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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Clostridium acetobutylicum (Abb. 1) ist
ein  Gram-positives, strikt anaerobes,
endosporenbildendes Bodenbakterium, das
sich durch einen biphasischen Garungs-
stoffwechsel auszeichnet. Zuckerhaltige
Substrate werden in der ersten Phase des
Stoffwechsels, der mit der logarithmischen
Phase des Wachstums einhergeht, primar
zu den Sauren Acetat und Butyrat um-
gesetzt, wahrend in der zweiten Phase des
Stoffwechsel die Losungsmittel Aceton und
Butanol gebildet werden. Die Umstellung
des Stoffwechsel von Saure- auf Lésungs- Abb. 1 Rasterelektronenmikroskopische
mittelproduktion erfolgt beim Ubergang in Aufnahme, eigene Herstellung
die stationare Phase des Wachstums und

wird als shift bezeichnet (zur Ubersicht siehe Abb. 2). Die Ldsungsmittel-
produktion sichert dem Organismus in der Natur das Uberleben und verschafft ihm
in der Biotechnologie eine grofl’e Bedeutung.

Eine zu hohe Konzentration an Sauren, vor allem Butyrat, gefahrdet das
Uberleben des Organismus, da der Protonengradient Uber der Cytoplasma-
membran zusammenbrechen wurde. An diesem Punkt erfolgt das Umschalten des
Stoffwechsels auf die Produktion der neutralen Losungsmittel, wobei ein Teil der
Sauren wieder aufgenommen wird. Gleichzeitig mit der Losungsmittelbildung wird
die Endosporenbildung initiiert, die das Uberleben des Organismus sichert, falls
die Butanolkonzentration in der Umgebung uber 2 % (Durre et al., 2002) steigen
sollte. Eine solche Butanolkonzentration ware ebenfalls toxisch fir den Orga-

nismus. Die Losungsmittelbildung gibt dem Organismus somit genugend Zeit die
Endosporenbildung einzuleiten und damit sein Uberleben zu sichern (Dlrre et al.,
2002).

Bereits 1862 berichtete Pasteur von einer, auf der Aktivitat von Mikroorganismen
beruhenden, Bildung von Butanol und 1904 beschrieb Schardinger die Bildung
von Aceton durch mikrobielle Aktivitat. Angetrieben durch die Anfang des 20.
Jahrhunderts auftretende Verknappung von Naturkautschuk und das damit
steigende Interesse an der Herstellung synthetischen Gummis ausgehend vom
Ausgangsstoff Butadien, gewonnen aus Butanol, wurde 1914 von Weizmann ein
Butanol und Aceton bildender Stamm BY beschrieben (Gabriel, 1928). Dieser
Stamm erhielt spater den Namen Clostridium acetobutylicum. Wahrend der
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Weltkriege konzentrierte sich das Interesse Uberwiegend auf die Produktion von
Aceton, das in grolen Mengen fur die Herstellung von rauchlosem Schiel3pulver
notwendig war. Nach Beendigung der Kriege kehrte sich das Interesse wieder
zugunsten von Butanol um, das nun in der Automobilindustrie bei der Herstellung
von schnelltrocknenden Lacken als Losungsmittel diente. Bis 1950 wurden die
beiden Losungsmittel Aceton und Butanol groRindustriell durch Vergarung von
Kartoffeln, Getreide, Mais und Melasse durch verschiedene C. acetobutylicum
Stdmme hergestellt. 1945 wurden 66 % des Butanols und 10 % des Acetons, das
in den USA bendtigten wurde, auf diesem Weg gewonnen (Dlrre und Bahl, 1996).
Industriell stellte der biotechnologische Prozel3 der Aceton- und Butanolproduktion
damit den zweitgrofRten bakteriellen Prozel nach der Ethanolsynthese durch
Saccharomyces cerevisiae dar. Die Stdamme, die zur Produktion der Losungsmittel
Anwendung fanden, wurden generell als C. acetobutylicum bezeichnet. In-
zwischen wird aber, aufgrund neuer molekulargenetischer Grundlagen, in die vier
Spezies C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. sacharobutylicum und C. saccharo-
perbutylacetonicum (Keis et al., 1995; 2001a; 2001b) unterteilt. Um 1950 hingegen

Hexose

v BdhA ?

Acetat <«— <«— Acetyl-CoA —» —» Ethanol

Aceton Acetacetyl-CoA

¢ AdhE2 BdhA

AdhE  BdhB
Butyrat <«— <—Butyryl-CoA — —» Butanol

Abb. 2 Vereinfachte Darstellung des biphasichen Garungsstoffwechsels von
C. acetobutylicum

Adc: Acetacetat-Decarboxylase, CtfA/B: Acetacetyl-CoA: Acetat/Butyrat: CoA-Transferase, AdhE
bzw. AdhE2: Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase E bzw. E2, BdhA bzw. BdhB: Butanol-
Dehydrogenase A bzw. B
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werden Aceton und Butanol hauptsachlich durch die expan-dierende
petrochemische Industrie hergestellt. Die mikrobielle Produktion spielte kaum
mehr eine Rolle; eine einzelne Firma in Sudafrika produzierte bis 1982. (Alle
Angaben zum geschichtlichen Ablauf aus Durre und Bahl, 1996).

Die Olkrise in den 70er Jahren, die Erkenntnis der Endlichkeit der Erddlvorrate
und die Verteuerung des Rohstoffs Erddl (Abb. 3) liellen das Interesse an der
biotechnologischen Produktion von Aceton und Butanol mit Hilfe von nach-
wachsenden Rohstoffen in den letzten Jahren stark ansteigen. Okonomische
Analysen (Gapes, 2000) lassen eine Wiederaufnahme der Produktion in kleinerem
MaRstab in Zukunft méglich erscheinen. Eine Pilotanlage in Osterreich war bereits
in Betrieb (Nimcevic und Gapes, 2000).

Bis hinein in die 50er Jahre wurde C. acetobutylicum industriell in bio-
technologischen Verfahren eingesetzt, ohne dall genaue Kenntnisse Uber die
physiologischen Vorgange des Organismus bekannt waren. Um die bio-
technologische Produktion von Aceton und Butanol gegenlber petrochemischen
Verfahren der Ldsungsmittelherstellung konkurrenzfahig zu machen, war es
wichtig, die mikrobielle Synthese der Lésungsmittel und damit C. acetobutylicum
wieder in den Mittelpunkt intensiver Forschungen zu stellen. Schwerpunktmafig
galt es dabei, der Unrentabilitat des Prozesses, die in der geringen Butanol-
toleranz des Bakteriums seine Begrindung findet, durch Verbesserung bzw. Neu-
entwicklung der Verfahrenstechnik zu begegnen (Bahl et al., 1982; Godin und

Der Preis wird heild

Entwicklung des Olpreises, nominell
und real {in Preisen von 2003)

ro Barre

- h"'\.é nominel|
- o —

Abb. 3 Preisentwicklung Erdol (DIE ZEIT 14/05, 31.03.05, S. 27)
rote Kurve: realer Olpreis in Preisen von 2003 in USD pro Barrel
(=159 Liter); graue Kurve: nomineller Olpreis in USD pro Barrel (=159 Liter)
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Engasser, 1990). Diese Versuche, verschiedene Ansatze zur Isolierung butanol-
toleranter Stamme (Lin und Blaschek, 1983) und Experimente zur Verwendung
billiger organischer Abfallprodukte als Substrat (Shah et al., 1991) fUhrten bisher
jedoch nicht zu einer Konkurrenzfahigkeit gegenuber dem chemischen ProzeR.
Einen weiteren Schwerpunkt bildeten die Untersuchungen beziiglich der Einflisse
verschiedener extra- und intrazellularer Faktoren auf die Solventogenese. Zu
diesen Faktoren zahlen pH-Wert, Konzentration organischer Sauren, Limitierung
von Phosphat bzw. Schwefel bei gleichzeitigem Uberschul an Glucose sowie
interne ADP/ATP- bzw. NAD*/NADH-Verhéltnisse (Bahl et al., 1982; Gottschalk
und Morris, 1981; Hisemann und Papoutsakis, 1986; Jewell, 1986; Terraciano
und Kashket, 1986; 1988; Grupe und Gottschalk, 1992). Keiner der genannten
Parameter ist allein fir die Initiation der Loésungsmittelbildung verantwortlich.
Vielmehr sieht es so aus, als ob diese durch die Kombination mehrer Faktoren
hervorgerufen wird (Durre et al., 1995; Ullmann et al, 1996). Den dritten Schwer-
punkt schlieBlich bildet die biochemische Charakterisierung der an der Losungs-
mittelbildung beteiligten Enzyme und die Identifizierung der beteiligten Gene bzw.
Operone (zur Ubersicht: Dirre et al., 1995; Bennett und Rudolph, 1995). Die
Anwendung von molekularbiologischen Techniken auf Clostridien (Young et al.,
1989) und letztendlich die 2001 veroffentlichte Sequenz des Genoms von
C. acetobutylicum (Nolling et al.,, 2001) erleichtert die Forschung auf diesem
Gebiet erheblich.

Die meisten der an der Losungsmittelbildung direkt oder indirekt beteiligten Gene
liegen separat vom Chromosom auf einem 192-kBp-gro3en Megaplasmid pSOLA1
(Cornillot et al., 1997). Direkt an der Losungsmittelbildung beteiligt sind die Gene
der Acetacetyl-CoA: Acetat/Butyrat: CoA-Transferase (CoA-Transferase, ctfA und
ctfB; Gerischer und Durre, 1990; Petersen et al., 1993; Fischer et al. 1993), der
Acetacetat-Decarboxylase (adc; Gerischer und Ddarre, 1990; Peterson et al.,
1993), der Butanol-Dehydrogenasen A und B (bdhA und bdhB; Peterson et al.,
1991; Walter et al., 1992) und der Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase E mit dem
membrangebundenen Elektronenubertrager OrfL (adhE und orfL; Fischer et al.,
1993). Die Gene orfL, adhE, ctfA und ctfB bilden dabei das polycistronische sol-
Operon, das entgegengesetzt zum adc-Operon orientiert ist. Ein Uberblick (ber
die wichtigsten Gene der Losungsmittelbildung ist in Abb. 4 gegeben.

Uber die Regulation der Lésungsmittelbildung bzw., die Regulation der Gene, die
an der Losungmittelbildung beteiligt sind, ist bis dato noch sehr wenig bekannt.
Die Transkription nahezu aller an der Solventogenese beteiligten Gene erfolgt
verstarkt bzw. ausschlieBlich im Zuge des Ldsungsmittelshifts, was eine
Regulation auf transkriptioneller Ebene nahelegt (Gerischer und Ddurre, 1992;
Walter et al., 1992; Sauer und Durre, 1995). Die entsprechenden Regu-
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Abb. 4 Organisation und Umgebung des sol-Operons und des adc-Operons

In der obigen Abbildung ist ein Ausschnitt des Megaplasmids pSOL1 dagestellt mit den
Genen sigY (codiert fir einen ECF-Sigmafaktor), adc, cffA und ctfB, adhE und orf5
(codiert fur ein Enzym, das wahrscheinlich an der Proteinglykosylierung beteiligt ist).

lationsmechanismen und daran beteiligte Komponenten sind bisher noch weit-
gehend unbekannt. Als ein mdglicher molekularer Regulationsmechanismus der
Stoffwechselumstellung konnte in den letzen Jahren fur das sol-Operon, das adc-
Gen und auch andere Gene des Fermentationsstoffwechsels der Einfluld der DNA-
Topologie auf die Transkription gezeigt werden (Ullmann et al., 1996). Fir das sol-
Operon konnten bezuglich der Identifizierung von an der Regulation beteiligten
Komponenten in den letzten Jahren einige neue Erkenntnisse gewonnen werden.
Der intergene Bereich vor dem sol-Operons scheint der Ansatzpunkt der Regula-
tion zu sein. In diesem Bereich finden sich drei repetitive Zehnersequenzen, von
denen die dem Promoter am nahesten liegende Sequenz mit einem SpoOA-Binde-
motiv Uberlappt und sich zwischen den beiden weiter stromaufwarts vom Promoter
liegenden Sequenzen eine cre-Sequenz identifizieren laldt. Die Inaktivierung des
Spo0A-Bindemotivs, die sog. 0A-Box, hat auf die Aktivierung des sol-Operons
einen stark negativen Effekt, so daly angenommen werden kann, dal} der globale
Transkriptionsfaktor SpoOA eine Rolle bei der Regulation des sol-Operons spielt,
wenn er auch nicht den eigentlichen Aktivator des Operons darstellt (Thormann et
al., 2002, Hollergschwandner, 2003). Die Veranderung der nativen Sequenz des
am weitesten stromaufwarts gelegenen Zehnermotivs hat eine Verminderung der
Transkription des sol-Operons zur Folge, was sich durch die Veranderung der
Lage der cre-Sequenz in der Sekundarstruktur erklaren laft. Die Sequenz ist nicht
mehr fur einen potentiellen Regulator zuganglich. Als ein mdglicher Regulator
konnte in diesem Fall CcpA identifiziert werden (Feustel, 2004). In dieser Arbeit
galt es, die Bindung von SpoOA an den intergenen Bereich des sol-Operons mit
Hilfe der Anwendung des Hefe Ein-Hybrid Systems zu untersuchen. Auch in der
Promoterregion des adc-Gens lassen sich drei potentielle SpoOA-Bindestellen
finden. Eine Zerstorung der OA-Boxen fuhrt zu einer Verminderung der Aktivitat
des adc-Promoters, die Induktion der Transkription wahrend des Umschaltens auf
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die Lésungsmittelbildung wird jedoch nicht beeintrachtigt (Ravagnani et al., 2000;
Bohringer, 2003). Dies fuhrt zu der Annahme, das mindestens ein weiterer
Transkriptionsfaktor an der Regulation des adc-Operons beteiligt sein muf3. Die
Aufklarung dieser Frage war das zentrale Thema der vorliegenden Arbeit.

Ein noch relativ neuer Aspekt zur Nutzung nicht-pathogener Clostridien bietet sich
im Rahmen der Medizin an. In vivo verabreichte Clostridium-Sporen sind in der
Lage, im hypoxischen Gewebe eines Tumors auszukeimen. Mit Hilfe gentechnisch
veranderter Clostridien konnten auf diesem Weg gezielt Enzyme zum Tumor
gebracht werden, die dort lokal beschrankt nicht toxische Vorstufen z. B. eines
Chemotherapeutikums in ein wirksames Arzneimittel umsetzen. Auch vor diesem
Hintergrund gewinnen die Untersuchungen zur Genregulation in Clostridien zu-
nehmend an Bedeutung, wobei in diesem Zusammenhang vor allem die Regula-
tion der Sporulation im Vordergrund steht. Der Nachweis, daly SpoOA sowohl an
der Regulation der Sporulation, als auch an der Regulation der Losungsmittel-
bildung beteiligt ist, macht deutlich, dal} nicht ausgeschlossen werden kann, dal}
Regulatoren, die im Zusammenhang mit der L&ésungsmittelbildung gefunden
werden, nicht auch auf die Sporulation einen Einflul3 haben.
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2. Material und Methoden

2.1 Organismen, Plasmide und Oligodesoxynukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Organismen sind in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1 Organismen

Stamm Relevanter Geno- oder Herkunft/Referenz
Phanotyp"

Clostridium
acetobutylicum

DSM 792 Typstamm DSMZ?, Braun-schweig

Escherichia coli

BL 21(DE3) F, ompT, rgmg’, (DE3) Novagen R&D Systems;
Wiesbaden
ER2275 trp-31, his-1, tonA2, rpsL.104, Prof. Dr. E. T. Papoutsakis;

SupE44, xyl-7, mtl-2, metB1, Evanston, USA
e14” A(lac)U169, endA1,

recA1, R(zbgZ10::Tn10)Tc®,
A(mcr-hsd-mrr)114::1510, [F',

proAB, laql® ZAM15 zzd::mini

Tn70 (Km")]
XL1-Blue MRF’ A(mcrA)183, A(merCB- Stratagene GmbH,
hsdSMR-mrr)173, endA1, Heidelberg

SupE44, thi-1, recA1, gyrA96,
relA1, [F', proAB, laql"ZAM

Tn10 (Tc")]
Saccharomyces
cerevisiae
YM4271 MATa, ura3-52, his3-200, Liu et al., 1993
ade2-101, lys2-801, leu2-3,
112, trp1-901, tyr1-501, gal4-
A512, gal80-A538, adeb::hisG
YM4271 [p53HIS] Integration des Plasmids diese Arbeit

p53HIS ins Genom, His"
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Stamm Relevanter Geno- oder Herkunft/Referenz
Phanotyp”
YM4271 [p53BLUE] Integration des Plasmids diese Arbeit

p53BLUE ins Genom, Ura®

YM4271 [pHISI/BD] Integration des Plasmids diese Arbeit
pHISi/BD ins Genom, His”

YM4271 [pLacZi/BD] Integration des Plasmids diese Arbeit
pLacZi/BD ins Genom, Ura®

YFir die Genotyp-Bezeichnungen siehe Bachmann (1990)
2 Deutsche Sammlung fiir von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Eingesetzte sowie in dieser Arbeit hergestellte Plasmide sind in Tab. 2 aufgefihrt.

Tab. 2 Plasmide

Plasmid GroRe und relevante Determinanten Herkunft/Referenz
PAN1 7,0 kBp; Cm', ¢3tl, p15A oriR Mermelstein und
Papoutsakis, 1993
pIMP1 4,6 kBp; Ap', MLS', ColE1 oriR, Mermelstein et al.,1992
pIMP13 oriR+
pETSPO 5,1 kBp; Cm', fragmentiertes Harris et al., 2002

spoOA mit dazwischen klonierter
MLS'-Kassette fiir die Integration in
das Chromosom

pETSPO* 4,2 kBp; Cm', pETSPO ohne Feustel, 2004
900 Bp-repL-MCS-Fragment

pLF3 2,6 kBp; Cm', pETSPO* ohne Feustel, 2004
1607 Bp ermC-spoOA-Fragmente

pBS4 5,1 kBp; pETSPO, nur spoOA er-  diese Arbeit
setzt durch adcR
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Plasmid GroRe und relevante Determinanten Herkunft/Referenz
pBS5 5,1 kBp; pETSPO, nur spo0A er- diese Arbeit
setzt durch adcR
pBS6 5,2 kBp; pETSPO, nur spo0A er- diese Arbeit
setzt durch adcS
pBS7 5,2 kBp; pETSPO, nur spo0OA er-  diese Arbeit
setzt durch adcS
pBS8 5,2 kBp; pETSPO, nur spo0A er- diese Arbeit
setzt durch adcS
pBS9 5,2 kBp; pETSPO, nur spo0A er-
setzt durch adcS
pPET31(+) 5,4 kBp; Pi.c, T7-Promoter, Ap', Invitrogen GmbH, Karls-
lacl® ruhe
pSOA 6,2 kBp; spoOAx6His-Fusion in Hollergschwandner, 2003
pET31(+)
pET29a(+) 5,4 kBp; Piac, T7-Promoter,Km', Calbiochem-
lacl, f1 ori, lacl Novabiochem, Schwal-
bach
pBS1 6,2 kBp, adcSx6His-Fusion in diese Arbeit
PET29(+)
pBS2 6 kBp, adcRx6His-Fusion in diese Arbeit
pET29(+)
pIMP121 7,3 kBp; pADR110 (A stromauf- Bohringer, 2002
warts von Pagc)
pIMP122 7,3 kBp; pADR112 (A stromauf- Bohringer, 2002
warts von Paqc)
pBS77 4,8 kBp; ptb-buk-Promoter als 122- diese Arbeit
Bp-EcoRI/Ndel-Fragment in pIMP1
pBS78 5,2 kBp; adcR als 643-Bp-Frag- diese Arbeit

ment in sense-Orientierung in
pBS77
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Plasmid GroRe und relevante Determinanten Herkunft/Referenz
pBS79 5,2 kBp; adcR als 643-Bp-Frag- diese Arbeit
ment in antisense-Orientierung in
pBS77
pBS80 5,4 kBp; adcS als 751-Bp-Frag- diese Arbeit
ment in sense-Orientierung in
pBS77
pBS81 5,4 kBp; adcS als 751-Bp-Frag- diese Arbeit
ment in antisense-Orientierung in
pBS77
pBS82 6 kBp; adcR/adcS als 1399-Bp- diese Arbeit
Fragment in sense-Orientierung in
pBS77
pBS83 6 kBp; adcR/adcS als 1399-Bp- diese Arbeit
Fragment in antisense-Orientierung
in pBS77
pHISi 6,8 kBp; Vektor fur die Integration = CLONTECH Laboratories
am HIS3-Locus; tragt das HIS3-Re- GmbH; Heidelberg
portergen
pHISi-1 5,4 kBp; Vektor fur die Integration = CLONTECH Laboratories
der DNA-Bindestelle; HIS3-Re- GmbH; Heidelberg
portergen
pLacZi 6,9 kBp; Vektor fur die Integration = CLONTECH Laboratories
der DNA-Bindestelle; lacZ-Re- GmbH; Heidelberg
portergen
p53HIS 6,6 kBp; Positivkontrolle; p53- CLONTECH Laboratories
Bindestelle; HIS3-Reportergen GmbH; Heidelberg
p5S3BLUE 6,7 kBp; Positivkontrolle; p53- CLONTECH Laboratories
Bindestelle; lacZ-Reportergen GmbH; Heidelberg
pGAD53m 7,8 kBp; Positivkontrolle; p53-Gen CLONTECH Laboratories
zusammen mit GAL4 AD GmbH; Heidelberg
pGAD424 6,6 kBp; Negativkontrolle bzw. AD- CLONTECH Laboratories

Klonierungsvektor GmbH; Heidelberg
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Plasmid GroRe und relevante Determinanten Herkunft/Referenz

pGAD424/spo0A 7,5 kBp; spo0A in pGAD424 (MCS) diese Arbeit

pGAD424/orf5 7,5 kBp; orf5in pGAD 424 (MCS) diese Arbeit

pHISI/BD 6,8 kBp; 33-Bp-Binderegion in diese Arbeit
pHISI

pHISi-1/BD 5,4 kBp; 33 Bp Binderegion in diese Arbeit
pHISi-1 (MCS)

pLacZi/BD 6,9 kBp; 33 Bp Binderegion in diese Arbeit

pLacZi (MCS)

" Bei der Berechnung der Plasmidgréfen wurde matematisch gerundet.

Die zur Amplifikation von DNA Fragmenten verwendeten Oligodesoxynukleotide
(im weiteren Oligonukleotide oder Primer) sind in den folgenden Tabellen (Tab. 3-
Tab. 11) entsprechend ihrer Verwendung in den Experimenten aufgelistet.

Tab. 3 Primer fiir die DNA-Affinititschromatogrsphie (3.1.1.1)

Primer Sequenz (5'—» 3') Sonstiges
adcintdownbiot =~ TAATGTAAATATAAATAAATAGGACTAGAGGCC 5'-Biotinylierung
adcintupsal GTCGACCCTAAATTTAATGTTTAGC Sall
adclangbiot TTCATATCCTTCATAATCTGC 5'-Biotinylierung
IMP1 TGCAAGGCGATTAAGTTGGG

Nicht kompementare Basen sind in Kleinbuchstaben dargestellt, Restriktionsschnittstellen sind rot
markiert und unterstrichen.
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Tab. 4 Primer fiir adcR/adcS-Expressionsstudien (3.1.2)

Primer Sequenz (5'— 3') Sonstiges
37/38fw CATAAGAAATATGAGTTATCTCAAG
37/38rev CTTTATCAACTTCCTCAACGGG
36/37fw ATCACCGTGTACTTTAGTTGTTCC
36/37rev GCATCTCTTGTTCTAAAAGTAAACGC
gyrA-RT-for GCAATGAGCGTTATAGTAAGCCGTGC

GyrA-RT-rev GCAGCAGCAGAGTCACCGTCAACCG

Tab. 5 Primer zur Herstellung von Sonden fiir Northern blot-Experimente (3.1.2)

Primer Sequenz (5'— 3') Sonstiges
adcRfw TCTTGAGATAACTCATATTTCTTATGG
adcRrev AGCTATTCCTAGTTTTCTTATTAATACTACG
cap0036fw ATTGCAACAGGTTATATGTGTTCAGGC
cap0036rev CTCATGTATAAAATGTCCAGAACC

Tab. 6 Primer zur Herstellung von sense- und antisense-Plasmiden (3.1.3.1.1)

Primer Sequenz (5'— 3') Sonstiges

KLO8 gg9gAATacaTatgtcgACACTCCCTTTTACTATTT Ndel

KLO9 cGgAattcTATAAAATATAAATAATTTTC EcoRI

AS136Ndel GCCTTTTGTTTTTTAcatatgAGATTTTTCTCACAC Ndel

AS236Ndel GATTTTCAIATGGAAGAAAAATTATCAGACG Ndel

AS137Ndel CGTCTGATAATTTTTCTTCCATTTCAtAtgCTCC Ndel

AS237Ndel GAATAGCCcATATGGATGAAACTAATTTAATTTC Ndel

IRDIMP1 TGCAAGGCGATTAAGTTGGG IRD800-Markierung

Nicht kompementére Basen sind in Kleinbuchstaben dargestellt, Restriktionsschnittstellen sind rot
markiert und unterstrichen.
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Tab. 7 Primer zur Herstellung von Integrationsplasmiden (3.1.3.2.1)

Primer

36BamHI
36EcoRl
37BamHlI
37EcoRl
ermc-eco81I-f
ermc-eco81I-r
ermc-xhol-f
ermc-xhol-r
RepL_eco_for
RepL_eco_rev

Sequenz (5' —* 3') Sonstiges
GATTTTggAtccGAAGAAAAATTATCAGACG BamHI
GCCTTTTGTTTTTTAgaaTtcAGATTTTTCTCACAC EcoRI
GAATAGCggatccGATGAAACTAATTTAATTTC BamHI
CGTCTGATAATTTTTCTTCCATTTgAAttcCTCC EcoRl
gcgcectnaggGTGAATGCGCAAAAGACATAATCG Eco81l
gcgcectnaggdGGATGTATTCACTAATAGAATAAGAG Eco81l
gcgctcgagGTGAATGCGCAAAAGACATAATCG Xhol
gcgetcgagGGATGTATTCACTAATAGAATAAGAG Xhol
AGTgaattcCCGGGGATCCGTCGAC EcoRI
ATCCgaattcCGGCATTCAC EcoRI

Nicht kompementare Basen sind in Kleinbuchstaben dargestellt, Restriktionsschnittstellen sind rot
markiert und unterstrichen.

Tab. 8 Primer zur Herstellung von Deletionsplasmiden (3.1.3.2.2)

Primer

catPfw
catPrev
adcRdofwSal

adcRdorevcatP

adcRupfwcatP

adcRuprevBamHI
cap0036dofwSall
cap0036dorevcatP

cap0036upfwcatP

Sequenz (5'—*3')

AATGTGGTATAATATCTTTGTTCATTAGAGCG
GTTACAGACAAACCTGAAGTTAACTATTTATCAATTCC
AATATTAQTcgACAACAGTAATTAAAGATTGTC
cgctctaatgaacaaagatattataccacatt-
GATATATATTGAAAATACAGCATCTCTTG
ggaattgataaatagttaacttcaggtttgtctgtaac-
TAGTTTCATCCATATAGCTATTCCTCC
CCTACTTCCAAAgGAtccGCTATGAATACTAG
AAGTTCTATTGtcGaCTCATCTATCCAGCC
cgctctaatgaacaaagatattataccacatt-
GAGGAAACAATATTACAATAGGCCCTAACTGC
ggaattgataaatagttaacttcaggtttgtctgtaac-
GTTTCCTCCACCTATACTTCCGCTTCC

cap0036uprevBamHI ACACCACCggaTCcTGGATTTCTTCTTCC

Sonstiges

Sall
catP-Uberhang

catP-Uberhang
BamH]I

Sall
catP-Uberhang

catP-Uberhang

BamHl|

Nicht kompementére Basen sind in Kleinbuchstaben dargestellt, Restriktionsschnittstellen sind rot
markiert und unterstrichen.
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Tab. 9 Primer zur Klonierung in den Uberexpressionsvektor pET29a(+) (3.1.4.1)

Primer

ygaS1hinCl
ygaS2riuckCl
yhbE1hinClI
yhbE2riickCl

Sequenz (5'—> 3') Sonstiges
GAATAGCCcATATGGATGAAAC Ndel
TCCTTTAagcTtTAGTGATAATTTTGATTTTAATTCTTCTAAAC Hindlll
GGAGATTTTcAtATGGAAGAATTATCAGACG Ndel

CTCCACACTaagcTtTTCATCAACCTTTTTGCAAAGTGCC Hindlll

Nicht kompementére Basen sind in Kleinbuchstaben dargestellt, Restriktionsschnittstellen sind rot
markiert und unterstrichen.

Tab. 10 Primer zur Herstellung von Sonden fiir Gelretardationsexperimente (3.1.6)

Primer

Sequenz (5' —» 3') Sonstiges

adcintlang2
imp2

adcmit1
adcmit2
bukmit1
bukmit2
bs-adc-fw
bs-adc-rw
adc-0A3-rw
adc-0A3-fw
adc-0A1-rw
adc-0A2-fw
adcmit1biot
bukmit1biot
bs-adcfwbiot
adcR-spo0A-fw
adcR-spo0A-rw
CPE-int-BS-for
CPE-int-r-pst1

AAAAGTCACCTTCCTAAATTTAATAATG

ATATATGGTGTAAAAATTTAC

GATGAGCCCTTAGTCAGG

CCTACTAAAGTATCTGAATCC

TCTTAAAGCCAATAGTAAGTGG

AACTGCTTTTTGATTTAATGCATGG

CCTATAAGAGACACTATATCG

GTTTAATTACTTCATCCTTTAAC

CATTATAACACATATTG

CATAAAAACACCTCCACATAAG

ATAAAAGTACACTTCC

GAATTTTTAGGAAGTGTAC

GATGAGCCCTTAGTCAGG 5'-Biotinylierung
TCTTAAAGCCAATAGTAAGTGG 5'-Biotinylierung
CCTATAAGAGACACTATATCG 5'-Biotinylierung
ACATTGTTACGTTTGCAATAGGAAAG

TCTTTATCAACTTCCTCAACGG

AATTAACATTTCAACTTGATCTC

gctctgcagGCATTTTCGAACAACATTGG Pstl

Nicht kompementare Basen sind in Kleinbuchstaben dargestellt, Restriktionsschnittstellen sind rot
markiert und unterstrichen.
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Tab. 11 Primer fiir Hefe-Ein-Hybrid-System-Experimente (3.2.2)

Primer Sequenz (5'—> 3’)
orf5-S-2Hy CTTAATTTGTCGACTTCTGAAATAATACTAC
orf5-E-2Hy CATTTTGAATTCAAATCTCTTAACAAAGCTGTG

spoOA-Mal EcoRl  GAGTTAGAATTCGAAAGTAGAAAAATAAGTG
spo0OA-Mal-Pstl CTTTTACTGCAGTATTATTACATTTAACTTAGCTAAC
spo0A-BS1 GGACGAATTCATCGATTACGCCAACCCGGGAGG
spo0A-BS3 CCTCCCGGGTTGGCGTAATCGATGAATTCGTCC

Restriktionsschnittstellen sind rot markiert und unterstrichen.

Sonstiges

Sall

EcoRl

EcoRI

Pstl

EcoRl, Clal, Smal
Smal, Clal, EcoRI
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2.2 Zellanzucht

2.2.1 Nahrmedien

Aerobe Flussigmedien wurden nach der pH-Einstellung fur mind. 20 min bei
121 °C und 1,2 bar Druck autoklaviert. Thermolabile oder geringe Mengen
spezieller Substanzen wurden sterilfiltriert und dem Medium nach dem Abkuhlen

(ca. 50 °C) zugegeben. Fur die Herstellung fester Medien erfolgte vor dem
Autolavieren die Zugabe von 1,5 % Agar.

Die Herstellung anaerobe Medien erfolgte, indem die Flussigkeit nach der
Einstellung des pH-Werts abwechselnd mit N2 be- und durch Anlegen eines
Vakuums entgast wurde. Zeigte der zugegebene Redoxindikator (1 mg/ml) einen
deutlichen Farbumschlag, wurde das Medium autoklaviert. Thermolabile und
geringe Mengen spezieller Substanzen sowie Titan-NTA-Lésung (2.2.3) zur
weiteren Reduktion wurden dem Medium nach dem Abkuhlen (ca 50 °C) zu-
gegeben.

2.2.1.1 LB- (Luria-Bertani-) Medium (Sambrook et al., 2001)
Trypton 10 g 1 % (w/v)
NaCl 10 g 172 mM
Hefeextrakt 5 g 0,5 % (wlv)
H.0 ad 1000 ml

2212 Phosphatlimitertes Minimalmedium, MES-gepuffert (Bertram et al.,

1990)

Glucose x H,O 40 g 202 mM
MES 21,3 g 100 mM
(NH4)SO4 2 g 15,1 mM
MgSO4 x 7 HO 100 mg 400 mM
KH2PO4 100 mg 740 mM
FeSO4 x 7 H0O 15 mg 54 mM
MnSQO4 x H20 15 mg 88 mM
NaCl 10 mg 170 mM
CaCl x 2 H,O 10 mg 68 mM
Na,MoO4 x 2 H,O 10 mg 41 mM
Thiamin-HCI 2 mg 59 uM
p-Aminobenzoesaure 2 mg 16 UM
Biotin 100 Mg 04 uM

H20 ad 1000 ml
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Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren mit 6 M NaOH auf 7,3 eingestellt und

betrug nach dem Autoklavieren ca. 6,9.

2.2.1.3 SOB-Medium (Sambrook et al., 2001)
Trypton 5 g 2
Hefeextrakt 1,5 g 0,5
NaCl 140 mg 10
KCI 480 mg 2,5
H.O ad 125 ml

% (w/v)
% (w/v)
mM
mM

Vor Gebrauch wurden dem Medium 125 ml getrennt autoklavierte Magnesium-

salze zugegeben:

mg 10
mg 10
ml

MgCl x 6 H,0 508
MgSQO4 x 7 H,O 610
H.0 ad 125
2214 TB-Medium (Sambrook et al.,
Trypton 12
Hefeextrakt 24
Glycerin 4
H20 ad 900

Vor Gebrauch wurden dem Medium 100

phatpuffer (0,1 M) zugegeben:

mM
mM

% (w/v)
M
% (w/v)

ml getrennt autoklavierter Kaliumphos-

KH2PO4 231 g 170
K2HPO4 1254 ¢ 720
H2.0 ad 100 ml

2.2.1.5 2x YTG-Medium (Oultram et al., 1988; mod.)
Glucose x H,0O 5 g 25
Trypton 16 g 1,6
Hefeextrakt 10 g 1
NaCl 5 g 86
H20 ad 1000 ml

mM
mM

mM
% (w/v)
% (w/v)
mM
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2.2.2 Nahrmedien fiir Saccharomyces cerevisiae

2.2.2.1 SD- (synthetic dropout) Medium

FUr die Herstellung von 1000 ml SD-Minimalmedium wurden 6,7g SD base
(Grundmedium ohne Aminosauren) eingewogen, mit H,O auf 850 ml aufgefullt
und auf einen pH von 5,8 eingestellt. Im Falle von Platten wurden zusatzlich 20 g/l

Agar eingewogen. Nach dem Autoklavieren wurden dem Grundmedium 50 ml
Glucose-Losung (40 %, w/v, Endkonzentration 2 %) und 100 ml der jeweiligen
sterilen 10x DO- (dropout) Lésung (Aminosaure- und Nukleosidgemisch) zuge-
geben.

10x DO- (dropout) Losung

Adeninhemisulfat 2000 mg
L-Arginin-HCI 2000 mg
L-Histidin-HCI x H,O 200 mg
L-Isoleucin 300 mg
L-Leucin 1000 mg
L-Lysin-HCI 300 mg
L-Methionin 2000 mg
L-Phenylalanin 500 mg
L-Threonin 200 mg
L-Tryptophan 200 mg
L-Tyrosin 300 mg
Uracil 200 mg
L-Valin 1500 mg
H20 ad 1000 ml
2222 YPD-Medium
Pepton 20 g
Hefeextrakt 10 g
H20 ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium 50 ml Glucose-Lésung (40 %, wlv,
Endkonzentration 2 %) zugegeben. Im Falle der Herstellung von Platten wurden
vor dem Autoklavieren zusatzlich20 g/l Agar eingewogen.
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2.2.3 Medienzusatze

Die in Tab. 12 aufgefuhrten Medienzusatze wurden als 1000fach konzentrierte
Stammldsungen in ihrem jeweiligen Losungsmittel angesetzt. Alle Losungen
wurden sterilfiltriert und den sterilen, abgekuhlten (ca. 50 °C) Medien zuge-
setzt. Ihre Lagerung erfolgte in Aliquots bei -20 °C.

Tab. 12 Medienzusatze

Medienzusatze Stammlésung [mg/ml] Arbeitskonzentration
[ug/mi]
Ampicillin, Na-Salz 100 (H20) 100
Chloramphenicol 30 (Ethanol, 96 %, v/v) 30
Clarithromycin® 5 (H20) 5
Erythromycin 25 (Ethanol, 50 %, v/v) 250
IPTG 24 (H,0) 12-48
Kanamycin 50 (H20) 50
Rifampicin 200 (Ethanol, 50 %, v/v) 150
Tetracyclin- 20 (H20) 20
Hydrochlorid
Thiamphenicol 20 (Ethanol, 50 %, v/v) 20

Ein flr anaerobe Medien verwendeter Zusatz ist Titan(lll)-NTA (Nitrilo-
trichloressigsaure) -Losung. Titan-NTA ist ein sehr effektives Reduktions-mittel.
Auf Grund seines stark negativen Redoxpotentials (E° [Ti**/Ti**]=-480 mV) bietet
es die Maoglichkeit, Medien und Losungen direkt vor der Benutzung zu reduzieren.
Zur Herstellung von 75 ml dieser Lésung wurden in einer Muller & Krempel-
Flasche (125 ml, Bllach, Schweiz) 5,73 g NTA (400 mM) in 30 ml H,O und 20 ml
5 M Natronlauge gel6st und anaerobisiert. Anschlie3end erfolgte unter standigem
Ruhren die Zugabe von 6,4 ml 15 %iger (w/v) TiCls-Lésung und 10 ml anaerober
NaCOs-Lésung (2 M). Eine zusatzliche Kanule sorgte flr den, durch die CO,-
Entwicklung notwendigen, Druckausgeleich. Die fertige Losung (dunkelblau bis
turkisfarben) wurde mit anaerobisiertem Wasser auf 75 ml aufgefullt und
abschlieRend sterilfiltriert.

Fir die Selektion ausgewahlter rekombinanter S. cerevisiae-Stamme war es not-
wendig, dem SD-Medium (2.2.2.1) zusatzlich 3-AT (3-Amino-1, 2, 4-triazol) zuzu-
setzen. Dazu wurde eine 1 M 3-AT-Stammldsung hergestellt, sterilfiltriert und dem
Medium nach dem Autoklavieren und Abklhlen (ca. 50 °C) in entspechender
Konzentration zugesetzt.
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2.2.4 Stammhaltung

Zur Herstellung von E. coli-Stammkulturen wurden 0,7 ml Zellsuspension einer UN
in LB-Medium, gegebenenfalls unter selektiven Bedingungen, gewachsenen Kultur
mit Glycerin (30 %, v/v) versetzt und in 2-ml-Schraubdeckelreaktionsgefallen bei
-70 °C gelagert. Alternativ wurde anstatt Glycerin DMSO (10 %, v/v) verwendet.
Glycerin und DMSO werden bei der Stammhaltung als Gefrierschutzmittel
eingesetzt, da sie als stark polare Molekule Wasser binden und somit die Makro-
molekule stabilisieren. In den Zellen wird dadurch ein Wasserentzug, eine
Konzentrierung von Elektrolyten und eine Bildung von Eiskristallen verhindert.

Die Stammhaltung von S. cerevisiae erfolgte analog der von E. coli, jedoch
erfolgte hier die Anzucht in YPD-Medium.

Fir die Herstellung von Stammkulturen von C. acetobutylicum wurde die Sporen-
bildung des Organismus ausgenutzt. 200 ul einer logarithmisch wachsenden
Kultur wurden unter anaeroben Bedingungen auf 2x YTG-Platten, gegebenenfalls
unter Antibiotikaselektion, ausplattiert und ca. eine Woche bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden die gewachsenen Kolonien mit ca. 5 ml 2x YTG-Medium
unter zu Hilfenahme eines Drigalskispatels von den Platten abgeschwemmt, in 2-
ml-Schraubdeckelreaktionsgefalle abgeflllt (Sporensuspension) und aerob bei
-70 °C gelagert.

Alternativ erfolgte die Herstellung einer Sporensupension, indem 50 ml einer
sporulierenden C. acetobutylicum-Kultur zentrifugiert (5000 Upm, 10 min, 4 °C)
und das Sediment in 1-5 ml Puffer (PBS- oder Kalium- oder Natriumphosphat-
puffer) geldst wurden. Die Lagerung erfolgte ebenfalls in Schraubdeckelreaktions-
gefallen bei -70 °C.

Die Reinheit einer Kultur wurde durch mikroskopische Betrachtung kontrolliert. Im
Falle von C. acetobutylicum wurde die ldentitdt zusatzlich durch eine gas-
chromatographische Bestimmung des Produktspektrums (2.2.6.2) verifiziert.

2.2.5 Anzuchtbedingungen

Die Anzucht von E. coli erfolgte aerob auf LB-Fest- und in LB-Flussigmedium.
Flissige Medien wurden bei 37 °C und 150-200 Upm und Agarplatten bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Bei Kulturvolumina bis 5 ml wurde mit Reagenzglasern, bei
groReren Volumina mit Schikanen-Erlenmeyerkolben, gearbeitet.

Im Falle von S. cerevisiae wurde analog zu E. coli gearbeitet. Lediglich das
Medium (SP- und/oder YPD-Medium) und die Schittlergeschwindigkeit (200-250
Upm) wurden angepal3t.

Die Kultivierung von C. acetobutylicum erfolgte anaerob und je nach Anwendung
in 2x YTG- oder MES-gepuffertem Medium. Kulturvolumina bis 5 ml wurden in 10-
ml-Hungate-Réhrchen (Bellco Glass, Inc.; Vineland, USA; in Deutschland verkauft
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von Dunn Labortechnik; Asbach) mit Butylstopfen und Schraubdeckeln, groRere
Volumina in 125-, 500- und 1000-mI-Mdaller & Krempel-Flaschen (Bulach, Schweiz)
mit Naturgummistopfen und Edelstahldeckeln inkubiert. Um eine Zerstdrung der
KulturgefaRe durch produzierte Gase wie Kohlendioxid und und Wasserstoff zu
vermeiden, wurden diese hochstens bis zur Halfte mit Medium befiillt.

