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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Staphylococcus aureus

Bei Staphylococcus aureusandelt es sich um ein Gram-positives, nicht spatéendes,
unbewegliches, opportunistisch pathogenes Baktenumniedrigem G+C-Gehalt, das bei
etwa 25 % der Bevolkerung dauerhaft zur Normalfidea oberen Respirationstraktes gehort
und hier besonders den Nasenvorhof besiedelt; witkne 50 % der Bevélkerung sind von
S. aureus zumindest zeitweilig besiedelt I@DsAY, 2008). Der NameStaphylococcus
(staphyle (gr.): Traube; kokkos (gr.): Beere, Sakoem) wurde von @STON (1883) erstmalig
fur die Gruppe der Micrococci eingefihrt, die Emdungen und Eiter verursachenX(G et
al., 2006). Durch die Verwendung des Begriffe&dtaphylococcusfiir die beschriebene
Anordnung zu Gruppen und Haufen unterschiedst@nN erstmals innerhalb der
entzindungsverursachenden Kokken zwischen einenmterw&yp von Kokken, fur den
BILLROTH (1874) zuvor den BegriffStreptococcus(strepto (gr.): Kette) eingefthrt hatte, um
deren Anordnung in Ketten zu beschreiberaré®sand RILVERER, 2001; ®T1z et al., 2006).
Abbildung 1.1 zeigt, wie treffend der Gattungsnaataphylococcusls Bezeichnung flr die
kokkenférmigen Bakterienzellen ist, die einen Dunelsser von etwa 1 um besitzen und
deren Teilung in mehreren Ebenen zur Bildung voregeimaliigen Ansammlungen fihrt,
die tatsachlich sehr stark an Bundel von WeintraubeRispen erinnern.

WAGeAe, Spot Magn  Det Wquml

o ','390k 1.0 20000xgSE 5.3

Abbildung 1.1: Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahme von Staphylococcusaureus-Zellen in 10.000-
facher (links) und 20.000-facher (rechts) VergréRermg. Bilder (ID# 11154 und ID# 11156) aus der PuldiHealth
Image Library (PHIL) des Centers for Disease Controland Prevention (CDC) unter http://phil.cdc.gov/philhome.asp.
Content Credit: CDC/ Matthew J. Arduino, DRPH. Photo Credit: Janice Haney Carr (2001).

Eine formale Beschreibung der GattuStaphylococcugrfolgte durch RSENBACH (1884),
der die Gattung in die beiden Speztewmphylococcus aureu@ureus (lat.): golden) und
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S. albus(albus (lat.): weil3) unterteilte (@3z et al., 2006) und damit zwischen zwei Spezies
unterschied, die orange-gelbe Kolonien oder weiBiden bilden. Wéahren8. albusspater

in S. epidermidisumbenannt wurde, blieb die Bezeichnumgireus fur S. aureuserhalten
und verweist nach wie vor auf die charakteristiséhgmentierung, die durch das orange
S. aureusHauptpigment Staphyloxanthin @sHALL and RODWELL, 1972) zu Stande
kommt. Bei Staphyloxanthin handelt es sich um eirefipen-Carotinoid (g (MARSHALL
and WLMOTH, 1981a). Die Klassifizierung fug. aureuslautet: Reich:Bacterig Phylum:
"Firmicutes’, Klasse: Bacilli”, Ordnung: Bacillales’, Familie: StaphylococcaceagGattung:

StaphylococcysSpeziesaureus(Taxonomy Browser unter http://www.ncbi.nlm.nihvgo

Das Temperaturspektrum, in dem ein Wachstum $oaureusmdglich ist, reicht von etwa
10 °C bis 45 °C. Das Optimum liegt dabei bei 30/=@. Eine Vermehrung der Zellen ist
auch noch bei sehr hohen Kochsalzkonzentration@®olind mehr) mdglich. Die meisten
S. aureusStamme haben komplexe N&hrstoffanspriche und@smduf wenige Ausnahmen
fakultativ aerob (BTERsand RILVERER, 2001; &7z et al., 2006).

1.2 Die klinische Relevanz vorS. aureus

Die haufigste Ursache von nosokomialen Infektiorsrs. aureugFRIEDRICH et al., 2008).
Als Eintrittspforten in den Korper dienen dabei hasondere die Wunden, die nach
chirurgischen Eingriffen verbleiben und vaskulaiatigtsstellen, die durch das Legen von
Kathetern und vendsen Zugangen entsteBemureusserursacht neben lokalen Infektionen,
die sich in der Haut unmittelbar an der Eintrigdlst befinden, auch tiefe invasive
Infektionen, die zahlreiche Gewebe und Organe fietrekbnnen. So kdénnen das Blut
(Bakteriamie), das Herz (Endokarditis), die LungEneumonie), die Muskeln (Abszess), die
Knochen (Osteomyelitis), die Bindehaut der Augermr{jinktivitis) und auch die Gelenke
(bakterielle Arthritis) betroffen sein (ubsAy, 2008). Die Entwicklung einef. aureus
Infektion kann dabei sehr schnell (akut), aber dadgsam und langwierig (chronisch) sein,
und der Verlauf kann sowohl mild, als auch erngth@$ hin zum Tode fihrend sein. In den
letzten 15 Jahren hat sich die Situation in demkeahausern dadurch drastisch verscharft,
dass es befS. aureusStammen, die insbesondere in medizinischen Pfiegeletungen
anzutreffen sind, zu einer verstarkten Resistemgemg@er den bis dato sehr gebréauchlichen
und massiv eingesetzten Antibiotika, d@aLactamase-festen Penicillin-Derivaten wie

Flucloxacillin, Oxacillin und Methicillin, gekommeist (LINDSAY, 2008). Diese sogenannten



Einleitung 3

Methicillin-resistentenS. aureus(MRSA) Stamme machen in einigen Landern 40 — 80 %
aller S. aureudsolate in Krankenhdusern ausiNhsAy, 2008). Aber auch aulRerhalb des
Krankenhauses hat sich in den letzten Jahren duvtiRSA-Stamme ein neues
Gefahrenpotential entwickelt. Diese sogenanntemyoanity-acquired MRSA" (CA-MRSA)
Stamme werden seit den spaten 1990er Jahren Esam{CDC, 1999), wobei die Anzahl
der Falle zunehmend ansteigEEfNEDY et al., 2008). Die besondere Bedeutung, die von de
CA-MRSA-Stdammen ausgeht, liegt darin begriindets disse Stamme Infektionen bei an
sich vollkommen gesunden Personen verursachexti®ou and GAMARELLOU, 2006),
besonders bei solchen Menschen, die sich in sozi@emeinschaften wie Sport-
mannschaften, den bewaffneten Streitkraften, Geigegn und Schulen befindenNbsAy,
2008). Die haufigsten Infektionen sind dabei scleagaut- und Weichteilinfektionen aber es
wird ebenfalls, wenn auch wesentlich seltener, kdi@nsbedrohlichen invasiven Prozessen
wie Bakteriamien unahekrotisierenden Lungenentziindungen berichtet s et al., 2002).
Epidemiologische und klinische Daten legen den &shhahe, dass die hohe Virulenz der
CA-MRSA-Stamme mit den GendnkS-PV und IukF-PV einhergeht, die fur die beiden
Untereinheiten des Panton-Valentine-Leukocidin hexi{PVL-Toxin) codieren (BYLE-
VAVRA and Daum, 2007). Dies wirde zumindest erklaren, warum eshddie CA-MRSA-
Stamme primar zu den beschriebenen Hautinfektiomed den bisweilen auftretenden
nekrotisierenden Lungenentziindungen kommtaNENESCH et al.,, 2003). Bei der
Behandlung von Infektionen mit MRSA ist das Antiftkom Vancomycin seit Jahrzehnten
die erste Wahl. Die zunehmende Resistenzentwicklanden letzten Jahren bereitet aber
grol3en Anlass zu Sorge und so ist es nicht verwlicdedass die Isolierung des ersten
MRSA-Stammes mit verminderter Vancomycin-Empfindkeit (HRAMATSU et al., 1997)
grolle Aufmerksamkeit erregte. Neben diesen sogé&sanivancomycin-intermediar-
resistenters. aureugVISA) Stammen, die in der Klinik verstarkt zu Thpieversagen fuhren
(MusTA et al.,, 2009), gibt es auch immer wieder Falle Jsalaten mit sehr hohen
Resistenzleveln, den sogenannten VRSA (VancomwsistenteS. aureuy Stammen
(SIEVERT et al., 2008). Neben Vancomycin zur Behandlung MIRSA-Infektionen gibt es
zwar noch Antibiotika-Alternativen wie Linezolid, dptomycin und Tigecyclin (MEK,
2007), aber auch gegen diese wurden zum Teil beRasistenzentwicklungen beobachtet
(PiLLAl et al., 2002; RIEDMAN et al., 2006).
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1.3 Zwei-Komponentenregulationssysteme

Zwei-Komponentenregulationssysteme (TCSs; two-carmapbregulatory systems) kdénnen in
allen Prokaryoten, auf3er in Mycoplasma gefunderdere(Sock et al., 2000) und stellen
bei Bakterien eine verbreitete Form der SignalulakBon dar, um auf die sich andernden
Bedingungen der Umwelt reagieren zu kdnnendH 2000; Sock et al., 2000). Die TCSs
bestehen aus einem Sensor-Protein, bei dem esnsetstens um eine Histidin-Kinase
handelt, und einem kognaten Responseregulator.nlwe8enheit eines Signals kommt es,
unter Umsetzung von Adenosintriphosphat (ATP) zuewasindiphoshat (ADP), zur
Autophosphorylierung des Sensor-Proteins an einensdevierten Histidin-Rest (His). Die
Phosphorylgruppe an dem Histidin-Rest der Kinasd wachfolgend auf einen konservierten
Aspartat-Rest (Asp) des zugehdrigen Responsereguilaertragen, was zu einer Anderung
der Affinitat des Regulators fur bestimmte DNA-Sengbereiche fuhrt (blcH, 2000; Sock

et al., 2000). In dem es direkt auf die Genexpossgilranskription) einwirkt, kann ein
Bakterium auf ein dul3eres Signal, das eine Veranden den Umweltbedingungen darstellt,
reagieren. Eine schematische Darstellung der Vggadie bei der Signalwahrnehmung und
Ubermittlung stattfinden, ist in Abbildung 1.2 gbge.

Signal —»

N\\\\\ (O)l) O )
Sl \@\\w ol 1 »/M "

%
ATP
ADP \
AS@ Response-
/ regulator

Transkription
DNA —:

Regulon

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines Zwd&omponentenregulationssystems (TCS). Abbildung von
DR. TANJA SCHNEIDER, leicht modifiziert T URCK.
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1.4 Das essentielle Zwei-Komponentenregulationssysteny¥FG

Das Zwei-Komponentensystem (TCS) YycFG, ist innkrlies Phylums der Firmicutes fast
ubiquitar verbreitet und bildet innerhalb dieseugre auch das einzig essentielle TCS. Das
System umfasst die Sensor-Histidin-Kinase YycG ded zugehdrigen Responseregulator
YycF. Das YycFG-TCS wurde zuerst Bacillus subtilisentdeckt und als essentiell fir das
Wachstum der Zellen bestimmtABRET and HocH, 1998; FIKUCHI et al., 2000). Seitdem
wurde es fur zahlreiche, nahe verwandte, patho@akeerien wieStaphylococcus aureus
Streptococcus pneumonja&. mutans S. pyogenesebenfalls als essentiell und unter
verschiedenen Bezeichnungen (VicRK, MicAB) besdieie (LANGE et al., 1999; MRTIN et
al., 1999; HRroup et al., 2000; EHENIQUE and TROMBE, 2001; WAGNER et al., 2002;
DuBRAC and MSADEK, 2004; $NADHEERA et al., 2005; MLIu et al., 2006). Versuche, die
orthologen yycFGGene in Listeria monocytogenes Enterococcus faecalis und
Staphylococcus epidermidisu inaktivieren, verliefen nicht erfolgreich, wam Hinweis
darauf ist, dass diese Gene auch in diesen Bakt@ssentiell sind (KLLiPOLITIS and
INGMER, 2001; HANcCoOck and RBEREGQ 2004; QN et al.,, 2006). Bis dato konnte die
Beteiligung deryycGene und insbesondere des YycFG-TCS selbst arsdiv&ellprozessen

bei vielen Gram-positiven Bakterien mit niedrigem@Gehalt gezeigt werden (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Prozesse bei Gram-positiven Bakterien imniedrigem G+C-Gehalt bei denen eine Beteiligung/on
yyc-Genen und inshesondere des YycFG-TCS selbst gezeigirden konnte (ohne Nennung von Review-Artikeln).

Bakterium Prozesse mityyc-Beteiligung  Referenz

Bacillus subtilis Zellteilung (FABRET and HbcH, 1998; FKucHI et al., 2000;
FukusHIMA et al., 2008)
Zellwand (FABRET and HbcH, 1998; FbwELL et al., 2003;
SzZURMANT et al., 2005; BiccHIA et al., 2007;
SALzBERG and HELMANN, 2007; SURMANT et al.,
2007a; FKUSHIMA et al., 2008)
Listeria monocytogenes Virulenz / Stresstoleranz (KALLIPOLITIS and NGMER, 2001)
Staphylococcus aureus  Biofilmbildung (DuBRrAC et al., 2007)
Daptomycin-Empfindlichkeitl (FRIEDMAN et al., 2006; MvANGI et al., 2007;
GARDETE et al., 2008b; MHRA et al., 2009)
Membran-Zusammensetzung (MARTIN et al., 1999)
MLSg-Empfindlichkeit (MARTIN et al., 2002)
Vancomycin-Empfindlichkeitl (TURCK, 2004; 3NSEN et al., 2007; MvaNGI et al.,
2007; GRDETE et al., 2008b)
Zellwand (MARTIN et al., 1999; DBRAC and MsADEK, 2004,
DuBrAcC et al., 2007; &ATA and Mukal, 2007;
STAPLETON et al., 2007)

MLSg = Makrolid-Lincosamid-Streptogramin B. Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Tabelle 1.1 {fortgesetzt)
Bakterium Prozesse mityyc-Beteiligung  Referenz
Streptococcus mutans Antibiotika-Empfindlichkeit™* (I. Biswas et al., 2008)
Biofilmbildung (SENADHEERA €t al., 2005; AN and BJRNE, 2007;

SENADHEERA et al., 2007)
Kohlenhydrat-Stoffwechsel (SENADHEERA et al., 2005; SeMESH et al., 2006;

SENADHEERA et al., 2007)

Kompetenz (SENADHEERA €t al., 2005; BNADHEERA et al.,
2007)
Oxidative Stresstoleranz (DENG et al., 2007; ENADHEERA €t al., 2007)
Temperaturstress-Toleranz (I. Biswas et al., 2008)
Streptococcus pneumoniaeKompetenz (EcHENIQUE and TROMBE, 2001; WAGNER et al.,
2002)

Membran-Zusammensetzung / (MoHEDANO et al., 2005)

Fettsdurebiosynthese

Virulenz (WAGNER et al., 2002; KpiocLU et al., 2003)

Zellwand (NG et al., 2003; i et al., 2004; M et al., 2005)
Streptococcus pyogenes Osmostress-Toleranz (M. Lwu et al., 2006)

Zellwand (M. Liu et al., 2006)

*Empfindlich gegeniiber Cefotaxim, Cefuroxim, Ceiftlmn, Meropenem, Mezlocillin, Penicillin und Trintegprim.

Wahrend furB. subtilis das YycFG-TCS bisher als einzig essentielles T@Sclirieben
wurde, konnte interessanterweise $lraureusnit YhcSR ein neues, zweites essentielles TCS
nachgewiesen werdeny et al., 2005). Da Uber die Funktion des YhcSR-TICS. aureus
noch sehr wenig bekannt ist, wurde fiir dessen veelfdharakterisierung jingst ein Shuttle-
Vektorsystem und Bioluminiszenz-ReportergensystelmxABCDE etabliert, um die
regulatorischen Effekte des YhcSR-TCS durch die r&sgon vonyhcSantisense-RNA

zukUnftig naher untersuchen zu kénnenxet al., 2009).

1.5 Strukturelle Organisation der orthologen yyc-Operons

1.5.1 Die Einteilung der yyc-Operons in zwei Klassen

Um die Funktion der orthologen YycFG-TCS in denedsen Organismen besser verstehen
zu konnen, ist es wichtig zu wissen, dassyjieOperons in den verschiedenen Organismen
auch unterschiedlich strukturiert sind. Innerhales dPhylums der Firmicutes, bei den
Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt, geht man fle dtrukturelle Organisation des

yycOperons beBacillus, Listeria, Lactobacillusund Oceanobacillusmindestens von einem



Einleitung 7

5-Cistron aus, das die GeggcFGHIJumfasst (WNKLER and HocH, 2008). Interessant ist,
dass dieyycOperons der genannten Gattungen mit dem ortholggekK-Gen {yxAhtrA)
aber potentiell noch Uber ein 6. Cistron verfudgeresbezuglich herrscht aber Uneinigkeit in
der aktuellen Literatur (DBRAC et al., 2008; WNKLER and HbcH, 2008). Einigkeit beziglich
des Umfangs degycOperons herrscht indes bei den anderen Gattungerorthologen
yycGenen. So geht man bdé&taphylococcysEnterococcus von einem 5-Cistron aus
(yycFGHIJ) und beiStreptococcusimfasst dayycOperon lediglich die GengycFG und
yycJ (NG and WINKLER, 2004; SURMANT et al., 2005; DBRAC et al., 2008; WAKLER and
HocH, 2008).

Aufgrund der Komplexitat des jeweiligeyycOperons und den Eigenschaften der YycG-
Histidin-Kinase kann man eine Unterteilung in zwgcOperon-Klassen vornehmen. In der
haufiger auftretenden und komplexeren Klasse hesten dem Responseregulator YycF auch
die YycG-Kinase essentiell ZBRMANT et al., 2005). Ferner zeichnet sich die YycG-Kaas
durch den Besitz von zwei Transmembran-Domanendc@sine extraplasmatische Schleife
flankieren, die bei den unterschiedlichen Organisrid2 — 154 Aminosaurereste umfasst
(NG and WINKLER, 2004). In der weniger haufig vorkommenden und igenkomplexen
Klasse Il, ist nur der Responseregulator YycF dsgenund die YycG-Kinase besitzt
lediglich eine Transmembran-Domane und keine ebdsapatische Schleife @ and
WINKLER, 2004; SURMANT et al., 2005). Bei den Klasse I-Operons liegeonsébwarts von
yycFGnoch die GengycHIJbzw.yycK wahrend es bei den Klasse II-Operons lediglich da
yyctGen ist (Ns and WNKLER, 2004; SURMANT et al., 2005). Eine Ubersicht Uber den
allgemeinen Aufbau des Klasse I- und des Klasggd©Operons gibt Abbildung 1.3. Eine
Ausnahme von der Regel ist das Bakteriuastococcus lactisauch Abbildung 1.3), dessen
orthologes YycG-Protein zwar zwei Transmembran-Doenébesitzt, desseyycOperon
aber nicht die Gengycl undyycH umfasst und deshalb eher der Klasse Il zugeorderten
muss (N and WINKLER, 2004; SQURMANT et al., 2005). Ferner ist bei dem YycG-Ortholog
von L. lactis auch untypisch, dass die extraplasmatische Sehheif vier Aminosaureresten
extrem kurz ausfallt (8 and WNKLER, 2004). Interessanterweise gibt es Parallelencheis
dem YycFG-TCS der grampositiven Bakterien mit nigglin G+C-Gehalt und dem
konservierten MtrAB-TCS, das innerhalb der Actinktieaien, also bei grampositiven
Bakterien mit hohem G+C-Gehalt, b&treptomycesMycobacteriumund Corynebacterium
vorkommt (WNKLER and HbcH, 2008). Eine Ubersicht (ber den strukturellen Awfaies
MtrAB/LpgB-Operons und den Klasse I- und Klassgy&Operons ist ebenfalls in

Abbildung 1.3 gegeben. Interessant ist auch, dasfkdsponseregulator MtrA nicht in allen
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Actinobakterien essentiell ist. So konnte fl#ycobacterium tuberculosizwar eine
Essentialitat festgestellt werdena@RT and DERETIC, 2000), wahrend fu€orynebacterium
glutamicummit einermtrAB-Doppel-Deletionsmutante gezeigt wurde, dass keileesGene
essentiell ist, auch wenn es zu Defekten in dethd® und bei der Osmoprotektion kam
(MOKER et al., 2004).

Gram-positive Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt

Klasse Ia (y XA/htI’A) Bazillen & Lactobazillen:
¥ Bacillus
Lactobacillus
2 I T W ALk i
o bacilll
RR SK NR NR B-lac” Protease coanonaciiius
Klasse Ib

(vicR) (vicK)

—~ e IR ] et A e e S,

RR SK NR NR B-lac”
Klasse Il
(vicR) (vicK) (vicX)
I yyeG yyeJ Streptococcus
RR SK B-lac”
(rC) (kinC) (yeah)
yyeG > J’J"% Lactococcus lactis

RR SK B-lac”

Gram-positive Bakterien mit hohem G+C-Gehalt

Actinobakterien:
Streptomyces
‘ I mitrB IpgB Corynebacterium
Mycobacterium
RR SK LP

1 kb \:l = essentiell |:| = nicht bei allen Gattungen essentiell

Abbildung 1.3: Strukturelle Organisation der yyc-Operons und desmtrAB/IpgB-Operons im Phylum Firmicutes.
Einteilung in die yyc-Operon-Klassen | und 1l nach SURMANT et al. (2005). Ferner erfolgte hier die Differenzrung

in die Subklassen la und Ib, um darauf zu verweiserob es sich um ein 5- oder 6-Cistron handelt.

RR = Response-Regulator; SK = Sensor-Histidin-Kinas NR = putativer Negativ-Regulator; B-lac” = Ahnlichkeit zur

Enzym-Superfamilie, die auch MetalloB-Lactamasen beinhaltet; Protease = Serin-Protease; LR konserviertes
Lipoprotein. Bereiche, die fir Transmembran-Domanen odieren sind als ,schwarze Balken dargestellt. Die
Darstellung der Operon-Organisation erfolgte anhandder Referenzsequenzen voBacillus subtilis 168 (NC_000962),
Staphylococcus aureus N315 (NC_002745),Streptococcus pneumoniae R6 (NC_003098),Lactococcus lactis 111403

(NC_002662) Corynebacterium glutamicum ATCC 13032(NC_006958); Zugang unter: http://www.ncbi.nlm.nihgov/.
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Eine Ubersicht und eine Einteilung in die beidgie-Operon-Klassen ist fur die orthologen
YycG-Proteine, die in den vollstandig sequenzieff@momen von Gram-positiven Bakterien
mit niedrigem G+C-Gehalt gefunden wurden, in Tab&lR gegeben.

Tabelle 1.2: Orthologe YycG-Proteine aus den vollstidig sequenzierten Genomen von Gram-positiven Baktien mit
niedrigem G+C-Gehalt nach Ns und WINKLER (2004); hier modifiziert und erganzt. Die Einteilurg in die yyc-Operon-
Klassen | und Il erfolgte nach SURMANT et al. (2005). Die Klasse | wurde jedoch in die ®klassen la (6-Cistron) und
Ib (5-Cistron) unterteilt, um zu berlicksichtigen, d in der jeweiligen Gattung ein zuyycK orthologes Gen yyxA/htrA)
vorhanden ist — siehe auch Abbildung 1.3.

Operon-

Accession #  Organismus Klasse Locus-Tag
NC_003997 Bacillus anthracisstr. Ames la BA5714
NC_004722 Bacillus cereuATCC 14579 la BC5462
NC_002570 Bacillus halodurangC-125 la BH4026
NC_000964 Bacillus subtilissubspsubtilisstr. 168 la Bsu40400
NC_004668 Enterococcus faecalig583 Ib EF1194
NC_005362 Lactobacillus johnsoniNCC 533 la LJO066
NC_004567 Lactobacillus plantarunWCFS1 la Lp_0037
NC_002662 Lactococcus lactisubsp. Lactis 111403 I* L0124
NC_003212 Listeria innocuaClip11262 la Lin0316
NC_003210 Listeria monocytogendsGD-e la Lmo0288
NC_004193 Oceanobacillus iheyensisTE831 la OB3451
NC_002745 Staphylococcus aurewssibspaureusN315 Ib SA0018
NC_012121 Staphylococcus carnosssbspcarnosusTM300 Ib Sca_2455
NC_004461 Staphylococcus epidermiddst CC 12228 Ib SE0019
NC_007168 Staphylococcus haemolytich€SC1435 Ib SHO0018
NC_007350 Staphylococcus saprophyticegbspsaprophyticusATCC 15305 Ib SSP0022
NC_004368 Streptococcus agalactid¢EM316 I Gbs0742
NC_004350 Streptococcus mutansA159 I SMU.1516
NC_003098 Streptococcus pneumoniRé I Spr1106
NC_002737 Streptococcus pyogenbhl GAS I SPy_0529

*Die YycG-Kinase vonLactococcus lactisst eine Ausnahme, da es zwar zu den 3-cistronis¢ti@sse Ilyyc-Operons gehért, aber im
Gegensatz zu den anderen orthologen YycG-Angehtdgser Klasse durch den Besitz von zwei Transmamboméanen gekennzeichnet
ist und mit vier Aminoséureresten eine ungewdhnkalze extraplasmatische Schleife besitzt @hd WNKLER, 2004; SURMANT et al.,
2005). Siehe hierzu auch Abbildung 1.3.

1.5.2 Die Expression deryyc-Gene inB. subtilisund S. aureus
So viel bei den diversen Organismen Uber die Siruites jeweiligeryycOperons bekannt
ist, so wenig weil3 man Uber die Expression der Gergiesen Organismen. B8iacillus

subtilis konnten beziglich der Expression der Gene yigsOperons zwei das Operon
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flankierende Terminatoren, zwei Promotoren und dFeanskripte ausgemacht werden
(Abbildung 1.4). Zwei unterschiedlich lange Trarigte stammen dabei voof*-abhéngigen

Promotor, der stromaufwarts vatycF gelegen ist. Das kurze Transkript umfasst ledglic
yycFG wahrend das lange Transkript mycFGHIJK das komplette Operon abdeckt. Ein
moglicher o®-Promotor liegt stromaufwérts voyycK, und von dort geht das dritte und

kirzeste Transkript aus (IBRAC et al., 2008).

- ’
@ yycG > yycH > yy%>-( yy0>l{_' yyek >—L

2t (yyxA/htrA)
Transkripte { 7,4 kb

1,4 kb

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung degyc-Operons von Bacillus subtilis nach Fukuchi et al. (2000) und
DuBrAC et al. (2008). Dasyyc-Operon ist flankiert von zwei potentiellen Terminabr-Strukturen. Die beiden
vorgeschlagenen, unabhéngigen Promotoren des Opemliegen stromaufwarts voryycF (6*) und stromaufwérts von
yycK (6°). Die Langen der drei Transkripte, die fiir B. subtilis nachgewiesen wurden und die dagyc-Operon zu
unterschiedlichen Anteilen umfassen, sind unterhalldler Gene eingezeichnet.

Fir dasyycOperon vonS. aureusst lediglich ein putativec”-Promotor stromaufwarts von
yycF beschrieben (MRTIN et al., 1999). Einan silico-Operon-Vorhersage fus. aureus
Mu50 besagt ferner, dass die GeyweFGHI polycistronisch undyycJ monocistronisch
exprimiert werden (\WNG et al., 2004). Fur die Expression eines polycrstchenyycFGHF
Transkripts sprechen auch eigene Arbeiten. So konwir zeigen, dass die Integration der
Insertionssequenz 256 stromaufwarts vonyycF und stromabwérts des putativen
o”-Promotors inS. aureusSA137/93A zur Bildung eines potenten HybridpromstTURCK,
2004) und zur Uberexpression wycFGHIfiihrt (JANSEN et al., 2007).

1.5.3 Die mdgliche Funktion und Rolle der YycHIJK-Proteine

Bei den auxiliaren Proteinen YycH und Yycl handedtsich um extraplasmatische Proteine
mit einer N-terminalen Transmembran-Domane, die inudenyycOperons der Klasse |
vertreten sind (B and WNKLER, 2004; SURMANT et al., 2005). BeB. subtilis konnte
gezeigt werden, dass die Deletion wortH zu Defekten in der Zellwandbiosynthese fiihrte,
die auf eine Uberregulation der YycG-Kinase hind&n (SURMANT et al., 2005).

Zusammen mit anderen Befunden wurde deshalb gestblgert, dass die auxilidren



Einleitung 11

Proteine mit der YycG-Kinase interagieren und béeziigderen Aktivitdt wahrscheinlich
negative Regulatoren darstellenz¢(8vANT et al., 2005; AJRMANT et al., 2007a). Ein
direkter Einfluss auf die Phosphorylierungsaktiatéder YycG-Kinase konnte bis dato aber
noch nicht gezeigt werden. Bei der Regulation dgtG-Kinase kdnnten einige interessante
Eigenschaften des Yycl-Proteins eine Rolle spiefmbesitzt Yycl im Bereich der Dimer-
Schnittstelle eine 20 A groRe Bindetasche, dieaioem Chlorid-lon eingenommen wird und
eine mogliche Rolle bei der Ligandenbindung undRegn besitzen kdnnte {BRMANT et
al., 2007b). Ferner besitzt Yycl eine negativ gefedOberflache, ahnlich wie fur die PhoQ-
Domane vorSalmonella typhimuriunbeschrieben, und kdnnte so an der Membran Uber die
Assoziation mit C&-lonen auch (ber die LadungsabstoBung insgesamteiner
Signhalwahrnehmung (charge-repulsion sensing mesimnind Regulation der YycG-Kinase
fuhren (URMANT et al., 2007b). Auch wenn es sich bei diesen sflemi Mechanismen um
Spekulationen handelt und die Details der Intecakinit der YycG-Kinase noch aufgeklart
werden missen, bleibt die Tatsache bestehen, dasslen YycHI-Proteinen ein negativer
regulatorischer Effekt auf die YycG-Kinase vBn subtilisausgeht, der wahrscheinlich Gber
die Transmembran-Doménen der YycGHI-Proteine veéethivird (SZURMANT et al., 2005;
SZURMANT et al., 2007a; 8JRMANT et al., 2008). Aufgrund der nahen Verwandtschaft z
S. aureusst es wahrscheinlich, dass die orthologen YycHitéline inS. aureusine &hnliche
Funktion auf dessen YycG-Kinase ausiiben. In Abbiddd.5 ist eine Ubersicht iber die
Struktur der YycHI-Proteine voB. subtilisund ein mdégliches regulatorisches Modell der

Interaktion mit der YycG-Kinase dargestellt.

ATP

Abbildung 1.5: Struktur und ein Modell der moglichen regulatorischen Funktion der auxilidren Proteine YycH
(Monomer) und Yycl (Dimer) bei B. subtilis. Durch die Interaktion der YycHI-Proteine mit der Sensor-Histidin-
Kinase YycG wird deren Aktivitat reprimiert. Die An bindung der putativen Liganden ,X* und ,Y* an die Yy cHI-
Proteine fuhrt zur Auflosung des ternaren YycGHI-Komplexes und der Freigabe der Kinaseaktivitat von YgG.
Abbildung aus SURMANT et al. (2007h).
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Die ausschliel3liche Anwesenheit der auxilidrenéinet YycH und Yycl in den Klasseylc
Operons konnte darauf hindeuten, dass in den Klagse-Operons ein anderes Signal durch
die YycG-Kinase wahrgenommen wird, und dass dieuRg¢ign der Kinase-Aktivitat einem

anderen Mechanismus unterliegt.

Die Funktion des YycJ (VicX) Proteins ist bis databekannt. Es ist aber bekannt, dass YycJ
ein Mitglied der Metallg3-Lactamase-Superfamilie ist, die neb@dlactamasen auch
Proteasen und Serin-Proteasen einschlieRty@3u et al., 2001; ¥ and WNKLER, 2004;
SZURMANT et al., 2005). InB. subtilis (Klasse lyycOperon) beeinflusst die Deletion von
YycJ die Kolonie-Morphologie, ferner kam es so aAkkumulation von Mutationen, die die
Sporulation verhinderten ¢ZBRMANT et al., 2007a). IrstreptococcugKlasse llyycOperon)
konnte eine Reihe von Effekten beobachtet werdiendalfiir sprechen, dass YycJ zumindest
eine unspezifische Rolle bei der Signalerkennung@ealen scheint (WKLER and HOCH,
2008). InS. aureushingegen fuhrte eine Deletion von YycJ beziglien dellmorphologie
und der Resistenz gegeniber oxidativen Stressinarkebeobachtbaren PhanotypudBRAc

et al., 2008).

Wie bereits an anderer Stelle erwahnt, gibt esen ldteratur keine einheitliche Meinung
dariiber, ob dasyyck-Gen {yxAhtrA) bei Bacillus Listeria, Lactobacillus und
Oceanobacillugatsachlich zu den Klasse/y¢Operons gehoért und damit ein 6-Cisron bildet
(DuBrAC et al., 2008; WAKLER and HbocH, 2008). Gesichert ist hingegen, dass bei
StaphylococcysEnterococcusund Lactobacillus ein zu yycK orthologes GenyfxAhtrA)
fehlt (DUBRAC et al., 2008). Obwohl YycK fuiS. aureussomit keine Rolle spielt, sei
nachfolgend kurz auf den Kenntnisstand zu YycK egamgen. Fur das YycK-Protein ist
bekannt, dass es sich um eine Serin-Protease h@BdakmMANT et al., 2005), die zum HtrA-
Typ gehort und belListeria monocytogenesine Rolle in der Stressantwort auf Hitze, Saure
bzw. Penicillin G spielt und in die Pathogenitatsach involviert ist ($ACK et al., 2005).
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1.6 Die bakterielle Zellwand — Synthese, Abbau, Zelltéing und das YycFG-TCS

Der Peptidoglykan-Sacculus (Murein), oder auchiskhldie Zellwand oder Zellhille der
Gram-positiven Bakterien, ist im Gegensatz zu ddiwand der Gram-negativen Bakterien,
die nur aus wenigen Schichten besteht, ein dremsimaales Makromolekul, das aus bis zu
40 Schichten besteht, die untereinander quervdrsetd (XHLEGEL, 1992; ORDAN et al.,
2008). Das Peptidoglykan hat eine Dicke von etwarBQund dient der Aufrechterhaltung der
strukturellen Integritat der Zelle, da es einemi@eéndruck von bis zu 20 atm entgegenwirkt
(JORDAN et al., 2008). Da das YycFG-TCS vé&n aureusauch eine wichtige Rolle in der
Homoostase der Zellwand, also bei der Aufrechtewmhgl des Gleichgewichtes von
Biosynthese und dem Abbau des Peptidoglykans €elty) beiS. aureusund B. subtilis
spielt (BsiccHIA et al., 2007; DBRAC et al., 2007; BKUSHIMA et al., 2008; JRDAN et al.,
2008) bzw. es auch Spekulationen dartber gibt,i@tiKdmponente der Zellwandbiosynthese
Lipid Il (Css-Undecaprenyl-Pyrophosphat-N-Acetylmuraminsauretdfeaptid) ein mogliches
Signal fur die YycG-Sensor-Histidin-Kinase darsellkonnte (DBRAC et al., 2008), wird
nachfolgend auf die Biosynthese, auf die Autolyss Eeptidoglykans und auf die Zellteilung

bei S. aureuszw.B. subtiliseingegangen.

Da eine detaillierte Beschreibung der Biosynthes® des chemischen Aufbaus der Zellhtille
von Gram-positiven Bakterien weit Uber den einfedien Teil dieser Arbeit hinausgehen
wirde, sei an dieser Stelle zu Details dieser Bseauf eine Anzahl von aktuellen und sehr
guten Reviews zu diesem Thema hingewiesem HEIJENOORT 2007; B\RRETEAU et al.,
2008; BouHss et al., 2008; WLLMER et al., 2008a). Daneben werden in der Literatwhau
Einblicke in die Evolution der Peptidoglykan-Bioslyase unter dem selektiven Druck von
Antibiotika (MAINARDI et al., 2008) und wie es zu den Abweichungen m Zalformen bei
den Kokken (Staphylo-, Lacto-, Strepto-, Enterainknt (ZaPuN et al., 2008) gegeben. Eine
Ubersicht tber die Komplexitat der Zellwandbiosws® und der beteiligten Enzyme und
Komponenten vermittelt Abbildung 1.6. Die Peptiddginsynthese lasst sich allgemein in
drei Stadien unterteilen: (I) Die Synthese voniti®n Zellwandvorlaufern im Cytoplasma,
(I Membran-assoziierte Synthese-Schritte, die haden Transport der Peptidoglykan-
Bausteine Uber die Cytoplasmamembran in den eXiudizen Raum beinhalten und (111) die

finale Polymerisation der Baueinheiten.



14 Einleitung

Peptidoglykan
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Abbildung 1.6: Peptidoglykan-Biosynthese beiS. aureus. Abbildung von DR. TANJA SCHNEIDER modifiziert und
ergéanzt von CR. IMKE WIEDEMANN .

Die Aktivitdit des YycFG-TCS bezilglich der Zellwangmfasst nach dem aktuellen
Kenntnisstand weniger die biosynthetischen Prozesisedem Aufbau dienen, als vielmehr
die Regulation der Prozesse, die insbesondere dreiZdllteilung beim Abbau und der
Restrukturierung des Peptidoglykan beteiligt siB&i S. pneumonia&konnte bereits vor
einigen Jahren gezeigt werden, dass die ExpredsspcsBGens, welches fir die Zellwand-
Hydrolase (das Autolysin) PcsB codiert, vom YycFGSTkontrolliert wird und deshalb auch
den essentiellen Charakter von YycF begrindet ¢Nal., 2003; i et al., 2004; B et al.,
2005). Ferner wurde jungst fur die Rolle des YycHGS bei der Koordinierung der
Zellteilung und der Aufrechterhaltung der Homdosteder Zellwand irB. subtilisein Modell
vorgeschlagen (f(kusHIMA et al., 2008), das in Abbildung 1.7 dargestetlt bseses Modell
geht mit den Erkenntnissen der gleichen Studieegjntlass die YycG-Histidin-Kinase mit

FtsZ, einem Protein, das die Zellteilung initiiei) Septum der sich teilenden Zellen co-
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lokalisiert ist. Interesssant ist, dass die Ak#vitler YycG-Kinase auch in Abhangigkeit zu
ihrer Nahe zum Septum der Zellteilung stehiiBsHIMA et al., 2008). Wie genau es dort zu
einer Aktivierung der YycG-Kinase kommt, ist ab@&ch ungeklart. Moglicherweise kdnnte
im Bereich des Septums, wie spekuliert, tatséchlipid 11 als bei der Zellwandbiosynthese
beteiligter Baustein wahrgenommen werderugRac et al.,, 2008). Dafur kdénnte auch
sprechen, dass die Lokalisation von YycG im Septmabhangig von den beiden negativen
Regulatoren YycH und Yycl erfolgt, was darauf hinti, dass diese beiden Proteine nur
unter Bedingungen, bei denen keine Zellteilungfstdet, zur Inhibierung der YycG-Kinase
fuhren (FUKUSHIMA et al., 2008). Dies ware dahingehend stimmig, ddss es nur zur
Inhibierung der zum YycFG-Regulon gehérenden — bsenen und putativen — Zellwand-
Hydrolasen (Autolysine) (BWELL et al., 2003; DBRAC and MSADEK, 2004; BSICCHIA et al.,
2007; DuBRAC et al., 2007; SATA and Mukal, 2007) kommt, wenn keine Zellteilung
stattfindet. Ferner wird die Homoostase der Zeldvaauch dadurch gewéhrleistet, dass
zusatzlich der Inhibitor der Autolysin-Aktivitat ¥, der durch das YycFG-TCS reprimiert
wird, wieder verstarkt exprimiert werden kann wesich die Zelle nicht teilt (BIiCCHIA et
al., 2007; 8LzBERG and HELMANN, 2007).

Dividing Cells Non-Dividing Cells

e
NA0L

D%

inititation of FtsZ FtsZ
cell division | FtsA E;SC’; modulators of_ cell
{ YocH voon Ly wall degradation:
cell wall hydrolases 1 LytE YieA Ve
CwlIO (YVCE) YoeB } inhibitor

cell wall associated YjeA } peptidoglycan

\ v

cell division inhibition of autolysins
cell wall restructuring

Abbildung 1.7: Modell fiir die Rolle des YycFG-TCS inder Koordinierung der Zellteilung und der Homéostase der
Zellwand in Bacillus subtilis. Abbildung aus FukusHIMA et al. (2008). Die Details zu den involvierten Gem des
YycFG-Regulons wurden aus BiccHIA et al. (2007) enthommen.
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Fur eine detailliertere Ubersicht iber die Funkiitem Zellwand-Hydrolasen (Autolysine), sei
auf die Literatur verwiesen czuk and BOCHTLER, 2007; \OLLMER et al., 2008b), dort
finden sich auch Verweise auf die Funktion des Asias AtlA in der Biofilmbildung bei
Staphylo- und Streptokokken (BiswaAs et al., 2006; AN and BJRNE, 2007). Da sich diese
Arbeit speziell mit dem YycFG-TCS vo8. aureusbefasst, und da das Peptidoglykan von
S. aureusmit der Penta-Glycinbricke zu den Zellwdnden vordezen Bakterien eine
strukturelle Besonderheit besitzt AMIGAN et al., 2003), ist in Abbildung 1.8 eine
schematische Darstellung des. aureusZellhiille mit den bewiesenen und putativen

Zellwand-Hydrolasen (Autolysinen) gegeben.

CH,OH - CH,OH
o) o)
OH o Ou ..
OH
NH NH
CO-CH, CO-CH,
<
CH4+CH=-CO B
L ;\I o - AUA SsaA SA2353 SA2097
; SA0620 SA0710
D-Gin
1
L'LI-YS—(LGIy)_,, _— D-.It\la
D-::\Ia / L~ITys
D-Ala 0% D-GIn
I
EW L~!'1\|a
CHE—CI)H—CO
(o)
1
NAM —— NAG-----

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des Peptidtykan von S. aureus. Eingezeichnet sind Aktivitdten von
nachgewiesenen und putativen Zellwand-Hydrolasen,iel zum YycFG-Regulon gehéren. NAG = N-Acetylglucosain
(GlcNAc), NAM = N-Acetylmuraminsaure (MurNAc). Abbi ldung aus DusrAC et al. (2007).

1.7 Ziel dieser Arbeit

Die zunehmende Resistenzentwicklung v®naureusStammen spielt, wie dargelegt, im
klinischen Alltag eine grof3e Rolle und das essbatiéycFG-TCS hat bereits seit seiner
Entdeckung im Jahre 1998 durchsReT und HocH grof3e Aufmerksamkeit auf sich gezogen,
da es bereits seit diesem Zeitpunkt als Ziel vomeneoder modifizierten Antibiotika

angesehen wird. Insbesondere durch die nahezuitivewerbreitung des YycFG-TCS im

Phylum der Firmicutes, in der Gruppe der Gram-pgsit Bakterien mit niedrigem
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G+C-Gehalt, die einige bedeutende humanen Krarddregigern wistaphylococcus aureus
S. epidermidis Streptococcus pyogenesS. pneumonige S. mutans und Listeria
monocytogenesmfasst, sind genaue Kenntnisse Uber das YycFGAa@8endig, um neuen
oder modifizierten Antibiotika nicht nur eine beeitAngriffsflache, sondern auch eine
groRtmogliche Effizienz zu verschaffen. Trotz deshén Relevanz und der intensiven
Erforschung der orthologen YycFG-TCSs in den deer8akterien, bleiben noch viele
Fragen bezuglich der Funktion unbeantwortet. Insbaésre die Organisation in zweli
unterschiedlich strukturierte Operon-Klassen, essch z.B. die Ubertragbarkeit von
Ergebnissen, die fur Streptokokken gewonnen wurdehStaphylokokken. Die Zielsetzung
dieser Arbeit umfasste deshalb zunachst, mit Hitfie yycFG-Uberexpression-Mutanten, zu
Uberprufen, inwieweit sich die Erkenntnisse z.B.Bezug auf die oxidative Stresstoleranz
und die Biofilmbildung (siehe Tabelle 1.1) a&reptococcusmit seinem Klasse §yc
Operon auch auf das KlassgyleOperon vonStaphylococcus aureugbertragen lassen.
Neben dieser eher phanotypisch gepragten Charsiktemng des YycFG-TCS vdB. aureus
sollten nachfolgend die Proteine des TCS selbstdimdwuxiliaren Proteine YycH und Yycl
verstarkt in den Fokus der Untersuchungen geriekden. Das erklarte Ziel war es, alle
Proteine des polycistronischen Teils dgs-Operons, also YycFGHI, erstmalig vollstandig
rekombinant zu exprimieren, um nachfolgend Versuahelen Protein-Protein-Interaktionen
vornehmen zu kénnen. Diese Experimente sollten mgoendlegenden Versuchen mit den
rekombinanten Proteinen selbst auch die Etablierings ersten Modells mit geeigneten
Bedingungen umfassen, die fur die YycG-Kinase dadlem in vitro-Phosphorylierungs-
aktivitaten erlauben. Darauf aufbauend sollte digbkerung eines zweiten Modellsystems
umgesetzt werden, das auch dem Charakter der Yy&edieine als Membranproteine
gerecht werden kann. Neben den ersten Beweisers, diase beiden Modell-Systeme
geeignete Bedingungen fur die Untersuchungen deeifeigenschaften bereitstellen, sollte
so letztendlich die Perspektive fur ein experimiggel estsystem geschaffen und aufgezeigt
werden, durch das zukinftig die Fragen beziglich RBi®tein-Protein-Interaktionen des
YycFGHI-Systems untereinander, aber auch die Frnagh dem Signal oder den mdglichen

Signalen, die zur Aktivierung dieses Systems fuhnéer untersucht werden kdénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikaliennachweis

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid : Bisacrylamid (37,5:1), 40 % (w/v)
Agar, Bactd"

Agarose, Top VisioH", LE GQ
Ammoniumphosphat, #75568

Ampicillin

Ampuwa®-Wasser, “PCR-4D”

ATP, A7699

[Y*PIATP

APS

Bio-Beads SM-2

BioScript™, Reverse Transkriptase

Bradford-Reagenz, Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Bromphenolblau

BSA (fur Phosphattest)

BSA, # 1.12018.0100 Albumin Fraktion V (Rind)
Css-P (Mg = 881 g/mol)

Conalbumin, #27695

Coomassie Brilliant Blue R250
Daptomycin, Cubicin®

DMPC

DMSO

DNase I, from bovine pancreas
n-Dodecyl-p-Maltosid

DTT (DL-), #43819

Ethidiumbromid

Filtersupports, Drain Disc 10mm PE, #230300
Formaldehyd (Paraformaldehyd)
GoTag® Flexi DNA Polymerase
HEPES

Hydroxyurea

IPTG

Kanamycin

B-Lactoglobulin B, L8005

Lipid 1l (M g = 1876 g/mol)
Lipidextrakt ausE. coli, polarer
Lysostaphin

Lysozym, #62971

Methylviologen (Paraquat), #856177

Serizectrophoresis, Heidelberg
Becton, Dickinson & Company (BD), Heidelberg
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
Bio-Rad, Munchen
Bio-Rad, Munchen
Bioline, Luckenwalde
Bio-Rad, Miinchen
Merck, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)
Mer&xarmstadt
Dr. Tanja Schneider / AG Sahl, Universitat Bonn
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Cubist, Lexington, MA (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma-Aldrich, Taafkéen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Whatnvartrieb tber Labomedic, Bonn
Sigma-Aldrich, Tatikén
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dr. Tanja Schneider / AG Sahl, Unsitgit Bonn
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL (USA)
Genmedics, Reutlingen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldricaufkirchen
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Chemikalie

Hersteller

B-Mercaptoethanol
Molekulargewichtsstandards, diverse
Ni-NTA Agarose

Nucleopore® PC Track-Etched Membrane, 19 mm (0.4 um)

Nukleotide (ANTPSs)

Ovalbumin, A5253

Primer, DNA-Oligonukleotid-

Phusiod™ High Fidelity DNA Polymerase
Restriktionsenzyme u. Puffer

RNase A, from bovine pancreas
RNase-Out, rekombinanter RNase Inhibitor
Rontgenfilm, Hyperfilm MP (18x24 cm)
Safranin O

T4-DNA-Ligase + 10x Reaktionspuffer
Tetracyclin

TEMED

Triton X-100

Xylencyanol FF

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fermentad,e8in-Rot
Qiagen, Hilden
Whatman, Vertrieb tber Labomedic, Bonn
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Metabion, Martinsried
Finnzymes, Vertrigireil NEB, Frankfurt am Main
Roche, Mannheim / Fetaserst. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Tacfién
Invitrogen, Karlssuh
GE Healthcakiinchen
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad, Munchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien wurden von &ar Merck (Darmstadt) im Reinheitsgrad

per analysis bezogen.

2.2 Geratenachweis

Gerat

Hersteller

Agarosegelelektrophoresekammer (40 ml)
Agarosegelelektrophoresekammer, Model B3 (60 ml)
Gene PulséM (Elektroporation)
Membran-Vakuumpumpe MZ 2C

Mini Extruder

Miniloader 2000P (Entwicklungsautomat f. Réntgené)m
Mini-PROTEAN® II Electrophoresis Cell

Multifuge 1 S-R (Rotor #75003348 & FA12.94)
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (220-750 nm)
Photometer, UV-160

Power Pac 200 (Stromversorgung, Gelelektrophorese)
Pulse Controller (Elektroporation)

Reinstwasseranlage, MilliQ Biocel System A10
Schiittelwasserbad SW20 und SW22

Schiittler, Certomat U

Peglab Bio@ogie, Erlangen
Q\artrieb: Peglab Biotechnologie, Erlangen
Bio-Rad, Minchen
Vaccubrand GmbH, Wertheim
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL (USA)
Kodak GmbH, Stuttgart
Bio-Rad, Miinchen
Heraé®iermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)
ndirop Technologies Inc., DE, Wilmington (USA)
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
MillipdBmbH, Schwalbach/Ts.
Julabo LaborteckmiH, Seelbach

B. Braun, Melsungen
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Gerat

Hersteller

Schiittler, Titertek

SensoQuest Thermocycler (labcycler)

Sonifie™ W250, Schallkopf Type “102”

Sorvall Evolution (Rotor SLC-4000)

Sorvall Discovery M120SE (Rotor S80 AT-3 & S120 &T-
Thermoblock TB1

Thermoblock SHT200D

Thermocycler, PCR Express

UV-Imager, ImageMaster VDS

UV-Tisch, Chroma 43 (302 nm)

Vortexer, MS 2 Minishaker

XCell SureLock® Mini-Cell (Elektrophoresekammer)
Zentrifuge RVC 2-18, Typ 100218

Flow Laboratories, Meckenheim
SensoQuest BioHFlektronik GmbH, Géttingen
Branson tiber Heinemaahortechnik, Schw. Gmiind
Thermo Fisheresific, Waltham, MA (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)
Biometra, Géttingen
Stuart Scientific Staffordshire (UK)
Hybaid / Thermo Fisherrtifie Waltham, MA (USA)
Amersham Biosciencespkrg
Vetter GmbH, Wiesloch
IKA - Werke GmbH & Co. KGtaufen
ltmeigen, Karlsruhe
Christ, Osterode

2.3 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

2.3.1 Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstammd g1 Tabelle 2.1 aufgefiuhrt.

Tabelle 2.1: In dieser Arbeit verwendete Bakteriengtmme

Stamm Beschreibung

Referenz

Staphylococcus aureus

(BIERBAUM et al., 1999; RIPERTet

(BIERBAUM et al., 1999; RIPERTet
al., 2003; Mk et al., 2004)

SA137/93A Klinisches hVISA Isolat, Norddeutscher

Epidemietyp, Met, spaTyp: t051, MLST: ST247 al., 2003)
SA137/93G Spontane Mutante von SA137/93ASSCmec,

Met, VISA, AtcaA, spaTyp: t051, MLST:

ST247
SA1450/94 Norddeutscher Epidemietyp (EMRSA-5, -7,

(Cooksonet al., 2007)

Iberian), MeE, spaTyp: t051, MLST: ST247

8325-4 SH1000

abgeleitet von Stamm 8328sBU", agr-Typ |

(HORSBURGHEet al., 2002)

hVISA = heterogenously Vancomycin intermediatesesitStaphylococcus aureuMet® = Methicillin-resistant,

Met® = Methicillin-susceptible, MLST = Multilocus sequee typing.

