als Einzeldomanenproteine auf oder sind
Bestandteil von Multidomanenproteinen, die z.T. auch GGDEF- und EAL-
Domaéanen enthalten (Amikam & Galperin, 2006). Die Bindung von c-di-GMP am
N-Terminus von PilZ erfolgt Uber zwei Aminosaure-Motive (RxxxR und
D/NxSxxG) und fuhrt zu einer Konformationsanderung im C-terminalen Bereich
der Domane (Guzzo et al., 2009, Shin et al., 2010), die Voraussetzung fur eine
Protein-Protein Interaktion ist. So interagiert beispielsweise YcgR, ein PilZ-
Domaéanenprotein aus Enterobakterien, in c-di-GMP-gebundener Form mit
Proteinen des Flagellenmotors, um dessen Rotation zu stéren und damit eine
Fortbewegung der Zelle zu verhindern (Bohm et al., 2010, Paul et al., 2010).
Daruber hinaus steuern PilZ-Domanen, in Abhangigkeit ihrer c-di-GMP-
Bindung, in diversen Bakterien die Biosynthese von extrazellularen Matrixkom-
ponenten, wie Zellulose und Alginat (Zogaj et al., 2001, Merighi et al., 2007).

Eine weitere Gruppe von c-di-GMP-Effektorproteinen sind degenerierte
GGDEF- und EAL-Domanen. Der RR PopA aus C. crescentus besitzt eine
GGDEF-Domane mit degenerierter A-site und intakter I-site (Duerig et al.,
2009). Folglich ist PopA katalytisch inaktiv, behalt aber die Fahigkeit, c-di-GMP
zu binden. Wie PleD ist PopA an der Regulation des Zellzyklus in C. crescentus
beteiligt, indem es hilft, den Inhibitor der Replikationsinitiierung CtrA polar in der
Zelle zu lokalisieren (Duerig et al., 2009). Das Membranprotein LapD von
Pseudomonas fluorescens ist vermutlich in der Lokalisierung des Adhesins
LapA involviert und besitzt u. a. eine GGDEF-Domane mit degenerierter |- und

A-site sowie eine degenerierte EAL-Domane (Newell et al., 2009). Die Bindung
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von c-di-GMP erfolgt Uuber die EAL-Domane, die wie die GGDEF-Domane
katalytisch inaktiv ist (Newell et al., 2009).

Neben Protein-Protein Interaktionen kénnen c-di-GMP Effektoren auch
die Genexpression regulieren. In P. aeruginosa wurden zwei strukturell
unterschiedliche Transkriptionsfaktoren identifiziert, die die Expression von
Genen fur die Exopolysaccharid-Synthese regulieren (Lee et al., 2007, Hickman
& Harwood, 2008). Zusatzlich wurde in Xanthomonas axonopodis der
Transkriptionsfaktor ,Clp“ identifiziert, der zur CRP-Familie gehort, aber c-di-
GMP anstelle von cAMP bindet (Leduc & Roberts, 2009). Im Gegensatz zu
anderen CRP-Transkriptionsfaktoren fungiert Clp als Repressor von Virulenz-
genen, der durch die Bindung von c-di-GMP inaktiviert wird (Leduc & Roberts,
2009).

Die Aktivierung oder Repression von Genen kann durch direkte Bindung
von c-di-GMP an spezifische RNA-Motive reguliert werden, von denen bislang
zwei unterschiedliche Strukturen identifiziert wurden (Sudarsan et al., 2008, Lee
et al., 2010). Die erste Struktur, das GEMM-Motiv (,genes for environment,
membranes and motility“), lokalisiert in der untranslatierten Region am 5°-Ende
(5°'UTR) der mRNA und ist in vielen Bakterien-Spezies konserviert (Weinberg et
al., 2007). Dieses Motiv kann c-di-GMP spezifisch binden, wodurch sich die
Sekundarstruktur der RNA verandert. Durch diese Veranderung wird die Shine-
Dalgarno-Sequenz (RBS) fur die Bindung des Ribosoms entweder freigesetzt
oder blockiert, und somit die Translation der mRNA reguliert (Sudarsan et al.,
2008). Das zweite Struktur-Motiv (c-di-GMP-Il Aptamer) wurde in der 5’UTR von
Clostridium difficile identifiziert und kommt hauptsachlich in Gram-positiven
Bakterien und vereinzelt in Archaen vor (Lee et al., 2010). In dieser Studie
wurde gezeigt, dass die Expression von Genen durch das c-di-GMP-Il Aptamer
translationell Gber die RBS und transkriptionell Gber Termination/Antitermination
reguliert wird (Lee et al., 2010).
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1.3 Signalsysteme in Myxococcus xanthus

Myxobakterien sind phylogenetisch in die Klasse der &-Proteobakterien
unter der Ordnung Myxococcales eingegliedert und finden vorallem durch ihr
soziales Verhalten wissenschaftliche Beachtung (Sproer et al., 1999). Ein
Groldteil der Myxobakterien durchlebt einen komplexen Lebenszyklus, in dem
abwechselnd die Stadien des vegetativen Zellwachstums und der Sporen-
differenzierung durchlaufen werden (Beebe, 1941). Der Modellorganismus flr
Myxobakterien-betreffende Studien ist M. xanthus, ein in den aeroben Boden-
schichten lebendes Stabchenbakterium, das sich rauberisch ernahrt. Die Jagd
auf andere Mikroorganismen erfolgt in Zellgruppen, die sich gleitend Uber
Oberflachen fortbewegen und lytische Enzyme, wie Proteasen und Lipasen,
sowie Antibiotika sekretieren (Dworkin, 1996, Rosenberg et al., 1973). Nach der
Erschopfung der Nahrstoffquelle leitet M. xanthus ein Entwicklungsprogramm
ein, in dem vegetative Zellen zu multizellularen Fruchtkérpern aggregieren, in
denen die Bakterien zu Myxosporen differenzieren. Myxosporen sind die
Uberdauerungsformen von M. xanthus, in denen extreme Umweltbedingungen,
wie Temperaturstress, Uberdauert werden konnen. Der kontrollierte Ablauf
dieses zellularen Prozesses im Lebenszyklus von M. xanthus wird durch
diverse Signalsysteme koordiniert, die sich in der Vielfalt der mechanistischen

Prinzipien unterscheiden.

Das Entwicklungsprogramm wird durch den sekundaren Botenstoff
ppGpp eingeleitet (Singer & Kaiser, 1995). Zusatzlich sind Genregulationen
durch Transkriptions- bzw. alternative o-Faktoren an diesem Prozess beteiligt
(Kroos, 2007). Der korrekte zeitliche Ablauf der Fruchtkorperbildung wird Uber
Phosphogruppentransfers durch Serin-/Threonin-Kinasen (Nariya & Inouye,
2006) und TCS (Garza et al., 1998, Higgs et al., 2005, Rasmussen & Sggaard-
Andersen, 2003, Rasmussen et al., 2006) kontrolliert.

Um die Ausbildung dieser multizellularen Fruchtkorper zu koordinieren,
kommunizieren die Zellen durch die interzellulare Signale A und C miteinander
(Hagen et al., 1978). Das A-Signal ist ein Gemisch aus Aminosauren und
Peptiden (Plamann et al., 1992, Kuspa et al., 1992), die sekretiert und von
umgebenden Zellen wahrgenommen werden konnen, wodurch intrazellulare

Signalkaskaden in diesen Zellen aktiviert werden (Bowden & Kaplan, 1996).
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Das C-Signal ist ein Protein auf der auReren Membran, das die Interaktion mit
einem Rezeptor auf einer benachbarten Zelle vermittelt und dadurch zellulare
Prozesse im Entwicklungsprogramm aktiviert und koordiniert (Kroos et al.,
1988, Segaard-Andersen et al., 1996).

Die Ausfuhrung von periodischen Richtungswechseln ist essentiell fur die
Zellbewegung und das Entwicklungsprogramm von M. xanthus. Diese
Richtungswechsel werden durch das Frz-System kontrolliert. Das Frz-System
ist ein chemosensorisches System, das Homologien zum Che-System von
E. coli zeigt (Blackhart & Zusman, 1985, McBride et al., 1989). Neben dem Frz-
System besitzt M. xanthus sieben weitere chemosensorische Systeme, die sich

voneinander in Architektur und Funktion unterscheiden (Zusman et al., 2007).

Klassische chemosensorische Systeme, wie das Che-System in E. coli,
bestehen aus einem Methyl-akzeptierenden chemosensorischen Protein
(MCP), einem Adapterprotein (CheW), einer HK (CheA) und einem RR (CheY).
Weitere Bestandteile sind eine Methyltransferase (CheR), eine Methylesterase
(CheB) und eine Phosphatase (CheC), die jedoch nicht in allen Systemen
auftreten. MCP, CheW und CheA bilden einen Komplex, wobei die chemosen-
sorischen Systeme Uber den Methylierungszustand des MCP ihre Sensitivitat
gegenuber Stimuli steuern konnen (Borkovich et al., 1992). Wird ein Stimulus
erkannt, erfolgt die Autophosphorylierung der HK CheA und die Signaltrans-
duktion zum RR CheY, der eine Zellreaktion auslost.

M. xanthus besitzt 272 TCS-Proteine, die nicht Teil der acht
chemosensorischen Systeme sind (Shi et al., 2008). Aufgrund ihrer genetischen
Anordnung konnen die Proteine in drei unterschiedliche Klassen eingeteilt
werden (Shi et al., 2008): 1.) Die Gene von HK und RR kodieren hintereinander
in gleicher Transkriptionsrichtung in einem Operon. 2.) In komplexen Anord-
nungen sind benachbarte Gene eingeteilt, die unabhangig von ihrer transkrip-
tionellen Ausrichtung fir zwei oder mehr RR, zwei oder mehr HK und mehr als
zwei RR/HK kodieren. 3.) Die Gene von HK oder RR kodieren verwaist
(-orphan®), d. h. getrennt von ihrem korrespondierenden Partner, im Genom.
Wahrend 55 % der TCS-Proteine genetisch verwaist angeordnet sind, sind nur
29 % bzw. 16 % in einem Operon bzw. einem komplexen Gencluster organisiert
(Shi et al., 2008).
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1.4 Die Bewegungssysteme von M. xanthus

Die gleitende Bewegung uber Oberflachen wird in M. xanthus durch zwei
unabhangige, aber synergetisch-arbeitende Motorsysteme angetrieben
(Leonardy et al., 2008). Der A-Motor (,adventurous®) erlaubt es einzelnen
Zellen, sich individuell fortzubewegen (A-Bewegung), wahrend der S-Motor
(,social) die Bewegung von Zellgruppen (S-Bewegung) vorantreibt (Kaiser,
1979).

1.4.1 Der A-Motor

Der A-Motor, der die individuelle Zellbewegung ausfuhrt, wird von einem
Protonengradienten durch fokale Adhasionskomplexe (FAC) angetrieben (Nan
et al., 2011, Mignot et al., 2005). FAC sind multimere Proteinkomplexe, die
spiralférmig Uber den Zellkorper verteilt sind und wahrend der rotierenden
Vorwartsbewegung zum hinteren Zellpol wandern (Mignot et al., 2005, Nan et
al., 2011, Sun et al., 2011). Nach dem aktuellen Modell stellen die Kompo-
nenten des A-Motors eine direkte oder indirekte Verbindung zwischen dem
Substrat und dem Zytoskelett her, um die rotierende Bewegung auszufuhren
(Sun et al., 2011). Bisher konnten allerdings nur wenige Komponenten

identifiziert werden.

Zusatzlich zu dem in 1.3 beschriebenen chemosensorischen Frz-
System, sind zwei verwaiste RR an der korrekten Ausflihrung der A-Bewegung
beteiligt. Der Pseudo-RR AglZ interagiert sowohl mit FrzCD (Mauriello et al.,
2009), dem MCP des Frz-Systems in M. xanthus, als auch mit den
Motorkomplexen des A-Systems (Nan et al., 2010, Mignot et al., 2007). Neben
der Pseudo-Empfangerdomane, der wichtige Aminosauren fur eine Phosphory-
lierung fehlen, besteht AglZ aus einer verlangerten ,output“-Domane mit einer
,coiled coil“-Struktur, die Interaktionen zwischen Proteinen vermittelt (Yang et
al., 2004). RomR st ein klassischer RR der eine Empfangerdomane mit
konserviertem Aspartat und einer ,output“Domane besitzt, die eine Prolin-
reiche und eine Glutamat-reiche Region enthalt (Leonardy et al., 2007). Die
Loutput“-Domane ist essentiell fir die polare Lokalisierung von RomR, wahrend
der Phosphorylierungszustand der Empfangerdomane die Frequenz der

Richtungswechsel der Zellen beeinflusst (Leonardy et al.,, 2007). Eine
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korrespondierende HK wurde bisher nicht identifiziert, es wird jedoch vermutet,
dass RomR direkt oder indirekt durch das Frz-System phosphoryliert wird
(Leonardy et al., 2008).

1.4.2 Der S-Motor

Typ-IV-Pili (T4P) treiben den S-Motor an, der die Fortbewegung von
Zellgruppen vermittelt (Wu & Kaiser, 1995). Der T4P-Apparat lokalisiert unipolar
am vorderen Zellpol und besitzt durchschnittlich neun T4P pro Zelle (Jakovljevic
et al., 2008). Der Mechanismus des S-Motors lasst sich in drei Phasen
einteilen: die T4P-Verlangerung, die Anhaftung der T4P an ein Substrat und die
T4P-Verklrzung. Durch eine periodische Wiederholung der drei Phasen ziehen
T4P den Zellkorper in Richtung seiner Langsachse vorwarts. Das Filament
eines T4P besteht aus vielen PilA-Monomeren, die durch die ATPase PilB
wahrend der Verlangerungsphase polymerisiert werden (Bulyha et al., 2009,
Wu et al., 1997). Fir die Verkurzung des Pilusfilaments ist eine weitere
ATPase, PilT, essentiell (Jakovljevic et al., 2008). Die weiteren strukturellen
Komponenten des T4P-Apparats zeigen Homologien zu T4P-Systemen anderer

Bakterien, wie P. aeruginosa oder Neisseria gonorrhoeae (Darzins, 1994).

Uber die Regulation der Gene des S-Motors ist nur wenig bekannt. Die
Expression von pilA wird durch den RR PilR aktiviert und durch die HK PilS
inhibiert (Wu & Kaiser, 1997). Weitere regulatorische Proteine, die die S-
Bewegung indirekt beeinflussen, werden in 1.5.4 beschrieben.
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1.5 Das Lipopolysaccharid O-Antigen und die extrazellulare Matrix

Neben dem S-Motor sind zwei weitere zellulare Strukturen fir die
korrekte Ausfuhrung der S-Bewegung essentiell: 1.) das O-Antigen der Lipo-
polysaccharide (LPS) und 2.) die Exopolysaccharide (EPS) der extrazellularen
Matrix (ECM). Ein weiterer Bestandteil der ECM neben EPS sind Proteine, die
im gleichen Anteilsverhaltnis (1:1) zueinander stehen (Behmlander & Dworkin,
1994). Eine direkte Beteiligung von Matrixproteinen an der S-Bewegung konnte

bislang nicht nachgewiesen werden.

1.51 LPS O-Antigen

Das O-Antigen der Lipopolysaccharide (LPS) aus der aul3eren Zellmem-
bran beeinflusst die S-Bewegung durch einen noch unbekannten Mechanismus
(Bowden & Kaplan, 1998). Die Bestandteile des LPS O-Antigen von M. xanthus
sind Glukose, Galaktosamin und 6-O-Methylgalaktosamin (MacLean et al.,
2007), wahrend das gesamte LPS zusatzlich aus Mannose, Rhamnose, Arabi-
nose, Xylose, Glukosamin, 2-Keto-3-Deoxyoktulosonsaure und 3-O-Methyl-
pentose besteht (Yang et al., 2008).

1.5.2 Exopolysaccharide

Exopolysaccharide (EPS) sind die zweite essentielle Struktur fur eine
korrekte S-Bewegung. EPS sind ein Bestandteil der ECM, die den Zellkorper
umhdallt. Der strukturelle Aufbau der EPS ist bisher unbekannt, allerdings
wurden Monosaccharid-Bestandteile identifiziert, die sich aus Galaktose,
Glukosamin, Glukose, Rhamnose und Xylose zusammensetzen (Behmlander &
Dworkin, 1994). Die Synthese der EPS erfolgt durch enzymatische Proteine,
wie Glykosyltransferasen oder Glukonasen, die genetisch in den eps- und eas-
Loci kodieren (Lu et al., 2005). Wahrend der S-Bewegung dienen EPS als
bevorzugte Oberflachenstrukturen fur die Anhaftung von T4P (Hu et al., 2012)
und vermutlich stimuliert die T4P-Anhaftung die Synthese von EPS, die durch
das chemosensorische Dif-System reguliert wird (Black et al., 2006, Yang et al.,
2000).
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Das Dif-System besteht aus funf Proteinen: einem MCP (DifA), einem
CheW-Adapter (DifC), einer CheA-HK (DifE), einem CheY-RR ohne ,output®-
Domane (DifD) und einer CheC-Phosphatase (DifG) (Yang et al., 1998). DifA,
DifC und DifE bilden den Kernkomplex des Dif-Systems, der die Synthese von
EPS stimuliert (Yang et al., 1998). Im Gegensatz dazu sind DifD und DifG
Inhibitoren der EPS-Synthese (Black & Yang, 2004), wobei DifD als Phosphat-
senke von DifE fungiert und von DifG wieder regeneriert wird (Black et al.,
2010). Es wird vermutet, dass DifE mindestens einen weiteren RR aktiviert, der
die Expression der eps-/eas-Gene steuert und so die Synthese und den
Transport von EPS reguliert (Black & Yang, 2004, Mauriello et al., 2010).

1.5.3 Das Matrixprotein FibA

In einer chromatographischen und massenspektrometrischen
Untersuchung von isoliertem ECM-Material wurden 13 Proteine identifiziert, die
mit der ECM assoziiert werden und deren Struktur und Funktion groftenteils
unbekannt sind (Curtis et al., 2007). Zwei Proteine sind homolog zu Zink-
Metalloproteasen, von denen nur FibA naher untersucht wurde (Kearns et al.,
2002).

FibA besitzt neben der Proteasedomane und einem N-terminalen
Signalpeptid zusatzlich ein N-terminales Propeptid und zwei C-terminale Pro-
Peptidasedomanen (Kearns et al., 2002). Das N-terminale Propeptid besitzt die
Funktion eines intramolekularen Chaperons, das die Proteaseaktivitat hemmt
und den Export von FibA stimuliert (Kearns et al., 2002). Nach dem Protein-
export wird die Proteasedomane in einem selbststandigen Prozess von dem
Propeptid und den Pro-Peptidasedomanen abgespalten, wodurch FibA aktiviert
wird (Kearns et al., 2002).

In vegetativen Zellen ist FibA als Teil der ECM an der Zelloberflache
exponiert und wird wahrend der Sporendifferenzierung im Sporenmantel
angereichert (McCleary et al., 1991, Lee et al., 2011). Uberraschenderweise
zeigte eine fibA-Mutante weder einen Defekt im Aufbau der ECM noch in der
Bewegungsfahigkeit oder in der Ausbildung von lebensfahigen Sporen (Kearns
et al.,, 2002, Lee et al., 2011). Allerdings zeigte die fibA-Mutante eine leichte

Storung in der Fruchtkorperbildung wahrend des Entwicklungszyklus, die
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vermutlich auf einen Defekt in der Lipid-Chemotaxis zurickzufuhren ist (Kearns
et al., 2002). Lipide sind chemische Lockstoffe fir M. xanthus und werden durch
die Lyse von bakteriellen Zellen freigesetzt (Kearns & Shimkets, 1998). Durch
die Sekretion von lytischen Enzymen durch M. xanthus-Zellen wahrend der
Jagd wird die Zellmembran von Beutebakterien perforiert und deren Lipide
freigesetzt (Rosenberg et al., 1973, Bonner & Shimkets, 2006). Auch im frihen
Entwicklungsprogramm, in dem ein Grofdteil der Population geopfert wird, um
Nahrstoffe flr die sporulierenden Zellen bereitzustellen (Wireman & Dworkin,
1975, Nariya & Inouye, 2008), dienen die eigenen Membranlipide als Lockstoffe
fur M. xanthus (Bonner & Shimkets, 2006). M. xanthus besitzt im Vergleich zu
anderen Bakterien eine spezielle Form von Membranlipiden, die sich in der
Struktur der Lipide und Kettenlange der Fettsduren unterscheiden (Kearns et
al., 2001, Bonner & Shimkets, 2006). Die Sensitivitat gegentber M. xanthus-
eigenen Lipiden ist abhangig von FibA, von dem eine sensorische Funktion
wahrend der Lipid-Chemotaxis im frihen Entwicklungszyklus vermutet wird
(Bonner & Shimkets, 2006). An der Regulation der Lipid-Chemotaxis ist das
chemosensorische Dif-System beteiligt, das wahrend des Entwicklungspro-
gramms Uber FibA stimuliert wird (Bonner et al., 2005). Fur die Stimulierung der
Lipid-Chemotaxis wahrend der Beutejagd wird auRerdem ein weiterer, noch

unbekannter Sensor vermutet (Bonner & Shimkets, 2006).

1.54 Regulatorische Proteine der extrazellularen Matrix

Die Zusammenstellung der ECM wird nicht ausschlielich durch das Dif-
System reguliert, es wurden zusatzliche Proteine identifiziert, die Einfluss auf
die Synthese von EPS und Matrixproteinen nehmen. Stellvertretend fur das
Vorhandensein von weiteren Matrixproteinen wurde die Akkumulierung von

FibA in unterschiedlichen Mutanten untersucht.

Der Pseudo-RR FrzS stimuliert die EPS-Synthese und besitzt eine
verlangerte ,output“-Domane mit einer ,coiled-coil“-Struktur, die eine Interaktion
mit anderen Proteinen vermuten lasst (Berleman et al., 2011, Ward et al.,
2000). FrzS lokalisiert vornehmlich am vorderen piliierten Zellpol in Abhan-

gigkeit vom Frz-System (Mignot et al., 2005). Bisher wurden keine Interaktions-
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partner identifiziert, so dass die Funktion von FrzS in der EPS-Synthese unbe-
kannt ist.

Die zwei NtrC-ahnlichen Transkriptionsregulatoren Nla24 und Nla19 sind
essentiell fur eine korrekte EPS-Synthese (Caberoy et al., 2003). Beide
Proteine besitzen eine Empfangerdomane, die durch eine HK aktiviert wird, und
eine DNA-Bindedoméne, die typischerweise an der Transkription mit o>*-
Faktoren beteiligt ist (Caberoy et al., 2003). Nla24 stimuliert die Synthese von
EPS und kodiert im eps-Gencluster (Lu et al., 2005, Lancero et al., 2004). Eine
direkte transkriptionelle Aktivierung der eps-Gene wurde bisher nicht nachge-
wiesen und die korrespondierende HK ist unbekannt. Im Gegensatz zu Nla24
ist Nla19 ein Inhibitor der EPS-Synthese, dessen Zielgene unbekannt sind und
der moglicherweise durch das Dif-System aktiviert wird (Lancero et al., 2005).
Neben einer Zwei-Hybrid-Studie fehlt jedoch ein zusatzlicher experimenteller

Nachweis flr eine Interaktion zwischen DifE und Nla19 (Lancero et al., 2005).

DigR (,Defective in gliding Response regulator) ist ein RR mit einer
DNA-Bindedomane der Xre-Familie von Transkriptionsregulatoren, der die
EPS-Synthese inhibiert (Overgaard et al., 2006). Eine AdigR-Deletionsmutante
zeigte neben einem erhohten EPS-Anteil einen Defekt in der Akkumulierung
von FibA in der ECM (Overgaard et al., 2006). Im Gegensatz dazu zeigt die
difD-Insertionsmutante, die ebenfalls die EPS-Synthese inhibiert, keinen Defekt
in der FibA-Akkumulierung (Black & Yang, 2004). Vergleichende Transkriptom-
Studien zwischen AdigR- und Wildtyp-Zellen zeigten, dass die eps- und dif-
Gene in beiden Stammen nicht signifikant unterschiedlich reguliert werden und
somit eine direkte Regulation der EPS-Synthese durch DigR ausgeschlossen
werden kann (Overgaard et al., 2006). Unter den 118 signifikant regulierten
Genen wird die Expression von vier ECF-Sigmafaktoren differentiell reguliert
(Overgaard et al., 2006). ECF-Sigmafaktoren regulieren die Expression von
Proteinen mit extrazytoplasmatischer Funktion, die u. a. am Aufbau der
Zellhllle beteiligt sein kdnnen (Missiakas & Raina, 1998). Zusatzlich wird FibA
in der AdigR-Mutante stark reduziert exprimiert (Overgaard et al., 2006). Um die
direkte Regulation von fibA durch DigR zu testen, wurden erste Untersu-
chungen durchgefuihrt (Zhang, 2005).
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2 Ergebnisse

Um die Bewegungsfahigkeit von M. xanthus besser zu verstehen, wurde
in einer Mutagenese-Studie nach neuen Genen gesucht, die fur die S-
Bewegung essentiell sind (Youderian & Hartzell, 2006). Neben einer Reihe von
bereits bekannten Genen (u.a. mgIB, pilA, epsD und frzS) wurden 31 neue
Gene identifiziert, die die S-Bewegung beeinflussen. Drei dieser Gene kodieren
fur TCS-Proteine: zwei RR SgnC (MXANG6627) und SgmW bzw. DigR
(MXANS5592) sowie die HK SgmT (MXAN4640) (Youderian & Hartzell, 2006).
SgmT (,Social gliding motility protein T) ist bis heute die einzige HK aul3erhalb
eines chemosensorischen Regulationssystems, die die Bewegungsfahigkeit von
M. xanthus beeinflusst. Im ersten Teil dieser Arbeit galt mein besonderes
Interesse der Charakterisierung von SgmT, der ldentifizierung des korrespon-
dierenden RR sowie der Untersuchung der physiologischen Funktion von
SgmT.

Im zweiten Teil setzt sich meine Arbeit mit dem sekundaren Botenstoff
c-di-GMP und dessen Einfluss auf das Verhalten von M. xanthus auseinander.
Die Erforschung von c-di-GMP hat in den letzten Jahren erheblich dazu
beigetragen, komplexe zellulare und regulatorische Prozesse von Bakterien zu
verstehen. Besonders dessen Einfluss auf die Zellbewegung, die Biofilm-
bildung, den Zellzyklus und die Virulenz sind Gegenstand aktueller Studien.
Das ubiquitare Auftreten von c-di-GMP und die starke Konservierung von c-di-
GMP-beeinflussenden und -abhangigen Proteinen in Bakterien weckte mein

Interesse, dessen Einfluss in M. xanthus zu untersuchen.

2.1 Die Charakterisierung der Histidinkinase SgmT
211 AsgmT hat einen S-Bewegungsdefekt

Vom Wildtyp abweichende Phanotypen von Insertionsmutanten kdénnen
zum einen auf die Genunterbrechung selbst oder zum anderen auf polare
Effekte im genetischen Kontext zuruckzufuhren sein. Um den von Youderian
und Hartzell beschriebenen S-Bewegungsdefekt der sgmT-Insertionsmutante
zu uUberprufen (Youderian & Hartzell, 2006), wurde eine AsgmT-Deletions-
mutante (SA3502), wie in 4.3.8 beschrieben, generiert und phanotypisch
untersucht. Vergleicht man die Koloniemorphologien des Wildtyps (DK1622) mit

27



ERGEBNISSE

AsgmT nach drei bis vier Tagen Wachstum auf CTT-Agar, lassen sich bereits
erste starke Unterschiede erkennen (nicht dargestellt). Wahrend Wildtypzellen
leuchtend-gelbe Kolonien im Durchmesser von 5-10 mm bilden, sind die
Kolonien von AsgmT mit 1-2 mm Durchmesser verhaltnismaRig klein und
braunlich. In der Komplementationsmutante SA3503 (AsgmT/sgmT+), bei der
sgmT mit seinem mutmallichen Promotor in die ,phage Mx8 attB-site“ von
SA3502 (AsgmT), wie in 4.3.8 beschrieben, integriert wurde, konnte der
Wildtyp-Phanotyp wieder hergestellt werden.

Abbildung 3 zeigt die Bewegungsstudie von SA3502 (AsgmT) und
seinem Komplementationsstamm SA3503 (AsgmT/sgmT+), die wie in 4.2.3
beschrieben durchgefuhrt wurde. In Abbildung 3A wurden die Stamme auf einer
0,5 %igen Agaroberflache auf einen S-Bewegungsdefekt hin untersucht. Im
Wildtypstamm (DK1622) bewegen sich die Zellen distal fort und bilden dabei die
charakteristische strahlenformige Kolonierandmorphologie. Der Kolonierand
von SA3502 (AsgmT) weist eine glatte Morphologie auf, dem die typischen
Strahlen (,flares®) fehlen. Demnach bestatigt SA3502 (AsgmT) den zuvor in der
Insertionsmutante entdeckten S-Bewegungsdefekt. SA3503 (AsgmT/sgmT+)
bewegt sich wie DK1622 (Wildtyp) distal strahlenformig fort und kann den S-
Bewegungsdefekt von SA3502 (AsgmT) kompensieren. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass sgmT ein essentielles Gen fur die S-Bewegung in
M. xanthus ist. Die A-Bewegungsfahigkeit von SA3502 A sgmT) und SA3503
(AsgmT/sgmT+) wurde in Abbildung 3B dokumentiert. Betrachtet man den
Rand der Kolonien, so sind in SA3502 (AsgmT) vergleichbar mit DK1622
(Wildtyp) und SA3503 (AsgmT/sgmT+) vereinzelte Zellen sichtbar. Somit wurde
die A-Bewegung durch die Deletion von sgmT nicht beeintrachtigt.
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Abbildung 3: Bewegungsstudie der Deletionsmutante AsgmT (SA3502).

Die Bewegungsstudie wurde an folgenden Stdmmen von M. xanthus durchgefihrt: Wildtyp
(DK1622), die A-Bewegungsmutante (DK1217), die S-Bewegungsmutante (DK1300), AsgmT
(SA3502) und die Komplementationsmutante (SA3503). Langenstandards sind jeweils rechts
von jeder Zeile angegeben. (A) Kolonie- und Kolonieranduntersuchungen auf 0,5 % Agar zur
Uberpriifung der S-Bewegungsfahigkeit. (B) Kolonieranduntersuchungen auf 1,5 % Agar zur
Uberpriifung der A-Bewegungsfahigkeit.

21.2 SgmT beeinflusst den Aufbau der extrazellularen Matrix

Um die Ursache fur den S-Bewegungsdefekt von SA3502 (AsgmT) zu
ermitteln, wurde die Mutante auf Defekte im Aufbau von Typ-IV-Pili (T4P), in der
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (ECM) und in der Akkumulierung

des Lipopolysaccharid (LPS) O-Antigens hin untersucht.

Um das Vorhandensein von T4P in SA3502 (AsgmT) an den Zellpolen
zu analysieren, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen, wie in 4.5.2
beschrieben, angefertigt. Abbildung 4A zeigt, dass SA3502 (AsgmT) wie
DK1622 (Wildtyp) unipolare T4P ausbildet, die als filamentare Anhange am
Zellpol zu erkennen sind. Die S-Bewegungsmutante DK10410 (ApilA) dient als
nicht-piliierter Kontrollstamm. PilA ist die Hauptuntereinheit des Pilusfilaments
und daher essentiell fur dessen Aufbau (Wu & Kaiser, 1997). Parallel dazu
wurde ein Protein-Immunblot mit Antikdrpern gegen PilA, wie in 4.4.3

beschrieben, angefertigt, der in Abbildung 4B dargestellt ist. Darauf sind
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vergleichbare Protein-Mengen von PilA in SA3502 (AsgmT) und DK1622
(Wildtyp) detektierbar. Diese beiden Untersuchungen lassen darauf schliefl3en,
dass der korrekte Aufbau von T4P in SA3502 (AsgmT) nicht beeinflusst und der
beobachtete S-Bewegungsdefekt nicht auf eine fehlerhafte Funktion der T4P

zurlckzufihren ist.
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Abbildung 4: Untersuchungen zum Aufbau der Typ-IV-Pili in AsgmT.

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von M. xanthus. Dargestellt sind die piliierten
Zellpole von Wildtyp (DK1622) und AsgmT (SA3502), sowie ein Zellpol des unpiliierten
Kontrollstamms ApilA (DK10410). Die aufgezeigten Langenmalstéabe betragen jeweils 0,5 um.
(B) Protein-Immunblot Analyse gegen PilA (23 kDa). Verglichen wurden Lysate der gleichen
Zellmenge (108 Zellen) von den Stammen DK1622 (Wildtyp), DK10407 (pilA) und SA3502
(AsgmT). Die GroRRenstandards des Proteinmarkers sind auf der linken Seite angegeben.

Die extrazellulare Matrix (ECM) von M. xanthus besteht zu 55 % aus
Kohlenhydraten in Form von Exopolysacchariden (EPS) und zu 45 % aus
Proteinen (Behmlander & Dworkin, 1994). Beide Fraktionen der ECM wurden in
AsgmT (SA3502) untersucht und mit Wildtypzellen verglichen.

Zunachst wurde die Farbstoffbindung von SA3502 (AsgmT) untersucht,
um Ruckschlisse auf die Menge an EPS zu bekommen. Abbildung 5A zeigt
Kolonien nach einer Inkubation von 24 h auf Agarplatten, in denen die
Farbstoffe Trypanblau bzw. Kongorot enthalten waren (siehe 4.2.4). Die EPS
von Wildtypzellen (DK1622) haben einen Teil des jeweiligen Farbstoffs gebun-
den und zeigen eine entsprechende grine bzw. rote Koloniefarbung. Die Zellen
des Kontrollstamms SW501 (difE) besitzen keine EPS und konnen folglich
keinen der beiden Farbstoffe binden. Dementsprechend zeigt SW501 (difE)
keine Farbung und verbleibt gelb. Die Kolonien von SA3502 (AsgmT) zeigen
eine erhohte Farbstoffbindung, ahnlich der des Kontrollstamms SA1804
(AdigR), und erschienen blau bzw. pink auf Trypanblau- bzw. Kongorotagar. Die
Zellen von SA1804 (AdigR) besitzen einen S-Bewegungsdefekt, der auf eine

erhdhte Akkumulierung von EPS in der ECM zurlckzufuhren ist (Overgaard et
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al., 2006). Die Komplementationsmutante SA3503 (AsgmT/sgmT+) zeigt eine
vergleichbare Farbstoffbindung wie DK1622 (Wildtyp).
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Abbildung 5: Quantifizierung des Exopolysaccharid-Anteils in AsgmT.

(A) Untersuchung zur Farbstoffbindung der angegebenen Stdmme auf Agarplatten mit
Trypanblau (obere Reihe) bzw. Kongorot (untere Reihe). (B) Quantifizierung des gebundenen
Farbstoffs durch kolorimetrische Analysen. Der Anteil von gebundenem Trypanblau wurde in
Wildtypzellen auf 100 % normalisiert und fur AsgmT, AsgmT/sgmT + sowie difE & AdigR
entsprechend berechnet. Die schwarzen Balken stellen die Standardabweichung der Messer-
gebnisse dar.

Um den Anteil des gebundenen Farbstoffs und damit indirekt den
relativen Anteil der EPS zu quantifizieren, wurde ein kolorimetrischer Test mit
Flussigkulturen, wie in 4.2.4 beschrieben, durchgefuhrt. In Abbildung 5B ist das
Ergebnis der kolorimetrischen Untersuchung dargestellt. Das Balkendiagramm
zeigt den Anteil an gebundenem Trypanblau normalisiert zu Wildtypzellen
(100 %). Dieser Test bestatigt die Beobachtungen zur Farbstoffbindung auf
Agarplatten: DK1622 (Wildtyp) und die Komplementationsmutante SA3503
(AsgmTi/sgmT +) kdnnen vergleichbare Anteile an Trypanblau binden, wahrend
SA3502 (AsgmT) im Gegensatz dazu eine zweieinhalbmal hdhere Binde-
kapazitat besitzt. Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass SA3502 (AsgmT)
einen erhohten Anteil von EPS in der ECM produziert und dadurch der S-
Bewegungsdefekt hervorgerufen werden konnte.

Um die Proteinfraktion der ECM in SA3502 (AsgmT) zu untersuchen,
wurde stellvertretend flUr andere Proteine die Metalloprotease FibA (,fibril
protein A) ausgewahlt. FibA ist das am haufigsten vorkommende Protein in der
ECM von M. xanthus (Curtis et al., 2007). Ein Protein-lmmunblot mit
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spezifischen Antikorpern gegen FibA (MAb2105) wurde, wie in 4.4.3
beschrieben, durchgefuhrt und in Abbildung 6 dargestellt.

X laung o6: Nachweis des extrazellularen
Abbildung 6: Nachweis des extrazellul3
5\ Matrix-Proteins FibA in AsgmT.

N A '&\%9 Immunblot Analyse mit Antikérpern gegen
.@)‘ ,g, 9&0 5&0 FibA (MAb2105). Der Blot zeigt den Vergleich
NS kv kv gleicher Zellmengen (108 Zellen) der Stamme
70 kDa = SA3502 (AsgmT) und SA3503 (AsgmT/
reifes FibA sgmT +) mit Zellen der Kontrollstamme
55 kDa e ™ _— (66 kDa) DK1622 (Wildtyp) und SW501 (difE). Die reife
40 kDa = (66 kDa) und die prozessierte (31 kDa) Form
von FibA sind mit schwarzen Pfeilen kenntlich
35 kD2 = gemacht. Die GroRenstandards des Protein-
markers sind auf der linken Seite angegeben.

prozessiertes
26 kDa —{- ' FibA (31 kDa)

Im Wildtyp und der Komplementationsmutante (AsgmT/sgmT +) lassen
sich zwei FibA-spezifische Banden detektieren: 1.) die reife Form von FibA mit
einer molekularen Masse von 66 kDa und 2.) die prozessierte Form mit einer
molekularen Masse von 31 kDa. In AsgmT (SA3502) sind diese beiden Protein-
Banden nur schwer erkennbar. Dies kdnnte darauf zurickzufihren sein, dass
der Anteil an FibA im Gegensatz zum Wildtyp stark reduziert vorliegt. In SW501
(difE) konnte gezeigt werden, dass ein Defekt in der Produktion von FibA
vorliegt (Black & Yang, 2004). FibA ist entsprechend in SW501 (difE) nicht
detektierbar. Diese Daten lassen vermuten, dass AsgmT (SA3502) neben der
zuvor gezeigten Uberproduktion von EPS einen Defekt in der Akkumulierung
von FibA und damit moglicherweise auch von anderen Matrixproteinen hat.

In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass Zellen, die kein
O-Antigen aufbauen kdnnen, einen Defekt in der S-Bewegung aufweisen
(Bowden & Kaplan, 1998). Daher wurde SA3502 (AsgmT) auf die Prasenz des
LPS O-Antigens mit O-Antigen-spezifischen Antikorpern (MADb783) in
Immunblot Analysen untersucht. Dabei diente wzm (HK1321), der einen Defekt
im Transport von LPS O-Antigen aufzeigt, als Kontrolle (Bowden & Kaplan,
1998). Abbildung 7 zeigt, dass die Anhaufung des LPS O-Antigen in AsgmT
(SA3502) gegenuber DK1622 (Wildtyp) und SA3503 (AsgmT/sgmT +) leicht
reduziert ist. Der Vergleich mit wzm zeigt jedoch, dass in SA3502 (AsgmT)
immer noch LPS O-Antigen detektierbar ist. Folglich ist mit hoher
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Wahrscheinlichkeit auszuschlie3en, dass der beobachtete S-Bewegungsdefekt
in SA3502 (AsgmT) auf einem Defekt in der Synthese oder dem Transport von
O-Antigen beruht.

Abbildung 7: Nachweis des LPS O-Antigens in
<  AsgmT.

«\9&\ Gleiche Mengen von Zellen wurden Uber einen

,olot-blot* auf die Membran aufgetragen und mit

N Antikérpern gegen Lipopolysaccharid O-Antigen

untersucht. Dabei wurden SA3502 (AsgmT) und

wemm | “Slot-blot” SA3503 (AsgmT/sgmT +) mit den Kontrollstdmmen
DK1622 (Wild-typ) und HK1321 (wzm) verglichen.