2.2.6 Bestimmung von Wachstums- und Stoffwechselparametern
2.2.6.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte von Bakterien und Hefekulturen wurde in 1,6-ml-Einmal-
kUvetten aus Plastik mit einer Schichtdicke von 1 cm in einem Spektralphotometer
bei einer Wellenlange von 600 nm (ODgy) gegen das entsprechende sterile
Medium als Leerwert bestimmt. Bei Proben von Zelldichten groer 0,3 wurde mit
sterilem Medium verdunnt, um im linearen MefRbereich des Gerats zu bleiben.

2.2.6.2 Gaschromatographische Analytik von Produkten

Die Quantifizierung der von C. acetobutylicum produzierten Sauren und Losungs-
mittel erfolgte in einem Chrompack CP9001-Gaschromatographen mit Flammen-
ionisationsdetektor. Zur Probenvorbereitung wurden 1,5 ml einer Kultur zentrifu-
giert (13000 Upm, 5 min, 4°C), 1 ml des Uberstands in ein 1-ml-RollrandgefaR
(Chrompack GmbH; Frankfurt) Gberfuhrt, mit 100 pl internem Standard (110 mM
Isobutanol in 2 M Schwefelsaure) versetzt und mit einem Septum gasdicht
verschlossen. Der Probenauftrag erfolgte per Hand unter Verwendung einer
Hamilton-Spritze (Hamilton Bonaduz AG; Bonaduz, Schweiz). Zur Analyse wurden
folgende Chromatographiebedingungen gewahlt:

Detektor FID (Micro-TCD)

Detektortemperatur 230 °C

Injektortemperatur 210 °C

Probenvolumen 1l

Saule Glas (Innendurchmesser 2 mm)

Saulenlange 2m

Saulenpackung Chromosorb 101 (80-100 mesh)

Tragergas N2 (30 ml/min)

Temperaturprofil 155 °C bis 197 °C mit 9K/min, 197 °C bis

6,65 min
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Die verwendete Saule erlaubt sowohl Wechselwirkungen mit Alkoholen, als auch
mit Carbonsauren, so dal} alle Hauptstoffwechselprodukte von C. acetobutylicum
in einer gemeinsamen Analyse aufgetrennt werden konnten.

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte unter Verwendung der Computer-
software Maestro Sampler Il, Version 2.1 (Varian Deutschland GmbH; Darmstadt)
anhand eines Kalibrierchromatogramms, das mit Hilfe einer Kalibrierldsung erstellt
wurde. Die Kalibrierlosung enthielt die zu analysierenden Substanzen Acetat,
Aceton, Butyrat, Butanol und Ethanol jeweils in einer Konzentration von 5 mM und
10 mM des internen Standards Isobutanol.

2.3 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.3.1 _Behandlung von Geraten und Lésungen

Alle Gerate und Losungen mufiten vor der Verwendung derart behandelt werden,
dall eventuell vorhandene Nukleasen inaktiviert wurden. Dazu wurden alle
hitzestabilen Gerate und Lésungen vor Gebrauch fir min. 15 min bei 121 °C
autoklaviert, Kleingerate aus Metall und Gegenstande wie Drigalskispatel und
Impfose wurden entweder mit Ethanol (70 %, v/v) gespult oder kurz mit Ethanol
abgeflammt. Hitzelabile Losungen wurden sterilfiltriert.

Die fur das Arbeiten mit RNA bendtigten Gerate und Reagenzien wurden, wenn
mdglich, doppelt autoklaviert und separat aufbewahrt. Im Falle, da} diese
Behandlung nicht moglich war, wurden Gerate und Arbeitsflachen mit 0,1 % SDS
und 0,1 M NaOH behandelt und anschliel’iend mit doppelt autoklaviertem Wasser
gespult. Hitzelabile Losungen wurden sterilfiltriert und ebenfalls separat gelagert.
Alle Arbeiten erfolgten mit Einmal-Handschuhen.

2.3.2 Wasser, Puffer und Lésungen
Folgende im Text nicht weiter erlauterte Lésungen und Puffer wurden in den
verschiedenen Versuchen verwendet:

Wasser

Mit H,O wird in der Regel das aus einem lonenaustauscher Elgastat Maxima
gewonnene bidestillierte Wasser bezeichnet. Fur die Herstellung komplexer
Medien und Laufpuffer fur Gele wurde jedoch lediglich demineralisiertes Wasser
verwendet.
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TAE-Puffer (50x)

Tris 242 g 2 M
EDTA 37,2 g 100 mM
Eisessig 57,1 ml 1 M
H20 ad 1000 ml pH7,5

TBE-Puffer (5x)

Tris 121 g 1 M
EDTA 3,7 g 10 mM
Borsaure 53,4 g 0,83 M
H20 ad 1000 ml pH 8,3

TE-Puffer (1x)

Tris/HCI (1 M, pH 8) 10  ml 10 mM
EDTA (0,5 M) 2 ml 1 mM
H,0 ad1000  ml

Lysozym-Losung

Lysozym 20 mg/ml H,O

Die Losung konnte aliquotiert und bei -20 °C gelagert werden. Am Ver-
wendungstag wurde die entsprechende Menge aufgetaut und nur an diesem Tag
verwendet.

Proteinase K-Losung

Proteinase K 2,5 mg/ml TE-Puffer

Die Losung konnte aliquotiert und bei -20 °C gelagert werden. Am Ver-
wendungstag wurde die entsprechende Menge aufgetaut und nur an diesem Tag
verwendet.

RNase A-Lésung

RNase A 10 mg/ml TE-Puffer

NaCl 15 mM
Die Losung wurde vor Gebrauch zur Inaktivierung von DNasen fur 15 min bei
95 °C inkubiert, nach dem Abkuhlen aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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2.4 Isolierung von Nukleinsauren

2.4.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus C. acetobutylicum (Bertram und
Diirre, 1989; mod.)
Die Isolierung von Gesamt-DNA erfolgte im Falle von C. acetobutylicum aus
Kulturvolumina von 50-75 ml 2x YTG-Medium (2.2.1.5). Die Zellen wurden Uber
Zentrifugation (5000 Upm, 10 min, 4 °C) sedimentiert, das Sediment mit Kalium-
phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) gewaschen und in 1,9 ml STE-Puffer suspendiert.
Der Zellaufschlu® erfolgte durch Zugabe von 380 pl Lysozym-Lésung (20 mg/ml)
und eine Inkubation bei 37 °C fur 30 min. AnschlieBend wurden nacheinander
240 ul EDTA- (0,5 M) und 20 pl Tris- (1 M) Lésung zugegeben, gemischt und
weitere 10 min bei 37 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 100 ul Proteinase K-
Lésung (2,5 mg/ml) und eine Proteolyse flir 3 h bei 37 °C unter langsamem
Schwenken. Nach der Zugabe von 600 ul Na-Perchlorat-Lésung (5 M) und gutem

Mischen wurde der Ansatz einer Phenol-Isoamylalkohol-Extraktion (2.5.1) unter-
zogen. Die DNA wurde anschlieBend durch die Zugabe von 2,7 ml Isopropanol
gefallt, durch Zentrifugation (13000 Upm, 30 min, 4 °C) sedimentiert und bei 37 °C
getrocknet. Die getrocknete DNA wurde in 200 ul TE-Puffer aufgenommen und mit
RNase A-LOsung versetzt. Nach einer einstundigen Inkubation bei 37 °C wurden
60 pl Proteinase K-Losung zugegeben, 2h bei 37 °C inkubiert und der Ansatz
abermals einer Phenol-Isoamylalkohol-Extraktion (2.5.1) unterzogen. Nach einer
abschlielfenden Ethanolfallung wurde die DNA mit Hilfe einer gebogenen Glas-
pipette geangelt, mit 70 %iger Ethanol-Losung gewaschen und in 300 pl TE-Puffer
aufgenommen.

STE-Puffer

Saccharose 67 g 6,7 % (wlv)
Tris 6,06 g 50 mM
EDTA 037 g 1 mM

H20 ad 1000 ml pH 8,0

2.4.2 lIsolierung von Gesamt-RNA aus C. acetobutylicum

Um der geringen biologischen Halbwertszeit von RNA Rechnung zu tragen, fand
die Probennahme im 2-ml-Maf3stab mdoglichst rasch statt, und die Zellen wurden
nach Zentrifugation (14000 Upm, 4 °C, 1 min) sofort in 2-ml-Reaktionsgefalien in
flussigem Stickstoff schockgefroren.
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24.2.1 Isolierung von Gesam-RNA (Oelmliller et al., 1990; mod.)

Um grofRe Mengen Gesamt-RNA zu extrahieren, wurden das Zellsediment in 0,7
ml eiskaltem ASE-Puffer suspendiert und sofort 0,7 ml auf 60 °C erwarmtes
'AquaPhenol™ (wassergesattigtes Phenol) zugegeben und 30 s kriftig gemischt.
Der Ansatz wurde anschlieRend 10 min bei 60 °C inkubiert und die beiden Phasen
durch wiederholtes Mischen in Suspension gehalten. Nach einer Zentrifugation
(13000 Upm, 10 min, 4 °C) wurde die walrige Phase in ein neues 2-ml-Reaktions-
gefaR Uberfiihrt und mit 0,6 ml 'AquaPhenol™ versetzt. Nach dem Mischen wurde
erneut zentrifugiert und die Phenol-Behandlung so lange wiederholt, bis keine
Interphase mehr zu erkennen war. AbschlielRend erfolgte jeweils eine Extraktion
mit 'AquaPhenol™/ReadyRead™ (1:1, v/v) bzw. 'Ready/Red™'. Nach Beendigung
der Behandlung wurde die RNA einer Ethanolfallung (2.5.2) unterzogen, das
Sediment in 30 pl H,O aufgenommen und bei -70 °C gelagert.

Auf diese Weise praparierte RNA wies in den meisten Fallen noch eine Ver-
unreinigung mit DNA auf, so dald eine DNase-Behandlung angeschlossen wurde.
Hierzu wurde das Volumen der RNA-L6sung mit H,O auf 150 pl erhéht und 20
DNase-Puffer (10x) und 30 pl RNase-freie DNasel (100 U) zugegeben. Nach
mind. 30 min Inkubation bei 37 °C wurde der Ansatz zur Entfernung der DNase
einer Phenol-Cloroform-Extraktion (2.5.1, mit den Losungen siehe oben) und einer
Ethanolfallung (2.5.2) unterzogen und die RNA abschlielend in 30 pl HO
aufgenommen. Sollte die RNA flr den Einsatz in einer RT-PCR (2.8.3) verwendet
werden, so wurde die DNase-verdaute RNA mit 7,5 yl EDTA-L6sung (25 mM) flr
10 min bei 65 °C inkubiert.

ASE-Puffer

Na-Acetat 164 mg 20 mM

SDS 0,5 g 0,5 % (W/v)
EDTA 37 mg 1 mM

H,O ad 100 ml pH 5,5
24.2.2 Isolierung von RNA mit dem 'RNeasy Mini Kit'

Wurden nur geringe Mengen Gesamt-RNA bendtigt, so erfolgte die Praparation
mit dem 'RNeasy Mini Kit' nach den Angaben des Herstellers. Die Zellen wurden
wie beschrieben geerntet und bis zur Verwendung bei -70 °C gelagert. Um der
dicken Mureinschicht Gram-positiver Organismen Rechnung zu tragen, wurden
die Zellen vorbehandelt. Eine 30-minutige Inkubation bei 37 °C in Lysozymldsung
(20 mg/ml) half, die Zellen zu lysieren. Bei Verunreinigung der RNA mit DNA
wurde wie unter 2.4.2.1 beschrieben verfahren.
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2.4.3 lIsolierung von Plasmid DNA

2.4.3.1 Mini-Préparation aus E. coli mit dem 'GFX™ Micro Plasmid Prep Kit'
Zur Gewinnung von reiner Plasmid-DNA wurde der 'GFX™ Micro Plasmid Prep
Kit' nach den Abgaben des Herstellers verwendet. Das Prinzip dieser Anwendung
beruht auf einer, durch chaotrope Salze hervorgerufenen Bindung der DNA an
eine Glasfasermatrix, von der die DNA anschlieend durch H,O oder Puffer eluiert
werden kann.

Wurde weniger reine DNA bendtigt bzw. sollten nur Plasmide aus potentiellen
Klonen einer Ligation prapariert werden, so wurden gebrauchte Saulen des
'GFX™ Micro Plasmid Prep Kits' 3mal mit 100 pl H,O gespiilt und anschlieRend
wie beschrieben verwendet. Eine Wiederverwendung der Saulen war bis zu 3mal
maoglich.

2432 Midi-Praparation aus E. coli (Sambrook et al., 2001)

Grol3e Mengen sauberer Plasmid DNA aus E. coli wurden aus 50-70 ml einer auf
LB-Medium, UN bei 37 °C gewachsenen Kultur isoliert. Das durch Zentrifugation
(4000 Upm, 10 min, 4 °C) erhaltene Zellsediment wurde in 5 ml Léosung A
suspendiert und nacheinander 10 ml frische Losung B und 7,5 ml Losung C
zugegeben, wobei nach jedem Schritt durch vorsichtiges Invertieren gemischt und
5 min auf Eis inkubiert wurde. Nach einer Zentrifugation (4000 Upm, 30 min, 4 °C)
wurde der Uberstand durch 2 Lagen Mullbinden gefiltert, die darin enthaltene
Plasmid-DNA durch die Zugabe von 0,8 Vol. Isopropanol gefallt und durch Zentri-
fugation (4000 Upm, 20 min, 4 °C) sedimentiert. Das DNA-haltige Sediment wurde
in 2 ml H,O geldst. Zur selektiven und quantitativen Abtrennung der noch zu
groRen Teilen enthaltenen RNA wurden der walrigen DNA-L6sung 2 ml LiCl,-
Losung zugegeben, gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifuga-
tion (4000 Upm, 20 min, 4 °C) wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt und einer Ethanolfallung (2.5.2) unterzogen. Die prazipitierte DNA wurde
zentrifugiert (14000 Upm, 30 min, 4 °C), mit Ethanol (70 %, v/v) gewaschen und in
400 pl TE-Puffer aufgenommen. Zur Entfernung von RNA-Resten wurde der
Ansatz 30 min mit RNase A (10 mg/ml) bei 37 °C inkubiert. Eine abschliel3ende
Reinigung und Konzentrierung der Plasmid-DNA erfolgte Gber Phenol-Chloroform-
Extraktion (2.5.1) und Ethanolfallung (2.5.2). Die saubere DNA wurde in
100-200 pl TE-Puffer aufgenommen und bei -20 °C gelagert.
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Losung A

Tris 3 g 25 mM
Glucose 9 g 50 mM
EDTA 37 g 10 mM
H.0 ad 1000 ml

Losung B (frisch)

SDS (10 %, w/v) 10 mi 1 %
NaOH (2 M) 10 mi 200 mM
H.0 ad 100 ml

Losung C

K-Acetat 29,4 g 5 M
H.0 ad 100 ml pH 5,2

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure eingestellt.

LiCl,-Losung

LiCl, 21,2 g 5 M

Tris 0,6 g 50 mM

H,O ad 100 ml

2.4.3.3 Mini-Praparation aus C. acetobutylicum mit dem 'GFX™ Micro

Plasmid Prep-Kit'
Die Praparation von Plasmiden aus C. acetobutylicum erfolgte analog der Prapa-
ration aus E. coli mit dem 'GFX™ Micro Plasmid Prep Kit' nach den Angaben des
Herstellers.

2434 Schnellnachweis von Plasmiden in E. coli (cracking)

Sollten viele E. coli-Klone nach einer Transformation auf ein potentiell vor-
handenes DNA-Fragment getestet werden, so wurde die Methode des sog.
cracking angewendet. Voraussetzung fur die Anwendung ist, da} die Trans-
formation mit einem Plasmid stattfand, das in hoher Kopienzahl in der Zelle
vertreten ist.

Die Einzelkolonien oder ein Teil eines Zellsediments wurden in 50 yl EDTA-
Lésung (10 mM, pH 8,0) suspendiert, mit 50 ul frisch angesetztem cracking-Puffer




MATERIAL UND METHODEN 28

versetzt und gemischt. Nach einer Inkubation von 5 min bei 70 °C und dem
anschliefenden Abkuhlen auf Eis wurde die Probe mit 5 ul Kaliumchlorid-Lésung
4 M mit 0,4 %, w/v, Bromphenolblau) versetzt und erneut gemischt. Nach
funfminatiger Inkubation auf Eis und Zentrifugation (13000 Upm, 5 min, 4 °C) zur
Abtrennung der Zelltrimmer wurden 15 pl des Uberstands abgenommen und
direkt in einem Agarosegel (2.6.1) analysiert.

cracking-Puffer

NaOH (2 M) 100 0,2 N

SDS (10 %) 50 0,5 % (w/v)
Saccharose 0,2 g 20 % (w/v)
H.O ad 1 ml

2.4.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
DNA-Fragmente wurden in ausreichender Menge mit dem 'NucleoSpin Extract Kit'
entsprechend den Herstellerangaben isoliert.

2.5 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsauren

2.5.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um DNA-LOsungen von Proteinverunreinigungen zu befreien, wurde die DNA-
Lésung mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25: 24: 1, v/v/v), versetzt,
30 s gemischt und zur Phasentrennung zentrifugiert (13000 Upm, 5 min, RT). Die
obere walirige Phase wurde anschliel3end in ein neues Reaktionsgefall uberfuhrt
und die Prozedur so oft wiederholt, bis nach Zentrifugation keine Proteininter-
phase mehr zu erkennen war. Daraufhin erfolgten, zur Entfernung eventuell
vorhandener Phenolreste, in einem neuen Reaktionsgefall die Zugabe von 1 Vol.
Chloroform/lsoamylalkohl (24: 1, v/v) zur oberen Phase, 30 s Mischen und eine
erneute Zentrifugation. Die obere, DNA-haltige Phase wurde schlieRlich ethanol-
(2.5.2) oder isopropanolgefallt (2.5.3).

2.5.2 Ethanolfallung

Der DNA-L6sung wurden 3 M Natriumacetat (10 %, v/v, pH 5,2) zugegeben,
gemischt und die DNA mit 2,5 Vol. Ethanol (96 %, v/v) gefallt. Nach einer
Inkubation von mind. 20 min bei -20 °C wurde die prazipitierte DNA zentrifugiert
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(14000 Upm, 30 min, 4 °C), mit Ethanol (70 %, v/v) gewaschen, luftgetrocknet und
in einem geeigneten Volumen TE-Puffer oder H,O aufgenommen.

2.5.3 Isopropanolfallung

Der DNA-L6sung wurden 0,7 Vol. Isopropanol zugegeben und die gefallte DNA
sofort durch Zentrifugation (14000 Upm, 30 min, 4 °C) sedimentiert. Da Isopropa-
nol in starkerem Malde als Ethanol zur Koprazipitation von Salzen flhrt, erfolgte
hier keine Zugabe von Natriumacetat. Die DNA wurde mit Ethanol (70 %, v/v)
gewaschen, luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer oder H,O

aufgenommen.

2.5.4 Dialyse von DNA

Ligationsansatze wurden z. T. durch Mikrodialyse entsalzt, um groRere Volumina
in eine Elektroporation einsetzen zu konnen. Zu diesem Zweck wurde ein steriler
Membranfilter auf in eine Petrischale gefllltes, steriles Wasser aufgelegt und der
Ligationsansatz vorsichtig auf den Filter pipettiert. Nach 30 min war die Dialyse
abgeschlossen und der Ligationsansatz wurde vorsichtig abgenommen.

2.5.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA mittels Mikrokonzentra-
toren

Um Plasmid-Lésungen oder PCR-Ansatze von Salzen, Nukleotiden, Oligo-

nukleotiden und Proteinen < 100 kDa bzw. < 30 kDa zu reinigen und zu konzen-

trieren, wurden 'Microcon® YM-100'-Mikrokonzentratoren bzw. 'Microcon® YM-30'-
Mikrokonzentratoren verwendet. Die DNA-haltige Losung wurde mit Wasser auf
500 pl aufgefllt, auf die Konzentratormembran pipettiert und bei RT und 2000-
4000 Upm so lange zentrifugiert, bis das gewunschte Volumen erreicht war. Der
Vorgang wurde bis zu 3mal wiederholt. Das gereinigte und konzentrierte Produkt
wurde erhalten, indem der Mikrokonzentrator umgekehrt in ein neues Reaktions-
gefal} eingesetzt und kurz zentrifugiert (13000 Upm, RT) wurde.

2.5.6 Reiniqgung von DNA mit dem 'NucleoSpin Extract Kit'

PCR-Ansatze mit Fragmentgrallen >120 Bp sowie restriktionsverdaute Plasmide
wurden mit dem mit dem 'NucleoSpin Extract Kit' entsprechend den Herstelleran-
gaben von Salzen, Nukleotiden, Oligonukleotiden und Proteinen gereinigt.
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2.5.7 Reinigung von DNA mit dem 'QlAquick PCR purification Kit'
PCR-Ansatze mit Fragmentgrélien >120 Bp wurden mit dem mit dem 'QIAquick
PCR purification Kit' entsprechend den Herstellerangaben von Salzen, Nukleo-
tiden, Oligonukleotiden und Proteinen gereinigt.

2.5.8 Reinigung radioaktiv markierter DNA mit 'MicroSpin™ G-25 Columns'
Die Abtrennung nicht eingebauter Radioktivitat erfolgte durch Gelfiltration.
'MicroSpin™ G-25 Columns' wurden nach den Angaben des Herstellers ver-
wendet.

2.5.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelésungen

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren in walriger Losung erfolgte
photometrisch Uber die Ermittlung der Absorption bei einer Wellenlange von
260 nm unter Verwendung von Quarzglaskuvetten. Eine Absorption von 1 ent-
spricht 50 ug doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg einzelstrangiger RNA pro mi
(Sambrook et al., 2001). Zur Reinheitskontrolle wurde zusatzlich die Absorption
bei einer Wellenlange von 280 nm und der Quotient aus Azso und Azgy ermittelt.
Protein- und phenolfreie Losungen weisen einen Quotienten von 1,8-2,0 auf. Ein
hdherer Wert deutet auf eine entsprechende Verunreinigung hin.

2.6 Agarose-Gelelektrophorese

2.6.1 Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese von sowohl DNA als auch
RNA erfolgte in horizontalen Gelkammern eigener Bauart in einem TAE-
Puffersystem. Je nach Grolie der aufzutrennenden Molekile wurden Agarose-
konzentrationen von 0,8 % (w/v) bzw. 2 % (w/v) verwendet. Zur Beschwerung und
Markierung der Lauffront wurde die jeweilige DNA- bzw. RNA-Probe mit 0,2 Vol.
Ladepuffer (MBI Fermentas; St. Leon-Rot) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte
bei einer konstanten Spannung von 10 V/cm, bis die Lauffront ca. 1 cm vor Ende
des Gels angekommen war. Das gesamte Gel wurde anschlief3end fur ca. 10 min
in einem Ethidiumbromidbad (1 pg/ml TAE) inkubiert. Mit Hilfe von UV-Licht und
einer Videodokumentationsanlage konnte DNA bzw. RNA auf Grund der Fluores-
zenz des zwischen die Basen der Nukleinsaure interkalierten Ethidiumbromids
visualisiert und dokumentiert werden.
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2.6.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Da das Laufverhalten von einzelstrangigen RNA-Molekllen bei Elektrophorese
unter nicht-denaturierenden Bedingungen entscheidend von der Sekundarstruktur
beeinflult wird, erfolgte die elektrophoretische Auftrennung von RNA fur
Hybridisierungszwecke in formaldehydhaltigen denaturierenden Agarosegelen.
Um ein 1 %iges Gel der Dimension 250 x 200 x 5 mm zu gief3en, wurden 1,5 g
Agarose in 108 ml Wasser autoklaviert. Nach Zugabe von 27 ml Formaldehyd
(37 %, v/v) und 15 ml 10 x MAE-Puffer wurde das Gel sofort gegossen und bei
4 °C zur Aushartung fur mind. 2 h gelagert. Die Probenvorbereitung erfolgte,
indem 5-10 ug Gesamt-RNA mit 0,2 Vol. Formamid-Auftragspuffer (5x) versetzt
und 15 min bei 55 °C inkubiert wurden, um eine vollstandige Denaturierung der
Proben zu erreichen. Nachdem das erstarrte Gel mit kaltem MAE-Puffer geflutet
worden war, wurden die Proben aufgetragen und die Elektrophorese fur ca. 3 h bei
einer Feldstarke von 4 V/cm im Kuohlraum durchgefihrt. Nach Abschlul3 des
Gellaufs wurde das Gel zusammen mit einem Lineal zur Dokumentation der
Laufstrecke photographiert. Aus der Laufstrecke und der bekannten Grolie der im
Langenstandard enthaltenen DNA-Fragmente konnte auf diese Weise die GroRRe
der, nach Hybridisierung mit entsprechender Sonde, im Autoradiogramm er-
haltenen Signale bestimmt werden. Nach Beendigung des Gellaufs konnte der
Transfer der RNA auf eine Nylonmembran (2.10) durchgeflihrt werden.

MAE-Puffer (10x)

MOPS 41,8 g 2000 mM
Na-Acetat 4.1 g 50 mM
EDTA 1,86 ¢ 5 mM
H20 ad 1000 ml pH7,0

Formamid-Auftragspuffer (5x)

Bromphenolblau 0,5 g 0,5 % (whv)
Na-EDTA (1 M) 400 Ml 4 mM
Formamid (deionisiert) 3,8 mi 3,8 % (viv)
EtBr-Losung (10 mg/ml) 1 mi 25 mM
Laufpuffer (10x) 40 ml 40 % (v/v)
Formaldehyd (37 %,v/v) 7,2 mi 9 mM
Glycerin 20 mi 20 % (viv)

H,O ad 100 ml
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2.6.3 GroRenbestimmung und Abschatzunqg der Konzentration von Nuklein-
sauren

Zur Grolienbestimmung und Abschatzung der Konzentration von Nukleinsauren
wurden die GréRenstandards 'Gene Ruler™ DNA Ladder Mix' sowie die 'RNA
Ladder, High Range, ready-to-use' (beide MBI Fermentas; St. Leon-Rot)
verwendet.

2.7 Enzymatische Modifikation von DNA

2.7.1 Restriktionsspaltung von DNA

Der Restriktionsverdau von Plasmid- bzw. chromosomaler DNA erfolgte
entsprechend den Empfehlungen der Hersteller der verwendeten Restriktions-
enzyme in 20-100-ul-Ansatzen. Die Restriktionsspaltungen konnten durch die
Zugabe von Auftragspuffer, Hitzeinaktivierung, Phenol-Cloroform-Behandlung
(2.5.1) oder Aufreinigung mit dem 'NucleoSpin Extract Kit' (2.5.6) gestoppt werden.
Bei Mehrfachrestriktion wurde ein Puffersystem verwendet, in dem alle bendtigten
Enzyme 50-100 % Aktivitat aufwiesen. Waren die Puffer-bedingungen nicht in
Einklang zu bringen, so wurden der Ansatz zwischen den einzelnen
Restriktionsspaltungen durch eine Mikrodialyse (2.5.4), eine Reinigung Uber
Mikrokonzentratoren (2.5.5) oder eine Ethanolfallung (2.5.2) umgepuffert. Lagen
die Restriktionsschnittstellen an den Enden von DNA-Fragmenten, so erfolgte die
Restriktion bei RT UN, um einem temperaturbedingten 'Flattern' der Enden, und
einer dadurch bedingten eingeschrankten DNA-Spaltung entgegen zu wirken.
Lagen die Schnittstellen zweier Enzyme sehr nah beieinander (1-10 Bp), so sollten

im Falle einer Doppelrestiktion die Angaben des Herstellers zu Reihenfolge,
Puffersystem und Temperatur beachtet werden.

Um partiell verdaute chromosomale DNA zur Anwendung im Hefe-Ein-Hybrid-
System zu praparieren, wurde in einem Vorversuch bestimmt, wie lange bei einer
definierten Menge DNA verdaut werden mufl, um Fragmentgroen zw.
800-2500 Bp zu erhalten.

2.7.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten (Sambrook et al., 2001)

Um unerwunschte Ligationen von DNA-Fragmenten zu unterbinden bzw. den
Phosphatrest eines DNA-Fragments auszutauschen, erfolgte eine Dephospho-
rylierung, d. h. eine Abspaltung des 5'-Phosphats des DNA-Fragments unter
Anwendung der shrimp alkaline phosphatase (SAP). Diese zeichnet sich

gegenuber der calf intestinale phosphatase (CIP) und der bacterial alkaline
phosphatase durch Hitzeinaktivierbarkeit und, in bezug auf pH und Salzkonzen-
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tration, relativ breite Optima der Reaktion aus. Nach Reinigung (2.5.5, 2.5.6) des
Restriktionsansatzes erfolgte die Dephosphorylierungsreaktion in Ansatzen von
20-100 pl in geeignetem Puffer und einer Enzymkonzentration von 2 U/ul. Nach
einer Inkubation von 20-60 min bei 37 °C, je nach Menge der einge-setzten DNA,
erfolgte die Inaktivierung des Enzyms durch eine Inkubation des Ansatzes bei
65 °C fur 20 min. Die dephosphorylierte DNA konnte sofort weiter verwendet oder
bei -20 °C gelagert werden.

2.7.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in Ansatzen von 20 pl. Die dephospho-
rylierte geschnittene Plasmid-DNA und das entspechend geschnittene DNA-
Fragment wurden in einem molaren Verhaltnis von 1:1 bis 1:5 gemischt, mit 2 ul
10x T4-Ligasepuffer, gelagert als 50-pl-Aliquots bei -20 °C, versetzt und mit
Wasser auf 19 pl aufgefullt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul T4-Ligase
(1 U/pl) gestartet und erfolgte bei 16 °C fiir mind. 6 h oder UN.

2.7.4 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit [*?y]JATP. Hierfir wurde in
einem 20-pl-Ansatz die zu markierende dephosphorylierte (2.7.2) DNA (1-20 pmol)
mit 1 pl T4-Polynukleotidkinase (10 U/pl) in entsprechendem Puffer und 1 pl
[*2yJATP (10 pCi) fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch die Zugabe von 1 ul EDTA
(0,5 M, pH 8) wurde die Reaktion gestoppt. Die markierte Sonde konnte bei 4 bzw.

-20 °C gelagert werden. Nicht eingebaute Radioaktivitdt wurde durch Reinigung
(2.5.8) entfernt.

2.8 PCR-Techniken

2.8.1 Standard-PCR
Die Standard-PCR (polymerase chain reaction, Saiki et al., 1985) ist eine effiziente
Methode zur schnellen Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente. Sie wurde zur

Herstellung von DNA-Fragmenten fir Klonierungen, Gelretardationsexperimente
und Northern blot-Experimente sowie fur den analytischen Plasmidnachweis ein-
gesetzt. Fur alle Anwendungen wurde eine im Rahmen eines Studenten-
praktikums isolierte Tag-DNA-Polymerase verwendet. Trotz der grélieren Fehler-
rate (1 x 10™) der Tag-DNA-Polymerase gegeniiber anderen Polymerasen (z. B.
1 x 107°, 'Deep Vent®) wurde sie bevorzugt, da sie den Vorteil bot, im Falle jeder
Anwendung und nahezu unabhangig von der Temperatur ein Amplifikations-
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produkt zu liefern. Zur Spezifikation der Amplifikation des Zielfragments wurden
lediglich die Anlagerungstemperatur und die Magnesiumkonzentration variiert,
sowie in besonders schwierigen Fallen DMSO und Tween in geeigneten Konzen-
trationen zugesetzt. Weitere fur die Reaktion notwendige Zusatze wurden von der
Firma Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. PCR-Ansatze wurden in der Regel in
Volumina von 50 ul in 0,2- oder 0,5-ul-Reaktionsgefallen angesetzt. Als Matrize
wurden 10-50 ng Plasmid- bzw. 0,5-1 pg chromosomale DNA verwendet. Ein
standardmafiger Reaktionsansatz sowie ein standardmafiger Reaktionszyklus ist
im Folgenden aufgeflhrt.

Matrize 1l

Primer 1 (10 pmol) 4 pl initiale Denaturierung 5 min 95 °C
Primer 2 (10 pmol) 4 ul Denaturierung 30s 95 °C
Reaktionspuffer (10x) 5ul Hybridisierung 45s variabel
MgCl, (2 mM) 2 ul Elongation 0,5 —1 min/1000nt 72 °C
dNTP-Gemisch (10 mM) 1 ul zuriick zu Schritt 2, 32x

DNA-Polymerase (1 U/pl) 1l finale Elongation 5 min 72°C
H20 32yl

Die Sequenz der Primer wurde so gewahlt, dal3 der GC-Gehalt bei ca. 50 % lag
und das 3'-Ende mit einem G oder C abschlof3. Weiterhin wurde darauf geachtet,
dald nicht mehr als vier gleiche Basen in Folge auftraten, um die Bildung von
Sekundarstrukturen zu verhindern, die die Amplifikation stéren kénnten. Die An-
lagerungstemperatur wurde stets 3-5 °C unter der von Hersteller angegebenen
Temperatur gewahilt.

In einigen Fallen wurden 'Ready To Go'™ PCR-Beads' nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Hier liegt die Taqg-DNA-Polymerase zusammen mit dem
entsprechenden Puffer und den dNTPs lyophylisiert in kugeliger Form vor. Fur
eine Reaktion wurden lediglich 25 ul H,O, Primer und Matrize zugegeben.

2.8.2 PCR-vermitteltes Einfiigen von Restriktionsschnittstellen

Um DNA-Fragmente mit Schnittstellen zu versehen, wurden spezielle Primer
konstruiert. Die 3'-Enden dieser Primer waren komplementar zur eingesetzten
Matritze, der 5'-Bereich der Primer enthielt jedoch nicht komplementare Basen.
Auf diese Weise liel3en sich Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen
in die Amplifikate einbauen, wodurch Klonierungen erleichtert wurden. Die
Reaktion erfolgte analog der Standard-PCR (2.8.1), wobei in den meisten Fallen,
auf Grund der Fehlpaarungen im 5'-Bereich, die Anlagerungstemperatur 5-7 °C
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niedriger als die berechnete Temperatur gewahlt wurde. Auf diese Weise
erhaltene Fragmente lieRen sich meist nur schneiden, wenn in 5'-Richtung der
Primer noch zusatzliche (>2) Nukleotide angefugt wurden. Hierbei konnte es sich
zum einen um eine vom Hersteller des entsprechenden Enzyms vorgegebene
Sequenz handeln oder aber es wurden die entsprechenden komplementaren
Nukleotide der Matrize angehangt.

2.8.3 RT-PCR

Die RT-PCR wurde eingesetzt, um RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Trans-
kriptase in einzelstrangige cDNA umzuschreiben und diese in einem zweiten
Schritt, der einer Standard-PCR entspricht, zu einem spezifischen Produkt zu
amplifizieren. Ein Amplifikat wurde demnach nur erhalten, wenn die ent-
sprechende mRNA eines Gens oder eines Operons im Zuge der Transkription
gebildet worden war. Fir RT-PCR-Ansitze wurden 'Ready To Go™ RT-PCR
Beads' eingesetzt, die nach den Angaben des Herstellers gehandhabt wurden.
Diese bieten den Vorteil, dal® sowohl die Reverse Transkriptase (Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MuLV) Reverse Transcriptase), die DNA-Polymerase (Tag-
DNA-Polymerase) sowie die notigen Pufferbestandteile in einem Reaktionsgefal
als dehydrierte Kugelchen vorliegen. Fur einen Ansatz wurden die Kugelchen in
48 pl H20 geldst, 0,05 ug Gesamt-RNA und 0,5 ul jedes Oligonukleotids (50 pmol)
zugesetzt und folgendes Programm durchlaufen:

cDNA-Synthese 20 min 42 °C
Denaturierung 30s 95 °C
Hybridisierung 45s variabel
Elongation 45 s 72°C
zurlick zu Schritt 2, 28x

finale Elongation 2 min 72 °C
284 LFH-PCR

Die LFH-PCR (long flanking homology; Wach, 1996) wurde dafur eingesetzt,
gezielt innerhalb eines Gens eine Deletion einzufugen. Das Prinzip der LFH-PCR
ist in Abb. 5 schematisch dargestellt. Zunachst wurden in zwei Standard-PCR-
Ansatzen zwei Bereiche homolog zum stromaufwarts und stromabwarts liegenden
Bereich des entsprechenden Gens amplifiziert. Die hierfir zu verwendenden
Oligonukleotidpaare (a, b und c, d) wurden derart konstruiert, da® zwei Primer
(a, d) jeweils am 5'-Ende die Sequenz einer Restriktionsschnittstelle trugen, die
eine spatere Klonierung des nach der Joining-PCR erhaltenen Fragments in ein
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Plasmid ermaoglichten, und zwei andere Primer (b, c) jeweils eine Sequenz von 20-
30 Nukleotiden angehangt bekamen, die homolog zur Sequenz eines Resistenz-
vermittelnden Gens war. Das up- und down-Fragment wurde nach Reinigung
zusammen mit dem ebenfalls Uber eine Standard-PCR amplifizierten und
gereinigten Fragment des Resistenzoperons in einen Ansatz gegeben. Unter
entsprechenden Bedingungen fusionierten die homologen Bereiche und das
gesamte Fragment konnte durch Zugabe der Primer a und d amplifiziert werden.
Die fur die Joining-PCR eingesetzten Mengenverhaltnisse verhielten sich 1:1:4 fur
das up-, down- und Resistenzoperon-Fragment. Die weiteren Zusatze entsprach-
en denen einer Standard-PCR. Fur die Joining-PCR wurde die 'High Fidelity'-Taq-
DNA-Polymerase verwendet. Das durchlaufene PCR-Programm ist unten auf-
gefluhrt.

Initiale Denaturierung 5 min 95 °C
Denaturierung 20s 95 °C
Hybridisierung 40s variabel
Elongation 3 min 72 °C
Zuruck zu Punkt 2, 10 Zyklen
Denaturierung 20s 94 °C
Hybridiserung 40s  variabel
Elongation 3 min + 20 s/Zyklus 72 °C
Zuruck zu Punkt 6, 25 Zyklen
Finale Elongation 10 min 72 °C
N\ a . C
1. PCR \l, <N 2. PCR \l, T\
. I
down-Fragment up-Fragment
&,
| || I
down-Fragment up-Fragment 4(1\
]
Resistenzoperon
\l/ Joining PCR
|

Abb. 5 Schematische Darstellung der LFH-PCR (Erlauterungen siehe Text)
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2.9 Transformation

2.9.1 Transformation von E. coli (Inoue et al., 1990)

Zur Herstellung kaltkomptenter Zellen von E. coli wurde zunachst eine
Stammkultur auf einer LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum zur Selektion
ausgestrichen und UN bei 37 °C inkubiert. Eine Einzelkolonie wurde anschlieRend
in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum Uberfiihrt und wiederum UN bei 37 °C
schuttelnd inkubiert. Diese Vorkultur wurde als Inokulum fur die Hauptkultur,
250 ml SOB-Medium mit Antibiotikum, verwendet. Bei 18 °C wurde die Kultur so
lange geschuttelt, bis eine ODggp von 0,5-0,6 (ca. 12-20 h) erreicht war. Die Zellen
wurden 10 min auf Eis inkubiert und durch Zentrifugation (5000 Upm, 10 min,
4 °C) geerntet. Das Zellsediment wurde in 80 ml eiskaltem PIPES-Puffer ge-
waschen, 10 min auf Eis inkubiert und erneut wie beschrieben zentrifugiert.
AnschlieRend wurde das Sediment in 20 ml PIPES-Puffer aufgenommen und
langsam, wahrend einer 10mindtigen Inkubation auf Eis, mit DMSO (1,5 ml,
entspricht einer Endkonzentration von 7 %, v/v) versetzt. Aliquots von 200 pl
wurden in vorgekuhlte 1,5-ml-Reaktionsgefalde pipettiert und sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Bei -70 °C konnten die Zellen ohne offensichtliche Ver-
schlechterung der Transformationseffizienz gelagert werden.

Zur Transformation wurde die entsprechende Menge an Aliquots
(200 pl/Transformation) auf Eis aufgetaut und Plasmid-DNA oder Ligationsansatz
(bis 20 pl) hinzu pipettiert. Nach einer Inkubation von 30-40 min auf Eis wurden die
Zellen einem einminutigen Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt, kurz auf Eis gekunhlt
und mit 800 pl LB-Medium versetzt. Sofort im Anschlufd erfolgte eine Inkubation
bei 37 °C unter leichtem Schatteln fur 45-60 min. Im Falle der Transformation von
Plasmiden wurden 20-50 ul des Ansatzes auf entsprechendem Selektionsmedium
ausplattiert. Erfolgte die Transformation mit Ligationsansatz, so wurde der Ansatz
zentrifugiert (1000 Upm, 30 s, RT), 850 ul des Uberstandes verworfen, die Zellen
in den verbleibenden 150 pl Medium suspendiert und diese komplett auf
Selektionsmedium ausplattiert.

PIPES-Puffer

Pipes 0,756 g 10 mM
CaCl; x H20 0,42 g 15 mM
KCI 4,66 g 250 mM
MnCl; x 4 H,O 1,72 g 55 mM
H.0 ad 125 ml

KCI und MnCl; wurden getrennt von Pipes und CaCl;, autoklaviert.
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2.9.2 Elektroporation von E.coli (Dower et al., 1988)

Durch Elektroporation kann DNA im Vergleich zu klnstlich induzierter Trans-
formation mit hoherer Effizienz Gbertragen werden. Zur Herstellung elektrokompe-
tenter E. coli-Zellen wurden 250 ml LB-Medium mit der UN-Vorkultur des ent-
sprechenden Stammes angeimpt und bis zu einer ODgy von 0,6-0,8 schittelnd
bei 37 °C inkubiert. Bei dem Erreichen der gewunschten ODgoo wurden die Kultur
15 min auf Eis gekihlt und die Zellen anschlieBend durch Zentrifugation
(5000 Upm, 10 min, 4 °C) geerntet. Das Sediment wurde 2x mit 250 ml eiskaltem
H,O gewaschen, wobei darauf zu achten war, da} die Waschschritte schnell
durchgefuhrt wurden, um ein Lysieren der Zellen zu vermeiden. Anschlieend
folgten zwei weitere Waschschritte in 10-30 ml eiskaltem Glycerin (10 %, v/v). Das
Zellsediment wurde schliel3lich in 1 ml eiskaltem Glycerin (10 %, v/v). aufge-
nommen und die Zellsuspension in 50-ul-Aliquots entweder sofort zur Elektro-
poration eingesetzt oder in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bei -70 °C
konnten die Zellen bis zu drei Monaten gelagert werden.

