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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Schwermetalle als Biometalle, deren Nutzen und Risiko

Bakterien haben alle Lebensraume auf der Erde fur sich gewonnen, vom Boden bis zu Suf3 -
bzw. Salzwassergewassern, von den black smokern (Jeanthon & Prieur 1990) in der Tiefsee
bis hin zu dem Leben in hoheren Organismen als Kommensalen oder Pathogene. Stets war
und ist es ein Kampf um Nahrstoffe fiir die Energiegewinnung und fir den Aufbau der
eigenen Biomasse. Dabei ist es nicht nur das Ringen um die Makroelemente Wasserstoff,
Kohlenstoff, Stickstoff, Phosphor und Schwefel, die am Aufbau zellularer Biomolekiile, wie
z. B. an Proteinen, Nukleinsduren und Zucker, beteiligt sind. Auch die Alkali- und
Erdalkalimetalle Natrium und Kalium sowie Magnesium und Calcium z&hlen zu den eher
haufiger vorkommenden Makroelementen. So sichert Ca®* die Fluiditat der Zellmembran
(LPS) (Nikaido 2003). Magnesium fungiert als Kofaktor der Polymerasen (Yang et al. 2004).
Die Schwermetalle mit einer Dichte groRer 5 g/ cm® (Fe, Zn, Ni, Co, Mn, Mo, Cu) zahlen zu
den Spurenelementen, die in geringerer Konzentration in der Zelle vorkommen. Sie werden
laut Nies (1999) in wichtige Spurenelemente mit geringer Toxizitadt (Fe, Mn, Mo) und in
Toxine (Zn, Ni, Cu, V, Co, W, Cr) mit moderater bis hoher Bedeutung fiir den Organismus
unterteilt. Die Schwermetalle Au, Pb, Hg, Cr und Cd werden nicht als Biometalle gehandelt,
auf Grund des fehlenden biologischen Nutzens fir die Zelle und deren toxischer Wirkung auf
biologische Prozesse. Ursache hierfiir ist die Ausbildung starker Komplexverbindungen durch
die hohe Affinitat gegeniiber Thiolgruppen (Nies 1999).

Als Kofaktoren von Proteinen mit Kkatalytischer oder sensorischer Funktion sind Metalle
essentiell fur die Zelle. Eisen als héaufigster Proteinkofaktor ist z. B. in der Fe-
Superoxiddismutase (SOD) und im Elektronentransport in der Photosynthese und der Atmung
vorzufinden. In einigen Lactobacillus-Arten wurde Eisen durch Mangan und Cobald
ausgetauscht und kénnen so ohne Eisen uberleben (Weinberg 1997). Eine ahnlich wichtige

Rolle kommt dem zweith&ufigsten Schwermetall Zink als Kofaktor zu.

Zink weist durch das vollstandig aufgefiillte 3 d'°-Orbital und dem nachfolgenden 4s-Orbital
nur eine Oxidationsstufe auf und ist nicht redoxaktiv im Vergleich zu anderen Biometallen.
Dafir wirkt es als Lewis-Saure (Williams 1987) und zeigt eine gute biologische
Verfugbarkeit in wéssriger Losung bei pH 7. Dies ist ein Vorteil gegenliber Eisen, welches in
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der aeroben Atmosphére als schwerlosliches Eisen (I11) vorliegt und daher eine geringe
Verfugbarkeit aufweist. Durch seine gute Bindung von Thiolen schutzt Zink diese vor
Oxidation und ist daher ein bevorzugter Kofaktor an redox-stabilen Positionen. Die
tetrahedrale Koordination erfolgt Uber das N-Atom von Histidin, das S-Atom von Cystein
oder Uber den Sauerstoff der Carboxylgruppe von Glutamat bzw. Aspartat sowie Uber
mindestens 3 Liganden auf Proteinseite. So werden Kkatalytische, kokatalytische und
strukturelle Funktionen (McCall et al. 2000) realisiert. Das Zink in der Carbon—Anhydrase,
dem Enzym zur Umwandlung von CO, und HCO3™ und vice versa, wird Uber drei Histidine
koordiniert und aktiviert so ein Wassermolekul, mit dessen Hilfe ein nukleophiler Angriff
gestartet werden kann. Ahnliche Prinzipien sind von zinkhaltigen Metalloproteasen und der
Glutamylzyklase (Zn®*: DEH) bekannt. Letztere stellt eines der Hauptziele der Alzheimer-
Forschung dar (Huang et al. 2005; Ruiz-Carrillo et al. 2011).

Einer tetrameren Koordination wird eine mehr strukturelle als katalytische Funktion
beigemessen. Eine weitreichende Bedeutung fur die Zelle hat Zink in Proteinen, die an
Nukleinsdauren binden und an der Replikation, Transkription bzw. der Reparatur beteiligt sind
(DNA/ RNA-Polymerasen, Ribosomen, Ligasen, Phosphatasen) oder diese regulieren
(Coleman 1998). So stabilisiert Zink durch seine Koordination iiber zwei Cysteine (-Sheet)
und zwei Histidine (a-Helix) die BPa-Struktur der Zinkfinger-Doméane und somit die
Funktionalitdt von regulatorischen Proteinen der Transkription oder bei Protein-Protein-
Interaktionen (Laity et al. 2001; Wolfe et al. 2000). In eukaryontischen Zellen bilden
Transkriptionsfaktoren und Zinkfinger-Proteine 40 % aller Zinkproteine, die wiederum 10 %

des gesamten menschlichen Proteoms ausmachen (Andreini et al. 2006).

Neben dem Biometallmangel muss auch der Ausgleich von hohen Konzentrationen erfolgen.
Zink und Kupfer verdrangen laut der Irving-Williams-Serie
[Zn<Cu>Ni>Co>Fe>Mn>Mg=Ca] andere Metalle, wie Eisen, aus den Koordinationszentren
wichtiger Enzyme bzw. Metalloproteine (Williams 1987).

Zum einen werden durch die Bindung des nicht-nativen Kofaktors Enzyme inaktiv bzw.
weisen eine verringerte Aktivitat auf. Zum anderen kommen redoxaktive Metalle frei. Fe?
und Cu?* katalysieren in der Fentonreaktion die Bildung der reactive oxygen species (ROS).
Diese metallunabhé&ngige Reaktion ist unter dem Namen Haber-Weiss—Reaktion bekannt. Die
dabei gebildeten Superoxid- und Hydroxylradikale sowie das H,O, schadigen die Zelle z. B.
durch Reaktion mit der DNA und weiteren Zellbestandteilen (Kehrer 2000; Lloyd & Phillips
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1999) und fuhren durch Bildung von Nitroso-Radikalen zu weiteren reaktiven Molekdlen.
Metallhaltige Superoxiddismutasen [Cu/Zn (Benov & Fridovich 1994; Benov et al. 1996;
Tainer et al. 1983), Mn-, Fe- sowie Ni-SOD (Kim et al. 1996)] sowie die Enzyme Katalase
und Peroxidase sorgen fur den Abbau der ROS-Spezien. Anhand der unterschiedlichen
Kofaktoren ist die evolutionare Vielfalt in dieser Enzymgruppe abseits von Eisen zu sehen.

Zusammenfassend sind daher die Versorgung des Bakteriums mit den benétigten Biometallen
in den entsprechenden Konzentrationen essentielle Prozesse in der Zelle. Durch Im- und
Exportsysteme wird ein Gleichgewicht der Zinkkonzentration sichergestellt und dieses als

Zinkhomeostasis bezeichnet.

1.2. Aufbau und Regulation der Zinkhomeostasis in Cupriavidus metallidurans

C. metallidurans CH34 [ehemals Ralstonia eutropha, Wautersia metallidurans bzw. Alcaliges
eutrophus, (Vandamme & Coenye 2004)], ein stabchenférmiges B-Proteobacterium der
Familie Burkholderiaceae stellt in dieser Arbeit den schwermetallresistenten
Modellorganismus dar. Es zeichnet sich durch eine mesophile (30 °C) und fakultative
chemolithoautotrophe Lebensweise aus. Unter anderem wird seine Resistenz im mM-
liegenden  Bereich  gegenuber  Schwermetallen  unter  anderem  durch  die
Resistenzdeterminanten auf den Megaplasmiden pMOL28 (163 kb) und pMOL30 (234 kb)
vermittelt (Mergeay et al. 1985; Nies & Silver 1989). Einen starken Einfluss haben dabei die
Resistance Nodulation cell Division (RND) — Proteine, von denen 12 Heavy Metal Efflux -
RND-Proteine in CH34 codiert werden (Tseng et al. 1999; von Rozycki & Nies 2009). Der
Multiproteinkomplex (Saier et al. 1994) CzcCBA qgilt als Ursache fiir die hohe Zinkresistenz
uber 200 uM (Legatzki et al. 2003) und der Detoxifizierung des Periplasmas. Dieses Protonen
betriebene Effluxsystem besteht aus der RND - Permease (CzcA), welche uber eine
Periplasma durchspannende Einheit (trans membrane factor, CzcB) mit dem outer membrane
factor (OMF) CzcC in der dufReren Membran verbunden ist. Die Regulation der czc-
Determinate auf pMOL30 erfolgt tGber das Zweikomponentensystem CzcRS bestehend aus
dem response - Regulator und der Sensor-Histidinkinase (van der Lelie et al. 1997). Speziell
flr Zink sinkt die minimale inhibitoric concentration (MIC) auf ca. 150 UM im plasmidfreien
Derivat AE104 im Vergleich zum Wildtyp CH34 von 13 mM ZnCl;, (Grosse et al. 2007). Der
gesamte Zinkgehalt von AE104 wurde auf 70 000 Zn** je Zelle in Tris-MM bzw. 125 000 bei
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Zusatz von 100 pM ZnCl;, determiniert (Herzberg et al. 2014).  Dies entspricht einem
physiologisch-zellularen Zinkgehalt von 204 — 350 pM Zn** je Zelle (Herzberg et al., 2016:
1 Zelle = 0,6 pg TG; 0,57 x 10™ ) und somit vergleichbar mit den 0,2 mM von E. coli
(Outten & O’Halloran 2001). Dieser Zinkgehalt muss gegeniiber geringen Konzentrationen
im unteren- und sub-pM-Bereich der Laborkultivierung (230 nM ZnSO, in dieser Arbeit/
ICP-MS-Bestimmung: 202 + 38 nM; Herzberg et al. 2014) und verschiedener Umweltproben
(Lau et al. 1988) sowie gegen erhthte Konzentrationen in Schwermetall kontaminierten
Lebensrdumen (Bi et al. 2006) aufgebaut werden. Das zellulare Zink wird Uber
Zinkbindestellen der Metalloproteine je nach Verfiigbarkeit gespeichert und verwaltet sowie
uber die nachfolgenden beschriebenen Transportsysteme aufgefullt. Dabei nehmen die
zinkhaltigen Untereinheiten der Ribosomen und RpoC der Polymerase durch ihre hohe
Anzahl eine wichtige Rolle in der Bildung des sogenannten ,,zinc repository’s* ein (Herzberg
etal. 2014).

Bakterien haben neben passiven Transportwegen aktive spezifische und unspezifische
Systeme fir den Im- und Export etabliert, um die physiologisch vertragliche
Zinkkonzentration zu erreichen. Diese aktiven Transportsysteme sorgen fir den Transfer von
Molekilen entgegen dem Konzentrationsgradienten unter Energieaufwendung in Form von
ATP (primar) oder Protonen (sekundar). Abb. 1 gibt hierbei eine Ubersicht der
Transportsysteme, die in gramnegativen Bakterien mit der Translokation von Zn®* iiber die
Membran involviert sind. Die grau hinterlegten Transportsysteme ZnuCBA und MntH werden
durch das schwermetallresistente Bakterium CH34 nicht codiert (Kirsten et al. 2011). Der
hochaffine ATP-binding cassette (ABC)-Transporter (TC.3.A.1) stellt in vielen Bakterien das
regulierte und spezifische Zinkaufnahmesystem dar (Patzer & Hantke 1998; Ammendola et
al. 2007). Dagegen weist der sekunddre Transporter MntH [natural resistence-associated
macrophages protein (Nramp), T.C.2.A.55] in Eukaryoten (Nevo & Nelson 2006) und
Bakterien (Makui et al. 2000; Agranoff et al. 1999) neben Mangan ein breites
Substratspektrum fur divalente Kationen (Fe, Zn, Co, Cd und weitere) auf.

Fir die Aufnahme von Zink ins Zytoplasma wird ein schneller, konstitutiver und

unspezifischer Transport bendtigt, der dem chemisch-osmotischen Gradienten folgt. Erst bei
Bedarf wird ein langsamer und energieaufwendender Transport aktiviert. (Nies 1999; Nies
& Silver 1995). So wird der hochaffine Transporter ZRT1 durch Zink induziert und das
geringaffine ZRT2 in S. cerevisiae konstitutiv synthetisiert (Zhao & Eide 1996). Gleiches gilt
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fir ZnuABC (Patzer & Hantke 1998) und ZupT (Grass, Franke, et al. 2005) in E. coli.
C. metallidurans codiert flr 7 sekundére Transportsysteme (ZupT, PitA, CorAj,s, ZntB und
HoxN), die in Verbindung zum Zinkimport stehen (Kirsten et al. 2011). Durch eine serielle
Deletion der erwahnten Transportsysteme wurde eine Beeinflussung der Resistenz gegen Zink
und andere Kationen (Ni, Co und Cd) durch zupT (Herzberg et al. 2014) Uber pitA bis zur
7fach Mutante beobachtet. Auf eine gegenseitige Substituierung wurde geschlossen, da nach
Wegfall eines bzw. mehrerer Systeme die zelluldre Fitness erst ab der A7-Mutante betroffen

war (Herzberg et al. 2016).

Zinkabhingige Transportwege in gramnegativen Bakterien

TonB - abh. © Efflux o e

Rezeptor

ZnuABC MntH ZupT PitA CorA; p ZntB  FieF, ZntA, CadA  CzcCBA
" DmeF, CzcD  PbrA

Familie Chaperons & Metallothionine

l ABC NRAMP 7P PIT CDF ATPasen RND

Abb. 1: Uberblick der bekannten Transportsysteme in gramnegativen Bakterien fir den Import
(Grin) und Efflux (Rot) von divalenten Kationen mit Fokus auf den Einfluss auf die
Zinkhomeostasis. Grau gekennzeichnete Transportsysteme sind nicht in C. metallidurans codiert.
Primar- (ATP) bzw. Sekundartransporter (H*) sind anhand des Substrates gekennzeichnet.
Periplasmatische Chaperone sind grau-braun als ZinT und ZraP bezeichnet. Die Aufnahme von
Metallen Uber Siderophore wurde durch den TonB-abhangigen Rezeptor angedeutet. Jedoch der zur
Energiebereitstellung notwendige ExbB/ExbD-Komplex sowie regulatorische Proteine wurden nicht
dargestellt. Abkirzungen stehen fir Zytoplasma (ZP), Periplasma (PP), extrazelluldarer Raum (ER)
sowie innere (IM) und auBere Membran (AM). Porine stellen den Transfer kleiner hydrophiler
Molekiile als passiver bidirektionaler Transport dar. Neben dem spezifischen priméaren Transport tber
das ABC-System spielen die unspezifischen sekundaren Transporter der ZIP-, PIT- und MIT (CorA) —
Familie in der Zinkaufnahme eine Rolle. Das CorA-Protein ZntB wurde in Proteobakterien dem Efflux
und in C. metallidurans dem Import zugeordnet. Der Export erfolgt iber CDF und CPx-ATPasen mit
einem weiten Substratspektrum ins Periplasma und weiter passiv Uber Porine oder aktiv per OMF-
MFP-RND-Komplex. Im Zytoplasma sind Chaperons und Metallothionine, die den zelluldren
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Transport begleiten, dargestellt. Ubersichten der verschiedenen Metalltransportsysteme in
Proteobacterien (Ma et al. 2009; Blindauer 2015) sowie fur C. metallidurans (von Rozycki & Nies
2009; Kirsten et al. 2011; Herzberg et al. 2016) wurden zuvor in der Literatur beschrieben.

Gramnegative Bakterien grenzen ihren Reaktionsraum, das Zytoplasma, neben der inneren
Zellmembran mit einer weiteren &ufReren Membran unter Bildung eines Zwischenraums, dem
Periplasma, ab. Unter anderem passieren Schwermetalle diese erste Barriere durch Diffusion
uber die Hauptproteine der &ulleren Membran, den Porinen (Nikaido & Vaara 1985; Nikaido
2003). OmpF und OmpC sind fur Kationen im Gegensatz zu PhoE in E. coli préferiert und
somit fur die divalenten Kationen der Schwermetalle. Eine weitere Metall-
aufnahmemaoglichkeit bilden Siderophore. Mit Coelibactin (Bentley et al. 2002) und
Yersiniabactin (Perry & Fetherston 2011; Kreutzer et al. 2011) sind Siderophore beschrieben,
die neben Fe** auch Affinitaten zu divalenten Kationen aufweisen. Als Zincophore nehmen
sie gegenuber den hochaffinen ZnuABC-Importsystemen eine geringere Rolle ein (Bobrov et
al. 2014). C. metallidurans codiert nur fiir die Synthese des Polycarboxylat - Siderophores
Staphyloferrin B mit dem Gencluster rmet1109 — 1117, welches unter Fe-Mangel hoch
reguliert wird (Olsson-Francis et al. 2010; Bhatt & Denny 2004) und als Fe**-Importsystem
gilt. Analog zu SirA (Grigg et al. 2010) erfolgt der Import ins Periplasma tber den TonB-
abhangigen Staphyloferrin B - Rezeptor aleB (rmet1118) und der Beteiligung des TonB-
ExbB-ExbD-Systems (rmet2277-9). Die Energetisierung wird vermutlich durch die Protonen
bewegende Kraft (PMF) realisiert. Weitere TonB-abhangige Rezeptoren (rmet0837, 1819 und
3999) sind in C. metallidurans codiert und sorgen fur die Aufnahme weiterer heterologer
Siderophore (Gilis et al. 1996).

ZupT als unspezifisches Zn?*-Importsystem ins Zytoplasma von C. metallidurans (Kirsten et
al. 2011; Herzberg et al. 2014, 2016) stammt aus der ZRT- and IRT like Protein-
Transportfamilie (T.C.2.A.5), kurz ZIP-Familie (ZRT: Zinc Regulated Transporter, IRT:
Iron Regulated Transporter; (Zhao & Eide 1996)]. ZupT hat seine Funktion in der
Versorgung mit Zink unter Bedingungen geringer Verfligbarkeit und kommt in Bakterien
(Grass et al., 2002) tber Pflanzen (Li et al. 2013) bis hin zum Menschen vor. Der Mensch
besitzt 15 verschiedene ZIP-Transporter (Biatek & Zyska 2014). Mutationen in diesem fiihren
zu einem gestorten Zinkhaushalt und diversen Krankheitsbildern. So wurde eine Mutation in
Zip4 als Ursache fir das Hereditdre Zinkmangelsyndrom [Acrodermatitis enteropathica;

(Andrews 2008)] identifiziert. ZupTcua4 spielt als induziertes Importsystem unter Zinkmangel
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(Kirsten et al., 2012) eine grol3e Rolle fir die Zinkaquirierung in C. metallidurans, da dessen
Deletion den Zinkgehalt je Zelle auf 20 000 Atome senkt ( Herzberg et al. 2014).

Neben dem Transport von Substraten mit chemischer Ahnlichkeit, wie z. B. zwischen Sulfat
und Chromat oder Phosphat und Arsenat (Nies & Silver 1995), kénnen Metalle auch als
Komplex die Zellmembran Uber Transportproteine passieren. So importiert der low-affinity
inorganic Phosphat Transporter PitA auch Zink als Metall-Phosphat-Komplex (MeHPQO,)
neben Ca®*, Co?*, Mg®* und Mn?* (van Veen et al. 1994) in die Zelle und ist in E. coli
konstitutiv exprimiert (Beard et al., 2000). In Cupriavidus wurde eine zink- und phosphat-

abhangige Expression von pitA festgestellt (Kirsten et al. 2011).

Des Weiteren zeigen Magnesiumtransportsysteme Interferenzen mit anderen divalenten
Kationen. Grund hierfur konnen die &hnlichen lonenradien der divalenten Kationen sein
[Mg®*: 72 pm; Fe**, Mn**, Ni**, Co®*: 70 pm; Zn** 74 pm, (A.F. Wells 1984)]. Die CorA-
Proteine der Metal lon Transport-Familie (T.C.1.A.35, (Kehres et al. 1998; Smith et al.
1993)) besitzen eine N-terminale periplasmatische Domane mit drei Membranen
durchspannenden Regionen in E. coli und S. thyphimurium. Neben der Bindung von Mg
wurde auch die Affinitat zu Co®* und Ni** des tetrameren Co Resistance Protein A mit seiner
periplasmatischen Doméne (PPD) durch S.-Z. (Wang et al. 2006) beobachtet. Die
Kristallstruktur von CorA aus Thermotoga maritima zeigt die Bildung einer Pore aus 5
Monomeren mit je zwei Transmembransegmenten (Lunin et al. 2006). Dagegen scheint das
verwandte ZntB aus S. enterica Thyphimurium eine Exportfunktion fir Zink zu haben
(Worlock & Smith 2002). Cupriavidus codiert fur die 4 MIT - Proteine CorA;-3 und ZntB.
Kirsten et al. (2011) zeigten durch Reportergenfusionen eine verringerte Transkription der 3
corA-Gene unter Zinkeinfluss. CorA; wurde als Hauptmagnesiumimporter beschrieben,
welcher die hdchste Proteiniibereinstimmung mit dem E. coli CorA aufwies und dessen
Expression unter Magnesiummangel signifikant anstieg. Dagegen wird die Funktion von ZntB
als geringerer Importer durch die Steigerung der Zn** und Cd**-Resistenz der A5 (AzupT,
CorAl-3, pitA) zur A6 (A5 AzntB) postuliert (Herzberg et al. 2016). Ein unspezifischer
Transport von divalenten Metallen neben dem Mg Import wird auch durch die ATPasen
(T.C.3.A.3.4.1) MgtA und MgtB vermutet (Snavely et al. 1989), die auch in AE104 codiert

sind.

Ein langsamer spezifischer Transporter wére noch durch HoxN, ein Vertreter der NiCoT-

Subfamilie, zu nennen. Dieser ist am Ni**- und Co?*- Einstrom beteiligt und dessen Deletion
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verursachte in der 7fach-Mutante einen Abfall der Fitness. In dieser Mutante, bei der alle
anderen bekannten Importsysteme fehlen, war die Expression gesteigert und durch
Zinkzugabe reduzierbar, also &hnlich der Beobachtungen von Kirsten (2011) fur die MIT-
Proteine in AE104.

Der bekannteste Regulator fiir die Zinkaufnahme stammt aus der Fur-Familie. Namensgeber
ist der ferric uptake regulator Fur, der in seinem Regulon die Eisenaufnahme Uber
Siderophore, deren Rezeptoren und verschiedene Transport-Systeme kontrolliert (Hantke
2001a). Jedes Monomer besteht aus einer N-terminalen DNA-Bindedomane mit einem helix-
turn-helix (HTH)-Motiv, verbunden (ber ein winged-helix Motiv zum C-Terminus und seiner
Dimerisierungsdoméne (Pennella & Giedroc 2005). Trotz der dhnlichen Struktur und der
grundsatzlichen Bindung als Dimer an ein spezifisches DNA-Bindemotiv unterteilen sich die
Fur-Vertreter Uber die Sensierung unterschiedlicher Metalle und der Regulation der
jeweiligen Metallohomeostasis. So wurden neben Fur auch Nur- (Ni), Mur- (Mn) und auch
Zur- (Zn) Orthologe und deren Regulons identifiziert. Des Weiteren codieren B. subtillis und
S. coelicolor neben Fur und Zur auch den Fe?*-abhangigen oxidativen Stresssensor PerR
(Moore & Helmann 2005; Shin et al. 2007). Neben dem in C metallidurans nicht codierten
ZnuABC-Transporter suprimiert der zinc uptake regulator die Genexpression zinkfreier
Enzymparaloge und die genannten Zincophore (Hantke 2005; Lindsay & Foster 2001; Huang
et al. 2008; Gabriel & Helmann 2009; Gaballa et al. 2002).

Die Detoxifizierung des Zytoplasmas von Zink und weiteren divalenten Metallen erfolgt tiber
einen aktiven Transport Uber Pig-ATPasen (T.C.3.A.3) und CDF-Proteinen sowie dem
erwahnten ZntB. Erhohte Konzentrationen im Periplasma kénnen passiv tber Porine und
aktiv Uber die erwahnte Klasse der RND-Proteine exportiert werden. Zusammengenommen
stellen diese Systeme eine Anpassung an schwermetallkontaminierte Herkunftsorte
(Vandamme & Coenye 2004; Reith et al. 2009) dar.

C. metallidurans codiert chromosomal fiir 8 Mitglieder der CPX- bzw. IB-Familie mit einem
konservierten Prolin sowie mindestens einem flankierenden Cystein in der drittletzten
Transmembranhelix (Argiiello et al. 2007). Dabei werden monovalente Kationen (Cu*/ Ag®)
uber die Pgi-typ ATPasen CupA (Rmet3524); CopF: (Rmet6119) transportiert. Die P g,-typ
ATPasen vermitteln die Translokation der divalenten Kationen Zn**, Cd** und Pb** (Nies
2003). CH34 codiert fur drei Pig2- typ ATPasen (von Rozycki & Nies 2009; Scherer & Nies
2009). Die P\g4-ATPase CzcP (Rmet5970) dient nach Scherer (2009) zur Resistenzsteigerung
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durch seine hdheren Transportraten fiir Zn?*, Co? und Cd?* und ist Teil der czcCBA-
Resistenzdeterminante auf pMOL30. Die chromosomal codierten ATPasen ZntA (rmet4594)
und CadA (rmet2302) sowie PbrA (rmet5947; pMOL30) wiesen zueinander &hnliche
Transportraten gegeniiber den erwahnten Kationen auf. Dies erklart die gegenseitige
Substituierung der einzelnen P g,-ATPasen. Dagegen resultierte ihre Bezeichnung durch die
Induktion von zntA durch Zink und cadA durch Cadmium (Legatzki et al. 2003). Cation
diffusion facilitator (CDF, T.C.2.A.4.1.1) -Transporter, wie die Komponente des Cobald-
Zink-Cadmium-Resistenzsystems CzcD aus C. metallidurans, exportieren Metallionen und
sorgen so fur die Detoxifizierung des Zytoplasmas in einem Protonen betriebenen aktiven
Prozess. CDF-Transporter bestehen aus einer Transmembranenregion mit sechs hydrophoben
Helices neben der hydrophilen Doméne im Zytoplasma (Anton et al. 2004; Paulsen & Saier
1997; Grass et al. 2001; Grass, Otto, et al. 2005). Neben dem czcD (rmet5979) auf pMOL 28
codiert C. metallidurans mit dem konstitutiv exprimierten fieF (rmet3406) und dmeF
(rmet0198) zwei weitere CDF-Proteine. Ein breites Substratspektrum mit unterschiedlicher
Préavalenz wurde flr FieF und DmeF postuliert (Munkelt et al. 2004).

Der Gegenspieler von Zur und der Regulator der zinkabhangigen CPx-ATPase ZntA in
Prokaryoten ist der MerR-Regulator ZntR, welcher die Expression von zntA bei
Uberschreitung des zellularen Zinkoptimums aktiviert. Mitglieder der MerR-Familie zeichnen
sich durch eine homologe N-terminale DNA-Binde- und eine variable C-terminale
Sensordomane aus. Dieser unterschiedliche C-Terminus beeinflusst die Koordinierung der
Kofaktoren und somit die Spezifitat des jeweiligen Regulators. Ein breites Spektrum an
Schwermetall-lonen kann tber die Regulatoren MerR (Hg?*), PbrR (Pb**, Hobman et al.
2012), CadR (Cd*"), CueR (Cu*: Stoyanov et al. 2001), CoaR (Co?*) sowie ZntR (Zn**,
Brocklehurst et al. 1999) abgedeckt werden und fuhrt so zur Aktivierung der jeweiligen
ATPase (Brown et al. 2003). AulRerdem wird oxidativer Stress durch SoxR mit seinem 2Fe-
2S-cluster und dem LysR-Regulator OxyR durch entsprechende Regulation der SOD oder der
Expression von Dps, einem Eisen- und DNA-Bindeprotein, kontrolliert (Pomposiello &
Demple 2001). ZntR-Dimer bindet ein spezifisches palindromisches Bindemotiv in der
spacer-Region zwischen der -35 (TTGACA) und -10 Box (TatAAT) in der Promotorregion,
welches langer als der praferierte Abstand von 17 + 1 bp der RNA-abhéngigen Polymerase
(RNAP) ist (deHaseth et al. 1998). Eine Verkiirzung des Abstandes zwischen der -35 und -10
- Box resultiert aus der Konformationsdnderung des Regulators basierend auf der

Kofaktorbindung. Die Transkription wird durch Erkennung der -35 und -10 - Box durch den
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6’® - Sigmafaktor bzw. Alternativen und nachfolgend der RNAP —Bindung initiiert. Des
Weiteren hat die Bindung des Kofaktors unter steigender Zinkkonzentration eine erhohte
Halbwertszeit von ZntR zur Folge (Pruteanu et al. 2007). AuRerdem codiert C. metallidurans
neben dem Arsenat Repressor ArsR (Rmet0333) fiinf weitere ArsR-like Proteine (Zhang et al.
2009). ZiaR synechocystis sp. UNd CZrA s, aureus aus der ArsR/ SmtB-Familie regulieren tber P-typ
ATPasen bzw. CDF-Proteine den Efflux von Zink (Busenlehner et al. 2003).

Neben den aufgezeigten Im- und Exportsystemen helfen peri- und zytoplasmatische
Chaperone beim Transport oder bei der Sensierung von divalenten Kationen. So leitet ZinT
(Gabbianelli et al. 2011; Graham et al. 2009) gebundenes Zink im Periplasma an das ZnuA
des zinkspezifischen ABC-Transporters und ZraP steht in Verbindung mit dem
Zweikomponentensystem ZraPS als periplasmatischer Stresssensor (Petit-Hartlein et al.
2015). Des Weiteren sind zytoplasmatische Chaperone unter den G3E P-loop ATPasen und
speziell fir Zink in der Untergruppe COGO0523 vorzufinden. Sie stehen unter der Kontrolle
von Zur, so auch YeiRg i (Haas et al. 2009; Blaby-Haas et al. 2012). In C.metallidurans
sind CobW,.3 Kandidaten fur mogliche zinkabhéngige Chaperonen.

