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Kurzzusammenfassung

Regulation der Glukosylglycerol-Phosphat-Synthase aus dem
Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803

Unter hyperosmotischen Bedingungen akkumuliert das phototrophe Cyanobakterium
Synechocystis sp. PCC 6803 das kompatible Solut Glukosylglycerol, um das Wasserpotential
der Zelle der Osmolaritat des externen Mediums anzupassen. Das Schliisselenzym der
de novo-Synthese von GG ist die Glukosylglycerol-Phosphat-Synthase, deren biochemische
Regulation eine essentielle Rolle bei der Salzanpassung spielt. Bei der schnellen Antwort auf
eine erhdhte Salzkonzentration werden praformierte GgpS-Proteine aktiviert und die GG-
Synthese setzt ein. Wéhrend der zweiten Phase der Salzanpassung wird die Aktivitat des
Enzyms in Abhdangigkeit von der vorliegenden Salzkonzentration moduliert. Die
zugrundeliegenden Mechanismen der biochemischen Inaktivierung der GgpS bei niedrigen
Salzkonzentrationen und die salzabhangige Einstellung der Enzymaktivitdt wéhrend der
Akklimatisierung waren bisher unverstanden.

In dieser Arbeit konnte ausgeschlossen werden, dass die Inaktivierung des GgpS-Enzyms
unter salzarmen Bedingungen durch ein regulatorisches Protein oder eine posttranslationale
Modifikation verursacht wird. Es konnte gezeigt werden, dass eine hochaffine Bindung an
Nukleinsdauren stattfindet, die eine Hemmung der GgpS-Aktivitat verursacht. Die Inhibition
der GgpS durch DNA wurde dabei von der Salzkonzentration moduliert. Die Hypothese einer
salzabhangigen Bindung des GgpS-Proteins an Nukleinsauren unter in vivo-Bedingungen
konnte durch SPINE-Experimente unterstutzt werden. Da eine Inhibition der GgpS Aktivitat
auch durch Heparin verursacht wurde und die Bindung von Heparin an das GgpS-Protein
gezeigt werden konnte, beruht die Interaktion der GgpS mit Nukleinsduren vermutlich auf
einer unspezifischen, ionischen Wechselwirkung von positiv geladenen Bereichen auf der
Proteinoberflache mit dem negativ geladenen Riickgrat der Polyanionen. Die Hemmung der
Enzymaktivitdt durch DNA wird hierbei nicht durch einen kompetitiven Mechanismus
verursacht. Eine erhdhte Stabilitat des Proteins bei einem trypsinolytischen Abbau weist eher
darauf hin, dass bei der Bindung an DNA eine Konformationsanderung des Proteins
stattfindet, die fur die Hemmung verantwortlich sei kdnnte.

Sowohl die schnelle Antwort der GG-Synthese als auch die Anpassung von Synechocystis an
langerfristig erhdhte Salzkonzentrationen wird durch die salzmodulierte Bindung des GgpS-
Proteins an Nukleinséuren vermittelt. Dieser Mechanismus der Aktivitatsregulation stellt ein
bisher nicht beschriebenes Prinzip auf dem Gebiet der Osmoregulation dar.



Abstract

Regulation of the glucosylglycerol phosphate synthase from the
cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803

Under hyperosmotic conditions the phototrophic cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803
accumulates the compatible solute glucosylglycerol to balance the osmotic differences
between the cytoplasm and the external medium. The key enzyme involved in de novo
synthesis of GG is the glucosylglycerol phosphate synthase. The biochemical regulation of
the GgpS enzyme plays an essential role in the adaptation process towards increased salt
concentrations. The rapid response of the cell is mediated by the activation of preformed
GgpsS protein leading to a maximal rate of GG-synthesis. During steady-state acclimatisation
the enzyme activity is modulated depending on the salt concentration. The mechanisms of the
biochemical inactivation of the GgpS enzyme at low salt concentrations and the salt-
dependent adjustment of enzyme activity under steady-state conditions remained unclear by
now.

The obtained results rule out that the inactivation of the GgpS enzyme at low salt
concentrations is mediated by a regulatory protein or by posttranslational modification. It
could be shown that a binding of the GgpS protein to nucleic acids takes place resulting in
inhibition of enzyme activity. This binding and therefore the inhibition of GgpS activity is
modulated by the salt concentration. The hypothesis of an in vivo interaction between the
GgpS protein and nucleic acids was furthermore supported by invivo crosslinking
experiments. Since a comparable inhibition of GgpS activity by heparin and binding of the
protein to this polyanion was also observed, we concluded that the binding is caused by an
unspecific electrostatic interaction of positively charged areas on the protein surface and the
negatively charged sugar-phosphate backbone of the polyanions. The inhibition of enzyme
activity by DNA is not mediated by a competitive mechanism. The elevated stability of the
protein towards proteolytic degradation rather points to a conformational change of the GgpS
upon binding to DNA. This structural change could be responsible for the inhibitory effect of
DNA.

The rapid response of GG synthesis and the steady-state acclimatisation of Synechocystis to
elevated salt concentrations is mediated by the salt-modulated binding of the GgpS enzyme to
nucleic acids. This mechanism of activity regulation represents a novel principle in the field

of osmoregulation.
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Einleitung

1. Einleitung

Alle Lebewesen werden im Laufe ihrer Entwicklung mit den verschiedensten
Stresssituationen konfrontiert. Diese werden in den jeweiligen Habitaten durch die
Anderungen der Umweltbedingungen verursacht und beinhalten zahlreiche Faktoren wie z.B.
den pH-Wert, die Limitation von Nahrstoffen, Stickstoff-, Schwefel- und Phosphat-haltigen
Verbindungen oder Spurenelementen. Um das Uberleben zu sichern, haben sich sowohl in
prokaryotischen als auch eukaryotischen Lebewesen Mechanismen entwickelt, um den
jeweiligen Stress zu sensieren und die schnelle Reaktion der Zelle auszulésen (Hengge-
Aronis, 1999; Hecker und Vdlker, 1990).

Neben der Verflgbarkeit von lebensnotwendigen Substraten spielen in den meisten
Lebensrdumen weitere Stressbedingungen eine Rolle. Hierbei stellt die Verfugbarkeit von
Wasser den wichtigsten abiotischen Faktor dar. Insbesondere bei einzelligen
Mikroorganismen ist die Regulation des zelluldaren Wasserhaushalts tberlebenswichtig, da fur
das Wachstum der Zellen ein bestimmter Innendruck, der Turgor, aufrechterhalten werden
muss (Kempf und Bremer, 1998). Der Ein- oder Ausstrom von Wasser wird hierbei tber den
Unterschied zwischen dem Wasserpotential der Zelle und dem umgebenden Medium
bestimmt. Der Wasserfluss erfolgt hierbei immer zum negativeren Wasserpotential. Das
Wasserpotential setzt sich in Zellen aus dem osmotischen Potential ¥'s, dem Druckpotential

Yp und dem Matrixpotential ¥y zusammen:

Yw=¥s+¥p+ ¥y

Alle Komponenten dieser Gleichung beinflussen das Wasserpotential der Zelle. Das
Druckpotential Wp gibt den hydrostatischen Druck in der Zelle an, der in Bakterien primér
durch die Zellwand bestimmt wird. Dieser Druck wirkt dem Wassereinstrom entgegen und
wird Turgor genannt. Das Matrixpotential ¥ beschreibt die Bindung von Wassermolekilen
durch die strukturellen Komponenten der Zelle. Diese Interaktion wirkt ebenfalls dem
Ausstrom von Wasser entgegen, kann aber in den meisten Féllen vernachlassigt werden. Da
sich in den meisten Fallen weder die Struktur der Zellhiille noch das Matrixpotential schnell
andert, ist die Konzentration der geldsten Teilchen der maRgebliche Faktor bei der Kontrolle
des Wasserhaushalts. Das osmotische Potential gibt den Einfluss geléster Substanzen auf das
Wasserpotential an. Es kann durch die van’t Hoffsche Gleichung wie folgt beschrieben

werden:
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Ys = -RTCS

Das osmotische Potential ist also direkt von der Temperatur (T) und der Konzentration der
gelosten, osmotisch aktiven Teilchen (cs) abhéngig. wobei R die Gaskonstante ist. Der
Ausdruck cs gibt hierbei also die Osmolaritat der Losung an. Bei der Osmolaritat wird jedoch
lediglich die Konzentration und nicht die Wechselwirkung der Teilchen untereinander
berticksichtigt. Da diese Wechselwirkung nicht nur von der Konzentration, sondern auch von
der Natur der Substanzen abhangig ist, kann die sogenannte osmotische Aktivitat oder
Osmolalitat lediglich experimentell bestimmt werden. Dies ist vor allem bei Mischungen von
geltsten Stoffen wichtig. Die van’t Hoffsche Gleichung erlaubt jedoch in den meisten Fallen
eine gute Abschatzung des osmotischen Potentials.

In lebenden Zellen ist das Wasserpotential aufgrund von Aminosduren, Metaboliten, lonen
und anderen osmotisch aktiven Substanzen tblicherweise negativ. Der maximale Turgordruck
betragt bei Gram-negativen Bakterien 1-5 bar (Csonka und Epstein, 1996) und bei Gram-
positiven sogar bis zu 20 bar (Whatmore et al., 1990).

Bei einer drastischen Anderung der Teilchenkonzentration im umgebenden Medium spricht
man von osmotischem Stress. Dabei unterscheidet man zwei unterschiedliche Formen. Ist die
Osmolaritét des externen Mediums geringer, liegt hypoosmotischer Stress vor. Das negativere
Wasserpotential der Zelle verursacht einen Wassereinstrom, der einen Anstieg des
Turgordrucks verursacht (Booth und Louis, 1999). Bis zu einem gewissen Grad wird dieser
von der elastischen Zellmembran ausgeglichen, ist jedoch ein bestimmter Punkt iberschritten,
konnte die Zelle bersten. Bei im Vergleich mit dem Zytoplasma erhéhten Osmolaritaten
kommt es zu einem Austrom von Wasser entlang des osmotischen Gradienten. Dieser
sogenannte hyperosmotische Stress fuhrt zu einer Dehydratation der Zelle (Ingraham und
Marr, 1996; Potts, 1994) und stort den Metabolismus und die Zellteilung, da der Turgordruck
nicht aufrechterhalten werden kann (Kempf und Bremer, 1998). Beide Formen des
osmotischen Stresses sind lebensbedrohlich und machen eine schnelle Reaktion der
Bakterienzelle notwendig.

Um dem Wassereinstrom bei hypoosmotischen Bedingungen entgegenzuwirken, werden
osmotisch aktive Substanzen wie Metaboliten und lonen aus der Zelle freigesetzt. Dies
geschieht durch die Offnung von mechanosensitiven Kanlen, die einen schnellen Ausstrom
der zytoplasmatischen Komponenten vermitteln (Berrier et al., 1992; Sukharev et al., 1997).
An der Osmoregulation beteiligte mechanosensitive Kanéle konnten in Prokaryoten
nachgewiesen werden (Morris, 1990) und wurden in E. coli anhand ihrer Porengréle in drei
Gruppen eingeteilt: MscM, MscS und MscL (mechanosensitive channel of mini, small, und

2
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large conductance, Berrier etal.,, 1996). Diese Membranproteine reagieren auf die
Membranspannung und werden bei der Uberschreitung eines fir die jeweilige Gruppe
definierten Schwellenwerts aktiviert (Berrier et al., 1996). Durch die sequentielle Offnung
von verschiedenen Kandlen kann der Ausstrom von Osmolyten in Abhéngigkeit von der
anliegenden Membranspannung reguliert werden, um einen (bermaRigen Verlust von
Metaboliten zu vermeiden.

Wéhrend der Efflux von Osmolyten in den meisten Organismen die einzige Mdglichkeit
darstellt, um auf einen hypoosmotischen Stress zu reagieren, haben sich in Hinblick auf eine
erhdhte externe Osmolaritét, insbesondere bei der Anpassung an hohe Salzkonzentrationen,
verschiedene Mechanismen entwickelt (Galinski und Triper, 1994; Oren, 1990). Bei den
Gruppen der Halobacteriales und der Haloanaerobiales wird die sogenannte ,salt-in“-
Strategie bevorzugt. Diese beinhaltet die evolutiondre Anpassung der zellularen
Komponenten an eine hohe interne lonenkonzentration. Diese ermdglicht es den halophilen
Bakterien, bei Salzkonzentrationen von bis zu 5 M NaCl zu wachsen (Madigan und Oren,
1999; Oren, 1999). Durch diese Anpassung benétigen die intrazelluléren Prozesse permanent
hohe lonenkonzentrationen, was das Wachstum dieser Bakterien auf bestimmte ¢kologische
Nischen begrenzt. Im Gegensatz dazu verfolgen jedoch die meisten Archaeen, Bakterien,
Pilze und hohere Organismen wie Pflanzen und Tiere (da Costa et al., 1998; Hohmann, 1997,
McNeil etal., 1999; Burg etal., 1997) die sogenannte ,salt-out“-Strategie, bei der hohe
intrazellulare lonenkonzentrationen vermieden werden. Dies wird durch die Akkumulation
von niedermolekularen Osmolyten realisiert, die auch in hohen Konzentrationen den
Stoffwechsel nicht negativ beeinflussen (Csonka und Epstein, 1996; Miller und Wood, 1996;
Rhodes und Hanson, 1993). Dieser Mechanismus erlaubt den Organismen eine flexible
Anpassung an sich andernde osmotische Bedingungen. Die sogenannten kompatiblen Solute
sind osmotisch aktive organische Molekile, die bei physiologischen pH-Werten keine
Nettoladung tragen und gut in Wasser loslich sind (Brown, 1976). Sie gehdren zu
verschiedenen Stoffklassen und beinhalten dabei Polyole (Glycerol, Inositol), Zucker
(Trehalose, Saccharose), Zuckerderivate (Glukosylglycerol, Isofloridoside), Aminosduren und
ihre Derivate (Prolin, Ectoin) oder Methylamine (Glycinbetain, Glutamatbetain, Prolinbetain).
Neben dem Ausgleich zwischen der Osmolalitat der Zelle und dem umgebenden Medium
haben diese Osmolyte auch einen stabilisierenden Effekt auf die Makromolekule der Zelle.
Die Wirkung auf Proteine wird durch den Auschluss der kompatiblen Solute von der
Proteinoberflache verursacht und durch das ,preferential exclusion“-Modell beschrieben
(siehe Abbildung 1.1; Arakawa und Timasheff, 1985; Baskakov und Bolen, 1998).
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Abbildung 1.1: ,,Preferential Exclusion*“-Modell nach Aragawa und Timasheff.

In diesem Modell ist der stabilisierende Effekt von kompatiblen Soluten (blaue Kugeln) auf Proteinstrukturen
schematisch dargestellt. Durch den Ausschluss der Osmolyte von der Proteinoberflache wird das Protein in einer
kompakten, nativen Konformation gehalten (Aragawa und Timasheff, 1985).

Hierbei ergeben sich energetisch unglnstige Wechselwirkungen der Osmolyte mit dem
Peptidriickgrat und diese werden von der Hydrathiille ausgeschlossen (Bolen und Baskakov,
2001). Dadurch wird die Proteinkonformation in eine kompaktere Struktur gezwungen, was
der Denaturierung entgegenwirkt (Potts, 1994). Diese Eigenschaft der kompatiblen Solute
macht man sich auch in der Proteinbiochemie zu Nutze, um bei der Uberexpression von
Proteinen in einem heterologen System die Bildung von nativ gefalteten Proteinen zu
verbessern. Dies konnte in E. coli sowohl durch die Zugabe als auch die Synthese von
Trehalose vermittelt werden (Schultz etal., 2007). Zusatzlich zu der Wirkung dieser
Osmolyte auf Proteine wurde auch eine Stabilisierung von Membranen nachgewiesen (Crowe
etal., 1984). Kompatible Solute spielen dementsprechend eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung von zelluldaren Prozessen und sind bei der Anpassung an sich hohe
Salzkontrationen unerlasslich.

Die Akkumulation dieser Osmolyte kann entweder durch Aufnahme oder Neusynthese
erfolgen. Sind im externen Medium kompatible Solute vorhanden, wird die Aufnahme
gegenuber der Synthese bevorzugt, da sie schneller und energetisch gunstiger ist (Kemble und
McPherson, 1954). Transportsysteme fiir kompatible Solute wurden detailliert untersucht und
konnten in vielen Organismen nachgewiesen werden. Hierbei sind insbesondere die
Transporter ProP, ProU und BetT aus E. coli (Faatz et al., 1988; Culham et al., 1993; Lucht
und Bremer, 1994; MacMillan et al., 1999) und die Transporter BetP, EctP und ProP aus
C. glutamicum (Farwick et al., 1995; Peter et al., 1998a; Peter et al., 1998b) zu nennen, die zu
den am besten verstandenen Aufnahmesystemen gehoren.

Falls keine kompatiblen Solute in der Umgebung zuganglich sind, muss die Zelle diese
synthetisieren. In C. glutamicum wird die Synthese von Prolin ausgehend von Glutamat durch
die Genprodukte von proA, proB und proC katalysiert (Ankri etal., 1996). Unter
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hyperosmotischen Bedingungen konnte bei diesen Genen eine Erhdhung der mRNA-Menge
nachgewiesen werden, was auf eine Regulation auf der Ebene der Transkription hinweist
(Ley, 2001). Dies konnte auch fiir Vertreter der Familie der Glukosyltransferasen gezeigt
werden, wie z.B. fur die Trehalose-Phosphat-Synthase aus E. coli oder die in dieser Arbeit
untersuchte Glukosylglycerol-Phosphat-Synthase aus dem Cyanobakterium Synechocystis
sp. PCC 6803 (im Folgenden Synechocystis). Diese Enzyme sind an der Synthese der
kompatiblen Solute Trehalose und Glukosylglycerol beteiligt und die Transkription der
kodierenden Gene wird bei erhohten Salzbedingungen induziert (Giaever et al., 1988; Marin
et al., 2002).

Neben der Erhdéhung der Transkriptionsrate bei erhdhten Salzkonzentrationen gibt es bei
vielen Osmolyt-synthetisierenden Systemem Hinweise darauf, dass eine biochemische
Regulation der Enzyme auf Ebene der Aktivitat stattfindet. Die Mechanismen der
salzabhangigen Einstellung des Osmolytpools sind jedoch bisher unverstanden.

1.1 Die Akkumulation von kompatiblen Soluten in Cyanobakterien

Cyanobakterien sind phototrophe Mikroorganismen und sind in fast allen belichteten
Lebensraumen auf der Erde zu finden. Darunter befinden sich sowohl terristrische als auch
marine oder StlRwasserhabitate (Fogg et al., 1973). Aufgrund vielféltiger Mechanismen sind
sie in der Lage, sich an unterschiedlichste Umweltbedingungen anzupassen. Das macht sie
insbesondere an extremen Standorten zu den vorherrschenden Organismen. Vor allem die
Anpassung an hyperosmotische Bedingungen ist bei diesen Bakterien gut untersucht, da viele
Vetreter dieser Gruppe sowohl in SiR- als auch Salzwasser vorkommen. Hinsichtlich ihrer
Toleranz gegeniiber erhéhten Salzkonzentrationen wurde vorgeschlagen, Cyanobakterien in
drei verschiedene Gruppen einzuteilen (Reed et al., 1986). Dabei korreliert die Salztoleranz
mit der Art der aufgenommenen oder synthetisierten kompatiblen Solute. Gering
halotolerante Stdmme konnen bei einer NaCl-Konzentration von bis zu 0,7 M wachsen und
akkumulieren primar Saccharose und Trehalose. Cyanobakterien, die eine Konzentration von
bis zu 1,8 M NaCl tiberleben, sind moderat halotolerant und synthetisieren Glukosylglycerol.
Die hdchste Salztoleranz von bis zu 2,7 M NaCl ist bei den halophilen Cyanobakterien
nachweisbar. Diese Stamme akkumulieren die Methylamine Glycin- oder Glutamatbetain
(siehe Abbildung 1.2). Die Akkumulation von Aminoséuren spielt im Gegensatz zu vielen
heterotrophen Mikroorganismen wahrend der Anpassung an Salzstress in Cyanobakterien
keine signifikante Rolle.
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Abbildung 1.2: Einteilung von Cyanobakterien nach ihrer Toleranz gegentiber NaCl.
Gezeigt sind die Toleranzgruppen, die in diesen Cyanobakterien akkumulierten kompatiblen Solute mit
Strukturformel und Modellorganismen der jeweiligen Gruppen (nach Reed et al., 1986).

Neben der Akkumulation spielt auch der lonentransport eine wichtige Rolle bei der
Anpassung von Mikroorganismen an erhohte Salzkonzentrationen. So konnte gezeigt werden,
dass die Ubertragung eines Gens, das filr einen Na'/H*-Antiporter aus einem halophilen
Cyanobakterium kodiert, die Resistenz eines salzsensitiven Cyanobakteriums gegentiber NaCl
erhdhen konnte (Waditee et al., 2002).

Das in dieser Arbeit untersuchte Cyanobakterium Synechocystis besitzt eine moderate
Halotoleranz und kann bei NaCl-Konzentrationen von bis zu 1,2 M kultiviert werden (Reed
und Stewart, 1985). Innerhalb dieser Toleranzgruppe stellt dieser Stamm den am besten
untersuchten phototrophen Organismus dar, da das Genom bereits frihzeitig vollstandig
sequenziert wurde (Kaneko et al., 1996). Zuséatzlich besitzt es eine natiirliche Kompetenz fir
die Aufnahme von Fremd-DNA, was es fur genetische Studien gut zugénglich macht.
Synechocystis gehort zur Ordnung der Chroococcales und hat einen Durchmesser von 2 -
3 um. Die Zellen sind mobil und konnen sowohl unter rein photoautotrophen als auch
photoheterotrophen Bedingungen wachsen. Insbesondere auf dem Gebiet der Osmoregulation
dient dieser Stamm als Modellorganismus. Dabei wurden die Reaktionen der Zelle auf einen
hyperosmotischen Stress detailliert untersucht und die intrazelluldren Vorgénge sind gut

verstanden.
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1.2 Die Anpassung von Synechocystis an Salzstress

Die Reaktion von Synechocystis auf eine schnelle Erhéhung der Salzkonzentration, einen
sogenannten Salzschock, kann ebenso wie bei anderen Mikroorganismen in drei Phasen
eingeteilt werden (Reed et al., 1985a). Die an der diesen Vorgangen beteiligten Komponenten
der Zelle sind in Abbildung 1.3 schematisch dargestellt.

Na* K* K+ GG
Saccharose
Trehalose

G%P — GGP —» GG
P ADP-Glukose

Fruktgl_se-SF’

——> S6P —>
UDP-Glukose Saccharose

\\ & é— / .

Abbildung 1.3: Komponenten der Salzanpassung von Synechocystis.

Diese schematische Darstellung zeigt die an der Anpassung an erhdhte Salzkonzentrationen beteiligten
Komponenten in Synechocystis-Zellen. OM: AuRere Zellmembran; P: Periplasma; CM: Innere Zellmembran;
GG: Glukosylglycerol; G3P: Glycerol-3-Phosphat; GGP/S6P:  Glukosylglycerolphosphat/Saccharose-6-
Phosphat. Alle weiteren Komponenten und ihre Funktionen werden im Text beschrieben.

Unmittelbar nach dem Salzschock mit NaCl kommt es aufgrund der Unterschiede im
Wasserpotential zu einem schnellen Strom von Wasser aus der Zelle. Dieser wird nach ca.
200 ms durch den Einstrom von Na*- und CI'-lonen gestoppt, die den osmotischen Gradienten
ausgleichen. Das abgegebene Wasser flie3t wieder in die Zelle zuriick und das zellulare
Volumen wird wiederhergestellt (Reed et al., 1985a). Der Ein-und Ausstrom von Wasser wird
durch Aquaporine (AgpZ) vermittelt (Shapiguzov et al., 2005). Nach ca. 120 Sekunden ist die
maximale Konzentration an Na*-lonen in der Zelle erreicht (Blumwald et al., 1983).

Vor allem hohe Konzentrationen von Na'-lonen wirken sich toxisch auf den
Zellmetabolismus aus (Reed et al., 1985a). Um einen Zusammenbruch der zelluléren Prozesse
zu verhindern, findet ein Austausch von Na'-lonen gegen K*-lonen statt. Der Export der Na'-
lonen wird vermutlich priméar durch Na'/H*-Antiporter durchgefiihrt. In Synechocystis
konnten die Gene fur finf dieser sekundaren Transporter identifiziert werden (nhaS 1-5).
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Diese weisen vermutlich eine funktionelle Redundanz auf, da das Auschalten einzelner Gene
keinen salzsensitiven Phénotyp erzeugt (Inaba et al., 2001; Elanskaya et al., 2002). Der
gleichzeitige Import von K*-lonen wird durch den Protonengradienten energetisiert und durch
einen Transporter vom Ktr-Typ vermittelt. Das in Synechocystis vorhandene ATP-abhangige
Kdp-System scheint bei der Aufnahme von K'-lonen bei Salzstress keine Rolle zu spielen
(Matsuda und Uozumi, 2006; Berry etal., 2003). Da sich auch K'-lonen in hohen
Konzentrationen negativ auf den Metabolismus auswirken, werden diese in der dritten Phase
der Salzanpassung durch kompatible Solute ersetzt. Der Ausgleich des osmotischen
Gradienten wird nun durch diese Osmolyte iibernommen und die K'-lonen aus der Zelle
entfernt.

Ebenso wie andere Mikroorganismen besitzt Synechocystis ein Aufnahmesystem fir
kompatible Solute. Sind GG, Saccharose oder Trehalose im umgebenden Medium verfugbar,
werden diese durch den ABC-Transporter Ggt aufgenommen. Der ATP-abhéngige
Transporter besteht aus den zwei membranstandigen Komponenten GgtC und GgtD, dem
periplasmatischen Substratbindeprotein GgtB und der zytosolischen ATP-bindenden
Untereinheit GgtA (Mikkat etal., 1996; Mikkat etal., 1997). Wie bei vielen an der
Salzanpassung beteiligten Systemen konnte auch bei den Genen des Ggt-Transporters bei
erhéhten Salzkonzentrationen eine verstarkte Transkriptionsrate nachgewiesen werden
(Hagemann et al., 1997; Mikkat und Hagemann, 2000).

Konnen keine Osmolyte aufgenommen werden, synthetisiert Synechocystis das Heterosid
Glukosylglycerol (im Folgenden GG) und transient auch geringfligige Mengen Saccharose
(Hagemann und Erdmann, 1994; Hagemann und Marin, 1999). Die Akkumulation von GG
stellt hierbei den wichtigsten Faktor bei der Salzanpassung dar (Hagemann und Erdmann,
1994). Mutanten von Synechocystis, die kein GG akkumulieren, kdnnen bei hohen
Salzkonzentrationen nicht berleben (Hagemann und Zuther, 1992; Hagemann et al., 1996a;
Marin et al., 1998).

Die Synthese dieses Osmolyts findet in einer zweistufigen Reaktion statt. Im ersten Schritt
werden die Substrate ADP-Glukose und Glycerol-3-Phosphat unter Abspaltung von ADP und
einem Phosphatrest von der Glukosylglycerol-Phosphat-Synthase (im Folgenden GgpS) zu
GG-Phosphat verknipft. Die Dephosphorylierung dieses Intermediats wird durch die
Glukosylglycerolphosphat-Phosphatase (GgpP oder StpA) vermittelt. Das GgpS-Protein stellt
in dieser Reaktion das Schlusselenzym dar (Marin et al., 1998). Es gehdrt zur Familie der
Glukosyltransferasen und besitzt eine hohe Sequenzahnlichkeit zu anderen Enzymen dieser
Klasse. Viele Vertreter dieser Gruppe sind an der Synthese von kompatiblen Soluten bei
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hyperosmotischen Bedingungen beteiligt, wie z.B. die Trehalosephosphat-Synthasen von
E.coli oder S.cerevisiae oder die Isofloridosid-Synthase aus Poterioochromonas
malhamensis (Giaever et al., 1988; Hounsa et al., 1998; Kauss, 1978). Bei diesen Enzymen
und anderen Vertretern der Glukosyltransferasen konnte gezeigt werden, dass eine
biochemische Regulation der Aktivitdt im Rahmen der Salzanpassung stattfindet. Die
zugrundeliegenden Mechanismen der Regulation von Glukosyltransferasen wurden detailliert

untersucht, konnten bisher jedoch nicht aufgeklart werden.

1.3 Die Regulation der GG-Synthese in Synechocystis

Die an der Salzanpassung beteiligten Komponenten der Zelle und die bei hyperosmotischen
Bedingungen ausgeldsten Prozesse wurden in Synechocystis und vielen anderen
Mikroorganismen untersucht und sind gut verstanden. Trotzdem sind die Mechanismen der
schnellen Aktivierung der Osmolyt-synthetisierenden Systeme nach einem Salzschock und
der Regulation der Enzyme bei der Akklimatisierung an langerfristig erhohte

Salzkonzentrationen, der sogenannten steady-state-Anpassung, bisher unklar.

1.3.1 Die schnelle Antwort von Synechocystis auf Salzstress

Die schnelle Antwort der Zelle auf eine Erhéhung der externen Salzkonzentration findet
sowohl auf der Ebene der Transkription des ggpS-Gens als auch bei der Aktivitatsregulation
der GgpS statt. Bereits bei niedrigen NaCl-Konzentrationen liegen praformierte GgpS-
Proteine in der Zelle vor, diese sind allerdings durch einen bisher unbekannten Mechanismus
inaktiviert (Marin et al., 2002). Sind die Zellen einem Salzschock ausgesetzt, werden diese
Enzyme vollstdndig aktiviert und initialisieren die Osmolytsynthese (Hagemann et al.,
1996b). Weiterhin steigt unmittelbar nach dem Salzschock die Transkriptmenge des ggpsS-
Gens um das 25fache an und eine de novo-Synthese des GgpS-Proteins beginnt nach ca.
30 min (siehe Abbildung 1.4; Marin et al., 2002). Dies spielt jedoch eher eine Rolle bei den
spateren Phasen der Salzanpassung, da eine Hemmung der Translation durch
Chloramphenicol keinen Effekt auf die GG-Akkumulation in den ersten 2 h nach dem
Salzschock hat (Hagemann et al., 1990).
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Abbildung 1.4: Zellinterner Gehalt von ggpS-mRNA, GgpS-Protein und GG nach einem Salzschock.