213 Die Hybrid-Histidinkinase SgmT ist konserviert in Myxococcales

Eine BLAST-Analyse der Proteinsequenz lieferte erste Erkenntnisse uber
die phylogenetische Herkunft von SgmT (Altschul et al., 1990). Das komplette
Protein, bestehend aus 836 Aminosauren (aa), ist neben M. xanthus
ausschlieBlich in Spezies der Myxococcales (Myxococcus fulvus und Stigma-
tella aurantiaca) hoch konserviert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
auch der genetische Kontext von sgmT innerhalb der Myxococcales hoch
konserviert vorliegt (Abbildung 8A). Dabei wurden zusatzlich zu den
veroffentlichten Genomen von M. xanthus, M. fulvus, S. aurantiaca, Anaero-
myxobacter dehalogenans, Haliangium ochraceum und Sorangium cellulosum
bislang unveroffentlichte Genomdaten anderer Myxococcales-Spezies
(Myxococcus macrosporus, Myxococcus stipitatus und Corallococcus corallo-
ides) in der Analyse berucksichtigt (Huntley et al., unveroffentlicht).

33



ERGEBNISSE

A o S b R @
SN R A SRS
S ¢ FESES s W

o W

6 -4 3 31 353565 12 43 486 10 -4

s IKKT QKKK T XX

o
(L g® P ® o & & &
M. fulvus
o & o
& F & G L & & &
M. stipitatus
{1 A e X} )
LE® F Fld @ & S
C. coralloides
A A 1A O A
SEF F e & & & &
S. aurantiaca
Q & A b o) ¥l
& P g® '\'1>c§o %'13/\03’50%9(3 ’\3@ & 69@
A. dehalogenans 1 kb
H. ochraceum sgmT nicht konserviert
S. cellulosum
B H D RD GGGVF
—_—
, GAF HiskA , é @
P 1170 206! 1326 54611566 6781 1700 836!

Abbildung 8: Konservierung des genetischen Kontexts von sgmT und Domanenstruktur
von SgmT.

(A) Dargestellt ist der genetische Kontext von sgmT in M. xanthus und dessen Konservierung in
anderen Myxococcales-Spezies (M. macrosporus, M. fulvus, M. stipitatus, C. coralloides und S.
aurantiaca). Die roten Pfeile reprasentieren sgmT bzw. dessen Homologe, blaue Pfeile
kennzeichnen hochkonservierte Gene, griine Pfeile symbolisieren minder konservierte Gene,
wahrend weile Pfeile Gene darstellen, die nicht im sgmT Kontext von M. xanthus auftreten. Der
Abstand der Gene (in bp) zueinander ist unter der Grafik von M. xanthus angegeben.
Schraggestellte Zahlen unter den Grafiken der Myxococcales Spezies geben die
Ahnlichkeit/Gleichheit der jeweiligen Proteinsequenzen zu M. xanthus in % an, rote Zahlen
beziehen sich auf unvollstindige Sequenzen. Die Darstellung der Loci ist malistabsgetreu
(Langenstandard = 1 kb). (B) Die graphische Darstellung der Domanenstruktur von SgmT
wurde nach SMART (Schultz et al., 1998) modifiziert. Die einzelnen Domanen sind farblich wie
folgt dargestellt: die sensorische Domane (GAF) in rosa, die Kinasedomanen (HisKA &
HATPase_c) in grin, die Empfangerdomane (REC) in blau und die Diguanylatzyklase-Doméane
(GGDEF) in braun. Die konservierten Aminosaurereste der HisKA-, der REC- sowie der
GGDEF-Domane sind Uber der Grafik dargestellt. Die Zahlen unter der Abbildung kennzeichnen
die Position der begrenzenden Aminosauren von SgmT bzw. den einzelnen Domanen.

34



ERGEBNISSE

In klassischen TCS werden die Gene einer HK und des korrespon-
dierenden RR innerhalb eines Operons koexprimiert (Kyriakidis & Tiligada,
2009). Interessanterweise befindet sich im genetischen Kontext von sgmT kein
Gen, das fur einen Antwortregulator kodiert und damit einen potentiellen
Interaktionspartner von SgmT darstellen konnte. Diese isolierte Lokalisierung
von Genen aus TCS wird als ,verwaist® (,orphan®) bezeichnet und kommt in
M. xanthus zu 55 % vor (Shi et al., 2008). Die Gene, die in der Transkriptions-
richtung nach sgmT (,downstream®) angeordnet sind, kodieren fur Proteine, die
die Bewegungsfahigkeit beeinflussen (sgmS und agmH), bzw. eine strukturelle
Funktion (bacN-P) besitzen und ebenfalls hoch konserviert vorkommen
(Youderian et al., 2003, Youderian & Hartzell, 2006, Kuhn et al., 2010, Koch et
al., 2011). Die hohe Konservierung auf DNA- und Proteinebene spricht fur eine

essentielle Funktion von SgmT innerhalb der Myxococcales.

Um die zellulare Lokalisierung von SgmT abschatzen zu kdnnen, folgten
bioinformatische Untersuchungen auf das Vorhandensein von Signalpeptiden
und Transmembranhelices. SignalP 3.0 (Bendtsen et al., 2004), LipoP 1.0
(Juncker et al., 2003), TatP 1.0 (Bendtsen et al., 2005) und TMHMM 2.0 (Krogh
et al., 2001) zeigen, dass SgmT weder Uber ein Signalpeptid noch Uber Trans-
membrandomanen verfugt. Folglich lokalisiert SgmT mit hoher Wahrschein-

lichkeit im Zytoplasma der Zelle.

Die Domanenstruktur von SgmT wurde mit SMART analysiert (Schultz et
al., 1998) und ist in Abbildung 8B dargestellt. Dieser bioinformatischen Analyse
zufolge besteht das Protein aus vier Domanen: 1.) einer N-terminalen sensori-
schen Domane (GAF); 2.) den zwei Subdomanen der Kinase (HisKA &
HATPase_c); 3.) einer Empfangerdomane (REC) und 4.) einer C-terminalen
Diguanylatzyklase-Domane (GGDEF). Betrachtet man die Struktur des Pro-
teins, so sind alle wichtigen Elemente fur eine Signaltransduktion in SgmT
enthalten. Vergleichende Sequenzanalysen zeigen, dass alle funktionellen
Aminosaurereste in der Kinase- und der Empfangerdomane konserviert sind
(Anhang 1). Vergleicht man die GGDEF-Domane von SgmT mit den GGDEF-
Domanen anderer Proteine, so wird deutlich, dass die primaren und sekun-
T GGDEF

daren Aminosaurereste des inhibitorischen Motivs, der ,l-site”, in Sgm
konserviert (RxxD) vorliegen (Abbildung 9). Das GGDEF-Motiv, welches das
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katalytische Zentrum bzw. die ,A-site” von Diguanylatzyklasen bildet, ist in
SgmT ®CPEF degeneriert (GGGVF). Die basischen Aminosduren am C-Terminus
der Domane (K442 und R446 in PleD von C. crescentus), die die Bindung des
B- und y-Phosphats von GTP unterstitzen, fehlen in SgmT. Folglich besitzt
SgmT eine degenerierte A-site, die katalytisch inaktiv ist, und eine konservierte
I-site. Da eine intakte I-site den sekundaren Botenstoff c-di-GMP binden kann
(Christen et al., 2006), konnte SgmT als c-di-GMP-Rezeptor dienen, der eine
regulatorische Funktion besitzt. Der Einfluss der einzelnen Domanen auf die

Funktion von SgmT wird im nachfolgenden Abschnitt untersucht.

SgmT Mz 700 : ~~~LORRTGSEPA DISGLLLRIFE QEVAR SRRYHRAJGNNAMIRR PJil— ——— —————— 1 744
PopA Cc 287 @ ~~mmons GLMEA A NERE TIHD LE AAHBARTASAARER SR EIE At LDKPETVWARQ : 337
PleD Cc 282 : LDHSLELAVTMOLINSRHNIRIYMTGOWDS LVERAT LGGD P BEFFEKINDTEG : 339
WzpR_Pf 164 : ~~~LORLMNSEGIJERSNIRIHF DEYEE LEWRRAMREDQT QUEEILGMDSFFETYNDSEG : 218

AdrA_St 205 : ~~~LOAMSSRBCMEl N3 IHE T LSRNEFDHSRRHHRE A WHFESINDTWG : 259
YdeH_Ec 124 : ~~LLTIRSNMEvLi{e 4V LDE §F DHQLRNAE PLN-~[#v] WRFELVNDTYG : 177

*hEKKE +
SgnT_Mx 745 AT sHLEECVEARIEE coAEARRAVI SERILPDJE : 6800
PopA_Cc 338 ERTPARLATEVEAMARPATNONARCAAAEERAAYVING @ 394
PleD_Cc 340 : TALec e e T ALADNLR AE R HYS ¢ 396
WspR_Pf 219 : PSELPANY EcEEARMIENT 5 PGCRR LVAELWIR : 276
Adra_st 260 : STIGHE e A CCT pAD ST TAMSIRRHEREN © 316
YdeH_Ec 178 : YETVY Y ceEEYTKAANDEERNCRAGVEINCOLED @ 234

* *
SgmT Mz 801 : K-————-—--——- ATDTEYRS DVSODS-DEVEKINPEELGAPAPEET ~~ e : 836
PopA Cc 395 : CTAFDAGEDRAPFVCEFDI EVQOPGE-GAVEAIRER A ERE AN e mmne s 1440

PleD Cc 397 : GSPFTVAHGREMLNVTISIEWMSATAGEG-DTPE KR“DE
WzpR_ PEf 277 : ALKIPHIAPTEGSSLTISTIEMSTMTPQQGTDCRQ AHDK
AdrAa St 317 : TLRLPGAP---QVMLRIS PLTPQI-GHYREWIFE SEDM

YdeH_Ec 235 : N--HAITHSEGHINITWT SRAFPE--EPLD GREDRAM

QARASGRNAVVGE : 452
TARKHNGRNQVGIE : 333
KAKNAGRNRTEVA @ 369
EGKQTGRNRCMFI : 287

GGDEF

Abbildung 9: Sequenzvergleich von SgmT mit anderen GGDEF-Doménen.

Die Proteinsequenz der GGDEF-Domane von SgmT wurde mit den Sequenzen von GGDEF-
Domanen verglichen, die in der Literatur beschrieben und analysiert wurden. Auf der linken
Seite jeder Zeile sind die Namen der Proteine sowie die Spezies angegeben, die Kiirzel stehen
fur folgende Organismen: Mx = M. xanthus, Cc = C. crescentus, Pf = P. fluorescens, St = S. ty-
phimurium und Ec = E. coli. Die Koordinaten der Doméane innerhalb des Proteins sind jeweils
vor und hinter jeder Zeile angegeben. Dieses ,Sequenzalignment‘ wurde mit ,Genedoc®
generiert (Nicholas et al., 1997), farbig hinterlegte Aminosauren sind zu 100 % (schwarz),
mindestens 80 % (dunkelgrau) bzw. mindestens 60 % (hellgrau) ahnlich innerhalb des
Alignments. Mit ,+“ sind primare und sekundare Aminosaurereste der ,l-site“ markiert. Das
GGDEF-Motiv der ,A-site* sowie die beiden basischen Aminosaurereste, die bei der Bindung
des B- und y-Phosphats von GTP essentiell sind, wurden mit ,*“ hervorgehoben.
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21.4 Sensor- und Kinasedomane sind essentiell fiir die Funktion von
SgmT

Um die Funktion von SgmT naher zu eruieren, wurden zunachst
Komplementationsplasmide (pTP24-28) mit Punktmutationen in den unter-
schiedlichen Doméanen generiert: Durch gerichtete Mutagenese wurde das
konservierte Histidin (H336) in der Kinasedomane durch Alanin substituiert, der
konservierte Aspartatrest (D615) in der Empfangerdomane mit Asparagin
ausgetauscht und die konservierten Aminosauren der primaren und sekundaren
I-site der GGDEF-Domane (R763, D766 und R794) wurden jeweils durch Alanin
ersetzt. Diese Plasmide wurden, wie in 4.3.5 beschrieben, hergestellt und in die
.phage Mx8 attB-site“ von AsgmT (SA3502), wie in 4.3.7 beschrieben, inte-
griert. Die resultierenden Mutantenstamme (SA3506-3510) wurden auf ihre S-
Bewegungsfahigkeit hin untersucht (Abbildung 10A). Im Gegensatz zu SA3507
(AsgmT/sgmT°®"*N) und den drei GGDEF-Mutanten (SA3508, SA3509 und
SA3510), die wie SA3503 (AsgmT/sgmT +) einen Wildtyp-Phanotyp zeigen,
konnte SA3506 (AsgmT/sgmT %) den S-Bewegungsdefekt nicht komplemen-

tieren.

Abbildung 10B zeigt einen Immunblot mit SgmT-spezifischen Antikdrpern
(4.4.3), der mit unterschiedlichen Mutanten durchgefuhrt wurde. SgmT (92 kDa)
ist dabei im Wildtyp (Spur 1), in der Komplementationsmutante und den
einzelnen Punktmutanten (Spuren 3-8) detektierbar, die Negativkontrolle

AsgmT (Spur 2) zeigt wie erwartet keine SgmT-Akkumulierung.

Als nachstes erfolgte die Herstellung von Komplementationsplasmiden
(pTP39, pTP40 und pTP29), in denen jeweils die kodierende Sequenz einzelner
oder mehrerer Domanen von SgmT deletiert wurde (4.3.5), sowie deren Inte-
gration in die ,phage Mx8 attB-site“ von AsgmT (4.3.7). Die AGAF-Mutante
(SA3512) zeigt einen S-Bewegungsdefekt, der mit AsgmT (SA3502) und der
H336A-Kinase-Mutante (SA3506) vergleichbar ist (Abbildung 10A). Die Deletion
der GGDEF-Domane allein und die Doppel-Deletion von Empfanger- (REC) und
GGDEF-Domane haben keinen Einfluss auf die S-Bewegung der generierten
Mutanten (SA3511 und SA3513) (Abbildung 10A). Die Akkumulierung der
verkurzten SgmT-Proteine wurde mittels Immunblot-Analyse mit SgmT-

spezifischen Antikérpern untersucht (Abbildung 10B Spuren 9-11).
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Abbildung 10: S-Bewegungsstudie und Immunblot der Punkt-/Doméanen- und Deletions-
mutanten von sgmT .

(A) S-Bewegungsstudie der unterschiedlichen SgmT-Mutanten auf 0,5 % Agar. Die Langen-
mafstabe betragen 2 mm (obere Zeile) bzw. 500 ym (untere Zeile). (B) Nachweis von SgmT
durch Immunblot -Analysen mit SgmT-spezifischen Antikbrpern von Lysaten gleicher
Zellmengen (10 Zellen). Die GroRRenstandards des Proteinmarkers sind auf der linken Seite
angegeben, die schwarzen Pfeile auf der rechten Seite kennzeichnen die unterschiedlichen
Versionen von SgmT mit ihren theoretischen molekularen Massen.

Im Anschlufy daran wurden die Domanen-Mutanten SA3511-SA3513 auf
die Akkumulierung von EPS und FibA hin untersucht. SA3512 (AsgmT/
sgmT2CAF) zeigt eine vermehrte Akkumulierung von gebundenem Trypanblau,

die um den Faktor 2,5 groRer war als im Wildtyp und damit auf einen erhéhten
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EPS-Anteil in der Mutante hinweist (Abbildung 11A). Der akkumulierte Anteil
von Trypanblau in SA3511 (AsgmT/sgmT“®°"EF) und SA3513 (AsgmT/
sgmT AREC AGCDER) st vergleichbar mit dem des Wildtyps. Auch die Akkumu-
lierung von FibA ist, nach dem Ergebnis des Immunblots, in SA3511 und
SA3513 vergleichbar mit der FibA-Konzentration im Wildtyp (Abbildung 11B). In
SA3512 (AsgmT/sgmT“®AF) hingegen ist FibA weniger stark detektierbar als im

Wildtyp.
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Abbildung 11: EPS-Quantifizierung und FibA-Immunblot Analyse in sgmT-Mutanten.

(A). Quantifizierung von gebundenem Farbstoffs an M. xanthus-Stdmmen durch kolorimetrische
Analysen. Die Menge an gebundenem Trypanblau wurde in Wildtypzellen auf 100 %
normalisiert Die Standardabweichung der Messergebnisse ist in schwarzen Balken dargestellt.
(B) Nachweis von FibA durch Immunblot Analyse mit spezifischen Antikdrpern (MAb2105). Die
reife (66 kDa) und die prozessierte (31 kDa) Form von FibA wurden mit schwarzen Pfeilen
markiert. Die Grolienstandards des Proteinmarkers sind auf der linken Seite angegeben.

Letztlich wurden die generierten sgmT-Mutanten in Studien auf ihre
Entwicklungsfahigkeit hin untersucht, die wie in 4.2.5 beschrieben durchgefuhrt
wurden. Abbildung 12 zeigt die Entwicklungstudie nach 24 h und 120 h auf
TPM-Agar. DK1622 aggregiert bei Nahrstoffknappheit zu Fruchtkérpern, in
denen sich die Zellen zu Myxosporen differenzieren. Schon nach 24 h ist diese
Fruchtkérperentwicklung zu beobachten. Ahnlich wie der Kontrollstamm
DK11063 (fruA), der einen Defekt in der Fruchtkorperbildung aufweist, zeigen
die Mutanten SA3502 (AsgmT), SA3506 (AsgmT/sgmT"*®") und SA3512
(AsgmT/sgmT “°AF) keine Fruchtkérperbildung nach 24 h im Hungerzustand,
selbst nach 120 h werden keine Fruchtkorper gebildet. Dieser starke Entwick-

lungsdefekt der Mutanten ist vermutlich auf die fehlende S-Bewegung, die fur
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eine korrekte Fruchtkorperbildung notwendig ist (Yang et al., 1998, Bellenger et
al., 2002), zuruckzuflhren. sgmT-Mutanten, die keinen S-Bewegungsdefekt
aufweisen (SA3503, SA3507-11 und SA3513), aggregieren hingegen ahnlich
wie der Wildtyp zu Fruchtkérpern (Abbildung 12). Alle getesteten Mutanten
zeigen den beschriebenen Entwicklungsphanotyp, unabhangig davon, ob die
Studien auf TPM-Agar, auf CF-Agar oder in MC7-Puffer durchgefihrt wurden.
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Abbildung 12: Entwicklungsstudie der sgmT-Mutanten auf TPM-Agar.

Entwicklungsstudie der SgmT-Mutanten im Vergleich mit den Kontrollstammen DK1622
(Wildtyp) und DK11063 (fruA) nach 24 h und 120 h auf TPM-Agar. Der Langenstandard betragt
500 pm.

Zusammenfassend deuten die bisher gezeigten Daten darauf hin, dass
SgmT primar an der Regulation der S-Bewegung beteiligt ist und dass dafur die
sensorische GAF-Domane sowie die Kinasedomane essentiell sind. Die
Empfanger- und die GGDEF-Domane scheinen dagegen fur die Funktion von
SgmT unter den getesteten Bedingungen eine untergeordnete Rolle zu spielen,
da eine Deletion beider Domanen (SA3513) keinen Einfluss auf die S-

Bewegung und die Entwicklung der Zellen zeigt.
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21.5 SgmT bindet c-di-GMP in der I-site der GGDEF-Domane

Unter den bisher getesteten Bedingungen konnte kein Unterscheid
zwischen Zellen von Wildtyp (DK1622) und SA3511 (AsgmT/sgmT “C¢PEF) bzw.
SA3513 (AsgmT/sgmTARECACCOER) iy yivo festgestellt werden. Die hohe
Konservierung von SgmT innerhalb der Myxococcales (Abbildung 8A) deutet
darauf hin, dass alle Domanen eine wichtige Funktion besitzen. Im folgenden

Absatz werden Untersuchungen bezlglich der GGDEF-Domane beschrieben.

Um die spezifische c-di-GMP-Bindung von SgmT in vitro zu testen,
wurden unterschiedliche SgmT-Varianten bendtigt. Die Expressionsplasmide
pTP33, pTP51, pTP59, pTP60 und pTP62 wurden, wie in 4.3.5 beschrieben,
hergestellt und kodieren fur natives SgmT bzw. einzelne SgmT-Domanen sowie
eine GGDEF-Mutante SgmTCCPEF R76% die mit einem N-terminalen Hexa-
Histidin-Peptid fusioniert wurden. Nach der Transformation der Expressions-
plasmide in E. coli (4.3.6), erfolgte die Herstellung und Reinigung der Proteine,

wie in 4.4.1 beschrieben.

Mit den gereinigten Proteinen erfolgte der Nachweis der spezifischen
c-di-GMP-Bindung mittels Affinitdtschromatographie, die in 4.4.7 detailliert
beschrieben wird. In diesem Experiment wurden 5 uM einer Komponente (cdG-
CC) eingesetzt, an die c-di-GMP gekoppelt ist. cdG-CC verfugt Uber eine
reaktive Gruppe zur UV-Quervernetzung von Proteinen sowie eine Biotinmar-
kierung zur gezielten Isolierung. Nach der Bindung an cdG-CC wurden die
quervernetzten Proteine Uber die Biotinmarkierung des cdG-CC mit Strepavidin-
beschichteten Magnetkugelchen isoliert, Uber SDS-PAGE getrennt und mit
SgmT-spezifischen Antikorpern identifiziert.

Abbildung 13 zeigt, dass die GGDEF-Domane von SgmT an cdG-CC
bindet. Durch die Zugabe von léslichem c-di-GMP konnte die Bindung von
SgmT an cdG-CC verhindert werden, wahrend die Zugabe von I6slichem GTP
keinen Einfluss auf die Bindung an cdG-CC hatte. Die gleiche Beobachtung
kann auch mit der gereinigten GGDEF-Domane (SgmT®P5F) gemacht werden.
Die Mutante der GGDEF-Domane (SgmT CPEFR7634) “in der das konservierte
Arginin der I-site mit Alanin substituiert und damit das konservierte Motiv (RxxD)
zerstort wurde, kann wie erwartet nicht an cdG-CC binden. Die gereinigte GAF-

Domane (SgmT ®F) wurde generell schlecht von den SgmT-Antikdrpern
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erkannt. Jedoch sind die Mengen an detektierbarem und damit an cdG-CC-
gebundenem Protein vergleichbar, unabhangig von der An- oder Abwesenheit
von c-di-GMP bzw. GTP. Deshalb ist zu vermuten, dass die GAF-Domane kein
c-di-GMP binden kann. Wie erwartet konnte die Kinasedomane von SgmT
(SgmT Xi"@€y picht an cdG-CC binden.

Q Abbildung 13: Nachweis der spezifischen
O‘é\ Q c-di-GMP-Bindung von SgmT.
(;& é Die Proteine (0,5 uM) wurden mit cdG-CC
G Q" Q" (5 uM) und in Ab- bzw. Anwesenheit von c-di-
o O O GMP bzw. GTP (500 uM) isoliert, mittels SDS-
) 060 ob@ oég? PAGE getrennt und mit SgmT-spezifischen

Antikdrpern in Immunblot-Analysen identifi-

|-- i His -SgmT ziert. In der mit ,- markierten Spur wurden die

P . - unbehandelten Proteine in aquimolaren
|” | His,-SgmT ccoer Mengen (0,5 uM) aufgetragen.
|- | His -ngT GGDEF R763A
]
| | His -SgmT 4"
- |His -SgmT *inase

Dieses Ergebnis zeigt, dass c-di-GMP von SgmT Uber die GGDEF-
Doméane in vitro gebunden werden kann. Dies lasst vermuten, dass die

GGDEF-Domane in vivo eine ahnliche Funktion besitzt.

21.6 Die zellulare Lokalisierung von SgmT ist c-di-GMP-abhangig

In Kapitel 2.1.5 konnte gezeigt werden, dass SgmT c-di-GMP Uber die I-
site der GGDEF-Domane binden kann und vermutlich als c-di-GMP-Rezeptor
dient. Solche c-di-GMP-Rezeptorproteine besitzen unterschiedliche Funktionen,
z. B. kénnen sie fur die zellulare Lokalisierung des Proteins essentiell sein
(Duerig et al., 2009).

Im nachfolgenden Kapitel wurde die Rolle der GGDEF-Doméane auf die
zellulare Lokalisierung von SgmT untersucht. Dafir wurden die Plasmide
pTP41, pTP44 und pTP46 wie in 4.3.5 beschrieben konstruiert, die fiur eine C-
terminale Fusion des gelb-fluoreszierenden Protein ,YFP* (,yellow fluorescent
protein®) mit Varianten von SgmT kodieren. Die Plasmide wurden in die ,phage
Mx8 attB-site® von AsgmT (SA3502) integriert (4.3.7) und die erhaltenden

Mutanten zunachst auf die Komplementation des S-Bewegungsdefekts hin
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untersucht. Damit soll Uberprift werden, ob die generierten SgmT-YFP-

Fusionsproteine die Funktion von nativem SgmT Ubernehmen kdnnen.

In Abbildung 14A ist eine S-Bewegungsstudie der SgmT-YFP-
Fusionsmutanten dargestellt: SA3504 (sgmT-yfp), SA3529 (sgmT “CCPEF_yfp)
und SA3534 (sgmT~"®A.yfp) komplementieren den S-Bewegungsdefekt des
Elternstammes SA3502 (AsgmT). Dies deutet darauf hin, dass die SgmT-YFP-

Fusionsproteine aktiv sind und deren Produktion nicht gestort wird.

A

DK1622 SA3502 SA3504 SA3529 SA3534
Wildtyp AsgmT AsgmT]/ AsgmT]/ AsgmT]/
sgmT-yfp  sgmT*CCOEF-yfp  sgmTR7S%A-yfp

< SgmT-YFP/SgmT R75A.YFP (120 kDa)
<+ GGDEF_
130 kDa = SgmT GE0EF.YFP (105 kDa)
|- |« SgmT (92 kDa)
100 kDa =
70 kD2 ==
55 kDa ==

Abbildung 14: S-Bewegungsstudie und Immunblot Analysen der SgmT-YFP-Fusions-
mutanten.

(A) S-Bewegungsstudie der SgmT-YFP-Fusionsmutanten. Langenstandards betragen 2 mm
(obere Zeile) bzw. 500 ym (untere Zeile). (B) Nachweis von SgmT durch Immunblot-Analysen
mit SgmT-spezifischen Antikérpern. Die GrdlRenstandards des Proteinmarkers sind auf der
linken Seite angegeben, die schwarzen Pfeile auf der rechten Seite kennzeichnen die
unterschiedlichen Versionen von SgmT mit ihren errechneten molekularen Massen.
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Um die SgmT-YFP-Fusionsproteine 2zu detektieren und deren
proteolytische Spaltung auszuschlielBen, wurde ein Immunblot mit SgmT-
spezifischen Antikorpern von Zelllysaten der SgmT-YFP-Fusionsmutanten
angefertigt (4.4.3), der in Abbildung 14B dargestellt ist. Natives SgmT hat eine
errechnete molekulare Masse von 92kDa. Im Immunblot wird diese
Proteinbande bei Uber 100 kDa detektiert. Die errechnete molekulare Masse
von SgmT-YFP bzw. SgmT R"®*A.YFP liegt bei 120 kDa, die von SgmT 2¢CPEF.
YFP bei 105 kDa. Alle drei Fusionsproteine wurden als einzelne Proteinbande
im Immunblot detektiert. Mogliche Spalt- bzw. Abbauprodukte der SgmT-YFP-
Fusionsproteine wurden nicht identifiziert. Ein Immunblot mit Antikorpern gegen
das grun-fluoreszierende Protein ,GFP“ (,green fluorescent protein®) (4.4.3) und
lieferte ein vergleichbares Ergebnis (nicht dargestellt). Demnach sind die drei

SgmT-YFP-Fusionsproteine aktiv und YFP wird nicht abgespalten.

Als nachstes folgte die mikroskopische Untersuchung der Zellen, wie in
4.5.1 beschrieben. In Abbildung 15A sind die charakteristischen Lokalisierungs-
typen der drei YFP-Fusionsmutanten mit jeweils zwei typischen Zellen darge-
stellt.

Demnach lokalisiert SgmT-YFP (SA3504) hauptsachlich in einem oder
zwei nicht-polaren Clustern innerhalb der Zelle. Bei der Mehrheit der Zellen von
SA3504 (AsgmT/sgmT-yfp) liegt SgmT-YFP in einem Cluster (58 %) bzw. in
zwei Clustern (25 %) vor (Abbildung 15B). Bei 12 % der Zellen ist eine diffuse
Lokalisierung von SgmT-YFP zu beobachten, wahrend bei 5 % der Zellen
SgmT-YFP in mehr als zwei Clustern lokalisiert ist. Abbildung 15C zeigt die
Positionen der YFP-Cluster in Abhangigkeit zur Zelllange in SA3504
(AsgmT/sgmT-yfp). Die dafur verwendeten Daten beinhalten ausschlieRlich
Zellen mit diffusem SgmT-YFP-Signal oder Zellen, in denen SgmT-YFP in
einem oder zwei Clustern vorliegt. Diese Daten zeigen deutlich, dass das
Auftreten eines bestimmten Lokalisierungstyps unabhangig von der Zelllange
ist. In Zellen von 3-4 ym Lange treten beispielsweise sowohl eine diffuse
Lokalisierung als auch eine Lokalisierung in einem oder zwei Clustern auf. In
etwas langeren Zellen von 5-7 ym sind diese drei Lokalisierungsformen ebenso
erkennbar. Berechnet man die durchschnittliche Lokalisierungsposition von

SgmT-YFP in Zellen mit einem Cluster so befindet sich dieses Cluster bei
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37,7 % £ 8,8 %, wobei 50 % die Zellmitte darstellt. In Zellen mit zwei Clustern
lokalisiert SgmT-YFP bei 33,3 % = 9,1 % und 61,0 % + 10,4 %. Zusammen-
fassend bedeutet dies, dass SgmT-YFP in den nicht-polaren Bereichen der

Zelle lokalisiert.

A SA3504 SA3529 SA3534
AsgmT/sgmT-yfp AsgmTIsgmT “CCPEF-yfn AsgmTIsgmT R7€3A-yfp
\ — / —
I / — ~
1 Cluster 2 Cluster diffus diffus
1009 W SA3504 sgmT-yfp 100+ - diffus
a? [0 SA3529 sgmT ;f;‘:EF-yfp . - 1 Cluster
=75 @ SA3534 sgmT ""53A-yfp = o 75 : +2 Cluster
Q _ o
S 2< :
5 50+ 29 504----~ ey G ik
o Q —_ *a K .
-_— n © L . .
< S5O SRS . :
g 251 I og?® y
0'j T — + - 1 0 (}f ] T T T T T T 1]
diffus 1 Cluster 2 Cluster >2 Cluster 0 3 4 5 6 7 8 9 10
zellulare Lokalisierung Zelllange [um]

Abbildung 15: Zelluldre Lokalisierung von SgmT-YFP.

(A) Mikroskopische Aufnahmen der SgmT-YFP-Fusionsmutanten. Jeweils links Phasenkon-
trast- und jeweils rechts Fluoreszenzmikroskopie. Dargestellt sind charakteristische
Lokalisierungstypen mit jeweils zwei typischen Zellen. Die Ladngenstandards sind als schwarze
bzw. weille Balken oben links dargestellt und betragen jeweils 2 ym. (B) Das Saulendiagramm
zeigt die zellulare Lokalisierung der SgmT-YFP-Proteine innerhalb einer Zellpopulation.
Unterschieden wurde zwischen Zellen mit diffusem YFP-Signal und Zellen mit einem, zwei oder
mehreren Clustern. Es wurden jeweils mindestens 100 Zellen fiir die quantitative Auswertung
beriicksichtigt. SA3504 (AsgmT/sgmT-yfp) ist in schwarz, SA3529 (AsgmT/sgmT “C°F_yfp) in
weill und SA3534 (AsgmT/sgmT % -yfp) in grau dargestellt. (C) Dieses Diagramm zeigt die
Abhangigkeit zwischen der Zelllange und der Position des SgmT-YFP-Clusters in der Zelle von
SA3504 (AsgmT/sgmT-yfp). Blaue Punkte reprasentieren Zellen mit einem diffusen YFP-Signal
(12 %), jeweils als 0 % der Zellldnge definiert. Rote Punkte Zellen mit einem YFP-Cluster
(58 %) und grine Punkte Zellen mit zwei YFP-Clustern (25 %). Die gestrichelte Linie markiert
die Zellmitte. Zellen, die mehr als zwei YFP-Cluster aufzeigten (5 %) wurden in dieser Analyse
nicht bertcksichtigt.
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Die Deletion der GGDEF-Domane bzw. die Substitution des
konservierten Arginin in der I-site durch Alanin (R763A) hat einen starken Effekt
auf die Lokalisierung von SgmT. SA3529 (AsgmT/sgmT2°CPEF_yfn) und
SA3534 (AsgmT/sgmTR"%A.yfp) zeigen ausschlieRlich eine diffuse Lokalisie-
rung von SgmT “CPEFLYFP bzw. SgmT RF"®*A.YFP (Abbildung 15A). In SA3534

(AsgmT/sgmT R7€34

-yfp) zeigen 97 % der Zellen eine diffuse Lokalisierung von
SgmT R"®3AYFP. Nur vereinzelt ist eine Lokalisierung von SgmT R/AYFP in
einem (2 %) bzw. zwei Clustern (1 %) zu beobachten (Abbildung 15B). In
SA3529 (AsgmT/sgmT SCPEF_yfn) lokalisiert SgmT 2°CPEF.YFP ausschlielich

diffus (Abbildung 15B).

Die Ergebnisse der Lokalisierungsstudien der SgmT-YFP-Fusions-
mutanten geben einen starken Hinweis darauf, dass die zellulare Lokalisierung

von SgmT c-di-GMP-abhangig ist.

21.7 Die zellulare Lokalisierung von SgmT ist statisch

Die Lokalisierung verschiedener Bewegungsproteine kann wahrend der
Fortbewegung einer Zelle statisch oder dynamisch sein (Leonardy et al., 2008).
Wahrend eines Richtungswechsels andern einige Proteine ihre zellulare
Lokalisierung, beispielsweise bewegt sich PilB dabei vom alten vorderen Zellpol
zum neuen vorderen Zellpol (Bulyha et al., 2009). Wie in 2.1.6 beschrieben
lokalisiert SgmT hauptsachlich in einem oder zwei Clustern in nicht-polaren
Zellregionen. Die Daten dieser Lokalisierungsstudien basieren auf quantitativen
Analysen von Zellaufnahmen zu einem fixen Zeitpunkt. Um die Lokalisierung
von SgmT wahrend der Fortbewegung zu studieren wurden Zeitrafferauf-
nahmen, wie in 4.5.1 beschrieben, angefertigt. In Abbildung 16 ist exemplarisch
eine Zelle von SA3504 (AsgmT/sgmT-yfp) mit einem SgmT-YFP-Cluster
wahrend der Fortbewegung dargestellt. Dabei lokalisiert SgmT-YFP Uber den
dokumentierten Zeitraum von 14,5 min an derselben Position innerhalb der
Zelle, selbst nach dem Richtungswechsel zum Zeitpunkt 09:30 min. SgmT zeigt
somit eine statische Lokalisierung wahrend der Fortbewegung der Zelle.
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Abbildung 16: Lokalisierung von SgmT-YFP wiahrend der Zellbewegung.

Dargestellt sind Zeitrafferaufnahmen einer sich bewegenden Zelle des Stammes SA3504
(AsgmTIsgmT-yfp) mit einem SgmT-YFP-Cluster. Die Phasenkontrast- (PK) und Fluoreszenz-
aufnahmen (YFP) sowie deren Uberlagerung (PK + YFP) sind entsprechend gekennzeichnet,
die entsprechenden Zeitpunkte (min:s) sind in der linken oberen Ecke (PK) angezeigt und die
weillen Pfeile zeigen die Bewegungsrichtung der Zelle an. Der weil’e Langenstandard im linken
oberen Bild betragt 2 ym.
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2.2 Identifizierung des SgmT-zugehorigen Antwortregulators

Die Zielsetzung im zweiten Teil dieser Arbeit war die Identifizierung des
zugehorigen Antwortregulators (RR) von SgmT. Nach der Charakterisierung
von SgmT (2.1) sollte der RR von SgmT folgende Kriterien erfullen: 1.) Das Gen
lokalisiert im genetischen Kontext wie sgmT ,verwaist® und 2.) eine Mutante
zeigt einen S-Bewegungsdefekt und damit einen vergleichbaren Phanotyp zu
SA3502 (AsgmT).

In der Literatur werden ,verwaiste“ RR wie zum Beispiel RomR, FrzS und
DigR beschrieben, die essentiell fur die Bewegung von M. xanthus sind
(Leonardy et al., 2007, Ward et al., 2000, Overgaard et al., 2006). Wahrend
RomR eine bisher unbekannte Rolle in der A-Bewegung und der Zellumkehr
spielt (Leonardy et al., 2007), ist FrzS ein wichtiger Bestandteil eines funktio-
nellen S-Bewegungssystems (Ward et al., 2000). Neueste Studien zeigen, dass
der S-Bewegungsdefekt von AfrzS auf einer reduzierten Akkumulierung von
EPS in der ECM beruht (Berleman et al., 2011). DigR wurde in vorhergehenden
Studien in der Arbeitsgruppe von Prof. Sggaard-Andersen am Man-Planck-
Institut far terrestrische Mikrobiologie in Marburg untersucht. Die AdigR-Mutante
SA1804 ahnelt stark dem Phanotypen von SA3502 (AsgmT): SA1804 zeigt
einen S-Bewegungsdefekt, eine vermehrte Akkumulierung von EPS und eine
reduzierte Anhaufung des vorherrschenden ECM-Proteins FibA (Overgaard et
al., 2006). Mit diesen phanotypischen Ahnlichkeiten zu SA3502 (AsgmT) erfiillt
DigR eine der zuvor aufgestellten Kriterien des zu identifizierenden RR zu
SgmT.

221 digR ist konserviert in den Myxococcales und lokalisiert
,sverwaist

DigR besteht aus 197 aa, die in einer N-terminalen Empfangerdomane
und einer C-terminalen DNA-Bindedomane der Xre-Familie organisiert sind
(Overgaard et al., 2006). Ahnlich wie sgmT ist digR und dessen genetischer

Kontext innerhalb der Myxococcales hochkonserviert (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Konservierung des genetischen Kontexts von digR

Dargestellt ist der genetische Kontext von digR in M. xanthus und dessen Konservierung in
anderen Myxococcales-Spezies (M. macrosporus, M. fulvus, M. stipitatus, C. coralloides,
S. aurantiaca, H. ochraceum und S. cellulosum). Die roten Pfeile reprasentieren digR bzw.
dessen Homologe, blaue Pfeile kennzeichnen hochkonservierte Gene, gelbe Pfeile
symbolisieren minder konservierte Gene, wahrend weilte Pfeile Gene darstellen, die nicht im
digR Kontext von M. xanthus auftreten. Der orange-farbene Pfeil stellt eine Histidinkinase dar.
Der Abstand der Gene (in bp) zueinander ist unter der Grafik von M. xanthus angegeben.
Schraggestellte Zahlen unter den Grafiken der Myxococcales Spezies geben die prozentuale
Ahnlichkeit/Gleichheit der jeweiligen Proteinsequenzen zu M. xanthus an. Die Darstellung der
Loci ist maRstabsgetreu (Langenstandard = 1 kb).
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In den vier Myxococcus-Spezies (M. xanthus, M. macrosporus, M. fulvus
und M. stipitatus) sind die Proteinsequenzen von DigR zu 100 % identisch, die
Proteinsequenzen von C. coralloides und S. aurantiaca haben jeweils 97 %
Identitat und 98 % bzw. 99 % Ahnlichkeit mit der Sequenz von M. xanthus. In
A. dehalogenans hingegen liegt digR nicht konserviert vor. Der gesamte digR-
Locus ist in diesen sechs Spezies stark konserviert. In H. ochraceum und
S. cellulosum zeigen die flankierenden Gene von digR keine Homologien zu
den entsprechenden Genen in den anderen Myxococcales-Spezies. DigR von
H. ochraceum und S. cellulosum ist im Vergleich zu M. xanthus zu 53 % bzw.
56 % identisch und zu 76 % bzw. 77 % ahnlich. Diese hohe Konservierung von

DigR lasst auf eine dominante Rolle innerhalb der Myxococcales schlie3en.

In M. xanthus sowie sechs weiteren Spezies der Myxococcales liegt digR
,verwaist® ohne korrespondierende HK im genetischen Kontext vor. Nur in
Sorangium cellulosum lokalisiert eine Hybrid-HK in unmittelbarer Nahe von
digR, die fur eine mogliche Partner-HK von DigR kodiert. In S. cellulosum liegt
SgmT nicht konserviert vor, die identifizierte Hybrid-HK ,upstream® von digR
zeigt allerdings Ahnlichkeiten in der Doméanenstruktur zu SgmT. Neben zwei N-
terminalen PAS/PAC Domanen findet man wie in SgmT von M. xanthus eine

sensorische GAF-Domane, eine Kinasedomane und eine Empfangerdomane.