Zur  Elektroporation wurde die entsprechende Menge an Aliquots
(50 pl/Transformation) auf Eis aufgetaut und in eine geeignete, eisgekulhlte, sterile
Elektroporationskuvette (Elektrodenabstand 0,2 cm) pipettiert. Um intakte Plas-
mide zu transformieren, wurden i. d. R. 100 pg Plasmid-DNA, bei der Elektropora-
tion von E. coli ER2275 [pAN1]-Zellen 1 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Ligations-
ansatze muldten vor der Transformation dialysiert werden, wenn mehr als 100 ng
DNA pro Transformationsansatz verwandt wurden. Die DNA wurde auf Eis zu den
Zellen gegeben und der Ansatz sofort elektroporiert. Die gewahlten Einstellungen
fur die Elektroporation waren:

Spannung 2,5kV
Kapazitat 25 uF
Widerstand 200 Q

Die Zeitkonstante lag zwischen 4,6 und 4,9 ms. Nach dem Puls wurde dem Ansatz
sofort 1 ml LB-Medium zugegeben, die Zellsuspension in ein 1,5-ml-Reaktions-
gefall Uberflhrt und dieses flr 1 h bei 37 °C unter Schiutteln inkubiert. Aliquots von
100-250 ul wurden anschlieRend auf LB-Selektionsmedium ausplattiert.

2.9.3 Elektroporation von C. acetobutylicum (Nakotte et al., 1998; mod.)

Die Elektrotransformation von C. acetobutylicum erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Narkotte et al. (1998). Um Zellen fur die Elektroporation vorzu-
bereiten, wurden 5 ml 2x YTG-Medium in Hungate-Rdhrchen mit ca. 50 yl einer
zuvor auf 75 °C erhitzten Sporensuspension beimpft und UN bei 37 °C stehend
inkubiert. Mit der gut gewachsenen Kultur wurden 50 ml 2x YTG-Medium beimpft
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und bei 37 °C stehend so lange inkubiert, bis sie eine ODggo von ca. 0,6 (logarith-
misch wachsende Zellen) erreicht hatten. Die folgenden Schritte wurden in einer
Anaerobenkammer eigener Bauart vorgenommen. Die Zellen wurden durch Zentri-
fugation (5000 Upm, 10 min, 4 °C) geerntet, das Sediment in kaltem HEB-Puffer
mit MgCl, (5 mM) vosichtig suspendiert und erneut zentrifugiert. Anschliel3end
wurde das Zellsediment in 2 ml kaltem HEB-Puffer onne MgCl, aufgenommen und
je 600 pl Zellsuspension in eine gekuhlte Elektroporationskuvette (Elektroden-
abstand 0,4 cm) Uberfuhrt, in die zuvor bereits die Plasmid-DNA (3-15 ul, 1-10 pg)
vorgelegt worden war. DNA und Zellen wurden durch vorsichtiges Aufziehen mit
der Pipette gemischt und der Ansatz sofort elektroporiert. Die Einstellungen flr die
Elektroporation waren wie folgt:

Spannung 1,8 kV
Kapazitat 50 uF
Widerstand 600 Q

Unter diesen Bedingungen lag die Zeitkonstante bei 5-16 ms. Die Zellen wurden
anschlie3end in ein Hungate-Rohrchen mit 1,5 ml 2x YTG-Medium uberfihrt und
mindestens 3 h bei 37 °C inkubiert. 250-300 pyl wurden daraufhin auf 2x YTG-
Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und/oder zum Animpfen von
entsprechendem Selektionsmedium verwandt.

Um eine Degradation der eingesetzten DNA zu unterbinden, erfolgte vor der
Elektrotransformation von Plasmid-DNA in C. acetobutylicum eine in vivo-Methy-
lierung der Plasmide in E. coli ER2275 [pAN1]. Die durch die auf dem Plasmid
pAN1 kodierte Methyltransferase des B. subtilis-Phagen ®3T (Mermelstein und
Papoutsakis, 1993) modifizierte DNA konnte nicht mehr durch das Restriktions-
enzym Satl geschnitten werden. Da das Plasmid pAN1 in Gram-positiven
Organismen nicht repliziert wird, konnte die Transformation mit Gemischen der
Plasmide durchgeflihrt werden.

HEB-Puffer
Hepes 2 g 7 mM
Saccharose 11,7 g 272 mM

H20 ad 1200 ml
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2.9.4 Transformation von S. cerevisiae
(Ito et al. 1983; Schiestl und Gietz, 1989; Hill et al., 1991; Gietz et al.,
1992)
Eine einfache Methode der Transformation von Hefezellen ist die Lithium-Acetat-
Methode. Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurden 50 ml YPD- und/oder

SD-Medium mit einer Kolonie von S. cerevisiae beimpft und UN unter Schiitteln
(150 Upm) bei 30 °C inkubiert. 30 ml dieser Kultur dienten als Inokulum (Anfangs-
ODego 0,2-0,3) fur die Anzucht einer 300-ml-Kultur. Diese wurde so lange inkubiert,
bis eine ODgpo von 0,4-0,6 erreicht war (ca. 3 h). Bei Erreichen der gewlnschten
ODeggp wurden die Zellen durch Zentrifugation (3000 Upm, 5 min, RT) geerntet, mit
TE-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Zellsediment wurde anschlie-
Rend in 1,5 ml 1x TE/1x LiAc-Puffer suspendiert. In einem 1,5-ml-Reaktionsgefaly
wurden zur Transformation linearer DNA 1-4 ug DNA und 0,1 ug Heringssperma-
DNA und zur Transformation circularer DNA 0,1 pg Plasmid-DNA und 0,1 pg
Heringssperma-DNA vorgelegt. Zu der DNA wurden 100 pl frisch hergestellte
kompetente Hefezellen gegeben und vorsichtig gemischt. AnschlieRend wurden
zu dem Ansatz 600 uyl PEG/LiAc-Lésung gegeben, 10 s gemischt und unter
Schutteln 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation erfolgte
eine Zugabe von 70 yl DMSO und ein vorsichtiges Mischen duch Invertieren des
Reaktionsgefales. Nach einem 15minutigen Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad
wurde der Ansatz fie 1-3 min auf Eis geklUhlt und anschlielfiend zentrifugiert
(13000 Upm, 30 s, RT) und das Zellsediment in 500 pl TE-Puffer geldst. Der
gesamte Ansatz oder Aliquots des Ansatzes wurden auf entsprechenden
Selektionsmedium-Platten ausplattiert und diese bei 30 °C inkubiert.

PEG/LiAc-Losung (frisch)

PEG 4000 (50 %) 8 ml 40 % (viv)
TE-Puffer (10x) 1 ml 1 X
LiAc-Losung (10x, 1M) ad 10 ml 1 X

2.10 RNA-Transfer auf Nylonmembran (Northern blot)

Der Vakuumtransfer von im denaturierenden Agarosegel (2.6.2) aufgetrennter
RNA auf eine Nylonmembran (‘Hybond™-N+' oder 'Hybond™-N'; Amersham
Bioscience Europe GmbH; Freiburg) erfolgte mit Hilfe eines 'Vacugene®XL
Vacuum Blotting Systems' (Amersham Bioscience Europe GmbH; Freiburg). Auf
die mit Wasser angefeuchtete pordse Tragerplatte (glanzende Seite nach oben)
wurde die auf GelgroRe zurechtgeschnittene Membran und darauf eine Plastik-
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maske gelegt. Die Plastikmaske Uberlappte die Membran ringsherum 5 mm.
AbschlieBend wurde das Agarosegel pafigenau aufgelegt und 50-55 mbar
Vakuum angelegt. Sofort nach dem Einschalten der Vakuumpumpe wurde das Gel
fur 5 min mit Denaturierungslosung Uberschichtet. Die Losung wurde auf Grund
der durch das Vakuum bedingten Wannenform des Gels am AbflieRen gehindert.
Nach Ablauf der Zeit wurde die Denaturierungs- duch die Neutralisierungslésung
ersetzt und wiederum fur 5 min auf dem Gel belassen. Der eigenliche Transfer
erfolgte im Anschluf daran fir 2 h mit 20x SSC-Puffer. Nach Beendigung wurde
die restliche Flussigkeit von dem Gel abgekippt und abgenommen, das Vakuum
ausgeschaltet und das Gel entfernt. Um den Erfolg des Transfers zu Uberprufen,
wurde das Gel im Ethidiumbromidbad gefarbt und unter UV-Licht betrachtet. Die
Membran wurde 10 min in 20x SSC-Puffer gewaschen, um Agarosereste zu
entfernen, luftgetrocknet und die RNA anschliel3end durch eine Inkubation fir 2 h
bei 80 °C bzw. UN bei 60 °C auf der Membran fixiert.

Denaturierungsldosung

NaCl 0,58 g 10 mM
NaOH 2 g 50 mM
H20 ad 1000 ml

Neutralisierungslosung
Tris/HCI (1 M, pH 7,4) 100 mi 100 mM
H.0 ad 1000 ml pH 7,4

20x SSC-Puffer

NaCl 0,04 g 0,75 mM
NasCitrat 19,4 g 75 mM
NaOH 0,4 g 10 mM
H20 ad 1000 mi pH 11,5

2.11 RNA-Hybridisierung mit radioaktiv markierter DNA-Sonde

Die mit RNA beladene Nylonmembran wurde flir mind. 1 h bei 55 °C mit frisch
angesetzter Hybridisierungslosung prahybridisiert. Daraufhin wurde die unmittel-
bar zuvor denaturierte (5 min, 95 °C) DNA-Sonde zugegeben. Die Hybridisierung
erfolgte UN bei 55 °C. Die Membran wurde anschlieend 2mal 5 min bei 55 °C mit
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2x SSC-Puffer, 2mal 5 min bei RT mit 2x SSC und 0,1 % (w/v) SDS und 2mal
5 min bei RT mit 0,1x SSC und 0,1 % (w/v) SDS gewaschen, in Haushaltsfolie
eingewickelt und in Abhangigkeit von der Starke des Signals fur 2-48 h zusammen
mit einem Rontgenfilm ('AGFA CRONEX &', Agfa-Gevaert N. V.; Mortsel, Belgien)
inkubiert.

Hybridisierungspuffer (5x)

Polyvinylpyrrolidon K90 1 g 1 % (w/v)
Ficoll 400 1 g 1 % (wlv)
BSA 1 g 1 % (w/v)
Tris-HCI (1 M, pH 7,5) 25 ml 250 mM
Na-Pyrophosphat 05 g 0,5 % (w/v)
H.0 ad 1000 ml

Der Puffer wurde in Aliquots bei -20 °C gelagert.

Hybridisierungslosung

Hybridisierungspuffer (5x) 2ml
Dextransulfat (50 %,w/v) 2 ml
SDS (10 %, wiv) 1 mi
H.O 4 mi

Die Komponenten wurden gemischt und fir 15 min in einem Wasserbad auf 65 °C
erwarmt. Anschlielend wurden 0,58 g NaCl (1 M) zugegeben.

2.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA mit dem 'LI-COR®-Sequen-

cer

Die automatische, nicht-radioaktive Sequenzierung von Plasmid-DNA zur Uber-
prifung von Klonierungen erfolgte mit dem 'Li-COR®-Sequencer'. Die in der
Sequenzierreaktion erzeugten DNA-Moleklile waren durch die Verwendung
IRD800-markierter Primer im Infrarotbereich anregbar, so da® eine Detektion
wahrend des Gellaufs mit Hilfe eines sich horizontal bewegenden Infrarotlasers
mdglich war. Die Aufnahme der Daten erfolgte mit dem Programm Base ImagIR
Data Collection, die Auwertung mit dem Programm Base ImagIR Image Analysis
(Vers. 2.3).

Die Sequenzierreaktion wurde nach der Methode des cycle sequencing mit Hilfe
des 'SequiTherm EXEL™II Long Read™Sequencing KIT-LC' durchgefiihrt, wobei
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die Anweisungen des Herstellers befolgt wurden. Die fertige Sequenzierreaktion
konnte bei -20 °C gelagert oder direkt nach finfminitiger Denaturierung bei 95 °C
analysiert werden. Die Analyse von 1 ul der Sequenzierreaktion erfolgte in einem
Polyacrylamidgel (6 %, w/v, 41cm x 0,025 cm) mit unten aufgefuhrter Zusammen-
setzung. Die Auftrennung erfolgte UN bei 1500 V, 37 mA, 50 W und 50 °C.

Polyacrylamidgel 6 % (w/v)

SequaGel XR 30 mi
SequaGel XR-Pufferlosung 7,5 mi
DMSO 400 ul
APS (10 %, wiv) 300 ul

2.13 Heterologe Uberproduktion von Proteinen in E. coli

Die heterologe Uberproduktion von Proteinen in E. coli erfolgte unter Verwendung
des Expressionsvektors pET29a(+) bzw. pET31(+). Diese zeichnen sich durch
einen IPTG-induzierbaren Pic.-Promoter aus, der in Abwesenheit des Induktors
durch konstitutive Expression des ebenfalls auf dem Plasmid kodierten /ac/%-
Repressorgens effizient reprimiert wird. Das pET-System hat den Vorteil, dal es
durch Zusammenwirken von Expressionsstamm und -plasmid zu einer sehr ge-
ringen Hintergrundexpression und damit Proteinproduktion kommt. Das Gen fur
die T7 RNA-Polymerase, die den Ps,c-Promoter kontrolliert, liegt auf dem Chromo-
som des E. coli-Stammes BL21 (DE3) und unterliegt dort wiederum der Kontrolle
des lacUV5-Promoters, der ebenfalls durch IPTG induziert werden kann. Durch
das Einbringen des gewulnschten Gens in die multiple Klonierungsstelle (MCS)
des Vektors erfolgt ein Anhangen von 6 Histidinen an den C-Terminus des produ-
zierten Proteins.

Zur Uberexpression des Proteins wurden 50-500 ml LB-Medium mit 1-10 ml einer
UN-Kultur des entsprechenden E. coli-Stamms beimpft und unter Antibiotikum-
selektion bei 37 °C inkubiert. Bei Erreichen einer ODgpo von 0,6-1,4 erfolgte die
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM). Die Kultur wurde weitere 3-4 h
inkubiert und anschlieBend durch Zentrifugation (5000 Upm, 4 °C, 20 min)
geerntet. Eine Probennahme erfolgte direkt vor der Induktion und in regelmafigen
Abstanden nach der Induktion mit IPTG. Hierfir wurde 1 ml Zellsuspension
entnommen und auf Eis bzw. bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Zur Analyse wurden 10-50 ul Probe mit 2-15 pl Probenauftragspuffer (2.17.1)
versehen, fur 5-10 min bei 95 °C inkubiert und anschlielend in einem SDS-Poly-
acrylamidgel (2.17.1) aufgetrennt.
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2.14 Herstellung von Rohextrakten

Zur Herstellung von Rohextrakten wurden die Zellen nach der Ernte durch
Zentrifugation (5000 Upm. 10 min, 4 °C) einmal mit dem, fur die folgenden An-
wendungen, notwendigen Aufschlu3puffer gewaschen und je nach Kulturvolumen
in 800 pl-10 ml des jeweiligen Puffers aufgenommen.

2.14.1 ZellaufschluB mit der 'French®Press'

Zellsedimente aus Kulturvolumina > 50 ml, die in bis zu 4 ml des jeweiligen
AufschluRpuffers aufgenommen wurden, wurden mit der 'kleinen French®
Pressure Cell' aufgeschlossen. Zellsedimente, die in mehr als 4 ml
AufschluRpuffer aufgenommen wurden, wurde mit der 'groBen French® Pressure
Cell' aufgeschlossen. Der ZellaufschluR erfolgte in einer vorgekiihlten 'French®
Pressure Cell', die in die 'French® Press' eingesetzt wurde, bei einem fiir die Zelle
max anwendbaren Druck, 4 MPa fur die 'kleine' Zelle und 13 MPa fur die 'grof3e’
Zelle. Der Erfolg des Aufschlusses wurde mikroskopisch kontrolliert, wobei bis
zum annahernd vollstandigen Aufschlul® bis zu 6 Durchgange erforderlich waren.
Der nach Ultrazentrifugation (45000 Upm, 1,5 h, 4 °C), zur vollstandigen Ab-
trennung aller Zelltrimmer, erhaltene Uberstand wurde als Rohextrakt bezeichnet
und entweder sofort weiter verarbeitet oder bei 4 °C (max. UN) gelagert.

2.14.2 ZellaufschluB mit dem 'RiboLyser’

Bei einem aus kleineren Kulturvolumina (bis 50 ml) erhaltenen Sediment erfolgte
der Aufschluf durch einen 'RiboLyser'. Hierfir wurden das Zellsediment in max.
800 pl AufschluBpuffer aufgenommen und in ein 2-ml-Schraubdeckelrdhrchen
uberfuhrt, das zuvor mit 250 mg Glaspartikeln (150-212 pm) gefullt worden war.
Zum mechanischen Aufschlu® wurde der Ansatz in das Gerat eingesetzt und bei
max. Starke (6,5) fur 30 s behandelt, wobei der Vorgang mind. 3mal wiederholt
wurde. Zwischen den Durchgangen wurde der Ansatz, auf Grund der starken
Warmeentwicklung, auf Eis gekuhlt. Anschlielend erfolgte wie bei dem Aufschluf
(iber eine 'French® Press' eine Ultrazentrifugation zur Abtrennung der Zelltrimmer
und in diesem Fall der Glaspartikel.

2.15 Isolierung bakterieller Membran- und Cytosolproteine

FUr die getrennte Isolierung bakterieller Cytosol- und Membranproteine erfolgte
der Zellaufschlufd mit dem 'RiboLyser' in Losung 1 (20 mM Kaliumphosphatpuffer
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[pH 7,4], 5 mM Na-EDTA, 50 mM KCI). Nach Ultrazentrifugation (45000 Upm, 1 h,
4 °C) wurde der Uberstand mit 0,2 Vol. Glycerin (70 %, v/v) ver-setzt und bei -70
°C gelagert. Hierin befanden sich die im Cytosol geldsten Proteine. Das Sediment
wurde in 1,5 ml Lésung 2 (50 mM Trisacetatpuffer [pH 7,4], 1 mM Na-EDTA, 0,8 M
KCl) aufgenommen und erneut ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlielfend verworfen, das Sediment in 100 pl Lésung 3 (0,1 M Kalium-
phosphatpuffer [pH 7,4], 1 mM Na-EDTA) aufgenommen, mit 0,2 Vol. Glycerin
(70 %, vlv) versetzt und bei -70 °C gelagert. Hierin befanden sich die in der
Membran lokalisierten und/oder verankerten Proteine. Aliquots der einge-frorenen
Fraktionen wurden im SDS-Poly-acrylamidgel (2.17.1) analysiert.

2.16 Reinigung und Konzentrierung von Proteinlosungen

2.16.1 Dialyse
Die Dialyseschlauche wurden vor Gebrauch in folgenden Lésungen aufgekocht:

NaxCOs (2 %, wiv)
Hzo

EDTA (2 mM)

HQO

> wn -

Im Anschlul3 wurden die Schlauche bei 4 °C bis zum Gebrauch gelagert. Die
Dialyse erfolgte unter langsamen Ruhren gegen 1000faches Puffervolumen bei
4 °C fur 5-12 h. Falls notwendig, wurde ein- bis zweimal ein Pufferwechsel vor-
genommen.

2.16.2 Pufferwechsel
Der Puffer von Proteinlésungen wurde unter Anwendung von 'PD10'-Saulen
entsprechend den Angaben des Herstellers gewechselt.

2.16.3 Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976)

Fir die Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen fand die Methode nach
Bradford (1976) Anwendung. Zu 10 pl Probe wurde 1 ml Bradfordreagenz
gegeben und nach 20 min Inkubation bei RT die Absorption bei 595 nm in einem
Spektralphotometer bestimmt. Zur Erstellung der Kalibiergeraden wurden BSA-
Ldsungen definierter Konzentration eingesetzt.
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2.17 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

2.17.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970; mod.)
Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden

Bedingungen diente der Proteinlberexpressions- und Proteinreinheitskontrolle
sowie der Molekularmassenbestimmung gereinigter Proteine. Standard-Poly-
acrylamid-Gelelektrophoresen wurden mit einer Plattengelapperatur der Grole
11 x 7 x 0,1 cm durchgeflihrt. Die Gele setzten sich jeweils aus einem Trenn- und
einem 1 cm langen Sammelgel zusammen, die sich in pH-Wert, Acrylamid-
konzentration und der lonenstarke der beteiligten Puffer unterschieden. Die
jeweilige Zusammensetzung ist Tab. 13 zu entnehmen. Das Trenngel wurde bis
etwa 1 cm unterhalb der Oberkante der Ohrenplatte gegossen und zur Ausbildung
einer planen Oberflache mit Butanol Uberschichtet. Sobald das Trenngel aus-
polymerisiert war (ca. 45 min), erfolgte das GieRen des Sammelgels und das
Einsetzen des Kamms. Nach Auspolymerisation (ca. 45 min) wurden das Gel in
die Apparatur eingesetzt und die Kammern so lange mit Laufpuffer beflllt, bis das
Gel oben und unten in den Puffer eintauchte. AnschlieBend wurden der Kamm
gezogen und die Taschen sorgfaltig mit Laufpuffer gespult. Um eine gleichmaRige
Lauffront zu erhalten, wurden mit einer Spritze die Luftblasen, die sich am unteren
Teil des Gels zwischen den Glasplatten gebildet hatten, entfernt.

Vor dem Auftragen der Proben wurden diese im Verhaltnis 5:1 mit Proben-
auftragspuffer versetzt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Das Auftragen der
Proben erfolgte mit einer Mikroliterspritze oder einer Pipette. Die Elektrophorese
wurde mit 80-90 V gestartet, und sobald die Proben in das Trenngel eingelaufen
waren, konnte die Spannung bis auf 130 V erhdht werden. Die Elektrophorese war
beendet, sobald die Bromphenollauffront das Ende des Gels erreicht hatte.

Tab. 13 Zusammensetzung der Gellésungen fiir die SDS-PAGE

Acrylamidkonzentration (w/v) 10 % 12 % Sammelgel (4 %)
Acrylamid (40 %, w/v) [mI] 1,9 2,6 0,44
N,N'-Methylenbisacrylamid (2 %, w/v) [mi] 0,95 2,5 0,22
Tris-HCI (2,17 M, pH 8,8) [ml] 1,5 1,5 -
Tris-HCI (1,25 M, pH 6,8) [ml] - - 0,5

H.O [ml] 3,05 2,6 3,75
SDS-Lésung (10 %, w/v) [ul] 75 75 50
TEMED (bl 10 10 10

APS-L6sung (10 %, w/v), frisch [un 50 50 50
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SDS-Elektrophorese Laufpuffer (10x)

Tris 30,3 g 025 M
Glycin 144,2 g 1,92 M

SDS 10 g 1 % (wiv)
H,O ad 1000 ml

SDS-Probenauftragspuffer (5x)

Tris/HCI (1 M, pH 6,8) 2,5 mi 250 mM
DTT 0,25 g 25 %
SDS 1 g 10 %
Bromphenolblau Spatelspitze

Glycerin (87 %, v/v) 5,75 mi 50 %
H.0 ad 10 ml

2.17.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse von Protein-DNA-Interaktionen wurden native Polyacrylamidgele
(5 %, w/v und 8 %, w/v) in unten aufgefuhrter Zusammensetzung in einem TBE-
Puffersystem eingesetzt.

Natives Polyacrylamidgel fiir den 'LI-COR®-

Sequencer’ 5 %
Acrylamid (40 %,w/v) 2,5 ml
N, N-Methylenbisacrylamid (2 %, w/v) 625 ul
TBE (5%) 1 mi
H.O 15,7 mi
TEMED 20 ]
APS (10 %, w/v), frisch 200 Ml

Natives Polyacrylamidgel fur Biometra-

Kammern 8 %
Acrylamid (40 %,w/v) 4,4 mil
N, N-Methylenbisacrylamid (2 %, w/v) 3,0 mi
TBE (5x) 4,5 ml
H.O 10,6 ml
TEMED 12 ul

APS (10 %, w/v), frisch 113 ul
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2.17.3 GroBenbestimmung von im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten
Proteinen

In der denaturierenden PAGE erfolgt die Auftrennung der Proteine auf Grund der

Denaturierung und des angelagerten SDS zum uUberwiegenden Teil nach der

GrolRe der jeweiligen Proteine; die individuelle Ladung der Proteine darf auf die

Trennung keinen Enflul haben. Das Detergenz SDS zerstort die native Struktur
der Proteine und entfaltet sie zu einer frei beweglichen Kette. Durch kovalente
Anlagerung des SDS an hydrophobe Bereiche des Proteins wird dieses proportio-
nal zu seiner Gréke und damit zu seiner molekularen Masse mit negativen
Ladungen besetzt. Fur die Bestimmung der molekularen Masse eines Proteins
wird seine relative Beweglichkeit in bezug auf Standardproteine mit bekannter
molekularer Masse verglichen, so dal} die Masse abgeschatzt werden konnte. Es
wurde die 'PageRuler™ Prestained Protein Ladder' verwandt. Die Proteine waren
bereits vorgefarbt, so dal® wahrend des Gellaufs die Trennung verfolgt werden
konnte. Ein weiterer Vorteil dieses Markers war, da® der Marker bei einem
Transfer auf eine Membran seine Farbe nicht verlor und so auch bei immuno-
logischen Nachweisen zum GroélRenvergleich herangezogen werden konnte.

2.18 Proteinfarbungen

2.18.1 Coomassie-Farbung (Weber und Osborn, 1969; mod.)

Die Coomassie-Farbung eignet sich zum Nachweis von Proteinen, die eine
Konzentration von 100 ng pro Bande nicht unterschreiten. Das SDS-Polyacryl-
amidgel (2.17.1) wurde vom Sammelgel befreit und fir 30 min unter leichtem

Schutteln bei RT in Coomassie-Farbeldésung und anschlieliend zur Entfarbung des
Hintergrunds UN in Entfarber-Lésung inkubiert. Fir eine bessere Entfarbung
wurde zusatzlich Zellstoffpapier in die Metallschale mit dem Gel und der Entfarber-
Ldsung gelegt, das den aus dem Gel gewaschenen Farbstoff aufsaugte und so
aus der Losung entfernte. Die Entfarberlésung wurde, falls notwendig, gewechselt
und konnte Uber einen Aktivkohlefilter regeneriert werden. Die Coomassie-
Farbelosung konnte nach Reinigung Uber einen Faltenfilter ebenfalls wieder-
verwendet werden. Nach dem Erreichen des gewlinschten Entfarbegrads wurde
das Gel unter Verwendung einer Video-dokumentationsanlage photographiert und
das Bild digitalisiert. Sollten fertige Gele aufbewahrt werden, so wurden sie in
Plastikfolie eingeschweil3t und bei 4 °C gelagert.
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Farbeldsung fiir Polyacrylamidgele

Coomassie Brilliant Blue G250 8 g 0,8 % (w/v)
Serva Blau R 8 g 0,8 % (w/v)
Methanol 450 ml 45 % (viv)
Eisessig 75 ml 75 % (viv)
H.O ad 1000 ml

Entfarberlosung fiir Polyacrylamidgele
Eisessig 100 ml 10 % (vIv)
H20 ad 1000 ml

Eine ca. funfach sensitivere Farbung erhielt man mit colloidalem Coomassie. In
diesem Fall wurde ein 'Colloidal Blue Coomassie™ Staining Kit' nach den
Empfehlungen des Herstellers verwendet. Ein weiterer Vorteil dieser Farbung
bestand darin, dal} sie kompatibel mit einer MALDI-TOF-Analyse war.

2.18.2 Silberfarbung (Blum et al., 1987; mod.)

Die Silberfarbung erlaubt den Nachweis von Proteinen bereits ab einer
Konzentration von 2-5 ng pro Bande. Alle Schritte dieser Farbung wurden bei RT
durchgefuhrt. Zunachst wurde das Polyacrylamidgel vom Sammelgel befreit und
fir min 30 min in Fixierlésung inkubiert, wobei die Inkubation auch UN durch-
gefuhrt werden konnte. AnschlieRend folgte ein zweimaliges Waschen fur je 10
min mit Ethanol (50 %, v/v), eine exakt einminltige Inkubation in Thiosulfatlosung,
ein dreimaliges Waschen fur je 20 s mit H,O (nur demin. H,O verwenden!) und
eine 15minltige Inkubation in frischer Silbernitratiésung. Eine Inkubation in
Entwicklerldsung wurde anschlieBend so lange durchgeflhrt, bis die Protein-
banden die gewlinschte Intensitat aufwiesen. Durch Uberfiihrung des Gels in
Stopplosung wurde die Entwicklung abgebrochen. Mit Hilfe einer Video-
dokumentationsanlage wurde das Gel photographiert und das Bild digitalisiert.
Sollten fertige Gele aufbewahrt werden, so wurden sie in Plastikfolie einge-
schweil3t und bei 4 °C gelagert.
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Fixierlosung

Methanol 500 ml 50 % (viv)
Eisessig 120 ml 12 % (v/v)
H20 ad 1000 ml

Zugabe von 50 pl Formaldehyd (37 %, v/v) direkt vor Gebrauch

Thiosulfatlosung
N828203 X5 H20 0,2 g 0,02 % (W/V)
H.O ad 100 ml

Silbernitratiosung
AgNO3 0,2 g 0,02 % (w/v)
H20 ad 100 ml

Zugabe von 75 yl Formaldehyd (37 %, v/v) direkt vor Gebrauch

Entwicklerlosung

Na,COs3 6 g 6 % (W/v)
NaS;03 x5 H,O 2 ml 0,0004 % (w/v)
H20 ad 100 ml

Zugabe von 50 ul Formaldehyd (37 %, v/v) direkt vor Gebrauch

Stopplosung
Na-EDTA 18,6 g 50 mM
H20 ad 1000 ml

2.19 Phosphorylierung von Proteinen

Das gewunschte Protein wurde, wie bei Baldus et al. (1994) beschrieben,
phosphoryliert, indem es flr 30 min bei RT zusammen mit 50 mM Acetylphosphat,
geldst in entsprechendem Puffer, inkubiert wurde. Das phosphorylierte Protein

wurde sofort in weiterfUhrenden Experimente eingesetzt.
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2.20 Affinitatschromatographie

2.20.1 DNA-Affinitatschromatographie

Die DNA-Affinitatschomatographie wurde zur Anreicherung DNA-bindender
Proteine eingesetzt. Als Tragermaterial wurden 'Dynabeads® M-280 Streptavidin'
(Beads) verwendet. Unter Verwendung eines 'DYNAL MPC-E Konzentrators'
konnten die Beads, auf Grund ihrer magnetischen Eingenschaft, in den einzelnen
Schritten separiert werden.

2.20.1.1 Kopplung der Sonde an 'Dynabeads® M-280 Streptavidin”
Im ersten Schritt galt es, das DNA-Fragment, das als Sonde fur die Anreicherung
des Proteins bzw. der Proteine dienen sollte, an die Beads zu koppeln, wobei die

Fragmentlange fir die folgenden Angaben 500 Bp nicht Uberschreiten sollte. Die
Herstellung der Sonde erfolgte Uber einen PCR-Ansatz. Das gewunschte DNA-
Fragment wurde mit Hilfe eines biotinylierten und eines normalen Oligonukleotids
amplifiziert. Die nicht eingebauten Primer wurden Uber eine Reinigung des PCR-
Ansatzes Uber 'Microcon® YM-30'-Konzentratoren entfernt. Ca. 100-200 pmol
biotinylierte DNA wurden nach folgendem Protokoll an 2,5 mg Beads gekoppelt.
Dazu wurden 250 ul Beads (10 mg/ml) im Magnetseperator vom Aufbewahrungs-
puffer (PBS [pH 7,4], 0,1 % BSA, 0,02 % NaN3) abgetrennt und anschlielRend
zweimal mit je 400 pl PBS-Puffer gewaschen. Nach zwei weiteren Waschschritten
mit je 400 pl 2x DNA-Bindepuffer wurden die Beads im Verhaltnis 1:1 mit der DNA
und dem 2x DNA-Bindepuffer gemischt und unter gelegentlichem Schwenken fur
1-2 h oder UN bei RT inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Kopplung der DNA an
die Beads. Nicht gebundene DNA wurde durch zweimaliges Waschen der Beads
mit je 400 pyl 1x DNA-Bindepuffer entfernt. Wurden die mit DNA gekoppelten
Beads nicht direkt fur die DNA-Affinitatsreinigung eingesetzt, so wurden sie in TE-
Puffer bei 4 °C gelagert.

DNA-Bindepuffer (2x)

Tris/HCI (0,1 M, pH 7,4) 10 ml 10 mM
EDTA (10 mM) 10 ml 1 mM
NaCl 117 g 2 M

H,0 ad100  ml pH 7,5
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2.201.2 Durchflhrung der DNA-Affinitatsreinigung

Die Anreicherung DNA-bindender Proteine erfolgte unter Verwendung der, mit
entsprechender DNA gekoppelten, Beads, die bis zu drei Mal wiederverwendbar
waren. Die Beads wurden in Protein-Bindepuffer aqilibriert und fur 1-2 h bei RT mit
dem vorbehandelten Rohextrakt inkubiert. Der Rohextrakt wurde aus in konti-
nuierlicher Kultur gewachsenen Zellen (zur Verfugung gestellt von Michael
Boéhringer) gewonnen. Der AufschluR der Zellen erfolgte in einer 'French® Press'
(2.14.1). Dem Aufschluld wurde eine Ultrazentrifugation (45000 Upm, 1,5 h, 4 °C)
angeschlossen und der Rohextrakt anschliefiend zur Konzentrierung in Kalium-
phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) mit 15 % PEG UN dialysiert. Nicht gebundene
Proteine wurden nach Abschluld der Inkubation des Rohextrakts mit den Beads
durch mind. dreimaliges Waschen der Beads mit Protein-Bindepuffer abgetrennt.
Mit je 20 ul Protein-Elutionspuffer unterschiedlicher Salzkonzentration (200-
1000 mM NaCl) wurden gebundene Proteine anschlieliend stufenweise eluiert.
Die erhaltenen Proteinfraktionen wurden bei 4 °C gelagert oder direkt in einem
SDS-Polyacrylamidgel (2.17.1) analysiert.

Protein-Bindepuffer

Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4) 20 ml 20 mM
EDTA (10 mM) 10 ml 1 mM
DTT (100 mM) 1 mi 1 mM
NaCl 0,58 g 100 mM
Glycerin 33 mi 10 % (v/Iv)
Triton X100 50 ul 0,05 % (v/v)
H20 ad 100 ml pH 8,0

Protein-Elutionspuffer
Die Zusammensetzung des Protein-Elutionspuffers entspricht der des Protein-
Bindepuffers. Lediglich die Konzentration an NaCl wurde angepal3t.

2.20.2 Nickel-NTA-Affinitatschromatograpie

Um rekombinante Proteine zu reinigen, die N- oder C-terminal mit 6 Histidinresten
versehen wurden, fand die Affinitatschromatographie an immobilisiertem Nickel
Anwendung, welches eine hohe Affinitat zu Histidin aufweist. Das Tragermaterial
Nickel-Nitrilotrichloressigsaure (Ni-NTA) enthélt ein Ni**-lon, welches mit 4 seiner
6 Koordinationsstellen an die Gelmatrix (Agarose) gebunden ist. Die ubrigen freien
Koordinationsstellen erlauben die Bindung zweier benachbarter Histindinreste des
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rekombinanten Proteins. Das gebundene Protein kann mit dem Strukturanalogon
Imidazol von dem Material eluiert werden (Schmitt et al., 1993).

FUr die native Reinigung im praparativen Malistab wurde eine leere 10-ml-
Plastiksaule mit so viel Gelmaterial gepackt, daly das Bettvolumen 1-1,5 ml betrug.
Gegen das Auslaufen des Gelmaterials wurde die Saule nach unten hin mit
Filterpapier abgedichtet. Auf eine solche Saule konnten bis zu 200 mg Gesamt-
protein aufgetragen werden. Anschlieend wurde das Material mit 10 Bettvolumen
(BV) 10 mM Imidazol-Puffer aquilibriert. Die Zellen wurden nach der Ernte fir den
AufschluR (iber die 'French® Press' (2.14.1) in 10 mM Imidazol-Puffer (7-10 ml)
aufgenommen. Der ultrazentrifugierte (45000 Upm, 1,5 h, 4 °C) Rohextrakt wurde
auf die Saule gegeben und tropfte nach dem Einlaufen langsam mit Hilfe der
Schwerkraft durch das Saulenmaterial. Nach Waschen der Saule mit 10 BV 10-
20 mM Imidazol-Puffer erfolgte die Elution der gebundenen Proteine mit einem
Stufengradienten von 50-250 mM Imidazol-Puffer Die Eluate wurden in 1-ml-
Fraktionen gesammelt und ein Aliquot jeder Fraktion in einem SDS-Poly-
acrylamidgel (2.17.1) analysiert. Die Fraktionen, die GUberwiegend das gewtlinschte
Protein enthielten, wurden entweder Uber PD10-Saulen (2.16.2) oder durch
Dialyse (2.16.1) einem Pufferwechsel unterzogen und konzentriert. Nach
Abschlufd der Reinigung wurde die Saule mit 10 BV 250 mM Imidazol-Puffer
gewaschen und das Saulenmaterial in Ethanol (30 %, v/v) gelagert. Die Saule
konnte fur die Reinigung des gleichen Proteins 2-3mal wiederverwendet werden.
War dber den Stufengradienten die zur Elution des gewulnschten Proteins
erforderliche Imidazolkonzentration ermittelt, so erfolgte bei einer wiederholten
Reinigung ein stringenteres Waschen mit der Imidazolkonzentration, die gerade
noch nicht zur Elution des gewlnschten Proteins flihrte. Auf diesem Weg konnten
unspezifisch bindende Proteine effektiv abgetrennt werden.

Imidazol-Puffer (10 mM)

NaH,PO4 x H,0 6,9 g 50 mM
NaCl 17,54 ¢ 300 mM
Imidazol 0,68 g 10 mm
H.O ad 1000 ml

Fir die Herstellung von Imidazol-Puffern anderer Imidazolkonzentrationen wurde
eine Imidazol-Stammlésung (300 mM) hergestellt und entsprechend mit
NaH,PO4/NaCl-Puffer gemischt.

Eine denaturierende und/oder native Aufreinigung rekombinanter his-tag-Proteine
im analytischen Malistab erfolgte entsprechend den Angaben aus The
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QlAexpressionist- a handbook fiir high level expression and purification of the
6xHis-tagged proteins, Qiagen GmbH; Hilden).

2.21 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen (Western blot)
(Kyhse-Andresen, 1984)

Fir den Transfer auf Nitrocellulose-Membranen ('Hybond™ ECL™', Amersham
Biosciences Europe GmbH; Freiburg) wurde das SDS-Polyacrylamidgel nach
erfolgter Elektrophorese (2.17.1) vom Trenngel befreit und min. 10 min in Trans-
ferpuffer aquilibriert. Die Membran und sechs Lagen 'Gel-Blotting-Papier GB002'
(Schleicher und Schuell, Dassel) wurden auf GelgroRe zurechtgeschnitten und
ebenfalls in Transferpuffer aquilibriert. Der Transfer erfolgte nach dem semy-dry-
Verfahren mittels einer ‘'Multiphor II- Elektrophoreseeinheit mit Novablot
Electrophoresis Transfer Unit'. Die Graphitelektroden wurden mit nassen Tichern
mit Transferpuffer angefeuchtet. Auf der Anodenseite wurden in nachstehender
Reihenfolge luftblasenfrei drei Lagen transferpuffergesattigtes 'Gel-Blotting'-
Papier, die Nitrocellulosemembran, das aquilibrierte Gel sowie drei weitere Lagen
Gel-Blotting-Papier geschichtet. Uberschissige Flissigkeit wurde vorsichtig mit
Zell-stoff abgesaugt. Die Kathode wurde aufgelegt und der Transfer in
Abhangigkeit von der Gelflaiche (0,8 mA/cm?) durchgefiihrt. Die Membran wurde
nach dem Transfer sofort fur die Proteindetektion mit Antikdrpern eingesetzt.

Transferpuffer

Tris 303 g 25 mM
Glycin 1441 g 192 MM
Methanol (99 %,v/v) 50 mi 5 % (v/Iv)
H,O ad 1000 ml

2.22 Detektion rekombinanter his-tag-Fusionsproteine mit Anti-
korpern

Der Nachweis rekombinanter his-tag-Fusionsproteine erfolgte durch den Einsatz
von zwei Antikérpern. Dazu wurde die Nitrocellulosemembran (2.21) UN in
Magermilch (5 %, w/v) abgeblockt und anschlie®end 3mal 5 min mit PBS-Puffer
gewaschen. Anschlieliend wurde die Membran in 10 ml frischen PBS-Puffer mit
1 % Blocking-Reagenz uberfuhrt und nach Zugabe von 20 pl 1:500 verdunntem
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monoklonalen Antikérper aus der Maus gegen den his-tag (Anti-Hiss, Roche
Diagnostics GmbH; Mannheim) fur 1 h unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach
erneutem Waschen, 3mal je 5 min mit PBS-Puffer, wurde die Membran erneut in
10 ml frischen PBS-Puffer mit 1 % Blocking-Reagenz uberfuhrt und nach Zugabe
von 2 ul des zweiten Antikorpers wiederum fir 1 h inkubiert. Bei diesem Antikoérper
handelt es sich um einen mit Meerettich-Peroxidase gekoppelten Esel-Anti-Maus
Antikorper (Dianova GmbH; Hamburg). Die Meerettich-Peroxidase ist ein Enzym,
das ein nicht-fluoreszierendes Substrat in ein intensiv fluoreszierendes Substrat
umsetzt, das in der Lage ist, einen Rdntgenfilm zu schwarzen. Nach der ein-
stindigen Inkubation wurde die Membran 3mal 5 min mit PBS-Puffer, 3mal 5 min
mit PBST-Puffer und erneut 3mal 5min mit PBS-Puffer gewaschen. Die Detektion
des his-tag-Protein-Antikbrperkomplexes erfolgte mit dem 'ECL-Kit', der nach
Angaben des Herstellers angewandt wurde. Das Substrat Luminol wird hierbei
durch die Aktivitat der Peroxidase unter Lichtemission zu 3-Aminophtalat oxidiert.