Der Gehalt von ggpS-mRNA (weiss), GgpS-Protein (grau) und GG (schwarz) wurde in Synechocystis-Zellen
uber einen Zeitraum von 24 h nach einem Salzschock von 684 mM bestimmt (nach Marin et al., 2002).

Bei der schnellen Anpassung der Zelle ist also eher die Regulation der GgpS-Aktivitat als die
de novo-Synthese maligeblich. Die Aktivierung von praformierten Enzymen wurde auch bei
der Akkumulation von Trehalose in E. coli oder Prolin in B. subtilis nachgewiesen. Auch hier
hatte die Zugabe von Chloramphenicol keine Auswirkung auf die schnelle Antwort der
Mikroorganismen bei einer Erhdhung der Salzkonzentration (Dinnbier et al., 1988; Whatmore
und Reed, 1990). Dies kdnnte somit einen universellen Mechanismus bei der Synthese von
kompatiblen Soluten darstellen. Die Bereitstellung von inaktivem GgpS-Protein in
Synechocystis ist durchaus sinnvoll, da nach einem Salzschock die Translation fast vollstdndig
blockiert wird und sich erst wéhrend der Akkumulation von kompatiblen Soluten erholt
(Hagemann et al., 1990). Ware die Zelle auf eine Neusynthese des Proteins angewiesen,
wirde eine Anpassung mehr Zeit in Anspruch nehmen oder im ungunstigsten Fall zum Tod
der Zelle fuhren. Eine weitere wichtige Eigenschaft des GgpS-Proteins ist, dass seine
Aktivitat des GgpS-Proteins bis zu einer NaCl-Konzentration von 500 mM nicht beintréchtigt
ist, was Synechocystis auch bei hohen Salzkonzentrationen zu einer Synthese von GG
befahigt (Schoor, 1996).

1.3.2 Die steady-state-Anpassung von Synechocystis

Im Gegensatz zu der schnellen Antwort auf einen Salzschock, bei dem die GG-Synthese
maximal aktiviert wird, muss die Zelle bei langerfristig erhéhten Salzkonzentrationen den
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internen Osmolytpool an die jeweilige externe Osmolaritdt anpassen. Es konnte gezeigt
werden, dass in Synechocystis und auch in anderen Cyanobakterien die interne
lonenkonzentration in an Salz akklimatisierten Zellen direkt von der externen
Salzkonzentration abhangig ist (Hagemann et al., 1994; Reed et al., 1985b). Das bedeutet,
dass auch zytosolische Proteine als Sensoren flr Salzstress unter steady-state-Bedingungen

dienen konnen.
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Abbildung 1.5: Zellinterner Gehalt von ggpS-mRNA, GgpS-Protein und GG nach einem Salzschock.
Der Gehalt von ggpS-mRNA (weiss), GgpS-Protein (grau) und GG (schwarz) wurde bei an verschiedene
Salzkonzentrationen akklimatisierten Synechocystis-Zellen bestimmt (nach Marin et al., 2002).

In  Synechocystis steigt die ggpS-Transkriptmenge und der GgpS-Proteingehalt in
Abhéngigkeit von der externen Salzkonzentration linear an. Dies wurde auch fir die
Akkumulation von GG nachgewiesen (siehe Abbildung 1.5; Marin et al., 2002). Bei einer
maximalen Aktivitat der GgpS-Proteine wirde der GG-Pool exponential ansteigen, dies ist
nicht der Fall. Die GgpS-Aktivitat muss also auf einer posttranslationalen Ebene inhibiert
werden. Die Erhohung von Transkription und Translation dient hier eher zur Bereitstellung
von aktiven Enzymen und ist nicht direkt an der Einstellung des Osmolyt-Pools beteiligt.

Die Bedeutung der biochemischen Regulation wurde auch durch die Uberexpression des
GgpS-Proteins in der ggpS’-Mutante gezeigt. In dieser Mutante lag das GgpS-Protein
konstitutiv in hohen Mengen vor, die Regulation des Osmolytpools bei der Akklimatisierung
an verschiedene Salzkonzentrationen war jedoch mit der des Wildtyps vergleichbar
(Stirnberg, 2006).
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Ein wichtiger Faktor bei der Inhibition der GgpS unter steady-state-Bedingungen scheint eine
negative Riickkopplung ausgehend von GG zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass GG eine
dosisabhdngige Hemmung der GgpS auslést. Diese Inhibition wird bei hdoheren
Salzkonzentrationen abgeschwacht, was eine Rolle bei der Anpassung des Osmolytpools an
die vorliegende Salzkonzentration spielen konnte. Eine solche modulierte Hemmung konnte
in  Synechocystis auch fur Trehalose nachgewiesen werden. Dabei wird durch die
Akkumulation von Trehalose durch Aufnahme oder de novo-Synthese eine fast vollstandige
Hemmung der GG-Synthese ausgelost (Mikkat et al., 1997; Stirnberg, 2006). Aufgrund der
ahnlichen Struktur und GroRe der beiden kompatiblen Solute wurde hierbei die kompetitive
Hemmung durch eine Interaktion mit dem aktiven Zentrum der GgpS in Betracht gezogen
(Stirnberg, 2006).

1.3.3 Bisherige Untersuchungen zur biochemischen Regulation der GgpS

Die Regulation der GgpS-Aktivitat spielt bei der Antwort auf einen Salzschock und bei
steady-state-Anpassung an erhohte Salzkonzentrationen die maRgebliche Rolle. Durch die
Etablierung eines in vitro-Enzymtests durch Schoor (1995) konnte die Charakterisierung der
GgpsS in einem vereinfachten System durchgefiihrt werden. Die NaCl-modulierte Hemmung
durch GG und Trehalose konnte in diesem Testsystem nachgewiesen werden, was die
Beteiligung anderer zellularer Komponenten bei diesem Mechanismus ausschliel3t (Stirnberg,
2006). Die Inaktivierung der GgpS in Zellen, die bei geringen Salzkonzentrationen kultiviert
wurden, konnte auch in Proteinextrakten von Synechocystis gezeigt werden (Schoor et al.,
1999; Marin et al., 1998). Hierbei kommt es erst bei einer Erh6hung der Salzkonzentration zu
einer messbaren GG-Synthese. Dieser Effekt kann nicht nur durch NaCl, sondern auch durch
andere Salze ausgeltst werden. Die aktivierende Wirkung der lonen korreliert hierbei mit der
Hofmeister-Reihe (Schoor et al., 1999). Bei der Aktivierung der GgpS scheint der ionische
Charakter des Osmolyts von entscheidender Bedeutung zu sein, da der Zuckeralkohol Sorbitol
weder in vivo noch in vitro einen Effekt auf die Enzymaktivitat hat (Marin et al., 2002; Marin
et al., 2006). Eine Hemmung konnte bei der Zugabe von Zellextrakt auch bei gereinigtem
GgpS-Protein beobachtet werden. Dabei spielte es keine Rolle, ob das Protein aus
Synechocystis isoliert oder heterolog in E. coli hergestellt wurde (Hagemann et al., 2001).

Die salzabhdngige Inhibition der GgpS in Anwesenheit von Zellextrakt wurde einem
inhibitorischen Protein zugeschrieben, das durch eine direkte Interaktion oder eine
posttranslationale Modifikation die Enzymaktivitat hemmt (Hagemann und Erdmann, 1994).
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Um die Hemmung durch den Zellextrakt aufzuklaren, wurden zahlreiche Studien
durchgefuhrt. Dabei kamen verschiedene regulatorische Mechanismen in Frage. Fur die
Trehalose-Phosphat-Synthase aus S. cerevisiae und die Saccharose-Phosphat-Synthase aus
Maisblattern konnte die Regulation der Enzyme durch Proteinphosphorylierungen
nachgewiesen werden (Londesborough und Vuorio, 1991; Huber und Huber, 1992). Der
Phosphorylierungsstatus der GgpS wurde von Jana Huckauf untersucht, dabei konnte ein
Einfluss dieser posttranslationalen Modifikation auf die Enzymaktivitat nicht eindeutig
gezeigt werden (Huckauf, 2003). Eine Rolle bei der Regulation héatte ebenfalls eine
proteolytische Modifikation der GgpS spielen kénnen. Dieser Mechanismus fiihrt zu einer
Aktivierung der Isofloridosid-Synthase aus Proterioochromonas malhamensis (Kauss et al.,
1978). Diese konnte jedoch nachtréglich ausgeschlossen werden, da die Inhibition der GgpS
durch die Zugabe und Entfernung des Zellextraktes mehrfach hintereinander durchgefuhrt
werden konnte (Schoor etal., 1999). Ebenfalls ware eine direkte Interaktion mit einem
regulatorischen Protein denkbar, wie dies z.B. bei Saccharose-Phosphat-Synthasen aus
héheren Pflanzen der Fall ist (Huber et al., 1996). Die Beteiligung eines regulatorischen
Proteins wurde von Jana Huckauf untersucht, konnte jedoch nicht nachgewiesen werden
(Huckauf, 2003).

In den vor dieser Arbeit durchgefiihrten Studien konnte die Ursache flr die Inaktivierung der
GgpS bei geringen Salzkonzentrationen in der Zelle oder invitro bei der Zugabe von
Zellextrakt nicht aufgeklart werden. Die aufgestellte Hypothese nimmt die Interaktion mit
einem inhibitorischen Protein oder eine posttranslationale Modifikation der GgpS an. Der
putative inhibitorische Faktor konnte bisher nicht identifiziert werden.

Ebenfalls konnte bisher nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden, dass die Feedback-
Inhibition der GgpS durch GG den einzigen Mechanismus bei der steady-state-Anpassung
darstellt. Hierbei konnte der inhibitorische Faktor aus dem Zellextrakt ebenfalls eine Rolle

spielen.

13



Einleitung

1.4 Zielsetzung

Die Anpassung des Cyanobakteriums Synechocystis an erh6hte Salzkonzentrationen findet in
zwei Phasen statt. Die schnelle Antwort erfolgt durch die Aktivierung von praformierten
GgpS-Proteinen. Das Enzym wird bei niedrigen Salzkonzentrationen durch einen bisher
unbekannten Mechanismus inhibiert. In dieser Arbeit sollte die Wechselwirkung mit einem
putativen inhibitorischen Faktor in einem grundlegenden systematischen Ansatz
nachgewiesen und der Mechanismus der Hemmung aufgeklart werden. Diese Experimente
sollten auf der Basis von in vitro-Enzymtests mit gereinigtem GgpS-Protein stattfinden und
der Einfluss von verschiedenen als hemmende Faktoren in Frage kommende Komponenten
der Zelle oder posttranslationale Mechanismen auf die Enzymaktivitat untersucht werden.
Nach der Identifikation eines oder mehrerer inhibitorischen Faktoren sollte der
zugrundeliegende Mechanismus durch biochemische Studien und kinetische Messungen
aufgeklart werden.

Bei der steady-state-Anpassung der Zelle wird die Aktivitat der GgpS in Abhangigkeit von
der Salzkonzentration des Mediums moduliert, um den internen GG-Pool einzustellen. Dabei
konnte die salzmodulierte Inhibition des Enzyms durch GG und auch Trehalose eine wichtige
Rolle spielen. Um den Mechanismus dieser negativen Rickkopplung besser zu verstehen,
sollten die Kkinetischen Parameter des GgpS-Enzyms in Anwesenheit dieser Osmolyte
untersucht werden. Weiterhin sollte der Effekt von anderen Osmolyten und kompatiblen
Soluten auf die GgpS-Aktivitdt bestimmt werden, da dies zu einem tiefergehenden
Verstéandnis der Hemmung flihren kdnnte.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit sollte ein Modell aufgestellt werden, das die bisher
unverstandenen Mechanismen der Salzanpassung bei der schnellen Antwort und der
Akklimatisierung von Synechocystis an langerfristig erhdhte Salzkonzentrationen beschreibt.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen und Stamme

2.1.1 Organismen

Bei allen Arbeiten mit Synechocystis sp. PCC6802 (nachfolgend Synechocystis) wurde der
Glukose-tolerante Wildtyp untersucht, der fir die Sequenzierung des Genoms verwendet
wurde (Kaneko et al., 1996; CyanoBase: http://www.kazusa.or.jp/cyano/Synechocystis/).

Bei Arbeiten mit Escherichia coli (nachfolgend E. coli) wurde der Stamm DH5a mcr (Grant
etal., 1990) fir die Vermehrung von Plasmid-DNA verwendet. Die Produktion von
rekombinanten Proteinen wurde in dem Stamm BL21(DE3) (Novagen, Darmstadt)

durchgefihrt.

2.1.2 Stamme

In der folgenden Tabelle sind alle verwendeten Synechocystis- und E. coli-Stdmme
aufgefihrt. Bei allen Arbeiten mit E. coli wurden keine Dauerkulturen von Plasmid-tragenden

Stammen angelegt.

Tabelle 2.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Stdimme von Synechocystis, E. coli und B. subtilis.

Stamm | Beschreibung/Genotyp | Referenz

Synechocystis

durch Transformation des Wildtyps mit dem Vektor

gogpS+ pAll-ggpS-Spec erzeugt Stirnberg, 2006

durch Transformation des Wildtyps mit dem Vektor

pAll-ggpS-Strep-Spec erzeugt Stirnberg, 2006

ggpS+-Strep

durch Einfugen des Spec"-Resistenzgens in die

AGDS SnaBI/Stul-Deletion inaktiviertes ggpS-Gen Stirberg, 2006

wt pIGA durch Transformation des Wildtyps mit dem Vektor

-303/+458 | pIGA -303/+458 erzeugt diese Arbeit

AGDS pIGA | durch Transformation der AGDS-Mutante mit dem

-303/+458 | Vektor pIGA -303/+458 erzeugt diese Arbeit

E. coli

F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
DH5a mcr nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, Grant et al., 1990
hsdR17(r« my’), A—

F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rg" mg’) A(DES3 [lacl

BL21(DES3) lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) Novagen, Darmstadt
B. subtilis
i durch Transformation des Wildtyps mit dem Vektor . .
1154-GgpS 0SG1154-Ggp$ erzeugt diese Arbeit
1729-Ggp$S durch Transformation des Wildtyps mit dem Vektor diese Arbeit

pSG1729-GgpS erzeugt
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2.2 Verwendete Plasmide und Oligonukleotide

2.2.1 Plasmide

In der folgenden Tabelle sind alle Plasmide angegeben, die in dieser Arbeit fir die
Klonierung von Genen und zur heterologen Expression von rekombinanten Proteinen
verwendet wurden. Alle Gene wurden vor der Ligation in den Zielvektor zur Sequenzierung

in den pDrive-Vektor subkloniert.

Tabelle 2.2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz
pDrive Klonierungsvektor, Carb" Qiagen, Hilden
pASK-IBA3 Vektor zur Expression von Genen in E. coli, Carb™ IBA GmbH, Géttingen
pIBA3-ggpS ggrsblé-lBAS mit ggpS-Gen aus Synechocystis, Stimberg, Dissertation
pIBA5-TPS pASK-IBA5 mit otsA-Gen aus Mycobacterium . .

Myco tuberculosis, Carb® Gaffry, Diplomarbeit
pIBA3-TPS pASK-IBA3 mit tpsl-Gen aus Saccharomyces . .
Yeast cerevisiae, Carb" diese Arbeit
pIBA3-TPS pASK-I_BAS mit F({)tsA-Gen aus Corynebacterium diese Arbeit
Coryne glutamicum, Carb
pIBA3-TPS Coli | pASK-IBA3 mit otsA-Gen aus E. coli, Carb® diese Arbeit

pPET16b-GgpS

pET16b mit ggpS-Gen aus Synechocystis, Carb®

Anja Wittmann

pIGA -303/+458

Integrationsvektor fUr Synechocystis, enthalt den
Bereich von -303 bis +458 des ggpS-Gens, als
Reportergen fir die Expression dient ein GFP-Gen

Stephan Kléhn, Rostock

pSG1154

Vektor zur Expression von GFP-Fusionsproteinen
in Bacillus subtilis

Lewis et al., 1999

pSG1729

Vektor zur Expression von GFP-Fusionsproteinen
in Bacillus subtilis

Lewis et al., 1999

pSG1154-GgpS

Vektor zur  Expression  des
Fusionsproteins in Bacillus subtilis 168

GgpS-GFP-

diese Arbeit

pSG1729-GgpS

Vektor zur  Expression  des
Fusionsproteins in Bacillus subtilis 168

GFP-GgpS-

diese Arbeit

2.2.2 Oligonukleotide

Die nachfolgende Tabelle enthalt alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide, die zur

Kontrolle, Sequenzierung oder Klonierung von Genen eingesetzt wurden. Diese

Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.
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Tabelle 2.3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Oligonukleotid Sequenz (5’-3")
M13 for CAAAAGGGTCAGTGCTGC
M13 rev TTCACACAGGAAACAGCTATGACC
Coli for GCTCTAGAGCATGAGTCGTTTAGTCGTAGT
Coli rev GCCCTCGAGCGGCGCAAGCTTTGGAAAGGTAG
Coryne for GCTCTAGAGCATGGATGATTCCAATAGCTT
Coryne rev GCCCTCGAGCGGTGAGTTTTCTCCCGACTGTG
Yeast for GCTCTAGAGCATGACTACGGATAACGCTAA
Yeast rev GCCCTCGAGCGGGTTTTTGGTGGCAGAGGAGC
pIGA RS5-insl AGGCTTCTCCTCCGGCATTG
pIGA RS3-ins2 GATTACCAAAATTGCCCGTA
1154 for GCGCTCGAGATGAACTCATCCCTTGTGAT
1154 rev CGCGAATTCCATTTGGGGGGGCTCTCCCA
1729 for GCGCTCGAGAACTCATCCCTTGTGATCCT
1729 rev CGCGAATTCCTACATTTGGGGGGGCTCTC
rnpB-T7-for GAGAGTTAGGGAGGGAGTTGC
rnpB-T7-rev AAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAAAAAGAGAGTTAGTCG

2.3 Kultivierungsbedingungen

2.3.1 Kultivierung von Synechocystis

Die Kultivierung von Synechocystis erfolgte unter phototrophen Bedingungen bei einer
Temperatur von 30°C entweder auf BG11-Agarplatten bei kontinuierlicher Belichtung mit
30 uE, in BG11-Flissigmedium bei einer Lichtintensitdt von 30 pE und kontinuierlichem
Schitteln von 150 Upm (r = 35 mm) oder in BG11-Flissigmedium bei einer Lichtintensitét
von 100 pE und einer kontinuierlichen Begasung mit einem 5%igen (v/v) CO/Luftgemisch.
Nach Zugabe von 200 ul DMSO zu 800 ul Zellsuspension konnten die Zellen bei -80°C
gelagert werden.

BG11-Medium (pH 8.0):
Stockldsung 1:

Citronenséure, Monohydrat 0,39
Ammonium-Eisen(l11)-Citrat (braun) 0,39
Na;EDTA 0,05 g

ad 100 ml A. dest

Stockldsung 2:

NaNO; 30¢
K,HPO, 0,78 g
MgSO, x 7 H,0 159

ad 1000 ml A. dest
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Stockldsung 3:

C&C'z X Hzo 119 g

ad 100 ml A. dest

As-LOsung:

H3BO3 2,86 g
MnC|2 x4 H,0O 1,81 0]
ZnS0O4 x 7 H,O 0,22 g
CuS0O4 x 5 H,O 0,08 g
Na;MoO4x2 H,0O 0,021 ¢
Co(NOg3), x 6 H,0 0,0494 g
ad 1000 ml A. dest

1 M TES-KOH (pH 8,0):

TES 114,625 g

in 400 ml A. dest l6sen, mit KOH auf pH 8,0 einstellen und auf 500 ml A. dest auffullen

Flussig BG11-Medium (pH 8,0):

Stockldsung 1 2ml
Stocklésung 2 50 ml
Stocklésung 3 2 mi
Ag-Lb6sung 1ml
1 M TES-KOH (pH 8,0) 20 ml

ad 1000 ml A. dest

BG11-Agar (pH 8.0):
Fir das GielRen der Agarplatten wurden zwei doppelt konzentrierte Losungen angesetzt, die
nach dem Autoklavieren bei einer Temperatur von etwa 50°C miteinander gemischt und

ausplattiert wurden.

Losung 1: Ldsung 2:
Stockldsung 1 1ml Agar 750
Stocklésung 2 25 ml ad 250 ml A. dest.
Stocklésung 3 1mil

Ag-L0Osung 0,5ml

1 M TES-KOH (pH 8,00 10 ml
ad 250 ml A. dest.

Zur Selektion von Synechocystis-Mutanten wurden dem Medium der Resistenz entsprechende
Antibiotika mit folgenden Endkonzentrationen zugesetzt:

Spectinomycin 50 pg/ml
Kanamycin 100 pg/ml
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Die Zelldichte von Synechocystis wurde durch Bestimmung der Extinktion der Kulturen bei
750 nm gegen H,O als Referenz dokumentiert.

Eine Kontamination einer Synechocystis-Kultur durch andere Mikroorganismen wurde durch
einen Ausstrich von ca. 200 ul Zellsuspension auf LB-Agarplatten und mindestens
48stundiger Inkubation im Dunkeln bei 30°C Uberpriift.

2.3.2 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37°C entweder in LB-Flissigmedium unter
standigem Schiitteln bei 125 Upm oder auf LB-Agarplatten bei 37°C im Brutschrank.

LB-Medium (Luria-Bertani):

Hefeextrakt 59
Trypton 109
NaCl 10 ¢

ad 1000 ml A. dest.

Fir die Kultivierung von E.coli auf LB-Agarplatten wurde dem Medium vor dem
Autoklavieren Agar (15 g/l) zugesetzt. Zur Selektion Plasmid-tragender E. coli-Zellen wurden

dem Medium entsprechende Antibiotika in den folgenden Konzentration zugesetzt:

Carbenicillin 50 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml

Fir die Blau-WeiR-Selektion wurde dem Agar vor dem Giel3en zusétzlich 50 uM IPTG und
80 g/ml X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-Galaktopyranosid) zugesetzt.

Um die Zelldichte von E. coli-Kulturen zu bestimmen, wurde die Extinktion bei 600 nm
gemessen (Sambrook et al., 1989). Eine optische Dichte von 1 entspricht einer Zelldichte von
8 x 10° Zellen/mll.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von genomischer DNA

In dieser Arbeit wurde genomische DNA aus Synechocystis, E. coli, Corynebacterium
glutamicum (nachfolgend C. glutamicum) und Saccharomyces cerevisiae (nachfolgend
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S. cerevisiae) isoliert, um entweder eine vollstdndige genomische Integration von Plasmiden
nachzuweisen oder die Gene von Glukosyltransferasen zu amplifizieren.

Von allen Organismen wurden jeweils 1 ml einer Kultur abzentrifugiert (1 min, 10000 x g)
und das Pellet in 200 ul H,O aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte durch
Ultraschallbehandlung fir 20 min. AnschlieRend wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert
(10 min, 20000 x g) und der Uberstand fiir die jeweiligen Zwecke -eingesetzt. Die
Kultivierung von Synechocystis fand in BG11-Medium statt, Zellen wvon E. coli,

C. glutamicum und S. cerevisiae wurden in LB-Medium kultiviert.

2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit Hilfe des Kits Nucleo-Spin® Plasmid
Quick Pure der Firma Macherey und Nagel (Duren) durchgefihrt. Diese Methode kombiniert
die alkalische Lyse der Bakterienzelle mit der Aufreinigung der Plasmid-DNA durch Bindung
an eine Kieselgel-Matrix, die sich in einer kleinen Sdule befindet. Die Elution der DNA von
der Sdule erfolgte mit H,O. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde anschlielend flr weitere

Experimente eingesetzt.

2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA oder RNA wurde entweder durch den Vergleich mit dem
GroéRenstandard (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas, St. Leon-Roth) auf einem
Agarosegel oder photometrisch bestimmt. Bei 260 nm gegen H,O als Referenz entspricht eine
Absorption von 1 einer Konzentration von 50 pg DNA/mI bzw. 40 ng RNA/ml. Der Quotient
der Absorption bei 260/280 lasst Ruickschliisse auf die Reinheit der Nukleinsduren zu.

2.4.4 Restriktion von Plasmiden

Fir die Restriktion von Plasmiden wurden die jeweiligen Restrikionsenzyme von Fermentas
(St. Leon-Roth) oder New England Biolabs (NEB, Frankfurt am Main) und die vom
Hersteller empfohlenen Puffer und Reaktionsbedingungen verwendet. Plasmid-DNA wurde
mit 1-2 Units/ug DNA mindestens 1-3 h geschnitten. Um eine Religation von Plasmiden zu
verhindern, wurden diese am 5’-Ende durch Zugabe von 5 U einer antarktischen Phosphatase
(Antarctic Phosphatase, NEB) fir 30 min bei 37°C dephosphoryliert. Die antarktische
Phosphatase wurde anschlieBend bei 75°C flr 10 min hitzeinaktiviert.
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2.4.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR konnen spezifische DNA-Fragmente, die von zwei Oligonukleotid-
Bindestellen flankiert werden, durch die Tag-DNA-Polymerase (aus Thermus aguaticus)
amplifiziert werden. Diese Methode wurde von Mullis (1987) entwickelt.

Die Reaktion erfolgt in drei Schritten mit unterschiedlicher Inkubationstemperatur, die 25 - 35
Mal wiederholt werden. Beim ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA durch Hitze
denaturiert (Denaturierungsphase). Wéhrend der zweiten Phase konnen die Primer (kurze,
einzelstrangige DNA-Oligonukleotide) durch Absenken der Temperatur spezifisch an die
DNA binden (Annealing). Die Annealing-Temperatur ist hierbei von der Zusammensetzung
der Primer abhéngig und muss an deren Schmelztemperatur angepasst werden Im darauf
folgenden Schritt wird ausgehend von den freien 3'OH-Enden der Primer jeweils ein
vollstandig komplementarer DNA-Strang synthetisiert (Elongation). Die Elongationszeit ist
abhéngig von der Lange des zu amplifizierenden Fragments und entspricht typischerweise
1 min/1 kB. Die zyklische Wiederholung von Denaturierung, Annealing und Elongation
ermdglicht eine exponentielle Amplifikation der Ziel-DNA, da auch die synthetisierte DNA
jeweils als neues Zielmolekiil fungiert. Fiir eine anschlieBende Klonierung kdnnen mittels der
Primer beliebige Sequenzen wie z.B. Restriktionsschnittstellen angeftigt werden.

Fir PCR-Reaktionen, die lediglich zur Kontrolle der Anwesenheit einer bestimmten DNA-
Sequenz dienten, wurden 0,1 - 0,5 ug Template-DNA und je 10 pmol der beiden Primer mit
einem Ansatz der Firma Qiagen (Hilden) vermischt, der bereits dNTP's, Puffer mit Mg?®*-
lonen und die thermostabile Tag-Polymerase enthielt. Alle PCR-Reaktionen, deren Produkte
nachfolgend kloniert und sequenziert wurden, wurden mit der Phusion-DNA-Polymerase
(Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Alle PCR-
Reaktionen wurden in einem Mastercycler Personal (Eppendorf) nach dem folgenden Schema
eines typischen PCR-Ansatzes durchgefihrt.

Standard-PCR-Programm:

1. 5 min 94°C Denaturierung

2. 30-45sec  94°C Denaturierung

3. 30-45sec 52 -70°C Annealing

4, 05-2min 72°C Elongation

5. 7 min 72°C Elongation von unfertigen DNA-Fragmenten

Hierbei wurden die Schritte 2 - 4 zyklisch 25 - 35 Mal wiederholt.
Nachdem die PCR-Reaktion beendet war, wurde der Reaktionsansatz mit 6x Gelladepuffer
(Fermentas, St. Leon-Roth) versetzt und auf einem Agarosegel aufgetrennt.
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2.4.6 Trennung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend ihrer GroRe erfolgte in
Elektrophoresekammern (Biometra, Gottingen) mit 1%igen TAE-Agarosegelen. Die DNA-
Proben wurden nach Zusatz von 6x-Gelladepuffer (Fermentas, St. Leon-Roth) auf das Gel
aufgetragen. Die Trennung der DNA erfolgte bei einer maximalen Spannung von 8 V/cm.
Zum Anfarben der DNA-Fragmente wurde das Gel in eine wassrige Ldsung mit
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ul gegeben. Durch die Einlagerung des
Ethidiums in die Doppelhelix konnte die DNA auf einem UV-Licht-Transilluminator (2UV
Transilluminator, UVP, Cambridge, England) sichtbar gemacht und dokumentiert werden.
Als GroRenstandard wurde die GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Roth)

verwendet.

TAE-Puffer:

TRIS/Acetat 40 mM
Natrium-Acetat 1mM
EDTA 0,1 mM

mit Essigsaure (HAc) auf pH 7,8 einstellen

2.4.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen unter Verwendung des Nucleo Spin® Extract Kits
der Firma Macherey und Nagel (Diren) isoliert, wobei die selektive Adsorption der DNA an
Glasperlen in Anwesenheit chaotroper Agentien genutzt wird.

Die jeweilige DNA-Bande wurde unter UV-Bestrahlung mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel geschnitten und entsprechend der Angaben des Kits behandelt. Die gereinigte
DNA wurde mit 15-25 ul H,O von der Sdule eluiert und anschlieBend flr Ligationen
eingesetzt.

2.4.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Die kovalente Verkniipfung zweier DNA-Enden wird als Ligation bezeichnet. Mittels der T4-
DNA-Ligase wird eine Phosphodiesterbindung zwischen der 5°-Phosphatgruppe des einen
DNA-Fragments und der 3’ -OH-Gruppe eines zweiten Fragments geschlossen.