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Tabelle 2.1(fortgesetzt)

Stamm Beschreibung Referenz

Escherichia coli

K12 JM109 Zwischenwirt zum KlonierergndAL, recAl, (YANISCH-PERRONE al., 1985)
gyrA96, thi, hsdRL7,relAl, supE4, A", A(lac-
proAB), F',traD36, proA'B", laclqZAM15

BL21(DE3) B834-abgeleiteter Vielzweckstamm zur (STUDIER and MOFFATT, 1986)
rekombinanten GenexpressidE3-lysogen,
T7-RNA-Polymerase Gen (unter Kontrolle des
lacUV- Promotors)

C41(DE3) BL21(DE3) abgeleiteter Stamm zur Exprassio (MIROUX and WALKER, 1996)
von toxischen Proteinen und Membranproteinen

C43(DE3) BL21(DE3) abgeleiteter Stamm zur Exprassio (MIROUX and WALKER, 1996)

von toxischen Proteinen und Membranproteinen

2.3.2 Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind aidlle 2.2 aufgefiihrt. Die zugehdrigen

Vektorkarten sind im Anhang (Abschnitt 7.5) aufdeti

Tabelle 2.2 In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pTX15 durch Xylose induzierbarer Staphylokokken-  (PESCHELet al., 1996)
Vektor, Tef, Kontrollvektor

pTvicRK durch Xylose induzierbare Uberexpression vo (TURCK, 2004)
yycFG (VicRK) ausS. aureusSA137/93A

pTvicRK(Y306N) durch Xylose induzierbare Uberexsies von (TURCK, 2004)

yycFG (VicRK), nicht-stiller Nukleotid-Austausch
(T916A) inyycGfuhrt zum AS-Austausch
Y306N in YycG (VicK)
pREP4 synthetisches Plasmid, Ran Fa. Qiagen
pREP4groESL(MT) pREP4 mit den konstitutiv exprintéerden diese Arbeit
Chaperon-codierenden GergnoESund groEL
pPET22\pelB pET22b abgeleiteter Expressionsvektor mit C- (Sassand BErRBAUM, 2007)
terminalen 6xHis-Tag, Deletion dpelB-
Leadersequenz, Tidc-Promotor, Amp
pET22 \pelBvicR pET22ApelB mitvicRausS. aureusSA137/93A diese Arbeit

Amp® = Ampicillin-resistant, Kara= Kanamycin-resistant, Tet Tetracyclin-resistant.
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Tabelle 2.2(fortgesetzt)

Plasmid Beschreibung Referenz
PET22m\pelBvicK PET22ApelB mitvicK ausS. aureusSA137/93A diese Arbeit
pPET22\pelBvicK(Y308N) pET22hpelB mitvicK(T916A) von diese Arbeit

pTvicRK(Y306N) fuhrt konstruktionsbedingt
zum AS-Austausch Y308N in YycG (VicK).

pET22\pelByycH pPET22kpelB mityycHausS. aureus diese Arbeit
SA137/93A

PET22W\pelByycl PET22kApelB mityycl ausS. aureussA137/93A diese Arbeit

pUC19gyrB Kopienstandard in der qRT-PCR ANSEN et al., 2007)

2.3.3 Oligonukleotide
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidser sind in Tabelle 2.3 aufgeflhrt.

Tabelle 2.3: Oligonukleotid-Primer die in dieser Arleit verwendet wurden

Primer Primersequenz (5> 3") Annealing Referenz
Temp.

a) Klonierungsprimer fiir die rekombinante Protepression mit pET22pelB:

vicR-For AAACCATGGGTATGCAAATGGCTAG (Ncol) 70,1°C diese Arbeit
vicR-Rev CGACTCGAEGTCATGTTGTTGGAGG Khol) 70,1°C diese Arbeit
vicK-For GGTCCATGGSAATGAAGTGGCTAAA (Ncol) 65,5 °C diese Arbeit
vick-Rev TCCCTCGAQJTCATCCCAATCACCG hol) 65,5°C  diese Arbeit
yycH-For CACCCATGGTGTGAAGTCATTGAA (Ncol) 70,1°C  diese Arbeit
yycH-Rev GTTCTCGA@TCAAGCCTCCCATCG Khol) 70,1°C  diese Arbeit
yycl-For GGCCCATGGAATGAACTGGAAACT (Ncol) 53,0°C  diese Arbeit
yycl-Rev TTCCTCGARTGATTAATAATTTTA ( Xhol) 53,0°C  diese Arbeit

b) Sequenzierungsprimer fur die pET2pe|B-abgeleiteten Plasmide:

T7 promoter TAATACGACTCACTATAGG n. b. Fa. Novagen
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCG n. b. Fa. Novagen
vicK innen GCTTTAGCATTTAATAACTTGTCTA n. b. diese Arbeit

¢) Klonierungsprimer fir die konstitutive ExpressiongroESLauf pREP4groESL(MT):

groESL-For CTTGCTAGBGGAGAGTTATCAATGAATATTCG 57,3°C  diese Arbeit
(Nhe)
groESL-Rev GCAGTCGATTACATCATGCCGCCCATG Ball) 57,3°C  diese Arbeit

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Tabelle 2.3(fortgesetzt)

Primer Primersequenz (5> 3") Annealing Referenz
Temp.

d) Sequenzierungsprimer fur dgE@ESLkonstitutiv exprimierende Plasmid pREP4groESL(MT):

pPREP4_groESL-For CACATATTCTGCTGACGCACCGGTG n. b. esk Arbeit
pREP4_groESL-Rev AATCCGTCGGCATCCAGGAAACCAG n. b. ese Arbeit
groESL_innen AACTGATCGCTGAAGCGATGGACAA n. b. diesebeit

e) Primer in den quantitativen Real-Time-PCRs (dRIORSs):

qyrB-297 TTAGTGTGGGAAATTGTCGATAAT 51,0°C  (GERKEet
al., 2006)
gyrB-547 AGTCTTGTGACAATGCGTTTACA 51,0°C  (GERKEet
al., 2006)
VicK-1-RT CGGTCGAAATGTCCAGAGGTAAC 51,0°C  ANSENet
al., 2007)
VicK-2-RT CTTCTTTCGCCATACCAAGCATC 51,0°C  ANSEN et
al., 2007)
lip/pTvic-5"-RT CGAATGATGGCTTGGTATCTG 51,0°C  dieswrbeit
lip/pTvic-3'-RT TGCGTTCTTTGTGCTTTCTG 51,0°C  diese Arbeit
yycH-5"-RT CTATAAGCAAAGATCGCCACGA 51,0°C  diese At
yycH-3"-RT ACTACGAACGATGGTTGAATCG 51,0°C  diese Aeli

2.4 Stammhaltung und Medien

Von allen verwendeten Bakterienstammen wurden, goweht bereits vorhanden,

Dauerkulturen mit einer Endkonzentration von 50\ )( Glycerin angelegt und bei -70 °C
gelagert. Jeweils vor Versuchsbeginn wurden ausgeh®n den Dauerkulturen frische
Arbeitsplatten oder Flissigkulturen angelegt. Dikubation der Zellen erfolgte, soweit nicht
anders angegeben, bei 37 °C. Flussigkulturen wurnasétzlich mit 150 — 160 rpm

geschuttelt (Fa. B.Braun, Certomat U). In Tabelle €ind die in dieser Arbeit verwendeten

Medien aufgefuhrt.
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Tabelle 2.4: In dieser Arbeit verwendete Medien

Medium Typische Zusammensetzung laut Hersteller

Brain Heart Infusion (Fa. BD; Bacth BHI) Calf Brain (Infusion from 200.0 g) 7.7 g/l, Beef &te

(BHI) (Infusion from 250.0 g) 9.8 g/l, Proteose Peptofed lg/l,
Dextrose 2.0 g/l, Sodium Chloride 5.0 g/l, Disodium
Phosphate 2.5 g/l; pH 7.4 £ 0.2

Brain Heart Infusion (Fa. Oxoid; CM0225)  Calf Brain (Infusion solids) 12.5 g/l, Beef Heathf(sion

(BHI) solids) 5.0 g, Proteose Peptone 10.0 g/l, GlucaSegd,
Sodium Chloride 5.0 g/I, Disodium Phosphate 2.5 7,4
+0.2

Luria-Bertani-Medium 10.0 g/l Bactd" Tryptone (BD); 5.0 g/l Yeast Extract

(LB) Powder LP0021 (Oxoid); 10.0 g/l NaCl; pH adjusted' 15

Muiller-Hinton-Bouillon (Fa. Oxoid; CM0405) Beef, dehydrated infusion from 300 g/l, Casein byyhate
(MH) 17.5g/l, Starch 1.5 g/l; pH 7.3 £ 0.1

Tryptone-Soya-Broth (Soybean-Casein DigesPancreatic digest of casein 17.0 g/l, Enzymaticestigof

Medium) (Fa. Oxoid; CM0129) soybean meal 3.0 g/l, Sodium chloride 5.0 g/l, Bagsium
(TSB) phosphate 2.5 g/l, Glucose 2.5 g/l; pH 7.3 £ 0.2
Blutagar (Fa. BD; #221165) BBL™ Columbia Agar with Sheep Blood

Fur die Herstellung von Festmedien wurden vor demoRlavieren 14 g/l Agar-Agar (Fa.
BD; Bactd“ Agar) zugegeben. Falls notwendig, erfolgte naaim deitoklavieren bei einer
Temperatur des Agar von 55 °C die Supplementiemitginen Antibiotikum oder mehreren
Antibiotika. Der Agar wurde anschlielend zum Erkalin sterile Petrischalen (Fa. Greiner

Bio-One; 94x16 mm, Polystyren) gegossen.

2.5 Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.5.1 Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mit demd$RoeSpin D Bug Kit (Fa. Molzym) nach
den Angaben des Herstellers. Fir die Praparatiomlemuvon einer UN-Kultur 1 — 2 ml
abgeerntet (Fa. Heraeus, Multifuge 1 S-R; MicrolRetor #75003348, 15300 rpm, 1 min,
RT, Acc. 9, Br. 9) und eingesetzt. Bei Zellen v®naureuserfolgte zur Unterstlitzung des
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Zellaufschlusses vor dem lytischen Schritt des dkalts die Zugabe von 5 — 10 ul
Lysostaphin [5 mg/ml] (Fa. Genmedics) zum resusiggtah Pellet und eine Inkubation bei
37 °C im WB fir 30 — 60 min. Die weitere Praparatierfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers. Die Qualitat und Ausbeute der prapame DNA wurde durch Agarose-
gelelektrophorese (2.5.3) und durch photometriddbesung mit dem NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Fa. NanoDrop Technologies; Mértiber Fa. Peglab) bestimmt (2.5.6).

2.5.2 lIsolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mit dem Qiep Spin Miniprep Kit (Fa. Qiagen)

nach Angaben des Herstellers. Fir die Praparatiomien von einer UN-Kultur 2 — 4 ml

abgeerntet (Fa. Heraeus, Multifuge 1 S-R; MicrolRetor #75003348, 15300 rpm, 1 min,
RT, Acc. 9, Br. 9) und eingesetzt. Bei Zellen v®naureuserfolgte zur Unterstitzung des
Zellaufschlusses vor dem lytischen Schritt des dkalts die Zugabe von 5 pl Lysostaphin
[5 mg/ml] (Fa. Genmedics) zum resuspendierten Peltel eine Inkubation bei 37 °C im

Wasserbad fur 30 — 60 min. Die weitere Praparagidolgte nach Herstellerangaben. Die
Qualitat und Ausbeute der praparierten DNA wurdeckltAgarosegelelektrophorese (2.5.3)
und durch photometrische Messung mit dem NanoDrdiE®1000 Spectrophotometer (Fa.
NanoDrop Technologies; Vertrieb tUber Fa. Peqglabjiiment (2.5.6).

2.5.3 Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragneentund Plasmiden erfolgte in
horizontalen Gelsystemen der Fa. Peqlab. In Ablgiegi von den spezifischen
Fragmentgro3en wurden 0,8 — 3,0 %ige Agarosegeleevelet. Fir die Herstellung der Gele
und zur Elektrophorese selbst wurde TAE-Puffer{-Acetat-EDTA-Puffer) (8MBROOK et
al., 1989) ausgehend von einer 50-fach konzergnertVorratslosung zu einer
Gebrauchslésung in einfacher Konzentration verdidat Bestimmung der Bandengrél3en
wurden diverse, handelstbliche Groé3enstandards (B Fa. Fermentas) mit definierten
FragmentgrofRen verwendet. Zum Anfarben der DNA4fRege wurden die Gele in 0,01 —
0,02 %igen Ethidiumbromid-L6sung inkubiert und unt#V-Licht mit dem ImageMaster

VDS System (Fa. Amersham Biosciences) dokumentiert.
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2.5.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden unter UViL{€a. Vetter GmbH; UV-Tisch
Chroma 43) aus dem Gel ausgeschnitten und danreiureinigung eingesetzt. Hierfur
wurde das MinElute® Gel Extraction Kit oder das QiAck® Gel Extraction Kit (Fa.

Qiagen) nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.5.5 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA

Um PCR-Produkte und Plasmid-DNA fur nachfolgendevAndungen von Salzen, Primern,
Nukleotiden, Polymerasen, Restriktionsendonukleasten zu befreien und um die DNA
aufzukonzentrieren, wurden fur DNA-Fragmentgrol3em V0 bp — 4 kb das MinElute®
Purification Kit (Fa. Qiagen) und fur Fragmentgrof3en 100 bp — 10 kb das QIAquick®

Purification Kit (Fa. Qiagen) nach Angaben des kdlers verwendet.

2.5.6 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nuklénséauren

Die Konzentration und Reinheit von DNA und RNA wendphotometrisch durch Messung
der Absorption bei 260, 230 und 280 nm mit dem &imeter (Fa. NanoDrop Technologies;
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer, Vertrieb duFeh Peqglab) bestimmt. Fir eine
A0 = 1, die bei einem neutralen pH-Wert in einemaaen Milieu gemessen wurde, gelten
folgende Konzentrationen: 50 pg/ml bei doppelstigerg(ds) DNA, 40 ug/ml bei RNA,
33 ug/ml bei einzelstrangiger (ss) DNA und ~ 20npiddei Oligonukleotiden. Ein Grad fur
die Reinheit sind die Werte, die sich aus den @utdin Agsy/Azgo Und Apgd/Arzp €rgeben. Der
Quotient aus Aso/A2so gibt den Grad der Verunreinigung mit Proteineruad sollte bei einer
gualitativ guten Praparation von RNA oder DNA imean Bereich zwischen 1,8 und 2,0
liegen. Dabei kann diese Angabe je nach Literaiecht nach oben oder unten abweichen. Als
weiterer Indikator flr Verunreinigungen, z.B. mibl{%sacchariden, kann der Quotient aus
A2sdA230 herangezogen werden. Dieser sollte bei einer tqtigskn Praparation in einem

Bereich zwischen 1,8 und 2,2 liegen.

2.5.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Fur die Durchfihrung von PCR-Reaktionen wurden BI€Rexpress Thermal Cycler (Fa.

Hybaid/Thermo Fisher Scientific) oder der Senso@ueabcycler (Fa. SensoQuest)
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verwendet. Fur die Amplifizierung wurden als Enzymebst den zugehérigen Puffern, die
GoTaqg®-Polymerase (Fa. Promega) oder die Phll$ibtigh-Fidelity DNA Polymerase (Fa.
Finnzymes, Vertrieb durch NEB) nach Angaben desstdflers und unter Verwendung von
Standardprotokollen (&BROOK et al., 1989) eingesetzt. Die in dieser ArbeitRahmen von
PCR-Anwendungen verwendeten Oligonukleotid-Prink&x. (Metabion) sind in Tabelle 2.3
aufgefihrt.

2.5.8 Restriktion und Ligation von DNA

Fur Restriktionsverdaue bei den Klonierungen wurBestriktionsendonukleasen nebst den
zugehorigen Reaktionspuffern der Fa. Roche undFder Fermentas nach Angaben des
jeweiligen Herstellers verwendet. Zur Ligation VONA-Fragmenten wurden die T4-DNA-
Ligase und der dazugehorige Reaktionspuffer der Raeche verwendet. Alle DNA-
Manipulationen erfolgten nach gangigen Standardatsth (3MBROOK et al., 1989).

2.5.9 DNA-Sequenzierung

Zur spezifischen Analyse von Genabschnitten wurglgomische DNA, Plasmid-DNA oder

mittels PCR amplifizierte DNA aufgereinigt bzw. pestellt und nach dem Prinzip der
Didesoxy-Methode zur Kettenabbruchsynthesan¢ER et al., 1977) von der Fa. Sequiserve

(Vaterstetten) sequenziert.

2.5.10Herstellung von elektrokompetentenkE. coli-Zellen

Zur Herstellung von elektrokompetentBncolirZellen wurden 500 ml LB-Medium (im 2 I-
Erlenmeyerkolben) ausgehend von einer UN-Kultup@:angeimpft und im Wasserbad unter
Schutteln bei 37 °C bis zu einer @pvon 0,5 — 0,65 inkubiert. Im Anschluss wurde die
Zellkultur fur 20 — 30 min auf Eis inkubiert und atdiolgend mittels Zentrifugation (Fa.
Thermo Fisher Scientific, Sorvall Evolution; Ro®itC-4000, 6000 rpm, 6 min, 4 °C, Acc. 3,
Br. 1) geerntet. Das Pellet wurde in 500 ml eigkaltag. dest. resuspendiert und erneut
zentrifugiert (8000 rpm, 6 min, 4 °C, Acc. 3, BIJ. Es folgte die Resuspension in 250 ml
eiskaltem aqg. dest. und die erneute Zentrifugati@®00 rpm, 6 min, 4 °C, Acc. 3, Br. 1).
Das Pellet wurde in 20 ml eiskaltem 10 %igen (VBlycerin resuspendiert, in ein steriles

50 ml-Falcontube udberfuhrt und abzentrifugiert (Féeraeus, Multifuge 1 S-R; Rotor
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FA12.94, 6000 rpm, 15 min, 4 °C, Acc. 9, Br. 1).sDRellet wurde in 0,8 ml eiskalten
10 %igen (v/v) Glycerin resuspendiert, in 1,5 mpEpdorf-Reaktionsgefalen a 50 pl
aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroramd bis zur weiteren Verwendung

bei -70 °C gelagert.

2.5.11 Transformation von elektrokompetentenE. coli-Zellen

Die natirliche Kompetenz von Bakterien, freie DNésahrer Umgebung aufzunehmen und
in ihr Erbgut zu integrieren, ist unter normalendNVstumsbedingungen meist nur sehr gering
ausgepragt. Fur Gram-negative Bakterien Bseherichia colistellt die Elektroporation eine
effektive und effiziente Methode zur Transformatadar.

Zur Elektroporation vonk. coltZellen wurde ein 50 pl-Aliquot mit elektrokompeten
Zellen auf Eis aufgetaut, mit 2 pl Ligationsansatier 1 pl Plasmid-DNA versetzt, in eine
Elektroporationskivette (Fa. Peglab, #71-2020, 28x2 Elektrodenlticke) Gberfihrt und mit
2,5 kV, 200Q und 25 pF elektroporiert (Fa. Bio-Rad; GenePU5& Pulse Controlle™).
Bei erfolgreichen Transformationen lag die Zeitkanse zwischen 4,2 und 4,8 ms. Die
Zeitkonstante ist definiert als die Zeitspanneder die beim elektrischen Puls angelegte
Spannung von ihrem maximalen Ausgangswert auf Zbfallt. Nach dem elektrischen Puls
wurden die Zellen umgehend in 1 ml LB-Medium aufg@men, in ein steriles Reagenzglas
Uberfuhrt und zur Regeneration fir 1 — 2 h bei @Gunhter Schitteln (Fa. B.Braun, Certomat
U, 150-165 rpm) inkubiert. Zur Selektion von eri@igh transformierten Zellen wurden diese
auf LB-Agarplatten (mit dem Plasmid-spezifischen tiBiotikum) ausplattiert. Bei
Ligationsansatzen erfolgte dies: unverdinnt, 1:lrdiémnt, 1:100 verdinnt und als
Konzentrat. Zum Verdinnen wurde LB-Medium verwendair Aufkonzentrierung wurde
die restliche Zellsuspension zentrifugiert (Fa. a¢ers, Multifuge 1 S-R; Microliter Rotor
#75003348, 15300 rpm, 1 min, RT, Acc. 9, Br. 9, dberstand verworfen und das Pellet in
100 pl LB aufgenommen. Bei Ansatzen unter Verwegduon Plasmid-DNA erfolgte eine
serielle Verdiinnung (16— 10°) des Transformationsansatzes mit LB-Medium, unejis
100 pl der 18- bis 10°Verdiinnungen wurden zur Selektion ausplattiert.e Di
Selektionsplatten wurden UN bei 37 °C inkubiert.
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2.5.121solierung von Gesamt-RNA ausS. aureus

Ausgehend von UN-Kulturen wurden 20 ml BHIY + T&6 pg/ml] (im 100 ml-Erlenmeyer-
kolben) mit den Stammen 8325-4 SH1000pTvicRK, 8325H1000 pTvicRK(Y306N) und
8325-4 SH1000pTX15 angeimpft und bis zum Erreicthengewinschten OD im Wasserbad
(Fa. Julabo, SW20 oder SW22) bei 37 °C unter Semmitmit 150 rpm inkubiert. Bei
S. aureugZellen entspricht eine Qfgy von 1 etwa 2x10Zellen/ml. Fir die Praparation von
Gesamt-RNA wurden maximal 2xf@Zellen abgeerntet. Zur Stabilisierung und zum $chu
der RNA wurde das abzuerntende Volumen der Zellkuitnmittelbar vor der Ernte in
Falcontubes Uberfuhrt, mit dem doppelten Volumers dmuf 37 °C vorgewarmten
RNAprotect® Bacteria Reagent (Fa. Qiagen) verséirts s auf maximaler Stufe gevortext,
fur 5 min bei RT inkubiert und zentrifugiert (Faetdeus, Multifuge 1 S-R; Rotor FA12.94,
10300 rpm, 5 min, 37 °C, Acc. 9, Br. 9). Nach Verfee des Uberstandes wurden die
Zellpellets mit flissigem Stickstoff schockgefroremd bis zur Préaparation bei -70 °C
gelagert.

Die Praparation der Gesamt-RNA wurde mit dem P&stoR Bug Kit (Fa. Molzym) nach
Angaben des Herstellers und mit den nachfolgendedifikationen durchgeftihrt. Auf die
Verwendung des RS-Puffers zur Resuspension deerZellurde vollstéandig verzichtet.
Stattdessen erfolgt die Resuspension der Zell@aonul TE-Puffer (10 mM Tris/HCL, 1 mM
EDTA, pH 8,0). Zur Unterstitzung des Zellaufschésssvurden dets. aureusZellen 80 ul
Lysostaphin [5 mg/ml] (Fa. Genmedics) zugesetzt.lZse der Zellen folgte fir 30 — 60 min
die Inkubation im Wasserbad bei 37 °C. Danach wutiéePraparation nach Angaben des
Herstellerprotokolls fortgesetzt. Die RNA wurde hit0 — 150 pl DMPC-behandelten MilliQ
(70 °C) eluiert und bis zur weiteren Verwendung-26i °C gelagert.

Herstellung von DMPC-behandeltem MilliQ:
Die Plastikdeckel von Glasflaschen wurden mit Chilorm benetzt; die Flaschen selbst

wurden zunédchst mit aq. dest. bzw. mit MilliQ gdgpiait MilliQ gefillt und ausgehend von
einer Dimethylpyrocarbonat- (DMPC; Fa. Sigma) Stdésung (1 V DMPC mit 10 V reinem
Ethanol vorgelost) mit DMPC in einer Endkonzentmti von 0,1 % (v/v) versetzt,
verschlossen, gut geschiittelt, UN unter dem Abzuokubiert und am nachsten Tag
autoklaviert. DMPC reagiert mit priméren und sekinett Aminen, weshalb es wéahrend der
Einwirkzeit auch zur kovalenten Anbindung des DMB®Q die Histidin-Reste, die sich im
katalytischen Zentrum von vielen RNasen befinden, damit zur Inaktivierung kommt. Das
Uberschiussige DMPC zerfallt beim Autoklavieren lacitiges CQ und Methanol. Die

Reaktion mit Aminen ist auch der Grund daftir, dasffer, die aus Komponenten bestehen,
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die Aminogruppen enthalten (z.B. Tris, MOPS, EDTAEPES) nicht direkt mit DMPC
versetzt werden konnen. Diese Puffer missen mitorzl@MPC-behandeltem Wasser

angesetzt werden.

Generell erfolgten alle praparativen Arbeiten miidge-freien Losungen, Reagenzien und
GefalRen. Glaswaren wurden fur 6 h bei 200 °C oder3fh bei 250 °C sterilisiert und
dadurch auch von RNasen befreit. Hitzeunvertraglicherate und Materialien wurden
alternativ mit einer 1 %igen (v/v) &,-Losung behandelt und mit RNase-freiem Wasser

abgespilt oder unter dem Abzug mit Chloroform kenet

2.5.13cDNA-Synthese und Aufreinigung fur die gRT-PCR

Pro Ansatz wurden 3 pg Gesamt-RNA mit NucleaseffineiWasser auf 11 pl aufgefullt, mit
1 ul [0,3 pg/pul] DNA-Random-Hexamer-Primern (Fa. Glealthcare; pd(N) Random
Hexamer) versetzt, fur 5 min bei 65 °C inkubierdurach dem Abkuhlen auf RT mit 7,75 pl

des folgenden Mixes versetzt:

Mix fir 1 Ansatz: fir 12 Ansatze + 10 %
- 4,00 pl 5x Reaction Buffer (Fa. Bioline) 52,B

- 1,00 pl NTP-Mix [a 10 mM] 13,2 pl

- 1,00 pl RNaseOUT [40 U/ul] (Fa. Invitrogen) 13,2 pl

- 1,75 pl Nuclease-freies Wasser 23,1 pul

Bei RNaseOUT" (Fa. Invitrogen) handelt es sich um einen rekowmbien Ribonuklease-Inhibitor.

Der Ansatz wurde fur 10 min bei 25 °C inkubiertfiopal fur 2 min auf 42 °C vorgewarmt,
mit 0,25 pl [200 U/ul] der RNA- und DNA-abhangig@iNA-Polymerase BioScrip' (Fa.
Bioline; Moloney Murine Leukaemia Virus (MMLV) Rexge Transcriptase, with low RNase
H activity) versetzt und zur cDNA-Erststrang-Syrgadir 60 min bei 42 °C inkubiert. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe vdn |4, [500 mM, pH 8] EDTA. Zum
Abbau der RNA wurden 5 pl NaOH [1 M] zugesetzt ulel Ansatze fir 15 min bei 65 °C
inkubiert. Anschliel3end erfolgte zur Neutralisatidie Zugabe von 12,5 pl Tris/HCI [1 M,
pH 7,5]. Wenn die Aufreinigung der cDNA-Synthesedmns nicht unmittelbar erfolgte,
wurden diese zwischenzeitlich bei -20 °C eingelager

Zur Aufreinigung der cDNA wurde das MinElute® Pugdtion Kit (Fa. Qiagen) verwendet.

Jeder Ansatz wurde mit 200 pl PB-Puffer vermiscimd uiber die Saulenmembran
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zentrifugiert (Fa. Heraeus, Multifuge 1 S-R; Migtet Rotor #75003348, 15300 rpm, 1 min,
RT, Acc. 9, Br. 9). Zum Waschen folgten zwei Zdogationsschritte mit je 750 pl PE-
Puffer. Die Durchflisse nach den Binde- und den dhschritten wurden jeweils verworfen.
Um letzte Pufferreste zu entfernen, wurde ein we#teMal zentrifugiert. FUr die Elution
wurden die Saulen auf neue 1,5 ml-Eppendorf-ReaggjefaRe gesetzt, 20 pl PCReH(Fa.
Fresenius Kabi, Ampuwa®-Wasser) auf die Membraretgigrt, fir 1 min bei RT inkubiert
und uber die Membran zentrifugiert. Die eluierteNgDwurde bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

2.5.14 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Das LightCycler®-Instrument (Fa. Roche) wurde dazerwendet, eine quantitative
Bestimmung der Transkriptmengen (Kopienzahl) eifieggens wéhrend der Amplifizierung
mit spezifischen Primern und innerhalb der logdmes Phase einer PCR durchfiihren zu
kobnnen. Die quantitative Real-Time-PCR (gRT-PCRjolgte unter Verwendung des
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | K{Ea. Roche). Durch den bei der PCR
vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | kindabei der Nachweis und die
Mengenbestimmung der Amplifikate in Echtzeit erfaslg SYBR Green | lagert sich an
doppelstrangige DNA an, und der daraus resultierddNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex
hat eine maximale Anregungswellenlange von 494 eimsekundares Anregungsmaximum
nahe 254 nm und eine maximale Fluoreszenz-Emidstoreiner Wellenlange von 521 nm
(Fa. Sigma, Product Information S1816 & S9430). Aliése Weise kann nach jedem
Elongationszyklus der PCR, d.h. vor jedem erneutBenaturierungsschritt zum
Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs, die Intensi&itFluoreszenz bestimmt werden. Von
Zyklus zu Zyklus erhéht sich deshalb mit der Anzdél amplifizierten Ziel-DNA auch die
Intensitat der Fluoreszenz. Ein Nachteil diesertiBeaung ist die geringe Spezifitat des
Nachweises, da nicht zwischen verschiedenen PCRu4RtENn unterschieden werden kann.
Da die Intensitat ferner auch abhangig von der eates Amplifikates ist, wurde von jedem
Zielgen die Fluoreszenz-Intensitat in direkte Refatzu definierten Kopienstandards dieses
Zielgens gesetzt. Mittels einer Eichgeraden, digaad der Kopienstandards erzeugt wurden,
konnten nachfolgend Uber die Fluoreszenz-Intemsitavon Proben mit unbekannter
Ausgangskopienzahl des spezifisch amplifiziertegigéins dielTranskriptmengen in der qRT-

PCR quantifiziert werden.



Material und Methoden 33

Bei allen Experimenten wurde neben der absolutanskriptmenge des Zielgens parallel (im
gleichen Lauf) und unter gleichem Vorgehen auch absolute Transkriptmenge eines
endogenen Gen-Standards bestimmt, um diese naehtblgieinander in Relation setzen zu
kénnen. Auf diese Weise sollten Fluktuationen ben dir ein Zielgen durchgefihrten
Mehrfachbestimmungen innerhalb einer und insbesendewischen voneinander
unabhangigen, aber spater zur Bildung des Mittekger der Transkriptmenge
herangezogenen, Zellkulturen beriicksichtigt werdén. endogener Standard wurde dabei
das vonS. aureuskonstitutiv exprimierte Housekeeping-GeyrB verwendet, und die
quantifizierte Transkriptmenge des Zielgens wurde &° Kopien des Housekeeping-Gens

gyrBbezogen, um die Korrelation zueinander zum Ausdmuckringen.

Durchfihrung:
Ausgehend von den Gesamt-RNA-Praparationen (2.5viBden 3 pg Gesamt-RNA mittels

reverser Transkription im Rahmen einer Erststrani@se in cDNA umgeschrieben und
aufgereinigt (2.5.13). Die so synthetisierte cDNArde in der gRT-PCR als Probenmaterial
fur die Quantifizierung der Transkriptmenge in dersgangskultur zum Zeitpunkt der Ernte
herangezogen. Fur die Verwendung der Kopienstasderdder qRT-PCR wurden diese
ausgehend von Aliquots mit 2,5Xf0Kopien mit je 45 ul PCR-#D pro Schritt seriell
verdiinnt (2,5x19— 2,5x1G Kopien / 5 pl). Um das unspezifische Anbinden OIBIA an die
GefalRwande zu vermindern, wurden silikonisierte Kleasgefal3e (Fa. Sigma; T3406,
Microcentrifuge tubes, extended capacity, silicedipolypropylene (1.7 ml)) verwendet. Fur
den gRT-PCR-Lauf mit dem LightCycler®-Instrumenta(FRoche) wurden von jeder zu
untersuchenden Probe mit unbekannter KopienzahEZa#gens und von jeder Verdinnung
des dazugehdrigen Kopienstandards 2 ul in einek&étare (Fa. Roche; LightCycler®
Capillaries) pipettiert und mit 18 ul des folgendéixes versetzt:

Mix far 1 Ansatz: fur 10 Anséatze + 10 %
- 13,0 pl PCR-HO (Roche Kit) 143,0 pl

- 1,6 pl MgC} [25 mM] (Roche Kit) 17,6 pl

- 0,4 ul DMSO (Fa. Amersham Biosciences) 4.4,

- 0,5 pl Forward Primer [100 pmol/ul] b

- 0,5 ul Reverse Primer [100 pmol/pul] AJ5

- 2,0 pl Mastermix*(Roche Kit) 22,0 ul

Zum Ansetzen des Mixes wurden silikonisierte Realsiefale verwendet (Fa. Sigma; T3281, Microcemifu
tubes, extended capacity, siliconized polypropyléd®5 ml). *10 pl LightCycler® FastStart Enzyme64 pl
10x LightCycler® FastStart Reaction Mix SYBR Greenir 32 Ansatze a 2 pl).

Mit den gyrB-Kopienstandards wurde entsprechend verfahren.@aeskapillaren mit den

Reaktionsansatzen wurden in Zentrifugenadapterfiitirérund kurz anzentrifugiert (Fa.
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Heraeus, Multifuge 1 S-R; Microliter Rotor #7500834nax. 1000 rpm, RT, Acc. 9, Br. 9),
um die Ansatze luftblasenfrei in die Kapillare zansferieren. Zur Kontrolle wurde fur die
Reproduzierbarkeit der mittels der RT-PCR quanéfien Transkriptmengen je Zielgen eine
Dreifach-Bestimmung durchgefuhrt. Die drei eingett cDNA-Proben wurden dabei
jeweils aus RNA synthetisiert, deren Praparatios @mer unabhangigen Zellkultur erfolgt
war. Die PCR-Produkte wurden per Software (Fa. BpdhghtCycler® Software 3.5.3)

durch die Analyse der Schmelzkurven und durch Asggelelektrophorese mit

anschlieBender Ethidiumbromid-Farbung verifiziert.

Die Primer, die in der gRT-PCR flr die Synthese Machweisfragmente der Zielgene bzw.
des endogenen StandarghB verwendet wurden, sind in Tabelle 2.3 aufgeliskéir die
Berechnung der Kopienzahl der Standards bzw. fér Rliogrammparameter, die beim

LightCycler®-Instrument eingestellt wurden, sei deh Anhang verwiesen (Abschnitt 7.1).

2.6 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) gibt die geggte Konzentration eines
Antibiotikums an, die unter definierten Bedingungaunsreichend ist, um ein sichtbares
Wachstum eines Bakteriums zu verhindern. Die MHIstBemung erfolgte mit Muller-
Hinton-Bouillon als Basismedium in 96-Well-PolysyprMikrotiterplatten mit rundem Boden
(Fa. Greiner). Ausgehend von einer UN-Vorkultur dasuntersuchenden Bakterienstammes
wurde frisches Medium 1:200 angeimpft und unteri@eln bei 37 °C bis zu einer @§ von

1 inkubiert. BeiS. aureusZellen entspricht eine Qjgy von 1 etwa 2x1bZellen/ml. Es folgte
eine serielle Verdiinnung (10—~ 10° der Zellen mit frischem Medium. Zur MHK-
Bestimmung in der Mikrotiterplatte wurden in jedertfefung (Well): 100 pul Medium und
einer darin enthaltenen, definierten Konzentraties zu testenden Antibiotikums mit 100 pl
der 10° verdiinnten Zellen versetzt, was einer Endkonzéotravon 5x16 Zellen/ml
entsprach. Zur optimalen Mischung der Ansatze wuidle Mikrotiterplatten fur 10 min auf
einem Mikrotiterplattenschuttler (Fa. Flow Laboras, Titertek) bei Stufe 5 durchmischt
und fur 48 h bei 37 °C bebritet. Das Ablesen datt&h erfolgte erstmalig nach 18 h und zur

abschlielBenden Bestimmung nach 24 bzw. 48 h.

Fur ein detailliertes Protokoll zum Vorgehen beir dérmittlung von MHKs von

antimikrobiellen Substanzen sei auf die LiteralMigGAND et al., 2008) verwiesen.
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2.7 Untersuchung der Empfindlichkeit von S. aureus gegentber oxidativem Stress
Zur Untersuchung, ob die Uberexpression ygoFG einen Einfluss auf die Empfindlichkeit
von S. aureusgegenuber oxidativem Stress hat, wurden die Xyilodezierbaren Stamme
8325-4 SH1000pTvicRK, 8325-4 SH1000pTvicRK(Y306N)duder Vektor-Kontrollstamm
8325-4 SH1000pTX15 auf Festmedien mit oder ohne%,Bw/v) Xylose ausgeimpft, die
ferner mit oder ohne Methylviologen (Paraquat) bent oder ohne Hydroxyurea versetzt
waren. Unter aeroben Bedingungen kommt es so ine&anheit von Methylviologen bzw.
Hydroxyurea zu einer Stressinduktion in den Baktezellen, deren Auspragung
phanotypisch beobachtet werden kann.

Die Mechanismen, bei denen es in Anwesenheit vprzuin Zellstress kommt, sind dabei
grundverschieden. Im Fall von Methylviologen bemlsée auf einer katalytischen Wirkung,
bei der es durch die Reaktion mit @ur Bildung von hochreaktiven Sauerstoffradikalen
(reactive oxygen species; ROS) kommt, wie z.B. Hgpie-Anionen (auch: Superoxid-
Anionen; *Q), Wasserstoffperoxid (¥D,) und Hydroxyl-Radikalen (¢ OH). ROS entstehen
aber auch beim normalen Wachstum unter aerober @gmm Stoffwechsel der Zellen
(VALDERAS and HART, 2001). Der toxische Effekt von ROS beruht aufli@nen Reaktivitat,
indem es durch Oxidation zur Schadigung der DNA) meehrfach ungesattigten Fettsauren,
Proteinen und Enzymen kommtuy8and GBsSON, 1984).

Im Fall von Hydroxyurea (Hydroxycarbamid) hingeggmelt G eine indirekte Rolle bei der
Entstehung von zellularem Stress. Durch Hydroxyukeanmt es zur Hemmung der
Klasse Ib-Ribonukleotid-Reduktase (NrdEF), einenzyiEm das unter aeroben Bedingungen
fur das normale Wachstum vdb. aureusnotwendig ist. Die Ribonukleotid-Reduktasen
stellen durch die Reduktion der 2'-Hydroxyl-Grupfme Ribonukleotiden die fur die DNA-
Synthese notigen Desoxyribonukleotide bereit. Di¢aske Ib-Ribonukleotid-Reduktase
NrdEF kann nur in Anwesenheit von, Qunktional sein, weil molekularer Sauerstoff
innerhalb des Reaktionsmechanismus fir die Radi#aly im katalytischen Zentrum des
Enzyms und damit zum Erhalt der Funktion an sichobgt wird. S. aureussteht mit der
Klasse llI-Ribonukleotid-Reduktase (NrdDG) zwar @ilbernatives Enzym zur Verfigung,
welches jedoch nur unter anaeroben Wachstumsbeatdjeguoll exprimiert wird. So konnte
gezeigt werden, dass die Anwesenheit verdi@ Transkription vomrdDG um mindestens
den Faktor 10 verringert (MALHA et al., 2001).

Durchfihrung:
Es wurden Mini-Agarplatten (Durchmesser: 5,25 cnif) BiHlIY2 + Tet. [25 pg/ml] mit und

ohne Xylose in einer Endkonzentration von 0,5 %vjwlergestellt, denen Methylviologen
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(Fa. Sigma) ausgehend von einer 2,5 M Stammldsueigier Endkonzentration von 0,2 mM
oder Hydroxyurea (Fa. Sigma) ausgehend von einér M, Stammlosung in einer
Endkonzentration von 25 mM zugesetzt war. AusgehamdUN Vorkulturen wurden 5 ml
frisches BHIY%2 + Tet. [25 pg/ml] 1:200 angeimpft ubid zu einer Oy, von 1 bei 37 °C
unter Schatteln inkubiert. Nach dem Erreichen dmvighschten OD wurden die Zellkulturen
mit Medium seriell verdiinnt (18- 10°) und die Mini-Agarplatten mit den unterschiedliohe
Verdinnungen mittels steriler Wattetupfer punktfiirangeimpft. Die Inkubation der Platten
erfolgte UN fiir 24 h bei 37 °C unter aeroben unsl \akitere Kontrolle unter anaeroben

Bedingungen (Fa. BD; GasP&kEZ Anaerobe Container System).

2.8 Untersuchung der Biofilmbildung bei S. aureus

Zur Untersuchung, ob die Uberexpression ygoFG einen Einfluss auf die Biofilmbildung
von S. aureushat, wurden die Xylose-induzierbaren Stamme 8325HIL000pTVicRK,
8325-4 SH1000pTvicRK(Y306N) und der Vektor-Kontstdmm 8325-4 SH1000pTX15 in
Anwesenheit oder Abwesenheit von 0,5 % (w/v) Xylasalie Versuche eingesetzt. Dazu
wurde Flissigmedium aus einer BHI-Charge hergéstdié sich durch experimentellen
Befund als besonders geeignet flr die Bildung $oraureusBiofilmen erwiesen hat (Fa.
Oxoid; BHI, CM225, Lot/Ch.-B.: 283622). Als Trageaterial fur die Biofilmbildung wurden
96-Well-Polystyren-Mikrotiterplatten (Fa. Nunc, FREcroWell™ Plates, Polystyrene Clear,
#167008) verwendet. Ausgehend von UN-Vorkulturerrdea 5 ml frisches BHI + Tet.
[25 pg/ml] mit oder ohne Xylose, z.T. auch mit Glge supplementiert, 1:200 mit
Zellsuspension versetzt, gevortext und je Vertigfomt 180 ul beschickt. Die Inkubation der
Platten erfolgte UN fiir 24 h bei 37 °C unter aergl®-limitierten (7 % CQ) und anaeroben
Bedingungen (Fa. BD; GasPdk EZ Anaerobe Container System). Nach der Inkubation
wurde das Medium vollstandig entfernt und jede Méunhg der Mikrotiterplatte zweimal mit
je 200 pl Puffer WP (50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCH ,5) gewaschen. Nach Verwerfen
des Puffers wurden die Platten bei 37 °C fir 45 getrocknet. Zum Farben der Biofilme
wurden die Vertiefungen fir 30 s mit je 80 ul 0,1(%év) Safranin O (Fa. Merck) inkubiert
und nach Verwerfen der Farbeldsung erneut mit 18®uffer WP gewaschen und getrocknet.
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2.9 Biochemische Arbeitstechniken
2.9.1 Rekombinante Uberexpression der C-His-getaggten Yyc-Proteine

2.9.1.1 Der groESL konstitutiv exprimierende Vektor pREP4groESL(MT)

Basierend auf der Methodik einer Literaturstellei@iIN et al., 1995) sollten das bakterielle
Chaperon GroEL und dessen Cofaktor GroES in desidser Arbeit fir die rekombinante
Expression vors. aureusProteinen verwendetds. coliStammen exprimiert werden, um die
Loslichkeit der exprimierten Proteine zu erhdheronkiet sollte so die Bildung von
sogenannten inclusion bodies”, also hochmolekularenléslichen Proteinaggregaten,
verhindert oder zumindest vermindert werden, umds® Ausbeuten an verwertbarem,
I6slichen Protein fur die Aufreinigung und die nfdgenden Versuche zu erhdhen. Zu
diesem Zweck wurde als Ausgangsvektor fur die Kdomg ebenfalls das Plasmid pREP4
(Fa. Qiagen) verwendet, das in dem pQE-Expresgietesn (Fa. Qiagen; The QIAexpress
System) im Rahmen der Genexpressionskontrolle satgewird und dort als Trager desl
codierten Inhibitors zur itrans-Repression des auf den pQE-Expressionsplasmidéarten
T5-Promotors dient. Im Gegensatz zmrEIN et al. (1995) wurde das Plasmid allerdings so
konstruiert, dass es keine induzierbare Coexpnessiondern eine konstitutive Expression
von groESLermdglicht. Um diesen Unterschied kenntlich zu ines¢ wurde das resultierende
Plasmid pREP4groESL(MT) genannt. Die konstitutivepiession vongroESL hat den
Vorteil, dass im Expressionsstamm weniger zelluRessourcen auf die Transkription und
Translation des Chaperons und mehr Ressourcen iaufExpression des eigentlichen
Zielproduktes verwandt werden. So bleibt der Voder Coexpression von GroESL erhalten,
und zusatzliche Chaperone zur korrekten Faltungrdkombinanten Proteine stehen im
Expressionsstamm zur Verfiugung. Es handelt sichr begadem origindren pREP4 um ein
~low-copy” Plasmid, aber trotzdem gewébhrleisten needd Kopien pro Zelle, dass es im pQE-
Expressionssystem zu einer starken Regulation el@mbinanten Expression kommt (Fa.
Qiagen; The Expressioni&t Handbook 06/2003). Fiir die konstitutive Expression
groESL anstelle vonlacl kann also fur das pREP4groESL(MT) Plasmid einechléohe
Kopienzahl und ein positiver Effekt auf die Loskelit der rekombinant exprimierten

Proteine vorausgesetzt werden.

Eine Vektorkarte von pREP4 und pREP4groESL(MT) dt sich im Anhang (7.5.3 und
7.5.4).
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2.9.1.2 Der Proteinexpressionsvektor pET22b

Der C-terminal His-getaggte Proteinexpressionsvektor pET22b gehodizer Familie von
kommerziell verfugbaren Vektoren, die fur das Keen und die Expression von
rekombinanten Proteinen iB. coli verwendet werden. Die Entwicklung des pET-Systems
(Merck-Novagen, Darmstadt) geht auf die ForschungenSrubier und Kollegen (SUDIER
and MoFFATT, 1986; ROSENBERG et al., 1987; ®UDIER et al., 1990) zurtck. Das
Grundprinzip bei all diesen Vektoren beruht dardags ein Zielgen mittels Klonierung in ein
pET-Plasmid eingebracht und so unter die Expreskantrolle des starken Bakteriophagen-
Promotors T7 gebracht wird. Die sehr hohe Spetitigs T7-Promotors fur die T7-RNA-
Polymerase sorgt dafir, dass das Zielgen nur ineSewheit von dieser transkribiert wird. Im
Vektor pET22b befindet sich die fur sechs HistiRaste (His) codierende Sequenz
stromabwarts der Multiple Cloning Sites (MCS), sassl jedes Zielgen mit einem
C-terminalen HigTag exprimiert wird. Der C-HisTag erlaubt nach der Proteintranslation
die Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitatschromatogphie. Die Induktion der Transkription
erfolgt durch die Bereitstellung der T7-RNA-Polyragse seitens des Expressionstamms und
durch die externe Zugabe von Isoprofyb-thiogalactopyranosid (IPTG). Der Expressions-
stammE. coli BL21(DE3) und die abgeleiteten Stamme C41(DE3) GA8(DE3) sind, wie
indiziert, Lysogene des Bakteriophagen DE3 undtbesidurch die Insertion des Phagen im
Chromosom dagacl-Gen und das Gen fur die T7-RNA-Polymerase, weloneter der
Kontrolle deslacUV5Promotors steht. Der durclacl codierte Repressor verhindert in
Abwesenheit von Lactose bzw. dem vin coli nicht metabolisierbaren Substratanalogon
IPTG, welches alternativ zur Induktion verwendetrdyisowohl die Transkription der
T7-RNA-Polymerase als auch die des Zielgens auf ple22b Plasmid. Ferner befindet sich
auf dem pET22b Plasmid, unmittelbar stromaufwaes MCS, diepelB-Signalsequenz.
Diese wird zusammen mit dem Zielgen transkribiexd sorgt dafiir, dass das C-kRrotein

nach der Translation in das Periplasmaklesoli-Expressionstamms transportiert wird.

Eine Vektorkarte von pET22b mit einer Ubersicht &onierungs- und Uberexpressions-

region findet sich im Anhang (7.5.5).



Material und Methoden 39

2.9.1.3 Der Proteinexpressionsvektor pET22lApelB

Fur die rekombinante Proteinexpression in dieséefmwurde das vom Vektor pET22b (s. a.
2.9.1.2) abgeleitete Plasmid pET2peIB (SAss and BERBAUM, 2007) verwendet, das durch
die Deletion derpelB-Signalsequenz charakterisiert ist. In der MCS \a#iT22b liegt
unmittelbar stromaufwérts des 5-Endes plelB-Signalsequenz einddd-Schnittstelle und
das 3"-Ende der Signalsequenz bildet etgd-Schnittstelle. Durch den enzymatischen
Verdau mitNdd (,sticky end”) und denMsd-IsoschizomeiMIuNI (,blunt end”) erfolgte die
Deletion derpelB-Signalsequenz aus der MCS. Die kohasiven 5 -Emtsngeschnittenen
Vektors wurden nachfolgend durch die DNA-PolymerAkgvitat des Klenow-Fragments
aufgeflllt, so dass mittels der T4-DNA-Ligase gjpint end” Religation des 5"- mit dem 3’-
Ende, unter Eliminierung détdd- und Msd-Schnittstelle, erfolgen konnte ASs, 2005). Als
Konsequenz ergibt sich bei der Verwendung des pBARAB-Vektors, dass die
rekombinant exprimierten C-Higetaggten Proteine nicht im Periplasma, sondern im

Cytoplasma dek. col-Expressionsstammes angereichert werden.

Die zur rekombinanten Proteinexpression fur diesbeA konstruierten und verwendeten
Vektoren pET22BpelBvicR, pET22ApelBvicK, pET22iApelBvicK(Y308N), pET22hpelB
yycH und pET22hpelByycl wurden bei der initialen Klonierung, alder Transformation
ausgehend vom Ligationsansatz, zunachst in eineiscBenwirt elektroporiert. Der daflr
verwendeteE. coliStamm K12 JM109 besitzt, bedingt durch seimenA- und endA-
Phanotyp, eine hohe Transformationseffizienz. ksein Stamm kann ferner mangels einer
T7-RNA-Polymerase keine Proteinexpression staimdDieser Umstand tragt dazu bei, dass
die Problematik der Plasmidinstabilitéat in diesetann praktisch nicht gegeben ist, da ob
der fehlenden Mdglichkeit zur Expression von rekorabten Genen auch keine fir den
Zwischenwirt toxischen Genprodukte entstehen konhech der erfolgreichen Etablierung
im Zwischenwirt lassen sich so, aufgrund des ncemaVachstums und den einhergehend
guten Raten bei der Plasmidpraparation, die Exjomresslasmide leicht in gro3er Anzahl aus
dem Zwischenwirt gewinnen und zur Transformatiors denalen Expressionsstamms

einsetzen.

Eine Vektorkarte von pET22pelB und eine Ubersicht der Klonierungs- und

Uberexpressionsregion auf dem Vektor befinden isicAnhang (7.5.6).
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2.9.1.4 Expression der C-Hig-getaggten Proteine YycF & YycH

Ausgehend von UN-Kulturen wurden je 500 ml LB-Mediuim 3l-Erlenmeyerkolben)
versetzt mit Amp. [40 pg/ml] und Kana. [25 pg/mll:1@0 mit den Stadmmen
BL21(DE3)pREP4groESL(MT) pET22pelBvicR bzw. BL21(DE3)pREP4groESL(MT)
pET22\pelByycH angeimpft und im Wasserbad (Fa. Julabo;28Véder SW22) unter
Schitteln (120 rpm) bis zu einer @pvon 0,5 — 0,6 inkubiert. Nach dem Erreichen dieser
OD erfolgte die Induktion mit IPTG (Fa. Fermentas)einer Endkonzentration von 1 mM
und die weitere Inkubation fur 4 h mit anschlief@ndellernte (Fa. Thermo Fisher Scientific,
Sorvall Evolution; Rotor SLC-4000, 6000 rpm, 6 mRT, Acc. 3, Br. 2). Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet mit insgesamtnilSerst 10 ml, dann 5 ml) eiskaltem
Lysispuffer (50 mM NakPQ,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8) resuspendiertgin

steriles 50 ml-Falcontube Uberfihrt und bis zurtgren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.9.1.5 Expression der C-Hig-getaggten Proteine YycG, YycG(Y308N) & Yycl
Ausgehend von UN-Kulturen wurden je 1000 ml LB-Medi (im 5I-Erlenmeyerkolben)
versetzt mit Amp. [40 pg/ml] und Kana. [25 pg/mll:2@0 mit den Stdmmen
C43(DE3)pREP4groESL(MT) pET22pelBvicK, C43(DE3)pREP4groESL(MT) pET22b
ApelBvicK(Y308N) bzw. C43(DE3)pREP4groESL(MT) pETZgkelIByycl angeimpft und
im Wasserbad (Fa. Julabo; SW20 oder SW22) unteiittath (120 rpm) bis zu einer Q&
von 0,5 — 0,6 inkubiert. Nach dem Erreichen di€3Brerfolgte die Induktion mit IPTG (Fa.
Fermentas) in einer Endkonzentration von 1 mM uedaeitere Inkubation UN fiir 16 h. Am
nachsten Tag erfolgte die Zellernte (Fa. ThermddfisScientific, Sorvall Evolution; Rotor
SLC-4000, 6000 rpm, 6 min, RT, Acc. 3, Br. 2). Didverstand wurde verworfen und das
Zellpellet mit insgesamt 20 ml (erst 15 ml, danmb eiskaltem Lysispuffer M1 (50 mM
NaH,PQy, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 2 mN3-Mercaptoethanol, 30 % (v/v) Glycerin,
pH 8) resuspendiert, in ein steriles 50 ml-Falcbatulberfihrt und bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.9.2 Ni-NTA-Affinitatschromatographie zur Proteinaufrein igung

2.9.2.1 Die C-Hiss-getaggten Proteine YycF & YycH
Die in Lysispuffer (50 mM NabkPO;, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8) bei -20 °C
gelagerten Zellpellets wurden auf Eis aufgetaut,jeweils 15 pl [10 mg/ml] Lysozym (Fa.
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Sigma; #62971) versetzt, gevortext und fur 30 muh Bis inkubiert. Der Zellaufschluss
erfolgte mittels eines Ultraschall-Desintegratdfs.(Branson; Sonifi€' W250, Schallkopf
Typ ,102%, Duty Cyle 100 %, Output Control (Microigl Limit) 5, Timer on hold) mit

8 Impulsen fir 10 s mit Unterbrechung und einersewenzeitlichen Kuhlung far 15 s auf
Eis. Das Zelllysat wurde auf Eis jeweils mit 15[u0 mg/ml] RNase A (Fa. Sigma-Aldrich,
from bovine pancreas) und 15 pl [5 mg/ml] DNasé~4.(Sigma, from bovine pancreas)
versetzt, gevortext und fur 15 min auf Eis inkubi@®ie Sedimentation von Zelltrimmern,
nicht lysierten Zellen etc. erfolgte mittels Zehigation (Fa. Heraeus, Multifuge 1 S-R; Rotor
FA12.94, 10300 rpm, 10 min, 4 °C, Acc. 9, Br. 9grberstand wurde jeweils in ein neues,
steriles 50 ml-Falcontube uberfuhrt, zum Entfernen letzten festen Bestandteilen erneut
zentrifugiert und in ein steriles Falcontube delattAlle weiteren Arbeitsschritte erfolgten
bei 4 °C Umgebungstemperatur im Kihlraum. Das Lysatl2,5 ml) wurde mit 1 ml
50 %iger Nickel-Nitrilotriessigsdure-Agarose (Ni-NIAgarose) (Fa. Qiagen) versetzt und
zum Anbinden der C-Hisgetaggten Proteine im Batch-Verfahren fir 2 h urRéihren
inkubiert. Eine zuvor mit 3 ml Lysispuffer &quilierte Polypropylen-Saule (Fa. Qiagen)
wurde mit dem Lysat beladen. Nach dem AbsetzenNiNTA-Agarose wurde diese mit
4 m| Puffer W1 (50 mM NakPO;, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8) bzw. mit 4 ml
Puffer W2 (50 mM NakPQO,, 300 mM NaCl, 40 mM Imidazol, pH 8) gewaschen fégten

5 Elutionsschritte mit je 300 ul Elutionspuffer (88M NaHPQ;, 300 mM NacCl, 300 mM
Imidazol, pH 8). Die Eluate wurden in 2 ml-EpperfeReaktionsgefalRen aufgefangen, zur
Stabilisierung der Proteine mit Glycerin in einerdkonzentration von 50 % (v/v) versetzt,
bis zum Erhalt einer homogenen Suspension wiedesobichtig invertiert und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Alle zwischenzeitlichen S&aulendurchflisse wurdereimem 15 ml-Falcontube aufgefangen
und bis zur SDS-PAGE-Analyse bei 4 °C gelagert.