Die Beobachtung, dass digR in SgmT-enthaltenden Myxococcales
,verwaist” vorliegt, erfullt ein weiteres aufgestelltes Kriterium (2.2) des zu
identifizierenden RR. Dies ist ein zweiter Hinweis darauf, dass DigR der

korrespondierende RR fur SgmT sein kdnnte.

222 AsgmT und AdigR zeigen identische Phanotypen

Falls DigR der zugehodrige RR von SgmT ist, sollten sich die einzelnen
Deletionsmutanten SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) sowie eine AdigR
AsgmT Doppelmutante phanotypisch gleichen. Die AdigR AsgmT Doppel-
mutante (SA3515) wurde durch die Deletion von sgmT in SA1804 (AdigR)
generiert, wobei die Durchfuhrung analog zu 4.3.8 erfolgte. Anschliel3end
wurden SA3502 (AsgmT), SA1804 (AdigR) und SA3515 (AdigR AsgmT) auf
phanotypische Ahnlichkeit hin untersucht.
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Abbildung 18: Phanotypischer Vergleich der Deletionsmutanten AsgmT und AdigR.

Die teilweise Darstellung von bereits gezeigten Daten aus vorherigen Abbildungen
(Abbildung 4-7 und Abbildung 12) dient der Ubersicht dieses Vergleichs. (A) S-Bewegungs-
analyse auf 0,5 % Agar von SA3502, SA1804 und SA3515 im Vergleich mit Wildtyp. Die
Langenmalistédbe betragen 2 mm (oben) bzw. 500 um (unten). (B) Elektronenmikroskopische
Aufnahmen der piliierten Zellpole von SA3502 und SA1804. Die Langenmalistabe betragen
jeweils 0,5 um. (C) Nachweis von FibA durch Immunblot Analyse mit spezifischen Antikdrpern
(MAb2105). Die reife (66 kDa) und die prozessierte (31 kDa) Form von FibA wurden mit
schwarzen Pfeilen kenntlich gemacht. Die Groflenstandards des Proteinmarkers sind auf der
linken Seite angegeben. Die Probenbehandlung erfolgte wie in Abbildung 6. (D) Quantifizierung
des gebundenen Farbstoffs an M. xanthus durch kolorimetrische Analysen. Der Anteil an
gebundenem Trypanblau in Wildtypzellen wurde auf 100 % normalisiert und fir SA3502,
SA1804 und SA3515 entsprechend berechnet. Die Standardabweichung der Messergebnisse
ist in schwarzen Balken dargestellt. (E) Im ,Slot-blot* mit spezifischen Antikérpern (MAb783)
gegen das LPS O-Antigen wurden die Zellen auf dessen Vorhandensein hin untersucht. Die
Probenbehandlung erfolgte wie in Abbildung 7. (F) Entwicklungsstudie von SA3502, SA1804
und SA3515 nach 120 h auf TPM-Agar, der Langenmalstab betragt 500 pm.
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In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der phanotypischen Untersuch-
ungen zusammengefasst. Wenn man die Morphologie der Kolonien in der S-
Bewegungsstudie miteinander vergleicht (Abbildung 18A), so zeigen die beiden
Deletionsmutanten SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) sowie die Doppel-
mutante SA3515 (AdigR AsgmT) denselben erwarteten S-Bewegungsdefekt.
Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen konnte ein Defekt im T4P-Aufbau
von SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) ausgeschlossen werden, da beide
Mutanten nachweislich unipolare T4P zeigen (Abbildung 18B). Zur Zeit der
Durchfuhrung dieses Experiments war die Doppelmutante SA3515 noch nicht
verfugbar.

Im Gegensatz zum Wildtyp und der Komplementationsmutante SA3503
(AsgmT/sgmT +) ist das Matrixprotein FibA in SA3502 (AsgmT) im Immunblot
nicht nachzuweisen (Abbildung 18C). Ebenso ist FibA in SA1804 (AdigR) und
SA3515 (AdigR AsgmT) nicht detektierbar (Abbildung 18C). Durch die
dramatische Reduzierung von akkumuliertem FibA kdnnte die Proteinzu-
sammenstellung in der ECM in allen drei Mutanten (SA3502, SA1804 und
SA3515) gestort sein. Die Quantifizierung des EPS-Anteil der drei Mutanten
SA3502 (AsgmT), SA1804 (AdigR) und SA3515 (AdigR AsgmT) zeigt einen
2,5-fach héheren Wert an als der Wildtyp (Abbildung 18D), was die Vermutung
nahelegt, dass vergleichbar héhere Mengen an EPS in die ECM der drei
Mutanten eingebaut ist. Das LPS O-Antigen konnte in SA3502 (AsgmT),
SA1804 (AdigR) und SA3515 (AdigR AsgmT) mittels Immunblot nachgewiesen
werden (Abbildung 18E). Im Gegensatz zum Wildtyp und SA3503 (AsgmT/
sgmT+) zeigten die drei Mutanten geringere O-Antigen-Konzentrationen auf.

In einer Entwicklungsstudie auf TPM-Agar zeigten SA3502 (AsgmT),
SA1804 (AdigR) und SA3515 (AdigR AsgmT) im Gegensatz zum Wildtyp keine
Bildung von Fruchtkorpern. Dieser Entwicklungsdefekt entspricht der Erwartung

aufgrund des S-Bewegungsdefekts der drei Mutanten.

Man kann abschlieBend zusammenfassen, dass die beiden Einzel-
mutanten SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) sowie die Doppelmutante
SA3515 (AdigR AsgmT) denselben Phanotyp in allen durchgefiihrten Unter-

suchungen kopieren. Es ist daher zu vermuten, dass SgmT und DigR im selben
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Signaltransduktionsweg agieren und damit korrespondierende Partner sein

konnten.

223 SgmT und DigR sind korrespondierende Partner

Bioinformatische Analysen zeigen, dass DigR eine C-terminale DNA-
Bindedomane enthalt, die homolog zu DNA-Bindedomanen der Xre-Familie von
Transkriptionsfaktoren ist. Deshalb kénnte DigR die Transkription bestimmter
Gene regulieren. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung
der Empfangerdomane essentiell fur die Aktivitat von DigR ist (Overgaard et al.,
2006). Unter diesen Voraussetzungen und der Annahme dass DigR der
korrespondierende RR zu SgmT ist, sollten die Transkriptome von SA3502
(AsgmT) und SA1804 (AdigR) starke Ahnlichkeiten aufweisen.

Vergleichende Transkriptom-Analysen

Mittels Microarray-Technologie wurden die Transkriptomdaten von
SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) jeweils mit denen von DK1622 (Wildtyp)
verglichen und auf signifikant unterschiedlich regulierte Gene untersucht. Die
verwendeten DNA-Chips enthalten einzelstrangige Oligonukleotide mit einer
Lange von jeweils 70 Basen, deren Sequenz die Genbereiche von 6687 der
7380 Protein-kodierenden Gene in M. xanthus abdecken (Mdller et al., 2010).
Die Vorgehensweise und die Auswahlkriterien signifikant unterschiedlich
regulierter Gene sind detailliert in 4.4.6 beschrieben. Anschliel3end erfolgte die
Verifizierung der Transkriptomdaten mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-
PCR) von ausgewahlten Genen (4.3.3).

Fur die nachfolgenden Untersuchungen wurden nur solche Gene
bertcksichtigt, fur die in beiden Vergleichsstudien Transkriptomdaten vorliegen.
Als ,negativ-exprimiert werden Gene bezeichnet, die eine erhdhte Expression
im Wildtyp gegenuber der jeweiligen Mutante zeigen; ,positiv-exprimierte® Gene
hingegen zeigen eine erhohte Expression in der Mutante im Vergleich zum
Wildtyp. Die gesammelten Daten von den Microarrays und der qRT-PCR sind in
Anhang 2 tabellarisch aufgefuhrt.
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alle negativ-exprimierte positiv-exprimierte
Gene Gene Gene

[ nur asgmT
[ nur adigr
. AsgmT und AdigR

Abbildung 19: Vergleichende Transkriptomanalysen von AsgmT und AdigR.

Die Mengendiagramme der signifikant unterschiedlich regulierten Gene von SA3502 (AsgmT)
und SA1804 (AdigR) im Vergleich zu DK1622 (Wildtyp). Die Zahlen geben die Anzahl der
regulierten Gene an, die jeweilige Farbe zeigt an ob ein Gen exklusiv in AsgmT (orange),
exklusiv in AdigR (blau) oder in beiden Deletionsmutanten (violett) signifikant unterschiedlich
exprimiert wurde.

Vergleicht man die Transkriptomdaten von SA3502 (AsgmT) mit denen
von DK1622 (Wildtyp), so sind 152 Gene signifikant unterschiedlich reguliert: 18
Gene werden negativ und 134 Gene positiv exprimiert (Abbildung 19). In
SA1804 (AdigR) sind gegenuber DK1622 (Wildtyp) 121 Gene signifikant
unterschiedlich reguliert: 20 negativ-exprimierte Gene stehen 101 positiv-
exprimierten Genen gegenuber (Abbildung 19). Zusammenfassend werden 104
Gene gleichermalen in SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) signifikant
unterschiedlich zu DK1622 (Wildtyp) reguliert, wovon 18 negativ und 86 positiv
exprimiert werden. Es bleibt anzumerken, dass im Vergleich der
Transkriptomdaten von SA3502 und SA1804 mit DK1622 kein Gen entgegen-

gesetzt exprimiert wurde.

Die Transkriptomdaten von SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR)
bekraftigen die aufgestellte Hypothese, dass SgmT und DigR im gleichen
Signaltransduktionsweg aktiv sind, da ein relativ hoher Anteil der signifikant
regulierten Gene gleichermallen in beiden Mutanten auftritt. Eine direkte
Interaktion von SgmT mit DigR kann aufgrund der bisherigen Daten nur

vermutet, aber nicht nachgewiesen werden.

Phosphogruppentransferstudien

Um eine direkte Interaktion zwischen SgmT und DigR zu untersuchen,
wurden Phosphogruppentransferstudien in vitro durchgefthrt. Daftur wurden die
kodierenden Gensequenzen, die fur die bendtigten Proteine oder Domanen
kodieren, in die Expressionsplasmide pET28a(+) bzw. pMAL-c2x, wie in 4.3.5
beschrieben, kloniert und nach 4.3.6 in E. coli transformiert. Die Induzierung der
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Gene sowie die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte wie in 4.4.1 beschrie-
ben. Danach wurde die Kinasedomane des jeweiligen SgmT-Konstrukts
autophosphoryliert und anschlieBend durch die Zugabe von Proteinen mit

Empfangerdomane auf einen Phosphogruppentransfer hin untersucht (4.4.5).

Zunachst wurde durch die Zugabe von 1 mM [y*?P]-ATP die Kinase-
domane von SgmT (Hise-SgmT X"#*¢) fiir 30 min autophosphoryliert. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung Uber ein SDS-Gel konnte ein Phosphores-
zenzsignal bei 32 kDa detektiert werden, das damit der theoretischen moleku-
laren Masse von Hisg-SgmT K"®¢ entspricht (Abbildung 20A). Nach der Zugabe
von aquimolaren Mengen von MalE-DigR konnte ein Phosphogruppentransfer

T Kinase

von Hisg-Sgm zu MalE-DigR nach 2 min Inkubationszeit beobachtet

T Kinase yarlor

werden (Abbildung 20A). Das Phosphoreszenzsignal von Hisg-Sgm
an Intensitat, dafur zeigte die Proteinbande von MalE-DigR mit einer abge-
schatzten Masse von 65 kDa eine starke Phosphoreszenz. Nach der Zugabe
einer DigR-Mutante MalE-DigR P>V, bei der das konservierte Aspartat in der
Empfangerdomane durch Asparagin substituiert wurde, konnte keine Phospho-
gruppeniibertragung von Hisg-SgmT X"#*¢ zy MalE-DigR **N beobachtet werden
(Abbildung 20A). Nach dem Austausch des konservierten Histidinrests in der
Kinasedomane von SgmT durch Alanin (Hise-SgmT Kinese 3364y 7eigte das
mutierte SgmT-Protein keine Autophosphorylierung und folglich konnten keine
Phosphogruppen auf MalE-DigR Ubertragen werden (Abbildung 20A). Diese
Ergebnisse zeigen, dass SgmT am konservierten Histidinrest H336 in der
Kinasedomane autophosphoryliert und dass die Phosphogruppe von SgmT~P
auf den konservierten Aspartatrest D53 in der Empfangerdomane von DigR
transferiert wird. Da der Prozess des Phosphogruppentransfer in vitro nach
zwei Minuten detektierbar ist und folglich spezifisch ablauft (Laub & Goulian,
2007), ist zu vermuten, dass DigR der zugehorige RR zu SgmT ist.
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A 2 min B 5 min

MalE-DigR - WT D53N  WT MalE-SgmT Emeféneer W WT  D615N
His,-SgmT “r=s=  WT  WT WT H336A His -SgmT Knase WT  WT
MaIE-DlgR~P— - Ma'E-ngT Empfanger
(65 kDa) (60 kDa)

His -SgmT Kinase~P e His,-SgmT Kinase~p
(32 kDa) . . (32 kDa)
C 5 min

MalE-DigR  WT - WT D53N - WT  D53N
His,-SgmT Kinase Empfanger - WT  WT  WT D615N D615N D615N

MalE-DigR~P —

(65 kDa)
Hiss_ngT Kinase EmpFénger...,,P_
(47 kDa)
2 min
MalE-DigR - WT D53N 5 min
His,-SgmT __ +  + + MalE-DigR  + - o+ o+ o+
His-SgmT - + + + + + +
i pa— cdi-GMP[M] 0 0 0 1 10 100 100
(92 kDa) HiSS-ngT-P s | ¥ X .
(92 kDa)
* ¥
MalE-DigR~P e : MalE-DigR~P ==
(65 kDa) (65 kDa)

Abbildung 20: Phosphogruppentransferstudien mit SgmT und DigR.

Phosphogruppentransferstudien von SgmT-Proteinen. Die SgmT-Kinasedomanen-Proteine
wurden nach 30 min Autophosphorylierungsreaktion den entsprechenden Empfangerdomanen-
Proteinen zugegeben, nach der angegebenen Zeit von 2 min bzw. 5 min wurde die
Phosphogruppentibertragung gestoppt und die Proteine danach lUber SDS-PAGE nach ihrer
molekularen Masse aufgetrennt. (A) Phosphogruppentransferstudie zwischen Hiss-SgmT "
und MalE-DigR. (B) Phosphogruppentransferstudie zwischen Hisg-SgmT "™ und MalE-
SgmT E™PRe" " (C) Phosphogruppentransferstudie zwischen Hisg-SgmT @ EMPaneer yng MalE-
DigR. (D) Phosphogruppentransferstudie zwischen Hise-SgmT und MalE-DigR. (E) Phospho-
gruppentransferstudie zwischen Hisg-SgmT und MalE-DigR in Abhangigkeit von c-di-GMP. Die
Konzentrationen von ¢-di-GMP sind im Bild angegeben.

Da ein interner Phosphogruppentransfer in Hybrid-HK haufig auftritt,
wurde zum Vergleich die Ubertragung der Phosphogruppe von Hisg-SgmT Kinase

auf die Empfangerdomane von SgmT (MalE-SgmT E™P"%") in trans untersucht.

T Empféanger

Nach der Zugabe von MalE-Sgm zu autophosphorylierter Hisg-

SgmT K"#e konnte nach 5 min Inkubation kein Phosphoreszenzsignal fir MalE-
SgmT EMPREnger qetektiert werden (Abbildung 20B). Vergleicht man die Intensitét

T Kinase

des Phosphoreszenzsignals von Hisg-Sgm nach der Zugabe von MalE-
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SgmT EMPRENGe™ 7y MalE-SgmT EMPanger D61SN s sind beide Banden vergleich-
bar stark (Abbildung 20B). In MalE-SgmT EMPfaneerD61N vy rde das konservierte
Aspartat D615 durch Asparagin substituiert, so dass eine spezifische Phospho-

T Kinase

gruppenubertragung von Sgm nicht mdglich ist. Ein interner Phospho-

gruppentransfer wurde fir SgmT in trans nicht beobachtet.

In einer weiteren Studie wurde der Phosphogruppentransfer zu DigR mit
einem Konstrukt durchgefuhrt, in dem die Kinase- und Empfangerdomane von
SgmT in cis angeordnet sind (Hisg-SgmT Kinase EMPfangen pamit sollte untersucht
werden, ob der Transfer der Phosphogruppe zu DigR durch das Vorhandensein
der SgmT-Empfangerdomane beeintrachtigt wird. Parallel dazu wurde ein

-I-Kmase Empféanger nur durch eine

Konstrukt verwendet, das sich von Hisg-Sgm
Asparaginsubstitution im konservierten Aspartatrest D615 der Empfanger-
domane unterscheidet (Hisg-SgmT Kinase Emefanger D61N) “Aphildung 20C zeigt eine
Phosphoreszenzaufnahme nach der Auftrennung uber eine SDS-PAGE. Spur 1
zeigt MalE-DigR, das parallel zu den beiden Kinase-Konstrukten 30 min mit
[y*P]-ATP inkubiert wurde und als Negativkontrolle diente; wie erwartet wurde
kein Signal detektiert. Die Phosphoreszenzsignale eines 47 kDa-Protein
entsprechenden autophosphorylietem Hisg-SgmT Kinase Empfanger v Hisg-
SgmT Kinase Empfanger D81SN-  Aphildung 20C). Nach der Zugabe von DigR ist nach
5 min eine Ubertragung des Phosphoreszenzsignals vom jeweiligen Kinasen-
Konstrukt auf DigR sichtbar (Abbildung 20C). Die Zugabe von MalE-DigR P>
lieferte in beiden Fallen keinen Phosphogruppentransfer (Abbildung 20C).

T Kinase Empfanger D615N

Berucksichtigt man, dass Hisg-Sgm generell  eine

T Kinase Empfangel” so kann man

schwachere Phosphoreszenz zeigt als Hisg-Sgm
keinen Unterschied in der Transferrate zwischen beiden Proteinen erkennen.
Setzt man voraus, dass ein interne Phosphogruppenubertragung stattfindet, so
wiirde man eine schlechtere Transferrate von Hisg-SgmT "inase Emefanger 7, pigR
erwarten als von Hisg-SgmT Kinase Empfanger DE1SN 7, DigR. In der Mutante Hise-
SgmT Kinase Empfanger D81SN 1 ann  die  Phosphogruppe nur auf MalE-DigR
(ibertragen werden, wahrend sie in Hisg-SgmT finase Empfanger 7 s at7lich auf den
internen Aspartatrest D615 in der SgmT-Empfangerdomane Ubertragen werden
kann. Ein solches Ergebnis wurde nicht beobachtet, ein SgmT-interner

Phosphogruppentransfer ist somit eher unwahrscheinlich, da keine Beeintrach-
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tigung im Phosphogruppentransfer zu DigR im Vergleich der beiden SgmT-
Konstrukte beobachtet wurde.

In einem weiteren Versuch wurde ein Phosphogruppentransfer mit voll-
standigem SgmT (Hisg-SgmT) auf MalE-DigR durchgeflhrt (Abbildung 20D). In
Spur 1 ist die Autophsphorylierung von SgmT bei 92 kDa zu erkennen, wobei
eine zusatzliche Bande bei 70 kDa auftritt, die mit ,** markiert wurde. Da diese
Bande in allen Proben detektiert wurde, handelt es sich vermutlich um ein
Abbauprodukt von SgmT, das noch Kinaseaktivitat aufweisen konnte. Nach
Zugabe von MalE-DigR und einer zweiminutigen Inkubation ist ein Signal in
einer dritten Bande mit der errechneten Masse von 65 kDa zu erkennen
(Abbildung 20D), was der Phosphorylierung von MalE-DigR entspricht. Als
Negativkontrolle diente auch hierbei MalE-DigR PN, das durch Hise-SgmT wie
erwartet nicht phosphoryliert werden konnte. Der in vitro-Phosphogruppen-
transfer von Hisg-SgmT zu MalE-DigR bestatigt die Ergebnisse der beiden zu-
vor durchgeflhrten Experimente mit verklrzten Versionen von SgmT. Demnach
ist DigR der zugehorige RR der HK SgmT.

Abschlielend wurde die Kinaseaktivitat von SgmT in Abhangigkeit
unterschiedlicher c-di-GMP-Konzentrationen untersucht (Abbildung 20E). In
Spur 1 wurde DigR aufgetragen, das zuvor 30 min mit [y*’P]-ATP behandelt
wurde. Wie erwartet konnte keine Phosphoreszenz des Proteins detektiert
werden. Spur 2 zeigt autophosphoryliertes Hise-SgmT, die Bande mit einer
Molekularmasse von 92 kDa reprasentiert dabei das komplette Protein, die mit
. markierte schwache Bande ein Abbauprodukt. Nach Zugabe von DigR
nimmt die Intensitat des Phosphoreszenzsignals von SgmT ab und die DigR-
Bande kann bei 65 kDa detektiert werden (Abbildung 20E, Spur 3). In den
Spuren 4-6 wurden verschiedene Konzentrationen von c-di-GMP vor der
Autophosphorylierung von SgmT zugegeben und anschliefend der Phospho-
gruppentransfer auf DigR untersucht (Abbildung 20E, Spuren 4-6). Vergleicht
man die einzelnen Reaktionen untereinander sowie mit der Probe, in der kein
c-di-GMP zugegeben wurde (Abbildung 20E, Spur 3), so kann man keinen
Unterschied feststellen. Durch die Zugabe von 100 uM c¢c-di-GMP konnte auch

kein signifikanter Unterschied in der Autophosphorylierungreaktion von SgmT
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beobachtet werden (Abbildung 20E, Spur 7). Das bedeutet, in vitro ist die
Kinaseaktivitat von SgmT c-di-GMP-unabhangig.

2.3 Die physiologische Funktion des SgmT/DigR-Regulationswegs

In den beiden vorhergehenden Kapiteln wurde die HK SgmT charakteri-
siert (2.1) und der korrespondierende RR DigR identifiziert (2.2). Im nachfolgen-
den Kapitel sollte die physiologische Funktion des SgmT/DigR-Signaltrans-

duktionswegs erortert werden.

2.31 SgmT/DigR regulieren Gene von extrazellularen Proteinen

Um die physiologische Funktion von SgmT/DigR zu ermitteln, wurden die
regulierten Gene, die in der vergleichenden Transkriptomanalyse von SA3502
(AsgmT) und SA1804 (AdigR) gegenuber DK1622 (Wildtyp) identifiziert wurden,
im Detail untersucht (2.2.3).

Von denjenigen Genen, fur die Messwerte aus beiden Microarrays
vorliegen, zeigen 152 bzw. 121 eine signifikant unterschiedliche Expression in
SA3502 (AsgmT) bzw. SA1804 (AdigR) (Abbildung 19). Von den 121 unter-
schiedlich-exprimierten Genen in SA1804 (AdigR) wurden nur 22 in einer
vorherigen Microarray-Studie, in der ebenso die Transkriptome von AdigR und
Wildtyp verglichen wurden, identifiziert (Overgaard et al., 2006). Die abweichen-
den Ergebnisse beider Microarray-Studien konnten auf dem Einsatz verschie-
dener ,DNA-Chips“ beruhen (Overgaard et al., 2006, Muller et al., 2010).

Wie in 2.2.3 dargelegt wurden 104 Gene identifiziert, deren Regulation in
SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) ahnlich beeinflusst ist und von denen
kein Gen gegensatzlich reguliert wurde (Anhang 2). 86 dieser Gene werden in
den Mutanten positiv exprimiert, wahrend die verbleibenden 18 Gene negativ
exprimiert werden. Aullerdem weisen diese 104 Gene eine quantitativ ahnlich
reduzierte bzw. erhdhte Expression in den zwei Mutanten auf (Abbildung 21A,
Anhang 2). 59 der 104 Gene kodieren fur Proteine, denen eine Funktion
aufgrund ihrer Homologien zu anderen Proteinen zugeordnet werden kann, die
verbleibenden 45 Gene kodieren fur Proteine mit unbekannter Funktion
(Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Unterschiedlich-exprimierte Gene in AsgmT und AdigR im Vergleich zum
Wildtyp.

Die Diagrammdaten beziehen sich auf die 104 Gene, die signifikant-unterschiedlich in AsgmT
und AdigR reguliert sind (Abbildung 19). (A) Verandertes Expressionsverhaltnis der 86 positiv-
exprimierten Gene und der 18 negativ-exprimierten Gene von AsgmT und AdigR gegeniber
Wildtyp. Die regulierten Gene wurden in Anhang 2 von 1 bis 86 bzw. von 1 bis 18 entsprechend
kenntlich gemacht. (B) Anzahl der signifikant unterschiedlich-regulierten Gene in Bezug auf die
zellulare Funktion des korrespondierenden Proteins. Die positiv-exprimierten Gene sind griinlich
und die negativ-exprimierten Gene sind rétlich dargestellt. Die jeweils hellere Farbe repra-
sentiert Proteine, bei denen weder ein Signalpeptid noch eine Transmembranhelix prognos-
tiziert werden und die daher vermutlich im Zytoplasma der Zelle lokalisieren. Die jeweils
dunklere Farbe reprasentiert Proteine bei denen Signalpeptide oder Transmembranhelices
vorhergesagt werden und die daraufhin als sekretierte Proteine bezeichnet werden.
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In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorherigen Analyse von
SA1804 (AdigR) (Overgaard et al., 2006) kodiert keines der 59 Gene fir ein
Protein, das an der Zellbewegung oder an der EPS-Produktion bzw. dem EPS-
Export beteiligt ist. Aufgrund des Bewegungsdefekts von SA3502 (AsgmT) und
SA1804 (AdigR), der durch den vermehrten EPS-Anteil in der ECM der
Mutanten resultiert (2.1.2), hatte man vermuten konnen, dass solche

Bewegungs- bzw. EPS-Gene signifikant reguliert werden.

Nach bioinformatischer Analyse kodieren 50 der 104 Gene (48 %) fur
Proteine, die exportiert werden (Abbildung 21B), d. h. mindestens ein Signal-

peptid oder eine Transmembrandomane besitzen.

Von den 18 Genen mit reduzierter Expression in beiden Mutanten
kodieren vier fur sekretierte Proteasen, darunter fibA. Weitere funf Gene
kodieren fur Enzyme des Sekundarmetabolismus, davon sind drei Proteine an
der Synthese des gelben Pigments DKxanthen beteiligt, das Kolonien von
M. xanthus gelb farbt (Meiser et al., 2006). Die verbleibenden beiden Proteine
sind homolog zu LanA, dem Vorlauferprotein eines Lantibiotikums, welches zur
Klasse der Peptidantibiotika zahlt (Begley et al., 2009). Die drei grofdten Gen-
Gruppen mit bekannter Funktion und erhdhter Expression in beiden Mutanten
enthalten jeweils 20 Gene, die im Metabolismus involviert sind, 16 Gene, die
am Katabolismus beteiligt sind, und vier Gene, die flr sekretierte Proteasen
kodieren (Abbildung 21B).

Zusammenfassend sind SgmT und DigR an der Regulation von Genen
beteiligt, die fur sekretierte Proteine kodieren und deren Funktion grofitenteils
unbekannt ist. Da diese Gene sowohl positiv als auch negativ reguliert werden,

fungiert DigR vermutlich als transkriptioneller Aktivator und Repressor.

2.3.2 DigR bindet eine semi-palindromische Sequenz im fibA-
Promotor

Aufgrund seiner DNA-Bindedomane der Xre-Familie zahlt DigR zu den
Transkriptionsregulatoren. Gene, die direkt von DigR reguliert werden, sollten
eine spezifische Bindestelle flr die DNA-Bindedomane in ihrer Promotorregion
besitzen. Um diese DigR-spezifische Bindestelle zu identifizieren, wurde unter
Zuhilfenahme der Microarraydaten (2.3.1) nach geeigneten Kandidaten unter
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den stark regulierten Genen von SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR)
gesucht. Diese Gene kodieren hauptsachlich fur Proteine mit unbekannter
Funktion. Ein Gen, das stark negativ reguliert wird und dessen Funktion jedoch
relativ gut untersucht wurde, ist fibA. fibA kodiert fur eine matrix-assoziierte
Protease (Kearns et al., 2002) und tritt in der AdigR-Microarray-Studie von
Overgaard und Kollegen als eines der starksten regulierten Gene mit bekannter
Funktion auf (Overgaard et al., 2006). Deshalb wurde in der fibA-Promotor-

region die Bindeaffinitat von DigR untersucht.

Im Rahmen der Masterarbeit von Xin Zhang wurde damit begonnen, den
fibA-Promotor zu untersuchen (Zhang, 2005). Zunachst wurde der Transkrip-
tionsstart von fibA mit der ,Primer Extension“-Methode identifiziert. Daflr wurde
RNA isoliert und eine Reverse Transkriptase-Reaktion mit einem radioaktiv-
markiertem Primer, der in der kodierenden Sequenz von fibA in ,anti-sense*
Richtung bindet, durchgefuhrt (Zhang, 2005). Das erhaltende Produkt wurde
gereinigt, elektrophoretisch getrennt und autoradiographisch visualisiert
(Abbildung 22A). Im Vergleich mit einer radioaktiven Sequenzierreaktion wurde
der Transkriptionsstart von fibA auf ein Thymin definiert (Abbildung 22A und C),
das 25 Basen ,upstream” des Startcodons lokalisiert (Zhang, 2005).
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+40
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C MXAN6107

GCGCGCATCGTTGCCTCCCGGACAGGAAGCGTAATGGCCAGCCACGTCGA
TGCCAGTGTTGCCTCACGCGCGCGGGCEGACCCCGAGTCCGGCACARAGT
TCACACGACCTGTGGAARACCGAGGCCCGCCTGGACGACCTGTCACGTCA
CGTGGAAGGTTGCTCGCACTCGTAGTGGACCTCGCAAATCCACGARAGCA
AAGGAATAATCGTAAATAACCTGAAATCTARGAAGAGGATAGRAACTGAR

ATAATCGCGCAACCTTGAAATACGCGTCATCCCTGTGTCATCGTGCCTCC

— -35 -10
TAATCTTTCCGCTTAGGAGGATTACATGGTGCAGAAGAGAGTTCGCGGAG
+1 RBS L
fibA

Abbildung 22: Identifikation des Transkriptionstionsstarts und einer DigR-Bindestelle im
fibA-Promotor

Diese Abbildung aus (Zhang, 2005) ist modifiziert dargestellt. (A) Autoradiogramm zur Definition
des Transkriptionsstarts von fibA mittels ,Primer Extension®. Die ersten vier Spuren zeigen das
Sequenzierergebnis mit den angegebenen Nukleotiden, Spur 5 zeigt das Produkt der ,Primer
Extension“-Methode. Rechts daneben ist die Sequenz in ,anti-sense“ Richtung angegeben,
wobei ,* den Transkriptionsstart anzeigt. (B) Autoradiogramm des ,DNase | Footprintings®. Die
ersten vier Spuren zeigen das Sequenzierergebnis mit den angegebenen Nukleotiden an. Spur
5 zeigt DNase I-behandelte DNA ohne Zugabe von DigR (-), in den Spuren 6 bis 8 wurden
steigende Konzentrationen von DigR zugegeben. Der schwarze Balken zeigt die Sequenz an,
an der DigR bindet. (C) Nukleinsduresequenz des fibA-Promotors. Die kodierenden Bereiche
von fibA und MXAN6107 sind fett-gedruckt und deren Transkriptions-Richtung mit weiflen
Pfeilen dargestellt. Der abknickende Pfeil sowie ,+1“ markiert den Transkriptionsstart, die
Ribosomenbindestelle (RBS) und die potentiellen Promotorelemente -35 und -10 sind
unterstrichen dargestellt. In rot ist die Sequenz der experimentell identifizierten DigR-
Bindestelle, und in grin eine dazu ahnliche Bindestelle hervorgehoben.

Des weiteren wurde die fibA-Promotorregion auf DigR-Bindestellen hin
untersucht (Zhang, 2005). fibA wird in den Microarray-Analysen negativ
reguliert und muss dementsprechend aktiviert werden. Da eine Mutante, die

eine Asparaginsubstitution des konservierten Aspartat in der DigR-Empfanger-
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domane tragt, in vivo den gleichen Phanotyp zeigt wie SA1804 (AdigR)
(Overgaard et al., 2006), ist zu vermuten, dass fur die Aktivierung von DigR die
Phosphorylierung der Empfangerdomane wichtig ist. Die in vitro Phosphory-
lierung von DigR mit Acetylphosphat war nicht erfolgreich, deshalb wurde in der
anschlieBenden ,DNase | Footprinting“-Untersuchung unphosphoryliertes
Protein eingesetzt (Zhang, 2005). Dabei wurden unterschiedliche Konzentra-
tionen von DigR zu einer radioaktiv-markierten DNA-Sonde gegeben, deren
Sequenz Teile von fibA und dessen Promotor tragt, die anschlieBend mit
DNase | verdaut wurde (Zhang, 2005). Danach wurden die Reaktionsansatze
elektrophoretisch aufgetrennt und untereinander sowie mit dem Sequenzier-
reaktion verglichen (Abbildung 22B). Dabei konnte eine semi-palindromische
DigR-Bindestelle mit 24 bp identifiziert werden (+1~TAATCTTTCCGCTTAGGAG
GATTA), die zwischen Transkriptionsstart und Startcodon von fibA lokalisiert
(Abbildung 22B und C). Fur einen Aktivator ist eine solche Lokalisierung der
Bindestelle ungewodhnlich, da diese fur gewohnlich ,upstream® vom Trans-
kriptionsstart liegen (Cox et al., 2007). Betrachtet man die Sequenz ,upstream®
des Transkriptionsstarts, so findet man dort eine Sequenz (-94~TAATCGTAAA
TAACCTGAAATCTA), die eine groRe Ahnlichkeit zur identifizierten DigR-Binde-

sequenz aufweist (2.3.3).

Um die ermittelte DigR-Bindestelle zu bestatigen, wurde eine EMSA-
Studie (,electrophoretic mobilitiy shift assay“) mit unphosphoryliertem DigR
durchgefuhrt (4.4.8). Dafur wurden MalE-DigR, die DNA-Sonde (HEX-f2) und
diverse Konkurrenz-Fragmente, wie in 4.4.1 bzw. 4.4.8 beschrieben, hergestellt.
Die Sequenz von HEX-f2 kodiert fur ein 369 bp langes DNA-Fragment aus der
Promotorregion von fibA (Abbildung 23A).
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{yxaneor] fbA

-292  +1 +26 +2260
-262 +107
Sonde: HEX-f2 ®—BS- 369 bp
+1 +24
Konkurrenz-Fragmente: f -357 -1 357 bp
-262 +107
f2 —BS— 369 bp p 2951 bp
. +25 +389 365 bp
262 +107 pBluescript Il KS(-)
f2A A= 345 bp
+1 +24
HEX-f2 HEX-f2
Konkurrenz-DNA - - 1 f2 3 P Konkurrenz-DNA - - f2 f2A p
MalE-DigR - + + + + + MalE-DigR - + + + +
DigR-gebundenes - '. t
DigR—gebundenes_’ - .3 HEX-f2"P] J ~
HEX-f2 o T,
. : -
freies HEX-f2=p{ w- c-— - - - freles HEX-fz{ ' | Bt

Abbildung 23: EMSA-Studien zur Verifikation der DigR-Bindestelle im fibA-Promotor

(A) Schematische Darstellung des genetischen Kontexts von fibA, mit den eingesetzten DNA-
Fragmenten. Alle Koordinaten beziehen sich auf den Transkriptionsstart (+1), der durch einen
geknickten Pfeil dargestellt ist. Der graue Kreis symbolisiert die Fluoreszenz-Markierung der
DNA-Sonde mit ,HEX", die identifizierte DigR-Bindestelle ist mit ,BS* gekennzeichnet und die
Deletion der Bindestellensequenz mit ,A“. (B und C) EMSA-Studie von DigR in der fibA-
Promotorregion. HEX-markierte DNA aus der fibA-Promotorregion wurde mit Fragmenten von
Konkurrenz-DNA in 150-fach héherer Konzentration und MalE-DigR (4 uM) inkubiert, Gber ein
5 % Polyacrylamidgel elektrophoretisch bei 4 °C getrennt und dessen Fluoreszenz mit einem
Typhoon-Scanner (GE Healthcare, Freiburg) dokumentiert. Die freie und die DigR-gebundene
Form von HEX-f2 wurden entsprechend markiert.

Um eine spezifische Bindung von DigR an die identifizierte Bindestelle im
fibA-Promotor zu untersuchen, wurde das Laufverhalten der HEX-f2-Sonde mit
und ohne Zugabe von MalE-DigR nach der elektrophoretischen Auftrennung in
einem Polyacrylamidgel miteinander verglichen (Abbildung 23B und C, Spuren
1 und 2). Die ,freie® Form von HEX-f2 ist in beiden Proben zu erkennen
(Abbildung 23B und C), allerdings verringert sich dessen Intensitat nach der
Zugabe von MalE-DigR und eine zweite Bande ist detektierbar (Abbildung 23B
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und C, Spur 2). Diese zweite Bande, mit einer wesentlich hdheren molekularen
Masse im Vergleich zur freien Bande, reprasentiert die Form von HEX-f2, an
der DigR gebunden hat (Abbildung 23B). Das zeigt, dass DigR per se an eine
Sequenz in der fibA-Promotorregion binden kann.

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Bindung von DigR an HEX-f2
spezifisch ist und ob DigR an der identifizierten Stelle im fibA-Promotor bindet,
wurden EMSA-Studien mit Konkurrenz-DNA durchgefuhrt (4.4.8). Im Vergleich
zum verwendeten HEX-f2 wurde jeweils die 150-fache Konzentration an
Konkurrenz-DNA eingesetzt. Nach der Zugabe der f1- und f3-Fragmente, die fur
die Sequenz direkt ,up-“ bzw. ,downstream” von der DigR-Bindestelle kodieren
(Abbildung 23A), und des Expressionsvektors pBluescriptll KS(-), der als
weiteres unspezifisches DNA-Fragment eingesetzt wurde, konnte kein
Unterschied im Laufverhalten von HEX-f2 im Vergleich zur Probe mit DigR und
ohne Konkurrenz-DNA beobachtet werden (Abbildung 23B). Eine deutliche
Reduzierung der Intensitat von DigR-gebundenem HEX-f2 ist nach der Zugabe
des f2-Fragments zu beobachten (Abbildung 23B). Das f2-Fragment ist
Sequenz-identisch zu HEX-f2 und beinhaltet folglich die DigR-Bindestelle. In
f2A wurde die Sequenz der DigR-Bindestelle des f2-Fragments deletiert. Nach
dem Einsatz des f2A-Fragments in der EMSA-Studie ist eine vergleichbare
Menge an DigR-gebundenem HEX-f2 wie bei anderen unspezifischen
Konkurrenz-DNA-Fragmenten detektierbar (Abbildung 23C). Das bedeutet:
DigR bindet spezifisch an die Sequenz der identifizierten Bindestelle
(Abbildung 22).

Die Ergebnisse aus den EMSA-Studien bestatigen die identifizierte DigR-
Bindestelle im fibA-Promotor (Zhang, 2005). Unter der Bertcksichtigung aller
bisher gesammelten Daten kann man vermuten, dass fibA direkt durch die

Bindung von DigR Uber die identifizierte Bindestelle aktiviert wird.

233 Weitere regulierte Gene besitzen DigR-Bindestellen
Nach der Identifikation der DigR-Bindestelle im fibA-Promotor (2.3.2)
wurden weitere Gene auf das Vorhandensein einer DigR-Bindestelle hin

untersucht. Dafiir wurden ausschliefRlich bioinformatische Methoden verwendet.
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Gene, die uber eine DigR-Bindestelle reguliert werden, sollten in SA1804
(AdigR) und SA3502 (AsgmT) im Vergleich zu DK1622 (Wildtyp) signifikant
unterschiedlich reguliert sein. Aus den Microarray-Analysen sind 204 signifikant
regulierte Gene bekannt (Abbildung 21). Von diesen 204 Genen, wurden alle 18
negativ-regulierten Gene und alle 17 positiv-regulierten Gene, die eine
mindestens 4,0-fach hoéhere Expression in SA1804 (AdigR) zeigten, naher
charakterisiert. Um das Vorhandensein von DigR-Bindestellen im genetischen
Kontext dieser Gene zu untersuchen, wurde zunachst deren Promotorregion
bestimmt. Da in M. xanthus bisher nur wenige Promotorregionen experimentell
identifiziert wurden (Fisseha et al., 1996, Wu & Kaiser, 1997, Yoder-Himes &

Kroos, 2006), war diese Aufgabe eine grol3e Herausforderung.