PCR-Fragmente wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung und anschlielender
Isolierung aus dem Agarosegel mit dem linearisierten VVektor pDrive (Qiagen, Hilden) ligiert.
Der kommerziell erhiltliche Vektor besitzt 3 -terminale Thymin-Uberhange, die durch eine
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terminale Transferase angefugt wurden. Bei der PCR von DNA-Fragmenten entstehen bei
Verwendung der Tag-DNA-Polymerase 3'-Adenin-Uberhdnge, so dass eine Ligation der
Vektoren und der PCR-Fragmente mdglich ist. Bei PCR-Fragmenten, die mittels der Phusion-
DNA-Polymerase (Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) hergestellt wurden, wurden die Adenin-
Uberhinge durch Inkubation von 10 min bei 72°C in Anwesenheit der Tag-DNA-Polymerase
nachtraglich angeftigt. Die Ligation erfolgte in einem Reaktionsansatz mit 2x-Ligationspuffer,
der die T4-DNA-Ligase enthalt. Bei Ansétzen, in denen geschnittene Fragmente und
Vektoren mit kompatiblen Uberhdngen ligiert wurden, wurden 5U T4-DNA-Ligase
(Fermentas, St. Leon-Roth) und der entsprechende Reaktionspuffer eingesetzt. Die
Reaktionen wurden fiir 2 h oder Gber Nacht bei 16°C inkubiert. Das Verhéltnis zwischen
Insert und Vektor betrug 3:1.

2.4.9 DNA-Sequenzanalyse

Alle DNA-Sequenzierungen wurden von GATC (Konstanz) durchgefuhrt. Die
Sequenzierreaktionen wurden nach der Kettenabbruchmethode durchgefihrt (Sanger et al.,
1977). Hierbei wird die Zielsequenz, ausgehend von einem spezifischen Primer, durch die
Taqg-Polymerase amplifiziert, wobei gleichzeitig zufallsgemalR Didesoxynukleotide (ddNTPs)
eingebaut werden. Da dem Didesoxynukleotid eine freie 3'-OH-Gruppe zur weiteren
Reaktion fehlt, wird der DNA-Strang nicht weiter verlangert. Um den Abbruch der
Kettenverldngerung nicht in jedem Zyklus an dergleichen Base zu verursachen, missen die
ddNTPs in einer viel geringeren Konzentration (1000 mal geringer) zugesetzt werden als die
dNTPs. Bei dieser Methode sind die ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen
markiert. Die Detektion der vier unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffe und die Umsetzung
in Chromatogramme erforderte einen Computer-gestiitzten Kapillar-Sequenzierer (ABI Prism
310) mit entsprechender Software.

Die Chromatogramme wurde anhand des Programmes Chromas (Version, 1.45, Southport,
Queensland, Australia) analysiert, die Sequenzvergleiche erfolgten tber das Programm
SECentral.

2.4.10 Herstellung von RNA-Fragmenten durch in vitro-Transkription

In dieser Arbeit wurde ein RNA-Fragment fir den Nachweis einer Bindung des GgpS-
Proteins an RNA hergestellt. Diese wurden von einer RNA-Polymerase durch in vitro-

Transkription unter Zugabe von unmarkierten Nukleotiden und DIG-markierten UTP
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synthetisiert und markiert. Als DNA-Vorlage wurde eine 250 Bp lange Teilsequenz des rnpB-
Gens aus Synechocystis ausgewahlt, die mittels PCR mit den Primern rnpB-T7-for und rnpB-
T7-rev synthetisiert wurde. Uber einen Primer wurde der Sequenz ein Promotor fiir die T7-
RNA-Polymerase angefligt. Das PCR-Produkt wurde anschlielend als Template flr die

in vitro-Transkription verwendet.

Ansatz fur die in vitro-Transkription (20 ul):

5ug Template-DNA

2 ul RNA-Labeling Mix (Roche Diagnostics, Mannheim)

2 ul 10x Transkriptionspuffer

2 ul T7-RNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

Die Transkription erfolgte bei 37°C. Nach 2 h wurde RNase freie DNase (Roche Diagnostics,
Mannheim) zum Abbau der Template-DNA hinzugegeben und erneut bei 37°C fir

mindestens 20 min inkubiert.

2.5 Techniken zur Manipulation von Zellen

2.5.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Induktion der Kompetenz von E. coli-Zellen zur Aufnahme von Fremd-DNA wurde
erstmals von Sambrook et al. (1989) beschrieben. Durch Zugabe des Salzes CaCl, in der
exponentiellen Wachstumsphase erhéht sich die Zellpermeabilitat fir Fremd-DNA und
inaktiviert wahrscheinlich membranassoziierte Nukleasen. Kompetente E. coli-Zellen wurden
nach der Methode von Inoue et al. (1990) hergestellt. Dazu wurden 20 ml LB-Medium mit
einer Kolonie des gewiinschten Stammes angeimpft und Uber Nacht bei 37°C schuttelnd
inkubiert. Am néchsten Tag wurden 250 ml SOB-Medium auf eine ODgg Von 0,05 angeimpft
und bis zu einer Dichte von 0,2 - 0,3 schittelnd bei Raumtemperatur kultiviert. Die Zellen
wurden anschlieRend abzentrifugiert (2000 x g, 4°C, 10 min) und das Pellet in 80 ml eiskalten
TB-Puffer resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert und das Pellet in 20 ml eiskaltem TB-Puffer aufgenommen. AnschlieRend
wurde unter leichten Schiitteln tropfenweise DMSO hinzugegeben (EK: 7%). Die
Zellsuspension wurde aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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TB-Puffer (200 ml): SOB-Medium (250 ml):

PIPES (pH 6,7) 10 mM Trypton 59

KCI 250 mM Hefeextrakt 1,25¢g

CaCl, 15 mM NaCl 0,125¢

MnCl, 55 mM KCI(1M) 625l
Sterilfiltrieren Nach dem Autoklavieren 1,25 ml

1 M MnCl,-L6sung hinzufligen

2.5.2 Transformation von E. coli-Zellen

Die bei -80°C gelagerten chemisch kompetenten E. coli-Stdmme DH5a mcr oder BL21(DE3)
wurden auf Eis aufgetaut und mit Plasmid-DNA oder einem Ligationsansatz versetzt. Der
Ansatz wurde auf Eis 30 min inkubiert, bevor die Zellen einem Hitzeschock von 42°C fir
60 - 90 sek ausgesetzt wurden. Anschliefend wurden 400 ul LB-Medium zugefiigt und der
Ansatz bei 37°C fur 45 min inkubiert. Die Selektion der Plasmid-tragenden Klone erfolgte
durch das Ausstreichen auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten.

2.5.3 Transformation von Synechocystis-Zellen

Da Synechocystis eine nattirliche Kompetenz zur Aufnahme von Fremd-DNA besitzt, war
eine Vorbehandlung der Zellen nicht notwendig. Zur Transformation von Synechocystis
wurden 2 ml einer Kultur mit einer OD7s0 von ca. 2 (mind. 10° Zellen) zentrifugiert (1000 x g,
30°C, 2 min). Der GroRteil des Uberstandes wurde verworfen und die Zellen in ca. 200 ul
Rucklauf resuspendiert. Die Plasmid-DNA wurde in einer Menge von 500 - 1000 ng zugesetzt
und die Zellen anschlieend bei 30°C im Dunkeln ber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Zellen auf BG11-Agarplatten ausplattiert und nach ca. 2 -3 Tagen mit dem
entsprechenden Antibiotikum in einer Endkonzentration von 15 pg/ml unterschichtet.
Nachdem die Wildtypzellen in der Regel nach einigen Tagen lysiert waren, wurden die ersten
resistenten Zellkolonien auf der Agarplatte sichtbar. Durch mehrmaliges Unterschichten mit
steigenden Antibiotika-Konzentrationen wurde der Selektionsdruck (iber mehrere Tage
erhoht. Da Synechocystis 10-12 Kopien des Genoms enthélt, ist ein starker Selektionsdruck
notwendig, um eine vollstandige Integration von Plasmiden in alle Kopien zu erhalten. Die

vollstandige Integration wurde durch PCR-Analysen iberpruft.
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2.5.4 Transformation von B. subtilis-Zellen

Es wurden 10 ml MD-Medium mit 50 ul CAA (20%, Casamino Acids) mit dem B. subtilis
Wildtyp inokuliert und bei 37°C bis zu einer ODggo Von 1 - 1,5 kultiviert. Dann wurde die
gleiche Menge an MD-Medium ohne CAA zugegeben. Die Zellen wurden anschlieRend fiir
1 h bei 37°C schuttelnd inkubiert. Fir jede Transformation wurden 800 pl der Zellsuspension
verwendet, mit 1 pg Plasmid-DNA/mI versetzt und 20 min schittelnd inkubiert.AnschlieRend
wurden 25 ul 20% CAA hinzugegeben und der Transformationsansatz fiir 1 h bei 37°C
geschittelt. AbschlieBend wurden die Zellen auf Antibiotika-haltigen Agarplatten ausplattiert
und bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

MD-Medium (50 ml): 10x PC:

10x PC 5ml KzHPO, 21,49
40% (w/v) Glukose 1,25 ml KH,-PO4 12 g
Tryptophan (2 mg/ml) 1,25 ml Nas-Citrat, 5xH,O 10g
Eisen(l11)-Ammoniumcitrat (2,2 mg/ml) 0,25 ml

L-Aspartat (50 mg/ml, pH 7,0) 2,5ml

MgSO, (1 M) 0,15 ml

2.6 Produktion von heterologen und homologen Proteinen in E. coli

Zur Produktion wvon verschiedenen homologen oder heterologen Proteinen wurde
ausschlieBlich der E. coli-Stamm BL21(DE3) verwendet. Alle Medien enthielten die
entsprechenden  Antibiotika und die Kultivierung fand bei 37°C statt. Die
Uberexpressionsplasmide wurden BL21(DE3)-Zellen transformiert und auf LB-Agarplatten
uber Nacht inkubiert. Von diesen Platten wurde eine LB-Vorkultur mit 5 - 10 Kolonien
angeimpft und Uber Nacht bei 125 Upm kultiviert. Aus dieser Vorkultur wurde die
Expressionskultur in einem Verhéltnis von 1/10 angeimpft und bis zu einer ODggo Von 0,8 - 1
bei 125 Upm kultiviert. AnschlieBend wurde zur Induktion der Expression in Abhangigkeit
des Vektorsystems entweder Anhydrotetracyclin (AHT, EK: 2 pg/ml), oder IPTG (EK:
1 mM) zugegeben. Bei den verwendeten pASK-IBA-Vektoren steht die Transkription der
klonierten Gene unter der Kontrolle des Tetracyclin-Promotors, diese kann durch das nicht
antibiotisch wirkende Analogon AHT induziert werden. Bei dem verwendeten pET-Vektor
unterliegt die Transkription des gewunschten Gens der Kontrolle des viralen T7-Promotors.
Der Promotor kann nicht von endogenen RNA-Polymerasen erkannt werden und bendtigt die
T7-RNA-Polymerase. Diese ist in BL21(DE3)-Zellen genomisch kodiert und die Expression
kann durch IPTG induziert werden. Nach der Induktion wurden die Kulturen fur 3 h (pET-
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Vektoren) oder 6h (pASK-IBA-Vektoren) kultiviert, die Zellen wurden dann durch
Zentrifugation (5°min, 7000 x g) geerntet. Das Zellpellet konnte dann bei -20°C eingefroren
und gelagert werden.

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Affinitatschromatographische Reinigung von rekombinanten Proteinen

In dieser Arbeit wurde die Glukosylglycerolphosphat-Synthase aus Synechocystis (GgpS) und
die Trehalose-Phosphat-Synthasen (TPS) aus C. glutamicum, M. tuberculosis, E. coli und
S. cerevisiae exprimiert (siehe 2.6) und mittels Affinitdtchromatographie gereinigt.

Hierzu wurden die Proteine mit verschiedenen Affinitats-Tags versehen. Bei der Verwendung
von pASK-IBA-Vektoren wurde der Proteinsequenz entweder N- oder C-terminal die
Plasmid-kodierte Strep-Tag II-Sequenz angefigt. Diese bestent aus 8 Aminoséuren
(WSHPQFEK) und wird durch die starke Interaktion mit der Strep-Tactin-Matrix (IBA
GmbH, Géttingen) zur Reinigung von rekombinanten Proteinen eingesetzt. Diese Interaktion
beruht prinzipiell auf der Bindung von Biotin an Avidin.

Zusatzlich wurde zu Beginn dieser Arbeit das mit einem 10x-His-Tag versehene GgpS-
Protein iiber die Interaktion mit einer Ni**-NTA-Matrix gereinigt. Dazu bilden jeweils zwei
Histidine mit einen Zink-lon eine Chelatbindung aus und kénnen aufgrund dieser Interaktion
gereinigt werden. Alle gezeigten Enzymtests wurden nachfolgend jedoch mit Strep-Tag-
Fusionsproteinen durchgefiihrt.

Alle Schritte der Proteinreinigung wurden ausschlieRlich auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt.
Fir die Reinigung der Strep-Tag-Fusionsproteine wurde das Pellet der Expressionskultur
zungchst in 15-25ml Waschpuffer I (100 mM TRIS/HCI, pH 8, 150 mM NaCl) mit
0,1 mg DNasel/ml (Roche, Mannheim) aufgenommen. Die Zellen wurden anschlieBend durch
dreimaliges Passagieren durch eine FRENCH®-Press-Zelle (SLM Aminco, USA) bei einem
Druck von 18000 x psi aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden bei 15000 x g fir 20 min
abzentrifugiert und der den Gesamtproteinextrakt enthaltende Uberstand konnte direkt auf
eine Strep-Tactin-Sepharose-Sédule aufgetragen werden. Nach der Bindung der Proteine an die
Matrix wurde die S&ule zundchst mit 15 S&ulenvolumen (SV) Waschpuffer II (100 mM
TRIS/HCI, pH 8, 500 mM NaCl) und anschlieBend mit 5 SV Waschpuffer I11 (100 mM
TRIS/HCI, pH 8) gewaschen. Die Elution erfolgte mit 5 mM Desthiobiotin in Waschpuffer I.
Die Elutionen wurden aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

27



Material und Methoden

Zur Reinigung der His-Tag-Proteine wurde das E. coli-Pellet in Waschpuffer I mit 50 mM
Imidazol aufgenommen und der Gesamtproteinextrakt analog zur Strep-Tag-Reinigung
hergestellt. Fiir die Reinigung wurde eine His-Trap™-Matrix und das FPLC-System Akta
(beide GE Healthcare, Miinchen) eingesetzt. Nach der Bindung der Fusionsproteine an die
Matrix wurde die S&ule mit 20 SV Waschpuffer I mit 200 mM Imidatol gewaschen, um
unspezifische Proteine zu entfernen. Die Elution erfolgte mit 500 mM Imidazol in
Waschpuffer I. Die Proteine wurden analog zur Strep-Tag-Reinigung behandelt.

2.7.2 Untersuchungen zur Bindung des GgpS-Proteins an Heparin

Um die Bindung der GgpS an Heparin zu untersuchen, wurden 210 pg des gereinigten
Proteins mit 300 pul einer Heparin-Sepharose-Matrix (GE Healthcare, Miinchen) fur 30 min
bei 4°C inkubiert. Die Matrix wurde anschlieend mit 20 ml Puffer A (20 mM TRIS/Maleat,
pH 7.5, 10 mM MgCl,) gewaschen und das Protein in Puffer A mit steigenden NaCl-
Konzentrationen (0 - 2 M) eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden dann mittels SDS-PAGE

aufgetrennt und die Proteinbanden durch Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht.

2.7.3 Herstellung von Zellextrakten verschiedener Organismen

Fir einen nachfolgenden Einsatz in Enzymaktivitatstests wurden Zellextrakte von
Synechocystis, E. coli, C. glutamicum und B. subtilis hergestellt. Dazu wurden Zellen in
Enzymtestpuffer (ETP, 20 mM TRIS/Maleat, pH 7,5, 10 mM MgCl;) mit 0,1 mg DNasel/ml
resuspendiert und anschlieRend mittels einer FastPrep® (Thermo-Savant) durch schnelles
Schitteln mit Glasperlen (& 0,2 - 0,3 mm) aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden bei
20000 x g fir 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde Gber eine PD10 Desalting column
(GE Healthcare, Minchen) gegeben, um niedermolekulare Substanzen zu entfernen. Die
Proteinkonzentration wurde abschlielend mit ETP auf 10 pg/ul eingestellt. Fiir bestimmte
Enzymtests wurde der Zellextrakt verschiedenen Behandlungen unterzogen. Die Proben
wurden entweder gekocht (1 h, 95°C) oder mit Trypsin (EK: 40 ug/ml) fiir 96 h oder
ProteinaseK (EK: 400 pg/ml) fiir 24 h bei 37°C inkubiert, die Proteasen wurden anschlie3end
hitzeinaktiviert (1 h, 95°C). Ausserdem wurde eine Acetonfallung des Zellextraktes
durchgefuhrt. Dazu wurde dem Zellextrakt das 5fache Volumen an eiskaltem Aceton (80%)
hinzugefugt, fir 4 h bei -20°C inkubiert und danach zentrifugiert (25000 x g, 30 min). Der
Uberstand und das Pellet wurden zur Entfernung des Aceton in einer Speed-Vac (Eppendorf
Concentrator 5301) bis zur Trockne abgedampft und in ETP aufgenommen. AulRerdem wurde
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der Zellextrakt einer Auftrennung uber ein HPLC-System unterzogen (HP series 1100,
Hewlett-Packard, Waldbronn). Dabei wurde die S&ule Nucleodur RP-18 (Macherey und
Nagel, Duren) verwendet. Die einzelnen Fraktionen wurden abgedampft und das Pellet in
ETP aufgenommen.

2.7.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen von Ldsungen wurden nach Bradford (1976) bestimmt. Die
Proteinbestimmung nach Bradford wurde mit Hilfe des Roti®-Nanoquant-Reagenz (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur Kalibrierung der

Proteinkonzentration diente Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumin).

2.7.5 Trennung von Proteinen mittels Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach dem Molekulargewicht erfolgte in
10 - 15%igen SDS-Polyacrylamidgelen nach Laemmli (1970) in ,,Minigel-Twin*-Kammern
(Biometra, Gottingen). Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit 4x-SDS-
Probenpuffer versetzt, und fir 5 min bei 95°C inkubiert, um eine vollstandige Bindung des
SDS an die Proteine zu gewabhrleisten. Die Proteine wurden bei maximal 30 mA aufgetrennt.
Als GrélRenstandard diente der PageRuler™ plus (Fermentas, St. Leon-Roth).

Je nach weiterem Verwendungszweck wurden die Gele anschlieBend einer Coomassie-
Féarbung (siehe 2.7.5), einer Silberfarbung (siehe 2.7.6) oder einer Western Blot-Analyse

(siehe 2.7.7) unterzogen.

4x-SDS-Probenpuffer:

SDS 8%
TRIS/HCI, pH 6,8 200 mM
Glycerin 40%

B-Mercaptoethanol 4%
Bromphenolblau 0,04%

2.7.6 Coomassiefarbung von SDS-Gelen

SDS-Gele wurden nach der Elektrophorese einer Coomassie-Farbung in Anlehnung an
Sambrook et al. (1989) unterzogen. Dabei wurden die Proteingele fir mindestens 30 min in
Coomassie-Férbelosung (0,2% Serva Blue R, 30% Ethanol, 10% Essigsdure) geschiittelt.

29



Material und Methoden

AnschlieBend wurden die Gele in 10% Essigsdure entfarbt, bis die Proteinbanden deutlich

erkennbar waren.

2.7.7 Silberfarbung von SDS-Gelen

Fir die Silberfarbung von SDS-Gelen wurden diese nach der Elektrophorese zundchst in
Fixierlosung (50% Methanol, 12% Essigsdure, 0,05% Formaldehyd) fir 1 h inkubiert.
Anschliefend wurde das Gel 3 Mal fur jeweils 20 min in 50% Ethanol gewaschen. Dann
wurde das Gel in Natriumthiosulfat-Léung (0,2 g/l) inkubiert und danach 3 Mal 20 min mit
Wasser gesplilt. Zur Farbung wurde das Gel in Entwicklungsldsung (60 g/l Na,Os, 0,05%
Formaldehyd) inkubiert, bis die gewiinschte Intensitat erreicht war. Zum Stoppen der
Reaktion wurde das Gel in Stopp-Ldsung (50% Methanol, 12% Essigséure) tberfuhrt und fur
20 min geschiittelt.

2.7.8 Immunologische Detektion von Proteinen mittels Western-Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinproben wurden die Proteine
gegebenenfalls mit Hilfe eines semi-dry-Blots aus dem Gel auf eine PVDF-Membran
(Immobilon P, PorengroBe 0,45 pm, Millipore, Bedford) {iibertragen. Dazu wurde die
Membran in Methanol aktiviert, in Transferpuffer (10 mM CAPS, pH 11, 10% Methanol)
aquilibriert und dann in einer semi-dry-Blotapparatur (Biometra, Gottingen) auf einen Stapel
aus drei in Transferpuffer getrankten Whatman 3 mm-Filter-Papieren (Whatman GmbH,
Dassel) gelegt. Darauf wurde das Proteingel luftblasenfrei gelegt und mit einem weiterem
Stapel bestehend aus drei Whatman-Papieren bedeckt. Der Proteintransfer auf die Membran
erfolgte bei 0,8 mA/cm? Oberflache fir 1 h. Nach dem Transfer wurde die Membran fiir
30 min bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C in Blockierungslosung (3% BSA in
PBS-T) inkubiert, der jeweilige erste Antikorper in einer Verdiinnung von 1:1000 bis 1:5000
in PBS-T zugegeben und fiir weitere 60 min geschittelt. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS-T fir je 5 min wurde der entsprechende zweite Antikorper (Verdunnung 1:10000 in
PBS-T) auf die Membran gegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die spétere
Detektion wurde die an a-Maus-oder a-Kaninchen-IgG konjugierte alkalische Phosphatase
(Sigma-Aldrich, Darmstadt) genutzt. Nach dreimaligem Waschen wurde auf die Membran ein
NBT/BCIP-Gemisch (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in Entwicklungspuffer gegeben und
abgedunkelt bis zur gewiinschten Signalstarke inkubiert.
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10x PBS-T (1000 ml): Entwicklungspuffer:
KH,PO, 3,44 ¢ TRIS/HCI (pH 9,4) 100 mM
Na;HPO, 329 NaCl 100 mM
NaCl 7749 MgCl, 5mM
Tween-80 10 ml

pH mit KOH auf 7,0 einstellen

2.7.9 Formaldehyd-Crosslinking von rekombinantem GgpS-Protein

Um den Oligomerisierungsstatus des GgpS-Proteins zu untersuchen, wurden Crosslinking-
Studien mit Formaldehyd (FA) durchgefiihrt. Die eingesetzte FA-Konzentration wurde vor
der Zeitreihe Uber eine Konzentrationsreihe ermittelt. In einem Ansatz von 20 pl mit einer
GgpS-Konzentration von 0,5 ug/ul wurde eine Formaldehyd-Konzentration von 0,75%
eingestellt, bei Raumtemperatur inkubiert und nach verschiedenen Zeitpunkten Proben
abgenommen. Diese wurden sofort mit 4x-SDS-Probenpuffer versetzt und in einem 12%igen
SDS-Gel aufgetrennt. Die aufgetragene GgpS-Menge betrug dabei 2,5 ug pro Ansatz. Der
Nachweis des GgpS-Proteins fand entweder durch Coomassie-Farbung oder Western-Blot
statt. Bei Versuchen mit DNA wurden 8bp lange, einzel-oder doppelstrangige
Oligonukleotide (GACCTGAA und/oder TTCAGGTC) in einer Konzentration von
0,05 pg/ul zugesetzt.

2.7.10 In vivo-Crosslinking mittels SPINE

Fir das invivo-Crosslinking wurde die SPINE-Methode (strep protein interaction
experiment) nach Herzberg etal. (2007) angewendet. Bei dieser Technik wurde der
Synechocystis-Stamm ggpS+-Strep verwendet, der das GgpS-Protein mit einem Strep-Tag
uberexprimiert. Die Zellen wurden bei 30°C in BG11-Medium bis zu einer ODsp von 1,5
kultiviert. AnschlieBend wurden die Kulturen mit dem Crosslinker Formaldehyd (FA, EK:
1%) versetzt. Das FA ist membrangdngig und vernetzt eng benachbarte Bestandteile der
Zelle. Dadurch konnten eventuelle Interaktionspartner zusammen mit dem GgpS-Protein
gereinigt und identifiziert werden. Die Zellen wurden 30 min inkubiert und danach
abzentrifugiert (2000 x g, 10 min, 4°C). Zur Entfernung des FA wurden die Zellen 3 Mal in
20 ml BG11-Medium aufgenommen, abzentrifugiert und wieder resuspendiert. Nach dem
letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in Lysispuffer (100 mM TRIS/HCI, pH 8,0,
150 mM NaCl) aufgenommen und durch FRENCH®-Press-Behandlung aufgeschlossen. Das
Strep-getagte GgpS-Protein wurde anschlielend analog zu 2.7.1 gereinigt. Auf das Kochen
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der Proben wurde dabei verzichtet, da das FA-Crosslinking hitzereversibel ist. Die
Proteinproben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und das SDS-Gel einer Silberfarbung

(siehe 2.7.6) unterzogen. Dabei wurden 15 pg Protein pro Spur geladen.

2.7.11 Limitierte Proteolyse durch Trypsin

Um zu Gberprifen, ob bei der Interaktion des GgpS-Proteins mit Glukose, dem Zellextrakt
oder Nukleinsduren eine Strukturverédnderung eintritt, wurden Versuche mittels limitierter
Proteolyse mit Trypsin durchgefiihrt. Bei einer Strukturverdnderung kann sich dabei ein
Unterschied im Abbaumuster ergeben, weil Proteaseschnittstellen maskiert werden. Flr den
Versuch wurde in einem Volumen von 400 pl mit einer GgpS-Konzentration von 0,5 pg/ul in
ETP angesetzt. Die Proteolyse wurde bei 37°C durchgefiihrt und mit der Zugabe von Trypsin
(EK: 20 ug/ml) gestartet. Es wurden zu verschieden Zeitpunkten Proben entnommen und die
Reaktion durch Zugabe von 4x-SDS-Probenpuffer und einer Inkubation fir 10 min bei 95°C
gestoppt. AnschlieBend wurden die Proben in 12%igen SDS-Gelen aufgetrennt und mit
Coomassie gefarbt. Die aufgetragene GgpS-Menge betrug je Probe 2,5 ug.

Bei den Versuchen mit gekochtem Zellextrakt (E. coli) wurde in dem Ansatz eine
Konzentration von 5 pg/ul eingestellt. Bei allen Angaben zum Zellextrakt wird die Menge
oder Konzentration an Protein angegeben, die der Extrakt vor dem Kochen hatte. Die
tatsachliche Proteinkonzentration betrug nach dem Kochen nur noch lediglich ~7% des
anfanglichen Proteingehaltes. Bei den Versuchen mit DNA wurde Lachssperma-DNA
(Invitrogen, Karlsruhe) in einer Konzentration von 2,5 pg/ul eingesetzt. Bei der limitierten

Proteolyse mit Glukose wurde eine Konzentration von 200 mM eingestellt.

2.7.12 Zirkular-Dichroismus-Messungen (CD)

Diese spektroskopische Methode kann zur Bestimmung von Sekundéarstrukturen wie o-Helix,
B-Faltblatt und random coil-Bereichen in Proteinen verwendet werden. Hierbei spielt auch die
Lage der jeweiligen Strukturen zueinander eine Rolle, was auch die Analyse von
Konformationsédnderungen erlaubt. Zur Messung der CD-Spektren des GgpS-Proteins wurde
das Spektropolarimeter Jasco J-715 (Japan Spectroscopic Co., Ltd, Japan) verwendet. Die
Messungen wurden in einem Kaliumphosphat-Puffer (5 mM) durchgefiihrt und 150 pg/ml
GgpS-Protein eingesetzt. Es wurden verschiedene Ansatze analysiert, die zusatzlich zum
GgpS-Protein auch 600 mM NaCl und/oder 70 ug/ml Lachssperma-DNA enthielten. Fur die
Messungen wurde eine Kivette mit einer Schichtdicke von 1 mm eingesetzt. Die Messung
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erfolgte in einem Wellenldngenbereich von 180 - 250 nm. Die Aufnahme der Spektren

erfolgte mit 50 nm/min und einem Abstand der Messpunkte von 1 nm.

2.7.13 EMSA-Experimente (electrophoretic mobility shift assay)

Die EMSA-Technik wurde angewendet, um eine Interaktion der zu untersuchenden
Glukosyltransferasen mit Nukleinsduren nachzuweisen. Eine Bindung der Proteine an DNA-
oder RNA-Fragmente definierter Grol3e sollte bei der Auftrennung in einem Agarose-Gel das
Laufverhalten der Nukleinsduren veréndern. Dies wirde sich durch einen apparenten
GroRenzuwachs des Fragments &ufRern. Um eine Bindung zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Mengen an Protein mit 100-113ng eines DNA-Fragments
(233 Basenpaare, Bp) oder 50ng eines RNA-Fragments (250 Nukleotide) bei
Raumtemperatur fur 5 min inkubiert und anschliefend in TA-Agarose-Gelen (2%, TAE ohne
EDTA) aufgetrennt. Bei Versuchen mit NaCl enthielten sowohl Gel- als auch Laufpuffer
200 mM NaCl. Fur eine Quantifizierung der Bandenintensitat wurde das Programm PC-BAS

(Raytest) verwendet.