PBS-Puffer

NaH,PO4 1,43 g

Na;HPO4 x 2H,0 15,13 g

NaCl 5,84 g

H.0 ad 1000 ml pH7,4
PBST-Puffer

Tween20 50 mg 0,05 % (w/v)
PBS ad 100 ml

2.23 Gelretardationsexperimente

Mit  Gelretardationsexperimenten konnen sequenzspezifische DNA-Protein-
Interaktionen nachgewiesen werden. Dabei macht man sich zunutze, daf® in einem
nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel (2.17.2) die Mobilitat eines DNA-Protein-
Komplexes im Gegensatz zu freier DNA deutlich herabgesetzt ist. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei hauptsachlich von der Gro3e und der
Ladung eines Proteins und nur zu einem geringen Mal} von der GroRe des DNA-
Fragments abhangig.
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2.23.1 Gelretardationsexperimente am 'LI-COR®-Sequencer’

Fur Gelretardationsexperimente am 'LI-COR® Sequencer' wurden als Sonde PCR-
amplifizierte DNA-Fragmente eingesetzt, die durch die Verwendung von IRD800-
markierten Oligonukleotiden im automatischen Sequenzierer 'LI-COR® detek-
tierbar waren. In Vorversuchen wurden die Qualitdt und Quantitat der Sonden
Uberpriuft und eine geeignete Verdunnung flr die DNA-Protein-Bindungsreaktion
ermittelt. Die markierten Sonden, unverdinnt und verdinnt, wurden bei -20 °C
dunkel gelagert.

Eine typische Bindungsreaktion erfolgte in einem 5-ul-Ansatz folgender Zu-
sammensetzung:

0,5 ul Bindungspuffer (10x)

0,5 ul Glycerin

0,5 ul DTT (10 mM)

0,5 pl Poly[d(I-C)] (2 mg/ml)

0,5 yl DNA-Sonde

2,5 ul Protein in Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,4)

Das Protein wurde zuletzt zugegeben, der Ansatz vorsichtig gemischt und 30 min
bei RT inkubiert. 1 pl des Ansatzes wurde auf einem 5 %igen (w/v) nativen Poly-
acrylamidgel (2.17.2) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte in
0,5x TBE-Puffer bei 500 V und 30 °C und war nach 2-3 h abgeschlossen.

Bindungspuffer (10x)

Tris 6,06 g 500 mM
KCI 3,73 g 500 mM
MgCl, x 6 H>O 1,02 g 50 mM
EDTA 0,29 g 10 mM
H20 ad 100 ml pH 7,4-8

Der Bindungspuffer wurde in 1-ml-Aliquots bei -20 °C gelagert. Vor Gebrauch
wurde dem Puffer BSA (0,1 %) zugesetzt.

2.23.2 Nicht-radioaktive Gelretardationsexperimente

Nicht-radioaktive Gelretardationsexperimente wurden mit unmarkierten Sonden im
nativen 8 %igen (w/v) Polyacrylamidgel (2.17.2) durchgefihrt. Die Herstellung der
Sonden erfolgte Uber eine Standard-PCR (2.8.1) und die Analyse der Protein-
DNA-Interaktion Uber eine Farbung des Gels im Ethidiumbromidbad und
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anschlieRende Betrachtung des Gels unter UV-Licht. Mit Hilfe einer
Videodokumentationsanlge wurde das Gel photographiert und das Bild digitalisiert.

2.23.3 Radioaktive Gelretardationsexperimente
Fur radioaktive Gelretardationsexperimente wurden [*?y]ATP-markierte Sonden

eingesetzt. Die Herstellung der zunachst unmarkierten Sonden erfolgte Uber eine
Standard-PCR (2.8.1). Daran schlof3 sich die Markierung der Sonde in Form des
Austauschs des 5'-Phosphatrests (2.7.4) an. Die Menge an Sonde, die fur eine
Bindungsreaktion eingesetzt wurde, orientierte sich daran, dal} eine Aktivitat von
ca. 12-14000 cpm notwendig waren, um die markierte Sonde auf einem Rdntgen-
film sichtbar zu machen. Eine typische Bindungsreaktion erfolgte in einem 20-pl-
Ansatz und wies folgende Zusammensetzung auf:

2yl Bindungspuffer (10x) (2.)

6 ul  Glycerin (30 %)

2yl DTT (10 mM)

1yl Poly[d(I-C)] (2 mg/ml)

x yI DNA-Sonde

x gl Protein in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,4)

Die radioaktiv markierte Sonde wurde zuletzt zugegeben, der Ansatz vorsichtig
gemischt und 15 min bei 30 °C inkubiert. Anschlie3end wurde der Ansatz mit 2 pl
10x Ladepuffer versetzt und in einem 8 %igen nativen Polyacrylamidgel bei 150 V
fur ca. 2 h elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Beendigung des Gellaufs wurde
das Gel vorsichtig von den Glasplatten geldst, auf ein 'Whatman'-Papier
(Whatman International Ltd.; Maidstone, England) gelegt und mit Haushaltsfolie
bedeckt. Unter Vakuum wurde das Gel 30 min bei 65 °C getrocknet und in eine
Exponier-kassette gelegt. In Abhangigkeit von der Starke des Signals wurde flr 2-
12 h an einer 'BAS-MP Phosphor Imaging'-Platte autoradiographiert. Mit Hilfe des
'‘Bio Imager Fujix BAS 1000' und des Programms Mac Bas 1000 Image Reader
wurden die Signale digitalisiert und mit dem Mac BAS V 2.31-Programm
ausgewertet.

Ladepuffer (10x)

Bromphenolblau 25 mg 0,05 %
Xylenxyanol 25 mg 0,05 %
Glycerin 15 g 30 %

H,O ad 50 ml
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2.24 Hefe-Ein-Hybrid-System (yeast one-hybrid system)

Mit dem Hefe Ein-Hybrid-System von MATCHMAKER von der Firma CLONTECH
Laboratories GmbH (Heidelberg) konnen schnell und effizient Protein-DNA-
Interaktionen untersucht werden. Die Methode wurde nach den Angaben des
Herstellers durchgefihrt (MATCHMAKER One-Hybrid System, User Manual und
Yeast Protocols Handbook). Im folgenden sind nur zwei wichtige Methoden
beschrieben. Weitere Methoden zu Stammhaltung (2.2.4), Anzucht (2.2.5) und
Transformation (2.9.4) der Hefezellen sind an entsprechender Stelle aufgefihrt.

2.24.1 Nachweis und Bestimmungq der B-Galactosidase-Aktivitat
2.24.1.1 Colony-lift filter assay (Breeden und Nasmyth, 1985)
Der colony-lift filter assay wurde mit frischen Hefekolonien, gewachsen nach einer

Transformation, durchgefuhrt. Ein runder Papierfilter wurde in einer Petrischale mit
Z-Puffer/X-Gal-Losung getrankt. Ein weiterer Filter gleicher Gro3e wurde auf die
Agarplatte mit den Kolonien gelegt. Dort wurde er so lange belassen, bis er gut
befeuchtet war. Der Filter wurde vorsichtig abgenommen und in fliissigem Stick-
stoff schockgefroren, wobei darauf zu achten war, da® die Seite, auf der die
Kolonien abgedruckt waren, nach oben zeigte. Anschlieliend wurde der Filter bei
RT aufgetaut. Der Wechsel von Einfrieren und Auftauen sollte die auf dem Filter
haftenden Zellen permeabilisieren. Dieser Filter wurde anschlielend in einer
Petrischale luftblasenfrei auf den mit Z-Puffer/X-Gal-Losung getrankten Filter
gelegt und so lange bei RT oder 30 °C inkubiert, bis eine Blaufarbung bedingt
durch die Aktivitat der freigesetzten B-Galactosidase zu erkennen war. Die
Identifizierung positiver Klone erfogte durch den Vergleich des Filterpapier-
abklatsches mit den Resten der Klone auf der Agarplatte. Die Reste der als positiv
identifizierten Klone auf der Platte wurden in entspechendem Flussigmedium
angeimpft und angezogen.

Z-Puffer

NaHPO4 x 2 H,0 8,05 g
N3H2PO4 X Hzo 5,5 g
KClI 0,75 g
MgSO4 x 7 H,0 0246 g

H20 ad 1000 ml pH7
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X-Gal-(5-Brom-chloro-3-indolyl-B-D-Galactopyranosid-)Stammldsung
20 mg/ml (DMF, N, N-Dimethylformamid)

Z-Puffer/X-Gal-Lésung (frisch)

Z-Puffer 100 mi
B-Mercaptoethanol 270 i
X-Gal-Stammldsung 1,67 ml

2.24.1.2 Quantitative Bestimmung der B-Galactodidase-Aktivitat

Zur quantitativen Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat wurden die Hefe-
stamme, deren B-Galaktoidase-Aktivitat bestimmt werden sollte, in 50 ml ent-
sprechendem Medium angezogen und bei Erreichen der exponentiellen Phase
durch Zentrifugation (5000 Upm, 10 min, 4 °C) geerntet. Die Zellen wurden in 700-
800 pl Z-Puffer aufgenommen und mit Hilfe des RiboLysers aufgeschlossen. Nach
Zentrifugation (14000 Upm, 30 min, 4 °C) wurde der gewonnene Rohextrakt direkt
fur die Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat eingesetzt. Dazu wurde 1 ml
Rohextrakt mit 200 pl o-NPG (o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid) versetzt,
gemischt und so lange inkubiert, bis eine deutliche Gelbfarbung zu erkennen war.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0,5 ml Na,CO3 -Lésung (1 M) gestoppt.
Nach kurzer Zentrifugation (13000 Upm. 5 min, RT) wurde die Extinktion der
Ldosung bei einer Wellenlange von 420 nm im Photometer bestimmt. Zur
Berechnung der Miller Units einer Probe galt folgende Formel:

Miller Units = (E42()/ txv ODeoo) x 1000

mit t: Reaktionszeit bis zur Gelbfarbung [min]
V. eingesetztes Kulturvolumen
E420: Extinktion des Melansatzes bei 420 nm

ODgpo:  Optische Dichte bei 600 nm

0-NPG-Losung (frisch)
o-NPG 40 mg
Phosphatpuffer (1 M, pH 7) 10 mi
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2.25 Sequenzanalysen und Internetrecherchen

Die Analyse von Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe der Computerprogramme
DNAStrider 1.2, Omiga 2.0, Clone Manager 7 und Enhance Map Draw. Internet-
recherchen fir Sequenzabgleiche, Datenbankvergleiche, Protein- und DNA-Struk-
turen wurden auf folgenden Internetseiten vorgenommen:

InterPro
http://www.ebi.ac.uk./interpro/

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
http://www.genome.jp/kega/

NCBI-Hompage
http://ncbi.nlm.nih.gov/

NPS@Protein Sequence@nalysisat IBCP, France
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cqgi-bin/npsa automot.pl?page=/NPSA/npsa server.html

Pfam (Proteinfamilien und HMMs)
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

Swiss-Prot/EMBL
http://us.expasy.org/sprot/

2.26 Chemikalien, Gase, Enzyme, spezielle Produkte und Gerate

2.26.1 Chemikalien und Gase
Wenn nicht anders aufgefihrt wurden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten

Chemikalien von folgenden Firmen bezogen:
Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg
Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe
Fluka Chemie GmbH; Buchs, Schweiz
Invitrogen GmbH; Karlsruhe
Otto Nordwald GmbH; Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim


http://www.ebi.ac.uk./interpro/
http://www.genome.jp/kegg/
http://ncbi.nlm.nih.gov/
mailto:NPS@Protein
mailto:Sequence@nalysis
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automot.pl?page=/NPSA/npsa_server.html
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
http://us.expasy.org/sprot/

MATERIAL UND METHODEN 61

Die verwendeten Gase wurden von der Firma MIT Industriegase AG (Elchingen)
geliefert.

2.26.2 Spezielle Chemikalien, Enzyme und Produkte
Spezielle Chemikalien, Enzyme und Produkte, die nicht im Text erwahnt wurden,
sind nachfolgend aufgelistet:

Abott GmbH; Wiesbaden

Clarithromycin

Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg

'Ready To Go™ PCR Beads'; 'Ready To Go™ RT-PCR Beads'; 'PD10'-
Saulen; 'MicroSpin™ G-25 Columns'; 'GFX™ Micro Plasmid Prep. Kit'

Appligene Oncor; Heidelberg
'‘AquaPhenol™'; 'ReadyRed ™"

Biomers.net GmbH; Ulm:
Oligodesoxynukleotide

Bio-Rad Laboratories GmbH; Miinchen

Bradfordreagenz

Biomol Feinchemikalien GmbH; Hamburg

Lysozym

Carl Roth GmbH & Co KG; Karlsruhe
IPTG; 'Roti®-Phenol’

CLONTECH Laboratories GmbH; Heidelberg
'MATCHMAKER One-Hybrid System'

DYNAL A.S.; Oslo Norwegen
'Dynabeads® M-280 Streptavidin'; 'DYNAL MPC-E'-Konzentrator

Epicentre Technologies Corp. ; Madison, USA
'EXEL™ Long Read™ Sequencing Kit-LC'
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Invitrogen GmbH; Karlsruhe
Agarose; Oligodesoxynukleotide; TEMED

Macherey-Nagel GmbH & Co KG; Diiren
'NucleoSpin Extract Kit'

MBI Fermentas GmbH; St. Leon-Rot

dNTP; 'High Fidelity'-Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul); Restriktionsendo-
nukleasen; Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP); T4-DNA-Ligase (1 U/pl),
T4-Polynukleotidkinase (10 U/pl)

Millipore GmbH; Schwalbach

'"Microcon® YM-30'-Mikrokonzentratoren; '"Microcon® YM-100'-Mikrokonzen-
tratoren

MWG Biotech AG; Ebersberg
Oligodesoxynukleotide

National Diagnostics; Hull, England
'SequGel XR'; 'SequGel XR'-Pufferlésung

New England Biolabs GmbH; Schwalbach

Restriktionsendonukleasen

NOVEX Electrophoresis GmbH; Frankfurt, Main

'Colloidal Blue Coomassie™ Staining Kit'

Qiagen GmbH; Hilden
Ni-NTA-Agarose; 'QlAquick PCR purification Kit'; 'RNeasy Mini Kit'

Roche Diagnostics GmbH; Mannheim

ATP; Ampicillin; Kanamycin; Proteinase K; Rifampicin

Sartorius AG; Gottingen
Sterilfilter (Porengrofie 0,2 um)

Serva Electrophoresis GmbH; Heidelberg

Chloramphenicol



MATERIAL UND METHODEN

63

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Deisenhofen

Erythromycin; Tetracyclin-Hydrochlorid; Kanamycin

USB Corporation; Cleveland, Ohio, USA, vertrieben durchAmersham

Biosciences Europe GmbH

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

2.26.3 Gerate

Experimentell relevante Gerate sind im Folgenden aufgelistet:

Einmalkiivetten (1/2 Mikro; 1,6 ml)

Elektroporationsgerit (Gene Pulser® Il)

Elektroporationskiivetten (2/4 mm)

'FRENCH®Pressure Cell'/ -Press’

Gaschromatograph (CP9001)
Mikroskop
'Multiphorll Elektro-

phoreseeinheit mit Novoblot Electro-
phoresis Transfer Unit'

PCR-Maschine

VWR International GmbH;
Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH:;
Mulnchen

Biozym Scientific GmbH; Oldendorf

G. Heinemann Ultraschall- und
Labortechnik; Schwabisch Gmund

Chrompack GmbH; Frankfurt

Axioskop, Carl Zeiss AG;
Oberkochen

Amersham Biosciences Europe
GmbH; Freibug

PTC-200° Peltier Thermal Cycler:
Bio-Rad Laboratories GmbH;
Minchen

Techne: Labtech International,
Burkhardtsdorf
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pH-MeRgerat (WTW pH 521)

Phosphoimager FUJIX BAS 1000

Plattenaparatur fiur Polyacrylamidgele

Reinstwasseranlage (Elgastat Maxima)

'RiboLyser’

'LI-COR® 4000L-Sequencer'

Spektralphotometer (Ultrospec® 3000)

Tischzentrifuge (miniSpin)

Ultrazentrifuge (L8-60M)

Wissenschaftlich-Technische Werk-
statten; Weilheim

Raytest GmbH; Staubenhardt

Biometra biomedizinische Analytik
GmbH; Gaéttingen

USF Deutschland GmbH:;
Ransbach-Baumbach

Hybaid GmbH; Heidelberg

MWG Biotech AG; Ebersberg
(Vertreiber)

Amersham Biosciences Europe
GmbH; Freiburg

Eppendorf AG; Hamburg

Beckman Coulter GmbH; Krefeld
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Regulation des adc-Gens

Die entscheidenden Transkriptionseinheiten der Losungmittelbildung in C. aceto-
butylicum stellen das sol- und das adc-Operon (Abb. 4) dar. Im polycistronischen
sol-Operon befinden sich unter anderem die Gene ctfA und ctfB, welche fir die
beiden Untereinheiten der Acetacetyl-CoA: Acetat/Butyrat: CoA-Transferase (CoA-
Transferase) codieren. Durch die Aktivitat der CoA-Transferase wird im ersten
Schritt der Acetonbildung Acetacetyl-CoA zu Acetacetat umgesetzt. Das mono-
cistronische adc-Operon codiert fur die Acetacetat-Decarboxylase (Adc), die den
zweiten und letzten Schritt der Acetonbildung, die Decarboxylierung des
Acetacetats, katalysiert. Beide Enzyme, Adc und Cif, wurden schon sehr frih
gereinigt und charakterisiert (Adc, Westerheimer, 1969; Fridovich, 1972; Cff,
Wiesenborn et al., 1989), und die entsprechenden Gene gehdrten zu den ersten,
direkt an der Losungmittelbildung beteiligten, Genen, die kloniert und sequenziert
wurden (adc, Gerischer und Durre 1990; ctf, Cary et al., 1990). Auf den ersten
Blick scheint es unverstandlich, da® die Gene der beiden fir die Acetonbildung
essentiellen Enzyme auf zwei verschiedenen Operonen lokalisiert sind. Ein
zweiter Blick zeigt jedoch, dal® beim Eintritt in die Losungsmittelbildung hohe
Konzentrationen an Sauren durch die Aktivitat der CoA-Transferase hauptsachlich
in Butyryl-CoA umgewandelt werden. Dieses wiederum wird durch die Aktivitat der
der AdhE zu Butanol umgesetzt. Es macht demnach Sinn, dal die entsprech-
enden Gene in einem Operon organisiert sind (sol-Operon). Die Adc wird nur dafltr
bendtigt, das Endprodukt der CoA-Transferase Reaktion, namlich Acetacetat, zu
beseitigen, da diese Reaktion thermodynamisch ungunstig ist. In Bezug auf die
Bildung der Losungsmittel bedeutet das, dal} je nach verwendetem Substrat bis zu
50fach mehr Butanol als Aceton gebildet werden kdnnen (Bahl et al., 1986). Fur
die genannten Enzyme, Adc, CtfA/B, AdhE und auch fir die BdhA konnte gezeigt
werden, daR die entsprechenden Gene beim Ubergang zur Lésungsmittelbildung
auf trankriptioneller Ebene induziert werden (Fischer, 1993, Walter et al., 1992;
Gerischer und Durre, 1992). Die Promotoren aller an der Losungsmittelbildung
beteiligten Gene weisen eine starke Homologie zur Erkennungssequenz des
vegetativen Sigmafaktors auf (zur Ubersicht siehe Dirre et al., 1995), so daR
bereits sehr frih klar war, dal} nicht alternative Sigmafaktoren, sondern vielmehr
regulatorisch wirksame Proteine an der Regulation der Gene der Solventogenese
beteiligt sein mussen.

FiUr das adc-Gen konnte die Beteiligung des globalen Transkriptionsfaktors SpoOA
an der Regulation gezeigt werden (Ravagnani et al., 2000; Bohringer 2002). Die
Experimente ergaben jedoch auch, dald SpoOA nicht allein fur die Regulation ver-
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antworlich sein kann. Reportergenstudien von Boéhringer (2002) mit dem
Promoterbereich des adc-Operons und dem /acZ-Gen aus dem thermophilen
Bakterium Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, beide kloniert in ein
shuttle-Plasmid (pIMP1) zur Replikation in E. coli und C. acetobutylicum, zeigten,
dald eine Deletion von 32 Bp im Bereich des adc-Promoters (siehe Abb. 6) zu
einer Verminderung der maximalen [(-Galactosidase Aktivitat von 12,6 U/mg
Protein auf 2,4 U/mg Protein flhrte. Es lag damit die Vermutung nahe, dal} dieser
Bereich die Binderegion eines Proteins oder mehrerer Proteine sein konnte, die
regulatorisch auf die Transkription des adc-Gens Einflul® nehmen.

3.1.1 lIsolierung und computergestitzte Charakterisierung von potentiellen
Transkriptionsregulatoren des adc-Gens

Alle oben dargestellten Experimente weisen darauf hin, dall neben SpoOA

mindestens ein weiteres Protein an der transkriptionellen Regulation des adc-

Operons beteiligt sein mul3. Die Isolierung eines solchen Proteins war das Ziel der

folgenden Experimente.

3.1.1.1 Isolierung von an die Promoterregion des adc-Gens bindenden
Proteinen

FUr die Isolierung von madglichen Transkriptionsregulatoren des adc-Operons
wurden Fragmente des adc-Promoterbereichs mittels Standard-PCR amplifiziert
und mit Hilfe eines modifizierten Oligonukleotids am 5'-Ende biotinyliert. Diese
Modifikation erlaubte die Kopplung der DNA-Fragmente an mit Streptavidin
(iberzogene Magnetpartikel (‘Dynabeads® M-280 Streptavidin', Beads). Hierbei
handelt es sich um suspendierte paramagnetische Partikel von einheitlicher
Grolde, die Streptavidin kovalent auf ihrer Oberflache gebunden haben. Strepta-
vidin ist ein Protein, bestehend aus vier identischen Untereinheiten, die jede flr
sich eine starke Bindungstelle fur Biotin besitzen. Sollen diese Beads fur die
Isolierung DNA-bindender Proteine eingesetzt werden, so gilt folgendes Prinzip
(Abb. 7): Die mit den entsprechenden DNA-Fragmenten gekoppelten Beads
werden mit Proteinrohextrakt inkubiert. Proteine, welche an die gekoppelte DNA-
Sequenz binden, bleiben beim Waschen der Beads haften, wahrend nicht-
gebundene Proteine abgetrennt werden konnen. Die gebundenen Proteine
werden anschlie3end eluiert und mit Hilfe eines SDS-Polyacrylamidgels analysiert.
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-35 -10 +1
TTTACT — TATAAT
—> pIMP121
AAATGA — ATATTA
\ A 32Bp
-35 -10 +1
TATAAT \ /
TTTACT — I
—> pIMP122
AAATGA — ATATTA
1
80 Bp-WT-Fragment
2
3
74 Bp
TTTACT — TATAAT — 288 Bp-WT-Fragment
4
3
A32Bp  74Bp
TTTACT — TATAAT — 256 Bp-Del-Fragment
4

Abb. 6 Schematische Darstellung der Fragmente des adc-Promoterbereichs
——> lacZ Gen; Vektor-DNA; WT: Wildtyp; , A, Del: Deletion; — Primer,
1: adcintdownbiot, 2: adcintupsma, 3: adcintlangbiot, 4: IMP1

Fur die Separation von Proteinen, die an den adc-Promoterbereich binden,
wurden verschiedene DNA-Fragmente hergestellt (Abb. 6). Die Primer
adcintupsma und adcintdownbiot erlaubten die Amplifikation eines 80-Bp-
Fragments stromabwarts des Transkriptionsstarts des adc-Gens. Die Primer
adclangbiot und IMP1 wurden fur die Herstellung von zwei verschiedenen adc-
Promoterbereich-Fragmenten eingesetzt. Bei der Verwendung des Plasmids
pIMP121 als Matrize erhielt man ein 288 Bp groRes Fragment, bei der
Verwendung des Plasmids pIMP122 als Matrize wurde ein 256 Bp grofes
Fragment erhalten. Beide Fragmente unterschieden sich in der, in Abb. 6
dargestellten, Deletion von 32 Bp. Der Primer adclangbiot hybridisierte im lacZ-
Gen des jeweiligen Plasmids und der Primer IMP1 hybridisierte mit der Plasmid-
DNA. Uberschiissige Oligonukleotide wurden durch die Verwendung von
'Microcon® YM-100" Mikrokonzentratoren abgetrennt. Dies war notwendig, um zu
verhindern, dal} freie biotinylierte Oligonukleotide die Bindestellen der Strepta-
vidin-Magnet-Partikel besetzten. Die Bindekapazitat der Streptavidin-Magnet-
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Abb. 7 Schematische Darstellung des Prinzips der DNA-Affinititschromatographie mit
'Dynabeads® M-280 Streptavidin'
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Partikel betragt 50-100 pmol DNA/100 pl Streptavidin-Magnet-Partikel. Die Zellen
fur die Gewinnung des Proteinrohextrakts wurden aus einer kontinuierlichen Kultur
von C. acetobutylicum (zur Verfugung gestellt von Michael Béhringer) gewonnen.
Zellen aus der saurebildenden Phase und der losungsmittelbildenden Phase,
erhalten aus jeweils mind. 1 | Kultur, wurden durch Verwendung der 'French®
Press' aufgeschlossen und ultrazentrifugiert. Die auf diesem Weg erhaltenen
Rohextrakte wurden separat mit den DNA-gekoppelten Beads inkubiert und
Proteine, die in der Lage waren, an die DNA-Fragmente zu binden, wurden mit
NaCl-Puffer in den Konzentrationen 200, 300, 400, 500 mM und 1 M eluiert. Die
Analyse der Eluate erfolgte Uber ein SDS-Polyacrylamidgel. Das Gel wurde mit
colloidalem Coomassie gefarbt und Proteinbanden von Interesse wurden aus dem
Gel ausgeschnitten. Abb. 8 zeigt die Analyse der Eluate, gewonnen mit Hilfe der
Plasmid-Fragmente (288 Bp-WT-Fragment, 256 Bp-Del-Fragment, Abb. 6). Mit
dem 80 Bp groRen WT-Fragment konnten keine Ergebnisse erzielt werden. Acht
Proteinbanden wurden aus dem Gel ausgeschnitten, sechs davon konnten mit
Hilfe von MALDI-TOF und Datenbankvergleichen (durchgeflihrt von Steffen
Schaffer im Forschungszentrum Jilich) identifiziert werden.

Unter matrix assisted laser-desorption ionization (MALDI) versteht man die
Bestrahlung einer in eine Matrix (z. B. UV-absorbierende kristalline Substanz) ein-
gebetteten Probe durch einen UV- oder Infrarot-Laserpuls im Hochvakuum. Zur
Bestimmung unbekannter Proteine werden diese gewohnlich tryptisch verdaut und

62
48

33

25

17

Abb. 8 DNA-bindende Proteinen aufgereinigt iiber DNA-Affinitatschromatographie
(SDS-PAGE, 8 % (wl/v), Farbung mit colloidalem Coomassie)

Spur 1, 2: Eluat 200 mM NaCl, Spur 3, 4: 300 mM NaCl, Spur 5, 6: 400 mM NaCl, Spur 7, 8:

500 mM NaCl, Spur 9, 10: 1 M NaCl, M: Proteinmarker [kDa]; gerade Spurennummern: Proteine

gebunden an 288-Bp-WT-Fragment; ungerade Spurennnummern: Proteine gebunden an 256-Bp-

Del-Fragment
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in die Matrix eingebettet. Durch den Laserpuls werden explosionsartig Teile der
Matrix zusammen mit den eingebauten, positiv geladenen Peptidionen freigesetzt,
die dann in einem starken elektrischen Feld beschleunigt werden und schlielich
nach einer bestimmten Flugstrecke auf einen Detektor treffen. Die Dauer der
Flugzeit eines lons bis zum Auftreffen auf den Detektor ist abhangig von seiner
Masse. Zur lIdentifizierung des unbekannten Proteins werden die Flugzeiten
gemessen (TOF: time of flight) und die somit indirekt erhaltene Masse der
Peptidfragmente mit einer Datenbank verglichen.

Bei den Proteinbanden 1 und 4 (Abb. 8) handelte es sich jeweils um die groRe
Untereinheit der Exonuklease VIl aus C. acetobutylicum (45 kDa), und die Banden
2 und 5 (Abb. 8) konnten jeweils dem DNA-Replikationsprotein DnaD aus
C. acetobutylicum (38 kDa) zugeordnet werden. Fur die Banden 3 und 8 (Abb. 8)
ergab die Identifikation, dal} es sich jeweils um ein bisher nicht charakterisiertes
Protein aus C. acetobutylicum handelte und zwar in beiden Fallen um ein Ortholog
des YhbD-Proteins aus Bacillus subtilis. Da es sich bei dem DnaD-Protein und
dem Exonuklease-Protein um typische DNA-bindene Proteine handelte, wurden
sie keinen weiteren Untersuchungen unterzogen. Das nicht charakterisierte Pro-
tein aus C. acetobutylicum erhielt die Bezeichnung AdcR (adc Regulator) und war
Gegenstand weiterer Experimente.

3.1.1.2 Computergestutzte Analyse des Proteins AdcR

Das AdcR-Protein codierende Gen cap0037, im Weiteren adcR, befindet sich auf
dem pSOL1-Megaplasmid. Das Gen hat eine Lange von 629 Bp. Die genetische
Organisation ist schematisch in Abb. 9 dargestellt. Das Gen bildet ein Operon
(3.1.2) mit dem stromabwarts liegenden Gen cap0036 (728 Bp), im Weiteren
adcS, und befindet sich in direkter Nahe des adhE2-Gens. Letztgenanntes Gen
codiert, wie das adhE-Gen, flr eine bifunktionelle Aldehyd-/Alkohol-Dehydroge-
nase E und ist ebenfalls auf dem Megaplasmid lokalisiert. Das adhEZ2-Gen ist
monocistronisch organisiert und spielt in der normalen Aceton-/Butanol-Produktion
keine Rolle. Naturlicherweise wird es durch die gleichzeitige Anwesenheit von
Glucose und Glycerin (Vasconcelos et al., 1994) im Medium induziert. Es tritt dann
die sog. alkohologene Fermentation (Girbal und Soucaille, 1998) ein, d. h., es

werden nur die Losungsmittel Butanol und Ethanol, nicht aber Aceton, gebildet.
Klnstlich kann diese Fermentation durch die Zugabe von Metylviologen zu einer
wachsenden Kultur ausgeldst werden (Rao und Muttharasan, 1986; 1987). Uber
die Regulation dieses Gens ist noch nichts bekannt. 34 Bp stromaufwarts des
Startcodons von adcR |afdt sich eine potentielle reverse SpoOA-Bindestelle (0OA-
Box) identifizieren. Das adcR-Gen findet sein Ortholog im B. subtilis yhbD-Gen
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(713 Bp). Die Sequenzidentitat der Gene liegt bei 41% (Abb. 10). Fur das adcS-
Gen lassen sich in B. subtilis zwei Orthologe finden, wobei es sich um die Gene
yhbE (710 Bp) und yhbF (704 Bp) handelt. Die jeweilige Sequenzidentitat liegt im
Falle von yhbE bei 50 % und im Falle von yhbF bei 35 % (Abb. 11 und 12). Die
Anordnung der Gene in B. subtilis ist in Abb. 9 schematisch dargestellt. Das Gen
yhbD Uberlappt mit dem Gen yhbE um 6 Bp und zwischen den Genen yhbE und
yhbF liegen 15 Bp (Lederle, 2005). Stromaufwarts des yhbD-Gens liegt das Gen
cspR, das fur eine rRNA-Methylase codiert, und stomabwarts des yhbF-Gens
befindet sich das Gen einer Serin-Protein-Kinase, prkA.

Computergestutzte Analysen ergaben fur das AdcR-Protein (25 kDa) zwei heraus-
ragende Domanen. Im N-terminalen Bereich des Proteins (Position 7-81, Abb. 13)
befindet sich eine DNA-bindende Domane in Form eines helix-turn-helix-Motivs,
weiter C-terminal (Position 162-184, Abb. 13). lalt sich eine transmembrane
Domane vermuten. Auch das Protein YhbD weist N-terminal ein helix-turn-helix-
Motiv auf (Abb. 13). In beiden Fallen handelt es sich um das HTH_MERR Motiv
(helix-turn-helix, mercury resistance), durch das die Proteine AdcR und YhbD der
MerR-Proteinfamilie zugeordnet werden kénnen. Das MerR-Protein, das in vielen
Bakterien zu finden ist, vermittelt die Quecksilber-abhangige Induktion der Gene,
die eine Resistenz gegenuber Quecksilber vermitteln. In Abwesenheit von Queck-
silber reprimiert MerR als Dimer die Transkription, indem es eine starke Bindung
mit der MerR-Bindestelle eingeht. In Anwesenheit von Quecksilber bindet das
Dimer ein einzelnes lon und wird, ohne sich von der MerR-Bindestelle zu l6sen, zu
einem aktiven Transkriptionsaktivator. Zu dieser Familie gehéren auch die Trans-

477 BP 1 9<_B>p 138/;(Bp
< e 7/ e
adhE2 adcS adcR adhE

- 353 BE) 15<_§p 6|E|p 53 BE)
e eEmmea——— <
PrkA yhbF  yhbE yhbD cspR

Abb. 9 Schematisdche Organisation der Gene adcR und adcS und deren Orthologe yhbD,
yhbE und yhbF (GréRenordnungen nicht mafistabsgetreu)
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atgctttgtttegtttttgggettaacaacgtaacagtgttatgttacaa

————————————————————————— atggatgaaactaatttaatttcta
tgtacccatcaaaggagcectggacttatggaagaac——aa-ttaatctcta

aaaaagaacttctigagataactcatatttcttatggtcagetgtataga
aaaaagaattacttgaaagaacatcgatttcatacggtcagectgtatcga

tggaagagaaagaaacttatacctgaggaatggttcataaagaaatcoag
tggaagcggaaaaacttaatacctgaggaatggtttattcogtaaatccac

ctttactgggcaggagac-cttttteocctaaaaatgaaatcttagataga
atttacagggcaagagacgttttttecc—gagagaggagattttaaaacgt

attgaaaaaattaagagctttaagggggatgtatcattagatgagettge
atatcaatgattcaaaagatgaaagaaaatttgtctttggatgaaatgag

caatatattttccoccoccaaatcttticagagetttictttagaaaaaaaagaaa
ggaaatgectgtcgocgaaaatgaaggatgbtcagecatgaccgetgatgaat

tgoctggaacaaaacattgtttocgraaactataatgaacttatatactage
tgocttcataaaggtttggtttocaaggeoctgetcttgaagectattec—aga

attcatgaaaattcaaataacttttcatttaacgaactacttttcatgac
agacggaggaagtcoccocggt——tttttecatccagegatttgetttogetgtt

tatattagataggttcctaaaatccocgggaaaacaagtttagaagaaggta
tgtgcttgagggectgetgcagtoctggaaatgtcagecttgoagaag———

aactcatacttcatactcttgaagaaaattacaaaaattttgatgaccga
——————————————————————————————— casgaaat——————————

tattgtgacgtagtattaataagaaaactaggaatagctatatgttttct
——ggctgecagaggtatt—————-— aaagaagca————————————————

———————————————————— catctecttgttectaaaa-——————-—-—-——-
gtgctoograagotoggtgtcacaacttgttttatageggoetgoggogga

—————————————————————— gtaaacgctagagaatg—————————
cagocattttgtttgaatcatccgtaaaggttgtggaacgggtagatttat

T - tttagaagaattaaaatcaasatt------——-———— atcac
9 taaaagcttcagaggaattaaaaacaacatttatgecaggagggccatcaa

tataa-—---
tggatgtag

Sequenzidentiaten der Gene adcR und yhbD (Ubereinstimmende Basen gelb
hinterlegt, Sequenzidentitit 41 %)
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atggaagaaaaattatcagacgtaaaag-————---— tatctggaagcggaa
atggatgta-———————- gtggaaaagctggtgataaatggatcaggaa

gtataggtggaggaaactatgacgaagtaaaaattagtggctctgectaaa
gttctaagggaggaacatttcaatcagttgagattaatggcagocgggaca

ataaatggtaatgtaaattgcaacagttatatgtgttcaggectecttctac
gtggccggggacgtggagtgtgacactttt———-———————— tcttttaa

tgctaatggaaatatt—-actge-——-———- caaagagatagttaaaatt-tca
tggaaacggaaaagoggacggcagegtcaaagcgaaagoggtaactatca

g—-—gaacaactaaagtacacggtgatttaaattctggagatttaattgta
goggttcaggaaagatacatggagacgttgaagcagaatectatcecggatyg

agcggctcttcoccocgtacctttggaaatgttactgctaaaaaaatcaaaat
aatggcactggttttattcaaggagaggtatctgcaaaacaattgaaaat

aagtggctcaagtgatattgaaggaaatgttcacactgacagtatagata
cgctggatcatcaacatttggeggecactgtcaaggctgatggaattgaca

tatccggttcagtttctataggtgaggattgtgaagcag—aacatttcca
ttagcggaaaagctgtcatggaagcagattgtgaaacagaaacctttc-a

tgcaagaggaggcttcgagatagetggattattaaatgetg——— gtga
atcagaagggaaatgcaaaatcagegggcttttaaatgcagaccaggtga

tattgaaatatatatgtatggaaaatgtagagtaaaggatataggtggag
tcatt-aagectttcectgecaggggaaagceta-tgegegggagateggetgec

agaatataacagtaa—-——-—-—- aattaggttctggacattttatacatga

» gccatcttcaagtgacctgecagaaaaggaatgetgacattgetcagat——

gatgatg-——-—aaccttttctttacccgeggaagattggtaaccagecata
--tgatgccgcagectgttet-———-———-——————————— aacagcaga

————atcgaaggcgataatatttatctcgagcacacggacgcaaaaatag
gctgatcgaaggtgacgtgattgaattgacaaatacaaaggcgaaaaccg

tgagaggaaacaatattacaataggccctaactgcaatattgaaaatata
tgcgoggtaataaagtgatcatcggoeccggattgecagattgaaaccegtc

gaatataaaaatcaactgaatatggatcagagctgtaaggcactttgcaa
gaata-—————— cagcggggactatacctgtgatccaagocgegtocggttyg

aaaggttgatgaa—--—-taa
aaacatccacaaagttgtaa

Sequenzidentititen der Gene adcS und yhbE (libereinstimmende Basen gelb
hinterlegt, Sequenzidentitit 50 %)
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—————————————————————————— tcagacgtaaaa——gtatc——tgg
aagaattacttgaaagaacatcgatttcatacggtcagetgtatcgatgg

aagoggaa————————— -~~~ ——————————————
aagcggaaaaacttaatacctgaggaatggtttattogtaaatccacatt
tacagggoaagagacgttttttcocgagagaggagattttaaaacgtatat

————————————— ggtggaggaaactatgacgaagtaaaaattagtgget
caatgattcaaaagatgaaagaaaatttgtctttggatgaaatgagggaa

ctget———-— aaaataaatggta—— atg—————- taaattgca
atgctgtogocogaaaat gaaggatgtcagecatgaccgoctgatgaattget

acagttatatgtg-—-ttcaggctecttctactg———-cta————————-——
tcataaaggtttggtttcaaggcctgetettgaagectattcagaagacy

atgga-—--aatattactgccaaagagatagttasa--—-—————————-—-—-
atggagacaacaaaactgggaaatttaaaattatatggcgctgggecatge

———————————————————— atttcaggaacaact-—--aaagtaca--——-—
cgcaggaggcgcgtatcacaatgtcageocatcaaaggagaaggtatagttg

———————— cggtgatttaaattctggagatttaattgtaagecggectotte
gagaagggctgtctgotgtaggectgeocgeatatacggaacgggoct bttt

o cgtacctttgga—aatgttactyg
ctcggaaaagecagagactgageggetgogtgtgoctcggagaaagtgaatg
—-taaaggcgatctgacagocggocaaaatcaatatatatgggacaatgaaa

———agtggctcaagtgatattgaagga———————- aatgttcacactga
gtcagcggeotcacttcaatttgatcgattcaatetgaaaggecocagactga

cagtatag—-—atatatcecggttcagtttet-------—————————
aattggcgggaatatgactgg———agaatcctgocgatgtgaaagggaagce

———————— ataggtgaggattgtgaageagaacattteoccatgocaagagga
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tgtgttgatgtatcggggttattaaattcgggtga-gatcaagetgggat

gtatggaaaatgtaga-———-gtaaaggatataggtggagagaatataaca
tgagccatgatataaaccatgtgecaggaaat cggoggaacaacaattaca

gtaaaattaggttctggacattttatacatgagatgatgaaccttttctt
gtgaaaagacgcgcocgagtttttttagocoggaagaaagggaageotgat———

Sequenzidentititen der Gene adcS und yhbF (libereinstimmende Basen gelb
hinterlegt, Sequenzidentitat 35 %)
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adcs
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adcsS
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226
298

376
445

526
595

151
148

301
2585

448
445

5592
580

82
151

163
301

247
451

553
1023

658
1168
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nifspnlselslekkemlegnivsgtimnlytsihensnnfafnellfmt
eml spkmkdvsmtadellhkglvsrpaleay—-sedggspvisssdllslt

ildrflksgktsleegklilhtleenyvknfddryecdvvlirklgiaicfl
viegllgsgnvslaeakmaaevlkkhdtesiekgtelivlrklgvttefi

mlipneivientaslvlkvnarecleelksklsl*-—————-
aaaadsilfessvikvvervdllkaseelktt fmgeghgwm*

meeklsdvkvagsgsigggnydevkisgsakingnvnecnsymcsgsstan
-mdvveklvingsgsskggt fgsveingsgtvagdvecdt fsfngngkad

gnitakeivkisgttkvhgdlnsgdlivsgssrtfgnvtakkikisgssd
gsvkaka-vtisgsgkihgdveaesirmngtgfiggevsakglklagsst

legnvhtdsidisgsvsigedoeachfharggfeiagllnagdieiyvmy—
foggtvkadgidisgkavmeadcetet fgsegkckisgllnadgviiklsa

gkorvkdiggenitvklgsghfihemmnlf-—ftrgrlvtsiiegdniyl
gesyareigerhlgvtcocrkg———— mltllrimpgpvltasliegdviel

ehtdakivrgnnitigpnecnienieyknglnmdgscka—-lckkvde*
tntkaktvrgnkviigpdcgietveyagdytodpsasvetstkl*—-

——————— meeklsdvk-—-vsgsgsiggg————————————nvdevkis
ilvyvealrggqnyrdlk**ktresmmggffege*nal frfwa*grnsvmlg

geagingnv-————————————- necnsymesgsstangnit-——————————
cthgrswtygrtinl*krit*knidfirsavemeaesklnt*gmvys*ihi

——akelvkisgttkvh-gdl-—————— nsgdlivsgss————————
yvrardvfsergdfktyindskderkfvfg*negnavasnegcghdr**ia

———————————————————————————— rtfgnvtakkikisgssd—-———
s*rfgfkacs*slfrrrwrggnwei*nymal gmpgearitmsaskekv*1

—————————————————————— iegnvhtdsidisg—————-—-3svsigedc
ekgoll*aaavteraffsekgrlsgovesekvnvkai*gqpaksivmgg*k

cachfha-———- rggfeiag-——llna————gdie——iymygkcrvkdigg
saahfnlidsi*karlklagi*lenpam*kgsla**vivkgkcsmsg———

enitvklgsghfihemmnl--------—————-—————————— fftrgr——
———avlmyrgy*irvrsswd*ami*tmcrksaeqglg*kdarvilagrkg

——————————————— lvtsiiegdnivlehtdakivrgnnitigpncnie
s*spms*keigfiwripkrglsgekk*ssgrdaaser————-— lstntnvn

nievknglnmdgsckalckkvde*
airi-hrlkkkgnc————-————-
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Abb. 13 (vorherige Seite) Sequenzidentitaten der Proteine AdcR-YhbD (37 %), AdcS-
YhbE (36 %) und AdcS-YhbF (11 %); HTH-Motiv: rot unterstrichen

kriptionsaktivatoren der sog. multidrug-efflux transporter, BItR und BmrR aus
Bacillus subtilis (Ahmed et al., 1994), GInR (Schreier et al.,1991), ein Repressor
der Transkription des Glutamin-Synthase-Gens ebenfalls aus Bacillus subtilis, das
potentielle Hitzeschockprotein HspR (Bucca et al., 1997) aus Streptomyces
coelicolor, NolA (Sadowsky et al., 1991), ein Regulator der Knoéllchenbildung in
Bradyrhizobium japonicum, der redox-sensing activator SoxR (Nunoshiba et al.,
1992) aus E. coli und tipA (Nasima et al., 2002), ein Transkriptionsaktivator des
Thiostrepton-induzierbaren Promoters ptipA in Streptomyces lividans. Eine
potentielle transmembrane Domane laflkt sich im YhbD-Protein nicht finden. Das
Vorhandensein einer solchen Domane im AdcR-Protein legte die Vermutung nahe,
dald das Protein in der Membran verankert sein konnte (3.1.4.3). Die
Sequenzidenitaten der einzelnen Proteine sind der Abb. 13 zu entnehmen.