Zusammengenommen erfolgt die Regulation

Dimerisierungsdomane  {jher zinkbindende Molekiile, die direkt oder
mit Cys4-Motiv

indirekt als Supressor oder Aktivator Einfluss

auf die Expression oder Stabilitit von

DNA- Bindedoméane .
e chemA Transport und Zn**-Metalloproteinen nehmen

mit HTH-Motiv
far DNA-Interaktion (Ma etal. 2009)

Cupriavidus metallidurans codiert fir drei

strukturvorhersagen der drei codierten Fur- ymet0128, deren Produkte als FurA, FurB
Orthologen in  C. metallidurans. Die

Tertiastrukturen wurde durch den Phyre*-Server
anhand der Primarstruktur von FurA (rot), FurB ahnliche Struktur als Regulator aufweisen

(gelb) und Zur (grun) vorhergesagt und mit . . . .
PYMOL™ Molecular Graphics System (Version (Abb.2; Schmidt et al. 2014). In dieser Arbeit

1.8.2.0, Schrédinger/ LLC) iberlagert. Die wurde anhand der zugrunde liegenden Daten
konservierten vier Cysteine in der
Dimerisierungsdomane sind blau markiert.

und FurC bezeichnet wurden und eine

FurC als zinc uptake regulator, kurz Zur,
bezeichnet. AuBRerdem besitzt CH34 unter
den 13 MerR-Orthologe CueR und CupR fiir Cu® sowie MerR-Proteine, die an der Regulation
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der Pb*, Zn?** und Cd**-Resistenz beteiligt sind. Sie wurden als PbrRy.; (Rmet5946, 2302,
3456) bezeichnet. PbrR; und PbrR, werden stromaufwarts von pbrA bzw. cadA codiert.
Dagegen befindet sich PbrR; (Rmet3456) nicht in der Genregion der dritten Pg,-typ ATPase
ZntA. Die Regulation von pbrA durch PbrR; ist durch in vitro-Studien und einem [-
Galakosidase-Assay bestatigt (Hobman et al. 2012).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation der beiden Hauptregulatoren der
Zinkhomeostasis in C. metallidurans und deren Einfluss auf die Physiologie, das Transkriptom
und Transportom des schwermetallresistenten -Proteobakteriums. Dariber hinaus sollte Uber
die zinkabhangigen Regulatoren der MerR- und Fur-Familie das Verstandnis (ber intra- und
interzelluldre Transportwege, deren bekannte bzw. unbekannte beteiligte Komponenten und
letztendlich das Verstandnis der Etablierung des zinc repository (Herzberg et al. 2014)
erweitert werden. Dies wurde anhand von physiologischen Untersuchungen, Expressions- und
in-vitro-Studien verfolgt. Um die Beobachtungen von Effekten beruhend auf Deletionen des
Regulators fir Zn?*-Im- und Export zu ermdglichen, wurde auf die Resistenzdeterminanten der
Megaplasmide in dieser Arbeit verzichtet und auf das plasmidfreie Derivat von CH34, AE104
zurlickgegriffen. Der Einfluss tber weitere Regulatoren (Waldron & Robinson 2009), z. B. den
Proteinen der SmtB/ArsR-Familie (Busenlehner et al. 2003) sowie den aus Sensorkinase und
DNA-Bindeprotein bestehenden Zwei-Komponentensystemen (Petit-Hartlein et al. 2015),
wurde in dieser Arbeit nicht betrachtet.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Bakterienstamme und Plasmide
Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme und Derivate
(Tabelle 1-2) sowie Plasmide (Tabelle 3) aufgelistet.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten C. metallidurans - Stdmme, deren Genotyp und Herkunft

C. metallidurans | Genotyp Referenz

AE104 plasmidfreies Derivat von CH34 Mergeay et al. 1985
DN740 AE104AfurA

DN741 AE104AfurB

DN728 AE104Azur

DN742 AE104AfurB, Azur diese Arbeit

DN727 AE104Armet2302

DN781 AE104Armet3456

DN780 DNS578 Azur

DN578 AE104 AcadA, AzntA, AfieF, AdmeF Scherer & Nies 2009
DN515 AE104 AzupT Kirsten et al. 2011
DN522 AE104 Armet1118 (aleB) _

DN523 AE104 A rmet1113-1114 (iucA-C) Claudia Schwarzenberger 2007

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten E. coli — Stdamme

E. coli Genotyp Referenz

BI21(DE3) | F, ompT, gal, dcm, lon, hsdSg (rs” mg’), M(DE3), Stratagene GmbH,
pLys, cam® Heidelberg

Bl21 Studier et al. 20009,
F- dcm ompT hsdS(rs- me-) gal [malB*k.12(A°) Stratagene GmbH,

Heidelberg

DH5a F endAl gIinV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR Grant et al. 1990
nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U1609,
hsdR17(rk” mk"), A—

S17/1 pro, Tra®, recA Simon et al. 1983




2. Materialien & Methoden

XL1 blue

BULLOCK 1987;
endA1 gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac ginvV44 Stratagene GmbH,
F'[ ::Tn10 proAB” lacl® A(lacZ)M15] hsdR17(r¢’ mk®) )

Heidelberg

Tabelle 3: Auflistung der erstellten u./ 0. verwendeten Plasmide und Vektorsysteme

Stamm

Plasmid

Genotyp

Referenz

Plasmid flr Klonierung/ Sequenzierung

pGem®-T Easy, Klonierung von PCR-Produkten

Promega, Madison, USA

Erstellung der cre-lox-Deletionsmutanten

ECA 910 pECD1335 PECD1002::AfurA (rmet2976)
ECA 911 pECD1336 pECD1002::AfurB (rmet5746)
ECA 912 pECD1337 pECD1002::AfurC (rmet0128) _ _
diese Arbeit

ECA 826 pECD1251 pECD1002::Armet2302
ECB 36 pECD1460 pECD1002::rmet2302 (Armet2302-Komplementation)
ECB 49 pECD1473 PECD1002::Armet3456

sacB, pECD889-Derivat, Rekombinationsvektor, )
ECA482 pECD1002 ) ] " " . Scherer & Nies 2009

mutierte loxPgs & loxP,;-site, Km™, Tet™, Amp

) ] R Marx & Lidstrom

VS218 pCM157 Expressionsvektor der Cre-Rekombinase, tet 2002

Konstrukte fiir Operon-lacZ-Fusionen

VS585 pECD794-1 | pLO2:lacZ, Km®, lacZ-Fusionen in AE104 Scherer & Nies 2009
ECA 410 | pECD986 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von pitA 1. Scherer
ECA 411 | pECD987 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von zupT _

ECA 412 | pECD988 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von corA; 2907’

ECA 413 | pECD989 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von corA, Kirsten etal.
ECA 414 | pECD990 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von corA; 2ot

ECA 908 | pECD1333 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von zntA

ECA 909 | pECD1334 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von cadA

ECB 14 pECD1438 pPECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl-Dis-Fragment von zur

ECB 16 | pECD1440 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet3234 diese Arbeit
ECB 17 pECD1441 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet1298

ECB 19 pECD1443 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von zntB

ECB 20 pECD1444 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet1102

( )
{ 18 )
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Stamm Plasmid Genotyp Referenz
ECB 21 pECD1445 PECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet1569
ECB 22 pECD1446 PECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet0545
ECB 24 pECD1448 pPECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet0129
ECB 25 pECD1449 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Dis-Fragment von rmet3042
ECB 26 pECD1450 pPECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet4281
ECB 27 pECD1451 PECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet3880
ECB 18 pECD1442 PECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von fieF diese
* Rekonstruktion nach (Munkelt et al. 2004) Arbeit*
ECA 784 | pECD1209 pECD794-1 Derivat, Xbal/ Pstl- Fragment von rmet5747 Schiittau
2013
Expression in E. coli
pASK-IBA 3", Expressionsvektor,
C-terminaler Strep-tag® 11, amp® IBA-GmbH,
PASK-IBA 77, Expressionsvektor, Gottingen
N-terminaler Strep-tag® 11, amp®
ECB 38 pECD1462 PASK 3" mit furA ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Sall)
ECB 39 pECD1463 PASK 7" mit furA ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Sall)
ECB 40 pECD1464 pASK 3" mit furB ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Pstl)
ECB 41 pECD1465 PASK 7 mit furB ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Pstl)
ECA 913 | pECD1338 PASK 3" mit zur ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Sall) diese Arbeit
ECA 914 | pECD1339 PASK 7" mit zur ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Sall)
ECB 42 | pECD1466 PASK 3" mit zur C119S ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Sall)
ECB 43 | pECD1467 PASK 7" mit zur C119S ohne Start-/ Stopcodon (Xbal,Sall)
ECB 45 | pECD1469 PASK 3" mit rmet3456 ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Sall)
ECB 46 | peCD1470 PASK 7" mit rmet3456 ohne Start-/ Stopcodon (Xbal, Sall)

Expression in C. metallidurans

VS224 pBBR1MCS2 RK2lacZ’, Mob*, Km®

, . — R Kovach et al. 1995
VS225 pBBR1 MCS3 RK2lacZ’, Maob", Tet
ECB 15 pECD1340 pBBR 1 MCS2::furA, nativer Promotor, (Agel/ Ncol/ EcoRI)
ECA 915 | pECD1439 pBBR 1 MCS2, Streptag- zur , (Apal/ Hind1I1) diese Arbeit
ECB 28 pECD1452 pBBR 1 MCS2, zur-Streptag, (Apal/ HindllI)
ECB29 |pECD1453 pBBR 1 MCS2, zur, (Apal/ Hindlll)
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Stamm Plasmid Genotyp Referenz
ECB 30 pECD1454 pBBR 1 MCS2, rmet3456-Streptag, (Apal/ HindlIl)

ECB 31 | pECD1455 pBBR 1 MCS2, rmet3456, (Apal/ Hindlll)

ECB 32 pECD1456 pBBR 1 MCS3, zur-Streptag, (Apal/ HindlII)

ECB33 | pECD1457 pBBR 1 MCS3, zur, (Apal/ Hind1I1) diese Arbeit
ECB 34 | pECD1458 pBBR 1 MCS3, rmet3456, (Apal/ Hindlll)

ECA 917 | pECD1342 pBBR 1 MCS3,Streptag- zur, (Apal/ Hindlll/ Xbal)

ECA 918 | pECD1343 pBBR1MCS3, zur-Streptag, (Apal/ Hindlll/ Spel)

ECA 919 | pECD1344 pBBR1MCS3, zur, (Apal/ HindIll/ Spel)

Konstrukte fiir Promotor-Aktivitdtsmessung

ECB132 | pECD1556 pBBR 1 MCS3::lacZ A. Heinz, 2015
ECB 50 pECD1474 pBBR1 MCS3, zurp::lacZ

ECB51 | pECD1475 pBBR1 MCS3, rmet0129p::lacZ ) )
ECB52 | pECD1476 pBBR1 MCS3, rmet5743p::lacZ SiecrTeel
ECB53 | pECD1477 pBBR1 MCS3, rmet 5744p::lacZ

2.2. Kultivierungsbedingungen

2.2.1. Nahrmedien

Die nachfolgenden Medien wurden zur Kultivierung von Escherichia coli und Cupriavidus

metallidurans verwendet. Alle Medien wurden im Autoklaven bei 121 °C fiur 20 min

sterilisiert. Zusatze wurden nach entsprechender Kiihlzeit bis auf ca. 50-60 °C hinzugefigt.

2.2.1.1. Vollmedien fir E. coli

BD Difco™ LB Broth, Lennox-Medium (Becton Dickinson, Heidelberg)

20 LB-Medium

ad 1 Liter H,O dest.

Difco™ LB-Agar, lysogenic broth Lennox-Agarplatten (Becton Dickinson, Heidelberg)

35 g LB-Agar

ad 1 Liter H,O dest.

Dieses Flussig- bzw. Festmedium mit 5 g/l NaCl diente zur Anzucht der verschiedenen

E. coli-Stamme.
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Né&hragar (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
23 g Nahragar ad 1 Liter H,O dest.
Fur die Anzucht von E. coli und C. metallidurans in Konjugationsexperimenten wurde dieses

Festmedium genutzt.

2.2.1.2. Minimalmedium

Tris-gepuffertes Minimalmedium (Mergeay et al. 1985)

20 x Komponente A 20 x Komponente B

800 ml H;Opjgest. 900 ml H2Opjgest.

121,14 g Tris-HCI 8,59 g Na,SO4

ad pH 7,0 (HCI) 2,29 g Na;HPO, x 2 H,0O
danach Zugabe von: ad 1 Liter HoOpigest.

93,6 g NaCl 0,6 g CaCl, x 2 H,0O

29,8 g KCI 4,0 g MgCl, x 6 H,0O

21,4 g H,CI

0,024 g Eisen-Ammonium-Citrat
2 ml 10 x Spurenelementlésung nach Pfennig (1974)

ad 1 Liter HyOpidest

10 x Spurenelementldsung SL6 (Pfennig, N., 1974)

0,20 g CoCl;, x 6 x H,0O 0,03 g MnCl, x 4 H,O 0,10 g ZnSO4 x 7 H,O
0,01 g CuCl,; 2 x H,0O 0,03 g Na;Mog4 x 2 H,0O
0,30 g H3BO3 0,188 g NiCl; x 6 H,0 ad 1 Liter H,O dest.

Zur Kultivierung von C. metallidurans wurden die Komponenten A und B im Verhéltnis 1:1
in einfacher Konzentration eingesetzt. Natriumgluconat diente als Kohlenstoffquelle zu 2 g/l
fir die Anzucht von C. metallidurans. Im Gegensatz dazu waren 2 g/l Glyzerin und 3 g/l
Casaminosaurenhydrolysat (Becton Dickinson, Heidelberg) die einzigen Kohlenstoffquellen
in diesem Minimalmedium fir E. coli. Zur Herstellung von Tris-MM-Festmedium wurden

20 g/l Bacto "™-Agar (Difco, Augsburg) vor dem Autoklavieren hinzugefigt.
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2.2.2. Medienzusatze

Schwermetallsalze

Sterile, wassrige 1 M Stammldsungen der Metallsalze CoCl,, CdCl,, NiCl, und ZnCl, wurden
fir die Einstellung der gewinschten Endkonzentrationen im Medium direkt oder in

verdunnter Form eingesetzt.

Chelator

Zur Erzeugung von Kationenmangelbedingungen wurde Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) als 0,5 M leicht basische, wassrige Losung dem sterilen Medium bzw. den

Reaktionsansatzen hinzugefugt, um eine entsprechende Konzentration zu erreichen.

Antibiotika und die Medienzusatze IPTG, AHT sowie X-Gal

Die Antibiotika-Stammldsungen wurden nach Ausubel et al. 1994 hergestellt. Diese, wie auch
die genutzten Medienzusétze Isopropyl-3-D-Thiogalactopyranosid (IPTG),
Anhydrotetracyclin (AHT) sowie 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-galactopyranosid (X-Gal),
lagerten bei -20 °C. Der Zusatz erfolgte nach Abkuhlen des Mediums zur im Folgenden

aufgefuhrten Endkonzentration.

Tabelle 4: Antibiotika und deren Stamm- bzw. Endkonzentrationen im Medium

Antibiotikum Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin 125 g/l H2Opigest. 125 mg/I
Kanamycin 50 g/l H2Opigest. 50 mg/l (E. coli)

1,5 g/l (C. metallidurans)
Tetracyclin 12,5 g/l Ethanol (50 % v/v) 12,5 mg/l
Chloramphenicol 10 g/l Ethanol (99 % v/v) 10 mg/I

weitere Zusatze

Anhydrotetracyclin (AHT) 1 mg/ml max. 200 pg/l
IPTG 40 mg/ml (H2Opigest. ) 40 mg/I
X-Gal 48 mg/ml DMF 48 mg/l
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2.2.3. CAS-Platten

Dieses Festmedium basierend auf Chromazurol S diente der Charakterisierung des
Aufnahmevermdgens von Eisen aus dem umgebenden Medium. Die Zusammensetzung
basiert auf (Louden et al. 2011) in abgewandelter Form fir das Tris-MM von Cupriavidus.
Zunéchst wurde eine sterile CAS-Ldsung hergestellt. Hierfir wurden 10 ml einer 1 mM FeCl;
und eine 40 ml Hexadecyltrimethylammoniumbromid (HDTMA)-L6sung unter Rihren zu in
50 ml dest. Wasser geltsten 60,5 mg Chromazurol S gegeben. Dabei bildete sich ein blauer
bis griiner Chromazurol S- Fe** - Komplex aus, der durch HDTMA stabilisiert wurde. Das
Tris-gepufferte Minimalfestmedium wurde nach obiger Angabe hergestellt und autoklaviert,
wobei 0,1 Vol. an dest. Wasser weniger hinzugeftigt wurde. Das Auffullen erfolgte mit der
sterilen CAS-LGsung bei 60 °C.

2.2.4. Anzuchtbedingungen fur die verwendeten Stamme

2.2.4.1. E. coli

Die verschiedenen E. coli- Stamme wurden in LB |ennox-Medium mit den entsprechenden
Antibiotika als Selektionsdruck angezogen. Dabei dienten 4 ml Ubernachtkulturen in sterilen
Reagenzrohrchen als Vorkultur fir groRere Anzuchten oder auch als Material fir Isolationen
von Plasmiden. Kultivierungen bis zu einem Liter wurden in sterilen Erlenmeyerkolben
realisiert, wobei das Medium-GefalRvolumen maximal 1:5 betrug. Die E. coli-Flissigkulturen
wurden auf einem Rundschttler (HS500, IKA Labortechnik, Staufen) fir schrdg angebrachte
Kulturrohrchen bzw. bei Erlenmeyerkolben auf einem Rotationsschittler (HI, Infors AG,
Bottmingen, Schweiz) bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde
mittels Spektrometer™ 3000 plus (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) anhand der
optischen Dichte bei 600 nm verfolgt.

2.2.4.2. C. metallidurans

Der C. metallidurans-Stamm AE104 und seine von ihm ausgehenden Mutanten und Derivate
wurden in Tris-Minimalmedium mit 2 g/l Natriumgluconat bei 30 °C in Kulturréhrchen
(4 ml) oder in Erlenmeyerkolben mit und ohne Seitenarm kultiviert. Dabei wurde das schon
erwéhnte Volumen-Gefal-Verhéltnis beachtet. Fir eine ausreichende Versorgung mit
Sauerstoff wurden die Kulturen auf einem Rotationsschiittler (Janke & Kunkel, IKA®
Labortechnik, Staufen) KS 500 (250 rpm) bzw. KS 501 digital (200 rpm) oder im
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Wasserbadschuttler (HAT, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 250 rpm angezogen. Da dem
Derivat von CH34 beide Megaplasmide (pMOL28/30) fehlen, wurde auf die Zugabe von
erhdhten Metallkonzentrationen bei der Standardkultivierung verzichtet. Die entsprechenden
Antibiotika-Zusatze erfolgten nach Tabelle 3.

Der Fortschritt des Zellwachstums erfolgte generell tiber das Spektrometer™ 3000 plus bei
einer Wellenlange von 600 nm. Die Zelldichte bei Aufnahmeexperimenten,
Transkriptionsmessungen und Wachstumskurven wurde mit einem Klett-Summerson-
Colorimeter (Klett Manufacturing Company, inc., USA) bestimmt. Als Referenz diente

jeweils das unbeimpfte Medium.

2.2.5. Stammbhaltung

Die E. coli- Stamme wurden auf LB Lenox- Und die C. metallidurans-Stamme auf Tris-MM-
Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika zur Haltung der in cis-bzw. trans-agierenden
Plasmide kultiviert. Dabei wurde E. coli bei 37 °C und C. metallidurans bei 30 °C angezogen
und deren Platten maximal fur 4 Wochen bei 4 °C gelagert. Zur Sicherung von
Plasmidkonstrukten sowie Mutanten und C. metallidurans-Stdammen mit Plasmiden erfolgte
die Erstellung von Glyzerinkulturen. Dabei wurden Zellen einer Ubernachtkultur (E. coli)
bzw. Kulturen in der spatexponentiellen Phase (C. metallidurans) geerntet, mit 20 % (v/v)
Glyzerin versetzt und fur mind. 20 min auf Eis inkubiert. Die Langzeitlagerung fand bei — 80
°C statt.

2.2.6. Reinheitskontrolle

Die verwendeten Stamme wurden nach routinemagiger Kultivierung auf einem Festmedium

anhand ihrer einheitlichen Koloniemorphologie und spezifischen PCR-Reaktionen berprift.

2.3. Mikrobiologische Methoden

2.3.1. Wachstumskurve

Die Wachstumskurven erfolgten in 10 ml Tris-gepuffertem Minimalmedium in
Seitenarmkdlbchen im Wasserbad bei 30 °C. Die Zellen wurden zunéchst von einer frischen

Tris-MM Agarplatte Gber Nacht bis zu einer optischen Dichte von ca. 2,0 angezogen. Dabeli
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wurde darauf geachtet, dass sich die Zellen in der frihen stationdren Phase befanden. Die
Mittelkultur wurde 5 %ig angeimpft und fur 24 h kultiviert. Die Hauptkultur wurde mit 2 %
angeimpft und das Wachstum tber 30 h mit dem Klett-Summerson-Colorimeter (Klett
Manufacturing Company, Inc., USA) verfolgt. Zum Vergleich der einzelnen Stdamme wurde
nach der Regressionsgeraden von Schwuchow (1995, Formel 1) die optische Dichte (KE) in
das Trockengewicht (ug/ml) umgewandelt und nachfolgend die Wachstumsrate p und die

Verdopplungsrate (Formel 2-3) bestimmt.

Formel 1:

Pro (f) — 483681 + 2,38008 x KE — 1,568 x 106 x KE2 + 6,462 x 106 x KE3 + 8,785 x 10~ x KE*

— Aln(T6) Formel 3: td =—
At w

Formel 2:

2.3.2. Wachstumsendpunktbestimmungen

Fur  Wachstumsendpunktbestimmungen wurde das Wachstum unter steigenden
Konzentrationen von CdCl,, CoCl, und ZnCl;, in Tris-Minimalmedium untersucht. Daflr
wurden die Stamme &hnliche der Wachstumskurve tiber eine Vor- und Mittelkultur zu einem
Punkt in der spét stationdaren Phase angezogen. Die Hauptkultur wurde 10 %ig (0,2 ml auf 1,8
ml) mit der erhaltenen Mittelkultur beimpft und fur 20 h bei 30 °C und bei 200 rpm schittelnd
inkubiert. Dabei wurde die optische Dichte bei 600 nm herangezogen, um etwaige
Abweichungen in der Zelldichte auszugleichen. Das erreichte Wachstum der Kulturen (200
pl) wurde bei 600 nm in einem 96 well plate (Greiner Bio-One, Frickenhausen) mit dem
Tecan infiniti 200 (Tecan Group Ltd., Schweiz) ermittelt. Aus den ermittelten Daten erfolgte
die Bestimmung des ICso-Wertes und des b- values. Dabei gibt der ICso-Wert die
Metallkonzentration an, bei der ein halbmaximales Wachstum mdglich war. Der b-value
beschreibt die Steigung an diesem Punkt der Sigmoidalkurve. Die zur Bestimmung der
Parameter verwendete Formel 4 stellt eine abgewandelte Form von (Scholtz & Pace 1997)
dar. Graphisch wurde der natlrliche Logarithmus aus ODywm/ (OD¢-1) gegen die eingesetzte
Metallkonzentration aufgetragen. Der ICso-Wert stellt sich als Schnittpunkt mit der Y-Achse

dar.
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OD(MM)
(1+EXP[(c—IC50)/b]

Formel 4: 0D (c) =

2.3.3. CAS-Assay

Zum Nachweis von Fe- Aufnahmekapazitaten wurden die jeweiligen Cupriavidus-Stamme zu
einer synchronen spatstationdren Phase in einer 24 h-Mittelkultur angezogen. Diese war
5 %ig mit einer Vorkultur in der frihstationdren Phase beimpft. Auf eine CAS-Agarplatte
wurden 2,5 pl einer 10™*-Verdiinnung aufgetragen und bei 30 °C iber mehrere Tage kultiviert.

Nachfolgend wurde der Hof um die Kolonie dokumentiert und quantifiziert.

2.3.4. Aufnahmeexperimente mit radioaktiven Zn®

Um die Dynamik der Aufnahmekapazitdt an Zink der einzelnen Cupriavidus-Stamme zu
beschreiben wurde nach Nies & Silver 1989 das Aufnahme-Experiment in abgewandelter

Form mit der Filtrierungsmethode durchgefthrt.

Die Zellen wurden in Tris-gepuffertem Minimalmedium ohne Zusatz von Eisencitrat und SL6
(Pfennig 1974) und mit 1 mM MgCI;, (Kirsten et al. 2011) bei 30 °C schuttelnd kultiviert.
Dabei wurde die 10 ml-Hauptkultur 4-5%ig aus einer Vorkultur in der friihen stationaren
Phase beimpft und tber Nacht bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Mit einer optischen Dichte von
1,0 bis max. 1,25 (180 - 200 KE) erfolgte die Ernte bei 4 °C durch Zentrifugation (3600 x g,
15 min) in einem 50 ml Greiner (Bio-Rad GmbH, Miinchen). Die Zellen wurden zweimal mit
dem eiskalten Waschpuffer [10 mM Tris-HCI pH 7,0] gewaschen und anschlieBend in diesem
zu einer ODggo von 0,5 gel6st. Jeder Stamm wurde zweimal zu 1,6 ml fur eine technische
Reproduktion der erhaltenen Daten aliquotiert. Zum Abschluss der Aufnahme-Experimente
wurde die Dichte mit dem Klett-Summerson-Colorimeter bestimmt, wobei sich aufgrund der
eingestellten ODgy ca. 100 KE ergaben. Diese Zelldichte in KE wurde fur anschlieRende
Berechnungen und zur Bestimmung des Trockengewichts verwendet (Formel 1). Die

Vermessung der auf Eis gelagerten Zellen erfolgte innerhalb der néchsten 3-5 Stunden.

Zu Beginn der Messung wurden Zellen fiir 2 min bei 30 °C auf einem Thermoblock inkubiert.
Die Messung startete durch die Zugabe von 1 pM Zn®Cl, (37 MBq, PerkinElmer,
Massachusetts, USA) zu ca. 30 000 counts per minute (cpm) je 300 pl Probenvolumen. Nach
definierten Zeitintervallen (0,25; 0,5; 1, 2 min) wurden 300 pl Uber einen NC 45-Filter
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(Schleicher und Schill, Dassel) filtriert. Unspezifisch gebundenes Zink wurde durch
zweimalige Waschung des Filters mit 6 ml 10 mM Tris-HCL mit 10 mM MgCI,; entfernt. Die
Filter wurden mit 4 ml Ready Safe™ Liquid Scintillation Cocktail for Aqueous Samples
(Beckmann Coulter, NC, USA) in einem Mini-Poly-Q-Réhrchen im Liquid Scintillation
Analyzer Tri-Carb® 2810 TR (Perkin Elmer, Massachusetts, USA) vermessen. Die
gemessene Radioaktivitat bei einer Z&hlzeit von 2 min wurde in cpm angegeben. Als
Extremwerte wurden ungefilterte 300 pl Probenvolumen und ein Ansatz ohne Zellen
gemessen. Die Bestimmung des aufgenommenen Zinks je Zeitpunkt lasst sich nach Formel 5
berechnen.

nmol 65Zn2+ _ 0,3*Xcpm
mg TG " max. cpm

Formel 5: /(TG (mg) * 0,3)

2.4. Molekulargenetische Methoden

2.4.1. DNA-Isolation

Fir die Isolation von DNA wurden verwendete Gerdte und das H,O dest. zur Elution bei
121 °C fir 20 min autoklaviert, um vorhandene DNasen zu inaktivieren. Die Lagerung der
isolierten DNA erfolgte bei —20 °C. Die Zellen fir die DNA-Isolation konnten durch 5 min
Zentrifugation bei RT und 12000 rpm (Sigma 112, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode,

ca. 6-8000 x g) vom Medium abgetrennt werden.

2.4.1.1. Isolation von genomischer DNA aus C. metallidurans

Fir die Isolation der Gesamt-DNA aus C. metallidurans (AE104) wurden 750 pl einer 4 ml
Vorkultur verwendet. Das nach dem Zentrifugationsschritt erhaltene Zellpellet wurde fir die
Isolation mittels GenJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Elution der DNA erfolgte mit 200 ul sterilem dest.
Wasser. Die erhaltene genomische DNA wurde qualifiziert sowie quantifiziert und diente
sowohl als Template fur DNA-Amplifikationen als auch fur Southern-Experimente.
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2.4.1.2. Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli
Mittels des GenJet Plasmid Miniprep Kit's (Thermo Fisher Scientific, USA) erfolgte die

Plasmid-DNA-Isolation in der superhelikalen ccc-Form aus einer 4 ml E. coli-Vorkultur nach
Herstellerangaben. Die Elution der DNA fand in 30 bzw. 50 pl dest. Wasser statt. Die
isolierte  Plasmid-DNA wurde fur Restriktionsreaktionen, Sequenzierungen und fur

Transformationen von E. coli - Stdmmen verwendet.

2.4.2. DNA-Techniken

2.4.2.1. Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen

Die Restriktion von 0,8 — 1,5 pg Plasmid- bzw. genomischer DNA (Southern) erfolgte nach
Herstellerangaben. Die Spaltung fand bei der fiir das verwendete Enzym entsprechenden
Temperatur (25 °C bzw. 37 °C) tber Nacht in dem entsprechenden 1x Reaktionspuffer mit 1-
2 U Enzym bzw. 20 U fur Southernexperimenten statt. Fiir Restriktionen mit zwei Enzymen
wurde der NEB Double Digest Finder (https://www.neb.com/tools-and-resources)

hinzugezogen, um die optimalen Bedingungen fir die enzymatische Restriktion

herauszufinden.

2.4.2.2. DNA-Reinigung und Konzentrierung

Die Reinigung von DNA aus PCR- oder Restriktionsansatzen von Enzymen und
Bestandteilen des jeweiligen Puffers erfolgte (iber das GenJet PCR Purification Kit (Thermo
Fisher Scientific, USA). Chaotrope Salze sorgten hierbei fir die Denaturierung der Proteine
und die Bindung der DNA an die Silika-Membran. Nach einem Waschschritt erfolgte die
Elution in 30-50 pl dest. Wasser.

2.4.2.3. DNA-Reinigung aus Agarosegelen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA in einem 1 %igen Agarosegel erfolgte
die Isolation des fragmententhaltenen Agarosebereichs zigig Uber einem UV-Tisch. Unter
Verwendung eines Blockthermostat BT 100 (Kleinfeld Labortechnik, Gehrden) bzw.
Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg) und des QIA quick ® Gel Extraktion Kit's
(QIAGEN, Venlo, NL) wurde die Reinigung nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die

gereinigte DNA wurde in 30 pl dest. Wasser aufgenommen.
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2.4.2.4. Bestimmung der DNA-Konzentration

DNA-Mengen wurden durch Vergleich der Intensitaten in einem Ethidiumbromid gefarbten
Agarosegel mit Hilfen des Markers als Referenz bestimmt. Dies galt im Besonderen fir
Plasmid- und Fragment-DANN in Ligationsansatzen. Fir eine genaue Bestimmung der
Konzentration diente der NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer (peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen). Anhand der Extinktion bei ODgp und der Schichtdicke des Probevolumens
konnte die Konzentration bestimmt werden. Dabei entspricht die ODygo bei doppelstréangiger
DNA einer Konzentration von 50 pg/ ml. Die angegebenen Quotienten ODogog0 bzW.
OD260/230 Wiesen auf die Qualitét des Isolates hin und gaben Auskunft Gber Lésemittel- und

Proteinverunreinigungen.

2.4.2.5. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA erfolgte die Auftrennung Uber ein 0,8 - 1 %iges Agarosegel in einer
horizontalen Flachbett-Elektrophorese (Easy Cast™ Electrophoresis System, Thermo-Fischer
Scientific, USA). Die Agarose (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurde in 1 x TAE-Puffer
[40 mM Tris-Acetat, ImM EDTA (pH 8,0)] durch Erhitzen geldst. Nach einer Abkihlzeit auf
50 °C erfolgte die Zugabe von 50 pg Ethidiumbromid (250 ng/ pl, Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe) je 100 ml Agarose. Nach Verfestigung wurden die DNA-Proben mit 0,2
Volumen 5 x DNA-Ladepuffer [40 % (v/v) Glyzerin, 0,1 g/l SDS, 0,1 M EDTA, = 2,5 g/l
Bromphenolblau (BPB)] wversetzt und in vorgefertigte Geltaschen eingeflllt. Das
Auftragungsvolumen betrug flr analytische Zwecke 8 pl und fur préaparative 20 — 80 pl. Die
Auftrennung erfolgte bei 80 - 120 V (Biometra® Standard Power Pack P25, Géttingen bzw.
Phero-stab 300 Electrophoresis Powersupply, Biotec Fischer GmbH, Reiskirchen) bis zur
ausreichenden Auftrennung der DNA-Fragmente. Die mit Ethidiumbromid gefarbten DNA-
Signale wurden unter UV-Licht mit dem UV-Transilluminator in Kombination mit dem

Image-Master (INTAS UV-Systeme, Gottingen) visualisiert und dokumentiert.

2.4.2.6. DNA- GroRenstandards

Die GroRenbestimmung von linearen DNA-Fragmenten im Agarose-Gel wurde mit folgenden

kommerziell angebotenen DNA-Markern realisiert:

- Gene Ruler 100 bp Plus DNA-Ladder (Thermo Scientific, USA) mit den Grélen:
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100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1000, 1200, 1500, 2000 sowie 3000 bp.

- Quick-Load ® 1 kb DNA-Ladder (New England Biolabs, Frankfurt a. M.) der GréRen:
500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10 000 bp.

- DNA Molecular Weight Marker VII, Dig-labeled (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim): 81, 359, 492, 710, 718, 992, 1164, 1482, 1515, 1882, 1953, 2799, 3639,
4899, 6106, 7427, 8576 bp.

2.4.2.7. Dephosphorylierung von DNA

Fur eine effiziente Ligation wurde der gespaltene Vektor mittels der alkalischen Phosphatase
dephosphoryliert. Dabei erfolgte die Reaktion in 20 pl mit einfacher Pufferkonzentration an
NEB CutSmart® buffer und 1 U an Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP, New England
Biolabs, Ipswich, USA) fur mindestens 1h bei 37 °C nach Herstellerangaben. Das Enzym
wurde bei 65 °C inaktiviert.

2.4.2.8. Ligation von DNA-Fragmenten

In einem Gesamtvolumen von 20 bzw. 30 pl fand die Ligation zwischen Vektor und DNA-
Fragment, deren Verhéltnis ca. 1:5 betrug, Uber Nacht mit einem Temperaturgradienten (auf
Eis bei RT) oder bei 4 °C statt. Zuvor wurde das Fragment-Vektorgemisch fir 10 min bei
45 °C inkubiert, um die koh&siven Enden freizulegen. Es folgte die Abkuhlung auf Eis und
die Zugabe des T4-Ligase-Puffers in einfacher Konzentration und 1 U T4-DNA-Ligase
(Thermo Fischer Scientific, USA).