2.8 Enzymtest zur Bestimmung der Aktivitat von Glukosyltransferasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Enzymtests durchgefuhrt, um die Aktivitat von
Glukosyltransferasen bei verschiedenen Bedingungen zu bestimmen. Alle Substrate fir den
Test wurden von Sigma-Aldrich (Miinchen) erworben. Der Test wurde auf der Basis der
Ergebnisse von Schoor (1996) durchgefiihrt, musste jedoch grundlegend optimiert werden
(siehe Ergebnisse). Alle Ansétze hatten dabei ein Gesamtvolumen von 80 pl, die eingesetzte
Enzymmenge betrug je nach Enzym 0,1-1pg. Im ersten Teil des Tests wurde die
Verknilpfung der beiden Substrate XDP-Glukose (ADP-Glukose oder UDP-Glukose) und
Glycerol-3-Phosphat (GgpS) oder Glukose-6-Phosphat (TPS) zu Glukosylglycerolphosphat
bzw. Trehalose-Phosphat durch die jeweiligen Glukosyltransferasen katalysiert. Diese
Reaktion fand bei der jeweiligen optimalen Wachstumstemperatur der Organismen statt, aus
denen die Enzyme stammten. Diese Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung (10 min, 95°C)
der Enzyme nach 10-15 min gestoppt. Die phosphorylierten Zwischenprodukte wurden durch
Zugabe von 1 U einer alkalischen Phosphatase (FastAP, Fermentas, St. Leon-Roth) fir
30 min bei 30°C dephosphoryliert. Zur Ausfallung der Proteine wurde 400 pul eiskaltes
Aceton (80%) hinzugegeben, das den internen Standard Ribitol enthielt (200 pg/ml). Die

Proben wurden mindestens 1 h bei -20°C inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert (20 min,
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4°C, 20000 x g). Der Uberstand wurde (iberfilhrt und mittels einer SpeedVac (Eppendorf
Concentrator 5301) bis zur Trockne eingedampft. Die nachzuweisenden Substanzen aus dem
Pellet wurden in 200 pul 100% Ethanol extrahiert und die Proben erneut abzentrifugiert
(20 min, RT, 20000 x g). Der Uberstand wurde in Gaschromatographie (GC)-GefiRe
uberfuhrt und das Ethanol unter Druckluftstrom abgedampft. Die eingetrockneten Proben

wurden anschlieBend fiir die GC derivatisiert (siehe 2.9).

2.9 Nachweis niedermolekularer Substanzen mittels Gaschromatographie

Um die Osmolyte Glukosylglycerol und Trehalose sowie den internen Standard Ribitol
mittels Gaschromatographie nachweisen zu koénnen, mussten die Hydroxylgruppen dieser
Substanzen zundchst silyliert werden. Dabei werden diese Substanzen durch die kovalente
Bindung von Trimethylsilanen an die OH-Gruppen hitzestabilisiert und die
Verdampfungstemperatur herabgesetzt. Fir diese Derivatisierung wurde MSTFA eingesetzt
(Macherey und Nagel, Diiren).

Die eingetrockneten Proben wurden mit 50 ul MSTFA und 50 pul Pyridin versetzt und fiir 1 h
(Glukosylglycerol) oder 4 h (Trehalose) bei 65°C inkubiert. AnschlieBend konnten die Proben
in einem Gaschromatographen (TRACE GC 2000 series, Thermo Finnigan, Mailand, Italien)
analysiert werden. Zur Auftrennung wurde eine Kapillarsdule des Typs SE-54 der Firma
Mega (Legnano, Italien) verwendet, wobei als mobile Phase bzw. Tragergas Stickstoff diente.
Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines Flammenionisationsdetektors.

Die Trennung erfolgte bei folgendem Temperaturprogramm:

2 min 60°C
Anstieg von  30°C/min
3 min 280°C
Anstieg von  30°C/min
5 min 320°C

Die Menge der zu analysierenden Osmolyte konnte durch die Flache des Peaks bestimmt
werden, die in ein Verhéltnis zur Peakflache des bekannten internen Standards gesetzt wurde.
Die resultierenden Osmolytmengen konnten dann zur Berechnung der Enzymaktivitaten

verwendet werden.
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2.10 Untersuchung zur Regulation der GgpS-Transkription in Synechocystis

In dieser Arbeit wurde das Plasmid pIGA -303/+458 in das Genom des Wildtyps und einer
Mutante (AGDS), die kein GgpS-Enzym synthetisieren kann, inseriert (siehe 2.5.3). Das
Plasmid enthélt neben einer Spectinomycinresistenzkassette zur Selektion ein GFP-Gen,
dessen Trankription unter der Kontrolle des nativen GgpS-Promotors steht. Wenn, wie
vermutet, das GgpS-Protein seine eigene Transkription reguliert, sollte in der AGDS-Mutante
die GFP-Expression im Vergleich zum Wildtyp dereguliert sein. Um die GFP-Expression
nachweisen zu konnen, wurden Zellen der jeweiligen Stdmme durch eine FastPrep-
Behandlung aufgeschlossen. Anschlielend wurden die l6slichen Proteine durch
Ultrazentrifugation (30 min, 200000 x g) von den Membranproteinen getrennt. Die
Konzentration der léslichen Proteine wurde auf 3 pg/ul eingestellt und die GFP-Fluoreszenz
mittels eines Fluoreszenzspektrometers (Aminco-Bowman Series 2, SLM-Aminco) analysiert.
Dabei wurde das GFP-Protein bei 395 nm angeregt und die Fluoreszenz Uber einen Bereich
von 450 - 600 nm gemessen. Die maximale Fluoreszenz von GFP liegt bei 509 nm. Bei diesen
Messungen betrug die Verstdrkung 605V (AGDS-Mutante) bzw. 710V (Wildtyp), die
Spaltbreite lag sowohl bei Anregung als auch Emission bei 8 nm.

Die GFP-Expression wurde sowohl bei einer niedrigen Salzkonzentration angezogenen Zellen
als auch bei tiber 3 Tage bei 3% Salz kultivierten Zellen untersucht.

2.11 Identifikation der Nukleinsédurebindestellen des GgpS-Proteins

Die Versuche zur Identifikation der Nukleinséurebindestellen wurde mit Modifikationen nach
Ori et al. (2009) durchgefuhrt. Bei dieser Technik werden die primdren Amine der Lysine auf
der Proteinoberflache durch die Zugabe von NHS-Biotin (Sigma-Aldrich, Miinchen) kovalent
modifiziert. Da davon ausgegangen wird, dass die Nukleinsaure/GgpS-Interaktion unter
anderem uUber die Bindung des Nukleinsdureriickgrats an oberflachlich gelegene Lysine
stattfindet, sollte die Modifikation dieser Aminosduren durch NHS-Biotin in Anwesenheit
von DNA verhindert werden. Nach einer Proteolyse des GgpS-Proteins und einer
anschlie3enden MALDI-TOF-Massenspektrometrie (matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight) sollten nun die biotinylierten Peptide nachgewiesen
werden konnen. Durch den Vergleich der Ansédtze ohne bzw. mit DNA wiirde man die
Bindestellen identifizieren konnen.

Fir den Versuch wurde das GgpS-Protein mittels einer PD10 Desalting column (GE
Healthcare, Miinchen) in 50 mM Kaliumphosphatpuffer umgepuffert. Jeder Ansatz enthielt
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dabei 0,1 pg/ul GgpS-Protein, ein Ansatz zusatzlich 6 ug Lachssperma-DNA (Invitrogen,
Karlsruhe). Die Ansédtze wurden mit H,O auf 37,25 ul aufgefiillt und die Reaktion wurde
durch Zugabe von 2,75 ul NHS-Biotin (in DMSO, EK: 10 mM) gestartet. Die Reaktionen
wurden nach 5 min oder 30 min durch Zugabe von TRIS (EK: 100 mM, pH 7,5) gestoppt. Die
Proben wurden anschlieBend durch SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel mit Coomassie gefarbt
und die Proteinbanden ausgestochen. Die Proben wurden dann fur die MALDI-TOF-Analyse
zum Zentrum fir molekulare Medizin (ZMMK, Kdln) geschickt.

2.12 In vivo-Lokalisierung von GgpS-GFP-Proteinen in Bacillus subtilis

Far die invivo-Lokalisierung in B. subtilis wurden zunéchst Plasmide kloniert, auf denen
GgpS-GFP-Fusionsproteine kodiert sind. Dabei wurden sowohl Konstrukte fir eine C-
terminale (pSG1154-GgpS) als auch eine N-terminale (pSG1729-GgpS) Fusion des GFP
hergestellt. Die Expression konnte durch die Zugabe von Xylose induziert werden. Mittels
dieser Vektoren wurden Stamme von B. subtilis hergestellt, die das jeweilige Fusionsprotein
exprimieren (1154-GgpS oder 1729-GgpS). Diese Stdamme wurden bis zu einer ODgy von 0,1
in LB-Medium kultiviert, mit Xylose (EK: 1%) induziert und 1 h schittelnd inkubiert. Die
genomische DNA wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenyl-
Indol, 1 ug/ml, Sigma-Aldrich, Miinchen). Die Lokalisierung der GgpS-GFP-Proteine konnte
dann durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Dazu wurde ein Zeiss Axiolmager
M1 verwendet, der mit einer Zeiss AxioCam HRm-Kamera versehen war. Die GFP-
Fluoreszenz wurde mit dem Filterset 38HE, eGFP gemessen, die DAPI Fluoreszenz mit dem
Filterset 49. Bei den Versuchen wurden sowohl Zellen ohne Zugabe von NaCl als auch 5 min

nach einem Salzschock von 2 M NaCl analysiert.
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3. Ergebnisse

Wahrend die einzelnen Komponenten von Osmolyt-synthetisierenden Systemen bereits in
vielen Organismen identifiziert werden konnten, sind die Mechanismen ihrer Regulation
bisher unverstanden. Im Falle von Synechocystis wird die Synthese des kompatiblen Soluts
GG durch die Glukosylglycerol-Phosphat-Synthase GgpS und einer Phosphatase, der GgpP,
katalysiert, wobei die Regulation auf Ebene der GgpS stattfindet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die biochemische Regulation des GgpS-Proteins untersucht, um zu verstehen, wie die
schnelle Antwort der Osmolytsynthese nach einem Salzschock als auch die steady-state-

Anpassung bei langerfristig erhdhten Salzkonzentrationen verwirklicht ist.

3.1 Optimierung der Versuchsbedingungen

3.1.1 Optimierung der GgpS-Expression

Zur Durchfuhrung von biochemischen Untersuchungen werden teilweise groRe
Enzymmengen bendtigt. Das Protein muss zusatzlich in einem hohen Reinheitsgrad vorliegen.
Um dies im Falle der GgpS zu erreichen, mussten die Expressionsbedingungen optimiert
werden. Dazu wurde zunéchst anstelle von DH5a mcr-Zellen der E. coli-Stamm BL21(DE3)
fur die Produktion des rekombinanten Enzyms verwendet. Der Wechsel des
Expressionsstamms hatte eine deutliche Steigerung der Expressionseffizienz zu Folge.
Weiterhin wurde die Konzentration des Induktors AHT um den Faktor 10 auf 2 pg/ml erhoht,
was ebenfalls zu einer hoheren Proteinausbeute fiihrte. Letzlich konnte durch diese
Anderungen eine Gesamtausbeute von 16 mg GgpS/I Kultur erreicht werden, was einer
Steigerung um den Faktor 6 entspricht. (siehe Abbildung 3.1).

37



Ergebnisse

kba () AF DF W1 W2 W8 E1 E2 E3

Abbildung 3.1: Reinigung des GgpS-Proteins.

Gezeigt ist das Coomassie-Blau-gefarbte SDS-Gel der Strep-Tactin-Reinigung des rekombinanten Strep-GgpS-
Proteins (roter Pfeil). (-) I: Zellextrakt vor Induktion, AF: S&ulenauftrag, DF: Durchflussfraktion, W1-2,
Waschschritte 1-2, W8: letzter Waschschritt, E1-3: Elutionsfraktionen 1-3. Die Expression wurde in dem E. coli-
Stamm BL21(DE3) durchgefiihrt und die Reinigung erfolgte tber eine Strep-Tactin-Matrix.

Nach der Induktion durch AHT kann eine deutliche Uberexpressionsbande des GgpS-Proteins
nachgewiesen werden (58 kDa, Spur AF). In der Durchflussfraktion (Spur DF) verschwindet
diese Bande, was auf eine vollstdndige Bindung des rekombinanten Proteins an die
Sdulenmatrix hindeutet. Nach den Waschschritten konnte das Protein in apparenter
Homogenitét gereinigt werden (Spuren E1-E3, roter Pfeil). Das GgpS-Protein konnte nun in
ausreichender Menge und Reinheit fiir die Durchfiihrung von biochemischen Experimenten
hergestellt werden. Zusétzlich wurden polyklonale Antikérper gegen das GgpS-Protein in
Zusammenarbeit mit der Firma Eurogentec (KoIn) hergestellt. Dabei wurden Kaninchen mit
gereinigtem Protein immunisiert, bis eine ausreichende Konzentration der Antikdrper im

Blutplasma nachweisbar war (Daten nicht gezeigt).

3.1.2 Optimierung der Enzymaktivitatstests

Um stabile Enzymaktivitaten und eine Reproduzierbarkeit der Daten zu gewéhrleisten, wurde
der Enzymtest zundchst optimiert. Da im Rahmen dieser Arbeit die GgpS-Aktivitat in Bezug
auf einen hemmenden Effekt von verschiedenen Substanzen untersucht werden sollte, wirden
solche Fehler eine Fehlbestimmung der inhibitorischen Wirkung zur Folge haben. Deshalb
wurde zunéchst der Einfluss der GgpS-Menge im Enzymtest untersucht. Dafir wurden GgpS-
Mengen von 0,1 pg, 0,5 pg und 1 pg eingesetzt und das gebildete GG iiber einen Zeitraum
von 0 - 40 min gemessen (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Gebildetes GG-in Abhangigkeit von der GgpS-Menge und der Zeit.
Gezeigt ist die im Enzymtest gebildete Menge an GG bei GgpS-Mengen von 1 ug (e), 0,5 ug (o) und 0,1 pg
(A) tiber einen Zeitraum von 40 min.

Es ist deutlich erkennbar, dass die Enzymaktivitat bei einer Menge von 1 pg GgpS bereits
nach ~ 5 min keinem linearen Verlauf mehr folgt. Auch bei einer Menge von 0,5 pug Protein
ist die Aktivitat lediglich bis zu einem Zeitpunkt von ca. 10 min linear. Lediglich bei einer
GgpS-Menge von 0,1 pg ist eine Linearitdt der Aktivitdt iiber einen Zeitraum von mindestens
15 min gegeben. Zusétzlich wurde untersucht, ob die bisher verwendete Substratkonzentration
von jeweils 3 mM ADP-Glukose und Glycerol-3-Phosphat fiir die Experimente geeignet war
(Daten nicht gezeigt). Wie zuvor beschrieben, zeigte das GgpS-Enzym bei dieser
Konzentration eine maximale Aktivitat, hohere Konzentrationen hemmten die GG-Synthese
(Schoor, 1996). Unter den optimierten Bedingungen ergeben sich GgpS-Aktivitdten von bis
zu 700 nkatal/mg Protein, alle bisher vertffentlichen Aktivitaten lagen bei 60 - 80 nkatal/mg,
dies entspricht einer zehnfachen Erhdhung. Die folgenden Daten der GgpS-Aktivitét sind als
prozentuale Werte angegeben, da die Enzymaktivitaten aufgrund von Ungenauigkeiten bei der
Proteinbestimmung oder von verschiedenen Proteinpraparationen in einem Bereich von 300 -
700 nkatal/mg GgpS lagen. Dabei blieb die Regulation der GgpS jedoch unverandert.

Ein weiterer wichtiger Faktor fur die nachfolgenden Experimente war die Stabilitat der
Enzymaktivitat bei erhdhten Salzkonzentrationen. Dazu wurden Enzymtests mit 0,1 ug GgpS
Uber einen Zeitraum von 16 min durchgefuhrt, die Ansdtze enthielten dabei entweder kein
NaCl oder es wurde eine NaCl-Konzentration von 200 mM eingestellt (siehe Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Gebildete GG-Menge in Abhangigkeit der NaCl-Konzentration und der Zeit.
Gezeigt ist die im Enzymtest gebildete Menge an GG bei einer GgpS-Menge von 0,1 ug in Anwesenheit von
0 mM (@) bzw. 200 mM NaCl (o) iiber einen Zeitraum von 16 min.

Auch bei den optimierten Testbedingungen hatte die NaCl-Konzentration keinen Einfluss auf
die gebildete GG-Menge. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Enzymtest fiir alle in dieser
Arbeit gemessenen GgpS-Aktivitaten mit einer GgpS-Menge von 0,1 pg tiber einen Zeitraum

von 10 - 12 min durchgefihrt.

3.2 Regulation des GgpS-Proteins durch niedermolekulare Substanzen

Unter steady-state-Bedingungen muss die interne Osmolyt-Konzentration an die externe
Salzkonzentration angepasst werden. Dazu ist eine genaue Modulierung der GgpS-Aktivitat
notwendig. Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Aktivitat der GgpS durch erhdhte
Konzentrationen des Endproduktes dieses Osmolytsyntheseweges, GG, inhibiert wird. Diese
sogenannte Feedback- oder Endprodukt-Hemmung konnte durch Marit Stirnberg (2006)
gezeigt werden. Im Falle des GgpS-Proteins konnte in vitro zusatzlich nachgewiesen werden,
dass die durch GG ausgeltste Inhibition bei einer Erh6hung der NaCl-Konzentration
aufgehoben wird. Um den molekularen Mechanismus dieser Inhibition besser zu verstehen,
wurde untersucht, ob neben GG auch andere osmotisch aktive Substanzen eine vergleichbare
Inhibition der GgpS-Aktivitat bewirken. Neben den Zuckern Glukose, Fruktose, Maltose und

Trehalose wurden die Polyole Sorbitol, Glycerol und Inositol untersucht. AufRerdem wurden
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die in vielen Organismen unter Salzstress akkumulierten kompatiblen Solute Prolin und
Glycinbetain eingesetzt, die zu der Gruppe der Aminosauren bzw. Aminoséurederivate
gehdren. In diesen Enzymtests wurde die Konzentration der jeweiligen Osmolyte auf 400 mM
eingestellt und der Effekt auf die GgpS-Aktivitat beobachtet (siehe Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Einfluss von verschiedenen Osmolyten auf die GgpS-Aktivitéat.

Gezeigt ist die relative Aktivitat der GgpS bei einer Osmolytkonzentration von 0 mM (Kontrolle) bzw. 400 mM.
Untersucht wurden die Osmolyte Trehalose, Maltose, Glukose, Glycinbetain, Sorbitol, Fruktose, Inositol,
Glycerin und Prolin.

Bei den untersuchten Osmolyten zeigten die Zucker Trehalose, Maltose und Glukose die
starkste Inhibition auf unter 20% der Gesamtaktivitat, gefolgt von Glycinbetain mit 30%
Hemmung. Eine mittlere Inhibition von 60% Restaktivitat lieR sich bei Fruktose und Inositol
beobachten. Glycerol und Prolin zeigten lediglich geringe hemmende Effekte. Diese
Unterschiede in der inhibierenden Wirkung konnten dabei nicht auf die jeweiligen
osmotischen Aktivitdten der verschiedenen Osmolyte zuriickgefiihrt werden. Diese lagen in
einem vergleichbaren Bereich von 0,4 - 0,48 Osmol/kg und korrelierten nicht mit den
beobachteten Ergebnissen.

Im Weiteren wurde bei den am stérksten hemmenden Substanzen untersucht, ob die Inhibition
des GgpS-Proteins durch eine Erhohung der NaCl-Konzentration abgeschwaécht oder
aufgehoben werden kann. Dies wiirde auf einen Mechanismus hinweisen, der mit der NaCl-

modulierten GG-Inhibition vergleichbar ware. Dazu wurde im Enzymtest die Konzentration
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von Glycinbetain, Sorbitol, Maltose, Fruktose, Glukose und Trehalose auf 200 mM eingestellt
und eine Reaktivierung des GgpS-Proteins bei 200 mM NaCl untersucht (siehe Abbildung

3.5).
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Abbildung 3.5: Reaktivierung der GgpS-Aktivitat durch NaCl.
Gezeigt ist die relative Aktivitat der GgpS bei einer Osmolytkonzentration von 200 mM in Anwesenheit von

0 mM oder 200 mM NaCl. Untersucht wurden die Osmolyte Glycinbetain, Sorbitol, Maltose, Fruktose, Glukose
und Trehalose.

Diese Versuchsreihe verdeutlicht, dass lediglich bei der Inhibition durch Trehalose ein
reaktivierender Effekt von NaCl auftritt. Die Hemmung aller anderen untersuchten Osmolyte
ist unabhangig von der NaCl-Konzentration.

Im folgenden Versuch wurde die Hemmung des GgpS-Proteins durch Trehalose und die
Reaktivierung durch NaCl n&her charakterisiert. Dazu wurden Trehalose-Konzentrationen von
0 - 400 mM Trehalose eingesetzt, dieser Test wurde jeweils in An- oder Abwesenheit von

200 mM NacCl durchgefiihrt (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Einfluss von Trehalose auf die GgpS-Aktivitat bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen.
Gezeigt ist die relative Aktivitat der GgpS bei Zugabe von 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200 und 400 mM Trehalose.
Dabei wurde die NaCl-Konzentration im Enzymtest auf 0 mM (@) oder 200 mM (o) eingestellt.

Hierbei zeigt die Hemmung durch Trehalose in Abwesenheit von NaCl einen
dosisabhéngigen Verlauf. Die halbmaximale Inhibition (Ki-Wert) wird bei ca. 200 mM
Trehalose erreicht. In Anwesenheit von NaCl ist ebenfalls eine Abhéangigkeit der GgpS-
Aktivitdt von der Trehalosekonzentration erkennbar, jedoch ist hierbei die Hemmung
signifikant geringer. Der Ki-Wert hat sich stark zu hoheren Osmolytkonzentrationen auf tber
400 mM verschoben.

Um zu untersuchen, ob die Feedback-Hemmung der GgpS einem kompetitiven Mechanismus
folgt, wurden die kinetischen Parameter Ky, und Vmax flr die beiden Substrate ADP-Glukose
und Glycerol-3-Phosphat bestimmt. Dieses Experiment wurde in An- oder Abwesenheit von
150 mM Trehalose durchgeflihrt. Bei den Versuchen wurde die Konzentration des einen
Substrates konstant gehalten und die Konzentration des anderen schrittweise erhoht.
AnschlieBend wurden die Aktivitatsdaten in einem doppelt-reziproken Lineweaver-Burke-
Diagramm dargestellt (siehe Abbildung 3.7). Im Falle einer kompetitiven Hemmung durch
Trehalose sollte ein Anstieg der Substratkonzentration die hemmende Wirkung der Trehalose
vermindern. Dabei wirde sich der apparente Ky-Wert fur das jeweilige Substrat &ndern, die

maximale Enzymaktivitat (Vmax) sollte jedoch gleich bleiben.
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Abbildung 3.7: Bestimmung der kinetischen Parameter der GgpS in Anwesenheit von Trehalose.

Gezeigt ist die doppelt reziproke Lineweaver-Burke-Auftragung der GgpS-Aktivitdten bei steigenden
Konzentrationen von ADP-Glukose (links) und Glycerol-3-P (rechts). Dabei wurden die Aktivitadten ohne
Trehalose (o) bzw. in Anwesenheit von 150 mM Trehalose (®) untersucht.

Berechnet man die Kkinetischen Parameter flir ADP-Glukose, so ergibt sich flr die Proben
ohne Trehalose ein Ky,-Wert von 2 mM und ein Vma-Wert von 1111 nkatal/mg GgpS. Bei der
Versuchsreihe mit Trehalose konnten die Ky-und Viax-Werte zu 0,5 mM bzw. 185 nkatal/mg
GgpS bestimmt werden. Beide Parameter andern sich bei Trehalosezugabe, somit liegt keine
Kompetition vor. Auch flr das zweite Substrat Glycerol-3-Phosphat konnte dies nicht gezeigt
werden. Bei den Messungen ohne Trehalose betrug der Kp,-Wert 1,1 mM und der Vpax-Wert
714 nkatal/mg GgpS. Auch hier &ndern sich in Anwesenheit von Trehalose beide Parameter
auf Ky=0,6 mM und Vna= 111 nkatal/mg GgpS. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die
Hemmung der GgpS durch Trehalose keinem kompetitiven Mechanismus folgt. Die
kinetischen Parameter fiir die GG-Inhibition konnten bisher nicht ermittelt werden, da unter
den optimierten Testbedingungen die Nachweisgrenze fir den dafur bendtigten gekoppelten
Enzymtest zur Bestimmung des freigesetzten ADP unterschritten wurde.

Die hemmenden Effekte der Osmolyte konnten durch eine Konformationsédnderung des
GgpS-Proteins verursacht werden. Dies wurde mittels limitierter Proteolyse untersucht. Dabei
wurden die GgpS in Ansdtzen ohne Glukose oder nach Zugabe von 200 mM Glukose mit
Trypsin (EK: 20 pg/ml) verdaut. Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben genommen
und das Abbaumuster mittels SDS-PAGE analysiert (Daten nicht gezeigt). Da sich in diesem
Versuch keine Unterschiede bei dem Abbau des Proteins ergaben, konnte eine
Konformationsédnderung der GgpsS in Anwesenheit von Glukose nicht bestéatigt werden.

Das GgpS-Protein wird nicht nur durch GG inhibiert, sondern ebenfalls durch andere

osmotisch wirksame Substanzen. Dabei hat die osmotische Aktivitat keinen Einfluss auf die
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hemmende Wirkung. Die starkste Hemmung wird durch Glukose-haltige Zucker ausgeldst
und im Falle von Trehalose nicht durch einen kompetitiven Mechanismus verursacht. Auch
die Inhibition durch Trehalose wird durch NaCl moduliert und kénnte durch den gleichen
Mechanismus verursacht werden wie die Feedback-Hemmung durch GG. Eine

Konformationsénderung in Anwesenheit von Glukose konnte nicht nachgewiesen werden.

3.3 Regulation der GgpS durch einen unbekannten Faktor im Zellextrakt

Das GgpS-Protein kann auch bei niedrigen Salzkonzentrationen in Synechocystis-Zellen
nachgewiesen werden, ist jedoch nicht aktiv. Da unter diesen Bedingungen kein GG in den
Zellen vorhanden ist, muss diese Inhibition durch einen anderen Faktor ausgelést werden. Bei
einer Erhohung der Salzkonzentration wird das Enzym aktiviert und die GG-Synthese
initialisiert. Dies konnte auch in vitro durch Zugabe von Gesamtzellextrakt gezeigt werden.
Dabei 16st der Zellextrakt eine starke Hemmung der GgpS-Aktivitat aus, die durch Zugabe
von NaCl aufgehoben werden kann. Es wurden Versuche unternommen, um einen
inhibierenden Faktor aus dem Zellextrakt zu identifizieren. Dabei wurde angenommen, dass
dieser Hemmung eine Interaktion mit einem regulatorischen Protein oder eine
posttranslationale Modifikation der GgpS zugrunde liegt. Im Folgenden wird diese Hypothese
widerlegt und die Identifikation und Charakterisierung dieses lange gesuchten Faktors

beschrieben.

3.3.1 Identifikation des inhibitorischen Faktors

Zur ldentifikation des inhibitorischen Faktors aus dem Zellextrakt wurden zahlreiche
Experimente im Vorfeld dieser Arbeit durchgefuhrt. Dabei sind insbesondere die Versuche
von Jana Huckauf (2003) zu nennen. Es wurde versucht, den Mechanismus der Inhibition in
Anwesenheit von Zellextrakt durch detaillierte Untersuchungen des Phosphorylierungsstatus
der GgpS aufzuklaren. Weiterhin wurde unter anderem mittels Yeast-Two-Hybrid-
Experimenten, einer Fraktionierung des Zellextraktes und Antikérper-Koprézipitation
versucht, ein mit der GgpS interagierendes Protein zu finden. Dieses Protein sollte dabei die
Inhibition verursachen. Diese Experimente fiihrten jedoch nicht zu der Identifikation des
inhibitorischen Faktors. Da nicht bestatigt werden konnte, dass die vorliegende Inhibition
durch ein Protein oder eine posttranslationale Modifikation der GgpS verursacht wird, wurden
zunéchst grundlegende Studien zur Identifikation der Natur des hemmenden Faktors
durchgefihrt.
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In einem ersten Ansatz wurde untersucht, ob die Hemmung der GgpS nicht nur durch den
Synechocystis-Zellextrakt, sondern auch durch Zellextrakte von anderen Mikroorganismen
ausgelost werden kann. Hierbei wurden die Zellextrakte von Synechocystis, E. coli, B. subtilis
und C. glutamicum eingesetzt (sieche Abbildung 3.8). Es wurden unterschiedliche Mengen
zugegeben, da bei der Herstellung der Zellextrakte verschiedene Proteinausbeuten erreicht
wurden. Ebenfalls wurde eine Reaktivierung der GgpS durch 200 mM NaCl untersucht, um
eine Vergleichbarkeit der Inhibition mit den zuvor beschriebenen Beobachtungen zu

gewahrleisten. Als Kontrolle wurde BSA anstelle des Extrakts zugegeben.
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Abbildung 3.8: Wirkung der Zellextrakte verschiedener Mikroorganismen auf die GgpS-Aktivitét.
Gezeigt ist die relative Aktivitat der GgpS bei Zugabe verschiedener Zellextrakte in Abwesenheit von NaCl
(schwarz) oder bei 200 mM NaCl (grau). Die zugegebenen Zellextraktmengen entsprechen 180 ug
(Synechocystis und E. coli), 110 ug (B. subtilis) und 90 ug Protein (C. glutamicum). Als Kontrolle wurde ein
Ansatz mit Zugabe von 200 ug BSA gemessen.

Aufgrund der unterschiedlichen Mengen an eingesetztem Extrakt kann keine quantitative
Aussage Uber die hemmende Wirkung getroffen werden. Dennoch wird deutlich, dass auch
die Zellextrakte der anderen Mikroorganismen eine starke Inhibition der GgpS-Aktivitat
verursachen. Diese Hemmung wird nicht durch die alleinige Zugabe von Fremdprotein
ausgelost, da BSA keine Wirkung zeigt. Die Inhibition gleicht dem Effekt des Synechocystis-
Zellextrakts, da auch hier eine Reaktivierung durch NaCl gezeigt werden kann. Dieses
Ergebnis spricht dafur, dass ein oder mehrere hemmende Faktoren auch in den Extrakten

anderer Bakterienzellen vorhanden sein missen. Es ist hierbei unwahrscheinlich, dass in allen
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Organismen ein Protein vorkommt, das einen so starken Effekt auf die GgpS-Aktivitat hat. Da
diese Moglichkeit trotzdem in Betracht gezogen werden musste, wurde in weiteren
Experimenten versucht, ein Protein als inhibitorischen Faktor zweifelsfrei auszuschlieRen.
Dazu wurde der Zellextrakt verschiedenen Behandlungen unterzogen, um die enthaltenen
Proteine vollstdndig zu entfernen. Flr diese Ansdtze wurde der Zellextrakt von E. coli
verwendet, da dieser die starkste Inhibition zeigte und in groRen Mengen leicht verfugbar
war.