Die nachfolgenden Untersuchungen zur Identifikation von Promotor-
elementen in den einzelnen Genen wurden von Dr. Nuria Gomez Santos
(Arbeitsgruppe Sggaard-Andersen, Max-Planck-Institut Marburg) durchgefuhrt.
Die Regionen bis 150 bp ,upstream® vom Translationsstart wurden mit Biopro-
spector, Virtualfootprint und Prodoric (Liu et al., 2001, Minch et al., 2005,
Minch et al, 2003) sowie manuell auf typische o’°-, ECF- und o°*
Promotorelemente von M. xanthus hin untersucht. Die Gene, von denen
angenommen wird, Teil eines Operons zu sein, liegen héchstens 100 bp in der
gleichen Transkriptions-Richtung voneinander entfernt. Von Genen, die dieses
Kriterium erfullen, wurden die Promotorregionen des ersten Gens im jeweiligen

Operon auf die oben beschriebene Weise identifiziert.

Nach der Identifikation von Promotorelementen der stark-regulierten
Gene, wurden diese auf DigR-Bindestellen hin untersucht. Die Zielsequenz
sollte aus 24 bp bestehen und mindestens 60 % Identitat zur palindromischen
Sequenz der DigR-Bindestelle im fibA-Promotor (TAATC-N14-GATTA) aufwei-
sen. Als zusatzliches Kriterium sollte die Zielsequenz hdchstens 200 bp
Lupstream“ oder ,downstream” vom Startcodon des jeweiligen Gens lokalisiert
sein. Mit Hilfe von FIMO (Grant et al., 2011) und Palinsight (Pareja et al., 2006)
wurden zwolf weitere DigR-Bindestellen identifiziert, die vermutlich an der
Regulation von 16 Genen beteiligt sind (Anhang 3, Anhang 4).

Von diesen 16 Genen werden acht negativ und acht positiv reguliert. Vier

der acht negativ regulierten Gene kodieren fur sekretierte Proteine mit unbe-
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kannter Funktion (MXAN0504, MXAN1672, MXAN3175 und MXAN4421), die
phylogenetisch ausschlief3lich in M. xanthus konserviert sind (Anhang 1). Die
weiteren vier Gene kodieren fur zwei homologe LanA-Vorlauferproteine eines
Peptidantibiotikums (MXAN2855 und MXAN2856), einem TonB-abhangigem
Rezeptorprotein (MXAN4746) sowie fur die bereits erwahnte Matrixprotease
FibA (MXANG106). Sechs der acht positiv regulierten Gene kodieren fur
Proteine mit unbekannter Funktion, von denen zwei im Zytoplasma (MXAN5453
und MXAN7352) lokalisieren und vier exportiert werden (MXAN6254,
MXANG6255, MXAN7212 und MXAN7351). Die verbleibenden beiden Gene
kodieren fur eine Oxidase (MXAN1676) und eine Acyltransferase (MXAN7353).

Abbildung 24 zeigt schematisch die Lokalisierung der identifizierten
DigR-Bindestellen in den aktivierten und reprimierten Promotoren. Klassischer-
weise befinden sich Bindestellen von Transkriptionsfaktoren in aktivierten
Promotoren ,upstream® der beiden Promotormotive (-35 und -10) oder uber-
lappen mit diesen (Cox et al., 2007, Madan Babu & Teichmann, 2003). In repri-
mierten Promotoren befinden sich solche Bindestellen flir gewdhnlich Uber-
lappend mit den Promotormotiven oder ,downstream“ davon (Cox et al., 2007,
Madan Babu & Teichmann, 2003). Dies trifft auch auf die Mehrheit der
identifizierten DigR-Bindestellen zu, mit einer Ausnahme: die identifizierte DigR-
Bindestelle im fibA-Promotor befindet sich zwischen dem -10-Promotormotiv
und dem Translationsstart. Allerdings wurde eine ahnliche Bindestelle
,2upstream® des -35-Promotormotivs identifiziert (Abbildung 24, Anhang 4).
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aktivierte Promotoren

MXAN0504
35 -10 . MXAN2857/2856/2855
ATG
(= MXAN3175
MXAN4421
MXANG6106 (fibA)
35 10 ATG MXAN1672
MXAN4746
35 10 ATG
|| ! i MXANG6106 (fibA)
reprimierte Promotoren
-35 . -10 ATG MXAN5453
MXAN7212
35 -10 ATG MXAN6254/6255
MXAN7353/7352/7351
35  -10 T
L - MXAN1676

Abbildung 24: Identifikation von DigR-Bindestellen stark-regulierter Gene

Schematische Darstellung von DigR-Bindestellen in aktivierten (oben) und reprimierten (unten)
Promotoren. Identifizierte Promotorelemente (-35 und -10) sind als rote bzw. orange-farbene
Rechtecke dargestellt. Der Translationsstart ist mit ,ATG" gekennzeichnet und identifizierte
DigR-Bindestellen werden durch gelbe und blaue Finfecke markiert. Die Farbkodierung der
DigR-Bindestellen im fibA-Promotor wurde von Abbildung 22 Gibernommen.

Am Beispiel des fibA-Promotors wurde experimentell eine DigR-
Bindestelle identifiziert. Mit bioinformatischen Analysen konnten &ahnliche
Sequenzen in den Promotoren von 15 weiteren Genen gefunden werden. Flr
10 dieser Gene ist keine Funktion bekannt, allerdings kodieren mit 8 von 10
Genen uberdurchschnittlich viele fur exportierte Proteine.
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2.4 c-di-GMP in M. xanthus

c-di-GMP ist seit nunmehr Uber einer Dekade Bestandteil aktueller
Forschung in unterschiedlichen bakteriellen Modellorganismen. Der sekundare
Botenstoff kommt ausschlieBlich in Bakterien vor und reguliert dort wichtige
zelluldre Prozesse wie die Zellbewegung, die Biofilmausbildung und die
Virulenz (Jenal & Malone, 2006).

In M. xanthus wurde die Rolle von c-di-GMP bisher nicht genauer
untersucht. In einer friheren Studie, die sich mit dem Entwicklungsprogramm
von M. xanthus beschaftigt, wurde der RR ActA identifiziert, der eine GGDEF-
Domaéane besitzt. Die Deletionsmutante AactA zeigt eine abnormale Frucht-
korperbildung sowie einen Sporulationsdefekt (Gronewold & Kaiser, 2001). Auf
die Funktion von c-di-GMP wurde in dieser Studie nicht naher eingegangen. Im
Rahmen dieser Dissertation wurde wahrend der Charakterisierung der HK
SgmT zum ersten Mal eine aktive Rolle von c-di-GMP in M. xanthus beschrie-
ben (2.1). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde in den nachfolgenden

Abschnitten die Rolle von c-di-GMP in M. xanthus naher analysiert.

241 M. xanthus besitzt essentielle Elemente von c-di-GMP
Signalsystemen

Unterschiedliche molekulare Bestandteile von c-di-GMP Signalsystemen
sind in vielen Bakterienarten konserviert und Ubernehmen innerhalb der Zelle
diverse Aufgaben. Bisher wurden vier unterschiedliche Proteinklassen sowie
zwei regulatorische genetische Elemente identifiziert (Hengge, 2010).

Die ersten drei Proteinklassen wurden nach den Motiven ihrer aktiven
Zentren benannt. GGDEF-Domanenproteine generieren als Diguanylatzyklasen
(DGC) c-di-GMP, wahrend EAL- und HD-GYP-Domanenproteine die Funktion
von Phosphodiesterasen (PDE) ubernehmen und c-di-GMP abbauen. GGDEF-
und EAL-Domanenproteine sind eigenstandige Domanen, wahrend HD-GYP-
Domanenproteine eine Unterfamile der HD-Domanenproteine bilden. Die vierte
Proteinklasse stellen PilZ-Domanenproteine dar, die c-di-GMP binden und als
Effektoren bei unterschiedlichen zellularen Prozessen fungieren. Fur die
Bindung von c-di-GMP sind zwei konservierte Motive (RxxxR und DxSxxG)
essentiell (Habazettl et al., 2011).
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Die beiden regulatorischen genetischen Elemente wurden vor wenigen
Jahren in diversen Bakterienspezies entdeckt und sind in Promotorregionen von
bestimmten Genen lokalisiert (Sudarsan et al., 2008, Lee et al., 2010). Als
Lriboswitches” sind sie an der Regulation der Transkription bzw. der Translation
beteiligt (Hengge, 2010).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde zunachst in der ,Microbial Signal
Transduction Database“ (MiST2) (Ulrich & Zhulin, 2010) nach homologen
Genen im M. xanthus-Genom gesucht, die fur eine GGDEF-, EAL- oder HD-
Domane kodieren. Dabei wurden 17 GGDEF-Doméanenproteine, 2 EAL-Doma-
nenproteine und 11 HD-Domanenproteine identifiziert (Tabelle 1). Eine BLAST-
Analyse (Altschul et al., 1990), bei der nach homologen Proteinen fur GGDEF-,
EAL- und HD-Domanen in M. xanthus gesucht wurde, lieferte keine zusatz-
lichen Kandidaten. Anschlielend wurden mit ,Clustal® (Thompson et al., 1997)
die ermittelten Proteinsequenzen mit typischen GGDEF-, EAL- und HD-GYP-

Domanen anderer Spezies auf Homologien untersucht.

Von 17 GGDEF-Domanenproteinen besitzen 15 mindestens ein
konserviertes Motiv in der I-site oder in der A-site. Die beiden EAL-Domanen-
proteine zeigen starke Homologien zu typischen EAL-Domanenproteinen, wie
YhjH aus S. typhimurium und VieA aus V. cholerae, und besitzen jeweils das
konservierte Aminosaurenmotiv (EAL) des aktiven Zentrums. Nur funf von elf
HD-Domanenproteinen konnen aufgrund ihrer Homologie in die HD-GYP-
Unterfamilie eingeordnet werden. In Tabelle 1 sind die identifizierten GGDEF-,
EAL- und HD-GYP-Domanenproteine mit den typischen konservierten Motiven
und ihrer SMART-Domanenstruktur (Schultz et al., 1998) aufgelistet.
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Tabelle 1: GGDEF-, EAL- und HD-GYP-Domanenproteine von M. xanthus

In dieser Tabelle sind alle c-di-GMP-abhangigen Diguanylatzyklasen (GGDEF) und
Phosphodiesterasen (EAL und HD-GYP) aus M. xanthus aufgelistet. Die Proteine wurden mit
MiST2 (Ulrich & Zhulin, 2010) und BLAST (Altschul et al., 1990) identifiziert und deren
Sequenzen mit Clustal (Thompson et al, 1997) und SMART (Schultz et al., 1998) auf
konservierte Motive bzw. Domé&nen untersucht.

Gen I-site A-site EAL | HD-GYP | i, 1 snenstruktur’

Motiv Motiv Motiv Motiv
GGDEF-Domanenproteine
MXAN1525 RREQ GGEEF - - FHA-GGDEF
MXAN2643 QONLD GGDEF - - GAF-GGDEF
MXAN2997 RKVD GGEEF - - sp-RPT-HAMP-GAF-GGDEF
MXAN3213/actA RDAD GDCQF - - REC-GGDEF
MXAN3705 RDTD GGEEF - - sp-4TMH-GAF-GAF-GGDEF
MXAN3735 RESD GGDEF - - REC-GGDEF
MXAN4029 RRED GGEEF - - FHA-GGDEF
MXAN4257 VPGG EGGAF - - REC-GAF-PAS-GGDEF
MXAN4445 APGD | AGDDF | - - | REGaanERSHEREC
MXAN4463 RDHD GGDEY - - REC-GGDEF
MXAN4640/sgmT | RHPD GGGVF - - GAF-HK-REC-GGDEF
MXAN5053 RDSD SDQEF - - REC-GAF-GGDEF
MXAN5199 RTED GGEEF - - FHA-GGDEF
MXAN5340 RDID ADSRF - - REC-GGDEF
MXAN5366 RETD GGEEF - - REC-GGDEF
MXAN5791 REVD GGEEF - - REC-GGDEF
MXAN7362 RRED GGEEF - - REC-HPt-REC-REC-GGDEF
EAL-Domaénenproteine
MXAN2424 - - EAL - EAL
MXAN2530 - - EVL - EAL
HD-GYP-Doménenproteine
MXAN2061 - - - HD GYP | sp-HAMP-HD_GYP
MXAN2807 - - - HD GTP | GSPIl_E_N-HD_GYP-REC
MXAN4232 - - - HD GYP | REC-HD _GYP
MXAN4675 - - - HD GYP | REC-HD _GYP
MXAN6298 - - - HD GYP | GAF-HD_GYP

1Abk'L'lrzungen: FH
Histidinkinase, HPt
Signalpeptid

.Fork-head-associated® Domane, REC = Empfangerdomane, HK
Histidin-Phosphotransferase, TMH = Transmembranhelix, sp

Zur ldentifikation von PilZ-Domanen wurde ahnlich, wie oben beschrie-
ben, verfahren. Insgesamt sind 22 PilZ-Domanenproteine in MiST2 zu finden.
Nach den Analysen mit BLAST und SMART wurden Sequenzvergleiche zu
anderen PilZ-Domanen von YcgR (E. coli), VCA0042 (V. cholerae) und YpfA
(B. subtilis) mit Clustal durchgefuhrt und auf die Konservierung der Signatur-

motive hin untersucht. In Tabelle 2 sind die PilZ-Domanenproteine mit ihren
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konservierten RxxxR- und D/NxSxxG-Motiven sowie der Domanenstruktur des
Proteins nach SMART aufgelistet. Auffallend ist dabei, dass 14 Proteine
exklusiv aus deiner PilZ-Doméane bestehen, die vereinzelt eine nicht-
konservierte N- oder C-terminale Verlangerung aufweisen. Jeweils zwei PilZ-
Domanen sind Bestandteil von Serin-/Threonin-/Tyrosin-Kinasen bzw. Antwort-
regulatoren und die verbleibenden vier PilZ-Domanenproteine sind mit

Chaperon-Domanen von Hitzeschockproteinen gekoppelt (DnaK und Dnad).

Tabelle 2: PilZ-Domanenproteine von M. xanthus

Die aufgelisteten PilZ-Domanenproteine wurden mit MiST2 (Ulrich & Zhulin, 2010) und BLAST
(Altschul et al., 1990) identifiziert und deren Sequenzen mit Clustal (Thompson et al., 1997) und
SMART (Schultz et al., 1998) auf konservierte Motive bzw. Domanen untersucht. Abkiirzungen:
Pkn = Serin-/Threonin-/Tyrosin-Proteinkinasen-Doméane, REC = Empfangerdomane.

Gen I:I)I(:t)l(s DINM):,S;;:,XG Domaénenstruktur
MXANO0063 RRNGR DLSEGG Pilz
MXAN0614 nicht vorhanden ELSRGG Pkn-PilZ
MXAN0833 RREPR DASLGG | PilZ
MXAN0961 RRGRR NISNGG PilZ
MXAN1087 ROHPR NLSHEG PilZ-REC
MXAN1467/pkn1 RLAPA GLSRGG Pkn-PilZ
MXAN2528 RONGR NISKGG PilZ
MXAN2649 RHFPR NVSVSG | pilz
MXAN3585 RKNKR DISQEG PilZ
MXAN3721 RKSTR NLSEGG Pilz
MXAN3778 nicht vorhanden NVSRGG PilZ-DnaK
MXAN3788 PRAPR NLSKGG PilZ
MXAN4328 RSHLR NISARG PilZ
MXAN4567 RADER NISAGG | pilZ
MXANS5615 RRFPR DISRGG PilZ
MXAN5655 RFHPR DVSMAG Pilz
MXANS5707 RDSPR DLSLGG PilZ
MXAN5804 nicht vorhanden NVARGG PilZ-DnaK
MXAN6013 RSDDR NLSSGG DnaJ-PilZ
MXANG605 RTTDR NLSPGG | Pilz-DnaK
MXAN6957 RVEAR ALSPGG Pilz
MXAN7024 RAAER DAGPGA REC-REC-PilZ

M. xanthus besitzt einen c-di-GMP-regulierten ,RNA-Riboswitch® der
Klasse 1 mit einer ,GEMM“-Domane (,genes for the environment, for membra-

nes and for motility“), die hauptsachlich in Gram-negativen Bakterien konser-
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viert ist (Weinberg et al., 2007, Sudarsan et al., 2008). Dieser ,RNA-riboswitch*
lokalisiert ,upstream” von MXAN4442, dem ersten Gen eines potentiellen
Operons mit drei weiteren Genen (MXAN4441-4439). Diese vier Gene kodieren
fur Proteine, deren Funktion unbekannt ist und die keine konservierten
Domanen besitzen. Interessanterweise lokalisiert dieses Operon in
unmittelbarer Nahe zum MXAN4445-Gen, das fir die zweite Hybrid-HK mit
GGDEF-Domane neben SgmT kodiert (Tabelle 1). Aufgrund dessen kann ein
Zusammenhang zwischen dem GGDEF-Domanenprotein MXAN4445 und dem

,RNA-riboswitch“ vermutet werden, den es experimentell zu beweisen gilt.

Mit Hilfe von bioinformatischen Methoden konnten wichtige Elemente
des c-di-GMP Signalsystems in M. xanthus identifiziert werden. Neben 38
Proteinen (GGDEF-, EAL-, HD-GYP- und PilZ-Domanenproteine), die am
Metabolismus von c-di-GMP beteiligt sein oder als Effektoren auftreten konnten,
besitzt M. xanthus noch einen ,RNA-riboswitch® mit GEMM-Doméane (Sudarsan
et al., 2008). Diese gro3e Anzahl von c-di-GMP-abhangigen Elementen lasst
vermuten, dass c-di-GMP in M. xanthus an der Regulation von zellularen

Prozessen beteiligt sein konnte.

24.2 AMXAN2424 und AMXAN2530 zeigen keinen Einfluss auf die
Bewegungs- und Entwicklungsfahigkeit von M. xanthus

Eine Mdoglichkeit, den Einfluss von c-di-GMP in M. xanthus zu unter-
suchen, ist die Deletion von einzelnen Genen, die flr c-di-GMP-abhangige
Proteine kodieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde damit begonnen, Deletions-
mutanten der entsprechenden Gene zu generieren und diese auf Defekte in der
Morphologie, der Bewegung und der Entwicklung zu analysieren.

Der Fokus lag zunachst auf den beiden Genen MXANZ2424 und
MXANZ2530, die fur EAL-Doméanenproteine kodieren (Tabelle 1). Die
Generierung der Deletionsmutanten SA3524 (AMXAN2424) und SA3525
(AMXAN2530) erfolgte wie in 4.3.8 beschrieben. Anschlieliend wurden SA3524
(AMXANZ2424) und SA3525 (AMXAN2530) auf Defekte in der Bewegung bzw.
der Entwicklung untersucht; dabei wurde wie in 4.2.3 bzw. 4.2.5 beschrieben
vorgegangen. Abbildung 25A zeigt, dass SA3524 (AMXANZ2424) und SA3525
(AMXAN2530) eine vergleichbare A- und S-Bewegungsfahigkeit besitzen wie
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der Wildtyp DK1622. Auch die Fruchtkorperbildung auf TPM-Agar zeigt keine
signifikanten Unterschiede zwischen SA3524 (AMXAN2424), SA3525
(AMXAN2530) und DK1622 (Wildtyp) nach 24 h bzw. 120 h (Abbildung 25B).
Die Entwicklungsstudien auf CF-Agar und in MC7-Puffer zeigten dasselbe
Ergebnis, auch hier war kein Unterschied in der Fruchtkorperbildung zwischen
den beiden Mutanten (SA3524 und SA3525) und dem Wildtyp (DK1622) zu
beobachten (nicht dargestellt).

DK1622 DK1217 DK1300 SA3524 SA3525
A-S+ A+S- AMXAN2424 AMXAN2530
— =]2mm

DK1622 DK11063 SA3524 SA3525

. g

Abbildung 25: Bewegungs- und Entwicklungsstudie von AMXAN2424 und AMXAN2530

(A) Bewegungsstudie von SA3524 (AMXAN2424) und SA3525 (AMXAN2530) im Vergleich mit
DK1622 (Wildtyp) und den Kontrollstdmmen DK1217 (A-S+) und DK1300 (A+S-). Die
Konzentration der Agaroberflache sowie die Langenstandards sind in der Abbildung dargestellt.
(B) Entwicklungsstudie von SA3524 (AMXAN2424) und SA3525 (AMXAN2530) im Vergleich
mit DK1622 (Wildtyp) und dem Kontrollstamm DK11063 (fruA) auf TPM-Agar. Die Zeit der
Hunger-induzierten Entwicklung sowie die Langenstandards sind dargestellt.
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243 AMXAN4463 zeigt einen S-Bewegungsdefekt

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Isabel Hinderberger wurden
Deletionsmutanten zweier Gene generiert, die fur die RR MXAN4463 und
MXAN5791 mit GGDEF-Doméane kodieren (Hinderberger, 2011). Beide Pro-
teine besitzen den konservierten Aspartatrest in der Empfangerdomane sowie

die konservierte ,I-“ und ,A-site“ Motive in der GGDEF-Domane (Tabelle 1).

Nach ersten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der
Deletionsstamm SA3531 (AMXAN4463) einen Defekt in der S-Bewegung
aufweist (Hinderberger, 2011). Die A-Bewegungsfahigkeit sowie die Ausbildung
von Fruchtkorpern von SA3531 A MXAN4463) waren im Vergleich zu DK1622
(Wildtyp) nicht signifikant beeinflusst (Hinderberger, 2011). Der S-Bewe-
gungsdefekt konnte im Komplementationsstamm SA3532 (AMXAN4463/Ppia-
MXAN4463) durch die Integration von MXAN4463 unter der Kontrolle des
konstitutiv-aktiven pilA-Promotors in die ,phage Mx8 attB-site” komplementiert
werden (Hinderberger, 2011). Die Erforschung der Funktion von MXAN4463 in
der S-Bewegung ist Bestandteil aktueller Untersuchungen.

Die Deletionsmutante SA3533 (AMXANS5791) zeigte weder einen
signifikanten Unterschied in der A- und S-Bewegung noch in der Entwicklungs-
fahigkeit im Vergleich zu DK1622 (Wildtyp) (Hinderberger, 2011). Unter den
getesteten Bedingungen ist MXAN5791 flr M. xanthus nicht essentiell und

keiner der getesteten Funktionen zuzuordnen.

244 c-di-GMP beeinflusst den koordinierten Ablauf des Entwick-
lungsprogramms

Eine weitere Moglichkeit, den Einfluss von c-di-GMP auf M. xanthus zu
untersuchen, besteht darin, die intrazellulare c-di-GMP-Konzentration zu mani-
pulieren. In dem man heterologe Gene, die fur aktive DGC bzw. PDE kodieren,
hinter einem starken Promotor exprimiert, lasst sich die natlrliche c-di-GMP-
Konzentration in der Zelle erhdhen bzw. senken. Auf diese Weise konnte fur
Shewanella oneidensis gezeigt werden, dass die Ausbildung von Biofilmen
abhangig von der intrazellularen c-di-GMP-Konzentration ist (Thormann et al.,
2006).
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Fir die Manipulation der =zellularen c-di-GMP-Konzentration in
M. xanthus wurden drei Uberexpressions-Plasmide hergestellt (4.3.5), auf
denen die Gensequenzen hinter dem konstitutiv-aktiven pilA-Promotor und mit
einer C-terminalen Strepll-Peptid-Sequenz kloniert wurden. Diese Zielgene
kodieren fur die zwei GGDEF-Domanenproteine VCA0956 (V. cholerae) und
PleD* (C. crescentus) bzw. das EAL-Domanenprotein YhjH (S. typhimurium).
Die Funktion der DGC VCAOQ0956 ist bisher unbekannt, allerdings zeigte eine
Uberexpression von VCA0956 in V. cholerae im Vergleich zum Wildtyp eine
verminderte Produktion des Choleratoxins (Tischler & Camilli, 2005). PleD ist
ein RR und an der Regulation des Zellzyklus in C. crescentus beteiligt (Abel et
al., 2011, Paul et al., 2007). PleD* ist eine genetisch-manipulierte Version des
RR, die durch mehrere Punktmutationen eine erhdhte Diguanylatzyklase-
Aktivitat im Gegensatz zum nativen Protein besitzt (Paul et al., 2007). YhjH ist
eine PDE, die das Schwarm- und Schwimmverhalten und somit die Virulenz
von S. typhimurium beeintrachtigt (Ryjenkov et al., 2006). Die drei Uber-
expressions-Plasmide wurden jeweils in die ,phage Mx8 attB-site” des Wildtyps
DK1622 integriert (4.3.7) und die generierten Mutantenstdmme SA3526
(VCA0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll) und SA3528 (pleD*-strepll) auf

Unterschiede zum Wildtyp in der Bewegung und der Entwicklung hin analysiert.

DK1622 DK1217 DK1300 SA3526 SA3527 SA3528
Wildtyp A-S+ A+S- VCA0956-strepll yhjH-strepll  pleD*-strepll

Abbildung 26: Bewegungsstudie von SA3526, SA3527 und SA3528

Bewegungsstudie von SA3526 (VCA0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll) und SA3528 (pleD*-
strepll) im Vergleich zu DK1622 (Wildtyp) und den Kontrollstdmmen DK1217 (A-S+) und
DK1300 (A+S-). Die Konzentration der Agaroberfliche sowie die Langenstandards sind
dargestellt.
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Abbildung 26 zeigt die Bewegungsstudien der Stamme SA3526
(VCA0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll) und SA3528 (pleD*-strepll) im
Vergleich zu DK1622 (Wildtyp). Betrachtet man die Kolonierandmorphologien
der generierten Stamme SA3526 (VCA0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll) und
SA3528 (pleD*-strepll) so lasst sich im Vergleich zum Wildtyp weder in der A-
noch der S-Bewegung ein signifikanter Unterschied erkennen.

Eine Immunblot Analyse auf das Vorhandensein der Strepll-
Fusionsproteine in vegetativen Zellen von SA3526 (VCA0956-strepll), SA3527
(yhjH-strepll) und SA3528 (pleD*-strepll) wurde, wie in 4.4.3 beschrieben,
durchgefuhrt. Abbildung 27 zeigt, dass nur eine schwache Bande von PleD*-
strepll detektiert werden konnte. Im Gegensatz dazu waren VCA0956- und
YhjH-strepll nicht detektierbar.

N Abbildung 27: Nachweis von
¢ Strepll-Fusionsproteinen in
Q)'%\ Q\\ @Q\\ vegetativen Zellen.

Q& & & .
_\t:;\ ?9 &9 Immunblot Analyse mit
& O \§<\\ Q\e Streptactin. Zelllysate von 10°
Zellen wurden in einem 6 %
70 kDa = PleD*-strepll (51 kDa) SDS-Gel {iber PAGE getrennt.
50 kDa = - VCA0956-strepll (30 kDa) Links sind die GroRenstandards
30 kDa = E YhjH-strepll (31 kDa) des Proteinmarkers angege-
ben, schwarze Pfeile auf der
25 kDa= _ rechten Seite kennzeichnen die
S ¢— Hintergrund erwartete Grée des entspre-

20 kDa = ¢ chenden Proteins.

Anschlieliend wurden SA3526 (VCA0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll)
und SA3528 (pleD*-strepll) im Vergleich mit DK1622 (Wildtyp) und DK11063
(fruA) auf Defekte im Entwicklungszyklus hin untersucht (Abbildung 28).
Wahrend der Wildtyp nach 120 h Inkubation auf TPM- und CF-Agar und in
MC7-Puffer jeweils reife, d.h. durch die Myxosporen dunkel gefarbte,
Fruchtkdrper gebildet hat, zeigte der Kontrollstamm DK11063 (fruA) wie
erwartet keine Fruchtkorperbildung (Abbildung 28). Die Stamme SA3526
(VCAQ0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll) und SA3528 (pleD*-strepll) bilden wie
DK1622 (Wildtyp) zwar Fruchtkdrper aus, jedoch erscheinen diese auf CF-Agar
sowie in MC7-Puffer deutlich weniger gereift und damit weniger dunkel gefarbt.
Auf CF-Agar bilden SA3526, SA3527 und SA3528 jeweils leicht vergroRerte,
aber deutlich hellere Fruchtkorper als in DK1622 (Wildtyp) aus. In MC7-Puffer
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ist dieser leichte Defekt in der Fruchtkorperbildung noch etwas deutlicher zu
erkennen (Abbildung 28).

DK1622 DK11063 SA3526 SA3527 SA3528
hjH-strepl! pleD*-strepll
P b we| g a0

‘ : :.::-'\.::-?_".;::." 0 “{W
o : =150 ym

MC7-Puffer

50 pm

Abbildung 28: Entwicklungsstudie von SA3526, SA3527 und SA3528

Entwicklungsstudie von SA3526 (VCA0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll) und SA3528 (pleD*-
strepll) im Vergleich mit DK1622 (Wildtyp) und dem Kontrollstamm DK11063 (fruA) nach 120 h
im Hungerzustand. Die entsprechenden Medien sowie die Langenstandards sind dargestellt.
Die zweite Bildzeile von CF-Agar und MC7-Puffer zeigt jeweils einen vergroflerten
Bildausschnitt des dariiber angeordneten Bilds.

Nach 6 h bzw. 24 h Inkubation bei 32 °C in MC7-Puffer wurden die
Zellen von SA3526 (VCA0956-strepll), SA3527 (yhjH-strepll) und SA3528
(pleD*-strepll) geerntet und mit den Zelllysaten wurde ein Immunblot mit Strep-

Tactin durchgefuhrt (4.4.3). Eine Detektion der Strepll-Fusionsproteine war

nicht moglich.

Die Mutanten SA3526, SA3527 und SA3528 zeigen keine signifikante
Veranderung in der A- oder S-Bewegungsfahigkeit. Allerdings zeigen alle drei

Mutanten einen leicht gestorten Ablauf des Entwicklungsprogramms, was sich
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in einer verminderten Reifung der Fruchtkorper dufert. Da sowohl DGC als
auch PDE die zellulare c-di-GMP-Konzentration beeinflussen, konnte aus den
beobachteten Ergebnissen geschlossen werden, dass die Fruchtkdrperbildung
abhangig von der Konzentration von c-di-GMP ist. Um diese Hypothese zu

bestatigen, sind weitere Untersuchungen notig.
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3 Diskussion
3.1 Die Identifikation eines neuen TCS in M. xanthus
3.11 Die Charakterisierung der Histidinkinase SgmT

SgmT ist eine Hybrid-Histidinkinase (Hybrid-HK), die als essentielles
Protein fur die S-Bewegung identifiziert wurde (Youderian & Hartzell, 2006).
Ubereinstimmend mit dem berichteten S-Bewegungsdefekt der sgmT-
Insertionsmutante von Youderian und Hartzell (Youderian & Hartzell, 2006)
zeigt auch die in dieser Arbeit generierte AsgmT-Deletionsmutante diesen
Defekt.

Aus der Literatur sind drei zellulare Strukturen bekannt, die fur eine
korrekte Ausfuhrung der S-Bewegung essentiell sind: Unipolare Typ-IV-Pili
(T4P), das O-Antigen von Lipopolysacchariden (LPS) und die Komponenten der
extrazellularen Matrix (ECM) (Konovalova et al., 2010). Basierend auf bioche-
mischen und mikroskopischen Daten ist der Aufbau und die Lokalisierung von
T4P in AsgmT nicht beeintrachtigt und der Anteil von LPS O-Antigen leicht
reduziert. Der Anteil von Exopolysacchariden (EPS) in der ECM von AsgmT ist,
im Gegensatz zu Wildtyp, um etwa zweieinhalbmal hoher. EPS sind als ein
bevorzugtes Substrat fur die Anhaftung von T4P wahrend der S-Bewegung von
M. xanthus bekannt (Black et al., 2006) und daher ist die korrekte Zusammen-
setzung der EPS essentiell. Beispielsweise zeigen verschiedene Dif-Mutanten,
die einen hoheren oder einen niedrigeren Anteil an EPS in der ECM akku-
mulieren, einen Defekt in der S-Bewegung (Black & Yang, 2004). Deshalb ist zu
vermuten, dass der beobachtete S-Bewegungsdefekt von AsgmT nicht auf
defekte T4P oder den reduzierten Anteil an LPS O-Antigen zurtckzufihren ist,
was auch experimentell ausgeschlossen werden konnte, sondern auf den
nachweisbar erhéhten EPS-Anteil in der ECM der Zellen.

Neben einer Histidinkinase- und einer Empfangerdomane besitzt die
Hybrid-HK SgmT eine N-terminale GAF-Domane und eine C-terminale GGDEF-
Domane. In genetischen Studien dieser Arbeit wurde die Funktion der einzelnen
Domanen von SgmT untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Deletion der GAF-Domane sowie die Substitution des konservierten Histidins
mit Alanin (H336A) in der Kinasedomane in vivo in einem S-Bewegungsdefekt

der Zellen resultiert, der vergleichbar mit dem von AsgmT ist. Folglich ist die N-
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terminale GAF-Domane und die Histidinkinasedomane essentiell fir die

Funktion von SgmT in vivo.

GAF-Domanen findet man in einer Fulle von Proteinen, in denen sie
typischerweise die Aktivitdt von benachbarten enzymatisch-aktiven Domanen,
z. B. Histidinkinasedomanen, regulieren. Als Sensoren binden GAF-Domanen
unterschiedliche Liganden, wie zyklische Nukleotide (Heikaus et al., 2009),
Aminosauren (Levdikov et al., 2006) oder Gase (Tucker et al., 2008, Vos et al.,
2012). Die Vermutung, dass c-di-GMP als Ligand an die SgmT GAF-Domane
bindet, konnte durch eine c-di-GMP-Affinitatsstudie in vitro nicht bestatigt
werden (2.1.5), so dass der zugehdrige Ligand weiterhin unbekannt ist. Die
Identifikation dieses Liganden stellt eine herausfordernde Aufgabe fur die
Zukunft dar, weil fur GAF-Domanen bislang mehrere Liganden identifiziert
wurden, die sich strukturell stark unterscheiden (Levdikov et al., 2006, Tucker et
al., 2008, Heikaus et al., 2009, Vos et al., 2012). Vermutlich fuhrt die Bindung
des Liganden zu einer Konformationsanderung in SgmT, wodurch die
Aktivierung der Histidinkinasedomane und die Autophosphorylierung am

konservierten Histidinrest (H336) erfolgen.

Innerhalb der Mikroorganismen, fur die ein sequenziertes Genom
vorliegt, ist ein homologes Protein zu SgmT in sechs Myxobakterienarten
(M. xanthus, M. macrosporus, M. fulvus, M. stipitatus, C. coralloides und
S. aurantiaca) zu finden. Da neben der kompletten Domanenstruktur auch die
degenerierte A-site und die intakte I-site in der C-terminalen GGDEF-Domane
in den homologen SgmT-Proteinen konserviert vorliegen, ist zu vermuten, dass
ein hoher selektiver Druck zur evolutionaren Erhaltung der GGDEF-Doméane
vorlag, der fiir eine essentielle Funktion der Doméane sprache. Uberraschender-
weise zeigen Mutationen in der GGDEF-Domane in vivo weder einen Defekt in
der S-Bewegung noch im Entwicklungszyklus von M. xanthus. Basierend auf
Sequenzvergleichen mit anderen GGDEF-Domanen besitzt die GGDEF-
Domane von SgmT eine, wie oben bereits erwahnte, degenerierte A-site, so
dass eine Diguanylatzyklase-Aktivitat ausgeschlossen werden kann (Malone et
al., 2007). Allerdings liegen die Aminosaurereste der I-site in SgmT konserviert
vor. In vitro Affinitatsstudien dieser Arbeit zeigten, dass sowohl SgmT als auch
die isolierte SgmT GGDEF-Domane den sekundaren Botenstoff c-di-GMP
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binden konnen und dass diese Bindung von einer intakten I-site abhangt, da die
I-site-Mutante keine Bindung zu c-di-GMP zeigt. Nachfolgende Lokalisierungs-
studien in vivo zeigten, dass SgmT in Abwesenheit der GGDEF-Domane bzw.
ohne intakte I-site diffus in der Zelle verteilt ist, wahrend SgmT mit einer
intakten |-site hauptsachlich in einem oder zwei Clustern entlang der
Langsachse der Zelle angeordnet sind. Diese Beobachtungen lassen darauf
schlielRen, dass die GGDEF-Domane als c-di-GMP-Rezeptor dient und dass
eine Funktion der c-di-GMP-Bindung an die I-site fur die rdumliche Anordnung
von SgmT in der Zelle verantwortlich sein kdonnte. Eine ahnliche Funktion fur
eine GGDEF-Domane mit einer degenerierten A-site und einer intakten I-site
wurde fur den RR PopA in C. crescentus beschrieben, dessen polare Anord-
nung abhangig von der c-di-GMP-Bindung an die I-site ist (Duerig et al., 2009).

Die vorliegenden genetischen und biochemischen Daten lassen keine
Ruckschlisse auf die Funktion der SgmT-Empfangerdomane zu. Unter den
getesteten Bedingungen ist die Empfangerdomane nicht essentiell flr die
Funktion von SgmT. Dennoch lasst die Konservierung der Empfangerdomane
in homologen SgmT-Proteinen vermuten (Abbildung 8), dass wahrend der
Evolution der Myxococcales ein hoher Selektionsdruck vorgeherrscht hat, um
diese Domane zu erhalten. Fur den RR PleD aus C. crescentus, der aus zwei
N-terminalen Empfangerdomanen und einer C-terminalen GGDEF-Domane
besteht, wurde gezeigt, dass die benachbarte Empfangerdomane einen
Argininrest (R178) enthalt, der die Bindung von c-di-GMP an die |-site der
GGDEF-Domane unterstutzt (Chan et al., 2004). Ein Sequenzvergleich mit der
zweiten Empfangerdomane von PleD zeigte, dass dieser Argininrest (R590) in
SgmT von M. xanthus sowie in den jeweiligen homologen Proteinen anderer
Myxococcales konserviert vorliegt. Folglich besteht die Moglichkeit, dass R590
in SgmT eine unterstutzende Funktion in der Bindung von c-di-GMP besitzt und

deshalb die Empfangerdomane evolutionar erhalten blieb.

3.1.2 Die Identifikation des SgmT/DigR-TCS und dessen Regulon
Nach der funktionellen Charakterisierung von SgmT wurde der
korrespondierende RR gesucht. Da eine Punktmutation (H336A) in der

Kinasedomane in vivo ausreicht, einen Defekt in der S-Bewegung auszuldsen,
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wurde vermutet, dass die Phosphorylierung des korrespondierenden RR
essentiell fur die S-Bewegung ist. Folglich sollte die Deletionsmutante des
korrespondierenden RR ebenso einen Defekt in der S-Bewegung besitzen. Als
weiteres Kriterium sollte das Gen des korrespondierenden RR ebenso
.verwaist® sein wie sgmT. DigR erflllt die beiden aufgestellten Kriterien
(Overgaard et al., 2006) und in genetischen Untersuchungen zeigten AdigR,
AsgmT sowie die Doppelmutante AdigR AsgmT den jeweils identischen
Phanotyp. Zusatzlich zu den genetischen Daten lasst die hohe Anzahl an
ubereinstimmend signifikant-regulieten Genen in den vergleichenden
Transkriptomstudien von AdigR und AsgmT mit Wildtyp darauf schliel3en, dass

SgmT und DigR Bestandteile desselben Signaltransduktionswegs sind.

In vitro Phosphorylierungsstudien zeigten einen direkten Nachweis flr
die Autophosphorylierung des konservierten Histidinrests (H336) in der
isolierten SgmT-Kinasedomane und den Transfer von Phosphogruppen zum
konservierten Aspartat (D53) in der Empfangerdomane von DigR. Eine
Ubertragung der Phosphogruppen zur SgmT-Empfangerdomane in trans
konnte jedoch nicht detektiert werden. Dies bedeutet, dass die isolierte SgmT-
Kinasedomane eine deutlich hohere kinetische Praferenz fur DigR als zur
isolierten SgmT-Empfangerdomane besitzt. Vergleicht man die Protein-
sequenzen der Empfangerdomanen von SgmT und DigR, so unterscheiden
sich diese mit nur 25 % Gleichheit und 43 % Ahnlichkeit recht stark voneinan-
der. Zudem unterscheiden sich die Aminosaurereste, die die vermutete
Kontaktflache der jeweiligen Empfangerdomane zur Kinasedomane bilden und
damit die Spezifitat zueinander vermitteln (Capra et al., 2010), zwischen SgmT
und DigR deutlich voneinander (Anhang 1). In vitro kann die kinetische
Praferenz von Hybrid-HK bei in trans Phosphogruppentransfers von der
isolierten Kinasedomane zu einem isolieten RR hoher als zur eigenen
isolierten Empfangerdomane sein. Im Gegensatz dazu kann die kinetische
Praferenz fur den RR durch die raumliche Nahe der eigenen Empfanger-
domane in cis im kompletten Hybrid-HK-Protein Gbertroffen werden (Wegener-
Feldbrigge & Segaard-Andersen, 2009). Im Fall von SgmT scheint dies nicht
zuzutreffen, da ein Phosphogruppentransfer zu DigR sowohl durch das

komplette SgmT-Protein als auch mit einer Variante von SgmT, die nur aus der
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Kinase- und der Empfangerdomane besteht, beobachtet werden konnte.
Folglich zeigte eine D615N-Substitution in der Empfangerdomane von SgmT

keine kinetische Steigerung in der Phosphogruppenubertragung zu DigR.