2.4.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der spezifischen Vervielfaltigung von DNA-Material,
um genetische Sachverhalte zu untersuchen bzw. fur praparative Zwecke DNA zur Verfugung
zu stellen. Die verwendeten Primer (Anhang: Tabelle: 17) wurden (ber Clone Manager 9
(Scientific & Educational Software, Morrisville, NC, USA) erstellt und Uber die metabion
GmbH (Planegg/Steinkirchen) in lyophilisierter Form bezogen. Eine 100 pmol/ pl Primer-
Stammlésung und eine 10 pmol/ pl Arbeitslésung wurden mittels sterilem H,O bidest. erstellt

und bei -20 °C gelagert.




2. Materialien & Methoden

Die Q5 high fidelity DNA-Polymerase (New England Biolabs GmbH, Schwalbach im
Taunus) wurde wegen der 3"-5"Exonukleaseaktivitat fur die Durchfiihrung préparativer PCR-
Reaktionen an der GC-reichen Template-DNA genutzt. Fir analytische PCR-Analysen oder
PCR-Fragmente, die in EMSA-Experimenten verwendet wurden, waren mit der Tag-DNA-
Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) durchgefihrt worden. Das

Reaktionsendvolumen betrug jeweils 50 pl und deren Zusammensetzung ist im Folgenden

aufgefunhrt.
analytische PCR (Taq) pl praparative PCR (Q5) pl
Template-DNA 2 Template-DNA 1
dNTP —-Mix (je 10 mM) 1 dNTP —Mix (je 10 mM) 1
10 x PCR-Puffer 5 5 x Q5-Puffer (GC-rhich) 10
5 x Q5 Enhancer-Puffer 10
Primer I (10 pmol/ pul) 1 Primer I (10 pmol/ pl) 2,5
Primer Il (10 pmol/ pl) 1 Primer Il (10 pmol/ pl) 2,5
Taq DNA-Polymerase (1U/ ul) 1 Q5 DNA-Polymerase (1U/ pl) 0,5
H20 pidest. 39 H20 pidest. 22,5

Als Template-DNA diente isolierte genomische DNA (1:25/ 50), Plasmid-DNA (1:25) oder
DNA aus E. coli.- bzw. C. metallidurans-Zellen. Letztere wurden zuvor in 50 pl H,O bidest.
resuspendiert und anschlieBend bei 95 °C fir 10 min aufgeschlossen. Der Uberstand nach
einem Zentrifugationsschritt enthielt die Template-DNA.

Fur eine Optimierung der PCR-Resultate bei GC-reichen Templates wurde bei analytischen
PCR-Reaktionen DMSO (5 % (v/v)) und / oder Betain (1 M) hinzugegeben (Musso et al.
2006). Die Reaktionen wurden in einem PCR-Block (T3000 Thermocycler, Biometra,
Gottingen) nach folgenden Protokollen durchgefiihrt. Dabei richteten sich die Annealing-
Temperatur nach dem jeweiligen eingesetzten Primerpaar und die Extentionszeit nach dem zu
erwarteten PCR-Produkt.
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Tag-Polymerase Q5 high fidelity Polymerase
1. | Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 98 °C 30s
2. | Denaturierung 95°C 30s 98 °C 10s
3. | Anealing X°C 30s X°C 30s
4. | Extention 72°C 60 s/ kbp 72 °C 30 s/ kbp
5. | Zyklen Schritt 2-4: 28-30 x Schritt 2-4: 28-30 x
6. | Nachsynthese 72°C 5 min 72 °C 2 min
7. | Pause 8°C 0 8°C 0

2.4.4. Quick-Change site-directed Mutagenese (modifiziert)

Die Quick-Change site-directed Mutagenese (Stratagene Cloning Systems, Heidelberg) diente
dem Austausch von bis zu zwei Basenpaaren, um einen Aminosauren-Austausch in einer Zur-
Variante zu erzeugen. Die Durchfiihrung erfolgte in modifizierter Form nach Zheng et. al
2004. Hierfiir wurde das Templateplasmid aus einem dam®- E. coli-Stamm (XL1 blue) fiir
eine PCR mit der Tag-Polymerase eingesetzt. In dieser erfolgte die Amplifizierung des
gesamten Plasmides (pASK-IBA 3/7%:zur, ca. 3 kbp) mittels zweier zueinander teilweise

komplementéren Primern, die den Basen-Austausch beinhalten. Die PCR durchlief folgendes

Programm:

Initiale Denaturierung 95 °C 7 min Zyklen Schritt 2-4: 16 X
Denaturierung 95°C 1 min Nachsynthese 72 °C 1h
Annealing 61 °C 1 min Pause 8°C 0
Extention 72°C 5 min

Eine Restriktion mit Dpnl sorgte fur die Degradierung der methylierten Template-DNA. Nach
Prufung der PCR Uber eine Gelelektrophorese und der Plasmidisolation erfolgte der direkte
Einsatz fur die Transformation CaCl,-kompetenter Zellen. Die erfolgreiche Mutagenese

wurde durch Sequenzierung sichergestellt.
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2.4.5. Sequenzierung Uber kommerziellen Anbieter

Zur Sicherstellung der Korrektheit von Konstrukten und Vektoren wurden alle verwendeten
Plasmide durch die Microsynth AG (Lindau) sequenziert. Ein 15 pl Sequenzieransatz in
einem Mikro-Schraubdeckelrohrchen (SARSTEDT AG & Co, Nimbrecht) beinhaltete 30
pmol des Sequenzier-Primers und bis zu 1,5 pug Plasmid-DNA. Zur Auswertung der
Sequenzier-Rohdaten wurden DNA-Sequenzen der NCBI-Datenbank (Nation Center for
Biotechnology Information) herangezogen und mittels Clone Manager 9 professional

(Scientific & Educational Software, USA) durch Sequenzalignments verarbeitet.
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2.4.6. Erstellung von Deletionsmutanten Uber das cre-lox-System nach

(Marx & Lidstrom 2002)

Die Erstellung markerloser Mutanten wurde am Beispiel der Deletion von zur im Folgenden
beschrieben.

Mittels der Primer flr die cre-lox-Deletionen (Anhang: Tabelle 17) erfolgten per PCR die
Amplifizierung von ca. 300 bp stromauf- und abwaérts der codierenden Sequenz und das
Einflgen der bendtigten  Restriktionsschnittstellen.  Unter ~ Verwendung  der
Restriktionsenzyme Notl, Ncol, Agel und Apal wurden die sequenzierten PCR-Fragmente in
dem Ausgangsplasmid pECD1002, einem Derivat von pCM184 (Scherer & Nies 2009), an
den multi cloning sites eingebracht und somit im Falle des Vektors fir die Deletion von zur
pECD1337 erzeugt. Dieses enthielt neben der stromauf- und abwértigen Region des Zielgens
u. a. eine Kanamycin-Resistenzkassette mit flankierenden loxP-Motiven, denen sich die zweli
multicloning sites anschlossen. Es ist anzumerken, dass die loxP-sites im Vergleich zu
pCM184 einer Veranderung unterzogen wurden und die somit resultierende loxP-Narbe nicht
mehr durch die Cre-Rekombinase erkannt werden konnte (Scherer & Nies 2009). Dies ist
notwendig, um héherrangige Deletionen zu erzeugen. Das erstellte Plasmid wurde ber den
transformierten E. coli-Stamm S17/1 in den gewinschten C. metallidurans-Stamm per
Konjugation eingebracht. Als Selektionsmarker dienten die Kanamycin-Kassette als
Nachweis der erfolgten Rekombinationsereignisse und die tet-Kassette fur das Vorhandensein
des Vektor-Riickgrads. Des Weiteren wurde die codierte Levansucrase als Selektionsdruck fir
das zweite Rekombinationsereignis genutzt. Dieses Exoenzym spaltet die enthaltene
Saccharose im Medium zu Levan und belastet so vermutlich das Periplasma gramnegativer
Bakterien (Pelicic et al. 1996). Nach der Integration von pECD1337 und zwischenzeitlicher
Bildung eines Cointegrates geht die erhaltene tet-Resistenz samt Vektor-Ruckgrad verloren
und das Zielgen mit Start- sowie Stopcodon wurde durch die kan-Kassette mit flankierenden
loxP-sites ersetzt. Durch Expression der Cre-Rekombinase tber pCM157 erfolgte die
Erkennung der beiden loxP-Motive und die Exzision der Kanamycin-Kassette. Die
zuriickbleibende loxP-Narbe konnte nicht weiter durch die Cre-Rekombinase erkannt werden.
Die erfolgreiche Deletion wurde Uber PCR FragmentgroRenanalyse und Southern Blot

nachgewiesen.
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2.4.7. Bestatigung der Cupriavidus-Mutanten via DNA-DNA-Hybridisierung

(Southern 1975)

Fir den Nachweis der Deletion von Genen in AE104 wurde neben einer spezifischen PCR
auch die Hybridisierung des Zielbereichs mit einer mit Digoxygenin markierten Sonde

genutzt, um einen gréReren Sequenzbereich abzudecken.

2.4.7.1. Herstellung der DIG-markierten Sonde

Zunéachst wurde ein ca. 300 bp groRes DNA-Fragment der proximalen Region des
untersuchten Gens (furA: 5%, furB und zur: 3") unter Verwendung der cre-lox-Primer
amplifiziert. Nach der Reinigung des PCR-Fragmentes erfolgte die DIG-Markierung tiber das
DIG-DNA Labeling and Detection Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) tber ein random
priming mit Digoxygenin-11-dUTP. Hierfir wurde zunachst 1 pl gereinigtes PCR-Produkt in
15 ul Gesamtvolumen bei 100 °C fiir 10 min inkubiert und nachfolgend auf Eis abgekuhlt, um
einzelstrangige DNA zu erhalten. Nach Zugabe von jeweils 2 pl Hexanukleotid-Mix (10 x)
und dNTP-labeling Mix (10 x) sowie 2 U Klenow-Enzymen (1 pl) wurde tber Nacht bei 37
°C die markierte DNA-Sonde erstellt. Die Reinigung der Sonde erfolgte per Ethanol-Fallung
bzw. GenJet PCR Purification Kit (Quiagen). Vor dem Einsatz wurde die DNA der
markierten bzw. unmarkierten Sonde durch 10 min bei 100 °C und nachfolgender Inkubation
auf Eis einzelstrangig. Die Sonde wurde in der Hybridisierungslésung mehrfach verwendet
und bei - 20 °C gelagert.

2.4.7.2. DNA-DNA-Hybridisierung
Dabei wurden je nach Isolat 30 - 40 ul genomische DNA (0,8 — 1,2 pug) mit ausgewéhlten

Restriktionsenzymen (furA: Notl; furB: Munl, Notl; zur: Sphl, Notl) in einem Ansatz von 80
pl Gber Nacht bei 37 °C verdaut. Es folgte die Auftrennung tber ein 0,8 %iges Agarosegel bei
80 V und max. Stromstarke. Als GroéRenstandard dienten 7 pul Dig labeled DNA Moleculare
Weight Marker V11 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

Die BPB-Front diente als Indikator fiir die jeweiligen Inkubationszeiten. Der erfolgte Verdau
wurde unter dem UV-Licht bewertet. Es folgte die schwenkende Inkubation des Agarosegels
in 0,25 N HCI-L6ésung, bis sich die BPB-Front gelb farbte. Nachfolgend wurde in
Denaturierungspuffer [0,5 N NaOH; 1,5 M NaCl] und danach in Neutralisierungspuffer
[0,5M Tris-HCL pH 7,5 und 3 M NaCl] fir jeweils 20 min geschwenkt. Zwischen den

( )
{ 30 )
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einzelnen Schritten wurde mit dest. Wasser gespilt. Dies fuhrte zur Spaltung der
aufgetrennten DNA-Fragmente in kleinere Bruchstiicke und zu einzelstrangiger DNA. Der
Transfer auf eine Nylonmembran (QIAGEN, Hilden ), welche zuvor 20 min in dest. Wasser,
10 min in 10 x SSC-Puffer [0,15 M Na-Citrat pH 7; 1,5 M NaCl] und anschlieRend kurz
wieder mit dest. Wasser inkubierte, wurde durch einen Kapillarblot tiber Nacht oder einem
Vakuum-Blot innerhalb von 2 h und 50 mBar realisiert. Auf die getrocknete Membran
wurden jeweils 0,5 pl markierte und unmarkierte Sonde als Kontrolle der gelabelten Sonde
bzw. der Hybridisierung aufgetragen. Durch 5-minitige Inkubation unter UV-Licht erfolgte
die kovalente Bindung der DNA mit der Membran. Zundchst wurde die Membran 1 h bei 65
°C mit einer Prahybridisierungslosung [15 ml: 5 x SSC; 1 % (w/v) Blocking Reagenz (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim); 0,1 % (w/v) N-Laurylsarcosin; 0,02 % (w/v) SDS]
behandelt. Die Inkubation mit der Sonde erfolgte in 5 ml Hybridisierungsldsung
[Prahybridisierungslosung mit 5 pl Sonde] bei 65 °C lber Nacht. Zundchst wurde die
Membran 2 x 5 min mit Waschpuffer 1 [2 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS] bei RT und nachfolgend
2 X 15 min mit Waschpuffer 2 [0,1 x SSC 0,1 (w/v) SDS] bei 65 °C inkubiert.

2.4.7.3. Detektion der DIG-markierten Sonde

Die Nylonmembran wurde mit Waschpuffer 3 [0,1 M Maleinséure pH 7,5 0,15 M NaCl
0,01 % (v/v) Tween 20] fur 1 min aquilibriert und mit 50 ml Blockierungspuffer [0,1 M
Maleinsdure pH 7,5; 0,15 M NaCl; 1 % (w/v) Blocking Reagenz (Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim)] fir 30 min blockiert. Anschliefend wurde die Membran im gleichen Puffer mit
2 ul  Anti-DIG-AP-(Fab-Fragment)-Konjugat (1:25000; Roche Diagnostics GmbH) fir

weitere 30 min behandelt. Der Uberschissige Antikérper wurde mittels zweier

Inkubationsschritte mit je 50 ml Waschpuffer 3 fir 15 min entfernt. Die Membran wurde mit
Puffer 3 [0,1 mM Tris-HCL pH 9,5 0,1 M NaCl 50 mM MgCl;] inkubiert. Es folgte die
Benetzung der Nylonmembran mit der Substratlosung [495 pl Puffer 3 mit 5 ul CSPD (Roche
Diagnostic GmbH, Mannheim)] fir 5 min bei RT. Nach Entfernung Uberschussiger
Substratlésung erfolgte das Einschweil?en in Folie und die Inkubation bei 37 °C (15 min).
AnschlieBend wurde fiir mindestens 2 h ein Rontgenfilm (Lumi-Film Chemiluminescent
Detection Film, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) exponiert und nachfolgend

entwickelt.
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2.4.8. DNA-Transfer und Selektion von Klonen

2.4.8.1. Erzeugung CaCl,-kompetenter Zellen
Zur Erzeugung CaCl,-kompetenter Zellen (Dagert & Ehrlich 1979) wurden 100 ml LB | ennox
2 %ig mit einer LB-Vorkultur der E. coli-Stimme XL1 blue, DH50, S17/1 oder BL21 bei

37 °C schuttelnd inkubiert. Mit Erreichen einer optischen Dichte von 0,5 bei 600 nm erfolgten
alle weiteren Schritte bei 4 °C bzw. auf Eis. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(Hettichzentriguge: 4 °C, 10 min., ca. 3400 x g) geerntet und das Pellet in 20 ml eiskalter 0,1
M CaCl,-L6sung resuspendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation wurden die Zellen mit 2 ml
der CaCl,-Losung versetzt und bei 4 °C lber Nacht gelagert. Fur die Aufbewahrung bei — 80
°C wurden die Zellen mit Glyzerin zu einer Endkonzentration von 25 % (v/v) versetzt und zu

je 100 pul aliquotiert.

2.4.8.2. Transformation von chemisch-kompetenten Zellen nach Sambrook et al. 1989

Zum Transformieren von CaCl,-kompetenten Zellen wurden 1 pl Plasmidisolat bzw. 10-20 pl
Ligationsansatz 30 min ruhend auf Eis miteinander inkubiert. Dem Hitzeschock bei 42 °C im
Wasserbad fur 90 s folgte eine kurze Ruhephase auf Eis. Zur Regeneration und Expression
der Gen-vermittelten Resistenz wurden die Zellen 45 min bei 37 °C schittelnd inkubiert.
Danach wurde auf Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika und Zusétzen ber Nacht
bei 37 °C selektiert.

2.4.9. Konjugation als Transfer zwischen E. coli und C. metallidurans

Der Transfer erfolgte vom plasmidenthaltenen S17/1 E. coli zum C. metallidurans-Stamm.
Hierfiir wurden jeweils 200 pl einer E. coli Ubernachtkultur und einer C. metallidurans-
Vorkultur auf einer Na&hr-Agarplatte plattiert und Uber Nacht bei 30 °C kultiviert.
Darauffolgend wurde per Impfose oder Abschwemmung mit 1 ml Tris-MM die gewiinschten
Klone auf Tris-MM-Agar mit den entsprechenden Zusétzen bertragen und fir weitere 3-5
Tage inkubiert. Auf Grund der Auxotrophien des verwendeten E. coli-Stammes war ein
Wachstum auf dem C. metallidurans-spezifischen Medium fiir E. coli nicht moglich. Des
Weiteren wurden Antibiotikakonzentrationen verwendet, bei denen der S17/1-Stamm nicht
mehr wachsen konnte, jedoch der entsprechende C. metallidurans-Stamm mit dem
erworbenen Resistenzgen. Die Resistenzen und somit die Aufnahme des Vektors wurde durch
eine nochmalige Ubertragung auf Selektivmedium iberpriift.
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2.5. Proteinbiochemische Methoden

2.5.1. Protein-Expression und -Reinigung

Fiir die rekombinante Expression wurde das Strep-tag Il purification system durch die
Verwendung der Plasmide pASK-IBA7" sowie 3" genutzt. Die Aminosauresequenz des Strep-
tag ® 1l WSHPQFEK befindet sich je nach verwendetem Vektor am N- bzw. C-terminalen
Ende des Fusionsproteins mit weiteren Aminosauren, die auf dem Linker oder der
Verwendung des plasmidinternen Start- und Stopcodons beruhen. Durch die relativ kurze
Strep-tag-Sequenz wird die Affinitatschromatographie unter physiologischen Bedingungen
ermoglicht, eine Strep-tag beruhende Metallbindung ausgeschlossen und weder die
Proteinlokalitat noch dessen Faltung negativ beeinflusst. Eine Anhydrotetracyclin (AHT) -
abhédngige Induktion der Genexpression ist durch den verwendeten tet-Promotor realisiert.
Zusétzlich wird durch die Verwendung von pASK-IBA 7 die Abspaltung des Strep-tags

mittels Faktor Xa ermdglicht.

2.5.1.1. Zellanzucht, Induktion und Zellernte

Der E. coli-Stamm BL21 (DE3) wurde mit den jeweiligen Expressionsvektoren transformiert.
Mittels einer Ubernachtkultur (LB, 37 °C, 200 rpm) wurden die LB-, Tris-MM E. coli-
Hauptkulturen 2 %ig im Erlenmeyer-Kolben angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Nach
Erreichen einer ODgoo = 0,5 - 0,8 erfolgte die Induktion mit 0,07 - 0,2 pg/ml AHT fur weitere
2-3 h schittelnd bei 16, 30 bzw. 37 °C. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (V < 0,5 I
20 min, 4500 x g und 4 °C Eppendorf-Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg; V< 0,5 I:
30 min, 3840 x g, 4 °C Sorvall-Zentrifuge SLA3000, Thermo Scientific) geerntet. Eine
Lagerung der Pellets fand bis zur Verwendung bei — 20 °C statt.

2.5.1.2. Zellaufschluss und Rohextraktgewinnung fiir Proteinreinigung

Rohextrakt flir Proteinreiniqung

Das Zellpellet wurde mit 3 ml Puffer W (100 mM Tris-HCL pH 8,0), 150 mM NaCl) je
Gramm Feuchtgewicht resuspendiert. Des Weiteren dienten 1 mM PMSF als
Proteaseinhibitor und 10 pg/ml DNasel zum Abbau der genomischen sowie Plasmid-DNA.

Die Zellen wurden per Ultraschall (Uniequip Laborgeratebau UW60) mit 10 Zyklen a 30 s
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mit der Intervalleinstellung 70 % und 80 W Leistung auf Eis aufgeschlossen. Das Rohextrakt
wurde von den Zelltrimmern durch Zentrifugation bei 20800 x g, 4 °C fur 20 min
(Eppendorf-Zentrifuge 5417R, Eppendorf AG, Hamburg) abgetrennt

2.5.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

2.5.2.1. Kalkulation anhand ODgyo/ KE

Anhand der Optischen Dichte kann eine gleichméRige Nutzung von Zellmaterial

gewahrleistet werden, z. B. fur die Auftragung von Proteinproben auf eine denaturierende
PAGE oder bei der Berechnung der spezifischen Aktivitaten bei Genexpressionsanalysen. Flr

E. coli - Zellen wurde die Formel 6 und fiir C. metallidurans Formel 1 verwendet.

Formel 6: Protein (%) = 0,2943 x 0D600

2.5.2.2. Bestimmung mittels BCA-Test

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Rohextrakten wurde mit dem Bicinchinonic

Acid Kit for Protein Determination (Sigma-Aldrich, USA) nach Herstellerangaben bestimmt.
Die Bestimmung basiert auf der Reduktion von Cu** zu Cu*. Anhand einer Kalibrationskurve
mit bovin albumin serum (BSA) erfolgte die Feststellung der Proteinkonzentration bei 562 nm

im Tecan infinite 200 (Tecan Group, Schweiz).

2.5.2.3 Bestimmung nach Bradford (1976)
Mittels einer einfachen Roti®-Quant-L6sung (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) wurde
der Fortschritt bei der Proteinreinigung und beim Pufferwechsel ber eine PD10-Sé&ule

tiberpriift. Dabei wurden 25 pl Fraktionslésung mit 200 pl 5fach verdiinnter Roti®-Quant-
Losung versetzt. Anhand der Blaufarbung konnte jede Fraktion auf enthaltenes Protein

gepruft werden.




2. Materialien & Methoden

2.5.2.4. Bestimmung am NanoDrop® ND-1000
Mit dem NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer (peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen)

und den theoretischen Parametern Extinktionskoeffizient und der Molekularmasse wurde die
Konzentration gereinigter Proteine bei ODygy bestimmt. Durch das Expasy-Server tool
Protparam (Walker 2005) wurden diese Werte anhand der Aminosduresequenz bestimmt.
Tabelle 4 zeigt die Aminosdurenanzahl, den Extinktinskoeffizienten und das theoretische

Molekulargewicht der einzelnen Proteine und Proteinderivate.

Tabelle 4: Theoretische Werte der untersuchten Proteine

Tag Native N C Faktor

Protein Xa
FurA As 143 173 169 158

Mr 16432 19878 19323 18093 | Da

e 4720 10220 10220 4720 Mtem™
FurB As 157 184 180 169

Mr 17853 20955 20400 19169,6 | Da

e 4720 10220 10220 4720 M*em™
Zur As 169 199 195 184

Mr 18481 21928 21373 20142,6 | Da

e 7365 12865 12865 7365 Mtem™
Zur C119S As 169 199 195 184

Mr 18465 21912 21357 20126,5 | Da

e 7240 12740 12740 7240 Mtem™
Rmet3456 As 149 179 175 164

Mr 17031 20477,8 19923,2 186928 | Da

e 6335 11835 11835 6335 Mtem™

*Theoretische Werte flr die gereinigten Proteine mit C-terminalen (C), N-terminalen (N)
Strep-tag sowie nach der Spaltung mit Faktor Xa bei N-terminalen markierten Varianten.

2.5.3. Konzentrierung von Proteinen

Fur die Konzentrierung von Proteinldsungen ohne Erh6hung der Pufferkonzentration wurde

auf die Ultrazentrifugationseinheit Vivaspin 20 10.000 MWCO PES mit einer PorengrifRRe von
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10 kDa (Sartorius AG, Gottingen) zuriickgegriffen. Die S&ulen wurden vor dem Einsatz mit
2 x 20 ml des verwendeten Puffers (EMSA-Reaktionspuffer bzw. Puffer W) zentrifugiert
(Eppendorf-Zentrifuge 5804R, 4 °C, 10 min., 4500 x g). Alle proteinenthaltenden Fraktionen
aus Reinigung bzw. Pufferwechsel wurden vereinigt und bis zum entsprechenden VVolumen
(ca. 0,8 — 1,2 ml) konzentriert. Auf Grund des eingebauten DeadStop-Reservoirs war ein
Trockenlegen der Sdule und somit des Proteins ausgeschlossen. Zur Wiederverwendung
wurden die Saulen mehrfach mit Puffer W und 70 % (w/v) Ethanol gewaschen und in 20 %
(w/v) Ethanol bei 4 °C gelagert.

2.5.4. Pufferwechsel

Der Pufferwechsel erfolgte meist vom Elutionspuffer der Strep-tag-Reinigung zum EMSA-
Reaktionspuffer (ohne DTT). Hierfur wurde die PD10 Desalting column (GE Healthcare, UK)
verwendet. Die S&ule wurde zuvor mit 2 Vol. EMSA-Reaktionspuffer &quilibriert. Die
Proteinprobe wurde aufgetragen und durchlief die Sdule, wobei die kleineren Salzmolekile
schneller durch die Saulenmatrix wanderten. Dabei war das Probenvolumen kleiner 3,5 ml.
AnschlieBend erfolgte die Auftragung des Zielpuffers zu je 500 ul. Die proteinenthaltenden
Fraktionen wurden mittels Roti-Quant®-Schnelltest ermittelt und vereinigt.

2.5.5. Lineare denaturierende SDS - PAGE (Laemmli 1970)

Fur die Auftrennung von Proteinen im denaturierenden Zustand wurde die lineare
denaturierende SDS-PAGE nach Laemmli (1970) als Mini- bzw. Maxigel fiir die 2D-Gele
genutzt. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 5 vorzufinden. Die Proteinproben wurden mit
0,2 % (v/v) 5 x SDS-Ladepuffer ( Tris-HCL pH 6,8, 20 g/ | SDS, 50 % (v/v) Glyzerin, 0,01
g/l Bromphenolblau (BPB) sowie 0,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol) versetzt und fir 10 min bei
95 °C denaturiert. Je 25 pg Protein an E. coli - Rohextrakt bzw. analog nach der Formel 6
(2.5.2.1.) fur ganze Zellen sowie 0,5-10 pg gereinigtes Protein wurden aufgetragen. Von C.
metallidurans wurde Zellmaterial eingesetzt, was 100 pug TG entspricht (Formel 1). Als
GroRenstandards dienten der Streptag ® Proteinmarker PAGE Ruler™ Unstained Broad
Range Protein Ladder (#26630) mit den Grofien 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150, 250
kDa sowie Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (#26619) mit den GroRen 10, 15, 25,
35, 55, 70, 100, 130, 250 kDa, beide von der Firma Thermo Scientific (USA).
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Tabelle 5: Zusammensetzung der denaturierenden PAGE als Mini- bzw. Maxigel (2D-Gele)

Gelzusammensetzung: 2 D-Gele Trenngel Sammelgel* | Einheit
1 Gel 10 % 12,5% | 15 % 1,83 %

Acrylamid/ Bisacrylamid (30/ 0,8 %) 12,5 2,5 3 0,33 ml
1,88/ 0,625* M Tris pH 8,8/ 6,8* 75 1,2 1,2 0,4 ml
0,5 % (w/v) SDS 7,5 1,2 1,2 0,4 ml
H20 bidest. 10 1,1 0,6 0,87 ml
TEMED 25 5 5 2 pl
10 % (w/v) APS 150 30 30 10 pl

Die Polymerisierung wurde durch die Zugabe des Polymerisierungskatalysators TEMED und
dem Radikalbildner Ammoniumperoxodisulfat (APS) gestartet. Es folgte das luftblasenfreie
Einbringen zwischen zwei Glasplatten und die Uberschichtung mit 70 % Ethanol bzw.
destilliertem Wasser, um eine saubere Trennlinie zu erzeugen. Nach vollstandiger
Polymerisierung wurde nach dem Trenn- das Sammelgel mit Kamm fiir die Formung der
benotigten Geltaschen gegossen. Die Glasplatten mit den Gelen wurden in die Laufapparatur
(Mini PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad) eingespannt und der 1 x Elektrodenpuffer (25 mM
Tris-Base, 200 mM Glycin, 1 % (w/v) SDS) uber den Anoden- bzw. Katodenraum verteilt.
Nach Entfernung des Kammes konnten die denaturierten Proteinproben aufgetragen werden

und die Elektrophorese erfolgte bei 13 mA/ Gel und maximaler Spannung.

2.5.6. Native PAGE

Die nichtdenaturierende PAGE (Tabelle 6) wurde fiir die Auftrennung der 16slichen aktiven
Proteine genutzt, um in EMSA-Experimenten die Interaktion zwischen Protein und DNA zu
verfolgen. Die 15 pl Probenreaktion wurde mit 0,21 Vol. des Endvolumens an
Beschwerungslosung (10 % (wi/v) Saccharose, 10 % Glycerin und 0,1 % (w/v) BPB) versetzt
und anschlieend auf eine 8 bzw. 10 %ige Native-PAGE aufgetrennt. Die Auftrennung
erfolgte bei 13 mA/ Gel und maximaler Spannung in 1 x Elektrodenpuffer (0,1M Tris-Base,
0,1M Glyzin).
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Tabelle 6: Zusammensetzung der nicht-denaturierenden PAGE (nativ)

Gelzusammensetzung: Trenngel Sammelgel | Einheit
8% | 10% 8 %

40 % (w/v) Acrylamid/ Bisacrylamid (29:1) 1,12 1,5 0,4 ml

2,5M Tris-HCL pH 8,5 0,2 0,2 0,2 ml

H20 pidest. 4,28 3,9 1,4 ml

TEMED 5 5 2 pl

10 % (w/v) APS 40 40 15 pl

2.5.7. Farbemethoden fur Polyacrylamidgele

2.5.7.1. Gesamt - Proteinfarbung mit Coomassie- blue (Weber & Osborn 1969)

Die Proteine in denaturierenden Polyacrylamidgelen wurden mittels Coomassie-blue
angefarbt. Hierfiir wurden die Gele nach erfolgreicher Elektrophorese mindestens 1h in der
Coomassie-Farbelosung [0,2 % (w/v) Coomassie Brilliantblau R-250, 0,005 % (w/v)
Coomassie Brilliantblau G-250, 42,5 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v)
Essigsaure] rotierend inkubiert. Nachfolgend konnte nicht-gebundener Farbstoff mit einer
Entfarbelosung [10 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsaure] entfernt werden. Flr die 2D-Gele

wurde bei der Coomassie-Ldsung auf Coomassie Brilliantblau G-250 verzichtet.

2.5.7.2. Silberfarbung
Die Silberfarbung wurde nach Rabilloud et al. 1988 und Nesterenko et al. 1994 in

modifizierter Form durchgefiuihrt. Die zu farbende PAGE wurde zundchst durch die rotierende
Inkubation in einer Ethanol-Methanol 50/ 12 %ige (v/v) -L6sung Uber Nacht fixiert. Es folgte
ein Waschschritt (1 min, 50 % (v/v) Ethanol) und die Inprégnierung mittels 50 mi
Préinkubationslosung (1,6 mM Na,S,03) fur weitere 2 min. Das Gel wurde dreimal mit dest.
Wasser gewaschen und 20 min in einer frischen Silbernitratldsung [50 ml: 100 mg AgNOs
(analytical grade, Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg), 250 ul 37 % (v/v) HCHQO]
inkubiert. Durch 3-4-maliges Waschen mit dest. Wasser konnte (berschiissiges Silbernitrat
entfernt werden. Die Entwicklung bzw. Umsetzung der Silberionen zu elementarem Silber
wurde in einer frischen Entwicklerlésung [50 ml: 3g NaCOs, 0,5 mg Na,S;03, 35 pl 37 %
(v/v) HCHOJ] bis zur Visualisierung der Proteine bzw. DNA durchgefiihrt. Die Reaktion in
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dem zuvor mit dest. Wasser gewaschenem Gel wurde in einer 50 %igen Methanol, 12 %igen

(v/v) Essigséure-Losung gestoppt.

2.5.7.3. DNA- Visualisierung mittels Ethidiumbromidalternativen

Als Alternative zur Anfarbung mittels Ethidiumbromid-Bad (1 pg/ml, 5 min) wurden die
nicht als karzinogen geltenden Substanzen Midori Green direct sowie advanced
(NipponGenetics, Diiren) genutzt. Wahrend Midori Green direct zu den EMSA-Reaktionen
gegeben werden konnte, war advanced fur das poststaining ausgelegt. Grundsatzlich wurde
das Anféarben der Nativ-PAGE nach Herstellerangaben forciert. Dabei wurden 12-20 pl des
Midori Green-Farbstoffes in 50 ml 0,7 M Tris-HCL pH 8,5, was dem Puffer des Gels
entsprach, fur 5-10 min inkubiert. Die Visualisierung und Dokumentation erfolgten uber
einem UV-Tisch (INTAS UV-Systeme, Gottingen).