Zunachst wurde untersucht, ob die Inhibition durch das Erhitzen des Zellextrakts auf 95°C
aufgehoben werden kann. Dadurch sollte ein Groliteil der Proteine aggregieren und durch
Zentrifugation entfernt werden kénnen. Weiterhin wurde der gekochte Extrakt mit Aceton
behandelt, um Proteine vollstandig auszuféllen. Untersucht wurden dabei nach Abdampfen
des Acetons sowohl die Substanzen im Pellet als auch im Uberstand. Ausserdem wurde der
gekochte Zellextrakt 96 h mit Trypsin inkubiert, um die restlichen Proteine durch Abbau zu
entfernen. Diese vorbehandelten Extrakte (je 200 pg Proteinmenge vor dem Erhitzen) wurden
anschlieend in Ab- oder Anwesenheit von 200 mM NaCl im Enzymtest eingesetzt (siehe

Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Einfluss des unterschiedlich behandelten Zellextrakts auf die GgpS-Aktivitat.

Gezeigt ist die relative Aktivitat der GgpS bei Zugabe von unterschiedlich behandeltem E. coli-Zellextrakt in
Abwesenheit (schwarz) oder nach Zugabe von 200 mM NaCl (grau). Eingesetzt wurde jeweils Zellextrakt, der
vor der Behandlung 200 pg Protein enthielt. Alle Zellextraktproben bis auf die unbehandelte wurden vor der

Behandlung fiir 1 h auf 95°C erhitzt.
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Das Erhitzen des Zellextraktes zeigt keinen deutlichen Effekt auf die GgpS-Inhibition. Es ist
jedoch erkennbar, dass sich die GgpS bei dieser Probe auf ~80% reaktivieren lieB. Die
Reaktivierung bei unbehandeltem Zellextrakt betrug lediglich ~50%. Durch das Erhitzen
wurden die meisten Proteine gefallt, eine Proteinbestimmung zeigte jedoch, dass 7% der
Proteine hitzestabil waren und sich nicht entfernen lieBen. Auch die Acetonfallung hat
Auswirkungen auf den Zellextrakt. Bei der Untersuchung des Acetoniiberstandes lasst sich
lediglich eine geringe Hemmung beobachten. Der inhibitorische Faktor lasst sich also durch
Aceton ausféllen, da das in Enzymtestpuffer aufgenommene Pellet die beschriebenen
Hemmungs- und Reaktivierungscharakteristika zeigt. Der Trypsinverdau hatte keinen
signifikanten Einfluss auf den hemmenden Effekt des Zellextraktes. Durch die Inkubation mit
Trypsin wurde der Proteingehalt von 7% nach dem Erhitzen zusétzlich auf 1,3% verringert,
der Gesamtansatz enthielt also noch 2,6 ug E. coli-Proteine. Der putative inhibitorische
Faktor ist also hitzestabil, lasst sich nicht durch einen Trypsinverdau entfernen und Ubersteht
eine Fallung durch Aceton unbeschadet. Auch diese Ergebnisse sprechen ebenso wie die
Hemmung durch die verschiedenen Zellextrakte gegen ein Protein als inhibitorischen Faktor.
Da aber alle Ansétze nicht in der Lage waren, alle Proteine aus dem Zellextrakt zu entfernen,
wurde ein zusétzlicher Test mit gekochtem Zellextrakt durchgefiihrt, der mit ProteinaseK
behandelt wurde. Diese Protease ist sowohl endo- als auch exoproteolytisch wirksam und

sollte alle Proteine entfernen kdnnen.
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Abbildung 3.10: Wirkung von mit ProteinaseK behandeltem Zellextrakt auf die GgpS-Aktivitat.

A: Gezeigt ist die relative Aktivitat der GgpS bei Zugabe von E. coli-Zellextrakt, der nicht oder 24 h mit
ProteinaseK inkubiert wurde. Dies fand jeweils in Abwesenheit von NaCl (schwarz) oder bei einer NaCl-
Konzentration von 200 mM NaCl statt (grau). Eingesetzt wurde jeweils Zellextrakt, der vor dem Erhitzen 200 pg
Protein enthielt. B: SDS-Gel der Zellextraktproben, die nicht oder 24 h mit ProteinaseK behandelt wurden.
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Auch nach Inkubation mit ProteinaseK bt der Zellextrakt eine unverminderte Hemmung auf
die GgpS-Aktivitat aus (siehe Abbildung 3.10, A). Dabei konnte durch Proteinbestimmungen
(Daten nicht gezeigt) und einer SDS-PAGE-Analyse (siehe Abbildung 3.10, B) nachgewiesen
werden, dass jegliche proteinogenen Bestandteile des Zellextraktes entfernt werden konnten.
Ein Protein als inhibitorischer Faktor kann somit ausgeschlossen werden.

Nachdem die urspriingliche Hypothese beziiglich einer GgpS-Regulation durch ein Protein
widerlegt werden konnte, wurden zusatzliche Experimente durchgefiihrt, um die GroRe des
hemmenden Faktors naher einzugrenzen. Zunachst wurde untersucht, ob die Entsalzung des
Zellextraktes Uber die PD-10-Sédule (GroRenausschluss 5 kDa) einen Effekt auf die Inhibition
der GgpS hat (Daten nicht gezeigt). Dies war nicht der Fall. Der Inhibitor muss
dementsprechend ein héhermolekularer Bestandteil sein und somit kdnnen Substanzen wie
Osmolyte oder lonen ausgeschlossen werden.

Neben den Proteinen enthalt der Zellextrakt nach dem Aufschluss noch weitere Bestandteile
der Zelle. Insbesondere Membranfragmente sind in groflen Mengen vorhanden. Die
Interaktion mit diesen Komponenten kdnnte eine Hemmung der GgpsS auslésen. Um dies zu
untersuchen, wurden aus E. coli-Phospholipiden (Avanti, Alabaster, USA) hergestellte

Liposomen im Enzymtest eingesetzt (siehe Abbildung 3.11).

140

120 -

100 - -

GgpS-Aktivitit [%]
3 3

N
o
1

N
o
1

0 T T T T
0 2 10 20

Linosomen Tual

Abbildung 3.11: Einfluss von Liposomen auf die GgpS-Aktivitat.
Gezeigt ist die relative GgpS-Aktivitdt in Anwesenheit von 0 pg, 2 pg, 10 ug und 20 ug Liposomen aus
E. coli-Lipiden.
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Es wird deutlich, dass die Liposomen auch in héheren Mengen keinen inhibierenden Einfluss
auf die GgpS-Aktivitat haben, die Aktivitat steigt sogar geringfugig an. Damit kénnen auch
Membranbestandteile als inhibierender Faktor ausgeschlossen werden.

Da der Zellextrakt vermutlich eine Vielzahl an Substanzen enthdlt, wurde im folgenden
Experiment versucht, den Zellextrakt mittels HPLC aufzutrennen und die verschiedenen
Fraktionen auf den hemmenden Faktor hin zu untersuchen. Die Bestandteile der hemmenden
Fraktionen  sollten  anschlieRend  durch  gekoppelte  Flussigchromatographie-
Massenspektrometrie-Studien (LC/MS) identifiziert werden. Die Fraktionen wurden im
Enzymtest eingesetzt und auf eine inhibitorische Wirkung hin untersucht (siehe Abbildung
3.12). Eine durch die Methode verursachte starke Verdinnung des Zellextraktes konnte
hierbei ausgeschlossen werden, da die Fraktionen nach der Auftrennung abgedampft und die
Proben im eingesetzten VVolumen aufgenommen wurden. Auch das Eindampfen hatte keinen
Effekt auf die inhibitorische Wirkung des Faktors, wie bei der Acetonfallung gezeigt werden

konnte.
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Abbildung 3.12: Wirkung von mittels HPLC aufgetrenntem Zellextrakt auf die GgpS-Aktivitat.
Gezeigt ist die relative GgpS-Aktivitadt ohne Zugabe (Kontrolle) von E. coli-Zellextrakt, in Anwesenheit von
200 pg Zellextrakt und nach Zugabe eines entsprechenden Volumens der HPLC-Fraktionen 1-34.

Bei Betrachtung der Versuchsreihe ist klar erkennbar, dass keine der untersuchten Fraktionen
eine Hemmung der GgpS-Aktivitat auslost. Wéhrend der Trennung des Zellextraktes muss
der inhibitorische Faktor also entweder zerstort oder so stark verdunnt worden sein, dass

keine Hemmung mehr messbar war. Eine starke Verdunnung konnte durch das
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Vorhandensein von mehreren Faktoren erklart werden, die bei der HPLC-Auftrennung ein
unterschiedliches Retardierungsmuster zeigen. Nach dem Ausschluss von niedermolekularen
Substanzen, Proteinen und Membranbestandteilen als inhibitorische Faktoren konnten nun
lediglich Nukleinséduren in Frage kommen. Der beschriebene Effekt konnte durch
Oligonukleotide erkléart werden, die bei dem Verdau der genomischen DNA durch DNasel
entstanden wéren. Bei einem unvolistandigen Abbau kdnnten DNA-Fragmente entstanden
sein, die grol} genug sind, um bei der Trennung Uber die PD10-Sdule nicht abgetrennt zu
werden. Weiterhin wirden diese Fragmente aufgrund ihrer verschiedenen Gréfl3en und einer
unterschiedlichen Basenzusammensetzung in einer HPLC-Auftrennung ein variables
Laufverhalten zeigen und somit stark verdiinnt werden. Dies ist ebenso fir RNA denkbar.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden Oligonukleotide bestehend aus Hexameren von
Adenin-, Thymin- oder Cytosin-Nukleotiden im Enzymtest eingesetzt. Dabei wurde eine
Nukleotid-Konzentration von 4 mM eingestellt und zusétzlich die Reaktivierung der GgpsS bei

200 mM NacCl untersucht (siehe Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Einfluss von Hexanukleotiden auf die GgpS-Aktivitat.
Gezeigt ist die relative GgpS-Aktivitat nach Zugabe von 4 mM der Oligonukleotide Hexa-A, Hexa-T oder Hexa-
C in Abwesenheit (schwarz) oder nach Zugabe von 200 mM NaCl (grau).

Wie man klar erkennen kann, l6sen alle Hexanukleotide eine Inhibition der GgpS auf 60 -
70% Restaktivitat aus. Dabei scheint keine Sequenzspezifitat vorzuliegen, da alle Nukleotide
einen vergleichbaren Effekt zeigen. Die Hemmung kann durch Zugabe von 200 mM NacCl
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aufgehoben werden. Damit zeigt die Hemmung durch Oligonukleotide die gleichen
Charakteristika wie die Inhibition durch den Zellextrakt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde
eine photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration des gekochten Zellextrakts
durchgefuhrt, dieser enthielt ca. 1,5 ug Nukleinsduren/pl.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Zellextrakt-Hemmung des GgpS-Proteins
durch die enthaltenen Nukleinséuren ausgelost wird. Im Folgenden wird die Inhibition durch

Nukleinsduren weitergehend charakterisiert.

3.3.2 Charakterisierung der Inhibition der GgpS durch Nukleinséduren und Polyanionen

Bei dem hemmenden Faktor des Zellextraktes um Nukleinsduren handelt es sich um
Nukleinsdauren. Im Folgenden wurde diese Inhibition der GgpS néher untersucht. Dazu wurde
zunéchst die Hemmung der GgpS-Aktivitat in Abhéngigkeit von der DNA-Menge bestimmt.
Fir dieses und die folgenden Experimente wurde Lachssperma-DNA (Sigma-Aldrich)
eingesetzt, die nach Ultraschallbehandlung in FragmentgréRen von 800 - 1200 Bp vorlag. Es
wurden DNA-Mengen von 5 - 200 pg eingesetzt und zusdtzlich der Einfluss von 200 mM
NaCl untersucht (siehe Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Einfluss von Lachssperma-DNA auf die GgpS-Aktivitat.
Gezeigt ist die relative GgpS-Aktivitat in Abh&ngigkeit von der DNA-Menge. Die Graphen zeigen die GgpS-
Aktivitat in Abwesenheit (o) und bei Zugabe von 200 mM NaCl (o). Es wurden DNA-Mengen von 5 - 200 ug

eingesetzt.
Auch die verwendete Lachsperma-DNA verursacht eine starke Inhibition der GgpS-Aktivitét.
Dabei folgt die Inhibition einem dosisabhéngigen Verlauf mit einem Kj-Wert von ca. 4 pg. In

Anwesenheit von 200 mM NaCl kann dieser Effekt vollstandig aufgehoben werden. Die
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GroRe der Fragmente spielt dabei keine Rolle, da auch mit Dnasel behandelte Lachssperma-
DNA vergleichbare Effekte zeigte (Daten nicht gezeigt).

Um den zugrundeliegenden Mechanismus der Hemmung der GgpS-Aktivitat durch DNA
aufzuklaren, wurden weitere Experimente durchgefiihrt. DNA ist ein Polyanion, dessen
Aufbau durch bestimmte Charakteristika gekennzeichnet ist. Hierbei konnte die Hemmung
der GgpS entweder durch eine Interaktion mit einem bestimmten Sequenzmotiv von
Nukleinsdauren oder mit dem negativ geladenen Zucker-Phosphat-Ruckgrat verursacht
werden. Um dies néher zu bestimmen, wurde der Effekt von Heparin auf die GgpS-Aktivitat
untersucht. Heparin ist ein helikales Polyanion, das aus negativ geladenen Glukosaminen und
Glukuronsduren zusammengesetzt ist. Das Polysaccharid &hnelt somit in Bezug auf die
Struktur und die Ladungsverteilung dem DNA-Rickgrat. Im folgenden Versuch wurde der
Einfluss von 1 - 50 pg Heparin auf die GgpS-Aktivitat in An- oder Abwesenheit von 200 mM
NaCl untersucht (siehe Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Einfluss von Heparin auf die GgpS-Aktivitat.
Gezeigt ist die relative GgpS-Aktivitat in Abh&ngigkeit von der Heparin-Menge ohne Zugabe von NaCl (o) oder
in Anwesenheit von 200 mM NaCl (e). Es wurden Heparin-Mengen von 1 - 50 ug eingesetzt.

Es wird deutlich, dass Heparin eine dosisabhdngige Inhibition der GgpS-Aktivitat verursacht.
Dabei wird eine halbmaximale Hemmung bereits bei ca. 1pug Heparin erreicht. In
Anwesenheit von 200 mM NaCl wird die GgpS-Aktivitat vollstandig wiederhergestellt.
Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit der Inhibition durch DNA und kdnnte durch den gleichen

Mechanismus ausgeldst werden.
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Da sowohl DNA als auch Heparin eine stark negative Ladung tragen, kénnte die beobachtete
Inhibition auch dadurch ausgeldst werden, dass diese Molekile die im Enzymtest enthaltenen
Mg**-lonen binden und deren Verfiigbarkeit verringern. Das GgpS-Enzym benétigt eine
Konzentration von 10 mM Mg**-lonen fiir eine optimale Aktivitat (Schoor, 1996). Geht man
davon aus, dass die DNA im Enzymtest die vorhandenen Mg**-lonen bindet, sollten bei einer
DNA-Menge, die keine vollstindige Hemmung der GgpS auslést, immer noch freie lonen
verfiighar sein. Die Bindekapazitat der DNA fiir Mg?*-lonen sollte dann jedoch gesattigt sein.
Eine Verdopplung der MgCl,-Menge im Assay von 10 mM auf 20 mM wirde dann eine
Mg?*-Konzentration von {iber 10 mM sicherstellen. Wenn nun die vollstandige Aktivitét der
GgpS nicht wiederhergestellt wird, kann die Wirkung der DNA nicht auf einem Mangel an
Mg?*-lonen beruhen. Im folgenden Versuch wurde getestet, ob bei einer DNA-Menge von
10 pg eine vollstindige Reaktivierung der GgpS durch Zugabe von 10 mM MgCl, (EK:
20 mM im Test) erreicht werden kann (siehe Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Einfluss der Mg®*-Verfiigbarkeit auf die GgpS-Inhibition durch DNA.
Gezeigt ist die GgpS-Aktivitét bei einer Inhibition durch 10 ug DNA in Abwesenheit (grau) oder bei Zugabe von
10 mM MgCl; (EK: 20 mM im Test, schwarz). Die Kontrolle ist grau-gestreift dargestellt.

In diesem Versuch konnte eine Verdopplung der MgCl-Konzentration keine vollstandige
Reaktivierung der GgpS bei der Inhibition durch DNA bewirken. Die Hemmung wird durch
MgCl, zwar abgeschwécht, dies wird jedoch vermutlich durch einen unspezifischen
reaktivierenden Effekt der zugegebenen lonen verursacht. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Verfiigbarkeit von Mg?*-lonen bei der Inhibition der GgpS durch DNA keine
massgebliche Rolle spielt.

Nachdem ein Einfluss der Mg®*-lonenkonzentration ausgeschlossen werden konnte, wurde
untersucht, ob eine kompetive Hemmung durch DNA am aktiven Zentrum des GgpS-Enzyms
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vorliegt. Dazu wurde die Enzymaktivitat in Ab-oder Anwesenheit von 2 pg DNA bei einer
steigenden Substratkonzentration gemessen. Dieses wurde fur die beiden Substrate ADP-
Glukose und Glycerol-3-P durchgefiihrt, die Enzymaktivitdten wurden anschlielend in der
doppelt reziproken Lineweaver-Burke-Auftragung ausgewertet und die kinetischen Parameter
bestimmt (siehe Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Bestimmung der Kinetischen Parameter der GgpS bei Inhibition durch DNA.

Gezeigt ist die doppelt reziproke Lineweaver-Burke-Auftragung der GgpS-Aktivitdten bei steigenden
Konzentrationen von ADP-Glukose (links) und Glycerol-3-Phosphat (rechts). Dabei wurden die Aktivitdten
ohne DNA (e) bzw. nach Zugabe von 2 pg DNA (o) analysiert.

Bei Berechnung der kinetischen Parameter wird deutlich, dass im Falle der DNA-Inhibition
keine kompetitive Hemmung vorliegt. Fir ADP-Glukose ergeben sich ohne DNA ein Ky-
Wert von 1,2 mM und ein Vmax-Wert von 714 nkatal/mg GgpS. Nach Zugabe von DNA
ergeben sich Werte von 0,09 mM bzw. 57 nkatal/mg GgpS. Hierbei haben sich sowohl der
K- als auch der Vmax-Wert drastisch gedndert, dies spricht fiir eine gemischte Inhibition. Bei
dem zweiten Substrat Glycerol-3-Phosphat konnten die Parameter im Ansatz ohne DNA zu
Kn= 1,06 und Vma= 588 nkatal/mg GgpS bestimmt werden. Nach Zugabe von DNA betrug
der Kp-Wert 0,95 mM und der Vma-Wert 77 nkatal/mg GgpS. Da sich in diesem Fall
lediglich die maximale Enzymaktivitat &ndert, kann man davon ausgehen, dass bei diesem
Substrat eine nicht-kompetitive Hemmung vorliegt. Da flr beide Substrate eine kompetitive
Hemmung ausgeschlossen werden kann, scheint die DNA die Substratbindung nicht direkt zu
beeinflussen.

Um ndher zu untersuchen, inwieweit die Enzymaktivitat in Anwesenheit von DNA durch die
Salzkonzentration beeinflusst wird, wurde die GgpS-Aktivitat bei einer Hemmung durch
verschiedene DNA-Mengen in Abhangigkeit von der NaCl-Konzentration bestimmt. Dabei
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wurden 25 - 200 pg DNA eingesetzt und NaCl-Konzentrationen von 0 - 200 mM eingestellt
(siehe Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Modulation der GgpS-Aktivitat durch NaCl und DNA.
Gezeigt ist die GgpS-Aktivitdt in Abhéngigkeit der NaCl-Konzentration. Die Graphen zeigen die GgpS-

Aktivitaten bei DNA-Mengen von 25 ug (e, schwarz), 50 pg (o, griin), 100 pg (¥, blau) und 200 pg (A, rot).

Es ist erkennbar, dass mit steigenden NaCl-Konzentrationen die Aktivitat der GgpS
dosisabhéngig zunimmt. Der sigmoidale Anstieg ist bei hoheren DNA-Mengen in Richtung
héherer NaCl-Konzentrationen verschoben. Dies wird ebenfalls durch die Anderung der Ki-
Werte deutlich. Bei einer DNA-Menge von 25 ug betragt der Ki-Wert ca. 40 mM. Die
halbmaximale Reaktivierung der GgpS bei 50 ug DNA wird erst bei ca. 60 mM erreicht und
erhoht sich in Anwesenheit von 100 pg und 200 pg auf 75 mM bzw. 100 mM NaCl. Es
besteht also eine klare Abhéngigkeit der Modulation der GgpS-Aktivitat durch NaCl von der
eingesetzten DNA-Menge.

Es konnte nachgewiesen werden, dass DNA eine dosisabhédngige Hemmung der GgpS-
Aktivitat verursacht. Einen vergleichbaren Effekt hatte auch Heparin. Die Hemmung durch
beide Polyanionen konnte durch die Zugabe von NaCl aufgehoben werden. Die Inhibition in
Anwesenheit von DNA findet nicht durch einen kompetitiven Mechanismus statt und wird
nicht durch einen Mangel von Mg?**-lonen ausgelost. Die GgpS-Aktivitat bei dieser
Hemmung wird durch NaCl moduliert, was eine genaue Einstellung der GG-Menge in

Anwesenheit von verschiedenen Salzkonzentrationen erlauben wiirde.
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3.3.3 Charakterisierung der GgpS-Interaktion mit Nukleinsauren

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass die GgpS durch die Anwesenheit von
DNA in ihrer Aktivitat gehemmt wird. Dafur kdnnte eine Bindung des Enzyms an die DNA
verantwortlich sein. Die DNA ist stark negativ geladen und die GgpS sollte anhand von
Strukturmodellen auf der Molekiloberflache mehrere positiv geladene Bereiche besitzen.
Eine Bindung konnte also uber eine ionische Wechselwirkung stattfinden. Dies wurde mittels
der EMSA-Technik (electrophoretic mobility shift assay) untersucht. Dabei wurden 100 ng
eines DNA-Fragments oder 50 ng eines RNA-Fragments mit Grolien von 233 Bp bzw.
250 Nukleotiden eingesetzt. Eine Bindung des GgpS-Proteins an diese Fragmente sollte das
Laufverhalten der Banden verédndern. Es wurden GgpS-Mengen von 0,1-5 pg mit den
jeweiligen Nukleinsdurefragmenten inkubiert und der Ansatz in Agarosegelen aufgetrennt.
Zusatzlich wurde der Effekt von 200 mM NaCl auf die GgpS-Nukleinsdure-Bindung
untersucht (siehe Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: EMSA-Studien der GgpS-Bindung an Nukleinsauren.

A: Gezeigt sind die Agarosegele (2%) der EMSA-Untersuchungen. Dabei wurden 100 ng eines DNA-Fragments
mit 0,1 - 5 ug GgpS versetzt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Kontrolle wurde zu der DNA 1 pg BSA
gegeben. AuRerdem wurden 50 ng eines RNA-Fragment mit O ug bzw. 5 ug GgpS versetzt. B: Hier wurde die
GgpS-Nukleinséure-Bindung in Abwesenheit ((-)) oder nach Zugabe von 200 mM NaCl ((+)) untersucht.
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Man kann deutlich erkennen, dass eine Bindung der GgpS an die DNA stattfindet (A, links).
Die DNA-Bande wird ab einer GgpS-Menge von 0,1 ug zu héheren Molekulargewichten
verschoben. In Anwesenheit von 1 ug GgpS hat jedes Fragment zumindest ein GgpS-Molekiil
gebunden. Die diffuse Verteilung der DNA und die massive GroRenveranderung lasst jedoch
darauf schliel3en, dass auf dem DNA-Fragment mehrere Bindestellen fiir das GgpS-Protein
vorhanden sind. Bei einer bis wenigen Bindestellen wiirden einzelne Banden sichtbar sein.
Bei 5 ng GgpS erscheint die DNA-Bande wieder scharf abgegrenzt, was auf eine vollstandige
Sattigung der DNA mit GgpS hinweist. Bei einer vollstdndigen GgpS-Bindung lauft die
DNA-Bande bei ca. 2200 Bp, was ungeféhr dem 10fachen der vorherigen GroRe entspricht.
Bei Betrachtung des Ansatzes mit dem RNA-Fragment erkennt man, dass die GgpS in
vergleichbarer Weise auch an diese Nukleinsdure bindet (A, rechts). In Anwesenheit von
200 mM NacCl findet diese Bindung an DNA und RNA nicht mehr statt (B).

Um die Bindung der GgpS an DNA naher zu untersuchen, wurden weitere EMSA-
Experimente durchgefiihrt. Hierbei sollte die Affinitat der GgpS-DNA-Bindung bestimmt
werden. Dazu wurde eine gleichbleibende Menge an DNA (113 ng, 233 Bp) mit steigenden
Mengen an GgpsS inkubiert (0,05 - 1 pug) und gelelektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieSend
wurde die nicht an GgpS-Proteine gebundene DNA quantifiziert und mit der Menge an GgpS-
Protein korreliert (siehe Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20: Untersuchung der Affinitét der GgpS-Bindung an DNA mittels EMSA.

Gezeigt ist ein ausgewéhltes Agarosegel (2%) der EMSA-Untersuchungen (oben). Fir den DNA-Shift wurde ein
233 Bp grolies Fragment verwendet. Es wurden 113 ng der DNA-Fragmente mit steigenden Mengen des GgpS-
Proteins versetzt (0,05 - 1 pg). Im unteren Diagramm wurde die Abnahme der DNA-Bandenintensitat gegen die
GgpS-Menge und das molare Verhaltnis zwischen GgpS und DNA aufgetragen. Die Bandenintensitaten wurden
mit dem Programm PC-BAS analysiert.

Im oberen Bereich ist ein ausgewéhltes Agarosegel des EMSA-Experiments gezeigt. Es ist
erkennbar, dass das eingesetzte DNA-Fragment mit ansteigenden GgpS-Mengen zu hdheren
Molekulargewichten verschoben ist. Die Abnahme der DNA-Bandenintensitat wurde
quantifiziert und gegen die GgpS-Menge aufgetragen. Die Menge an ungebundener DNA
nimmt mit steigender GgpS-Menge ab und die Kurve zeigt einen sigmoidalen Verlauf. Dies
deutet auf einen kooperativen Bindungsmechanismus hin. Bei einer GgpS-Menge von 0,3 pg
ist bereits die Halfte der DNA an das Protein gebunden, eine vollstandige Bindung wird bei
0,8 ug erreicht. Betrachtet man die molaren Verhédltnisse zwischen DNA und GgpS, so
erkennt man, dass die GgpS/DNA-Bindung eine starke Affinitat zeigt. Bereits bei einem
20fachen molaren Uberschuss der GgpS hat an jedem DNA-Fragment zumindest ein GgpS-
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Protein gebunden, eine grofRere Anzahl ist bei Betrachtung des Agarose-Gels aber eher
wahrscheinlich.

In vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Heparin einen vergleichbaren Effekt
auf die GgpS-Aktivitat auslost wie DNA. Im Folgenden wurde tberprift, ob auch hierbei eine
Bindung der GgpS an das Polyanion stattfindet. Dazu wurde gereinigtes GgpS-Protein mit
einer Heparin-Sepharose-Matrix inkubiert und anschlieBend das Protein mit steigenden NaCl-
Konzentrationen von 0-2M von der Matrix eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden
anschlieBend mittels SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 3.21).

NaCl [M]
kba AF 0 005 01 02 05 2 2

100—
70—
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Abbildung 3.21: Interaktion des GgpS-Proteins mit Heparin.

Gezeigt ist das Coomassie-gefarbte SDS-Gel des Heparin-Bindungs-Experiments. Dazu wurde gereinigtes
GgpS-Protein mit einer Heparin-Sepharose-Matrix inkubiert und das GgpS-Protein mit NaCl-Konzentrationen
von 0 -2 M eluiert. Fur die SDS-PAGE wurden gleiche Volumen der Elutionsfraktionen aufgetragen. AF: Probe
vor der Inkubation mit der Heparin-Matrix.

Dieses Experiment zeigt, dass das GgpS-Protein an Heparin bindet. Bei Konzentrationen von
0 - 500 mM lésen sich nur geringe Mengen des Proteins von der Matrix. Erst bei 2 M NaCl
kann das Protein eluiert werden. Dies spricht fir eine hohe Affinitat der GgpS-Bindung an
Heparin.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Bindung der GgpS an DNA und RNA stattfindet. In
Anwesenheit von NaCl ist diese Interaktion nicht nachweisbar. Dies weist darauf hin, dass die
Bindung durch eine ionische Wechselwirkung mit dem Rickgrat der Nukleinsduren ausgelost
werden konnte. Diese Hypothese wird auch durch die Bindung des GgpS-Proteins an das
Polyanion Heparin unterstutzt.

3.3.4 In vivo-Untersuchungen der GgpS-DNA-Bindung

Um zu untersuchen, ob die Bindung der GgpS an DNA auch in einem in vivo-System

nachweisbar ist, wurden zusétzliche Studien durchgefiihrt. Zundchst wurde versucht, die

GgpsS als GFP-Fusionsprotein zu exprimieren und eine Ko-Lokalisierung des Proteins mit der
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genomischen DNA durch Fluoreszenzmikroskopie zu zeigen. Diese Versuche wurden in
B. subtilis-Zellen durchgefiihrt, da dieser Mikroorganismus fir fluoreszenzmikroskopische
Studien gut zugdnglich ist und zahlreiche GFP-Fusionsvektoren verfugbar sind. Eine
Lokalisierung von GFP in Synechocystis wiirde durch die zahlreichen Pigmente und das
Thylakoidmembransystem gestort werden. Fur diesen Versuch wurden die entsprechenden
Vektoren konstruiert und in das Genom des B. subtilis-Wildtyps inseriert. Dabei wurde
sowohl eine N- als auch C-terminale GFP-Fusion untersucht. Die Expression der
Fusionsproteine wurde mit 1% Xylose induziert und die GFP-Fluoreszenz der Zellen
analysiert (siehe Abbildung 3.22). Die genomische DNA wurde dabei mit dem Farbstoff
DAPI sichtbar gemacht. Dieser Versuch wurde ohne Zugabe von NaCl und 5 min nach einem
Salzschock von 2,5 M NaCl durchgefiihrt.