2.9.2.2 Die C-Hiss-getaggten Proteine YycG, YycG(Y308N) & Yycl

Die in Lysispuffer M1 (50 mM NakPQ, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 2 mM
B-Mercaptoethanol, 30 % (v/v) Glycerin, pH 8) bed "X gelagerten Zellpellets wurden auf
Eis aufgetaut, mit jeweils 20 ul [10 mg/ml] Lysozyfa. Sigma; #62971) versetzt, gevortext
und far 30 min auf Eis inkubiert. Der Zellaufscltduerfolgte mittels eines Ultraschall-
Desintegrators (Fa. Branson; Soniflerw250, Schallkopf Typ ,102 Duty Cyle 100 %,
Output Control (Micro Tip Limit) 5, Timer on holdmit 8 Impulsen fir 10 s mit
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Unterbrechung und einer zwischenzeitlichen Kuhléimgl5 s auf Eis. Das Zelllysat wurde
auf Eis jeweils mit 20 pl [10 mg/ml] RNase A (Fagi@a, from bovine pancreas) und 20 pl
[5 mg/ml] DNase | (Fa. Sigma, from bovine pancreasketzt, gevortext und fir 15 min auf
Eis inkubiert. Die Sedimentation von Zelltrimmenicht lysierten Zellen etc. erfolgte mittels
Zentrifugation (Fa. Heraeus, Multifuge 1 S-R; Rd&é12.94, 10300 rpm, 10 min, 4 °C, Acc.
9, Br. 9). Der Uberstand wurde jeweils in ein newssriles 50 ml-Falcontube lberfiihrt, zum
Entfernen von festen Bestandteilen erneut zentaftigund in ein steriles Falcontube
dekantiert. Zum Sedimentieren der ZellmembranenMathbranproteine wurde jedes Lysat
(~ 20 ml) ultrazentrifugiert (Fa. Thermo Fisher &xtific, Sorvall Discovery M120SE; Rotor
S80-AT3, 58000 rpm, 60 min, 4 °C, Acc. 9, Br. 9prMberstand wurde fiir die weitere SDS-
PAGE-Analyse in ein steriles Falcontube dekanti®to Proteinaufschluss wurden die
Membranpellets auf Eis mit insgesamt 4 ml Lysispuff12 (50 mM NaHPQO,, 300 mM
NaCl, 25 mM Imidazol, 2 mM3-Mercaptoethanol, 39 mM n-Dodedfytb-Maltosid, 30 %
(v/iv) Glycerin, pH 8) mit einem Glasstab in den E#ugenbechern zu groben Flocken
resuspendiert und in einem sterilen 15 ml-Falcomtudreint. Die vollstandige Resuspension
erfolgte auf Eis unter Ruhren fur 30 — 45 min béC4Umgebungstemperatur im Kiuhlraum.
Es erfolgte eine erneute Ultrazentrifugation zurdi®entation aller nicht gelGsten
Bestandteile (Fa. Thermo Fisher Scientific, SonRikcovery M120SE; Rotor S80-ATS3,
42000 rpm, 30 min, 4 °C, Acc. 9, Br. 9). Alle wedr Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C
Umgebungstemperatur im Kihlraum. Der Uberstand evimdein steriles 15 ml-Falcontube
Uberfuhrt, mit 1 ml 50 %iger Nickel-Nitrilotriessgure-Agarose (Ni-NTA-Agarose) (Fa.
Qiagen) versetzt und zum Anbinden der CgHjstaggten Proteine im Batch-Verfahren fur
2 h unter RuUhren inkubiert. Eine zuvor mit 3 ml isypmiffer M1 &quilibrierte Polypropylen-
Saule (Fa. Qiagen) wurde mit dem Membranproteitigeal Uberstand beladen. Nach dem
Absetzen der Ni-NTA-Agarose wurde diese mit 4 miff@fluWM1 (50 mM NaHPQO,,
300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 2 mM3-Mercaptoethanol, 3,9 mM n-Dodedyip-
Maltosid, 30 % (v/v) Glycerin, pH 8) bzw. mit 4 iauffer WM2 (50 mM NakHPQ,, 300 mM
NaCl, 40 mM Imidazol, 2 mM3-Mercaptoethanol, 3,9 mM n-Dodedyb-Maltosid, 30 %
(v/v) Glycerin, pH 8) gewaschen. Es folgten 6 Elosschritte mit je 200 ul Elutionspuffer M
(50 mM NahBPQO;, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol, 2 mi@Mercaptoethanol, 3,9 mM n-
Dodecyl{f3-D-Maltosid, 30 % (v/v) Glycerin, pH 8). Die Eluateurden in 2 ml-Eppendorf-
ReaktionsgefaRen aufgefangen, zur Stabilisierung Ri®teine mit Glycerin in einer
Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt, bis zumhai einer homogenen Suspension

wiederholt vorsichtig invertiert und bis zur wegarVerwendung bei -20 °C gelagert.
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Alle zwischenzeitlichen Saulendurchflisse wurdereimem 15 ml-Falcontube aufgefangen
und bis zur SDS-PAGE-Analyse bei 4 °C gelagert.

2.9.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels Bradérd-Test

Die Methode zur Proteinbestimmung nach Bradfor&kaf@-orD, 1976) beruht auf der

Beobachtung, dass sich das Absorptionsmaximum ddssteffs Coomassie Brillant Blue

G250 in saurer Lésung unter Proteinanbindung vob @& nach 595 nm verschiebt. Im
Vergleich zu anderen Methoden der Proteinbestimmzeighnet sich der Bradford-Test
durch seine hohe Kompatibilitat zu den oft, nebam dProteinen, noch in den Proben
enthaltenen Substanzen aus. Insbesondere sei Ufiediea Unempfindlichkeit gegenuber
hohen Konzentrationen von Salzen und Glycerin vesem, wie sie zur Proteinstabilisierung
oft in Lagerpuffern vorkommen. Zur Erstellung vorthgeraden wurde BSA (bovine serum

albumin) als Standard verwendet.

Durchfihrung:
Zunachst wurde durch eine 1:5-Verdiunnung mit Milk@s dem Protein-Assay-Konzentrat

(Fa. Bio-Rad; Protein Assay Dye Reagent Concenteste Gebrauchslésung hergestellt. Zur
Proteinbestimmung wurden ausgehend von einer B&Audtosung [2 mg/ml] Eichgeraden
fur drei Messbereiche erstellt: 1) 2 — 20 ug (2otritte), 1) 20 — 60 pg (10 pg Schritte) und
[lI) 70 — 140 pg (10 pg Schritte). Die Standardsdem mit MilliQ auf ein fixes Volumen
von 100 pl aufgefillt. Von den Eluaten mit unbekanrKonzentration wurden 5 ul oder 10
ul, entsprechend der Auswertung der SDS-PAGE-Aralgbenfalls mit MilliQ auf 100 ul
aufgeftllt. Die Standards und Proben wurden in 8tghgn-Klvetten (Fa. Sarstedt,
10x10 mm, Lichtweg 10 mm) jeweils mit 3 ml Gebrasiéisung vermischt und fir 5 min bei
RT inkubiert. Die Bestimmung der Absorption bei 585 erfolgte gegen einen Leerwert im
Photometer (Fa. Shimadzu, UV-160). Die Ermittlungr dProteinkonzentration erfolgte
innerhalb des passenden Messbereichs Uber digettispde Eichgerade.

2.9.4 Dialyse und Lagerung der rekombinant exprimierten Yyc-C-Hisg-Proteine

Zur Entfernung des bei der Ni-NTA-Affinitatschrorogtaphie zur Elution der Proteine
verwendeten Imidazols und des in einigen FallenAfreinigung notwendigen n-Dodecyl-

[3-D-Maltosids oder generell zum Pufferaustausch etdadige Dialyse der Protein-Eluate Uber

eine semipermeable Membran. Es wurde das SlideZzed® System (Fa. Thermo Fisher
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Scientific; Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes (Ex®trength), 10.000 MWCO; 0.1 — 0.5 ml)
verwendet. Nach der Proteinbestimmung mittels BratiTest wurden einzelne Eluate zu
einem Endvolumen mit 510 pl vereinigt. Die Dialysdolgte in drei Schritten mit einem
Verhéltnis von Dialysepuffer zu Probenvolumen vawegils 600:1. Die Inkubation der
Dialysekassetten im vorgekiuhlten (4 °C) Dialysepuferfolgte bei den ersten beiden
Schritten fur je 2 h unter Ruhren bei 4 °C Umgelsteigperatur im Kuhlraum. Der letzte
Inkubationsschritt wurde unter gleichen Bedinguntign~ 16 h UN durchgefiihrt. Nach der
Dialyse wurde mit allen Proteinen fur die ansteleneveiteren Anwendungen eine finale
Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Test Hgefihrt, und es folgte, bis zur

weiteren Verwendung, die Lagerung bei -20 °C.

Dialysepuffer | (Lagerpuffer I):
(50 mM NaHPQ,, 300 mM NacCl, 50 % (v/v) Glycerin, pH 8)

Dialysepuffer Il (Lagerpuffer II):
(50 mM HEPES, 200 mM KCI, 50 % (v/v) Glycerin, pj 8

2.9.5 SDS-Page zur Analyse von Proteinen

Die SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamidel electrophoresis/ Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) wan diskontinuierlichen Auftrennung von
Proteinen verwendet. Nach der EinfihrungglumLi, 1970) entstanden zahlreiche Protokolle
und Anwendungen, die aber alle auf den gleichenmdehen und physikalischen
Grundprinzipen beruhen. Durch die Anwesenheit vbBi$ $sodium dodecylsulfate/ Natrium-
dodecylsulfat) im Proben- und Laufpuffer kommt e=ben der Denaturierung der in der
Probe enthaltenen Proteine wahrend der Elektrophorauch zu einer negativen
Ladungsmaskierung, so dass die Proteine in einaretaen Gelmatrix aus Acryl- und
Bisacrylamid bei einem alkalischem pH-Wert nur néaler molekularen Masse aufgetrennt
werden. Durch die angelegte Spannung kommt es sineu gerichteten, fast ausschlief3lich
von der Masse abhangigen, unterschiedlich schn@landerung im angelegten elektrischen
Feld.

Soweit es in den einzelnen Abschnitten dieser Aroeht abweichend aufgefiihrt ist, wurden
die SDS-PAGEs wie folgt durchgefihdie Proben wurden mit 5x SDS-Probenpuffer (nach
Fa. Qiagen: 0,225 M Tris/HCI, 50 % (v/v) Glycerib,% (w/v) SDS, 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau, 0,25 M DTT) versetzt und fir 5 rbai 95 °C im Wasserbad inkubiert. Die
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Proben wurden nachfolgend in diskontinuierliche eGalit einem 4 %igen Sammel- und
einem 10 %igen Trenngel (Tabelle 2.5) eingesetzter DLauf erfolgte in einer
Elektrophoresekammer (Fa. Bio-Rad; Mini-PROTEAN®HIectrophoresis Cell) mit Tris-
Glycin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % W/SDS, pH 8,5) als Anoden- und
Kathodenpuffer. Die angelegte Spannung betrug zginBedes Laufes konstant 100 V und
wurde auf konstant 120 V erhoht, nach dem die kanffca. 0,5 cm ins Trenngel gewandert

war.

Tabelle 2.5: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgiélr die SDS-Page (fiir 2 Gele

L6sungen Trenngel (10 %ig) Sammelgel (4 %iQ)
40 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 0,50 ml

3 M Tris, pH 8,5 2,50 ml -

1 M Tris + 0,8 % (w/v) SDS - 0,60 ml

ag. dest. 8,44 ml 3,73 ml

20 % SDS 0,20 ml -

APS [21 mg/ml] 0,20 ml 0,16 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml

Zur Detektion der Proteinbanden wurden die SDS-PAZ&Ee fir 5 — 30 min in Farbeldsung
(0,25 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R-250, 45 9v] Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure)
gefarbt, und tberschissiger, unspezifisch gebumdearestoff wurde anschliel3end durch die

Inkubation UN in Entfarbelésung (45 % (v/v) Meth&ri® % (v/v) Essigsaure) entfernt.

2.9.6 Crosslinking von Proteinen mit Formaldehyd

Mit Ausnahme von sogenannten ,zero-length Crosslink hat Formaldeyhd von allen

Crosslinking-Reagenzien die kirzeste Cross-Lini@pgnne (~ 2 — 3 A), was mit hoher
Zuverlassigkeit den Nachweis von spezifischen Rrdeeotein-Interaktionen erlaubt. Die

einzelne Carbonyl-Gruppe des Formaldehyds fungiabei als homobifunktionale Gruppe,
die Uber zwei chemische Mechanismen mittels Korfjagamit anderen reaktiven Gruppen
eine Verbindung eingehen kann. Bei der Mannich-Reakwelche typischerweise bei einer
Temperatur von 37 °C oder hoher Uber einen Zeitraom2 — 24 h flir akzeptable Ausbeuten
erfolgt, kondensiert das Formaldehyd mit priméaredero sekundaren Aminen oder
Ammonium-Salzen in einer Aminoalkylierungsreakti@esweiteren kann Formaldehyd mit
Aminen unter Bildung von hochreaktiven Immonium-idaen reagieren, welche ihrerseits
mit den in Proteinen enthaltenen Nukleophilen-Gamppon Aminoséauren, wie Sulfhydrylen,

Aminen, Phenolen und Imidazolen, unter Kondensagagieren. Die letztgenannte Reaktion
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verlauft schneller und ist bei Crosslinking-Reak&a von Proteinen unter Raumtemperatur-

Bedingungen die vorherrschende Reaktionthu and QRLSON, 2005).

Durchfiihrung nach NAbeau und G\RLSON (2005); modifiziert durch M. TRCK:

Da Formaldehyd in hohen Konzentrationen als kuties Polymer (Paraformaldehyd)
vorliegt, wurde zunachst eine niedriger konzengieSGtammlosung hergestellt, in der
Formaldehyd als Monomer vorliegt. Fir eine 500 mtdr8nlésung wurden in einem 15 ml-
Falcontube 75 mg Paraformaldehyd (Fa. Sigma) idiigelost und auf 5 ml aufgefullt.
Unter Verschluss wurde die Lésung fur 24 h bei A00m Heizblock (Fa. Biometra; TB1
Thermoblock) inkubiert. Die so hergestellte Losustgoei 4 °C fir mehrere Monate haltbar.
Um das Protein-Crosslinking in Abhangigkeit von déeit zu verfolgen, wurde fur
Zeitreihenexperimente folgender Standardansatz 1@ pl Endvolumen gewadhlt: in
Anwesenheit von 25 mM Formaldehyd und Crosslinktugfer wurden von jedem Protein
5 ug/20 ul Ansatzvolumen eingesetzt und der réstlidnsatz mit MilliQ aufgefullt. Die
Reaktion erfolgte bei 30 °C im Heizblock (Fa. Bidme TB1 Thermoblock). Nach
Prainkubation des Ansatzes fir 5 min im Heizblodbklgte die Initiation durch Zugabe des
Formaldehyds. Nach 5, 10, 15, 30 und 60 min wujderils 20 pl Probe enthnommen und
durch die Zugabe von 6,75 ul 4x LDS-Puffer (Faithogen; NUPAGE® LDS Sample Buffer
(4x): 106 mM Tris/HCI, 141 mM Tris, 2 % (w/v) LD30 % (v/v) Glycerin, 0,51 mM EDTA,
0,22 mM SERVA® Blue G250, 0,175 mM Phenolrot, pHb)8abgestoppt. Da das
Crosslinking durch Hitzeeinwirkung reversibel istIKANJANAKUMARI et al., 2002), wurde
das Probenmaterial direkt in die SDS-PAGE eingésE&wurden Tris-HEPES-SDS Pre-cast
Mini Gels (Fa. Thermo Fisher Scientific; 4 — 20 Yedétse Protein Gels, 10 wells, 1.0 mm)
und Tris-HEPES-SDS Laufpuffer (Fa. Thermo Fishere&dic; BupH Tris-HEPES-SDS
Running Buffer) verwendet. Die Detektion der Prob@inden erfolgte wie unter Punkt 2.9.5

beschrieben mit Coomassie.

5x Crosslinking-Puffer, pH 8:
250 mM HEPES (pH 8), 1 M KCI, 0,5 mM EDTA (pH 8){,5 % (v/v) Glycerin




Material und Methoden 47

2.9.7 Blau-Native-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE

Zur Analyse von nativen Proteinkomplexen, insbesoadur Untersuchung der molekularen
Masse und oligomeren Organisation von rekombinaxprimierten C-Hig-getaggten
(Membran-)Proteinen, wurde die Blau-Native-Poly&amjidgelelektrophorese (BN-PAGE)
nach HAGGERet al. (1994) in modifizierter Form (M.URcK) verwendet. Die Methode
beruht auf einer Ladungsverschiebung, bei der kditrephoretische Mobilitat der Proteine
bei einem fixen pH-Wert im Wesentlichen durch dielagerung des negativ geladenen
Farbstoffes Coomassie Brillant Blue G250 (hier: ®2&n positiv geladene bzw. hydrophobe
Bereiche bestimmt ist. Durch die Anlagerung an bptiobe Bereiche dient der Farbstoff
auch als Detergenz-Ersatz bei der elektrophoredrsé&uftrennung von Membranproteinen,
da er deren Loslichkeit erhoht und damit deren Aggtion verhindert (SHAGGER et al.,
1994).

Durchfihrung nach &1AGcGERet al. (1994); modifiziert durch M.URCK:

Zur Analyse der oligomeren Konformation der rekomaoit exprimierten Yyc-Proteine
wurden von den C-Hisgetaggten Proteinen YycF, YycH und Yycl je 5 pglwon den
C-Hiss-getaggten Proteinen YycG bzw. YycG(Y308N) je 10 mig Lagerpuffer | (50 mM
NaH,PO;, 300 mM NaCl, 50 % (v/v) Glycerin, pH 8) auf 10aufgefillt, mit 5 ul Coomassie
Brillant Blue R250 (0,5 %ig) versetzt und in eintNa-PAGE Gel (Fa. Bio-Rad; Tris-HCI
Ready Gel® Precast Gel, 4 — 20 % linear gradietiweéll, 30 ul) aufgetragen. Der Lauf
erfolgte in einer Elektrophoresekammer (Fa. Bio-Rdahi-PROTEAN® Il Electrophoresis
Cell) mit BN-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, ®0% (w/v) Coomassie Brillant Blue
R250, pH 8,5) als Kathoden- und Anodenpuffer. DaufLwurde unter Kihlung der
Elektrophoresekammer bei 4 — 7 °C, mit einer argiete Spannung von konstant 80 V fur
3,5 — 4 h durchgefiihrt. Die Detektion der Protenden erfolgte durch Inkubation des Gels in
Entfarbelosung (45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) igs&aure). Zur molekularen Grol3en-
bestimmung der Proteinkomplexe wurden die Migrastrecken der elektrophoretisch
aufgetrennten Mono- bzw. Oligomere in Relation ea §igrationstrecken der Proteine eines
BN-Standards gesetzt. Dieser Standard setzt sichk kommerziell erwerblichen,
wasserloslichen Nichtmembran-Proteinen zusammeaendaolekulare Gewichte und deren
Fahigkeit zur Bildung von oligomeren Komplexen bahkiasind. Da es zum Zeitpunkt der
Arbeiten an kommerziell verfugbaren Fertig-Standantdangelte, erfolgte, unter den oben
aufgefiihrten Elektrophorese-Bedingungen, die erpaitelle Etablierung eines eigenen
Protein-Standards. Die Proteine fir den Standamdevuals Lyophilisate bezogen (Fa. Sigma

und Fa. Merck) und wurden in einer Konzentratiom Yomg/ml in Lagerpuffer | (50 mM
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NaH,PO;, 300 mM NaCl, 50 % (v/v) Glycerin, pH 8) geldstdumei -20 °C gelagert.
Ausgehend von den Stammlésungen wurde wie in Tal#8 aufgefuhrt ein Mix fur den
Einsatz in der BN-PAGE hergestelit.

Tabelle 2.6: Protein-Standard fir die BN-PAGE, 165 puMix fiir 10 Ansatze a 15 pl.
Stammlbsung pl /165 pl Mix

BSA [2 mg/ml]* 20,63 3,75
Ovalbumin [2 mg/ml]* 41,25 7,50
Conalbumin [2 mg/mi]* 41,25 7,50
B-Lactoglobulin [2 mg/ml]* 20,63 3,75
Coomassie Brillant Blue R250 (0,5 %ig 41,25 18,75

* Proteine geldst in Lagerpuffer | (50 mM NgMO,, 300 mM NacCl, 50 % (v/v) Glycerin, pH 8)

2.9.8 Herstellung von multilamellaren Vesikeln (MLVSs)

Zur Konstruktion von multilamellaren Vesikeln (MLYswvurde zunachst eine definierte
Charge von Lipidfilmen hergestellt, so dass vedjyibare Aliquots mit Lipidfiimen in
ausreichender Zahl fur die weiteren Anwendungen \zenfigung standen. Dazu wurden
100 mg lyophilisierter, polarer Lipidextrakt vda. coli (Fa. Avanti Polar Lipids) in 5 ml
Chloroform/Methanol (1:1) und unter eineg-Schutzatmosphare fir 60 min bei RT geldst.
Die Suspension wurde unter Riuhren a 70 pl (entsptid mg Lipid) in 1,5 ml-Eppendorf-
ReaktionsgefalRen aliquotiert. Zur Evaporation désubgsmittels wurden die Aliquots flr
75 min bei 30 °C unter Vakuum (Fa. Vaccubrand, Memb/akuumpumpe MZ 2C)
zentrifugiert (Fa. Christ, RVC 2-18, Typ 100218)eReaktionsgefalle mit den Lipidfilmen
wurden unter einer Stickstoff-Schutzatmospharechdossen, in Plastikfolie eingeschweil3t,
vakuumiert und bis zur Verwendung bei -20 °C getage

Zur Herstellung von MLVs erfolgte die vollstandigispension der Lipidfiilme in einem
wassrigen Losungsmittel, so dass sich die Phogpteli aufgrund ihres amphiphilen
Charakters selbst zu Liposomen undefinierter Grofdd unterschiedlicher Anzahl an
Membranschichten zusammenlagern (,self-assembNachfolgend wurden aus den MLVs
unilamellare Vesikeln (ULVs) hergestellt, die imHRaen dieser Arbeit ausschlielich fur die

Phosphorylierungsexperimente verwendet wurden.

2.9.8.1 Herstellung von Lipid II- und C ss-P-dotierten Vesikeln

Zur Herstellung von Lipid ll-dotierten Liposomen wden zuné&chst dotierte Lipidfilme
hergestellt. Dazu wurde ein Aliquot mit 1,5 fagcoliLipidfilm (Abschnitt 2.9.8) mit 50 pg
Lipid Il (Mg = 1876 g/mol), gelést in Chloroform/Methanol (1:1yersetzt und durch
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grundliches Pipettieren vollstéandig darin resuspamtdDies entspricht einem Verhéaltnis von
Phospholipid zu Lipid Il von 31:1. Fur das Dotieraron Liposomen mit &-P
(Mg = 881 g/mol) wurde entsprechend verfahren. ZupBxation des Losungsmittels und die
nachfolgende Zwischenlagerung bei -20 °C wurden Aliguots wie unter Punkt 2.9.8

beschrieben unter Vakuum zentrifugiert bzw. aufibet.e

2.9.9 Herstellung von unilamellaren Vesikeln (ULVS)

1,5 mg dotierter oder undotierter Lipidfilm wurderst in 100 pl Kalium-Phosphat [100 mM]
pH 7,5 vollstandig resuspendiert, mit weiteren §0&alium-Phosphatpuffer versetzt und zu
einer homogenen Suspension aus multilamellaren k&kesi (MLVS) vermischt. Zur
Herstellung von unilamellaren Vesikeln (ULVs) mifohierter Grol3e wurde die Suspension
mit den MLVs 19-mal durch eine Polycarbonat-Memb(&a. Whatman; Nucleopore PC
Track-Etched Membran) mit einer Porengrd3e von d@0extrudiert. Es wurde der Mini-
Extruder der Fa. Avanti Polar Lipids nach Angabes Herstellers und unter Benutzung von
vier Filtersupports (Fa. Whatman Drain Disc 10mm £Z0300) pro Membran verwendet.

2.9.10Rekonstitution von rekombinanten C-His-getaggten Proteinen in ULVs

Die Rekonstitution von rekombinanten C-Hgetaggten Proteinen in  Liposomen
(Konstruktion von Proteoliposomen) erfolgte in Arsgeheit von Triton X-100 als
Detergenz, welches nachfolgend durch die ZugabeBiorBeads SM-2 (Fa. Bio-Rad) dem
Ansatz sukzessive wieder entzogen wurde. Bei dieSemgehen kommt es durch die
Titration mit Triton X-100, nach der Uberschreitumips Sattigungspunktes, zu einer
partiellen Solubilisierung der Liposomen und detsiEghung von gemischten Mizellen aus
Phospholipiden und Detergenz-Molekllen. Das zunsktierende C-Hisgetaggte Protein
wird dabei zu den im Uberschuss vorhanden gemisdiiteellen aus Detergenz und Lipiden
zugesetzt, was auch zu der Bildung von Lipid-DetapgProtein-Mizellen fuhrt. Durch
verschiedene Methoden, wie Dialyse, Gelfiltratidferdiinnung oder wie in diesem Fall
durch die Zugabe von Bio-Beads, wird dann das Qeter wieder aus dem Ansatz entfernt,
so dass am Ende nur noch Liposomen aus Phosphekpladeiben, in deren Membran die
Proteine eingebettet sindiRAuD and Levy, 2003).
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Durchfiihrung:

Je Ansatz wurden, ausgehend von einem 1,5 mg WUmpiddurch 19-malige Extrusion
zunachst ULVs in einem Volumen von 1 ml Kalium-Ppiestpuffer [L00 mM] pH 7,5 frisch
prapariert. Es folgte die Titration der Liposomem 1,25 pl-Schritten mit 20 %igem
Triton X-100 (Verdinnung mit Kalium-PhosphatpuffeDas Fortschreiten der Titration
wurde nach jedem Schritt sowie vor und nach jedkubation durch Messung der OD bei
540 nm verfolgt. Nach Uberschreitung des Punktes Digtergenzsattigung wurden die
Anséatze fir 20 min unter leichtem RiUhren bei RTulmikrt. Es wurden 50 pg C-His
getaggtes Protein zugegeben, was einem VerhalamsProtein zu Phospholipid von 1:31
entspricht. Es folgte die Inkubation fir 35 minemieichtem Ruhren bei RT. Die dreimal in
MilliQ vorgewaschenen Bio-Beads SM-2 (Fa. Bio-Rad)rden feucht und in einfacher
Menge in einem Verhaltnis von Detergenz zu Bio-Beadn 1:5 dem Ansatz zugegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 1 h unter leichteiimfen bei RT wurden erneut Bio-Beads in
einfacher Menge dem Ansatz zugesetzt. Es folgtenZdigabe der doppelten Menge Bio-
Beads und die Inkubation fur 16 h UN unter leichtBithren bei 4 °C. Am néchsten Tag
wurde erneut die einfache Menge Bio-Beads zugegebérder Ansatz fur 1 h bei 4 °C unter
leichtem Ruhren inkubiert. Zur Ernte der Proteddipmen und zum Pufferaustausch wurde,
nach dem Sedimentieren der Bio-Beads, der Ubersthgenommen, in Zentrifugenbecher
aus Polycarbonat Uberfiihrt und ultrazentrifugidfa.( Thermo Fisher Scientific, Sorvall
Discovery M120SE; Rotor S80-AT3, 80 krpm, 25 miB,°Z, Acc. 9, Br. 9). Der Uberstand
wurde verworfen oder fir spatere Analysen bei &¥Wischengelagert. Das Pellet mit den
Proteoliposomen wurde in 1 ml 1x CL10-Puffer (50 tMEPES, 500 mM KCI, 0,1 mM
EDTA, 5 mM MgCL, 0,5 mM DTT, 10 % (v/v) Glycerin, pH 8) resuspesrtiund 19-mal
durch eine Polycarbonat-Membran mit einer Porerngré®n 400 nm (Fa. Whatman;
Nucleopore PC Track-Etched Membran) extrudiert &aanti Polar Lipids; Mini-Extruder).
Die Proteoliposomen wurden erneut durch Ultrazmgation geerntet (Fa. Thermo Fisher
Scientific, Sorvall Discovery M120SE; Rotor S120-ATL20 krpm, 25 min, 25 °C, Acc. 9,
Br. 9). Der Uberstand wurde verworfen oder fiir sgitAnalysen bei 4 °C zwischengelagert.
Die Pellets wurden in 155 pl 1x CL10-Puffer resumpert und in 1,5 ml-Eppendorf-
ReaktionsgefaRen a 50 ul aliquotiert, mit flissig8titkstoff schockgefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert.
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2.9.11Phosphat-Test zur Bestimmung desFGehalts von Proteoliposomen

Um in den Phosphorylierungsassays gleiche MengenRroteoliposomen in den direkten
Vergleich zueinander einsetzen zu kdnnen, erfalgieh dem finalen Préaparationsschritt der
jeweiligen Proteoliposomenansatze, unmittelbar demn Einsatz in den Phosphorylierungs-
assays, eine Konzentrationsbestimmung der in detedliposomen enthalten Phospholipide
mittels Phosphat-Test (RseEret al., 1970). Als Standard wurde ausgehend voer &,5 M
Ammonium-Phosphat-Stammldsung, gelost in Wasser, Kkika; Sigma) durch Verdinnung
mit MilliQ eine Gebrauchslésung mit einer Konzetibm von 1 mM hergestellt. Zur
Kalibrierung der Proben mit unbekannter Phospha&ptration wurde mit der 1 mM
Phosphat-Gebrauchslosung eine Eichgerade von O riv@0 R erstellt. Die Proben bzw.
Standardkonzentrationen wurden jeweils in ein phapeies Reagenzglas (Fa. VWR, #212-
0016, test tubes, soda glas, 100 x 16.00 x 0.8ml round bottom) pipettiert und durch
Inkubation fir 20 min bei 140 °C eingetrocknet. Diroben und Standards wurden
nachfolgend jeweilig mit 0,3 ml 70 — 72 %iger Pdockaure versetzt und die Reagenzglaser
mit Glaskugeln verschlossen. Durch Inkubation filr thei 180 °C in einem Heizblock (Fa.
Stuart Scientific, block heater SHT200D) erfolgie saure Hydrolyse der Ansatze. Nach dem
Abkuhlen der Ansatze auf Raumtemperatur wurderedie$olgender Reihenfolge mit: 1 ml
MilliQ, 0,4 ml 1,25 %iger (w/v) Ammoniumheptamolyad und 0,4 ml 5 %iger (w/v)
Ascorbinséure versetzt. Die Ansatze wurden gevortexd unter Verschluss zur vollen
Auspragung der Farbreaktion fir 5 min im Wasseti@®5 — 100 °C inkubiert. Die Ansatze
wurden in kaltem Wasser abgekihlt und die Absongtiobei 797 nm gegen den Leerwert

bestimmt.

Zur Herstellung aller Losungen wurde ausschlieRlgosphatfreies Wasser (MilliQ)

verwendet. Ferner wurden sdmtliche Glaswaren vor&eh mit Chloroform gespuilt.

2.9.12Phosphorylierungsassays / Etablierung zweier Modelbysteme

Um nach der rekombinanten Protein-Expression détigggetaggten Kinasen YycG und
YycG(Y308N) zu tberprifen, ob diese nach der Aunirging noch enzymatisch aktiv waren,
wurdenin vitro-Phosphorylierungsassays durchgefuhrt. So sollie @nen tberprift werden,
ob die Kinasen in Anwesenheit von ATP Autophosphemyngsaktivitat zeigen und ferner,
inwieweit die Kinasen in der Lage waren, in einemchgeschalteten Schritt den Phosphatrest
auf den zugehdrigen Response-Regulator YycF zutragen. Um dies zeigen zu kdnnen,

wurde mit den rekombinant exprimierten C-getaggten Proteinen ein vitro-Detergenz-
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Mizellen-Modellsystem etabliert, mit dem zunachst Autophosphorylierung der Kinasen
und die subsequente Ubertragung eines Phosphatreste den Responseregulator in
Anwesenheit von radioaktivery®fPJATP und Detergenz gezeigt werden sollte.

Ausgehend von dem Detergenz-Mizellen-Modellsysteunde in einem weiteren Schritt ein
Modellsystem entwickelt, dass es erlaubt, die KerA@eoteine unter Bedingungen zu testen,
die wesentlich ndher an der tatséchlicirenmivo-Situation sind. Dabei ist es wichtig sich zu
vergegenwartigen, dass es sich bei den YycG- undGY{y308N)-Kinasen um Membran-
Proteine handelt, die durch zwei Transmembran-Demacharakterisiert sind. Bei der
in vivo-Situation kommt es durch die Einbettung des Pnstém die Cytoplasma-Membran
nicht nur zu einer raumlichen Ordnung der einzeliugktionalen Protein-Domanen, sondern
die Membran bildet durch ihren amphiphilen Charaldiech eine entscheidende Grol3e bei
der Ausbildung der nativen strukturellen Konforroati Dies stellt fur die korrekte
biologische Funktion eine absolute Notwendigkeitr dand kann deshalb auch fir
Untersuchungenin vitro nicht aul3er Acht gelassen werden. Um diesen Aspzekt
berticksichtigen, wurde ein zweites, Detergenz-$r&ibospholipid-Liposomen-Modellsystem
etabliert, bei dem die rekombinanten Kinasen ire ddplogische Membran bestehend aus
einem polaren Extrakt alscoli-Phospholipiden rekonstituiert wurden.

2.9.12.1Die C-Hiss-getaggten Proteine im Detergenz-Mizellen-Modell

Fur Phosphorylierungsassays in Detergenz-Mizellearden von den rekombinanten
Proteinen 1,5 pg je Ansatz eingesetzt. Die Phogtiborngsreaktion fand jeweils in einem
Gesamt-Volumen von 10 pl mit 1x CL3.5-Phosphorvingspuffer (50 mM  HEPES,
500 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgGJ| 0,5 mM DTT, 3,5 % (v/v) Glycerin, pH 8) statt.
Ferner wurde strikt darauf geachtet, dass keinez&uatnationsungleichheiten, insbesondere
Unterschiede in den lonen-Konzentrationen, bei imatgder zu vergleichenden Anséatzen
auftraten, wenn beispielsweise zu einem Ansatzewesiekombinante Proteine in Lagerpuffer
II (50 mM HEPES, 200 mM KCI, 50 % (v/v) GlycerinHp8) zugesetzt wurden und zu
anderen Ansétzen der Versuchsreihe nicht. Um demuideugen, wurde in solchen Fallen
das aquivalente Volumen von proteinfreiem Lagemgulf zu dem zu vergleichenden Ansatz
zugesetzt. Zur Initiation der Reaktion wurde zuejedAnsatz ein Mix aus ,kaltem“ und
.heiBem“ ATP in folgender Endkonzentration / mitgender Aktivitat gegeben: 25 uM ATP
(Fa. Sigma) und 4 pCi’P]ATP (Fa. Hartmann Analytic GmbH). Nach der Zugaheden
die Ansatze, soweit nicht anders angegeben, b€iC3in Wasserbad inkubiert. Zum
Abstoppen der Reaktion wurde jeder Ansatz mit S5uEDS-Probenpuffer (nach Fa. Qiagen:
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0,225 M Tris/HCI, 50 % (v/v) Glycerin, 5 % (w/v) &) 0,05 % (w/v) Bromphenolblau,
0,25M DTT) versetzt. Die Proben wurden nicht alfgdt, weil dieses zur
Dephosphorylierung der phosphorylierten Proteiriedii kann (BLLACK and $NGER, 2001)
bzw. fuhrt (Abschnitt 3.12.1.3). Stattdessen wurdas Probenmaterial zusammen mit dem
Probenpuffer direkt in SDS-PAGE Gele (Fa. InvitnogeluPAGE® Novex 10 % Bis-Tris
Gel 1.0 mm, 12 well) aufgetragen und mit SDS-Latfgyu(Fa. Invitrogen; NUPAGE®
MOPS SDS Running Buffer) bei konstant 200 V fiur B0n per Elektrophorese (Fa.
Invitrogen; XCell SureLock® Mini-Cell) aufgetrenntDa weder die Verwendung des
NuPAGE®-Antioxidants (Fa. Invitrogen) im Laufpuffeder inneren Kammer noch die
Zugabe des NUPAGE® Reducing Agents (Fa. Invitrogenglen Proben zu einer sichtbaren
Verbesserung des Gellaufs fuhrte, wurde — obwohldén Einsatz unter reduzierenden
Bedingungen vom Hersteller empfohlen — nach aniémgt Nutzung, auch aufgrund der
Toxizitat der Agenzien, von einer weiteren Verwemglun der SDS-PAGE abgesehen. Die
Detektion der phosphorylierten, radioaktiven Prdtenden erfolgte autoradiographisch
durch Belichtung eines Rdntgenfilms (Fa. GE Healtbr Hyperfilm MP 18x24 cm) und
dessen konventioneller Entwicklung (Fa. Kodak; NMiader 2000P).

2.9.12.2Rekonstitution von YycG und YycG(Y308N) in ULVs

Fur das Phospholipid-Liposomen-Modell wurden zustdakefinierte unilamellare Vesikel
(ULVs) mittels eines Extruders und einer PC-Membarengrof3e von 400 nm) aus einem
polaren Lipidextrakt vor. coliin Kalium-Phosphat-Puffer [100 mM] pH 7,5 hergéstén
die ULVs erfolgte dann die Rekonstitution der C4-tietaggten Histidin-Kinasen YycG oder
YycG(Y308N). Fur die Protein-Rekonstitution wurdabei ein Vorgehen gewahlt, bei dem
die ULVs mit dem Detergenz Triton X-100 zunachsteribden ersten Punkt der
Detergenzsattigung hinaus teilsolubilisiert wurdBwme Titration der Liposomen erfolgte in
1,25 pl-Schritten mit 20 %-igem Triton X-100 (verdii mit Kalium-Phosphat-Puffer), und
der Verlauf wurde nach jedem Schritt durch MessdiegAbs. bei 540 nm verfolgt. Zu den
im Uberschuss vorhandenen gemischten Mizellen aterenz und Phospholipiden erfolgte
die Zugabe der zu rekonstituierenden Proteine merai Verhaltnis von Phospholipiden zu
Protein von 1:31 (1500 pg Lipid + 50 pg Proteingbldn der Bildung von Mizellen aus
Lipiden und Detergenz fuhrt dies auch zur Bilduog Wizellen aus Lipiden, Detergenz und
Proteinen. Durch die nachfolgende Zugabe von BiaeBg(Fa. Bio-Rad), einem Adsorbens
aus Polystyren-Divenyl-Benzen, wurde nachfolgend d2etergenz wieder sukzessive

entfernt, so dass Proteoliposomen entstanden, dre@ndman prinzipiell von einer reinen
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unidirektionalen Orientierung (,inside-out”) der die Phospholipidmembran der Liposomen
eingebetteten Proteine ausgehen kann. Durch eméuteudieren fand nachfolgend neben
einem fur die Phosphorylierungsassays und fir disschenzeitliche Lagerung bei -70 °C
notwendigen Pufferaustausch (Kalium-Phosphat-Puffurbstituiert durch 1x CL10-
Phosphorylierungspuffer) auch wieder die Formatimm definierten ULVs statt. Dieser
Extrusionsschritt geht allerdings auf Kosten deriduektionalen Orientierung der
rekonstituierten Proteine, so dass nachfolgend eamer gleichmé&Rig bidirektionalen
Verteilung der Proteine in der Membran der Liposoraeisgegangen werden muss. Neben
dem aquilibrierenden Effekt des 1x CL10-Phospheryingspufferes fir die nachfolgenden
Phosphorylierungsassays erlaubte es dieser Pudfeerf nach dem Schockgefrieren mit
flissigem Stickstoff, eine stabile Lagerung derdie Membranen eingebetteten Proteine
bei -70 °C fur einen Zeitraum von mehreren Wochdardvonaten. Die Stabilitéat ist dabei
einerseits auf die erhohte Konzentration von Giyces Kryoprotektor im Puffer und
andererseits auch auf die Einbettung der Proteinginer Membran selbst ruckfuhrbar. Da
davon auszugehen ist, dass die strukturelle In&tgder Proteoliposomen durch das
Schockgefrieren und die nachfolgende Lagerung B@i’€ zerstort wird, erfolgte vor dem
Einsatz der Proteoliposomen in den Phosphoryliesasgpys ein erneuter Extrusionsschritt,
um definierte ULVs mit einem Durchmesser von ~ A@®herzustellen. Der Extrusionsschritt
erfolgte zum Pufferaustausch in 1x CL3.5-Phosphemyhgspuffer.

Der vollstandige Titrationsverlauf einer Dreifackdimmung von ULVs (1,5 mg/ml
Phospholipid in Kalium-Phosphat Puffer [100 mM] ptb), bei einer Abs. von 540 nm,
durch die schrittweise Zugabe von Triton X-100msAbbildung 2.1 dargestellt.
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Abbildung 2.1: Vollsténdige Titration von ULVs (1,5 mg/ml Phospholipid in Kalium-Phosphat Puffer [100 mM]
pH 7,5) durch die schrittweise Zugabe von Triton X-10. Bei der Protein-Rekonstitution wurde die Titration nach
dem ersten Punkt nach dem Erreichen der Detergenzdijung (V) nicht fortgesetzt, sondern es erfolgte die
Proteinzugabe zu den teilsolubilisierten Liposomen nd nachfolgend die fur die Rekonstitution notwendig,
sukzessive Entfernung des bis dahin zugesetzten Bejenz.

2.9.12.3Die C-Hiss-getaggten Proteine im Phospholipid-Liposomen-Modeél

Fur Phosphorylierungsassays mit in Liposomen rekarerten Proteinen wurden 50 ul eines
zuvor hergestellten und bei -70 °C gelagerten Bhp@somen-Aliquots auf Eis aufgetaut und
zur Aquilibrierung an den finalen Phosphorylieruiygfer mit 950 pl 1x CL3.5-Puffer
(50 mM HEPES, 500 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl0,5 mM DTT, 3,5 % (v/v)
Glycerin, pH8) versetzt, zu einer homogenen Suspan vermischt und zur
Wiederherstellung von unilamellaren Vesikeln 19-ghaich eine Polycarbonat-Membran mit
einer PorengréRe von 400 nm (Fa. Whatman; Nucleof® Track-Etched Membran)
extrudiert (Fa. Avanti Polar Lipids; Mini-Extruderfur Ernte der Proteoliposomen wurden
diese ultrazentrifugiert (Fa. Thermo Fisher ScfemtiSorvall Discovery M120SE; Rotor
S120-AT2, 120 krpm, 25 min, 25 °C, Acc. 9, Br. Ber Uberstand wurde verworfen oder zur
spateren Analyse bei 4 °C zwischengelagert. DaetRelrde je nach Gréf3e in 30 — 50 pl
1x CL3.5-Puffer resuspendiert. Um gleiche MengerPasteoliposomen und damit indirekt
auch gleiche Mengen der reaktionsbestimmenden ggeétaiggten Histidin-Kinasen YycG
bzw. YycG(Y308N) in den Phosphorylierungsassayseiméinder vergleichen zu kénnen,

wurde von jedem Proteoliposomen-Ansatz eine Drbeidestimmung des totalen
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anorganischen PhosphatgehaltesG@halt) mittels Phosphat-Test durchgefiuhrt (2.9.11)
Entsprechend den Ergebnissen des Phosphat-Testedenvudie Volumina der zu
vergleichenden Proteoliposomen-Ansatze so gewdalss gleiche Mengen im direkten,
gualitativen Vergleich zueinander standen. Jedeosptorylierungsansatz umfasste ein
finales Volumen von 10 pl und als Phosphorylierygdgier wurde unter Beriicksichtigung
der bereits in den Proteoliposomen-Praparationeéhattanen Reagenzien 5x CL3.5-Puffer
(250 mM HEPES, 2,5 M KCI, 0,5 mM EDTA, 25 mM MgCR,5 mM DTT, 17,5 % (v/v)
Glycerin, pH 8) so zugesetzt, dass die Reaktiorzopen auf das Gesamtvolumen, in
Anwesenheit von einfach konzentrierten CL3.5-Pufi#attfand. Ferner wurde darauf
geachtet, dass keine Konzentrationsungleichhemsbgesondere Unterschiede in den lonen-
Konzentrationen, auftraten, wenn beispielsweiseinam Ansatz extern der C-ligetaggte
Responseregulator YycF in Lagerpuffer II (50 mM HES, 200 mM KCI, 50 % (v/v)
Glycerin, pH 8) zugesetzt wurde und zu anderen &esader Versuchsreihe nicht. Um dem
vorzubeugen, wurde in solchen Fallen das aquivalevblumen von proteinfreiem
Lagerpuffer Il zu dem zu vergleichenden Ansatz zegeg. Zur Initiierung der Phosphoryl-
ierungsreaktion wurde jeder Ansatz mit 4 p@rPJATP (Fa. Hartmann Analytic GmbH)
versetzt und im Wasserbad bei 30 °C inkubiert. Zipstoppen der Reaktion wurde jeder
Ansatz mit 5 pl 5x SDS-Probenpuffer (nach Fa. Qiag®225 M Tris/HCI, 50 % (v/v)
Glycerin, 5 % (w/v) SDS, 0,05 % (w/v) Bromphenolbl®,25 M DTT) versetzt. Die Proben
wurden nicht aufgekocht, weil dies zur Dephospheryhg der phosphorylierten Proteine
fuhren kann (BLLACK and SNGER, 2001) bzw. fuhrt (3.12.1.3). Stattdessen wurds da
Probenmaterial zusammen mit dem Probenpuffer die®DS-PAGE Gele (Fa. Invitrogen;
NuPAGE® Novex 10 % Bis-Tris Gel 1.0 mm, 12 well¥getragen und mit SDS-Laufpuffer
(Fa. Invitrogen; NUPAGE® MOPS SDS Running Buffee) konstant 200 V fur 50 min per
Elektrophorese (Fa. Invitrogen; XCell SureLock® MGell) aufgetrennt. Auf die
Verwendung des NuPAGE®-Antioxidants (Fa. Invitropem Laufpuffer der inneren
Kammer und auf die Zugabe des NUPAGE® Reducing &sgéfa. Invitrogen) zu den Proben
wurde verzichtet (fur die Grinde siehe Abschnittd.22.1). Die Detektion der
phosphorylierten, radioaktiven Proteinbanden etéolgutoradiographisch durch Belichtung
eines Rontgenfiims (Fa. GE Healthcare; Hyperfim MEx24 cm) und dessen
konventioneller Entwicklung (Fa. Kodak; Miniload2d00P).
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3. Ergebnisse

3.1 Strukturelle Organisation desyyc-Operons in S. aureus

Anhand der frei zugénglichen Daten des vollstarstiguenzierten Genoms v& aureus
Stamm N315 (NC_002745 unter: http://www.ncbi.nlh.gov/) wurde mit den fir die ORFs
SA0017 — SA0021 hinterlegten Sequenzen ein Schewm&edguenzbereiches fur diese ORFs

erstellt, das um weitere bekannte und relevantailBedrganzt wurde (Abbildung 3.1).

polycistronisch mono-—
[ | [ |
GAID
Z’%ﬂ I yycG > yycH > yycl H :i D
(vicR) (vicK)

1 kb

Abbildung 3.1: MaRstabsgetreue, schematische Abbilcthg des Sequenzabschnittes, der die ORFs SA0017 A0S21
von S. aureus N315 umfasst. Eingezeichnet sind die bekannten Dégzur Operonstruktur. Die Bereiche, die fir
Transmembran-Domanen codieren (siehe auch Tabellel3, sind als ,schwarze Balken“ eingezeichnet.

Die Erkenntnisse zur mono- und polycistronischeprEssion der einzelnen Gene ggs
Operons basieren auf dersilico-Untersuchung deS. aureusMu50 Genoms (\ANG et al.,
2004). Die polycistronische Expression dgrcFGHEGene konnte ferner irS. aureus
SA137/93A durch eigene Arbeiten bestatigt werdemggn et al., 2007). Die stromabwaérts
vom putativero”-Promotor gelegenen GeggcFG die fiir die Sensor-Histidin-Kinase YycG
und den dazugehorigen Responseregulator YycF @iesind inS. aureusessentiell
(MARTIN et al., 1999). Anhand der AminosauresequenzenSioaureusN315 wurden mit
dem Online-Tool TMHMM Server 2.0 (unter http://wwalis.dtu.dk/services/TMHMM/,
(KROGH et al., 2001)) die Sequenzabschnitte, die innbrltr Proteine Transmembran-
Domanen (TM-Doménen) umfassen, ermittelt (Tabelld) 3und in Abbildung 3.1

eingezeichnet.
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Tabelle 3.1: Anzahl und Position der TM-Doméanen, dienit dem Online-Tool TMHMM
Server 2.0 anhand der Sequenzen voB. aureus N315 fiir die Proteine YycFGHIJ
ermittelt werden konnten.

Protein Anzahl TM-Doménen  Paosition in der AS-Sequenz
YycF (VicR) 0 -

YycG (VicK) 2 15— 37 und 183 — 205
YycH 1 19-36

Yycl 1 9-26

YycJ 0 -

3.2 Analyse der konservierten Domanen der Sensor-Histid-Kinase YycG

Da der Sensor-Histidin-Kinase YycG (VicK) in dies@rbeit eine zentrale Bedeutung
zukommt, wurde die Sequenz von YycG desaureusStammes SA137/93A, der auch als
Template-Quelle fir die Klonierungen bzw. rekombima Proteinexpression verwendet
wurde, zur detaillierten Analyse der konservie@mmanen in das Online-Tool CD-Search
(Conserved Domain Search; Zugang tber http://wwhv.nken.nih.gov/; (MARCHLER-BAUER
and BRYANT, 2004)) als Query-Anfrage eingesetzt, um einerakiitve Analyse mittels
Softwarezugriff auf die CDD (Conserved Domain Datsdy (MMRCHLER-BAUER et al.,
2009)) durchfihren zu konnen. Die ermittelten Ergebe zu den so bestimmten

konservierten Doménen in YycG sind in Abbildung a.8ammengefasst.

1 100 nn 300 400 s00 B0S
Query seq.

dimerization inberface Fhasphorulation site f ATP bindina site jif m T
Haz+ binding site j
dimer inberface bl kbl B-H-G mobif g A
Specific hits HAMP HiskKnA HATPase_c
Superfanilies HAHF supers | FRE superdamily HATPase_s superfamily
Hulti-donains Vick

Abbildung 3.2: Grafische Zusammenfassung des CD-Seh Ergebnisses. Schematisch eingezeichnet ist diegqdenz
(Query) von YycG (S. aureus SA137/93A). Die konservierten Doménen, die anhandes CDD-Abgleichs ermittelt
wurden, sind je nachdem, ob die E-Werte (E-values) deSchwellenwert von 0,01 unterschritten (s. Tabell8.2) als
spezifische Treffer und Angehorige einer Superfamié (HAMP, HisKA oder HATPase_c) bzw. im Fall von
unspezifische Treffern nur als Angehérige einer Sugrfamilie (PAS) eingezeichnet. Motive und Bindestkdn, die
innerhalb der konservierten Doméanen liegen, sind inder Sequenz als Dreiecke &) eingezeichnet, und jedesA
reprasentiert die Position eines Aminosaurerestegie dieser in dem konservierten Motiv oder in der Bhdestelle
einnimmt. Fiir eine detailliertere Ubersicht dieserReste in der Sequenz siehe Abbildung 3.3.
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Neben der grafischen Ubersicht des CD-Search-Eigsds werden eine Kurzibersicht zu
den mittels CD-Search ermittelten Domanen und einigesentlichen Informationen in
Tabelle 3.2 gegeben.

Tabelle 3.2: Kurzubersicht des CD-Search Outputs mitlen ermittelten Doménen.

ID Short description Multi-domain  E-value Hit
cd00075 HATPase_c, Histidine kinase-like ATPase no 1e® specific
cd00082  HisKA, Histidine Kinase A no 1e® specific
cd06225  HAMP no 6 specific
cl02459  PAS, PAS domain N/A* 26 unspecific
COG5002 VicK, Signal transduction histidine kinase yes 8el™ specific

*N/A = not available, nicht verfiigbar.

Aufgefihrt ist die ,ID* unter der die genannte Dane in der Datenbank gefunden werden
kann, und eine namentliche Kurzbeschreibung (,shaescription”). Die aufgefihrten
E-Werte (E-values) definieren die statistische Higgnz mittels eines Schwellenwertes
(default setting: 0,01), d.h. ob es sich bei danitelten Domanen um einen spezifischen
oder unspezifischen Treffer (,hit*) handelt. Eineggischer Treffer (,specific hit”) ist
dadurch definiert, dass der ermittelte E-Wert dehv&llenwert unterschreitet. Das besagt,
dass zwischen der eingesetzten Sequenz und degrkmreen Doméne eine hohe Konfidenz
besteht (aus der bezlglich der Funktion ein hohesfidenzlevel von der ermittelten
konservierten Domane zu der eingesetzten Sequenrdeeins resultiert). Ein unspezifischer
Treffer (,unspecific hit*) ist durch einen E-Wergfihiert, der grol3er oder gleich mit dem
Schwellenwert ist. Das bringt zum Ausdruck, dass utespezifische Treffer zwar weniger
signifikant ist, aber trotzdem kénnen — Uber di®@@nung zu einer Domanen-Superfamilie —
fur den betreffenden Sequenzabschnitt noch weevblinweise zur Funktion abgeleitet
werden. Ein ,multi-domain hit* besagt, dass in @atenbank ein Protein gefunden wurde, in
dem mehrere oder alle der fiir die eingesetzte $eqammittelten konservierten Domanen

vorkommen (in diesem Fall wurde naturlich VicK —¢G/— gefunden).

Eine detaillierte Ubersicht der Aminosauresequear ycG-Sensor-Histidin-Kinase von
S. aureusSA137/93A, in der die durch die CD-Search und TMWMnalyse ermittelten
Domanen, Motive und Bindestellen farblich kenntlggmacht wurden, gibt Abbildung 3.3.
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1 MKWLKQLQSLHTKLVIVYVLLIIGMQIIGLYFTNNLEKELLDNF 45
46 KKNITQYAKQLEISIEKVYDEKGSVNAQKDIQNLLSEYANRQEIG 90
91 EIRFIDKDQIIATTKQSNRSLINQKANDSSVQKALSLGQSNDHL 135

136 ILKDYGGGKDRVWVYNIPVKVDKKVIGNIYIESKINDVYNQLNNI 180
a-Helix (206 — 220)

f |
181 NQIFIVGTAISLLITVILGFFIART IT KPIT DMRNQI'VEMSRGNY 225

a-Helix (236 — 251)

f |
226 TORVKIYGND ElI GELALAFNNLSKRVWEAQANTESEKRRLDSVIT 270

*
271 HMSDGIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAKEDIIGYYMLSVLSLE15

316 DEFKLEEIQENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIVQETGFVTGYI1360
a-Helix (379 — 397)
[ 1
361 AVLHDVTEQQQVERERRE/ANVSHE RTPLTSMNSYIEALEEGA 405
U & Phosphorylierungsstelle (385)
a-Helix (415 — 433)

f \
406 WKDEELAPOFLSVTREETERMR LVNDLOLSKMDNESDQINKEI 450

451 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFIRDIPKKTIFTEFDPDKMTQVF 495

G-X-G
Mg?*-Bindestelle (501) Motiv
m [

496 D NVIT NAMKYSRGDKRVEFHVKONPLYNRMTHRNG GIPINK 540

G-X-G
Motiv

541 VDKIFDRFYRVDKARTRKMGGILGIAISKEIVEAHNGRIWANSY 585

586 EGQ GISI FITLPCEVIEDGDWDE 608

[__]=TM-Doméne (15 — 37 & 183 — 205)

|:| = HAMP-Doméane (206 — 253), Bereich der Dimerisierssanittstelle (206 — 251)
[ ]=PAs-Domane (263 - 326)

- = HisKA-Domane (379 — 438), Bereich der Dimer-Scistdtle (379 — 433)

|:| = HATPase_c-Doméne (493 —596), Bereich der ATP-8ételle (497 — 592)

Abbildung 3.3: Aminosauresequenz der Sensor-HistidiKinase YycG von S.aureus-Stamm SA137/93A.
Eingezeichnet sind die TM-Doménen, die mit dem Onlindool TMHMM Server 2.0 ermittelt wurden und die

Bereiche der konservierten Doméanen, die mit dem Oimmle-Tool CD-Search ermittelt wurden. Motive und Birdestellen
innerhalb der Doménenbereiche sind in der Sequenzugéatzlich beschrieben. Der Aminosaureaustausch €¥N) in

Position 306 der YycG-Kinase, die auf dem Plasmid TwicRK(Y306N) codiert ist, wird durch einen ,%*

gekennzeichnet. Aminosaurereste, die innerhalb degekennzeichneten Bereiche Positionen des konseri@r Motivs
einnehmen, sind ,fett* gedruckt.