Eine weitere Moglichkeit ist das Anfarben mittels Methylenblau. Hierfir wurde das Gel in
einer 300 mM Natriumacetat-Lésung pH 5,2 mit 0,03 % (w/v) Methylenblau fur 15 min
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Entfarbung schittelnd mit dest. Wasser, bis die Signale
der DNA klar vom Hintergrund unterscheidbar waren. Eine komplette Entfarbung war tber
Nacht mit dest. Wasser moglich, um das Gel fir weitere Farbemethoden vorzubereiten.

2.5.8. Elektrophoretischer Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran

Der Proteintransfer diente als Vorarbeit zur Detektion des Proteins mittels Anti-Streptag
Antikorper-Peroxidasekonjugats. Der Transfer wurde mittels Semi-Dry-Blot in der
Blotapparatur (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell bzw. Trans-Blot®Turbo™ Transfer-
System, Bio-Rad Laboratories, USA) durchgefiihrt. Nach erfolgreicher Elektrophorese
wurden die Gele aus den Glasplatten entnommen, mit Wasser gespilt und mit der
Nitrocellulose-Membran (Porablot NCP, Machery-Nagel GmbH & Co KG, Diiren) fiir 10 min
in Towbin-Puffer (25 mM Tris-HCL, 0,192 M Glycin, 20% (v/v) Methanol) inkubiert. Vier
auf GelgroRe zugeschnittene Lagen Blotting-Papier (BF4, 550g/m? VWR International
GmbH, Dresden) wurden in Towbin-Puffer getrankt. Es folgte eine blasenfreie Schichtung
von zwei Whatman-Papieren, der Nitrocellulosemembran, dem Gel und zwei weiteren
Whatman-Papieren. Der Transfer konnte bei konstanter Strom- und Spannungsstarke
(3mA/cm?  Gelflache, 15V) durchgefiihrt werden. Die Effizienz wurde durch
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Coomassiefarbung des Gels gepriift und die Membran konnte gleich weiterverarbeitet bzw.
Uber Nacht blockiert werden.

2.5.9. Streptag ® 11 Detektionssystem (Institut fir Bioanalytik GmbH, Géttingen)

Ein spezifischer Nachweis des Strep-tag® Il an rekombinant erstellten Proteinen wurde durch
das Streptactin®-Peroxidase-Konjugates realisiert. Nach erfolgreichem Proteintransfer auf die
Nitrocellulose-Membran erfolgte die Blockierung der unspezifischen Bindestellen mittels
bovin albumin serum (BSA, Roth) tber Nacht bei 4 °C, rotierend in der Blockierungslosung
[1 x PBS-Puffer (4 mM KH,PQO4, 16 mM Na;HPO,4, 115 mM NacCl), 3% (w/v) BSA und
0,5 % Tween 20]. Die Membran wurde nachfolgend 3 x 5 min mit 20 ml PBS-Puffer mit 0,1
% (v/v) Tween 20 gewaschen. Die Inkubation mit dem StrepTactin®-Peroxidase-Konjugates
(1:100, Waschpuffer ohne BSA) wurde in 10 ml Wasch-Puffer mit 0,5 % (w/v) BSA und
10 ul des verdunnten Konjugates schittelnd fiir eine Stunde bei RT durchgefiihrt. Es folgten
zwei einmindtige Waschschritte mit je 15 ml Waschlésung und anschlie3end einmal mit dem
1 x PBS-Puffer. Die Membranlagerung fand in 1 x PBS statt. Zur Detektion des gebundenen
Streptactin®-Peroxidase-Konjugates erfolgte im Dunkeln eine 2-3-miniitige Inkubation nach
der Vereinigung von Loésung A[5 ml, 100 mM Tris-HCL pH 8,0 mit 22 pl p-Cumarsaure und
50 pl Luminol] und Ldsung B [5 ml, 100 mM Tris-HCL pH 8,0 mit 4 pl 30 % H,0,). Fur die
Herstellung der Losungen wurde eine 90 mM Cumarsdure- und eine 250 mM Luminol-
Stammlésung in DMSO genutzt. Anschlielend wurde die Membran in Folie eingeschlagen
und ein Rontgenfilm (HyperfilmTM ECL, Amersham Biosciences, UK) in einer Filmkassette
exponiert. Die Filmentwicklung erfolgte mittels Entwickler und Fixierer (Adefo Chemie

GmbH, Dietzenbach) nach Herstellerangaben.

2.5.10. Erstellung eines UV-VIS-Spektrums

Die Erstellung von UV-VIS-Spektren der produzierten und gereinigten Proteine erfolgte im
inaktiven EMSA-Reaktionspuffer, der kein DTT beinhaltete. Die Messung wurde in einer
Quarz-Kivette (Helma Analytics, Mullheim) im UVICON 930 Double Beam UV/VIS
Spektralphotometer (Tegimenta, Schweiz) gegen den Puffer im Wellenbereich von 200 —
900 nm durchgefiihrt. Die Extinktion des Puffers wurde von der Extinktion der protein-

haltigen LOsung abgezogen.
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2.5.11. Elektrophoretic Mobility Shift-Assay (Shin et al. 2007)

Fur die Protein-DNA-Interaktionsstudien wurden in einem 15 pl Reaktionsansatz gereinigtes
Protein unterschiedlicher Konzentration, welches sich im verwendeten Puffer befand, mit 0,2
pmol (0,01333 uM) des jeweiligen zu untersuchenden Promotorbereichs fiir 30 min bei 30 °C
inkubiert. Die Konzentration an DNA-Molekilen wurde anhand der DNA-Konzentration und
der Molekilmasse basierend auf der Sequenzlédnge bestimmt. Der Reaktionspuffer bestand
aus 20 mM Tris-HCI (pH 7,8), 50 mM KCI, 5 % (w/v) Glyzerin und 1 mM Dithiothreitol
(DTT). Weitere optionale Zusétze waren bis zu 100 uM ZnCl, und max. 100 uM EDTA.
Nach der Inkubation wurden 4 ul des 5 x Nativ-Ladepuffers [10 % (w/v) Saccharose, 10 %
Glycerin und 0,1 % (w/v) BPB] zu jeder Reaktion hinzugegeben und tber eine 10 %ige mit
oder eine 8%ige Nativ-PAGE ohne Sammelgel aufgetrennt. Als GrolRenstandard diente der
Gene Ruler 100 bp Plus DNA-Ladder (Thermo Scientific, USA). AnschlieRend erfolgte die
Visualisierung der DNA mittels Ethidiumbromid-, Methylenblau oder als Midori Green-
Féarbung (advanced oder direct, NIPPON GENETICS EUROPE GmbH, Diren). Durch eine
nachfolgende Silberfarbung wurden sdmtliche Protein- und auch DNA-Bestandteile angefarbt.

2.5.12. Proteom-Analyse in 2D-PAGE

Um den Einfluss der Deletion von zur auf Proteinebene zu ermitteln, wurden die Proteome

der beiden Staimme AE104 und Azur Uber eine zweidimensionale PAGE analysiert.

2.5.12.1. Zellanzucht, Ernte und Aufschluss

Fur die Gewinnung des Rohextraktes wurde mit Hilfe einer Vorkultur in der frihen
stationdren Phase 150 - 200 ml Hauptkultur 1 %ig Tris-MM mit 25 puM ZnCl, beimpft und im
Seitenarm-Erlenmeyerkdlbchen schiittelnd (250 rpm, KS 500) bei 30 °C iber Nacht kultiviert.

Die Ernte der beiden C. metallidurans-Stamme erfolgte bei einer Zelldichte von 190 KE bzw.
bei ODgy = 0,8 durch Zentrifugation (20 min, 3600 x g, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 5 ml
Probenpuffer [3 % (w/v) 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
(CHAPS); 7,4 M Harnstoff; 2 M Thio-Harnstoff; 20 mM Tris, 2 % (w/v) Brij 35; 25 ul
Carrier Ampholyt (Serva), 40 mM DTT und 1 mM PMSF] versetzt und mit der French Press
mit drei Durchgangen bei 1000 psi aufgeschlossen. Ein Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei

8°C und 3600 x g (Hettich Zentrifuge) sowie eine weitere Zentrifugation (TL100
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Ultracentrifuge, Beckmann Coulter, USA, 20200 x g, 45 min, 4 °C) trennten das Rohextrakt
vom Zellbruch. Die Quantifizierung der Proteinkonzentration erfolgte aufgrund des
Aufschlusspuffers mit dem 2D Quant-Kit (GE Healthcare, USA) anhand der Extinktion bei
480 nm (Spektrometer ™ 3000 plus) und einer Regressionsgeraden mit BSA.

2.5.12.2. Isoelektrische Fokussierung und 2. Dimension

Fur die 2D-Gele wurden je Stamm 300 pg Protein mit dem 2D Clean up Kit (GE Healthcare,
USA) nach Herstellerangaben basierend auf einer TCA-Fallung gereinigt und in 200 pl
Ladepuffer [7 M Harnstoff, 2 M Thio-Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 20 mM DTT, 0,5 % IPG-
Puffer 3-10 (GE Healthcare, UK), 2,5 ul Servalyt™ 3-10 Iso-Dalt, ca. 0,2 (w/v) BPB]
aufgenommen. In dieser Proteinlésung wurde ein nicht linearer SERVA IPG BlueStrip 3-10
(11 cm, SERVA Electrophoesis GmbH, Heidelberg) mit einer SERVA HPE™ IPG-Cover
Fluid-Uberschichtung (SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg) tber Nacht bei RT
inkubiert. Hierfir diente eine Rehydrationskammer. Es folgten zwei Inkubationen der IEF-
Streifen in Aquilibrierungslésung [50 mM Tris ph 8,8; 6 M Harnstoff; 30 % Glyzerin; 2 %
(w/v) SDS und 0,01 % (w/v) BPB] fur 15 min mit 2 % (w/v) DTT gefolgt von 5 % (w/v)
lodacetamid. Die Auftrennung der Proteine im IEF-Streifen (1. Dimension) erfolgte im
Pharmacia Biotech Multiphor Il (Schweden) mit HPE-IPG-Overlay nach dem in Tabelle 7
beschriebenen Programm (EPS 3501 XL Power Supply, Amersham Biosciences/ GE
Healthcare, UK).

Tabelle 7: Programmlauf fur isoelektrische Fokussierung

Schritt ~ Spannung (V) Art Stromstérke (mA) Leistung (W) Zeit (h)
1 300 Gradient 1 5 0,01
2 300 Stufe 1 5 10,5
3 3500 Gradient 1 5 3
4 3500 Stufe 1 5 3,25

Nach 16,5 h haben 20,2 k\VVh auf die IEF-Streifen gewirkt und sorgten fir die isoelektrische
Fokussierung. Dies ist an der Wanderung des Bromphenolblaus an die Kathode zu erkennen.
AnschlieBend wurden die IEF-Streifen 5 min im 1 x SDS-Ladepuffer inkubiert und in einer
Hoefer Electrophoresis Unit SE 600 Serie (Hoefer Inc., USA) durch eine 10 %ige
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denaturierende Maxi-PAGE in 1 x Elektrodenpuffer (25 mM Tris-Base, 200 mM Glycin, 1 %
(w/v) SDS) aufgetrennt. Da die Elektrophorese-Kammer aktiv gekuhlt wurde (Multi Temp I11
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Schweden), konnte bei max. Stromstdarke und bis zu
250 V aufgetrennt werden. Bei der anschliefenden Farbung und Entfarbung mit Coomassie
wurde nur Coomassie Brilliantblau R250 verwendet. Fir die Auswertung der 2D-PAGE
diente das Programm Decodon Delta 2D 4.5 (Decodon GmbH, Greifswald).

2.6. Enzymologische Methoden

2.6.1. Bestimmung der p -Galaktosidase-Aktivitat

Zur Untersuchung des Expressionsmusters von Genen unter verschiedenen Metalluberschuss
bzw. -mangelbedingungen und in diversen Stammhintergriinden wurden Operon-lacZ-
Fusionen basierend auf pECD794-1 erzeugt. Dabei integrierte das Suizidplasmid Uber die ca.
300 bp grole DNA-Sequenz des 3 -Endes des zu untersuchenden Gens. Somit befand sich ein

promotorloses lacZ-Gen stromabwarts des zu untersuchenden Gens.

2.6.2. Anzucht der C. metallidurans-Stamme

Zunachst wurden Vorkulturen in Tris-Minimalmedium der zu untersuchenden Stamme
erstellt, welche sich in der friihen stationdaren Phase (ca. 300 KE, ODggo = 2,0) befanden. Zur
Haltung der Plasmide und im Besonderen von pECD794-1 wurden die entsprechenden
Antibiotika (Kan/ Tet) in ihrer entsprechenden Konzentration eingesetzt. Die Hauptkultur
erfolgte in Seitenarm-Klettkolben (300 ml) in einem Volumen von ca. 40 ml, bei der die
Zelldichte auf 30 KE eingestellt wurde. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C und 250 rpm
(KS 500, HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) fir 4-6 h, bis sich die Zelldichte verdoppelt
hatte. Nach Erreichen der 60 KE wurden die Kulturen zu 4 ml aufgeteilt und mit
unterschiedlichen Konzentrationen an ZnCl,, CoCl,, CdCl,, NiCl, sowie EDTA fur weitere 3
h inkubiert. AnschlieBend wurden fiir jeden Stamm und jede Konzentration zweimal 500 pl
Zellen in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgeféalien bei 4 °C und 20800 x g (Eppendorf Zentrifuge
R5417, Eppendorf AG, Hamburg) geerntet, bei — 20 °C das Zellpellet gelagert und die
optische Dichte bei 600 nm (Spektrometer™ 3000 plus) bestimmt. Die Bestimmung der

B-Galaktosidaseaktivitat wurde am nachsten bzw. Gbernachsten Tag durchgefihrt.
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2.6.3. Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitat

Die Bestimmung der -Galaktosidase-Aktivitat erfolgte nach der Beschreibung von (Nies
1992), die in diesem Abschnitt wiedergegeben wird. Die gelagerten Zellpellets wurden mit
950 ul Puffer Z [60 mM Na,HPO,4, 40 mM NaH,PO,4, 10 mM KCI, 1 mM MgSO, und 50 mM
B-Mercaptoethanol (frisch), pH 7,0] geldst (Vortex Heidolph Relax 2000, Heidolph
(Kehlheim), VF2 Janke Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen). AnschlieBend wurden die
Zellen durch die Zugabe von 50 pl Permeabilisierungslosung [0,25 % (w/v)
Cetyltriehtylammoniumbromid (CTAB), 0,5 % (w/v) Na*- Deoxycholat] fiir 10 min bei RT
aufgeschlossen. Die enzymatische Reaktion startete mit der Zugabe wvon 100 pl
Substratlosung [4 mg ONPG/ ml Puffer Z] und inkubierte im Wasserbad bei 30 °C. Bei
entsprechender Gelbfarbung wurde mit 500 pul 1M NaCOs-Losung der pH auf 11 erhéht und
somit die Reaktion gestoppt. Eine Zentrifugation von 15-20 min bei 4 °C und 20800 x ¢
sorgte fir einen klaren Uberstand, deren Extinktion bei 420 nm (Spektrometer ™ 3000 plus)
bestimmt wurde. Nach der Formel 7 erfolgte die Bestimmung der spezifischen
B-Galaktosidase-Aktivitat in U/ mg Trockengewicht. Dabei ist 1 Unit als Aktivitat der
Bildung von 1 nmol o-Nitrophenol je Minute bei 30 °C definiert. Die Bestimmung des
Trockengewichtes wurde anhand der ermittelten Zelldichte Uber die Formel 1 nach
Schwuchow, 1995 kalkuliert. Da diese Formel von KE-Einheiten ausgeht, wurde durch eine
Eichkurve die Umrechnung der optischen Dichte von Klett zur ODgo im Bereich von 30 —100

KE ermdglicht.
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Abb. 3: Umrechnungseichgerade zwischen ODgy und Klett-Einheiten. Die optische Zelldichte
mehrerer C. metallidurans-Kulturen (B-Galaktosidase-Assay) wurde sowohl mit dem Spektrometer ™
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3000 plus als auch mit dem Klett-Summerson-Colorimeter bestimmt. Die ODggo und KE-Werte sind
gegeneinander aufgetragen worden.

U
mg TG

S 25 1000]/ TG (ug/ml) x 1000

Formel 7: = [355,6 x

t (min.)
TG:  Trockengewicht in pg/ml bestimmt nach Eichgerade (Schwuchow, T. 1995)

V. Probenvolumen (hier 500 pl)
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss der Deletion der einzelnen Fur-Orthologen auf die Physiologie des

Cupriavidus-Stammes AE104

3.1.1. Erstellung und Verwendung von markerlosen Deletionsmutanten

Markerlose Deletionsmutanten von Genen der fur- und merR-Familie wurden mittels des
cre lox-Systems (Methode: 2.4.6.) erstellt, um den Einfluss der einzelnen Regulatoren auf die
Metallhomeostasis und speziell auf die des Schwermetalls Zink zu beurteilen. Fir weitere
Untersuchungen der Transkription einzelner maoglicher Zielgene und
Komplementationsexperimente dienten diese Stdmme als Grundlage. In Abb. 4 ist die
Erstellung einer markerlosen Deletionsmutante am Beispiel des Genbereichs von zur
schematisch skizziert. Die Kombination aus furB und zur war die einzige Kombination, die in

C. metalliduransper mit dem cre-lox-System erstellt werden konnte.

!
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Notl Ncol %l
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Agel  4dpal

]

— rmef_GIEQ coblW, — dksd = cobW, — WT zur
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< rmet 0129 kan coblly; — diksd —  cobWy; — oo
l Cre-Rekombinase (pCM157) l
loxP
— rmei 01290 —8—— cobW, — dksd — cobW, ——— Azur

Abb. 4: Erstellung einer Gen-Deletion basierend auf dem cre-lox-System in AE104 am Beispiel
des Genbereichs von zur (modifiziert nach Marx & Lidstrom, 2002). Fir die cre-lox-Vektoren
(Tabelle 2) wurde von dem Rekombinationsvektor pECD1002 ausgegangen. Dieser beinhaltet dhnlich
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pECD1003 (Scherer & Nies 2009) eine mutierte loxPgs und loxP,;-Region, jedoch kein lacZ. Der
Genbereich von zur wurde inklusive Start- und Stopcodon unter Verwendung von pECD1337 im
Wildtyp AE104 deletiert. Uberpriifung des Stammes erfolgte tiber PCR und Southern.

Des Weiteren wurde eine Uberpriifung der Mutanten per PCR und Southern durchgefiihrt, bei
der die Sonde einen Teil der amplifizierten Sequenzen beinhaltete (Daten nicht gezeigt).

Somit wurden die Einzelmutanten Armet3456, Armet2302, AfurA, AfurB, Azur sowie die
Doppelmutante AfurBAzur von Stamm AE104 erzeugt. Im Fall von Azur war die Zugabe von
100 uM EDTA bei der Kultivierung des C. metallidurans-Stammes fiir das zweite
Rekombinationsereignis forderlich. Die Kombination aus furB und zur war die einzige

Kombination, die in C. metallidurans per cre-lox-System erstellt werden konnte.

3.1.2. Geringe physiologische Einflussnahme resultierte aus der fur/ zur- Deletion

Zunachst wurde der Effekt der einzelnen fur- bzw. zur-Deletionen auf das Wachstum
hinsichtlich eines Wachstumsdefizits gegentiber des Wildtyps in Tris-MM analysiert. AE104
zeigte einen Ubergang von der lag-Phase in die exponentielle Phase nach ca. 4 h und erreichte
nach 22 h die stationdre Phase mit 300 Klett (Abb. 5A). Diesem Wachstumsverhalten folgten
ebenfalls die Deletionsmutanten von AfurB, Azur und die Doppelmutante AfurBAzur. Nur fir
AfurA wurde eine verlangerte lag-Phase von 6,86 * %" h (Abb. 5A, B, D) im Vergleich zum
Wildtyp (A) beobachtet. Diese wurde anhand der logarithmischen Auftragung des
Trockengewichts gegen die Zeit im Bereich der exponentiellen Phase (linearer Bereich)
bestimmt. Hierfir diente die Regressionsgerade f(Xwr) = 0,177X+2,8728, die das Wachstum
fir den Wildtyp im Zeitintervall 5-22 h beschreibt und f(Xasura) = 0,1885X+1,4287 fiir AfurA
im Intervall von 15-24 h. Alle erwéhnten Stamme erreichten signifikant (Abb. 5 D, p-Wert)
vergleichbare Wachstumsraten () bzw. Verdopplungszeiten (tg), was eine dhnliche Fitness
der Zellen in der exponentiellen Phase suggeriert (Abb. 5 D).

Auch die Deletion wvon zur im Stammhintergrund der Ae4-Mutante, DN578
(AzntAAcadAAdmefAfieF), zeigte keinen Unterschied im Wachstumsverhalten gegenuber
dem Wildtyp (Abb. 5 C). DN578 codiert die vier Effluxsysteme ZntA und CadA (Pis2-typ
ATPasen) sowie DmeF und FieF (CDF-Proteine) nicht mehr.

Der Wachstumsunterschied der AfurA Mutante wurde bei den Wachstumsendpunkt-
bestimmungen durch die Normalisierung der verwendeten Stdmme anhand der optischen

Dichte in der Mittelkultur einbezogen.
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Abb. 5: Wachstumskurven in Tris-MM (10 ml) der Stimme AE104 (m), AfurA(A), AfurB (0), Azur (o)
und der Doppelmutante AfurB Azur (o) sowie DN578 (o) und DN578Azur (o, C). Die untere Formel (D)
beschreibt die Ermittlung des t-Wertes, der fiir die Bestimmung des p-Wertes als Signifikanzindikator
genutzt wurde. Die gemittelte Verschiebung der Wachstumsphase von AfurA zu AE104 betragt 6,86 * %%’
h.

In der Wachstumsendpunktbestimmung erfolgte die Untersuchung des Einflusses der
einzelnen Deletionen auf die Schwermetallresistenz gegentber Cobalt, Cadmium und Zink in
Flussigkulturen (uM; Abb. 6A-C). In Tris-MM ohne Zusatze betrug die optische Dichte von
AE104 0,67 * °% (£s00 nm Tecan Infiniti ®). Generell nahm das Wachstum mit steigender
Schwermetallkonzentration ab. Dies fiihrte im Falle von Cobalt und Cadmium (Abb. 6 B, C)
zu einer sigmoidalen Wachstumskurve, jedoch nicht bei den Wachstumsexperimenten mit
Zink (Abb. 6 A). Hier wurde eine stetige Abnahme des Wachstums mit steigender
allen drei untersuchten

bei

Zinkkonzentration beobachtet. Der AfurA-Stamm zeigte bei

Schwermetallresistenzen ein signifikantes Wachstumsdefizit erhohter
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Metallkonzentration. Diese Beobachtung beruhte jedoch nicht auf der verlangerten lag-Phase
des Stammes, die im Vorfeld beobachtet wurde, da ein ahnliches Wachstum im Vergleich zu

den anderen Stammen ohne Metallzusétze vorlag (0,65 **%).
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Abb. 6: Schwermetallresistenz des Stammes AE104 sowie der Mutanten AfurA, AfurB, Azur und
AfurB Azur durch Wachstumsendpunktbestimmung in Flussigmedium gegen Zink (A), Cadmium (B)
und Cobalt (C).

Um schwache signifikante Effekte beziiglich der Metallresistenz zu charakterisieren, erfolgte
die Bestimmung des ICso-Wertes (Tabelle 8) mit b-value nach OD(c) = ODO/{1+EXP][(c-
IC50)/b]}. Erstere beschrieb die Metallkonzentration, die nétig war, um ein halbomaximales
Wachstum zu erreichen. Der b-value beschreibt hier die Steigung am Punkt des
halbmaximalen Wachstums. Im Falle von AfurA erfolgte die 1Cso-Bestimmung anhand einer
polynomen Regressionsfunktion aufgrund fehlender Datenpunkte im Bereich von 0 — 50 uM
Co*".

Dabei ergab sich fiir den Wildtyp AE104 ein 1Cso-Wert von 622 * % fiir Zink, 151 * *° fir
Cadmium und 170 **° pM fiir Cobalt. Die 1Cso-Werte von AfurA waren mit 391 **® uM Zink,
133 * " uM Cadmium und < 33 *® M Cobalt signifikant geringer. Die Deletion von zur wies
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keinen signifikanten Einfluss auf die Zinkresistenz auf, jedoch einen hoheren 1Cso-Wert fiir
Cd?*. Dies war auch bei der Doppelmutante AfurBAzur vorzufinden. Des Weiteren ist eine
verringerte Resistenz gegenliber Cobalt bei AfurB zu erkennen. Die Doppelmutante
AfurBAzur vereinigte den Phanotypen der Einzelmutanten beziglich der Cd** und Co* -
Resistenz, jedoch nicht den von Zink.

Somit beeinflusst die Deletion von furA die Metallhomeostasis von Cobalt und Zink am
starksten, gefolgt von AfurB. Das Fehlen von Zur sorgt flr keine Resistenzminderung
gegentiber Zink, jedoch kann es den leichten Effekt von AfurB gegentber Zink kompensieren.
Eine gesteigerte Cd**-Resistenz, womdglich durch induzierte Effluxsysteme, sind die Antwort

der Deletion des Zink-Regulators.

Tabelle 8: Resistenzbestimmung der Stdmme AE104, AfurA, AfurB, Azur und AfurBAzur
gegeniber Zn?, Cd** und Co®. Die ICs-Werte wurden anhand der Wachstums-
endpunktbestimmungen in Abb. 6 determiniert.

ZnCl, (UM) n CdCl; (uUM) n CoCl, (UM) n
AE104 IC50 622 * 193 6 151 *1° 6 170 =% 5
b-value 599 *3¢ 316 378
AfurA IC50 391 %8 4 133 %7 5 <33**3 6
b-value 384 % 374 -
AfurB IC50 471 %% 5 145*%8 6 99 *8 6
b-value 515 *° 33+ 45 30
Azur IC50 690 ** 7 200 *1° 7 163 =18 8
b-value 540 =147 3112 3244
AfurBC  1C50 651 =1 4 192 16 5 136 *1° 6
b-value 467 =114 3313 39 1

* Bestimmung des IC50-Wertes anhand des Graphen, nicht nach OD (c )= OD (0)/ (1+EXP(c-
IC50/b). Signifikante Unterschiede zu AE104 dick hervorgehoben (T-Test: p < 0,05). Bei AfurA mit
CdCl, p = 0,054).

Einen genaueren Einblick auf den Einfluss der Azur- Mutante auf die Dynamik der
Zinkaufnahme erfolgte durch Aufnahmeexperimente mit dem radioaktiven Zn%-Isotop nach
der Filtrierungs-Methode. Hierbei wurde die Zinkaufnahmekapazitat innerhalb von 2 min von
ganzen Zellen zwischen der zur-Mutante und dem jeweiligen Stammbhintergrund (AE104/
DN578) verglichen (Abb. 7). Im Stammhintergrund AE104 konnte kein Unterschied zu Azur
beobachtet werden. Selbst durch die Deletion der Gene fur die P-typ ATPasen und CDF-
Transporter wurde kein Unterschied festgestellt. Allein die Aufnahme nach 1 min des
Stammes DN578Azur gegeniiber AE104 zeigte einen signifikanten, verringerten Wert (0,06 *

%% nmol ®zn/ mg TG, n = 6, p = 0,035). Gegeniiber des Ausgangsstammes DN578 konnte
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nicht von einem signifikanten Wert ausgegangen werden (p = 0,099). Zusammenfassend
konnte kein Effekt auf die Zinkaufnahme durch Azur anhand der Aufnahmeraten (Zn/ min in
einer Zelle) beobachtet werden. Ahnlich der Daten von Kirsten et al. 2011 zeigte die Deletion

von zupT keinen Unterschied im Vergleich zum Wildtyp in Tris-MM mit 1 mM MgCl,.
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Abb. 7: Effekt der Deletion von zur auf die Aufnahmedynamik von Zink im Stammhintergrund
AE104 (A) und der 4-fach Mutante DN578 (B). Als weitere Kontrolle neben den Ausgangsstammen
wurde die Mutante AzupT mitgefuhrt. Die Aufnahmemessung erfolgte mit in modifizierten Tris-MM
(ohne Fe-Citrat und SLC6, 1 mM MgCI,) kultivierten Zellen nach der Filtrierungsmethode mit 1 uM
Zn®Cl, in einem Zeitintervall von 2 min. Die Datenerhebung wurde mit n > 3 und je einem
technischen Replikat durchgefiihrt. Zum Vergleich wurde die Zinkaufnahme (Zn/ min) im Zeitintervall
von 0,25 - 1 min je Zelle (0,6 pg TG = 1 Zelle, Herzberg et al., 2016) ermittelt: AE104: 10,4 *® x 10%(n
= 5); Azur: 10,2 ** x 10°(n = 4); AzupT: 10,9 *° x 10°(n = 4); DN578: 11,3 *°x 10° (n = 4); DN578
Azur: 16,0 *®x 10° (n = 6).

3.1.3. Einfluss der drei fur-Ortholgen auf die Eisenaufnahme tber das Siederophor

Staphyloferrin B

Um den Einfluss der Eisenaufnahme aus dem umgebenden Medium zu untersuchen und somit
den wahren ferric uptake Regulator von dem Zinkabhéngigen zu unterscheiden, erfolgte der
Chromazurol S (CAS)-Assay. Die Mobilisierung von Fe** aus dem Chromazurol S-Fe (111)-
Komplex uber die Produktion, Sekretion des Siderophores Staphyloferrin B und dessen
Aufnahme durch den TonB-Rezeptor wurde durch einen Farbwechsel des umgebenden
Mediums veranschaulicht. Dabei zeigte der eisenhaltige Komplex eine blau-griine Farbe im

Gegensatz zum gelben Chromazurol S-Komplex (Louden et al. 2011). Die Unterbrechung des
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Syntheseweges des Polycarboxylat-typ Siderophores (Olsson-Francis et al. 2010; de Lorenzo

& Neilands 1986, AiucA) resultierte im Verlust der Fe**-Aufnahme. Dagegen wurde eine

gesteigerte Siderophoresekretion durch das Fehlen des Rezeptors (AaleB) beobachtet (Abb. 8

A). Fur A ist der Regulator der Eisenaufnahme Uber dieses Siderophore (Diplomarbeit -

Schwarzenberg, 2007), dessen Gendeletion in einem zweifachen Hofdurchmesser (42

+28 mm)

im Vergleich zu AE104 (20* ** mm) resultierte. Dieser Effekt war in dieser Arbeit mit dem

trans agierenden furA unter dessen nativem Promotor (pBBR1MCS2::furA, maximaler

Hofdurchmesser von 18* #?

mm) kompensierbar. In Momentaufnahmen war dies nach 5

Tagen (A-C) sowie in zeitlicher Abhé&ngigkeit (Abb.8 E) ersichtlich. Die Deletionen von zur

und furB als Einfach- bzw. Doppelmutante (AfurB, zur) hatten keinen Einfluss auf die

Eisenaufnahme (Abb. 8 C).
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1. AiucA 35 [—8—AfurA pBBR2::furA
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Abb. 8: Fe(ll11)-Mobilisierungs-Assay aus dem umgebenden Medium per Chromazurol S mit den

Kontrollstimmen AE104, AiucA, AaleB

(A) und der fur- bzw. zur- Mutanten sowie der

Komplementation von AfurA mittels pBBR1IMCS2-furA (B, C) nach 5 Tagen Inkubation bzw.
zeitabhangig (E). Je 2 pl einer Mittelkultur wurden auf eine CAS-Platte aufgetragen und bei 30 °C

inkubiert.
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3.1.4. Einfluss der Fur-Orthologen auf das Expressionsmuster bekannter
Transportsysteme

Uber Reportergenfusionen wurde die Transkription verschiedener Import-  sowie
Exportsysteme (Tabelle 9, 10) untersucht, die mehr oder weniger einen Einfluss auf die
Zinkhomeostasis haben konnten. Hierfiir wurde das Suizidplasmid pECD794-1 als Grundlage
genutzt, um ein promotorloses lacZ-Gen stromabwarts des zu untersuchenden Gens zu
integrieren. Die so erhaltene Transkriptionsfusion sorgte fiir die Transkription des
untersuchten Gens sowie des lacZ auf der gleichen mRNA. Somit ergab die Synthese der
stabilen B-Galaktosidase ein MaR fiir die Expressionsrate der untersuchten Gene. Hierbei ist
zum einen zu erwéhnen, dass die Dynamik der Transkription durch die stabile [-
Galaktosidase nicht widergespiegelt wurde, sondern nur eine generelle Darstellung der
verminderten bzw. verstarkten Expression in Summe moglich war. Zum Zweiten sind polare
Effekte durch die Integration der 10 kbp des Vektors stromabwarts des zu untersuchenden
Gens nicht ausgeschlossen. Aus diesem Grund waren die Reprotergenfusionen so gewahlt,
dass die Operonstruktur nicht unterbrochen wurde.