() NaCl (+) NaCl

Abbildung 3.22: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der GgpS-GFP-Lokalisierung in B. subtilis.
Gezeigt sind B. subtilis-Zellen, die das Konstrukt fiir die Expression eines N-terminalen GFP-GgpS-
Fusionsproteins enthalten. Die Zellen wurden entweder ohne Zugabe von NacCl (links) oder 5 min nach einem
Salzschock von 2,5 M NaCl (rechts) fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die genomische DNA (blau) wurde
hierbei mit dem Farbstoff DAPI geféarbt. Die natlirliche GFP-Fluoreszenz (griin) wurde mit dem entsprechenden
Filtersystem gemessen.

Es ist erkennbar, dass die gezeigten Zellen GFP-Fluoreszenz aufweisen. Dabei zeigen sich
sowohl ohne Zugabe von Salz als auch nach dem Salzschock fluoreszierende GFP-Foci, die
sich primédr im Bereich der Zellmembran befinden. Eine klare Ko-Lokalisierung mit der
genomischen DNA st nicht sichtbar. Auch nach dem Salzschock lasst sich keine Anderung
der GFP-Lokalisierung erkennen. Die leichten Unterschiede in der Anzahl der GFP-Foci
wurden hierbei nicht durch den Salzschock ausgeldst, sondern durch eine generelle Varianz
der Zellen. Die gezeigten Zellen enthalten das N-terminale GFP-GgpS-Konstrukt, fur die C-
terminale Fusion wurden vergleichbare Ergebnisse beobachtet (Daten nicht gezeigt). Bei

diesen Ergebnissen ist fraglich, ob die Beobachtungen die tatsachlichen physiologischen
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Gegebenheiten widerspiegeln, da GFP bei einer Uberexpression aggregieren kann und dann
haufig in der Nahe der Zellmembran nachweisbar ist (personliche Mitteilung, Dr. Marc
Bramkamp).

Um unter in vivo-Bedingungen eine Bindung der GgpS an Nukleinséuren in Synechocystis
nachzuweisen, wurde die SPINE-Methode (strep protein interaction experiment) eingesetzt.
Bei dieser Technik werden Zellen, die das zu untersuchende Protein mit einem Strep-Tag
exprimieren, mit dem Crosslinker Formaldehyd (FA) versetzt. Das Formaldehyd dringt in die
Zellen ein und vernetzt eng benachbarte Zellbestandteile miteinander. Nach einem
Zellaufschluss kann das zu untersuchende Protein und alle daran gebundenen Bestandteile,
wie z.B. Proteine oder DNA, affinitdtschromatographisch gereinigt werden. In diesem
Experiment wurde die ggpS+-Strep-Mutante verwendet, die ein Strep-markiertes GgpS-
Protein unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors tberexprimiert. Fur die Versuche
wurden Zellen verwendet, die entweder bei niedrigen Salzkonzentrationen kultiviert wurden
oder an 3% NaCl akklimatisiert waren. Als Kontrolle wurde der Versuch ohne Zugabe von
Formaldehyd durchgefiihrt. Fur das Crosslinking wurde 1% Formaldehyd eingesetzt. Nach
der Reinigung des GgpS-Proteins wurde der Nukleinsduregehalt der Proteinfraktionen

photometrisch bestimmt (siehe Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Protein- und Nukleinsédure-Konzentrationen der Proteinfraktionen nach SPINE.

Gezeigt sind die Protein- und Nukleinsdure-Konzentrationen der Elutionsfraktionen nach dem SPINE-
Crosslinking und einer affinitatschromatographischer Reinigung des GgpS-Proteins. Die Zellen wurden bei 0%
oder 3% NaCl kultiviert. Dann wurde entweder als Kontrolle kein Formaldehyd ((-) FA) oder 1% Formaldehyd
((+) FA) zugesetzt.

(-) FA (+) FA (+) FA
Ansatz
0% NaCl 0% NaCl 3% NaCl
P ink i
roteinkonzentration 0,359 0,077 0,09
[Hg/ul]
Nukleinsaurek i
ukleinsaurekonzentration 0 0,303 0,135
[Hg/ul]

In allen Ansétzen konnte das GgpS-Protein affinitatschromatographisch gereinigt werden.
Dabei enthielten die gereinigten GgpS-Proben, die mit Formaldehyd versetzt wurden,
Nukleinsauren. Bei der Kontrolle ohne Formaldehyd war dies nicht der Fall. Eine allgemeine
Verunreinigung durch DNA oder RNA, die bei der Reinigung aufgetreten sein konnte, kann
damit ausgeschlossen werden. Zusatzlich sind deutliche Unterschiede zwischen Zellen zu
beobachten, die bei 0% NaCl bzw. 3% NaCl kultiviert wurden. Wahrend bei niedrigen
Salzkonzentrationen das Verhaltnis zwischen Nukleinsauren und GgpS bei ca. 4 lag, ergab
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sich bei 3% NaCl lediglich ein Wert von 1,5. Damit kdnnen weniger an das GgpS-Protein
gebundene Nukleinsduren gereinigt werden, wenn die Salzkonzentration des externen
Mediums erhoht ist.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass auch in vivo eine NaCl-abhé&ngige Bindung der GgpS
an Nukleinsauren stattfinden konnte.

3.3.5 Untersuchungen zum Wirkmechanismus der GgpS-Inhibition durch DNA

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Inhibition der GgpS-Aktivitat in
Anwesenheit von DNA durch einen allosterischen Mechanismus ausgeldst werden konnte.
Dabei kdnnte eine Konformationsédnderung des Proteins stattfinden. Um diese nachzuweisen,
wurde eine limitierte Proteolyse mit Trypsin durchgefiihrt. Eine Anderung der Proteinstruktur
durch die Bindung von DNA konnte Trypsinschnittstellen entweder zugénglich machen oder
maskieren. Dabei wiirde sich bei einem Trypsinabbau das Bandenmuster der Abbaufragmente
im Vergleich zu einem Ansatz ohne DNA dndern. Es wurden in einem Ansatz mit jeweils
0,5 ng/ul GgpS entweder eine Lachssperma-DNA-Konzentration von 2,5 ug/ul eingestellt
oder eine entsprechende Menge Testpuffer zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
Trypsin (EK: 20 ug/ml) gestartet und es wurden nach verschiedenen Zeitpunkten Proben
genommen. Diese wurden anschlieend mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abbildung
3.23). Dieses Experiment wurde auch in Anwesenheit von Zellextrakt durchgefiihrt, um die

vorherigen Ergebnisse zu bestétigen. Als Kontrolle wurde bei dem Abbau BSA zugesetzt.
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Abbildung 3.23: Limitierte Proteolyse des GgpS-Proteins mit Trypsin.

Gezeigt sind die mit Coomassie-gefarbten SDS-Gele der limitierten Proteolyse des GgpS-Proteins mit Trypsin
(EK: 20 pug/ml). Im linken Teil der Gele ist jeweils die Proteolyse des gereinigten GgpS-Proteins ohne Zugabe
von DNA oder Zellextrakt, im rechten in Anwesenheit von 2.5 ug/ul Lachssperma-DNA (A) oder 10 pg/ul
E. coli-Zellextrakt (B) dargestellt. Es wurden Proben aufgetrennt, die nach den angegebenen Zeitpunkten
abgenommen wurden. Dabei wurden jeweils 2,5 ng GgpS-Protein aufgetragen. Die Probe 0” wurde vor Zugabe
von Trypsin abgenommen.
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In Teil A sieht man auf der linken Seite des SDS-Gels bei einer Gré3e von 58 kDa das GgpS-
Protein vor Zugabe von Trypsin (0’). Nach 15 - 30 min ist kein vollstdndiges GgpS-Protein
mehr vorhanden. Vergleicht man das gesamte Abbaumuster mit dem des Ansatzes mit DNA
auf der rechten Seite, so kann man keine Anderung des Bandenmusters erkennen. Dennoch
wird deutlich, dass der Abbau der GgpS in Anwesenheit von DNA stark verzogert ist. Die
Bandenstérke der GgpS nach 5 min im Ansatz ohne Zellextrakt entspricht ungeféhr dem
Abbau im Ansatz mit DNA von 30 min. Auch nach 2 h ist in Anwesenheit von DNA noch
eine GgpS-Bande sichtbar, diese ist bei der Kontrolle ohne DNA bereits nach 30 min nicht
mehr nachweisbar. Eine genereller Effekt von DNA auf die Proteolyse kann ausgeschlossen
werden, da der Abbau von BSA nicht durch die DNA beeintréchtigt wurde (Daten nicht
gezeigt). In Anwesenheit von E. coli-Zellextrakt (Teil B) kann eine vergleichbare
Stabilisierung des GgpS-Proteins gegeniber dem Trypsin-Verdau nachgewiesen werden. Dies
unterstutzt die Hypothese, dass die Effekte des Zellextraktes auf das GgpS-Protein durch die
enthaltenen Nukleinsduren ausgeldst werden.

Die Zugabe von DNA oder Zellextrakt verursacht keine nachweisbaren Unterschiede im
Bandenmuster der GgpS. Dies deutet darauf hin, dass keine Trypsinschnittstellen exponiert
oder maskiert wurden. Der verzogerte Abbau deutet jedoch auf eine verringerte
Zuganglichkeit der Schnittstellen fur die Protease hin. Dies kdnnte entweder durch eine
kompaktere Struktur des Proteins oder durch die Bindung an Nukleinséuren verursacht
werden.

Die Ergebnisse vorheriger Versuche deuten darauf hin, dass bei der Bindung der GgpS ein
kooperativer Bindungsmechanismus vorliegen kénnte (siehe Abbildung 3.20). Dabei ist eine
Interaktion von mehreren GgpS-Proteinen denkbar. Dafur sprechen auch Yeast-Two-Hybrid-
Experimente, die auf eine Wechselwirkung von GgpS-Proteinen hindeuten (Stirnberg et al.,
2007). Bereits vor Beginn dieser Arbeit wurde eine Oligomerisierung von GgpS-Proteinen als
ein moglicher Regulationsmechanismus in Betracht gezogen (mundliche Mitteilung Dr. Kay
Marin). Um die Bildung von GgpS-Oligomeren zu untersuchen, wurden Crosslinking-
Experimente mit Formaldehyd durchgefuhrt. Auferdem wurde untersucht, ob die
Anwesenheit von DNA eine Rolle bei der Ausbildung von Homooligomeren spielt. Dazu
wurde gereinigtes GgpS-Protein entweder ohne DNA oder mit einer dquimolaren Menge von
8 Nukleotiden langen DNA-Fragmenten inkubiert und mit 0,75% Formaldehyd (FA) versetzt.
Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und Uber SDS-PAGE
aufgetrennt. Das GgpS-Protein wurde anschlieBend im Western-Blot sichtbar gemacht (siehe
Abbildung 3.24, A). In einem weiteren Versuch wurde das GgpS-Protein entweder mit
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doppelstrangiger (ds) oder einzelstrangiger (ss) DNA, die ebenfalls 8 Bp bzw. Nukleotide
lang war, gemischt und sofort durch SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abbildung 3.24, B).
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Abbildung 3.24: Crosslinking der GgpS mittels Formaldehyd in Abhéngigkeit von DNA.

Gezeigt sind die Crosslinking-Experimente der GgpS mit Formaldehyd. Dazu wurden 2 pg (A) oder 0,8 ug
GgpS (B) ohne DNA oder in Anwesenheit von 8 Bp langen DNA-Fragmenten (EK: 0,05 pg/ul) mit 0,75%
Formaldehyd (FA) versetzt und anschlielend mittels SDS-PAGE aufgetrennt. In Teil A ist der Western-Blot
eines Zeitverlaufs des Crosslinkings gezeigt (K: Kontrolle ohne Zugabe von FA). In Teil B ist ein Coomassie-
gefarbtes SDS-Gel zu sehen, bei dem die Proben mit doppelstrangigen (ds) oder einzelstrangigen (ss) DNA-
Fragmenten gemischt wurden. Bei diesem Versuch war die Inkubationszeit sehr kurz.

Zunachst muss darauf hingewiesen werden, dass sich bei dem Zeitverlauf des Crosslinkings
die Zeitpunkte der verschiedenen Proben voneinander unterscheiden. Die Proben mit DNA
wurden in diesem Versuch kiirzer inkubiert als die Proben ohne DNA. Im Western-Blot (A)
ist klar erkennbar, dass mit fortschreitender Zeit das GgpS-Monomer durch das Formaldehyd
zu hoéhermolekularen Oligomeren verbunden wird. Dabei werden Dimere, Trimere und
Tetramere gebildet. Vergleicht man die Spuren der Proben mit DNA und ohne DNA, kann
man klar erkennen, dass die Anwesenheit von DNA die Bildung von Oligomeren stark
beschleunigt, wenn man die Abnahme von GgpS-Monomeren betrachtet. Wahrend in dem
DNA-haltigen Ansatz fast das gesamte GgpS-Momomer quervernetzt wurde, ist in der Probe
ohne DNA immer noch ein Grofteil des Monomers vorhanden. In Teil B ist das Commassie-
gefarbte SDS-Gel mit weiteren Crosslinking-Proben zu sehen. Hierbei wurden geringere
Proteinmengen aufgetragen, um die sehr geringe GrélRenveranderung der GgpS nach Bindung
an das kleine DNA-Fragment sichtbar zu machen. Es ist zu erkennen, dass die Ansatze, die
neben der GgpS sowohl FA als auch DNA enthielten, einen kleinen, aber dennoch deutlichen
GroRenunterschied im Vergleich mit den Kontrollproben aufweisen. Dies bedeutet, dass
bereits nach wenigen Sekunden alle GgpS-Molekiile durch das FA an die DNA gebunden

wurden.
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Unter den gewahlten Versuchsbedingungen konnte die Ausbildung von Homooligomeren der
GgpS in Anwesenheit von Formaldehyd nachgewiesen werden. Die Oligomerisierung wird
dabei in Anwesenheit von DNA stark beschleunigt. Die Bindung der GgpS an die DNA-
Fragmente findet sehr schnell statt. Dies spricht flr eine hohe Affinitat der Interaktion. Eine
Konformationsédnderung des Proteins, die aufgrund der Bindung an DNA ausgel6st werden

konnte, konnte nicht bestatigt werden.

3.3.6 Studien zur Regulation der ggpS-Transkription durch das GgpS-Protein

Es wurde gezeigt, dass eine affine Bindung der GgpS an DNA stattfindet. Dabei konnte diese
Interaktion nicht nur die GgpS-Aktivitat salzabhédngig modulieren, sondern auch bei der
Bindung an DNA die Transkription von salzregulierten Genen steuern. Insbesondere im Falle
des ggpS-Gens ware eine solche Regulation bemerkenswert, da das GgpS-Protein dann nicht
nur den Osmolyt-Pool in Abhangigkeit von der Salzkonzentration einstellen, sondern
zusétzlich auch seine eigene Synthese regulieren wirde. Die bisherigen Experimente weisen
zwar darauf hin, dass das GgpS-Protein unabhéngig von der Sequenz an DNA bindet,
dennoch konnte eine Sequenzspezifitat nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Bei einer Transkriptionsregulation des ggpS-Gens durch die GgpS kdnnten bestimmte DNA-
Sequenzen im Promotorbereich des Gens vorhanden sein, an die das Protein bindet. Dabei
sollte eine Steigerung der Bindungsaffinitat im Vergleich zu den bisherigen Versuchen mit
unspezifischen DNA-Fragmenten nachweisbar sein. Um dies n&her zu untersuchen, wurden
mittels PCR 300 Bp lange DNA-Fragmente aus der Region von -900 Bp vor dem Startcodon
bis +600 Bp nach dem Startcodon amplifiziert und in EMSA-Experimenten eingesetzt. Bei
einer hoheren Affinitat der GgpS zu bestimmten regulatorischen Sequenzen sollte sich das
Ausmall der GroRenveranderung unterscheiden. Fur alle Fragmente konnte eine GgpS-
Bindung nachgewiesen werden. Dabei war jedoch keine hohere Affinitdt zu einem der
Fragmente festzustellen (Daten nicht gezeigt).

In einem weiteren Experiment wurde invivo untersucht, ob die Anwesenheit des GgpS-
Proteins fir die salzabhéngige Regulation des ggpS-Promotors notwendig ist. Dies wirde fur
eine Regulation der ggpS-Transkription durch das GgpS-Protein sprechen. Hierfir wurde das
pIGA-Vektorsystem verwendet, mit dem die Transkription von Promotoren durch eine
gekoppelte GFP-Fluoreszenz untersucht werden kann (Kunert et al., 2000). Dazu wird der zu
untersuchende Promotor, in diesem Fall der GgpS-Promotor, vor das gfp-Gen in den Vektor
kloniert. Die Transkription des gfp-Reportergens steht dann unter Kontrolle des verwendeten
Promotors. Der Vektor besitzt flankierende Genomsequenzen, Uber die das Promotor-

66



Ergebnisse

Reportergenkonstrukt und eine Kanamycin-Resistenzgenkassette in das Genom von
Synechocystis inseriert werden. Die Insertion des Reportervektors plGA-303/+458 in das
Synechocystis-Genom, der den vollstdndigen ggpS-Promotorbereich enthielt, wurde sowohl
fur den Wildtyp (wt pIGA-303/+458) als auch fur eine Mutante durchgefiihrt, die kein GgpS-
Protein synthetisieren kann (AGDS plGA-303/+458).

Sollte nun das GgpS-Protein fir die Repression der ggpS-Transkription bei niedrigen
Salzkonzentrationen selber verantwortlich sein, dann sollte bei einem Stamm, dem das GgpS-
Protein fehlt (AGDS plGA-303/+458), die GFP-Expression konstitutiv eingeschaltet sein.
Durch einen Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm (wt pIGA-303/+458), in dem keine GFP-
Fluoreszenz sichtbar sein sollte, kbnnte man Aussagen Uber eine Beteiligung des GgpS-
Proteins bei der Kontrolle der ggpS-Transkription treffen. Der Vektor fiir diese Versuche
wurde freundlicherweise von Stephan Kldhn (AG Hagemann, Universitdt Rostock) zur
Verfligung gestellt, die Hauptarbeit bei der Insertionsmutagenese von Synechocystis wurde in
unserer Arbeitsgruppe von Anja Wittmann durchgefiihrt. Die vollstandige Segregation der
Insertion in alle Kopien des Genoms konnte mittels PCR verifiziert werden (Daten nicht
gezeigt).

Fir den Nachweis der GFP-Fluoreszenz wurden die Zellen aufgeschlossen und die
cytoplasmatischen Proteine durch Ultrazentrifugation isoliert. AnschlieRend wurden die
Proben fluoreszenzspektrometrisch analysiert, wobei das Maximum der GFP-Fluoreszenz bei
einer Wellenlange von 509 nm liegt. Hierbei wurden Zellen verwendet, die entweder bei
niedrigen Salzkonzentrationen kultiviert oder tber 3 Tage an 3% NaCl akklimatisiert wurden
(siehe Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25: Untersuchungen zur Regulation des ggpS-Promotors mittels GFP-Reporterkonstrukten.
Gezeigt ist die relative GFP-Fluoreszenz von cytoplasmatischen Extrakten der Reportergen-Stdmme wt pIGA-
303/+458 (unterbrochene Linie) und AGDS pIGA-303/+458 (durchgehende Linie). Hierbei wurden
Synechocystis-Zellen untersucht, die entweder ohne Zugabe von NaCl kultiviert ((-) NaCl, links) oder tber 3
Tage an 3% NaCl akklimatisiert wurden (3% NacCl, rechts). Das GFP-Protein wurde bei einer Wellenldnge von
395 nm angeregt und die Fluoreszenz Uiber einen Bereich von 450 - 600 nm gemessen.

Trotz des hoheren Hintergrundsignals des AGDS plGA-303/+458-Stammes wird deutlich,
dass im Vergleich zum wt pIGA-303/+458-Stamm keine signifikanten Unterschiede in der
GFP-Expression bei niedrigen Salzkonzentrationen nachweisbar sind. In beiden Féllen ist um
die Wellenlange von 509 nm ein schwaches GFP-Signal sichtbar, das auf eine leichte
Aktivitadt des ggpS-Promotors in Abwesenheit von NaCl hindeutet. Bei den an 3% NaCl
akklimatisierten Zellen lasst sich eine starke Induktion des GFP-Signals erkennen. Dabei ist
die Signalstarke der GFP-Fluoreszenz beider Stamme vergleichbar.

Sowohl die schwache Aktivitdt bei niedrigen Salzkonzentrationen als auch die starke
Induktion des ggpS-Promotors bei einer NaCl-Konzentration von 3% gleicht den
physiologischen Gegebenheiten der ggpS-Transkription. Damit konnte gezeigt werden, dass
dieses Testsystem daflr geeignet ist, die Transkriptionsregulation des ggpS-Gens zu
untersuchen. Zusammengenommen deuten jedoch die Ergebnisse der EMSA-Experimente
und der GFP-Messungen darauf hin, dass das GgpS-Protein keine Rolle bei der
Transkriptionsregulation des ggpS-Gens spielt.

3.4 Untersuchungen zur Universalitat der Regulation von Glukosyltransferasen

Das GgpS-Protein gehort zu der Familie der Glukosyltransferasen und besitzt eine hohe

Sequenzahnlichkeit zu anderen Vertretern dieser Enzymklasse. Insbesondere die Trehalose-
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Phosphat-Synthasen sind hierbei interessant, da Trehalose in vielen Organismen ebenso wie
GG als kompatibles Solut bei erhohten Salzkonzentrationen akkumuliert wird. Da der
Reaktionsmechanismus bei der Osmolytsynthese dem der GgpS sehr stark ahnelt, kénnte auch
bei diesen Enzymen die Interaktion mit Nukleinsduren eine regulatorische Rolle Gibernehmen.
Im Folgenden wurden verschiedene Glukosyltransferasen hinsichtlich ihrer Regulation

untersucht.

3.4.1 Expression und Reinigung von Glukosyltransferasen verschiedener Organismen

Um zu untersuchen, ob die Regulation der GgpS durch Nukleinsauren auch auf andere
Glukosyltransferasen Ubertragbar ist, wurden zundchst die Gene der Trehalose-Phosphat-
Synthasen aus den Mikroorganismen E. coli, C. glutamicum und Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) sowie der Hefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) in den Vektor
pASK-IBA3 kloniert und sequenziert (Daten nicht gezeigt). Dabei wurde die Sequenz fir ein
Strep-Tag hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Proteine in E. coli BL21(DE3)-Zellen
hergestellt und uber eine Strep-Tactin-Matrix gereinigt (siehe Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: Reinigungen verschiedener Trehalose-Phosphat-Synthasen.

Gezeigt sind die Coomassie-Blau-gefarbten SDS-Gele der Reinigungen der mit einem Strep-Tag versehenen
Trehalose-Phosphat-Synthasen aus E. coli (A), C. glutamicum (B), M.°tuberculosis (C) und S. cerevisiae (D).
AF: Sdulenauftrag; DF: Durchflussfraktion; W1, W8: erste und letzte Waschfraktion; Spuren E2-E5:
Elutionsfraktionen. Die Expression wurde in dem E. coli-Stamm BL21(DE3) durchgefiihrt und die Reinigung
erfolgte Uber eine Strep-Tactin-Matrix. Die gereinigten Proteine sind durch rote Pfeile markiert.
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Im Vergleich zu der GgpS-Reinigung sind keine klaren Uberexpressionsbanden der
rekombinanten Proteine sichtbar. Dennoch konnten alle Glukosyltransferasen mit nur leichten
Verunreinigungen eluiert werden (rote Pfeile). Die gereinigten Proteine lagen in
ausreichender Menge fiir die Enzymtests und andere biochemische Untersuchungen vor.

3.4.2 Charakterisierung verschiedener Glukosyltransferasen

Die gereinigten Glukosyltransferasen konnten nun in Enzymtests analysiert werden. Dabei
wurde der Einfluss von Lachssperma-DNA auf die Aktivitat und eine reaktivierende Wirkung
von NaCl untersucht. Hierfir wurden 200 ug DNA und 200 mM NacCl eingesetzt (siehe
Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: TPS-Aktivitaten in Abhéngigkeit von DNA und NaCl

Gezeigt sind die Aktivitdten der Glukosyltransferasen aus C. glutamicum, E. coli, M. tuberculosis und
S. cerevisiae. Die Enzymaktivitdten wurden dabei unter Kontrollbedingungen (schwarz), in Anwesenheit von
200 pg DNA (hellgrau) sowie bei Zugabe von DNA und 200 mM NaCl (dunkelgrau) bestimmt.

Bei der TPS aus C. glutamicum lasst sich eine Inhibition der Aktivitat durch DNA auf ca.
50% beobachten. Dies ahnelt dem Effekt von DNA auf das GgpS-Protein. Interessant ist
hierbei, dass die Hemmung durch DNA bei der Zugabe von NaCl nicht nur aufgehoben wird,
sondern ein Anstieg der Aktivitat auf Gber 200% ausgel6st wird. Bei der TPS aus E. coli zeigt
sich lediglich eine basale Aktivitdt, die keine Ruckschliisse auf die Regulation zulésst. Das
Enzym aus M. tuberculosis zeigt bei allen Bedingungen eine stabile, hohe Aktivitat. Bei der
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TPS aus S. cerevisiae ist eine geringe, aber signifikante Aktivitdt messbar. Es konnte hierbei
kein Effekt von DNA beobachtet werden, aber anscheinend wird dieses Enzym durch hohe
NaCl-Konzentrationen inaktiviert.

In einem weiteren Versuch wurde in EMSA-Experimenten eine Bindung der verschiedenen
Trehalose-Phosphat-Synthasen an DNA untersucht. Dazu wurden 75 ng des bereits zuvor
verwendeten DNA-Fragmentes (233 Bp) mit jeweils 0,75 pug der Trehalose-Phosphat-
Synthasen inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Kontrolle wurde das GgpS-
Protein eingesetzt (siehe Abbildung 3.28).
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Abbildung 3.28: Untersuchung der Bindung der Trehalose-Phosphat-Synthasen an DNA.

Gezeigt ist das Agarosegel (2%) der EMSA-Studien. Dabei wurden 75ng eines DNA-Fragments ohne
(Kontrolle) oder mit jeweils 0,75 pg der Trehalose-Phosphat-Synthasen aus E. coli, M. tuberculosis,
C. glutamicum und S. cerevisiae inkubiert. Als weitere Kontrolle wurde das DNA-Fragment mit 0,75 pg GgpS
versetzt.

In diesem Experiment zeigt neben der GgpS lediglich die TPS aus M. tuberculosis eine
Bindung an das DNA-Fragment. Dabei ist die GroRenverschiebung der DNA-Bande mit dem
Effekt des GgpS-Proteins vergleichbar.

In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der TPS aus
C. glutamicum durch DNA beeinflusst wird und fiir die TPS aus M. tuberculosis eine Bindung
an DNA nachweisbar ist. Beide Beobachtungen konnten auf einen zur GgpS-Regulation
vergleichbaren Mechanismus hindeuten. In den folgenden Versuchen wurde zunéchst die TPS
aus C. glutamicum naher untersucht.

71



Ergebnisse

Da dieses Enzym bisher nicht biochemisch charakterisiert wurde, mussten zuerst die
optimalen Versuchsbedingungen ermittelt werden. Im folgenden Versuch wurde getestet,
welche Konzentrationen der Substrate ADP-Glukose und Glukose-6-Phosphat fiir eine
optimale Aktivitat eingesetzt werden mussten. Dazu wurden steigende Konzentrationen der
Substrate eingestellt und der Enzymtest mit 0,5 pg TPS durchgefiihrt (siche Abbildung 3.29).
Die Konzentration des jeweiligen zweiten Substrats wurde dabei konstant gehalten. Nach
12 min wurde der Test gestoppt. Die Enzymaktivitat war bei dieser Proteinmenge uber einen
Zeitraum von 30 min linear (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.29: Untersuchungen zur optimalen Substratkonzentration der TPS aus C. glutamicum.
Gezeigt ist die Aktivitat der TPS aus C. glutamicum in Abhédngigkeit von der Konzentration der Substrate ADP-
Glukose (®) und Glukose-6-Phosphat (o). Fiir das jeweilige zweite Substrat wurde eine konstante Konzentration
von 10 mM (Glukose-6-Phosphat) oder 5 mM (ADP-Glukose) eingestellt.

Die Aktivitatskurve fur ADP-Glukose zeigt, dass eine maximale Enzymaktivitdt von
ca. 80 nkatal/mg TPS bei einer Substratkonzentration von 5 mM erreicht wird. Dabei betragt
der Kn-Wert 1 mM. Bei hoheren Konzentrationen wird die Aktivitat inhibiert. Die optimale
Konzentration von Glukose-6-Phosphat liegt bei 10 mM, fir dieses Substrat liegt der Kq-
Wert bei 4,5 mM. Auch hier hemmen hoéhere Substratkonzentrationen die Aktivitat der TPS.
In den weiteren Versuchen wurden die hier ermittelten Konzentrationen von 5 mM fur ADP-
Glukose und 10 mM fir Glukose-6-Phosphat eingesetzt.

Da in vorherigen Experimenten NaCl einen aktivierenden Effekt auf die TPS-Aktivitat
gezeigt hat, wurde im folgenden Experiment die Enzymaktivitat bei NaCl-Konzentrationen
von 50 - 800 mM untersucht (siehe Abbildung 3.30).

72



Ergebnisse

100

<

w -
r 90
|

o

o 80 A
E

8 70 A
3]

<

[ ) 60 4
ey

B

=

2 50 A
e}

X

<

(,', 40 A
o

'—

30 T T T T
0 200 400 600 800

NaCl [mM]
Abbildung 3.30: Einfluss der NaCl-Konzentration auf die Aktivitat der TPS aus C. glutamicum.

Gezeigt ist die Aktivitat der TPS C. glutamicum in Abhéngigkeit von der NaCl-Konzentration. Es wurde ein
Bereich von 50 - 800 mM NaCl untersucht.