Hybrid-HK sind oft an gestaffelten Phosphogruppentbertragungen
beteiligt, in denen die Phosphogruppen intern von der Kinase- zur
Empfangerdomane und weiter Uber eine Histidinphosphotransferase (Hpt) zur
Empfangerdomane eines Antwortregulators (RR) transferiert werden (Appleby
et al., 1996). Nach meinem Kenntnisstand wurde bisher kein direkter Phospho-
gruppentransfer einer HK aus einem gestaffelten System zum finalen RR
dieses gestaffelten Systems beobachtet. Stattdessen konnte mehrfach gezeigt
werden, dass der Phosphogruppentransfer zum RR streng von der
korrespondierenden Hpt abhangt (Takeda et al., 2001, Biondi et al., 2006, Hsu
et al., 2008). Aufgrund dessen ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschliel3en,
dass SgmT und DigR Bestandteile eines gestaffelten Phosphorelais-Systems
sind. Vielmehr lassen die genetischen und biochemischen Daten vermuten,
dass die ,verwaiste“ HK SgmT und der ,verwaiste“ RR DigR korrespondierende
Partner eines Zwei-Komponenten-System (TCS) sind, in dem Phosphogruppen
von SgmT direkt auf DigR transferiert werden.

Phylogenetisch sind SgmT und DigR innerhalb der Ordnung
Myxococcales hoch konserviert. Neben M. xanthus treten beide Proteine in funf
weiteren Spezies (M. macrosporus, M. fulvus, M. stipitatus, C. coralloides und
S. aurantiaca) der Unterordnung Cystobacterineae auf (Abbildung 8). DigR liegt
zusatzlich in H. ochraceum und S. cellulosum vor, die Vertreter der
Unterordnungen Nannocystineae bzw. Sorangineae sind. Ein Sequenzvergleich
zwischen den einzelnen DigR-Proteinen der Myxococcales zeigt, dass die
Aminosaurereste, die vermutlich die Spezifitat zur korrespondierenden HK
vermitteln (Capra et al., 2010), innerhalb der Cystobacterineae identisch sind,
wahrend sie in H. ochraceum und S. cellulosum erheblich davon abweichen
(Anhang 5). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass DigR innerhalb der verschie-
denen Unterordnungen der Myxococcales unterschiedliche korrespondierende
Kinasen besitzt. In der Unterordnung der Cystobacterineae ist SgmT, basierend
auf den genetischen und biochemischen Daten von M. xanthus, die korrespon-
dierende HK von DigR. In H. ochraceum und S. cellulosum sollte eine andere

85



DisKuUSsSION

HK die Funktion von SgmT Ubernehmen, vorausgesetzt, DigR wird wie in
M. xanthus durch eine Phosphorylierung des konservierten Aspartats aktiviert
(Overgaard et al., 2006). In S. cellulosum kodiert eine Hybrid-HK (Sce0624)
815 bp ,upstream” von digR in der gleichen transkriptionellen Richtung, die vom
strukturellen Aufbau leichte Ahnlichkeiten zu SgmT von M. xanthus zeigt
(Abbildung 17). Sce0624 besteht aus zwei N-terminalen PAS/PAC-Domanen,
einer GAF-, einer Kinase- und einer C-terminalen Empfangerdomane. GAF-,
Kinase- und Empfangerdoméane zeigen 43 %, 57 % bzw. 53 % Ahnlichkeit zu
den korrespondierenden Domanen von SgmT in M. xanthus und sind zu 22 %,
35 % bzw. 28 % mit ihnen identisch. Auch wenn sich die Kinasedomanen von
Sce0624 und SgmT nicht sehr ahneln, kdnnte Sce0624 die korrespondierende
Kinase von DigR in S. cellulosum sein, da die Empfangerdomanen von DigR in
beiden Spezies nur zu 74 % ahnlich und zu 47 % gleich sind und die
Aminosaurereste, die die Spezifitat zur korrespondierenden HK vermitteln
(Capra et al., 2010), deutliche Unterschiede aufweisen (Anhang 5).

Die Identifikation einer DigR-Bindestelle im fibA-Promotor erfolgte durch
eine Kombination aus ,DNase | Footprinting“- und ,EMSA®“-Studien. Die
Sequenz dieser Bindestelle enthalt ein distales Palindrom. Dies lasst darauf
schlie3en, dass DigR als Dimer daran binden konnte, wie es beispielsweise flr
CRP im Promotor des lac-Operons in E. coli experimentell nachgewiesen wurde
(Kolb et al., 1983). Acht von 18 Genen, die in den Transkriptomstudien von
AsgmT und AdigR negativ exprimiert sind, besitzen in der jeweiligen
Promotorregion (oder falls diese Bestandteil eines Operons sind, in der
Promotorregion des jeweiligen Operons) eine Bindestelle mit einer ahnlichen
Sequenz. Unter den 17 Genen die in AdigR im Vergleich zum Wildtyp
mindestens vierfach positiv exprimiert werden, besitzen sieben Gene eine
Variante der DigR-Bindestelle in ihrer Promotorregion bzw. in der Promotor-
region des jeweiligen Operons. Da DigR-Bindestellen in Promotoren identifiziert
wurden, die in der Abwesenheit von SgmT und DigR sowohl negativ als auch
positiv exprimiert werden, fungiert DigR vermutlich als transkriptioneller
Aktivator und Repressor. Die genetische Lokalisierung von DigR-Operator-
sequenzen ist vergleichbar mit der Lokalisierung von Operatorsequenzen flr

Aktivatoren und Repressoren in E. coli (Madan Babu & Teichmann, 2003, Cox
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et al., 2007, van Hijum et al., 2009). Eine Ausnahme bildet ausgerechnet die
ungewohnliche Lokalisierung der experimentell identifizierten Aktivatorsequenz
im fibA-Promotor, die Uberlappend mit dem Transkriptionsstart im proximalen
Teil des Promotors auftritt und nicht wie erwartet ,upstream” oder Uberlappend
mit der Promotorsequenz selbst. Eine ahnliche Aktivatorsequenz zu der
experimentell identifizierten DigR-Bindestelle wurde ,upstream® der -35-
Promotorsequenz von fibA identifiziert (Anhang 4), die nur einen Teil des
Palindroms besitzt (5'-TAATCGTAAATAACCTGAAATCTA). Weder in ,DNase |
Footprinting“- noch in ,EMSA®-Studien konnte eine DigR-Bindung an diese
Aktivatorsequenz beobachtet werden. Diese Studien wurden jeweils mit
unphosphoryliertem DigR durchgefuhrt. In Untersuchungen von anderen RR mit
DNA-Bindedomane konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung des
RR dessen Bindung zu Bindestellen mit niedriger Affinitat stimuliert ohne die
DNA-Sequenz per se zu andern (Dahl et al., 1997). Deshalb ist zu vermuten,
dass die ,upstream“ des Promotors identifizierte Aktivatorsequenz eine
Bindestelle mit niedriger Affinitat ist, die ausschlieBlich von phosphoryliertem
DigR gebunden werden kann.

Vermutlich werden nicht alle 104 signifikant differentiell-exprimierten
Gene in AsgmT und AdigR direkt durch das SgmT/DigR-TCS reguliert. In den
Promotorregionen von 35 differentiell-exprimierten Genen in AsgmT und AdigR
wurden fur 15 Gene potentielle DigR-Bindestellen identifiziert. Dies lasst darauf
schlielen, dass die verbleibenden 20 Gene nicht direkt durch DigR reguliert,
sondern vermutlich durch andere transkriptionelle Regulatoren beeinflusst
werden. Unter den 104 differentiell-regulierten Genen in AsgmT und AdigR
kodieren zwei fir DNA-bindende Regulatorproteine, von denen mrpC negativ
und MXAN1093 positiv exprimiert wird. Durch diese differentielle Regulation
von mmpC und MXAN1093 werden wahrscheinlich die Zielgene dieser
Regulatoren differentiell-exprimiert, so dass sie indirekt-regulierte Gene von
DigR darstellen.

Die acht negativ-exprimierten Gene in AsgmT und AdigR, die eine DigR-
Bindestelle besitzen, kodieren fur die sekretierte Protease FibA, fur einen in der
auleren Membran lokalisierten TonB-abhangigen Rezeptor, fur zwei Vorlaufer-
proteine von Lanthionin-Peptidantibiotika und fur vier sekretierte Proteine mit
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unbekannter Funktion, die ausschlielich im Genom von M. xanthus
vorkommen (Huntley et al., 2011). Die sieben positiv-exprimierten Gene in
AsgmT und AdigR, die eine DigR-Bindestelle besitzen, kodieren fur sechs
sekretierte und zytoplasmatische Proteine mit unbekannter Funktion, die
grofldtenteils phylogenetisch weit verbreitet sind, und fur eine zytoplasmatisch
lokalisierte Oxidase.

Ursprunglich wurden die sgmT- und digR-Mutanten aufgrund ihres S-
Bewegungsdefekts identifiziert (Youderian & Hartzell, 2006, Overgaard et al.,
2006). Uberraschenderweise befindet sich unter den differentiell-regulierten
Genen in AsgmT und AdigR kein Gen, von dem bekannt ist, dass es direkt an
der S-Bewegung oder der EPS-Biosynthese bzw. deren Transport beteiligt ist.
Daher kdnnte man vermuten, dass das SgmT/DigR-TCS Gene aktiviert, die fur
sekretierte Proteine der ECM, wie beispielsweise FibA und vier Proteine mit
unbekannter Funktion, sowie fur Enzyme des Sekundarmetabolismus kodieren.
In AsgmT und AdigR werden diese aktivierten Gene reduziert exprimiert, was
die ECM-Zusammensetzung der Zellen beeinflusst und vermutlich zu einer
vermehrten EPS-Sekretion als Kompensation fur das Fehlen der Proteine bzw.
der Metabolite fuhrt. Es ist deshalb anzunehmen, dass der S-Bewegungsdefekt
von AsgmT aufgrund eines vermehrten EPS-Anteil in der ECM auftritt, wie dies
schon fur AdigR vermutet wurde (Overgaard et al., 2006). Dies kdnnte auch die
leicht erhdhte Expression von katabolisch-aktiven Genen in AsgmT und AdigR
erklaren, die fur Proteine des Zitratzyklus und der Atmungskette kodieren. Unter
der Annahme, dass eine erhdhte Genexpression eine erhdhte Aktivitat der
entsprechenden Enzyme nach sich zieht, kdnnten auf diese Weise die
Reduktionsaquivalente bzw. die Energie generiert werden, die fur die
Produktion von EPS bendtigt werden. Eine fruhere Studie belegt, dass der
Proteinanteil der ECM in M. xanthus hauptsachlich aus Proteinen mit
unbekannter Funktion besteht (Curtis et al., 2007). Damit Ubereinstimmend
kodieren einige der von SgmT/DigR regulierten Gene fur M. xanthus-
spezifische sekretierte Proteine mit unbekannter Funktion, die vermutlich in der
ECM lokalisieren. Um die Funktion dieser Proteine zu entschlisseln, sind

genetische und biochemische Analysen geplant.
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313 Das aktuelle Arbeitsmodell des SgmT/DigR-TCS

Zusammenfassend lassen die gesammelten Daten auf folgendes
Arbeitsmodell schlieBen (Abbildung 29): Die GAF-Domane fungiert als
sensorisches Hauptelement um Uber einen noch unbekannten Liganden die
Kinaseaktivitat von SgmT zu regulieren. Die GGDEF-Domane stellt einen
Rezeptor fir den sekundaren Botenstoff c-di-GMP dar, der SgmT abhangig von
gebundenem c¢-di-GMP in Clustern entlang des Zellkdrpers positioniert
(Abbildung 29A). Im c-di-GMP-ungebundenen Zustand hingegen lokalisiert
SgmT diffus innerhalb des Zytoplasmas der Zelle (Abbildung 29B).

Abbildung 29: Das regulatorische Modell
des SgmT/DigR-Regulons

Nach der Wahrnehmung eines unbekannten
Signals transferiert SgmT Phosphogruppen
zu DigR, der die Transkription verschiedener
Gene aktiviert bzw. reprimiert. Dieser Pro-
zess ist unabhangig von der Lokalisierung
von SgmT. (A) SgmT lokalisiert c-di-GMP-
gebundener Form in Clustern der nicht-
polaren Bereiche der Zelle, vermutlich zu-
sammen mit einer noch unbekannten c-di-
GMP synthetisierenden Diguanylatzyklase
(DgcX). (B) Stellt DgcX die c-di-GMP-Syn-
these ein bzw. ist die zelluldre c-di-GMP
Konzentration niedrig, lokalisiert SgmT in der
c-di-GMP-ungebundenen Form diffus in der
Zelle. Ob und unter welchen Umstanden die
zellulare Lokalisierung von SgmT essentiell
ist, ist bisher unbekannt.

Nach meinem Kenntnisstand ist SgmT damit die erste HK, die als
Rezeptor fiir c-di-GMP identifiziert wurde. Uber die Funktion der c-di-GMP-
abhangigen zellularen Positionierung von SgmT kann derzeit nur spekuliert
werden. Mutationen in der GGDEF-Domane in vivo zeigten im Vergleich zum
Wildtyp keine phanotypischen Unterschiede unter den getesteten Bedingungen.
Auch in in vitro Phosphorylierungsexperimenten wurde weder die Autophos-
phorylierung von SgmT noch der Phosphogruppentransfer zu DigR durch c-di-
GMP beeinflusst. Die einzige momentan bekannte Funktion der GGDEF-

Domane ist die c-di-GMP-abhangige zellulare Positionierung von SgmT. Die
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subzellulare Lokalisierung von TCS-Proteinen spielt eine essentielle Rolle, um
beispielsweise die Kreuzkommunikation von TCS-Proteinen zu minimieren
(Scott et al., 2010), eine asymmetrische Verteilung von Differenzierungs-
faktoren nach der Zellteilung zu gewahrleisten (Wheeler & Shapiro, 1999), eine
raumliche Trennung einer HK von seinem Inhibitor vorzunehmen (Tsokos et al.,
2011), die Signalwahrnehmung zu verstarken (Dahlquist, 2002) und einen
Signaltransduktionsprozess raumlich zu begrenzen (Abel et al, 2011). Die
vorliegenden Daten zeigen, dass unter den getesteten Bedingungen die SgmT-
Variante ohne GGDEF-Doméane und natives SgmT keinen signifikanten
Aktivitatsunterschied aufweisen. Unter gewissen Umstanden konnte eine c-di-
GMP-abhangige, raumliche Positionierung von SgmT eine Kreuzkommunikation

von SgmT bzw. DigR mit anderen TCS-Proteinen verhindern.

Wie kann derselbe sekundare Botenstoff, der durch unterschiedliche
Proteine synthetisiert wird, verschiedene Zellantworten auslosen? Fur c-di-
GMP-abhangige Signaltransduktionswege wurde vorgeschlagen, dass Kreuz-
kommunikationen durch temporare oder raumliche Trennungen verhindert
werden, z. B. sind Proteine solcher Signalwege zeitlich zu unterschiedlichen
Bedingungen in der Zelle prasent oder sie treten zeitlich gemeinsam auf, sind
aber raumlich voneinander getrennt (Hengge, 2009). Danach existiert
vermutlich mindestens ein weiteres katalytisch-aktives GGDEF-Domanen-
protein (DgcX), das SgmT zu den Clustern rekrutiert (Abbildung 29A).

Um diese Hypothese zu unterstitzen, ist die Identifikation dieses korres-
pondierenden Proteins geplant. Die Synthese von c-di-GMP obliegt nach
jetzigem Kenntnisstand ausschlieBlich katalytisch-aktiven GGDEF-Domanen-
proteinen (Mills et al., 2011). Bioinformatische Analysen lieferten 17 Proteine
mit GGDEF-Domane, fur die bislang nur die Funktion von ActA (Gronewold &
Kaiser, 2001) und SgmT charakterisiert wurde, die beide eine degenerierte A-
site und eine intakte I-site besitzen. ActA ist ein RR mit N-terminaler
Empfanger- und C-terminaler GGDEF-Domane und koordiniert die Frucht-
korperbildung wahrend des Entwicklungszyklus (Gronewold & Kaiser, 2001).
Die Bewegungsfahigkeit ist von ActA unbeeinflusst (Gronewold & Kaiser, 2001).
Elf der verbleibenden 15 GGDEF-Domanen besitzen eine katalytisch-aktive A-

site und demnach sind diese Proteine potentielle Interaktionspartner von SgmT.
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Da die subzellulare Lokalisierung von SgmT abhangig von der Bindung zu c-di-
GMP ist, erwartet man bei einer Reduzierung der zellularen c-di-GMP-Konzen-
tration durch die Uberproduktion einer Phosphodiesterase (PDE), dass SgmT
diffus in der Zelle lokalisiert, wie es fir SgmT ohne GGDEF-Domane bzw. mit

einer mutierten I-site gezeigt werden konnte.

3.2 Der Einfluss von c-di-GMP auf M. xanthus

In Bakterien werden zentrale zellulare Prozesse wie die Zellbewegung
(Huitema et al., 2006), der Ubergang von einer plaktonischen zu einer sessilen
Lebensweise (Simm et al., 2004), die Regulation des Zellzyklus (Paul et al.,
2004), die Synthese von Exopolysacchariden (Rashid et al., 2003) und die
Expression von Virulenzgenen (Tischler & Camilli, 2005, Leduc & Roberts,
2009) vom sekundaren Botenstoff c-di-GMP gesteuert. Diese Erkenntnisse zur
zellularen Bedeutung von c-di-GMP wurden hauptsachlich an Enterobakterien,
wie E.coli und S. typhimurium, den y-Proteobakterien V. cholerae und
X. axonopodis sowie dem a-Proteobakterium C. crescentus untersucht. Das
Vorkommen von c¢-di-GMP beschrankt sich jedoch nicht nur auf Proteo-
bakterien. Denn c-di-GMP-synthetisierende GGDEF-Domanen liegen in vielen
bakteriellen Genomen konserviert vor, wahrend in Eukaryoten und Archaen
solche Proteine bislang nicht identifiziert werden konnten (Rémling et al., 2005,
Mills et al., 2011).

Lange Zeit war die Funktion von c-di-GMP in &-Proteobakterien vollig
unbekannt. Erst kirzlich wurde fir Bdellovibrio bacteriovorus gezeigt, dass c-di-
GMP fur die Bewegungsfahigkeit und die Pathogenitat dieses rauberischen
Bakteriums essentiell ist (Hobley et al.,, 2012). In M. xanthus wurden, neben
einer c-di-GMP-abhangigen regulatorischen GEMM RNA-Domane im Promotor
von MXAN4442 (Sudarsan et al., 2008), 46 Proteine bioinformatisch
identifiziert, die c-di-GMP-assoziierten konservierten Domanen von Effektoren
und metabolisierenden Enzymen aufweisen. Korreliert man die Anzahl dieser
Proteine mit der Grof3e des Genoms, so besitzt M. xanthus eine hohere Dichte
an c-di-GMP-assoziierten Proteinen als beispielsweise C. crescentus, der im

Vergleich nur 16 c-di-GMP-assoziierte Proteine bei einem nur etwa halb so
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groRen Genom besitzt. Dies lasst vermuten, dass c-di-GMP eine generelle

Funktion in M. xanthus besitzt.

In M. xanthus liegen neben den 17 GGDEF-Domanenproteinen zwei
EAL-, funf HD-GYP- und 22 PilZ-Domanenproteine konserviert vor. Von diesen
Proteinen wurden bisher nur die Funktionen von den GGDEF-Doméanen-
proteinen SgmT und ActA untersucht (Gronewold & Kaiser, 2001). Wahrend
PilZ-Domanen ausschlielllich als c-di-GMP-Rezeptoren bekannt sind, werden
GGDEF-, EAL- und HD-GYP-Domanenproteine in c-di-GMP-generierende bzw.
-spaltende Enzyme und c-di-GMP-bindende Rezeptoren unterteilt (Mills et al.,
2011). Basierend auf der Konservierung der Aminosauren des jeweiligen
enzymatisch-aktiven Zentrums besitzen 11 der 17 GGDEF-Domanenproteine
eine Diguanylatzyklase-Aktivitat (DGC) sowie beide EAL-Domanenproteine eine
Phosphodiesterase-Aktivitat (PDE). Da das Verstandnis Uber die Struktur von
HD-GYP-Domanen bisher nicht soweit fortgeschritten ist wie bei GGDEF- oder
EAL-Domanen, lassen sich nur schwer funktionelle Vorhersagen tber einzelne
Aminosauremotive treffen. Aufgrund von bioinformatischen Analysen besitzen
nach jetzigem Kenntnisstand mindestens vier HD-GYP-Domanenproteine in
M. xanthus eine PDE-Aktivitdt. Das GYP-Motiv des verbleibenden HD-GYP-
Domanenprotein MXAN2807 besitzt eine weniger starke Konservierung und
liegt dementsprechend leicht degeneriert vor (GTP). Noch ist unklar, ob diese
Version des GYP-Motivs enzymatisch-aktiv ist oder ob MXAN2807 ein c-di-
GMP-Rezeptorprotein ist.

Um den direkten Einfluss von c-di-GMP in M. xanthus zu untersuchen,
wurde damit begonnen, Deletionsmutanten von Genen zu generieren, die fur
enzymatisch-aktive Proteine kodieren. Unter den getesteten Bedingungen
zeigen die Deletionsmutanten AMXANZ2424 und AMXANZ2530 der beiden EAL-
PDE kodierenden Gene den gleichen Phanotyp wie der Wildtyp. Ein Grund
daflr konnte sein, dass beide Proteine redundant zueinander sind, d.h. in
AMXAN2424 Gbernimmt die verbleibende EAL-PDE MXAN2530 die Funktion
von MXAN2424 und in AMXAN2530 entsprechend umgekehrt. Die Ahnlichkeit
und Gleichheit der beiden EAL-Domanen zueinander ist mit 47 % bzw. 32 %
relativ gering, weshalb die Frage einer funktionellen Redundanz nur durch die

phanotypischen Analyse einer Doppel-Deletionsmutante (AMXAN2424
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AMXAN2530) beantwortet werden kann. Die Herstellung einer solchen
Doppelmutante ist in Planung. Auch eine funktionelle Redundanz der EAL-
Domanenproteine zu den Proteinen der HD-GYP-Familie ist nicht auszu-
schlielen. Im Rahmen der Bachelorarbeit von Isabel Hinderberger wurden die
Deletionmutanten von MXAN4463 und MXAN5791 generiert, die beide fur
einen RR mit einer potentiell enzymatisch-aktiven GGDEF-Domane kodieren
(Hinderberger, 2011). Nach der phanotypischen Charakterisierung dieser
beiden Mutanten zeigte AMXAN4463 einen Defekt in der S-Bewegung,
wahrend die A-Bewegung sowie die Entwicklungsfahigkeit nicht beeintrachtigt
waren (Hinderberger, 2011). Im Gegensatz dazu wurde fir AMXANS5791 unter
den getesteten Bedingungen kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp
beobachtet (Hinderberger, 2011). Vermutlich ist MXANS5791, ahnlich wie die
EAL-Domanenproteine MXAN2424 und MXAN2530, weder an der Regulation
der Bewegungsfahigkeit noch des Entwicklungsprogramms beteiligt oder
dessen Funktion ist redundant gegenuber anderen DGC. Im Gegensatz dazu ist
der S-Bewegungsdefekt von AMXAN4463 ein erster Hinweis darauf, dass c-di-
GMP an der Bewegungsregulation von M. xanthus beteiligt sein kdnnte. Bei der
Wiederholung des Experiments konnte der beobachtete S-Bewegungsdefekt
von AMXAN4463 nicht bestatigt werden (Skotnicka, personliche Korrespon-
denz). Allerdings zeigte die Uberexpression von MXAN4463-yfo unter der
Kontrolle des konstitutiv aktiven pilA-Promotors einen reproduzierbaren S-
Bewegungsdefekt (Skotnicka, personliche Korrespondenz). Inwiefern MXAN-
4463 die S-Bewegung beeinflusst, ist nach aktuellem Kenntnisstand nicht zu
beantworten. Man kdnnte vermuten, dass entweder die Funktionalitat oder die
Synthese von T4P, die Produktion von EPS oder die Akkumulierung von LPS
O-Antigen durch die Uberexpression von MXAN4463-yfo beeintréachtigt ist. Dies
wird gegenwartig untersucht. Daruber hinaus wird die Funktionalitat von
MXAN4463 durch die Generierung von Punktmutationen in der Empfanger- und
der GGDEF-Domane Uberprift sowie die =zellulare Lokalisierung von
MXAN4463 mit Hilfe eines MXAN4463-YFP-Fusionsproteins identifiziert.

Neben der Deletion von enzymatisch-aktiven DGC oder PDE kann die
zelluldre c-di-GMP-Konzentration durch die heterologe Uberexpression von

enzymatisch-aktiven DGC und PDE beeinflusst werden (Thormann et al., 2006,
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Tran et al., 2011). In M. xanthus wurden Gene, die fur zwei DGC (VCA0956 von
V. cholerae und PleD* von C. crescentus) und eine PDE (YhjH von S. typhi-
murium) kodieren, jeweils mit der Gensequenz des Strepll-Peptids fusioniert
und Uber den pilA-Promotor exprimiert. Uber diesen starken Promotor wird pilA
in der vegetativen Wachstumsphase und wahrend des Entwicklungs-
programms von M. xanthus konstitutiv exprimiert (Wu & Kaiser, 1997). Um den
Einfluss der Uberexpression dieser Gene phanotypisch zu untersuchen, wurden
Bewegungs- und Entwicklungsstudien mit den drei Uberexpressionsstammen
durchgefiihrt. Die heterologe Uberexpression der DGC- bzw- PDE-kodierenden
Gene zeigte im Vergleich zum Wildtyp keinen signifikanten Unterschied in der
A- und S-Bewegung. Interessanterweise zeigten die drei Uberexpressions-
stdmme jeweils einen leichten Defekt in der Aggregation zu Fruchtkorpern
wahrend des Entwicklungsprogramms, die sich in der verminderten Reifung der
Fruchtkorper aullerte. Es ist zu vermuten, dass auch die Lebensfahigkeit der
Sporen von den Uberexpressionsstdmmen, wie in anderen Stammen mit einem
Aggregationsdefekt (Gronewold & Kaiser, 2001), stark beeintrachtigt ist. Dies

gilt es experimentell zu prifen.

Die Beobachtung, dass die Erhohung der c-di-GMP-Konzentration durch
die Uberproduktion von DGC und die Senkung der c-di-GMP-Konzentration
durch die Uberproduktion der PDE den gleichen Phanotyp zeigen, ist sehr
uberraschend, weil unterschiedliche Effekte bei hohen bzw. niedrigen c-di-
GMP-Konzentrationen in anderen Organismen beschrieben wurden (Bohm et
al., 2010, Thormann et al., 2006). Ein Defekt in der Aggregation zu Frucht-
korpern wurde z. B. fur AactA gezeigt (Gronewold & Kaiser, 2001). Als Bestand-
teil des act-Operons wird actA mit vier weiteren Genen kotranskribiert, die fur
einen transkriptionellen o>*-Aktivator (ActB), eine Cystein-Protease (ActD) und
zwei Proteine mit unbekannter Funktion (ActC und ActE) kodieren (Gronewold
& Kaiser, 2007). ActA ist ein RR, der eine GGDEF-Domane mit degenerierter A-
site (GDCQF) und intakter I-site (RDAD) besitzt und dessen Funktion bislang
unbekannt ist. Moglicherweise fungiert ActA aufgrund der konservierten I-site in
der GGDEF-Domane, als c-di-GMP-Rezeptor, der in Abhangigkeit seines c-di-
GMP-Bindestatus mit anderen Proteinen interagiert oder zellular differentiell

lokalisiert. Wenn dieser c-di-GMP-Bindestatus von ActA sich wahrend der
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Entwicklung dynamisch verandert und ein Wechsel zwischen der c-di-GMP-
gebundenen und -ungebungenen Form von ActA notwendig ist, um reife
Fruchtkérper zu bilden, kdnnte dies die Aggregations-Phanotypen der drei
Uberexpressionsstdmme von DGC- und PDE-Genen erklaren. Neben dieser
einfachen Erklarung konnten aber auch mehrere c-di-GMP-assoziierte Proteine

diesen Defekt auslosen.

Bisher wurde nur vermutet, dass der beobachtete Phanotyp der Uberex-
pressionsstamme auf die Veranderung der =zellularen c-di-GMP-Konzen-
trationen zurtckzufihren ist. Die experimentelle Bestimmung der zellularen
c-di-GMP-Konzentration, wie die von E. coli (Spangler et al., 2010), wurde flr
M. xanthus bisher nicht erfolgreich durchgefuhrt. Da die Optimierung der
einzelnen Schritte, wie die Zellernte, die Zelllyse und die Pufferauswahl, sowie
die eigentliche Messung mitunter sehr aufwendig sein kann (Spangler et al.,
2010), wurde stattdessen die Akkumulierung der Fusionsproteine mit Immunblot
in vegetativen und entwickelnden Zellen untersucht. In vegetativen Zellen
wurde nur eine geringe Menge von PleD*-strepll bei einer hohen
Belichtungsdauer detektiert. Das lasst darauf schlieRen, dass die Fusions-
proteine in M. xanthus sehr labil sind und nach der Synthese schnell abgebaut
werden, so dass eine vermehrte zellulare Akkumulierung nicht méglich ist. Auch
eine Stoérung der Translation durch eine andere ,Codon Usage® kdnnte die
geringe Akkumulierung der Fusionsproteine erklaren (Hoekema et al., 1987).
Ein Faktor, der die ,Codon Usage® beeinflusst, ist der unterschiedliche GC-
Gehalt (Ermolaeva, 2001), der in M. xanthus 69 % betragt. Im Vergleich mit den
Wirtsstammen der generierten Fusionsproteine besitzt C. crescentus mit 67 %
einen ahnlich hohen GC-Gehalt wie M. xanthus, wahrend er bei V. cholerae und
S. typhimurium mit 47 % bzw. 53 % deutlich niedriger ist. Die Akkumulierung
der drei Fusionsproteine, inklusive PleD*-strepll, in sich entwickelnden Zellen
konnte mittels Immunblot nicht detektiert werden. Neben den oben aufgefuhrten
Grinden konnten technische Probleme eine Rolle gespielt haben, z. B. dass fur
die Detektion der Proteine die Anzahl der untersuchten Zellen zu gering war.
Dass die beobachteten Aggregationsdefekte in den drei Stammen von einer
veranderten zelluldren c-di-GMP-Konzentration durch die Uberexpression von

DGC bzw. PDE herrihrt, kann daher nur vermutet werden. Deshalb ist die
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Generierung von Punktmutationen in den katalytisch-aktiven Zentren der
Enzyme von den Uberexpressionsstammen geplant, die in katalytisch-inaktiven
Enzymen resultieren. Zeigen diese Mutanten einen Aggregationsphanotyp, der
vergleichbar zum Wildtyp ist, so kann man daraus schlieRen, dass der
beobachtete Aggregationsdefekt aufgrund veranderter c-di-GMP-Konzentra-

tionen ausgelost wurde.

AbschlielRend geben diese vorlaufigen Ergebnisse einen ersten Hinweis
darauf, dass c-di-GMP mdglicherweise eine generelle Funktion in der Regu-
lation von zellularen Prozessen in M. xanthus besitzt, neben der zellularen
Positionierung von SgmT. Dennoch konnen bisher wenige Ruckschlisse
daraus gezogen werden, wie c-di-GMP diese Prozesse beeinflusst oder welche
Proteine direkt daran beteiligt sind. Durch die Generierung einzelner Deletions-
mutanten der verbleibenden c-di-GMP-assoziierten Gene, die fur metabolisier-
ende Enzyme und Rezeptoren kodieren, sowie der Uberexpression von c-di-
GMP-metabolisierenden Enzymen aus M. xanthus soll zukunftig die Funktion
von c-di-GMP in M. xanthus entschlusselt werden.

Die Identifikation von starken c-di-GMP-metabolisierenden Enzymen
erfolgt gegenwartig durch die heterologe Uberexpression der entsprechenden
Gene in E. coli. Die Expression eines aktiven PDE-Gens stimuliert das
Schwimmverhalten von E. coli, wahrend dieses durch die Expression eines
aktiven DGC-Gens behindert wird (Béhm et al., 2010). Zusatzlich soll zuklnftig
die zellulare c-di-GMP-Konzentration in vegetativ-wachsenden und entwickeln-
den Zellen bestimmt werden, um einen Eindruck zu bekommen, zu welchem
Zeitpunkt im Lebenszyklus von M. xanthus c-di-GMP eine essentielle Rolle
spielt. Durch die groRe Anzahl von c-di-GMP-assoziierten Proteinen besitzt
M. xanthus das Potential, in Zukunft als ein Modellorganismus fur das Studium

komplizierter c-di-GMP-abhangigen Regulationswegen zu gelten.
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4 Material und Methoden
4.1 Material und Chemikalien

Chemikalien und Antibiotika wurden, soweit nicht anders angegeben,
von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Fluka (Buchs, Schweiz), Difco (Heidelberg) und Invitrogen
(Karlsruhe) verwendet. Radioaktiv-markiertes [y32P]-ATP wurde von der Firma
Hartmann Analytics (Braunschweig) bezogen, c-di-GMP von der Firma Biolog
(Bremen). Die verwendeten DNA-Marker ,HyperLadder™* stammten von der
Firma Bioline (Luckenwalde), die verwendeten Proteinmarker (,PageRuler™
Prestained Protein Ladder”, ,PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
~opectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder”) von der Firma Fermentas
(St. Leon-Rot). Synthetische Oligonukleotide wurden von Invitrogen (Karlsruhe)
hergestellt. DNA-Sequenzierungen wurden zunachst mit dem ,3130 Genetic
Analyser® von Applied Biosystems (Darmstadt) im Max-Planck-Institut in der
Abteilung Okophysiologie (Marburg) durchgefiihrt und spater von Eurofins
MWG Operon (Ebersberg) ibernommen.

411 Enzyme und Kitsysteme

Tabelle 3: Enzyme und Kits

Verwendung Enzyme/Kits Hersteller
DNA- Amplifikation PfuUltra™1l DNA-Polymerase Stratagene (Amsterdam)
BioTherm™ Taq DNA-Polymerase Genecraft (Ares
Biosciences, Koln)
5 PRIME MasterMix 5 PRIME GmbH (Hamburg)
Restriktionsverdau Restriktionsendonukleasen New England Biolabs

(Frankfurt a. M.)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Dephosphorylierung Antarctic Phosphatase® New England Biolabs
von DNA (Frankfurt a.M.)
Ligation Rapid DNA Ligation Kit Fermentas (St. Leon-Rot)
Reinigung von DNA- | Zymoclean™ Gel DNA Recovery Zymo Research (HiSS-
Fragmenten Diagnostics, Freiburg)
DNA Clean & Concentrator™-5
NucleoSpin® Extract Il Macherey-Nagel (Dlren)
Plasmid-Praparation Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit Zymo Research (HiSS-

Diagnostics, Freiburg)
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Verwendung Enzyme/Kits

Hersteller

Reinigung von MasterPure™ DNA Purification Kit

genomischer DNA

Epicentre Biotechnologies
(Wisconsin, USA)

DNA-Verdau Ambion DNase | Applied Biosystems
(Darmstadt)
RNA-Praparation RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)
cDNA-Synthese SuperScript® Il Reverse Transkriptase | Invitrogen (Karlsruhe)
gRT-PCR SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems
(Darmstadt)
41.2 Verwendete Gerate
Tabelle 4: Gerite
Gerite Typ Hersteller
Zentrifugen SORVALL RC 5B plus Thermo Electron
(Dreieich)
SORVALL-Ultra Pro 80
Multifuge 1 s-R
Biofuge fresco
Biofuge pico
Centrifuge 5424 R Eppendorf (Hamburg)
Avanti J-26 XP Beckman Coulter
) (Krefeld)
Optima L-90K
PCR-Geréte Mastercycler personal Eppendorf (Hamburg)

gRT-PCR-Gerate

Thermomixer

Agarosegel-Photographie

UV-Tisch

Ultraschall

Gelelektrophoresekammer

Spektral-Photometer

Elektroporation

Mastercycler epgradient

7300 Real-Time PCR System

Thermomixer compact
Thermomixer comfort

2UV-Transilluminator

UVT_20 LE

Branson Sonifier 250

Mini-Protean® 3 Cell
Nanodrop ND-1000

Ultrospec 2100 pro

Gene Pulser® Xcell

Applied Biosystems
(Darmstadt)

Eppendorf (Hamburg)

UVP BioDoc-It-System
(USA)

Herolab (Wiesloch)

G. Heinemann
(Schwabisch Gmiind)

Bio-Rad (Minchen)

Nanodrop (Wilmington,
USA)

Amersham Biosciences
(Freiburg)

Bio-Rad (Miinchen)
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Gerite

Typ

Hersteller

Chemolumineszenzdetektoren

Phosphoreszenzdetektor

Proteintransfergerate

Immunoblot Analyse

Mikroskope

Microarray-Scanner

Massenspektrometer

Luminescent Image Analyser
LAS~4000

Typhoon TRIO Variable Mode
Imager

Storm 840 Phosphorimager

Hoefer TE 77 semi-dry
transfer unit

TransBlot® Turbo™ Transfer
System

Bio-Dot® SF Microfiltration
Apparatus

SNAP i.d. Protein detection
system

MZ75 Stereomikroskop
DM IRE2 Inversmikroskop

CTR 6000
Fluoreszenzmikroskop

EM 301 Elektronenmikroskop

GenePix™ 4000B

4800Plus MALDI-TOF/TOF
mass spectrometer

Fujifilm (Dusseldorf)

GE Healthcare (Freiburg)

GE Healthcare (Freiburg)

Amersham Biosciences
(Freiburg)

Bio-Rad (Munchen)

Millipore
(Schwalbach/Ts.)

Leica (Wetzlar)

Philips (Eindhoven,
Niederlande)

Axon Scientific (Biozym,
Hess. Oldendorf)

Applied Biosystems
(Darmstadt)
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41.3 Medien

Die in den nachfolgenden Tabellen (Tabelle 5 - Tabelle 10) beschriebe-
nen Medien und Zusatze wurden nach der Herstellung entweder durch feuchte
Hitze bei 121 °C und 1 bar Uberdruck fiir 20 min autoklaviert oder mittels
Filtration bei einer Porengrofle von 0,22 ym (Millipore (Schwalbach/Ts.) bzw.
Sarstedt (NUmbrecht)) sterilisiert (Sambrook & Russell). Zusatze wie Antibiotika

oder Spurenelemente wurden spater steril hinzugegeben.