Verglichen wurden die Aktivitaten der dreistindig inkubierten Kulturen unter Metallstress
(Zink, Cobalt und Nickel) und metalllimitierenden Bedingungen (EDTA) gegeniiber den
Normbedingungen in Tris-MM. Des Weiteren wurden die Aktivitaten der einzelnen Mutanten
mit dem Wildtyp AE104 verglichen. Tabelle 9 fasst die erhobenen Daten zu den bekannten
Metallimportsystemen in C. metallidurans zusammen.

Bei den Importsystemen konnte eine generell geringere Aktivitat im Vergleich zu Tris-MM
bei der Inkubation mit Zink bestimmt werden. Zusatze von Co®* und Ni** sowie unter
kationenlimitierenden Bedingungen, hervorgerufen durch 200 bzw. 500 uM EDTA, zeigten
keine Effekte im Vergleich zur Inkubation ohne Zusatze bei Genen unspezifischer Transporter
wie corA;;, zntB sowie bei dem bekannten Metall-Phosphatkompleximporter pitA.
Grundsétzlich war die Grundaktivitat bei ¢(pitA-lacZ) relativ hoch mit 237-272 U/mg TG.
Dagegen fielen die Raten bei den corA-Genen (31-46 U/ mg TG) bzw. zntB (12 ** U/mg TG)
relativ gering aus. Unter den gewahlten Transportern konnte keine Anderung der
Expressionsrate, hervorgerufen durch die Deletion von furA, furB und zur, beobachtet werden.
Allein die Aktivitdten mit dem Konstrukt pECD794-1::zupT-lacZ sind in dieser Gruppe der

Importsysteme gesondert zu betrachten.
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Ohne Zugabe von Metallen oder EDTA wurde eine geringe Aktivitdt von zupT-lacZ
beobachtet (21 ** U/ mg TG), die durch Zugabe von Zink, wie bei den schon erwahnten
unspezifischen Transportern, zu einer verringerten Aktivitat (14 *2 U/ mg TG) fihrte. Durch
Kultivierung unter limitierender Kationenkonzentration erfolgte eine starke Hochregulation
um das Dreifache. Dagegen hatten die Schwermetalle Co®* und Ni?* keinen Effekt auf die
Expressionsrate.

Hinsichtlich des Einflusses der einzelnen Deletionen der drei fur-Orthologen wurde neben den
schon erwahnten Effekten durch Zink-Zusatz und Eliminierung eine 12fach verstérkte
Aktivitat der zupT-Transkription in Azur unter Normbedingungen (251 * * U/ mg TG)
festgestellt. Somit hatte Zur einen reprimierenden Effekt auf die Transkription von zupT. Des
Weiteren weist die bestehende Reprimierung durch Zink (150 + 7 U/ mg TG) in Azur auf eine
weitere Regulationsebene hin. Die Induktion von ¢(zupT-lacZ) unter Metalllimitierung
(EDTA) war im Stammbhintergrund von Azur nicht zu beobachten, was fir eine maximale

Expressionsrate von zupT durch die Deletion des Regulators spricht.

Die Komplementation in trans durch pPBBR1MCS3 - basierende Vektoren erfolgte durch das
native Zur und einer mit C-terminalen Strep-tag markierten Version. Dies war mit einer N-
terminalen Variante nicht moglich. Eine konstitutive Expression der zur-Varianten erfolgte
unter dem lacl-Promotor in C. metallidurans auf Grund des fehlenden Repressors Lacl g, coli.
Effekte beruhend auf dem Vektor und der Inkubation mit 0,65 pg/ ml Tetracyclin zur Haltung
des Plasmides wurden durch das Fehlen signifikanter Unterschiede zum Ausgangsstamm Azur

mit Leervektor pPBBR1MCS3 ausgeschlossen.
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Tabelle 9: Expressionsanalyse moglicher zinkabhangiger Importsysteme in Afur/zur

B-Galaktosidaseaktivitat (U/mg TG) der Genfusionen:
Bedingung MM 200uM 500 M 200 pM 500 uM 200 uM 200 gM
Ni<*

Stamm ohne ZA Zn* zn* EDTA EDTA Co*
pitA-lacZ

AE104 237%% 10377 9577 254" 2407° 22177 2457
AfurA 272°% 1267 89" 244*% 241*M 188"t 217
AfurB 242%°1 12470 g9t 260" 2470 199710 244
Azur 258*° 11570 g1™?  256*° 237*% 2050 p51*
corA;-lacZ

AE104 44* 27 197 37 37 3P 347
AfurA 42 24* 217 312 388 36T 40"
AfurB 36*" 25" 21 36 37" 3443  37®
Azur 40* 25 21 35" 36" 333 39
corA,-lacZ

AE104 42*10 33®° 28" 47 a4t 41® 487
AfurA 54*8 43** 367 50%*  51* 48  55*
AfurB 46* 36 347 47 46*° 458 47H
Azur 51* 39 34* 480 52*® 5g*¥  5g*°
corAs-lacZ

AE104 31% 23 17 33® 32" 31**  30%°
AfurA 37+ 277t 247 38% 36 332 38"
AfurB 32 237 217 34 3% 31 3¢
Azur 33* 25 20% 35 34 37 40*°
zntB-lacZ

AE104 12+ g% 6% 1288 12t 1%t 11®
AfurA 13* 10* g+t 12*2  12*2 1%t 10*
AfurB 11* g* 5+ 11 117 ¥ 11#
Azur 12*! g+t 6t 12 12¢t 12t 10%®
zupT-lacZ

AE104 21%3 147 127 e5®  76%® 228 25™
AfurA 28** 18t 1Tt 71 7T 24* 20%
AfurB 23*3 157 12 e85t 76 218 2844
Azur 251%° 15077 1347 259* 2570 230! 25E*2
AZUF? peBRIMCS3:20r (N) 220 16677 1147 261**° 2697 - -
AZUrP peerIMCs3:2ur ©) 12* g* g* 69*° 7148 - -
AZUF° peeRrIMCS3: 20r 25%° 11*3 11* 04*7 0g*® - -
Azur® peerivcss 237 14477 11970 2562 264*° - -
AfurB,zur 2262 1833 169*% 196 214*! 245*%% 205

Die Reportergenfusion wurde mittels pECD794-1 basierter VVektoren, welche ca. 300 bp des 3" Endes
des zu untersuchenden Gens (pitA, corA;s, zntB und zupT) samt Stopcodon enthalten, durchgefiihrt.
Die Komplementation des Stammes Azur erfolgte durch pPBBR1MCS3 (d) mit der Gensequenz von
zur (c) sowie mit N-terminalen (a) bzw. C-terminalen Strep-tag (b). Signifikante Unterschiede zum
Ausgangsstamm, welche einen Faktor aullerhalb des Bereiches 0,5 > X > 1,5 gegeniiber AE104
und p < 0,05 des t-Test aufwiesen, sind grau hinterlegt. Des Weiteren sind Hochregulationen

( )
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(fett) und Runterregulationen (kursiv) gegeniiber der Aktivitat in Tris-MM ohne Zusétze
dargestellt.

Zum Zweiten beinhalteten die Varianten zusatzliche Aminoséuren am N-Terminus bzw. C-
Terminus (MTMITPSAQLTLTKGNKSWVPGP bei Zur und Zur-Strep-tag) durch die
Nutzung des  ATGjzS sowie durch den Strep-tag samt Linker
(MASWSHPQFEKIEGRRDRGPEF, N-terminal; VDLQGDHGLSAWSHPQFEKA, C-
terminal), der aus pASK-IBA 3" bzw. 7* stammte. Ein negativerer Einfluss auf die Stabilitat
von Strep-tag Zur kann in der Verteilung der zusatzlichen Aminosduren nur am N-Terminus
gesehen werden. Die Auftragung von jeweils 100 pg aufgeschlossenen Zellmaterials einer
Vorkultur fiir den B-Galaktosidase-Assay (AE104 pECD794-1:zupT:lacZ pBBR1MCS3::zur;
::strep-tag:zur; ::zur-strep-tag; oder Leervektor) zeigte auf einer denaturierenden PAGE
(12,5 %, Anhang: Abb. 38) keine Akkumulation der jeweiligen Zur-Variante (N- bzw. C-
terminal). Stattdessen konnten mittels Strep-tag-Nachweis in allen Proben drei Signale
detektiert werden. Zum einen ein 17 kDa Peptid, das der Laufhéhe des Biotin carrier Proteins
(Rmet3064; 16 kDa) aus C. metallidurans entspricht. Ein weiteres Signal bei 68 kDa und ein
recht schwaches bei 39 kDa wurden detektiert. Das Chaperon DnaK (Rmet2922; 69,79 kDa)
kann eine Begleiterscheinung der Uberproduktion von Proteinen sein. Da ebenfalls diese
Signale bei dem Stamm mit Leervektor sowie mit der unmarkierten Zur-Variante erschienen,
kdnnen sie nicht als Resultat der Expression des Zielgens (zur) gesehen werden. An dieser
Stelle ist anzumerken, dass auf eine Avidin-Behandlung und somit eine Kaschierung weiterer
Proteine verzichtet wurde. Eine posttranslationelle Kontrolle der Zur-Kopienzahl auf einem
niedrigen Niveau kann die Beobachtungen erklaren, ohne die Effekte der Komplementation in
Frage zu stellen. Die zu erwartenden Grofen lagen bei 22,99 kDa fur die C-terminale
Variante und fiir Strep-tag-Zur bei 23,43 kDa. Eine Aufreinigung von Strep-tag Zur inklusive
Konzentrierung aus C.metallidurans war moglich. Jedoch wurde nur ein sehr schwaches

Signal auf einer denaturierenden PAGE detektiert (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu den Importsystemen weisen die Gene fir die P-typ ATPasen einen
gegenteiligen Effekt betreffend der Inkubation unter Zn?** limitierender und tberschiissiger
Bedingungen beim B-Galaktosidase Assay auf (Tabelle 10). Dabei wurde die Expression von
d(cadA:lacZ) und ¢(zntA:lacZ) unter EDTA bis um ca. 30 % reprimiert und erhohte
Konzentrationen an Zink erzeugten héhere Aktivitdten im Vergleich zur Inkubation in Tris-
MM. Die starke Hochregulation von zntA bei Zusatz von Zn®" fiel bei cadA in einem

wesentlich geringeren Mal3e aus. Die Induktion von zntA war um das 5fache héher gegentiber
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der Tris-MM-Kultivierung. Bei ¢(cadA:lacZ) wurde eine 2fach erhohte Aktivitdt durch
Zugabe von Zink herbeigefihrt. Dieser Sachverhalt wurde 2003 schon in der Dissertation und
der Veroffentlichung im selben Jahr durch Legatzki beschrieben. Somit ist eine Induktion von

zntA statt cadA ein Indiz flr eine temporar erhéhte Zinkaufnahme.

Tabelle 10: Expressionsanalyse bekannter zinkabhangiger Exportsysteme in Afur/zur

B-Galaktosidaseaktivitat (U/mg TG) unter den Bedingungen:
Bedingung MM 200 500 200 500 200 200

Stamm (cinpM) | zn** | zn** | EDTA | EDTA | Co*" | Ni*

ZntA-lacZ

AE104 38™ 197*F%  189*° 25 25 50 458

AfurA 53+10 188*° 180 31 307  43* a0
AfurB 42*° 1984 168 26  28*" 5610 41*®

Azur 94*  200*Y  186*% 69 6877 89*  113*%
AfurB,zur 96* 302t 272¥7 57t 58 gr® gp*h
cadA-lacZ

AE104 17* 302 29T 12 12¢t 15T 35%8

AfurA 57+ 54*° 56 3577 37 438 g4t

AfurB 16* 292 30 10® 10  14*® 38"

Azur 17+ 22t o3ttt 11t 4% 39*0
AfurB,zur 11* 23 24* 9* 9* 11*F 0%

Reportergenfusion erzeugt mittels pECD794-1 basierter Vektoren, welche ca. 300 bp des 3"Endes von
zntA bzw. cadA samt Stopcodon enthalten. Signifikante Unterschiede zum Ausgangsstamm, welche
einen Faktor auBlerhalb des Bereiches 0,5 > X > 1,5 gegeniiber AE104 und p < 0,05 des t-Test
aufwiesen, sind grau hinterlegt. Eine gesteigerte (fett) und eine verringerte Expression (kursiv)
gegeniber der Aktivitdt in Tris-MM wurde graphisch hervorgehoben.

Die Deletion von zur erzeugte eine generelle erhohte Aktivitat des ¢(zntA-lacZ) Konstruktes
unter normalen, metalllimitierenden Bedingungen und bei erhdhten Ni** bzw. Co**-
Konzentrationen. Unter Zusatz von ZnCl, wurden &hnliche Induktionsraten erzeugt, die allein
auf dem Zusatz beruhten. Daneben hatte Azur keinen Einfluss auf die Expressionsrate von
d(cadA:lacz), jedoch die Deletion von furA mit einer Steigerung um das 2fache. Die Deletion
von furB zusétzlich zu Azur hatte einen Effekt auf die Expression von zupT und zntA. Des
Weiteren zeigten konzentrationsabhdngige Experimente (Abb. 33) mit Azur eine
Reprimierung fur ¢(zupT-lacZ) &hnlich der in AE104. Die maximale Induktion durch EDTA
wurde nach 200 uM in AE104 erreicht (80 U/ mg TG) und 100 pM ZnCl;, flhrten zur
maximalen Reprimierung (ca. 10 U/ mg TG). In Azur wurde die maximale Expression
ebenfalls mit 200 uM EDTA erreicht (240 U/ mg TG). Von diesem hohen Expressionsniveau
sank die Aktivitat durch die Zugabe von Zink, wobei sie sich mit 400-500 puM ZnCl,
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halbierte. Eine &hnliche Beobachtung der konzentrationsabhangigen Expression erfolgte fiir
o (zntA-lacz). Die maximale Reprimierung wurde mit 50 uM EDTA erreicht und die Aktivitat
von Azur lag bei der 2fachen Aktivitat des Wildtyps (30 U/ mg TG). Dagegen war die
maximale Induktion mit 50-100 uM ZnCl; erreicht und ab 500 puM beeinflusste die hohe
Konzentration das Wachstum negativ und somit die gemessenen Aktivititen. Da das
Zellwachstum wahrend des Experimentes nicht beeinflusst wurde, sind dies Indizien fiir eine

weitere Regulationsebene neben der Regulation durch Zur.

3.2. Rekombinante Expression & Reinigung von FurA, FurB sowie Zur cpzs

Zur Analyse der Proteine und fiir Protein-DNA-Interaktionsstudien erfolgte die rekombinante
Expression der drei fur-Orthologen im E. coli-Stamm BL21 (DE3) dber die
Expressionsvektoren pASK-IBA 3" bzw. 7*. Hierfiir wurde die jeweilige Gensequenz ohne
Start- und Stopcodon uber EcoRI und Sall bzw. Pstl (furB) eingebracht, womit eine Induktion
der Expression unter dem tet-Promotor durch Anhydrotetracyclin (AHT) mdoglich war. Diese
konstruierten Plasmide dienten im Falle von zur als Grundlage fur die schon erwéhnten und

auf pBBR1MCS3 basierenden Komplementationsvektoren.

Die resultierenden Proteine enthielten einen N- (pASK-IBA 7%) bzw. C-terminalen (pASK-
IBA 3%) Strep-tag Il (WSHPQFEK). Dies filhrte zu zusitzlichen Aminoséuren im Falle von
PASK7" (MASWSHPQFEKIEGRRDRGPEF, N-Terminus; VDLQGDHGL, C-Terminus)
und pASK 3" (VDLQGDHGLSAWSHPQFEK, C-Terminus; MGDRGPEF, N-Terminus)
und somit zu einem erh6hten Molekulargewicht. Dabei unterschied sich die native von der N-
bzw. C-terminalen markierten Form (Nativ/N-/C-) bei FurA (16,43/ 19,88/ 19,32 kDa), FurB
(17,85/ 20,96/ 20,4 kDa) und Zur (18,48/ 21,93/ 21,37 kDa). Nur das Zur-Protein zeigte in
einer denaturierenden PAGE zwei Signale mit einem Intensitatsverhaltnis (oberes zu unteres)
von 0,37 * %2 zu 0,63 * ®*?, die beide auch per Anti-Strep-tag-Nachweis unabhangig der
Lokalitdt der Markierung detektiert werden konnten (Abb. 9). Dies war bei gereinigten
Proteinen (ber eine Streptactin®-Saule, aber auch bei aufgeschlossenen Zellen nach der
Induktion mit AHT der Fall (Abb. 9). Dagegen zeigte die jeweilige Expression von Strep-tag-
FurA und Strep-tag-FurB in 12,5 %igen denaturierenden Gelen jeweils ein Signal (17,66 *%%
bzw. 19,71 * %% kDa). Die massenspektrometrische Auswertung (Anhang, Abb. 37)
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bestéatigte die beiden Strep-tag Zur-Varianten (21,891 und 21,793 kDa; Verhaltnis von
0,43:0,57).

Unterschiedliche Anzuchtsbedingungen mit veranderter Temperatur (16; 30; 37 °C), AHT-
Konzentration (0-0,2 pg/ml), Medium (LB und MM g i [Anhang: Abb. 34]) und unter
Zinklimitierung (EDTA) bzw. Zusatz (ZnCl,) fiihrten zu keiner Eliminierung eines der
Signale. Auch Inkubationen des gereinigten Proteins mit EDTA, ZnCl,, Harnstoff sowie
enzymatische Dephosphorylierung (Anhang, Abb. 35) resultierten in keiner Umwandlung der

einen Proteinvariante von Strep-tag Zur auf einer denaturierenden PAGE zur anderen.

Ax Zur-Strep-tag Strep-tag-Zur
M |[wv 1h 2nh [ v 1h 2n Strep-tag Zur Zur-Strep-tag
- kDa
- 0
40
.
e
- 30
- — 20
-
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Abb. 9: Produktion von Strep-tag-Zur und Zur-Strep-tag in BL21 (DE3) (A) sowie gereinigtes
Zur-Protein mit N- bzw. C-Terminalen Streptag (B) auf einer 12,5 %igen denaturierenden PAGE.
Produktion der Zielproteine erfolgte in LB bei 30 °C. Aufgetragen sind jeweils 25 pg Protein aus
aufgeschlossenen Zellen (A, Formel 6, 2.5.2.1.) vor Induktion (vI) und 1 bzw. 2 h nach der Induktion
mit 0,2 pug/ml AHT bzw. jeweils 1 pg gereinigtes Protein (B). Es fand bei der Produktion von Zur-
Varianten keine Behandlung mit Avidin statt und somit verblieben die biotin carrier -Bindestellen
frei (A). In der Proteinreinigung wurde Avidin eingesetzt (B). Als GroRenstandard diente der
PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder (SM26630). Proteine wurden mit Coomassie
angeférbt und das synthetisierte Zielprotein sowie das biotin carrier Protein (ca. 19 kDa) uber eine
Strep-tag-Detektierung visualisiert.

Zum  Ausschluss  von  Kontaminationen  und  Proteindegradation  erfolgten
massenspektrometrische  Analysen der isolierten Strep-tag-Zur- Proben aus der
denaturierenden PAGE. Bei beiden Signalen handelte es sich um das Strep-tag-Zur-Protein
mit einer Abdeckung des Proteins von 86,87 %. Die massenspektrometrische Analyse
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[Ultraflex-11 TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonic, Bremen)] der tryptisch verdauten
Proteinproben wurde durch Frau Dr. Schierhorn durchgefuhrt. In Abb.10 ist das theoretische
Fragmentmuster bestehend aus 16 Peptiden und der Vergleich zwischen den erhaltenen Daten
der weiter bzw. weniger stark emigrierten Zur-Variante sowie den theoretischen Werten
(ExPasy: ProtParam) dargestellt. Sowohl der C-Terminus (SHGDASAHVDLQGDHGL,;
1715,8 Da) als auch der N-Terminus (MASWSHPQFEK; 1348,5 Da) wurden identifiziert.
Das Signal fiir den N-Terminus mit 1216,6 Da weist, wie auch das bestimmte kleinere
Molekulargewicht des unverdauten Proteins im Vergleich zum theoretischen Wert (21,796
kDa), auf eine Entfernung des Methionin; als Form der Prozessierung in E. coli hin. Gleiches
galt fur das N-terminal markierte Fur A und FurB (19,746 kDa bzw. 20,827 kDa). Das
weniger emigrierte Zur zeigte ein grélReres Molekulargewicht von Fragment 15 (2542,4 Da),
welches das zweite konservierte Cystein-Motiv C156 xx C159 sowie H147 beinhaltete.
Auswirkungen beruhend auf C119 und C122 konnten auf Grund der Schnittstellen von
Trypsin nicht beobachtet werden. Somit war ein Unterschied von max. 14,14 Da festzustellen,

der evtl. durch beteiligte Aminosauren der Zinkbindung entstand.
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B

Nr. Zur/U Zur/O EXPasy Nr. Zur/U Zur/O EXPasy
1 - - 529,3 9 1158,6 1158,7 1158,6
2 - - 532,2 10 1209,6 1209,6 1209,5
3 544,1 544,1 5443 11 1216,6 1158,7 1216,6
4 600,2 600,2 600,3 12 1484,9 1484,9 1484,8
5 611,1 611,1 611,3 13 1715,8 1715,9 1715,8
6 637,4 637,4 637,4 14 2406,2 2406,4 2406,2
7 706,4 706,4 706,4 15 2528,2 25424  2528,2
8 1012,5 1012,6 1012,5 16 3376,7 3376,9 3376,8

Abb. 10: Massenspektrometrische Analyse von Strep-tag Zur. Die beiden Strep-tag Zur Varianten
in einer 12,5 %igen denaturierenden PAGE wurden durch Frau Dr. Schierhorn einem Trypsin-Verdau
unterzogen und anschliefend die Cysteine mit lodacetamid modifiziert. Die massenspektrometrische
Analyse erfolgte mittels Ultraflex-11 TOF/TOF mass spectrometer. Im Folgenden sind die detektierten
Massen (>500 Da) der oberen bzw. unteren Proteinvariante mit denen der theoretischen Werte
gegenubergestellt und diese wiederum den jeweiligen Fragmenten von Strep-tag Zur zugeordnet
(ExPasy Peptidcutter tool: Gasteiger et al. 2005; PeptideMass: (Wilkins et al. 1997). In beiden Proben
identifizierte (schwarze, durchgezogene Linie), nicht-identifizierte (gestrichelte Linie) Massen und
Peptide mit unterschiedlichem Molekulargewicht in den beiden Proben (rote Linie) sind
gekennzeichnet.

Dagegen wies das unverdaute und visuell unterscheidbare Protein ein um 98 Da erhohtes
Molekulargewicht auf. Eine offensichtliche Diskrepanz zeigte sich, da ein Unterschied von
ca. 100 Da in einer 12,5 %igen denaturierenden PAGE unter Normalbedingungen nicht
unterscheidbar ware und die ProteingroRenbestimmung anhand der Marker eine groRere
Differenz vermuten lassen. Die GroRRenbestimmung anhand von mind. 3 unabhdngigen Gelen
ergab einen GréRenunterschied von 1,63 kDa bei Strep-tag-Zur (21,12 *°** kDa und 19,48
045 kDa). Die C-terminale Version wies einen Unterschied von 1,87 kDa (21,88 ***%; 20,00
* 044 1Da) auf. Auf Grund des Unterschiedes in dem C156- und C159-enthaltenen
Trypsinfragmentes 15 wurde die 4 Cystein-Koordination des strukturellen Zinks als Ursache
herangezogen. Der Aminosdureaustausch von C119 zu Serin storte das strukturelle Zinkmotiv
und Strep-tag-Zur C;19S wies nur eine Molekulare Masse von 21,785 kDa (Abb. 36,Abb. 37,
Anhang) auf. Daher ist das strukturelle Zink und seine Koordination eine mogliche Ursache

der beiden Varianten.

Zur Untersuchung des Einflusses des Strep-tags von Zur (N-Terminal) wurde mittels Faktor
Xa dieser entfernt. Flr die Abspaltung fand die Reaktion im Puffer W bei RT Uber Nacht
statt. Eine Abspaltung im EMSA-Reaktionspuffer war nicht mdglich, da weitere
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unspezifische Spaltungen forciert wurden. Abb. 11 zeigt Strep-tag Zur vor der Reaktion mit
Faktor Xa und das unmarkierte Zur. Nach der Abspaltung des 1,803 kDa Fragmentes wurden
wiederum zwei Signale erkannt, bei denen das weniger emigrierte Peptid auf Hohe des
kleineren Signals von Strep-tag Zur verlief und ein kleineres Protein (19,8 *?; 18,4 *°° kDa)
wurde detektiert. Somit konnte wiederum die Unabh&ngigkeit der beiden Varianten vom

Strep-tag bestatigt werden.
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Abb. 11: Abspaltung des Strep-tag von Zur mittels Faktor Xa. Das Peptid im EMSA-
Reaktionspuffer wurde in Puffer W (1:100) verdiinnt und mit 16 U je mg Zur fir 16 h bei RT
inkubiert. Entfernung des Enzyms durch Resin und anschlieRende Trennung mittels Strep Tactin ® -
Séule. Je 2 pg Strep-tag Zur, gespaltenes Zur und an der Sdule gebundenes Protein (B) sind auf einer
12,5 %igen denaturierenden PAGE aufgetragen. Eine Coomassie-Farbung bzw. ein Strep-tag-
Nachweis erfolgte im Anschluss des Laufs.

UV-VIS-Spektren der N-terminalen markierten Varianten wurden fir die weitere
Charakterisierung der drei Fur-Orthologen herangezogen. Alle drei zeigten im inaktiven
EMSA-Reaktionspuffer bei 414 nM einen Peak (Abb. 12). Dies galt fir alle drei Fur-
Orthologen. Dabei war der Peak bei Strep-tag Fur B am geringsten, obwohl die zweitgroRte
Konzentration (31,2 M) an Protein eingesetzt wurde. Die Korrektheit der

Konzentrationsbestimmungen konnte an Hand der Absorbtion bei 280 nM nachgewiesen
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werden. So steigt die Absorbtion von FurA (Abs. 280 nm: 0,115) zu Zur (Abs. 280 nm:
0,466) uber FurB (Abs. 280 nm: 0,255). Im Kontrast zu FurB und Zur weist FurA einen Peak
bei 330 nM und eine Schulter bei 450 nM auf. Bei der aeroben Proteinreinigung wurde nur
bei diesen Proben eine leichte Braunfarbung des Saulenmaterials und des spateren Isolates
beobachtet. Eine Koaufreinigung von Eisen (I11) unter aeroben Bedingungen wdre eine

maogliche Erklarung dieses Spektrums fir FurA. Dies konnte fiur FurB und Zur nicht
beobachtet werden.
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Abb. 12: UV/ VIS-Spektrum der N-terminalen markierten Versionen von FurA, FurB und Zur.
Messung in QS-Kiivetten rekombinant produzierter und gereinigter Proteine im EMSA-
Reaktionspuffer (ohne DTT). Die Proteinkonzentrationen betrugen 6,54 UM Strep-tag FurA, 31,2 uM

Strep-tag FurB und 55,04 uM Strep-tag- Zur. Spektrenpeaks wurden mit Pfeilen bei 330, 414 und 450
nm fiir FurA markiert.
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3.3. Interaktion von Zur mit Promotorsequenzen seines Regulons

Mit dem gereinigten Zur-Protein mit N-terminalen Strep-tag erfolgten die ersten in vitro-
Studien. Ein funktionelles Protein unter aeroben Bedingungen, das fur Zur der Fall war, kann
hier als Zeichen fur die Verwendung eines oxidativ-inerten Kofaktors gesehen werden. Somit
spricht dies fiir eine Abgrenzung zu den eisenabhangigen Regulatoren, deren Kofaktor Fe **
dem Protein unter dieser Bedingung nicht zu Verfugung stehen wiirde. Das gereinigte und
konzentrierte Protein wurde in den EMSA-Reaktionspuffer (20 mM Tris-HCL pH 7,8, 50 mM
KCL, 5 % (v/v) Glycerin) dberfihrt. In diesem erfolgte die Bestimmung der
Proteinkonzentration, anhand derer das Volumen fiir die entsprechende Stoffmenge bestimmt
wurde. Die Interaktionsstudien zwischen der zu untersuchenden Promotorregion (13,3 nM)
und den jeweiligen Konzentrationen an Protein erfolgten in 15 pl aktiven Reaktionspuffer mit
1 mM DTT als Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA). Eine Interaktion zwischen
Protein und DNA resultiert hier in einer geringeren Laufweite des DNA-Fragmentes.

3.3.1. Zur bindet an die Promotorregion von zupT

Allein die Inkubation mit aktivem Zur fuhrte zur Retardierung des Signals fir ein 563 bp
zupTp-Fragment auf eine Laufhéhe von ca. 900 bp (Abb. 13). Dabei wurde kein Einfluss der
gewahlten EDTA bzw. ZnCl,-Konzentrationen auf die beobachtete Interaktion festgestellt. An
dieser Stelle ist anzumerken, dass ein 90facher Uberschuss an Zur-Monomer bzw. 45facher
an Zur-Dimeren im Vergleich zur eingesetzten zupTp-Molekilanzahl eingesetzt wurde.
Dagegen konnte inaktives Zur (95 °C, 10 min), BSA und ein cytoplasmatisches Protein aus

S. coelicolor keine Interaktion mit der vorgelegten DNA eingehen.
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Abb. 13: Interaktion von Strep-tag Zur mit der Promotorregion von zupT in einem
EMSA-Experiment. In einem Reaktionsvolumen von 15 pl, 0,0133 uM des 563 bp grofRen
2upTProunco-Fragmentes wurden ohne (0) und mit einem Uberschuss von 1,2 uM Strep tag-Zur (ca.
90fache an Zur-Monomer, 1-6) flir 30 min bei 30 °C in dem aktiven EMSA-Reaktionspuffer (20 mM
Tris-HCL pH 7,8, 50 mM KCL, 5% Glyzerol und 1 mM DTT) inkubiert. Als Kontrolle diente das
denaturierte (10 min, 95 °C) Protein (6), BSA (7) und das rekombinant exprimierte, gereinigte Iosliche
Protein Sco0212 (8) aus S. coelicolor. Zusatzliche Inkubationen mit 100 uM ZnCI2 (3, 5) bzw. EDTA
(4: 50 pM, 5: 100 pM, 6: 500 uM) wurden durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte die Auftrennung Uber
eine 10%ige Native-PAGE. Als GroRenstandard diente der 100 bp plus DNA ladder (Fermentas). Die
DNA wurde durch ein 5 minitiges Ethidiumbromidbad mit anschlieRender Aufnahme unter UV-Licht
visualisiert.

Die erfolgten EMSA-Experimente kamen in dieser Arbeit ohne die Verwendung eines
Kompetitors auf Protein- (BSA) bzw. DNA-Ebene (Poly dIdC oder Lachsspermium) aus. In
der Literatur (Shin et al. 2007; Schroder et al. 2010) werden diese Komponenten zur
Sicherstellung der spezifischen Bindung genutzt. Anhand des EMSA-Designs in dieser Arbeit
wurde auf diese Zusétze verzichtet und stattdessen auf Kontrollexperimente verwiesen, die
die Interaktionsspezifitdt bestatigten. Da die Visualisierung der Retardierung bzw. der
Interaktion zwischen Protein und DNA (ber eine nachtrégliche Anfarbung der DNA z. B. mit
Midori Green erfolgte, wurde auf zusatzliche Protein- bzw. DNA-Molekile verzichtet, um ein
eindeutiges Signal der retardierten DNA zu erzeugen. Die dadurch erhaltene klare
Abgrenzung von gebundener, ungebundener DNA und Protein war hierbei essentiell fur die
Auswertung. Somit wurde eine Interaktion bzw. Retardierung durch das Verschwinden des
Signals auf der Ublichen Laufhéhe und dem Erscheinen auf der retardierten Laufhthe
definiert. Als Kontrolle dienten EMSA-Experimente unter den gleichen Bedingungen mit

Strep-tag Zur z. B. gegen die Promotorregion von fieF (Anhang: Abb. 39). Keine der hier
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verwendeten Proteinkonzentrationen fiihrte zu einer Retardierung der DNA. Diese
Promotorsequenzen enthielten keine der Zur-Box aus zupTp &hnlichen Sequenzen, jedoch das
Palindrom ATTAATCC T GGATTAAT 45 nt stromaufwarts des Gens. Daher war eine
Retardierung nur bei spezifischen DNA-Molekilen moglich. Des Weiteren wurde keine
Retardierung der Promotorregion von zupT mit Strep-tag FurA bzw. FurB erzielt (Daten
nicht gezeigt).