Es ist erkennbar, dass eine Erhdhung der Salzkonzentration einen deutlichen Effekt auf die
Aktivitat der TPS aus C. glutamicum hat. Die Enzymaktivitét steigt dabei abh&ngig von der
NaCl-Konzentration an und erreicht ein Maximum von 90 nkatal/mg Protein bei 200 mM
NaCl. Bei hoheren Konzentrationen lost NaCl eine Verringerung der Enzymaktivitat aus.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass diese Trehalose-Phosphat-Synthase die Aktivitat
direkt an die vorliegende NaCl-Konzentration anpassen kann.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Trehalose-Phosphat-Synthasen aus
M. tuberculosis und C. glutamicum eine Interaktion mit DNA eingehen oder ihre Aktivitat
durch das Polyanion beeinflusst wird. Im Rahmen der Bachelorarbeit von Frau Natalie Brihl,
die an dieses Thema angegliedert wurde, wird der Effekt von DNA auf diese und weitere
Glukosyltransferasen weitergehend untersucht. Unter den dabei untersuchten Enzymen
befinden sich auch GgpS-Proteine, die aus marinen Cyanobakterien stammen und die
Synthese von GG als Antwort auf erhghte Salzkonzentrationen katalysieren.

Die bisherigen Ergebnisse der Bachelorarbeit weisen darauf hin, dass bei den TPS aus
M. tuberculosis und C. glutamicum ein Einfluss von DNA auf die Enzymaktivitat
nachweisbar ist, dieser unterscheidet sich jedoch von dem Regulationsmechanismus des
GgpS-Proteins (Daten nicht gezeigt).

Neben der Regulation der GgpS durch Polyanionen wird auch die Aktivitat der Trehalose-
Phosphat-Synthasen aus M. tuberculosis und C. glutamicum durch DNA beeinflusst. Die
Regulation der Enzymaktivitat durch eine salzmodulierte Nukleinsédure-Bindung wird zur Zeit
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auch bei anderen Glukosyltransferasen untersucht, um eine Universalitat des fir die GgpS

beschriebenen Mechanismus zu bestatigen.
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4. Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung der Regulation der GgpS-Aktivitdt in
Synechocystis  bei niedrigen  Salzkonzentrationen und bei der Anpassung des
Cyanobakteriums an hohere Salzkonzentrationen. Der Mechanismus einer salzabhangigen
Einstellung des Osmolytpools wurde in vielen Organismen weitreichend untersucht, konnte
jedoch bisher nicht aufgeklart werden. In dieser Arbeit werden die experimentellen
Grundlagen fir ein Modell vorgestellt, das sowohl die schnelle Antwort der Osmolyt-
Synthese in Synechocystis nach einem Salzschock als auch die steady-state-Regulation des
internen Osmolytpools in Abhdngigkeit von der externen Salzkonzentration erklart. Dabei
stellt die zugrunde liegende Hemmung des GgpS-Proteins durch die Bindung an
Nukleinsduren ein bisher unbeschriebenes Prinzip auf dem Gebiet der Osmoregulation dar.

4.1 Die Regulation der GgpS durch Glukose-haltige Osmolyte kénnte durch

einen allosterischen Feedback-Mechanismus erfolgen

Die Regulation der GgpS-Aktivitat unter steady-state-Bedingungen wurde bereits im Vorfeld
dieser Arbeit von Marit Stirnberg untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass GG eine Feedback-
Inhibition der GgpS-Aktivitat verursacht. Die Regulation von Enzymen durch einen negativen
Ruckkopplungsmechnismus ist weit verbreitet, um die iberméRige Synthese oder Aufnahme
von Metaboliten zu verhindern. Der Mechanismus besteht dabei in der dosisabhangigen
Regulation, bei der die Aktivitait der Enzyme an die vorliegende Konzentration des
Metaboliten angepasst wird (Pardee und Reddy, 2003). Ein Beispiel fiir diese
Aktivitdtsmodulation im Bereich der Osmoregulation stellt der Transporter QacT aus
Lactobacillus plantarum dar, der bei erhohten Salzkonzentrationen den zellinternen Osmolyt-
Pool durch die Aufnahme von Glycinbetain und Prolin aus dem externen Medium steuert
(Glaasker etal., 1998). Die Aufnahmerate dieses Systems wird dabei direkt durch die
Konzentration der Osmolyte in der Zelle reguliert. Diese Regulation konnte auch fur die
Glycinbetain-Aufnahme in Staphylococcus aureus gezeigt werden (Pourkomailian und Booth,
1994; Stimeling et al., 1994). Eine dosisabhangige Inhibition der GgpS-Aktivitat durch GG
wurde auch flr die GgpS beschrieben (Stirnberg, 2006).

Im Falle der GgpS konnte die Feedback-Hemmung durch GG in vitro durch die Zugabe von
NaCl aufgehoben werden (Stirnberg, 2006). Durch diese modulierte Inhibition sollte die
Einstellung des GG-Pools unter steady-state-Bedingungen in Abhéngigkeit der NaCl-
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Konzentration erfolgen. Unter in vivo-Bedingungen wurde ebenfalls beobachtet, dass eine
Akkumulation von Trehalose in den Zellen die Synthese von GG unterbindet. Dies wurde
sowohl flr die Aufnahme durch den ABC-Transporter GgtA als auch die de novo-Synthese
von Trehalose in Synechocystis untersucht (Mikkat etal., 1997; Stirnberg, 2006). Dabei
wurde die Bildung von Trehalose durch ein chimares Protein aus der Trehalose-Phosphat-
Synthase aus M. tuberculosis und der Trehalose-Phosphat-Phosphatase aus E. coli in
Synechocystis katalysiert. Die Aktivitdt des Trehalose-synthetisierenden Systems wurde
hierbei an die externe Salzkonzentration angepasst, wie dies auch fir die GG-Synthese der
Fall ist. Die Hemmung der GgpS durch Trehalose konnte auch invitro gezeigt werden
(Stirnberg, 2006).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Inhibition der GgpS durch Trehalose und GG
ein vergleichbarer Mechanismus zugrunde liegt. Auch die in dieser Arbeit gezeigte
Modulation der Trehalose-Inhibition in Abh&ngigkeit von der NaCl-Konzentration unterstitzt
diese Hypothese (siehe Abbildung 3.6).

Es wurde bisher angenommen, dass die beobachtete Feedback-Inhibition der GgpS durch
einen kompetitiven Mechanismus hervorgerufen wird. Dabei sollte GG im aktiven Zentrum
der GgpS binden und somit die Umsetzung der beiden Substrate verhindern. Fiir diesen
Mechanismus spricht auch, dass die stdrkste Hemmung der GgpS durch die Osmolyte
Trehalose, Maltose und Glukose ausgeltst wurde (siehe Abbildung 3.4). Im Vergleich mit
GG haben diese annéhernd die gleiche GroRe, zudem enthalten alle einen Glukose-Rest.
Aufgrund dieser Charakteristika konnten diese Substanzen ein oder beide Substrate aus dem
katalytischen Zentrum der GgpS kompetitiv verdrangen. Um diese Hypothese zu bestatigen,
wurde der Mechnismus der Hemmung durch durch die Bestimmung der Kkinetischen
Parameter Ky und Vmax néher untersucht. Bei einer kompetitiven Hemmung sollte sich
lediglich der apparente Kn,-Wert &ndern, da die Bindung der Substrate durch den Kompetitor
beeinflusst wird. Die maximale Enzymaktivitdt wird bei dieser Hemmung nicht
beeintrachtigt. Fir beide Substrate konnte nachgewiesen werden, dass sich sowohl der K- als
auch der Vmax-Wert in Anwesenheit von Trehalose &ndert (siehe Abbildung 3.7). Eine
Kompetition kann somit ausgeschlossen werden, die Ergebnisse deuten eher auf eine
gemischte Inhibition hin. Die bisher angenommene Bindung der Osmolyte an das aktive
Zentrum kann somit widerlegt werden.

Anhand dieser Ergebnisse kommen zwei mdgliche Inhibitionsmechanismen in Frage. Die
Hemmung koénnte zum einen durch die Bindung der Osmolyte an ein oder mehrere

allosterische Zentren der GgpS ausgeldst werden. Dies konnte eine Konformationsénderung
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der GgpS bewirken und die Aktivitat des Enzyms hemmen. Zum anderen kdnnte die generelle
Interaktion von kompatiblen Soluten mit Proteinoberflachen fur die Inhibition verantwortlich
sein. Kompatible Solute haben zwar in den meisten Fallen einen stabilisierenden Effekt auf
Proteine und andere Zellstrukturen wie z.B. Membranen (Crowe etal., 1984,
Singer und Lindquist, 1998), dennoch wére es im Falle der GgpS mdglich, dass diese
Interaktion eine Inhibition der Enzymaktivitat zur Folge hat. Anhand der vorliegenden Daten
kann letztere Hypothese flr den Effekt der kompatiblen Solute ausgeschlossen werden. Bei
den untersuchten Substanzen loste Glycinbetain zwar eine starke Inhibition der GgpS aus,
aber die kompatiblen Solute Glycerin, Prolin und auch Inositol zeigten keinen signifikanten
Effekt (siehe Abbildung 3.4). Da der Wirkmechanismus der kompatiblen Solute prinzipiell
uber eine Stabilisierung der Hydrathille zustande kommt (Bolen und Baskakov, 2001),
mussten alle diese Substanzen eine &hnliche Hemmung hervorrufen. Dies ist nicht der Fall.
Im Gegensatz dazu ist eine allosterische Interaktion wahrscheinlicher. Die am stérksten
hemmenden Osmolyte waren Glukose, Trehalose und Maltose. Aufgrund der gemeinsamen
Charakteristika dieser Substanzen in Bezug auf Struktur und GréRe kann man zu dem Schluss
kommen, dass eine spezifische Bindung der Osmolyte die Hemmung der GgpS-Aktivitat
auslost. Dabei scheint insbesondere der Glukoserest eine wichtige Rolle zu spielen, den diese
Substanzen gemeinsam haben. Zusammengenommen weisen die vorgelegten Ergebnisse
darauf hin dass die beobachtete Hemmung der GgpS durch GG und auch Trehalose durch die
Bindung dieser Osmolyte an eine oder mehrere allosterische Bindestellen verursacht wird.
Mittels limitierter Proteolyse durch Trypsin wurde versucht, eine dabei ausgeldste
Konformationsédnderung der GgpS nachzuweisen. Durch diese Methode konnte auch eine
Anderung der Proteinstruktur der Nikotinsdure-Phosphoribosyltransferase aus Salmonella
typhimurium aufgrund einer ATP-Bindung identifiziert werden (Rajavel et al., 1996). Das
Abbaumuster des GgpS-Proteins wurde in An- oder Abwesenheit von Glukose untersucht, ein
Unterschied konnte unter den gewahlten Bedingungen jedoch nicht nachgewiesen werden.
Dennoch sollte eine Konformationsédnderung in weiteren Experimenten, die auch den
Nachweis von geringen strukturellen Veranderungen ermdéglichen, untersucht werden. Dazu
konnte eine limitierte Proteolyse mit anderen Proteasen, wie z.B. Chymotrypsin, durchgefiihrt
werden. Da das GgpS-Protein auch bei Raumtemperatur und in hohen Konzentrationen tber
mehrere Tage stabil ist, kdme auch eine Strukturaufklarung durch Rontgenstrukturanalyse in
Frage.

Die Hemmung der GgpS-Aktivitat durch Trehalose und vermutlich auch durch GG wird nicht

durch einen kompetitiven Mechanismus verursacht. Eine allosterische Hemmung ist hierbei
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wahrscheinlich. Insbesondere die Modulation dieser Hemmung durch Salz kdnnte eine
wichtige Rolle bei der Anpassung der GgpS-Aktivitat bei der Akklimatisierung an die externe
Salzkonzentration spielen und stellt einen bisher nicht beschriebenen Mechanismus der
Aktivitatsregulation dar.

4.2 Der Inhibitor der Osmolytsynthese ist kein Protein, sondern Nukleinsiuren

Bereits bei der Entdeckung der GG-Synthese in Synechocystis wurde beobachtet, dass die
Enzymaktivitat im Zellextrakt sehr gering war (Hagemann et al., 1994). Die GG-Synthese
konnte dabei durch die Zugabe von NaCl um mindestens den Faktor 50 gesteigert werden.
Daraus wurde gefolgert, dass der Zellextrakt einen hemmenden Faktor enthalten musste,
dessen Effekt durch Salz aufgehoben wird. Auch nach der ldentifikation des GgpS-Proteins
als Mediator der Osmolytsynthese durch Marin (1998) wurde diese Hypothese
aufrechterhalten. Weiterhin wurde gezeigt, dass der inhibitorische Faktor nach der Reinigung
der GgpS durch lonenaustausch-, GrofRenausschluss- oder Affinitdtschromatographie verloren
geht und die Enzymaktivitat keine Abhangigkeit von der NaCl-Konzentration mehr zeigt
(Hagemann et al., 2001). Anhand dieser Ergebnisse wurde die direkte Interaktion mit einem
regulatorischen Protein oder eine posttranslationale Modifikation der GgpS als Mechanismus
fur den Effekt des Zellextraktes postuliert. Diese Hypothese war durchaus gerechtfertigt, da
bereits fur verschiedene Glukosyltransferasen aus Spinat oder der Béckerhefe S. cerevisiae
gezeigt werden konnte, dass der Phosphorylierungsstatus der Proteine bei deren Regulation
eine Rolle spielt (Toroser und Huber, 1997; Londesborough und Vuorio, 1991).

Der Einfluss des Phosphorylierungstatus der GgpS auf die Enzymaktivitat wurde von Jana
Huckauf untersucht, dabei konnte jedoch kein Zusammenhang mit der Aktivitatsregulation
nachgewiesen werden (Dissertation, 2003). Weiterhin wurde versucht, das putative
regulatorische Protein durch Immunoprazipitation, Fraktionierung des Zellextraktes und
Yeast-Two-Hybrid-Experimente nachzuweisen. Auch diese Versuche flhrten nicht zur
Identifikation des inhibitorischen Faktors.

In dieser Arbeit wurde ein systematischer Ansatz durchgefuhrt, um zunéchst die
biochemische Natur des hemmenden Faktors einzugrenzen. Einen wichtigen Hinweis darauf
lieferte die Inhibition der GgpS durch die Zellextrakte von anderen Mikroorganismen (siehe
Abbildung 3.8). Diese war mit der Hemmung durch Synechocystis-Zellextrakt vergleichbar
und konnte auch durch die Zugabe von NaCl aufgehoben werden. Dies deutet darauf hin, dass
der Effekt durch den gleichen Mechanismus ausgeldst wird. Weiterhin macht diese
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Beobachtung auch die Hemmung durch ein Protein unwahrscheinlich, da dieses in allen
getesteten Mikroorganismen vorkommen und zuséatzlich ein Enzym aus einem phylogenetisch
weit entfernten Cyanobakterium hemmen misste. Um diese Moglichkeit zweifelsfrei
auszuschlieBen, wurden alle proteinogenen Bestandteile des Zellextraktes entfernt. Dies
gelang durch den Einsatz von ProteinaseK, ein Trypsinverdau fiihrte nur zu einem
unvollstdéndigen Abbau. Die Hemmung durch den unbekannten Faktor wurde davon nicht
beeinflusst (siehe Abbildung 3.10). Dies zeigt, dass ein Protein als negativer Regulator nicht
in Frage kommt. Gleichzeitig kann auch die posttranslationale Modifikation der GgpS
ausgeschlossen werden. Diese lange verfolgte Hypothese kann anhand dieser Ergebnisse
widerlegt werden.

Der hemmende Faktor muss dementsprechend ein anderer Bestandteil des Zellextraktes sein.
Die unterschiedlichen Behandlungen des Zellextraktes zeigen, dass der Faktor sehr stabil sein
muss, da er beim Erhitzen und auch bei der Fallung durch Aceton seine hemmende Wirkung
nicht verliert (siehe Abbildung 3.9). Ausserdem konnte er keine niedermolekulare Substanz
sein, da diese durch die Entsalzung mittels der PD10-Sdule entfernt wurden. Der Inhibitor
muss in groBen Mengen in der Zelle vorliegen. Darauf deuten Ergebnisse von Marit Stirnberg
hin, da bei einer Uberexpression der GgpS in der ggpS*-Mutante das Protein zwar in hohen
Konzentrationen vorlag, dabei aber unter salzarmen Bedingungen ebenso wie im Wildtyp
inaktiv war. Das Protein konnte durch einen Salzschock aktiviert werden und die Rate der
GG-Synthese war hoher als im Wildtyp. Dies spricht dafir, dass das Protein nicht durch die
starke Uberexpression beeinflusst wurde, sondern durch den gleichen Faktor wie im Wildtyp
inhibiert wurde. Nach diesen Uberlegungen konnte prinzipiell lediglich die Interaktion mit
den Membranbestandteilen oder den Nukleinsduren eine Rolle spielen. Ein Effekt von E. coli-
Liposomen (siehe Abbildung 3.11) konnte nicht nachgewiesen werden. Auch die Entfernung
der Membranbestandteile durch Ultrazentrifugation hatte keinen Einfluss auf die hemmende
Wirkung des Zellextraktes (Daten nicht gezeigt). Die Membranen spielen dementsprechend
keine Rolle bei der Hemmung der GgpS-Aktivitat.

Nachdem auch Membranen als inhibitorische Faktoren ausgeschlossen werden konnten,
wurde der Einfluss von Nukleinsduren auf die GgpS-Aktivitat untersucht. Der Zellextrakt
wurde zwar mit Dnasel behandelt, ein unvollstdndiger Verdau der genomischen DNA konnte
jedoch Oligonukleotide entstehen lassen. Das VVorhandensein solcher Oligonukleotide kdnnte
auch erklaren, warum keine der HPLC-Fraktionen eine Hemmung ausgelost hat (siehe
Abbildung 3.12). Die Oligonukleotide wiirden aufgrund ihrer verschiedenen Grofzen und

Nukleinsduresequenzen unterschiedlich aufgetrennt werden, was zu einer starken Verdiinnung
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fuhren wirde. Um diese Hypothese zu bestétigen, wurde die GgpS-Aktivitat in Anwesenheit
von Hexanukleotiden untersucht (siehe Abbildung 3.13). Tatsachlich losten die
Oligonukleotide eine Hemmung der Enzymaktivitdt aus. Diese konnte durch die Zugabe von
NaCl aufgehoben werden und weist dementsprechend die gleichen Charakteristika wie die
Inhibition durch den Zellextrakt auf. Eine photometrische Messung ergab, dass der
Zellextrakt tatséchlich eine hohe Konzentration an Nukleinsduren enthielt, die fir den
hemmenden Effekt verantwortlich waren.

Die Ergebnisse belegen, dass es sich bei dem inhibitorischen Faktor des Zellextraktes, der fur
die in vitro-Inaktivierung der GgpS verantwortlich ist, um Nukleinsauren handelt. Damit
konnte der hemmende Faktor erfolgreich identifiziert werden.

4.3 Die schnelle Antwort und die steady-state-Regulation der Osmolytsynthese
wird durch die Hemmung der GgpS-Aktivitat durch Nukleinsauren vermittelt

Die Regulation der GgpS-Aktivitat in Synechocystis unter erhéhten Salzbedingungen wird in
zwei Phasen eingeteilt. Bei einem Salzschock werden zunéchst préformierte GgpS-Proteine
vollstdndig aktiviert. Diese sogenannte schnelle Antwort fiihrt zu einer maximalen GG-
Syntheserate. Bei der Akklimatisierung an langerfristig erhohte NaCl-Konzentrationen wird
die Aktivitat der GgpS an die vorliegende Salzkonzentration angepasst. Dadurch wird die
Osmolalitat zwischen externem Medium und dem Cytoplasma durch die Einstellung des GG-
Pools ausgeglichen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Interaktion der
GgpS mit Nukleinséuren einen Regulationsmechanismus fiir beide Phasen darstellen kdnnte.
Es konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von DNA eine dosisabhédngige Hemmung
der GgpS-Aktivitat verursacht. Dies wurde von Jana Huckauf und im Rahmen dieser Arbeit
(Daten nicht gezeigt) bei der Inhibition durch den Zellextrakt ebenfalls beobachtet und
unterstutzt zusétzlich die Schlussfolgerung, dass die GgpS-Hemmung auschliel3lich durch die
enthaltenen Nukleinsduren verursacht wird. Bei Zugabe von NaCl findet die Inhibition durch
DNA nicht mehr statt (sieche Abbildung 3.14). Ubertragt man dieses Ergebnis auf die
physiologische Ebene, kann damit die schnelle Antwort der Osmolytsynthese erklart werden.
Das GgpS-Protein wird bei geringen Salzkonzentrationen in den Zellen durch die
Anwesenheit von Nukleinsduren gehemmt. Da diese in hohen Konzentrationen vorliegen,
kann diese Hemmung auch bei einer Uberexpression des GgpS-Proteins beobachtet werden
(Stirnberg, 2006). Nach einem Salzschock steigt die interne lonenkonzentration stark an
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(Blumwald et al., 1983). Dieser Anstieg hebt die Interaktion zwischen der GgpS und den
Nukleinsduren auf und aktiviert die GG-Synthese.

Auch die Regulation der GG-Synthese unter steady-state-Bedingungen ist durch die
GgpS/Nukleinsdure-Interaktion erklarbar. Dabei ist insbesondere die Modulation der GgpS-
Aktivitat in Abhangigkeit von der Salzkonzentration grundlegend. Es konnte gezeigt werden,
dass die GgpS nicht ab einem bestimmten Schwellenwert maximal aktiv war, sondern die
Aktivitdt in Abhéngigkeit von der NaCl-Konzentration moduliert wird (siehe Abbildung
3.18). Dies bedeutet, dass bei jeder Salzkonzentration eine bestimmte GgpS-Aktivitat
eingestellt wird. Da die interne lonenkonzentration in salzakklimatisierten Zellen direkt vom
Salzgehalt des Mediums abhangig ist, (Hagemann et al., 1994; Reed et al., 1985b), kann
durch diesen Mechanismus der interne GG-Pool an unterschiedliche Salzkonzentrationen
angepasst werden. Im Rahmen der durchgefiihrten Versuche konnten DNA-Konzentrationen
von 0,3125- 2,5 ug/ul eingesetzt werden. Die tatséchliche Nukleinsaurekonzentration in
Synechocystis-Zellen liegt jedoch mit ca. 28 ug/ul deutlich hoher (Hagemann et al., 1994). Es
konnte gezeigt werden, dass die Reaktivierung der GgpS durch NaCl direkt von der DNA-
Konzentration abhangig ist. Unter physiologischen Bedingungen wird also vermutlich eine
weitaus hohere NaCl-Konzentration als 200 mM fir eine vergleichbare Reaktivierung
bendtigt. Dies wirde eine Anpassung an die hoheren Salzkonzentrationen erlauben, die in
salzakklimatisierten Zellen bei bis zu 800 mM (Na'- und K'-lonen) liegen konnen
(Hagemann et al., 1994).

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die salzmodulierte Interaktion der GgpS
mit Nukleinséduren sowohl bei der schnellen Antwort auf einen Salzschock als auch bei der
Akklimatisierung von Synechocystis an erhdhte Salzkonzentrationen eine wichtige, wenn
nicht sogar die hauptséchliche Rolle spielt. Damit ware die GgpS nicht nur Sensor des

Salzstresses, sondern auch der direkte Regulator des Osmolytpools.

4.4 Die Inhibition der GgpS-Aktivitat wird durch eine Bindung des Proteins an
das Nukleinsaureriickgrat verursacht

Die Interaktion der GgpS mit Nukleinsduren spielt bei der Anpassung von Synechocystis an
Salzstress eine wichtige Rolle. Der biochemische Mechanismus, der dieser Interaktion
zugrunde liegt, ist jedoch unbekannt. Die naheliegendste Erklarung fir die bisherigen
Ergebnisse ware eine Bindung der GgpS an DNA oder auch RNA. Diese Hypothese wurde in
EMSA-Experimenten untersucht und tatsachlich konnte eine Bindung des GgpS-Proteins
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sowohl an DNA als auch RNA nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.19). Diese Bindung
fand in Anwesenheit von NaCl nicht statt. Dies weist darauf hin, dass die beobachtete
Hemmung der GgpS-Aktivitat durch die Bindung an Nukleinsauren verursacht wird.

Beim Mechanismus dieser Interaktion kommen zwei unterschiedliche Madglichkeiten in
Frage. Zum Einen konnte ein bestimmtes Sequenzmotiv eine Rolle spielen, wie dies z.B. bei
Transkriptionsfaktoren der Fall ist. Ebenfalls ist die unspezifische Bindung des Proteins an
die DNA oder RNA denkbar. Ein Beispiel fur eine unspezifische Interaktion mit DNA ist das
Protein ParA;. Diese ATPase spielt eine wichtige Rolle bei der Chromosomensegregation in
C. glutamicum und bindet unabhangig von der Sequenz an das Chromosom des Bakteriums
(Schwaiger, 2009).

Die gezeigten Daten deuten stark darauf hin, dass im Falle des GgpS-Proteins ebenfalls eine
unspezifische Bindung an Nukleinséuren vorliegt. In Bezug auf die GgpS-Aktivitat konnte
beobachtet werden, dass die untersuchten Hexanukleotide unabhéngig von der Sequenz eine
vergleichbare Hemmung ausgeldst haben. Auch die EMSA-Experimente unterstitzen diese
Hypothese. Das in Abschnitt 3.3.3 eingesetzte DNA-Fragment besteht aus einer Teilsequenz
des lacZ-Gens, das in Synechocystis nicht vorhanden ist. Selbst wenn dieses Fragment zufallig
das Bindemotiv flr die GgpS enthalten wirde, kénnte dadurch trotzdem nicht die massive
GroRenzunahme und die diffuse Verteilung der DNA erklart werden. Bei der Bindung von
einem oder wenigen GgpS-Molekulen wirden sich klar abgegrenzte Banden ergeben und
auch die Veranderung der GrolRe ware geringer, wie z.B. im Falle des Transkriptionsfaktors
RamA (Cramer und Eikmanns, 2007). Die diffuse DNA-Verteilung stellt eher Zwischenstufen
von Fragmenten mit einer unterschiedlichen Anzahl an gebundenen GgpS-Molekiilen dar.
Einzelne spezifische Bindemotive konnen in diesem Versuch dementsprechend
ausgeschlossen werden.

Die sequenzunabhéngige Bindung legt nahe, dass eine Interaktion mit dem negativ geladenen
Ruckgrat der Nukleinsauren stattfindet. Die GgpS enthalt 67 Histidin-, Lysin- und
Argininreste, die bei physiologischen pH-Werten positiv geladen sind. Diese befinden sich
hauptsachlich an der Oberflache des Proteins und bilden dabei positiv geladene Bereiche
(Strukturvorhersage, Daten nicht gezeigt). Eine elektrostatische Wechselwirkung des negativ
geladenen DNA-Rickgrats und der GgpS-Oberflache ist also mdglich. Fir diese Hypothese
spricht ebenfalls, dass die Bindung in Anwesenheit von NaCl nicht zustande kommt. Bei
einer Erhéhung der lonenstérke durch Zugabe von NaCl wiirde die ionische Wechselwirkung
zwischen der GgpS und der DNA geschwacht und das Protein freigesetzt werden.
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Bei der beschriebenen Interaktion scheint jedoch nicht nur die negative Ladung, sondern auch
die Struktur der DNA eine Rolle zu spielen. Die untersuchten E. coli-Liposomen besitzen
zwar ebenfalls eine hauptsachlich negativ geladene Oberflache, hatten jedoch keinen Einfluss
auf die Aktivitat der GgpS. Im Gegensatz dazu gleicht die Hemmung der GgpS durch Heparin
dem Effekt von DNA (siehe Abbildung 3.15). Dieses Polyanion dahnelt in seiner
Ladungsverteilung der DNA und ist ebenfalls in der Lage, eine helikale Struktur auszubilden.
Diese scheint bei der Bindung der GgpS neben der negativen Ladung eine wichtige Rolle zu
spielen. Auch im Fall von Heparin konnte eine hochaffine Bindung des GgpS-Proteins
nachgewiesen werden, die vermutlich ebenso wie bei den untersuchten Nukleinsauren fir den
hemmenden Effekt verantwortlich ist (siehe Abbildung 3.21).

Die Bindung an Heparin wurde auch schon fir die Trehalose-Phosphat-Synthasen aus
S. cerevisiae und M. smegmatis gezeigt (Londesborough et al., 1993; Pan et al., 1996). Die
Interaktion mit Polyanionen kodnnte somit charakteristisch fir die Enzymklasse der
Glukosyltransferasen sein.