Die TM-Domanen wurden mit dem Online-Tool TMHMM S8er 2.0 ermittelt (Tabelle 3.1)
und eingezeichnet, um die Informationen zu deneisitt D-Search ermittelten konservierten

Domanen zu vervollstandigen. Nachfolgend seiergeibekannten Details aus der CDD zu
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den einzelnen Domanen widergegeben. Bei HAMP hamrdesich um eine Domane, die in
Histidin-Kinasen, Adenyl-Cyclasen, Methyl-Bindepeten und Phosphatasen vorkommt und
in der Signal-Transduktion von Signal-Proteineneefolle spielt. Die HAMP-Domane
besteht aus zwen-Helices, die durch einen ausgedehnten Aminosdakeii miteinander
verbunden sind und die Dimerisierungsschnittsigtienerization interface”) bilden, Gber das
sich zwei HAMP-Domé&nen durch Bildung eines parahelBiindels aus vieo-Helices
zusammenlagern konnen. Die HisKA-Domane oder genadie Histidin-Kinase A-
Dimerisierungs-/Phosphoakzeptordoméne besitzt nratierder Dimer-Schnittstelle (,dimer
interface”) zweia-Helices. Zur Bildung eines Histidin Kinase A Dirs&skommt es, wenn sich
zwei HisKA-Doménen Uber die Bildung eines paralielBindels aus viem-Helices
zusammenlagern. Die Dimer-Schnittstelle umfasstddmich einen konservierten Histidin-
Rest, der UbetransAutophosphorylierung durch die katalytische Dométer Histidin-
Kinase aktiviert wird. In einem nachgeschaltetehriBicwird dann der Phosphatrest von dem
konservierten Histidin-Rest auf einen konservierfggpartat-Rest des Responseregulators
(hier: YycF) Ubertragen. Die HATPase_c-Domane mstder Proteinfamilie der ,histidine
kinase-like ATPases” in einer ganzen Reihe von AiRlenden Proteinen zu finden, z.B. in
Histidin-Kinasen selbst, aber auch in der DNA-Ggrds in Topoisomerasen, dem Heat-
Shock-Protein HSP90, in Phytochrome-like ATPased im DNA-Mismatch-Reparatur-
proteinen. Das ATP-Bindemotiv der HATPase_c-Domaméasst eine ATP-Bindestelle mit
ATP-Bindetasche und einem konservierten AsparagistRan dem Mg als Cofaktor
anbindet. Die Ober- und Unterseite der ATP-Bindgtasst dabei durch zwei G-X-G-Motive

innerhalb der Sequenz definiert.

Nicht in die Abbildungen 3.2 und 3.3 eingezeichbetv. in Tabelle 3.2 aufgefihrt ist eine
PAS-ahnliche Doméanenstruktur, die sich innerhalbedéraplasmatischen Schleife befindet,
welche von den beiden TM-Doménen in Position 15/-u3d Position 183 — 205 flankiert
wird und durch einen bioinformatischen Profil-Pk8equenzabgleich verschiedener
Datenbanken mittels des FFAS (Fold and Function ighssent System) Servers
(JAROSZEWSKI et al., 2005) fur das YycG-Ortholog iBacillus subtilis ermittelt wurde
(SANTELLI et al., 2007).



62 Ergebnisse

3.3 Der Aminosaure-Austausch in der PAS-Doméne der mugirten YycG-Kinase
nicht-stillen Mutation (T916ANn yycG (vicK),
Aminosaureaustausch €N) in der putativen PAS-Domane von YycG fuhrt, leess

Um den Einfluss der die zum

einordnen zu koénnen, wurde zunachst ein Sequenpaéigt mit bekannten

Aminosauresequenzen von YycG aus verschiedé&eamureusStammen durchgefuhrt. Zur
Durchfihrung des Multiple-Sequence-Alignment wurdias Online-Tool Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmlLARKIN et al., 2007)) verwendet. Es
wurden die Sequenzen von $2aureusStdmmen verwendet, deren vollstandiges Genom in
der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.govinterlegt ist, und zuséatzlich die YycG-

Sequenzen deB. aureusStamme SA137/93A und 8325-4. Ein Ausschnitt déevienten

Ergebnisse der Gegeniberstellung 8eaureusSequenzen ist in Abbildung 3.4 gezeigt, und

nachfolgend findet sich der Sequenznachweis fuMidsple-Sequence-Alignment.

Sequenznachweis (Accession, Organismus, Locus-Tag):

NC_007622,
NC_002758,
NC_002953,
NC_002952,
NC_002745,
NC_003923,
NC_007795,
NC_002951,
NC_009641,
NC_009782,
NC_009632,
NC_009487,

St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus
St aphyl ococcus

aur eus RF122, SAB0019.

aur eus Mus0, SAV0019.

aur eus MSSA476, SAS00109.
aur eus MRSA252, SAR0019.
aur eus N315, N315_SA0018.
aur eus MW2, MWO0019.

aur eus NCTC 8325, SAOUHSC_00021.
aur eus COL, SACOL0020.

aur eus Newman, NWMN_0018.
aur eus Mu3, SAHV_0019.

aur eus JH1, SaurJH1_0019.
aur eus JH9, SaurJH9_0019.

AF136709, Staphyl ococcus aureus 8325-4, YycG
(T UrRCK 2004), St aphyl ococcus aureus SA137/93A, YycG

Bezuglich des Aminosaureaustausches ist zu beaadtass beim Vektor pTvicRK(Y306N

der zur Uberexpression voyycFQT916A) in S. aureusverwendet wurde, der Aming

saureaustausch in dem translatierten YycG-ProteiRdsition 306 liegt. Bei dem Vektor
pET22\pelBvicK(Y308N) hingegen, der zur rekombinanten Egsion und Aufreinigung
des S. aureugProteins inE. coli verwendet wurde, liegt der Aminoséaureaustausclien
mutierten YycG-Kinase in Position 308, weil bei déktorkonstruktion, zur Verhinderung
eines Frame-Shifts, der urspringlichen Aminosaguesez N-terminal ein Methion- und ein
Glycin-Rest vorangestellt wurden (siehe Abschni®)3Der Aminosaureaustausch blejbt

dadurch trotzdem an der gleichen Stelle der pwatiPAS-Doméane wie in der Origina
Sequenz erhalten. Die mutierte YycG-Kinase, dieekombinant exprimiert und aufgereinigt

wurde, tragt aber folgerichtig die Bezeichnung Y{¢&08N).
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CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignment

JH1_SaurJH1_0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD  GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
JH9_SaurJH9_0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD  GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
Mu3_SAHV_0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD  GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
Newman_NWMN_0018 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKIFGMAK 300

COL_SACOL0020 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD  GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300

8325-4_YycG 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
NCTC8325_SAOUHSC_00021 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
137/93A_YycG 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
RF122_SAB0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
Mu50_SAV0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300

MSSA476_SAS0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
MRSA252_SAR0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300

N315_SA0018 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
MwW2_MWO0019 251 VQEAQANTESEKRRLDSVITHMSD GIIATDRRGRIRIVNDMALKMLGMAK 300
* * * * * * * * ~kkkk

v
JH1_SaurJH1_0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
JH9_SaurJH9_0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
Mu3_SAHV_0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
Newman_NWMN_0018 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
COL_SACOL0020 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
8325-4_YycG 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
NCTC8325_SAOUHSC_00021 301 EDIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIGENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
137/93A_YycG 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
RF122_SAB0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
Mu50_SAV0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350

MSSA476_SAS0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
MRSA252_SAR0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350

N315_SA0018 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
MwW2_MWO0019 301 EDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQ ENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIV 350
JH1_SaurJH1_0019 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
JH9_SaurJH9_0019 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
Mu3_SAHV_0019 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
Newman_NWMN_0018 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
COL_SACOL0020 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
8325-4_YycG 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
NCTC8325_SAOUHSC_00021 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFIRDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
137/93A_YycG 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
RF122_SAB0019 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
Mu50_SAV0019 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
MSSA476_SAS0019 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
MRSA252_SAR0019 351 IDFNMFINKIINRHEMS IKDTTFIRDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
N315_SA0018 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500
MW2_MWO0019 351 IDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFI RDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVIT 500

*

Abbildung 3.4: Ausschnitt aus dem Clustal W2 Multide-Sequence-Alignment fiir die Aminosauresequenz voyiycG
von 14 S. aureus-Stammen. Aufgefihrt ist neben dem Sequenzabschnijeweils der S. aureus Stamm und das fir
YycG stammspezifische Locus-Tag, unter dem fir allet&mme (auBer SA137/93A) die Aminosauresequenz in e
NCBI-Datenbank hinterlegt ist. Die beiden einzigerAminosaureaustausche, die fiir dieS. aureus-Stamme Newman in
Position 296 (L>F) und MRSA252 in Position 368 (A T) ausfindig gemacht wurden, sind schwarz hinterlegtDie
Position, bei der es in der mutierten YycG-Kinase um Aminoséaureaustausch kommt, ist durch einen y*

gekennzeichnet.
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Da anhand des Multiple-Sequenz-Alignment deutlialrde, dass innerhalb von diversen
S. aureusStammen die Aminosauresequenz von YycG relativs&onert und damit der
Aminosaureaustausch ©YN) der mutierten YycG-Kinase zumindest auf Stamne+ieb
ungewdhnlich ist, wurde mit den Aminosauresequenzsm 14 orthologen Klasse I-YycG-
Proteinen aus Gram-positiven Bakterien mit niedng&+C-Gehalt, die mitS. aureus
entfernter verwandt sind, zun&chst ein Multiple«8atge-Alignment mit dem Online-Tool
Clustal W (Version 1.81; Zugriff Uber http://aligenome.jp/; (FOMPSON et al., 1994))
gegen die Sequenz von YycG vBnaureudN315 durchgefihrt. Dabei ist zu bemerken, dass
die Aminosauresequenz von YycG vBnaureusN315 vollkommen identisch zu der Sequenz
von YycG aus S. aureus SA137/93A ist. Mit dem so erstellten Ergebnis des
Multiple-Sequence-Alignments, wurde mit dem Onlifeel BOXSHADE 3.21
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.htmlritten by K. HOFMANN and M. D.
BARON) eine Grafik erstellt, die die hochkonserviertenmiAosaurereste in den
gegenibergestellten Sequenzen hervorhebt und seirsri Blick eine deutlich fundiertere
Aussage zum Grad der Konservierung einzelner Andim@seste zuldsst. Diese
Gegenuberstelllung der Sequenzen zeigt Abbildutg uhd nachfolgend findet sich der

Sequenznachweis fiir das Multiple-Sequence-Alignment

Sequenznachweis (Accession, Organismus, Locus-Tag):

NC_004461, St aphyl ococcus epi derm di s ATCC 12228, SE0019.

NC_002745, Staphyl ococcus aureus subsp. aureus N315, SA0018.
NC_007168, St aphyl ococcus haenol yti cus JCSC1435, SH0018.

NC_007350, Staphyl ococcus saprophyti cus subsp. saprophyti cus ATCC 15305, SSP0022.
NC_012121, St aphyl ococcus carnosus subsp. carnosus TM300, Sca_2455.
NC_003212, Listeria innocua Clipl1262, Lin0316.

NC_003210, Listeria nmonocytogenes EGD-e, Lmo0288.

NC_004722, Bacillus cereus ATCC 14579, BC5462.

NC_003997, Bacillus anthracis str. Ames, BA5714.

NC_000964, Bacillus subtilissubsp. subtilis str. 168, Bsu40400.
NC_002570, Bacillus hal odurans C-125, BH4026.

NC_004193, Cceanobaci |l us iheyensi s HTE831, OB3451.

NC_004567, Lactobacillus plantarumWCFS1, Lp_0037.

NC_005362, Lactobacillus johnsonii NCC 533, LJO066.

NC_004668, Enterococcus faecalis V583, EF1194.

Der Zugang zu den vollstandig sequenzierten Genoentagte Gber die NCBI-Datenbank

unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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TMH 1 (15 — 37)

S.e._SE0019 1 -- KLVINEYVLLIIIGNIQIIGLYFT D
S.a._SA0018 1 KLVIVIYMLLIIGMQIIGLYFT E
S.h._SH0018 1 --- KLVIVIYMLLIIGMQIIGLYFT E
S.s._SSP0022 1 --- KLVIVIYMLLIIGMQIIGLYFT E
S.c._Sca_2455 1 --- ] KLVIVYVLLIIIGMQIIGLYFT E
L.i._Lin0316 1 --- LVIMYELLIVAMQYAG BRY D
L.m._Lmo0288 1 --- LVIMYELLIVAMQYAG i D
B.c. BC5462 1 --- VEY MLLILIAMQVIG\IY F S
B.a._BA5714 1 --- VLIYMLLILIAMQVIGVYF S
B.s._Bsu40400 1 --- : S
B.h._BH4026 1--ME

0.i._0OB3451 1 --- eFFRSIOMKEIVILEL LAV QVIG

L.p. Lp 0037 1MLRF FRATINEKIAB/FAL LLE pLE

L.j._LJO066 1 --MK NSINGEIA Bl L

Ef_EF1194 1--MK A

S.e._SE0019 58V
S.a_SA0018 58

S.h._SH0018 58V
S.s._SSP0022 581

S.c._Sca_2455 581 EKVKEE--DNSDNGK=IQ RQE----- e
L.i._Lin0316 58Y REEIIKNSDNSVKIL® SRASSN---- [}l
L.m._Lmo0288 58Y REEIKNSDNSVKISNBIIR SRASSN---- [HI
B.c. BC5462 58Y KQEEKKSYTK-AETESTDE[FKTSIRKFASDQKK]
B.a._ BA5714 58Y KQHEZKKSYTK-AETESTDE[FKTSIRKFASDRKK]
B.s._Bsu40400 58 YY EQEJKSDNDS-TVIKONS i TKSDE----- M
B.h._BH4026 59YS VEPLTAQWEDRAEL =N LFSIEN------S
0.i._OB3451 58H EQASARDRSEESGTIESEEEERRII NDINRGN-AST
L.p._Lp_0037 61 ---SLSEQLTVSSTRKA GQKTINS TNVD------
L.j._LJO066 59 ---QIASQLSRANSKSA QQUSQIESNINLGDIS------Q
E.f. EF1194 59 NT [ISTQMSNKDLERSDV ;SNADIS------

................................................................................................................

S.e._SE0019 113G
S.a._SA0018 111
S.h._SH0018 110N
S.s._SSP0022 111S
S.c._Sca_2455 111 S
L.i._Lin0316 114G
L.m._Lmo0288 114 G
B.c._BC5462 117 NK
B.a._BA5714 117 NK
B.s._Bsu40400 112 E
B.h._BH4026 113 N
0.i._0OB3451 117 NQ
L.p._Lp_0037 112S Geli§ TBRNYKNA! YNNRTY 4STYDTQN
L.j._LJO066 110 NR Gelz4SNADKSEIENEKQV HMVIIND---N
E.f_EF1194 113N GHENDYRI)------ DFTS |[§KYQALDND

SIKNK--GQ |\l
3GSIEIRVQ LTPI DDNG---KDAREVIN
SGRIEIRVOWITPI [JDDNN---KDAREAR!
lP‘KIRVIISAKP TEN---QE T Re
SPQIENRIRVIAVPIRDEE-—A [WGANY.
YVKF[ILGED---NMA Y
YSSNSAGNS $:
TSAN---GTNTP | feA R4/
QSPTG—-——ET iy

Abbildung 3.5: BOXSHADE 3.21-Abbildung. Sich gegenkiergestellt wurden die Aminosduresequenzen von
orthologen Klasse I-YycG-Proteinen aus 15 vollstand sequenzierten Genomen von Gram-positiven Baktezn mit
niedrigem G+C-Gehalt. Die Position, in der es in demutierten YycG-Kinase zum Aminosdureaustausch komnt, ist
durch einen N kenntlich gemacht. Die Bereiche der beiden Transnmmabran-Helices in S. aureus sind oberhalb der
Sequenz mit ,TMH 1" und ,TMH 2" eingezeichnet. Desweéteren wurden ebenfalls die Bereiche der konserviéen
Doménen und der Bereich der extraplasmatischen Satife eingezeichnet.

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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TMH 2 (183 — 205) HAMP (206 — ...)

..............................

S.e._SE0019 169 ESK
S.a._SA0018 167
S.h._SH0018 166 ESN
S.s._SSP0022 168 E
S.c._Sca_2455 167 ESD
L.i._Lin0316 170V
L.m._Lmo0288 170V
B.c._BC5462 173V
B.a._BA5714 173V
B.s._Bsu40400 167 V
B.h._BH4026 168 E
0.i._OB3451 172 KSS
L.p._Lp_0037 172R
L.j._LJO066 164 R
E.f._EF1194 163 KSN

GTUIAMNTAVEGILE E

GTLIAMITAVLGILEERTITKPI \YEMHKR
GTVIALEVTAVLGIEEASTITRPISDM
GTVIALEVTAVLGIEEASTITRPISDM
SGTENALVETAELGI[FEARTIT
SITALL MIUEERTIT [ePI iDM
L' SANGILVARTITKPI
¢AlIAR RITRPI
eAWALVIEFaITRPI

PAS (263 - ...)

S.e._SE0019 229Q
S.a._SA0018 227
S.h._SH0018 226 Q
S.s._SSP0022 228 Q
S.c._Sca_2455 227 Q
L.i._Lin0316 230R
L.m._Lmo0288 230 R
B.c._BC5462 233R
B.a._BA5714 233 R
B.s._Bsu40400 227 R
B.h._BH4026 228 R
0.i._0OB3451 232Q
L.p._Lp_0037 232 GQ
L.j._LJ0066 224 GH
E.f_EF1194 223G

DSF
BSF

EELTKRVQEA T?ERRK ‘SV@MTDGVIATDRRG I

TESEKRRLDSVITHMSDGILATDRRER
TESEKRRLDSVITHMSDGIIATDRRG|3
TESEKRRLDSVITHMSDGIIATDRRG|3
TESEKRRLDSVITHMSDGIIATDRRG([
TESEKRRLDSVITHMSDGVIATDRRAS
MTDGVIATDRRGH

LEKRVQEAQ eERRKISSVLA

G ASYIA YYRIIIYNENEA
SERKKLESVLTHMTDGVIASRGKN
SERRKISSIE AIMSDGVIAT([8

S.e._SE0019 289
S.a._SA0018 287
S.h._SHO0018 286
S.s._SSP0022 288
S.c._Sca_2455 287
L.i._Lin0316 290
L.m._Lmo0288 290
B.c._BC5462 293
B.a._BA5714 293
B.s._Bsu40400 287
B.h._BH4026 288
0.i._0OB3451 292
L.p._Lp_0037 292
L.j._LJOO66 284
E.f_EF1194 283T

EGKEIDLSELH$ GSVIIIJFEN

2DDYS [ZDLEENO [EEMLESS
BVTIQELMSTEIO)L'A'TRVNDNT[EE---
E=D)ARKILEEFREMMYRET

Organismen-Schliissel:

B.a. = Baci |l l us ant hracis

B.c. = Baci |l | us cereus

B.h. = Baci | | us hal odur ans

B.s. = Bacillus subtilis

Ef = Ent erococcus faecalis
Li. = Li steria i nnocua

Lj. = Lact obaci | | us j ohnsonii
Lm. = Li steria nobnocyt ogenes

Lp. = Lact obaci | I us pl antarum

O.i = Cceanobaci | | us i heyensi s

Sa = St aphyl ococcus aur eus

S.c. = St aphyl ococcus car nosus

Se. = St aphyl ococcus epi derm di s
S.h. = St aphyl ococcus haenol yti cus
Ss. = St aphyl ococcus saprophyti cus

Abbildung 3.5 (fortgesetzt)
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HisKA (379 — ...)

S.e. SE0019 345 , ) SVIEAL |2
S.a_SA0018 343 , ) SVIEAL (S
S.h._SH0018 342 4 ) SVIEAL (S
S.s._SSP0022 344 ‘ SVIEAL (S
S.c._Sca_2455 343 ] SYLEALS
L., Lin0316 347 EKVEBERRDFENVSHELRTPLTSMHSYLER
L.m._Lmo0288 347 =KVHeERRDFENVSHELRTPLTSMHSYLES

B.c. BC5462 350
B.a._BA5714 350
B.s._Bsu40400 344

B.h._BH4026 344 Q
O.i. OB3451 349 e SNVSHELRTPLETMKSYLES

L.p._Lp_0037 349N FVENVSHELRTPLTSLRSY IEAS
Lj._LJO066 341 H SNVSHELRTPLTSEBYVEALN

E.f._EF1194 343

HisKA (... — 438)

S.e._SE0019 405 EETERMIRLVNDLLQLSK
S.a_SA0018 403 ) EETERMIRLVNDLLQLSK
S.h._SH0018 402
S.s._SSP0022 404 S
S.c._Sca_2455 403
L.i._Lin0316 407
L.m._Lmo0288 407

B.c._BC5462 410

B.a._BA5714 410 oFL V[lQEETERMIRLV LLQLSKLE
B.s._Bsu40400 404 ' R

B.h._BH4026 404 ETERMIRLVNDLLQLSKI
0.i._OB3451 409 <ET[!RMIRMVNDLLQLSK

L.p._Lp_0037 409
Lj. LJO066 401
Ef_EF1194 403

S.e._SE0019 460
S.a._SA0018 458
S.h._SH0018 457
S.s._SSP0022 459

S.c._Sca_2455 463
L.i._Lin0316 462 NHIIDRFE H QVLDNIISNANKY SR
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B.c._BC5462 465
B.a._BA5714 465
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B.h._BH4026 459 HD
0.i._OB3451 464 YQ
L.p._Lp_0037 464
L.j._LJO066 456
E.f_EF1194 458
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Organismen-Schliissel:

B.a. = Bacillus anthracis Lp. = Lact obaci | I us pl antarum

B.c. = Baci |l | us cereus O.i = Cceanobaci | | us i heyensi s

B.h. = Baci | | us hal odur ans Sa. = St aphyl ococcus aur eus

B.s. = Bacillus subtilis S.c. = St aphyl ococcus car nosus

Ef = Ent erococcus faecalis Se. = St aphyl ococcus epi derm di s
Li. = Li steria innocua S.h. = St aphyl ococcus haenol yti cus
Lj. = Lact obaci | | us j ohnsonii Ss. = St aphyl ococcus saprophyti cus
Lm. = Li steria nobnocyt ogenes

Abbildung 3.5 (fortgesetzt)
Fortsetzung auf der folgenden Seite
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HATPase c(...)

S.e._SE0019 511EK
S.a._SA0018 509 D
S.h._SH0018 508 EK
S.s._SSP0022 510 DK
S.c._Sca_2455 514 DK
L.i._Lin0316 514
L.m._Lmo0288 514
B.c._BC5462 517
B.a._BA5714 517
B.s._Bsu40400 511
B.h._BH4026 512
0.i._OB3451 516
L.p._Lp_0037 522
L.j._LJO066 516
E.f_EF1194 513
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GLGV [s]=u(t FDREFRVDKARY{ERGGTGLGLA
GLGV st FDREFRVDKARY{ERGGTGLGLA

NDEGIGIP [
VS| EDOGMG I[(SJOJKIFDRFYRVDKARREVGGTGLGLA

S.e._SE0019 571
S.a_SA0018 569
S.h._SH0018 568
S.s._SSP0022 570
S.c._Sca_2455 574
L.i._Lin0316 572 A
L.m._Lmo0288 572 A
B.c. BC5462 575A
B.a_BA5714 575A
B.s._Bsu40400 571 A
B.h._BH4026 570 A
0.i. OB3451 574
L.p._Lp_0037 580
Lj. LJOO66 574
Ef_EF1194 571

ese 3 (K RYYEANSE:GENWDEV--

== V-

Organismen-Schliissel:

B.a. = Bacillus anthracis Lp. = Lact obaci | I us pl antarum

B.c. = Baci |l |l us cereus Oi = Cceanobaci | l us i heyensi s

B.h. = Baci | | us hal odur ans Sa = St aphyl ococcus aur eus

B.s. = Bacillus subtilis S.c. = St aphyl ococcus car nosus

Ef = Ent erococcus faecalis Se. = St aphyl ococcus epidermdis
Li. = Li steria innocua S.h. = St aphyl ococcus haenol yti cus
Lj = Lact obaci | | us j ohnsonii Ss. = St aphyl ococcus saprophyti cus
Lm. = Li steri a nbnocyt ogenes

Abbildung 3.5 (fortgesetzt)

Aus Abbildung 3.5 wurde deutlich, dass es sichdeen Aminosaureaustausch-pN) in der
mutierten YycG-Kinase nicht um einen hochkonsetgierRest handelt. Vergleicht man
innerhalb der Gattungtaphylococcysso erkennt man, dass neb®n aureusnoch drei
weitere . epidermidisS. haemolyticusndS. carnosusder insgesamt funf hier betrachteten
Vertreter dieser Gattung einen Tyrosin-Rest in a@liePosition der Sequenz besitzen.
S. saprophyticusiingegen besitzt in dieser Position einen Aspdttst. Unter Betrachtung
aller Sequenzen folgt in abschlieRender Bewertumd) unter Beriicksichtigung, dass dieser
Austausch bef. aureusauf Stamm-Ebene ungewo6hnlich ist (Abbildung 3dBss dieser
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Austausch hochstwahrscheinlich keinen drastischdiekE auf die Funktionalitat der
mutierten YycG-Kinase hat, und dass damit auch rein phéanotypischer unth vitro
gefuhrter Nachweis eines Effektes nicht einfachbeobachten sein wirde. Das Multiple-
Sequence-Alignment zeigte aber ein anderes intaress Ergebnis — so ist es auffallig, dass
es sich bei den Aminosauren im Bereich der beideamsmembran-Domanen der YycG-
Kinase vonS. aureusund bei allen anderen orthologen YycG-Proteineniéten Positionen
um sehr Kkonservierte Aminosaurereste handelt. Dagegst der Bereich der
extraplasmatischen Schleife mit der putativen PASliéhen Doméne (Abschnitt 3.2), der
von den beiden Transmembran-Domanen flankiert vdeditlich schwéacher konserviert als
man es fir einen Proteinabschnitt, der eine mogliRblle bei der Signalerkennung spielen
konnte, eigentlich erwarten wirde. Beides konntehtige Indizien daflr sein, dass bei den
orthologen Klasse I-Yyc-Kinasen den Transmembram@xen eine tragende Rolle bei der

Signal-Transduktion zukommen koénnte.

3.4 S. aureus-Klone mit Xylose-induzierter Uberexpression vornyycFG

Da das Zweikomponentenregulationssystem YycF&. iaureusessentiell ist, kann weder das
fur die Sensor-Histidin-Kinase codierende GgycG noch das fir den dazugehorigen
Responseregulator codierende GguoF ausgeschaltet werden, um anhand von Knock-Out-
Mutanten eine funktionale Charakterisierung dieSgstems durchzufiihren. Eine Alternative
zur Deletion oder Disruption dieser Gene ist digigiee Uberexpression. Aus den daraus
resultierenden, phanotypischen Effekten konnen Rildkisse auf die eigentliche Funktion
gezogen werden. Zu diesem Zweck wurde der durclosg€yinduzierbare Vektor pTX15
(PescHEL et al., 1996) verwendet, welcher die induzierbax@ression von promotorlosen
Genen erlaubt, die unter die Kontrolle des XylR-Rspors gebracht werden. DagR-Gen,
die XyIR-Zielsequenz und dieylA-Promotor/Operator-Sequenz stammen Staphylococcus
xylosus In Abwesenheit von Xylose kommt es zur RepressleaxylA-Promotors durch
XylR. Ferner stellt die glucosebedingte KatabolgpRession ein weiteres regulatorisches
Moment dar (KP.WIELAND et al., 1995). Da die im Medium vorhandene Gluahseh das
bakterielle Wachstum allerdings relativ schnellbraucht wird und die Verstoffwechslung
von Xylose auf wenige Staphylokokken-Spezies besdtirist, zu deners. aureusnicht
gehort (®T1z et al.,, 2006), kénnen durch die Anwesenheit vdn %, (w/v) Xylose hohe
Expressionsraten der in pTX15 heterolog inserieftame erzielt werden @8CHEL et al.,
1996).
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Zur Untersuchung der phanotypischen Effekte, dike durch die Uberexpression vgpcFG
ergeben, wurde d&. aureusStamm 8325-4 SH1000 mit den auf pTX15 basierexddose-
induzierbaren Plasmiden pTvicRK und pTvicRK(Y306Mrwendet (TRCK, 2004; ANSEN

et al., 2007). In aller Kirze sei hier nur das WWsehe beschrieben: Ein flyycFG
codierendes Fragment wurde mittels der Template-DAdA S. aureusStamm SA137/93A
und den spezifischen Primern 5 -TAAAGATBAGAAAAGAGGTTTATGCAAA-3” und
5-CATGGCGCGAGTAGCGCTAAAATGACAGA-3" amplifiziert. Mit den Resiktasen
Bglll und Narl (die Schnittstellen sind in den Primern untecéten) wurde das Fragment
geschnitten und zwischen dganHl- und Narl-Schnittstellen des zuvor verdauten Vektors
pTX15 ligiert. Die resultierenden Plasmide pTvicRKd pTvicRK(Y306N) wurden zur
Etablierung inS. carnosusTM300 Protoplasten transformiert und nach der Segerung
(Fa. Sequiserve) zur Uberpriifung der Plasmidint@gn S. aureusRN4220 elektroporiert. In
einem weiteren Schritt erfolgte mit dem Bakteriogdra 8@ die Transduktion der Plasmide
in S. aureus3325-4 SH1000. Alle Selektionsschritte zwischen @eansformationsschritten
erfolgten auf agarhaltigen Festmedien mit Tet. (5] als selektives Agens.

Das Plasmid pTvicRK(Y306N) ist im Vergleich zur $egz von SA137/93A und pTvicRK
durch einen nicht-stillen Nukleotidaustausch->A&) in Position 916 vonyycG (vicK)
gekennzeichnet, der in der Sensor-Histidin-Kinage& zu einem Aminosaureaustausch
(Y=>N) in Position 306 fuhrt und damit innerhalb der 2Bomane der Kinase liegt
(Abbildung 3.3)

3.5 Quantitative Real-Time-PCRs (QRT-PCRS)

3.5.1 Quantifizierung der in S. aureus induzierten Uberexpressionvon yycFG

Um die Transkriptmengen voyycFG in denS. aureus8325-4 SH1000-Stammen mit den
durch Xylose-induzierbaren Plasmiden pTvicRK undvipRK(Y306N) bestimmen zu
kénnen, wurden diese in BHIY2 + Tet. [25 pg/ml] oliozsv. mit 0,5 % (w/v) Xylose unter
Schitteln inkubiert. Aus den Zellen erfolgte di@paration von Gesamt-RNA zu Beginn oder
in der Mitte der logarithmischen Wachstumsphaseeb®r ORQy, von ~ 1 bzw. 3 — 3,5. Die
praparierte Gesamt-RNA wurde nachfolgend mittelsenser Transkription in cDNA
umgeschrieben, welche ihrerseits als Probenmatariadie quantitative Real-Time-PCR
(qRT-PCR) mit dem LightCycler®-Instrument (Fa. Rerkingesetzt wurde. Ausgehend von
unabhangigen Zellkulturen erfolgten jeweils Dreifd@estimmungen der Kopienzahl des

yycGGens. Da es sich aufgrund seiner polycistronis®etar beiyycFGHIum ein einzelnes
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Transkript handelt (Abschnitt 3.1), steht die flasgycGGen ermittelte Kopienzahl auch
stellvertretend fur dagyc~Gen. Mit der gRT-PCR erfolgte die Quantifizieruthgr Gesamt-
Kopienzahl desyycGGens, d.h. es wurde dabei nicht zwischen den ¥Krgren
differenziert, die vom Uberexpressionsplasmid bzem chromosomalen Locus stammen.
Die ermittelten Kopienzahlen vorycGwurden in Korrelation zu £0Kopien des konstitutiv
exprimierten Housekeeping-GengyrB gesetzt, fur das als endogener Standard die
Kopienzahl parallel in jeder Probe ermittelt wu(éébildung 3.6).
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>
1,00E+05 . . ;
pTvicRK pTvicRK pTvicRK pTvicRK
(Y306N) (Y306N)

[_] = ohne Xylose [ = mit 0,5% Xylose

Abbildung 3.6: Ergebnisse der qRT-PCR zur Quantifizerung der Kopienzahl vonyycG (und yycF) in An- und
Abwesenheit von Xylose als Induktor der Uberexpressn von yycFG in den S. aureus-Stammen 8325-4 SH1000 mit
den induzierbaren Plasmiden pTvicRK und pTvicRK(Y306N.

Deutlich zu erkennen ist, dass es in Anwesenhait Xglose, zu einem deutlichen Anstieg
der exprimiertenyycFG Transkripte bei derS. aureusStammen 8325-4 SH1000pTvicRK
und 8325-4 SH1000pTvicRK(Y306N) kommt, was sich amh der stark gestiegenen
Kopienzahl vonyycG quantifizieren lief3. Dabei ist bei einer @pvon ~ 1 die Kopienzahl
bei den induzierten Zellen um das 7- bis 12-fadbieeh als bei den nicht-induzierten Zellen.
In einem ORye-Bereich von 3 — 3,5 fallt dieser Effekt noch wdfeh massiver aus, und die
Uberexpression betragt mindestens das 52-facheh@iere Uberexpression bei der hoheren
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OD ist dabei aller Wahrscheinlichkeit nach auf die diesem Zeitpunkt abnehmende
Glucose-Konzentration im Medium und die damit abnehde Katabolit-Repression
(Abschnitt 3.4) zurtckfuhrbar.

3.5.2 Untersuchung der Autoregulation deryycFG-Expression durch YycFG

Da erfolgreich gezeigt werden konnte, dass es iwesenheit von Xylose zu einer starken
Uberexpression vogycFG kommt (Abbildung 3.6), sollte nachfolgend tberpriierden, ob
die Expression vogycFGeiner Autoregulation durch die Sensor-Histidin-&e YycG bzw.
den Response-Regulator YycF unterliegt. Zu diesermack wurde ein Ansatz entwickelt, der
es bei den induzierbaren Stdmméh aureus 8325-4 SH1000pTvicRK und 8325-4
SH1000pTVvicRK(Y306N), in Ab- und Anwesenheit von l¥se als Induktor der
Uberexpression voyycFG nicht nur erlaubt mittels der quantitativen R&ahe-PCR (QRT-
PCR) die Gesamt-Transkriptmengen woyrcG zu quantifizieren, sondern es vielmehr auch
gestattet zu diskriminieren, in welchem Umfang #iepien von den Uberexpressions-
plasmiden bzw. vom Chromosom stammen. Es wurdeifolg Hypothese zu Grunde gelegt:
Da es in Anwesenheit von Xylose und der damit eggteenden Uberexpression wycFG
auf den Expressionsplasmiden zu einem AnstiegygteFG Transkripte kommt, sollte im
Falle der Autoregulation nicht nur die Menge deangkripte, die von den Plasmiden stammit,
steigen, sondern es sollte auch zu einem signifékaAnstieg in der Menge der Transkripte

kommen, die vom Chromosom stammen.

Nachweisstrategie:

Mit dem Online-Tool Clustal W2 (http://www.ebi.ak/alustalw/) wurde zunachst ein
Multiple-Sequence-Alignment der chromosomalen Segueon yycFG des Elternstammes
S. aureus8325-4 (AF136709 unter http://www.ncbi.nlm.nih.gowdes fur die Plasmid-
vermittelte Uberexpression voyycFG verwendeten Wirtstammes 8325-4 SH1000 und der
Sequenz vonyycFG aus S. aureus SA137/93A durchgefuhrt. Das Resultat dieser
Gegenuberstellung war, dass es keinerlei Unterdehie der Sequenz voyycFG in den
beiden Stdmmen gibt (ohne Abbildung). Das wiedetmaeutet, dass mit spezifischen
Primern furyycGin der qRT-PCR bei einer direkten Quantifizierudey Transkripte in den
Uberexpressionsstaimmen 8325-4 SH1000pTvicRK bz\25-83 SH1000pTvicRK(Y306N)
auch keine Diskriminierung zwischen dem chromosemabder vektoriellen Ursprung

moglich ist. Andernfalls hatten Sequenzunterschielie bei der Schmelzkurvenanalyse in
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der gRT-PCR mindestens einen Temperaturshift v&i@C lverursachen, innerhalb der
Amplifikate genutzt werden konnen, um zwischen elesProdukten und ihrem
ursprunglichen Gen-Locus differenzieren zu kénnBa. die direkte Quantifizierung der
Transkripte somit als Methode zur Differenzierumg drsprungslocus ausschied, wurden die

folgenden Mdoglichkeiten einer indirekten Quantiéizing in Betracht gezogen:

Semi-indirekte Quantifizierung:

Bei diesem Vorgehen wird fir jede Probe mittels d&®&T-PCR in zwei parallel
zueinander durchgefuhrten Ansatzen zum einen diicllirekte Quantifizierung der
yycG Transkripte die Gesamt-Transkriptmenge bestimnd mam anderen indirekt
auch die Menge dgrycG Transkripte die a) einzig vom Vektoder b) einzig vom

Chromosom stammt, so dass uber die Differenz ddeilAder Kopien bestimmt

werden kann, die in Fall a) vom Chromosom oderaith ) vom Vektor stammen.

Vollstandig-indirekte Quantifizierung:

Bei diesem Vorgehen wird fir jede Probe mittels d&®&T-PCR in zwei parallel
zueinander durchgefiihrten Ansatzen sowohl die Metgye Transkripte die vom
Vektor, als auch die Menge der Transkripte die vOhtomosom stammen, jeweils

indirekt bestimmt.

Zur Uberpriifung, ob beB. aureuseine Autoregulation deyycFGExpression stattfindet,
wurde die letztgenannte Mdglichkeit, also eine stélhdig-indirekte Quantifizierung der
yycGKopien mit chromosomalen oder vektoriellen Ursgruangewendet. Dabei erfolgte die
Quantifizierung der jeweiligeyycGKopien, wie der Name schon sagt, Uber ein indagkt
Nachweisfragment, das in mdglichst geringer DistanzyycG und auf dem gleichen
Transkript wie dieses liegt und deshalb reprasentiat die Anzahl delyycG Transkripte des
jeweiligen Gen-Locus ist. Auf den Plasmiden pTvicRiKd pTvicRK(Y306N) befindet sich
stromabwarts, auf dem gleichen Transkript weFG ein Fragment del§p-Gens, das nach
der Insertion des fiyycFG codierenden Fragments in danHI- und Narl-Schnittstelle des
Vektors pTX15 auf den neu entstandenen Plasmiddrlieleen ist. Dieses Fragment wurde
zur indirekten Quantifizierung der vektoriellgtycG-Kopien verwendet. Die Spezifitat der
Nachweisprimer fur dasip-Fragment auf den Plasmiden wird dabei durch ditsahe
gewahrleistet, dass ddgp-Gen urspringlich austaphylococcus hyicustammt und die
Sequenz vorip bzw. die des Nachweisfragments nur eine sehr geritomologie zu den
chromosomal-codierten Lipasen vo8. aureus hat. Die polycistronische Natur des

chromosomalenyycFGHEFTranskriptes (Abschnitt 3.1) erlaubt es, fur dgeHGen mit
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spezifischen Primern ein Nachweisfragment zu amjdien, das reprasentativ zur indirekten
Quantifizierung der chromosomalgtycGKopien verwendet wurde. Einen Uberblick tber
die Nachweisstrategie, mit der in der gRT-PCR emistandig-indirekte Quantifizierung der
chromosomalen und vektoriellggcGKopien erfolgte, gibt Abbildung 3.7.

P = xy/A-Promotor ,

(A) (254 bp)
polycistronisch mono-
[ | [ |
A2
yyeG > yyeH > yyel =] :i:*
(VicR) (vicK) L

D= Primer: yycH-5"-RT und yycH-3"-RT

(B) (263 bp)

Abbildung 3.7: Nachweisstrategie mit der in der gRTPCR eine vollstandig-indirekte Quantifizierung der
chromosomalen und vektoriellenyycG-Kopien erfolgte. Zur indirekten Quantifizierung der vom Vektor stammenden
yycG-Kopien wurde mit den Primern lip/pTvic-5"-RT und lip/pTvic-3"-RT ein reprasentatives Nachweisfragment de
trunkierten lip-Genes amplifiziert, das auf den Vektoren pTvicRK ad pTvicRK(Y306N) zusammen mityycFG auf
dem gleichen Transkript liegt (A). Die indirekte Quantifizierung der vom Chromosom stammendenyycG-Kopien
erfolgte mit den Primern yycH-5"-RT und yycH-3"-RT, nit denen ein reprasentatives Nachweisfragment dese@s
yycH amplifiziert wurde, das Teil des chromosomal-codigen, polycistronischenyycFGHI-Transkripts ist (B). ** lip-
Terminator nach PEscHEL et al. (1996). * putativer ¢*-Promotor nach MARTIN et al. (1999).
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Die Quantifizierung der jeweiligen Kopienzahlen wytGmittels der gqRT-PCR erfolgte wie
fur die Bestimmung der Gesamt-Kopienzahl woyrtG beschrieben (Abschnitt 2.5.14). Es
wurde dabei bewusst der @gBereich von 3 — 3,5 analysiert, da es in diesemeiBe in
Anwesenheit von Xylose zu einer mindestens 52-fadbleerexpression voyycFG kommt
(siehe Abbildung 3.6). Sollte also tatsachlich ekutoregulation stattfinden, dann sollte es in
Anwesenheit von Xylose durch die Vektor-bedingteetgixpression voryycFG nicht nur
insgesamt zu einem massiven Anstiegyd@G Transkripte kommen, sondern auch zu einem
sehr deutlichen Anstieg der Transkripte kommen,véie@ Chromosom stammen. Das sollte
sich entsprechend auch im Anteil dieser Transkrgnteder Gesamtmenge von allgycG
Kopien niederschlagen. Die Quantifizierung und Disknierung von vektoriellen und
chromosomaleryycGKopien in An- und Abwesenheit von Xylose ist in Aldung 3.8

dargestellt.
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Abbildung 3.8: Vollstandig-indirekte Quantifizierung der vektoriellen und chromosomalenyycG-Kopien bei einer
ODggo Von 3 - 3,5 in An- und Abwesenheit von Xylose aladuktor der yycFG-Uberexpression auf den induzierbaren
Plasmiden. Diskriminierung der vektoriellen und chromosomalenyycG-Kopien in S. aureus-Stammen 8325-4 SH1000

pTVICRK(A) und 8325-4 SH1000 pTvicRK(Y306N) (B).
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Bei denS. aureusStammen 8325-4 SH1000pTvicRK und 8325-4 SH1000gRK{Y306N)
betragt bereits in Abwesenheit von Xylose die Medge vektorielleryycG Transkripte das
2- bzw. 4-fache der Transkriptmengen, die vom Clugom stammen. Bezogen auf die
Gesamtkopienzahl besitzen die chromosomgeiKopien damit einen Anteil von 20 bzw.
30 %. Das Ergebnis, dass die Anzahl der vektonejigcGKopien in Abwesenheit von
Xylose nicht Null entspricht, beruht dabei auf defyenden beiden Tatsachen: Der fur die
Konstruktion verwendete Ausgangsvektor pTX15 tidag Middle-Copy-RepliconepC des
Vektors pT181. Der Ausgangsvektor und die davon eliigten, hier verwendeten
Uberexpressionsplasmide liegen deshalb in den 1Zelte einer entsprechend hohen
Ausgangskopienzahl vor. Damit einhergehend komnfeeger bei fast allen Plasmiden, die
durch einen Repressor kontrolliert werden, zum Bhm der ,leakyness®. D.h. auch in
Anwesenheit des Repressors werden die Uberexpnsptasmide geringfiigig abgelesen. In
Anwesenheit von Xylose kommt es zwar zu einem naaasinstieg in der Anzahl dgycG
Kopien, der sich allerdings fast ausschliel3lichdiafgestiegene Anzahl dgycG Transkripte
mit vektoriellem Ursprung zurickfihren lasst. Imryleich zu den Transkripten, die vom
Chromosom stammen, betragt die Menge der vekteniglycGTranskripte das 45- bzw.
57-fache. Bezogen auf die Gesamtkopienzahl besitianit die chromosomalegycG
Kopien nur noch einen Anteil von 2 %. Da man iml Feaher Autoregulation auch einen
deutlichen Anstieg in der vom Chromosom stammenidepienzahl vonyycG erwarten
muss, lasst sich durch die vorliegenden ErgebmrisseAutoregulation derycFGExpression

durch YycFG ausschliel3en.

3.6 Phanotypischer Einfluss deryycF G-Uberexpression inS. aureus

Da gezeigt werden konnte, dass es in AnwesenheiXytose als Induktor in de8. aureus
Stammen 8325-4 SH1000 mit den induzierbaren Plasmpd vicRK und pTvicRK(Y306N)
zu einer massiven Uberexpression gigcFGTranskripte kommt, sollte in den folgenden
Versuchen phanotypisch untersucht werden, wie siieh Uberexpression ir. aureus
auswirkt. So sollten mdgliche Rickschlisse auf Fimktion des durclyycFG codierten
Zweikomponentenregulationssystems (TCS) YycFG gezagerden. Das TCS setzt sich aus
der Sensor-Histidin-Kinase YycG und dem zugehoérigesponseregulator YycF zusammen.
Ein besonderes Augenmerk galt bei diesen Versuabeh den mdglichen Effekten, die sich
aus dem nicht-stillen Nukleotidaustausch des auof gévicRK(Y306N) Plasmid codierten,
mutiertenyycG Genes ergeben. Die nicht-stille Mutation (T916A)der Sequenz voyycG
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fuhrt letztendlich in der Sensor-Histidin-Kinase ¢ zu einem Aminosaureaustausch
(Y->N) in Position 306 und liegt damit innerhalb der32Roméne des Proteins, so dass ein
moglicher Einfluss auf die Funktionalitéat der Yy&@Q6N)-Kinase unter Umstanden auch

phanotypisch in Erscheinung treten kdnnte.

3.6.1 Einfluss auf die Pigmentierung

Bereits bei den ersten Versuchen mit &naureusStammen 8325-4 SH1000, zeigte sich
beim aeroben Wachstum auf Festmedien, dass es gaen&atz zur Vektorkontrolle pTX15
bei den Stammen mit den induzierbaren PlasmidemcRR/und pTvicRK(Y306N) durch die
Anwesenheit von Xylose und damit bei UberexpressmmyycFGzu einer Veranderung des
Phanotyps kommt. So zeigt sich bei den Koloniem eiautlich verminderte Pigmentierung,
die urséchlich hdochstwahrscheinlich auf die verrartel Produktion deS. aureud?igmentes
Staphyloxanthin zurickzufiuhren ist (Ack, 2004). Um zu untersuchen, wie sich die
Uberexpression vonyycFG bei unterschiedlichen Inkubationstemperaturen alié
Pigmentierung auswirkt, wurden von einer bebrutétgarplatte mit BHIY2 + Tet. [25 pug/ml]
je Stamm 4 — 5 Kolonien mittlerer Gré3e abgeimpid in je 3 ml 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung
resuspendiert. Ausgehend von den Resuspensionatenvidini-Agarplatten (BHIY2 + Tet.
[25 pg/ml]) ohne bzw. mit 0,5 % (w/v) Xylose mitsetines sterilen Wattetupfers strichférmig
angeimpft und die Platten fur 24 h bei RT, 25, 30,37, 42 und 45 °C inkubiert. Da es sich
zeigte, dass sich die Pigmentierung nach einer Rkiibation erst ab einer Temperatur von
34 °C vollstandig auspréagt, wurden bei der Auswegtaur diese oder hohere Temperaturen
bertcksichtigt (Abbildung 3.9).
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(Y306N)
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P — __.7.:__ﬁ___*___4zoc [T ———— 42°C
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Abbildung 3.9: Einfluss der Uberexpression voryycFG bei unterschiedlichen Temperaturen auf die Pigmengirung
von S. aureus 8325-4 SH1000 mit den induzierbaren Plasmiden pTVMRK und pTvicRK(Y306N) bzw. der
Vektorkontrolle pTX15. Stamme in Abwesenheit von Xjose als Induktor (A). Induzierte Uberexpression va yycFG
durch Xylose (B).
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Es zeigt sich deutlich, dass es im Vergleich zuktvikontrolle pTX15 durch die Xylose-

bedingte Uberexpression vorycFG in denS. aureus8325-4 SH1000-Stammen mit den
induzierenden Plasmiden pTvicRK und pTvicRK(Y30abdi allen Temperaturen zu einer
deutlich verminderten Pigmentierung der Zellen kdmimeser Effekt ist dabei am starksten
bei den Temperaturen von 34 °C bzw. 37 °C ausgepréd) schwacht sich bei den hoéheren
Temperaturen von 42 °C bzw. 45 °C deutlich ab. DRiestet darauf hin, dass die hdheren
Temperaturen einen zusatzlichen Stressstimulusetlars der den durch die Uberexpression

vonyycFGbedingten Stress zumindest partiell aufheben kann.

3.6.2 Einfluss auf die Empfindlichkeit gegenluber Q-vermitteltem Stress

Um zu untersuchen, wie sich die UberexpressionyyoiG auf das Wachstum vdd. aureus
auswirkt, wenn es durch die Anwesenheit vonz0r parallelen Induktion von zellularem
Stress kommt, wurden die Xylose-induzierbaren Stan8825-4 SH1000pTvicRK und
8325-4 SH1000pTvicRK(Y306N) und der Vektorkontrdlmm 8325-4 SH1000pTX15
zunachst in BHIY2 + Tet. [25 pug/ml] bis zu einer &Pvon 1 unter Schitteln bei 37 °C
inkubiert. Es folgte die serielle Verdiinnung ¢16- 10°) mit frischem Medium, das
Ausimpfen auf BHI¥2-Agarplatten ohne und mit 0,5 %6\) Xylose und die Inkubation flr
24 h bei 37 °C unter aeroben bzw. anaeroben Bedgegu Zur Induktion des &vermittelten
Stresses enthielten die Platten in der 1. Versediesi0,2 mM Methylviologen (MV) bzw. in
der 2. Versuchsreihe 25 mM Hydroxyurea (HU). Alsnkollen dienten jeweils Platten ohne
MV bzw. ohne HU. Um den Inokkulumeffekt in Bezugfalie konzentrationsabhangige
Empfindlichkeit zu bertcksichtigen, wurden die Stéenin einer seriellen Verdiinnung auf
die Platten aufgebracht. Da sich die Verdinnungereiunter den jeweiligen Bedingungen
Uber zwei Platten erstreckten, wurde die gering&ediinnungsstufe (1) der 1. Platte
zunachst auf der 2. Platte wiederholt, bevor in\dendiinnungsreihe fortgefahren wurde. Um
aul3erdem zu verdeutlichen, dass die AnwesenheiOydiir die Vermittlung des durch MV
oder HU verursachten Stresses notwendig ist, wjgrdgn Plattensatz mit allen mdglichen

Kombination fur 24 h bei 37 °C unter aeroben bzmieuanaeroben Bedingungen inkubiert.

Als weitere Kontrollen wurden dieS. aureusStamme SA1450/94, SA137/93A und
SA137/93G in den gleichen Versuchsanséatzen und ghtehen Bedingungen verwendet,
allerdings ohne Tet. in den Medien. Das kliniscb@dt aus Trachealsekr8t aureusStamm
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SA137/93A ist durch eine natirlichgcFGUberexpression charakterisiert. Die abgeleitete
spontane Mutante, Stamm SA137/93G, zeigt dieseskrividr nicht, ist aber durch eine
56 ORF (Locus-Tagsbei S. aureusN315: SA0077 — SA0132) umfassende Deletion
gekennzeichnet [BPERT et al., 2003), die mit ORF SA0128 auch das GedM beinhaltet,
das fur die Superoxid-Dismutase SodM codiert. Délorgdeutsche Epidemiestamm®
SA1450/94 ist epidemiologisch nahe verwandt mit &eamm SA137/93A (BRBAUM et al.,
1999) und damit auch mit dessen spontaner Mutahi8B93G.

1. Versuchsreihe:Methylviologen als Stressinduktor in Anwesenheiton O

Untersucht wurde der Einfluss der induzienygeFG Uberexpression auf das Wachstum von
S. aureusdurch Q-vermittelten Stress in Anwesenheit von Methylvgga (MV) in einer
Endkonzentration von 0,2 mM. Betrachtet wurde sdvegn Effekt, der sich durch die An-
und Abwesenheit von Xylose als Induktor ergab aaish die Effekte, die sich durch die An-
und Abwesenheit von MV ergaben (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Aerober Plattensatz: Einfluss der Ulerexpression voryycF G auf das Wachstum derS. aureus 8325-4
SH1000-Stamme durch @-vermittelten Stress von Methylviologen (MV). Durch Xylose erfolgte die Uberexpression
von yycFG in den Stimmen mit den induzierbaren Plasmiden pTgRK und pTvicRK(Y306N). Als Vektorkontrolle
diente das Plasmid pTX15.