Konzentrationsabhangige Experimente betreffend der Proteinkonzentration gaben einen
Einblick in die Bindungsaffinitdt von Zur gegentber der Promotorregion von zupT. Dabei
wurde wie zuvor die N-Terminal markierte Variante Strep-tag Zur verwendet, da zum einen
der Tag anhand von Sekundarstruktur-Vorhersagen (Phyre2-Serva, (Kelley et al. 2015)
keinen Einfluss auf die Dimerisierung und DNA-Bindung hat. Schon (Shin et al. 2007)
arbeitete mit einer N-Terminalen markierten Version. Nicht-denaturiertes Strep-tag Zur (ohne
BME und 95 °C) wies auf einer denaturierenden PAGE ein Signal bei ca. 40 kDa auf, was
dem Dimer entsprechen wirde. Ein weiterer Grund war der experimentelle Nachweis, dass
mit C-terminalem markiertem und unmarkiertem Zur (N-Terminal, Faktor Xa) keine héhere
Affinitat zu beobachten war (Anhang, Abb. 40).

Um die Interaktion von Zur mit der Promotorregion weiter zu verifizieren, wurden weitere
EMSA-Experimente mit Proteingradienten und unterschiedlichen Bedingungen an freiem
Zink herangezogen. Dabei war es dem markierten Strep-tag Zur nach der Reinigung und dem
Pufferwechsel moglich, die vorgelegten 0,2 pmol bzw. 13,33 nM an zupTp bei entsprechender
Proteinkonzentration zu binden. Dem Fakt der stabilen Bildung von zwei Zur-Varianten
wurde Rechnung getragen durch das Einbringen eines Korrekturfaktors, der das Verhaltnis
des oberen gegeniliber dem unteren Signal von Strep-tag Zur in einer denaturierenden PAGE
widerspiegelt. Trotz der stabilen Ausbildung der zwei Formen im Verhaltnis von nahezu 0,3-
0,5 wurde Uber die Zeit ein Umwandlungsprozess der oberen zur unteren wahrgenommen.
Dies war ersichtlich bei Proben, die nicht bei -80 °C gelagert wurden.

Unter Annahme der Bindung eines Zur-Dimers je DNA-Molekil bzw. Zur-Box wurden
folgende Kd-Werte durch die Auftragung der logarithmierten Dimerkonzentration (mit
Korrekturfaktor) an Zur gegen log (1/1-1), wobei | das Mal3 an gebundener DNA darstellt,
bestimmt. Diese Daten wurden fir die einzelnen EMSA-Experimente erhoben und

korrelierten mit den graphischen Daten aus Abb. 14.
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Abb. 14: Abhangigkeit der Interaktion von Strep-tag Zur und zupTp unter Zinkmangel sowie -
Uberschuss. Aufgetragen wurde das Verhéltnis der gebundenen DNA gegentiber der eingesetzten Zur-
Dimer-Konzentration von unabhéngigen EMSA-Experimenten ohne Zusétze (e, n = 6), mit 100 uM
ZnCl, (o, n = 6) und 100 uM EDTA (¥, n = 3). Die Auswertung erfolgte mittels GelQuant.NET von
biochemlabsolutions.com und SigmaPlot 4.5. Die Bestimmung der Affinitatskonstante Kd unter
Voraussetzung der Bindung eines Dimers je Zur-Box ergab sich aus dem Schnittpunkt der
sigmoidalen Funktion 5. Ordnung zum halbmaximalen Verhéltnis gebundener DNA (y = 0,5). Die
EMSA wurden bei 30 °C fur 30 min inkubiert und tiber eine 10%ige Nativ-PAGE mit anschlieRender
Anféarbung der DNA-Bestandteile visualisiert und ausgewertet.

Ohne Zusitze von Zink und dem Chelator EDTA wurden durchschnittlich 70,76 * © nMm
Protein bendtigt, um eine halbmaximale Retardierung der vorgelegten 13,3 nM zupTp zu

erreichen. Dagegen war der Kd-Wert mit 51,96 **°

nM geringer bei der Prasenz von 100 uM
ZnCl,, Die Verringerung der Kationenkonzentration und somit auch der Konzentration an
freiem Zink durch den Chelator EDTA fiihrte zu einem erhéhten Wert (126,18 * %4 nMm).
Somit war die Bindungsaffinitat von Zur zu zupTp durch die vorhandene Zinkkonzentration
modellierbar. Dies war bei einem Zink sensierendem Protein zu erwarten. Die Streuung der
Daten resultierte dabei aus der Qualitat, dem Alter und der Lagerungsart des Proteinisolates

sowie der Elektrophorese und den anschlieBenden Féarbeprozessen.
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3.3.2. Das Zur-Bindemotiv in C. metallidurans

Bei nédherer Betrachtung der Promotorregion von zupT wurde eine palindromische Sequenz
identifiziert. Die Verifizierung dieses inverted repeats als Bindemotiv wurde in EMSA-
Experimenten mit unterschiedlichen Promotorvarianten bestatigt (Abb. 15). Die
Promotorregionen wurden unter Verwendung der Primer (Tabelle 17, Anhang) PzupT Box1-6
sowie dem jeweiligen &uferen Primer (PzupT Notl bzw. Ncol) amplifiziert. Fur eine
vollstdndige Bindung durch Zur war neben der gesamten palindromischen Sequenz (Region 0,
5, 6) das Vorhandensein des flankierenden AT-reichen Bereichs (Region 1, 3) fur eine
Interaktion mit Zur notwendig. Durch zusétzliche 9 Nukleotide (GC-reich) lag die Bindestelle
nicht am Rand des DNA-Fragmentes im Fall von zupT goxs. Somit erzeugte eine artifizielle
Erweiterung der Promotorregion keinen Unterschied in der nicht vorhandenen Interaktion im

Vergleich zu Fragmenten, die mit dem inverted repeat abschlossen (Region 1).

A

zupTp - Region: 2. 1. 5. ﬁP zupTyon
304 nt - 28 nt-c TTTTTGCAACA TGTTGCGTTAAT « GTG- 181 nt

P 2upTiveer B O- Ls L L

B Region | bp | n* 6
6 258 | 1 5
5 380 | 3 4
4 217 | 3 |2 \
&
3 226 | 3
¥,
2 356 3
1 |362| 3 :
0 |363]| 5 0 , , , , ,
—— . . 0.0 02 04 0.6 0.3 1.0
0" EMSA-Replikate mit Zur Verhilinis gebundene/ ungebundene DNA

Abb. 15: Interaktionsstudien zwischen Zur und zupTp-Varianten (A). Die EMSA-
Experimente erfolgten zwischen 20 pmol Strep-tag Zur und 0,2 pmol der Promotorregionen von
zupTp. Die DNA-Fragmente wurden mittels PCR unter Verwendung der Zur-Box-Primer und den
auflenliegenden cre-lox-Primern zupTneo (Region 0) und zupTnen (181 nt stromabwarts des
Startcodons) erstellt. Die Interaktion zwischen Protein und den 217 - 563 bp (B) langen DNA-
Fragmenten wurde in einer Midori Green bzw. silbergeféarbten nativen PAGE anhand dem Verhaltnis
zwischen retardierter und ungebundener DNA bestimmt (C).
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3.3.3. Identifikation weiterer Zur-Bindemotive

Anhand des markanten Zur-Motivs in zupTp wurden weitere mogliche Motive mit geringer
Abweichung zum idealen inverted repeat identifiziert (Abb.16). Darunter war die eigene
Promotorregion von zur sowie die von rmet1098 (cobW;) und rmet0125(cobWs), deren

Produkte als cobalamin biosynthesis-Proteine (cobW) annotiert sind.

Abw.
zupIp - TTTTTGCAACA T TGITGCGTTAAT 1 nt
CODW P gita - GAAATGCAACA - GGTTGCATTTAA 1 nt
CODW 1Ppyosi - TCTGTTTGCAACA  TGTITGCATTAACC -
cobWp - TACAGTCGCAACT 1 TGTTGCATCAACAT 2 nt
Zurp - TGTTGGTGCAACT ¢ AATTGCATCGGGTA 1 nt

Abb. 16: Weitere Zur-Bindemotive in den Promotorsequenzen von zur, cobW; und
cobW3. Dargestellt sind die dhnlichen palindromischen Sequenzen mit flankierender Sequenz, die in
der Promotorregion von zupT, zur, cobW,; sowie cobWs vorzufinden sind. Die Promoterregion von
cobW, weist einen am Startcodon naher liegenden (proximal) und einen weiter entfernten (distal)
inverted repeat auf. Des Weiteren sind die Abweichungen zur perfekten palindromischen Sequenz
angegeben.

Vertreter der COG0523 G3E-Familie mit GTPase-Doméne, zu denen die CobW;.3 z&hlen,
werden als mdgliche Metall-Chaperons gehandelt. Zum einen wurde ein 49 Nukleotide
stromaufwarts des Startcodons von cobW; befindlicher 7:1:7 inverted repeat mit AT-reicher
Flankierung gefunden. Acht Nukleotide weiter vom Gen entfernt beginnt eine zweite ahnliche
Sequenz, wobei der erwahnte flankierende Bereich zueinander komplementér ist. Somit weist
diese Sequenz einen groferen repeat auf. Jedoch ist das Thymidin durch ein Guanidin an
Position 1 des zweiten Teils ausgetauscht. Zusammenfassend besitzt die Promotorregion von

cobW; eine Verdopplung der vermuteten Zur-Box.

Durch EMSA Experimente mit Strep-tag Zur wurde eine Interaktion mit cobW;p festgestellt.
Hierbei wurde ein 405 bp DNA-Fragment so stark retardiert, dass es eine um 63 % verkdrzte
Wanderstrecke auf einer 8 %igen nicht-denaturierenden PAGE aufwies (Abb. 17). Im
Vergleich dazu wurde der Lauf von zupTp um 50% (10%ige PAGE) verzdgert. Dies
suggerierte die mehrfache Bindung von Zur-Dimeren und somit das VVorhandensein zweier

separater und aktiver Bindemotive. Durch Bindestudien mit verschiedenen Bereichen des
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Promotors von cobWs, die ganz oder teilweise beide moglichen Bindestellen abdeckten,
wurde die aktive Bindung beider Motive bestatigt.

coblW p:
- «— 8 nt < 49 nt

AAATGCAACA GGTTGCATTT-/-TTTGCAACA TGTTGCATTA-//-ATG
I-b Region 6 I-P Region 5 I'PRegion 4 I-P Region 3 I-P Region 2

cobIW;p Region 6 cobI¥;p Region 4 cob¥;p Region 5 cobW;p Region 2 | cobWp Region 3
HEIHEIE Elel-|2|=|=|~|2|c|c E|=|=|=|=2|=|=|"|2]|"
=, kDa | ;
— =
E 1,0 E t
Nl e "
L —

Abb. 17: Identifikation der Zur-Bindemotive in cobW;p. EMSA-Experimente erfolgten mit 0,2
pmol der verschiedenen cobW1p-Varianten (0,01333 puM) mit 0-20 pmol Strep-tag-Zur (0- 1,33 pM)
in einem Endvolumen von 15 pl. Die Promotorregion wurde unter Verwendung der Primer PcobW1 1-
6 sowie dem reversen Primer PcobW1.8 erstellt. Nach der 30 minitigen Inkubation im EMSA-
Reaktionspuffer mit 100 uM ZnCl, bei 30 °C wurden die Proben (ber eine 8 %ige Nativ-PAGE

aufgetrennt und mittels Midori-Green direct Poststaining konnte die DNA unter UV-Licht visualisiert
werden.

DNA-Fragmente, die nur das erste Bindemotiv vollstdndig besalien, zeigten zwar eine
Interaktion, jedoch wurde die Wanderstrecke im Gegensatz zum Vorhandensein beider
Motive nur um 50 % in der nativen PAGE gemindert. Zur Bindung des zinc uptake regulators
wird ein vollstandiger repeat bendtigt. Dies ist ersichtlich, da die Halfte des ersten repeats
(Region 3) zu keiner Interaktion flihrte und ein 1,5faches Bindemotiv (Region 5) denselben
Verlauf des ersten Motivs hatte. Ein konzentrationsabh&ngiges Experiment deutete flr beide
Motive auf eine dhnliche Affinitéat fir Zur hin (Abb. 18). Grund hierfur ist das Nichtauftreten
von Intermediaten. Anhand eines EMSA-Nativ-Gels wird ein Kd fir die gesamte

Promotorregion von ca. 61 nM Zur-Dimer unter Normalbedingungen angenommen, also
ahnlich der Promotorregion von zupT.




3. Ergebnisse
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Abb. 18: Bindestudie von Strep-tag Zur zu cobW;p. Gezeigt ist ein EMSA-Experiment von
verschiedenen Konzentrationen an Strep-tag Zur als Dimer und bereinigt mit dem Korrekturfaktor von
0,4 (Verhéltnis Zur-Varianten) gegen cobW;p (13,3 nM, 405 bp). Visualisierung der Interaktion
erfolgte in einer 10 %igen Nativ-PAGE mit anschlieender Silberfarbung. Als Kontrolle wurden nur
Protein (P) und nur die DNA (0) sowie ein Grolenstandard aufgetragen (100 bp Plus DNA-Ladder).
Maximale Retardierung mit 80 nM Zur-Dimer. Die graphische Auswertung mittels GelQuantNET
beurteilte den Kd-Wert mit 61 nM Protein.

Des Weiteren konnte die Regulation von cobW; und seinen 5 in einem Operon liegenden
Nachbargenen durch Zur anhand einer Operon-lacZ-Fusion bestatigt werden. Die gemessene
B-Galaktosidaseaktivitdt des Konstruktes ¢(rmetl102-lacZ) zeigte eine stark erhohte
Expressionsrate von dem nur unter metalllimitierenden Bedingungen induziertem Operon
(25 *3 U/ mg TG) in der Azur-Mutante. Dabei wurde eine 300 - 400fache erhdhte Expression
beobachtet (Tabelle 11). Des Weiteren konnte durch EMSA-Experimente eine Interaktion von
Strep-tag Zur zu der Promotorregion von zur selbst und cobWs; (rmet0125) beobachtet
werden. Die jeweilige vorgelegte DNA (13,3 nM) wurde durch ca. 115 nM Strep-tag Zur-
Dimer (10 pmol Zur-Monomer; Korrekturfaktor: 0,3446) vollstandig gebunden (Abb. 41).
Aulerdem scheint (ber das Bindemotiv im bidirektionalen zur-Promotor das
stromaufwartsliegende Gen rmet0129 ebenfalls Uber Zur reguliert zu sein. Ein 17faches
starkeres Signal der Reportergenfusion ¢(rmet0129:lacZ) in Azur wurde gegenuber AE104
bestimmt. Eine grundsétzliche Reprimierung (ca. 40 %) der Transkription erfolgte durch den
Einfluss von Zink, was einer Regulation durch Zur entsprechen wirde. Jedoch unter
Kationenmangel (EDTA) konnte kein gegenteiliger Effekt erzeugt werden (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Expressionsanalyse (lacZ) von rmet0129 und rmet1102 in AE104 und Azur

B-Galaktosidaseaktivitat (U/mg TG) der Genfusionen:
edingung | MM [ 200 uM [ 500 uM [ 200 uM [ 500 uM | 200 uM | 200 UM | 50 pM
ohne Zn** Zn* EDTA | EDTA Co* Ni%* Cd*
Stamm ZA
rmet0129-lacZ
AE104 25%¢ 15 15% 25 26 22+ 26 23*°
Azur 4458 34724 303*°7 3851 375*F  373*®  411*® 396
rmetl1102-lacZ
AE104 1¢0,1 0’910,2 01910,1 15’911,3 20’411,6 1’4J_r0,2 1,310,3 11210,2
Azur 3938 3779 32677 423*9  431*%7  379*%8 382*° 346103

Reportergenfusionen wurden in AE104 und Azur mit den Plasmiden pECD 1444 (rmet1102, n
= 3/5) sowie 1448 (rmet0129, n = 3) erzeugt. Jede Messung wurde mit einem technischen
Replikat durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede zum Ausgangsstamm AE104 und der
Inkubation ohne Zusétze sind grau hinterlegt. Eine gesteigerte (fett) und herabgesetzte
(kursiv) Expression wurden kenntlich gemacht.

Indizien flr eine Autoregulation von zur, welche schon aus anderen Organismen bekannt ist,
konnten durch cis-agierende Vektoren (pBBR3:lacZ; A. Heinz 2014) mit Promotor-Genfusion
gesammelt werden (Tabelle 12). Hierzu wurde die zur-Promotorregion stromaufwarts des
promotorlosen lacZ-Gens mit ATG und nachfolgendem Xbal-Restriktionsmotiv kloniert. Die
Untersuchung erfolgte unter den Standardbedingungen fiir den B-Galaktosidase-Assay in
dieser Arbeit.

Tabelle 12: Bestimmung der Promotoraktivitit von zur

B-Galaktosidaseaktivitat (U/mg TG) der Promotorfusionen:

edingung MM 50 uM | 100 uM | 200 uM | 50 uM | 100 uM | 200 UM | 200 uM

Stamm ohne ZA | zn* Zn** Zn** EDTA | EDTA | EDTA Ni%*
pBBR3:lacZ

AE104 11! 10 10 g*t 12+ 12 12 o*
AfU rA 71 1 5i1 Bil 210 711 711 7i1 4i2
AfUI’B 610 511 511 2i2 6i1 6i1 611 513
AZUI’ 710 6i1 5i0 410 710 710 7i0 5i0
pBBR3:zurp:lacZ

AE104 142 15 218 15% 18 221 0% 13*
AfurA 27+ 1 26*1° 24*7 13*° 32t2 3oz s o3t
AfurB 20! 193 21* 10*° 24*2 25t 7% 15+
Azur 27*° 31% 4312 2g* 31% 34 34 o5*2

n = 3 mit je einem technischen Replikat. Bei AfurA pBBR3:zurp:lacZ n = 6. Durch Einbringen der

Promotorregion von zur ber Sacll und Xbal in pBBR3:lacZ wurde pBBR3:zurp:lacZ erzeugt.

72
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Der Leervektor wies in den verschiedenen Stammbhintergriinden eine geringe Basisaktivitét
(<12 U/ mg TG) als Negativkontrolle auf. Eine grundsétzlich leicht gesteigerte Aktivitat unter
Beriicksichtigung der Standardabweichung wurde nur in Azur beobachtet (> 25 U/mg TG).
Eine Abhdangigkeit der Aktivitat des Promotors zur Metallverfligbarkeit war fir AE104 nicht
zu beobachten. Bei den Konstrukten in AfurA sowie AfurB stand eine zu grof3e Streuung der

Daten der Deutung eines Effektes entgegen.

Unter Verwendung der erkannten zur-Boxen (zupT, cobW, 3, zur) erfolgte ein Screening der
beiden Chromosomen | und Il sowie der Plasmide pMOL28 und pMOL30 durch das Fast
Investigation Tool for Bacterial & Archeal Regulons (http://archea.u-psud.fr/fitbar; Oberto

2010). Das gesamte Genom wurde unter Verwendung der DNA-binde Matrix von Fur g i
und des Entropy- weighted PSSM — Algorithmus gescannt. Neben den erwéhnten Sequenzen
konnten noch zwei weitere Sequenzen identifiziert werden, die jedoch in codierenden
Bereichen lokalisiert sind. Dabei handelt es sich um rmet1459 (gGCAACt ¢ TGTTGCct) und
rmet2763 (TGCAACA g cGTcGCA), einem moglichen Transmembranprotein und dem TorD
Chaperon. Weitere interessante Promotorregionen wurden per Sequenzabgleich (NCBI) mit
Teilstlicken der Zur-Region identifiziert. In vitro und In vivo-Studien untermauerten keine
Beteiligung dieser Gene am Zur-Regulon. Die folgende Tabelle 13 zeigt hierbei die
Promotoren mit Zur-Bindemotiv-ahnlicher Sequenz. Die Resultate der in vitro- Experimente
(EMSA) und der Expressionsanalyse mittels Reportergenfusionen in AE104 und der fur-/ zur-
Mutanten sind im Anhang (Tabelle 18) vorzufinden. Als Indiz einer unterschiedlichen
Expression wurde die Blaufarbung der Kulturen auf MMx.ca (S) mit und ohne EDTA
herangezogen. Unter den Kandidatengenen waren Alkoholdehydrogenasen und die Region
von furB. Fur keinen der Kandidaten konnte eine Interaktion mit Zur (EMSA) nachgewiesen

werden.



http://archea.u-psud.fr/fitbar
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Tabelle 13: Promotorsequenzen mit ahnlichen Zur-Bindemotiv. Experimentelle Untersuchung zur
Zugehorigkeit zum  Zur-Regulon an Hand von EMSA-Experimenten und indirekter
Expressionsanalyse mittels Reportergenfusion auf MMy _g siehe Tabelle 18 (Anhang)

Promotor rmet Protein
TGAAGCAAGTTGA T TCAACAAGGA 0545 Alkoholdehydrogenase
TCCGGCGTTGTTCGAACGGTTAAA 1102 Carboanhydrase
TTTCGCAACT T TGTTGATG 1569 | Alkoholdehydrogenase
TTTCCCAACTTTTGCATCCA 3880 Alkoholdehydrogenase

TTTGCTTCAACGAT -//- GATCAAGCAAGTTGCTC 4281 | Alkoholdehydrogenase
5744 hypoth. Protein

TGCAACA A TTGAAGTA i
GCAACA A CGTTGAAG 5747 | hypoth. Protein

-TGCAACA ATGTTGCA- Zur-Box

3.4. Vergleich des loslichen Proteoms von AE104 und Azur

Neben der physiologischen Charakterisierung der Azur-Mutante, der Untersuchung des
Einflusses auf das Expressionsmuster potentieller Regulon-Kandidaten wurde tber 2D-Gele
nach Unterschieden in der Proteinzusammensetzung der I6slichen Fraktion zwischen AE104
und der Mutante gesucht. Die Uberlagerung der denaturierenden PAGE von AE104 und Azur
(Decodon, Abb. 20, Anhang: Abb. 42) zeigte durch Auffinden erhéhter Konzentrationen an
OmpC-Protein (gi| 94312165) in der I6slichen Fraktion mit einem Molekulargewicht von 41,9
kDa einen weiteren resultierenden Effekt der Deletion von zur. Dieses Protein wurde in zwei

seperaten Proteinspots identifiziert.

Das theoretische Molekulargewicht von Rmet3234 (OmpC) korrespondiert mit 41,95 kDa mit
den gefundenen Identifikationen. Es ist stromabwarts der Gene tatA, B und C des Typ |
Sekretionssystem als 4. Gen codiert. Die Konstruktion einer Reportergenfusion mit
pPECD794-1:rmet3234 resultierte in keinem unterschiedlichen Expressionsmuster der Azur-
Mutante gegeniiber AE104 (Abb. 19). Eine starke Expression war auf MM-Agar mit X-Gal zu
beobachten, die durch zusétzliche 100 uM ZnCl, gesteigert wurde. Polareffekte beruhend auf
der Insertion des Plasmides sind auf Grund der Orientierung des nachfolgenden Gens in
entgegengesetzter Richtung auszuschlieBen. In der Promotorregion von rmet3234 konnten
zwei inverted repeat-dhnliche Sequenzen beobachtet werden, die jedoch nicht mit denen von

zupTp zu vergleichen sind.
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Generegion von rmet 3234 pECD79%4-1
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Abb. 19: Operonstruktur von rmet3234 sowie Expressionsmuster der Reportergenfusion
d(rmet3234:lacZ) in AE104 und dessen Mutanten. Jeweils 2 pl einer Vorkultur (spatexponentielle

Phase) der Stimme AE104, AfurA, AfurB und Azur mit pECD1440 wurde auf MM x.g mit und ohne
100 puM ZnCl, fiir 5 Tage bei 30 °C kultiviert.
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Abb. 20: Vergleich des Proteoms der zytoplasmatischen Fraktion von AE104 und Azur.
Dargestellt ist eine Uberlagerung zweier 2D-Gele & 300 pg Rohextrakt von AE104 und der zur-
Mutante durch Decodon Delta 2D (weiteres Paar im Anhang). Zellen wurden in Tris-MM von einer
Vor- zur 200 ml Hauptkultur (+ 25 uM ZnCl,) mit OD600 = 0,8 angezogen. Die Auftrennung der 1.
Dimension erfolgte in einem nicht linearen IEF-Streifen 3-10 und die 2. Dimension in einer 10 %igen
denaturierenden PAGE. Proteinspots, die in der Mutante starker vertreten sind und einen héheren
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Azur/AE104 normalized mean value — Quotienten (> 1,5) besitzen, erscheinen rot. Die Proteine der
Spots A-D wurden durch Frau Dr. Schierhorn tryptisch verdaut und anschlielend
massenspektrometrisch analysiert. Angegeben sind Treffer mit den hdchsten Identifikationswerten
(Score). So wurden OmpC-Porine (Spot A und B) mit einer Molmasse von ca. 42 kDa als markanter
Unterschied zwischen dem AE104 und Azur-Stamm identifiziert.
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3.5. Rmet3456 ist der MerR-Regulator fur ZntA-physiologische Betrachtung

Neben dem bekannten Regulator fir Zinkimport, Zur, konnte ZntR als MerR-Regulator
(Brocklehurst et al. 1999) der Zink-abhangigen ATPase ZntA in vielen Organismen
identifiziert werden (Xiong et al. 2011; Chaoprasid et al. 2015). Kandidaten fur die
Regulation der Schwermetall-Exportsysteme wurden unter den 16 codierten MerR-
Regulatoren C. metallidurans identifiziert. Dabei wiesen die Proteinsequenzen von PbrR,
Rmet2302 und Rmet3456 héhere Ubereinstimmungen mit ZntR aus E. coli auf (Mergeay et
al. 2003). PbrR ist mit der Bleiresistenzdeterminante PbrA auf pMOL30 (Taghavi et al. 2009)
codiert und wurde in dieser Arbeit nicht weiter betrachtet. Zum Nachweis des Einflusses der
chromosomal codierten PbrR-ahnlichen Proteine wurden Mutanten basierend auf dem cre-lox

System erstellt und Uber eine PCR mit spezifischen Primern zur jeweiligen Region Uberpruft.

Ein generelles Wachstumsdefizit beruhend auf der Deletion von rmet2302 bzw. rmet3456
konnte in Wachstumskurven in Tris-MM nicht beobachtet werden (Abb. 21). Die bestimmte

Wachstumsrate bzw. Verdopplungszeit wies keine signifikanten Unterschiede zu AE104 auf.

A7 B
6 Berechnung der Wachstumsrate (u) und
5 Verdopplungszeit (tg) mit anschlielendem T-
E Test anhand Abb.21 A.
}19 4
o 3 B AE104 u(h™) ty p (ta)
= ] AE104 0,178 3,897 -
= 29 A Arme2302 £0,012 | 0,268
1 - O Arme3456 Armet2302 | 0,169 4,094 | 0,095
+0,007 | £0,159
0 ' ' ' ' ' ' Armet3456 | 0,195 3,554 | 0,336
0 m 2 +0,003 | +0,052
Zeit = =1 — -

Abb. 21: Wachstumskurve der Stimme AE104 und der Mutanten Armet2302 sowie
Armet3456 in Tris-MM (A). Aufgetragen sind der natirliche Logarithmus des Trockengewichtes,
berechnet anhand der gemessenen KE-Einheiten, gegen die Zeit. Ermittelte Wachstums- und
Verdopplungszeit sowie p-Wert fur Vergleich zwischen Wildtyp und Mutante.
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Die Beeinflussung der Schwermetallresistenz gegeniiber Zink, Cadmium und Cobald wurde
in Wachstumsendpunktbestimmungen im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Fir Cobalt
konnte keine Verdnderung zum  Wildtyp-Phanotyp beobachtet werden. Beide
Deletionsmutanten Armet2302 und Armet3456 zeigten mit den ICso-Werten von 456 * * und
118 *2° uM eine geminderte Resistenz gegeniiber Zink (Abb. 22, Tabelle 14). AE104 erzielte
in diesem Experiment einen 1Csp von 622 *'® uM. Da allein die Deletion von rmet2302 eine
Beeinflussung der Cadmiumresistenz mit 1Cso 279 **° uM (AE104: 151 *'° pM) zur Folge
hatte, wurde es als Regulator des stromaufwarts liegenden Gens cadA fir die P\g,-typ ATPase
CadA gesehen. Aus diesem Grund riickte Rmet3456 fiir die Regulierung der zinkregulierten

ATPase ZntA in den Fokus.
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Abb. 22: Schwermetalleresistenz des Stammes AE104 sowie der Mutanten Armet2302,
Armet3456 durch Wachstumsendpunktbestimmung in Flussigmedium gegen Zink (A), Cadmium (B)
und Cobalt (C).
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Tabelle 14: Resistenzbestimmung (ICs;) der Stamme AE104, Armet3456 anhand der
Wachstumsendpunktbestimmungen in Tris-MM (Abb. 22) gegentiber Schwermetallen

ZnCl, (UM) n CdCl, (M) n CoCl; (uM) n

AE104 IC50 622 £ 103 6 151+ 16 6 170 £ 19 5
b-value 599 + 31 316 37+8

Armet3456 1C50 118 + 26 7 144 £ 3 7 136 £ 7 7
b-value 209 + 53 13 1 35+13

Armet2302 1C50 456 + 43 4 279+ 19 5 142 + 27 3
b-value 851 + 462 67 +18 43 +18

Abb. 23 zeigt in Aufnahmeexperimenten mit Zn®, wie zuvor fir die zur-Mutante, die
Aufnahmedynamik im Vergleich zu AE104. Im Vergleich zu AE104 konnte eine signifikant
gesteigerte Aufnahme von Zink innerhalb von 2 min beobachtet werden. Dabei wurde eine
doppelt so hohe Akkumulation in Armet3456 mit 0,176 nmol/ mg TG nach 2 min bestimmt.
Ein Fehlen des Aktivators fur die Expression von Zn-Exportsystemen wirde zu dieser

gesteigerten Akkumulation von Zink flhren.

0,20
o 0,16
I—
(o)
Eow2 t
(==
S
© 0,08
E
c 0,04 | —=— AE104
—6— Armet3456
—o— AzupT
0,00 '
0 0,5 1 15 2
Zeit (min)

Abb. 23: Aufnahmeexperiment mit radioaktivem Zn%®-Isotop der Stimme AE104, AzupT sowie
Armet3456. Die Zn-Aufnahmerate von Armet3456 betrug im Zeitintervall (t: 0.25 - 1 min) 32,9 * ' x
10° Zn/ min pro Zelle (n = 8 als technisches Replikat) und grenzt sich somit von AE104 (10,4 *° x 10°
Zn/ min pro Zelle) ab.

Die phénotypischen Beobachtungen konnten durch Messung von Reportergenfusionen der
beiden chromosomal codierten P-typ ATPasen erklart werden (Tabelle 15). Die Deletion von
rmet3456 beeinflusste bei diesen Expressions-Analysen von cadA und zntA beide P-Typ
ATPasen in einer gegenséatzlichen Art und Weise. Grundsétzlich wurde, wie schon erwéhnt,
durch Zink die Expression von zntA stark (5fach) und von cadA minimal (2fach) induziert. In

Armet3456 wurde eine geringe basale Expression von 3 - 4 U/mg TG unabhéangig von der
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Verfugbarkeit bzw. Mangel von Zink und weiteren Kationen beobachtet. Durch die
konstitutive Expression in trans von rmet3456 unter dem lacl-Promotor von E. coli wurde
die Expressionsrate unter Norm- und metalllimitierenden Bedingungen sowie erhdhten
Konzentrationen an Cobalt, Cadmium sowie Nickel vollstdndig rekonstituiert. Unter
Zinkeinfluss konnte eine Wiederherstellung der Induktionsfahigkeit beobachtet werden, die
jedoch nicht das Niveau des Wildtypstammes erreichte.

Tabelle 15: Aktivitat der Reportergenfusionen von zntA und cadA in Armet3456.

B-Galaktosidaseaktivitat (U/mg TG) unter den
Bedingungen:

Bedingung | MM | 200 | 500 [ 200 | 500 [ 200 | 200 | 200
c(UM) | zn** | zn** | EDT | EDT | Co* | Ni** | Cd*

Stamm A A

ZntA-lacZ

AE104 38  197*B 189*F 25 25 5™ 45% -

Armet3456 3*0 4+ 4+ 3*0 30 3 g 3%
+ pBBRIMCS3:: rmet3456 31  80*® 57*22 20  20% 27 40 81*¥
+ pBBRIMCS3 4+ 5t 50 4+ 40 g4t 5 8%
cadA-lacZ

AE104 17*2 302 20 12f1 12f1 15 35%8 -

Armet3456 36t 201*%® 289*% 23*!  24*  31*2 @7** 490
+ pBBRIMCS3:: rmet3456 ~ 22%%  88*2 72=%% 15*  15%1 18*% 450 po5E®
+ pBBRIMCS3 322 2233 106*0  26*  26* 30" 55 52 %2

Reportergenfusion erzeugt mittels pECD1333 bzw. pECD1334 von zntA bzw. cadA.
Signifikante Unterschiede zum Ausgangsstamm, welche einen Faktor aufBerhalb des
Bereiches 0,5 > X > 1,5 gegeniiber AE104 und p < 0,05 des t-Test’s aufwiesen, sind grau
hinterlegt. Eine gesteigerte (fett) und eine verringerte Expression (kursiv) gegentiber der
Aktivitat in Tris-MM wurde graphisch gekennzeichnet. Datenerhebung fiir die Stamme
AE104/Armet3456 sowie mit Komplementations- und Leervektor fur ¢(lacZ:cadA) mit n =
3/3/4/4 und ¢(lacZ:zntA) mit 4/3/4/4 inklusive eines technischen Replikats.