3.1.2 adcR-/adcS-Expressionsstudien

Da bislang nichts Uber die Gene adcR und adcS und deren Genprodukt in
C. acetobutylicum bekannt war, galt es zunachst mit Hilfe von RT-PCR-Analysen
und Northern blot-Experimenten Erkenntnisse darlber zu gewinnen, wann die
Gene in C. acetobutylicum transkribiert werden, und ob die Vermutung des
Vorliegens einer Operonstruktur, gegeben durch den nur 19 Bp betragenden
Abstand zwischen den beiden Genen, bestatigt werden konnte. Fir die
Durchfuhrung beider Experimente wurde ein Wachstumsversuch mit dem Wildtyp
(WT) von C. acetobutylicum durchgefuhrt. Eine statische Kultur wurde bis zum
Eintreten in die stationare Phase angezogen und es wurden zu verschiedenen
Zeiten Proben fur eine Gesamt-RNA-Isolierung genommen. Die RNA-Isolierung
erfolgte mit dem 'RNeasy Mini Kit. Die erhaltene RNA wurde einem DNase-
Verdau unterzogen und die DNA-freie RNA in RT-PCR-Ansatzen eingesetzt.
Hierbei handelte es sich um sog. one-step-Reaktionen, die mit 'Ready To Go™
RT-PCR Beads' durchgefuhrt wurden. Als Matrize diente zum einen RNA, zum
anderen aber auch DNA, um sicherzustellen, dal® die PCR-Ansatzbedingungen
eine Amplifikation generell ermoglichten. Eine Kontrolle dahingehend, dal} die
eingesetzte RNA tatsachlich DNA-frei war, erfolgte durch die Verwendung
inaktivierter 'Ready To Go™ RT-PCR Beads' mit RNA als Matrize. Eine weitere
Kontrolle bezuglich des Stattfindens einer erfolgreichen RT-Reaktion war durch
die Mitfuhrung von Reaktionen auf das Gyrase A-Gen (gyrA) gegeben
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Abb. 14 RT-PCR-Ansitze (2 %iges Agarose Gel); A) exponentielle Phase des Wachs-
tums, B) Ubergang in die stationire Phase des Wachstums

RNA-Matrize: Spuren 1, 2, 5, 6, 9, 10: inaktivierte 'RT-PCR Beads'; Spuren 3, 4, 7, 8, 11, 12: aktive
'RT-PCR Beads'; DNA-Matrize: Spur 13: gyrA; Spur 14: adcR/adcS-Ubergang; M: GréRenstandard
in Bp. Wurde RNA als Matrize verwendet, so wurde in den geraden Spuren der adcR/adcS-
Ubergang, in den ungeraden Spuren das gyrA-Gen amplifiziert.

(Primer gyrAfw und gyrArev). Das gyrA-Gen stellt ein sog. housekeeping gene
dar. Housekeeping genes sind Gene, die fur das Uberleben der Zelle
lebensnotwendig sind und daher immer, d. h. konstitutiv, exprimiert werden
(MedicineNet.com). Bei erfolgreicher RT-Reaktion sollte die mRNA dieses Gens
dementsprechend immer nachzuweisen sein. Um das Expressionsverhalten der
Gene adcR und adcS zu untersuchen, wurden die Primer (36/37fw und 36/37rev)
so gewahlt, dal} das 3'-Ende des adcR-Gens, der intergene Bereich und das 5'-
Ende des adcS-Gens bei Vorhandensein der entsprechenden mRNA amplifiziert
werden sollte.

Wie in Abb. 14 zu sehen, waren die Kontrollen erfolgreich. Die erwarteten
Produkte wurden auf DNA-Ebene erhalten, so dal} davon ausgegangen werden
konnte, dal} die gewahlten PCR-Ansatzbedingungen eine Amplifikation prinzipiell
ermdglichten. Das negative Ergebnis aller inaktivierten 'Ready To Go™ RT-PCR
Beads' bestatigte die DNA-Freiheit aller RNA-Matrizen. Ein Amplifikat des gyrA-
Gens wurde in allen Ansatzen mit RNA als Matrize erhalten, womit eine
erfolgreiche RT-Reaktion nachgewiesen war. In Anbetracht aller durchgefuhrten
Kontrollen konnte fir die Gene adcR und adcS festgehalten werden, dal} sie als
Operon vorliegen und wahrend des gesamten Wachstums exprimiert werden.

Die unter Anwendung der RT-PCR-Analysen erhaltenen Ergebnisse sollten
zusatzlich in einem Northern blot-Experiment bestatigt werden. Weiterhin sollte ein
derartiges Experiment quantitative Aussagen bezuglich der Expression der beiden
Gene bzw. des Operons liefern. Quantitative Aussagen uber die Expression sind
im Falle der Anwendung eines Northern blot-Experiments eindeutiger als im Fall
der RT-PCR-Analysen, da hier bei gleicher Menge eingesetzter RNA Uber die
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Starke des Signals auf einem Film eine Aussage uUber die Starke der Expression
gemacht werden kann.

Fur das Northern blot-Experiment wurde die Gesamt-RNA Uber eine modifizierte
Methode von Oelmuller et al. (1990) gewonnen, einem DNase-Verdau unterzogen
und anschliellend in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Die auf-
getrennte RNA wurde daraufhin auf eine Nylonmembran Ubertragen und nach
einer Prahybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Bei den
verwendenten Sonden handelte es sich um 300-400 Bp grole, uber eine
Standard-PCR gewonnene Fragmente aus dem internen Bereich des Gens adcR
bzw. adcS, die nach erfolgreicher Amplifikation dephosphoryliert und an-
schlieRend, unter Verwendung von [*y]JATP und der T4-Polynukleotidkinase,
wieder phosphoryliert und damit radioaktiv markiert wurden. Dem Autoradiogramm
der Membran konnte nur entnommen werden, dal} die Markierung der Sonden
und ihre Bindung an sich selbst erfolgreich waren, Erkenntnisse zur Expression
der Gene adcR und adcS konnten nicht gewonnen werden.

3.1.3 Der EinfluB der Proteine AdcR und AdcS auf die Lésungsmittelbildung
von C. acetobutylicum

Das Protein AdcR wurde auf Grund seiner Eigenschaft, an die adc-Promoterregion
zu binden, isoliert. Ein moglicher regulatorischer EinfluR des Proteins auf die
Expression des adc-Gens ist daher anzunehmen, und damit verbunden ein Einflul
des Proteins auf die Losungmittelbildung, speziell die Acetonproduktion. Da das
AdcR-Protein codierende Gen adcR ein Operon mit dem stromabwarts liegenden
adcS-Gen bildet, konnte auch das AdcS-Protein auf die Regulation des adc-Gens,
und entsprechend auf die Bildung von Aceton, einen Einflul3 haben.

3.1.3.1 Modulation der Expression der Gene adcR und adcS in C. aceto-
butylicum

Da die Inaktivierung von Genen in C. acetobutylicum zum Zeitpunkt der Arbeit

noch nicht ausgereift war, wurde der Einflul3 der Proteine AdcR und AdcS auf die

Ldsungsmittelbildung durch Modulation der Expression der entsprechenden Gene

untersucht. Dazu wurde ein bereits von Schaffer (1999) erfolgreich eingesetztes

'sense- und antisense-RNA-System' verwendet.

3.1.3.1.1 Konstruktion von sense- und antisense-Plasmiden
Als Ausgangsplasmid fur weitere Klonierungen wurde das Plasmid pIMP1 gewahlt,
dessen Funktionalitdt in C. acetobutylicum zweifelsfrei gezeigt werden konnte
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(Schaffer, 1999). Das Plasmid pIMP1 ist eine Fusion, bestehend aus dem E. coli
Klonierungsvektor pUC18 und dem B. subtilis Plasmid pIM13 (Mermelstein et al.,
1992), dessen Replikationsursprung und MLSr-Resistenzdeterminante (ermC) die
Replikation in bzw. Clarithromycinresistenz von C. acetobutylicum ermdoglichen.
Die Kopienzahl von pIMP1 betragt in diesem Organismus 6-8 Kopien/Zelle (Lee et
al., 1993).

In Abb. 15 sind schematisch die Plasmide pBS77-pBS83 dargestellt. Im ersten
Schritt wurde der konstitutiv starke Promoter des C. acetobutylicum Phospho-
transbutyrylase-Butyratkinase- (ptb-buk-) Operons mit Hilfe der Oligonukleotide
KLO8 und KLO9 amplifiziert. Nach einem EcoRI-Ndel-Verdau wurde dieses
123-Bp-grol3e Fragment in entsprechend verdautes pIMP1-Plasmid ligiert. In die
Ndel-Schnittstelle des resultierenden Plasmids pBS77 wurde im zweiten Schritt
das Uber eine Standard-PCR mit den Oligonukleotiden AS137Ndel und
AS237Ndel amplifizierte und Ndel-verdaute promoterlose adcR-Gen (643 Bp)
kloniert. Die dabei entstandenen Konstrukte wurden als pBS78 (sense-
Orientierung von adcR) und pBS79 (antisense-Orientierung von adcR) bezeichnet.
Die Ubertragung des Plasmids pBS78 in C. acetobutylicum sollte zu einer starken
Uberexpression des adcR-Gens filhren, die Ubertragung des Plasmis pBS79 in
C. acetobutylicum sollte zu einer Inhibition der Translation der adcR-mRNA
fuhren. Die Ursache flr diese Inhibition ist die Hybridisierung der adcR-mRNA mit
der im Uberschu vorhandenen adcR-antisense-RNA und die daraus resultieren-
de Blockade des Ribosomenbindungsorts. Das adcS-Gen wurde entsprechend in
das Plasmid pBS77 kloniert (Oligonukleotide AS136Ndel und AS236Ndel). Die
entstandenen Produkte trugen die Bezeichnung pBS80 (sense-Orientierung von
adcS) und pBS81 (antisense-Orientierung von adcS). Auch ein Fragment, das
sowohl das adcR- als auch das adcS-Gen enthielt, wurde auf die beschriebene
Weise in das Plasmid pBS77 kloniert und lieferte die Konstrukte pBS82 (sense-
Orientierung von adcR/adcS) und pBS83 (antisense-Orientierung von adcR/adcS).
Alle Plasmide wurden erfolgreich methyliert und anschlieBend in eine
Transformation von C. acetobutylicum eingesetzt.

C. acetobutylicum besitzt mit Cac824| eine Typ-lI-Restriktionsendonuclease, die
das Sequenzmotiv 5'-GCNGC-3' erkennt und schneidet (Mermelstein et al., 1992).
Die Methylierung des internen Cytosinrests in den Basenfolgen 5'-GCNGC-3' bzw.
5'-GGCC-3' durch die Methyltransferase ®3TI des B. subtilis Phagen ®3T (Noyer-
Weidner et al., 1985) fuhrt zu einer Verhinderung der Restriktion durch Cac824l.
Da gezeigt werden konnte, dal} derart methylierte Plasmid-DNA mit einer um zwei
Grollenordungen hoheren Transformationseffizienz in C. acetobutylicum Ubertra-
gen werden konnte als entsprechend nicht-methylierte Plasmid-DNA (Mermelstein
und Papoutsakis, 1993), wurden alle in dieser Arbeit konstruierten Plasmide, die in
C. acetobutylicum Ubertragen werden sollten, einer solchen Methylierung unter-
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zogen. Diese erfolgte durch Elektroporation des entsprechenden Plasmids in
E. coli ER2275[pAN1], der die ®3TI-Methyltransferase auf dem pACYC184-
Abkommling pAN1 codiert enthalt. Das die Methylcytosin-spezifische Endo-
nuklease codierende Gen dieses Stammes ist deletiert. Der p15A-Replikations-
ursprung von pAN1 ist kompatibel mit dem ColE1-Replikon. Alle zu Zwecken der
Transformation von C. acetobutylicum konstruierten Plasmide dieser Arbeit tragen
dieses Replikon. Eine erfolgreiche Methylierung konnte durch Restriktion der
anschlielend aus E. coli isolierten Plasmide mit Fnu4HI bzw. Satl, methylierungs-
sensiblen Isoschizomeren von Cac824l, Uberpruft werden.

Die Transformation war fur das sense- und antisense- Plasmid des Gens adcR
(pBS78-79) und fur das sense- und antisense- Plasmid des Gens adcS (pBS80-
81) erfolgreich. Die Plasmide, die gleichzeitig das adcR- und adcS-Gen in sense-
bzw. antisense-Orientierung enthielten, konnten nicht erfolgreich Gbertragen wer-
den.

3.1.3.1.2 Wachstumsversuche und gaschromatographische Charakterisierung

der sense- und antisense-Plasmid-tragenden C. acetobutylicum-
Stamme
Wie beschrieben sollte die Ubertragung der sense-Plasmide (pBS78 und pBS80)

in C. acetobutylicum zu einer starken Uberexpression der Gene fiihren bzw. die
Ubertragung der antisense-Plasmide (pBS79 und pBS81) eine Inhibition der
Translation der Gene verursachen.

Die Transformanten C. acetobutylicum [pBS78], [pBS79], [pBS80] und [pBS81]
wurden in einem Wachstumsversuch in 500-mI-MES-gepuffertem Medium
eingesetzt. Der Verlauf des Wachstums (Abb. 16) sowie die Konzentration des
produzierten Losungsmittels Aceton (Tab. 14) wurde untersucht.

Das Wachstum der C. acetobutylicum-Mutante, die das Kontrollplasmid pIMP1
trug, unterschied sich nicht von dem Wachstum des Wildtyps (WT) von C. aceto-
butylicum und auch das Wachstum der beiden antisense-Mutanten war im
Vergleich mit dem Wachstum des Wildtyps nicht beeintrachtigt. Die Wachs-
tumsrate uy dieser Stamme betrug 0,13/h und sie erreichten eine maximale
optische Dichte von 4-5. Das Wachstum der beiden sense-Mutanten hingegen war
im Vergleich mit dem Wachstum des Wildtyps stark verlangsamt, die Wachstums-
rate y dieser Stamme betrug 0,08/h und die erreichte maximale optische Dichte
lag bei 2-2,5. Phanotypisch unterschieden sich die sense- und antisense-Mutanten
dahingehend vom WT und dem Kontrollplasmid-tragenden Stamm, dal3 die
einzelnen Zellen ca. doppelt so lang und dunner waren. Alle rekombinanten
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Abb. 16 Wachstum der C. acetobutylicum Stamme C. acetobutylicum WT (=) C. aceto-
butylicum WT [pIMP1] (— ), C. acetobutylicum WT [pBS78] (— ), C. acetobutylicum WT

[pBS79] (—), C. acetobutylicum WT [pBS80] (

500-mI-MES-gepuffertem Medium

), C. acetobutylicum WT [pBS81] ( ) in

Tab. 14 Analyse der Acetonproduktion der rekombinanten C. acetobutylicum-Stamme

C. acetobutylicum Stamm | Acetonkonzentration [mM]

50 ml MES-Mediumn

500 ml MES-Medium

(ODgoo 1,5) (ODggo 2,5)
WT [pIMP1] 1,0 6,4
WT [pBS78] 0,6 0,1
WT [pBS79] 0,8 0,6
WT [pBS80] 2,4 13,1
WT [pBS81] 0,1 1,1

Stamme waren in der Lage, mikroskopisch gut sichtbare Sporen zu bilden. Ein
Vergleich der Acetonproduktion (Tab. 14) der verschiedenen Stamme ergab
folgendes Bild: Der Stamm, der AdcS Uberproduzierte (WT[pBS80]), wies im Falle
des Wachstums in einer 50-ml- und 500-ml-Kultur die hdéchste Acetonkonzen-
tration von 13,1 mM auf. Damit ist die Konzentration mehr als doppelt so hoch als
bei dem Stamm, der das Kontrollplasmid trug. Eine Uberproduktion des Proteins
AdcR fuhrte im Falle des Wachstums in einer 500-ml-Kultur zu nahezu keiner

Acetonproduktion.
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3.1.3.2 Inaktivierung der Gene adcR und adcS in C. acetobutylicum

Eine eindeutigere Bestimmung der Funktion der Proteine AdcR und AdcS ware
uber eine vollstandige Ausschaltung der zugehdrigen Gene gegeben, da das
Genprodukt in diesem Fall nicht mehr gebildet werden konnte. Wie bereits
beschrieben wurde eine gaschromatographische Bestimmung des Produkt-
spektrums des rekombinanten Stammes anschlieliend Aufschluf® Gber den Einfluf}
des fehlenden Genprodukts auf die Losungsmittelbildung geben.

Eine Moglichkeit der Inaktivierung eines Gens besteht in der Konstruktion einer
Integrationsmutante, eine weitere, noch sicherere Methode ist die Konstruktion
einer Deletionsmutante. Im ersten Fall wird das Gen durch die Integration einer
Antibiotikaresistenzkassette in das chromosomale oder im Falle von C. aceto-
butylicum in das Megaplasmid-codierte Gen unterbrochen. Im zweiten Fall wird die
Sequenz des Gens ebenfalls durch das Einbringen einer Resistenzkassette
unterbrochen, ein Teil der Sequenz des Gen wird jedoch zusatzlich deletiert, so
dald bei einem Verlust der integrierten Resistenzkassette die native Sequenez des
Gens dennoch nicht wieder hergestellt wird. Ein intaktes Translationsprodukt kann
bei dieser Methode der Geninaktivierung somit ausgeschlossen werden. In beiden
Fallen verlauft die Herstellung der Mutanten Uber Plasmide, die in C. aceto-
butylicum eingebracht werden und dort dann, auf Grund homologer Sequenzbe-
reiche, unter entsprechenden Bedingungen rekombinieren. Eine erste homologe
Rekombination fuhrt in beiden Fallen zur einer Integration des Plasmids in das
Chromosom bzw. Megaplasmid. In einer zweiten homologen Rekombination kann
anschliefend das Plasmid wieder herausgeschnitten werde, und zwar derart, daf}
das entsprechende Gen entweder nur durch das Resistenzgen unterbrochen
(Integrationsmutante) oder ein Teil des entsprechenden Zielgens dabei zusatzlich
entfernt wird (Deletionsmutante). In beiden Fallen ist auRerdem, anstelle der
zweiten Rekombination, auch der Verlust des, in der ersten Rekombination
integrierten, DNA-Bereichs moglich, was zur Wiederherstellung der Ausgangs-
situation (Wildtyp) fahrt.

3.1.3.1.1 Konstruktion von Integrationsplasmiden

Als Ausgangsplasmid fur die Konstruktion von Integrationsplasmiden zur In-
aktivierung der Gene adcR und adcS wurde das von Prof. Dr. E. T. Papoutsakis
(Northwestern University, Evanston) zur Verfugung gestellte Plasmid pETSPO ver-
wendet. Mit Hilfe dieses Plasmids gelang die Inaktivierung des Gens spo0OA
(Harris et al., 2002), das fur den globalen Transkriptionsregulator SpoOA codiert.
Zunachst waren einige Umklonierungsschritte notwendig, um ein Ausgangsplamid
(pLF3) zu schaffen (Abb. 17), das schlief3lich derart verandert werden konnte, dal}
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Abb. 17 Umklonierung des Plasmids pETSPO

A) Plasmide pETSPO und pLF3 (hergestellt Giber: Clone Manger 7 und
Enhance Map Draw)

B) Klonierungsschritte (schematisch) zur Herstelltung des Plasmids
pLF3 (aus: Feustel, 2004)
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die Inaktivierung eines gewlinschten Gens mdglich war. Die Umklonierungen wur-
den von Feustel (2004) durchgefuhrt. Das Plasmid pETSPO wurde zunachst mit
dem Enzym EcoRI verdaut, was dazu fuhrte, dal® der Replikationsursprung und
die Multiple Klonierungsstelle (MCS) entfernt wurden. Ein anschlieRender Verdau
mit BamHI| emtfernte die Resistenzkassette MLS' und die spo0OA-Sequenzen. Das
erhaltene Plasmid war das Plasmid pLF3, das nur noch aus dem Ruckgrat des
Ursprungsplasmids bestand und fur weitere Klonierungen eingesetzt wurde. Fur
die Herstellung des Integrationsplasmids fiur das Gen adcR wurde dieses zunachst
als 643-Bp-groRes Fragment unter Anwendung einer Standard-PCR amplifiziert,
wobei Uber die Primer 37BamHI| und 37EcoRI die Schnittstellen BamHI| und EcoRI
generiert wurden. Das derart verdaute Fragment wurde in das entsprechend
verdaute Plasmid pLF3 kloniert. Im Anschlu® daran wurde der Replikations-
ursprung replL (Feustel, 2004) ungerichtet Uber einen EcoRI-Verdau und
schlieBlich die Resistenz vermittelnde Kassette MLS' lber einen Eco81l-Verdau
kloniert. Die theoretisch moglichen Plasmide sind in Abb. 18 dargestellt. Die
Klonierungen zur Herstellung des Integrationsvektors fir das adcS-Gen verliefen
entsprechend. In diesem Fall wurde das 751-Bp-grof3e adcS-Fragment (Primer
36BamHI und 36EcoRI) allerdings mit einer Xhol-verdauten Resistenzkassette
unterbrochen. Die theoretisch moglichen Plasmide sind ebenfalls in Abb. 18 zu
sehen.

Die Herstellung eines Integrationsplasmids fur das adcR-Gen verlief erfolgreich.
Theoretisch mdglich sind zwei Varianten des Plasmids, da das Einbringen des
repL-Gens ungerichtet geschah. Welches der beidem Plasmide bei der
tatsachlichen Klonierung entstanden war, wurde noch nicht geklart, und auch das
Einbringen des Plasmids in C. acetobutylicum blieb bislang erfolglos.
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3.1.3.1.2 Konstruktion von Deletionsplasmiden
Zur Herstellung von Deletionsplasmiden fur die Gene adcR und adcS fand die
LFH- (long flanking homology-) PCR Anwendung. Diese wurde urspringlich

entwickelt, um schnell Deletionsfragemente fur die Transformation in Hefen zu
erstellen (Wach et al., 1996). In der LFH-PCR fusionieren, in einer Joining-PCR,
drei zuvor Uber eine Standard-PCR amplifizierte, einzelne DNA-Fragmente. Bei
diesen Fragmenten handelt es sich um ein Resistenz vermittelndes Gen und zwei
Bereiche, die homolog zum 5'- bzw. 3'-Ende des Zielgens sind. Auf Grund ihrer
Lage zum Gen wurden letztgenannte Amplifikate im Weiteren als up- bzw. down-
Fragment bezeichnet. Fur die Amplifikation des down-Fragments des adcR-Gens
wurden die Primer adcRdofwSal und adcRdorevcatP verwendet. Der Primer
adcRdofwSal fugte am 5'-Ende des Fragements eine Sall-Schnittstelle ein und der
Primer adcRdorevcatP hangte am 3'-Ende des Fragments einen 32-Bp-langen
Uberhang an, der homolog zu einem Bereich des catP-Gens war. Das Genprodukt
dieses Gens ermadglicht die Resistenz gegenuber Chloramphenicol. Fur die
Amplifikation des up-Fragments wurden die Primer adcRupfwcatP und
adcRuprevBamHI verwendet. Der Primer adcRupfwcatP hangte am 5'-Ende des
Fragments einen 38-Bp-langen Uberhang an, der homolog zu einem Bereich des
catP-Gens war, und der Primer adcRuprevBamHI| fugte am 3'-Ende des
Fragements eine BamHI-Schnittstelle ein. Beide Fragmente konnten in einer
Standard-PCR unter Verwendung einer Hybridisierungstemperatur von 50 °C
amplifiziert werden. Gleiches galt fur das Fragment des catP-Gens, fur dessen
Amplifikation die Primer catPfw und catPrev verwendet wurden. Die Amplifikation
des catP-Gens lieferte ein 703-Bp-grolRes, die Ampifikation des down-Fragments
ein 1092-Bp-grofRes und die des up-Fragments ein 1050-Bp-grol’es PCR-Produkt.
Im Ansatz fur die Joining-PCR lagen das up-, down- und catP-Fragement im Ver-
haltnis 1: 1: 4 vor, und es wurden dem Ansatz aul’erdem die Primer adcRdofwSal
und adcRuprevBamHI zugegeben. Die Hybridisierungstemperatur lag bei 50 °C. In
der Joining-PCR lagerten sich die homologen Bereiche des catP-Gens zu-
sammen, und die Zugabe der aul’eren Primer sowie eine schrittweise Verlange-
rung der Elongationszeit erlaubten die Amplifikation des gesamten Fragments
(adcRdel) mit einer Lange von 2845 Bp (Abb. 19). Im Falle des adcS-Gens wurde
entsprechend vorgegangen. Das down-Fragement wies in diesem Fall eine Lange
von 1117 Bp und das up-Fragment eine Lange von 1113 Bp auf. Das Gesamt-
fragment (adcSdel) war 2933 Bp lang (Abb. 19). Die beiden Deletionsfragmente
adcRdel und adcSdel wurden, auf Grund der zahlreichen Nebenprodukte, aus
dem Gel aufgereinigt und einem Sall-BamHI-Verdau unterzogen. Die derart
behandelten Fragmente sollten jeweils in entsprechend verdautes pIMP1-Plasmid
kloniert und in C. acetobutylicum transformiert werden. Die Klonierung blieb
jedoch fur beide Fragmente erfolglos.
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Abb. 19 PCR-Produkte der Joining-PCR (Agarosegel 2 %, wiv),
1 adcRdel-Fragment;
2 adcSdel-Fragment;

M: GréRenstandard in Bp
Die korrekten Fragmente sind mit Pfeilen gekennzeichnet und
beschriftet.

3.1.4 Uberproduktion und Reiniqung des his-tag-Fusionsproteins AdcR
bzw. AdcS

Fir die Charakterisierung der Proteine AdcR und AdcS war es notwendig, grofere

Mengen in gereinigter Form zu gewinnen. Dazu wurden sie heterolog in E. coli als

his-tag-Fusionsproteine Uberproduziert. Die Modifikation in Form von sechs

Histidinen (his-tag), die C-terminal an das jeweilige Protein angehangt wurden, er-

mdglichten die Reinigung der Proteine Uber eine Affinitatschromatographie.

3.1.4.1 Klonierung des Gens adcR bzw. adcS in_einen Uberexpressions-
vektor
Um einem eventuell toxischen Effekt der Genprodukte AdcR und AdcS in E. coli zu
begegnen, wurde fir die Uberproduktion ein Expressionssystem gewahlt, das eine
Repression der Transkription der zugehorigen Gene adcR und adcS vor der
Induktion gewahrleistete. Ein toxischer Effekt ware fir das AdcR-Protein denkbar,
bedingt durch mdgliche unspezifische Bindung des Proteins an DNA, verursacht
durch das vorausgesagte N-terminale DNA-Bindemotiv (helix-turn-helix-Motiv).
Das Expressionssystem der Wahl war das pET-Expressionssystem (Novagen,
Calbiochem-Novabiochem GmbH; Schwalbach). Ein Zusammenwirken von Ex-
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pET29a(+)
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natives Startcodon
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Das unter A dargestellte PCR-Produkt wurde einem Ndel-Hindlll-Verdau unter-
zogen und in den entsprechend verdauten und dephosphorylierten pET29a(+)-
Vektor kloniert (B).
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pressionsstamm und -vektor garantiert in diesem System eine minimale Hinter-
grundexpression. Fur die Klonierung des Gens adcR bzw. adcS wurde im
Speziellen der Vektor pET29a(+) (Abb. 21) gewahlt. Dieser hat einen T7 -
Promoter, der unter der Kontrolle der T7-RNA-Polymerase steht. Das Gen fur die
T7-RNA-Polymerase liegt auf dem Chromosom des E. coli Stammes BL21 (DE3).
Dieser Stamm enthalt den lysogenen Bakteriophagen DE3, eine Deletionsmutante
des Phagen A, die das Gen der T7-RNA-Polymerase im int-Locus tragt. Dort steht
es wiederum unter der Kontrolle des IPTG-induziebaren lacUV5-Promoters. Auf
dem Vektor pET29a(+) befindet sich aulRerdem das Gen fur den /ac-Repressor,
lacl, und die lac-Operator Sequenz. In Abwesenheit von IPTG wird der /ac-
Repressor konstitutiv exprimiert. Des weiteren kann mit Hilfe des pET29a(+)-
Vektors, durch das Einbringen des entsprechenden Gens in die Multiple
Klonierungsstelle (MCS), fur das Genprodukt eine Fusion mit sechs Histidinen am
C-Terminus erreicht werden.

Das adcR-Strukturgen wurde mit den Oligonukleotiden ygaS1hinCl und
ygaS2ruckCl unter Anwendung einer Standard-PCR amplifiziert. Mit ygaS1hinCI
wurde im 5'-Bereich des Gens eine Ndel-Schnittstelle eingefiigt, die sich nach
Ligation im idealen Abstand zur Ribosomenbindestelle (RBS) befand und so eine
Klonierung beginnend mit dem nativen ATG-Startcodon ermdglichte (Abb. 20).
Die Verwendung des Oligonukleotids ygaS2rickCl, der im 3'-Bereich des Gens
eine Hindlll-Schnittstelle einflgte, erlaubte eine Fusion des Gens mit der im
Vektor codierten Sequenz fur sechs Histidine (Abb. 20). Des entandene Plasmid
pBS2 sollte die Produktion eines 215-AS-angen Fusionsproteins mit C-terminalem
6xHis-Rest ermoglichen. Im Falle des Gens adcS wurden zur Klonierung die
Oligonukleotide yhbE1hinCl und yhbE2rickCl verwendet und entsprechend adcR
verfahren. Das entstandene Plasmid pBS1 sollte die Produktion eines 248-AS-
langen Fusionsproteins mit C-terminalem 6xHis-Rest ermodglichen. Beide
Klonierungen wurden in einer DNA-Sequenzierung uberprift und bestatigt.

3.1.4.2 Heterologe Produktion und native Reinigung des Proteins AdcR x
6His bzw. AdcS x 6His
Die rekombinanten E. coli-Stamme BL21[pBS1] und BL21[pBS2] wurden jeweils in
250 ml LB-Medium unter entsprechender Antibiotikumselektion angezogen. Die
Produktion der Fusionsproteine wurde bei einer ODgyo von 0,6-0,8 durch die
Zugabe von IPTG induziert. Zum Zeitpunkt der Induktion und zu zahlreichen
spateren Zeitpunkten wurden 1-ml-Aliquots enthommen und wiederum Aliquots
davon in einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 22A). Bereits 1,75 h nach
der Induktion mit IPTG war eine verstarkte Produktion des jeweiligen Proteins
AdcR x 6His bzw. AdcS x 6His zu erkennen. Um sicher zu stellen, dal} es sich bei
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den Uberproduzierten Proteinen um die entsprechenden Proteine handelte,
erfolgte ein immunologischer Nachweis des 6xHis-Rests mit his-tag spezifischen
Maus-Anti-Hisg-Antikdrpern. Dazu wurden Aliquots der entnommenen Proben wie
in Abb. 22A Uber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitro-
cellulosemembran Ubertragen. Der Western blot in Abb. 22B lieferte den Nach-
weis, dal} es sich bei den Uberproduzierten Proteinen um die erwarteten Proteine
AdcR x 6His und AdcS x 6His handelte. Die Uber das SDS-Polyacrylamidgel
bestimmten Proteinmassen stimmten mit den errechneten molekularen Massen
von ca. 25 kDa fur das native Protein AdcR und ca. 32 kDa flur das native Protein
AdcS Uberein.

Erste Untersuchungen zeigten, dal} eine Reinigung des Fusionsproteins AdcR x
6His bzw. AdcS x 6His im Malstab eines 1,5-ml-Reaktionsgefalles an Ni-NTA-
Agarose, sowohl unter denaturierenden Bedingungen mit harnstoffhaltigem

B)

23 56

33
25

Abb.22 A) Analyse der heterologen Uberproduktion der Fusionsproteine AdcR x 6His
(Spuren1-3) und AdcS x 6His (Spuren 4-6) in E. coli BL21 (DE3) (SDS-
Polyacrylamidgel, 10 % (w/v), Coomassie- Farbung)

1: Rohextrakt (40 ul) vor Induktion; 2: Rohextrakt (20 ul) 1,75 h nach Induktion;
3: Rohextrakt (20 ul) 2,25 h nach Induktion; 4: Rohextrakt (40 pl) vor Induktion;
5: Rohextrakt (20 ul) 1,75 h nach Induktion; 6: Rohextrakt (20 pl) 2,25 h nach
Induktion; M: ProteingréRenstandard in kDa
In den Spuren 7-9 sind Aliquots des Kontrollstammes (E. coli BL21 [pET29a(+)])
aufgetragen. Dieser Stamm wurde entsprechend den beiden anderen Stdmmen
behandelt: 7: vor Induktion; 8: 1,75 h nach Induktion; 9: 2,25 h nach Induktion

B) Western blot: Nachweis des 6xHis-Rests liber spezifische Antikorper
2, 3: Protein AdcR x 6His; 5, 6: Protein AdcS x 6His; GroRenangabe in kDa
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Wasch- und Elutionspuffer (Abb. 23) als auch unter nativen Bedingungen mit
imidazolhaltigem Wasch- und Elutionspuffer (Abb. 24), moglich war. Im Fall der
denaturierenden Reinigung war eine deutliche Uberproduktion der Proteine
AdcR x 6His und AdcS x 6His zu erkennen, die einzelnen Elutionsfraktionen der
Affinitatsreinigung waren jedoch stark mit anderen Proteinen verunreinigt. Im Fall
der nativen Reinigung zeigte sich, dal® beide Proteine ab einer Imidazol-
konzentration von 150 mM im Puffer eluiert wurden.

Abb. 23 Denaturiernden Reinigung der Fusionsproteine AdcR x 6His (A) und
AdcS x 6His (B) (SDS-Polyacrylamidgel, 10 % (w/v), Coomassie-Farbung)
1, 2: Waschfraktion 500 ul mit 8 M Harnstoff, davon 50 pl; 3, 4: Elutionsfraktionen
50 pl mit 8 M Harnstoff, davon 50 pl; M: ProteingréRenstandard in kDa

M1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5

Abb. 24 Nativen Reinigung der Fusionsproteine AdcR x 6His (Spuren 1-5) und AdcS x
6His (Spuren 6-10)
(SDS-Polyacrylamidgel, 10 % (w/v), Coomassie-Farbung)
1: Waschfraktion 800 pyl mit 20 mM Imidazol, davon 80 pl; 2: Elution 100 pl mit
75 mM Imidazol, davon 80 pl; 3: Elution 100 pl mit 150 mM Imidazol, davon 80 ul;
4: Elution 100 pl mit 250 mM Imidazol, davon 80 pl, 5: Elution 100 pl mit 250 mM
Imidazol, davon 80 pl; M: ProteingréRenstandard in kDa
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Abb. 25 Native Reinigung der Fusionsproteine AdcR x 6His (Spuren 1-5) und AdcS x
6His (Spuren 6-10) (praparativer MaBstab, SDS-Polyacrylamidgel, 12 % (w/v),
Coomassie-Farbung)

1, 2, 3, 6, 7, 8: Elution 1 ml mit 200 mM Imidazol, davon 20 ul; 4, 5, 9, 10: Elution
1 ml mit 75 mM Imidazol, davon 20 pul; M: Proteingréfienstandard in kDa

Fir eine Reinigung im praparativem Maltab (Abb. 25) wurden eine 250 ml-Kultur
3-4 h nach der Induktion geerntet (ODggo ca. 3-4), und die Zellen mit Hilfe einer
'French® Press' in 7 ml 10 mM Imidazol-Puffer aufgeschlossen. Die Reinigung
erfolgte Uber eine Ni-NTA-Affinitdtschromatographie unter nativen Bedingungen.
Da bereits eine Imidazolkonzentration von 150 mM im Puffer zur Elution des
Proteins AdcR x 6His bzw. AdcS x 6His fuhrte, wurde der Waschschritt mit einem
Puffer, der eine Imidazolkonzentration von 20 mM enthielt, durchgefuhrt und zwar
mindestens mit 20fachem Bettvolumen. Wurde anschlieffend 2mal eine Elution mit
1 ml 75 mM und 3mal eine Elution mit 1 ml 200 mM Imidazol im Puffer durch-
gefuhrt, so konnten die Proteine nahezu rein erhalten werden. Die Konzentration
des eluierten AdcR x 6His-Proteins lag mit 500 pg/ml unter der Konzentration des
eluierten AdcR x 6His-Proteins mit 2,5 mg/ml.

3.1.4.3 Lokalisation des heterolog Uberproduzierten Proteins AdcR x 6His

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob die vorausgesagte transmembrane
Domane des Proteins AdcR tatsachlich eine Funktion in der Verankerung des
Proteins in der Membran haben kdénnte, wurde die Lokalisation des Proteins
AdcR x 6His in E. coli BL21(DE3) untersucht. Dazu wurden die Membran- und
Cytosolproteine des Stammes E. coli BL21[pBS2] nach Wachstum auf LB-Medium
unter entsprechender Antibiotikumselektion getrennt voneinander prapariert, Uber
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Abb. 26 Lokalisaton des Proteins AdcR x 6His in E. coli BL21(DE3) (Western blot)
1-5: Membranfraktion (mehrfach unverdinnt aufgetragen)
6-10: Cytosolfraktion (mehrfach unverdlinnt aufgetragen)

ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran Uber-
tragen. Der 6xHis-Rest des Proteins wurde anschlieRend immunologisch Gber den
spezifischen Maus-Anti-Hisg-Antikdrper nachgewiesen. Dem Western blot (Abb.
26) ist zu entnehmen, dal} sich das Protein AdcR x 6His sowohl in der Membran-,
als auch in der Cytosolfraktion nachweisen liel3, wobei die Detektion in der
Membranfraktion jedoch deutlich schwacher war.

3.1.5 Uberproduktion und Reiniqung des his-tag-Fusionsproteins Spo0A

Spo0A gehdrt zur Familie der response regulator-Proteine. Derartige Proteine sind
Teil eines sog. regulatorischen Zwei-Komponenten-Systems. Diese Systeme
setzen sich zusammen aus einem Sensor (sensor histidine kinase) und einem
Regulator (response regulator) (Albright et al., 1989; Bourret et al., 1991). Beiden

Komponenten des Systems sind wiederum jeweils zwei Domanen zuzuordnen:
Dem Sensor die signal input- und die Autokinase-Domane und dem Regulator die
Akzeptor- und die Effektor-Domane. Nach Autophosphorylierung eines konser-
vierten Histidin-Rests in der Autokinase-Domane ubertragt die Histidin-Kinase
einen Phosphatrest auf einen konservierten Aspartat-Rest in der Akzeptor-
Domaéne des Regulators. Die Phosphorylierung des Regulators aktiviert daraufhin
die transkriptionsaktivierende und/oder -reprimierende Eigenschaft der Effektor-
Domaéane. Der Phosphattransfer auf SpoOA von B. subtilis findet dabei nicht direkt
statt, sondern wird in einem phosphorelay von der Histidin-Kinase A (KinA) bzw.
anderen Kinasen Uber zwei weitere Sensorhistidin-Kinasen, SpoOF und SpoOB,
auf SpoOA Ubertragen.

In vielen Bacillus- und Clostridien-Arten wurden mit Hilfe von Homologie-
vergleichen B. subtilis-SpoOA-homologe Proteine identifiziert (Brown et al., 1994).
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Das Protein SpoOA besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette, die sich aus zwei
ungefahr gleich groRen Domanen zusammensetzt: einer N-terminalen
regulatorisch wirksamen Akzeptor-Domane und einer C-terminalen Effektor-
Domaéane. Die regulatorisch wirksame Domane enthalt alle fur die Familie der
response regulator charakteristischen Merkmale, wohingegen sich die Effektor-
Doméne durch das Vorhandensein eines konservierten helix-turn-helix-Motivs
auszeichnet, das fur die DNA-bindende Eigenschaft des Proteins verantwortlich
ist. Die Uberproduktion und Reinigung des SpoOA-Proteins aus B. subtilis ist zwar
mdglich (Grimsley et al., 1994), erwies sich aber als schwierig, da das Protein in
grolieren Mengen fur E. coli toxisch ist. Ein rekombinantes vollstandiges C. aceto-
butylicum SpoOA-Protein wurde auf Grund dessen nur unter Schwierigkeiten
gereinigt. Erst 2003 gelang Hollergschwandner die Uberproduktion und Reinigung
des SpoOA-Proteins unter Anwendung einer his-tag-Fusion und einer Ni-NTA-
Affinitatschromatographie.