Wahrend die spezifische Bindung von Proteinen an DNA und auch RNA in den letzten
Jahrzehnten intensiv untersucht wurde, existieren nur wenige Beispiele einer unspezifischen
Wechselwirkung. Uber einen langen Zeitraum wurde angenommen, dass primar die
spezifische Bindung bei der Funktionalitat von Protein-DNA-Wechselwirkung wichtig ist,
weswegen die Forschung an einer sequenzunabhéngigen Interaktion vernachlassigt wurde.
Dennoch bestehen Hinweise darauf, dass die elektrostatische Wechselwirkung von Proteinen
mit Nukleinsduren oder anderen Polyanionen wie z.B. Actin, Tubulin oder Proteoglycanen im
Zytoplasma oder der extrazellularen Matrix der Zelle eine Rolle bei verschiedenen
Regulationsmechanismen spielen konnte (Salamat-Miller etal., 2006). Fir verschiedene
Mitglieder einer grofRen Gruppe von eukaryotischen Wachstumsfaktoren, den FGFs
(fibroblast growth factor), wurde die Bindung an das Polyanion Heparin nachgewiesen, wie
bei FGF-1 und FGF-2 aus Chondrosarkom-Zellen (Shing et al., 1984). Weiterhin wurde
gezeigt, dass die Interaktion mit Heparin die mitogene Aktivitat des FGF-1, wenn auch nur
leicht, steigert (Pye et al., 2000). Im Falle des FGF-1 wurde die Bindung an das Polyanion
Heparansulfat auch durch Roéntgenstrukturanalyse gezeigt (Yeh etal., 2002). Diese
Polyanionen-bindenden Proteine (PABs) stellen dabei keinesfalls eine Ausnahme dar. Bei
Microarray-Versuchen wurden 4895 humane Proteine hinsichtlich der Bindung an
Polyanionen getestet, dabei wurden tber 700 als Polyanionen-Bindeproteine identifiziert.
Zusatzliche Untersuchungen belegen, dass auch bei diesen Proteinen wie im Falle der GgpS
die Bindung an Polyanionen durch NaCl vermindert wird (Salamat-Miller et al., 2007). Trotz
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der ldentifikation dieser Proteine als PABs konnte jedoch lediglich bei dem FGF-1-Protein
eine schwache Korrelation der Proteinaktivitdt mit der Bindung an Heparin nachgewiesen
werden. Im Fall der GgpS konnte im Gegensatz dazu ein starker Zusammenhang der Aktivitat
mit der Bindung an Polyanionen wie DNA und Heparin gezeigt und dieser Interaktion eine
physiologische Rolle zugeordnet werden. Damit stellt die GgpS bezuglich der
Aktivitatsregulation das zur Zeit am besten charakterisierte Polyanionen-Bindeprotein dar.
Neben den bisher diskutierten in vitro-Untersuchungen der GgpS-Aktivitdt konnte auch in
Synechocystis-Zellen eine Bindung des Proteins an Nukleinséduren nachgewiesen werden. In
den beschriebenen SPINE-Experimenten konnten nach einem Formaldehyd-Crosslinking
erhebliche Mengen an Nukleinséduren zusammen mit dem GgpS-Protein gereinigt werden
(siche Tabelle 3.1). In Ubereinstimmung mit der Hypothese der salzabhidngigen Bindung
wurde tatséchlich bei an 3% NaCl akklimatisierten Zellen ein geringeres Verhéltnis zwischen
gereinigtem GgpS-Protein und der Menge an Nukleinséduren nachgewiesen als bei Zellen, die
bei niedrigen Salzkonzentrationen kultiviert wurden. Fir eine in vivo-Bindung sprechen auch
Ergebnisse von Jana Huckauf, in denen bei einer Auftrennung von Synechocystis-Zellextrakt
mittels einer nativen PAGE das GgpS-Protein in einem hohermolekularen Komplex
nachweisbar war (Huckauf, 2003). Dieser wurde als Homooligomer des GgpS-Proteins oder
Heterooligomer der GgpS mit anderen Proteinen interpretiert. Auf Grundlage der
vorliegenden Ergebnisse ist jedoch die Bindung an genomische DNA wahrscheinlicher, da
der beobachtete Komplex sehr groR war.

Das GgpS-Protein bindet sowohl in vitro als auch invivo an Nukleinsduren und Heparin.
Diese unspezifische Interaktion beruht vermutlich auf einer elektrostatischen Wechselwirkung
der GgpS-Oberflache mit den negativ geladenen Bereichen dieser Molekiile und wird durch
die Anwesenheit von NaCl beeinflusst. Zusétzlich scheint die helikale Struktur der
Interaktionspartner eine Rolle zu spielen. Die Bindung der GgpS an Polyanionen ist dabei die
Ursache flr die beobachtete Inhibition der Enzymaktivitdt durch DNA und Heparin.
Aufgrund dieser Charakteristika gehort das GgpS-Protein zu den Polyanionen-Bindeproteinen
und stellt den zur Zeit am besten untersuchten Vertreter dieser groen Gruppe dar.

4.5 Die Nukleinsauren hemmen nicht durch eine Interaktion mit dem aktiven

Zentrum der GgpS

Nach der Identifikation der Polyanionen-Bindung als Ursache fiir die Inhibition der GgpS
sollte der Mechnismus dieses Effekts aufgeklart werden. Die Bindung der GgpS an das DNA-
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Fragment zeigte in den EMSA-Experimenten einen sigmoidalen Verlauf, dies konnte auch bei
der NaCl-Reaktivierung der GgpS-Aktivitat bei Inhibition durch DNA beobachtet werden
(siehe Abbildung 3.20 bzw. 3.18). Dies deutet auf einen kooperativen Mechanismus hin.
Dabei konnte die Ausbildung von Homooligomeren des GgpS-Proteins eine Rolle bei der
Regulation spielen. Eine Interaktion von GgpS-Proteinen konnte auch zuvor in Yeast-Two-
Hybrid-Experimenten nachgewiesen werden (Stirnberg et al., 2007).

Die Oligomerisierung und der Einfluss von DNA auf diesen Prozess wurde durch
Crosslinking-Experimente mit Formaldehyd untersucht (siehe Abbildung 3.24). Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass die GgpS in Abwesenheit von DNA unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen Di-, Tri- und Tetramere ausbildet. Der Anteil der nachgewiesenen
Oligomere ist jedoch in Bezug auf die eingesetzte GgpS-Menge relativ gering, da auch nach
40 min noch der Grofdteil des Proteins als Monomer vorliegt. Im Gegensatz dazu wird nach
Zugabe von DNA die Oligomerisierung stark beschleunigt, nach 25-35 min ist bereits der
Grofteil der GgpS-Proteine zu hoheren Oligomeren vernetzt. Da in der Zelle hohe
Konzentrationen von Nukleinsauren und anderen Polyanionen vorliegen, konnte dieser Effekt
durchaus eine physiologische Rolle spielen. Auch fur FGF-1 und den spezifischen Rezeptor
FGFR aus Chondrosarkom-Zellen wird angenommen, dass Heparin die Bindung der beiden
Proteine und nachfolgend eine Dimerisierung des Rezeptors begunstigt (Pellegrini et al.,
2000). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnte auch die Oligomerisierung der Ggps in
Anwesenheit von DNA einen Faktor bei der Aktivitatsregulation der GgpS darstellen und
sollte n&her untersucht werden.

Die Hemmung der GgpS durch DNA konnte ebenfalls die direkte Interaktion des Polyanions
mit dem aktiven Zentrum des Enzyms verursacht werden. Dies wurde durch die Messung der
kinetischen Parameter Kp, und Vmax in Anwesenheit von DNA untersucht. Dabei konnte eine
kompetitive Inhibition, also eine Verdrangung der Substrate aus dem aktiven Zentrum der
GgpsS, ausgeschlossen werden.

Die bisherigen Beobachtungen konnten durch die Bindung von Polyanionen an einen
regulatorischen Bereich des Proteins und eine dadurch verursachte Konformationsédnderung
erklart werden. Dies konnte z.B. die Aktivitdt durch eine Veranderung der
Substratbindetasche beeinflussen. Auch fiir die Trehalose-Phosphat-Synthasen aus
M. tuberculosis und M. smegmatis konnte ein Einfluss von Heparin auf die Substratspezifitat
gezeigt werden (Pan etal., 2002; Pan etal., 1996). Dies konnte ebenfalls durch eine

Verzerrung des aktiven Zentrums dieser Enzyme hervorgerufen werden.
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Die postulierte Konformationsanderung der GgpS konnte durch limitierte Proteolyse (siehe
Abbildung 3.23) und auch Zirkular-Dichroismus-Messungen (Daten nicht gezeigt) nicht
zweifelsfrei  gezeigt werden. Dennoch muss gesagt werden, dass geringe
Konformationsénderungen durch diese Methoden nicht nachgewiesen werden kénnen. Bei der
limitierten Proteolyse konnte zwar kein Unterschied im Abbaumuster beobachtet werden,
dennoch ist die Stabilitat des GgpS-Proteins deutlich erhéht. Eine hdhere Stabilitat gegentuiber
Trypsin wurde auch bei dem eukaryotischen a-Synuclein-Protein bei einer Bindung von
Fettsduren festgestellt und mit einer Konformationsédnderung des Proteins in Zusammenhang
gebracht (De Francheschi et al., 2009). Dies wird auch fur weitere Proteine angenommen
(Fontana et al., 2004).

Im Falle der GgpS kdnnte die verringerte Zuganglichkeit fur Trypsin durch die reversible
Blockierung von Proteaseschnittstellen durch die gebundene DNA oder eine kompaktere
Konformation des Proteins verursacht werden.

Da anhand der vorliegenden Ergebnisse beide Mdglichkeiten in Frage kommen, sollte eine
Konformationsénderung der GgpS in weiteren Experimenten untersucht werden. Auch hier
wirde eine Kristallisation der GgpS in Anwesenheit von Polyanionen oder die limitierte
Proteolyse mit anderen Proteasen in Frage kommen.

Die Bindestellen fir Polyanionen auf der Proteinoberfliche kdnnen durch
Biotinylierungsexperimente identifiziert werden. Mittels dieser Methode konnten auch schon
die Bindestellen fur Heparin bei dem FGF-2-Protein, dem platelet factor-4 und Pleiotrophin
nachgewiesen werden (Ori etal., 2009). Anhand der bisherigen Ergebnisse ist eine
Wechselwirkung der positiven Aminosduren auf der GgpS-Oberflache fiir die Bindung von
Polyanionen verantwortlich. Das NHS-Biotin-Reagenz reagiert mit primaren Aminen und
sollte damit die zuganglichen Lysine kovalent modifizieren. Die Bindung von DNA an die
positiv geladenen Lysine sollten diese vor der Biotinylierung schiitzen. Nach einem
Proteaseverdau konnten so Peptide massenspektrometrisch nachgewiesen werden, die im
Vergleich zu den Proben ohne DNA einen Unterschied im Biotinylierungsmuster aufweisen.
Vorlaufige Versuche mit dem GgpS-Protein zeigen, dass die Biotinylierung und der Nachweis
der jeweiligen Peptide funktioniert. Zur Zeit werden weitere Experimente mit optimierten
Parametern durchgeftihrt und konnten zur Identifikation der Polyanionen-Bindestellen fiihren.
Die Hemmung der GgpS-Aktivitdt durch DNA wird nicht durch einen kompetitiven
Mechanismus ausgeldst, bei dem die Substrate aus dem aktiven Zentrum des Enzyms
verdréangt werden. Eine Konformationsanderung des Proteins ist eher wahrscheinlich. Dabei
konnte eine strukturelle Verénderung der Substratbindetasche involviert sein. Ebenfalls
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konnte eine Oligomerisierung der GgpS eine Rolle bei der Regulation des Proteins spielen.
Die Identifizierung der Polyanionen-Bindestellen wird zur Zeit durchgefihrt und konnte
wichtige Hinweise auf den Mechanismus der GgpS-Regulation liefern. Die Bindung an diese
Bereiche konnte dann weiterfihrend durch den Austausch von positiv geladenen

Aminosduren bestétigt werden.

4.6 Das GgpS-Protein reguliert nicht die Transkription des ggpS-Gens, konnte

aber die Transkription anderer Gene beeinflussen

In den durchgefiihrten EMSA-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Bindung der
GgpS an DNA eine hohe Affinitat besitzt. Bereits bei einem ca. 20fachen Uberschuss des
Proteins hatte zumindest ein GgpS-Molekil an das DNA-Fragment gebunden (siehe
Abbildung 3.20). Hierbei ist das Vorhandensein von vielen Bindestellen auf dem DNA-
Fragment wahrscheinlich, da sich bei den EMSA-Versuchen keine klaren einzelnen Banden
ergeben, sondern lediglich eine diffuse DNA-Wolke. Trotz der Unterschiede im
Bindungsmechanismus ist die Affinitat der unspezifischen Wechselwirkung der GgpS mit
DNA mit der Affinitat von Transkriptionsfaktoren zu ihren spezifischen Erkennungsmotiven
vergleichbar. Der Transkriptionsfaktor RamA ben6tigt bei der Bindung eines Bereichs des
Succinat-Dehydrogenase-Operons, das zwei Bindestellen enthalt, einen molaren Uberschuss
von ~ 15/1 (Cramer und Eikmanns, 2007). Der Transkriptionsfaktor GIXR ben6tigt in vitro bei
der Bindung seiner Erkennungssequenz im selben Promotor sogar einen Uberschuss von Gber
50/1 (Bussmann et al, 2009). Diese Vergleiche weisen darauf hin, dass auch die GgpS als
Transkriptionsregulator aktiv sein konnte. Auch wenn alle bisherigen Versuche darauf
hindeuten, dass eine sequenzunabhéngige Bindung der GgpS an Nukleinséuren stattfindet,
konnte die salzabhéngige Interaktion vor allem bei unter Salzstress induzierten Genen eine
Rolle bei der Transkriptionsregulation spielen. Die Transkription des ggpS-Gens wird nach
einem Salzschock um das 25-fache gesteigert. In verschiedenen Ansatzen wurde untersucht,
ob die Transkription des ggpS-Gens durch das von ihm kodierte Protein beeinflusst wird. Dies
wirde einen seltenen Mechanismus der Transkriptionsregulation darstellen und konnte bisher
nur fur wenige Proteine gezeigt werden, wie z.B. im Falle der sogenannten trigger-Enzyme
BirA oder PutA aus E. coli (Rodionov et al., 2002; Ostrovsky de Spicer und Maloy; 1993).
Dieser Uberbegriff wurde von Stiilke gepragt und beschreibt Proteine, die neben einer
Stoffwechselfunktion durch eine Bindung an DNA oder RNA auch die Regulation der
Transkription bzw. Translation steuern (Commichau und Stilke, 2008).
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Bei der Untersuchung des Promotorbereiches des ggpS-Gens durch EMSA-Experimente
konnte keine bevorzugten DNA-Sequenzen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies
unterstitzt die Hypothese einer unspezifischen Bindung.

Um auch invivo einen Einfluss der GgpS auf die Aktivitdt des ggpS-Promotors zu
untersuchen, wurden Synechocystis-Mutanten des Wildtyps und einer GgpS-defizienten
Mutante (AGDS) hergestellt, bei denen die Expression eines GFP-Proteins unter der Kontrolle
des ggpS-Promotors steht. Die Ergebnisse zeigen, dass die GFP-Expression in beiden GFP-
Mutanten sowohl ohne Zugabe von NaCl als auch bei hoheren Salzkonzentrationen
vergleichbar war (siehe Abbildung 3.25) und somit das GgpS-Protein nicht an der Regulation
des ggpS-Gens beteiligt ist. Dennoch kdnnte die Bindung der GgpS an DNA bei niedrigen
Salzkonzentrationen an der Transkriptionsregulation anderer Gene beteiligt sein. Es konnte
gezeigt werden, dass bei unter Salzstress kultivierten Synechocystis-Zellen eine Vielzahl von
Genen induziert wird (Marin et al., 2004). Bei der Analyse der Daten fallt auf, dass sich eine
groRe Anzahl der induzierten Gene in einem Bereich von 300 kBp um das ggpS-Gen
befinden. Der Anteil dieser Gene an den in der Publikation aufgezahlten Genen betragt nach
einem Salzschock 30%, bei an 4% NaCl akklimatisierten Zellen sogar 36%. Da in Bakterien
die Transkription von Genen und die Translation der mRNA nicht rdumlich getrennt ist,
konnte es also sein, dass direkt nach der Synthese das GgpS-Protein unspezifisch an
benachbarte Bereiche der genomischen DNA bindet. Dies kénnte zumindest anteilig eine
verminderte Transkription der betroffenen Gene bei niedrigen Salzkonzentrationen
verursachen. Die Ablésung der GgpS von der DNA konnte dann die Induktion dieser Gene
unter erhohten Salzbedingungen erklaren. Diese Hypothese kdnnte durch die Insertion des
ggpS-Gens in einen genomischen Lokus, dessen benachbarte Gene nicht durch Salzstress
induziert werden, untersucht werden. Eine zuvor nicht nachweisbare Induktion dieser Gene
bei erhohten Salzkonzentrationen wirde dann die Hypothese dieser unspezifischen
Transkriptionsregulation unterstiitzen. Fir dieses Experimente konnte die bereits vorhandene
ggpS+-Mutante verwendet werden.

Sollte die Annahme einer unspezifische Regulation tatsachlich zutreffen, konnte der Gruppe
der trigger-Enzyme ein neues Mitglied hinzugefligt werden.
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4.7 Die Interaktion mit DNA beeinflusst auch die Aktivitit anderer
Glukosyltransferasen

Das GgpS-Protein gehort zu der Familie der Glukosyltransferasen und besitzt eine hohe
Sequenzahnlichkeit zu anderen Vertretern dieser Gruppe (Engelbrecht et al., 1999). Viele
dieser Enzyme katalysieren ebenso wie die GgpS die Synthese von kompatiblen Soluten als
Antwort auf Salzstress. Dabei ist der Reaktionsmechanismus vergleichbar mit der GG-
Synthese. Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten konnte der in dieser Arbeit beschriebene
Regulationsmechanismus der GgpS auch bei diesen Enzymen zutreffend sein. Auch der
bereits erwéhnte Effekt von Heparin bei den Trehalose-Phosphat-Synthase von
M. tuberculosis und M. smegmatis weist auf einen Einfluss von Polyanionen auf die Aktivitat
der Enzyme hin (Pan et al., 2002; Pan et al., 1996). Auch fir die TPS aus Propionibacterium
freudenreichii wurde beschrieben, dass sich bei diesem Enzym in Anwesenheit des
Zellextraktes die Substratspezifitat im Vergleich zum gereinigten Protein andert (Cardoso
et al., 2007). Dies konnte durch die Anwesenheit von Nukleinsduren verursacht werden. Fir
die Trehalose-Synthese in E. coli durch ein TPS/TPP-System konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitat der beteiligten Enzyme in mit Toluol permeabilisierten Zellen durch die Zugabe von
NaCl um mindestens den Faktor 10 gesteigert wurde (Giaever etal., 1988). Die
Toluolbehandlung verursacht dabei lediglich den Ausstrom von niedermolekularen
Substanzen, die Struktur der Zelle und die Konzentrationen von hohermolekularen
Bestandteilen wie DNA oder Proteinen bleiben unverandert. Die Inhibition der Trehalose-
Synthese bei geringen Salzkonzentrationen konnte in diesem Testsystem durch eine
Interaktion von einem oder beiden beteiligten Enzymen mit Nukleinséuren ausgeldst werden,
die bei einer Erhthung der Salzkonzentration aufgehoben wird. Dies deutet darauf hin, dass
die Regulation der Trehalose-Synthese in E. coli durch den fir die GgpS beschriebenen
Mechanismus stattfinden kénnte.

Aufgrund dieser Hinweise auf einen universellen Mechanismus wurden die Trehalose-
Phosphat-Synthasen aus den Bakterien E. coli, C. glutamicum und M. tuberculosis sowie der
Hefe S. cerevisiae hinsichtlich ihrer Regulation untersucht. Dabei zeigte sich bei der TPS aus
C. glutamicum ein hemmender Effekt von DNA auf die Enzymaktivitat und bei dem Protein
aus M. tuberculosis konnte eine Bindung an DNA in EMSA-Experimenten nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 3.27 bzw. 3.28). In der an dieses Thema angegliederten
Bachelorarbeit wurden diese und weitere Glukosyltransferasen hinsichtlich ihrer Interaktion
mit DNA untersucht. Dabei konnte sowohl fir die Trehalose-Phosphat-Synthasen aus

C. glutamicum als auch aus M. tuberculosis ein Einfluss von DNA auf die Enzymaktivitat
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gezeigt werden. Dieser unterscheidet sich jedoch von dem Regulationsmechanismus der
GgpS. Die Interaktion mit Nukleinséuren scheint bei diesen Enzymen keine Rolle bei der
Osmoregulation zu spielen.

Interessanterweise konnte jedoch beobachtet werden, dass die Enzymaktivitat der TPS aus
C. glutamicum direkt von der NaCl-Konzentration abhéngig war (siehe Abbildung 3.30). Das
Enzym kann also direkt auf die vorliegende NaCl-Konzentration reagieren und Uber diesen
Mechanismus die Aktivitdt anpassen. Ein solcher direkter Einfluss von NaCl auf die
Enzymaktivitdt konnte auch bei den Trehalose-Phosphat-Synthasen aus Ectothiorhodospira
halochloris und Porphyra perforata nachgewiesen werden (Lippert et al., 1993; Meng und
Srivastava, 1990). Uber diesen Mechanismus kénnte ebenfalls die Einstellung des
Osmolytpools bei erhéhten Salzkonzentrationen vermittelt werden.

Eine salzmodulierte Hemmung durch die Bindung an Nukleinsauren konnte bei den bisher
untersuchten Glukosyltransferasen nicht bestétigt werden. Dennoch hat DNA einen Effekt auf
die Aktivitat dieser Glukosyltransferasen, was auf ein generelles Charakteristikum bei dieser
Enzymklasse hindeutet. In Hinsicht auf die zahlreichen Vertreter dieser Proteinfamilie sollten
weitere Enzyme bezlglich ihrer Interaktion mit Polyanionen untersucht werden. Hierbei
waéren insbesondere Glukosyltransferasen aus Mikroorganismen interessant, bei denen die
Synthese von GG oder Trehalose die primédre Antwort auf hyperosmotische Bedingungen
darstellt. Fiir weitere Untersuchungen wirden z.B. die Glukosylglycerol-Phosphat-Synthasen
aus den Cyanobakterien Synechococcus sp. PCC 7002 oder Synechococcus sp. WH8102 als
Kandidaten in Frage kommen. Diese marinen Mikroorganismen missen bei konstant hohen
Salzkonzentrationen wachsen, was eine biochemische Regulation der GgpS-Proteine

essentiell machen konnte.

4.8 Modell zur Regulation der Osmolytsynthese in Synechocystis

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass sowohl bei einem Salzschock als
auch wahrend der Anpassung an langerfristig erhdhte Salzkonzentrationen die Bindung des
GgpS-Proteins an Nukleinsduren den hauptsachlichen Faktor bei der Reaktion der Zelle
darstellen konnte. Bei geringen Salzkonzentrationen liegt praformiertes GgpS-Protein in der
Zelle vor. Dieses ist aufgrund der niedrigen lonenkonzentrationen an Nukleinsauren
gebunden und wird durch diesen neuartigen Mechanismus inaktiviert (siehe Abbildung 4.1,
A). Die Bindung wird durch eine elektrostatische Interaktion zwischen positiven Bereichen
auf der GgpS-Oberflache und dem negativen Riickgrat der Nukleinsauren vermittelt. Wird
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nun die externe Salzkonzentration schnell erhoht, stromen lonen in die Zelle ein. Die
Erhohung der lonenkonzentration schwacht die ionische Wechselwirkung zwischen GgpS-
Molekiilen und Nukleins&uren und die Proteine werden aus dieser Interaktion freigesetzt, was
zu einer GG-Synthese mit maximaler Rate flhrt (siehe Abbildung 4.1, B). Dies I0st einen
schnellen Anstieg der GG-Konzentration aus. Die Akkumulation von GG gleicht das
osmotische Potential des Zytoplasmas und des externen Mediums aus und die fur den
Metabolismus toxischen lonen werden aus dem Zytoplasma transportiert.

Niedrige
Salzkonzentrationen (A) Steady-state (C)

///

Abbildung 4.1: Modell zur Regulation der GgpS-Aktivitéat durch die Interaktion mit Nukleinsauren.
Gezeigt ist eine schematische Darstellung einer Synechocystis-Zelle bei den verschiedenen Stadien der
Salzanpassung. Bei niedrigen Salzkonzentrationen (A) ist das GgpS-Protein an Nukleinsduren gebunden und
inaktiv. Bei einem Salzschock (B) wird die interne lonenkonzentration (schwarze Kreise) erhéht, das GgpS-
Protein wird von den Nukleinséuren freigesetzt und synthetisiert GG (griine Ellipsen). Unter steady-state-
Bedingungen (C) bestimmt das Verhaltnis zwischen gebundener/inaktiver GgpS und freiem/aktivem Enzym die
Rate der GG-Synthese.

Dadurch sinkt die lonenkonzentration wieder, bleibt aber im Vergleich zu geringen externen
Salzkonzentrationen dauerhaft erhoht. Die verbleibende interne lonenkonzentration ist dabei
direkt abhéngig von der Konzentration im umgebenden Medium. Durch die Verringerung der
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lonenkonzentration kann wieder eine Bindung von GgpS-Proteinen an die Nukleinséuren
stattfinden. Diese binden und werden inaktiviert. Das Verhéltnis zwischen
gebundenen/inaktiven und ungebundenen/aktiven GgpS-Molekilen bestimmt die Rate der
GG-Synthese (siehe Abbildung 4.1, C). Durch diesen Mechanismus wird die interne
Osmolytkonzentration unter steady-state-Bedingungen an die externe Salzkonzentration
angepasst. Die Aktivitat von freien GgpS-Molekiilen im Zytoplasma wird zusétzlich durch die
nichtkompetitive Feedback-Inhibition durch GG oder Trehalose reguliert, was eine
zusétzliche Feinmodulation der Osmolytsynthese erlaubt.

Dieses Modell beschreibt einen bisher unbekannten Regulationsmechanismus auf dem Gebiet
der Osmoregulation. Gleichzeitig stellt das GgpS-Protein auch den am besten
charakterisierten Vertreter der Gruppe von Polyanionen-Bindeproteinen dar. Die
unspezifische Interaktion mit Polyanionen wurde auch flr viele Proteine héherer Organismen
nachgewiesen und stellt ein attraktives Ziel fir die zukinftige Forschung auf dem Gebiet der

Enzymregulation dar.

92



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die Akkumulation des kompatiblen Soluts Glukosylglycerol stellt in dem Cyanobakterium
Synechocystis den hauptséchlichen Faktor bei der Anpassung an erhdhte Salzkonzentrationen
dar. Die Einstellung des internen Osmolytpools durch eine de novo-Synthese dieser
osmoprotektiven Substanz ist von der Aktivitatsregulation der Glukosylglycerol-Phosphat-
Synthase GgpS abhéngig. Dieses Protein kann niedrigen Salzkonzentrationen in
Synechocystis-Zellen nachgewiesen werden, ist jedoch inaktiv. Bei einer Erhohung der
Salzkonzentration wird das GgpS-Protein vollstandig aktiviert, was zur Akkumulation von
GG fuhrt. Bei langerfristig erhohten Salzkonzentrationen wird die GgpS-Aktivitat so
moduliert, dass der interne GG-Pool an die externe Osmolalitat angepasst wird. Im Fokus
dieser Arbeit stand die Aufklarung der Mechanismen, die fur die Inaktivierung der GgpS bei
niedrigen Salzkonzentrationen und die Modulation der Enzymaktivitat wéhrend der steady-
state-Anpassung verantwortlich sind.

Durch biochemische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung des
GgpS-Proteins in  Anwesenheit von Zellextrakt nicht durch ein Protein oder eine
posttranslationale Modifikation ausgelost wird. Vielmehr st eine Interaktion mit
Nukleinsduren flr die Inhibition des Enzyms verantwortlich. Der hemmende Effekt ist hierbei
auf eine affine Bindung der GgpS an diese Makromolekule zuriickzufuhren. Diese Bindung
kann durch eine Erhdhung der NaCl-Konzentration aufgehoben werden, was auf eine ionische
Wechselwirkung von positiv geladenen Bereichen auf der GgpS-Oberflache mit dem negativ
geladenen Riickgrat der Nukleinsduren hinweist. Diese Hypothese wird auch durch die
vergleichbare Hemmung der GgpS-Aktivitat durch Heparin unterstiitzt. Auch hier findet eine
starke Bindung der GgpS an das helikale Polyanion statt, das in Bezug auf Ladungsverteilung
und Struktur dem Zucker-Phosphat-Gerlst der DNA &hnelt. Die Hemmung der GgpS-
Aktivitdt bei der Bindung an DNA wird nicht durch einen kompetitiven Mechanismus
verursacht und konnte eine Konformationsédnderung oder eine Oligomerisierung von GgpS-
Proteinen beinhalten.

Die schnelle Antwort der GG-Synthese in Synechocystis-Zellen nach einem Salzschock wird
dementsprechend durch eine Freisetzung der praformierten GgpS-Proteine aus der
inhibierenden Wechselwirkung mit Nukleinsduren vermittelt.

Auch bei der steady-state-Anpassung von Synechocystis kénnte die Bindung des GgpS-
Proteins an Nukleinsduren eine wichtige Rolle Gbernehmen. In Anwesenheit von DNA wurde

die GgpS-Aktivitdt durch die NaCl-Konzentration moduliert. Da die interne
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Salzkonzentration direkt von dem externen Salzgehalt des Mediums abhangig ist, kénnte
durch diesen Mechanismus die Einstellung des GG-Pools an unterschiedliche externe
Osmolalitaten gewéhrleistet werden. Dabei wiirde die interne lonenkonzentration das
Verhdltnis zwischen an Nukleinsduren gebundenen und freien GgpS-Proteinen bestimmen
und die Gesamtaktivitat der GgpS-Proteine und somit die Menge an synthetisiertem GG
regulieren. Diese salzabhdngige Bindung der GgpS an Nukleinséuren konnte auch durch
in vivo-Crosslinking bestétigt werden. Dabei wurden bei erhdhten Salzkonzentrationen
weniger Nukleinsauren zusammen mit dem GgpS-Protein gereinigt.

Einen weiteren wichtigen Faktor bei der steady-state-Regulation konnte auch die
salzmodulierte Feedback-Inhibition der GgpS durch kompatible Solute darstellen. Bei der
Inhibition durch Trehalose konnte gezeigt werden, dass der hemmende Effekt nicht durch
einen kompetitiven Mechanismus oder die osmotische Aktivitat der untersuchten Substanzen
ausgelost wird. Hierbei konnte eine Bindung des Osmolyts an ein oder mehrere allosterische
Zentren des Proteins eine Konformationsédnderung des Enzyms auslésen und die beobachte
Hemmung erkléren. Die starke Inhibition durch Glukose-haltige Osmolyte unterstiitzt dabei
die Hypothese einer spezifischen Bindung. Diese Ergebnisse konnten auch fur den
Mechanismus der GG-Hemmung zutreffen.

Das GgpS-Protein gehort zu den Polyanionen-Bindeproteinen und stellt den zur Zeit am
besten charakterisierten Vertreter dieser Gruppe dar. Viele dieser Proteine dienen hierbei als
Transkriptionsfaktoren. Eine Rolle der GgpS bei der Transkriptionsregulation des ggpS-Gens
konnte in dieser Arbeit ausgeschlossen werden.

Die in dieser Arbeit beschriebene Aktivitatsregulation des GgpS-Proteins durch eine
salzmodulierte Bindung an Nukleinsduren stellt ein neues Prinzip auf dem Gebiet der
Osmoregulation dar. Dabei stellt das GgpS-Protein sowohl den Sensor der Salzkonzentration
als auch den Regulator des GG-Pools dar. Ob dieser Mechanismus auch auf weitere Osmolyt-
synthetisierende Systeme Ubertragbar ist, wird zur Zeit untersucht.
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