Im Gegensatz dazu sorgte der Wegfall von Rmet3456 fur eine leichte Induktion um Faktor 2
von cadA in Tris-MM ohne Zusétze, mit EDTA sowie Co®* und Ni?**. Unter dem Einfluss von
zusatzlichen 200 bzw. 500 uM ZnCl, wurde die Expression von cadA um das 8-9fache
induziert, die zuvor im Wildtyp nur eine 2fache Steigerung erfahren hatte. Durch die
Komplementierung mit pPBBR1MCS3::rmet3456 wurde eine regulierte Expression von cadA
wieder hergestellt, wobei die Expressionsrate unter Zinkeinfluss durch den trans-agierenden

Vektor nicht auf Wildtypniveau gedriickt werden konnte. Die beobachteten Effekte basierten
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auf dem Vorhandensein von rmet3456, da der Leervektor pBBR1 MCS3 sowohl fir
d(lacZ::zntA), als auch ¢ (lacZ::cadA) keine Anderung im Expressionsmuster der Mutante
herbeifthrte.

3.6. Bindung von Rmet 3456 an die Promotorregion von zntA

Nachfihrend wurde die Regulation von zntA durch Rmet3456 mittels eines in vitro
Interaktionsexperimentes (EMSA) nachgewiesen. Hierflr erfolgte die Expression in BL21-
Zellen mittels pASK-IBA 7°. Mit dem rekombinant exprimierten Rmet3456 und dessen
Isolation Uber den N-Terminalen Strep-tag (Anhang: Abb. 43) wurde die Affinitat zur
Promotorregion von cadA und zntA untersucht (Abb. 24). Dafir wurden die Promotorregionen
uber die Primer CS06 rmet2302_Notl/ CS07 rmet2302_Ncol bzw. P 691 oo/rmet2302 Xbal
(cadAp: 318 bzw. 476 bp) sowie znt649ou_Munl/oo_Ndel (zntAp: 376 bp) per PCR zur
Verfligung gestellt. Wie zuvor in den Reaktionen mit Zur wurden gleiche Mengen an DNA
(13,3 nM) unter gleichen Bedingungen und bis zu dem 5fachen der maximalen
Proteinkonzentration der Zur-Experimente eingesetzt und tiber eine Nativ-PAGE aufgetrennt.
Dabei wurde eine Interaktion zwischen dem Protein und der Promotorregion von zntA
festgestellt. Ab einer Proteinkonzentration von 1,3 uM verschwindet das Signal fir zntAp auf
der entsprechenden Laufhohe von ca. 400 bp. Gleichzeitig tritt verstérkt oberhalb der 500 bp-
Markierung ein diffuses Signal auf. Eine vollstandige Retardierung von zntAp wurde mit 1 —
1,67 uM Rmet3456 - Dimer erzeugt. Das diffuse Signal ist durch die Midori Green-Farbung
als die retardierte DNA gekennzeichnet. Das Protein selbst wurde auf der Hohe der 300 bp —
Marke anhand der Kontrolle nur mit Protein (P) identifiziert. Als Negativkontrolle erfolgte ein
EMSA zwischen dem untersuchten Protein und zupTp, was zu keiner Retardierung der

beigefuigten DNA fihrte (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurde mit gleichen Konzentrationen an Strep-tag Rmet3456 keine Interaktion
zu cadAp beobachtet, die im Verhdltnis zu der von zntAp stand. Hier wurde trotz des
Einsatzes von 6,67 UM Protein, also dem 13,3fachen der vorgelegten DNA, keine Interaktion
festgestellt. Somit bindet Rmet3456 unter den gegebenen Bedingungen an zntAp, jedoch nicht
an cadAp
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Abb. 24: EMSA zwischen Strep-tag Rmet3456 und den Promotorregionen von cadA und zntA.
Die Inkubationsansétze (15 ul) mit Proteinkonzentrationen (Monomer) zwischen 0 und 6,7 uM, 0,013
MM DNA-Fragment und 100 pM ZnCl, wurden (ber eine 10 %ige Nativ-PAGE aufgetrennt.
Nachfolgend wurden deren Bestandteile mit Midori Green und per Silberfarbung sichtbar gemacht.
Exemplarisch ist ein Replikat von dreien zu sehen. Als Kontrolle sind nur die DNA und die maximale
Proteinkonzentration aufgetragen und als GroRenstandard der GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder.
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4. Diskussion

4.1. Stabilitat der Zinkhomeostasis erfolgt durch zytoplasmatische Regulatoren

Die Kontrolle des Schwermetalltransportosoms erfolgt tber Proteine, die Zink im Zytoplasma
sensieren und die Transkription der Transportsysteme aktivieren oder supprimieren. In
C. metallidurans werden hierfir Vertreter der Fur-, MerR- und ArsR- Familien codiert, die
die Transportwege hinsichtlich des Zinks regulieren. Welche Regulatoren es fur Zink sind,
wurde in dieser Arbeit bestimmt. Weitere regulatorische Proteine, die Zweikomponenten-
systeme, sensieren Schwermetalle im Periplasma und leiten die Information Uber die Freigabe
von alternativen Sigmafaktoren, wie o°, an das Zytoplasma. Diese sorgen fiir eine bessere
Erkennung alternativer Promotorsequenzen durch die RNA- abhangige Polymerase und ein
divergentes Transkriptom sowie Proteom resultiert hieraus. C. metallidurans codiert fir 11
extracytoplasmatic function (ECF)-Sigmafaktoren. Untere ihnen sind Rpol fir den Fe-
Siderophormetabolismus und RpoE fir die vollstindige Metallresistenz des Bakteriums

zustandig (GroRe et al. 2007). Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Kontrolle des Zytoplasmas.

Die bekanntesten zinkabhéngigen Regulatoren sind der zinc uptake regulator Zur fir den
Import und der MerR — Regulator ZntR fur den Efflux. Outten (Outten et al. 1999; Outten &
O’Halloran 2001; Hitomi et al. 2001) beschrieb durch deren Zinkaffinitat mit Kd-Werten im
subfemtomolaren Bereich (Halbmaximale Induktion durch ZntR: 11,15 **° x 10 M freies
Zn, Halbmaximale Reprimierung durch Zur: 2,0 **! x 10 "*® M freies Zn) ein Sensieren von
weniger als einem freien Zn** — lon pro Zelle fir E. coli. Hieriber wurde auf eine
intrazelluldre Konzentration von freiem Zink im fM-Bereich geschlossen. Dies steht im
Widerspruch mit experimentell ermittelten Werten, die im Bereich von 10°- 10° M lagen
(Eide 2006). So stieg die Konzentration an freiem Zink des E. coli Stammes BW?25113 von 1-
2 nM auf 45 nM durch einen Zinkschock (100 puM, Wang et al. 2012). Mdgliche
Kontaminationen bei der Probenpréparation waren laut Eide (2006) denkbar. Die vermutete
geringe Konzentration an ungebundenem Zink soll Gber Chaperone erklart werden, welche
den Transport vom Importsystem zum entstehenden Metalloprotein kanalisieren und die
Problematik der hohen Affinitat des Regulators im Vergleich zu Metalloproteinen 16st. In der
Zusammenstellung von Hitomi et al. (2001) lagen die Kd-Werte potentieller Zielproteine im

pM-Bereich und dariiber. So liegt er fiir eine Zn-abhangige Carbonic Anhydrase bei 10 M,
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ahnlich dem Metallothionin. Metallthionine gelten durch ihre labile Zinkbindung als Schutz
fur zytoplasmatische Zinktoxizitat und als Pool flr synthetisierte Metalloenzyme in der Zelle
(Choi & Bird 2014). Die Bereitstellung an intrazelluldren Transportwegen ist fir die Zellen
kostenintensiv und Eide (2006) monierte hier den Fakt, dass wenige Chaperone den Einbau
des Zinks in vielen unterschiedlichen Proteinen vermitteln sollen mit Ausnahme derer, die auf
Grund ihrer hohen Prioritét ihre eigenen besitzen. Er beschreibt eine Oszillation des Gehalts
an freiem Zink in der Zelle. Bei Zinkmangel erfolgt eine Aktivierung der Import- und
Reprimierung der Exportsysteme mit einem resultierenden Uberschuss an Zink, welcher die
Gegenreaktion wiederum induziert. Dies wurde auch in dieser Arbeit beobachtet (Tabelle 9,
Tabelle 10). Eine aufldsendere Sicht auf die Zelle und ihr Zytoplasma kann hier die
widerspruchlichen Daten der hochaffinen Regulatoren und der Zielproteine mit geringerer
Affinitat vereinen. In diesem Szenario werden die hochaffinen Regulatoren im Rahmen ihrer
jeweiligen Kd-Werte durch Sensierung ihrer unmittelbaren Umgebung auch in einem
Zytoplasma mit einer hoheren Gesamtkonzentration an Zink ihre Aufgabe in dem

oszillierenden Prozess der Erhaltung der Zinkhomoestasis einnehmen.

4.2. Zur ist der zinkspezifische Aufnahmeregulator aus der Fur-Familie

Zum jetzigen Zeitpunkt sind mehr als 18 Zur-Ortholge (Choi & Bird 2014) identifiziert,
charakterisiert und deren Regulon teilweise aufgedeckt. So hemmt Zur in E.coli (Patzer &
Hantke 1998, 2000), S. aureus (Lindsay & Foster 2001), P. aerogenosa (Ellison et al. 2013),
S. coelicolor (Shin et al. 2007), A. tumefaciens (Bhubhanil et al. 2014) die Transkription und
Expression des hoch affinen Importsystems znuABC. In X. campestris (Tang et al. 2005) und
C. glutamicum reguliert Zur neben dem erwéhnten Transportsystem auch die Effluxsysteme
der CDF- und Pg;-ATPasen im aktiven Sinne (Huang et al. 2008; Teramoto et al. 2012).
C. metallidurans codiert drei Vertreter dieser Proteinfamilie, die der Fe- bzw. Zn-

Homeostasis zuzuordnen sind.
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Anhand des nachfolgenden phylogenetischen Stammbaums (Abb. 25) bekannter Zur und Fur
Proteine aus gramnegativen Bakterien wird eine Einordnung von Zur in die Gruppe der
Zinkaufnahme-Regulatoren und Trennung zu FurA und FurB von C. metallidurans
nahegelegt. Die Proteindhnlichkeit zwischen FurA und FurB betragt 55,9 %. Dagegen liegt sie
zu Zur bei 25 % bzw. 23,5 %. Die hochste Ahnlichkeit fur FurA bzw. FurB besteht zwischen
dem ferric uptake regulator aus N. meningitits mit 53,85 % bzw. 43,75 %. Des Weiteren
konnte die grofite Proteinlibereinstimmung zwischen Zur cxzs mit dem Zur n. menengitides Mit
24 % beobachtet werden. Somit zeigt sich generell eine strikte, getrennte Zuordnung der drei
Fur-Orthologen in die eisen- bzw. zinkabhangigen Regulatoren der Proteobakterien. Auch die
Mitglieder der Fur-Familie aus der Ordnung der Firmicutes (B. subtilis und S. aureus) lassen
sich in dieser Einordnung etablieren. Dagegen scheint bei den Vertretern der Aktinomyceten
(S. coelicolor und M. tuberculosis) die klare Zuordnung zu den genannten Gruppen nicht
maoglich zu sein. Jedoch zeigten jeweils Zur s coelicolor UNA ZUF 1. tuberculosis. BZW. FUT s, coelicolor

und Fur wm. weerculosis. €rhéhte verwandtschaftliche Beziehungen zueinander.
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Abb. 25: Ein Phylogenetischer Stammbaum bekannter zinc (rot) bzw. ferric (blau) uptake-
Regulatoren grampositiver und -negativer Bakterien sowie der drei Fur-Orthologen von Cupriavidus
metallidurans ist gezeigt. Alignment der 31 Proteinsequenzen und deren evolutiondren Analyse
erfolgte Uber Mega 6 (Tamura et al. 2013) und clustalW nach der Miximum Parsimony Methode
basierend auf der SPR Algorithmus-Matrix (M. Nei & S. Kumar 2000). Der Analyse standen 97
Positionen zur Verfugung. Dargestellt sind die phylogenetischen Distanzen der einzelnen Protein-
cluster und die bootstrap-Zahlen (Felsenstein 1985) als Mall der Konsistenz der jeweiligen
Zuordnung.

Die Sequenzen der Zur- und Fur- Proteine ausgewahlter gramnegativer Bakterien zeigen zum
einen die generell konservierten Aminosdauren T47, R50, L54, das Motiv TVYR_L93, G100,
G168 und G180, die in jedem Mitglied der Fur-Familien mit kleinen Ausnahmen vorzufinden
sind (Anhang Abb. 44). Des Weiteren ist das erste stark und das zweite CxxC-Motiv weniger

konserviert. Es kann, wie im Fall von Fur ¢ crescentus UNd FUT . campestris, VOIIStandig fehlen oder
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nur teilweise, wie im Fall von Fur psudomonas, VOrliegen. Bei ausgewéhlten
Eisenaufnahmeregulatoren von E. coli, Salmonella enterica und Yersinia pestis liegt ein
CxxxxC-Motiv nahe dem C-Terminus vor, das eine Gemeinsamkeit mit dem FurA cns4 jedoch
nicht mit FurB cpss darstellt. Alle vier Cysteine (CxxC- bzw. CxxxxC-Motive) sind laut
Literatur an der Bindung des strukturellen Zn®* beteiligt und bilden site I. Des Weiteren ist im
Vorfeld des ersten CxxC - Motivs ein histidinreiches Motiv, bestehend aus 5 (Furl .
punctiformess ZUT s, aureus, ZUT Bsubtilis 0ZW.  FUrB . woerculosis)  bzZw. 4 (Zur aus Geobacter
sulfurreducens und S. coelicolor A3 (2) Histidinen bei Zur-Proteinen aus grampositive
Bakterien, stark verbreitet. Ihre Eisen regulierenden Vertreter zeigten generell eine verringerte
Anzahl an Histidinen in dieser Region. Bei den Proteobakterien (Abb. 26, Anhang) fallt diese
Region histidindarmer aus und ein HHXH-Motiv wurde beobachtet, wobei ein Aspartat (D) an
der dritten Stelle unter den Fur-Orthologen konserviert ist. FurA und FUurB ¢ metatlidurans Z€igten
ein solches HHDH-Motiv. Dagegen ist unter den Vertretern der Subfamilie der Zur-Proteine
der gramnegativen Mikroorganismen die histidinreiche Region stark aufgeldst. Zur cpsa
besitzt ein HSH mit zwei weiteren Histidinen im Abstand von einer bzw. zwei Aminosauren
und beweist somit wiederum eine Abtrennung zu FurA, FurB cpss und allen anderen néher
verwandten Fur-Orthologen. Den beiden Histidinen des HHXH, die néher an den Cysteinen
lokalisiert sind, wird eine Beteiligung an der Ausbildung des zweiten Zn®**-Bindemotivs
neben einem Glutamat und einem weiteren Cystein nachgesagt [S. coelicolor: (Shin et al.
2011); M. tuberculosis: (Lucarelli et al. 2007); E. coli: z. B. (Gilston et al. 2014)]. Somit kann
anhand der Primarstruktur eine Zuordnung von FurA cyss und FurB cuzs zu den

Eisenregulatoren und eine Abtrennung von Zur cnss gemacht werden.

Im Sequenzabgleich, der im Anhang (Abb. 44) vorzufinden ist und auf dessen Daten die
Nummerierung der genannten Aminosauren beruht, wurden auch Positionen festgestellt, die
in ferric uptake regulators konserviert sind, jedoch nicht in den dazugehdrigen
zinkabhéngigen Proteinen. Dabei handelt es sich um: Y72, K45, H65, Q95, F107, E108,
E115, Q160, 1163 und Y179, die in FurA und mit Abweichung in FUrB c. metailidurans
vorkommen, jedoch in Zur ¢ metanidurans teilweise gegen Aminosauren mit unterschiedlicher
Eigenschaft ersetzt wurden. Des Weiteren ist die Aminosdure Glutamat (D94) nach dem
TVYR_L-Motiv im Bereich der N-terminalen DNA-Bindedomane mit ihrem HTH-Bereich
bei den Zur-Proteinen der Proteobakterien konserviert vorzufinden. Dies galt nicht flr
eisenabhangige und Vertreter der gramposititven Bakterien. Nichtsdestotrotz ist die

grundsitzliche Sekundérstruktur mit 6 a-Helices und 5 B-sheets sowie dem helix turn helix-
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Motiv in allen Mitgliedern vorhanden. Diese ist in dem Sequenzvergleich der drei Fur-
Orthologen von C. metallidurans und dem Fur und Zur aus E. coli (Abb. 26) veranschaulicht.

Fur E.coli
FurA
FurB
Zur
Zur E.coli
Fur E.coli
FurA
FurB
Zur
Zur E.coli
Fur E.coli
FurA
FurB
Zur
Zur E.coli - - GF

......... 160. . .......170.........180.........190. A: strukturelles Zn** -Motiv
Fur E.coli CAEGDCRED E HA=-=-=--=- H EGK-=====x- - o:katalytisches Zn*" -Motiv
FurA c TKDOCHER P! RR= sesanss rRareedaiema _ O: As fiir DNA-Interaktion
FurB SR IG------- A VEADVDAAR- - W konserviert in Fur-Familie
Zur SH GDAS ~<AH 1o mgesemymsars _ A:konserviert nur in Fur
Zur E.coli CRHPEQCQH DHSVQVKKKP R' o-Helix

AN A m: p-Faltblatt

Abb. 26: Alignment der drei Fur-Orthologen aus C. metallidurans, FurA, FurB und Zur sowie als
Reprasentanten Fur und Zur aus E. coli. Das Alignment erfolgte mittels Praline multiple sequence
alignment (V.A. Simossis & Heringa 2003) mit der Exchange-weight Matrix Blosum62. Des Weiteren
wurde die Sekundarstruktur (PSIPRED, Pirovano & Heringa 2010) vorhergesagt. Die a-Helices sind
rot und die B-Faltblattstrukturen blau hervorgehoben. AuRerdem wurden die vier konservierten
Cysteine, die an der Ausbildung des Bindemotivs fiir das strukturelle Zink beteiligt sind, mit A
markiert. Das katalytische Zn-Motiv (H77, C88, H96, E111; Gilston et al. 2014) aus E. coli wurde mit
(o) sowie die beiden an der DNA-Interaktion beteiligten Aminosduren Y45 und R65 mit (O)
gekennzeichnet. Zusétzlich wurden Aminosauren, die nur in Fur-Proteinen (A) oder generell in
Vertretern der Proteinfamilie (m) konserviert sind, markiert.

Grundsatzlich koordiniert der zinc uptake regulator neben seinem strukturellen Zink durch die
vier konservierten Cysteine (C. metallidurans: C119, C122, C156, C159) der Fur-Familie das
katalytische Zn?* in einer Stickstoff-, Sauerstoff- und Schwefel-Umgebung. So wird die
zweite Bindestelle (siteB) in E.coli durch H77, C88, H96 und E111 gebildet. Diese
Umgebung fir die tetrahedrale Koordination des Zinks ist ebenfalls in den Regulatoren
verschiedener gramnegativer Bakterien wiederzufinden (Abb. 44, Anhang Alignment). FurB,
das Zur aus M. tuberculosis, koordiniert neben dem strukturellen Zink (C86, 89, 126, 129) das
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zweite Zinkion in seiner site | ebenfalls Uber zwei Histidine (H81, H83 in der
Dimerisierungsdomaéne), einem Cystein (C76) und einem Aspartat (D62) statt des Glutamats.
Ein drittes Bindemotiv wurde durch Lucarelli et al. (2007) beschrieben (H80, H82, E101,
H118). Dieses hat eine strukturelle oder katalytische Funktion oder geht als Resulat der
Kristallisierung hervor. Studien am Zur s ceelicolor Wiesen ebenfalls drei Zn(*h-
Koordinationszentren (Site I: D65, C79, H85, H87; Site 1I: C90, C93, C130, C133 sowie Site
I11: H84, H86, E105, H122) auf (Shin et al. 2011).

In Betrachtung der bekannten Koordinationszentren fur Zink weisen die zinkabhangigen
Regulatoren eine hohere Cystein-Anzahl als ihre eisenabhéngigen Verteter auf. Dies ist
ebenfalls der Fall fir Zur cpss (Tabelle 19) Jedoch besitzt C. metallidurans neben der
Cystein-Umgebung die genannten Aminoséure-Motive nicht in dieser konservierten Form.
Homolog zu Glutamat (E111) der siteB von Zur g i dient womdglich das Cystein 127 als S-
Ligand. Zur Ausbildung einer Koordination ahnlich der Zn® site Il aus grampositiven
Bakterien konnten fir die N-Liganden die Histidine der H-reichen Region vor dem ersten
C119xxC122-Motiv (H111, H114, H116) und das H147, welches in allen Fur-Orthologen von
C. metallidurans und der Zur grampositiver Bakterien vorkommt, dienen. In der Region des
C79 waren das H103 oder E102 bzw. E104 mdgliche Liganden. Daher kdnnen uber die
Primarstruktur mogliche essentielle Aminosduren identifiziert werden, die eine zu bekannten
Zn**-Motiven vergleichbare Koordination ermdglicht. Die Uberlagerung von Zur cpss und
dem Zur gcqi-Dimer mit dessen gebundener DNA verdeutlicht in Abb. 27 die Koordination
des strukturellen Zinks (blau) und des sensorischen Kofaktors (rot) sowie die raumliche

Struktur der Dimersierungeinheit (C-Terminus) und der DNA-Binde-Domane.
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strukturelles

sensorisches

Abb. 27: Uberlagerung der vorhergesagten Tertiarstruktur von Zur cuss (grin) und der
Kristallstruktur des Zur g . —Dimers (grau) mit zwei gebundenen Zn** eines Monomers als
Regulator-DNA-Komplex (znuABCp) wurde dargestellt. Auf die Darstellung des zweiten Zur g -
Dimers sowie der beiden Zn?* des zweiten Monomers wurde zur Ubersichtlichkeit verzichtet (Gilston
et al. 2014; PDB-file: 4MTD). Die Strukturvorhersagen von Zur cyss erfolgten anhand der
Primarstruktur iber den Phyre?-Server (Kelley et al. 2015). Die Uberlagerung und Darstellung wurde
mittels PyMOL™ Molecular Graphics System (Version 1.8.2.0, Schrédinger/ LLC) durchgefiihrt. Das
Bindemotiv des strukturellen Zinks (blau: C119, C122, C156, C159) und die mégliche Koordination
des sensorischen Zn?* (rot: E102, H114, H116, H147) sowie die ersten drei Aminosauren des N-
Terminus (gelb) wurden dargestellt.

Neben der theoretischen Zink-Koordination ist das Auffinden des redox-inerten Kofaktors
Zink und die Verfugbarkeit dieses in Protein-DNA-Interaktionsstudien unter aeroben
Bedingungen ein Beweis flr die bisherige Zuordnung von Zur cuss. Untersuchungen der
Metallzusammensetzung der in dieser Arbeit erstellten Proteinisolate (Strep-tag-FurA, Strep-
tag FurB und Strep-tag Zur) durch Martin Herzberg (AG Nies) ergaben ein Verhéltnis von
0,45 Fe 2* je Monomer FurA und 0,82 Zn ** je FurB Molekdl. Fiir Zur wurden 0,94*%% zn 2*
Mol (Isolation ohne EDTA) und 0,71*%%* Zn #* Mol (Isolationswaschpuffer: 1 mM EDTA) je
Mol Zur bestimmt. Die Stérung des strukturellen Zn-Bindemotivs durch den
Aminosaureaustausch C119S resultierte in einem Auffinden von Biometallen nur noch in
Spuren (Verhaltnis Me?*/ Zur C119S: 0,02 Fe; 0,03 Zn). Zur Analyse wurde eine 0,1 bzw.
0,025 mg/ml Proteinlésung (1,5 ml) hergestellt, dessen Proteine zuvor mit analytischer
Salpetersdure (70 %) bei 70 °C fir 2 h mineralisiert wurden. Die Endkonzentration an HNO3

betrug 2 %. Es folgte die Analyse per ICP-MS unter Mitfuhren des inaktiven EMSA-
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Reaktionspuffers, in dem die Proteine geldst waren (Herzberg et al. 2016). So korrelierte die
Koaufreinigung von Eisen in Isolaten von FurA mit seinem UV/VIS-Spektrum (Abb. 12) und
dessen Funktion als Hauptregulator der Eisenaufnahme z. B. (ber das Siderophore
Staphyloferrin B (Schmidt et al. 2014). Eisen steht unter aeroben Bedingungen fir in vitro-
Studien nicht zur Verfigung und muss durch das redoxstabilere Mangan ersetzt werden (Coy
& Neilands 1991).

In diesem Zusammenhang ist die Bindung von Cadmium in geringen Konzentrationen
ebenfalls zu erwéhnen, welches in Protein-DNA-Interaktionsstudien und Trypsinsensitivitats-
Assays forderlich war. Michaud-Soret et al. 1997 zeigte fur Fur g ¢ zum einen die
Prozessierung durch die Abspaltung von M;, welche auch fir die synthetisierten Fur-
Orthologen aus C. metallidurans galt. Des Weiteren wurde eine 2. Variante durch das Fehlen
eines Proteaseinhibitors (PMSF) und fehlender Temperaturkontrolle beim Zellaufschluss
durch Ultraschall forciert. Diese um 823 Da kleinere Variante beruhte auf der tryptischen
Abspaltung von 9 Aminosdauren des N-Terminus. Fir die in dieser Arbeit rekombinant
synthetisierten Proteine wurde nur fir Zurcuss bei gleicher Probenbehandlung eine
Doppelbande auf einem SDS-Gel identifiziert. Diese Varianten wurden auch beim Auftragen
von Proteinen aufgeschlossener, denaturierter Proteine gesehen. Ein Proteaseinhibitor wurde
vor dem Zellaufschluss zu den Zellen hinzugefugt, der selbst auf Eis und unter Einhaltung
von Kiihlzeiten durchgefiihrt wurde. Beide Varianten zeigten kein divergentes Trypsinmuster
bzw. eine Abspaltung am N- bzw. C-Terminus. Des Weiteren entsprach die weiter migrierte
Variante dem theoretischen Molekulargewicht. AuBerdem resultierte die Stérung des
strukturellen Zinkmotivs in Zur C119S in einem Signal der theoretischen GroRe entsprechend
(A= 11 Da: 21,796 kDa Strep-tag Zur-M;; 21,785 kDa Strep-tag Zur-M; C119S). Somit
wurde von einer kofaktorfreien und einer zinkhaltigen Variante ausgegangen, welche durch
einen Korrekturfaktor in die Protein-DNA Interaktionsstudien einfloss. Unter Annahme eines
Verhaltnisses der aktiven zur inaktiven Variante von 0,4 und einem Metall/ Zur- Verhéltnisses
von 0,8 wiare von einer Bindung von 2 Zn ** je Zur-Molekiil auszugehen. Frithere Fur -
Isolationen detektierten das strukturelle Zink mit einem Verhaltnis von 0,5 — 0,8 Zn®* je Fur
E.coli (Michaud-Soret et al. 1997) bzw. 0,9-1,0 fur Fur g suilis (Ma et al. 2012; max. 3 Zn/
Fur). Firr den zinkabhangigen Regulator wurden 2,84 * %' zZn/ Zur g coii bzw. 0,72 * % bei
Einwirkung von 25 mM EDTA (Gilston et al. 2014) detektiert. Zur s. coelicolor Wi€s 2,4 Zn?*
und 1,2 fur Apo-Zur auf (Shin et al. 2011). Der Austausch eines Cysteins des Zinkmotivs
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hatte auch bei Gilston einen negativen Einfluss auf die Zinkbindung. Ahnliche Zink/
Regulator-Verhaltnisse wurden fiir FurB cnss bestimmt, jedoch nicht fir FurA.

Gilston (2014) stellte des Weiteren die Bedeutung der Aminosduren Tyr 45 und Arg65 von
Zur gcoi hervor fur die Interaktion mit dem DNA-Doppelstrang und dem Bindemotiv, der
Zur-Box. Letztere ist in allen untersuchten Regulatoren der Fur-Familie konserviert (Zur cyaa:
R75), Erstere jedoch nur unter den zinkabhangigen Regulatoren. Laut Giltson ist die
Aminosaure Tyr45 unter den ferric uptake Regulatoren durch Glutamat (E) ersetzt. Dies trifft
fur FurA (Ess) und FurB (E4,) zu, die eine hohere Proteindhnlichkeit zueinander aufweisen als
zu Zur und mit den Fur-Proteinen von gramnegativen Bakterien klustern. Dagegen weist
Zur cpza kein Tyrosin (Y) an besagter Region auf, sondern ein Glutamin (THQse). Des
Weiteren besitzen alle eisenabhdngigen Regulatoren ein vorgelagertes Histidin, so auch FurA
(Hs2) und FurB (Hsg) und alle zinkabhangigen eine unpolare AS, wie Alanin (A), Valin (V)
oder Prolin (P, Zur chss). An dieser Position zeigte das untersuchte Zur cyzs Ubereinstimmung
mit den Zinkregulatoren von P. aerogenosa, X. campestris und C. crescentus. Jedoch
befindet sich mit Hss ein Histidin in dieser Region, das bei den y- Proteobakterien fehlt und
bei Zur ¢ crescentus Mehr dem N-Terminus zugewandt ist. D78 ist eine weitere Aminosaure, die
bei den Zur-Proteinen vorkommt, jedoch nicht bei eisenabhangigen Regulatoren. An anderer
Stelle weicht Zur cuss Stark von den Zinkregulatoren ab, so bei dem nicht vorhandenen
Cystein an Position 114 (E. coli, C88) des Fur/Zur-Alignments (Abb. 44).

Zusammenfassend grenzt sich Zur cyss entschieden von den Fur-Proteinen ab. Des Weiteren
wurden die Zinkbindemotive, die von E. coli, M. tuberculosis und S. coelicolor bekannt sind,
nicht in dem erwarteten Male vorgefunden. Daher verbleibt das Zur aus C. metallidurans ein
interessanter Regulator, dessen Rolle in der Zinkhomeostasis in dieser Arbeit beleuchtet
wurde. Die Koordination des 2. sensorischen Zinks muss jedoch durch Zur-Varianten mit den
Aminosaurenaustauschen potentieller Kandidaten verifiziert werden. Hierfir sind in Abb. 27
die Aminosauren E102, H114, H116 und H147 rot markiert.

4.3. Einflussnahme der zur-Deletion auf die Zinkhomeostasis in C. metallidurans

Durch die Charakterisierung von Einzel-fur-Mutanten wurde zunéchst die Zuordnung der

einzelnen fur-Orthologen und deren Bedeutung fir die gesamte Zinkhomeostasis beleuchtet
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(3.1.2.). So war FurA eindeutig der Fe-Aufnahme zuzuordnen und sein verwandtes FurB der
Regulation unter Eisenmangel (C. Schmidt et al. 2014). Weitere Analysen der Expression
bekannter Transportsysteme zeigte die wahre Funktion von rmet0128 und dessen

Determinierung als das Zur von C. metallidurans.