Phéanotypisch gut zu erkennen war, dass sich dieséybedingte Uberexpression wytFG
auf die Koloniefarbung der induzierbaren Stammevalte und diese im Vergleich zu den
Kontrollen weniger stark orange pigmentiert wares.wurde ferner deutlich, dass sich die

Anwesenheit von MV mit zunehmender Verdunnungsstufler aufgetragenen
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Zellsuspensionen insgesamt hemmend auf das Waclastswirkte. Die Uberexpression von
yycFG in den induzierbaren Stammen mit den Plasmidencg®K/ und pTvicRK(Y306N)
fuhrte aber im Vergleich zu dem Vektorkontrollstam{pil X15) zu keinem signifikant
schwacheren Wachstum. Dieser Befund bestatigte aigth in Anwesenheit von MV-
Konzentrationen bis 5 mM, die also um bis zu 2%faéher sind (ohne Abbildung). Durch
die Uberexpression voyycFG lieR sich kein verstarkender oder abschwéachentfektEauf
die Empfindlichkeit gegentber dem MV-vermitteltexidativen Stress beobachten. Die
anaerobe Kontrolle zeigte aber anschaulich, das#\awesenheit @notwendig ist, um den
MV-bedingten Stress zu vermitteln (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Anaerober Plattensatz zur Kontrolle Einfluss der Uberexpression voryycFG auf das Wachstum der
S. aureus 8325-4 SH1000-Stamme ohne ;Qals Vermittler von MV-bedingtem Stress. Durch Xylse erfolgte die
Uberexpression vonyycFG in den Stammen mit den induzierbaren Plasmiden pTieRK und pTvicRK(Y306N). Als

Vektorkontrolle diente das Plasmid pTX15.

Bei dem zur Kontrolle angelegten Plattensatz wautldd zu erkennen, dass es beim
anaeroben Wachstum bei allen Stammen, unter alktinBungen, zu einer einheitlich
schwachen Pigmentierung kam, die deutlich die Alewbsit von Q@ anzeigte. Ohne £kam
es zu keinem das Wachstum insgesamt schwachenfid @irch MV, da keine katalytische
Wirkung stattfinden konnte, die zur Bildung von hogaktiven Sauerstoffradikalen (reactive
oxygen species, ROS) flihrte.

Durch die Zusatzkontrollen wird abschliel3end dehtlidass fur eine erhdohte Anfalligkeit
gegeniber dem Stress, der durch die AnwesenheitMdnund O, entsteht, genetische
Faktoren wie die z.B. die Deletion vendMin S. aureusStamm SA137/93G vorhanden sein

mussen, dass aber die UberexpressionyyoRGnicht dazu gehdort (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Weitere S. aureus-Kontrollstdmme zur Verdeutlichung des durch O-vermittelten Stress von
Methylviologen (MV) unter aeroben und anaeroben Wabkstumsbedingungen. Stamm SA137/93A ist durch eine
natiirliche Uberexpression vonyycFG charakterisiert. Der abgeleitete Stamm SA137/93G dsitzt dieses Merkmal
nicht, ist aber durch eine chromosomale Deletion gennzeichnet, die auch das fiir die Superoxid-Dismase SodM
codierende GensodM umfasst und wird damit zur Positivkontrolle fir MV -bedingten Stress in Anwesenheit von O
Der ,Norddeutsche Stamm“ SA1450/94 ist epidemiologch mit beiden Stammen nahe verwandt und fungiert la
Negativkontrolle.

Auch bei den Plattensatzen mit den weiteSeraureusStammen war deutlich zu erkennen,
dass die Abwesenheit von,Qu einer einheitlich schwacheren Pigmentierung ials
Vergleich zur Anwesenheit von,Qiihrte. Die Deletion vorsodM in der Positivkontrolle
SA137/93G fuhrte zu einer verstarkten Empfindliahkgegentiber MV unter aeroben
Bedingungen und zeigte sehr anschaulich, dassrdstsess durch die Anwesenheit voa O
vermittelt wurde. Das verminderte Wachstum ist datagauf zuriickzufiihren, dass SodM
neben der Haupt-Superoxid-Dismutase SodA ein zwelE@mzym zur Entgiftung von
Superoxid-Anionen (*®) in S. aureusist (VALDERAS and HART, 2001). Dabei erfolgt die
Umsetzung von Superoxid-Radikalen £90zu Sauerstoff (¢ und Wasserstoffperoxid
(H205), welcher seinerseits durch das Enzym Katalaggnem weiteren Reaktionsschritt zu

Wasser (HO) und Sauerstoff (§) umgesetzt wird:

Superoxid—Dismutase

20, +2H H.0, + O,

Katalase

2H202—>2H20+OZ

Dies ist ein Vorgang, der auch unter normalen Bgdigen im zellularen Stoffwechsel bei
aerober Atmung stattfindet. Wahrend das Fehlen SodM in Stamm SA137/93G unter

normalen Bedingungen offensichtlich durch SodA kengert wird, ist dies bei zusatzlichem
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MV-bedingten Stress — wie man deutlich erkenntchinmehr méglich. Anhand von Stamm
SA137/93A wurde deutlich, dass die UberexpressiomywycFG keinen Effekt auf den ©
vermittelten Stress durch MV besitzt, da es im V&oh zur Negativkontrolle SA1450/94
keinerlei Unterschiede im Wachstum unter aerobahamaeroben Bedingungen in An- und
Abwesenheit von MV gab. Dies stimmt mit den Ergeban lberein, die zuvor auch durch
die Versuche mit ders. aureusStammen 8325-4 SH1000pTvicRK und 8325-4 SH1000
pTVvicRK(Y306N) mit induzierbareyycFGUberexpression und dem Vektorkontrollstamm
8325-4 SH1000 pTX15 gewonnen werden konnten.

2. Versuchsreihe:Hydroxyurea als Stressinduktor in Anwesenheit vorD,

Untersucht wurde der Einfluss dgycFGUberexpression auf das Wachstum \&naureus
durch Q-vermittelten Stress in Anwesenheit von Hydroxyur@dU) in einer End-
konzentration von 25 mM. Betrachtet wurde sowohl E#ekt, der sich durch die An- und
Abwesenheit der induzierenden Xylose ergab, al$ alie Effekte, die sich in den dadurch
maoglichen Kombinationen durch die An- und Abweséien ergaben (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Aerober Plattensatz: Einfluss der Ulerexpression voryycF G auf das Wachstum derS. aureus 8325-4
SH1000 Stamme durch den @vermittelten Stress von Hydroxyurea (HU). Durch Xyose erfolgte die Uberexpression
von yycFG in den Stdmmen mit den induzierbaren Plasmiden pTgRK und pTvicRK(Y306N). Als Vektorkontrolle
diente das Plasmid pTX15.

Wie bei der Versuchsreihe mit Methylviologen, istch hier phanotypisch gut zu erkennen,
dass sich die Xylose-bedingte Uberexpression ypoFG auf die Koloniefarbung der
induzierbaren Stamme auswirkte. Gleichfalls wurdeutlich, dass das Wachstum mit

zunehmender Verdiinnung durch die Anwesenheit von #&ligeschwéacht wurde. Im



84 Ergebnisse

Gegensatz zu der Versuchsreihe mit MV fiihrte jedtiehUberexpression voyycFGin den
induzierbaren Stammen mit den Plasmiden pTvicRK yivicRK(Y306N) zu einer
zusatzlichen Hemmung des Wachstums. Dieser Effeltim Fall des Stammes mit dem
Plasmid pTvicRK(Y306N) sogar etwas starker ausggprBurch die anaerobe Kontrolle

wurde anschaulich gezeigt, dassZDr Vermittlung des HU-bedingten Stresses notwgrsti
(Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Anaerober Plattensatz zur Kontrolle Einfluss der Uberexpression voryycFG auf das Wachstum der
S. aureus 8325-4 SH1000-Stamme ohne ,Cals Vermittler von HU-bedingtem Stress. Durch Xylse erfolgte die

Uberexpression vonyycFG in den Stammen mit den induzierbaren Plasmiden pTieRK und pTvicRK(Y306N). Als
Vektorkontrolle diente das Plasmid pTX15.

In Erscheinung trat wieder die schwache Pigmentigruder S. aureusStamme in
Abwesenheit von © Ferner kam es zu keinem das Wachstum schwachdsitiekt durch
HU. Im Gegensatz zur aeroben Klasse Ib-Ribonulde@eduktase NrdEF (Locus-Tags Bei
aureus N315; NC_002745: SA0686 / SA0687) ist HU also high der Lage die unter
anaeroben Bedingungen verstarkt exprimierte Kldsstbonukleotid-Reduktase NrdDG
(MASALHA et al., 2001) zu hemmen. Welchen genauen EinftlissUberexpression von
yycFG damit auf die Klasse Ib-Ribonukleotid-Reduktasel®F hat, bleibt allerdings unklar.
Denkbar ist sowohl ein direkter Einfluss auf digokession vomrdEF selbst oder auf das co-
transkribiertenrdl-Gen (Locus-Tag beb. aureusN315: SA0685), das fur einen Stimulator
der NrdEF-Aktivitdt codiert (MsALHA et al.,, 2001), als auch ein indirekter Effekt. Auf
NrdDG (Locus-Tags beiS. aureusN315; NC_002745: SA2410 / SA2409) hat die
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Uberexpression vogycFG aber offensichtlich keinen Effekt. Der stressvaiginde Effekt,
den die Uberexpression vggcFGin Anwesenheit von HU und esitzt, konnte durch das
verminderte Wachstum de$. aureusStammes mit natirlicheryycFGUberexpression
SA137/93A bestéatigt werden (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Weitere S. aureus Kontrollstdmme zur Verdeutlichung des durch O-vermittelten Stress von
Hydroxyurea (HU) unter aeroben und anaeroben Wachstmsbedingungen. Stamm SA137/93A zeigt eine natiirfie
Uberexpression vonyycFG. Der abgeleitete Stamm SA137/93G besitzt eine cimosomale Deletion, die auch das fiir
die Superoxid-Dismutase SodM codierende GesodM umfasst. Der ,Norddeutsche Stamm“ SA1450/94 fungie als
Negativkontrolle.

Da die Deletion vorsodM bei Stamm SA137/93G zu keiner veranderten Emptihkeit
gegeniber HU unter aeroben Bedingungen fuhrte, kaisgeschlossen werden, dass durch
HU ein oxidativer Stress verursacht wird. Anhanch vBtamm SA137/93A wurde aber
bestatigt, dass die Uberexpression yyoFG einen starken Effekt auf den,@ermittelten
Stress durch HU besitzt, da es im Vergleich zuratiggontrolle SA1450/94 und dem Stamm
SA137/93G unter aeroben Bedingungen bei keineradégebrachten Verdinnungen zum
Zellwachstum kam. Dies bestatigte eindrucksvoll gieichen Effekt von HU in Anwesenheit
von O, der auch in den induzierbar&naureus8325-4 SH1000 Stammen beobachtet werden
konnte (Abbildung 3.13). Somit wird der Einflussterstrichen, den die Uberexpression von
yycFGauf die Nukleotid-Synthese hat. Unklar bleibt iasem Zusammenhang allerdings, ob

es sich um einen direkten Einfluss z.B. auf dieskéalb-Ribonukleotid-Reduktase NrdEF
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selbst oder einen indirekten Einfluss bzw. Effedmdielt, der einem spezifischen Prozess bzw.

dessen Ursprung aber nicht ndher zugeordnet wésaten

3.6.3 Einfluss auf die Biofilmbildung

Um den Einfluss der Uberexpression vgycFG auf die Biofilmbildung zu untersuchen,
wurden dieS. aureus8325-4 SH1000-Stamme mit den Xylose-induzierbaRéasmiden
pTvicRK und pTvicRK(Y306N) und dem Kontrollvektoirg15 fur 24 h bei 37 °C in einer
BHI-Charge inkubiert, die sich als besonders gesidiir die Ausbildung vors. aureus
Biofilmen erwiesen hatte. Das Wachstum erfolgtéAim und Abwesenheit von 0,5 % (w/v)
Xylose. Da Glucose undQlie Biofilmbildung beglnstigen bzw. beeinflussémiken, wurde
das BHI-Medium zum Vergleich auch mit 0,25 % (w@)ucose supplementiert, und alle
Stamme und Medien wurden unter aeroben;li@itierten (7 % CQ) bzw. anaeroben
Bedingungen auf ihre Biofilmbildung untersucht. Alssitivkontrolle diente eine bisher nicht
naher charakterisierte Mutante v&n aureusStamm 8325-4 SH1000pTvicRK(Y306N). Es
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefiihrt, und fpeer Bestimmung erfolgte die
Auswertung der Biofilmbildung in drei VertiefungdlVells). Eine reprasentative Auswabhl

von Biofilmplatten zeigt Abbildung 3.16.
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Abbildung 3.16: Biofilmbildung nach 24 h Wachstum n nicht- und supplementierten BHI bei 37 °C. Einflus der
Uberexpression voryycFG auf das Wachstum derS. aureus 8325-4 SH1000-Stamme unter aeroben (A),,dimitierten
(7 % CO,) (B) und anaeroben Bedingungen (C). Die Xylose-begjte Uberexpression erfolgte in den Stammen mit
den induzierbaren Plasmiden pTvicRK und pTvicRK(Y306N. Als Vektorkontrolle diente das Plasmid pTX15.

Die Ergebnisse der Biofilmversuche zeigten eindgulass die Uberexpression vgycFG
unter keiner der Bedingungen und in keinem Mediumeiner signifikanten Anderung der

Biofilmbildung flhrte.

3.6.4 Einfluss auf die Empfindlichkeit gegeniber Daptomymn
Da durch die Uberexpression vgycFG bereits zuvor gezeigt werden konnte, dass es zu
einer verminderten Empfindlichkeit gegentber Vangoim kommt (TURCK, 2004; ANSEN et

al., 2007), sollte nun untersucht werden, ob di@rgkpression auch zu einer verminderten
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Empfindlichkeit gegenltber Daptomycin fihrt. Zu @&es Zweck wurde mit de®. aureus
8325-4 SH1000-Stammen mit den durch Xylose indbaiem Uberexpressionsplasmiden
pTvicRK und pTvicRK(Y306N) und dem KontrollvektorTK15 eine Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) von Daptomycinrchgefiihrt. Die Ermittlung der
MHK erfolgte in Mdller-Hinton-Medium + Tet. [25 pglin Das Medium wurde ferner mit
1,25 mM CaCG bzw. 05% (w/v) Xylose supplementiert. Ausgehemdn einer
Hochstkonzentration mit 16 pg/ml Daptomycin in desten Vertiefung (Well) erfolgte eine
serielle Verdinnung des Antibiotikums tber 12 \&dttngen. Als weitere Kontrollen wurden
die S. aureusStamme SA1450/94, SA137/93A und SA137/93G unteicgen Bedingungen,
aber ohne Zusatz von Xylose und Tet.,, zur MHK-Bestung herangezogen. Der
Durchschnittswert, der sich fur alle Stamme naclkei dinabhangigen Bestimmungen,
abgelesen nach 24 bzw. 48 h, ergab, ist in TaB&laufgefiihrt.

Tabelle 3.3: Bestimmung der Daptomycin-MHK in Miller-Hinton Medium + 1,25 mM CaCl. Der Einfluss der
Uberexpression vonyycFG auf die Empfindlichkeit gegeniiber Daptomycin wurdemit zwei Satzen vonS. aureus-
Stdmmen gezeigt. Der 1. Satz umfasst die 8325-4 SH0-Stdmme mit den durch die Anwesenheit von Xylose
induzierten Plasmiden pTvicRK und pTvicRK(Y306N) im Vergleich zur Vektorkontrolle pTX15 (a). Der 2. Satz
umfasste Stamm SA137/93A, der eine natiirlichgycF G-Uberexpression zeigt, dessen spontane Mutante SAI83G
ohne Uberexpression dem nah verwandten ,Norddeutsem Stamm® SA1450/94 als weitere Kontrolle (b).

Stamm Beschreibung @ MHK [ug/ml] @ MHK [ug/ml]

(24 h) (48 h)

a) S. aureus’325-4 SH1000

pTX15 Vektorkontrolle 0,125 0,125
pTvicRK induzierteyycFGUberexpression 0,250 0,333
pTVicRK(Y306N) induzierteyycFGUberexpression 0,250 0,417
b) S. aureus

SA1450/94 Kontrolle 0,125 0,125
SA137/93A natiirlichgycFGUberexpression 0,500 0,500
SA137/93G Kontrolle 0,250 0,250

Es wird deutlich, dass die induzierte Uberexpression yycFG zu einer verminderten
Empfindlichkeit gegentber Daptomycin fuhrt, die beéien durchgefihrten MHK-
Bestimmungen eine Titerstufe ausdriickt. Dies wuddech denS. aureusStamm 137/93A

mit natiirlicher Uberexpression vggcFGHI verifiziert.
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3.7 Konstruktion des Plasmids pREP4groESL(MT)

Zur Amplifizierung der Gensequenzen, die fir dasggion GroEL und dessen Cofaktor
GroES codieren, wurde als Template genomische DbAEB: coli K12 JM109 in die PCR-
Reaktion (Abschnitt 2.5.7) eingesetzt. Anhand delstandig sequenzierten Genoms von
E. coli K12 subspecies MG1655 (http://www.ncbi.nlm.nih.§dvC_000913) wurden die zur
Amplifizierung genutzten Oligonukleotid-Primer (Telle 2.3) so gelegt, dass sie
Basenaustausche enthielten, die fir die Klonierang5'-Ende degroESL umfassenden
DNA-Fragmentes eineNhd- und am 3°-Ende eineSal-Schnittstelle bereitstellten.
Unmittelbar stromabwarts an di&lhd-Schnittstelle schliet sich mit der Sequenz
ZAGGAGA" eine Ribosomenbindestelle (rbs) an, diehsihrerseits 7 bp stromaufwarts des
Startcodons fugroESauf dem flurgroESLcodierenden Sequenzabschnitt befindet. Nach dem
enzymatischen Verdau durch die Restriktionsend@agdn Nhd und Sal wurde die
codierende Sequenz zwischen die gleichen Schiigtstdes zuvor enzymatisch verdauten
Vektors pREP4 ligiert (sticky end). Das resultietfenPlasmid wurde pREP4groESL(MT)
genannt und per Elektroporation zur Etablierung dztast in E. coli K12 JM109 als
Zwischenwirt transformiert. Zur Bestatigung der dPhdintegritat erfolgte eine
Sequenzierung des Plasmids (Fa. Sequiserve, \&tergt In einem nachfolgenden Schritt
wurde pREP4groESL(MT) in di&. colrExpressionsstamme BL21(DE3), C41(DE3) und
C43(DE3) transformiert, und die resultierenden 3$t@mBL21(DE3)pREP4groESL(MT),
C41(DE3)pREP4groESL(MT) und C43(DE3)pREP4groESL(Myden als Wirtstamme fur
die rekombinante Expression der C-Hgetaggten S. aureusProteine YycFGHI und
YycG(Y308N) genutzt (Abschnitt 2.9.1.4 und 2.9.1.5)

Eine Vektorkarte von pREP4 und pREP4groESL(MT), isodie Sequenzen, die auf dem
letztgenannten Plasmid fur die Gene des ChaperoE®&r austE. coli K12 JM109 codieren,
befinden sich im Anhang (Abschnitt 7.5.3 und 7.5.4)

3.8 Klonierung der yyc-Gene in den Expressionsvektor pET22ApelB

Zur Amplifizierung der fir die Proteine YycFGHI undycG(Y308N) codierenden
Gensequenzen wurde genomische DNA $ormureusSA137/93A als Template in die PCR-
Reaktion (Abschnitt 2.5.7) eingesetzt. Anhand delstandig sequenzierten Genoms von
S. aureusN315 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; NC_002745) wien die zur Amplifizierung
genutzten Oligonukleotid-Primer (Tabelle 2.3) stege dass sie Basenaustausche enthielten,

die fur die Klonierung am 5-Ende der Gensequene Hicd- und am 3"-Ende ein¥hd-
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Schnittstelle bereitstellten. Da im ExpressionseekiET22\pelB unmittelbar auf diXhad-
Schnittstelle der HisTag und ein Stopp-Codon folgen, wurde der Revergmer so in das
Ende der Sequenz des Ziel-Gens gelegt, dass dasingtiche Stopp-Codon des Gens durch
die Xhd-Schnittstelle eliminiert und durch das Stopp-Codwach dem HisTag auf dem
Vektor substituiert wurde. Ferner gab es zu bedenitass die verwendelMrd-Schnittstelle

im Vektor pET22lApelB durch ihre Sequenz (CATGG) ein alternatives ATG-Startcodon
fur die Translation anbietet. Um einen Frameshift verhindern, wurde das Gen-eigene
Startcodon zwar beibehalten, aber die Position\bet-Schnittstelle, unter Verwendung von
Basenaustauschen, so in die Gensequenz gelegtsidassgas origindre Startcodon ebenfalls
»in frame* befindet und zu dem alternativen Stadimo auf allen Vektoren durch ein Codon
getrennt ist, dass fur die Aminosaure Glycin cddidiheoretisch ergibt sich damit die
Mdoglichkeit, dass alle Proteine in einer normaleersion und oder in einer Version
exprimiert werden, die am N-Terminus um die Amingsa Methionin und Glycin verlangert
ist. Inwieweit das in der Praxis tatsadchlich gesbhiwurde nicht ndher bestimmt, da eine
maldgebliche Beeinflussung der Proteineigenschaften den am N-Terminus zusétzlich
vorhandenen Aminosauren nicht zu erwarten war. dag weitere Vorgehen wurde aber
davon ausgegangen, dass von dem alternativen,atfasrts und damit vorrangig gelegenen
Startcodon die Translation ausging und damit dieejis langere Proteinversion exprimiert
wurde. Nach dem enzymatischen Verdau durch dieriRégstsendonukleasemNca und
Xhd, wurden die codierenden Gensequenzen zwischergldiehen Schnittstellen in der
MCS des zuvor enzymatisch verdauten ExpressionskeRET22ApelB ligiert (sticky end).
Bei dem Plasmid pET22pelB handelt es sich um Derivat des Vektors pETa2ksermpelB
Signalsequenz deletiert wurde, so dass der Trangper Yyc-C-His6-Proteine in das
Periplasma nicht mehr stattfinden kannag§ 2005; 3ss and BErRBAUM, 2007). Die
resultierenden Plasmide wurden als pET®#1BvicR, pET22ApelBvicK, pET22lApelB-
vicK(Y308N), pET22iApelByycH und pET22hpelByycl bezeichnet und zun&chst per
Elektroporation zur Etablierung in dek. coliStamm K12 JM109 als Zwischenwirt
transformiert. Zur Bestatigung der Plasmidintegrigrfolgte eine Sequenzierung der

Expressionsplasmide (Fa. Sequiserve, Vaterstetten).

Vektorkarten zu den abgeleiteten pET2@bIB-Plasmiden sowie die Sequenzen der auf den
Plasmiden codiertets. aureusSA137/93A Gene fir die rekombinante Proteinexpoess
befinden sich im Anhang (Abschnitt 7.5.7 — 7.5.18 &bschnitt 7.4).
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3.9 Expression und Aufreinigung der Yyc-C-His-Proteine

Fur die rekombinante Expression der Cgsoteine erfolgte in einem nachfolgenden Schritt
die Transformation der Expressionsplasmide (Abgthr2.5.11) in die E. colr
Expressionsstamme BL21(DE3)pREP4groESL(MT), C41(pREP4groESL(MT) und
C43(DE3)pREP4 groESL(MT). FiUr die Expression deHi€sgetaggten Yyc-Proteine
wurden die Expressionsstamme in LB-Medium in Anwésit von Amp. [40 p/ml] und
Kana. [25 pg/ml] bis zu einer Qg von 0,5 — 0,6 inkubiert und mit IPTG in einer
Endkonzentration von 1 mM induziert. Je nach Exgiestamm erfolgte die Zellernte nach
4 h oder 16 h. Die Proteinaufreinigung erfolgte nmehreren Schritten unter nativen
Bedingungen mittels Ni-NTA-AffinitditschromatographiAbschnitt 2.9.2). Die Kontrolle der
einzelnen Aufreinigungsschritte erfolgte mittels SBAGE-Analyse (Abbildung 3.17 bis
3.20). Dazu wurden 10 pl der jeweiligen Fraktiomm&aulendurchfluss mit 3 pl 5x SDS-
Probenpuffer (siehe Abschnitt 2.9.5) versetzt undié PAGE eingesetzt.

YycF-C-Hisg und YycH-C-Hisg

Das im Cytoplasma l6sliche Responseregulator-RrodycF-C-Hig und das auxilire
Membranprotein (1 TM-Domane) YycH-C-His konnten mit dem E. coliStamm
BL21(DE3)pREP4groESL(MT) uberexprimiert und mit emm Standardprotokoll (Abschnitt
2.9.2.1) aufgereinigt werden (Abbildung 3.17). Biewesenheit des pREP4groESL(MT) im
Expressionsstamm sollte durch die parallele, karnste Expression des Chaperons GroESL
die korrekte Faltung und damit die Ausbeute an fionialem Protein beginstigen.

YycF-C-His; YycH-C-His;

M L W1WwW2El E2 E3 E4 E5 MkDa M L W1w2 El E2 E3 E4 E5 Mo

— 200 — 200
— 150 — 150
— 120 — 120
J— — 100
— —
— 70 — 70
— 60 — 60

— 50 — 50

-— - © — - ‘.- —
-SPas e — — —
— 25 — 25
p— — 20 et N —— 20
BL21(DE3)pREP4groESL(MT)pET22pelBvicR BL21(DE3)pREP4groESL(MT)pET2ZpelByycH
(A) (B)

Abbildung 3.17: SDS-PAGE-Analyse der einzelnen Fralonen, die nach der Aufreinigung bzw. der Elution ds
Saulendurchflisse aufgefangen wurden. Deutlich zurleennen ist in den Eluaten E1 — E5 das aufgereinigte -EBlisg-
getaggte Protein YycF mit einer Laufhohe von ~ 30 a (A) und in den Eluaten E2 — E3 das aufgereinigte
C-Hisg-getaggte Protein YycH mit einer Laufh6he von ~ 5@Da (B).

M = Marker, Fraktionen nach Saule: L = Lysat, W1 = Waschpuffer 1, W2 = Waschpuffer 2, E1 — E5 = Eluate 15-
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YycG-C-Hisg und YycG(Y308N)-C-Hiss

Im Gegensatz zu den rekombinanten Proteinen Yydfisgund YycH-C-Hig, konnten die
Histidin-Kinasen YycG-C-Hisund YycG(Y308N)-C-His, Aminosaureaustausch ©N) in

der PAS-Doméane (Position

308 des

Gesamtproteing)s aem E. colrStamm

BL21(DE3)pREP4groESL(MT) und unter Verwendung dean8ardprotokolls (Abschnitt
2.9.2.1) nicht aufgereinigt werden (Abbildung 3.18)

YycG-C-His;

M L Wl Wz E1IE2E3 E4ES M,

— 25
— 20

BL21(DE3)pREP4groESL(MT)pET22pelBvicK

(A)

YycG(Y308N)-C-His;
M L W1 W2El1 E2 E3 E4 E5 I\/LDa

— 120

~ — 100
- — 85
— 70

— 60

~ — 50
-t — 40
— 30
~ —
BL21(DE3)pREP4groESL(MT)pET22ZtpelBvicK(Y308N)
(B)

Abbildung 3.18: SDS-PAGE Analyse der einzelnen Frakbnen, die nach der Aufreinigung bzw. der Elution a8
Saulendurchflisse aufgefangen wurden. Deutlich zurlennen ist, dass unter Verwendung de<. coli Stamms
BL21(DE3)pREP4groESL(MT) mit dem Standardprotokoll die Proteine YycG-C-His (A) bzw. YycG(Y308N)-C-Hig
(B) nicht aufgereinigt werden konnten, da sich in kinem der Eluate in Laufhthe der 70 kDa Bande des Magks eine

Proteinbande befindet.

M = Marker, Fraktionen nach Saule: L = Lysat, W1 = Waschpuffer 1, W2 = Waschpuffer 2, E1 —E5 = Eluat 1 5

Da beide Histidin-Kinasen, YycG und YycG(Y308N), rda den Besitz von zwei
Transmembran-Domanen (TM-Domanen) charakterisiantl, serfolgte die letztendliche
Expression dieser Proteine in dda. coliStammen C41(DE3)pREP4groESI(MT) und
C43(DE3)pREP4groESI(MT). Bei den Stammen C41(DE3) €43(DE3) handelt es sich
um eine Mutante- bzw. eine Doppelmutante des StamBie1(DES3), die aufgrund ihrer

Eigenschaft auch Membranproteine und andere fiiMdientoxische Proteine exprimieren zu

kbnnen, gezielt selektiert wurden @dux and WALKER, 1996). Die zusétzliche Anwesenheit
des Plasmids pREP4groESL(MT), zur konstitutiven régpion des Chaperons GroESL,

sollte auch hier die korrekte Faltung der Uberewpiten Proteine beglinstigen. Ferner wurde

das Standardprotokoll modifiziert,

so dass nach démllaufschluss gezielt

die

Membranfraktion préapariert und zur Aufreinigung déembranproteine (Abschnitt 2.9.2.2)

genutzt werden konnte. Durch den Einsatz von n-Dyeé-D-Maltosid (DDM) konnten so in

den weiteren Schritten gezielt eine Fraktion mitnMeanproteinen und damit schlussendlich
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auch die Kinasen YycG-C-Hjsund YycG(Y308N)-C-His aufgereinigt werden (Abbildung

3.19).
YycG-C-His;

L Wiw2 E1 E2 E3 E4 E5 M__
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C41(DE3)pREP4groESL(MT)pET22pelBvicK
(A)
YycG-C-His;

M L W1W2El1 E2 E3 E4 E5 M
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YycG(Y308N)-C-His;
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C41(DE3)pREP4groESL(MT)pET22pelBvick (Y308N)
(B)
YycG(Y308N)-C-His;
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— 200
— 150
— 120

— 100
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L =

-

CA43(DE3)pREP4groESL(MT)pET22pelBvicKk - C43(DE3)pREP4groESL(MT)pET22pelBvicK(Y308N)
(©€) (D)
Abbildung 3.19: SDS-PAGE-Analyse der einzelnen Fralonen, die nach der Aufreinigung bzw. der Elution ds
Saulendurchflisse aufgefangen wurden. Deutlich zulennen ist auf Laufhéhe der 70 kDa-Bande des Marker in den
Eluaten E3 — E5, dass die beiden rekombinanten ProtanYycG-C-His und YycG(Y308N)-C-His mit dem
modifizierten Protokoll zur Aufreinigung von Membranproteinen aus den praparierten Membranfraktionen cder
Expressionsstamme C41(DE3)pREP4groESL(MT) (A) bzw. (B) uh C43(DE3)pREP4groESL(MT) (C) bzw. (D)
aufgereinigt werden konnten. Gut zu erkennen ist faer, dass die Ausbeuten an rekombinanten Proteinni beiden
Fallen mit Stamm C43(DE3)pREP4groESL(MT) héher waren, & mit Stamm C41(DE3)pREP4groESL(MT).

M = Marker, Fraktionen nach S&ule: L = Lysat, W1 = Waschpuffer 1, W2 = Waschpuffer 2, E1 — E5 =Eluat 1 5

Yycl-C-Hisg

Ahnlich wie das auxiliare Protein YycH-C-Hjsist auch das auxilidre Protein Yycl-C-klis
durch den Besitz einer einfachen TM-Domane charesktet. Im Gegensatz zu diesem und
genau wie die beiden Kinase-Proteine YycG-CsHisd YycG(Y308N)C-His, liel3 es sich
ebenfalls nicht mit dem Standardprotokoll (Abschi2if9.2.1) aus dem Expressionsstamm
BL21(DE3)pREP4groESL(MT) aufreinigen (Abbildung 8.2A)). Wie bei den beiden
Kinase-Proteinen wurde deshalb das adaptierte obtozur Aufreinigung von

Membranproteinen (Abschnitt 2.9.2.2) verwendet.siza im Fall der beiden Kinasen gezeigt
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hatte, dass mit dem Expressionstamm C43(DE3)pREE&I(MT) eine hohere
Proteinausbeute mdglich ist als mit Stamm C41(DREP4groESL(MT), wurde der
erstgenannte verwendet. Die Anwesenheit des pRBEE&§(MT) Plasmids sollte zu einer
erhohten Ausbeute beitragen (Abschnitt 2.9.1.1¢. &folgreiche Aufreinigung von Yycl-C-
Hisg ist in Abbildung 3.20 (B) zu sehen.

Yycl-C-His; Yycl-C-His;

MLW1W2E1E2E3E4E5MkDa M L W1 W2ELlE2 E3 E4E5 M

kDa

— 200 — 200
— 150 — 150
— 120 — 120
— 100 — 100
—r — 85

— 70 I
— 60 — 60

— 50 ‘ — 50
po—y
— 0 — 40
pe—
— — 30 — 30

— 25 — 25

BL21(DE3)pREPAGroESL(MT)pET22ipelByycl C43(DE3)pREP4groESL(MT)pET22pelByycl
(A) (B)

Abbildung 3.20: SDS-PAGE-Analyse der einzelnen Fralonen, die nach der Aufreinigung bzw. der Elution ds
Saulendurchflisse aufgefangen wurden. Unter Verwenohg des Standardprotokolls war eine Aufreinigung as dem
Expressionsstamm BL21(DE3)pREP4groESL(MT) nicht mdglich A). Deutlich zu erkennen ist, dass mit dem
modifizierten Protokoll zur Aufreinigung von Membranproteinen aus der praparierten Membranfraktion des
Expressionsstamms C43(DE3)pREP4groESL(MT) das rekombinaat Protein Yycl-C-Hisg (auf Hohe der 30 kDa-
Bande des Markers) in den Eluaten E2 — E5 in groBer Mee aufgereinigt werden konnte (B).

M = Marker, Fraktionen nach Saule: L = Lysat, W1 = Waschpuffer 1, W2 = Waschpuffer 2, E1 —E5 = Eluat 1 5

In Abbildung 3.21 sind alle rekombinant i coli exprimierten und aufgereinigten Yyc-C-

Hiss-Proteine vors. aureusn einer SDS-PAGE nebeneinander aufgetragen.

Yyc-C-His;

F G H | G
(Y308N) \oa
— 200
— 150
— 120
—
—nx
- - —— 50
—_— 40

st

Abbildung 3.21: SDS-PAGE-Analyse aller rekombinantin E. coli exprimierten Yyc-C-Hisg-Proteine von S. aureus.
Aufgetragen wurden jeweils 1,5 pg Protein.
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3.10 Crosslinking: Untersuchung des oligomeren Status aeYyc-C-Hisg-Proteine

Um zu untersuchen, ob die C-Higetaggten Yyc-Proteine unter nativen Bedingungeare
hdheren oligomeren Status besitzen, ob sie alsieiriage sind sich zu Dimeren oder noch
komplexeren Oligomeren zusammenzulagern, solltehddie Anwesenheit von Formaldehyd
ein stabiles Crosslinking in einem Zeitreihenexpemt herbeigefiihrt werden. Die
Oligomere, die sich dabei mdglicherweise bilden,lltes® nachfolgend in einer
denaturierenden SDS-PAGE aufgetrennt werden. Ditisg-getaggten Yyc-Proteine wurden
in einer Konzentration von 5 pug/20 pl in CrosslimddPuffer bei 30 °C in einem
Thermoblock préainkubiert. Durch die Zugabe von Faldehyd in einer Endkonzentration
von 25 mM wurde das Crosslinking initiiert. Nach1®, 15, 30 und 60 min Inkubationszeit
wurden 20 pl Probe entnommen und die Reaktion dunepabe von 6,75 pl 4x LDS-
Probenpuffer (Fa. Invitrogen) gestoppt. Als Korgoldiente ein Ansatz, dem kein
Formaldehyd zugegeben und der unter gleichen Badgen flir 60 min inkubiert und dann
abgestoppt wurde. Die Proben wurden unmittelbagiim4 — 20 %iges Gradientengel (Fa.
Thermo Fisher Scientific, Precise Protein Gel) SIXS-PAGE-Analyse eingesetzt. Nach dem
Farben mit Coomassie Brilliant Blue R250 wurden dRAGE-Gele ausgewertet.
Exemplarische Ergebnisse fir das Crosslinking siiid die Proteine YycG und
YycG(Y308N) in Abbildung 3.22 dargestellt.

YycG YycG(Y308N)
Tk kAo 44+ Formaldehyd
60 5 10153060 60 5 10 15 30 60 [min]
undef. Oligomere { = JHAR i{iAEEEMm kDa
— 200
. — 150
Dimer —> ' bt — 120
— 100
— 85
Monomer—> d et bd = 3

— 50
— 40

— 30

— 25
— 20
— 15

— 10

Abbildung 3.22: SDS-PAGE-Analyse. Exemplarische Abbiung fur alle durchgefiihrten Crosslinking-Experimente.
In einem Zeitreihenexperiment wurde die Beféhigung dr C-Hisg-getaggten Protein YycG bzw. YycG(Y308N) zur
Ausbildung von hoheren oligomeren Organisationen inAn- und Abwesenheit des Crosslinkers Formaldehyd
untersucht.
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Trotz des an sich erfolgreichen Crosslinkings waithand der fir die C-Hjggetaggten
Proteine YycG und YycG(Y308N) exemplarisch dargéste Ergebnisse deutlich, dass die
Methodik fur die Darstellung von hdéheren oligomef@rganisationen, die Uber den Status
von Dimeren hinausgehen, unter diesen Bedingungpm geeignet ist. So liel3 sich fur beide
Proteine gut darstellen, dass uber den zeitlichenauf die Menge des Proteins, die als
Monomer vorlag abnahm, und gleichzeitig die Mengs @roteins, die als Dimer vorlag,
zunahm. Im weiteren zeitlichen Verlauf kam es daofiKosten der Menge an Monomeren
und Dimeren auch zur Entstehung von noch hoherngorokren Organisationen. Nachteilig
war dabei aber, dass sich diese hoheren Orgamisatfen anhand des aufgetragen Markers
nicht mehr eindeutig in ihrem Status differenzielieen, insbesondere durch die Tendenz in
den Geltaschen zu akkumulieren. Dieser Umstandsi@fiauch durch die Verwendung eines
Systems mit der kapazitiven Mdglichkeit, auch Rraebis zu einer Grol3e von 500 kDa
aufzutrennen, nicht beseitigen. Zu diesem Zweckdewirnachfolgend niedrig konzentrierte
Gradientengele (Fa. Invitrogen; NUPAGE® Novex TAcetate 3 — 8 %, 1.0 mm, 12 well)
unter Gebrauch von Tris-Acetat-Laufpuffer (Fa. tragen; Tris Acetate Running Buffer) und
unter Verwendung eines entsprechenden Markers Iiirogen; HighMark™ Unstained
Protein Marker) in der SDS-PAGE eingesetzt. Die beobachtbaren oligomeren
Organisationen, die Uber den Status des Dimersubgiagen, waren aber nur aul3erst
schwach und nicht in allen Féllen zweifelsfrei daltbar. Da die Problematik der Protein-
Akkumulation in den Geltaschen bestehen blieb, wurchit der Blau-Nativen-
Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE) eine alive Methode zur Untersuchung des
oligomeren Status der Yyc-C-HiBroteine angewendet (Abschnitt 2.9.7 und 3.11).

Durch die Crosslinking-Versuche lie3en sich ferheine Interaktionen der einzelnen
Proteine untereinander nachweisen. So lieRen sailz tnehrfacher Versuche unter den
gegebenen Versuchsbedingungen keinerlei durch Zusamagerung gebildete Komplexe
innerhalb des durch den Marker abgedeckten GroReiche beobachten. Dies schlief3t
naturlich generell nicht aus, dass es zu Interaktion vivo kommt. Am wahrscheinlichsten

ist, dass die TM-Domanen der YycG-, Yyc(Y308N)-, cv¢ und Yycl-Proteine die

Anwesenheit einer Membran erfordern, die erst dikevnative Konformation der Proteine
und damit erst die Fahigkeit zu gegenseitigen &kiissn bedingt. Insbesondere unter dem

Aspekt, dass Formaldehyd als Crosslinker mit ~ 2 A eine relativ geringe Crosslinking-
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Distanz besitzt, ergibt sich, dass zur Interaktt@nschen den Proteinen nur eine sehr kurze

Distanz vorliegen darf, die Formaldehyd als Cros&r Gberbriicken kénnte.

3.11 BN-PAGE: Untersuchung des oligomeren Status der Yy€-Hisg-Proteine

Da durch die Crosslinking-Experimente nur unzureich untersucht werden konnte, ob die
aufgereinigten Yyc-C-HisProteine unter nicht-denaturierenden Bedingungee é@othere
oligomere Organisation zeigen, wurde mit der Blatien-Polyacrylamidgelelektrophorese
(BN-PAGE) eine alternative Methode verwendet. Voendrekombinanten Proteinen
YycF-C-His;, YycH-C-Hiss bzw. Yycl-C-Hig wurden jeweils 5 pg und von den Kinasen
YycG-C-Hiss und YycG(Y308N)-C-His jeweils 10 pg in ein natives Polyacrylamidgel mit
einem linearen Gradient von 4 —20 % aufgetragen wtektrophoretisch aufgetrennt
(Abbildung 3.23).

Fur die Angaben zu den Laufhéhen des Molekulargasstandards (BN-Standard) sei auf
Tabelle 7.2 im Anhang unter Punkt 7.7 verwiesen.

Yyc-C-Hisz-Proteine

F G G H |

(Y308N)

BN-PAGE
Gradientengel (4 — 20 %)
kDa

—— '
Conalbumin (Dimer) ~ 154— —
BSA (Dimer) 132—

[ _
Conalbumin (Monomer) 77— & - e
BSA (Monomer) 66— o - g
Ovalbumin 45— .. - —
B-Lactoglobulin B 18— [ -

Abbildung 3.23: BN-PAGE zur Analyse der oligomeren @ganisation der rekombinant in E. coli exprimierten C-Hisg-
getaggten Yyc-Proteine vors. aureus.

Mit der BN-PAGE liel3 sich die Ausbildung von héhereligomeren Organisationen der
einzelnen C-Hisgetaggten Yyc-Proteine wesentlich besser beobachéds mit den
durchgefuhrten Crosslinking-Experimenten. Deutlichu erkennen ist, dass der

Responseregulator YycF-C-Hiand das auxilidre Protein YycH-C-Hisur als Monomere in
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Erscheinung traten. Die Histidin-Kinasen YycG-C-4Hliad YycG(Y308N)-C-His hingegen
zeigten eine hdhere oligomere Organisation, die Moonomer bis hin zum Tetramer reichte.
Die hochste oligomere Organisation zeigte das gueil Protein Yycl-C-Hig dessen

Organisation vom Monomer bis hin zum Hexamer reicht

Wie bei den Crosslinking-Experimenten konnten amihder BN-PAGE keine Interaktionen
der Proteine untereinander, in Form von zusammaggdaien Komplexen, nachgewiesen
werden. Die moglichen Griinde dafir sind vermutldimlich gelagert, aber selbst wenn eine
Membran anwesend wére, die es den Proteinen erlawibede miteinander in Form von
Hetero-Oligomeren zu interagieren, miusste man dawmgehen, dass die nicht-kovalenten
Bindungen zwischen solcherlei gebildeten Komplexen schwach sind, als dass diese
wahrend der Migration innerhalb der BN-PAGE stallit wirden.

Auffallig ist, dass das Migrationsverhalten der Ggetaggten Yyc-Proteine von dem der
Markerproteine deutlich abweicht. Alle Yyc-C-HiBroteine, einschlie3lich der Oligomere,
laufen in der BN-PAGE deutlich héher als anhand Miarkerproteine zu erwarten ware
(siehe Abbildung 3.23 und Tabelle 3.4). Die Tatgaclklass die in der BN-PAGE
beobachteten Molekulargewichte der Yyc-C4Hsoteine nicht mit den Grélien der
Markerproteine korrelieren, kann dadurch erklartdea, dass erstens im Gegensatz zur SDS-
PAGE generell das Verhéltnis der Menge von gebur@msmmassie Brilliant Blue zur Masse
des Proteins je nach Protein variiercf&GGER et al.,, 1994) und zweitens insbesondere
Membranproteine bzw. hydrophobe Proteine deutlichi3gre Mengen des Farbstoffs
Coomassie Brilliant Blue binden, was zu der Masss Broteins in nicht unbetrachtlicher
Mal3e beitragen kann @4BERGERet al., 2002). Um trotzdem die Molekulargewichieedser
rekombinanter Membrantransportproteine zu ermitteéstimmten HUBERGERet al. (2002)
fur ihre verwendeten Membranproteine experimergiglen Korrekturfaktor von 1,8, der das
anhand der BN-PAGE und den Markerproteinen bestenimbhere Molekulargewicht
bereinigt und so dem erhohten Bindeverhalten vonmbtanproteinen fir Coomassie

Brilliant Blue Rechnung tragt.

Fur die Bestimmung der Molekulargewichte der Yy¢d(Ss-Proteine wurde in dieser Arbeit
entsprechend verfahren. Zunachst wurde fur dieiclissh Markerproteine anhand der
Migrationsstrecken in der BN-PAGE und den bekanntglolekulargewichten eine

Eichgerade erstellt. Fir die Migrationsstreckenrékbombinanten Yyc-C-HgsProteine in der
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BN-PAGE wurde dann das Molekulargewicht anhand Eiehgerade der Markerproteine
bestimmt. Zur Berechnung des Korrekturfaktors figr kombinanten Yyc-C-HisProteine
wurde dann das in der BN-PAGE ermittelte Molekutavight gegen das tatsachliche
Molekulargewicht der Yyc-C-HisProteine aufgetragen, welches mittels der Amino-
sauresequenz berechnet wurde (siehe Anhang 7.6)d&ulinearen Regression wurde dann
der fur diese Proteine und dieses Experiment iddelle Korrekturfaktor abgeleitet
(Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24: Berechnung des Korrekturfaktors fiir die Yyc-C-Hisg-Proteine. Die bei der BN-PAGE mit Hilfe der
Markerproteine beobachteten Molekulargewichte wurden gegen die, anhand der Aminosauresequenz der
Proteinmonomere, berechneten Molekulargewichte aufgragen, um den Korrekturfaktor mittels linearer Regression
ermitteln zu kénnen. (A) Alle Yyc-C-Hiss-Proteine sind zusammen eingezeichnet. (B) Aufgeman sind die
Organisationsstufen aller Yyc-C-Hig-Proteine, die einen isoelektrischen Punkt (pl) vos,37 bis 5,92 besitzen. (C) Wie
Teilabbildung (B), allerdings ohne das C-Higgetaggte Nicht-Membranprotein YycF. (D) Aufgetrage sind alle
Organisationstufen des C-Hig-getaggten Proteins Yycl, das einen pl von 8,69 hts.

M = Molekulargewicht; Yyc-C-Hisg Proteine: [0 = YycF, ¢ = YycG, @ = YycH, A= Yycl; rémische Ziffern: (Il) —
(VI) = hohere Organisation des Proteins als Dimer is hin zum Hexamer. Da die Hig-getaggten Proteine YycG bzw.
YycG(Y308N) und ihre Oligomere in der BN-PAGE exaktdas gleiche Migrationsverhalten zeigten, wurden fudie
Berechnungen nur das C-Hig-getaggte YycG-Protein herangezogen.
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Da der isoelektrische Punkt (pl), also der pH-Want,dem sich die positiven und negativen
Ladungen eines Proteins aufheben und die Nettotadiuril betrédgt, einen entscheidenden
Einfluss auf das Migrationsverhalten der Protemder BN-PAGE haben kann¢SAGGER et
al., 1994), erfolgte zur Ermittlung des Korrektdtiars in diesem Experiment die Betrachtung
der Yyc-C-Hig-Proteine in Abhangigkeit ihres isoelektrischen IRas (pl). In
Abbildung 3.24 (A) zeigt sich, dass besonders dibehen oligomeren Organisationen der
C-Hiss-getaggten Proteine YycG und Yycl stark vom Verlaldr Regressionsgerade
abweichen. Betrachtet man den pl-Wert der Protéiehe Anhang 7.6), so zeigt sich, dass
die C-His-getaggten Proteine YycF, YycG und YycH alle eiégénlichen pl von 5,37 — 5,92
besitzen, wahrend Yycl mit einem pl von 8,69 eim@&sentlich hdheren Wert besitzt. Bezieht
man dies ein und trédgt nur die Proteine zusammén i@ eine ahnlichen pl besitzen
(Abbildung 3.24 (C) und (D)), so zeigt sich, dasas dBestimmtheitsmaR {R der
entsprechenden Regressionsgeraden signifikant.sBageinem &hnlichen pl-Wert spielt es
offensichtlich auch keine Rolle, dass es sich leen €-Hig-getaggten Protein YycF um kein
Membranprotein handelt, da sich bei Einbeziehunden& der linearen Regression noch der
sich daraus ergebende Korrekturfaktor signifikamdéit (vergleiche bei Abbildung 3.24 (B)
mit (C)). Dies deutet auch daraufhin, dass die Ahzder TM-Domé&nen in diesem
Experiment nicht die entscheidende Ursache fur dagenuber den Markerproteinen
abweichende Migrationsverhalten in der BN-PAGEHRsir diese Annahme spricht weiterhin,
dass HUBERGERet al. (2002) in ihren Experimenten wesentlich ptexere rekombinante
Membranproteine verwendeten, die durch den Besitzd/— 12 TM-Domanen charakterisiert
sind. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei demligser Arbeit in die BN-PAGE
eingesetzten Yyc-C-HisProteinen um Membranproteine mit deutlich gerieger
Komplexitat. So sind YycG-C-Hisbzw. YycG(Y308N)-C-His nur durch den Besitz von
zwei TM-Domanen gekennzeichnet. YycH-C-Hisd Yycl-C-Hig besitzen jeweils nur eine
TM-Doméane, und YycF-C-Hishat keinerlei TM-Doméne. Deswegen muss der G-y
selbst als wesentlicher Faktor fir das verdndertgratlonsverhalten in der BN-PAGE
angesehen werden. Aufgrund dieser Tatsache wui@mdein YycF-C-Higfir die weitere

Betrachtung, obwohl es kein Membranprotein ist,embezogen.

In Tabelle 3.4 sind fur die Yyc-C-Hjdroteine und ihre héheren oligomeren Organisatipne
die bei der BN-PAGE beobachteten Molekulargewichted die anhand der Amino-

sauresequenzen der Proteinmonomere berechnetekWéolgewichte aufgefuhrt. Ferner sind
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die nach Anwendung der in Abbildung 3.24 ermittelt€orrekturfaktoren (K) bereinigten
Molekulargewichte und deh-Wert aufgefiihrt. DeA-Wert zeigt dabei die Abweichung in
kDa des nach Anwendung des Korrekturfaktors remeitiden Molekulargewichts von dem
mittels der Aminosauresequenz berechneten MolefeNdchts an. Bleibt der pl-Wert der
Proteine bei der Ermittlung des Korrekturfaktorf3emw vor, so zeigt sich deutlich, dass bei
Anwendung dieses Faktors (1,5) deiVert bei den meisten der bertucksichtigten Proteine
relativ grof3 ist. Im Gegensatz dazu ist deWert deutlich kleiner, wenn der pl-Wert vor der

Ermittlung des Korrekturfaktors beriicksichtigt wird

Tabelle 3.4: Aufgefiihrt sind der beobachtete oligonre Status der Yyc-C-Hig-Proteine und die Molekulargewichte,
welche mit der BN-PAGE ermittelt werden konnten. Den so ermittelten Molekulargewichten ist das
Molekulargewicht gegenubergestellt, das mittels der Aminosauresequenz der Yyc-C-HigProteinmonomere
berechnet wurde. Es zeigt sich deutlich die Diskrepe zwischen den beiden Ermittlungsmethoden, die ursélich auf
das gegenuber den Markerproteinen veranderte Migrabnsverhalten in der BN-PAGE zuriickzufuihren ist. Mittels
den aus der Abbildung 3.24 ermittelten Korrekturfaktoren wurde das in der BN-PAGE beobachtete Molekular
gewicht durch die Anwendung des Korrekturfaktor bereinigt: (1) Anwendung des Korrekturfaktors der denpl-Wert
der Yyc-C-Hisg-Proteine nicht berlicksichtigt, (2) Anwendung des Krrekturfaktors fiir die Yyc-C-His g-Proteine mit
einem pl von 5,37 — 5,92 und (3) Anwendung des Karkturfaktors fiir das C-Hisg-getaggte Protein Yycl, das einen pl
von 8,69 besitzt. Deutlich zu erkennen ist, dassealiunter Berlicksichtigung des pl-Wertes bei der Ermifung des
Korrekturfaktors bereinigten Molekulargewichte (kur siv) und deren A-Werte (kursiv) deutlich nédher an dem
Molekulargewicht liegen, das auf Basis der Aminos&esequenz berechnet wurde (fett) als die Werte, dienter
ermittelt wurden, wenn der pl-Wert nicht beriicksichtigt wurde.

Da die C-His-getaggten Proteine YycG bzw. YycG(Y308N) und ihr®ligomere in der BN-PAGE exakt das gleiche
Migrationsverhalten zeigten, wurden fiir die Berechmngen nur das C-Hig-getaggte YycG-Protein herangezogen.

Molekulargewicht (M) [kDa] Mg [kDa] und A-Werte [kDa]
Oligomerer Status| auf Basis der | nach Anwendung des Korrekturfaktors
in der BN-PAGE Aminosaure- beobachtet bei (1) Mo 2) Mo 3) Mo
der BN-PAGE A A A
sequenz (K=1,5) (K=1,4) (K=1,8)
YycF 29 50 33 4| 35 6 = =
YycG (Tetramer) 284 383 256 | 28 274 | 10 - -
YycG (Trimer) 213 316 211 | 2| 226 | 13 - -
YycG (Dimer) 142 207 138 | 4] 148 | 6 - -
YycG 71 111 74 3| 80 9 = =
YycH 53 76 51 2 54 1 =
Yycl (Hexamer) 186 316 211 | 25 - -1 176 | 10
Yycl (Pentamer) 155 282 188 | 33 - -1 156 1
Yycl (Tetramer) 124 223 149 | 25 - -1 124 | 0O
Yycl (Trimer) 93 170 114 | 21 - -1 95 2
Yycl (Dimer) 62 116 77 | 15 - -| 64 2
Yycl 31 58 39 8 - -1 32 1
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3.12 Phosphorylierungsassays

Zunachst wurden die geeigneten Bedingungen ermitiater denen die vollstadndigen, mit
beiden TM-Domé&nen rekombinant i&. coli exprimierten, C-HiggetaggtenS. aureus
Sensor-Histidin-Kinasen YycG und YycG(Y308N) eimevitro-Phosphorylierungsaktivitat
zeigten. Dabei sollte in einem ersten Schritt didofhosphorylierungsaktivitat, und in einem
zweiten Schritt die Befahigung zum Phosphorylgruprmnsfer auf den zugehérigen
Responseregulator YycF beobachtet werden, der a&lbenéls C-His-getaggtes und
rekombinantes Protein exprimiert wurde. Beide Akfiten sollten dabei durch die
Anwesenheit von radioaktiveny’fP]JATP nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser
Experimente wurde zunachst ein Detergenz-Mizelled®ll etabliert, in dem dem Detergenz
Triton X-100 eine entscheidende Rolle zukommt. Dedergenz ermoglicht es, dass die
beiden Kinasen YycG und YycG(Y308N) trotz ihrer dem TM-Doménen und den damit
einhergehenden Eigenschaften als Membranproteim iaubwesenheit einer Membran eine
partielle Aktivitat zeigen, die fur die oben gentem beiden Phosphorylierungsaktivitaten
notwendig ist. Das setzt voraus, dass unter diBselingungen mindestens die HATPase_c-
Domaéne fur die ATPase-Aktivitat, die HisKA-Domaénls dkzeptor- und in einem zweiten
Schritt auch als Transferdomane funktional sein seis Da die Autophosphorylierung
in vivo aulR3erdenin trans erfolgt, ist es wahrscheinlich auch notwendig,sddee HAMP-
Doméane als Dimerisierungsschnittstelle funktionst, ium auch im Detergenz-Mizellen-
Modell die Dimerisierung von zwei Kinase-Monometarbeizuftuhren.