Die Uberproduktion und Reinigung des his-tag-Fusionsproteins SpoOA erfolgte in
dieser Arbeit basierend auf einem von Hollergschwandner (2003) entwickelten
Protokoll. Das hierbei eingesetzte Plasmid pSOA setzt sich zusammen aus dem
Plasmid pET31(+) und dem spoOA-Gen, das derart kloniert wurde, dal® das
translatierte Protein am C-Terminus einen Schwanz aus sechs Histidinen trug. Der
Vektor pET31(+) gehodrt, wie der bereits beschriebene Vektor pET29a(+), dem
pET-Expressionssystem an, wodurch die sich auf E. coli negativ auswirkende
Basalexpression des spo0OA-Gens bis zum Zeitpunkt der Induktion mit IPTG
niedrig gehalten wurde. Eine erhdhte Ausbeute des Fusionsproteins SpoOA x 6His
wurde erhalten, indem der wachsenden Kultur eine halbe Stunde nach IPTG-
Zugabe zusatzlich Rifampicin zugesetzt wurde. Im Gegensatz zu Holler-
gschwandner (2003) erfolgte die Zugabe von IPTG erst bei dem Erreichen einer
ODegoo von 1,5-1,8 statt bei 0,6-0,8. Rifampicin hemmt die Synthese der E. coli
eigenen Proteine, wodurch die Neusynthese storender DNasen verhindert wurde.
Nach Auftrennung eines Aliquots des Rohextrakts aus verschiedenen Wachstums-
phasen durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigte sich bereits 30 min nach
IPTG-Zugabe eine klare Bande auf der fur das SpoOA-his-tag-Fusionsprotein
erwarteten Hohe (ca. 33 kDa) (Abb. 27).

FiUr die Reinigung des SpoOA x 6His-Proteins wurde E. coli BL21(DE3)[pSOA] in
500 ml TB-Medium angezogen, wie beschrieben induziert und geerntet. Die
Reinigung des Proteins erfolgte Uber eine Ni-NTA-Affinitatschromatographie. Die
einzelnen Fraktionen der Reinigung wurden gegen PBS-Puffer dialysiert und auf
einem Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 28). Es zeigte sich, dal das Protein bei
einer Imidazolkonzentration von 75-200 mM im Puffer eluiert werden konnte,
wobei die Elution eines nahezu reinen Proteins erst bei einer Konzentration von
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Abb. 27 Heterologe Uberexpresion des Proteins SpoOA x 6His in E. coli BL21(DE3)
(SDS-Polyacrylamidgel, 12 % (w/v))

1: Rohextrakt vor Induktion; 2: Rohextrakt 30 min nach Induktion; 3: Rohextrakt 60 min nach

Induktion; 4: Elution mit 200 mM Imidazol; M: ProteingréRenstandard in kDa

Abb. 28 Native Reinigung des ProteinsSpo0A x 6His

(SDS-Polyacrylamidgel, 12 % (w/v)),
1, 2: Elution 1ml mit 75 mM Imidazol, davon 20 pl; 3, 4: Elution 1 ml mit 150 mM Imidazol, davon
20 pl; 5, 6, 7: Elution 1 ml mit 200 mM Imidazol, davon 20 pl; M: Proteingré3enstandard in kDa
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200 mM im Puffer gegeben war. Die Konzentration des Proteins SpoOA x 6His in
Spur 7 (Abb. 28) betrug 500 ug/ml. Die sechs Histidinreste des Fusionsproteins
lieRen sich in einem Western blot immunologisch mit spezifischen Maus-Anti-Hisg-
Antikorpern detektieren, was eine Bande in erwarteter Hohe von ca. 33 kDa liefer-
te.

Um die Expression verschiedener Gene zu aktivieren oder reprimieren, mul} der
Transkriptionsfaktor SpoOA, wie alle response regulator (Stock et al., 1989), in
phosphorylierter Form vorliegen. Die Ubertragung einer Phosphatgruppe auf den
jeweiligen respose regulator erfolgt in vivo im Allgemeinen durch eine verwandte
Histidin-Kinase, aber auch nicht verwandte Kinasen und niedermolekulare
Phosphodonatoren wie z. B. Acetylphosphat sind in der Lage in vivo als auch in
vitro einen response regulator zu phosphorylieren (Mc Cleary et al.,, 1993).
Hollergschwandner (2003) konnte zeigen, dal die Inkubation des Fusionsproteins
Spo0A x 6His mit Acetylphosphat zu einer stabilen Phosphorylierung fuhrte, so
dal das Protein auf diese Weise aktiviert werden konnte, wenn es in
weiterflhrenden Versuche eingesetzt werden sollte.

3.1.6 _Gelretardationsexperimente mit den Fusionsproteinen AdcR x 6His,
AdcS x 6His und Spo0A x 6His

Da es sich bei dem Protein AdcR um einen potentiellen, DNA-bindenden
Transkriptionsregulator des adc-Gens handeln konnte, sollte anhand von
Gelretardationsexperimenten, die mit gereinigtem his-fag-Fusionsprotein durchge-
fuhrt wurden, die Bindeeigenschaft des Proteins an die adc-Promoteregion Uber-
pruft und genauer charakterisiert werden. Die Operonstruktur der Gene adcR und
adcS legte aullerdem die Vermutung nahe, dal} auch das Protein AdcS auf die
Regulation des adc-Gens einen Einfull haben konnte, weswegen es ebenfalls in
Gelretardationsexperimenten eingesetzt wurde. Da die Sequenz stromaufwarts
des Gens adcR eine potentielle reverse SpoOA-Bindestelle (0A-Box) vermuten
lakt, sollte ebenso die Bindung des his-tag-Fusionsproteins SpoOA an diesen
Bereich untersucht werden.

3.1.6.1 Untersuchung des adc-Promoterbereichs

Zunachst wurde in Vorversuchen die Methode der Wahl fur die Untersuchung von
sequenzspezifischen DNA-Protein-Interaktionen der Fusionsproteine AdcR x 6His
und AdcS x 6His bestimmt. Gelretardationsexperimente kdnnen auf verschiedene
Arten durchgefuhrt werden. Sie unterscheiden sich in der Art des verwendeten
Gels zur Auftrennung der DNA- und DNA-Proteinkomplexe, in der Art der
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Sonde 121 ‘ Sonde 122
1 2 3 4 5 12 3 4 5

Abb. 29 Gelretardationsexperimente mit IRD800-markierten Sonden am 'LICOR®-
Sequencer’
1: Sonde ohne Protein; 2: 1,5 ug Protein AdcR x 6 His; 3: 2 ug Protein AdcR x
6His; 4: 2,5 ul Rohextrakt; 5: 5,0 ul Rohextrakt

Markierung der DNA-Sonden und dementsprechend auch in der Art der Detektion
der DNA und DNA-Proteinkomplexe.

In Abb. 29 ist ein Gelretardationsexperiment zu sehen, das am 'LICOR®-
Sequencer' durchgefuhrt wurde. Dafir waren IRD800-markierte Sonden, herge-
stellt Gber eine Standard-PCR, und die Auftrennung auf einem Poly-acrylamidgel
notwendig. Die Detektion der DNA und DNA-Proteinkomplexe erfolgte wahrend
des Gellaufs Uber einen, sich horizontal bewegenden, Infrarotlaser. Zunachst
wurden dazu die in Abb. 6 dargestellten DNA-Fragmente, 288 Bp-WT-Fragment
und 256 Bp-Del-Fragment, unter Verwendung der Primer adcintlangeco und
IRDIMP1 und der Plasmide pIMP121 (288 Bp-WT-Fragment) und pIMP122 (256
Bp-Del-Fragment) als Matrizen, hergestellt. Zur Vereinfachung erhielten die DNA-
Fragmente die Bezeichnung Sonde 121 und Sonde 122. Eine geeignete, in
Vorversuchen am 'LICOR®-Sequencer' ermittelte Konzentration der jeweiligen
Sonde wurde zusammen mit verschiedenen Konzentrationen des gereinigten
Fusionsproteins AdcR x 6His in einer Bindereaktion eingesetzt und anschlie3end
auf einem nativen Polyacrylamidgel (Abb. 29) analysiert. Zusatzlich zum ge-
reinigten Protein wurde die jeweilige Sonde mit ultrazentrifugietem Rohextrakt
inkubiert und ebenfalls analysiert (Abb. 29). Die Analyse zeigte, dal3 bei Ver-
wendung des gereinigten Proteins keine Retardation der jeweiligen DNA-Sonde zu
beobachten war. Bei Verwendung des Rohextrakts konnte keine Sonde mehr bzw.
lediglich noch ein 'Schmier' nachgewiesen werden, was wahrscheinlich auf, im
Rohextrakt vorhandene Nukleasen zurtickzuflihren ist.
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Fir Gelretardationsexperimente im nativen Polyacrylamidgel mit unmarkierten
Sonden, die zur Analyse der DNA-Protein-Interaktionen Ethidiumbromid-gefarbt
wurden, erfolgte die Herstellung der oben beschriebenen DNA-Sonden ebenfalls
uber eine Standard-PCR, jedoch wurde auf die IRD800-Markierung verzichtet
(Primer adcinlangeco und IMP1). Auch in diesem Fall wurde eine geeignete
Konzentration der jeweiligen Sonde zusammen mit verschiedenen Konzen-
trationen des gereinigten Fusionsproteins AdcR x 6His in einer Bindereaktion
eingesetzt. Die Analyse gefarbter Polyacrylamidgele (Abb. 30 und 31) zeigte, dal3
beide Sonden, Sonde 121 und Sonde 122, in Abhangigkeit von der Protein-
konzentration retardiert wurden. Je hoher jedoch die eingesetzte Konzentration
des gereinigten Proteins war, desto schwieriger wurde der Nachweis eines
spezifischen DNA-Protein-Komplexes (Abb. 30) und noch problematischer, eine
Retardation war erst ab einer Proteinkonzentration von 1 ug zu erkennen.

Auf Grund der nicht zufriedenstellenden Ergebnisse der Gelretardations-
experimente am 'LICOR®-Sequencer' und der Gelretardationsexperimente im
nativen Polyacrylamidgel mit unmarkierten Sonden wurden alle weiteren Gel-
retardationsexperimente im nativen Polyacrylamidgel mit radioaktiv markierten
Sonden durchgefuhrt. In dieser Art der Experimente konnten, auf Grund der
hoheren Nachweisgrenze, die Konzentrationen der eingesetzten Sonden ver-
mindert und damit der Anteil des eingesetzten Proteins im Reaktionsansatz erhoht
werden.
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Abb. 30 Gelretardationsexperimente im nativen Polyacrylamidgel (8 % (w/v)) mit dem
Fusionsprotein AdcR x 6His (Ethidiumbromid-Farbung)

A) Sonde 121 (3 pl); A') Sonde 121 (3 pl); B) Sonde 122 (2 ul); B') Sonde 122 (2 pl); 1: ohne

Protein; 2: 1 ug Protein AdcR x 6 His; 3: 3 ug Protein AdcR x 6 His

Sonde 122
1 2 3 4 5 6 7 M

0-8 pg Protein

Abb. 31 Gelretardationsexperimente im nativen Polyacrylamidgel (8 % (w/v)) mit dem
Fusionsprotein AdcR x 6His (Ethidiumbromid-Farbung)
1-6: 0/ 1/ 2/ 3/ 5/ 8 ug Protein; 7: Transkriptionsregulator aus Streptococcus agalactiae
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Fir radioaktive Gelretardationsexperimente wurden zunachste die Sonden 121
und 122, wie beschrieben, Uber eine Standard-PCR unmarkiert hergestellt und
anschlieRend Uber [*?yJATP direkt vor Gebrauch radioaktiv markiert. Eine ge-
eignete Menge der jeweiligen Sonde (ca. 14000 cpm) wurde zusammen mit
verschiedenen Proteinkonzentrationen in einer Bindereaktion eingesetzt. Die
Analyse erfolgte auch hier im nativen Polyacrylamidgel, die Detektion jedoch Uber
Autogradiographie an einer 'BAS-MP Phosphor Imaging'-Platte.

Bei Inkubation der Sonde 121 bzw. 122 mit dem Fusionsprotein AdcR x 6His
konnte, wie auch in Experimenten mit unmarkierter Sonde, eine Retardation der
jeweiligen Sonde in Abhangigkeit von der eingesetzten Proteinkonzentration
gezeigt werden (Abb. 32 und 33). Auch hier zeigte sich jedoch, dal} die Sonde
zwar verschwand, dafd ein eindeutiger Protein-DNA-Komplex aber nur schwer zu
erkennen war. Wurde das Protein AdcR x 6His zusammen mit regulatorisch
interessanten DNA-Sonden aus C. glutamicum inkubiert, so war bei einer Konzen-
tration von 1 und 3 ug Protein (Abb. 32, Spur 8; Abb. 33, Spur 13 und 15) keine
Retardation, bei einer Konzentration von 5 ug Protein jedoch eine Retardation zu
erkennen (Abb. 32, Spur 11; Abb. 33, Spur 14 und 16). Eine Inkubation der
Sonde 121 bzw. 122 mit zwei unterschiedlichen Transkriptionsregulatoren aus
C. glutamicum (RamA und RamB) fuhrte in keinem Fall zu einer Retardation (Abb.
32, Spur 9 und 10; Abb. 33, Spur 1 und 2 ). Die Sonden und Proteine aus C. glu-
tamicum wurden von Annette Cramer zur Verfligung gestellt. Eine Retardation der
Sonde 122 war nicht zu beobachten, wenn die Sonde mit verschiedenen
Konzentrationen des Proteins AdcS x 6His inkubiert wurde (Abb. 33, Spur 3-5).
Wurde die Sonde mit beiden Proteinen, AdcR x 6His und AdcS x 6His, inkubiert
(Abb. 33, Spur 6), so entsprach die Retardation der verursacht durch eine
Inkubation mit dem Protein AdcR x 6His allein. Gleiches galt auch fur die Sonde
121 (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Vermutung, daf’ die Proteine AdcR x 6His und
AdcS x 6His moglicherweise die Funktion eines Sigmafaktors einnehmen kénnten,
lie® sich nicht bestatigen. Eine Inkubation der Proteine mit der Sonde 121 bzw.
122 und dem RNA-Polymerase core enzyme fuhrte zu identischen Ergebnissen
wie bisher.
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Sonde 121
1 2 3

Sonde122‘
4 5 6 718 9

0-3 pg AdcR x 0-3 pg AdcR x
6His 6 His

Abb. 32 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit gereinigten Fusionsprotein

AdcR x 6His und einem Transkriptionsregulator (RamB) aus C. glutamicum
1-3: 0/ 2/ 3 pg AdcR x 6His; 4-7: 0/ 1/ 2/ 3 yg AdcR x 6His; 8: Sonde aus C. glutamicum + 3 ug
AdcR x 6His; 9: Sonde 122 + 3 ug Protein (RamB) aus C. glutamicum; 10: Sonde 122 + Protein
(RamB) aus C. glutamicum; 11: Sonde aus C. glutamicum + 5 pg AdcR x 6His; 12: weitere Sonde
aus C. glutamicum + 5 ug AdcR x 6His (Bei den Sonden aus C. glutamicum handelt es sich um
regulatorisch interessante DNA-Bereiche dieses Bakteriums.)

Sonde 122
12 3 4 567 8 910 11 12 131415”16

0-15 ug 0-3 ug
AdcS x 6His AdcR x 6His

Abb. 33 Radiaoaktive Gelretardationsexperimente mit gereinigtem Fusionsprotein
AdcR x 6His, AdcS x 6His und zwei Transkriptionsregulatoren (RamA und
RamB) aus C. glutamicum
1: RamB aus C. glutamicum; 2: RamA aus C. glutamicum; 3-5: 0/ 5/ 15 yg AdcS x 6His; 6: 3 ug
AdcR x 6His + 15 ug AdcS x 6His; 7-9: 0/ 1/ 3 pgAdcR x 6His; 10-12: RNA-Polymerase core
enzyme, 10: 3 ug AdcS x 6His, 11: AdcR x 6His, 12: ohne Protein; 13: Sonde aus C. glutamicum +
1 ug AdcR x 6His; 14: Sonde aus C. glutamicum + 5 ug AdcR x 6His; 15: weitere Sonde aus
C. glutamicum + 1 ug AdcR x 6His; 16: weitere Sonde aus C. glutamicum + 5 pgAdcR x 6His (Bei
den Sonden aus C. glutamicum handelt es sich um regulatorisch interessante DNA-Bereiche
dieses Bakteriums.)
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Eine teilweise Wiederholung und Erweiterung der radioaktiven Gelretardations-
experimente brachte einige neue Erkenntnisse bezlglich des Verhaltens der
Fusionsproteine AdcR x 6His und AdcS x 6His. Dazu wurden zum einen beide
Fusionsproteine frisch gereinigt und direkt in den Experimenten eingesetzt, und
zum anderen wurde eine weitere DNA-Sonde als Kontrolle verwendet. Diese
DNA-Sonde, bestehend aus einer 227-Bp-langen Sequenz aus dem internen
Bereich des Gens adc, wurde Uber eine Standard-PCR unter Verwendung der
Primer adcmit1 und adcmit2 generiert. Die radioaktive Markierung der Sonde
erfolgte wie beschrieben. An diese Sonde sollte keines der Proteine eine Bindung
zeigen, da die Sequenz dieser Sonde keine regulatorisch interessanten Elemente
enthielt. Da bereits mehrfach nachgewiesen werden konnte, dal® sich die Sonden
121 und 122 in den durchgeflihrten Gelretardationsexperimenten entsprechend
verhielten, wurde in den weiteren Experimenten lediglich mit der Sonde 121
gearbeitet. Die Analyse der verschiedenen Bindereaktionen ist in Abb. 34 und
Abb. 35 dargestellt. Es zeigte sich erneut, da die Sonde 121 in Abhangigkeit von
der Konzentration des Fusionsproteins AdcR x 6His retardiert wurde. Die zum
Nachweis einer Retardation minimal notwendige Proteinkonzentration betrug ca.
500 ng. Eine vollstandige Retardation war bei einer Proteinkonzentration von ca.
4 pg zu beobachten. Die Angaben beziehen sich auf die eingesetzte Menge an
Sonde von ca. 5 ug. In diesen Gelretardationsexperimenten war, im Gegensatz zu
den vorherigen, eindeutig ein DNA-Protein-Komplex nachgewiesen worden, wenn
die Konzentration des eingesetzten Fusionsproteins 2,5 ug nicht Gberschritt. Flr
die Sonde adcint, die als Negativkontrolle der DNA-Protein-Bindeexperimente
eingesetzt wurde, waren die Ergebnisse dennoch nahezu entsprechend. Auch hier
war eine Retardation der Sonde in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzen-
tration des Fusionsproteins AdR x 6His zu beobachten. Fur den Nachweis der
Retardation war eine minimale Proteinkonzentration von ca. 250 ng ausreichend,
eine vollstandige Retardation wurde bei einer Proteinkonzentration von ca. 3,5 ug
erreicht. Die eingesetzte DNA-Menge betrug im Fall der Sonde adcint jedoch nur
ca. 3 ng, im Gegensatz zu 5 ng fur die Sonde 121.

Fur das Protein AdcR x 6His konnte damit eindeutig gezeigt werden, dal3 es
konzentrationsabhangig an DNA bindet, eine Spezifitdt der Bindung war jedoch
nicht nachweisbar. Auch lieferten die bisherigen Experimente noch keine
zufriedenstellenden Ergebnisse bezlglich des Verhaltens des Proteins
AdcS x 6His. Moglicherweise konnte dieses Protein fur die Spezifitat der Bindung
des Proteins AdcR x 6His verantwortlich sein. Weitere radioaktive Gelretarda-
tionsexperimente sollten deshalb durchgefihrt und vor allem in bezug auf das
Verhalten des Proteins AdcS x 6His hin betrachtet werden. Die Analyse der
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Sonde 121 Sonde adcint

12 3 4 567 8 910 1234567 8 910

0-4 pg AdcR x 6His 0-4 pg AdcR x 6His
Abb. 34 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit gereinigtem Fusionsprotein
AdcR x 6His

1-6: 0/ 0,5/ 1,5/ 2,5/ 3,5/ 4 ug Protein; 7: 0,25 ug Protein; 8: 0,1 ug Protein; 9: 0,05 ug Protein;
10: 0,025 ug Protein

Sonde 121 Sonde adcint

1 2 3 4 5 611 2 3 4 5 6

0-4 ug AdcR x 6His 0-4 ug AdcR x 6His

Abb. 35 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit gereinigtem Fusionsprotein
AdcR x 6His

1: 0,25 ug Protein; 2-6: 4/ 3/ 2/ 1/ 0 ug Protein;
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Experimente ist in der Abb. 36 und der Abb. 37 gezeigt. Erneut konnte bestatigt
werden, dal} die Retardation der Sonde 121 abhangig von der Konzentration des
eingesetzten Fusionsproteins AdcR x 6His war. Die Retardation der Kontrollsonde
adcint war in diesen Experimenten nicht so ausgepragt, ein Hinweis, dal} die
Bindung des Fusionsproteins AdcR x 6His moglicherweise in einem definierten
Konzentrationsbereich spezifisch sein kdnnte. Wurde das Protein AdcS x 6His im
UberschuR allein in einer Bindereaktion mit der Sonde 121 bzw. der Sonde adcint
eingesetzt, war in diesen Experimenten eine Retardation der eingesetzten DNA zu
erkennen. Der dabei entstandene DNA-Protein-Komplex war deutlich zu erkennen
und unterschied sich deutlich von dem Komplex, der zu beobachten war, wenn
das Protein AdcR x 6His mit den entsprechenden Sonden inkubiert wurde. Wurden
beide Proteine gemeinsam mit der Sonde 121 bzw. der Sonde adcint inkubiert, so
waren in der Analyse der Bindereaktion beide flr die einzelnen Proteine
beschriebenen DNA-Protein-Komlexe zu beobachten, wobei im Fall der Kontroll-
sonde die Retardation schwacher ausgepragt war. Einen Hinweis darauf, dal}
auch die Bildungdes DNA-Protein-Komplexes, der bei dem alleinigen Einsatz des
ProteinsAdcS x 6His in Bindereaktionen entstand, konzentrationsabhangig war,
zeigten die Spuren 1 in Abb. 37. Hier wurden im Bindeansatz 2 ug des Proteins
AdcR x 6His und 1,25 ug des Proteins AdcS x 6His eingesetzt und der Komplex,
gebildet aus dem Fusionsprotein AdcR x 6His und der DNA, war schwacher
ausgepragt als bei dem Einsatz von 25 ug Protein. Eine Inkubation der Sonden mit
Proteinrohextrakt, gewonnen aus Zellen, die das Protein AdcR x 6His uber-
produzieren, lieferte keine aussagekraftigen Ergebnisse, da erneut, wahr-
scheinlich durch vorhandene Nuklasen im Rohextrakt, die DNA und damit die
Sonden zerstort wurden.

Zusammenfassend ergaben die Analysen der Gelretardationsexperimente, daf}
die Proteine AdcR x 6His und AdcS x 6His an die Promoterregion des adc-Gens
banden, die Spezifitdt der Bindung blieb jedoch noch ungeklart. Die Vermutung,
dal das Protein AdcS x 6His fur die Spezifitat der Bindung des Proteins AdcR x
6His notwendig sein konnte, konnte mit den durchgeflihrten Experimenten weder
bestatigt noch widerlegt werden.
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Sonde 121 Sonde adcint

1 2 34 56 7 89 10 10 9 8 7 6 54 3 2 1

'-:.’,{.

~ 025-0,75ug  0,25-0,75 ug

"AdcR x 6His  AdcR x 6His

I
10 pg AdcS x 6His 10 ug AdcS x 6His
Abb. 36 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit gereinigtem Fusionsprotein

AdcR x 6His und AdcS x 6His
1: Rohextrakt; 2-4 und 6-8: 0,25/ 0,5/ 0,75 ug AdcR x 6His + 10 ug AdcS x 6His; 5,9: 2 ug AdcR x
6His; 10: Sonde ohne Protein

Sonde 121 Sonde adcint

1 23 456 7 89 101112 123 456728 910 11 12

0,25-1,5 ug 0,25-2 ug
AdcR x 6His AdcR x 6His

" AdcR x 6His  AdcR x 6His

25 pg AdcS x 6His 25 pg AdcS x 6His

Abb. 37 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit gereinigtem Fusionsprotein
AdcR x 6His und AdcS x 6His

1: 2 pg AdcR x 6His + 1,25 pg AdcS x 6His; 2-5: 0,25/ 0,5/ 1/1,5 pg AdcR x 6His + 25 ug AdcS x

6His; 6: 25 ug AdcS x 6His; 7-11: 0/ 0,25/ 0,5/ 1/ 1,5/ 2 ug AdcR x 6His; 12: Sonde ohne Protein
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3.1.6.2 Untersuchung des adcR-Promoterbereichs

Die Sequenz stromaufwarts des Gens adcR laftt eine potentielle reverse SpoOA-
Bindestelle (0OA-Box) vermuten. Die Bindeeigenschaft des gereinigten Fusions-
proteins SpoOA x 6His sollte deswegen in einem Gelretardationsexperiment
untersucht werden. Die Methode der Wahl war, aus beschriebenen Griinden, die
Verwendung von radioaktiv markierten Sonden und die Analyse der Binde-
reaktionen in einem nativen Polyacrylamidgel nach Autoradiographie an einer
'BAS-MP Phosphor Imaging-Platte'. Die Bindung des Fusionsproteins SpoOA x
6His an den adcR-Promoterbereich wurde mit Hilfe der Sonden adcR, cpe und
adcint untersucht. Die Herstellung der Sonden erfolgte dabei, wie beschrieben,
unter Anwendung einer Standard-PCR und anschlieRender Markierung der DNA-
Fragmente mit [*>y]JATP. Die Herstellung der Sonde adcR erfolgte iiber die Primer
adcRup und adcRrev, und die cpe-Sonde wurde von Gunnar Box zur Verfigung
gestellt. Die Sonde adcint diente, wie bereits in den vorherigen Gelretardations-
experimenten, als Negativkontrolle, da die zugehorige Sequenz keine
regulatorisch relevanten Elemente enthielt. Die Sonde cpe diente als Positiv-

kontrolle, da diese Sequenz aus dem Promoterbereich des cpe-Gens drei OA-
Boxen enthielt und fur diesen Bereich bereits nachgewiesen wurde, daly Spo0OA in
der Lage ist, dort zu binden. Die Analyse der Bindereaktionen (Abb. 38) zeigte,
dall das Fusionsprotein wie erwartet an die Promoterregion des cpe-Gens, die
drei 0A-Boxen umfaldte, binden konnte und dal} eine Bindung an die Sonde adcint
nichtmaoglich war. Eine Bindung von SpoOA an die Promoterregion des adcR-Gens
ist anzunehmen, da eine leichte Retardation der Sonde adcR zu beobachten war.
Weitere Experimenten sind jedoch notwendig, um diesen Befund zu Uberprifen
und genauer zu charakterisieren.

Sonde adcR |Sonde cpe |Sonde adcint

1 23 411 2 3 4

ol g

123 4

= ]

.

l,.,J-J!x - -i

Abb. 38 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit gereinigtem Fusionsprotein
Spo0A x 6His
1: ohne Protein; 2: 0,4 ug Protein; 3: 0,8 pug Protein; 4: 1,2 ug Protein
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3.2 Untersuchungen zur Regulation des sol-Operons

3.2.1 Allgemeine Betrachtung des Hefe-Ein-Hybrid-Systems (yeast one-
hybrid system)

FUr die Untersuchung von DNA-Protein Interaktionen stehen diverse Methoden
zur Verfugung. Dazu gehdren Gelretardations-, DNasel Footprinting- und Immuno-
prazipitationsexperimente. Eine weitere Madglichkeit stellt das Hefe-Ein-Hybrid-
System (yeast one-hybrid system, Y1H) dar. Das Hefe-Ein-Hybrid System ist eine
Abwandlung des Hefe-Zwei-Hybrid Systems (yeast two-hybrid system,Y2H), das
Anfang der 90er Jahre von Fields und Song (1989) entwickelt wurde, um in vivo
Protein-Protein-Interaktionen zu analysieren. Das Prinzip des Y2H-Systems beruht
auf der Verwendung von zwei Hybrid-Proteinen, dem sog. bait (engl. Koder)
-Hybrid und dem sog. prey (engl. Beute) -Hybrid. Das bait-Hybrid setzt sich
zusammen aus einem Protein X und einer DNA-Bindedomane, das prey-Hybrid
dagegen aus einem Protein Y und einer transkriptionellen Aktivierungsdomane.
Bei Interaktion der Proteine X und Y wird die Aktivierungs-domane in raumliche
Nahe zur DNA-Bindedomane gebracht und aktiviert die Transkription eines
angrenzenden Promoters eines Reportergens. Im Fall des Y1H-Systems wird nur
ein Hybrid-Protein, das prey-Hybrid, verwendet. Interagiert das mit der Aktivator-
domane fusionierte Protein mit der vor ein Reportergen klonierten DNA-Sequenz,
so wird die Aktivierungsdomane in die Nahe des Promoters des Reportergens
gebracht und aktiviert diesen. Die Methode des Hefe-Ein- bzw. Zwei-Hybrid-
Systems wurde in den letzten Jahren stetig weiter entwickelt. Die Systeme sind
heute bei verschiedenen Herstellern kommerziell zu erwerben. Vor allem die Ent-
wicklung bakterieller Zwei- (Karimowa et al., 1998; Kronacker et al., 1998; Joung
et al., 2000; Hu et al., 2000) und Ein- (Hu et al., 2000; Meng et al., 2005) Hybrid-
Systeme machte grolRe Fortschritte. Gegenuber den Hefe-Systemen bieten die
bakteriellen Systeme, im allgemeinen basierend auf E. coli als Wahlorganismus,
einige Vorteile (Joung et al., 2000). Mit den bakteriellen Systemen kann eine
grolRere Anzahl von Interaktionen in einer kirzeren Zeit getestet werden, was in
einem schnelleren Wachstum und einer hdheren Transfomationseffizienz (10° bei
E. coli gegeniiber 10° bei Hefen) begriindet ist. Zudem wird in bakteriellen
Systemen das Problem umgangen, dal® prokaryotischen Proteinen typische, in
Bakterien vorhandene, Cofaktoren fehlen, die fur eine Interaktion notwendig sind.
Das Problem, dal eukaryotische Proteine, aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu hefe-
eigenen Proteinen, in den Stoffwechsel der Hefezellen eingreifen oder toxisch
wirken, besteht in bakteriellen Systemen ebenfalls nicht.
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3.2.2 Anwendung des Hefe-Ein-Hybrid-Systems auf den Promoterbereich
des sol-Operons und das Protein Spo0A

Mit dem Hefe-Ein-Hybrid-System, 'MATCHMAKER One-Hybrid System', vertreten

von der Firma CLONTECH Laboratories GmbH (Heidelberg), sollte die Bindung

des Transkriptionsregulators SpoOA an die Promoterregion des sol-Operons

untersucht werden.

Die bait-Sequenz, d. h. die Sequenz, an die das prey-Hybrid binden sollte, bildete
in diesem Fall eine Sequenz aus der Promoterregion des sol-Operons. Das prey-
Hybrid setzte sich fur die Untersuchung der Bindung von SpoOA aus dem SpoOA-
Protein und der Aktivatordomane zusammen. Die Klonierung, sowohl der bait-
Sequenz als auch der Sequenz fur die Herstellung des prey-Hybrids, erfolgte in
daflr vorgesehenen Plasmiden. Das die bait-Sequenz-tragende Plasmid wurde
als lineares Plasmid in die Hefe S. cerevisiae YM4271 transformiert und dort in
das Chromosom integriert. Das Plasmid mit der prey-Hybrid-Sequenz wurde
anschlielend circular in den entsprechenden rekombinanten Hefestamm Uber-
tragen. Das Ausgangsplasmid flr die Konstruktion des prey-Hybrid-Sequenz-
tragenden Plasmids war das Plasmid pGAD424 (Bartel et al., 1993, Abb. 39).
pGAD424 codiert fur die Aktivierungsdomane (AD) des Hefe GAL4-Trans-
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Abb. 39 Restriktionskarte und Multiple Klonierungsstelle (MCS, multiple cloning site)
des Plasmids pGAD424
(Erklarung siehe Text) (http://orders.clontech.com/clontech/techinfo/vectors)
Einfach schneidende Enzyme sind fett dargestellt.
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kriptionsaktivators. Der veranderte ADH17-Promoter war verantwortlich fur eine
niedrige Expression der Aktivierungsdomane in der Hefezelle. Das Plasmid trug
aullerdem das LEU2-Gen fur die Selektion in dem LEU-negativen Hefestamm
S. cerevisiae YM4271. Die Integration der Sequenz des Transkriptionsregulators
Spo0A erfolgte in die Multiple Klonierungsstelle (MCS). Dazu wurde das spo0OA-
Gen Uber eine Standard-PCR unter Verwendung der Primer spoOA-Mal EcoRI und
spoOA-Mal-Pstl generiert. Das EcoRI-Pstl-verdaute DNA-Fragment wurde an-
schlielend in entsprechend verdautes pGAD424-Plasmid kloniert. Die Klonierung
war erfolgreich. Das orf5-Gen (Primer orf5-S-2Hy und orf5-E-2Hy) aus C. aceto-
butylicum wurde entsprechend dem spo0OA-Gen in das Plasmid pGAD424 kloniert.
Auch diese Klonierung war erfolgreich. Das Plasmid sollte als Negativkontrolle
dienen, da das Protein Orf5 nachgewiesen nicht in der Lage ist, an die
Promoterregion des sol-Operons zu binden (Thormann, 2001). Die bait-Sequenz
wurde in drei unterunterschiedliche Plasmide kloniert. Zwei der Plasmide trugen
das Reportergen HIS3 (pHISi, pHISi-1, Abb. 40 und 41), das dritte das lacZ-
Reportergen (pLacZi, Abb. 42). Die Herstellung der bait-Sequenz erfolgte Uber die
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Abb. 40 Restriktionskarte und Multipleklonierungsstelle (MCS, multiple cloning site)
des Plasmids pHISi
(Erklarung siehe Text) (http://orders.clontech.com/clontech/techinfo/vectors)
Einfach schneidende Enzyme sind fett dargestellt.
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Abb. 41

Abb. 42
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Restriktionskarte und Multiple Klonierungsstelle (MCS, multiple cloning site)
des Plasmids pHISi
(Erklarung siehe Text) (http://orders.clontech.com/clontech/techinfo/vectors)
Einfach schneidende Enzyme sind fett dargestellt.

Restriktionskarte und Multiple Klonierungsstelle (MCS, multiple cloning site)
des Plasmids pLacZi
(Erklarung siehe Text) (http://orders.clontech.com/clontech/techinfo/vectors)
Einfach schneidende Enzyme sind fett dargestellt.
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Hybridisierung der komplementaren Primer spoOA-BS1 und spoOA-BS3, die
jeweils eine Lange von 33 Bp aufwiesen. Die Hybridisierung erfolgte derart, dal
jeweils 2 pl Oligonukleotid (50 pmol/ul), was jeweils einer Konzentration von ca.
0,1 pg DNA entsprach, mit 10 yl NaCl (50 mM) fur 5 min bei 70 °C im Wasserbad
inkubiert wurden. Das Wasserbad wurde anschlieBend abgeschaltet und der
Ansatz darin fur weitere 15 min inkubiert. Im Anschluld erfolgte eine weitere
Inkubation des Ansatzes bei RT, bis er vollstdndig abgekuhlt war. 3 yl des
Hybridisierungsprodukts wurden anschlieend einem EcoRI-Smal-Verdau unter-
zogen und direkt in eine Ligation mit ebenso verdautem Vektor pHISi, pHISi-1
bzw. pLacZi eingesetzt. Die Klonierung der bait-Sequenz war fur alle drei
Plasmide erfolgreich. Die entstandenen Plasmide erhielten die Bezeichnungen
pHISi/BD, pHISi-1/BD und pLacZi/BD.

Fur Kontrollexperimente wurden das Plasmid pGAD53m sowie die Plasmide
pS3HIS und p53BLUE verwendet, die vom Hersteller zur Verfugung gestellt
wurden. Das Plasmid pGAD53m trug das aus der Maus stammende Gen p53 und
das die Aktivierungsdomane codierende Gen. Die Plasmide p53HIS und p53BLUE
trugen die Sequenz der Bindestelle des Genprodukts p53 und jeweils die Sequenz
des Reportergens HIS3 bzw. lacZ.

Die drei bait-Sequenz tragenden Plasmide pHISi/BD, pHISi-1/BD und pLacZi/BD
sowie die Kontrollplasmide p53HIS und p53BLUE wurden linearisiert und in
S. cerevisiae YM4271 transformiert. Die Linearisierung der Plasmide pHISi/BD,
pHISi-1/BD und p53HIS erfolgte durch einen Schnitt mit dem Enzym Xhol, die der
Plasmide pLacZi/BD bzw. p53BLUE mit einem Schnitt durch das Enzym Ncol. Fur
die Transformation in S cerevisiae wurden 1-4 ug jedes linearisierten und mit Hilfe
des 'NucleoSpin Extract Kit' gereinigten Plasmids eingesetzt. Die transformierten
Hefezellen wurden auf den entsprechenden SD-Minimalmedium-Platten zur
Selektion der Transformanten, die das Plasmid ins Chromosom integriert trugen,
ausplattiert. In Tab. 15 sind die entsprechenden Selektionsmedien aufgefuhrt. Die
Integration der Plasmide pHISi/BD, pHISi-1/BD und p53HIS fluhrte in der Histidin-
auxotrophen Hefe S. cerevisiae zur Wiederherstellung der Fahigkeit, auf Minimal-
medium ohne Histidin-Zusatz zu wachsen, die Integration der Plasmide pLacZi/BD
und p53BLUE ermoglichten das Wachstum der Uracil-auxotrophen Hefe auf
Minimalmedium ohne Uracil-Zusatz.. Erfolgte keine Integration der Plasmide in
das Chromosom, so gingen sie verloren, da sie nicht in der Lage waren, in der
Hefe zu replizieren. Die Integration war fur die Plasmide p53HIS, p53BLUE,
pHISI/BD und pLacZi/BD erfolgreich. Die Integration des Plasmids pHISi-1/BD
blieb, auch nach mehreren Versuchen, erfolglos. Die Stdmme S. cerevisiae
YM4721 [pS53HIS], S. cerevisiae YM4721 [p53BLUE], S. cerevisiae YM4721
[pPHISI/BD] und S. cerevisiae YM4721 [pLacZi/BD] standen nun fur weitere
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Tab. 15 Reporterplasmide

p53HIS p53BLUE pHISi/BD pHISi-1/BD | pLaczi/BD
Reportergen HIS3 lacZ HIS3 HIS3 lacZ
Linearisiungsenzym Xhol Ncol Xhol Xhol Ncol
Integrationsort his ura his his ura
Hefe-
Selektionsmedium SD/-His SD/-Ura SD/-His SD/-His SD/-Ura

Untersuchungen zur Verfigung. Bevor mit der Transformation des Plasmids, das
fur das prey-Hybrid codierte, fortgefahren werden konnte, muf3te mit Hilfe zweier
Tests die Hintergrundaktivitat der jeweiligen Reporterstamme getestet werden.

Im Falle der Reporterstamme mit dem Reportergen lacZ (S. cerevisiae YM4721
[pLacZi/BD], S. cerevisiae YM4721 [p53BLUE]) wurde daflr ein B-galactosidase
colony-lift filter assay durchgefurt. Im Falle der Reporterstamme S. cerevisiae
YM4721 [pS53HIS] und S. cerevisiae YM4721 [pHISi/BD] wurde die 3-AT-Konzen-
tration bestimmt, bei der der jeweilige Stamm die wenigsten Kolonien auf einer
SD-Medium-Selektionsplatte bildete. 3-AT hemmt die Expression des HIS3-
Gens. Der B-galactosidase colony-lift filter assay verfarbte sich fur beide Stamme
erst nach einer Inkubationszeit von mehr als 15 min, was zeigte, dal} die Stamme
als Reporterstamme geeignet waren. Die notwendige 3-AT-Konzentration flr den
Stamm S. cerevisiae YM4721 [p53HIS] betrug 45 mM, fir den Stamm
S. cerevisiae YM4721 [pHISi/BD] muldte die Konzentration auf 60 mM 3-AT erhdht
werden.

Der nachste Schritt bestand in der Transformation der verschiedenen Stamme mit
den Plasmiden pGAD424/spo0A, pGAD424/orf5, pGADS3m bzw. pGAD424. Eine
erfolgreiche Transformation sollte dazu fuhren, dal® die jeweiligen Stamme wieder
in der Lage sind auf SD-Medium ohne Leucin zu wachsen, da die Plasmide
pGAD424/spo0A, pGAD424/orf5 und pGAD53m das LEUZ2-Gen trugen.