Tabelle 5: Nahrmedien fiir E. coli

Medium Zusammensetzung (pro Liter)
Lysogeny Broth (LB) 10 g Trypton
(Bertani, 1951) 5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
LB-Agar LB-Medium + 15 g Agar
Super Optimal Broth with 20 g Trypton

Catabolite Repression (SOC)

5 g Hefeextrakt
(Hanahan, 1983)

0,5 g NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,
20 mM Glukose
pH 7,0

MgCl, und Glukose wurden nach dem Autoklavieren
steril zugegeben
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Tabelle 6: Autoinduktionsmedium fiir E. coli

Medium Zusammensetzung

zY 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
925 ml H,O

NPS-Puffer (20x) 0,5 M (NH,4),SO4

1 M KH,PO,

1 M Na,HPO,

mit H,O auf 1 Liter aufflllen

pH 6,75

5052-Losung (50x) 250 g Glyzerin
25 g Glukose
100 g Laktose

mit H,O auf 1 Liter auffillen

ZYP-5052 Autoinduktionsmedium 929 ml ZY

(Studier, 2005) 1 ml 1 M MgSO4

50 ml NPS-Puffer (20x)
20 ml 5052-Lésung (50x)

Tabelle 7: Antibiotikazusatze in Medien fiir E. coli

Antibiotikum Endkonzentration Losemittel
Ampicillin-Natriumsalz 100 pg/ml H,O
Chloramphenicol 50 pg/ml 100 % Ethanol
Kanamycinsulfat 100 pg/ml H,O
Tetrazyklin-Hydrochlorid 5 pg/ml 100 % Ethanol
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Tabelle 8: Nahrmedien und Zusétze fiir M. xanthus

Medium

Zusammensetzung (pro Liter)

1%CTT
(Hodgkin & Kaiser, 1977)

1 % CTT-Agarplatten

CTT-Weichagar

CTTYE

Spurenelementelésung (1000 x)

10 g Casiton

10 ml1 M Tris, pH 8,0

1 ml 1 M K;HPO,/KH,POy,, pH 7,6
10 ml 0,8 M MgSO,

1 ml Spurenelementelésung (1000 x)

1 % CTT-Medium + 15 g Agar

1 % CTT-Medium + 7,5 g Agar

1 % CTT-Medium + 2 g Hefeextrakt

15 g Titriplex IlI

136 mg ZnCl,

250 mg CuSO,4 x 5 H,0O
238 mg CoCl, x 6 H,0O
200 mg Na,Moy4 x 2 H,O
200 mg MnSQO4 x H,O
2,8 g FeSO,x 7 H,0O
pH 7,0

Tabelle 9: Antibiotikazusatze in Medien fiir M. xanthus

Antibiotikum Endkonzentration Losemittel
Gentamicinsulfat 10 pg/ml H,O
Kanamycinsulfat 40 pg/ml H,O
Oxytetrazyklin-Dihydrat 10 pg/mi 0,1 M HCI
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Tabelle 10: Medien fiir Bewegungs- und Entwicklungsstudien von M. xanthus

Medium

Zusammensetzung (pro Liter)

0,5%CTT

A-Bewegungsagarplatten
(Hodgkin & Kaiser, 1977)

S-Bewegungsagarplatten
(Hodgkin & Kaiser, 1977)

TPM-Agarplatten
(Manoil & Kaiser, 1980)

CF-Agarplatten
(Hagen et al., 1978)

MC7-Puffer
(Kuner & Kaiser, 1982)

5 g Casiton

10 ml1 M Tris, pH 8,0

1 ml 1 M K,HPO,/KH,PO,, pH 7,6
10 ml 0,8 M MgSO,

0,5 % CTT-Medium + 15 g Agar

0,5 % CTT-Medium + 5 g Agar

15 g Agar

10 ml1 M Tris, pH 7,6

1 ml 1 M K,;HPO,/KH,PO,, pH 7,6
10 ml 0,8 M MgSO,

15 g Agar

10 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,0

1 ml 1 M K,;HPO,/KH,PO,, pH 7,6
10 ml 0,8 M MgSO,

15 ml 1 % CTT-Medium

5ml 4 % (w/v) (NH,),SO,

5 ml 20 % (w/v) Natriumpyruvat
10 ml 20 %(w/v) Natriumzitrat

CTT-Medium, (NH,4),SO,4, Natriumpyruvat und Natriumzitrat
wurden nach dem Autoklavieren steril zugegeben.

10 mM MOPS, pH 7,0
1 mM CaCl,

4.2 Mikrobiologische Methoden

421 Kultivierung und Lagerung von E. coli

In dieser Arbeit wurde E. coli fur die Klonierung von Plasmiden sowie fur

die heterologe Expression von Genen aus M. xanthus verwendet. Die Kulti-

vierung von E. coli erfolgte aerob bei 37 °C auf dem Horizontalschittler ,Innova
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4000 der Firma New Brunswick Scientific (Hamburg). Die Isolierung von
Plasmiden erfolgte aus Ubernachtkulturen im LB-Selektivmedium und nach
einer Transformation von Plasmiden wurden die Zellen schittelnd bei 37 °C im
SOC-Medium Kkultiviert (Tabelle 5). Die heterologe Expression von Genen in
E. coli erfolgte im ZYP-5052 Autoinduktionsmedium (Tabelle 6). Zur Selektion
wurden entsprechende Antibiotika zugegeben (Tabelle 7). In Tabelle 11 sind die
Stamme von E. coli aufgelistet, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Die langfristige Lagerung von E. coli-Stammen erfolgte in Kryo-Rohrchen
von Sarstedt (Numbrecht) bei -80 °C. Zuvor wurde einer exponentiell-
wachsenden Kultur 10 % (w/v) Glyzerin zugegeben. Die kurzzeitige Lagerung
von E. coli auf Agarplatten erfolgte bei 4 °C.

Tabelle 11: Verwendete E. coli Staimme

Stamme E. coli Genotyp Referenz
Mach1 ArecA1398 endA1 tonA ®80AlacM15 Invitrogen
AlacX74 hsdR(rg” mg") (Karlsruhe)
Rosetta™ 2(DE3) F ompT hsdssgrB' mg’) gal dcm (DE3) Novagen/Merck
pRARE2, Cam (Darmstadt)
4.2.2 Kultivierung und Lagerung von M. xanthus

Die Zellen von M. xanthus wurden aerob bei 32 °C im Dunkeln kultiviert.
Als Standardmedium wurde 1 % CTT verwendet, welchem Spurenelemente-
l6sung zugegeben wurde (Hodgkin & Kaiser, 1977). Nach einer Transformation
wurde M. xanthus im CTTYE-Medium kultiviert und mit Hilfe von CTT-
Weichagar auf CTT-Agarplatten ausplattiert, denen ein Antibiotikum zur
Selektion in entsprechender Konzentration zugesetzt war (Tabelle 9). Die in

dieser Arbeit verwendeten M. xanthus-Stamme sind in Tabelle 12 aufgelistet.

Die langfristige Lagerung von M. xanthus-Stammen erfolgte analog jener
von E. coli (4.2.1), jedoch wurden hier exponentiell-wachsende Zellen mit 4 %
Glyzerin (w/v) vermischt. Die kurzzeitige Lagerung auf Agarplatten erfolgte bei
18 °C im Dunkeln.
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Tabelle 12: Verwendete M. xanthus Stamme

Stamme Genotyp Referenz
M. xanthus
DK1622 Wildtyp (Kaiser, 1979)
DK1217 aglB1 (Hodgkin & Kaiser, 1979)
DK1300 sglG1 (Hodgkin & Kaiser, 1979)
DK10410 ApilA (Wu & Kaiser, 1997)
DK11063 fruA: Q7540 Tn5 lac, Kan® (Sggaard-Andersen et al., 1996)
SW501 difE::Kan® (Yang et al., 1998)
HK1321 wzm::QKan® (Bowden & Kaplan, 1998)
SA1804 AdigR (Overgaard et al., 2006)
SA3502 AsgmT diese Arbeit
SA3503 SA3502, attB::pTP22, Tet® diese Arbeit
SA3504 SA3502, attB::pTP41, Tet® diese Arbeit
SA3506 SA3502, attB::pTP24, Tet® diese Arbeit
SA3507 SA3502, attB::pTP25, Tet® diese Arbeit
SA3508 SA3502, attB::pTP26, Tet® diese Arbeit
SA3509 SA3502, attB::pTP27, Tet® diese Arbeit
SA3510 SA3502, attB::pTP28, Tet® diese Arbeit
SA3511 SA3502, attB::pTP40, Tet® diese Arbeit
SA3512 SA3502, attB::pTP39, Tet® diese Arbeit
SA3513 SA3502, attB::pTP29, Tet® diese Arbeit
SA3515 AdigR AsgmT diese Arbeit
SA3524 AMXAN2424 diese Arbeit
SA3525 AMXAN2530 diese Arbeit
SA3526 DK1622, attB::pTP107, Kan® diese Arbeit
SA3527 DK1622, attB::pTP108, Kan" diese Arbeit
SA3528 DK1622, attB::pTP109, Kan® diese Arbeit
SA3529 SA3502, attB::pTP44, Tet® diese Arbeit
SA3534 SA3502, attB::pTP46, Tet® diese Arbeit
4.2.3 Bewegungsstudien von M. xanthus

Zur phanotypischen Untersuchung der Bewegungsfahigkeit von
M. xanthus wurden zundchst Ubernachtkulturen aus der exponentiellen

Wachstumsphase bei einer ODssp von 0,5 bis 0,9 (ODsso von 0,7 entspricht
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einer Zelldichte von 7x10® Zellen/ml) mittels Zentrifugation fiir 10 min bei
4.700 rpm geerntet. Danach wurde das Zellpellet im 1 % CTT-Medium auf eine
berechnete Zelldichte von 7x10° Zellen/ml resuspendiert und jeweils 5 pl der
Zellsuspension auf Bewegungsagarplatten (Tabelle 10) getropft. Auf
Bewegungsagarplatten mit 1,5 % Agar favorisiert M. xanthus die A-Bewegung
(adventurous motility), wohingegen auf Bewegungsplatten mit 0,5 % Agar die S-
Bewegung (social motility) vorgezogen wird (Hodgkin & Kaiser, 1977). Nach
24 h Inkubation bei 32 °C im Dunkeln wurden sowohl die Morphologie der
Kolonie als auch deren Rand mikroskopisch festgehalten. Dabei wurden
Aufnahmen mit 8- bzw. 50-facher Vergrollerung mit Hilfe des Leica MZ75
Stereomikroskop (Wetzlar) sowie Bilder mit 400-facher Vergrof3erung mit Hilfe
des Leica DM IRE2 Inversmikroskop (Wetzlar) aufgenommen und mit der Leica
DFC280 Kamera (Wetzlar) festgehalten. Anschlielend wurden die Aufnahmen
mit IrfanView (Version 4.27) von Irfan Skiljan (Technische Universitat, Wien)

bearbeitet.

424 Untersuchung zur Farbstoffbindung an M. xanthus

Fur die Untersuchung des Exopolysaccharidanteils in verschiedenen
Stammen von M. xanthus wurde den Bewegungsagarplatten der Farbstoff
Kongorot bzw. Trypanblau in der Konzentration von 20 pg/ml hinzugegeben.
Diese Farbstoffe binden an Exopolysaccharide, die ein Hauptbestandteil der
extrazellularen Matrix sind (Ramaswamy et al., 1997). Die Zellen wurden
analog, wie in 4.2.3 beschrieben, behandelt. Nach 24 h Inkubation bei 32 °C im

Dunkeln wurde der Farbzustand der Kolonie photographisch dokumentiert.

Um den jeweiligen Anteil an Exopolysacchariden zu quantifizieren, wurde
kolorimetrisch die Bindung von Trypanblau in einer Pufferldsung gemessen
(Black & Yang, 2004). Dabei wurden zunéchst Zellen einer Ubernachtkultur in
der exponentiellen Wachstumsphase (ODsso = 0,5-0,9) geerntet und mit MOPS-
Puffer (10 mM MOPS pH 7,5; 1 mM CaCl,) gewaschen. Danach wurden die
Zellen in MOPS-Puffer auf eine ODsso von 4,5 (entspricht 4,5x109 Zellen/ml)
resuspendiert. 100 pl der Zellsuspension sowie 100 pyl der Trypanblau-
Stammldsung (50 ug/ml) wurden 800 ul MOPS-Puffer zugegeben, gut gemischt
und 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit
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5 pyg/ml Trypanblau in MOPS-Puffer ohne Zellen. Es wurden Triplikate von allen
Proben angefertigt. Nach der Inkubation erfolgte eine 3 minutige Zentrifugation
bei 13.000 rpom und RT. Die Uberstdnde wurden abgenommen und deren
Absorption kolorimetrisch bei 585nm gemessen. Die Absorption des
Kontrollansatzes determiniert hierbei den Anteil des eingesetzten Trypanblau-
Farbstoffes (100 % = 5 pg/ml). Die Quotienten der Absorptionswerte zwischen
den einzelnen Proben und der Kontrolle wurden gebildet und dadurch die
relativen Anteile an ungebundenem Farbstoff bestimmt. Der Anteil an
gebundenem Farbstoff wird folglich aus der Differenz zwischen dem
eingesetzten Farbstoff und dem ungebundenen Farbstoff berechnet. Der
jeweilige Anteil an gebundenem Farbstoff korreliert mit dem Anteil an
Exopolysacchariden in der extrazellularen Matrix (Wood & Fulcher, 1978, Black
& Yang, 2004).

4.2.5 Entwicklungsstudien von M. xanthus

Entwicklungsstudien von M. xanthus erfolgten auf unterschiedlichen
Medien: CF- und TPM-Agarplatten sowie im MC7-Puffer (Tabelle 10). Die
Ubernachtkulturen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer
ODss0 von 0,5 bis 0,9 geerntet und im MC7-Puffer zu einer berechneten
Zelldichte von 7x10° Zellen/ml resuspendiert. Jeweils 20 ul der Zellsuspension
wurden fur phanotypische Untersuchungen auf CF- bzw. TPM-Agarplatten
getropft. FUr Entwicklungsstudien im MC7-Puffer wurden 50 pl der Zellsuspen-
sion zu 350 pl MC7-Puffer in 24er-Lochplatten gegeben. Die Inkubation erfolgte
bei 32°C im Dunkeln. Jeweils nach 24 h, 48h und 120 h erfolgte die
photographische Dokumentation. Die Kolonien auf den CF- bzw. TPM-
Agarplatten wurden bei 25- bzw. 50-facher Vergro3erung mit dem Leica MZ75
Stereomikroskop (Wetzlar) und der Leica DFC280 Kamera (Wetzlar)
aufgenommen. Die Dokumentation der Entwicklungsstudien im MC7-Puffer
erfolgte bei 200- bzw. 400-facher VergroRerung mit dem Leica DM IRE2
Inversmikroskop (Wetzlar) sowie der Leica DFC280 Kamera (Wetzlar). Die
photographischen Aufnahmen wurden jeweils mit IrfanView (Version 4.27) von

Irfan Skiljan (Technische Universitat, Wien) bearbeitet.
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4.3 Molekularbiologische Methoden
431 Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide, die bei Klonierungen, bei der zielgerich-
teten Mutagenese sowie bei Sequenzierungen Verwendung fanden sind in

Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: Oligonukleotide

Basen, die Spaltstellen fiir Restriktionsenzyme darstellen, sind unterstrichen. Die gelb hinter-
legten Sequenzen stellen die ausgetauschten Basen bei der zielgerichteten Mutagenese dar.
In rot sind Basen dargestellt, die zu einem weiteren Stoppcodon in der Sequenz flhren.

Gegenlaufig-uberlappende Basenfolgen fiur Deletionen lber Zwei-Schritt-PCR sind ,

Verknupfungsregionen fur YFP-/Strepll-Fusionen sind blau dargestellt. In

sind die

Basen dargestellt, die fiir das Strepll-Peptid kodieren.

Oligonukleotid

Sequenz in 5°- zu 3’-Richtung

hpk40 comp forw
hpk40 comp rev
attB left

attB right

attP left

attP right

sgmT H336A (+)
sgmT H336A (-)
sgmT D615N (+)
sgmT D615N (-)
sgmT R763A (+)
sgmT R763A (-)
sgmT D766A (+)
sgmT D766A (-)
sgmT R794A (+)
sgmT R794A (-)
dGGDEF forw
dGGDEF rev
dREC-GGDEF rev
dGAF A

dGAF B

dGAF C

dGAF D

ATGCTCTAGACGCCGACTCTAGCCGGTAC
ATCGGAATTCTCAGGTCTCTTCGGGGGCC
CGGCACACTGAGGCCACATA
GGAATGATCGGACCAGCTGAA
GGGAAGCTCTGGGTGACGAA
GCTTTCGCGACATGGAGGA
GCGGTGTGCAGCGCCGACCTGCGCGC
GCGCGCAGGTCGGCGCTGCACACCGC
ACCTGGTGGTCATGAACGTGTTCCTGCCC
GGGCAGGAACACGTTCATGACCACCAGGT
CGCAAGCGGGTGGCCCACCCGGATGC
GCATCCGGGTGGGCCACCCGCTTGCG
GCGCCACCCGGCTGCCATCTCCC
GGGAGATGGCAGCCGGGTGGCGC
GCGCCGTCATCAGTGCCATGTTGCCGGATG
CATCCGGCAACATGGCACTGATGACGGCGC
ATCGACCGGTTGCATCTTCGTCTTC
ATCGGAATTCTCAGGTCTCTTCGGGGGCGCTGCTCTTCTCCTTCTC
ATCGGAATTCTCAGGTCTCTTCGGGCTGCTCCTGCGGCGTGGAC
ATCGTCTAGACGCCGACTCTAGCCGGTAC
CGCATCGCCCGCCTCCTTGGC
AAGAAGCGCGAGGACCTGGAG

ATCGACCGGTGTCCGGCGGGCTCTC
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Oligonukleotid

Sequenz in 5°- zu 3"-Richtung

sgmT prmt forw
(=dGAF A)

sgmT rev Kpnl
C-term YFP A

C-term YFP B

sgmT dGGDEF
C-term YFP

sgmT-his-forw
sgmT-his-rev
sgmT GAF his rev

sgmT GGDEF his
forw

sgmT KD forw
sgmT KD rev
sgmT KD-RD rev
sgmT RD forw
sgmT RD rev
digR forw
digR rev
hpk40 seq1
hpk40 seq2
sgmT seq3
sgmT seqd
SWU30 forw
SWU30 rev
pEGFPN1rev
M13 forw

M13 rev

T7

T7 term

malE

M13 uni (-43)
difE seq forw
difE seq rev
fibA f1 forw

ATCGTCTAGACGCCGACTCTAGCCGGTAC

ATCGGGTACCGGTCTCTTCGGGGGCCGG

ATCGCATATGAAGCTTGGTACCGATATCGGATCCGCCGGCGGCGGAGCCGG
CCGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA

ATCGGAATTCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC
ATCGGGTACCGGCGCTGCTCTTCTCCTTCTCC

ATCGCATATGCAGGCTGATCAGCGGGG
ATCGGAATTCTCAGGTCTCTTCGGGGGCCG

ATCGGAATTCTCAGTCCTCGCGCTTCTTCTTCACCG
ATCGCATATGGAGAAGAGCAGCGCCTTGCAGC

ATCGCATATGAAGAAGCGCGAGGACCTGGAGG
ATCGGAATTCTCACTGCTCCTGCGGCGTGGACG
ATCGGAATTCTCAGGCGCTGCTCTTCTCCTTCTCC
ATCGGAATTCGAAGCGCCGCGCAACCCGC
ATCGGGATCCTCAGGCGCTGCTCTTCTCCTTCTCC
ATCGGAATTCGTGCAGATTCGCATCCTGGTAG
ATCGGGATCCTCAGGTATCGCCGAAGAGCTCG
GGCCTGGTGGAGTCGCTGCT
CCGCTGCAAGGCGCTGCTCT
GGACGACCTCTGGCTGCAAC
GTGTGTTCGCCGTCGTCCTG
GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCG
GTCCAGCTCGACCAGGATG
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
TAGCTCACTCATTAGGCACCCCAG
TAATACGACTCACTATAGGG
CTAGTTATTGCTCAGCGGT
GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT
CCGGGTCCATGACGATGGAC
TCACGCGGACAGTAACCTCGG

TCGGGCACGTCCACCAGTTG
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Oligonukleotid

Sequenz in 5°- zu 3"-Richtung

fibA f1 rev

fibA f2 forw

fibA f2 rev

fibA f3 forw

fibA f3 rev

HEX fibA 2 forw

delta binding site
forw

delta binding site
rev

2424-A
2424-B
2424-C
2424-D
2424-E
2424-F
2424-G
2424-H
2530-A
2530-B
2530-C
2530-D
2530-E
2530-F
2530-G
2530-H
PpilA forw
PpilA rev
vca0956 forw

vca0956 strep rev
yhjH forw
yhjH strep rev

pleD* forw

pleD* strep rev

GGAGGCACGATGACACAGGG
CAGCCACGTCGATGCCAGTG
GGGCAGGGGTGGACTCGTTG
CATGGTGCAGAAGAGAGTTC
GCTTCACGGAATAGCGGTAG

HEX-CAGCCACGTCGATGCCAGTG

CATGGTGCAGAAGAGAGTTC

GGAGGCACGATGACACAGGG

ATCGGGTACCGCACCTGAGCGTGCTGGACG
CGCCCCCGGCATGAACAGCGC
CTCATCGCCCGTCCGCAGAGT

ATCGTCTAGACGCTCCGAGCCCATTGGCAC

CGGCGAGCCCGAAGCTGTTG

CAGGCACGACCAGCGCAGTC

CACGCACTTCCAGCCCATCG

GCGTCCGCGCAATCTCCAGG

ATCGGGTACCCGCACCCTGGGAAAGATGACGC
GCTCCATGCCCTCCCCGAAAG
GAGTTGCTGGAACGGCGCACG

ATCGTCTAGAGGAATCCCGCTCCGTGGGCG

GCCTCTTCGTGGGATTGAGC

CTTCCCGCACGAAGAGGTCC

GCGCTGCTGCAACGGCTGAC

CCACGTCGGCCTTCTGCTGG

ATCGGAATTCGCGGCGTTGAACGAG

ATCGAAGCTTGGTACCGGATCCCAGGTCGACTCTAGACATGG

ATCGTCTAGAGTGATGACAACTGAAGATTTC

ATCGGGATCCCTA
TGACTCGATTGC

AGCGCTGAGCGGCA

ATCGTCTAGATTGATGATAAGGCAGGTTATCCAG

ATCGAAGCTTCTA
GAACCGCCGTAT

AGCGCTTAGCGCCA

ATCGTCTAGAATGAGCGCCCGGATCCTCGT

ATCGAAGCTTCTA AGCGCTGGCGGCCT
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Oligonukleotid

Sequenz in 5°- zu 3"-Richtung

SW105 forw
SW105 rev
SW105 PpilA rev
vca0956 seq1
vca0956 seq2
0587 gPCR forw
0587 qPCR rev
1093 gPCR forw
1093 gPCR rev
2791 gPCR forw
2791 gPCR rev
2855 gPCR forw
2855 qPCR rev
3175 gPCR forw
3175 qPCR rev
3971 qPCR forw
3971 qPCR rev
5033 gPCR forw
5033 qPCR rev
5453 qPCR forw
5453 gPCR rev
5786 qPCR forw
5786 qPCR rev
6106 qPCR forw
6106 qPCR rev
6255 gPCR forw
6255 qPCR rev
6694 qPCR forw
6694 qPCR rev
7415 qPCR forw
7415 qPCR rev

TGCCGACCAC

TGAGGGAGCCACGGTTGATGAG

GTGCGCACCTGGGTTGGCATGCG

CGGGCAGTGAGCGCAACGC

CAAGGCATAGTTCACGGGGGTG

CCGCTTGGTGAGTGACTCTAAAG

ACGCCTCCAATCCCAACAA

AGCACCAGGTCATCATCGATG

AGTACGGCCATGACGGACCA

TCAGGATGCCCCGGTCAAT

GACTTCACCCCCATCAACAGCT

TTGCTTGAATCAGCGTTCCG

AGCAAGAAGGAACACATCCTCCGT

CTGTCCGCACCCGAGATGCT

ACTTCTTCGTCTCCAACCAGGC

TGAAACCCACCATAGGTGCTT

CGGCTGGAAGGTCCAGTACA

GCATAACCACTGGCGACCAC

AAGCAGCATTGAGTTGAGCTCC

CCAATGCAGTTCCCTTCGC

TGGGCTCCTCCAGTTGGTCCA

CTTCTCCGCAGCGAGAACCTTC

CGGTGTCGAAGGCAAGGAC

CTTGCTCTTGATGGCGAACAG

GTCGGTTGCAACGAGTCCAC

GCAATCGACAGACCGGTGAC

GATGCTCTACGGCTGCATCAG

CCATTCAATCAGCAGGCCAT

CACTGGCCATTACAGGCGTA

TCCAGTAGAACCACCCGTCC

GCAAGCCCTTCTACATGCTGA

CGTGCTTCATCTTGAAGACGG
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4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR =
polymerase chain reaction) fur die Vervielfaltigung von DNA fur unterschiedliche
Zwecke genutzt und das Originalprotokoll (Mullis et al., 1986) entsprechend
modifiziert. Das Grundprinzip der PCR, die in drei verschiedene Stufen
eingeteilt werden kann, blieb erhalten: 1.) die Denaturierung der DNA bei 95 °C
fur 30 s, 2.) die Anlagerung von synthetischen Oligonukleotiden (einzelstrangige
DNA-Stucke bzw. Primer) an die DNA bei 50-70 °C fur 30 s und 3.) die
Polymerisation von DNA durch eine spezifische DNA-Polymerase bei 68-72 °C
fur 1 min pro kb des zu amplifizierenden Fragments. Durch die Wiederholung
der einzelnen Stufen Uber mehrere Runden wurden spezifische DNA-
Fragmente vervielfaltigt. Eine klassische PCR besteht aus folgenden Kompo-
nenten: DNA-Polymerase, Matrizen-DNA, Oligonukleotide (Primer), dNTPs und

Polymerase-Puffer.

Die Matrizen-DNA aus M. xanthus fur die PCR wurde mittels
,MasterPure™ DNA Purification Kit“ von Epicentre Biotechnologies (Wisconsin,
USA) gewonnen. Das Protokoll wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt.
Die PCRs, die DNA-Fragmente fur eine Klonierung lieferten, wurden fur
gewdhnlich im ,FailSafe™ PCR PreMix J* Puffer von Epicentre Biotechnologies
(Wisconsin, USA) mit ,PfuUltra™Il DNA-Polymerase® von Stratagene (Amster-
dam) durchgefuhrt. Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe der Kits
.Zymoclean™ Gel DNA Recovery“, ,DNA Clean & Concentrator™-5 von Zymo
Research (HiSS Diagnostics, Freiburg) oder ,NucleoSpin® Extract 11“ von
Macherey-Nagel (Duren), die jeweils nach Herstellerangaben verwendet

wurden.

Sollte die Integration oder die Deletion von DNA-Elementen in
M. xanthus verifiziert werden, wurde eine Kolonie-PCR mit ,5 PRIME
Mastermix® von 5 PRIME GmbH (Hamburg) nach Herstellerangaben durchge-
fiihrt. Zuvor wurde die DNA einer M. xanthus-Kolonie mit ,Lyse-N-Go™ PCR
Reagent® von Pierce (Rockford, USA) nach Herstellerangaben isoliert und als
Matrize-DNA in der PCR-Reaktion eingesetzt.

Im Anschluss an die PCR wurden die DNA-Fragmente der Lange nach

Uber ein Agarosegel elektrophoretisch in TBE-Puffer von Invitrogen (Karlsruhe)
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getrennt. Mithilfe der Fragmentlange der produzierten PCR-Produkte konnte
Uber eine Integration (z.B. bei Komplementationen in die ,phage Mx8 attB-site*)

oder eine Deletion eines Gens geurteilt werden.

Die Herstellung der DNA-Sonde und von Konkurrenzfragmenten fur
EMSA (4.4.8) erfolgte mit Hilfe der ,BioTherm™ Taq DNA-Polymerase® von
Genecraft (Ares Biosciences, Koln) und dem mitgelieferten Puffer. Die DNA-
Sonde wurde mit Hilfe eines HEX-markierten Oligonukleotids der Firma

Invitrogen (Karlsruhe) hergestellt.

4.3.3 Quantitative Echtzeit-PCR

1 ug isolierte RNA diente als Vorlage zur cDNA-Synthese in einem
100 yL  Reaktionsansatz mittels ,MultiScribe®“ Reverse Transkriptase
(Invitrogen, Karlsruhe) die nach Herstellerangaben erfolgte. Die cDNA diente
als Matrizen-DNA fur die nachfolgende quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR),
die mit dem ,SYBR® Green PCR Master Mix“ in einem ,7300 Real-Time PCR
System“ (beide: Applied Biosystems, Darmstadt) nach Herstellerangaben in
einem 25 pL Reaktionsansatz durchgefuhrt wurde. Um eine Kontamination von
chromosomaler DNA auszuschlief3en, wurde pro Reaktion ein Kontrollansatz
mit der aquimolaren Menge von Matrizen-RNA durchgefuhrt. Die Bestimmung
der zur cDNA korrespondierenden Transkriptmengen erfolgte jeweils aus drei
technischen Replikaten. Die Primereffizienz jedes Primerpaares wurde unter
Einsatz definierter Mengen von chromosomaler Matrizen-DNA (3000 pg,
300 pg, 30 pg, 3 pg und 0,3 pg) mittels gRT-PCR bestimmt. Die Auswertung der
SYBR® Green Signale erfolgte mit Hilfe der mitgelieferten Software des ,, 7300
Real-Time PCR Systems®, mit der auch der jeweilige CT-Wert (,cycle
threshold®) im Zwei-Schritt-Zyklus mit 40 Wiederholungen bestimmt wurde.
Anschlieend wurde das relative Expressionsniveau der untersuchten Gene
von AdigR bzw. AsgmT im Vergleich zum Wildtyp uber die Differenzen der CT-

Werte ermittelt.
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4.3.4 Vektoren und Plasmide

Vektoren und Plasmide, die in dieser Arbeit verwendet wurden sind in

Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Vektoren und Plasmide

Bezeichnung Genotyp / Beschreibung Referenz
pBluescript Il . R Fermentas
KS(-) Klonierungsvektor, Amp (St. Leon-Rot)
Expressionsvektor fur N-terminale Hexa- Novagen/Merck
PET-28a(+) Histidin- Fusionen, Kan® (Darmstadt)
MAL-c2x Expressionsvektor fur N-terminale MalE- New England Biolabs
P Fusionen, Amp~ (Frankfurt a. M.)
BJ114 Klonierungsvektor, Derivat von pBJ113, galK, (Julien et al., 2000)
P Kan® v
Klonierungsvektor, Derivat von pBGS18, Mx8
pSWU30 attP, Tet? (Spratt et al., 1986)
pilA-Promotorregion (1 kb Fragment) in .
pSW105 pSWU19, KanR (Weis, 2007)
pIB73 pSW105-yfp-linker1-pil T, Kan® (Bulyha, 2010)
digRP** hinter nativem Promotor in pSWU30, (Overgaard et al.,
pPMO102 Tet? 2006)
pleD* mit C-terminaler hexa-Histidin-
PRP89 Kennzeichnung in pET11, Kan® (Paul et al., 2004)
pARA- VCA0956 unter Kontrolle des araC -Pgap in (Thormann et al.,
VCA0956 pME6041 2006)
uhi yhjH unter Kontrolle des araC -Pgpp in (Thormann et al.,
PARA-yhjH PMEG041 2006)
Deletionsvektor, flankierende Bereiche von
pTP11 sgmT in pBJ114, Kan® (Petters, 2008)
sgmT hinter nativem Promotor (484bp) in . :
pTP22 pSWU30, Tet? diese Arbeit
pTP24 sgmT "% in pTP22, Tet® diese Arbeit
pTP25 sgmT PN in pTP22, Tet® diese Arbeit
pTP26 sgmT R%* in pTP22, Tet® diese Arbeit
pTP27 sgmT P in pTP22, Tet® diese Arbeit
pTP28 sgmT R in pTP22, Tet® diese Arbeit
pTP29 sgmT ARECACCDER in hTP22 Tet® diese Arbeit
pTP33 sgmT in pET28a(+), Kan® diese Arbeit
pTP39 sgmT 2®* in pTP22, Tet® diese Arbeit
pTP40 sgmT 2CCP%F in pTP22, Tet® diese Arbeit
pTP41 sgmT-yfp hinter nativem Promotor in diese Arbeit

114



MATERIAL UND METHODEN

Bezeichnung Genotyp / Beschreibung Referenz
pSWU30, Tet®
pTP44 sgmT 2P _yfp in pTP41, Tet® diese Arbeit
pTP46 sgmT " yfp in pTP41, Tet® diese Arbeit
pTP51 sgmT-Kinasedomane in pET28a(+), Kan® diese Arbeit
pTP52 sgmT-Kinasedomane "*** in pET28a(+), Kan® | diese Arbeit
sgmT-Kinase- und Empfangerdomane in . .
pTP53 pET28a(+), Kan® diese Arbeit
sgmT-Kinase- und Empfangerdomane **'*V in . .
pTP54 pET28a(+), KanR diese Arbeit
pTP55 sgmT- Empfangerdomane in pMAL-c2x, AmpR diese Arbeit
. - D615N .
0TP56 ;gm7R'- Empfangerdomane in pMAL-c2x, diese Arbeit
mp
pTP57 digR in pMAL-c2x, Amp"® diese Arbeit
pTP58 digR ®** in pMAL-c2x, Amp"® diese Arbeit
pTP59 sgmT GAF-Domane in pET28a(+), Kan® diese Arbeit
pTP60 sgmT GGDEF-Doméane in pET28a(+), Kan® diese Arbeit
R763A = .
0TP62 i%I:'I GGDEF -Domane in pET28a(+), diese Arbeit
zusatzliche Restriktionsschnittstellen in . .
pTP100 pSW105, Kan® diese Arbeit
Deletionsvektor, flankierende Bereiche von . .
pPTP105 MXAN2424 in pBJ114, Kan® diese Arbeit
Deletionsvektor, flankierende Bereiche von . .
PTP106 MXAN2530 in pBJ114, KanR diese Arbeit
VCA0956 mit C-terminaler strepll-Fusion in . .
pTP107 pTP100, KanR diese Arbeit
yhjH mit C-terminaler strepll- Fusion in . .
pTP108 pTP100, Kan® diese Arbeit
pleD* mit C-terminaler strepll- Fusion in . .
pTP109 pTP100, KanR diese Arbeit
4.3.5 Konstruktion von Plasmiden

Im folgenden Absatz wird die Konstruktion der wichtigsten Plasmide aus

dieser Arbeit beschrieben.

DNA-Fragmente wurden per PCR amplifiziert (4.3.2) und die
Fragmentlange kontrolliert. Dafir wurde der PCR-Ansatz Uber ein 1-3 %iges
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem HyperLadder™ DNA-

Marker der Firma Bioline (Luckenwalde) verglichen. Die DNA-Fragmente
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wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe der Kits ,Zymoclean™ Gel
DNA Recovery“ von Zymo Research (HiSS Diagnostics, Freiburg) bzw. ,Nuc-
leoSpin® Extract I von Macherey-Nagel (Duren) gereinigt. Die Behandlung der
Proben erfolgte nach Herstellerangaben. Optional wurden PCR-Ansatze direkt
mittels ,DNA Clean & Concentrator™-5“Kit von Zymo Research (HiSS
Diagnostics, Freiburg) bzw. ,NucleoSpin® Extract 11“-Kit von Macherey-Nagel

(DUren) nach Herstellerangaben gereinigt.

Die Restriktionsenzyme, mit denen gereinigte DNA-Fragmente und
Plasmide verdaut wurden, wurden von den Firmen New England Biolabs
(Frankfurt a. M.) und Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen und nach Angaben des
Herstellers verwendet. Nach dem Verdau wurden die Plasmide mittels
LAntarctic Phosphatase®“ von New England Biolabs (Frankfurta. M.) am 5°-
Ende dephosphoryliert. Das dephosphorylierte Plasmid und das DNA-Fragment
wurden mit dem ,Rapid DNA Ligation Kit* ligiert, wobei die Dephosphorylierung
und die Ligation nach Protokoll des Herstellers erfolgten. Die Ligationsansatze
wurden in Mach1 E. coli-Zellen transformiert (4.3.6). Die Reinigung der
Plasmide aus Mach1 E. coli erfolgte mit Hilfe des ,Zyppy™ Plasmid Miniprep
Kit“ von Zymo Research (HiSS Diagnostcs, Freiburg) nach Herstellerangaben.
Die DNA-Konzentration der Plasmide wurde photometrisch mittels ,Nanodrop
ND-1000“ der Firma Nanodrop (Wilmington, USA) bestimmt.

Zur Uberprifung der inserierten DNA-Fragmente wurden diese mit
spezifischen Primern sequenziert. Die Sequenzierungen erfolgten zunachst
nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) in der Abteilung
Okophysiologie des Max-Planck-Instituts (Marburg). Dabei wurde das ,Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit“ von Applied Biosystems (Darmstadt) nach
Herstellerangaben verwendet und die Sequenzen mit dem ,3130 Genetic
Analyser® von Applied Biosystems (Darmstadt) gepruft. Die Bedienung des
Gerates erfolgte durch technisches Personal. Aktuell werden Sequenzierungen
bei der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefihrt. Die Sequenzen
wurden mit Hilfe von ,ContigExpress® der ,VectorNTI Advance Suite 11°
Software von Invitrogen (Karlsruhe) analysiert.
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Herstellung der Komplementationsplasmide pTP22, pTP24, pTP25,
pTP26, pTP27, pTP28, pTP29, pTP39 und pTP40: Diese Plasmide kodieren
fur verschiedene Varianten von sgmT, die fur die Komplementation der
Deletionsmutante SA3502 (AsgmT) bzw. zur Herstellung von sgmT-Mutanten
eingesetzt wurden. Die hier aufgezahlten Plasmide sind Derivate von pSWU30.
Die Primersequenzen aller folgenden Beschreibungen sind in Tabelle 13

aufgelistet.

pTP22: Zunachst wurde mittels PCR (4.3.2) ein 2995 bp langes DNA-
Fragment mit den Primern ,hpk40 comp forw“ und ,hpk40 comp rev® ampli-
fiziert, welches die vermeintliche Promotorregion von sgmT, sgmT selbst und
an den beiden Enden Restriktionsschnittstellen fur Xbal und EcoRI tragt. Das
Fragment sowie der Vektor wurden mit Xbal und EcoRIl verdaut und mitein-
ander zu pTP22 ligiert. Die Richtigkeit der Sequenz wurde mit den Primern
~oWU30 forw®, ,SWU30 rev’, ,hpk40 seq1”, ,hpk40 seq2®, ,sgmT seq3“ und
,SgmT seq4” Uberprift.

pTP24: Dieses Plasmid wurde analog zu pTP22 hergestellt, jedoch
wurde eine Alaninsubstitution des konservierten Histidin (H336A) der
Kinasedomane (HisKA) mit Hilfe synthetischer Oligonukleotide, die diese
Mutation in der kodierenden Sequenz tragen, eingefuhrt. Zunachst wurden
jeweils eine PCR-Reaktion mit den Primern ,hpk40 comp forw“ und ,sgmT
H336A (-)“ sowie ,sgmT H336A (+)“ und ,hpk40 comp rev” durchgefuhrt, deren
Produkte zusammen in einer zweiten PCR mit den Primern ,hpk40 comp forw*
und ,hpk40 comp rev“ fusioniert wurden. Dieses Fusionsprodukt wurde in
pSWU30 kloniert und anschlieBend wie bei der Klonierung von pTP22

weiterverfahren.

pTP25-28: Die Konstruktion dieser Plasmide erfolgte analog zur
Herstellung von pTP24. Die jeweiligen Punktmutationen (D615N, R763A,
D766A bzw. R794A) wurden mit Hilfe der synthetischen Oligonukleotide
,SgmT D615N (+)* und ,sgmT D615N (-)* in pTP25; ,sgmT R763A (+)“ und
,sgmT R763A (-)“ in pTP26; ,sgmT D766A (+)* und ,sgmT D766A (-)“ in pTP27
sowie ,sgmT R794A (+)“ und ,sgmT R794A (-)“ in pTP28 eingefuhrt.
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pTP29: Dieses Plasmid kodiert fur eine verkurzte Version von SgmT, in
der die Empfanger- und GGDEF-Domane deletiert wurden. Dabei wurde die
Sequenz von Codon 566 bis Codon 832 deletiert. Auf genomischer DNA wurde
ein 105 bp langes DNA-Fragment mit ,dGGDEF forw“ und ,dREC dGGDEF rev*
amplifiziert, mit Agel und EcoRIl verdaut und in pTP22 eingefigt. Mit den
Primern ,hpk40 seq1” und ,SWUS30 rev® wurde die Sequenz auf ihre Richtigkeit
hin Gberprift.

pTP39: Hier wurde eine SgmT-Version ohne sensorische Domane
hergestellt, in dem die Sequenz von Codon 21 bis Codon 296 deletiert wurde.
Dazu wurden zunachst die flankierenden Bereiche der GAF-Domane mit den
Primern ,dGAF A* und ,dGAF B“ sowie ,dGAF C“ und ,dGAF D auf
genomischer DNA amplifiziert und die Produkte in einer zweiten PCR mit
,LdGAF A“ und ,dGAF D* fusioniert. Das Fusionsprodukt wurde mit Xbal und
Agel restriktiv verdaut und in pTP22 eingefiigt. Die Uberpriifung der Sequenz
erfolgte mit Hilfe der Primer ,SWU30 forw*, ,sgmT-his-forw*, ,hpk40 seq1“ und
,hpk40 seq2“.

pTP40: Um eine Version von SgmT ohne GGDEF-Domane zu erhalten,
wurden die Sequenz von Codon 700 bis Codon 832 deletiert. Das betreffende
DNA-Fragment wurde mit den Primern ,dGGDEF forw“ und ,dGGDEF rev* auf
genomischer DNA amplifiziert, mit Agel und EcoRI restriktiv verdaut und in
pTP22 eingefugt. Die Primer ,hpk40 seq1® und ,SWU30 rev® wurden zur

Sequenzierung verwendet.