Nach der erfolgreichen Etablierung, erfolgte auf Basis des Detergenz-Mizellen-Modells
die Etablierung eines Phospholipid-Liposomen-Ma&jelim bei den Kinasen YycG und
YycG(Y308N) auch dem Charakter eines Membranpretgerecht zu werden. Im Idealfall
sollte es so moéglich werden, die Eigenschaften Kerasen bei voller Funktionalitat

untersuchen zu kénnen.

Alle nachfolgend aufgefuihrten Ergebnisse wurdemosphorylierungsassays ermittelt, die
mit rekombinant exprimierten Yyc-C-Hi®roteinen durchgefuhrt wurden. Zur stabilen

Lagerung befanden sich diese bei -20 °C in pho$ehain Dialysepuffer Il (Lagerpuffer II).
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3.12.1Detergenz-Mizellen-Modell

Bei der Etablierung des Detergenz-Mizellen-Mode&lisrden anfanglich, neben dem spéter
ausschlief3lich verwendeten Detergenz Triton X-1&@;h noch weitere Detergenzien wie
CHAPS, CHAPSO, deoxyBIGCHAP, N-Laurylsarcosin undDND getestet. Allerdings
ergaben sich bei den Experimenten mit diversen &mzintrationen, unter Berticksichtigung
der jeweiligen CMC (critical micelle concentratioti¢s verwendeten Detergenz, bei allen
Detergenzien zunadchst — allenfalls — nur &uRerbivache Signalintensitaten auf den
belichteten Roéntgenfiimen. Da diersten schwachen Phosphorylierungsaktivitdten keine
Hinweise darauf gaben, dass ein Detergenz weseriiBsser geeignet ist als Triton X-100,
erfolgte die Optimierung der Reaktionsbedingunganch wenn sich zeigte, dass in
Anwesenheit von CHAPS bzw. CHAPSO Aktivitdten deic®- und YycG(Y308N)-Kinasen
zu verzeichnen waren, ausschlie@lich fuar Triton 001 Die Optimierung der
Reaktionsbedingungen in Anwesenheit von Triton X-lOnfasste u.a. auch das Austesten
von verschiedenen Endkonzentrationen des bei ddophosphorylierung notwendigen
Cofaktors M. Wie sich relativ spat herausstellte, hat aberobesrs eine hohe
Salzkonzentration (KCI) im Phosphorylierungspuféanen sehr entscheidenden Einfluss auf
die Aktivitat der Kinasen (Abschnitt 3.12.1.1).

3.12.1.1Einfluss der Salzkonzentration (KCI) auf die KinaseAktivitat

Um den Einfluss der Salzkonzentration auf die Alkdivgenauer zu untersuchen, erfolgten
mit den Kinasen Phosphorylierungsassays mit einsteggenden KCI-Konzentration (200 —
600 mM) im Phosphorylierungspuffer. Ferner war illera Ansédtzen das Detergenz
Triton X-100 in einer Endkonzentration von 8,5 mMbriwanden. Die Initiation der
Autophosphorylierungsreaktion erfolgte durch dig@loe eines Mixes aus ,kaltem“ ATP und
,heiRem“ [y**P]ATP. Die Abhangigkeit der Phosphorylierungsaltivivon der eingesetzten
KCI-Konzentration zeigt Abbildung 3.25.
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Abbildung 3.25: Autoradiogramm. Abhangigkeit der Phosphorylierungsaktivitét der vollstandig exprimierten C-Hiss-
getaggten Kinasen YycG und YycG(Y308N) von der Sdtenzentration.

Gut zu erkennen ist, dass die Autophosphorylieraktjgtat der C-His-getaggten Kinasen

YycG und YycG(Y308N) im Detergenz-Mizellen-Modeil deutlicher Abhangigkeit zu der
im Phosphorylierungspuffer enthaltenen KCIl-Konzatidn steht und unter den gewdahlten
Bedingungen ein Maximum zwischen 500 — 600 mM ehtei Diese Konzentration ist

ungewdhnlich hoch, insbesondere wenn man bederkt d.B. isotonische NaCl-Losung
0,9 % (w/v) NaCl enthalt und damit eine Konzentmtivon 154 mM besitzt. Fur alle

nachfolgenden Phosphorylierungsassays wurde deZL3x5-Phosphorylierungspuffer auf
eine KCI-Konzentration von 500 mM standardisiert.

1x CL3.5-Phosphorylierungspuffes0 mM HEPES, 500 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 5 mM
MgCly, 0,5 mM DTT, 3,5 % (v/v) Glycerin, pH 8

3.12.1.2Phosphorylgruppentransfer von YycG bzw. YycG(Y308N)auf YycF

Um zu priufen, ob die beiden C-Rigetaggten Kinasen YycG und YycG(Y308N) nach der
erfolgreich gezeigten Autophosphorylierung (Abbidu3.25) auch in der Lage sind, in einem
zweiten Schritt ihren zugehoérigen Responsereguldimt zu phosphorylieren, wurde das
C-Hiss-getaggte Protein YycF in Anwesenheit der beidemaken unter den gleichen
Bedingungen inkubiert, die zu einer erfolgreichamdphosphorylierung der Kinasen gefuhrt
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hatten. FUr ein Zeitreihenexperiment erfolgte dutehZugabe einer Mischung aus ,kaltem
ATP und ,heiRem“ ¥**P]JATP die Initiation der Phosphorylierungsreakti&iir die Zeitreihe
erfolgte das Abstoppen der Reaktion durch die Zegain 5x SDS-Probenpuffer (nach Fa.
Qiagen) nach 1, 5, 15, 30 bzw. 60 min. Als Kon&dller Autophosphorylierungsaktivitat
wurden die Kinaseproteine YycG und YycG(Y308N) urgkeichen Bedingungen ohne YycF
fur 1 min inkubiert und nachfolgend abgestoppt. Dehosphorylgruppentransfer im

zeitlichen Verlauf zeigt Abbildung 3.26.
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Abbildung 3.26: Autoradiogramm. Zeitabhdngige, in énem zweiten Schritt vollzogene Phosphorylierung de
Responseregulators  YycF durch die Histidin-Kinasen YycG oder YycG(Y308N). Zur Kontrolle der
Autophosphorylierungsaktivitat wurden beide Kinasenin Abwesenheit von YycF unter gleichen Bedingungefiir
1 min inkubiert.

Es wird deutlich, dass die beiden vollstandig experten Kinasen YycG und YycG(Y308N)
in vitro nicht nur zur Autophosphorylierung in der Lagedsirsondern auch in einem
nachfolgenden Schritt befahigt sind, einen Phospgarppentransfer auf ihren zugehérigen
Responseregulator YycF zu leisten. Interessamtaibei, dass der Phosphorylgruppentransfer
deutlich langsamer von statten zu gehen scheintialsnitiale Autophosphorylierung der
Kinasen, da erst nach 30 min die maximale Phostibampg des anwesenden
Responseregulators YycF erreicht wird. Auffallendt iferner, dass die Auto-
phosphorylierungsaktivitdt in Anwesenheit von Yyckein Maximum erreicht. In
Anwesenheit von YycF ist zu allen Zeiten die Sigmehsitat der Kinasen etwa gleich
ausgepragt, aber wesentlich schwacher als dieditd¢éndie die Kinasen in Abwesenheit von
YycF bereits nach 1 min Inkubationszeit zeigen.sD&n Hinweis darauf, dass es in
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Anwesenheit von YycF auch zu einer Dephosphorytigsaktivitat der vollstandigen
Kinasen kommt. Diese Dephosphorylierungsaktivitéhrike bei einer trunkiert (ohne TM-
Domanen) exprimierten YycG -Kinase v&n aureusnicht beobachtet werden (BRAC and
MSADEK, 2004).

3.12.1.3Dephosphorylierung von YycG(Y308N)~P und YycF~P duwh Hitze

Um wahrend des Etablierungsprozesses der Phosm@rangsassays zu Uberprifen inwieweit
sich die Hitzeeinwirkung bei der Denaturierung d¥sbenmaterials, die der SDS-PAGE-
Analyse vorangeht, nachteilig auswirkt, wurden diiizhandelte und unbehandelte Ansatze
einander gegenubergestellt. Dazu wurden die Ansairgichst zur Phosphorylierung far
60 min in Anwesenheit vornyfPJATP und bei 30 °C im Wasserbad inkubiert. Naa@al
wurde zum Vergleich vor der SDS-PAGE Analyse jesveiin Ansatz fir 10 min bei 95 °C
inkubiert und ein zweiter Ansatz unmittelbar eirgjes Die hitzebedingte
Dephosphorylierung der phosphorylierten Kinase YY€¢E&8N) bzw. des phosphorylierten
Responseregulators YycF zeigt Abbildung 3.27.
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B < YycF-P

Abbildung 3.27: Autoradiogramm. Dephosphorylierung durch Hitzeeinwirkung am Beispiel der Histidin-Kinase
YycG(Y308N)~P und des Responseregulators YycF~P.

Auf dem belichteten Rontgenfilm ist deutlich zu emken, dass bei den hitzebehandelten
Vergleichsproben in den entsprechenden Laufhdheamkaadioaktivitat vorhanden ist. Dies

verdeutlicht anschaulich die massive Dephosphatylig, die durch die Hitzeeinwirkung
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verursacht wird. Als Konsequenz wurde in allen imesdr Arbeit durchgefiuhrten
Phosphorylierungsassays auf eine Denaturierung Pdeteinproben vor der SDS-PAGE
verzichtet. Stattdessen wurden die Proben unméitetbdie PAGE-Gele aufgetragen.

3.12.1.4Aktivitat der YycG-Kinase in Anwesenheit von YycH wund oder Yycl

Nachdem erfolgreich gezeigt werden konnte, dasKufiasen YycG und YycG(Y308N) im
Detergenz-Mizellen-Modell zur Autophosphorylierungd zum Phosphorylgruppentransfer
auf YycF befahigt sind, sollte untersucht werdeb, sich die Anwesenheit der beiden
auxilidren Proteine YycH bzw. Yycl auf diese Aktdéten mdoglicherweise verstarkend,
abschwachend oder inhibierend auswirkt. Nach deyade eines Mixes aus ,kaltem* ATP
und ,heiBem* {**PJATP zum Starten der Phosphorylierungsreaktionlgté die Inkubation
der Ansatze bei RT. Zum Abstoppen der Reaktiongdamach 60 s die Zugabe von 5x SDS-
Probenpuffer (nach Fa. Qiagen). Die Phosphoryligsaktivititen der YycG-Kinase in
Anwesenheit der YycFHI-Proteine zeigt Abbildung&.2

YyecG @ @ @ O ©
YycF ® 6 0 ¢
YycH () o
Yycl o o
- - <«— YycG~P
- .- - <«— YycF~P

Abbildung 3.28: Autoradiogramm. Phosphorylierungsasays mit den C-Hig-getaggten rekombinanten Yyc-Proteinen.
Einfluss der auxilidaren Proteine YycH und oder Yyclauf die Phosphorylierungsaktivitat der YycG-Histidin-Kinase in
Anwesenheit des Responseregulators YycF.

Im Detergenz-Mizellen-Modell konnte durch die Anwekeit der auxiliaren Proteine YycH
und oder Yycl keinerlei Effekt auf die Aktivitat d¥ycG-Kinase beobachtet werden. Dies ist
hdchstwahrscheinlich dadurch bedingt, dass in dieddodell die Eigenschaften als

Membranproteine von YycGHI nicht zum Tragen kommé&mnen. Durch das Detergenz
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liegen zwar ganz offensichtlich geeignete Bedingungvor, die fur die beiden

Phosphorylierungsaktivitaten der Kinase hinreichsmd, aber scheinbar nicht ausreichend,
um eine Interaktion zwischen YycG und den auxihi@feroteinen YycH bzw. Yycl zu

beginstigen. Auch bei einer Verkirzung der Inkudrezeit auf 30 bzw. 15 s liel3 sich kein
eindeutiger Effekt auf die Phosphorylierungsakdivitder YycG-Kinase beobachten.
Insgesamt lasst sich daraus zumindest eine parfirelhktionalitat der Kinase unter diesen
Bedingungen schlussfolgern, die aber offensichtlialr die funktionalen Doméanen im

cytoplasmatischen Teil der YycG-Kinase umfasst. db@r besonders die Transmembran-
Domanen der Kinase und die der auxilidren Protalsenal3geblich bei der Protein-Protein-
Interaktion angesehen werderz(8vANT et al., 2008), ist das Detergenz-Mizellen-Modell

nicht ausreichend geeignet, um das volle Spektreimrderaktionen untersuchen zu kénnen.

3.12.2Phospholipid-Liposomen-Modell

Nach der erfolgreichen Etablierung des DetergenzeMin Modells zur Untersuchung der
YycFGHI-Proteine vonS. aureus erfolgte auf der Basis der gewonnen Erkenntndise
Etablierung einer Methodik, die auch den Eigendemafals Membranprotein der zu
untersuchenden Proteine, insbesondere dem dediHigtinasen YycG und YycG(Y308N),
Rechnung tragt. Ziel war es dabei, ein Modellsystenschaffen, dass deutlich ndher an die
tatsachliche in vivo-Situation heranreicht. Da eine aus Phospholipideestehende
Biomembran mit hoher Sicherheit als unabdingbardi@ér volle Auspragung der durch die
Konformation bedingten Aktivitat eines Membranprogeangesehen werden kann, wurde fur
die Phosphorylierungsassays ein Detergenz-freiessgPiolipid-Liposomen-Modell als

experimentelle Basis etabliert.

3.12.2.1Phosphorylierungsaktivitat von YycG-ULVs / YycG(Y30BN)-ULVs

Analog zu den Assays mit den C-KHgetaggten Histidin-Kinasen YycG und YycG(Y308N)
im Detergenz-Mizellen-Modell und der dort etabkertStandardzusammensetzung fur den
1x CL3.5-Phosphorylierungspuffer, wurden mit den UWiVs rekonstituierten Kinasen
ebenfalls Phosphorylierungsassays — ohne Detergedarchgefuhrt. Es wurde Uberprift,
inwieweit die Kinasen nach der Rekonstitution zuwt@dohosphorylierung fahig sind und ob
sie auch in der Lage sind, in einem zweiten Schett Phosphorylgruppentransfer auf den

Responseregulator YycF zu leisten. Der ResponskteglyycF wurde dabei den Ansatzen
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mit den in die ULVs rekonstituierten Kinasen extexzngegeben. Die Initiation der
Phosphorylierungsreaktion erfolgte durch die Zugate ,heiBem* {**PJATP. Die Ansétze
wurden durch die Zugabe von 5x SDS-Probenpuffech(nBa. Qiagen) abgestoppt und
unmittelbar in die SDS-PAGE aufgetragen. Die Analger PAGE-Gele erfolgte durch die
autoradiographische Belichtung von Rontgenfilmeie Phosphorylierungsaktivitaten der in
ULVs rekonstituierten YycG(Y308N)-Kinase zeigt Althing 3.29.

YycG(Y308N)-ULVs @ @
YycF o

< YycG(Y308N)~P

" < YycF~-P

Abbildung 3.29: Autoradiogramm. Phosphorylierungsasays im Phospholipid-Liposomen-Modell. Das C-His
getaggte S. aureus-Kinaseprotein YycG(Y308N) wurde in ULVs aus einem plaren Lipidextrakt von E. coli
rekonstituiert.

Fur die Rekonstitution der C-Higletaggten Kinase YycG(Y308N) konnte eine deutliche
Befahigung zur Autophosphorylierung und damit afictrden Phosphorylgruppentransfer auf
den C-Hig-getaggten Responseregulator YycF gezeigt werderau3 wird ersichtlich, dass
das Phospholipid-Liposomen-Modell, wie das Detergiizellen-Modell, grundsatzlich
geeignete Bedingungen fir die beiden Phosphorylggaktivitdten bereitstellt. Ein
bedeutender Unterschied zwischen den beiden Modelgte sich jedoch im Fall der
ebenfalls in ULVs rekonstituierten, nativen YycGnise. Fiur diese konnten infolge einer
deutlich verminderten Aktivitat im Phospholipid-lopomen-Modell keine &aquivalenten
Ergebnisse, wie fur die mutierte YycG(Y308N)-Kinagebracht werden. Damit wird im
Phospholipid-Liposomen-Modell, das naher an desdtdtlichenin vivo-Bedingungen ist als
das Detergenz-Mizellen-Modell, ein drastischer Wstdbied zwischen den beiden Histidin-
Kinasen YycG und YycG(Y308N) deutlich. Da sich keiKinasen nur durch den
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Aminosaureaustausch (Y308N) in der PAS-Doméne detienten Kinase unterscheiden,
kann der Austausch als ursachlich fur diesen Uciézd in der Aktivitat angesehen werden.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass das Phagiohbiposomen-Modell auch den
Membranprotein-Eigenschaften der YycG-Kinasen d#rewird, da erst durch die
Anwesenheit einer Membran und der damit einhergidrerkorrekten Faltung der Proteine
ein Effekt des Aminoséureaustausciresitro zum Vorschein gebracht werden konnte, bzw.
die native YycG-Kinase erst unter diesen Bedingangjee verminderte Aktivitat zeigte. Es
sei in diesem Zusammenhang auf den direkten A#étsaergleich der beiden Kinasen in

beiden Modellsystemen in Abbildung 3.31 verwiesen.

3.12.2.2Einfluss von Gss-P / Lipid Il auf die Aktivitat von YycG(Y308N)-ULV s

Um zu prifen, ob Lipid Il als Komponente der Zeliwddiosynthese als mogliches Signal
einen Einfluss auf die Aktivitat der C-Higetaggten Histidin-Kinase YycG(Y308N) hat,
wurden fur die Rekonstitution der Kinase Lipid tterte ULVs verwendet. Als Kontrolle
wurde die Kinase desweiteren in undotierte ULVs im@ss-P-dotierte ULVs rekonstituiert.
Um die ULV-Chargen in den nachfolgenden Phosphemytigsassays miteinander
vergleichen zu koénnen, wurden von den dotierten undotierten YycG(Y308N)-ULVs
mittels des Phosphattestes gleiche Mengen an amschan Phosphat ijPeingesetzt. Die
Initiation der Phosphorylierungsreaktion erfolgterah die Zugabe von ,heiBem{’fP]JATP
und wurde durch die Zugabe von 5x SDS-Probenpifffach Fa. Qiagen) abgestoppt. Die
Autophosphorylierungsaktivitdt der dotierten unddotierten YycG(Y308N)-ULVs zeigt
Abbildung 3.30.

YycG(Y308N)-ULVs

5 15 30 6015 15 30 60,5 15 30 60 [min]

= < YycG(Y308N)~P

Abbildung 3.30: Autoradiogramm. Vergleich der Aktivitat der C-Hisg-getaggten Histidin-Kinase YycG(Y308N) in
Lipid Il-dotierten ULVs. Als Kontrollen dienten C ss-P-dotierte und undotierte YycG(Y308N)-Proteoliposmen.
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Aus den Zeitreihenexperimenten mit den dotierted undotierten YycG(Y308N)-ULVs,
wurde bei den dotierten Proteoliposomen im Verglemu den undotierten Kontroll-
Proteoliposomen ersichtlich, dasss® bzw. Lipid Il weder einen hemmenden noch einen
verstarkenden Effekt auf die Autophosphorylierukgisdgéat der in die Liposomen
rekonstituierten YycG(Y308N)-Kinase hat. Fiur dieemt® Kinaseaktivitat, den Phosphoryl-
gruppentransfer auf den extern zugegebenen Respgussor YycF, zeigte sich das gleiche
Bild. Auch wenn kein Effekt beobachtet werden kenntasst sich daraus aber nicht
abschlieBend bewerten, inwieweis® oder insbesondere Lipid Il als zentrale Kompoeen
der Zellwandbiosynthese als Signal-Molekile fir d¥ycG-Sensor-Histidin-Kinase
fungieren. Dazu muss man sich vergegenwartigen, s daBe durchgefihrten
Phosphorylierungsassays im Phospholipid-Liposomexddéd ausschliel3lich mit der
mutierten YycG(Y308N)-Kinase in den ULVs durchgetiitverden konnte, weil die native
YycG-Kinase nach der Rekonstitution in die ULVs iewn Abbildung 3.31 dargelegt — eine
vergleichsweise geringe Aktivitat zeigte. Da deseren der Aminosaureaustausch auf die
Aktivitat der mutierten YycG(Y308N)-Kinase offenbaginen triggernden Effekt hat
(Abschnitt 3.12.2.1), bleibt vorerst offen, inwiatvm dotierten ULVs die Anwesenheit von
Css-P bzw. Lipid Il einen Effekt auf die rekonstituiemative YycG-Kinase haben kénnte. An
dieser Stelle sei auf den Diskussionsteil (Abs¢hhR.3) verwiesen, in dem die Moéglichkeit
dargelegt wird, dass der Aminosaureaustausch inYgeG(Y308N)-Kinase eine ,ON*“-

Mutation bezlglich der Kinaseaktivitat darstellémhte.

3.12.3Die beiden Modellsysteme im Vergleich

Zum direkten Vergleich der C-Higetaggten Histidin-Kinasen YycG und YycG(Y308N) im
Detergenz-Mizellen-Modell bzw. im Phospholipid-Lgmmen-Modell erfolgte eine
Gegenuberstellung der Proteine in beiden Modebksysth. Im Detergenz-Mizellen-Modell
wurden jeweils 1,5 ug pro Protein eingesetzt. Zeweéhrleistung, dass im Phospholipid-
Liposomen-Modell gleiche Mengen Proteoliposomereménder verglichen wurden, wurde
mit den frisch extrudierten Proteoliposomen zuvam @hosphattest (Abschnitt 2.9.11)
durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass gleiche Mengn YycG-ULVs und YycG(Y308N)-
ULVs miteinander verglichen wurden. Bei allen Mdggstemen wurde je ein Ansatz alleine
mit der jeweiligen Kinase durchgefihrt, und zum §leich wurde jeweils zu einem zweiten
Ansatz je 1,5 ug des C-Higetaggten Responseregulators YycF zugegeben. Betargenz-
Mizellen-Modell erfolgt die Phosphorylierung standi@aalig in Anwesenheit von Triton



112 Ergebnisse

X-100 in einer Endkonzentration von 8,5 mM. Um d&nfluss von Triton X-100 auf das
Detergenz-freie Phospholipid-Liposomen-Modell zutessuchen, wurde zum Vergleich
ebenfalls Triton X-100 in einer Endkonzentratiomv®5 mM zugesetzt. Die Initiation der
Phosphorylierungsreaktion erfolgte bei allen Ansétddurch die Zugabe von je 4 pCi
[V**P]JATP. Nach der Inkubation fiir 60 min bei 30 °C Wasserbad wurden alle Anséatze
durch die Zugabe von 5x SDS-Probenpuffer (nach FEaagen) abgestoppt. Die
Phosphorylierungsaktivitditen der YycG- bzw. der ®&(%308N)-Kinase im Detergenz-

Mizellen- und im Phospholipid-Liposomen-Modell zeig\bbildung 3.31 im direkten

Vergleich.
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Abbildung 3.31: Autoradiogramm. Phosphorylierungsasays zum direkten Vergleich der beiden C-Hisgetaggten
Histidin-Kinasen YycG bzw. YycG(Y308N) im DetergenzMizellen- bzw. im Phospholipid-Liposomen-Modell inAn-
und Abwesenheit des C-Hisgetaggten Responseregulators YycF. In gegenibersender Betrachtung stehen dabei
immer die Kinasen und der Responseregulator innerHa des gleichen Modellsystems.

Bei der Gegenuberstellung des Detergenz-Mizellend wdes Phospholipid-Liposomen-
Modells ist deutlich zu erkennen, dass im Detergdizellen-Modell sowohl YycG, als
YycG(Y308) eine Autophosphorylierungsaktivitat zeig und in einem zweiten Schritt auch
in der Lage waren, eine Phosphorylgruppe auf deétisgg-getaggten Responseregulator YycF
zu ubertragen. Im Phospholipid-Liposomen-Modell gii sich hingegen, trotz gleicher
Mengen von eingesetzten Proteoliposomen, dass mir Y§cG(Y308N)-Kinase eine
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ausgepragte Autophosphorylierungsaktivitat besa® damit auch eine deutlich starkere
Befahigung zum Phosphorylgruppentransfer auf desp&eseregulator YycF zeigen konnte.
Ferner war es interessant zu beobachten, dass wspRlipid-Liposomen-Modell die

Anwesenheit von Triton X-100 (in der gleichen Endkentration die flr das Detergenz-
Mizellen-Modell notwendig ist) zu einer sehr stark€erminderung der Kinaseaktivitéat
fuhrte. Zusammen mit der im Vergleich zu YycG(Y3(Q88kringen Kinaseaktivitat von

YycG wurde so deutlich, dass die durch die Phospida gebildete Membran in diesem
Modell als ordnendes Element fur die volle Kinageéiit notwendig ist, da die Anwesenheit
des Detergenz offenbar zu einer Teilsolubilisiergingser notwendigen Struktur fihrte, die

als Folge die Kinaseaktivitat aufhob.
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4. Diskussion

4.1 Phanotypische Charakterisierung deryycFG-Uberexpression inS. aureus

Um Hinweise auf die Funktion des Zwei-Komponentgnfationssystem YycFG i8. aureus
zu erhalten erfolgte in der vorliegenden Arbeit @ikarakterisierung des Stammes 8325-4
SH1000, in den ein Xylose-induzierbares Plasmidy@macht wurde, auf dem digicFG
Gene codiert sind. Desweiteren wurde auch ein zlid#s, konstruktionsgleiches Plasmid in
diesen Wirtsstamm eingebracht, bei dem es durahresht-stille Mutation (T916A) ilyycG

zu einem Aminosaureaustausch (Y306N) in der putatiktionalen PAS-Doméne von YycG
kommt. Fir die beiden induzierbaren Plasmide kormittels der gRT-PCR bei einer
ODggo~ 1 eine 7- bis 12-fache und in einem gfBereich von 3 — 3,5 eine mindestens
52-fache Uberexpression des vektorieligrtFG Transkriptes gemessen werden. Durch die
Quantifizierungen konnte sichergestellt werden,sd&s durch die induziertgycFG
Uberexpression is. aureusu einem massiven Anstieg in der Anzahl der vamRlasmiden
transkribiertenyycFG-Kopien kommt und dadurch eine maximale Hebelwidkuiir die

phanotypische Charakterisierung gewahrleistet war.

4.1.1 Autoregulation der yycFG-Expression durch das YycFG-System

Da fir die orthologenyycFGGene vorStreptococcus pneumoniaeder Literatur (M et al.,
2003; MoHEDANO et al., 2005; B et al., 2005) bezglich einer mdglichen Autoretiola
kontroverse Ergebnisse beschrieben sind, solltgeiser Arbeit fUiS. aureuslie Mdglichkeit
der Autoregulation, also die Regulation der ExpoessleryycFG-Gene durch das YycFG-
System selbst, geprift und abschlieend beantwasteden. Prinzipiell kann eine solche
Autoregulation direkt oder indirekt erfolgen. Begrdindirekten Variante, wurde dabei der
Responseregulator YycF nicht direkt auf die Expagsginwirken, sondern lber einen oder
mehrere zwischengeschaltete Mediatoren. Die Mokgiithder direkten Autoregulation durch
YycF selbst wurde zunachst durch eine Literaturedie abgeklart. So wird im Fall von
Bacillus subtiliseine potenzielle Konsensus-ErkennungssequenzeiiirRkesponseregulator
YycF beschrieben (BWELL et al., 2003), die in einer nachfolgenden Pubidmatauch zur
in silico-Vorhersage der moglicherweise $1 aureusregulierten Gene genutzt wurde, und
zum Teil auch experimentell durch Gel-Mobility-Skifozw. DNase I-Footprinting-Assays
verifiziert werden konnte (OBRAC and MSADEK, 2004). In einer spateren Studie wurde dies

fur weitere Gene des vorhergesagten Regulons deymif mit der Methode der gRT-PCR
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konnte ein positiver Effekt einer schwach-induzartyycFGExpression auf die
Transkription von mehreren Genen gezeigt werdeas, idi den Abbau der bakteriellen
Zellwand (Autolyse) involviert sind (OBRAC et al., 2007). Allerdings gab es in den
aufgefuhrten Studien keinerlei Hinweis darauf, ddasyycOperon selbst zu dem YycF-
Regulon gehort. Diese Tatsache macht aber nur eidlekte Autoregulation
unwahrscheinlich, wéahrend die Mdoglichkeit einer irakten Autoregulation weiterhin
bestehen bleibt. Diese konnte zum Beispiel miggles sogenannten ,Cross-Talk" erfolgen.
Bei dieser Art der Regulation wirde die YycG-Kinasdéttels Phosphorylierung auf die
Aktivitat eines nicht-kognaten Responseregulatansvieken, der dann seinerseits Einfluss
auf die Expression voryycFG ndhme. Es muss allerdings eingerdumt werden, dass
umestritten ist, inwieweit es im Rahmen der normdeiogischen Funktion tatsachlich zum
Cross-Talk kommt. Zwar wird der Cross-Talk mehrfacider Literatur beschrieben, aber oft
unter sehr unnatirlichen Bedingungen, z.B. beikstarstochiometrischen Verhaltnissen
zwischen Kinase und Responseregulator oder nacktibelder kognaten Kinase 1(BSMA
and QRoisMAN, 2003). Interessanterweise ist jedoch Birsubtilisauch ein physiologisch
relevanter Cross-Talk beschrieben, bei dem PhoP&;M&lches unter Bedingungen der
Phosphat-Limitierung eine Rolle spielt, eine retprdache Interaktion mit dem YycFG-TCS
zeigte. Konkret konnte gezeigt werden, dass dumod gezielte Phosphatlimitierung, die bei
den Zellen zum Ubergang in die stationire Phassgefiias durch die PhoR-Histidin-Kinase
zur Phosphorylierung von YycF kam @WELL et al., 2006). Fur die Serin/Threonin-Kinase
StkP ausS. pneumoniaaibt es ebenfalls Hinweise darauf, dass sie in ldage ist die
Aktivitat YycF zu modulieren (8&KkovA et al., 2007). Trotz dieser Befunde, bleibt esrabe
offen, inwieweit auch die YycG-Kinase — also im wkghrten Fall — zu solch einer Art von
Cross-Talk befahigt ist oder unter welchen Bedimggumdieser erfolgen kénnte. Wichtig ist
aber, dass diese Art der Regulation grundsatzligglich ist, und deshalb auch eine indirekte
Autoregulation delyycFGExpression mittels Cross-Talk auch nicht ausgessiein werden
kann. Der Ansatz der in dieser Arbeit zur Untersungh der Autoregulation vorycFG
verwendet wurde, bericksichtigte deshalb sowohk diirekte, als auch eine indirekte
Autoregulation. Unter der Pramisse, dass es imdallAutoregulation durch den induzierten
Anstieg in der Anzahl der vektoriellepwcFG Transkripte auch zu einem Anstieg in der
Anzahl der chromosomalgrycFG Transkripte kommt, wurde zwischen dem Ursprungelie
Transkripte differenziert, um die jeweiligen Traripkmengen quantifizieren zu kdnnen. Da
in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass es in 8eaureudJberexpressionsstammen durch die

Anwesenheit des Induktors Xylose in einem ¢iBereich von 3 — 3,5 zu einer 45- bis
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57-fachenyycFGUberexpression von den Plasmiden kommt, es abmit dzinhergehend
nicht zu einem signifikanten Anstieg der chromosiemgycFG Transkripte kommt, ist der
logische Schluss, dass die Autoregulation offertbothflr S. aureusausgeschlossen werden
kann. Um diesen Sachverhalt zu verdeutlichen, mess sich vergegenwartigen, dass unter
nicht-induzierenden Bedingungen der Anteil der olwsomalenyycFGKopien an der
Gesamtanzahl zwischen 20 — 30 % betragt und degilAuntter induzierenden Bedingungen
auf etwa 2 % abfallt, und damit etwa 98 % gecFG Transkripte dem vektoriellen Ursprung
zugeordnet werden konnen. Im Fall der Autoreguhatiétte man aber erwartet, dass es als
Feedback auf den massiven Anstieg der vektorigyigeFG Transkripte auch zu einem
deutlichen Anstieg in der Anzahl der chromosomahgetG Transkripte kommt. Daraus folgt
sehr klar, dass es i8. aureuszu keiner Autoregulation derycFGExpression durch das
YycFG-TCS kommt, weder auf eine direkte noch emtbérekte Art und Weise.

4.1.2 Der Einfluss der YycFG-Aktivitat auf die Pigmentierung

Aus S. aureukodnnen 17 Pigmentverbindungen isoliert und auigegewerden, bei denen es
sich durchweg um Triterpen-Carotinoide mit eingg-Kette anstelle einer fKette, wie sie
bei den meisten anderen Organismen gefunden waddéit (MARSHALL and WLMOTH,
1981a). Bereits relativ friih erfolgte die Charaisierung vonS. aureusMutanten, die
Unterschiede in ihrer Pigmentzusammensetzung zgigi@s dazu genutzt wurde einen
maoglichen Biosyntheseweg fir diese Triterpen-Caoitie Uber das erstesgntermediat
4,4 -Diapophyten (Dehydrosqualen) bis hin zum oemeqm S. aureusHauptpigment
Staphyloxanthin vorzuschlagen AMSHALL and WLMOTH, 1981b). Staphyloxanthin steht
dabei als Trivialname (MRsSHALL and FOoDWELL, 1972) fur die IUPAC-Bezeichnung
o-D-Glucopyranosyl-10-(4,4"-Diaponeurosporen-4-oat)@12-methyltetradecanoat)  (B.
WIELAND et al.,, 1994). Mit der genetischen Analyse des s@ithese-Weges fir
Staphyloxanthin konnten nachfolgend die GerrtOPQMN (SA2352 — SA2348) als
Bestandteile eines Operons $ aureusidentifiziert werden, das stromaufwarts vortO
einen o®-abhangigen Promotor besitzt (BJELAND et al., 1994; BLz et al., 2005). Ein
funktionalessigB-Operon spielt irS. aureushicht nur fur die Synthese von Staphyloxanthin,
sondern generell als Regulator fur die Expression Virulenzgenen eine wichtige Rolle
(KuLLik et al.,, 1998). Im Zusammenhang mit der StaphyltiarBiosynthese ist
interessant, dass CspA (Cold-Shock Protein A; SA)2® einem c°-abhangigen

Mechanismus fur die volle Auspragung der Pigmeutigrin S. aureusnotwendig ist und
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vermutlich als Transkriptions-Enhancer auf dasOperon einwirkt (KTzIF et al., 2005).
Der in dieser Arbeit fiir diggycFGUberexpression verwende®®. aureusStamm 8325-4
SH1000 zeichnet sich durch die Reparatur des)}Gens aus und verfugt deshalb mit dem
intakt exprimierten Positiv-Regulator RsbU, im Geggtz zu seinem Elternstanmsn aureus
8325-4, wieder Uber ein vollstandig funktionadegB-Operon (FbRSBURGHet al., 2002), was
sich phanotypisch bereits durch seine intensivageaigmentierung bemerkbar macht. Da
in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass dierekpression vogycFG zu einer starken
Verminderung der orangen Pigmentierung bei einkubationstemperatur von 34 °C bzw.
37 °C fuhrt, stellt sich die Frage inwieweit sicaraus ein mdglicher regulatorischer Einfluss
des YycFG-TCS auf dasgB-Regulon ableiten lasst. Ein Hinweis dafir kénrega sdass in
dieser Arbeit ebenfalls gezeigt wurde, dass diecldulie Uberexpression vogycFG
verursachte Verminderung der Pigmentierung beireWWachstumstemperatur von 42 °C
bzw. 45 °C deutlich geringer ausfallt. Da bekarstt dass ein herbeigefiihrter Hitzeshock in
S. aureusals Stress-Antwort innerhalb von wenigen Minutem einer Induktion der
o®-Aktivitat filhrt (SEnN et al., 2005), lieBe sich daraus schlieBen, desslutch dieyycFG
Uberexpression bedingte Effekt, der zur verminaeRegmentierung fiihrt, zumindest partiell
durch eine erhohte®-Aktivitat kompensiert wird, was bedeuten konntessl das®-System
und das YycFG-TCS Gegenspieler sind. Neben eingliah@n Interaktion des YycFG-TCS
mit den Rsb-Regulatoren (Transkription vo?) selbst, wére es allerdings auch denkbar, dass
das YycFG-TCS auf den putativen Transkriptions-HEcka CspA desrt-Operons (KTzIF et

al., 2005) hemmend einwirken kénnte und damit ip@ition zuc® agieren wiirde.

Dass es zu einer verminderten Pigmentierung korkartn aber auch unter einem anderen
Aspekt betrachtet werden. So konnte die vermindelRigmentierung auch eine
kompensatorische Reaktion auf die UberexpressionyyoFGsein. In der Literatur wird bei
S. aures die Carotinoid-Produktion in Korrelation mit eineerminderten Membranfluiditat
gebracht (GAMBERLAIN et al., 1991; YONG et al., 1993). Dies konnte damit im
Zusammenhang stehen, dassSumureuseschrieben wurde, dass eine MutatiogyioF zu
einer erhdhten Temperaturempfindlichkeit fuhrt,dess bei der beschriebenen Mutante bei
einer Temperatur dber 40 °C kein Wachstum mehrlgafo konnte und auch eine
Hyperempfindlichkeit gegenliber ungesattigten lattgken Fettsauren bestand. Die Autoren
folgerten daraus eine Beteiligung des YycFG-TC%lan,korrekten* Zusammensetzung der
Zellwand oder der Membran @ARTIN et al., 1999). Es ist also denkbar, dass das YYyTEG
unter normalen Bedingungen dahingehend an derliStahing der Membran beteiligt ist,

dass es zur Verminderung der Fluiditat beitrage Dberexpression voyycFG wiirde dann
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die Membranfluiditat unter normalen Bedingungenechi34 °C bzw. 37 °C) zu stark
herabsetzen. Da die Zelle auf die induzigriyfeFGUberexpression selbst nicht einwirken
kann, wirde folgerichtig die Auspragung von Faktoréie die Membranfluiditat zusatzlich
herabsetzen, wie z.B. die Produktion der Carotmoidermindert. Da bei hdheren
Temperaturen (hier: 42 °C bzw. 45 °C), wieder e@mkOhte Stabilisierung der Membran
notwendig ware, wirde dies auch erklaren warum e béobachtet — wieder vermehrt
Carotinoide gebildet wurden. Auch wenn die Caradaainen Beitrag zur Stabilisierung der
Membran leisten, so ist der letztendlich entschedeeEinfluss auf die Fluiditat der Membran
aber sicherlich in deren Zusammensetzung aus dezeleen Phospholipiden selbst zu
suchen. Dabei ist als allgemeine Tatsache anerkdass$ Uber die Kettenlange der einzelnen
Fettsédurereste bzw. deren Sattigung die Fluidittgdoheidend beeinflusst wird. In Bezug auf
die Membranfluiditat belS. aureuskonnte allerdings noch nicht gezeigt werden, diss
YycFG-TCS auf die Expression einzelner Gene, diedan Fettsaurebiosynthese beteiligt
sind, einwirkt. Fur das orthologg/cOperon vorStreptococcus pneumoniaeégegen konnte
zumindest ein regulatorischer Einfluss von YycF alié bei der Synthese beteiligten
fab-Gene demonstriert werden, auch wenn dies in deadmensetzung der Fettsauren der
Membran nicht zu gro3en Veranderungen fuhrte, edsbh zumindest Hinweise darauf, dass
das YycFG-TCS inS. pneumoniaezur Aufrechterhaltung der Membranintegritat dient
(MOHEDANO et al., 2005; M et al., 2005).

4.1.3 Staphyloxanthin als Antioxidans und Virulenzfaktor

Staphyloxanthin, das orange Triterpen-Carotindichis Hauptpigment zusammen mit seinen
Biosynthesevorstufen fur die charakteristische uramensgebende Pigmentierung von
S. aureusverantwortlich (MARSHALL and WLMOTH, 1981a). Es ist eine bekannte Tatsache,
dass Carotinoide eine Wirkung als Antioxidans lzesitund es wurde bereits vor einigen
Jahren vorgeschlagen, dass Staphyloxanthin &uaureusvor oxidativem Stress schitzen
kann (LANG et al., 2000). In diesem Zusammenhang kommt Stapagthin auch eine
Wirkung als Virulenzfaktor zu. So konnte gezeigtrélen, dass beb. aureuseine AcrtM-
Mutante mit defekter Staphyloxanthin-Synthese sjelyeniber dem Wildtyp durch eine
erhohte Empfindlichkeit gegentiber dem sogenannterdant Killing“ in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid bzw. Singulett-Sauerstoff, eieengere Uberlebensrate in Anwesenheit
von humanen Neutrophilen und durch eine geringehdgenitat in einem Maus-Modell
(subkutaner Abszess) unterscheidet YGLIU et al., 2005). Dies alles spricht dafur, dass
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S. aureusias Pigment Staphyloxanthin nutzen kann, um dedabz-basierten Mechanismen
des angeborenen Immunsystems zu widerstehen. OdeuBeng von Staphyloxanthin als
Virulenzfaktor wird durch eine weitere Studie ustechen, in der ebenfalls eingtM-
Mutante und ihr Wildtyp bezuglich der Interaktionnv Staphyloxanthin mit hochreaktiven
Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen specidsyautht wurden. Dort konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die weniger stark pigmentidiigante deutlich empfindlicher
gegenuber ROS wie z.B. Wasserstoffperoxid, Supdt@xrionen, Hydroxylradikalen,
Hydrochlorid und der Abtétung durch Neutrophile w@LAupiTz et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweithsidie phanotypisch stark verminderte
Pigmentierung bei 37 °C, welche aus der induzieldbarexpression vopycFGin S. aureus
resultiert, auf die Empfindlichkeit gegentber Mdtiglogen (MV; aka Paraquat) auswirkt.
Durch die katalytische Wirkung von MV kommt es dabeAnwesenheit von @zur Bildung
von ROS. Diesen Mechanismus macht man sich gerzerélutze, um die Auswirkungen von
oxidativem Stress auf Zellen zu untersuchengBnd GBSON, 1984). Zu erwarten ware
gewesen, dass die verminderte PigmentierungyyeffG-Uberexpression zu einer erhéhten
Empfindlichkeit vonS. aureusn Anwesenheit von MV flihrt, da weniger Staphylottan als
Antioxidans verfugbar ist. Das konnte aber auchAbhangigkeit von der Zellzahl, durch
Ausplattierung verschiedener Verdunnungsstuferhtrbeobachtet werden. In der Literatur
ist bei Streptococcus mutaresn Zusammenhang zwischen dem orthologgnOperon und
oxidativen Stress widersprichlich beschriebenStreptococcusst von den GenegycFGJ
(vicRKX) des orthologen 3-cistronischggcOperons nur das GeyycF (vicR), das fur den
Response-Regulator YycF codiert, essentieblu@ANT et al., 2005) und bei einer YycG-
Knock-Out-Mutante wurde im Vergleich zum Wildtypdimachtet, dass diese empfindlicher
gegenuber Wasserstoffperoxid ist, was u.a. zuruSsfdlgerung fiihrte, dass das YycFG-TCS
in S. mutansauf oxidativen Stress anspricht und so auch d&aseBam vor diesem schiitzen
kann (DeENG et al., 2007). Eine weitere Studie mit eingyeJ (vicX) Knock-out inS. mutans
zeigte im Vergleich zum Wildtyp ein vermindertes &stum der Mutante in Anwesenheit
von MV, was die Autoren schlie3en lie3, dass dasJY{VicX) Protein eine Rolle bei der
Toleranz gegentber von oxidativen Stress spigNASHEERA et al., 2007). Dem gegenuber
steht allerdings eine neuere Studie, die ebenfaiiseiner Knock-Out-Mutante vopycG in

S. mutansarbeitete, deren Ergebnisse aber keinen Hinwemutifieferten, dass die Mutante
empfindlicher gegentber oxidativem Stress oder fujek-Anionen ist (1.BISwAs et al.,
2008). Die Tatsache, dass in dieser ArbeitSuaureuseobachtet werden konnte, dass die

yycFGUberexpression zu einer verminderten Bildung vtapByloxanthin fiihrte, aber nicht
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— wie erwartet — mit einer verminderten Empfindkelt gegenlber oxidativen Stress
einherging, kénnte darauf hindeuten, dass moghetise nur die letzten Syntheseschritte
zum Staphyloxanthin blockiert sind und deshalb ®amutzeffekt durch die synthetisierten
Vorstufen, bei denen es sich ebenfalls um Caratandiandelt, erhalten bleibt. Eventuell
kommt es durch dieyycFGUberexpression aber auch zu anderen kompensdienisc
Effekten. Der Einfluss des YycFG-TCS auf die Pigtrenng verbleibt damit unter dem
Aspekt der Resistenzentwicklung fur die anti-infe&tTherapie in diesem Zusammenhang
interessant. So wird die Synthese von Staphyloxamtcht nur als ein mogliches Ziel fur die
Bekampfung von Infektionen durcB. aureusangesehen (G¢(. Liu et al., 2005), sondern
konnte auch einen konkreten Therapieansatz bi€i@ndie Dehydrosqualen-Synthase CrtM
(B. WIELAND et al., 1994) konnte jungst, bedingt durch ihneikdtirelle Ahnlichkeit zur
humanen Squalen-Synthase (SQS), mit einem SQSHimhiter Cholesterinbiosynthese, auch
in S. aureuseine Inaktivierung gezeigt werden (CLiuU et al., 2008). Die Aufklarung der
Rolle desyycOperon vonS. aureusbei der Pigmentierung verbleibt also eine intaapss
Aufgabenstellung.

4.1.4 Die S. aureus-Biofilmbildung und das YycFG-System

Die Befahigung zur Biofilmbildung beb. aureusist ein multifaktorieller Prozess und in
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dassnieslestens zwei Mechanismen zur
Biofilmbildung in S. aureusgibt (O'GRA, 2007). Bei dem einen ist die Produktion eines
extrazellularen Polysaccharids, dem sogenannterdyspocharide intercellular adhesin®
(P1A), einem Polymer aus N-Acetyl-Glucosamin (PNA@Gptwendig, wobei fur die PIA-
Produktion denica-Gencluster eine entscheidende Funktion zugeonlnete (GRAMTON et

al., 1999). So konnten bei viele8. aureusStammen mit fehlender Biofilmausbildung
zahlreiche Mutationen inca-Gencluster nachgewiesen werde @Quoc et al., 2007). In
spateren Studien kristallisierte sich ein zweiteachlanismus heraus, da bei eini§eraureus
Stammen gezeigt werden konnte, dass MutationenicdaGencluster nicht zu einer
Verminderung der Biofilmbildung fihrten und so ega-unabhangiger Mechanismus der
Biofilmbildung aufzeigt werden konnte (Qi8a, 2007). In diesem Zusammenhang ist
interessant, dass jiingst gezeigt wurde, dass afigine entscheidende Rolle bei dea-
unabhangigen Biofilmreifung i%. aureuszu kommt (LAUDERDALE et al., 2009). Bezuglich
der Biofilmbildung beiStreptococcus mutansonnte desweiteren auch eine Abh&ngigkeit
vom yycFGJ (VicRKX) Operon demonstriert werden. So zeigte gy Deletionsmutante,
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im Vergleich zum glatten Biofilm des Wildtyps, eingeutliche Abweichung in der
Biofilmauspragung, die sich darin dufRerte, dassedieleutlich rauer und klumpiger war
(SENADHEERA et al., 2005). Ebenfalls b&. mutanswurde bei eineyycJDeletionsmutante
beobachtet, dass die Dichte des Biofilms im Vedjiezum Wildtyp deutlich zunahm
(SENADHEERA et al., 2007). In weiteren Studien konnte der laE8¥ desyycOperons in
S. mutansauf die Biofilmbildung weiter aufgeklart werdeno Svurde bei eineryycG
Disruptionsmutante ebenfalls eine verstarkte Buwfildung beobachtet und ferner konnte
gezeigt werden, dass i mutanglie Expression des zum AtlA-Autolysin orthologe K3
(SMu0630) positiv durch den stromaufwérts gelege@RF SMu0629 beeinflusst wird,
welcher seinerseits unter der Kontrolle des YycHRGSTsteht (AN and BJRNE, 2007).
Knock-Outs beider ORFs fluihrten zur verstarkten iBrddildung in S. mutans was den
Zusammenhang bestéatigte H® and BUJRNE, 2007). Auch inS. aureuskonnte die
Abhangigkeit der Biofilmbildung vom Autolysin AtlAjezeigt werden (RBISWAS et al.,
2006), was darauf beruht, dass auch die ExpressiomtlA in S. aureusvom YycFG-TCS
positiv reguliert wird, was sich deshalb wahrscheimauch in diesem Organismus positiv auf
die Biofilmbildung auswirkt (DBRAC et al., 2007). Die Beteiligung von weiteren Murein
Hydrolasen (Autolysinen) bei der Biofilmbildung . aureuskonnte in weiteren Studien
gezeigt werden (RBISWAS et al., 2006; RE et al., 2007). Auch wenn in der Literatur eine
Beteiligung von yycOperons an der Biofilmbildung beschrieben wird,nikie in der
vorliegenden Arbeit, trotz der nachweislich massiltberexpression voyycFG kein Effekt
auf die Biofilmbildung vonS. aureusunter aeroben, Zimitierten (7 % CQ) und anaeroben
Bedingungen beobachtet werden. An der grundsaeiicBefahigung des verwendeten
S. aureusStammes zur Biofilmbildung kann dies nicht liegda,in anderen Arbeiten gezeigt
werden konnte, dass der hier fur die UberexpressmmyycFG verwendete Wirtstamm
8325-4 SH1000 (SH1000) eineca-unabhéngigen Biofilm produziert, der nicht aus PIA
besteht, dafur aber proteinogene EigenschaftentezefBoLEs and HdRswiLL, 2008;
LAUDERDALE et al.,, 2009). Die grundsatzliche Befahigung dd$1@®O0-Stammes zur
Biofilmbildung konnte ferner auch bei der in dies®meit verwendeten Positivkontrolle
gezeigt werden. Bei dieser Positivkontrolle, dieeemassive Biofilmbildung zeigte, handelt
es sich um eine nicht naher charakterisierte Matardes Stammes 8325-4
SH1000pTvicRK(Y306N), bei der die Biofilmbildungeidings nicht auf die Uberexpression
von yycFG zurickzufuhren war. Dies zeigte sich daran, das®8obfilmbildung von der An-
oder Abwesenheit von Xylose als Induktor der Ubpregsion unberiihrt blieb. Eine

Sequenzierung der chromosomalgycFGLoci ergab auch keine Abweichungen zu der
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Sequenz des Elternstamms. Die extreme Biofilmbildishdeshalb hdchst wahrscheinlich auf
eine Hintergrundmutation in diesem Klon zurtickzuéih) die es noch zu charakterisieren
gilt. Die Tatsache, dass in dieser Arbeit mit desmmalen SH1000-Hintergrund keiggcFG
anhangige Biofilmbildung inS. aureusgezeigt werden konnte, kann mehrere mdgliche
Ursachen haben. Ein Grund kénnte gigcFGUberexpressionsrate selbst sein, da diese
mindestens das 52-fache betrug und damit mogligtisenvzu hoch war um einen Effekt
beobachten zu kénnen. So wurde zum Vergleich he8RAC et al. (2007) die graduelle
Steigerung der Biofilmbildung b&. aureusn einem Bereich bis zu einer maximal 6-fachen
Uberexpression gezeigt. Fur die Situation einersiwaa Uberexpression liegen also in der
Literatur keine vergleichbaren Daten vor. Obwohk weiter oben in aller Kiirze dargeleqt,
fur die Befahigung zur Biofilmbildung durc8. aureusmultiple genetisch Voraussetzungen
gegeben sein mussen, kénnte der hier aufgezeigterddhied in deryycFGabhéangigen
Biofilmbildung bei S. aureusauch darin begrindet liegen, dass der in diesdyeifir
verwendete Stamm 8325-4 SH1000 (SH1000) durch dpmaftur dessbU Gens einesigB-
positiven Phanotyp besitzt GRsBURGHet al., 2002), wahrend der voruBRAC et al. (2007)
verwendete Wirtsstamm ST1000 ein Derivat mit demegjschen Hintergrund dé&s aureus
Stammes RN4220 ist (IBRAC et al., 2007). Der Stamm RN4220 wurde durch chemeis
Mutagenese (KeEISWIRTH et al., 1983) vom Prophagen-kurierten Stamm 83ZBl&vICK,
1967) abgeleitet, der einen defekteabU-Locus und damit einsigB-negativen Phanotyp
besitzt (HORSBURGHet al., 2002). Es ist deshalb naheliegend, dasschsauch bei dem bei
DUBRAC et al. (2007) beobachteten Biofilm, der in Abh@hkegit des YycFG-TCS und der
akzessorischen Yyc-Proteine gebildet wurde, um Ei@@nabhangige Erscheinung handelt,
deren Ausbildung scheinbar durch dggB-negativen Phanotyp begtnstigt wurde. Um dies
allerdings abschlie3end bewerten zu wollen, mussien wesentlich mehr Daten vorliegen,
da insbesondere an dea-unabhangigen Biofilmbildung einige sehr komplegguiatorische
Systeme beteiligt sind. Am besten charakterisiarid sdabei die beiden globalen
Regulatorsystemeagr (accessory gene regulator) usdrA Von beiden Regulatoren weifl3
man, dass sie die Anheftung an Oberflachen in Qpposzueinander modulieren. So ist
SarA notwendig fur die Anheftung, wahrend dagr-System Uber die Regulation der
Protease-Aktivitat die Mechanismen zur Ablésungtkahert (LAUDERDALE et al., 2009).
Komplizierend kommt hinzu, dass es so scheint, didsdie Transkription von einigen
Regulatoren, wisag sarA undsigB nicht nur in Abhangigkeit von der Anwesenheit Vo5
steht, sondern auch von Stamm zu StamnSbeiureusabweichen kann (&R et al., 2005).

Welche letztendliche Rolle also das YycFG-TCS im Befilmbildung, insbesondere bei
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S. aureus spielt, verbleibt also unklar. Insgesamt deuteh gedoch an, dass es eher eine
untergeordnete Rolle spielt, die sich lediglich inladuRert, dass es einen positiv
regulatorischen Effekt auf die Autolysine wie Isadd SceD hat, die ihrerseits mit zum
Biofilm-Phéanotyp beitragen (BRAC et al., 2007; $8APLETON et al., 2007).