Zunachst erfolgte jedoch die Transformation der Kontrollstdmme S. cerevisiae
[pS3HIS] und S. cerevisiae [p53 BLUE] jeweils mit den Plasmiden pGAD53m und
pGAD424. Die Ergebnisse dieser Transformation sind in Tab. 16 zusammen-
gefallt. Der HIS3-Reportergen-tragende Stamm war nach der Transformation mit
den Plasmiden pGAD424 bzw. pGAD53m in der Lage, auf Minimal-medium ohne
Histidin und/oder ohne Leucin zu wachsen, was fur eine erfolgreiche Trans-
formation sprach. Ein Wachstum ohne Leucin war nur moglich, wenn die Plasmide
pGAD424 bzw. pGAD53m, die das LEU2-Gen trugen, Ubertragen wurden. Das
wiederhergestellte Wachstum ohne Histidin-Zusatz spach daflr, da® das bereits
durch die Integration des Plasmid p53HIS reparierte HIS3-Gen aktiv war. Dafur
verantwortlich war die bereits angesprochene Hintergrundaktivitat des ent-
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Tab. 16 Kontrollexperimente des Hefe-Ein-Hybid-Systems

Integriertes Transformier- | SD-Selektionsmedium Ergebnis
Reporterplasmid tes Plasmid
p53HIS pGAD424 -His viele grofRe Kolonien
p53HIS pGAD424 -Leu viele grolRe Kolonien
p53HIS pGAD53m -Leu/-His/+60mM 3-AT | viele grol3e Kolonien
p53HIS pGAD424 -Leu/-His/+60mM 3-AT keine Kolonien
p53BLUE pGAD53m -Leu viele grofRe Kolonien
p53BLUE pGAD424 -Leu viele gro3e Kolonien

sprechenden Gens. Wurde die Hintergrundexpression durch die Zugabe von
3-AT minimiert, so war, wie erwartet, im Fall von S. cerevisiae [p53HIS][pGAD424]
kein Wachstum zu beobachten, da das Reportergen nicht aktiviert wurde. Wurde
der Stamm S. cerevisiae [p53HIS] dagegen mit dem Plasmid pGAD53m
transformiert, das die Sequenz des Bindeproteins und die Sequenz der
Aktivierungsdomane trug, wodurch die Expression des Reportergens maoglich war,
so war ein Wachstum zu beobachten. Fur den Stamm, der das lacZ-Reportergen
trug (S. cerevisiae YM4271[p53BLUE]), galt in Bezug auf die Leucin-Auxotrophie
entsprechendes wie fur die Stamme, die das HIS3-Gen als Reportergen trugen.
Die Kolonien des Reporterstammes S. cerevisiae YM4271[p53BLUE], nach der
Transformation mit dem Plasmid pGAD424 bzw. pGAD53m, wurden in einem
B-galactosidase colony-lift filter assay untersucht. Bei einer Transformation mit
pGAD424 konnte keine Verfarbung nach blau beobachtet werden, bei einer
Transformation mit pGADS3m erfolgte nach 30 min eine Verfarbung. Auch hier
wurde die Expression des Reportergens durch das Vorhandensein des
Bindeproteins und der Aktivierungsdomane induziert. Beide Reportergen-
tragenden Stamme waren demnach, wie die Kontrollen eindeutig zeigten, fur die
Anwendung geeignet. Die Experimente zur Untersuchung der Bindung von SpoOA
wurden durchgeflhrt und sind in Tab. 17 zusammengefaldt. Im Falle jeder in
Tab. 17 dargestellten Transformation waren Kolonien gewachsen. Fur die
Stamme mit dem HIS3-Gen als Reportergen war die Transformation in allen drei
Fallen erfolgreich, da ein Wachstum auf einem Minimalmedium, dem Leucin
fehlte, nur mdglich war, wenn das LEU2-Gen durch das entsprechende Plasmid
ubertragen wurde. Auch auf einem Medium, dem Leucin und Histidin fehlten und
dem zusatzlich 3-AT in entsprechender Konzentration zugesetzt wurde, war in
allen Fallen ein Wachstum zu beobachten. Da dies auch fir die Negativkontrollen
(S. cerevisiae [pHISI/BD][pGAD424] und S. cerevisiae [pHISi/BD][pGAD424/orf5])
zutraf, war keine Aussage bezluglich des Stammes S. cerevisiae
[pPHISI/BD][pGAD424/spo0A], und damit der Bindung des Proteins SpoOA an die
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Tab. 17 Untersuchung der Bindung von Spo0A im Hefe-Ein-Hybid-System

Integriertes Transformiertes SD-Selektionsmedium Ergebnis
Reporterplasmid Plasmid
pHISi/BD pGAD424 -Leu/-His/+60 mM 3-AT Kolonien
pHISi/BD pGAD424/orf5 -Leu/-His/+60 mM 3-AT Kolonien
pHISI/BD pGAD424/spo0A | -Leu/-His/+60 mM 3-AT Kolonien
pLacZi/BD pGAD424 -Leu Kolonien
pLacZi/BD pGAD424/orf5 -Leu Kolonien
pLacZi/BD pGAD424/spo0A -Leu Kolonien

Tab. 18 Enzymatische Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat

S. cerevisiae-Stamm B-Galactosidase-Aktivitat (U/ml)
[p53BLUE][pGAD424] 0,008
[p53BLUE][pGAD53m] 0,540
[pLacZi/BD][pGAD424] 0,002

[pLacZi/BD][pGAD424/spo0A] 0,001
[pLacZi/BD][pGAD424/orf5] 0,002

die bait-Sequenz, moglich. Im Fall des lacZ-Gens als Reportergen war die Trans-
formation ebenfalls in allen drei Fallen erfolgreich. Wurden die Kolonien der
Transformation unter Anwendung eines (-galactosidase colony-lift filter assay
untersucht, so waren in allen Fallen blaue Kolonien zu erkennen. Da sich der
Stamm S. cerevisiae [pLacZi/BD][pGAD424/spo0A] wie der Stamm S. cerevisiae
[pLacZi/BD][pGAD424] und der Stamm S. cerevisiae [pLacZi/BD][pGAD424/orf5]
verhielt, und es sich bei den beiden erstgenannten um Negativkontrollen handelte,
mufdte angenommen werden, dal’ das SpoOA-Protein nicht mit der bait-Sequenz
interagierte. Um sicher zu gehen, wurde jedoch zusatzlich die B-Galactosidase-
Aktivitat aller drei Stamme enzymatisch im Photometer untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tab. 18 zusammengefalit. Die p-Galactodidase-Aktivitaten der Kontrollen
zeigten deutlich, dall das Hefe-Ein-Hybrid-Systems prinzipell funktionierte. Da
auller dem Stamm, der als Positivkontrolle mitgefihrt wurde(S. cerevisiae
[pS3BLUE][pGAD53m]), kein Stamm eine signifikante B-Galactosidase-Aktivitat
aufwies, muldte davon ausgegangen werden, dal das Protein SpoOA nicht an die
bait-Sequenz, d. h. an die Promotersequenz des sol-Operons, gebunden hatte.
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4. Diskussion

4.1 Losungsmittelbildung in Clostridium acetobutylicum

Die Losungsmittel Aceton und Butanol werden seit 1950 hauptsachlich tber
chemische Verfahren hergestellt: Aceton Uber das Cumolhydroperoxidverfahren
oder Uber die Dehydrierung bzw. Oxidehydrierung von Isopropanol und Butanol
uber die Hydroformylierung von Propen mit einer daran anschlielenden
Hydrierung. Da die chemischen Verfahren jedoch auf die in den letzten Jahren im
Preis sehr stark gestiegenen (Abb. 3) und vor allem begrenzten Erddlresourcen
angewiesen sind, wird es nur eine Frage der Zeit sein, bis biologische Verfahren
der Aceton- und Butanolproduktion mit Hilfe von Mikroorganismen die chemischen
Verfahren ersetzen werden. Zahlreiche Clostridien sind naturliche Produzenten
der Ldsungsmittel Aceton, Butanol und auch Isopropanol, wobei C. aceto-
butylicum, C. beijerinckii, C. saccharobutylicum und C. saccharoperbutylace-
tonicum die Hauptproduzenten darstellen (Keis et al., 1995; 2001a; 2001b). Durch
den derzeitigen Vorsprung der chemischen Industrie bei der Erzeugung der
Losungsmittel, bedingt vor allem durch die geringen Ausbeuten des mikrobio-
logischen Prozesses, ist es von vorrangigem Interesse, wirtschaftliche Mengen
der Produkte Aceton und Butanol zu erzeugen. Daneben konnte auch das
ebenfalls wahrend der Garung anfallende Acetoin (Andersch et al., 1982; Bahl et
al., 1982; Reardon und Bailey, 1988; Bunday et al., 1989) ein nicht zu unter-
schatzendes Produkt sein, da es in der Lebensmittelindustrie als Geschmacksstoff
eingesetzt wird. So eindeutig die Funktion der meisten Gene und Genprodukte in
der LoOsungsmittelbildung auch ist, so wenig bekannt sind die zugehorigen
Regulationsmechanismen, was als Hauptursache dafir angesehen werden kann,
dal} eine signifikante Steigerung der Ausbeute der Lésungsmittel bisher noch nicht
erreicht wurde. Die Aufklarung der Regulationsvorgange der Losungsmittelbildung
von C. acetobutylicum stellt deshalb ein zentrales Thema der Forschung dar.
Lange Zeit wurde dieses Ziel mit Hilfe von physiologisch-chemischen Unter-
suchungen verfolgt, verlagert sich aber dann zunehmend in Richtung molekular-
biologischer Ansatze, weswegen letztere auch Grundlage der vorliegenden Arbeit
sind. Die Untersuchungen konzentrieren sich dabei auf die Promoterbereiche der
Trans-kriptionseinheiten sol- und adc-Operon, die als Hauptangriffsstellen der
Regulation bekannt sind.
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4.2. Das monocistronische adc-Operon

Das monocistronisch organisierte adc-Gen (Abb. 4) codiert das an der
Acetonbildung beteiligte Enzym Acetacetat-Decarboxylase (Adc), welches bereits
vor mehr als 30 Jahren Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten war
(Westerheimer, 1969; Fridovich, 1972). Das Enzym besteht aus 12 identischen
Untereinheiten mit einer molekularen Masse von 330 kDa (28 kDa je Untereinheit)
(Gerischer und Ddarre, 1990; Petersen und Bennett, 1990). Im biphasischen
Garungsstoffwechsel von C. acetobutylicum katalysiert die Acetacetat-De-
carboxylase den letzten Schritt der Bildung von Aceton, die Decarboxylierung des
durch die Aktivitdt der CoA-Transferase (Ctf) bereitgestellten Acetacetats (Abb.
43). Die CoA-Transferase wird durch die Gene ctfA und ctfB codiert, die auf dem
polycistronischen sol-Operon, das weiterhin die Gene adhE und orfL enthalt (Abb.
4), lokalisiert sind. Die monocistronische Organisation des adc-Gens sowie der
Besitz eines adhE-Gens ist spezifisch fur den Stamm C. acetobutylicum. In den
ubrigen I6sungsmittelbildenden Clostridien ist das adc-Gen Teil des sol-Operons,
das in diesen Fallen aus den beiden Genen ald, ctfA, ctfB und adc besteht (Toth et
al., 1999; Jones, 2002). ald codiert eine Aldehyd-Dehydrogenase. Eine weitere
Besonderheit in C. acetobutylicum ist das Vorkommen eines zweiten adhE-Gens
(adhE2). C. acetobutylicum reprasentiert damit bis jetzt den einzigen Organismus,
der zwei derartige Gene aufweist. Eine Gesamtlbersicht Uber die Intermediate,
Endpodukte und die wichtigsten Enzyme des biphasischen Garungsstoffwechsels
ist in Abb. 43A) gegeben. Abb. 43B) erklart die zunachst unverstandlich
erscheinende getrennte Lage der Gene adc, ctfA und ctfB auf zwei verschiedenen
Operonen, trotz der Notwendigkeit der entsprechenden Genprodukte fur die
Bildung von Aceton. Unter physiologischen Bedingungen werden die Sauren
Acetat und Butyrat beim Eintritt in die Solventogenese durch die Aktivitat der CoA-
Transferase hauptsachlich in Butyryl-CoA umgewandelt (Rogers, 1986), welches
wiederum durch die Aktivitat der Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase E zu Butanol
umgesetzt wird. Die Anordnung der entsprechenden Gene, ctfA, ctfB und adhE in
einem Operon (sol-Operon) ist demnach effizient. Die Decarboxylierung des
Intermediats Acetacetat und damit verbunden die Bildung von Aceton ist nur
notwendig, wenn nicht ausreichend Reduktionsaquivalente flr die Reduktion von
Butyryl-CoA und Butyrylphosphat zur Verfiugung stehen. In diesem Fall mul} die
Acetacetat-Decarboxylase durch die Entfernung des Acetacetats die thermo-
dynamisch ungunstige CoA-Transferase-Reaktion antreiben (Durre et al., 1995).
In Bezug auf die Bildung der Losungsmittel bedeutet das, dald je nach ver-
wendetem Substrat bis zu 50fach mehr Butanol als Aceton gebildet werden kann
(Bahl et al., 1986). Bei der Aufklarung regulatorischer Mechanismen der
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A) Hexose
Acetat «— <«— Acetyl-CoA — —>Ethanol
1

2 3
Acetacetyl-CoA —> —> Aceton

4 5
Butyrat «— <— Butyryl-CoA —> —> Butanol

B)
Acetat Acetyl-CoA
3 2 \1
Aceton <— Acetacetat % Acetacetyl-CoA
5 4
Butanol «— <— Butyryl-CoA Butyrat
Abb. 43 Garungsstoffwechsel von C. acetobutylicum

(in Anlehnung an Dirre et al., 1995)

A) allgemein gebrauchliches Schema

B) einleitende Schritte der L6sungsmittelbildung
1: Thiolase; 2: CoA-Transferase; 3: Acetacetat-Decarboxylase; 4: Butyraldehyd-Dehydrogenase
Domane der AdhE; 5: Butanol-Dehydrogenase Domane der AdhE und Butanol-Dehydrogenase A
und B

Losungsmittelbildung sind die dargelegten Besonderheiten in der genetischen
Organisation vom C. acetobutylicum von entscheidender Bedeutung.

4.3 Regulation des adc-Operons

Mit einem Anteil von 1,1 % an der Gesamtproteinsynthese ist die Acetacetat-
Decarboxylase eines der 10 am starksten synthetisierten Proteine wahrend der
Solventogenese. In dieser Wachstumsphase betragt die Syntheserate das
32fache des Werts, der in der Acidogenese gemessen wird. Damit ist dieses
Enzym das am starksten induzierte Protein Uberhaupt (Schaffer, 1999; Schaffer et
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al., 2002). Da auch die Transkription nahezu aller weiteren Gene, die an der
Ldsungsmittelbildung beteiligt sind, verstarkt bzw. ausschliellich im Zuge des
Umschaltens auf die Losungsmittelbildung (shift) erfolgt, liegt der regulatorische
Schwerpunkt eindeutig auf transkriptioneller Ebene (Gerischer und Darre, 1992;
Walter et al., 1992; Sauer und Ddirre, 1995). Einerseits kdnnte hierfir ein
ubergeordnetes Regulationsprinzip verantwortlich sein, andererseits |aRt die
sequentielle Reihenfolge, in der die Transkripte der entsprechenden Gene
erscheinen (Sauer und Durre, 1995), unterschiedliche individuelle Mechanismen
der Regulation vermuten.

Als Ubergeordnetes Regulationsprinzip ware fur die Gene der Losungs-
mittelbildung eine Regulation durch alternative Sigma- (0-) Faktoren denkbar.
Dagegen spricht jedoch, da die jeweiligen Promoterstrukturen weitgehend die
Konsensussequenz fiir eine 0'%- bzw. 0**-abhdngige RNA-Polymerase (Young et
al., 1989; Sauer, 1992) besitzen, und dal} die RNA-Polymerasen, die aus saure-
bzw. I0sungsmittelbildenden Zellen gereinigt wurden, keine Unterschiede
aufweisen (Bahl, 1993). Die Regulation der Gene der Losungsmittelbildung muf3
demnach Uber eine Modulation der Zuganglichkeit und/oder Effektivitat der
entsprechenden Promoterbereiche erfolgen, was fur eine Regulation durch DNA-
bindende Proteine spricht.

4.3.1 Regqulation durch DNA-bindende Proteine

FUr das adc-Operon erscheint eine Regulation Uber DNA-bindende Proteine am
wahrscheinlichsten. Der globale Transkriptionsregulator SpoOA konnte in seiner
aktiven phosphorylierten Form bereits als ein solches Protein identifiziert werden.
In der nicht codierenden 5'-Region des adc-Operons liegen drei SpoOA-
Bindestellen (0A-Boxen), die in je einer Base vom Bacillus subtilis-Konsensus
(5'-TGNTGAA-3') (Burbulys et al., 1991) abweichen. Spo0OA stellt einen globalen
Transkriptionsfaktor dar, der in Bacillus und Clostridium (Brown et al., 1994)
beschrieben wurde. Die DNA-bindende Aktivitat des Proteins wird Uber die
Phosphorylierung der N-terminalen Domane reguliert. SpoOA ist an der Regulation
einer Reihe unterschiedlicher Gene beteiligt und ist in der Lage, die Expression
sowohl zu reprimieren, als auch zu aktivieren. Unabhangige Studien zeigen, daf
Mutationen in den OA-Boxen stromaufwarts des adc-Gens und sogar die
vollstandige Deletion der OA-Boxen lediglich zu einer Reduktion der Transkription
des adc-Gens unter Beibehaltung des Expressionsprofils flihren (Ravagnani et al.,
2000; Bohringer, 2002; Hollergschwandner, 2003). Diese Ergebnisse zeigen
deutlich, dal3 mindestens ein weiteres Protein an der Regulation des adc-Gens
beteiligt sein muss. Einen ersten Hinweis auf die Bindung und den Bindungsort
eines weiteren DNA-bindenden Regulatorproteins im adc-Promoterbereich
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lieferten Reportergenstudien von Boéhringer (2002). Diese zeigen, dal} eine
Deletion von 32 Bp im Promoterbereich des adc-Gens (Abb. 6) unabhangig von
den OA-Boxen zu einer drastischen Reduktion der Aktivitat des Reportergens und
damit des adc-Gens fuhrt. Das verwendete Reportergensystem (Fischer, 1994) ist
ein Fusionsprodukt aus dem Promoterbereich des adc-Gens aus C. aceto-
butylicum und dem /acZ-Gen aus Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes
EM1 (Burchhardt und Bahl, 1991). Das System wurde bereits von Nakotte (1998)
erfolgreich eingesetzt, so dal® seine Funktionalitdt eindeutig gezeigt ist. Die enge
Verwandtschaft der Gattung Clostridium und Thermoanaerobacterium begrindet
die ausreichende Expression des lacZ-Gens in C. acetobutylicum, und das Fehlen
einer C. acetobutylicum-eigenen B-Galactosidase (Yu et al., 1987) sowie der
aerobe Nachweis der verwendeten [B-Galactosidase erlauben einen einfachen
Enzymtest.

Der native Promoterbereich und der um 32 Bp verklrzte Promoterbereich wurden
in einer DNA-Affinitatschromatographie zur Isolierung DNA-bindender Proteine
eingesetzt und erlaubten die Isolierung und mit Hilfe einer anschlie®enden MALDI-
TOF-Analyse die ldentifizierung eines bis zu diesem Zeitpunkt nicht charakteri-
sierten Proteins von C. acetobutylicum. Das in Datenbanken mit CAP (Clostridium
acetobutylicum plasmid) 0037 annotierte Protein erhielt die Bezeichnung AdcR.
Das zugehdrige Gen cap0037, im weiteren adcR, bildet, wie RT-PCR-Analysen
zeigten, ein Operon mit dem stromabwarts liegenden Gen cap0036, im weiteren
adcS. Die beiden entsprechenden Proteine, AdcR und AdcS, stellen damit
potentielle Transkriptionsregulatoren des adc-Gens dar. Die Beteiligung eines oder
womoglich mehrerer Regulatorproteine, die zusammen mit SpoOA agieren, wurde
in B. subtilis bisher nicht beschrieben. Es scheint daher eine Besonderheit des
adc- und auch des sol-Operons (Feustel, 2004) und damit der Losungsmittel-
bildung in C. acetobutylicum zu sein.

4.3.2 Potentielle Bindestellen der Proteine AdcR und AdcS
Die Isolierung des Proteins AdcR Uber seine Fahigkeit, an den Promoterbereich
des adc-Gens zu binden, macht es zu einem potentiellen Transkriptionsregulator

dieses Gens. AdcS, das auf Grund der Operonstruktur der zugehdrigen Gene
zusammen mit AdcR gebildet wird, kdnnte dabei ebenfalls von Bedeutung sein.
Vorangegangene Studien von Bohringer (2002) und Nakotte (1998), die sich
ebenfalls mit dem adc-Gen und dessen Regulation beschéaftigen, sind eine gute
Grundlage flr eine Diskussion Uber potentielle Bindeorte des Proteins AdcR und
auch des Proteins AdcS, auch wenn die Bindung letzteren Proteins in der
anfanglichen DNA-Affinitatschromatographie nicht, wohl aber in den spateren Gel-
retardationsexperimenten, gezeigt werden konnte.
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4.3.2.1 Bindung stromabwaérts der -10-Region des adc-Gens

Reportergenstudien von Bohringer (2002) zeigten, dal® eine Deletion von 32 Bp
stromabwarts der -10-Region des adc-Gens eine Reduktion der Transkription des
Gens um ca. 80 % zur Folge hat. Bdhringer (2002) stellte deshalb die These auf,
dald ein potentieller transkriptionsaktivierender Regulator stromabwarts der -10-
Region des adc-Gens binden konnte. Zwar gilt in der Regel, dal} Proteine, die die
Transkription aktivieren, in einem nahen Bereich stromaufwarts der -35-Region
binden, wahrend sich die Bindestelle reprimierender Faktoren oft stromabwarts der
-10-Region befindet bzw. mit der -10- und -35-Region Uberlappt. Untersuchungen
bei Eubakterien zeigen jedoch, dal® auch die Bindung von aktivierenden
Transkriptionsfaktoren in dem Bereich zwischen der -10-Region und dem
Transkriptionsstart und sogar bis hinein in die proteincodierende Sequenz nicht
generell ausgeschlossen werden kann. Der Regulator Rns zur Trans-
kriptionsaktivierung der Pilin-Gene in E. coli bindet beispielsweise an je eine
Bindestelle stromaufwarts und stromabwarts seines eigenen Promoters (Mundson
und Scott, 2000) und Mitglieder der AraC-Proteinfamilie, wozu Transkriptions-
aktivatoren des Kohlenhydrat-Stoffwechsels, der Virulenz und der StrelRantwort
gehoren (Gallegos et al., 1997), binden in E. coli in einer Region stromabwarts des
Transkriptionsstartpunkts und der Sequenz der Gene, deren Expression sie
regulieren (Munsdon et al., 2001). Auch in dem Gram-positiven Bakterium
B. subtilis 1af3t sich ein entsprechendes Beispiel finden. Der response regulator
PhoP, der die Antwort auf Phosphatmangel aktiviert, bindet in einer Region in der
proteincodierenden Sequenz der Gene phoA und pstS (Liu et al.,, 1998). Die
Tatsache aber, dal® das Protein AdcR sowohl unter Verwendung der nativen, als
auch der deletierten Sequenz in der DNA-Affinitatschromatographie isoliert werden
konnte, widerlegt die von Bohringer (2002) aufgestellte These jedoch eindeutig.
Auch in den Gelretardationseperimenten war eine Bindung des Proteins AdcR an
das native und das deletierte adc-Promoterfragment nachgewiesen worden. Eine
Erklarung dafur, da® Bohringer (2002) dennoch eine Reduktion der Expression
des Reportergens und damit des adc-Gens bei beschriebener Verkirzung des
Promoterbereichs messen konnte, konnte sein, dal} die Deletion im Abstand von
nur 2 Bp vom Transkriptionsstart begann. Die gemessene Aktivitat des Deletions-
konstrukts kdnnte auf Grund dessen auch auf einen Artefakt zuriickzuflhren sein.

4.3.2.2 Heptamermotiv und Palindrom:

Potentielle Bindestellen im adc-Promoterbereich?
Da der von Bohringer (2002) postulierte Bereich stromabwarts der -10-Region als
Bindeort fir das AdcR-Protein ausgeschlossen werden kann, galt es, nach
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weiteren potentiellen Bindestellen zu suchen. Bei naherer Betrachtung der in der
DNA-Affinitatschromatographie eingesetzten Promoterfragmente fallen zwei
bereits von Fischer (1993) fur das sol-Operon identifizierte Sequenzbereiche
stromaufwarts der -10-Region auf, die von Nakotte (1998) als mdgliche regula-
torisch interessante Bereiche untersucht wurden und ihn vermuten liel3en, dal} die
Regulation des adc-Gens uUber DNA-bindende Proteine erfolgt. Bei den genannten
Motiven handelt es sich um ein Heptamermotiv und eine palindromische Sequenz,
wobei ein Teil des Heptamermotivs mit einem Teil der palindromischen Sequenz
uberlappt (Abb. 44). Die Annahme, da® vor allem das Heptamermotiv eine
mogliche regulatorisch aktive Sequenz darstellt, wird von der Erkenntnis bestarkt,
dal} es trotz seines hohen GC-Gehalts nur im Bereich des adc-Operons und des
sol-Operons von C. acetobutylicum zu finden ist. Da die Interaktion von DNA-
bindenden Proteinen mit ihren Zielsequenzen insbesondere auf der Seltenheit
bzw. Einzigartigkeit dieser Sequenzmotive beruht, ist vermutet worden, dal®
langere Sequenzabschnitte fur die Bindung von Regulatorproteinen notwendig
sind oder entsprechende Regionen einen héheren GC-Gehalt besitzen (Young
und Cole, 1993). Fur den thl-Operator aus C. acetobutylicum konnte jedoch
gezeigt werden, dal® auch eine ausschlieRlich AT-haltige Operatorsequenz von 27
Bp Lange eine hochspezifische DNA-Protein-Interaktion ermoglicht (Schaffer,
1999). Das postulierte Prinzip von Young und Cole (1993) kann daher nicht als
allgemeingultig angesehen werden. Auch zunachst unauffallig erscheinende
Sequenzen konnen Bindestellen fur Regulatorproteine darstellen. Expressions-
studien von Transformanten mit Substitutionen im Bereich des adc-Promoters
(Nakotte, 1998) unter Verwendung des beschriebenen Reportergensystems
zeigen, dal} das Heptamermotiv und die palindromische Sequenz in bezug auf die
Regulation des adc-Gens gegenlaufige Einflisse besitzen. Die Veranderung des
Heptamermotivs hat einen negativen, die des Palindroms einen positiven Effekt
auf die Transkription des adc-Gens. Fur die Beteiligung DNA-bindender Proteine
wurde dies bedeuten, dall das Heptamermotiv eine DNA-Bindestelle flr einen
Aktivator und die des Palindroms eine DNA-Bindestelle flr einen Repressor
darstellen konnte. Im Fall des Palindroms konnte von einem Protein, das als
Dimer an die DNA bindet, ausgegangen werden, da die palindromische Sequenz
genau 20 Bp auseinander liegt, was zwei DNA-Windungen einer in vivo vor-
liegenden B-Helix entspricht.

Ahnliche Experimente zur Untersuchung des Promoterbereichs des adc-Gens von
Bohringer (2002) lieferten Ergebnisse, die mit den Ergebnissen von Nakotte
(1998) nur zum Teil Ubereinstimmen. Da die Ergebnisse von Bohringer (2002)
jedoch auf Konstrukten beruhen, die nicht von einem gemeinsamen
Ursprungskonstrukt abstammen und die Aktivitaten der zugehorigen Stamme
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ATATAAATCT ATTATGCAGA ATTTTTAGGA AGTGTACTTT -171
TATTTTCGAA AGCTAGTAGA AAAAATTAAT ATATGGTGTA -131
-35-Region -10-Region
AAAATTTACT TAAAAAAACA ATATGTGTTA TAATGTAAAT -91
adc-mRNA
AT GAAGAT -51
>
AAAGTATGTT AGAAAAGCTA AACATTATTA AATTTAGGAA -11
Startcodon
GGTGACTTTT ATGTTAAAGG ATGAAGTAAT +20
Abb. 43 Promoterbereich des adc-Gens
. Palindrom, ACAATAT: Heptamermotiv, ATG: Startcodon, unterstrichen: -10-/
-35-Region, ——>» mRNA-Start, : 32-Bp-Deletion. Die Zahlen geben die

Entfernung zum (-) bzw. vom (+) Translationsstartpunkt an.

zusatzlich nicht unter vergleichbaren Bedingungen untersucht wurden, bleiben sie
unberucksichtigt.

Die beiden Proteine AdcR und AdcS koénnten derartige DNA-bindende
Regulatorproteine mit gegenlaufigem Einflu auf die Transkription des adc-Gens
darstellen. lhre Fahigkeit zur DNA-Bindung wurde eindeutig in Gelretardations-
experimenten gezeigt. Ein gegenlaufiger EinfluR der Proteine kann angenommen
werden, da die Uberproduktion des Proteins AdcR zu einer erniedrigten und die
des Proteins AdcS zu einer erhdhten Acetonbildung im Vergleich zum Wildtyp
fuhrt, wie Studien der rekombinanten C. acetobutylicum-Stamme zeigten. Das
Protein AdcS stellt somit einen potentiellen Transkriptionsaktivator und das Protein
AdcR einen potentiellen Transkriptionsrepressor dar. Da beide Proteine, auf Grund
der Operonstruktur der zugehdrigen Gene, gleichzeitig vorliegen und die postu-
lierten Bindestellen Uberlappen, mufld davon ausgegangen werden, dal} eine
Konkurrenzsituation der beiden Regulatorproteine um eine DNA-Bindung vor-
handen ist. Da die Konzentration der vorhandenen Regulatoren nicht verant-
wortlich fur die Bindung des einen oder anderen Regulators sein kann, muf® deren
Affinitat zur Bindestelle die Richtung der Regulation bestimmen. Ob das Protein
AdcR tatsachlich an das Palindrom und das Protein AdcS tatsachlich an das
Heptamermotiv bindet, kann bis jetzt nur vermutet werden. Footprinting-Ex-
perimente sind notwendig, um den Bindungsort der Proteine AdcR und AdcS ein-
deutig zu bestimmen.




DISKUSSION 124

Mit diesen Erkenntnissen ware die von Fischer (1993) aufgestellte Hypothese, dal}
es sich bei dem Heptamermotiv um eine Bindestelle eines potentiellen
Repressorproteins handeln kdnnte, widerlegt, da dies offensichtlich weder flr das
adc-Operon, noch fur das sol-Operon zutrifft. Die Analysen von Thormann (2001)
fur das sol-Operon sprechen ebenfalls eindeutig gegen die Funktion des Motivs
als Repressorbindestelle, stehen jedoch auch nicht im Einklang mit dem fir das
adc-Gen beobachteten positiven Einfluly auf die Regulation. Basensubstitutionen
im Bereich des Heptamermotivs des sol-Promoters ergaben lediglich eine gleich-
bleibende, in keinem Fall aber eine erhohte Genexpression. Demzufolge ist zu
vermuten, dal} trotz des Vorhandenseins eines im adc- und sol-Promoterbereich
identischen Motivs kein den beiden Operonen gemeinsamer Regulations-
mechanismus zugrunde liegt. Es ist jedoch hier unbedingt zu erwahnen, dal die
Versuche fur den sol- und den adc-Promoter mit zwei verschiedenen
Reportergensystemen durchgefuhrt wurden, so daf® ein direkter Vergleich der
Experimente nur eingeschrankt moglich ist. Beim Vergleich der Lage der
diskutierten Motive im Promoterbereich des adc- und sol-Operons fallt aullerdem
ein gravierender Unterschied ins Auge: Im adc-Promoterbereich liegen die beiden
Motive in direkter Nahe zur -10- und -35-Region. Im sol-Promoterbereich dagegen
sind beide Motive erst deutlich weiter stromabwarts zu finden. Sie liegen in dem
Bereich, in dem friher ein weiterer Transkriptionsstart des sol-Operons vermutet
wurde. Eine derartige Funktion dieses Bereichs als Promoter wurde jedoch
widerlegt (Thormann, 2001). Die Haupttranskriptmenge des sol-Operons wird von
dem weiter stromaufwarts gelegenen Promoter gebildet. Thormann (2001) kam zu
der Uberzeugung, daB die weiter stromabwarts liegende Transkriptionsstelle durch
RNA-Prozessierung resultierte. Auf Grund der neuen Erkenntnisse bezuglich der
Proteine AdcR und AdcS sollte dennoch unter Anwendung von Gelretardations-
experimente Uberpruft werden, ob diese nicht moglicherweise an die diskutierte
Region im Bereich des sol-Promoters binden.

4.3.3 Spezifitat der Bindung der Proteine AdcR und AdcS

Zwar konnte fur die Proteine AdcR und AdcS die konzentrationsabhangige
Bindung an DNA nachgewiesen werden, der eindeutige Beweis der Spezifitat der
Bindung steht jedoch noch aus. Auch Schaffer (1999) konnte bereits in Gel-
retardationsexperimenten zeigen, dal} beim Einsatz von fraktionierten Roh-
extrakten flr den intergenen Bereich stromaufwarts des adc-Gens die Bindung

eines Proteins in definierter Stdchiometrie zu beobachten ist, jedoch war es auch
hier nicht moglich, die Spezifitat der Bindung zu belegen. Die strenge Stochio-
metrie der DNA-Protein-Komplexe im Fall von Schaffer (1999) und im Fall der
Proteine AdcR und AdcS spricht jedoch nahezu zweifelsfrei gegen eine sequenz-
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unabhangige Bindung, wie sie z. B. fur eine Nuklease oder ein histondhnliches
Protein zu beobachten ist. Eher denkbar ist eine um 2-3 GroRenordnungen
geringere Affinitat zu unspezifischer DNA, wie sie auch schon fur andere
regulatorisch aktive Proteine nachgewiesen wurde (Ausubel et al., 1987). Dies hat
zur Folge, dall in Gelretardationsexperimenten mit derart niedrigen Protein-
konzentrationen gearbeitet werden mul}, dal® es schwer wird, nicht an die
Nachweisgrenze der gewahlten Methode zu stoRen. Weiterhin kann nicht
ausgeschlossen werden, dall die DNA-bindende Aktivitat in vivo durch weitere
zellulare Komponenten moduliert wird. Sowohl beim Einsatz von fraktionierten
Rohextrakten als auch beim Einsatz von gereinigtem Protein in Gelretardations-
experimenten konnten genau jene fur die Bindung essentiellen zellularen Kompo-
nenten im Laufe der Reinigung abgetrennt worden sein. Dabei kdnnte es sich um
Proteine mit Modulationsfunktion, wie z. B. Tyrosinkinasen, handeln, die selbst
nicht an DNA binden, oder auch um niedermolekulare Effektoren, die durch ihre
Bindung an Regulatorproteine deren Konformation und damit inre DNA-bindenden
Eigenschaften verandern. Auch eine gegenseitige Beeinflussung der beiden
Proteine AdcR und AdcS kann nicht ausgeschlossen werden. Einige Ergebnisse
der Gelretardationsexperimente lassen dies vermuten und zwar derart, dal} das
Protein AdcS die Bindung von AdcR an die DNA schwacht. Ob eine gegenseitige
Beeinflussung auf einer Interaktion der Proteine beruht, kann nur spekuliert
werden. Einen ersten Hinweis darauf lieferte ein Versuch (Experiment und
Ergebnisse nicht gezeigt), in welchem gereinigtes AdcR x 6His an Ni-NTA
gekoppelt und mit Rohextrakt aus C. acetobutylicum (Wildtyp) inkubiert wurde.
Proteine, die mit AdcR x 6His interagierten, wurden anschlieend eluiert. Unter
diesen Proteinen befanden sich auch Proteine, die eine GroRe des Proteins AdcS
aufwiesen. Ebenfalls in Betracht zu ziehen ware, dal fur eine spezifische Bindung
von AdcR und/oder AdcS das globale Regulatorprotein SpoOA notwendig ist. Erste
in diese Richtung durchgeflihrte Gelretardationsexperimente (Ergebnisse nicht
gezeigt) lassen dartber jedoch keine Aussagen zu, so dal® derartige Experimente
unbedingt wiederholt und weiterverfolgt werden mussen. Letztendlich darf nicht
vergessen werden, dal} die Proteine AdcR und AdcS nur unter bedingt nativen
Bedingungen in den Gelretardationsexperimenten eingesetzt wurden, da durch
das Anhangen des his-tags die Faltung und damit die Aktivitat der Proteine stark
beeintrachtigt sein kann. Sie kdnnten sich auf Grund dessen anders verhalten, als
sie es unter nativen Bedingungen tun wurden. Um das zu uberprufen, ware es
notwendig, die Proteine zwar flr die Reinigung mit einem tag zu versehen, diesen
aber nach der Reinigung wieder abzuspalten. Auf diese Weise kdnnten unter der
Voraussetzung, dald sich die Proteine anschliel3end richtig falten, zumindest in
bezug auf die Proteinfaltung in vivo-Bedingungen hergestellt werden.



DISKUSSION 126

4.3.4 Funktionsanalyse des Proteins AdcR

Verschiedene computergestitzte Analysen des Proteins AdcR ergaben, dal} das
Protein zwei auffallige Domanen besitzt. Im N-terminalen Bereich lal3t sich eine
DNA-bindende Domane in Form eines helix-turn-helix-Motivs, weiter C-terminal

eine potentielle transmembrane Domane identifizieren. Diese Domanen lassen auf
die Zugehorigkeit des Proteins zu bestimmten Proteinfamilien schliefen und
einhergehend damit Spekulationen Uber eine mégliche Funktion zu.

4.3.4.1 AdcR, ein Mitglied der MerR-Proteinfamilie

Uber das helix-turn-helix-Motiv. (HTH_MERR Motiv, helix-turn-helix, mercury
resistance) lalkt sich das AdcR-Protein der Familie der MerR-Proteine zuordnen.
Bei den Mitgliedern der MerR-Familie handelt es sich um dimere Trans-
kriptionsregulatoren, die die Transkription bestimmter Gene aktivieren, wenn die
Bakterienzelle Strel3 ausgesetzt wird. Strel3signale kdénnen Sauerstoffradikale,

Schwermetalle und cytotoxische Komponenten sein (Brown et al., 2003). Der
Angriffspunkt dieser Transkriptionsaktivatoren sind 6’°- (Gram-negative Bakterien)
bzw. 0”/ o**-abhangige (Gram-positive Bakterien) Promotoren mit einer Spacer-
Lange von 19 Bp (Summers, 1992; Ansari et al., 1995; Outten et al., 1999). Als
Spacer wird der Bereich zwischen den -35- und -10-Hexameren des Promoters
bezeichnet. Im Falle der Erkennung des eubakteriellen Promoters durch primare
Sigmafaktoren (6’ bzw. 0”/0>*) betragt die Spacer-Lénge typischerweise 17 Bp
(Harley und Reynolds, 1987). Abweichungen von dieser Konsensuslange haben
eine Verminderung der promoterabhangigen Transkription in vitro und in vivo zur
Folge (Russel und Bennett, 1982; Stefano und Gralla, 1982; Mulligan et al., 1985).
Wang und Syvanen (1992) vermuten darUber hinaus, dal die Transkription
zusatzlich durch die Orientierung der -35- und -10-Region des Promoters zu-
einander reguliert wird. Die optimale Orientierung ist dabei bei einer Spacer-Lange
von 17 Bp gegeben. Bei einer verminderten oder vergroRerten Spacer-Lange kann
durch eine veranderte helikale Windungszahl ebenfalls eine optimale Orientierung
der -35- und -10-Region erzielt werden, so dal} die Transkription in diesem Fall
vom Grad der Superspiralisierung abhangig ist. Promotoren kénnen demnach
uber die superhelikale Dichte der DNA reguliert werden. Diese andert sich zum
Beispiel in Abhangigkeit von Umgebungsbedingungen und/oder der Wachstums-
phase des Bakteriums. Fur C. acetobutylicum konnte gezeigt werden, dal} die
helikale Windungszahl und damit der Grad der Superspiralisierung der DNA beim
Ubergang von der Acidogenese in die frilhe Phase der Solventogenese abnimmt
(Wong und Bennett, 1996). Diese Beobachtung deckt sich mit dem positiven
Einflul3, den die Hemmung der Gyrase, verursacht durch eine Novobiocin-Zugabe,
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auf die Transkription des adc-Gens ausubt (Ullmann et al., 1996). Die Spacer-
Lange des adc-Promoters betragt 18 Bp und weicht damit von der optimalen
Spacer-Lange ab. Eine Verminderung der Spacer-Lange um 1 Bp auf die optimale
Lange fuhrt zu einer um 20 % gesteigerten Transkription des adc-Gens
(Boéhringer, 2002), womit der Einfluld der Superspiralisierung erneut deutlich wird.
Da Proteine der MerR-Familie charakteristisch an Promotoren mit verlangerter
Spacer-Region binden, konnte AdcR ein solches Protein darstellen. Fur den
Regulator des multidrug transporters Bmr, BmrR, ein gut untersuchtes Mitglied der
MerR-Proteinfamilie, konnte gezeigt werden, dal3 dieser Uber seine Bindung an
die DNA die -35 und -10-Region in die notwendige optimale Orientierung
zueinander bringt und auf diese Weise die Transkription aktiviert (Newberry und
Brennan, 2004). Bei Betrachtung der Ergebnisse der rekombinanten C. aceto-
butylicum-Stamme erscheint die Funktion des AdcR-Proteins als Aktivator
zunachst unwahrscheinlich. Eine Uberproduktion des AdcR-Proteins fiihrt zu einer
verminderten Acetonbildung, was vielmehr fur eine Funktion von AdcR als
Repressor spricht. Bei genauer Betrachtung des MerR-Proteins, das der Familie
der MerR-Proteine den Namen gab und seines Regulationsmechanismus'
(O’Halloran et al., 1989), wird deutlich, wie dasselbe Protein sowohl als Aktivator,
als auch als Repressor tatig sein kann. MerR bindet unabhangig von der An-
wesenheit seines Induktors an den mer-Promoter und agiert in diesem Fall als
Repressor der Transkription der stromabwarts liegenden Gene. Erst bei Vor-
handensein des Induktors Quecksilber erfolgt die Induktion der Transkription der
mer-Gene. Quecksilber bindet an das MerR-Protein, woraufhin sich die Binde-
eigenschaft des Proteins an die DNA andert und zwar derart, dal3 das Protein in
Anwesenheit von Quecksilber sozusagen 'weniger stark' an die DNA bindet. Eine
so hervorgerufene Destabilisierung des DNA-MerR-Komplexes fuhrt zu einer Ent-
spannung der DNA (Ansari et al., 1995) und auf diese Weise dazu, dal} die -35-
und -10-Region in die optimale Lage zueinander gebracht werden. Die RNA-
Polymerase kann binden und die Transkription wird aktiviert. Ubertragt man den
geschilderten Mechanismus auf das AdcR-Protein, so wiurde dies bedeuten, daf}
AdcR standig an den Promoterbereich des adc-Gens bindet und damit die
Transkription des Gens reprimiert. Da die Gene adcR und adcS ein Operon bilden,
liegen die Proteine AdcR und AdcS gleichzeitig vor. Es liele sich folglich
vermuten, dall das Protein AdcS, das, wie die Studien der rekombinanten
C. acetobutylicum-Stamme zeigen, eine aktivierende Funktion hat, die durch das
AdcR-Protein hervorgerufene Repression der Transkription aufzuheben vermag.
Eine unterschiedliche Effektivitat der beiden Proteine wirde erklaren, wieso keine
standige Derepression des adc-Gens auftritt. AdcR bindet schon in sehr geringer
Konzentration an die DNA des adc-Promoters und reprimiert die Transkription des
Gens. AdcS dagegen mufd in deutlich héherer Konzentration vorliegen, um die
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dereprimierende Eigenschaft geltend zu machen. Diese Thesen passen zu den
Ergebnissen der Gelretardationsexperimente. Hier zeigte sich, dal® schon geringe
AdcR-Konzentrationen ausreichen, um eine Bindung an die entsprechenden adc-
Promoterfragmente nachzuweisen. AuRerdem fuhrte eine gleichzeitige Inkubation
der entsprechenden DNA-Fragmente mit beiden Proteinen dazu, dal} die Bindung
von AdcR an die DNA geschwacht wurde. Wie AdcS seine dereprimierende und
damit aktivierende Funktion ausubt, kann auf Grund der nicht eindeutigen Ergeb-
nisse der Gelretardationsexperimente bisher nur vermutet werden. Denkbar ware
eine Protein-Protein-Interaktion, die bewirkt, dal} die Bindung von AdcR an die
DNA geschwacht und wie beim mer-Promoter die Transkription aktiviert wird.
Ebenfalls moglich ware, dal® AdcS selbst an die DNA bindet und dadurch die
Transkription aktiviert. Sicher scheint, da} die Bindung von AdcR an die DNA
durch die Interaktion mit AdcS oder aber durch die Bindung von AdcS selbst an
die DNA nicht aufgehoben wird, denn den Gelretardationsexperimenten ist zu
entnehmen, dal} der durch die Bindung von AdcR gebildete DNA-Protein-Komplex
auch beim zusatzlichen Einsatz des Proteins AdcS noch nachzuweisen ist.
Weiterfuhrende Experimente mussen das genaue Bindeverhalten von AdcS an die
DNA klaren. Erst dann sind weitere Aussagen maglich.