Herstellung der YFP-Fusionsplasmide pTP41, pTP44, und pTP46:
Mit Hilfe dieser Plasmide wurden C-terminale Fusionen von SgmT-Varianten
mit dem gelben Fluoreszenzprotein (YFP) generiert. Die Plasmide wurden in die
Deletionsmutante SA3502 (AsgmT) integriert, um die Lokalisierung der Proteine

in vivo bestimmen zu kdnnen.

pTP41: Fur die Konstruktion des Plasmids, das fur eine C-terminale
YFP-Fusion mit SgmT kodiert, wurden zwei PCR-Produkte in den Vektor
pSWUS3O0 kloniert. Zunachst wurden die vermeintliche Promotorregion von sgmT
mit sgmT ohne Stoppcodon mit den Primern ,sgmT prmt forw“ und ,sgmT
rev Kpnl“ auf genomischer DNA und yfp mit den Primern ,C-term YFP A" und
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,C-term YFP A* auf pIB73 amplifiziert. Das ,Psgmr sgmT*-Fragment wurde mit
Xbal und Kpnl, yfp mit Kpnl und EcoRI und der Vektor pSWU30 mit EcoRI und
Xbal verdaut. Danach wurden die Fragmente miteinander ligiert. Die Sequenz
wurde mit Hilfe der Primer ,SWU30 forw*, ,SWU30 rev“, hpk40 seq1“, ,hpk40
seq2“, ,sgmT seq3“ und ,sgmT seq4” kontrolliert.

pTP44: Dieses Konstrukt kodiert fur ein C-terminale YFP-Fusion von
SgmT ohne GGDEF-Domane. Dafur wurde das PCR-Produkt mit ,sgmT-his-
forw* und ,C-term YFP dGGDEF* auf genomischer DNA amplifiziert, mit Agel
und Kpnl verdaut und mit pTP41 ligiert. Die Sequenzierung erfolgte mit den
Primern ,hpk40 seq1“ und ,pEGFPN1rev".

pTP46: In diesem Konstrukt wurde das konservierte Arginin R763 in der
[-Site der GGDEF-Domane durch ein Alanin substituiert. Als Matrize fur die
PCR mit ,sgmT RD forw“ und ,sgmT rev Kpnl“ Primern diente das Plasmid
pTP26. Das PCR-Produkt wurde mit Xmal und Kpnl verdaut und in pTP41
ligiert. Die Sequenz wurde mit den Primern ,hpk40 seq1“ und ,pEGFPN1rev®
auf ihre Richtigkeit hin Gberpruift.

Herstellung der Expressionsplasmide pTP33, pTP51, pTP52, pTP53,
pTP54, pTP59, pTP60 und pTP62: Diese Plasmide wurden flr die Herstellung
von Hexa-Histidin-markierten Proteinen verwendet. Die Zielsequenzen wurden

jeweils in den Vektor pET-28a(+) von Novagen/Merck (Darmstadt) kloniert.

pTP33: sgmT wurde mit den Primern ,sgmT-his-forw® und ,sgmT-his-
rev“ auf genomischer DNA amplifiziert, das PCR-Produkt mit Ndel und EcoRI
verdaut und in den Vektor pET-28a(+) ligiert. Die Sequenz der inserierten DNA
wurde mit den Primern ,T7%, ,T7 term®, ,hpk40 seq1“ und ,hpk40 seq2“ auf ihre
Richtigkeit hin Uberpruft.

pTP51-52: Mit den Primern ,sgmT KD forw“ und ,sgmT KD rev* wurde
die Sequenz der Kinasedomane von SgmT auf genomischer DNA bzw. auf
pTP24 amplifiziert, das DNA-Fragment mit Ndel und EcoRI verdaut und in
pET28a(+) eingefugt. Die Sequenz der integrierten DNA wurde mit ,T7% und

»17 term“-Primern Uberpruft.
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pTP53-54: Auf genomischer DNA bzw. pTP25 wurde die Sequenz von
Kinase- und Empfangerdomane von SgmT mit den Primern ,sgmT KD forw®
und ,sgmT KDRD rev“ amplifiziert, das entstandene Fragment mit Ndel und
EcoRI verdaut und in pET28a(+) eingeflgt. Mit den Primern ,T7“ und ,T7 term®

wurde die Sequenz auf ihre Richtigkeit hin uberpruft.

pTP59: Die Sequenz der GAF-Domane von SgmT wurde auf
genomischer DNA mit den Primern ,sgmT-his-forw“ und ,sgmT GAF rev*
amplifiziert, mit Ndel und EcoRI verdaut und in pET28a(+) eingefugt. Mit Hilfe
der Primer ,T7° und ,T7 term“ wurde die Sequenz der inserierten DNA

Uberpraft.

pTP60 und pTP62: Diese Plasmide kodieren flr die GGDEF-Domane
von SgmT mit nativer bzw. mutierter I-site (R763A). Dafur wurde die Sequenz
auf genomischer DNA bzw. pTP26 mit den Primern ,sgmT GGDEF his forw*
und ,sgmT-his-rev® amplifiziert, mit Ndel und EcoRI verdaut und in pET28a(+)
integriert. Die Sequenz wurde mit Hilfe der Primer ,T7“ und ,T7 term®

kontrolliert.

Herstellung der Expressionsplasmide pTP55, pTP56, pTP57 und
pTP58: Mit Hilfe dieser Plasmide wurden N-terminale MalE-Fusionsproteine
hergestellt. Dabei diente pMAL-c2x von New England Biolabs (Frankfurt a. M.)
als Expressionsvektor.

pTP55-56: Fir die Konstruktion dieser Plasmide wurde die Sequenz der
Empfangerdomane von SgmT mit den Primern ,sgmT RD forw* und ,sgmT
RD rev* auf genomischer DNA bzw. dem Plasmid pTP25 amplifiziert, mit EcoRI
und BamHI verdaut und in pMAL-c2x integriert. Die Sequenzierung erfolgte mit
den Primern ,malE" und ,M13 uni (-43)".

pTP57-58: Die Sequenz des Antwortregulators DigR wurde mit den
Primern ,digR forw* und ,digR rev* auf genomischer DNA bzw. aus pMO102
amplifiziert, das DNA-Fragment mit EcoRI und BamHI verdaut und in pMAL-c2x
eingefugt. Die Sequenz wurde mit den Primern ,malE® und ,M13 uni (-43)*

uberprift.
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Herstellung der Deletionsvektoren pTP105 und pTP106: Diese
Plasmide wurden fur die Deletion von Genen in M. xanthus (4.3.8) verwendet.
Die flankierenden Genbereiche wurden in den Vektor pBJ114 (Julien et al.,
2000) integriert.

pTP105: Mit ,2424-A" und ,2424-B“ bzw. ,2424-C“ und ,2424-D“ wurden
jeweils die flankierenden Bereiche von MXAN2424 amplifiziert und die Produkte
mit einer zweiten PCR mit den Primern ,2424-A" und ,2424-D“ miteinander
fusioniert. Das Fusionsfragment wurde mit Kpnl und Xbal verdaut und in
pBJ114 integriert. Die Sequenz wurde mit Hilfe von ,M13 forw" und ,M13 rev®
Uberpraft.

pTP106: Die Konstruktion des Deletionsvektors fur MXAN2530 geschah
analog zur Herstellung von pTP105. Jedoch wurden hier die Oligonukleotide
,2530-A", ,2530-B%, ,2530-C* und ,2530-D“ verwendet.

Herstellung der Integrationsplasmide pTP100, pTP107, pTP108 und
pTP109: Mit Hilfe dieser Plasmide wurde die heterologe Expression von Genen

unter dem pilA-Promotor in M. xanthus durchgeflhrt.

pTP100: Dieses Plasmid ist ein Derivat von pSW105 (Weis, 2007), dem
weitere Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung zugefugt wurden. Daflr
wurde der pilA-Promotor mit Hilfe der Primer ,PpilA forw“ und ,PpilA rev®
amplifiziert, mit EcoRI und Hindlll verdaut und in pSW105 integriert. Zur
Kontrolle wurde der integrierte DNA-Bereich mit den Primern ,SW105 forw*,
»OW105 rev* und ,SW105 PpilA rev“ sequenziert.

pTP107: Die Sequenz der Diguanylatzyklase VCAQ0956 aus V. cholerae
wurde mit den Primern ,vca0956 forw“ und ,vca0956 strep rev‘ auf dem
Plasmid pARA-VCAQ0956 (Thormann et al., 2006) amplifiziert, das Fragment mit
Xbal und BamHI verdaut und in pTP100 eingefugt. Die Richtigkeit der Sequenz
wurde mit den Primern ,SW105 forw“, ,SW105 rev®, ,vca0956 seq1“ und
,vca0956 seq2“ bestatigt.

pTP108: Die Amplifikation von yhjH aus S. typhimurium, welches fur eine
Phosphodiesterase kodiert, wurde mit Hilfe der Primer ,yhjH forw“ und

,yhjH rev auf dem Plasmid pARA-yhjH (Thormann et al., 2006) amplifiziert, das
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erhaltene DNA-Fragment mit Xbal und Hindlll verdaut und in pTP100 integriert.
Die Uberpriifung der Sequenz erfolgte mit den Primern ,SW105 forw“ und
~OW105 rev”.

pTP109: Auf dem Plasmid pRP89 (Paul et al, 2004) wurde die
modifizierte Sequenz von pleD aus C. crescentus mit Hilfe der Primer ,pleD*
forw“ und ,pleD* strep rev‘ amplifiziert, das erhaltene Fragment mit Xbal und
Hindlll verdaut und in pTP100 eingefligt.Die integrierte Sequenz wurde mit Hilfe
von ,SW105 forw“ und ,SW105 rev* kontrolliert.

4.3.6 Herstellung und Transformation chemisch-kompetenter E. coli-
Zellen

Die Herstellung und Transformation von chemisch-kompetenten Zellen
wurde nach einem optimierten Protokoll durchgefuhrt (Mandel & Higa, 1970).

Mit 2 ml einer Ubernachtkultur wurden 200 ml LB-Medium angeimpft und
schittelnd bei 37 °C inkubiert. Die Zellernte erfolgte in der spaten exponen-
tiellen Wachstumsphase bei einer ODgyp zwischen 0,5 und 0,7 mittels
Zentrifugation bei 4.700 rpm und 4 °C fir 10 min. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet wurde in 50 ml eiskaltem 50 mM CaCl, resuspen-
diert. Die Zellen wurden erneut zu den oben beschrieben Konditionen geerntet
und das Pellet in 10 ml eiskaltem 50 mM CaCl, resuspendiert. Nach 10-
minutiger Inkubation auf Eis waren die Zellen kompetent fur eine
Transformation. Die langfristige Lagerung der chemisch-kompetenten E. coli-
Zellen erfolgte nach Aliquotierung zu 200 ul Portionen und unter Zugabe von
Glyzerin (10 % Endkonzentration) bei -80 °C.

Far die Transformation von Plasmiden in E. coli wurde den Zellen
zunachst 50-300 ng Plasmid-DNA zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert.
Einem Hitzeschock von 1-2 min bei 42 °C im Wasserbad folgte ein Kalteschock
von 5 min auf Eis. Dann wurde pro Ansatz 750 pl SOC-Medium hinzugegeben
und die Zellen 45-60 min bei 37 °C schuttelnd inkubiert. Die Zellen wurden
mittels Zentrifugation bei 13.000 rpm und RT fur 1 min pelletiert, das Pellet in
100 yl SOC-Medium resuspendiert und auf LB-Platten mit entsprechendem
Antibiotikum zur Selektion ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte Uber
Nacht bei 37 °C.
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4.3.7 Herstellung und Transformation elektrisch-kompetenter
M. xanthus-Zellen

Elektrisch-kompetente M. xanthus-Zellen wurden nach leicht modifizier-
tem Protokoll wie beschrieben (Kashefi & Hartzell, 1995) hergestellt und
transformiert. Anders als bei E. coli (4.3.6) erfolgten hierbei beide Schritte

jeweils mit frisch hergestellten Zellen.

Eine Ubernachtkultur wurde in der mittleren exponentiellen Wachstums-
phase bei einer ODs5¢ zwischen 0,3 und 0,7 geerntet (4.700 rpm; RT; 10 min).
Das Zellpellet wurde nach mehreren Waschschritten mit ddH,O in ein steriles
Reaktionsgefa® uUberfuhrt und bei 13.000 rpom und RT fur 2 min pelletiert.
Daraufhin wurde das Pellet in sterilem ddH,O resuspendiert und die
Zellsuspension danach auf Eis inkubiert. Die Zellen waren nun kompetent zur

Transformation.

Pro Transformationsansatz wurden 50 pl elektrisch-kompetente Zellen
verwendet, denen 100-1000 ng Plasmid-DNA zugegeben wurde. Danach wurde
der Ansatz in eine eisgekuhlte Elektroporationskivette (Gene Pulser® Cuvette)
uberfihrt und die Zellen mittels Gene Pulser® Xcell, beides Firma Bio-Rad
(MUnchen); bei 25 pF, 650 V und 400 Q elektroporiert. Die Zellen wurden in ein
Kulturgefal® uberfuhrt und in 2,5ml CTTYE-Medium 4-6 h schuittelnd im
Dunkeln inkubiert. Verschiedene Verdinnungsstufen der Kulturen wurden in
CTT-Weichagar auf CTT-Selektionsagarplatten ausplattiert und bei 32 °C im
Dunkeln fur mehrere Tage inkubiert.
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4.3.8

Deletionsmutagenese in M. xanthus

Die Herstellung von Deletionsmutanten in M. xanthus wurde ausfuhrlich

in der Literatur beschrieben (Shi et al., 2008).

A B C D
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Abbildung 30: Schematische
Darstellung der Deletion von
sgmT.

Die Herstellung einer Deletions-
mutante in M. xanthus wurde hier
anhand von sgmT exemplarisch
dargestellt. Eine ausfihrliche Be-
schreibung Uber die Vorgehens-
weise ist in 4.3.8 beschrieben. Die
Abbildung wurde modifiziert nach
(Shi et al., 2008) dargestellt.

Zunachst wurden jeweils 600 bp der flankierenden Genbereiche mit den

Primerpaaren Aund B bzw. C und D amplifiziert (Abbildung 30). Die Primer

Aund D tragen dabei an ihren Enden Restriktionsenzyme; B-und C-Primer

besitzen gegenlaufig komplementare Basenabfolgen, die fur eine Fusion der

124



MATERIAL UND METHODEN

beiden PCR-Produkte wichtig sind. In einer zweiten PCR-Reaktion mit A-
und D-Primern wurden AB- und CD-Fragmente miteinander fusioniert, das
Produkt mit Restriktionsenzymen verdaut und in den Vektor pBJ114 (Julien et
al., 2000) kloniert. Der Vektor tragt eine Kanamycin-Resistenz zur negativen
Selektion und galK zur positiven Selektion, was flr die Galaktokinase GalK
kodiert (Alper & Ames, 1975). Das resultierende Plasmid wurde mit den Primern
,M13 forw“ und ,M13 rev” sequenziert, in M. xanthus transformiert (4.3.7) und
auf Selektionsagarplatten mit Kanamycin plattiert. In resistenten Kolonien wurde
das Plasmid durch die erste homologe Rekombination am Zielgen in das
Genom integriert. Diese Integration wurde mittels Kolonie-PCR mit den Primer-
paaren ,M13 forw" und ,F“ sowie ,M13 rev“ und ,E* verifiziert, wobei gleichzeitig
die Position der Integration ,up-“ bzw. ,downstream“ des Ziel-Gens bestimmt

wurde.

In einem zweiten Rekombinationsschritt wurde das integrierte Plasmid,
und damit das zu deletierende Gen, aus dem Genom entfernt. Dazu wurden die
Zellen zunachst im CTT-Medium kultiviert und danach auf CTT-Platten plattiert,
die 1-2 % Galaktose enthielten. In den Zellen, bei denen das Plasmid nicht aus
dem Genom entfernt wurde, wurde die aufgenommene Galaktose von GalK zu
Galaktose-1-phosphat phosphoryliert. Die Akkumulierung von Galaktose-1-
phosphat in der Zelle hemmt das Zellwachstum und wirkt in hdheren Dosen
zytotoxisch (Lee et al., 2009). Die resultierenden Kolonien wurden auf ihre
Kanamycin-Sensitivitat hin Uberprift und danach zwei Kolonie-PCR-Reaktionen
mit ,E-“ und ,F-“ sowie ,G-“ und ,H-Primern“ durchgeflhrt. Entsprach die
Kolonie Wildtyp-Zellen, so erhielt man ein langes PCR-Produkt mit den
externen ,E- und F-Primern“ und ein internes ,GH-Produkt®. War die Deletion
erfolgreich, lieferte die PCR ein verkurztes ,EF-Produkt® und kein internes ,GH-
Produkt®. Das Prinzip der Deletionsmutagenese ist schematisch in Abbildung 30

dargestellt.

In dieser Arbeit wurden Deletionsmutanten von MXAN4640 (sgmT),
MXAN2424 und MXAN2530 generiert. In SA3502 (AsgmT) wurden die Basen-
tripletts 54 bis 823, in SA3524 (AMXAN2424) die Codone 5 bis 256 und in
SA3525 (AMXAN2530) die Codone 11 bis 406 deletiert.

125



MATERIAL UND METHODEN

Um polare Effekte bei beobachteten Phanotypen von generierten
Deletionsmutanten auszuschliellen, wurden Komplementationsmutanten mit
dem nativen Gen hergestellt. Daflir wurden entsprechende Plasmide (Tabelle
14) in M. xanthus transformiert (4.3.7) und durch homologe Rekombination in
die ,phage Mx8 attB-site“ integriert. Der Nachweis Uber eine erfolgreiche
Plasmidintegration ins Genom erfolgte mittels PCR (Magrini et al., 1999). Die
Primer ,attB left® und attB right® binden spezifisch in der ,phage Mx8 attB-site”
auf dem Chromosom, wobei die Primer ,attP left* und ,attP right® Plasmid-
spezifisch sind und flankierend die ,attP-site“ in pSWU30-ahnlichen Plasmiden
binden. Durch unterschiedliche Kombination dieser vier Primer wurden pro
Mutante drei PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Der entsprechende Elternstamm
wurde dabei als Wildtyp-Kontrolle eingesetzt. In der ersten PCR mit dem
Primerpaar ,attB left* und ,attB right” wurde im Kontrollstamm ein 485 bp DNA-
Fragment amplifiziert. In Mutanten, in denen das entsprechende Plasmid
erfolgreich integriert wurde, lieferte diese PCR-Reaktion kein Produkt, jedoch
konnte aus diesen Zellen PCR-Produkte der Lange 840 bp bzw. 526 bp mit den
Primern ,attP left® und ,attB right” bzw. ,attB left* und ,attP right® amplifiziert

werden.
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4.4 Biochemische Methoden
441 Uberexpression von Genen und Reinigung von Proteinen

Zur Untersuchung von M. xanthus-spezifischen Proteinen wurden die
kodierenden Genbereiche in Expressionsvektoren kloniert (4.3.5). Dabei
erfolgte eine Fusion der Genbereiche mit den Sequenzen eines Hexa-Histidin-
Peptids bzw. eines MalE-Proteins.

Die entsprechenden Plasmide (Tabelle 14) wurden in Rosetta™ 2 (DE3)
E. coli-Zellen transformiert (4.3.6) und die Transformanden im ZYP-5052
Autoinduktionsmedium (Tabelle 6) induziert. Zunachst erfolgte die Inkubation
schuttelnd fur 3 h bei 37 °C, um ein Anwachsen der Zellen in der Lag-Phase zu
erleichtern, danach wurden die Zellen schittelnd bei 18 °C Uber Nacht kultiviert.
Die Zellen wurden nach 24 h bei einer ODgypo > 1 mittels Zentrifugation bei
8.000 rpm und 4 °C fur 10 min geerntet. Das Zellpellet wurde in Lyse-Puffer
(Tabelle 15) mit ,Complete“-Proteaseinhibitor von Roche (Mannheim)
resuspendiert und die Zellen mittels Ultraschallbehandlung mit dem ,Branson
Sonifier 250 von G. Heinemann (Schwabisch Gmuind) aufgeschlossen. Durch
die Zentrifugation bei 40.000 rpm und 4 °C fur 40 min erfolgte die Trennung
|6slicher Proteine von unloslichen Proteinen und Zelltrdmmern aus dem
Zelllysat. Das Zellpellet, welches Zelltrimmer und unldsliche Proteine beinhal-
tete, wurde vom Uberstand, der l6sliche Proteine enthielt, getrennt und erneut
in Lyse-Puffer resuspendiert. Beide Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE
(4.4.2) auf das Vorhandensein des uberproduzierten Proteins hin untersucht
und dabei mit nicht-induzierten Zellen verglichen. Proteine, die in dieser Arbeit
beschrieben und Uberproduziert wurden, waren ausschliefdlich in der 16slichen

Fraktion des Zelllysats zu finden.
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Tabelle 15: Pufferlésungen fiir die Proteinreinigung

Puffer Zusammensetzung (pro Liter)
Lyse-Puffer 50 mM Tris, pH 8,0
150 mM NaCl

100 g Glyzerin
1mMDTT

10 mM Imidazol

Tris-Waschpuffer 50 mM Tris, pH 8,0
300 mM NaCl
20 mM Imidazol

Tris-Elutionspuffer 50 mM Tris, pH 8,0
300 mM NaCl
50, 100, 150, 200, 250 bzw. 500 mM Imidazol

CB1-Waschpuffer 20 mM Tris, pH 7,4
200 mM NaCl
1mMDTT
1mM EDTA

CB2-Elutionspuffer CB1-Waschpuffer

10 mM Maltose

Es folgte die Reinigung der Proteine aus der loslichen Fraktion des
Zelllysats mittels Affinitatschromatographie. Fur Hexa-Histidin-Fusionsproteine
wurde ,Ni-NTA Agarose” von Qiagen (Hilden), fur MalE-Fusionsproteine wurde
~LAmylose Resin“ von New England Biolabs (Frankfurt a. M.) als Saulenmatrix
verwendet. Nach Herstellerangaben wurden die Matrix-gebundenen Fusions-
proteine in entsprechendem Waschpuffer (Tabelle 15) schrittweise gereinigt.
Die Elution von Hexa-Histidin-Fusionsproteinen erfolgte stufenweise durch die
Zugabe von Tris-Elutionspuffer (Tabelle 15), dessen Imidazol-Konzentration
graduell erhdoht wurde. MalE-Fusionsproteine wurden jeweils mit CB2-
Elutionspuffer (Tabelle 15) in mehreren Stufen eluiert. Die Konzentration der
eluierten Proteine wurde photometrisch per ,Nanodrop ND-1000“ der Firma
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Nanodrop (Wilmington, USA) bestimmt, wobei eine Absorptionseinheit 1 mg/mi
Protein determinierte. Die unterschiedlichen Elutionsstufen wurden mittels SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (4.4.2), um die Reinheit der

Proteine zu untersuchen.

AbschlieRend wurde das gereinigte Protein proteolytisch mit Trypsin
verdaut und anschlieBend massenspektrometrisch mit Hilfe des ,4800plus
MALDI-TOF/TOF mass spectrometer von Applied Biosystems (Darmstadt)
identifiziert. Die Durchfihrung des proteolytischen Verdaus sowie die massen-
spektrometrischen Analysen erfolgten durch J6rg Kahnt (Okophysiologie, Max-
Planck-Institut Marburg).

442 Proteinauftrennung durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die elektrophoretische Trennung von Proteinen nach ihrer molekularen
Masse erfolgte Uber Polyacrylamidgele (Laemmli, 1970).

In dieser Arbeit wurde das ,Mini-Protean® 3 System“ der Firma Bio-Rad
(MUnchen) verwendet. Polyacrylamidgele, bestehend aus Trenn- und Sammel-
gel (Tabelle 16), wurden wie beschrieben hergestellt (Laemmli, 1970). Je nach
GrolRe des untersuchten Proteins wurden 6-14 % Polyacrylamid verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung mit TGS-Elektrophoresepuffer (Tabelle 16)
erfolgte Uber ,Mini-Protean® 3 Cell“-Gelkammern bei konstanter Spannung von
150 V. Zuvor wurden Proteinproben bzw. Zellpellets in SDS-Ladepuffer (Tabelle
16) resuspendiert, 5 min bei 95 °C erhitzt und kurz zentrifugiert. Dann wurden
10-15 pl der Probe zusammen mit einem Proteinmarker der Firma Fermentas

(St. Leon-Rot) auf das Gel aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem Gel entweder auf
eine Nitrozellulosemembran fur Immunblots Ubertragen (4.4.3) oder mit
,PageBlue™ Protein Staining Solution* von Fermentas (St. Leon-Rot) nach
Angaben des Herstellers gefarbt. Anschliel’iend wurde das Gel durch mehrere

Waschschritte mit H,O von ungebundenem Farbstoff entfarbt.
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Tabelle 16: Pufferlésung_]en und Gele fiir die SDS-PAGE

Puffer/Gel

Zusammensetzung

Trenngel
(Laemmli, 1970)

Sammelgel
(Laemmli, 1970)

TGS-Elektrophoresepuffer
(Bio-Rad, Miinchen)

SDS-Ladepuffer

375 mM Tris, pH 8,8

4-16 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
0,001 % (v/v) TEMED

0,001 % (w/v) APS

125 mM Tris, pH 6,8

4 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
0,001 % (v/v) TEMED

0,001 % (w/v) APS

25 mM Tris, pH 8,3
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

60 mM Tris, pH 6,8

2 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Glyzerin

5 mM EDTA

100 mM DTT

0,005 % (w/v) Bromphenolblau
0,5 pg/ml Leupeptin-Hemisulfat
0,7 pg/ml Pepstatin A

0,6 mM PMSF

443 Immunblot (Western-blot)

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf eine Nitro-

zellulosemembran wurde wie beschrieben durchgefuhrt (Towbin et al., 1979).

Fur den Nachweis von Proteinen aus M. xanthus wurden 108 Zellen pro

Spur eingesetzt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung (4.4.2) erfolgte der

Transfer der Proteine aus dem Gel auf die ,Optitran BA-S 83 Reinforced NC*-

Membran mit 0,2 ym Porendurchmesser von der Firma Whatman (Dassel).

Dafur wurden zunachst ,Whatman® Paper“-Filterpapier von Whatman GmbH
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(Dassel), Membran und Gel in Transferpuffer bzw. in Bio-Rad Transferpuffer fur
5 min bei RT inkubiert und nach Herstellerangaben miteinander zusammen-
gesetzt. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte Uber die
.,Hoefer TE 77 semi-dry transfer unit“ von Amersham Biosystems (Freiburg),
oder alternativ (iber das ,TransBlot® Turbo™ Transfer System* von Bio-Rad
(Midnchen) bei konstanter Stromstarke von 0,8 mA/cm? fur 2 h bzw. 1,3 A fur

10 min.

Tabelle 17: Pufferlosungen fiir Protein-immunblots

Puffer Zusammensetzung (pro Liter)
Transferpuffer 39 mM Glycin
48 mM Tris

0,0375 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol

Bio-Rad Transferpuffer 300 mM Tris
300 mM Gilycin
0,05 % (w/v) SDS

TBS-Puffer 20 mM Tris, pH 7,6
137 mM NaCl
TTBS-Puffer TBS-Puffer + 0,05 % (v/v) Tween 20

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran in 5 % Milchpulverlésung
(5 % (w/v) Milchpulver in TTBS-Puffer (Tabelle 17)) fur 30 min schittelnd bei
RT inkubiert, um unspezifische Antikdrperbindestellen an der Membran zu
besetzen. Nach mehreren Waschschritten mit TTBS wurde Protein-spezifischer
Antikorper in entsprechender Verdunnung in 2 % Milchpulverlosung zugegeben
und 2 h schuttelnd bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TTBS wurde
der Sekundarantikoérper in entsprechender Verdinnung in 2 % Milchpulver-
l6sung hinzugegeben und 1 h schittelnd bei RT inkubiert. Die verwendeten

Primar- und Sekundarantikorper sind in Tabelle 18 zusammengefasst. Nach der
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Behandlung mit dem zweiten Antikorper wurde die Membran erneut in
mehreren Schritten mit TTBS gewaschen.

Eine schnellere Alternative zur klassischen Immunblot-Methode nach
Towbin (Towbin et al., 1979) bot das ,SNAP i.d. protein detection system® der
Firma Millipore (Schwalbach/Ts.). Die Membran wurde hier in eine Halterung
eingespannt und mit dem System, das an eine hydraulische Pumpe ange-
schlossen ist, verbunden. Milchpulverldsung zum Blocken unspezifischer Anti-
korperbindestellen, TTBS-Waschpuffer sowie die verschiedenen Antikdrper-

ldsungen wurden nach Herstellerangaben Uber die Membran durch das System

gesogen.

Tabelle 18: Verwendete Antikorper und Konjugate

Bezeichnung Beschreibung Referenz

a-PilA polyklonaler Antikdrper gegen PilA aus Kaninchen- (Wu & Kaiser,
Serum, Verdiinnung 1:5000 1997)

a-FibA polyklonaler Antikdrper gegen FibA aus Maus- (Kearns et al.,

(MAb2105) Serum, Verdiinnung 1:2000 2002)

a-O-Antigen polyklonaler Antikdrper gegen das LPS O-Antigen (Guo et al.,

(MADb783) aus Maus-Serum, Verdinnung 1:2000 1996)

a-SgmT polyklonaler Antikdrper gegen SgmT aus diese Arbeit
Kaninchen-Serum, Verdinnung 1:1000

a-GFP monoklonaler Antikbrper gegen GFP aus Aequorea Roche
victoria aus Maus-IgG, Verdinnung 1:500 (Mannheim)

a-Kaninchen polyklonaler Antikorper gegen Kaninchen-IgG Sigma-Aldrich
gekoppelt mit HRP aus Ziegen-Serum, Verdiinnung (Taufkirchen)
1:15000

a-Maus polyklonaler Antikdrper gegen Maus- Dako
Immunglobuline gekoppelt mit HRP aus Kaninchen- (Glostrup,
Serum, Verdiinnung 1:2500 Danemark)

Strep-Tactin- Strep-Tactin Konjugat gekoppelt mit HRP, IBA

HRP Verdiinnung 1:10000 (Gottingen)

Far den Nachweis von LPS O-Antigen in unterschiedlichen M. xanthus-
Stammen wurde ein ,slot-blot* mit Hilfe des ,Bio-Dot® SF Microfiltration
Apparatus® von Bio-Rad (Munchen) nach Herstellerangaben verwendet. Nach
dem Transfer von 5x10® Zellen pro ,slot” auf die Membran wurde der Immun-

blot, wie zuvor erlautert, weitergefihrt.
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Strepll-Fusionsproteine wurden mit Hilfe des Strep-Tactin Konjugats von
IBA (Gottingen) detektiert. Die Durchfuhrung erfolgte nach Protokoll des
Herstellers. Anstelle der Milchpulverlésung wurde hier die Membran mit
3 % BSA-L6sung (3 % (w/v) BSA in TTBS-Puffer) geblockt. Strep-Tactin-HRP
wurde mit TTBS, wie in Tabelle 18 angegeben, verdunnt.

Die spezifische Antikorperbindung an das Zielprotein wurde mit Hilfe des
»~ouperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate“ von Pierce (Rockford,
USA) bzw. der ,Luminata™ Western HRP Substrates* von Millipore (Schwal-
bach/Ts.) sichtbar gemacht. Die an die Sekundarantikdrper gekoppelte Meer-
rettichperoxidase (HRP) katalysiert die Spaltung von Wasserstoffperoxid (H205)
zu zwei Hydroxidionen (2 OH"). Diese Hydroxidionen oxidieren das im Substrat
enthaltene Luminol, wobei Energie in Form von Chemilumineszenz frei wird.
Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte mit Hilfe des ,Luminescent Image
Analyser LAS~4000“ von FujiFilm (Dusseldorf).

444 Herstellung polyklonaler Antikorper gegen SgmT

Das Hexa-Histidin-SgmT Fusionsprotein wurde heterolog in E. coli
Rosetta™ 2 (DE3)-Zellen (iberproduziert und wie in 4.4.1 beschrieben gereinigt.
Das gereinigte Protein wurde an Eurogentec (Seraing, Belgien) Ubermittelt, wo
die Immunisierung der Kaninchen mit dem 28-Tage-Programm erfolgte. Die
Blutseren, die die polyklonalen Antikorper gegen das Zielprotein enthielten,
wurden in verschiedenen Verdinnungen im Protein-Immunblot verwendet und
auf ihre Spezifitat hin getestet. Dabei wurden sowohl gereinigtes SgmT in den
Konzentrationen 20 und 200 ng als auch Zelllysate von M. xanthus (Wildtyp und

AsgmT) im Immunblot eingesetzt.

4.4.5 In vitro Autophosphorylierung und Phosphogruppentransfer

Autophosphorylierungs- und Phosphogruppentransferstudien wurden in
vitro mit gereinigten Proteinen leicht modifiziert zu (Igo & Silhavy, 1988) durch-
gefuhrt.

Fir die Autophosphorylierungsreaktion wurden 10 uM Histidinkinase in
Reaktionspuffer (60 mM Tris, pH 8,0; 150 mM NaCl; 10 % (w/v) Glyzerin;
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50 mM KCI; 10 mM MgCl,) aufgenommen. Radioaktiv-markiertes [y**P]-ATP
von Hartmann Analytic (Braunschweig) wurde 1:5 mit 10 mM unmarkiertem
ATP vermischt. 1 mM des ATP-Gemischs wurde in den Reaktionsansatz
uberfuhrt und 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Autophosphorylierungsreaktion
wurde durch Zugabe von SDS-Ladepuffer gestoppt und der Ansatz uber SDS-
PAGE getrennt.

Bei Phosphogruppentransferstudien erfolgte zunachst die Autophos-
phorylierungsreaktion der Kinase und danach folgte die Zugabe von
aquimolarem Empfangerprotein. Beide Proteine wurden in einem Reaktions-
ansatz fur 2 bzw. 5 min bei RT inkubiert und nach Zugabe von SDS-Ladepuffer
elektrophoretisch Uber ein Polyacrylamidgel getrennt. Das Gel wurde in einen
Roéntgenfilm-Kassette gelegt und mit einem ,Storage Phosphoscreen® von
Molecular Devices (Ismaning) bedeckt. Am nachsten Tag wurde die
Phosphoreszenz des ,Storage Phosphoscreen® mit Hilfe des ,Storm 840
Phosphorimager® von GE Healthcare (Freiburg) detektiet und mit

JImageQuant™ 5.2 bearbeitet.

4.4.6 Vergleichende Transkriptomanalysen von M. xanthus

In dieser Arbeit wurde das Transkriptom der beiden Deletionsmutanten
AsgmT und AdigR mit dem Transkriptom des Wildtyp-Stammes DK1622
verglichen. Dabei wurden ,Microarrays® von Dr. Anke Treuner-Lange
(Okophysiologie, Max-Planck-Institut Marburg) wie beschrieben durchgefiihrt
(Muller & Jakobsen, 2008).

DK1622 (WT), SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR) wurden vegetativ
in Triplikaten kultiviert, die Zellen bei ODsso = 0,6 geerntet und deren RNA
mittels Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert (Muller & Jakobsen, 2008). Die
verbleibende DNA wurde mit ,Ambion DNase I von Applied Biosystems
(Darmstadt) verdaut und die RNA anschlieRend mit dem ,RNeasy Mini Kit“ von
Qiagen (Hilden) gereinigt. Danach folgte die Herstellung von cDNA mit Hilfe der
Reversen Transkriptase ,SuperScript® IlI“ von Invitrogen (Karlsruhe) nach
Herstellerangaben und die Markierung der cDNA mit den fluoreszierenden
Farbstoffen Cy3 bzw. Cy5 von Amersham Biosciences (Freiburg). Nach der

Prahybridisierung der ,DNA-Chips® in Prahybridisierungslosung (5x SSC; 0,1 %
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(w/v) SDS; 1% (v/iv) BSA) und dem anschlieRenden Waschen in ddH,O
wurden die markierten cDNAs fur die Hybridisierung mit Hybridisierungspuffer
(50 % Formamid; 5x SSC; 0,1 % (w/v) SDS; 0,6 ug/ml Lachssperma-DNA)
behandelt. Nach dem Mischen der Cy3- und Cy5-markierten cDNAs und der
Inkubation bei 95 °C fur 3 min wurden die cDNA-Proben flr die Hybridisierung
mit den prahybridisierten ,DNA-Chips® vorbereitet. Nach Zugabe der cDNA-
Proben auf die ,DNA-Chips“, wurden diese mit einem Deckglaschen bedeckt.
Die ,DNA-Chips“ wurden in einer Hybridisierungskammer fur 16-20 h bei 42 °C
im Wasserbad aufbewahrt, um die Hybridisierung von cDNA-Fragmenten und
der jeweiligen Zielsequenz auf den ,DNA-Chips® durchzufihren. Danach
wurden die ,DNA-Chips“ mit unterschiedlich stringenten Waschlésungen
(niedrig-stringente Waschldsung: 2x SSC; 0,1 % (w/v) SDS; medium-stringente
Waschlosung: 0,1x SSC; 0,1 % (w/v) SDS; hoch-stringente Waschlosung: 0,1x
SSC) gewaschen. Die ,DNA-Chips® wurden nach Fertigstellung des
Hybridisierungsschritts mit Hilfe des ,GenePix™ 4000B microarray scanner®
sowie der Software ,GenePix Pro 6.0“ von Axon Scientific (Biozym, Oldenburg)
gelesen und mit der Software ,Acuity 4.0“ bearbeitet. Fur Signifikanz-Analysen
der ,Microarrays® wurde die Software SAM (,Significance Analysis of
Microarrays®) verwendet (Tusher et al., 2001). Um den statistischen Fehler zu
minimieren, wurden nur solche Daten berlcksichtigt die folgende Kriterien
erfullen: 1.) Die Regulation der Gene zeigt einen mindestens 2-fachen
Unterschied in mindestens zwei von drei Triplikaten zwischen Wildtyp und
Mutante und 2.) die ,False Discovery Rate“ (FDR) entspricht ,0“ Zur
Verifizierung der ,Microarray“-Daten wurde die Expression von ausgewahlten
Genen mittels ,qRT-PCR* Uberpruft (4.3.3).

4.4.7 Nachweis der spezifischen Bindung von c-di-GMP an SgmT

Die spezifische Bindung von nativem SgmT bzw. einzelnen SgmT-
Domanen an c-di-GMP wurde mit Hilfe von Affinitatschromatographie
untersucht. Dafiir wurde das ,Capture Compound™ Mass Spectrometry“-Kit der
Firma Caprotec (Berlin) unter Anleitung von Dr. Jutta Nesper im Labor von Prof.
Urs Jenal am Biozentrum in Basel (Schweiz) verwendet (Nesper et al.,

Manuskript eingereicht).
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Die Kopplung von c-di-GMP an das ,Capture Compound® (cdG-CC)
wurde von der Firma Caprotec (Berlin) synthetisiert. Zusatzlich zu c-di-GMP
enthalt das cdG-CC eine Biotinylierung und eine reaktive Gruppe, die sich in
raumlicher Nahe zum gekoppelten c-di-GMP befindet. Die Proteine, die an c-di-
GMP binden, wurden Uber UV-Bestrahlung mit der reaktiven Gruppe des cdG-
CC quervernetzt. Mit Hilfe von Streptavidin-beschichteten Magnetkugelchen
wurden das cdG-CC Uuber dessen Biotinylierung isoliert und die quervernetzten

Proteine mittels Immunblot (4.4.3) identifiziert.

Pro Ansatz wurde 0,5 uM gereinigtes Protein eingesetzt, das entweder
mit oder ohne 500 uM Konkurrenzstoff (c-di-GMP oder GTP) 30 min bei 4 °C
auf dem Roller inkubiert wurde. Danach erfolgte die Zugabe von 5 uM cdG-CC
in alle Ansatze und die erneute Inkubation bei 4 °C fir 1 h auf dem Roller.
AnschlieBend wurden die Proteine sowie das cdG-CC mit Hilfe der ,capro-

B OXTM“

von Caprotec (Berlin) bei -3 °C mittels UV-Bestrahlung bei 266 nm
quervernetzt. Nach der Zugabe von Streptavidin-gekoppelten Magnetktigelchen
und den im ,CCMS caproKit™« enthaltenen Waschpuffer von Caprotec (Berlin)
wurden die Ansatze bei 4 °C fur 1 h auf dem Roller inkubiert. Der wie folgt
beschriebene Waschschritt wurde insgesamt 6x durchgefuhrt. Auf Eis wurden
die Magnetklgelchen mit einem Magneten im Deckel des Reagiergefalies
fixiert, der Deckel wurde zusammen mit dem Magneten abgenommen und auf
ein neues Gefall mit Waschpuffer gesetzt. Der Magnet wurde vom Deckel
gelost und die Kugelchen wurden durch kurze Zentrifugation in der
Tischzentrifuge vom Deckel gel6st. Danach wurden die Kigelchen im Puffer
resuspendiert und der Waschvorgang wiederholt. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Magnetklgelchen in SDS-Ladepuffer Gberflhrt und bei
95°C fur 10 min erhitzt. Danach erfolgte eine SDS-PAGE (4.4.2) mit
anschlieRendem Protein-Immunblot (4.4.3).