4.1.5 Die Rolle des YycFG-TCS in der Antibiotikaresistenz

Dass ein Zusammenhang zwischen dem YycFG-TCS und RiEsistenz bzw. der
verminderten Empfindlichkeit gegeniber Antibiotikeesteht, wurde bereits in mehreren
Arbeiten aufgezeigt. So konnten wir zeigen, dassUberexpression voyycFGin S. aureus
zu einer verminderten Empfindlichkeit gegentber &anycin fuhrt und die I266-bedingte
Uberexpression vogycFGin dem KlinischerS. aureusTracheal-Isolat SA137/93A (RCK,
2004) dabei einen Beitrag zum VISA-Phanotyp di€desnms (ANSEN et al., 2007) leistet. In
Bezug auf die Resistenz gegenuber dem Lipopeptithitikum Daptomycin beB. aureus
gibt es mehrere interessante Berichte in der litter&o konnten bei einigen Stdmmen, die in
Anwesenheit von sublethalen Konzentrationen von t@agcin inkubiert wurden, u.a.
Punktmutationen in dem Genlocus fiyrcG identifiziert werden, die mit einer verminderten
Empfindlichkeit gegeniiber Daptomycin einhergingender gleichen Studie wurde auch ein
Befund vorgestellt, bei dem in einem Daptomycinfapéndlichen klinischenS. aureus-
Isolat eine Nukleotid-Insertion igycG gefunden wurde, die zu einem Frameshift flhrte
(FRIEDMAN et al., 2006). In einer weiteren Literaturstelliedamit yycH ein weiteres Mitglied
des yycOperons von S. aureus in den Zusammenhang mit einer verminderten
Empfindlichkeit gegentuber Daptomycin und Vancomygebracht, weil dort bei einem
weniger empfindlichen Klon eine Punktmutation veaght, dass ein Stopp-Codon in der
Sequenz voryycH entsteht, so dass nach der Transkription nur 1@efdNukleotidsequenz
translatiert werden (MANGI et al., 2007). Ein weiteres Beispiel fir ein®@naureusStamm
mit verminderter Resistenz gegeniber Vancomycin Dadtomycin ist das klinische Isolat
VISA-BRAGA, das nach einem chirurgischen Eingriffisaeiner Wundinfektion isoliert
wurde (G\RDETE et al., 2008a) und PunktmutationenyiycF und vraR besitzt, die in den
Response-Regulatoren YycF und VraR zu Aminosautaasshen fiihren (&RDETE et al.,
2008b). Tatsachlich ist der Wirkmechanismus von tDayycin, obwohl es bereits im
klinischen Einsatz ist, noch nicht vollstandig al@rt. So weiR man zwar, dass die
bakterizide Aktivitat von Daptomycin in Abhangigkeion der Anwesenheit von &alonen

steht und mit einer Depolarisierung der Membranréddart (SLVERMAN et al., 2003), es
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dabei aber nicht zur Lyse der Zellen kommto(€oNEO et al., 2008). Es wurde auch
beobachtet, dass Daptomycin zu einer anormalenefSgfdung bei der Zellteilung fuhrt
(CoTRONEOEt al., 2008). In einer weiteren Studie wurde anheon Transkriptom-Profilen
gezeigt, dass Daptomycin zur Induktion von Genes dellwand-Stress-Stimulons in
S. aureusfuhrt und die Autoren schlussfolgerten, dass algkivigsweise neben der
Depolarisierung der Membran eine direkte oder eide Inhibierung der Peptido-
glykansynthese vorliegen muss MiAIYAN et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte
bei der MHK-Bestimmung gezeigt werden, dass die refmession voryycFG zu einer
leichten Verminderung der Empfindlichkeit gegentbean Daptomycin fihrte. Diese
Verminderung der Empfindlichkeit kdnnte im Zusamimamg mit der unter Punkt 4.1.2
diskutierten Verringerung der Membranfluiditat durdie yycFGUberexpression stehen. So
wurde jungst in diesem Zusammenhang beschrieberss @@ne in vitro-Selektion in
Anwesenheit von Daptomycin bei einem MethicillirsistentenS. aureusStamm auch zu
einer Verminderung der Membranfluiditat fihrte, die einen Beitrag zur Daptomycin-
Resistenz leisten konnte (84RA et al., 2009). Bezuglich des Wirkmechanismus von
Daptomycin wird in einer ebenfalls aktuellen Vesidffichung sogar tUber einen dualen
Wirkmechanismus von Daptomycin spekuliert, der dadwan einer Stoérung der
Membranfunktion, als auch in einer Inhibierung ¥gcFG-vermittelten Signal-Transduktion
besteht und damit YycG als mogliche ZielstruktumvbDaptomycin in den Fokus rickt
(BALTZ, 2009). Inwieweit eine tatsachliche InhibierungnvgycG in vitro erfolgen kann,
wurde aber mit dem in dieser Arbeit etablierten $pholipid-Liposomen Modell und den
funktional rekonstituierten Kinasen YycG und Yyc@O8N) noch nicht getestet. Allerdings
konnte eine direkte Inhibierung der YycG-Kinase l@mn, warum die massive
Uberexpression bei der MHK-Bestimmung zu der bebteden schwachen Verminderung der

Empfindlichkeit gegentber Daptomycin fuhrte.

An dieser Stelle ist auch erwéhnenswert, dassiiritieratur auch der umgekehrte Fall, also
eine Erhéhung der Empfindlichkeit gegeniiber Antiki unter Beteiligung des YycFG-TCS
beschrieben ist. So fuhrte eine Mutation yyickF von S. aureusneben einer erhéhten
Temperaturempfindlichkeit, auch zu einer Hyperemgifchkeit gegeniber ML§
(Makrolid-Lincosamid-Streptogramin B) AntibiotikeM@RTIN et al., 1999). Spater konnte
gezeigt werden, dass dieser Phanotyp durch die eMpesssion vonssaA auf das
Empfindlichkeitslevel des Wildtyps restauriert wendkonnte (MRTIN et al., 2002). Zu
bemerken ist hier, dass SsaA (secretory antigecid-dag beb. aureudN315: SA2093) mit
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zum YycFG-Regulon (DBRAC and MsADEK, 2004) gehort, eine CHAP (Cystein, Histidin-
abhangige Aminohydrolase(Peptidase) Amidase-Domamel damit eine mdgliche
Peptidoglykan-Hydrolase-Aktivitat besitzt (BRAC et al., 2007). Auch be&$. mutansst eine
Mutante beschrieben, die durch die Deletion wyeG im Vergleich zum Wildtyp eine
erhohte Empfindlichkeit gegenuber Cefotaxim, Cefurg Ceftazidim, Meropenem,
Mezlocillin, Penicillin und Trimethoprim zeigte (BiswAs et al., 2008). Aus diesen
zahlreichen Arbeiten und Befunden lasst sich astsfellen, dass das YycFG-TCS in Bezug
auf die Resistenzentwicklung gegeniber Antibiotikiée Zielstrukturen im Rahmen der

Zellwandbiosynthese besitzen, auch zukinftig eedehbtende Rolle spielen wird.

4.2 Charakterisierung des YycFGHI-Systems auf Proteinebne

Obwohl das System zur Uberexpression yyoFG fiir die Charakterisierung des YycFG-
TCS inS. aureuseinige interessante Ergebnisse, wertvolle Hinwéiser die Funktion und
entscheidende DenkanstdRRe fur die weitere Erforsgltdieses essentiellen regulatorischen
TCS hervorgebracht hat, wurden doch auch einigehtdde dieser rein phanotypischen
Untersuchungen deutlich. Die beiden essentiellemeGgycF und yycG sind zwar
unbestreitbar die Hauptkomponenten dieses regidalmn Systems, da sie das TCS selbst
ausmachen, aber dabei wird den beiden auxiliarere®g/cH undyycl zu wenig Beachtung
geschenkt. Hierbei sind insbesondere die mogliaegulatorischen Prozesse wichtig, die
innerhalb des YycFGHI-Systems von diesen beidene@e@usgehen kénnten und direkt auf
die YycG-Sensor-Histidin-Kinase einwirken, die dBerzstick der Wahrnehmung und
Antwort auf eintreffende Signale darstellt. Deniéiésen Proteinen YycH und Yycl konnte in
diesem Rahmen deshalb eine Art Schrittmacherfunkbei der Signaltransduktion und
Prozessierung zu kommen, die es zukinftig nahengersuchen gilt.

Diese Detailuntersuchungen vermag das Uberexpressistem nicht zu leisten, sondern sie
kénnen nur durch die direkte Analyse der Interaigio zwischen diesen Proteinen naher
bestimmt werden. Entscheidende Schritte, die dieetdnchung dieser Vorgange im Detail
in vitro ermdglichen, umfassten dabei in dieser Arbeit: dig erstmalig erfolgreich
beschriebene rekombinante Expression der vollsggndiProteine (einschlie3lich der
N-terminalen Transmembran-Domanen) &saureusYycFGHI-Systems irk. coli, Il) die
Darstellung der Befahigung von einzelnen der rekoarien YycFGHI-Proteine zur
Ausbildung einer héheren oligomeren Organisatidl), die Etablierung eines Detergenz-
Mizellen-Modells als Basis fur die Auspréagung desllen in vitro-Phosphorylierungs-
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aktivitaten der YycG- bzw. YycG(Y308N)-Kinase unW)ldie auf Punkt Il aufbauende
funktionale Rekonstitution der YycG- und YycG(Y30BKinase in Liposomen zur
Etablierung eines Phospholipid-Liposomen-Modellas dlurch eine artifizielle Membran
auch den Eigenschaften der YycGHI-Proteine als Manyroteine gerecht werden kann und
so erst die volle Auspragung aller strukturellegdfischaften der Proteine erlaubt, die héchst

wahrscheinlich eine entscheidende Rolle bei darsrdktion spielen.

4.2.1 Regulation der YycG-Kinase durch die auxilidren Prdeine YycH & Yycl

Fur das auxiliare YycH-Protein voBacillus subtilis wurde gezeigt, dass es auf der
cytoplasmatischen Seite der Membran lokalisiertuisti dass eine Deletion vorycH zu
Wachstums- und Zellwanddefekten fiihrte, die aufe elberaktivitait des YycFG-TCS
hindeuteten. Dies lie3 die Autoren schlussfolgelass YycH ein negativer Regulator der
Aktivitat der YycG-Histidin-Kinase ist (8RMANT et al., 2005). Die Aufklarung der
Kristallstruktur von YycH brachte interessante Hicie in die Topographie von YycH, unter
anderem wurde eine putative N-terminalé‘cBindestelle gefunden, die méglicherweise die
Interaktion von YycH mit einem anderen Protein Ubier Koordinierung zu einem O-Atom
verstarken konnte ¢BRMANT et al., 2007a). Die Ergebnisse der gleichen Stedigaben
auch, dass das auxiliare Yycl-Protein ebenfalleduf$b des Cytoplasmas lokalisiert ist, und
mittels ,bacterial two-hybrid* Untersuchungen wur@ener gezeigt, dass die beiden Proteine
YycH und Yycl sowohl alleine, als auch zusammen MycG interagieren, so dass die
YycGHI-Proteine zusammen einen ternaren Komplexiepil konnen (BJRMANT et al.,
2007a). Zusammen legen alle Ergebnisse der Stuike gemeinsame negative Regulation
von YycG durch YycH und Yycl nahe Z8RMANT et al., 2007a). Unterstiutzt wird dieser
Befund durch die Kristallstrukturen von YycH und &fyausB. subtilis (SZURMANT et al.,
2006; SNTELLI et al., 2007). Erstaunlicherweise zeigten naméleh YycHI-Proteine trotz
einer geringen Ubereinstimmung in der Aminosaureseq strukturelle Ubereinstimmungen
in der Topographie von zwei DomanemigSELLI et al., 2007). Wahrend das trunkierte YycH
(39 — 458) als Monomer vorlag A8RMANT et al., 2007a), kristallisierte das ebenfalls
trunkierte Yycl (31 — 280) als Dimer aus, was nendVerhalten von Yycl, welches in der
nativen Gelelektrophorese beobachtet wurde, eimger(SANTELLI et al., 2007). Fur die
Dimerisierung von Yycl wurde dabei anhand der Hlistruktur eine putative
Ligandenbindestelle, die wahrscheinlich von einehto@d-lon besetzt wird, als notwendig
vorgeschlagen (@ TeELLI et al.,, 2007). Der aktuellste Kenntnisstand sdhlig die
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Interaktion der orthologen YycGHI-ProteineBn subtilisein oktameres Modell vor, bei dem
die Interaktion der Proteine nahezu vollstandigrideren Transmembran- (TM-) Domanen
erfolgt und sich wie folgt gestaltet: jeweils zwéycG-Dimere lagern sich zusammen und
wahrend je ein Yycl-Monomer direkt mit einem YycGni2r interagiert, vermittelt das
jeweilige Yycl-Monomer indirekt die Interaktion &g YycH-Monomers mit dem YycG-
Dimer (S2URMANT et al., 2008). Diese Interaktion Uber die TM-Domsérbeim Oktameren-
Modell  stellt sich vereinfachend und schematisch sgadrickt so dar:
HoloGro Gy« —H . Inwieweit dieses Modell die tatsachliche Sitoatdarstellt und
inwieweit es auch Gultigkeit fuB. aureushat, ist diskutabel. In der vorliegenden Arbeit
konnte weder durch das Crosslinking noch durchBNePAGE eine Interaktion zwischen
den verschiedenen Yyc-Proteinen selbst gezeigtemerDies ist jedoch wahrscheinlich auf
die schwéacheren Bindungskréafte zurlickzufuhren,bdieden heterogenen Protein-Protein-
Interaktionen im Gegensatz zu homogenen ProteiteiPrinteraktionen auftreten, weshalb
erstere insbesondere in der BN-PAGE nicht dardestetden konnten. Durch die BN-PAGE
konnte aber eindrucksvoll gezeigt werden, dassuiizelnen, vollstdndig exprimierten Yyc-
Proteine zur einer hdheren oligomeren Organisdigfahigt sind. So konnte hier beobachtet
werden, dass sich die YycG-Kinase bis hin zu Tedram organisierte, und dass das YycH-
Protein lediglich als Monomer in Erscheinung troweit zu den Ubereinstimmungen mit
den Literaturbefunden. Fur das Yycl-Protein zegjoh jedoch ein sehr unerwartetes Bild, da
dieses eine oligomere Organisation bis hin zum hexazeigte. Dies konnte auch
Auswirkungen fur das beschriebene Oktamer-Moddll die dort vorgeschlagene Interaktion
der putativen, negativen Regulatoren YycH und Yydlder YycG-Kinase (BJRMANT et al.,
2008) haben. So koénnte die Interaktion wesentligmadchischer ausfallen als dort
vorgeschlagen ist. Insbesondere unter der Prandass,die Regulatoren auch eine Rolle bei
der Erkennung und Prozessierung von moglichen &gnspielen, wie in der Literatur an
mehreren Stellen angedeutet oder vorgeschlageorR(&NT et al., 2005; SNTELLI et al.,
2007; SURMANT et al., 2007a; B8RMANT et al., 2008), wirden sich so zahlreiche
Maglichkeiten in der Modulation der Kinase-Aktivitdrgeben. Dabei kénnte die Befahigung
des Yycl-Proteins, mehrere oligomere Formen zuebiletin Ausdruck eines maglichen Fine-
Tunings sein. So ist es denkbar, dass je nach @ajamstufe des Yycl-Proteins die
indirekte Interaktion von YycH mit der YycG-Kinaseglche von Yycl im Oktamer-Modell
vermittelt wird, erschwert oder sogar vollstandigtartbunden wird. Andererseits konnte
Yycl, wenn es eine hohere Organisationsstufe eimmjnauch den Weg flur eine direkte

Interaktion zwischen YycH und YycG frei machen. ®ialles kdonnte wiederum in
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Abhangigkeit von der An- bzw. Abwesenheit von eineder mehreren Signalen und unter
Umstanden auch in Abhangigkeit der Signalinten@mtsein. Eine direkte Interaktion der
YycGHI-Proteine, die sich auf die Aktivitat der YgeKinase auswirkt, konnte irBacillus
System aber noch nicht gezeigt werden. Auch mit ohedieser Arbeit etablierten Detergenz-
Mizellen-Modell ist dies fir die YycGHI-Proteine ndS. aureusnicht geglickt, was aber
damit zusammenhing, dass dieses Modell den Eigaftech von YycGHI als
Membranproteine nicht genug Rechnung tragt. DieDdMr&nen dieser Proteine werden aber
bei B. subtilis als unabdingbare Mediatoren der Interaktion artgasgSURMANT et al.,
2008). Das ebenfalls in dieser Arbeit etabliertegpimolipid-Liposomen-Modell bietet mit
seiner artifiziellen Membran dahingehend genauidigigen Bedingungen um diese Uber die
TM-Domanen vermittelte Interaktion zwischen den ®¥yt-Proteinen zu charakterisieren
und konnte sich durch die Demonstration der fumigiaekonstituierten Kinasen YycG und

YycG(Y308N) bereits jetzt als geeignetes Werkzeugyaichnen.

4.2.2 Maogliche Signale der YycG-Sensor-Histidin-Kinase

4.2.2.1 Osmotischer Stress

In Bezug auf mdogliche Signale der Sensor-Histidingse YycG ist eine interessante
Auffalligkeit, die in dieser Arbeit fir die vollstélig exprimierten Kinasen YycG und
YycG(Y308N) in den Phosphorylierungsassays fesgfjesterden konnte, dass die Kinasen
fur die volle Auspragung ihrer Phosphorylierungsatédten, insbesondere fur die initiale
Autophosphorylierung, die Anwesenheit von sehr hoh8alzkonzentrationen (KCI)
bendtigen. Fir die KCI-Konzentration konnte dalestgestellt werden, dass diese fir eine
gute Aktivitat hoher 200 mM sein muss und dassMaximum der Kinaseaktivitat zwischen
500 mM und 600 mM zu beobachten ist. Dies stehkiassen Gegensatz zu den in der
Literatur beschriebenen trunkierten YycG -Kinaselie ohne ihre beiden N-terminalen
Transmembran-Domanen (TM-Domanen) exprimiert und Rmosphorylierungsassays
eingesetzt wurden. Bei den entsprechenden Litetallen sind fur die orthologen YycG -
Kinasen vorS. aureusund B. subtilisSalzkonzentration (KCL) von 50 mM oder 200 mM in
den Phosphorylierungsassays beschriebexsmf¥ioTo et al., 2001; BwEeLL et al., 2003;
DuBraC and MsADEK, 2004). Es scheint also mdglich, dass bei den i@sed Arbeit
vollstéandig exprimierten Kinasen die erhohte KClrakentration Uber die TM-Doménen
zumindest im Detergenz-Mizellen-Modell einen trigggen Effekt auf die Aktivitat der
YycG- und YycG(Y308N)-Kinase austiben koénnte. Derestt zu widersprechen, dass im
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Phospholipid-Liposomen-Modell die native Kinase ®ycnach der Rekonstitution in die
Liposomen, im direkten Vergleich zu der mutiertemadse YycG(Y308N) eine deutlich
geringere Aktivitat zeigte, was einen per se trigden Effekt der KCL-Konzentration
unwahrscheinlicher erscheinen lasst. Weitergehemdlgersuchungen zu der Salz-
konzentration im Phospholipid-Liposomen-Modell wemd allerdings nicht durchgefihrt,
kénnten aber diesbezlglich Aufklarung bieten. Sardeles sich anbieten, z.B. einen
Konzentrationsgradienten zwischen dem inneren wifiet@n Puffer der Proteoliposomen zu
nutzen, um zu untersuchen, ob die YycG-Kinase Soaureusauch bei der Wahrnehmung
von osmotischem Stress beteiligt ist. In diesemadusenhang ist fir das orthologe YycFG-
TCS von Streptococcus pyogend&ruppe AStreptococcusGAS) beschrieben, dass eine
Mutation inyycF zu einem Phanotyp fiuhrte, der vergleichbar war dein Phanotyp einer
yycGDeletionsmutante, was auf eine verminderte Akilyitgenauer gesagt auf eine fast
vollstéandige Inaktivierung von YycF in der Mutarti;ndeutete (MLIu et al., 2006). Dies
fuhrte in der gleichen Studie zu einer verstariEapression der Gerspy0183undspy0184
die fur den Transporter von kompatiblen Solutensgoprotectants®) OpuA codieren. In
Ubereinstimmung mit diesen Mikroarray-Daten konateh eine verstarkte Aufnahme der
kompatiblen Solute Betain und Prolin und eine &kie Empfindlichkeit gegenuber
osmotischem Stress verzeichnet werdenl(M.et al., 2006). In diesem Zusammenhang, also
bezuglich der Wahrnehmung von osmotischen Stresk di@ Reaktion darauf, ist sehr
interessant, dass bei Gram-positiven Bakterien hoitem G+C-Gehalt in der Gruppe der
Actinobakterien, die die industriell relevanten @ag Streptomycesind Corynebacterium
bzw. die medizinisch bedeutenden Gattunigigrcobacteriumund ebenfall€orynebacterium
beinhaltet, mit MtrAB ein TCS beschrieben ist, dasige Eigenschaften mit dem YycFG-
TCS der Gram-positiven Bakterien mit niedrigem G&€halt gemeinsam hat (MKLER and
HocH, 2008). So spielen die zu MrtAB orthologen Systenie eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der normalen Zellteilung und &mnthese der Zellwand (MKLER and
HocH, 2008). FurCorynebacterium glutamicunst aber auch beschrieben, dass die Sensor-
Histidin-Kinase MtrB eine Rolle bei Wahrnehmung vasmotischem Stress spielt, und dass
das MtrAB-TCS an der Regulation der GeévetP und proP beteiligt ist, die fur Transporter
der kompatiblen Solute Betain und Prolin codietdidKER et al., 2004; MKER et al., 2007).
Eine alternative — wesentlich simplere — Erklardiig die hohe Salzkonzentration, die im
Detergenz-Mizellen-Modell fur die volle Auspragudgr Phosphorylierungsaktivitaten beider
YycG-Kinasen notwendig ist, ware einer Art von [feell“-Effekt. Es gilt dabei zu

bedenken, dass die Kinasen fir die durchgefihmevitro-Analysen vollstandig ihres
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naturlichen Umfeldes beraubt wurden. So konntervivo beispielsweise stabilisierende
Proteine vorhanden sein, die unter demvitro-Bedingungen fehlen. Der hohen
Salzkonzentration konnte deshalb lediglich ein iBsadxender Effekt, besonders im
Detergenz-Mizellen-Modell, zukommen. Dieser stai@liende Effekt konnte auch im
Phospholipid-Liposomen-Modell notwendig sein, da #iinasen zwar in eine artifizielle
Membran rekonstituiert wurden, diese aber aus eipalaren Lipidextrakt voik. coli besteht
und die damit zuS. aureusbestehenden Unterschiede in der Zusammensetzung de

Phospholipide kdnnten deshalb auch eine moglicHie Rpielen.

4.2.2.2 Oxidativer Stress

In der Literatur werden immer wieder, @der generell die oxidativen Bedingungen als
maogliches Signal bzw. als Umstande, die von dehotogen YycG-Kinasen ifs. aureus

S. pneumoniaend S. mutansvahrgenommen werden, an zahlreichen Stellen deskutnd
dabei immer im Zusammenhang mit der cytoplasmatiscPAS-Domane von YycG
betrachtet (MRTIN et al., 1999; EHENIQUE and TROMBE, 2001; KaDIOGLU et al., 2003; AN
and BURNE, 2007; [ENG et al., 2007). — An dieser Stelle sei auch auf Abachnitt 4.1.3
verwiesen, in dem u.a. der Einfluss von YycFG aef Ainwesenheit von oxidativen Stress
diskutiert wird. -Das Akronym PAS steht dabei fir die Namen der Rreten denen dieses
Sequenzmotiv erstmals wiederholt erkannt wurde: Biessophila ,period clock protein”
(PER), das ,aryl hydrocarbon receptor nuclear tracedior (ARNDT) Protein in Vertebraten
und dasDrosophila,single-minded protein“IM) (TAYLOR and ZuLIN, 1999).Durch die
Anwesenheit der PAS-Domane bestlinde damit tatsfictlle Moglichkeit, dass YycG auch
in der Wahrnehmung des,@evels und oder des Redoxpotential beteiligt \8ie bereits
aufgefuhrt, konnte in dieser Arbeit durch die masdiberexpression voyycFGin S. aureus
keine Empfindlichkeit gegeniiber von MethylviologévV; aka Paraquat) bzw. den durch
MV erzeugten Stress durch hochreaktive Sauersthkiale (ROS, reactive oxygen species)
auf das Wachstum beobachtet werden. Dabei wardm laine Unterschiede zu beobachten,
die sich durch den Aminosaureaustausch (AS-Austgust der PAS-Doméne in der
mutierten YycG(Y306N)-Kinase hatten ergeben konmaas ist dahingehend interessant, als
dass der AS-Austausch, wie im Phospholipid-Liposoiedell beobachtet, im Gegensatz
zu der nativen YycG-Kinase einen triggernden Effekif die Aktivitdt der mutierten
YycG(Y308N)-Kinase hat. Dies deutet daraufhin, dadsr AS-Austausch nicht im
Zusammenhang mit der moglichen Fahigkeit der YyaGake zur direkten Wahrnehmung
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von O, oder oxidativem Stress steht. In der Literatud dHAS-Doménen, die in Proteinen
z.B. demE. colrRedox-SensolEc DOS als Beteiligte an der Erkennung des Ozw.
Redoxstatus beschrieben sind, oft Uber eine HardeBielle charakterisiert (BIG et al.,
1998; TAYLOR and ZHULIN, 1999; GLLES-GONZzALEZ and GONzALEZz, 2004; KUROKAWA et
al., 2004). Das legt nahe, dass das Ham-Molekiil dasidarin komplexierte EéFe** zur
direkten Wahrnehmung von,@bsolut notwendig sind. Neben diesen RezeptorePwrn gibt
es aber auch Transducer-Proteine, wie Elasoli-Protein Aer, bei denen die Wahrnehmung
von O indirekt Gber die Erkennung von VeranderungenRiegox-Status Uber die beteiligten
Proteine der Elektronen-Transportkette erfolghYJOR and ZHULIN, 1999). Fiur die PAS-
Doméane der orthologen YycG-Kinasen ist weder in Hieratur eine Ham-Bindestelle
beschrieben, noch konnte fur das YycG-Protein Qusureuseine solche durch die CD-
Search (conserved domain search, siehe Abschaifti.dieser Arbeitin silico ermittelt
werden. Dass die orthologen YycG-Kinasen in degrhitur immer wieder im Zusammenhang
mit O, und oxidativem Stress unter bestimmten Bedingungenauffallend beschrieben
werden, kénnte — wie dargelegt — auch ohne eirekigir’Wahrnehmung dieser Bedingungen
erklart werden. In diesem Zusammenhang ware eimé&bdee Moglichkeit der indirekten
Wahrnehmung, dass die cytoplasmatische PAS-Domarten orthologen YycG-Kinasen,
eventuell auch in Assoziation mit YycJ, kleine Malke oder Cofaktoren wahrnimmt, die den
metabolischen Status reflektieren, und unter aenobaer anaerobem Wachstum oder Stress
akkumulieren (& and WINKLER, 2004). Eine direkte Wahrnehmung von oxidativemes3
durch die YycG-Kinase erscheint also abschlieBendiahrscheinlich, auch unter dem
Aspekt, dass fur eine direkte Wahrnehmung andersteB8y in Frage kommen bzw.
beschrieben sind, wie z.B. $ pneumoniadas CiaRH-TCS im Zusammenspiel mit ComDE,
die die Antwort auf @ vermitteln, was letztendlich in der Ausbildung dé@mpetenz des
Bakteriums kumuliert (EHENIQUE and TROMBE, 2001). Im Fall vor. carnosusst mit NreB
ein direkter G-Sensor beschrieben, der eine PAS-Domé&ne mit eirfgsmerstoff-
empfindlichen [4Fe-43]-Cluster beinhaltet (RNHART et al., 2009).

4.2.2.3 Komponenten der Zellwandbiosynthese

Da das YycFG-TCS als entscheidendes regulatorideéleesent in der Zellwandbiosynthese
angesehen wird, ist es auch sehr naheliegendatfassigliches Signal mit Lipid 1l auch eine
zentrale Komponente der Peptidoglykansynthese gohd@gen wurde (OBRAC et al., 2008).

Trotz einiger Indizien, konnte diese Hypothese abech nicht bewiesen werden. Diese
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Maoglichkeit wurde furS. aureusauch in dieser Arbeit untersucht. Fur die in unigdlare
Vesikel (ULVs) rekonstituierte, mutierte YycG(Y308Kinase konnte jedoch in ULVs, die
zuvor mit Lipid Il oder Gs-P (Bactoprenol) dotiert wurden, keine Veranderungder
Autophosphorylierungsaktivitat im Vergleich zu utidaden Proteoliposomen festgestellt
werden. Da es sich, wie in Abschnitt 4.2.3 disktiti@ller Wahrscheinlichkeit nach beziglich
der Aktivitat um eine ,,ON“-Mutation in der mutierieYycG(Y308N)-Kinase handelt, und die
native YycG-Kinase wegen ihrer geringen Aktivitdh iPhospholipid-Liposomen-Modell
nicht hinreichend auf einen Effekt durch die Anwdsgt von Lipid Il bzw. Gs-P getestet
werden konnte, bleibt deshalb die Méglichkeit bleste dass es sich bei Lipid Il tatséchlich
um ein oder das Signal der YycG-Kinase handelt teruder Pramisse, dass Lipid Il wie

vermutet zur Inaktivierung der Kinase fuhrt.

4.2.3 Einfluss des AS-Austausches in der PAS-Domane vory&dG(Y308N)

Wie in dieser Arbeit mit dem Phospholipid-Liposorridodell gezeigt werden konnte, hat
der Aminosaureaustausch in der mutierten YycG(Y308MNase, nach deren Rekonstitution
in Liposomen, einen triggernden Effekt auf die Ritmsylierungsaktivitaten. Das lasst sich
deshalb so klar schlussfolgern, da die native Y¥aGase nach der Rekonstitution nur
aul3erst schwache Aktivitaten im direkten Vergledalder mutierten Kinase zeigte. In diesem
Zusammenhang ist interessant, dass fiur die SenstdiH-Kinase DcuS aust. coli
beschrieben ist, dass die cytoplasmatischen PASaDenPAS-Doméne) des Proteins eine
wichtige Rolle bei der Dimerisierung des Proteipsels, und dass zwei unterschiedliche
Aminosaureaustausche in dieser RA®mMane jeweils dazu fuhrten, dass eine konstiutiv
Aktivierung des Proteins beobachtet werden konfiitedie kein Stimulus durch das Signal
Fumarat notwendig war (INNWALD et al., 2009). In vorhergehenden Untersuchungentieo
festgestellt werden, dass die beiden mutierten tiBosn in der PASDomane eine
entscheidende Rolle bei der Bildung der Dimer-Sitételle (dimer interface) spielen, die fur
die Aktivierung der Kinase notwendig istT&ORN et al., 2008). Insgesamt lasst sich aus den
Ergebnissen ableiten, dass die RA®mane bei DcuS eine Rolle in der Signal-Transdukt
spielt, und dass das durch die periplasmatische -Pé&8ane (PASDoméane)
wahrgenommen Signalmolekiil Fumarat eine Anderundein Konformation induziert, die
Uber die nachgeschaltete Transmembran- auch arPAR-Doméne weitergeleitet und
letztendlich zur Aktivierung der Kinase-FunktionsdBroteins fuhrt (EzkoRN et al., 2008;
DUNNWALD et al., 2009). Trotz der strukturellen Unterschieter DcuS- und der YycG-
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Kinase ist ein vergleichbarer Effekt des Aminosaustausches in der PA®oméne von
YycG denkbar. Insbesondere wenn man bedenkt, da$3Ad&-Domane von YycG zwischen
der HAMP- und der HisKA-Domane des Proteins liegiyobei erstere die
Dimerisierungsschnittstelle (dimerization interfacemfasst und letztere die Dimer-
Schnittstelle (dimer interface) des Proteins bdiehdsiehe Abbildung 3.2 und oder 3.3 in
Abschnitt 3.2). Mogliche Anderungen in der Konfotioa der PAgS-Doméne, die sich durch
den Aminosaureaustausch ergeben, kénnten so awtthaidg auf die Konformation der
flankierenden beiden Domaéanen einwirken und damithaainen Effekt auf die Signal-
Transduktion und die Aktivierung der nachgeschaitetiATPase_c-Doméane haben. Einen
Hinweis darauf, dass es tatsachlich zu einer Komébionsédnderung und damit zu einem
Effekt in der Signal-Transduktionskette kommt, émtf wie beschrieben die mutierte
YycG(Y308N)-Kinase im Phospholipid-Liposomen-ModelErstens ist der Effekt des
Aminosaureaustausch im Detergenz-Mizellen-Modalththbeobachtbar, weil sich die native
YycG-Kinase zu der mutierten Kinase gleich verh@th. nur die Anwesenheit einer
artifiziellen Membran, die erst die volle Auspraguder Konformation erlaubt, brachte den
Effekt des Aminosaureaustausches hervor, und zmeeitweist die &aulerst schwache
Phosphorylierungsaktivitat der nativen YycG-Kinaise Phospholipid-Liposomen-Modell
darauf hin, dass kein aktivierendes Signal vorhandg und dass dieses aber notwendig
ware, um die volle Signal-Transduktion als Kettakteon Uber alle Domanen bis hin zur
Aktivierung der Kinasefunktion zu initiieren. Abdf3end lasst sich also schlussfolgern,
dass der Aminosaureaustausch in der mutierten Y¥8@N)-Kinase eine ,,ON“-Mutation

darstellt, die auch in Abwesenheit eines SignatsAtivierung der Kinase fihrt.

4.3 Ausblick

Es ist deutlich geworden, dass es sich bei dem -Rweiponentenregulationssystem (TCS)
YycFG aufgrund seiner nahezu ubiquitdren Verbreitbei allen Bakterien mit niedrigem
G+C-Gehalt im Phylum der Firmicutes und wegen seli@eenswichtigen Funktion fur das
Wachstum dieser Bakterien um ein einzigartiges ledgusches System handelt, bei dem
trotz der weltweiten intensiven Forschung in demtén zehn Jahren entscheidende Fragen
bezuglich der genauen Funktion und der Signalwdimuag noch immer unbeantwortet
sind.

Mit den Ergebnissen aus den Versuchen zur Uberssiore voryycFGin S. aureukonnten

viele Hypothesen und Ideen zu der Funktion deraototien YycFG-Proteine in anderen
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Bakterien auch inS. aureusuberprift werden, so dass sowohl Ubereinstimmungés
Abweichungen festgestellt werden konnten. Fir di@se der Charakterisierung musste
jedoch festgestellt werden, dass das YycFG-TCS aweardiversen zellularen Prozessen
beteiligt ist, dass es jedoch eher eine untergetedRolle zu spielen scheint, die insbesondere
durch Wechselwirkungen mit anderen regulatorisci®stemen gepragt wird. Daraus
resultierte die Erkenntnis, dass dieses Systemuviglittelbarer betrachtet werden muss, um
die entscheidenden Fragen beziglich der exakterktibunbeantworten zu kénnen. Zu
diesem Zweck wurden die YycFG-Proteine, die das $€Bst ausmachen, und die auxilidren
Proteine YycH und Yycl selbst in den Focus der Watehungen gesetzt. Durch die
rekombinante Expression d&: aureusProteine inE. coli konnten die YycFGHI-Proteine,
insbesondere die erstmalig vollstdndig aufgereamgtlembranproteine YycGHI, nicht nur
dazu genutzt werden, um vitro in einem ersten Detergenz-Mizellen-Modell die leaid
Phosphorylierungsaktivitaten der vollstandig rekamht exprimierten YycG-Kinase zu
demonstrieren, sondern auch auf Basis von diesemavegites Modellsystem zu etablieren.
Dieses zweite Phospholipid-Liposomen-Modell bietetit seiner durch Liposomen-
bereitgestellten artifiziellen Membran eine ideal@erimentelle Ausgangsbasis, da es auch
den Eigenschaften von YycGHI als Membranproteineegfg wird. Durch die funktionale
Rekonstitution der Kinasen YycG und YycG(Y308N) kten durch den Nachweis der
Phosphorylierungsaktivitaten in diesem Detergenefr Modellsystem bereits der Wert
dieses Modells eindrucksvoll unterstrichen werdew wuch dadurch, dass die mutierte
YycG(Y308N)-Kinase durch dieses Modell als ,,ON“-Munte charakterisiert werden konnte.
Fur die weitere Forschung bieten das Phospholigpgddomen-Modell, die native YycG-
Kinase und die YycG(Y308N)-Kinase mit ihrer ,ON“-N&tion ein breites Spektrum an

Maglichkeiten, um zukinftig zahlreiche Fragestefjan eingehend untersuchen zu kénnen.

Aufschlisselung des Signal bzw. der Signale der Y@eKinase

Mit der funktional in Liposomen rekonstituiertentivan YycG-Kinase koénnte relativ einfach

ein Screening zur Aufklarung des Signals oder ncbgin Signalen dieses Sensorproteins
durchgefuhrt werden. So kdnnten infrage kommeneéaéte, |6sliche Signalmolekile, z.B.

solche, die den metabolischen Status der Zellektdiren, zu den unilamellaren Vesikeln

(ULVs) mit der Membran-standigen Kinase einfacheextiiber den Phosphorylierungspuffer
zugesetzt werden. So lieRe sich beobachten, inwiesgedurch die Anwesenheit dieser
Molekule zu einer Aktivierung der Autophosphoryliagsfunktion der Kinase kommt.

Desweiteren sollten eingehendere Untersuchungen deh Membran-gebundenen
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Komponenten der Zellwandbiosynthese wie Lipid g2 (Bactoprenol) und eventuell auch

mit Lipid | bezlglich deren Effekt auf die Aktivitéler YycG-Kinase durchgefuhrt werden.

Untersuchungen zu den Protein-Protein-Interaktion

Die ULVs mit den rekonstituierten YycG- und YycG(@&N)-Kinasen bieten durch die
Rekonstitution der auxiliaren Proteine YycH und Ygie Moéglichkeit, erstmalig eine direkte
Interaktion zwischen diesen Proteinen und den damhergehenden Auswirkungen auf die
Aktivitditen der Kinasen zu beobachten. Auch moglickffekte, die sich durch die
Anwesenheit von YycH und oder Yycl, auf die Phospherung bzw. Dephosphorylierung
des Responseregulators YycF ergeben konnten, lisi®anso leicht darstellen. In diesem
Zusammenhang ware es zudem interessant zu untersud es durch die Anwesenheit des
YycJ-Proteins zu Veranderungen in diesen Aktivitdéemmt. Dazu musste das YycJ-Protein
allerdings zuvor mit den in dieser Arbeit erfolgteiadaptierten und angewandten Methoden

rekombinant exprimiert und aufgereinigt werden.

Neue Inhibitoren der YycG-Kinase

Das Phospholipid-Liposomen-Modell erlaubt fernechaulas Screening nach ganz neuen
Inhibitoren der YycG-Kinase. Wahrend man mit damkierten "YycG-Kinasen, die in der
Literatur beschrieben sind, lediglich Inhibitoreasten konnte und kann, die zu einer
Hemmung der Kinasefunktion durch Anlagerung anogieplasmatischen Doménen fuhren,
bietet die in dieser Arbeit vollstandig exprimiead in ULVs funktional rekonstituierte
YycG-Kinase mit ihrer extraplasmatischen Schleifeduden beiden flankierenden
Transmembran-Domanen zusatzliche Angriffsflachere &lir das Testen von neuen
hochspezifischen Inhibitoren genutzt werden kénnten

Generell kdonnten die YycG-ULVs auch zu wesentlidlyeameineren Interaktionsstudien
genutzt werden. So konnte geprift werden, inwieweeistehende Antibiotika z.B.
Daptomycin tatsachlich in der Lage sind mit der ®yinase zu interagieren. Dieses Wissen

kénnte dann auch dazu genutzt werden, um mdogliBesstenzentwicklungen vorzubeugen.
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5. Zusammenfassung

Bei dem essentiellen Zwei-Komponenten-Regulatiostesy (TCS) YycFG handelt es sich
um ein hochkonserviertes System, das aus der Skisafin-Kinase YycG und ihrem
zugehorigen Responseregulator YycF besteht. D& ytlieG-Proteine innerhalb des Phylums
der Firmicutes, in der Gruppe der Gram-positiverktBa@en mit niedrigem G+C-Gehalt,
nahezu ubiquitar verbreitet sind und in vielen Gagen in der Folgezeit ebenfalls als
essentiell nachgewiesen werden konnten, hat di#&$S seit seiner Entdeckung durch
FABRET und HocH im Jahre 1998, grol3e Aufmerksamkeit auf sich gezodgnnerhalb der
Gruppe der Gram-positiven Bakterien mit niedrigem+Q3Gehalt finden sich einige
bedeutende humanpathogene Krankheitserreger wie. ZASBaphylococcus aureus
S. epidermidis Streptococcus pyogeneS. pneumonigeS. mutansund Listeria mono-
cytogenesweshalb dieses TCS bereits seit seiner Entdecklsngedeutendes Ziel fur neue
oder modifizierte Antibiotika angesehen wird undsiiEb auch stark in den Fokus der
Forschung bei diesen Bakterien ruckte. Trotz déensiven Erforschung der zu YycFG
orthologen Proteine in den diversen Organismenletbdie exakte Funktion dieses TCS
noch unklar. In den letzten Jahren wird dieses T&f#r zunehmend im direkten
Zusammenhang mit der Regulation der Biosynthese badteriellen Zellwand gesehen.
Vollkommen unbekannt ist hingegen das Signal, ad die YycG-Sensor-Histidin-Kinase
reagiert. Moglicherweise handelt es sich dabeétdtiéch um ein oder sogar mehrere Signale,
die mit der Zellwandbiosynthese assoziiert sindiémveit bei der Verarbeitung von Signalen
auch die beiden auxiliaren Proteine YycH und YyokeRolle spielen, z.B. in der Erkennung
und Prozessierung, ist noch ungeklart. Bekannlkediglich, dass es in Abwesenheit dieser
Proteine zu Schéaden in der Zellwand kommt, wasuflanezudeuten scheint, dass diese
.Hilfsproteine” negativ auf die Aktivitat der Yyc®inase einwirken kdnnen.

Da die fur YycFG codierenden GeggcFG beide inS. aureusessentiell sind und deshalb
nicht durch Deletion oder Disruption inaktiviert mlen kdnnen, erfolgte in dieser Arbeit zur
Charakterisierung dieses TCS zunéachst ein alteeratAnsatz, bei dem die beiden
essentiellenyycFG (VicRK) Gene in Anwesenheit von Xylose als Induktor nistteer

induzierbaren Vektoren pTvicRK und pTvicRK(Y306M)$. aureusStamm 8325-4 SH1000
uberexprimiert werden konnten. Die phanotypischeswirkungen der Uberexpression von

yycFGwurden nachfolgend untersucht.
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> Mittels der quantitativen Real-Time-PCR (QRT-PCRhkte gezeigt werden, dass es

im S. aureusStamm 8325-4 SH1000 durch die induzierbaren P@esmivicRK und
pTVvicRK(Y306N) in Anwesenheit des Induktors Xyldsei einer Olgyo ~ 1 zu einer
7- bis 12-fachen und in einem @@Bereich von 3 — 3,5 es sogar zu einer mindestens
52-fachen Expression votycFGkommit.

Durch eine Strategie zur vollstandig-indirekten Qufezierung deryycFG Transkripte
konnte in der gRT-PCR bei den Uberexpressionsstam8se5-4 SH1000pTvicRK
und 8325-4 SH1000pTVicRK(Y306N) erfolgreich zwisoh#en chromosomalen und
vektoriellen yycFG Transkripten differenziert werden. Unter nichtizéerenden
Bedingungen betrug dabei der Anteil der vektorrelig/cFGKopien das 2- bis
4-fache, was auf eine gewisse ,leakyness* xi@#-Promotors auf den Plasmiden
schlieBen lasst. Unter induzierenden Bedingungetrugpedie Expression der
vektoriellenyycFGKopien das 45- bis 57-fache der chromosomalen épi

Durch die Diskriminierung der chromosomalen undtegkllenyycFGKopien in den
induzierbaren Uberexpressionsstammen 8325-4 SHIQGRK und 8325-4
SH1000pTvVicRK(Y306N) konnte des Weiteren dargelegitden, dass die Expression
deryycFGGene keiner Autoregulation durch das YycFG-TC$®salnterliegt, da der
massive Anstieg der vektoriellenyycFGTranskripte offensichtlich keinen
signifikanten Einfluss auf die Anzahl der chromosdbenyycFG Transkripte hatte.
Durch die induzierte Uberexpression vgyncFG kommt es zu einer verminderten
Pigmentierung beiS. aureus deren Ursache die Verminderung d8saureus-
Hauptpigmentes Staphyloxanthin ist. Dieser Effekar vam starksten bei einer
Temperatur von 34 °C bzw. 37 °C ausgepragt und &chte sich deutlich bei einer
hoéheren Temperatur von 42 °C bzw. 45 °C ab.

Die durch die Uberexpression vonyycFG verminderte Pigmentierung
(Staphyloxanthin) inS. aureusfuhrte erstaunlicherweise nicht zu einer erhdhten
Empfindlichkeit der Zellen gegentber von oxidativeBtress, der durch die
Anwesenheit von Methylviologen und,Qdurch die Bildung von hochreaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS; reactive oxygen speciesyrsacht wurde. Dies legt den
Schluss nahe, dass nur die letzen Syntheseschmtte Staphyloxanthin nicht
vollzogen wurden und eine protektive Wirkung vom @aderen Carotinoid-Vorstufen
ausging.

Durch die Anwesenheit von Hydroxyurea (HU) und Kdnnte bei der induzierten

Uberexpression vonyycFG ein vermindertes Wachstum de8. aureusZellen
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beobachtet werden. Da bekannt ist, dass HU diesKldsRibonukleotid-Reduktase
NrdEF hemmt, scheint die Uberexpression ygoFGdiesen hemmenden Effekt unter
aeroben Bedingungen zu verstarken.

» Im Gegensatz zu einer Literaturstelle UHRAC et al., 2007) konnte durch die
induzierte Uberexpression vggcFGbei dem in dieser Arbeit verwendet8naureus
Stamm kein Effekt auf die Biofilmbildung festgeéit&erden, was wahrscheinlich im
Zusammenhang mit dewP-positiven Phanotyp dieses Stammes steht und aef ei
Wechselwirkung des YycFG-TCS und defftSystem hindeutet.

> Die induzierte Uberexpression varycFG fiihrt in S. aureuszu einer verminderten
Empfindlichkeit gegeniiber dem Lipopeptid-Antibiattk Daptomycin. Der

Unterschied betrug dabei eine Titerstufe.

Bei der phanotypischen Charakterisierung der dwliehinduzierteyycFGUberexpression
bedingten Effekte inS. aureus lag auch immer ein Hauptaugenmerk auf dem
Aminosaureaustausch (AS-Austausch) der mutiertenG{Y306N)-Kinase, die von dem
Plasmid pTvicRK(Y306N) exprimiert wurde. Der AS-Aassch (Y>N) liegt in Position 306

von YycG und damit in der putativ funktionalen PE®mane.

» Ein Multiple-Sequence-Alignment mit Clustal W2 rdgr AS-Sequenz von YycG von
14 S. aureusStdmmen zeigte, dass der Austausch zumindest eauSmm-Ebene
ungewdhnlich ist.

> Ein weiteres Multiple-Sequence-Alignment mit der -88quenz von YycG von
S. aureusund 14 orthologen Klasse I-YycG-Proteinen aus nedfrevandten Bakterien
mit niedrigem G+C-Gehalt zeigte, dass der Austausdlerdings in keiner
hochkonservierten Region liegt.

» Das Multiple-Sequence-Alignment brachte zum Vorstheass die extraplasmatische
Schleife, die eine mdgliche Rolle bei der Signatarkung spielt, bei allen orthologen
Klasse I-YycG-Proteinen unerwartet schwach konservist. Im Gegensatz dazu
weisen die flankierenden Transmembran-Domanen eifmihen Grad der
Konservierung auf, was ein Hinweis dafir sein kénmtass diesen moglicherweise
eine bedeutende Rolle bei der Signal-Erkennungonunt.

> Bei denyycFGUberexpressionsversuchen konnte nur ein margiriffekt des AS-
Austausches bei der mutierten YycG(Y306N)-Kinaseblaehtet werden.

Die weitere Charakterisierung des essentiellen BldFSystems, also des kompletten

polycistronischen Teils degycOperons vonS. aureus erfolgte auf Proteinebene zur
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Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen. Rahmen der rekombinanten Protein-
expression erfolgte zu weiteren Studienzwecken aieufreinigung der mutierten YycG-

Kinase aus den Uberexpressionsversuchen. Das aimfigge mutierte Protein tragt die

Bezeichnung YycG(Y308N).

> Die mutierte YycG(Y308N)-Kinase und die YycFGHI-R¥me vonS. aureuswurden
erstmalig _vollstdndig d.h. auch mit den Transmembran-Domanen bei Yy¢GHI
rekombinant irE. coli exprimiert und erfolgreich aufgereinigt.

» Mittels der BN-PAGE wurde die hohere oligomere @igation der YycFGHI-
Proteine untersucht. Es konnte gezeigt werden, dexsResponseregulator YycF und
das auxiliare Protein YycH ausschlie3lich als Moeagnvorliegen. Fir die Histidin-
Kinasen YycG und YycG(Y308N) konnte eine hohere @igation bis hin zum
Tetramer nachgewiesen werden. Das auxiliare Pro¥gml zeigte sogar eine
Organisation bis hin zum Hexamer.

> Die Beobachtungen in der BN-PAGE legen nahe, dassbéobachtete und auch in
der Literatur beschriebene Migrationsverhalten vekombinanten Proteinen in der
BN-PAGE ursachlich starker auf den kikag als auf die TM-Doméanen rickfuhrbar

ist.

Zur Uberpriifung, ob die rekombinant exprimiertem&Sen YycG und Yyc(Y308N) auch
funktional aufgereinigt werden konnten, erfolgtenachst die Etablierung eines Detergenz-

Mizellen-Modells.

» Durchin vitro-Phosphorylierungsassays (in Anwesenheit WofPJATP) konnte im
Detergenz-Mizellen-Modell fiir die_vollstandigxprimierten, eigentlich Membran-
assoziierten, Sensor-Histidin-Kinasen YycG und Y{88N) sowohl die
Autophosphorylierungsaktivitat, als auch in einembsequenten Schritt der
Phosphorylgruppentransfer auf den zugehodrigen Rwegpegulator YycF gezeigt
werden.

» Mit den vollstandig exprimierten Kinasen YycG ungcG(Y308N) konnten anders
als fur eine in der Literatur beschriebene trurtkieryycG-Kinase (DBRAC and
MSADEK, 2004) auch Hinweise fur eine Dephosphorylieruktgg#ét in Anwesenheit
des Responseregulators YycF beobachtet werden. iBiesin deutlicher Hinweis
darauf, dass die Transmembran-Domanen von YycGli@iivolle Funktionalitat der

Kinase vorhanden sein missen.
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> Im Detergenz-Mizellen-Modell konnte kein Effekt dauxilidaren und als putative
Negativregulatoren beschriebenen Proteine YycH Wiydl auf die Phosphoryl-
ierungsaktivitaten der YycG- und YycG(Y308N)-Kinasgezeigt werden.

Um bei den YycGHI-Proteinen den Eigenschaften atmidranprotein mehr Rechnung zu
tragen, wurde auf Basis des Detergenz-Mizellen-Meden Detergenz-freies Phospholipid-
Liposomen-Modell etabliert. Die volle Funktionatitder Kinasen YycG und YycG(Y308N)
sollte durch die Rekonstitution dieser Proteinalim artifizielle Phospholipid-Membran von
unilamellaren Vesikeln (ULVs) gewahrleistet werden.

» Durch in vitro-Phosphorylierungsassays konnte gezeigt werders d&sin ULVs
rekonstituierte YycG(Y308N)-Kinase sowohl zur Aubmsphorylierungsaktivitat, als
auch zum Phosphorylgruppentransfer auf den extegegebenen Responseregulator
YycF befahigt ist.

> Im direkten Vergleich zur mutierten YycG(Y308N)-kase, konnten fir die in ULVS

rekonstituierte YycG-Kinase nur sehr schwache Phoggierungsaktivitaten
nachgewiesen werden. Da beide Kinasen im Deterlygrellen-Modell aber eine
vergleichbare Aktivitat zeigten, wurde dadurch tlelnf dass sich der AS-Austausch
in der PAS-Domane auf die Aktivitdt der mutiertegc%(Y308N)-Kinase auswirkt
und diese als eine Art ,,ON"“-Mutante angesehen wekdsn.
Da der Unterschied in der Aktivitat der nativen uther mutierten Kinase erst im
Phospholipid-Liposomen-Modell beobachtbar wurdeyrkanan schlussfolgern, dass
dieses Modell deutlich naher an die tatsachliaghenvo-Bedingungen heranreicht und
damit fur die weitere Charakterisierung des reguisthen YycFGHI-Systems von
S. aureugine hervorragende experimentelle Basis bietet.

> Die Anwesenheit der Zellwandbiosynthese-Komponer@gpaP (Bactoprenol) bzw.
Lipid 1l zeigte in dotierten ULVs keinen Effekt adie Phosphorylierungsaktivitaten
der in die ULVs rekonstituierten mutierten YycG(¥83)-Kinase. Da dies auf den
Effekt des AS-Austausches zurlckfuhrbar ist, déwr seahrscheinlich eine ,ON"-
Mutation darstellt, bleibt eine mdgliche Signal-ktion dieser Komponenten aber

weiterhin offen und hoéchst wahrscheinlich.
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7. Anhang

7.1 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

7.1.1 Berechnung der Kopienzahl fir die Standards

Mit der nachstehenden Formel wurde die Kopienzadl 8tandards berechnet. Fir die
Verwendung der Standards in der gqRT-PCR wurderediashfolgend durch Verdinnung mit
PCR-Wasser (Ampuwa®-Wasser, Fa. Fresenius Kabi)2ab#13° Kopien/5 pl in einem
Zielvolumen von 60 pl eingestellt. Die Standardsrdem a 5 pl aliquotiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

B (Plasmid)DNA [g/ul]
¢ =\ Plasmid od.Fragmentgrofie [bp] X 660 g/mol

> X Avogadrozahl (N,)

Avogadrozahl; Ny = 6,0221415 x 1023 /mol

7.1.2 Kopienstandards in der gRT-PCR

Fur die Quantifizierung der Gesamt-Kopienzahl wytG (vicK) wurde fir das direkt
bestimmte NachweisprodukyycGFragment) das Plasmid pTvicRK (a8s aureus3325-4
SH1000) als Kopienstandard verwendet. Im Rahmem@&-PCRs zur Uberpriifung, ob die
Expression deryycFGGene durch das Zwei-KomponentenregulationssysteycF&
autoreguliert ist (Abschnitt 3.5.2), wurde fur dadirekte Nachweisprodukt der vektoriellen
yycG-Transkripte ljp-Fragment) das Plasmid pTvicRK (a8s aureus3325-4 SH1000) und
fur das indirekte Nachweisprodukt der chromosomaigeG Transkripte yycHFragment)
das Plasmid pET22pelByycH (aust. coli BL21(DE3)) als Kopienstandard verwendet. Fur
die parallele Quantifizierung des endogenen Staisdalem Housekeeping-GeggrB, wurde
in allen Laufen das Plasmid pUC19gyrB (abs coli K12 JM109) als Kopienstandard

verwendet.
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7.1.3 Programm-Parameter der Laufe mit dem LightCycler®-Instrument
In Tabelle 7.1 sind die verwendeten Programm-Patemaeifgefihrt, die in den Real-Time-
PCRs mit dem LightCycler®-Instrument (Fa. Roche)dieé Quantifizierungslaufe verwendet

wurden.