Fur die angefuhrten mechanistischen Vorstellungen des Zusammenspiels der
Proteine AdcR und AdcS spricht auch der fir die Regulation des tipA-Promoters
aus Streptomyces lividans gezeigte Regulationsmechanismus. Der tipA-Promoter
kontrolliert die Transkription der Gene tipAL und tipAS, die ein Operon bilden, und
die Regulation erfolgt duch die entsprechenden Proteine TipAL und TipAS
(Murakami et al.,, 1989; Holmes et al.,, 1993), weswegen der Promoter fur die
kontrollierte Expressionen klonierter Gene in Streptomyces eingesetzt wird
(Takano et al., 1995; Yu und Hopwood et al., 1995; Enguita et al., 1996). Das
Regulatorprotein TipAL bindet unabhangig von weiteren Faktoren an den tipA-
Promoterbereich und aktiviert die Transkription. Bei Anwesenheit von Thiostrepton
im Medium wird die Affinitdt der Bindung an die entsprechende DNA jedoch
deutlich erhdht (Holmes et al.,, 1993). Das das TipAL-Protein codierende Gen
tipAL bildet ein Operon mit dem stromabwarts gelegenen Gen tipAS, so dal beide
Proteine gleichzeitig gebildet werden. Eine derartige Organisation entspricht der
Anordnung der Gene adcR und adcS. Das Protein TipAS hat die Funktion
Thiostrepton abzufangen und damit die Bindung von TipAL an den Promoter und
die Transkription zu regulieren. Moglich ist dies durch eine Regulation der Bildung
von TipAS. Inwiefern im Fall der Proteine AdcR und AdcS ein zusatzlicher Induktor
eine Rolle spielt, kann bisher nicht gesagt werden.



DISKUSSION 129

43.4.2 AdcR, ein ToxR-ahnliches Protein?
Eine transmembrane Domane und damit die Membranstandigkeit ist zwar sehr

untypisch fur einen DNA-bindenden Transkriptionsregulator, schliel3t eine solche
Funktion jedoch nicht aus. Mit dem Protein ToxR aus Vibrio cholerae wurde
bereits ein membranstandiges DNA-bindendes Protein beschrieben (Miller et al.,
1987). Mittlerweile wurden weitere membranstandige Regulatoren sowohl in Vibrio
cholerae (Tcp, Hase und Mekalanos, 1998 und CadA, Merrell und Camilli, 2000)
und anderen Vibrio-Spezies (Lin et al., 1993; Reich und Schoolnik, 1994), als auch
in verschiedenen Gram-negativen Organismen wie E. coli (Neely et al., 1994),
Salmonella typhimurium (Blanc-Potard et al., 1999), Yersinia ssp. (Yang und
Isberg, 1997) und Photobacterium (Welch und Barlett, 1998) beschrieben. Allen
diesen Proteinen ist gemeinsam, dal} sie sich aus einem cytoplasmatischen N-
Terminus und einem periplasmatischen C-Terminus zusammensetzen, getrennt
durch einen kurzen transmembranen Bereich. Oft agieren diese Proteine in
Zusammenarbeit mit weiteren cytoplasmatischen Effektorproteinen, die ihre
Aktivitat verstarken. Die zugehodrigen Gene bilden ein Operon. Im Fall von ToxR
erfolgt die DNA-Bindung uber ein helix-turn-helix-Motiv, genauer Uber ein sog.
winged helix-turn-helix-(W-HTH) Motiv, das das Protein ToxR der Familie der
OmpR/PhoB-Familie der Transkriptionsregulatoren zuordnet. Das ToxR-Protein
bildet seiner Struktur und Funktion nach ein sog. Ein-Komponenten-System.
Proteine, die ein Ein-Komponenten-System darstellen, sind regulatorisch aktive
Proteine, bestehend aus einer Signal-input-Domane und einer DNA-bindenden
output-Domane (Ulrich et al., 2005). Sie vereinen damit die Funktionen und
Domanen-Struktur zweier Proteine eines sog. Zwei-Komponenten-Systems in
einem einzigen Protein. Unter den Proteinen, die zu den Ein-Komponenten-
Systemen gerechnet werden, stellt das ToxR-Protein insofern eine Besonderheit
dar, als es kein rein cytoplasmatisches Protein ist, wie 97 % (Ulrich et al., 2005)
der anderen Proteine, die ein solches System reprasentieren.

Cholera ist eine schwere Durchfallerkrankung, hervorgerufen durch das Bakterium
Vibrio cholerae. ToxR reguliert in trans die Transkription des ctx-Operons, das die
beiden Untereinheiten des Cholera-Toxins codiert, aus denen das multimere
aktive Toxin zusammengesetzt ist (Mekalanos et al., 1983). Das ToxR-Protein
spielt weiterhin auch eine Rolle bei der Produktion eines Pilus, der flr die
Kolonisation von Vibrio cholerae notwendig ist (TcpA, Taylor et al., 1987) und der
Expression eines outer-membrane proteins OmpU (Miller, 1985). ToxR scheint
damit fir die koordinierte transkriptionelle Regulation verschiedener Virulenz-
faktoren in Vibrio cholerae eine Rolle zu spielen (Betley et al., 1986). Die
Umweltsignale, welche die Expression des Toxins hervorrufen, sind unbekannt.
Klnstliche Expression kann u. a. durch die Zusammensetzung des Mediums, die
Osmolaritat, den pH, die Inkubationstemperatur und die Sauerstoffkonzentration
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verursacht werden (Mekalanos, 1985). Die Lokalisation des ToxR-Proteins in der
Membran koénnte erklaren, wie dasselbe Protein in der Lage ist, verschiedene
physiologische und nahrungsbedingte Parameter wahrzunehmen. Hier konnte
eine Analogie zu den bakteriellen Chemorezeptoren Tar und Tsr hergestellt
werden, die ebenfalls auf die unterschiedlichsten Signale ansprechen. ToxR
reguliert direkt die Transkription des foxT-Gens, wahrend das entsprechende
Genprodukt ToxT wiederum direkt an der Regulation des ctx-Operons beteiligt ist.
Zusatzlich ist fur die Regulation des toxT-Gens das Protein TcpP notwendig, das
wie ToxR ein membranstandiges Regulatorprotein darstellt (Hase und Mekalanos,
1998; Yu und DiRita, 1999). Mechanistisch kann fur die Regulation des toxT-Gens
folgendes Modell (Krukonis et al., 2000) aufgestellt werden: Die Proteine ToxR
und TcpP sind fur die Aktivierung der Transkription des foxT-Gens notwendig.
Beide Proteine binden an unterschiedlichen Regionen des foxT-Promoters. TcpP
stellt dabei den eigentlichen Aktivator des toxT-Gens dar, wahrend ToxR eine
unterstutzende Funktion zukommt. Die Bindung des membranstandigen ToxR-
Proteins an den toxT-Promoter sorgt daflir, dal® der foxT-Promoterbereich in die
Nahe der Membran und damit in die Nahe des schlechter bindenden Proteins
TcpP gelangt, so dald dieses ebenfalls an den Promoterbereich binden kann. TcpP
ist dadurch in der Lage, mit der RNA-Polymerase zu interagieren und so die
Transkription zu aktivieren. Auch wenn bis jetzt nicht klar ist, wie die RNA-
Polymerase in die Nahe der Membran gelangt, ist eine derartige Trans-
kriptionsaktvierung bereits von anderen Autoren beschrieben worden (Rowen und
Deretic, 2000).

Die unter Anwendung des Computers vorausgesagten Domanen des AdcR-
Proteins, ein N-terminales helix-turn-helix-Motiv und eine weiter C-terminal
gelegene transmembrane Domane, lassen das Protein strukturell dem ToxR-
Protein gleichen. Das die Losungsmittelbildung auslosende Signal ist ebenfalls
noch weitgehend unbekannt. Es scheint sich nicht um nur ein einziges Signal,
sondern vielmehr um eine Kombination aus verschiedenen intra- und extra-
zellularen Faktoren zu handeln (Durre et al., 1995; Ullmann et al., 1996). Die
Lokalisation eines signalaufnehmenden Proteins in der Membran ware demnach
auch hier sinnvoll. Derartige Proteine konnen direkt Veranderungen der osmo-
tischen Bedingungen und der lonenverhaltnisse sowie Veranderungen im
elektrochemischen Potential wahrnehmen. Die Strukturdhnlichkeit der Proteine
ToxR und AdcR und der komplexe Regulationsmechnismus des foxT-Gens konnte
darauf hindeuten, dal® auch die Regulation des adc-Gens ein derart komplexes
Netzwerk darstellt. Die Anzeichen, dal® sowohl der globale Regulator SpoOA, als
auch die potentiellen Transkriptionsregulatoren AdcR und AdcS hierbei eine Rolle
spielen, untermauern diese These. Weitere Versuche, die die Bindungseigen-
schaften der einzelnen Proteine und deren Interaktionen bestimmen, konnten
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klaren, ob und inwiefern eine Regulation ahnlich der des foxT-Promoters an-
zunehmen ist.

4.34.3 ECF-Sigmafaktoren

Zunachst lag die Vermutung nahe, dall das Protein AdcR als potentieller
Transkriptionsregulator des adc-Gens der Familie alternativer Sigmafaktoren, sog.
ECF-Sigmafaktoren (ECF: extracytoplasmatic function) (Lonetto et al., 1994)
zugehdrig ist. Die ECF-Sigmafaktoren bilden eine Untergruppe der o’°-Klasse der
Sigmafaktoren. Der erste identifizierte ECF-Sigmafaktor war o aus E. coli, der
daran beteiligt ist, die Akkumulation falsch gefalteter Proteine im Periplasma zu
verhindern. Weitere ECF-Sigmafaktoren sind u. a. an der Kontrolle der Expression
von Genen beteiligt, deren Genprodukte extrazellulare Enzyme (Pseudomonas
aeruginosa, AlgU; Hershberger et al., 1995; Yu et al., 1995; Martinez-Salazar et
al., 1996) und hochaffine Aufnahmesysteme (E. coli, Fecl; Enz et al., 1995)
darstellen oder in die Synthese von Antennenpigmenten (Myxococcus xanthus,
CarQ; Gorham et al., 1996) involviert sind. Sie ermdglichen auf diese Weise die
Reaktion der Bakterienzelle auf einen aulleren Stimulus. Extrazellulare Signale
sind u. a. auch Ausloser fur das Umschalten des Stoffwechsels von Saure- auf
Losungsmittelproduktion und passen somit gut in den Funktionskreis bekannter
ECF-Sigmafaktoren. Mehrere Faktoren sprechen jedoch gegen die Funktion von
AdcR und auch von AdcS als Sigmafaktor. Zum einen konnte bereits in friheren
Studien gezeigt werden, dal® die Promoterstrukturen der an der LOsungs-
mittelbildung beteiligten Gene weitgehend die Konsensusequenz einer o’%- bzw.
o*-abhangigen RNA-Polymerase (Young et al., 1989; Sauer, 1992) aufweisen,
und zum anderen, dal} die RNA-Polymerasen, die aus saure- bzw. Idsungsmittel-
bildenenden Zellen gereinigt wurden, keine Unterschiede zeigen (Bahl, 1993).
Hinzu kommt, dal® die in dieser Arbeit durchgeflihrten Gelretardations-
experimente keine Anderung des Bindeverhaltens von AdcR bzw. AdcS an die
Promoterfragmente des adc-Gens zeigten, wenn das entsprechende Protein
zusammen mit dem RNA-Polymerase-Holoenzym inkubiert wurde. Zudem erga-
ben Datenbankanalysen keine Ahnlichkeit der Proteine AdcR und AdcS zu
bekannten ECF-Sigmafaktoren. Eine Funktion der Proteine als Sigmafaktoren
kann demnach ausgeschlossen werden. Von Bedeutung koénnte jedoch die
Tatsache sein, da® ECF-Sigmafaktoren z. T. durch Anti-Sigmafaktoren reguliert
werden. Fur die Anti-Sigmafaktoren RseA (E. coli, Sigmafaktor oF; De Las Penas,
et al., 1997; Missiakas et al., 1997) und MucA (P. aeruginosa, Sigmafaktor AlgU;
Schurr et al.,, 1996; Xie et al., 1996) konnte gezeigt werden, dal} sie in der
Cytoplasmamembran lokalisiert sind, und zwar der Art, dal3 der C-Terminus des
Proteins ins Periplasma und der N-Terminus des Proteins ins Cytoplasma ragt.
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Aulerdem scheinen beide Anti-Sigmafaktoren direkt mit ihren jeweiligen
Sigmafaktoren zu interagieren. In einem Modell (Missiakas und Raina, 1998) kann
demnach folgendes regulatorisches Zusammenspiel zwischen dem ECF-Sigma-
faktor und seinem entsprechenden Anti-Sigmafaktor angenommen werden: Der in
der Membran verankerte Anti-Sigmafaktor konnte fur die Signalerkennung und
-weiterleitung verantwortlich sein, vergleichbar mit der Funktion einer Histidin-
Kinase in einem Zwei-Komponenten-System. Die Bindung des Sigmafaktors durch
den Anti-Sigmafaktor inhibiert die Aktivitat des Sigmafaktors, wobei bis jetzt noch
unklar ist, wie die Freisetzung des Sigmafaktors erfolgt. Es wird spekuliert, dal}
eine Konformationsanderung, eine chemische Modifikation oder eine Degradation
des Anti-Sigmafaktors dafur verantwortlich ist. Die Freisetzung des Sigmafaktors
fuhrt dann zur Aktivierung der Transkription weiterer Gene. AdcR &ahnelt von
seiner Struktur einem ECF-Anti-Sigmafaktor und es ist nicht auszuschlie3en, daf}
AdcR einen ebensolchen darstellt. Die dargelegte reprimierende Aktivitat des
Proteins paldt zu dieser These. Da aber AdcS den Ergebnissen zu Folge keinen
Sigmafaktor darstellt, handelt es sich hier wohl nicht um einen typischen ECF-
Sigmafaktor/Anti-Sigmafaktor-Mechanismus, sondern vielmehr um einen Aktivator/
Repressor-Mechanismus, der oben genanntem Mechanismus ahnelt. AdcR
konnte als membranstandiger Repressor das AdcS-Protein, das einen Aktivator
darstellt, binden und erst unter bestimmten Bedingungen, wahrscheinlich wahr-
genommen Uber die transmembrane Doméane des Proteins, in das Cytoplasma
entlassen. In geschildertem Fall wirde AdcR nicht an die DNA binden, was nicht
mit den Ergebnissen der Gelretardationsexperimente im Einklang steht. Weitere
Versuche sind deshalb notwendig, um das Zusammenspiel der Proteine AdcR und
AdcS zu untersuchen.

4.3.5 AdcR-/AdcS-Homologe in Bacillus subtilis

B. subtilis gehort wie C. acetobutylicum der Gram-positiven, sporenbildenden
Bacillus/ Clostridium-Gruppe an. Die Erstbeschreibung von B. subtilis erfolgte 1835
durch Ehrenberg als Vibrio subtilis. Durch Cohn erfolgte 1872 die Umbenennung
in B. subtilis und durch Fisher 1995 die Zuordnung zur gleichnahmigen Gattung
(Priest, 1993). Das Vorkommen AdcR- und AdcS-homologer Proteine in B. subtilis
(YhbD, YhbE und YhbF), das weder ein adc-Gen enthalt, noch zur Produktion von
Aceton fahig ist, erscheint zunachst unverstandlich. Da in C. acetobutylicum aber
ein Zusammenhang zwischen der Acetonbildung, der Initiation der Sporulation
(Jones et al., 1982) und der Auslosung der Hitzeschockantwort (Naberhaus und
Bahl, 1992; Bahl, 1993; Sauer und Durre 1993) besteht, kdnnten die potentiellen
Regulatoren des adc-Gens auch hierauf einen Einfluly haben, was ihr Vorkommen
in B. subtilis erklaren wirde. Die Proteine aus C. acetobutylicum und B. subtilis
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weisen signifikante Sequenzhomologien auf (>25%). Proteine mit signifikanter
Homologie besitzen haufig sehr ahnliche dreidimensionale Strukturen (Richardson
et al., 1992), was ebenfalls darauf hinweisen konnte, dald die AdcR- und AdcS-
homologen Proteine in B. subtilis dort auch eine regulatorische Funktion besitzen.
Nahezu 100 %ige Sequenzhomologie besteht am N-Terminus der Proteine AdcR
und YhbD, was dem Protein aus B. subtilis ebenfalls ein N-terminales helix-turn-
helix Motiv der MerR-Proteinfamilie zuordnet. Eine transmembrane Domane, wie
sie fur das AdcR-Protein angenommen werden kann, findet sich im B. subtilis-
Protein jedoch nicht. Welche Funktion die Proteine YhbD, YhbE und YhbF in
B. subtilis innehaben, ist dort verhaltnismallig leichter zu untersuchen als in
C. aceto-butylicum, da B. subtilis als Gram-positiver Modellorganismus der Mole-
kularbiologie gilt und damit das Gegenstick zum Gram-negativen Modell-
organismus E. coli darstellt. Modellorganismen zeichnen sich dadurch aus, daf}
alle gangigen mikro- und molekularbiologischen Methoden standardmaRig auf sie
anwendbar sind. Auch die Manipulation chromosomal codierter Gene gehort damit
in B. subtilis zum Standardrepertoire, wahrend diese Methode bei C. aceto-
butylicum noch in den Anfangen steckt. Unterschiedliche Experimente dies-
bezuglich blieben in dieser Arbeit ohne Erfolg. Dies ist wahrscheinlich im
schlechten Rekombinationsverhalten von C. acetobutylicum begrindet. Das Aus-
schalten der Gene yhbD, yhbE und yhbF kdnnte damit zum einen die Funktion der
zugehdrigen Genprodukte in B. subtilis zeigen und zum anderen erste Hinweise
auf die Funktion der entsprechenden homologen Proteine in C. acetobutylicum
geben. Bisherige Versuche zur Deletion der genannten Gene in B. subtilis
(Lederle, 2005) blieben jedoch ebenfalls erfolglos.

4.4 Das polycistronische sol-Operon

Das polycistronische sol-Operon ist neben dem adc-Operon das zweite auf dem
Megaplasmid pSOL1 gelegene Operon, dessen Genprodukte an der Losungs-
mittelbildung beteiligt sind.

4.5 Regulation des sol-Operons

Fur die Regulation des sol-Operons spielt die ausgepragte nicht translatierte
Region vor dem ersten Strukturgen des Operons eine entscheidende Rolle. Mit
einer Lange von 246 Bp ist diese Region deutlich grol3er als die des adc-Gens
(91 Bp; Gerischer und Darre, 1992) und die der Gene bdhA und bdhB (36 Bp bzw.
39 Bp; Walter et al.,, 1992). Letzteres sind chromosomal codierte Gene, die
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ebenfalls an der Ldsungsmittelbildung beteiligt sind. Der intergene Bereich
stromaufwarts des sol-Operons zeigt einige Auffalligkeiten in der Sequenz
(Thormann et al., 2002). Zum einen konnte eine SpoOA-Bindestelle (0A-Box) und
zum anderen eine dreifache Sequenzwiederholung (R1(distal)-R3(proximal)),
wobei eine (R3) mit der 0A-Box Uberlappt, identifiziert werden. Die Beteiligung des
globalen Regulators SpoOA an der Regulation des sol-Operons Uber seine
Bindung an die 0A-Box konnte eindeutig gezeigt werden. Bereits 1995 wurde
SpoOA von Wilkinson et al. als Regulator der Loésungsmittelbildung und
Sporulation in C. beijerinkii diskutiert. Studien von Ravagnani et al. (2000) belegen
diese Vermutung. Die Inaktivierung von spo0OA in C. beijerinkii fihrt zu einem
Phanotyp, der weder in der Lage ist, Losungsmittel und Granulose zu produzieren
noch zu sporulieren. In den letzten Jahren konnte die Vermutung auch fur
C. acetobutylicum bestatigt werden. Gelretardationsexperimente mit dem
gereinigten phosphorylierten SpoOA-Protein aus C. acetobutylicum zeigen, dal} es
definitiv an der Regulation der sporulationsspezifischen Gene spo0OA, abrB und
spollG und der fur die Losungmittelbildung notwendigen Operone sol und adc
beteiligt ist (Hollergschwandner, 2003). Spo0OA stellt somit als globaler Regulator
das lange postulierte Bindeglied zwischen der Ldésungsmittelbildung und
Sporulation dar. Es mul} jedoch bezweifelt werden, dal®? SpoOA allein fur die
transkriptionelle Induktion der Losungsmittelbildung verantwortlich ist. Dagegen
sprechen Inaktivierungs-experimente von spoOA (Harris et al., 2002),
Reportergenstudien zur Expression des sol-Operons nach Mutation und/oder
Deletion der stromaufwarts liegenden OA-Box (Thormann et al., 2002; Feustel,
2004) und Gelretardationsexperimente mit gereinigtem phosphorylierten SpoOA-
Protein (Hollergschwandner, 2003). Eine eindeutige Identifizierung weiterer
Transkriptionsregulatoren des sol-Operons war bisher jedoch nicht moglich.
Studien von Feustel (2004) und aktuelle Experimente (Niklas Nold, mundliche
Mitteilung) lassen jedoch Spekulationen Uber die Be-teiligung von CcpA und/oder
CodY an der Regulation zu.

FUr die Regulation des sol-Operons gilt demnach wie auch fur das adc-Operon,
dal} das globale Regulatorprotein SpoOA zwar an der Regulation beteiligt ist, daf}
es keinesfalls aber allein flr die Regulation verantwortlich sein kann. Im Fall
beider Operone ist mindestens ein weiterer, wahrscheinlich DNA-bindender Trans-
kriptionsfaktor an der Regulation beteiligt. Es ist anzunehmen, dal} es sich dabei
fur jedes Operon um individuelle Transkriptionsregulatoren handelt, da sich die
diskutierten, potentiellen Bindestellen in den jeweiligen Promoterbereichen unter-
scheiden. Derartige Proteine konnten auch eine Erklarung fir zwei weitere
Phanomene in C. acetobutylicum liefern: 1. Die Losungsmittelbildung und die
Sporulation hangen zwar zusammen, aber die Losungsmittelbildung ist keine
Voraussetzung fur die Sporulation. 2. Unter entsprechenden Wachstumsbe-
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dingungen kann das Verhaltnis von Aceton- zu Butanolkonzentration sehr stark
variieren (alkohologene Fermentation: keine Acetonbildung), ohne dal® die
Sporulation dadurch beeinfluf3t wird.

4.5.1 Das Requlatorprotein Spo0A im Hefe-Ein-Hybrid-System

Eine elegante Methode zum Nachweis und auch zur Identifizierung von DNA-
bindenden Proteinen bietet das Hefe-Ein-Hybrid-System (yeast one-hybrid
system, Y1H). Als eine Abwandlung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems (yeast two-
hybrid system, Y2H), das Anfang der 90er Jahre von Fields und Song (1989)
entwickelt wurde, ermoglicht es die in vivo-Detektion von DNA-Protein-
Interaktionen in Hefezellen. Dazu wird die postulierte Bindesequenz (bait-
Sequenz) vor ein Reportergen kloniert, das zur Aktivierung ein hefeeigenes
Aktivierungsprotein bendtigt. Ein Hybrid-Protein (prey-Protein) bestehend aus dem
Protein, dessen Bindung untersucht werden soll, und dem o. g. Aktivatorprotein
kann anschlielend in den Hefezellen auf seine Interaktion mit der bait-Sequenz
untersucht werden. Bei erfolgreicher Bindung kommt es zur Aktivierung der
Reportergenexpression. Eine in dem Fusionsvektor fur die Herstellung des prey-
Hybrids angelegte Genbank ermoglicht die Identifizierung neuer DNA-bindender
Proteine. Fur die Untersuchung von Proteinen aus C. acetobutylicum wurde das
Hefe-Ein-Hybrid-System bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht eingesetzt, so dal}
unklar war, ob sich die Methode eignet. Da die Bindung stromaufwarts des sol-
Operons zum Zeitpunkt der Durchfuhrung dieser Experimente noch nicht eindeutig
geklart war, wurde diese postulierte Bindung parallel in Gelretardations-
experimenten (durchgeflihrt von Concha Hollergschwandner) und im Hefe-Ein-
Hybrid-System untersucht. Hollergschwandner (2003) konnte die Bindung des
Spo0A-Proteins an die 0A-Box im intergenen Bereich des sol-Operons eindeutig
nachweisen. Der Nachweis der Bindung des Proteins im Hefe-Ein-Hybrid-System
war nicht moglich. Diese Methode ist demzufolge nicht geeignet, die Bindung des
Proteins Spo0OA zu untersuchen, was sich hochstwahrscheinlich dadurch erklaren
lalkt, dal® das Protein in den Hefezellen nicht phosphoryliert und damit nicht
aktiviert wird. SpoOA stellt einen globalen Transkriptionsfaktor dar, der in Bacillus
und Clostridium (Brown et al., 1994) beschrieben wurde. Die DNA-bindende
Aktivitat des Proteins wird Uber die Phosphorylierung der N-terminalen Domane
reguliert. Eine nicht stattfindende Phosphorylierung konnte entweder darin
begriindet sein, dall das zur Phosphorylierung notwendige Protein, vermutlich
eine Kinase, die jedoch in C. acetobutylicum bis jetzt noch nicht genauer bestimmt
werden konnte, in Hefezellen nicht vorkommt und dafl} eventuell dort vorhandene
andere Kinasen nicht in der Lage sind, das SpoOA-Protein zu phosphorylieren,
oder aber die N-terminale Phosphorylierungsstelle ist durch die Herstellung des
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Fusionsproteins fir die Phosphorylierung nicht mehr zuganglich. Es hatte auf
Grund dieser Ergebnisse wenig Sinn, zunachst angestrebte Experimente im Hefe-
Zwei-Hybrid-System, die Aufschlufd dber mdgliche Interaktionspartner von SpoOA
geben konnten, durchzufuhren. Hier sollte vielmehr eine Methode der Affinitats-
chromatographie gewahlt werden, die auf dem gereinigten phosphorylierten
SpoOA-Protein  beruht, dessen Aktivitdt eindeutig nachgewiesen st
(Hollergschwandner, 2003). Die Kopplung dieses Proteins an eine Matrix und eine
Inkubation mit Rohextrakt aus C. acetobutylicum koénnte nach geeigneten
Waschschritten die Elution und Identifikation mdglicher Interaktionspartner
erlauben. Damit sind das Hefe-Ein- und das Hefe-Zwei-Hybrid-System zwar im
Allgemeinen elegante Methoden, um DNA-Protein- und Protein-Protein-Inter-
aktionen zu untersuchen, lassen sich jedoch nicht allgemeingultig anwenden. Wie
hier aufgezeigt werden konnte, eignen sie sich nicht, wenn prokaryotische
Proteine einer posttranslationalen Modifikation bedurfen, die in Eukaryoten nicht
moglich ist. Ebenfalls schwierig wird es, wenn die prokaryotischen Proteine fur die
Bindung einen Cofaktor bendtigen, der in Eukaryoten nicht vorkommt. Die Technik
der Ein- und Zwei-Hybrid-Systeme hat sich in den letzten Jahren rasant entwickelt.
Vor allem bakterielle Ein- (Hu et al., 2000; Meng et al., 2005) und Zwei- (Karimowa
et al., 1998; Kronacker et al., 1998; Hu et al., 2000; Young et al., 2000) Hybrid-
Systeme erfreuen sich besonderer Aufmerksamkeit. Auch die parallele
Untersuchung im pro- und eukaryotischen System (Serebriiskii et al., 2005), ohne
dabei das Klonierungssystem wechseln zu mussen, ist mittlerweile mdglich. Die
Anwendung prokaryotischer Systeme auf den Regulator SpoOA konnte das oben
aufgeflihrte Problem der Phosphorylierung I6sen. Liegt das Problem jedoch nicht
in der Phosphorylierung selbst, sondern in der Unzuganglichkeit der Phosphory-
lierungsstelle, so wurde auch das Umsteigen auf ein bakterielles System nur dann
verwertbaren Ergebnisse liefern, wenn wie bei Hollergschwandner (2003) die N-
terminale Domane des SpoOA-Proteins derart verandert wird, dal} die Aktivitat des
Proteins unabhangig von einer Phosphorylierung ist (sam (spoOA-Mutation)-
Mutanten, Hollergschwandner, 2003). Es ist jedoch nicht auszuschlie3en, dal} ein
pro- und/oder eukaryotisches Ein-Hybrid-System bei der Suche von weiteren
potentiellen DNA-bindenden Transkriptionsregulatoren helfen kénnte, die an der
Regulation des sol- oder adc-Operons beteiligt sind, da nicht alle Transkriptions-
regulatoren notwendigerweise einer postranslationalen Modifikation bedurfen.
Eine alternative Methode bietet die DNA-Affinitatschromatographie, die in dieser
Arbeit zur Identifikation der Proteine AdcR und AdcS flhrte. Auch fir das sol-
Operon wurde sie bereits angewandt und flhrte zur Identifikation der potentiellen
Regulatoren CcpA und CodY. Sollte sich jedoch keines der genannten Proteine
als Regulator bestatigen, so ware fur eine erneute Suche die Methode des Ein-
Hybrid-Systems der DNA-Affinitatschromatographie vorzuziehen, da die Nach-
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weisgrenze der Farbung der SDS-PAGE sowie die aufwendige MALDI-TOF-
Analyse umgangen werden koénnen. Jedes bindende Protein im Ein-Hybrid-
System kann identifiziert werden, da lediglich der zugehdrige Fusionsvektor
sequenziert werden mulf3.
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5a. Zusammenfassung

Die Aufklarung der Regulationsvorgange der Losungsmittelbildung von
Clostridium acetobutylicum stellt ein zentrales Thema der Forschung dar. Die
Untersuchungen dieser Arbeit konzentrierten sich auf die Promotorregionen der
beiden Transkriptionseinheiten sol- und adc-Operon, die als Hauptangriffsstellen
der Regulation durch DNA-bindende Proteine vermutet werden.

1. Das Protein CAP0037 konnte in der DNA-Affinitatschromatographie als DNA-
bindendes Protein des adc-Promoterbereichs identifiziert werden. CAP0037 stellt
damit einen potentiellen Transkriptionsregulator dieses Gens dar und erhielt den
Namen AdcR (adc Regulator).

2. Computergestitzte Analysen zeigten, dall das AdcR-Protein mit seiner
molekularen Masse von 24 kDa durch ein N-terminales helix-turn-helix-Motiv
(Position 7-81) und eine weiter C-terminal positionierte potentielle transmembrane
Domane (Position 162-184) charakterisiert ist.

3. Das adcR-Gen (cap0037, 629 Bp) ist auf dem Megaplasmid von C. aceto-
butylicum lokalisiert und bildet, wie RT-PCR-Analysen zeigten, ein Operon mit
dem 19 Bp stromabwarts beginnenden Gen cap0036 (728 Bp), das die
Bezeichnung adcS erhielt. Das adcR/adcS-Operon befindet sich in direkter Nahe
des adhE2-Gens, das fur eine zweite bifunktionelle Aldehyd-/Alkohol-
Dehydrogenase in C. acetobutylicum codiert. 34 Bp stomaufwarts des adcR/adcS-
Operon lalt sich eine potentielle reverse SpoOA-Bindestelle (0A-Box)
identifizieren. Erste Versuche lassen vermuten, dal3 eine Bindung des globalen
Regulators SpoOA aus C. acetobutylicum an diese 0A-Box anzunehmen ist,
wodurch er an der Regulation dieses Operons beteiligt sein konnte.

4. AdcR-/AdcS-homologe Proteine und adcR-/adcS-homologe Gene finden sich in
Bacillus subtilis (YhbDEF, yhbDEF). Im Fall der Proteine liegen Sequenz-
identitaten von 11-37 % und im Fall der Gene von 35-50 % vor. Die Funktion der
Proteine in B. subtfilis ist unbekannt.

5. Rekombinante Stamme von C. acetobutylicum, die sense- bzw. antisense-Plas-
mide des Gens adcR bzw. adcS besitzen, zeigten, daR die Uberproduktion des
Proteins AdcR zu einer verminderten und die Uberproduktion des Proteins AdcS
zu einer erhohten Bildung von Aceton fuhren. Fur das AdcR-Protein kann damit
eine reprimierende und fur das AdcS-Protein eine aktivierende Funktion
angenommen werden. Inaktivierungsversuche der Gene adcR und adcS zur
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Herstellung von C. acetobutylicum-Integrations- oder -Deletionsmutanten blieben
erfolglos.

6. Die heterologe Uberproduktion der Proteine AdcR und AdcS in Escherichia coli
als his-tag-Fusionsproteine war erfolgreich. Nach der Reinigung an einer Ni-NTA-
Matrix konnten Proteinkonzentrationen von 500 pg/ml fur AdcR x 6His und
2,5 mg/ml fur AdcS x 6His bestimmt werden. Auch das Protein SpoOA konnte als
his-tag-Fusionsprotein in E. coli uberproduziert werden und nach der Reinigung
wurden 500 pg/ml Protein erhalten. Die schlechte Reinigung des Proteins AdcR x
6His konnte in der potentiellen Membranstandigkeit des Proteins begrundet sein.
Dafur sprechen Versuche, die zeigten, dal} das heterolg Uberproduzierte Protein
auch in der Membranfraktion von E. coli nachzuweisen ist.

7. Gelretardationsexperimente zeigten, dal® die Fusionsproteine AdcR x 6His und
AdcS x 6His konzentrationsabhangig an die Promoterregion des adc-Gens binden.
Die Spezifitat der Bindung bleibt jedoch ungeklart. Die Vermutung, dald die
Spezifitat der Bindung des AdcR x 6His-Proteins durch das AdcS x 6His-Protein
vermittelt wird, konnte weder bestatigt, noch widerlegt werden. Der EinfluR von
SpoOA x 6His auf die Bindung der Proteine AdcR x 6His und AdcS x G6His ist
ebenfalls ungeklart.

8. Die These von Bohringer (2002), dal® der Bereich stromabwarts der -10-Region
der Bindeort fur einen potentiellen transkriptionsaktivierenden Regulator sein
konnte, konnte widerlegt werden. Das Protein AdcR x 6His bindet sowohl in der
DNA-Affinitatschromatographie, als auch in den Gelretardationsexperimenten an
die native und die stromabwarts der -10-Region verkirzte Sequenz des adc-
Promoterbereichs.

9. Als potentielle Bindestellen der Proteine AdcR und AdcS kdnnen von Nakotte
(1998) untersuchte Sequenzen im adc-Promoterbereich diskutiert werden. Es
handelt sich dabei um ein Heptamermotiv und eine palindromische Sequenz, fur
die entgegengesetzte Einflisse auf die Transkription des adc-Gens gezeigt
werden konnten. Entsprechend kdonnte AdcS als Aktivator an das Heptamermotiv
und AdcR als Repressor an die palindromische Sequenz binden.

10. Das AdcR-Protein kann auf Grund seiner Struktur bestimmten Proteinfamilien
zugeordnet werden.

A) Das helix-turn-helix-Motiv ordnet das AdcR-Protein der Familie der MerR-
Proteine zu. Ein Regulationsmechamismus des AdcR-Proteins ahnlich dem
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B)

Mechanismus des MerR-Proteins aus E. coli oder des TipAL-Proteins aus
Streptomyces lividans ware denkbar.

Das Vorkommen eines helix-turn-helix-Motivs und einer transmembranen
Domane lalkt das AdcR-Protein dem ToxR-Protein aus Vibrio cholerae
ahneln. Das ToxR-Protein ist u. a. an der Regulation des toxT-Gens
beteiligt. Ein ahnlich kompliziertes Regulationsnetzwerk wie das zur
Regulation des toxT-Gens konnte moglicherweise auch fur das adc-Gen
zutreffen.

Das AdcR-Protein ahnelt von seiner Struktur einem ECF-Anti-Sigmafaktor.
Da AdcS-Protein jedoch, wie die Versuche zeigten, keinen Sigmafaktor
darstellt, kann eine Funktion von AdcR als Anti-Sigmafaktor nahezu
ausgeschlossen werden.

11. Das Hefe-Ein-Hybrid-System ist zwar eine elegante Methode, um DNA-
Protein-Interaktionen nachzuweisen, lasst sich jedoch fur die Untersuchung der
Bindung des globalen Regulators SpoOA aus C. acetobutylicum an die DNA nicht
anwenden.
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5b. Summary

A very important subject in studying Clostridium acetobutylicum is the identification
of mechanisms of regulation of solvent production. Most interesting for the
regulation are the promoter regions of the sol and the adc operon which are in the
focus of this work.

1. The protein CAP0037 identified by DNA affinity chromatography could be a
putative transcriptional regulator of the adc gene. Hence, the protein was named
AdcR (adc regulator).

2. Computational analysis showed that the AdcR protein has a molecular mass of
about 24 kDa. Furthermore, the protein is characterized by a N-terminal helix-turn-
helix motif (position 7-81) and a transmembrane segment at the C terminus
(position 162-184).

3. The adcR gene (cap0037, 629 bp) is localized on the megaplasmid pSOL1 of
C. acetobutylicum. RT-PCR analysis revealed the operon structure of the adcR
gene and the gene starting 19 bp further downstream, the gene cap0036 (728 bp).
The latter was named adcS. The adcR/adcS operon is located near the adhE2
gene coding for a second bifunctional aldehyde-/alcohol-dehydrogenase in
C. acetobutylicum. A putative SpoOA binding site (OA box) could be identified
34 bp upstream of the adcR gene. A binding of the global regulator Spo0OA to this
OA box could be demonstrated in bandshift experiments. For this reason, SpoOA
might be involved in the regulation of the adcR/adcS operon.

4. Homologous proteins of AdcR and AdcS and also homologous genes of adcR
and adcS could be identified in Bacillus subtilis (YnbDEF, yhbDEF). The identities
of the amino acid sequences range between 11-37 % and the identities of the
nucleotide sequences range between 35-50 %. The function of the proteins in
B. subtilis is still unknown.

5. Recombinant strains of C. acetobutylicum harbouring a sense or antisense
plasmid of the genes adcR or adcS showed differences in acetone production in
comparison with the wildtype strain. A strain overproducing the AdcR protein
produced more acetone, whereas a strain overproducing AdcS produced less
acetone. Thus, the protein AdcS seems to be an activator of transcription and the
protein AdcR seems to be a repressor of transcription. The generation of
integration or deletion mutants of C. acetobutylicum of the respective genes failed.
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6. The proteins AdcR and AdcS were overproduced in Escherichia coli as his-tag
fusion proteins. After purification using a Ni-NTA matrix, the protein AdcR x 6His
had a concentration of 500 ug/ml and the protein AdcS had a concentration of
2,5 mg/ml. The protein SpoOA was overproduced and purified in the same way,
resulting in a protein concentration of 500 ug/ml. The effectiveness of purification
was less for the protein AdcR x 6His. This was probably due to the membrane
association of the protein. An indication therefore is given by the experiment which
identified the AdcR protein in the membrane fraction of E. coli.

7. The concentration-dependent binding of the proteins AdcR x 6His and
AdcS x 6His was shown in bandshift assays. The specificity of the binding could
not be determined. The speculation that the binding specificity of the protein AdcR
x 6His is dependent on the AdcS x 6His protein could neither be confirmed nor
disproven. The effect of SpoOA x 6His in the binding of the proteins AdcR x 6His
and AdcS x 6His is still unknown.

8. It was supposed by Bohringer (2002) that a putative transcriptional regulator of
the adc gene binds downstream of the -10 region. The proven binding of the
protein AdcR to the native and deleted adc promoter region shown in the DNA
affinity chromatography and in bandshift assays disproves this hypothesis.

9. Putative binding sites for the proteins AdcR and AdcS can be discussed using
the results of Nakotte (1998). A heptamer motif and a palindromic sequence in the
adc promoter region showed divergent effects on the transcription efficiency of the
adc gene. It could be speculated that AdcS as a potential activator of transcription
binds to the heptamer motif and AdcR as a potential repressor of transcription
binds to the palindromic sequence.

10. The structure attributes the AdcR protein to different protein families.

A) Because of the typical helix-turn-helix motif the AdcR protein is a member
of the MerR protein family. The mechanism of regulation of the protein
might resemble the mechanism of the MerR protein from E. coli or the
mechanism of the TipAL protein from Streptomyces lividans.

B) The appearance of a helix-turn-helix motif and a transmembrane segment
is also shown for the ToxR protein from Vibrio cholerae. The protein is
involved in the regulation of the toxT gene. A complex regulatory network
as shown for the toxT gene could probably also be true for the adc operon.

C) AdcR first seemed to be a ECF antisigma factor. However, because of
AdcS being no sigma factor, this can be excluded. Maybe the protein
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partners AdcR and AdcS interact in a way similar to a ECF sigma factor and
its antisigma factor.

11. In general, the yeast one-hybrid system is a simple and efficient method to
determine DNA-protein interactions. However, the method is not suitable to
examine the interaction between the global regulator SpoOA from C. aceto-
butylicum and its cognate DNA.
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