4438 Promotor-Bindestudien von DigR mittels EMSA

Xin Zhang identifizierte im Rahmen seiner Masterarbeit mittels ,DNase I-
Footprinting® eine mdogliche Bindestelle von DigR im fibA-Promotor (Zhang,
2005). Um die spezifische Bindung von DigR an diese potentielle Bindestelle in

vitro zu bestatigen, wurden EMSA-Studien (electrophoretic mobility shift assay)
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mit MalE-DigR durchgefuhrt, die vergleichbar mit dem klassischen Protokoll
(Garner & Revzin, 1981) sind. Bindet DigR an ein bestimmtes Bindemotiv auf
der DNA verandert sich das Laufverhalten der DNA bei der elektrophoretischen
Auftrennung im Gegensatz zu ungebundener DNA. Die gebundene DNA zeigt

eine scheinbar langere Fragmentgrol3e als die freie DNA.

Zur Untersuchung einer spezifischen Bindung von DigR an die vermutete
Bindestelle im fibA-Promotor wurden EMSA-Konkurrenzstudien durchgefuhrt.
Dabei wird die spezifische Bindung von DigR an eine HEX-fluoreszierende
DNA-Sonde (,HEX-f2%), die einen Teil des Promotors mit dem vermuteten
Bindemotiv tragt, unter Zugabe von konkurrierenden DNA-Fragmenten unter-
sucht. Eine Konkurrenz-DNA ist unspezifisch, wenn sie nicht das vermutete
Bindemotiv tragt und trotzdem DigR binden kann. Eine spezifische Konkurrenz-
DNA enthalt folglich das vermutete Bindemotiv und konkurriert mit ,HEX-f2“ um
das Binden an DigR.

»HEX-f2“ wurde mit den Primern ,HEX fibA f2 forw“ und ,fibA f2 rev*
amplifiziert. Die Konkurrenz-Fragmente ,f1%, ,f2% ,f3“ und ,f2A" wurden mit den
entsprechenden Primerpaaren (Tabelle 13) auf genomischer DNA amplifiziert.
Das Konkurrenz-Fragment ,f2“ tragt die identische Sequenz wie ,HEX-f2“ und
ist folglich ein spezifischer Konkurrent zur HEX-markierten DNA-Sonde. Die
unspezifischen Konkurrenz-Fragmente ,f1“ und ,f3“ stellen die flankierenden
Bereiche vor bzw. hinter der potentiellen DigR-Bindestelle dar. Das ,f2A"-
Fragment ist Sequenz-identisch zu ,f2% mit der Ausnahme, dass das potentielle
DigR-Bindemotiv Uber eine zwei-stufige PCR-Reaktion, ahnlich der
Konstruktion des AD-Fragments bei der Herstellung von Deletionsmutanten
(4.3.8), deletiert wurde. Als ebenfalls unspezifische Konkurrenz-DNA wurde der

Klonierungsvektor pBlueskript || KS(-) von Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet.

In den Experimenten wurden zwischen 2,5 und 5nM HEX-f2 und
entsprechend 150-200-fach hdohere Konzentration an Konkurrenz-DNA einge-
setzt. Die Reaktionsansatze mit DNA-Sonde und Konkurrenz-DNA wurden
zusammen mit 4 yM MalE-DigR und 25 ng/pl poly-(dl-dC) von Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) im Reaktionspuffer (10 mM Tris, pH 7,5; 50 mM KCI; 1 mM EDTA,;
1 mM DTT) auf Eis pipettiert und bei RT 30 min inkubiert. Danach erfolgte die

elektrophoretische Auftrennung bei 4 °C in 5 % Trenngel eines Polyacrylamid-
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gels (Tabelle 16). Anstelle von SDS-Ladepuffer wurden die Proben mit ,Orange
DNA Loading Dye" von Fermentas (St. Leon-Rot) versetzt. Die Dokumentation
der HEX-Signale erfolgte mit Hilfe des ,Typhoon TRIO Variable Mode Imager*
von GE Healthcare (Freiburg), die Abbildungen wurden mit Hilfe von

JmageQuant™ TL“ bearbeitet.

4.5 Mikroskopische Methoden
4.51 Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

FUr Lokalisierungsstudien von SgmT in vivo wurden Zellen betrachtet,
die SgmT-YFP Fusionsproteine produzieren. Dafur wurden die entsprechenden
Stamme, wie in 4.2.2 beschrieben, kultiviert, 10 yl Kultur von exponentiell-
wachsenden Zellen auf einen Objekttrager mit A50-Agar (1 % (w/v) Agar;
50 mM NaCl; 1 mM MgCly; 1 mM CaCly; 10 mM MOPS pH 7,0) getropft und mit
einem Deckglaschen bedeckt. Der Objekttrager wurde in die vorhergesehene
Halterung am ,CTR 6000 Fluoreszenzmikroskop“ von Leica (Wetzlar)
eingespannt und die Zellen bei 100-facher Vergro3erung beobachtet. Mit einer
,Cascade® |I“ Kamera von Photometrics (Tucson, USA) und der Software
.Jmage Pro 6.2“ von Media Cybernetics (Bethesda, USA) wurden sowohl
Phasenkontrast- als auch Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. Fur die
Visualisierung der YFP-Signale wurde ein YFP-Filter von Leica (Wetzlar) mit
einem Anregungsbereich von 490-510 nm und einem Emissionsbereich von
520-550 nm verwendet. In ,Metamorph® 7.7.5.0° von Molecular Devices
(Ismaning) wurde die Position der Fluoreszenzcluster mit dem Linescan-Tool in
Bezug zur Zelllange ermittelt. Die Weiterverarbeitung der angefertigten Bilder
erfolgte mit ,Adobe Photoshop CS2“ und ,Adobe lllustrator CS2“ von Adobe

Systems (Munchen).

Die Zeitrafferstudien von bewegenden Zellen wurden nach dem gleichen
Prinzip angefertigt, wobei alle 30 s Aufnahmen gemacht wurden. Der Wechsel
zwischen Phasenkontrast- und FluoreszenZfilter erfolgte automatisiert mit der

Software ,Image Pro 6.2
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4.5.2 Transmissions-Elektronenmikroskopie
Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden an der Georg-August-

Universitat (Gottingen) unter Anleitung von PD Dr. Michael Hoppert angefertigt.

M. xanthus wurde wie in 4.2.2 beschrieben in 1 % CTT-Medium kultiviert.
In der frGhen exponentiellen Wachstumsphase nach ca. 2-4 h Inkubation
wurden 50 pl Zellkultur auf ,Parafiim“ der Firma Pechiney Plastic Packaging
(Chicago, USA) getropft. Kohle-bedampfte Kupfernetzchen der Firma Plano
(Wetzlar) wurden 2 min auf dem Tropfen inkubiert, danach Flussigkeitsreste mit
Hilfe von Filterpapier vorsichtig entfernt und dann 5 s auf einem Tropfen H,O
gewaschen. Das Kupfernetzchen wurde vorsichtig mit Filterpapier vom H,O
befreit und letztendlich fur ca. 2 s auf 2 % (w/v) Uranylacetat inkubiert. Dieses
Kontrastmittel wurde vorsichtig mit Filterpapier entfernt und das Kupfernetzchen
in die Haltevorrichtung am ,EM 301 Elektronenmikroskop® von Philips
(Eindhoven, Niederlande) eingespannt. Photographische Aufnahmen wurden

mit mitgelieferter Software unter angegebenen Malistab angefertigt.

4.6 Bioinformatische Methoden

Die Verwaltung von Gen- und Proteinsequenzen erfolgte mit
,vectorNTI Advance Suite 11 von Invitrogen (Karlsruhe). Die Verwendung von
bioinformatischer Software ist gesondert im Text angegeben. Eine Auswahl der

am haufigsten verwendeten Software ist in Tabelle 19 aufgelistet.
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Tabelle 19: Verwendete Software

Software und Funktion URL Referenz
KEGG: Sequenz-Datenbank http://www.genome.jp/kegg/kegg2.html (acl)g?;%g;
(Devine &
TIGR: Sequenz-Datenbank http://cmr.jcvi.org/ Wolfe,
1995)
(Ostell &
NCBI: Sequenz-Datenbank http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ Kans,
1998)
(Ulrich &
MiST2: Sequenz-Datenbank http://mistdb.com/ Zhulin,
2010)
BLAST: Sequenzvergleich http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi (;lts,]%glg)et
. (Thompson
ClustalW2: . http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ et al.,
Sequenzvergleich
1997)
. . (Nicholas
GeneDoc 2.6: Bearbeltung http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/ etal,
von Sequenzvergleichen
1997)
SMART: Vorhersage von . . (Schultz et
Proteindomanen http://smart.embl-heidelberg.de/ al., 1998)
. . (Bendtsen
S!gnaIP 30 Vorhersage von http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ etal.,
Signalpeptiden 2004)

LipoP 1.0: Vorhersage von

http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/

(Juncker et

Signalpeptiden al., 2003)

. (Bendtsen
TgtP 1.0: \(orhersage von http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/ etal.,
Signalpeptiden

2005)

TMHMM: Vorhersage von . . (Krogh et
Transmembran-Domanen http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ al., 2001)
Bioprospector: |dentifikation s el R (Liu et al.,
von Promotorelementen http://ai.stanford.edu/~xsliu/BioProspector/ 2001)
Virtualfootprint: ..
Identifikation von http://prodoric.tu-bs.de/vfp/vfp_promoter.php (l\//lu;ggset
Promotorelementen al., )
Prodoric: Identifikation von . . (Minch et
Promotorelementen hitp://www.prodoric.de/ al., 2003)
FIMO: Identifikation von http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-bin/fimo.cgi (Grant ot
DNA-Motiven P: -Sasc. 9 ©9 al., 2011)
Palinsight: Identifikation von (Pareja et
palindromischen DNA- http://www.era7.com/ExtraTrain/PALINSIGHT.cfm )
Motiven al., 2006)
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Sequenzvergleich Kinasedoméane:
*
SgmT_ Mz 326 LEDEITEWCE LEGHGRQMOEGP---LEPQOROSSEARIT ROGE KL G Esi : 382
HK853 Tm 250 : MKETEFIL as TDQSNHMEN MRNE) 309
Envi Ec Z33 DRTLLMHGvS EECNAIMEQF DYH 288
FhoR_Ec 203 ARRNFFEN 1 REQTQRIGIE KQH : 260
NtrB_B2t 129 AARDLWVE RGAASORCSKALEP---DPALTEYTEVIT EQAD SR DRE : 185
KinA_BS 395 IAGQLAE - KGEF LM PTME-GNEHYFDIVE SEMERIELTRSE] LA : 453
H-Box
SgmT_Mx 383 L-EEGEGEAARLSME PRVLDGACISCRDAVNELEI LAADRGVE--LEADCPDE] EIGEEV : 438
HEB53 Tm 310 L-DFERLERKSLOMNRERVDMCDIEVE SAVNATKEFAS SHNVNVLFESNVECPUEAYINPT : 368
Envi Ec 289 : R-TGQEMPMEMADMNAVLGEWIAAESGYEREIETALYP--—--——--—---— GSﬁEEKMHPL : 335
FhoR_Ec 261 : L-TLEKIEAAPTHWLNEEVDEPMULRVVEREAQTLEQKKQT---FTFEIDNGUEE SGUED : 316
NtrB_B2t 186 : LGPQHPGMHITE SMHEVAER) SMELPDNVELIRDYDPS--—--——-——— LPEMPHEPE : 236
KinA_BS 454 K-PoONAVEEY LNMEELIGERSANLET QANTLNGIFIRT 8YEK-—-—-—-—-——— DSEYI GEON : 504
SgmT_Mx 440 492
HEB53 Tm 369 : 420
Envi_Ec 336 : 382
PhoR_Ec 317 365
NtrB_st 237 296
KinA_Bs 505 553
SgmT_ Mz 4593 EL el AEEPEDTECTEVETI LAQ 546
HEB53 Tm 421 : EL RANTVE EVGK!SRIFVWI KDR : 480
Envi_Ec 383 : DI ELGNSERGEL ST RATE BV : 440
FhoR_Ec 366 : HEESRIMNTIE TVGKETRISF ERL 425
NLrBE_&t 297 D EEFT PC-HTEQSVYINETRE 349
KinA_BS 554 EMNgI0 HAW D HPEKET EISFgEE~ 606
F-Box G-Box

Sequenzvergleich Empfangerdomane:

SgmT_Mx 566 : R- SKfARVE VARBGAE GIARAKAQRED 621
DigR_Mx 3 TRESEVVTTTEPTQTEIMRGEDFH 59
RR468_Tm 3 KKE A! 59
OmpR_Ec 5 TEQ 61
PhoB_Ec 3 EQN 59
Ntrc_ 5t 4 60
SpolF_B= 4 a0

* *

SgmT_Mx 622 : D oyl O RT : 678
DigR_Mx 60 : 8 SDYHK g 114
RR468_Tm a0 in] REVILIR = E HE
OmpR_Ec 62 D D DY Pl o Rif @ 116
PhoB_Ec 60 ] I DD AT | o Rig : 116
NtrC_3t 61 : D JORH-—EMIEEEESN . g H 5 DLDAAN S AY Q0 =RE I Pl Lu 115
SpolF_Bs 61 : D) ID- - ENMRSSRC Y GELDMT QF 8 KELERIL T HE Alge 3 Af ¢ 115

Anhang 1: Sequenzvergleiche der

Die Proteinsequenz der Kinase- und

Kinase- und Empfiangerdomane von SgmT.

Empfangerdoméane von SgmT wurde anderen Sequenzen

von Kinase- bzw. Empfangerdomanen verglichen, die in der Literatur beschrieben und
analysiert wurden. Links sind die Namen der Proteine sowie die Spezies angegeben, die Kirzel
stehen fir folgende Organismen: Mx = M. xanthus, Tm = Thermotoga maritima Ec = E. coli, St

= S. typhimurium und Bs = B. subtilis. Die Koordinaten sind jeweils vor und hinter jeder Zeile

angegeben. Dieses ,Sequenzalignment® wurde mit ,Genedoc” generiert (Nicholas et al., 1997),

die Farbhinterlegung beschreibt die

Konservierung (schwarz = 100 %, dunkelgrau = 80 % und

hellgrau = 60 %), rot-hinterlegte Aminosauren in der Empfangerdomane bilden die Kontakt-
flache fur die spezifische Interaktion mit der korrespondierenden Kinase (Capra et al., 2010).

Essentielle funktionelle Aminosaurer

este sind mit ,** gekennzeichnet und konservierte Kinase-

Motive benannt (Grebe & Stock, 1999).
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Anhang 2: Signifikant unterschiedlich regulierte Gene in AsgmT and AdigR’.

ID SA3502 AsgmT SA1804 AdigR
No Expression ratio Expression ratio Localization Phylogenetic
b MXAN Gene | Annotation * standard deviation * standard deviation signal® Functional category distribution®
Micro- Micro-
arrays gRT-PCR arrays gRT-PCR

MXANO0587 - trypsin domain-containing protein -21.5+0.7 -406.4 + 66.5 -22.5+0.7 -393.4 + 50.9 protease/peptidase
MXAN5033 - hypothetical protein -10.9 + 0.6 -333.1+27.7 -9.5+0.8 -237.8+1.0 not defined

o Loz nypoeical proein 5220l | sii00l | o ecomsarymetsboiom

9 | MXAN4290 | dkxO | putative thioesterase -8.6+0.8 -7.2+0.9 CYT secondary metabolism Conserved
10 | MXAN1650 | - trypsin domain-containing protein -6.2+09 -6.8+0.7 Spl protease/peptidase Conserved
11 | MXAN4291 - putative acyl carrier protein -6.6+0.7 -5.8+0.9 CYT secondary metabolism Conserved
12 | MXAN5125 mriC transcriitional reiulator MriC -6.1+0.8 -5.1+0.8 CYT siinal transduction Conserved
14 | MXAN3964 | - trypsin domain-containing protein -3.5+0.9 -3.7+1.6 Spll protease/peptidase Conserved
15 | MXAN5169 hypothetical protein -3.7+09 -3.6+0.7 CYT not defined M. xanthus

w5040 | aigeryce denysogensse amiy protei 202001 | 00l | ol eegioscion | Conenes |

3 | MXAN3534 | - hypothetical protein 26.5+15 154+ 11 CYT not defined M. xanthus
4 | MXAN3533 | - PheA/TfdB famili FAD—bindini monooxiienase 20.4+1.3 89+1.4 CYT metabolism Conserved
6 | MXAN3971 - putative lipoprotein, IF-tail domain 79+1.2 76+0.2 7.0+£1.2 73403 Spl not defined Conserved
7 | MXAN1093 | - DNA-binding response regulator 6614 49+0.2 57+1.2 49+0.3 CYT signal transduction Conserved
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hem

11 | MXAN3564 M36 family peptidase 7.0+13 52+1.2 Spl protease/peptidase Conserved
12 | MXAN3535 | - hypothetical protein 6.7+1.6 49+1.2 CYT not defined M. xanthus
13 | MXAN7409 | - hypothetical protein 48+1.5 48+1.2 TMH not defined Conserved
14 | MXAN6352 | - trypsin domain-containing protein 6.0+1.4 46+1.2 Spl protease/peptidase Conserved

18 | MXAN4541 - hypothetical protein 7.0+1.2 3.7+1.2 TMH not defined M. xanthus

19 | MXAN5845 | - hypothetical protein with CpxP domain 6.3+1.2 3.6+1.2 Spl not defined Conserved

20 | MXAN7408 - hypothetical protein 44+1.6 35+13 CYT not defined M. xanthus
iron compound ABC transporter, periplasmic iron

21 | MXAN6000 | - binding protein 40+1.4 35+1.2 Spl metabolism Conserved

22 | MXANG613 - SdiC toxin-famili irotein 55+1.4 35+1.2 Sil antimicrobial Conserved

24 | MXAN6884 | - hypothetical protein 31+14 33+14 CYT not defined Myxococcales

25 | MXAN6223 | - sensor histidine kinase 3.0+13 31+14 TMH signal transduction Conserved

26 | MXAN7199 | - putative lipoprotein 3.7+13 3.0+£1.2 Spl not defined Myxococcales

27 | MXAN5300 | - Hypothetical 27+1.2 3.0+13 CYT not defined M. xanthus
NAD dependent epimerase/dehydratase family

28 | MXAN1674 | - protein 45+13 29+1.0 CYT metabolism Conserved
PTS system mannose/fructose/sorbose family

29 | MXANG6534 - 1IB subunit 32+13 29+1.1 CYT metabolism Conserved

30 | MXAN3540 | sdhB | succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit 35+13 29+1.2 CYT energy production Conserved

31 | MXAN7401 vegA | vegetative protein 32+14 28+1.2 CYT not defined Myxococcales

32 | MXAN6227 | - putative lipoprotein 40+1.2 28+1.2 Spl not defined Conserved

33 | MXAN4033 | - hypothetical protein 36+13 28+1.1 CYT not defined Myxococcales

34 | MXANO730 | - O-methyltransferase family protein 24+1.2 28+1.2 CYT secondary metabolism Conserved

35 | MXAN5348 | - M23 peptidase domain-containing protein 21+£1.2 26+1.2 TMH protease/peptidase Conserved

36 | MXAN2812 | - hypothetical protein 31+£1.2 26+1.2 CYT not defined Myxococcales
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37 | MXAN0522 - putative lipoprotein 26+1.3 25+1.2 Spll not defined Myxococcales
38 | MXAN5127 | phhA | phenylalanine 4-monooxygenase 26+1.3 25+13 CYT metabolism Conserved
39 [ MXAN0982 | - hypothetical protein 25+1.1 25+1.1 Spl not defined Conserved
40 | MXAN6981 - hypothetical protein 23+1.2 25+1.2 CYT not defined Conserved
41 | MXAN3539 [ sdhA succinate dehydrogenase flavoprotein subunit 3.0+1.3 25+1.2 CYT energy production Conserved
42 | MXAN5921 - acyl-CoA dehydrogenase 25+1.2 24+1.2 CYT metabolism Conserved
43 | MXAN7513 | - hypothetical protein 31+14 24+1.1 Spl not defined M. xanthus
44 | MXAN1083 | - NADH dehydrogenase |, K subunit 24+13 24+13 TMH energy production Conserved
beta-hydroxyacyl-(acyl-carrier-protein)
45 | MXAN6393 | fabZ dehydratase FabZ 20+1.2 23+1.1 CYT metabolism Conserved
46 | MXAN6886 | - putative lipoprotein 28+1.3 23+1.1 Spll not defined Conserved
47 | MXAN2892 | - WGR domain-containing protein 23+1.0 23+1.1 CYT not defined Conserved
48 | MXAN0212 | - aminotransferase, class | and Il family protein 23+0.8 2313 CYT metabolism Conserved
49 | MXAN5160 | - DoxD-like family protein 21+1.1 22+1.2 TMH not defined Conserved
50 | MXAN2661 - 5'-nucleotidase family protein 3.0+1.3 22+1.2 Spl metabolism Conserved
51 | MXAN6086 | coxB cytochrome c oxidase, subunit Il 25+1.2 22+1.2 TMH energy production Conserved
52 | MXAN4038 | hisC histidinol-phosphate aminotransferase 28+1.3 22+1.2 CYT metabolism Conserved
53 | MXAN7358 | tkt transketolase 22+1.2 22+1.2 CYT metabolism Conserved
54 | MXAN2660 | - putative lipoprotein 25+1.2 22+13 Spll not defined Myxococcales
55 | MXAN1084 | - NADH dehydrogenase |, J subunit 21+0.8 22+13 TMH energy production Conserved
56 | MXAN1775 - hypothetical membrane-protein 2514 22+141 TMH not defined Conserved
57 | MXAN6085 | - SCO1/SenC family protein 25+1.2 22+14 Spl energy production Conserved
putative isocitrate  dehydrogenase, = NAD-
58 | MXAN6337 | - dependent 29+1.1 22+1.2 CYT energy production Conserved
59 | MXAN4176 | - outer membrane efflux protein 23+13 22+141 oM drug resistence Conserved
60 [ MXAN5836 | - M3 family peptidase 21+0.8 21+13 Spl protease/peptidase Conserved
61 | MXAN1161 - hypothetical protein 23+1.2 21+1.1 Spl not defined Conserved
62 | MXAN6976 | - hypothetical protein 21+07 21+£14 CYT not defined Myxococcales
63 | MXANO0452 | - putative myo-inositol-1-phosphate synthase 25+1.1 21+13 Spl metabolism Conserved
64 | MXANO390 | - ribonuclease activity regulator protein RraA 21+0.9 21141 CYT metabolism Conserved
65 | MXAN2600 | - hypothetical protein 23+13 21+1.2 Spl not defined Myxococcales
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acetyl-CoA carboxylase, carboxyl transferase,

66 | MXAN4039 | accA alpha subunit 25+1.1 21+1.2 CYT metabolism Conserved
67 | MXAN5311 - hypothetical protein 25+13 21+13 CYT not defined Myxococcales
PTS system mannose/fructose/sorbose family
68 | MXAN6535 | - 1IA subunit 2313 21+1.2 CYT metabolism Conserved
69 | MXAN1954 | trxB thioredoxin-disulfide reductase 26+1.2 21+£11 CYT metabolism Conserved
70 | MXAN4619 | - glycosyl transferase, group 2 family protein 20+1.2 21+1.1 CYT energy production Conserved
71 | MXAN3769 | - NUDIX family hydrolase 21+141 21+1.0 CYT replication Conserved
72 | MXAN3519 | gltA citrate synthase 25+13 21141 CYT energy production Conserved
73 | MXAN6078 | - putative cytochrome ¢ 23+1.2 21+14 Spl energy production Conserved
74 | MXAN1807 | - excisionase family DNA-binding protein 28+1.0 21+141 CYT transcription Conserved
75 | MXAN6783 | - decarboxylase, group Il 20+1.1 21+1.1 CYT metabolism Conserved
76 | MXAN0481 - hypothetical protein 24+1.0 21+£0.8 Spl not defined Conserved
77 | MXAN2536 | - putative long-chain-fatty-acid--CoA ligase 24+0.7 20+1.1 CYT metabolism Conserved
78 | MXAN0825 | - hypothetical protein 22+1.2 20+£1.0 Spl not defined Conserved
79 | MXAN0402 | atpB ATP synthase FO, A subunit 20+0.8 20+£13 CYT energy production Conserved
80 [ MXAN5559 | - putative nitrate reductase, gamma subunit 21+0.8 20+1.2 TMH energy production Conserved
81 MXAN5577 | ppa inorganic pyrophosphatase 21+£1.2 20+11 CYT energy production Conserved
82 | MXANO0404 | atpF ATP synthase FO, B subunit 21+0.7 20+1.2 CYT energy production Conserved
83 | MXANGB088 | coxC | cytochrome c oxidase, subunit Il 24+13 20+£13 TMH energy production Conserved
84 | MXAN2849 | - hypothetical protein 24+1.2 20+1.1 CYT not defined Conserved
85 | MXAN6228 | - hypothetical protein 25+1.2 20+1.1 CYT not defined M. xanthus
86 | MXANG6978 - putative lipoprotein 29+14 20+1.3 Spll not defined Myxococcales
putative lipoprotein, von Willebrand factor type A
MXANO0962 | - domain Not significant -2.1+0.9 Spll not defined Myxococcales
MXAN5261 - putative lipoprotein Not significant -2.1+0.8 Spll not defined Myxococcales
MXANO0277 | - hypothetical protein Not significant 25+2.1 CYT not defined Conserved
S-adenosylmethionine-dependent
MXANO0433 | - methyltransferase Not significant 25+1.2 CYT secondary metabolism Conserved
MXAN2558 | - lipoprotein Not significant 24+1.4 Spll outer membran protein Conserved
MXANO703 | - hypothetical protein Not significant 22+1.0 Spl not defined Myxococcales
MXAN2260 | - potassium efflux system family protein Not significant 22+141 TMH metabolism Conserved
MXAN2967 | - RND efflux transporter Not significant 22+13 Spl drug resistence Conserved
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MXAN6686 | - putative lipoprotein Not significant 22+13 Spll not defined Myxococcales
MXANO0824 | - Alpha/beta hydrolase fold family Not significant 21+1.2 CYT metabolism Conserved
MXAN2338 | cobA uroporphyrin-1ll C-methyltransferase Not significant 21+1.2 CYT metabolism Conserved
MXANS5806 | - putative glutamate-cysteine ligase Not significant 21141 CYT metabolism Conserved
ferrichrome ABC transporter, ATP-binding
MXANGB569 | - protein Not significant 21+1.2 CYT metabolism Conserved
MXANG6903 | - amidinotransferase family protein Not significant 21+1.3 CYT metabolism Conserved
MXAN1781 - glyoxalase family protein Not significant 20+1.1 CYT metabolism Conserved
MXAN5830 | - hypothetical protein Not significant 20+11 CYT not defined Myxococcales
MXAN7022 | - putative multidrug resistance protein NorM Not significant 20+1.1 TMH drug resistence Conserved
MXANOQ732 | rokA response regulator 27+£13 Not significant CYT signal transduction Conserved
MXAN4327 | - Glu/Leu/Phe/Val dehydrogenase family protein 27+13 Not significant CYT metabolism Conserved
MXANO0805 | - peptidase, M10A/M12A subfamilies 26+1.2 Not significant Spll protease/peptidase Myxococcales
MXAN1001 - hypothetical protein 25+1.1 Not significant Spl not defined Myxococcales
MXAN3850 | - putative general stress protein GsiB 25+1.0 Not significant CYT not defined Conserved
MXAN5341 frr ribosome recycling factor 25+1.2 Not significant CYT translation Conserved
adenylate/guanylate cyclase domain-containing
MXANO0873 | - protein 24+1.0 Not significant CYT signal transduction Conserved
MXAN1264 | pckG | phosphoenolpyruvate carboxykinase 24+1.3 Not significant CYT energy production Conserved
MXAN1561 - putative lipoprotein 24+1.3 Not significant CYT not defined M. xanthus
MXAN3436 putative transcriptional regulator 2407 Not significant CYT transcription Conserved
MXAN5406 | - hypothetical protein 24+1.2 Not significant CYT not defined Conserved
MXAN6782 | - selenocysteine-containing 24+1.2 Not significant CYT not defined M. xanthus
MXANO0213 AsnC family transcriptional regulator 23+13 Not significant CYT transcription Conserved
MXAN2232 | - pirin family protein 23+13 Not significant CYT transcription Conserved
MXAN3191 - diacylglycerol kinase catalytic subunit 23+1.2 Not significant CYT metabolism Myxococcales
response regulator/GGDEF domain-containing
MXANS5340 | - protein 23+1.2 Not significant CYT signal transduction Myxococcales
MXANS5750 | carF carotenoid synthesis regulator CarF 23+13 Not significant TMH secondary metabolism Conserved
2-oxoglutarate dehydrogenase, E2 component,
MXANG6036 | sucB | dihydrolipoamide succinyltransferase 23+13 Not significant CYT energy production Conserved
MXANO0652 | - hypothetical protein 22+1.0 Not significant CYT not defined Conserved
MXAN1071 ssb single-strand binding protein 22+1.2 Not significant CYT replication Conserved
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HesB/YadR/YfhF family protein, Fe-S cluster

MXAN2589 | - biogenesis 22+1.2 Not significant CYT metabolism Conserved
MXAN4159 | udk uridine kinase 22+1.2 Not significant CYT metabolism Conserved
MXAN4213 | ribA GTP cyclohydrolase I 22+1.0 Not significant CYT metabolism Conserved
MXAN4769 | acpP | acyl carrier protein 22+1.2 Not significant CYT metabolism Conserved
MXANG035 | sucA 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component 22+1.2 Not significant CYT energy production Conserved
putative molybdopterin oxidoreductase, iron-
MXANG6079 | - sulfur binding subunit 22+1.2 Not significant CYT energy production Conserved
MXAN6082 | - cytochrome c family protein 22+1.2 Not significant Spll energy production Conserved
MXANG6224 | - Fis family DNA-binding response regulator 22+1.1 Not significant CYT signal transduction Conserved
MXAN6513 | - NUDIX family hydrolase 22+1.2 Not significant CYT replication Conserved
MXANO0236 | dnaN | DNA polymerase lll, beta subunit 21+1.1 Not significant CYT replication Conserved
MXANO763 | - response regulator 21141 Not significant CYT signal transduction M. xanthus
MXAN1982 | - putative lipoprotein 21+1.1 Not significant Spl not defined Myxococcales
MXAN2024 | - glutaredoxin-like protein 21+1.2 Not significant CYT defense mechanism Conserved
MXAN2479 | rho transcription termination factor Rho 21+£1.2 Not significant CYT transcription Conserved
MXAN2652 | trx thioredoxin 21+1.2 Not significant Cyt defense mechanism Conserved
MXAN2729 | - NADH dehydrogenase |, D subunit 21+£1.2 Not significant CYT energy production Conserved
MXAN2960 | tatA twin arginine-targeting protein translocase 21+1.2 Not significant TMH protein secretion Conserved
MXAN2968 | - RND family efflux transporter MFP subunit 21+141 Not significant Spll drug resistence Conserved
MXAN3387 | - hypothetical protein 21+141 Not significant CYT not defined Conserved
peptidylprolyl cis-trans isomerase, cyclophilin-
MXAN3764 | - type 21+1.2 Not significant CYT protein modification Conserved
ATP-dependent protease ATP-binding subunit
MXAN4054 | clpX ClpX 21+1.2 Not significant CYT protein modification Myxococcales
MXAN5752 | - hypothetical protein 21+1.2 Not significant Spll not defined Myxococcales
MXAN6190 | - solute/sodium symporter (SSS) family protein 21+1.2 Not significant TMH metabolism Conserved
MXANG830 | panD | aspartate 1-decarboxylase 21+£13 Not significant CYT metabolism Conserved
MXANO0855 | - putative chemotaxis protein MotB 20+1.1 Not significant Spll outer membran protein Conserved
pyruvate dehydrogenase complex, E1
MXAN2666 | pdhA | component 20+1.2 Not significant CYT energy production Conserved
MXAN3012 | hslV ATP-dependent protease peptidase subunit 20+1.1 Not significant CYT protein modification Conserved
MXAN5703 | - PspA/IM30 family protein 20+1.2 Not significant CYT transcription Conserved
MXAN2791 prtB protease B rs\li;):ﬂficant -1.7+0.0 :gaificant -2.1+0.1 Spll protease/peptidase Conserved
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Not Not

MXAN5786 | pilC type 4 fimbrial assembly protein PilC significant -1.4 £ 0.0 | significant -1.2+0.1 TMH cell motility Conserved
Not Not

MXAN6694 | difC fibril biogenesis regulator DifC significant -1.5+ 0.1 | significant -1.1+0.2 CYT signal transduction Conserved
Not Not

MXAN7415 | epsZ | sugar transferase significant 1.8+ 0.1 | significant 20+0.3 Spl cell envelope biogenesis | Conserved

® Expression ratios are calculated as the expression in the AdigR or AsgmT mutants over the expression in wild type. A negative expression ratio corresponds
to a gene that is more highly expressed in the wild type than in the AsgmT or AdigR mutants. A positive expression ratio corresponds to a gene that is more
highly expressed in AdigR or AsgmT mutants than in wild type. Errors represent the standard deviation. Genes highlighted in red (decreased expression in
AsgmT and AdigR mutants) and blue (increased expression in AsgmT and AdigR mutants) contain a DigR binding site in their promoter region (or if part of a
potential operon, in the promoter region of the operon).

® |dentification numbers indicate the 18 genes with decreased and 86 genes with increased expression that are significantly regulated in AdigR and AsgmT
mutants and were analyzed in Fig.3. According to their identification number genes were plotted in Fig.3B. Genes without ID number are significantly
regulated only in AdigR or AsgmT mutants.

° Localization signals are indicated as follows: Spl, signal peptide type I; Spll signal peptide type Il; TMH, trans-membrane helix; OM, outer membrane; CYT,
no localization signal, i.e. no signal peptide, no twin-arginine signal sequence, no trans-membrane helix and no homology to outer membrane proteins.
Localization signals were identified using SignalP3 (Bendtsen et al., 2004) and TMHMM2 (Krogh et al., 2001).

d Phylogenetic distribution of proteins is as follows: Proteins labelled conserved have orthologs in least one species outside the Myxococcales; proteins
labelled Myxococcales have orthologs in at least two of the four Myxococcales species with completely sequenced genomes (A. dehalogenans, S. aurantiaca,

S. cellulosum, and M. xanthus); proteins labelled M. xanthus have no orthologs outside M. xanthus; data from (Huntley et al., 2011)

® These four genes served as controls in the qRT-PCR analysis.
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Anhang 3: Promotoren, die eine dhnliche Regulation von SgmT und DigR aufweisen und
eine DigR-Bindestelle enthalten.

Direkt upstream vom ersten Gen im

SgmT/DigR Direkt upstream vom Gen
reguliertes Im ?nr??ron P Operon
Gen -35" | 10" | DigRbindingsite® | -35" [ -10° | DigR binding site°
Aktiviert von
SgmT/DigR
MXAN0504 - Ja Nein | upstream von -35 - - -
MXAN1672 - Nein Ja zwischen -35 und -10 - - -
upstream von -35 von
MXAN2855 2857-2852 NA NA | NA Ja Nein | MXAN2857
upstream von -35 von
MXAN2856 2857-2852 NA NA | NA Ja Nein | MXAN2857
MXAN3175 - Ja Ja upstream von -35 - - -
MXAN4421 - Ja Ja upstream von -35 - - -
MXAN4746 - Ja Nein | zwischen -35 und -10 - - -
MXAN67106 - Ja | Nein | |upstream von -35 ; - ;
1 downstream von -10
Reprimiert von
SgmT/DigR
MXAN1676 - Ja Ja downstream von ATG - - -
MXAN5453 - Ja Nein | zwischen -35 und -10 - - -

MXAN6254 6254-6255 Ja Ja Uberlappend mit -10 - - -
Uberlappend mit -10

MXAN6255 6254-6255 NA NA | NA Ja Ja von MXAN6254
MXAN7212 - Ja Nein | zwischen -35 und -10 - - -
Uberlappend mit -10
MXAN7351 7353-7350 NA NA | NA Ja Ja von MXAN7353
Uberlappend mit -10
MXAN7352 7353-7350 NA NA | NA Ja Ja von MXAN7353

MXAN7353 7353-7350 Ja Ja Uberlappend mit -10 - - -

@Wenn der Abstand zwischen zwei ORFs, die in gleicher Richtung transkribiert werden, weniger
als 100 bp betragt, wurden diese als Gene des gleichen Operon betrachtet. Das erste Gen im
Operon ist unterstrichen.

® Ja: Drei oder mehr konservierte Nukleotide im Vergleich zu den Promotor-
Konsensussequenzen in E. coli; -35 TTGACA oder -10 TATAAT; Nein: Weniger als drei
konservierte Nukleotide im Vergleich zu den Promotor-Konsensussequenzen in E. coli: -35
TTGACA oder -10 TATAAT; NA: Nicht anwendbar

° Die Region #200 bp vom Translationsstart wurde auf DigR-Bindestellen untersucht. Der
palindromische Teil der DigR-Bindestelle im fibA-Promotor (TAATC-N14-GATTA) diente dabei
als Matrize, wobei eine Diskrepanz von vier Nukleotiden toleriert wurde. Alle Promotoren von
Genen mit negativer Expression in SA3502 (AsgmT) und SA1804 (AdigR), sowie alle
Promotoren mit einer mindestens 4,0-fach erhdhten Expression in SA1804 (A digR) wurden auf
DigR-Bindestellen untersucht. MXAN7353 wird positiv exprimiert, mit einem Wert < 4,0 in
SA1804 (AdigR). MXAN7353 ist dennoch hier aufgelistet, da es vermutlich ein Operon mit
MXAN7351 und MXAN7352 bildet.
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Anhang 4: Promotorsequenzen mit DigR-Bindestellen.

Promotor Element®

SgmT/DigR
promotoren | <35 | Spacer | -10 Pistanz von -10 zum DigR-Bindestelle™ "
MXAN0504 TTGACA 17 CACCTT -57 -137-TAAGCACAATCACGTACGCGTTITC
MXAN1672 TTCCGT 15 TACCGT -39 -59-TATCGGAACACTTATTACCGTTTA
MXAN2857 TTGACA 17 TTACCT -73 -158-AAATCACTCCCACCGTCCCGCTTG
MXAN3175 TTGAAC 18 TAGTAA -47 -120-CAATCATCCATATCCACTGAATTA
MXAN4421 TTGCGC 17 TCCCAT -44 -166-TCATCTTCGGCGCCCTGTCGCTGT
MXAN4746 TTGACG 17 TGACGA -61 -81-CAATCGTTGAGCCAGTGACGATTC
MXANG106 . 17 — 33 -119-TAATCGTAAATAACCTGAAATCTA
-25-TAATCTTTCCGCTTAGGAGGATTA
SgmT/DigR
reprimierte
Promotoren
MXAN1676 TTCATC 16 CATGAC -140 +139-GAATCACTCGAAGGCTGGGGCTTC
MXAN5453 TTGTAA 19 TCGTGT -23 -50-TAATCAACGACGCTCCTGCTAATC
MXANG6254 TTCACC 17 TCTCAT -28 -31-TCATCGAAAAGACACATGCGATTG
MXAN7212 TTCAAA 18 TGCGAG -105 -131-AAATCCCGGCCCCGAGAAGAATGC
MXAN7353 TTCGTA 16 CTCAAT -60 -40-CAATCCCCCGTCGCCAGGGAATCC

@ Alle Koordinaten beziehen sich auf den jeweiligen vorgeschlagenen Translationsstart.

® siehe Fufnote © in Anhang 3. Ubereinstimmende Nukleotide im Vergleich zur Suchsequenz

sind unterstrichen dargestellt.
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DNA-Bindedoméne
Anhang 5: Sequenzvergleich von DigR unterschiedlicher Myxococcales-Spezies

Die Kirzel auf der linken Seite stehen flur die Organismen: Mx = M. xanthus, Mm = M. macrosporus, Mf = M. fulvus, Ms = M. stipitatus, Cc = C. coralloides, Ho
= H. ochraceum und Sc = S. cellulosum. Die Koordinaten sind auf der rechten Seite angegeben. Dieser Sequenzvergleich wurde mit ,Genedoc” generiert
(Nicholas et al., 1997), die Farbhinterlegung beschreibt die Konservierung (schwarz = 100 %, dunkelgrau = 80 % und hellgrau = 60 %), rot-hinterlegte
Aminosauren in der Empfangerdoméne bilden die vermeintliche Kontaktflache fur die spezifische Interaktion mit der korrespondierenden Kinase (Capra et al.,
2010). Funktionelle wichtige Aminosaurereste sind mit ,*“ gekennzeichnet.
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