Tabelle 7.1: Programm-Parameter fur die Quantifizieungslaufe der mit dem LightCycler®-Instrument (Fa.
Roche) durchgefiihrten Real-Time-PCRs.

Program: | Denaturation Type: |None Cycles: 1
Segment '}I'-aerrggf Hold Slope | 2° Target | Step Size DséleaF;/ Aquistion
Number °C) Time (s) | (C°/s) | Temp. (°C)| (°C) (Cycles) Mode

1 95 600 20 0 0 0 None

Program: |PCR Type: | Melting Curves Cycles: 45
Segment 'Izrrggf Hold Slope | 2° Target |Step Size DS;F;y Aquisition
Number °C) Time (s) | (C°/s) | Temp. (°C)| (°C) (Cycles) Mode

1 95 1 20 0 0 0 None
2 51 15 20 0 0 0 None
3 72 15 20 0 0 0 Single

Program: | Melting Type: |Melting Curves Cycles: 1
Segment '-Il'-aerrggf Hold Slope | 2° Target | Step Size Dséle;; Aquisition
Number °C) Time (s) | (C°/s) | Temp. (°C)| (°C) (Cycles) Mode

1 95 1 20 0 0 0 None
2 45 15 20 0 0 0 None
3 95 0 0.2 0 0 0 Continuous

Program: | Cooling Type: |None Cycles: 1
Segment 'Izrrggf Hold Slope | 2° Target |Step Size DS;F;y Aquisition
Number °C) Time (s) | (C°/s) | Temp. (°C)| (°C) (Cycles) Mode

1 40 30 20 0 0 0 None
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7.2 Sequenz deryycFG-Gene auf pTvicRK / pTvicRK(Y306N)

Fur die Konstruktion der Plasmide pTvicRK und pRA(Y306N) sei auf Abschnitt 3.4
dieser Arbeit verwiesen. Als Template fur die Kiemingen bei pTvicRK wurde genomische
DNA von S. aureusStamm SA137/93A verwendet.

yycF G (VicRK) (2547 bp)

Sequenzabschnitt auf pTvicRK / pTvicRK(Y306N):

ATGCAAATGGCTAGAAAAGTTGTTGTAGTTGATGATGAAAAACCGRATSOM TAGAATTTAACTTAAAA
AAAGAAGGATACGATGTGTACTGTGCATACGATGGTAATGATGCAGABGAATGAAGAAGAACCAGAC
ATCGTATTACTAGATATCATGTTACCTGGTCGTGATGGTATGGAAGEATBAGTGCGCAAAAAATACGAA
ATGCCAATAATAATGCTTACTGCTAAAGATTCAGAAATTGATAAAGIEOTAGAACTAGGTGCAGATGAC
TATGTAACGAAACCGTTTAGTACGCGTGAATTAATCGCACGTGTGHMATBGGTCGTCATTACTCACAA
CCAGCACAAGACACTGGAAATGTAACGAATGAAATCACAATTAAAGKFIATTTATCCAGACGCATATTCT
ATTAAAAAACGTGGCGAAGATATTGAATTAACACATCGTGAATTTGABTRAGTATTTATCAAAACATATG
GGACAAGTAATGACACGTGAACATTTATTACAAACAGTATGGGGOMLTTAAGGCGATGTACGTACGGTC
GATGTAACGATTCGTCGTTTACGTGAAAAGATTGAAGATGATCCAICTFEMATATATTGTGACGCGTAGA
GGCGTTGGATATTTCCTCCAACAACATGASGBECGAAACGAATGAAGTGGCTAAAACAACTACAATCCCTT
CATACTAAACTTGTAATTGTTTATGTATTACTGATTATCATTGGTARGTARCGGGTTATATTTTACAAAT
AACCTTGAAAAAGAGCTGCTTGATAATTTTAAGAAGAATATTACGCGUGHACAATTAGAAATTAGTATT
GAAAAAGTATATGACGAAAAGGGCTCCGTAAATGCACAAAAAGAPMANITTTAATAAGTGAGTATGCCAAC
CGTCAAGAAATTGGAGAAATTCGTTTTATAGATAAAGACCAAATTASOBATGACGAAGCAGTCTAACCGT
AGTCTAATCAATCAAAAAGCGAATGATAGTTCTGTCCAAAAAGCACTAGGACAATCAAACGATCATTTA
ATTTTAAAAGATTATGGCGGTGGTAAGGACCGTGTCTGGGTATATRGABTCAAAGTCGATAAAAAGGTA
ATTGGTAATATTTATATCGAATCAAAAATTAATGACGTTTATAACCAATARATATAAATCAAATATTCATT
GTTGGTACAGCTATTTCATTATTAATCACAGTCATCCTAGGATTCTATATSAACGATTACCAAACCAATC
ACCGATATGCGTAACCAGACGGTCGAAATGTCCAGAGGTAACTATSIGTABAAGATTTATGGTAATGAT
GAAATTGGCGAATTAGCTTTAGCATTTAATAACTTGTCTAAACCT GEMEIPAGCAGGCTAATACTGAAAGT
GAGAAACGTAGACTGGACTCAGTTATCACCCATATGAGTGATGGTEAAJAGACCGCCGTGGACGTATT
CGTATCGTCAATGATATGGCACTCAAGATGCTTGGTATGGCGAAAGESAGBGHITTACATGTTAAGT
GTATTAAGTCTTGAAGATGAATTTAAACTGGAAGAAATTCAAGAGEATASITTTCTTATTAGATTTAAAT
GAAGAAGAAGGTCTAATCGCACGTGTTAACTTTAGTACGATTGTGIANERIEMN TTGTAACTGGTTATATC
GCTGTGTTACATGACGTAACTGAACAACAACAAGTTGAACGTGA®ZATTTGETTGCCAATGTATCACAT
GAGTTACGTACACCTTTAACTTCTATGAATAGTTACATTGAAGCAGHARIATGCATGGAAAGATGAGGAA
CTTGCGCCACAATTTTTATCTGTTACCCGTGAAGAAACAGAACGABGEBTEGTCAATGACTTGCTACAG
TTATCTAAAATGGATAATGAGTCTGATCAAATCAACAAAGAAATTAITOBACATGTTCATTAATAAAATT
ATTAATCGACATGAAATGTCTGCGAAAGATACAACATTTATTCGAGETNAAAAGACGATTTTCACAGAA
TTTGATCCTGATAAAATGACGCAAGTATTTGATAATGTCATTACAANTGAXATATTCTAGAGGCGATAAA
CGTGTCGAGTTCCACGTGAAACAAAATCCACTTTATAATCGAATCBGTGATTAAAGATAATGGCATTGGT
ATTCCTATCAATAAAGTCGATAAGATATTCGACCGATTCTATCGTARMIEIIACGTACGCGTAAAATGGGT
GGTACTGGATTAGGACTAGCCATTTCGAAAGAGATTGTGGAAGCGGACBARTTTGGGCAAACAGTGTA
GAAGGTCAAGGTACATCTATCTTTATCACACTTCCATGTGAAGTCARCGAN GATTGGGATGAATAA

XXX= yycF ( vicR)
XXX= yycG( vicK)

E = nicht-stille Mutation auf pTvicRK(Y306N); T 2> A
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7.3 Sequenz der konstitutiv exprimierten GengyroESL auf pREP4groESL(MT)

Fur die Konstruktion des Plasmids pREP4groESL(MTyde genomische DNA voB. coli
K12 JM109 als Template und das Plasmid pREP4Eauli M15 (Fa. Qiagen) verwendet
(Abschnitt 3.7). Das resultierende Plasmid diemekbnstitutiven Expression der Chaperon-
codierenden GengroESund groEL in denE. coli-Proteinexpressionsstammen BL21(DE3),
C41(DE3) und C43(DE3).

groESL (1997 bp)

Sequenzabschnitt auf pPREP4groESL(MT)(aus E. coli K12 JM109 Klon 9):

AGGAGAGTTATCAATGAATATTCGTCCATTGCATGATCGCGTGATCGTCAASGEABATGAAACTAAATC
TGCTGGCGGCATCGTTCTGACCGGCTCTGCAGCGGCTAAATCCAIRINEIGETGGCTGTCGGCAATGG
CCGTATCCTTGAAAATGGCGAAGTGAAGCCGCTGGATGTGAAACTATBETATTTTCAACGATGGCTA
CGGTGTGAAATCTGAGAAGATCGACAATGAAGAAGTGTTGATCARATTUGALATTCTGGCAATTGTTGA
AGCGTARCCGCGCACGACACTGAACATACGAATTTAAGGAATAMGSIAGCTAAAGACGTAAAATTCG
GTAACGACGCTCGTGTGAAAATGCTGCGCGGCGTAAACGTACT G NENAAGTTACCCTCGGTCCAA
AAGGCCGTAACGTAGTTCTGGATAAATCTTTCGGTGCACCGACCARGACCGSTGTTTCCGTTGCTCGTG
AAATCGAACTGGAAGACAAGTTCGAAAATATGGGTGCGCAGATGSAGRNBGCTCTAAAGCAAACGACG
CTGCAGGCGACGGTACCACCACTGCAACCGTACTGGCTCAGGCTABAMNGEIATCTGAAAGCTGTTGCTG
CGGGCATGAACCCGATGGACCTGAAACGTGGTATCGACAAAGCGTBEETACGIEGGAAGAACTGAAAGCGC
TGTCCGTACCATGCTCTGACTCTAAAGCGATTGCTCAGGTTGGTAUGIXITNACTCCGACGAAACCGTAG
GTAAACTGATCGCTGAAGCGATGGACAAAGTCGGTAAAGAAGGCIGATGAAGACGGTACCGGTCTGC
AGGACGAACTGGACGTGGTTGAAGGTATGCAGTTCGACCGTGGCTATITATTTCATCAACAAGCCGG
AAACTGGCGCAGTAGAACTGGAAAGCCCGTTCATCCTGCTGGCTAAMKIAAGEAACATCCGCGAAATGC
TGCCGGTTCTGGAAGCTGTTGCCAAAGCAGGCAAACCGCTGCTEATEMAEAT GTAGAAGGCGAAGCGC
TGGCAACTCTGGTTGTTAACACCATGCGTGGCATCGTGAAAGTCETARAIBINCCGGGCTTCGGCGATC
GTCGTAAAGCTATGCTGCAGGATATCGCAACCCTGACTGGCGGTRCII BAMGAGATCGGTATGGAGC
TGGAAAAAGCAACCCTGGAAGACCTGGGTCAGGCTAAACGTGT TRIAMIERACACCACCACTATCATCG
ATGGCGTGGGTGAAGAAGCTGCAATCCAGGGCCGTGTTGCTCABGSTABATTGAAGAAGCAACTTCTG
ACTACGACCGTGAAAAACTGCAGGAACGCGTAGCGAAACTGGCAGGCAGTTATCAAAGTGGGTGCTG
CTACCGAAGTTGAAATGAAAGAGAAAAAAGCACGCGTTGAAGATBCGCBACCCGTGCTGCGGTAGAAG
AAGGCGTGGTTGCTGGTGGTGGTGTTGCGCTGATCCGCGTAGCEECTABNCT CTGCGTGGTCAGAACG
AAGACCAGAACGTGGGTATCAAAGTTGCACTGCGTGCAATGGAABRIGUCAGATCGTATTGAACTGCG
GCGAAGAACCGTCTGTTGTTGCTAACACCGTTAAAGGCGGCGACKEBNABICAACGCAGCAACCGAAG
AATACGGCAACATGATCGACATGGGTATCCTGGATCCAACCAAAGTARCTCTCTGCAGTACGCAGCTT
CTGTGGCTGGCCTGATGATCACCACCGAATGCATGGTTACCGACRARKXIIEIW GCAGCTGACTTAGGCG
CTGCTGGCGGTATGGGCGGCATGGGTGGCATGGGCGGCATGATGTAA

XXX = Ribosomenbindestelle (rbs)
XXX = groES (294 bp)
XXX = groEL (1647 bp)

7.4 Gensequenzen der rekombinant exprimierten Yyc-C-HigProteine

Im Rahmen der Klonierung wurden genomische DNA 8omureusSA137/93A (BERBAUM
et al., 1999; RIPERT et al., 2003) bzw. das Plasmid pTvicRK(Y306N) &ésnplate und das
Plasmid pET22hpelB als Ausgangsbasis fur die anschlielRende rekante Expression der
C-terminal Hig-getaggten Proteine YycF, YycG, Yyc(Y308N), YycHdulycl in E. coli
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verwendet. Fiur Details sei an dieser Stelle aufAdischnitte 2.9.1.1, 2.9.1.2 und 3.8 dieser
Arbeit verwiesen. Zur Kontrolle der Plasmidintegtiterfolgte nach der Etablierung der
Expressionsplasmide in der&. colkZwischenwirt K12 JM109 die Sequenzierung der
Plasmid-DNA durch die Fa. Sequiserve (Vaterstettdarhfolgend sind die DNA-Sequenzen
der auf den Expressionsplasmiden codierten Gengefilifrt. Die Aminosduresequenzen

finden sich unter Punkt 7.6.

yycF-C-Hisg (738 bp)

Sequenzabschnitt auf pET22b ApelBvicR (aus E. coli K12 JM109 Klon 1):

ATGGGTATGCAAATGGCTAGAAAAGTTGTTGTAGTTGATGATGAANAALTIGATATTTTAGAATTTAAC
TTAAAAAAAGAAGGATACGATGTGTACTGTGCATACGATGGTAATGROGABTTAATTTATGAAGAAGAA
CCAGACATCGTATTACTAGATATCATGTTACCTGGTCGTGATGGTBTSBARCGTGAAGTGCGCAAAAAA
TACGAAATGCCAATAATAATGCTTACTGCTAAAGATTCAGAAATTGATBRARN GGTTTAGAACTAGGTGCA
GATGACTATGTAACGAAACCGTTTAGTACGCGTGAATTAATCGCAFRIEIGAACTTACGTCGTCATTAC
TCACAACCAGCACAAGACACTGGAAATGTAACGAATGAAATCACANTANAGTGATTTATCCAGACGCA
TATTCTATTAAAAAACGTGGCGAAGATATTGAATTAACACATCGTGENATITIGTTCCATTATTTATCAAAA
CATATGGGACAAGTAATGACACGTGAACATTTATTACAAACAGTATSBEIXITACTTTGGCGATGTACGT
ACGGTCGATGTAACGATTCGTCGTTTACGTGAAAAGATTGAAGATIEACZXIGCTGAATATATTGTGACG
CGTAGAGGCGTTGGATATTTCCTCCAACAACATGAGCTCGAGCACBBCABBCACTGA

yycG-C-Hisg (1857 bp)

Sequenzabschnitt auf pET22b ApelBvicK (aus E. coli K12 JM109 Klon 5):

ATGGGAATGAAGTGGCTAAAACAACTACAATCCCTTCATACTAAARTTGITATATGTATTACTGATTATC
ATTGGTATGCAAATTATCGGGTTATATTTTACAAATAACCTTGAAABRAGABGI GATAATTTTAAGAAGAAT
ATTACGCAGTACGCGAAACAATTAGAAATTAGTATTGAAAAAGTAGRFBAGGGCTCCGTAAATGCACAA
AAAGATATTCAAAATTTATTAAGTGAGTATGCCAACCGTCAAGAALSIAFGACGTTTTATAGATAAAGAC
CAAATTATTATTGCGACGACGAAGCAGTCTAACCGTAGTCTAATCAMGBBAATGATAGTTCTGTCCAA
AAAGCACTATCACTAGGACAATCAAACGATCATTTAATTTTAAAAGIGTGEGTGGTAAGGACCGTGTCTGG
GTATATAATATCCCAGTTAAAGTCGATAAAAAGGTAATTGGTAATAITABAATCAAAAATTAATGACGTT
TATAACCAATTAAATAATATAAATCAAATATTCATTGTTGGTACAGTCTATTATTAATCACAGTCATCCTA
GGATTCTTTATAGCGCGAACGATTACCAAACCAATCACCGATATCTATIMBGGTCGAAATGTCCAGAGGT
AACTATACGCAACGTGTGAAGATTTATGGTAATGATGAAATTGGCGBRTTAGCATTTAATAACTTGTCT
AAACGTGTACAAGAAGCGCAGGCTAATACTGAAAGTGAGAAACGEBAGACAGTTATCACCCATATGAGT
GATGGTATTATTGCAACAGACCGCCGTGGACGTATTCGTATCGTGASBEAMCTCAAGATGCTTGGTATG
GCGAAAGAAGACATCATCGGATATTACATGTTAAGTGTATTAAGTGATGAATTTAAACTGGAAGAAATT
CAAGAGAATAATGATAGTTTCTTATTAGATTTAAATGAAGAAGAAGG DGIACGTGTTAACTTTAGTACG
ATTGTGCAGGAAACAGGATTTGTAACTGGTTATATCGCTGTGTTAGASBTCCAACAACAACAAGTTGAA
CGTGAGCGTCGTGAATTTGTTGCCAATGTATCACATGAGTTACGTABNCTTCTATGAATAGTTACATT
GAAGCACTTGAAGAAGGTGCATGGAAAGATGAGGAACTTGCGCUABARTGITTACCCGTGAAGAAACA
GAACGAATGATTCGACTGGTCAATGACTTGCTACAGTTATCTAAAAAGGARG TCTGATCAAATCAACAAA
GAAATTATCGACTTTAACATGTTCATTAATAAAATTATTAATCGACATGARTGCGAAAGATACAACATTT
ATTCGAGATATTCCGAAAAAGACGATTTTCACAGAATTTGATCCTBAGAMASCAAGTATTTGATAATGTC
ATTACAAATGCGATGAAATATTCTAGAGGCGATAAACGTGTCGAGITGEARCAAAATCCACTTTATAAT
CGAATGACGATTCGTATTAAAGATAATGGCATTGGTATTCCTATCEATGW AAGATATTCGACCGATTC
TATCGTGTAGATAAGGCACGTACGCGTAAAATGGGTGGTACTGGBTABGGATTTCGAAAGAGATTGTG
GAAGCGCACAATGGTCGTATTTGGGCAAACAGTGTAGAAGGTCARGIATAJIATATCACACTTCCATGT
GAAGTCATTGAAGACGGTGATTGGGATGAACTCGAGCACCACCATAATEMNC
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yycG(Y308N)-C-Hiss (1857 bp)

Sequenzabschnitt auf pET22b ApelBvicK(Y308N) (aus E. coli K12 JM109 Klon 18):

ATGGGAATGAAGTGGCTAAAACAACTACAATCCCTTCATACTAAARTTIGTATATGTATTACTGATTATC
ATTGGTATGCAAATTATCGGGTTATATTTTACAAATAACCTTGAAABRGBTGI GATAATTTTAAGAAGAAT
ATTACGCAGTACGCGAAACAATTAGAAATTAGTATTGAAAAAGTATGRFAAGGGCTCCGTAAATGCACAA
AAAGATATTCAAAATTTATTAAGTGAGTATGCCAACCGTCAAGAALSIAFGACGTTTTATAGATAAAGAC
CAAATTATTATTGCGACGACGAAGCAGTCTAACCGTAGTCTAATCAMGBSEAATGATAGTTCTGTCCAA
AAAGCACTATCACTAGGACAATCAAACGATCATTTAATTTTAAAAGIGTAEGTGGTAAGGACCGTGTCTGG
GTATATAATATCCCAGTTAAAGTCGATAAAAAGGTAATTGGTAATAITOBAATCAAAAATTAATGACGTT
TATAACCAATTAAATAATATAAATCAAATATTCATTGTTGGTACAGTCTATTATTAATCACAGTCATCCTA
GGATTCTTTATAGCGCGAACGATTACCAAACCAATCACCGATATCTATIMBGGTCGAAATGTCCAGAGGT
AACTATACGCAACGTGTGAAGATTTATGGTAATGATGAAATTGGCGBRTTAGCATTTAATAACTTGTCT
AAACGTGTACAAGAAGCGCAGGCTAATACTGAAAGTGAGAAACGEAGACAGTTATCACCCATATGAGT
GATGGTATTATTGCAACAGACCGCCGTGGACGTATTCGTATCGTAASTBEMCTCAAGATGCTTGGTATG
GCGAAAGAAGACATCATCRGITACATGTTAAGTGTATTAAGTCTTGAAGATGAATTTAAACTGGARAGAAA
CAAGAGAATAATGATAGTTTCTTATTAGATTTAAATGAAGAAGAAGG DGIACGTGTTAACTTTAGTACG
ATTGTGCAGGAAACAGGATTTGTAACTGGTTATATCGCTGTGTTAGAMBSBTOGAACAACAACAAGTTGAA
CGTGAGCGTCGTGAATTTGTTGCCAATGTATCACATGAGTTACGTABACTTCTATGAATAGTTACATT
GAAGCACTTGAAGAAGGTGCATGGAAAGATGAGGAACTTGCGCOABARTGITTACCCGTGAAGAAACA
GAACGAATGATTCGACTGGTCAATGACTTGCTACAGTTATCTAAAAABGGRGTCTGATCAAATCAACAAA
GAAATTATCGACTTTAACATGTTCATTAATAAAATTATTAATCGACATGARTGCGAAAGATACAACATTT
ATTCGAGATATTCCGAAAAAGACGATTTTCACAGAATTTGATCCTBAGAASCAAGTATTTGATAATGTC
ATTACAAATGCGATGAAATATTCTAGAGGCGATAAACGTGTCGAGITGEARCAAAATCCACTTTATAAT
CGAATGACGATTCGTATTAAAGATAATGGCATTGGTATTCCTATCEATGYN AAGATATTCGACCGATTC
TATCGTGTAGATAAGGCACGTACGCGTAAAATGGGTGGTACTGGBTAGGGATTTCGAAAGAGATTGTG
GAAGCGCACAATGGTCGTATTTGGGCAAACAGTGTAGAAGGTCARGIATAIATATCACACTTCCATGT
GAAGTCATTGAAGACGGTGATTGGGATGAACTCGAGCACCACCATEATEMC

yycH-C-Hisg (1392 bp)

Sequenzabschnitt auf pET22b ApelByycH (aus E. coli K12 JM109 Klon 15):

ATGGGTGTGAAGTCATTGAAGACGGTGATTGGGATGAATAATAABGAAONTICTGTCATTTTAGCACTA
CTCGTCTTGATGAGTGTCGTATTGACATATATGGTATGGAACTTTBATBTCTGCAAATGTCGACAATACA
GATAGTAAGAAGAGTGAAACGAAACCTTTAACGACACCTATGACAGGGMIACAACTATTACGCCATTT
CAGATTATTCATTCGAAAAATGATCATCCAGAAGGAACGATTGCGRTIRATASTGAATAAACTGACGAAA
CCTTTGAAAAATAAAGAAGTGAAGTCCGTGGAACATGTTCGTCGCTRAETIAASATGATTCCTGATTTGAAC
AGTGATTTTATATTATTCGATTTTACGTATGATTTACCGTTATCAACATAIGTCAAGTACTGAACATGAAT
GCGAAAGTACCAAATCATTTCAATTTCAATCGTTTGGTCATAGATGOEMNTGATAATATCGTGCTTTAT
GCTATAAGCAAAGATCGCCACGATTACGTAAAATTAACAACTACAARGARAFCATTTTTTAGATGCATTA
GCAGCAGTGAAAAAAGATATGCAACCATACACAGATATCATCACARNINARATTGATCGTACGACGCAT
GTTTTTGCACCAAGTAAACCTGAAAAGTTAAAAACATATCGCATGBABACGATTAGTGTTGAGAAAATG
AATGCTATACTATTTGACGATTCAACCATCGTTCGTAGTTCAAAGAITAGAACCTACAACAATAATACA
GGTGTCGCAAACTATAACGATAAAAATGAAAAATATCATTATAAAARTTIANGATGAAGCGAGTTCCAGC
AAAATGGAAGAAACGATTCCAGGAACCTTTGATTTTATTAATGGTGAEITAGTTTAAACGAAGACTTTAGA
TTGTTTAGTACGAATAATCAGTCAGGCGAGTTAACATATCAACGTARTGGIT TATCCAACGTTTAATAAA
GAAGGTTCTAATCAAATTCAAGTCACTTGGGGTGAAAAAGGCGTORICEATGTTCGTTATTACGCACC
GACGTTGTTTTAAATAGTGAGGATAATAAATCGTTGCCGAAATTAGABTGTTCAAGCTTAGCGAACAAT
AGTGATATTAATTTTGAAAAAGTAACAAACATCGCTATCGGTTACENGTATAATTCAGATCATAATCAC
ATTGAAGTGCAGATTAACAGTGAACTCGTACCGCGTTGGTATGTABAARIGAATGGTATGTTTATAAC
GATGGGAGGCTTGAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA



Anhang 161

yycl-C-Hisg (819 bp)

Sequenzabschnitt auf pET22b ApelByycl (aus E. coli K12 JM109 Klon 1):

ATGGGAATGAACTGGAAACTGACAAAGACACTTTTCATTTTCGTGTTTATCAACATCGTGTTAGTATCG
ATTTATGTTAATAAAGTCAATCGCTCACACATTAATGAAGTCGAGAATEMAGTTAATTTTCAGCAAGAA
GAAATTAAAGTACCGACTAGTATATTGAATAAATCAGTTAAAGGTATASNGCAAATTACAGGGCGATCA
AAAGACTTTAGTTCTAAAGCTAAAGGCGATTCGGATTTGACCACAGCGAGBRAAATTATTGAATGCGAAC
ATTAGTCAATCGGTAAAGGTCAGTGACAATAACTTAAAAGATTTGAAAGATAACAAGCGCGTATTTAAA
GGTGCTGAATATCAATTAAGCGAGATTAGTTCAGATTCTGTAAAATARBRASTATGATGATTTTCCGATT
TTAAATAACAGTAAAGCGATGTTGAACTTTAATATAGAAGATAACAHAIAGI TATAAACAATCAATGATG
GATGACATTAAGCCCACAGATGGTGCAGATAAGAAGCATCAAGTGATAEBRAAAGCAATCGAGGCATTA
TATTATAATCGTTACTTGAAAAAAGGTGATGAAGTCATTAATGCTABALTACTACTCAGTCGTGAATGAA
ACGAATGTTCAATTGTTACAACCAAACTGGGAAATTAAAGTGAAGGATBAGGATAAAACGAATACTTAC
TATGTCGAAGCGACAAATAATAACCCTAAAATTATTAATCATCTCEHMEDXCCACCACCACTGA

7.5 Vektorkarten

Alle Vektorkarten wurden unter Verwendung der Fraew,pDRAW32 DNA Analysis
Software* (http://www.acaclone.com/) erstellt. Eohe Restriktase-Schnittstellen sind in
»Schwarz" und doppelte Restriktase-Schnittstellien & ,grau” eingezeichnet.

7.5.1 pTX15

Sbfl - 21 - CC_TGCA'GG
Pstl - 21 - C_TGCA'G
Sphl - 27 - G_CATG'C

Pmll - 8403 - CAC'GTG

Afel - 7546 - AGC'GCT

Pacl - 7143 - TTA_AT'TAA
Pvul - 1644 - CG_AT'CG

BamHI - 6759 - G'GATC_C

Mscl - 5526 - TGG'CCA
Mlul - 5259 - A'CGCG_T
Bbel - 5082 - G_GCGC'C
Sfol - 5080 - GGC'GCC
NaH - 5079 - GG'CG_CC
Kasl - 5078 - G'GCGC_C
Smal - 4760 - CCC'GGG

Xmal - 4758 - C'CCGG_G

Sacl - 4752 - G_AGCT'C

EcolCRI - 4750 - GAG'CTC

Spel - 3850 - A'CTAG_T
Ncol - 3905 - C'CATG_G
Nhel - 4014 - G'CTAG_C
Bmtl - 4018 - G_CTAG'C

Abbildung 7.1: Vektorkarte von pTX15.
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7.5.2 pTvicRK / pTvicRK(Y306N)

Sbfl - 21 - CC_TGCA'GG
Pstl - 21 - C_TGCA'G
Sphl - 27 - G_CATG'C

BspHI - 8158 - T'CATG_A
Pacl - 8066 - TTA_AT'TAA

P (xylA) Pvul - 1644 - CG_AT'CG

pTvicRK/
pTVvicRK(Y306N)

Avrll - 6352 - C'CTAG_G Spel - 3850 - A'CTAG_T

Ncol - 3905 - C'CATG_G
Acll - 3957 - AA'CG_TT

Nhel - 4014 - G'CTAG_C

Bmtl - 4018 - G_CTAG'C

EcoRl - 4742 - G'AATT_C

EcolCRI - 4750 - GAG'CTC

Sacl - 4752 - G_AGCT'C

Xmal - 4758 - C'CCGG_G

Smal - 4760 - CCC'GGG

Abbildung 7.2: Vektorkarte von pTvicRK bzw. pTvicRK( Y306N)

Bcll - 5614 - T'GATC_A - dam methylated!

BstBIl - 5240 - TT'CG_AA
Bbel - 5082 - G_GCGC'C
Sfol - 5080 - GGC'GCC

Narl - 5079 - GG'CG_CC

Kasl - 5078 - G'GCGC_C

7.5.3 pREP4

Clal - 3736 - AT'CG_AT
Xbal - 3641 - T'CTAG_A
Sspl - 3637 - AAT'ATT

Hindlll - 1 - A'AGCT_T

Bglli - 321 - A'GATC_T

Bch - 326 - T'GATC_A - dam methylated!
Eagl - 391 - C'GGCC_G

Pstl - 538 - C_TGCA'G

Mscl - 567 - TGG'CCA

Fspl - 587 - TGC'GCA

Agel - 3209 - A'CCGG_T

Sacll - 3052 - CC_GC'GG

Agel - 2886 - A'CCGG_T
BstZ171 - 2813 - GTA'TAC
Bmtl - 2804 - G_CTAG'C
Nhel - 2800 - G'CTAG_C
Afel - 2799 - AGC'GCT
Sall - 2728 - G'TCGA_C
MauBl - 2717 - CG'CGCG_CG
Nsil - 2701 - A_TGCA'T
Acll - 2597 - AA'CG_TT

Apall - 2276 - G'TGCA_C
Mlul - 2256 - A'CGCG_T

Bcll - 2242 - T'GATC_A - dam methylated!
Rsal - 2113 - GT'AC

CviQl - 2112 - G'TA_C

Apal - 2053 - G_GGCC'C

PspOMI - 2049 - G'GGCC_C

CviQl - 790 - G'TA_C
Rsal - 791 - GT'AC

Ncol - 917 - C'CATG_G
NgoMIV - 985 - G'CCGG_C

Nael - 987 - GCC'GGC

EcoRl - 1213 - G'AATT_C
NgoM1V - 1268 - G'CCGG_C
Nael - 1270 - GCC'GGC

Xmal - 1322 - C'CCGG_G
Smal - 1324 - CCC'GGG
Nrul - 1340 - TCG'CGA
Pstl - 1461 - C_TGCA'G
Sall - 1490 - G'TCGA_C
Hpal - 1754 - GTT'AAC
EcoRV - 1810 - GAT'ATC

Abbildung 7.3: Vektorkarte von pREP4. Sequenz (A2585) unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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7.5.4 pREP4groESL(MT)

Xbal - 4334 - T'CTAG_A

Asel - 4316 - AT'TA_AT Hind|ll -1 - ARGCT_T

Bglll - 321 - A'GATC_T
Eagl - 391 - C'GGCC_G

Mscl - 567 - TGG'CCA

BstZ171 - 3506 - GTA'TAC
Bmtl - 3497 - G_CTAG'C
Nhel - 3493 - G'CTAG_C

BssHII - 882 - G'CGCG_C
Ncol - 917 - C'CATG_G

pREP4groESL(MT)

4433 bp EcoRI - 1213 - G'AATT._C

Xmal - 1322 - C'CCGG_G
Smal - 1324 - CCC'GGG
Nrul - 1340 - TCG'CGA

Sall - 1490 - G'TCGA_C
Nsil - 1588 - A_TGCA'T
BamHI - 1656 - G'GATC_C

Mfel - 3197 - C'AATT_G

Apall - 3004 - G'TGCA_C

Hpal - 2350 - GTT'AAC
Pvul - 2295 - CG_AT'CG
EcoRV - 2269 - GAT'ATC

Abbildung 7.4: Vektorkarte von pREP4groESL(MT).

7.5.5 pET22b

Xhol - 158 - C'TCGA_G

Notl - 166 - GC'GGCC_GC

Eagl - 166 - C'GGCC_G

Hindlll - 173 - A'AGCT_T

Sall - 179 - G'TCGA_C

EcolCRI - 188 - GAG'CTC

Sacl - 190 - G_AGCT'C

EcoRl - 192 - G'AATT_C

BamHI - 198 - G'GATC_C

Ncol - 220 - C'CATG_G

Mscl - 225 - TGG'CCA

Ndel - 288 - CATA_TG

Xbal - 326 - T'CTAG_A
Bglll - 392 - A'GATC_T
Sphi - 589 - G_CATG'C
Miul - 1114 - A'CGCG_T
Bch - 1128 - T'GATC_A - dam methylated!

Psil - 5123 - TTA'TAA

Scal - 4588 - AGT'ACT
Pvul - 4478 - CG_AT'CG

Pstl - 4353 - C_TGCA'G

PspOMI - 1321 - G'GGCC_C
Apal - 1325 - G_GGCC'C

pET22b
5493 bp

BssHII - 1525 - G'CGCG_C
Hpal - 1620 - GTT'AAC

Pcil - 3215 - A'CATG_T
BstZ171 - 2986 - GTA'TAC

T7 promoter primer
Ll

Bgl Il T7 promoter lac operator Xbal rbs

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TE@EEHATAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

BsgM | Mscl Ncol

Ndel pelB leader

BamH | EcoR |

TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTREMBIICCAGCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGAATGBIEAN C

Eagl Aval*

. signal peptidase
Sall  Hind Il Notl Xhol His-Tag Stop

CGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCTECTRAIASCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTAGAEIIZATA
-—

T7 terminator T7 terminator primer

ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
<«

Abbildung 7.5: Vektorkarte und Ubersicht der Klonierungs- und Uberexpressionsregion von pET22b.
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7.5.6 pET22bApelB

Xhol - 158 - CTCGA_G

Notl - 166 - GC'GGCC_GC

Eagl - 166 - C'GGCC_G

Hindlll - 173 - A'AGCT_T

Sal -179 - G'TCGA_C

EcolCRI - 188 - GAG'CTC

Sacl - 190 - G_AGCT'C

EcoRI - 192 - G'AATT_C
BamHI - 198 - G'GATC_C
Ncol - 220 - C'CATG_G
Xbal - 263 - TCTAG_A
Bglll - 329 - A'GATC_T
Sphl - 526 - G_CATG'C

Psil - 5060 - TTA'TAA

Scal - 4525 - AGT'ACT

Pvul - 4415 - CG_AT'CG Mlul - 1051 - A'CGCG_T

Bcll - 1065 - T'GATC_A - dam methylated!
Pstl - 4290 - C_TGCA'G

PspOMI - 1258 - G'GGCC_C
Apal - 1262 - G_GGCC'C

pET22bApelB
5430 bp

BssHII - 1462 - G'CGCG_C
Hpal - 1557 - GTT'AAC

Pcil - 3152 - A'CATG_T
BstZ171 - 2923 - GTA'TAC

T7 promoter primer

e
Bgl Il T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TRISAGFCAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Eagl Aval*
Ncol BanH | EcoR | Sacl Sall HindIll  Notl Xhol His-Tag Stop

TATACATACCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCEBCBAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACBRAIASIIRAA

Bpul102 | T7 terminator
CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGBEEPIABTCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer

Abbildung 7.6: Vektorkarte und Ubersicht der Klonierungs- und Uberexpressionsregion von pET224pelB.

7.5.7 pET22bApelBvicR

Xhol - 158 - C'TCGA_G

EcolCRI - 163 - GAG'CTC

Sacl - 165 - G_LAGCT'C

BsiWl - 272 - C'GTAC_G

SnaBl - 276 - TAC'GTA

Ndel - 345 - CA'TA_TG

Sall - 743 - G'TCGA_C

Ncol - 871 - C'CATG_G
Xbal - 914 - T'CTAG_A
Bglll - 980 - A'GATC_T

Sphl - 1177 - G_CATG'C

Psil - 5711 - TTA'TAA

<
Scal - 5176 - AGT'ACT
Pvul - 5066 - CG_AT'CG
Pstl - 4941 - C_TGCA'G
\ pPET22bApelBvicR

Pcil - 3803 - A'CATG_T
BstZ171 - 3574 - GTA'TAC

Bcll - 1716 - T'GATC_A - dam methylated!

PspOMI - 1909 - G'GGCC_C
Apal - 1913 - G_GGCC'C

BssHIl - 2113 - G'CGCG_C
Hpal - 2208 - GTT'AAC

Abbildung 7.7: Vektorkarte von pET22bApelBvicR.
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7.5.8 pET22bApelBvicK

Xhol - 158 - CTCGA_G
BstBI - 280 - TT'CG_AA
BsiWI - 320 - C'GTAC_G

SnaBl - 825 - TAC'GTA

Swal - 986 - ATTT'AAAT
Ndel - 1173 - CA'TA_TG
BsrGl - 1233 - T'GTAC_A
AvHl - 1392 - C'CTAG_G

Scal - 6295 - AGT'ACT
Pvul - 6185 - CG_AT'CG
Pstl - 6060 - C_TGCA'G

pPET22bApelBvicK
7200 bp
Ncol - 1990 - C'CATG_G
Bglll - 2099 - A'GATC_T

Sphl - 2296 - G_CATG'C
BstZ171 - 4693 - GTA'TAC

PspOMI - 3028 - G'GGCC_C
Apal - 3032 - G_GGCC'C
BssHII - 3232 - G'CGCG_C
EcoRV - 3271 - GAT'ATC

Abbildung 7.8: Vektorkarte von pET22bApelBvicK.

7.5.9 pET22bApelBvicK(Y308N)

Xhol - 158 - C'TCGA_G
BstBI - 280 - TT'CG_AA
BsiW! - 320 - C'GTAC_G

SnaBl - 825 - TAC'GTA
Swal - 986 - ATTT'AAAT

Ndel - 1173 - CA'TA_TG
BsrGl - 1233 - T'GTAC_A
AvAl - 1392 - C'CTAG_G

Scal - 6295 - AGT'ACT
Pvul - 6185 - CG_AT'CG
Pstl - 6060 - C_TGCA'G

PET22bApelBvicK(Y308N)

7200 bp
Ncol - 1990 - C'CATG_G
Bglll - 2099 - A'GATC_T

Sphl - 2296 - G_CATG'C

BstZ171 - 4693 - GTA'TAC
PspOMI - 3028 - G'GGCC_C
Apal - 3032 - G_GGCC'C

BssHII - 3232 - G'CGCG_C
EcoRV - 3271 - GAT'ATC

Abbildung 7.9: Vektorkarte von pET22bApelBvicK(Y308N).
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7.5.10pET22bApelByycH

Ve

pPET22bApelByycH
6735 bp

Xhol - 158 - C'TCGA_G
Hindlll - 339 - A'AGCT_T

BsiWI - 860 - C'GTAC_G
Mfel - 868 - CAATT_G

Pvul - 5720 - CG_AT'C Nsil - 935 - A_TGCA'T

Pstl - 5595 - C_TGCA'G

BstBl - 1288 - TT'CG_AA
Sall - 1385 - G'TCGA_C

Ncol - 1525 - C'CATG_G
Xbal - 1568 - T'CTAG_A
Bglll - 1634 - A'GATC_T

( Sphl - 1831 - G_CATG'C

BstZ171 - 4228 - GTA'TAC

Mlul - 2356 - A'CGCG_T

PspOMI - 2563 - G'GGCC_C
Apal - 2567 - G_GGCC'C
BssHIl - 2767 - G'CGCG_C

Abbildung 7.10: Vektorkarte von pET22bApelByycH.

7.5.11pET22bApelByycl

Xhol - 158 - C'TCGA_G

Clal - 880 - AT'CG_AT

Ncol - 952 - C'CATG_G
Xbal - 995 - T'CTAG_A

Bglil - 1061 - A'GATC_T

Sphl - 1258 - G_CATG'C

Scal - 5257 - AGT'ACT
Pvul - 5147 - CG_AT'CG

Pstl - 5022 - C_TGCA'G

pET22bApelByycl

Mlul - 1783 - A'CGCG_T

Bcll - 1797 - T'GATC_A - dam methylated!

PspOMI - 1990 - G'GGCC_C
Apal - 1994 - G_GGCC'C
BssHII - 2194 - G'CGCG_C

Pcil - 3884 - A'CATG_T EcoRV - 2233 - GAT'ATC

BstZ171 - 3655 - GTA'TAC

Abbildung 7.11: Vektorkarte von pET22bApelByycl.
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7.6 Theoretische Betrachtung der Yyc-C-Hig-Proteinparameter

Die Ermittlung der Parameter fur die C-kligetaggtenS. aureusProteine YycFGHI und
YycG(Y308N), die inE. coli rekombinant exprimiert wurden, erfolgte silico. Die durch
Sequenzierung (Fa. Sequiserve, Vaterstetten) dereEsionsvektoren ermittelten DNA-
Sequenzen (Abschnitt 7.4) wurden dazu verwendet,mitnOnline-Analyse-Tools (siehe
Abschnittsende) erst die Aminoséauresequenzen uclfaigend die Proteineigenschaften zu

bestimmen. Nachfolgend sind einige der so ermgiteRarameter aufgefihrt.

YycF-C-Hisg

Amino acid sequence (http://au.expasy.org/tools/ - Translate tool):
MGMQMARKVVVVDDEKPIADILEFNLKKEGYDVYCAYDGNDAVDLIVBEERIMLPGRDGMEVCREVRKK
YEMPIIMLTAKDSEIDKVLGLELGADDYVTKPFSTRELIARVKANLRRPEQDTGNVTNEITIKDIVIYPDA
YSIKKRGEDIELTHREFELFHYLSKHMGQVMTREHLLQTVWGYDYFEDVRRRLREKIEDDPSHPEYIVT
RRGVGYFLQQHELEHHHHHH-

Protein parameters (http://au.expasy.org/tools/ - ProtParam):

Number of amino acids: 245
Molecular weight: 28704.6
Theoretical pl: 5.37

Amino acid composition:
Ala (A) 10 4.1%
Arg (R) 17 6.9%
Asn(N) 5 2.0%
Asp (D) 23 9.4%
Cys(C) 2 0.8%
GIn(Q) 7 2.9%
Glu (E) 23 9.4%
Gly (G) 14 5.7%
His (H) 13 5.3%
lle (I) 18 7.3%
Leu (L) 20 8.2%
Lys (K) 15 6.1%
Met (M) 9 3.7%
Phe (F) 6 2.4%
Pro(P) 9 3.7%
Ser(S) 6 2.4%
Thr (T) 12 4.9%
Trp (W) 1 0.4%
Tyr (Y) 14 5.7%
Val (V) 21 8.6%

Asx (B) 0 0.0%
GIx (Z) 0 0.0%
Xaa (X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 46
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 32
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YycG-C-Hisg

Amino acid sequence (http://au.expasy.org/tools/ - Translate tool):
MGMKWLKQLQSLHTKLVIVYVLLIIGMQIIGLYFTNNLEKELLDNFKKNDYAKQLEISIEKVYDEKGSVNAQ
KDIQNLLSEYANRQEIGEIRFIDKDQIIATTKQSNRSLINQKANDSSV@KSLGQSNDHLILKDYGGGKDRVW
VYNIPVKVDKKVIGNIYIESKINDVYNQLNNINQIFIVGTAISLLITVILG FFIARTITKPITDMRNQTVEMSRG
NYTQRVKIYGNDEIGELALAFNNLSKRVQEAQANTESEKRRLDSVITENMSIDRRGRIRIVNDMALKMLGM
AKEDIIGYYMLSVLSLEDEFKLEEIQENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSQETGFVTGYIAVLHDVTEQQQVE
RERREFVANVSHELRTPLTSMNSYIEALEEGAWKDEELAPQFLSVTREEREVNDLLQLSKMDNESDQINK
EIIDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFIRDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVINAMKY SRGDKRVEFHVKQNPLYN
RMTIRIKDNGIGIPINKVDKIFDRFYRVDKARTRKMGGTGLGLAISKEIMENGRIWANSVEGQGTSIFITLPC
EVIEDGDWDELEHHHHHH-

Protein parameters (http://au.expasy.org/tools/ - ProtParam):

Number of amino acids: 618
Molecular weight: 71177.3
Theoretical pl: 5.75

Amino acid composition:
Ala (A) 27 4.4%
Arg (R) 34 5.5%
Asn (N) 45 7.3%
Asp (D) 40 6.5%
Cys(C) 1 0.2%
GIn (Q) 30 4.9%
Glu (E) 50 8.1%
Gly (G) 34 5.5%
His (H) 14 2.3%
lle (I) 69 11.2%
Leu (L) 51 8.3%
Lys (K) 44 7.1%
Met (M) 19 3.1%
Phe (F) 23 3.7%
Pro(P) 9 1.5%
Ser (S) 32 5.2%
Thr (T) 34 5.5%
Trp (W) 5 0.8%
Tyr (Y) 18 2.9%
Val (V) 39 6.3%

Asx (B) 0 0.0%
GIx (Z) 0 0.0%
Xaa (X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 90
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 78
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YycG(Y308N)-C-Hiss

Amino acid sequence (http://au.expasy.org/tools/ - Translate tool):
MGMKWLKQLQSLHTKLVIVYVLLIIGMQIIGLYFTNNLEKELLDNFKKNDYAKQLEISIEKVYDEKGSVNAQ
KDIQNLLSEYANRQEIGEIRFIDKDQIIATTKQSNRSLINQKANDSSV@KSLGQSNDHLILKDYGGGKDRVW
VYNIPVKVDKKVIGNIYIESKINDVYNQLNNINQIFIVGTAISLLITVILG FFIARTITKPITDMRNQTVEMSRG
NYTQRVKIYGNDEIGELALAFNNLSKRVQEAQANTESEKRRLDSVITENMSIDRRGRIRIVNDMALKMLGM
AKEDIIG NYMLSVLSLEDEFKLEEIQENNDSFLLDLNEEEGLIARVNFSTIVQETGEYTAVLHDVTEQQQVE
RERREFVANVSHELRTPLTSMNSYIEALEEGAWKDEELAPQFLSVTREEREVNDLLQLSKMDNESDQINK
EIIDFNMFINKIINRHEMSAKDTTFIRDIPKKTIFTEFDPDKMTQVFDNVINAMKY SRGDKRVEFHVKQNPLYN
RMTIRIKDNGIGIPINKVDKIFDRFYRVDKARTRKMGGTGLGLAISKEIMENGRIWANSVEGQGTSIFITLPC
EVIEDGDWDELEHHHHHH-

Protein parameters (http://au.expasy.org/tools/ - ProtParam):

Number of amino acids: 618
Molecular weight: 71128.2
Theoretical pl: 5.75

Amino acid composition:
Ala (A) 27 4.4%
Arg (R) 34 5.5%
Asn (N) 46 7.4%
Asp (D) 40 6.5%
Cys(C) 1 0.2%
GIn (Q) 30 4.9%
Glu (E) 50 8.1%
Gly (G) 34 5.5%
His (H) 14 2.3%
lle (I) 69 11.2%
Leu (L) 51 8.3%
Lys (K) 44 7.1%
Met (M) 19 3.1%
Phe (F) 23 3.7%
Pro(P) 9 1.5%
Ser (S) 32 5.2%
Thr (T) 34 5.5%
Trp (W) 5 0.8%
Tyr (Y) 17 2.8%
Val (V) 39 6.3%

Asx (B) 0 0.0%
GIx (Z) 0 0.0%
Xaa (X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 90
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 78
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YycH-C-Hisg

Amino acid sequence (http://au.expasy.org/tools/ - Translate tool):
MGVKSLKTVIGMNNKEHIKSVILALLVLMSVVLTYMVWNFSPDIANVBKRSETKPLTTPMTAKMDTTITPF
QIHSKNDHPEGTIATVSNVNKLTKPLKNKEVKSVEHVRRDHNLMIPDMIS-DFTYDLPLSTYLGQVLNMN
AKVPNHFNFNRLVIDHDADDNIVLYAISKDRHDYVKLTTTTKNDHFLBMKKDMQPYTDIITNKDTIDRTTH
VFAPSKPEKLKTYRMVFNTISVEKMNAILFDDSTIVRSSKSGVTTYNNMNYNDKNEKYHYKNLSEDEASSS
KMEETIPGTFDFINGHGGFLNEDFRLFSTNNQSGELTYQRFLNGYPTIN@EQVTWGEKGVFDYRRSLLRT
DVVLNSEDNKSLPKLESVRSSLANNSDINFEKVTNIAIGYEMQDNSDENMBINSELVPRWYVEYDGEWYVYN
DGRLELEHHHHHH-

Protein parameters (http://au.expasy.org/tools/ - ProtParam):

Number of amino acids: 463
Molecular weight: 53104.5
Theoretical pl: 5.92

Amino acid composition:
Ala (A) 16 3.5%
Arg (R) 15 3.2%
Asn (N) 45 9.7%
Asp (D) 36 7.8%
Cys(C) 0 0.0%
GIn(Q) 9 1.9%
Glu (E) 26 5.6%
Gly (G) 18 3.9%
His (H) 20 4.3%
lle (I) 27 5.8%
Leu (L) 37 8.0%
Lys (K) 35 7.6%
Met (M) 13 2.8%
Phe (F) 20 4.3%
Pro (P) 16 3.5%
Ser (S) 34 7.3%
Thr (T) 38 8.2%
Trp (W) 4 0.9%
Tyr (Y) 19 4.1%
Val (V) 35 7.6%

Asx (B) 0 0.0%
GIx(Z) 0 0.0%
Xaa (X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 62
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 50
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Yycl-C-Hisg

Amino acid sequence (http://au.expasy.org/tools/

- Translate tool):

MGMNWKLTKTLFIFVFILVNIVLVSIYVNKVNRSHINEVESNNEVNFQRBEPTSILNKSVKGIKLEQITGRS
KDFSSKAKGDSDLTTSDGGKLLNANISQSVKVSDNNLKDLKDYVNKREFRAGSEISSDSVKYEQTYDDFPI
LNNSKAMLNFNIEDNKATSYKQSMMDDIKPTDGADKKHQVIGVRKAYBIRYLKKGDEVINARLGYYSVVNE
TNVQLLQPNWEIKVKHDGKDKTNTYYVEATNNNPKIINHLEHHHHHH-

Protein parameters (http://au.expasy.org/tools/

- ProtParam):

Number of amino acids: 272
Molecular weight: 31185.2
Theoretical pl: 8.69

Amino acid composition:
Ala (A) 10 3.7%
Arg (R) 6 2.2%
Asn (N) 29 10.7%
Asp (D) 18 6.6%
Cys(C) 0 0.0%
GIn (Q) 10 3.7%
Glu (E) 16 5.9%
Gly (G) 12 4.4%
His (H) 10 3.7%
lle (I) 20 7.4%
Leu (L) 20 7.4%
Lys (K) 31 11.4%
Met (M) 5 1.8%
Phe (F) 8 2.9%
Pro(P) 5 1.8%
Ser(S) 21 7.7%
Thr (T) 13 4.8%
Trp (W) 2 0.7%
Tyr (Y) 13 4.8%
Val (V) 23 8.5%

Asx (B) 0 0.0%
GIx (Z) 0 0.0%
Xaa (X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp +
Total number of positively charged residues (Arg +

Glu): 34
Lys): 37
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Informationen und Weblinks zu den fir die Berechqemverwendeten Online-Tools:

ExPASYy (http://www.expasy.org/):

“The EXPASYy (Eyert Rotein Analysis_Sgtem) proteomics server of the Swiss Institute of

Bioinformatics (SIB), Geneva, is dedicated to thalgsis of protein sequences and structures

as well as 2-D PAGE.”

Translate tool (http://au.expasy.org/tools/dna.html):

“Translate is a tool which allows the translatidracucleotide (DNA/RNA) sequence

to a protein sequence.”

ProtParam (http://www.expasy.org/tools/protparam.html):

“ProtParam is a tool which allows the computatidrvarious physical and chemical

parameters for a given protein stored in Swiss*Prot TrEMBL*? or for a user

entered sequence. The computed parameters indladadlecular weight, theoretical

pl, amino acid composition, atomic composition, irction coefficient, estimated

half-life, instability index, aliphatic index andrand average of hydropathicity

(GRAVY).”

*ISwiss-Prot(Protein knowledgebase): “a curated protein secpieiatabase which strives to provide a high level

of annotation (such as the description of the fonctof a protein, its domains structure, post-tiainal

modifications, variants, etc.), a minimal levelreflundancy and high level of integration with ottiatabases”.

*2TrEMBL (Computer-annotated supplement to Swiss-Prot)otaputer-annotated supplement of Swiss-Prot that

contains all the translations of EMBL Ebpean Mlecular_Bology Laboratory; http://www.embl-heidelberg.de/)

nucleotide sequence entries not yet integratedvissSProt.”

7.7 Laufhdhe der Markerproteine in der BN-PAGE
Das Molekulargewicht und der oligomere Status dslidhen Markerproteine beziehen sich

auf die Herstellerangaben, experimentelle Arbeiteder Literatur bzw. wurden selbst unter
den in der BN-PAGE vorherrschenden BedingungentiinfTabelle 7.2).

Tabelle 7.2: Markerproteine in der BN-PAGE.

Protein Laufhdhe [kDa] | Quelle

Conalbumin (Dimer) 154 diese Arbeit

BSA (Dimer) 132 (8HAGGEREet al., 1994)
Conalbumin 77 Fa. Sigma-Aldrich
BSA 66 (®HAGGERet al., 1994)
Ovalbumin 45 (RILER, 2002)
-Lactoglobulin B 18 Fa. Sigma-Aldrich
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