Phénotypisch wurden in dieser Arbeit bis auf eine leichte Resistenzsteigerung gegenuber
Cadmium keine gravierenden Unterschiede beruhend auf der Deletion von zur beobachtet. Im
Vergleich zu Kirsten et al. 2011 (AE104: ca. 0,19 * °® nmol Zn65/ mg TG) wurden etwas

901 hmol Zn®® je mg TG sowie fiir

geringere Aufnahmeraten nach 2 min fir AE104 mit 0,08
AzupT bestimmt. Eine moderate Standardabweichung fur AE104, AzupT sowie der zur-
Mutante lagen in dieser Arbeit vor. Die verbleibenden Aufnahmesysteme (PitA, CorAis,
sowie ZntB) scheinen das Aufnahmeniveau von Zink zu kompensieren. Herzberg et al.
beschrieb 2016 eine Kaskade an sekundaren Zinkaufnahmesystemen, die absteigend von PitA
uber ZupT ihren Anteil an der Metallaufnahme beitragen und sich gegenseitig in einem
bestimmten Rahmen substituieren. Begriindet liegt diese Sichtweise auf der Beobachtung des
Zinkaufnahme-Assays mit Zn® im Stammhintergrund von Afief, Admef, AzntA, AcadA,
welcher keine Zinkakkumulation bei fehlenden Exportsystemen in AE104 zulieR. Durch die
kurze Inkubation (2 min) mit der radioaktiven Zn®-L8sung (Endkonzentration: 1 pM) wurde
eine nicht-toxische Konzentration fir die 4fach-Mutante verwendet, deren I1Csq bei 7,1+0,7
UM Zn** (Scherer & Nies 2009) liegt. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen fiihrte die
Deletion von zur a wmefaciens ZU €iner gesteigerten Anreicherung an Zink in der Zelle (5fache,
(Chaoprasid et al. 2015) und einer geringen Akkumulation an Cd**, Co?*, Ni**, Cu®*
(Bhubhanil et al. 2014). Ahnliche Akkumulationen von Zink wurden in X. campestris (Tang
et al. 2005) festgestellt. Eine phanotypische Steigerung der Zinksensitivitat, wie im Fall von
L. monocytogenes (Dowd et al. 2012a), wurde in C. metallidurans durch sein umfangreiches,

chromosomal codiertes Arsenal an Transportsystemen ausgeglichen.

Auf Transkriptebene sorgte die Deletion des zinc uptake regulators im Wildtyp AE104 fir
eine gesteigerte und unkontrollierte Expression des zinkabhangigen Transporters ZupT
(12fach). Demgegeniber steht die gesteigerte Expression der durch zinkinduzierten Pgo-typ
ATPase ZntA um Faktor 2,5, wobei die Expression der ¢(cadA:lacZ) - Fusion durch die
Deletion von zur unberiihrt blieb. Die erhaltenen Operon-lacZ-Fusionsresultate wurden
ebenfalls durch die unvertffentlichten gene array -Daten von Frau Dr. C. GroRe, G.
Schleuder und Prof. Dr. D. H. Nies zwischen AE104 und Azur bestétigt (Tabelle 20).
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Abbildung 28 zeigt hierbei eine Ubersicht der Gene, die eine gesteigerte [logio(Azur/AE104) >
0,3] bzw. eine verminderte Expression [logio(Azur/AE104) < 0,3] im Vergleich zwischen der
Mutante und AE104 erfahren haben. Dabei wurde ein 3,78facher mRNA - Level von zupT
und ein 1,44 facher fur zntA unter Einfluss der 0,3 uM ZnCl,, die im Standardmedium
vorherrschend sind, bestimmt. Unter erhohter Zinkkonzentration (100 pM) war der
Expressionslevel von zupT gleich, was dies als maximale Aktivitat des Promotors unter
Fehlen des Regulators Zur kennzeichnet. AuRerdem zeigte zntA unter diesen Bedingungen
eine geringere zinkbasierte Induktion in Azur im Vergleich zu AE104 (log.o(Azur/AE104) = -
1,03). Dies beruht auf der schon vorliegenden Induktion, hervorgerufen durch die Deletion
von zur, wodurch die Induktion von zntA durch das zusatzliche Zink nicht in dem Rahmen des
Wildtyps ausfiel. Ein solcher Effekt konnte an den Reportergenfusionsmessungen (Tabelle
10, 3.1.4) nicht gesehen werden, da hier nur ein Gesamteffekt der Expression wahrgenommen

wurde.

Die Induktion von zntA und die Erkenntnis von Scherer und Nies (2009) uber die dhnlichen
Transportraten fur Zink und Cadmium der P\go-ATPasen ZntA, CadA und PbrA [turn over
number (Metall je Sek. und Protein): ZntA/ CadA/ PbrA: 0,057*%/ 0,085*0%3/ 0,062*0%
(Zn); 0,028*0%%2 0,057*%%2% 0,035*%%® (Cd)] erklaren den leichten Einfluss auf die
Cadmiumresistenz in Azur. Auch Legatzki zeigte 2003 die Komplementierung eines
AzntAAzitB-E.coli-Stammes in trans durch zntA und cadA. Beide sorgten fur eine dhnliche
Verringerung der Cadmium- und Zinkakkumulation. Eine Induktion von ZntA, welche durch
den MerR-Regulator ZntR bei dessen Zinkbindung injiziert wurde, erzeugte somit einen
verstarkten Zink- sowie Cadmiumexport. Auch durch die Deletion von ZntR ¢34 (RMet3456)
wurde die Resistenz gegenlber Zink und Cadmium (3.5.) gesenkt sowie eine Akkumulation

an Zink in der Zelle festgestellt.
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Abb. 28: Ubersicht der Gene Array-Daten zwischen Azur und AE104. Die Datenerhebung erfolgte
durch Frau Dr. C. GroRe und G. Schleuder (2014, unverdffentlicht) unter Verwendung von AE104 und
des in dieser Arbeit erstellten Azur-Stammes. Die Hauptkulturen wurden mit einer 30 h VK (friihe
stationdre Phase) inokuliert und bis zu 100 KE (ODsg = 0,5) bei 30 °C angezogen. Es folgte eine 10-
mindtige Inkubation mit und ohne 100 uM ZnCl, mit anschlieender Zellernte. Die Ansétze wurden
als biologisches Triplikat durchgefuhrt. Aufgetragen wurde das logarithmierte Verhaltnis des mRNA-
Levels zwischen Azur und AE104 gegen die Gennummer. Uber den d-Wert [d= (r;-r,)/(s+S,)] und
unter der Annahme einer Binominalverteilung wurde ein t-Test durchgefuhrt (FG = 4). Signifikante (p
< 0,05; *) und nicht signifikante Daten (p > 0,05; o) wurden kenntlich gemacht. Des Weiteren wurde
ein Grenzbereich bei 0,3 < log;o(Azur/AE104) < -0,3 gesetzt, was einer um mindestens Faktor 2
verstérkten bzw. geminderten Expression entspricht.

Die vorangegangenen Daten zeigen einen erhdhten Import von Zink tber ZupT durch die
Deletion von zur, welcher nachfolgend durch ZntA und CadA kompensiert wurde. Die CDF-

Proteine, weitere Mitglieder der Herzberg-Resistenzreihe sowie mogliche noch unbekannte
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Transporter tragen ihren Beitrag zum Erhalt des Zinkgleichgewichts der Zelle bei. Der
fehlende Effekt der Azur-Mutante basiert daher auf der Komplexitat der Zinkhomeostasis. Oft
wurde in der Literatur eine Sensitivitat gegen Kationenmangel beschrieben, welche als
Resultat einer GberschieBenden Aktivitat von Efflux-Systemen oder als Verdrangung weiterer
essentieller Biometallen zu sehen ist. Des Weiteren waren é&hnlich der lacZ-
Fusionsmessungen neben zupT bekannte sekundére Transporter (corA;.s, pitA, zntB) fir den
unspezifischen Import sowie die primaren Transporter MgtA und MgtB durch die Deletion
des Regulators nicht affektiert, jedoch lag eine basale Expression fur die untersuchten
sekundaren Transporter vor und somit eine gewisse Transportkapazitat. MgtA transportiert in
S. typhimurium neben Mg?* auch weitere Kationen, unter anderem auch Zink (Snavely et al.
1989). In C. metallidurans sorgen MgtA und MgtB fiir den Fitnesserhalt in der A7 -Mutante
nach der Deletion von ApitA, zupT, corA;3, zntB und hoxN (GrofRe et al. 2016). Die
Azur/AE104-gene array-Daten wiesen einen 1,5fach erhdhten Expressionslevel flr pitA unter
Zinkstress in der Mutante auf. Dieser war gering, aber anhand des Datensatzes signifikant.
Grundsatzlich konnte die zinkabhdngige Reprimierung der Sekundéartransporter, mit
Reportergenfusionen durch Kirsten et al. (2011) und in dieser Arbeit beobachtet werden.
Unter anderem wirken divalente Kationen inhibierend auf die Aktivitat der -Galaktosidase.
So sorgte die zusétzliche Inkubation des Enzyms aus Lactobacillus crispatus mit 1 mM ZnCl,
fiir einen Abfall der Aktivitat um 23 % (Kim & Rajagopal 2000). In den hier vorliegenden
Experimenten wurde im Medium eine Konzentration von maximal 0,5 mM verwendet,
welches vor der Reaktion mit dem Substrat im Reaktionspuffer entfernt wurde. Daher ist der
Einfluss durch die Inkubation mit Schwermetallen betreffend der Inhibierung der f-
Galaktosidase sowie der Hemmung des Zellwachstums der Zellen als minimal einzuschatzen.
Aullerdem hatten die verschiedenen Bedingungen auf alle verwendeten Stdmme den gleichen

Einfluss.

Die Gen-Array-Daten zeigten die zinkabhangige Reprimierung bis auf corA, unter 100 uM
Zinkeinfluss nicht. Als Grund hierfur kann die niedrigere Konzentration (100 statt 200 pM),
aber auch der Zeitpunkt der Probenentnahme gesehen werden (10 min gegen 3 h). Jedoch
sollte eine Antwort auf mRNA-Level durch Zink in einem kleinen Zeitfenster

vonstattengehen.

Aullerdem wurde dem Aufnahmeregulator Zur cys4 teilweise eine selbstregulierende Funktion

nachgewiesen. Gene fir Zur, die in einem Operon mit Zinktransportsystemen codiert werden,
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unterliegen eher einer Autoregulation als isolierte Gene (Panina et al. 2003). Demgemal
wurde die Transkription von zur in C. diphteria unter Zinkmangel in einer
autoregulatorischen Weise moduliert und unter Zinkmangel auf ein moderates Niveau gesenkt
(Smith et al. 2009). Eine trans-agierende Promotorgenfusion wies eine konstitutive
Expression des im Wildtyp und der Komplementationsmutante durch Zn?* induzierbaren zur-
Promotors in Azur auf. Zwar war zur stromabwarts eines arsR like Genes codiert, jedoch lag
ein gemeinsames Co-Transkript nicht vor. Die Promotorreporterfusion von zurp wies in dieser
Arbeit eine ca. zweifache Expression der B-Galaktosidaseaktivitat in der Mutante im
Vergleich zu AE104 bei moderater Standardabweichung auf. Fir die Deletion von furB

konnte auf Grund der Datenstreuung keine Aussage gemacht werden.

Das in 2D-Analysen der loslichen Fraktion in der zur-Mutante vermehrt auffindbare Porin
Rmet3234 mit einer Grofle von 41,95 kDa wurde auch in Azur unter Zinkstress verstarkt
transkribiert (Gene-Array: GrolRe & Nies 2014, unverdffentlicht). Auf MMx.ca konnte kein
Unterschied zwischen der Reportergenfusions-Expression zwischen AE104 und der fur-
Deletionsmutante unterschieden werden. Da das nachfolgende Gen von rmet3234
entgegengesetzt orientiert ist, ist die gleichméRige Blaufarbung der Kolonien nicht als
Resultat von Polareffekten zu vermuten. Auch weitere Gene fiir Porine waren unter Zinkstress
durch ZnCl, hochreguliert (Anhang: Tabelle 20). Im Tris-MM war die Expression zwischen
Mutante und AE104 nicht beeinflusst. Dies weist auf einen indirekten Einfluss von Zur cpzs
auf die Expression des Porins und somit als Antwort auf die veranderte Zinkhomeostasis
durch die Transporter ZupT und ZntA unter Zinkstress hin. Generell fiihrte der Einfluss von
Zink zu einer geringeren Expression des Porins in den beiden Stammen. Somit hat die
Deletion von zur nur unter Zinkzusatz Einfluss auf das Gen rmet3234, also Bedingungen
unter denen der Regulator als Repressor wirkt. Ahnliche Resultate konnten fiir die auReren
Membranproteine Rmet1628, 3144, 4994 und 5288 beobachtet werden. In Ag*- resistenten
E. coli-Stdmmen wurde der Mangel an Porinen in der duReren Membran einer synergistischen
Wirkung gegeniiber Effluxsystemen fiir eine hohe Schwermetallresistenz zugesprochen (Li et
al. 1997).

Ein denkbares Szenario die verstarkte Porinsynthese durch die zur-Deletion zu rechtfertigen,
ist die Detoxifizierung des Periplasmas durch eine gesteigerte passive Transportkapazitét tber
Porine. Diese ist nach der Entlastung des Zytoplasmas durch den gesteigerten Zn**- Transport

uber ZntA notwendig. Damit steht dieser Fall im Gegensatz zu dem &uf3eren Zinkstress bei




4. Diskussion

Zinkzusatz ins umgebende Medium. Die Expression von Porinen wird laut Literatur durch
Anderung der Osmolaritat im Periplasma oder bei Temperaturstress und resultierenden
missgefalteten Proteinen gesteigert. So findet durch die Regulation der Histidinkinase EnvZ
und dem Responsregulator OmpR eine veranderte Expression bzw. ein Tausch zwischen
OmpF und OmpC bei veranderter Osmolaritat oder Nahrstoffmangel (Liu & Ferenci 1998) in
der duReren Membran von E. coli (Nikaido 2003) statt. Eine erhthte Expression von Porinen
in der auBeren Membran resultierte in einer gesteigerten RpoE-Aktivitat bei Untersuchungen
von Mecsas et al. (1993) in E. coli-Zellen. Der alternative Sigmafaktor RpoE ist Uber das
Protein der inneren Membran RseA gebunden, welches durch Proteolyse (DegS) den
Sigmafaktor ins Zytoplasma freigibt (Ades et al. 2003). Die Bildung des Antisigma - RpoE-
Komplex wird durch das periplasmatische Chaperon RseB stabilisiert und sensiert so
periplasmatischen Stress z. B. in Form von akkumulierenden ungefalteten Porinen. Die
Analysen von Egler et al. (2005) Uber die Effekte des alternativen Sigmafaktors RpoE,
welcher durch die Schwermetalle Zn** und Cu?* in E. coli induziert wird, zeigte eine Senkung
der Schwermetallresistenz in der Deletionsmutante. Die Deletion des Sigmafaktors RpoE in
E. coli resultierte in einem niedrigen MRNA-Level von ompC und ompA sowie in einem

sensitiven Phanotypen gegeniber Cu*, Cd** und Zn %

In die Richtung des Abbaus von ungefaltetem Protein wiirde die toxische Wirkung erhohter
Zinkkonzentrationen in der Zelle und die Lokalitdt von rmet3234 stromabwaérts der tatABC-
Gene des sec-unabhangigen Typ | Transportes gehen. Die Expression wurde nicht durch die
Deletion von zur beeinflusst. Eine direkte Regulation und damit die Zugehdrigkeit zum Zur-
Regulon ist trotz inverted repeat (TGTTGCTTCACAACA und GTAAACCGCGTTTACG)
in rmet3234p eher auszuschliellen, da zwar die zur-Deletion unter Zinkiiberschuss Einfluss
auf das Porin hat. Dies war jedoch nicht der Fall unter Normbedingungen in Tris-gepuffertem

Minimalmedium.

Das Porin Rmet5715 zeigte ebenfalls eine gesteigerte Expression in Azur bei einer zink-
unabhéngigen Expression in AE104. Dagegen weisen die outer membran-Faktoren
Rmet4596, Rmet4834 und Rmet5118 eine entgegengesetzte Regulation (Tabelle 21) auf. Sie
sind durch Zinkzugabe induziert und die Deletion von zur resultierte in einer Reprimierung
der Expression. Darunter ist das TolC-Protein, dass 21 % Proteindhnlichkeit mit TolC g, ¢
teilt. Das Gen rmet4596 auf Chromosom 2 ist als evolutionar verbliebene Kopie der czcCBA-

Determinante stromaufwaérts von zntA lokalisiert (von Rozycki & Nies 2009). Nach Paulsen
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und Saier (1997) sorgen die [-barrel-Strukturen der Porine (outer membran factor)
unabhéngig des  zugrundeliegenden  Zytoplasmamembrantransporters  fur  einen
substratunspezifischen Weitertransport. Dabei kann eine Verbindung Uber membran fusion

proteins zu RND-, ABC- oder MFS-Transportern ausgebildet werden.

Zusammenfassend kontrolliert und stabilisiert Zurcpyss die  Zinkhomeostasis in
C. metallidurans tber den Zinkimporter ZupT. Seine Deletion beeinflusste durch den
verstarkten Import die Effluxsysteme der inneren und &uBeren Membran als Resultat der

Detoxifizierung des Zytoplasmas.

4.4. Die Charakterisierung des Zur-Regulons

Neben der vorangegangenen Regulation der Zinkimportsysteme, wie znuABC in
gramnegativen Bakterien oder dem Sekundartransporter zupT in C. metallidurans wurde auch
eine Aktivierung der Efflux-Systeme zra (P-typ-ATPase) und zrf (CDF) in C. glutamicum
durch Zur beobachtet (Teramoto et al. 2012). In C. metallidurans liegt ein indirekter Einfluss
auf ZntA Uber das identifizierte ZntR vor. Des Weiteren umfasst das Zur-Regulon neben
Transportsystemen der Membran weitere Gene flr zytoplasmatische Proteine. Darunter sind
zum einen Paraloge zinkhaltiger Proteine, aber auch mdgliche Chaperons zu nennen (Haas et
al. 2009). Abb. 29 =zeigt die vier experimentell bestatigten Promotoren mit deren
Operonstruktur, die zum Zur-Regulon von C. metallidurans zdhlen. Des Weiteren ist das
Expressionslevel des Wildtyps und Azur in MM zueinander und unter dem Einfluss von
100 uM ZnCl; dargestellt (Gene Array: GrolRe & Nies 2014, unveroffentlicht).

An erster Stelle steht die gezeigte Kontrolle des Promotors von zupT. Die Bedeutung von
ZupT liegt neben dem Erhalt der 70 000 Zn?* je Zelle des zinc repository’s (AzupT: 20 000
Zn**/ Zelle ;Herzberg et al. 2014) in der kontrollierten Zufthrung von Zink fir
Metalloproteine. Bei fehlendem Zinkimport durch ZupT wird so die zinkhaltige DNA-
Polymeraseuntereinheit RpoC in AzupT ungefaltet akkumuliert. In dem Gene Array ist die
Transkription von rmet3333 (rpoC) nicht beeinflusst. Somit vermittelt ZupT die
Verflgbarkeit von Zink unter metalllimitierenden Bedingungen. Unter Zinkstress wird dieser

Zinkbypass durch Zur unterbunden.
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AE104+Zn 1.29 1.26 131 1.44 1,01 1.20
Azur=7Zn 143 130 122 134 0.92 124
0+ zur 0,96 0,99 0,97 1,53 3.73 v 1,07
rmet <2525 | | 2624 >| 2623 >1 2622 >*| 2621 > <2o’20 |
hypoth. Protein ~ DNA-Polymerase] ~ FAD abh Oxidoreduktase TAT Signal ZupT SseA
AE104+Zn 142 1,13 1,17 1,23 1,14 1,19 0,88 1,04
Azur+7n 1.27 1.16 1,14 1.16 1.21 1310 1.27 1.06
0xzur 1.93 388,06 261.36 416,24 314,04 275,66 266,70 32,69
rmet <1097 % 1098 >| 1099 >| 7100 > (1101 > (1102 > [1103 ><ua4 |
hypoth. Protein CobW; DUF CysS 6-pyrovouyl-  Carbonic Dihydro- TonB abhing.
Tetrahydro-  anhydrase orotase = Rezeptor
opterin
synthetase
AE104 +Zn 0,77 083 1,06 132 1.03
Azur+7Zn 0,91 1.13 1,03 0.89 121
0+ zur 0,99 2,01 7.10 1,09 42,13
rmet - (o7 o % o >V
TonB abhing. Hypoth.  CobW, TraR/ DksA  CobW, Zur o/p hydrolase fold
Rezeptor Protein (Haloacetat Dehalogenase)

Abb. 29: Darstellung der durch Zur ¢34 regulierten Operonstrukturen. Gezeigt ist der Lokus von
zupT, cobW,; sowie zur mit stromabwartsliegendem cobWs. Alle vier Gene besitzen in ihrer
Promotorregion ein Zur- Bindemotiv (Stern), dessen aktive Bindung in in vitro-Experimenten gezeigte
wurde. Die Gene-Array-Daten (Grolle & Nies, 2014, unverdffentlicht) zeigen den Einfluss von
100 uM ZnCl2 auf die Genexpression in AE104 und Azur (£Zn) sowie der Deletion in Tris-MM
(O£zur). Des Weiteren sind die Lokalisation gemessener Genreporterfusionen basierend auf pECD794-
1 (pLO2) sowie die Rho-abh&ngige Terminationssequenz stromabwarts von rmet0126 dargestellt.

An zweiter Stelle sind die cobW;.3 annotierten Gene zu nennen, die als mdégliche Chaperone
des intrazelluldren Metalltransports fungieren und womdglich die Schnittstelle zwischen
ZupT und z. B. dem zinkhaltigen Zielprotein RpoC bilden, das in direkter Einflussnahme zu
ZupT steht. CobW;, und CobWj; sind stromabwarts von zur codiert, wobei cobW, zur
Operonstruktur von zur zahlt und cobWjs eine eigene Zur-Box in der 5°-Region besitzt.
CobW; ist als erstes Gen eines durch Zur supprimierten hexacistronischen Operons codiert.
Der TonB-abhédngige Rezeptor als 7. Gen ist entgegengesetzt codiert und die Gene-Array-
Daten zeigten hier eine abrupte Senkung des mMRNA-Levels zum vorherigen Gen (1/8). Auf
der anderen Seite des cobW;-Promotors wird ein hypothetisches Protein vermutet, welches
nicht durch Zur reguliert wird. Somit stehen die zwei identifizierten Zur-Bindemotive nur

dem cobW;-Operon als strikte Regulationsdoméne des starken Promotors zur Verfligung.
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Anhand der in vitro-Untersuchungen dieser Arbeit wurde eine dhnliche Bindekapazitat von
Zur zu beiden Motiven suggeriert.

Die Funktion von Metallochaperons ist von Cu- und Ni- Chaperons weitreichend untersucht
worden. CopZ sorgt fiir die Weiterleitung von Cu® von der Import-P\g1-ATPase CopA an das
hoher affine CopY, dem Supressor des cop-Operons und der Efflux Pg;-typ ATPase CopB
(Cobine et al. 2002; Magnani & Solioz 2005). Dabei 16st sich das mit Zink beladene CopY
durch Ubertragung von zwei Cu® von dem Promotor, unter anderem in Enterococcus hirea.
Ein dhnliches Prinzip der Aktivierung liegt bei der Reifung der Zn/ Cu- SOD vor (Review:
Culotta et al. 2006). Die Chaperons HypA fiir die Ni**-Insertion (Watanabe et al. 2015) und
HypC als assesorisches Chaperon fiir den Zusammenbau des Fe-(CN)-CO-Komplexes (Soboh
et al. 2013) wurden als essentielle Teile der Ni/Fe-Hydrogenasereifung beschrieben. Diese
Beispiele zeigen die Rolle von Chaperons, die am intrazellularen Transport oder als Insertasen
an der Bildung von Metalloenzymen mitwirkten. Als mdgliches Zink-Chaperon wurden die
Mitglieder des Zur-Regulon YciC gcoi (Gaballa & Helmann 1998) und Zrg c. diphteriae (SMith
et al. 2009) gesehen. YciC wurde in diesem Zusammenhang dem Zinktransportpfad geringer
Affinitdt von YcIAB zugeordnet. Die als cobW annotierten Gene suggerieren eine
Anteilnahme an der Cobalaminbiosynthese. Die Daten dieser Arbeit zeigten in vitro die
Bindung von Zur an den cobW;-Promotor, dem Promotor von zur sowie stromabwaérts den
von cobWs (3.3.3, S. 69). Des Weiteren bewiesen Messungen mit Reportergenfusionen den
Einfluss von Zur auf die jeweilige Promotorsequenz des cobW;-Operons (3.3.2, S.71) und
dem Umfeld des zur-Promotors. Dies korrelliert mit den Gene array-Daten, jedoch hatte die
Inkubation mit Zink keinen signifikanten Einfluss auf die Expression der drei cobW-Gene. In
B.subtilis beeinflusst Zur den low-affinity Transportweg von YciABC und den Transport
hoher Affinitdt des ABC-Transporters YciHIA. Die Expression von YciC war unter
Zinkeinfluss reprimiert (Gaballa & Helmann 1998; Gaballa et al. 2002). Die Affinitat von Zur
zum Promotor von yciC betrug 6 nM Zur-Monomer unter ahnlichen Bedingungen (Gabriel et
al. 2008) und bei ebenfalls zwei Zur-Motiven in der Promotorregion. Im Vergleich dazu
wurden 61 nM Zur-Dimer als die Konzentration fiir eine halomaximale Retardierung der
Promotorregion von cobW; bestimmt. Dabei ist anzumerken, dass mit 50 pM DNA im
Vergleich zu den 13,3 nM dieser Arbeit nur ein Bruchteil zu retardierende Promotor-DNA
vorgelegt wurde. Im Fall von yciC wurde eine AT-reiche 9-1-9 Zur-Konsensus-Bindemotiv,
dessen flankierende Bereiche ebenfalls die Affinitat beeinflussen, identifiziert. YciC selbst hat

eine Proteindhnlichkeit zu CobW; von ca. 55 % und galt schon damals als mdgliches
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Chaperon, das den Transport geringer Affinitét unterstiitzte. Ahnliches galt fir Zrg (DIP1486,
Proteindhnlichkeit zu cobW;: 42,5 %), dessen Promotoraktivitdt durch die Deletion des
einzigen Vertreters der fur-Familie in C. diphteria, Zur, konstitutiv wurde (Smith et al. 2009).
Durch die Zugehorikeit zum Zur-Regulon werden CobW;.; der COGO0523-Proteine
zugeordnet, die als mdgliches Zinkchaperon fungieren. Grundséatzlich weisen die Vertreter
dieser Proteinfamilie eine N-Terminale GTPase-Domane mit dem Walker A und B-Motiv
sowie eine CxC Metallbindemotiv auf. Der C-Terminus erscheint im phylogenetischen
Rahmen variabel, der einen histidinreichen Bereich endstdndig oder zentral besitzen kann,
oder auch nicht. Erste Untersuchungen durch M. Schittau (Diplomarbeit, 2013) wiesen eine
Expression unter Metallmangel auf, was mit der Regulation (ber Zur korreliert.
Weiterfiihrende Untersuchungen deuteteten eine Grundlevelexprimierung von cobW, 3 sowie
zur, welche durch EDTA und Zink modifizierbar war. Des Weiteren fiihrte die Deletion von
cobW, und cobWs3 zu einer Resistenzminderung gegentiber Cobald (Masterarbeit: L. Bauer
2013). Auf Proteinebene wurde die Bindung von zwei Zn** bzw. 1 Ni** je CobW;- und 6 Zn**
je CobW3-Monomer sowie eine geringe Affinitat zu Ni, Co und Cd bestimmt. Die erhéhte
Chaperonexpression, welche neben Zn auch Ni mit geringerer Affinitat binden, kdnnte zu
einer Diskriminierung von Nickel in der Zelle fihren. Eine Verdrdngung durch erhohte
Zinktransportraten spielt dabei auch eine Rolle. Eine Folge hiervon kann die beobachtete
verstarkte Expression der Gene fiir die Ni**-abhangigen Hydrogenasen auf Grund der
Verflgbarkeit des Kofaktors sein (Abb. 28 Gene Array). Die losliche und
membrangebundene Hydrogenase sind in CH34 aktiv und in seinem plasmidfreien Derivat
inaktiv (Herzberg et al. 2015). Eine Minderung des Zinkeinstroms bzw. des Zinkgehalts durch
die Deletion von zupT resultierte in einer Wiederherstellung der Hydrogenaseaktivitét in
AE104.

Die 5 anderen Gene des cobW;-Operons codieren fir Paraloge der zinkhaltigen Enzyme:
Cysteinyl-t-RNA-Synthetase (Rmet1100), Carbonic-Anhydrase (Rmet1102), Dihydroorotase
(Rmet1103) und zwei Enzyme des Pterin-Biosyntheseweges. Dazu zédhlen die 6-Pyruvoyl-
Tetrahydropterin-Synthetase (Rmet1101) und das Genprodukt von Rmet1099, welches
Ahnlichkeit mit GTP-Cyclohydrolase/ FolE2 (40% Proteinahnlichkeit zu PRK13674) hat. Ein
sechstes Enzym wird am bidirektionalen Promotor von zur codiert, welches Ahnlichkeit mit
Haloacetat-Dehydrogenasen (Esther Database: (Hotelier et al. 2004) hat und womdglich eine
Alternative zu einem zinkhaltigen Enzym darstellt. Der DksA-Regulator stromabwarts von

zur-cobW, scheint durch die Deletion von zur geringfugig beeiflusst zu werden. Mit dem
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ARNold-Server (Naville et al. 2011) konnte ein Rho-abhdngiger Terminator (GCGGCCCG
cteatc CGGGCCGC) stromabwarts von dksA (rmet0126) jedoch nicht zwischen cobW, und
dksA festgestellt werden. Rmet0126 ist eines von vier Regulatoren dieser Familie in C.
metallidurans, das vermutlich &hnlich den Entdeckungen durch (Blaby-Haas et al. 2011) eine
zinkfreie Alternative des globalen Regulators mit seinem C4-Zinkfingermotiv darstellt. Dieser
interagiert direkt mit der RNA-abhangigen Polymerase unter Bindung von ppGpp und
verstarkt so die Transkriptionsinitiation von Genen der Aminoséuresynthese bzw. des -
transports und senkt die rRNA-Gen-Transkription Uber Destabilisierung von RNAP-
Promotorkomplexen. Im Gegensatz zu Rmet4453 (CreC-X17-C1aC), Rmet4470 und
Rmet4602 (CcaC-X17-CqeC) besitzt das im zur-Operon codierte DksA diese Cystein-
Liganden nicht (CegT-X17-S_ gA).

Einen weiteren groBen Anteil am Zinkpool in den Zellen stellen Ribosomen mit ihren
zinkhaltigen Proteinen dar. Dieser ist durch die schiere Anzahl an Ribosomen je Zelle
gegeben. Bei C. metallidurans wurden 7182 *** Ribosomen je Zelle unter Betrachtung der 25
grofiten ribosomalen Proteine (Martin Herzberg et al. 2014) bestimmt. Ein Wechseln von den
zinkhaltigen Proteinen zu dessen Paralogen unter Zinkmangel, denen das CxxC-
Metallbindemotiv fehlt, sorgt so fir ein Haushalten mit dem verfugbaren Zink und der
Kanalisierung des Zn?* zu weiteren essentiellen Proteinen (Gabriel & Helmann 2009). Die
Paraloge selbst stehen oft unter Zur-Kontrolle (Panina et al. 2003). In S. coelicolor bindet Zur
in vitro neben der Promotorregion von znuA und dem Gen fir das Zincophor Coelibactin
(Sco07682), die von rpmG2 und rpmF2, den zinkfreien ribosomalen Paralogen zu L33 und
L32 der S50-Einheit (Owen et al. 2007; Shin et al. 2011). Die Kd-Werte von EMSA-
Experimenten waren fur znup 74,85 nM, rmpF2p 68,29 nM ahnlich der von Zur cpss
gegeniiber zupTp unter vergleichbaren Bedingungen (0,15 nM DNA und 0,34 — 1392 nM
Protein). Dagegen war die Affinitat zu rpmG2p mit Kp = 17,68 nM bzw. sco7682p mit
17,63 nM in EMSA-Experimenten hoher. In den Gene Array-Daten wurde keine verstéarkte
Expression von ribosomalen Proteinen beruhend auf der Deletion von zur cys4 beobachtet. In
C. metallidurans zé&hlen ribosomale Proteine zu den Proteinen, die keine Paraloge als Resultat
von evolutiondren Duplikationen aufweisen, was bei 50 % der Proteine aus CH34 zutrifft
(Janssen et al. 2010).

Die 4 Mitglieder des Zur-Regulons bzw. die 5 Bindemotive bilden eine strikte

Konsensussequenz, die der von (Haas et al. 2009) fiir Proteobacteria und im Besonderen der
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B-Proteobacteria gleicht (Abb. 30). Zur-Bindemotive von S. coelicolor (Shin et al. 2007),
C. glutamicum (Schroder et al. 2010) oder E. coli (Gilston et al. 2014) weisen eine nicht so
starke Konservierung auf. Bindemotive in der Promotorregion von codierten
Alkoholdehydrogenasen in CH34 hatten eine gewisse Ahnlichkeit zur beobachteten
Konsensussequenz. In N. menengitides wies adhP eine Zur-Binderegion &hnliche Sequenz
auf, die durch den Regulator gebunden wurde. Das Gen selbst unterlag einer Reprimierung
unter Zinkmangel, wahrenddessen die 15 anderen Mitglieder des Regulons unter diesen
Bedingungen verstéarkt exprimiert wurden (Pawlik et al. 2012). Dagegen wurde fiir adhA in
C. glutamicum keine differentielle Expression beruhend auf Azur, trotz moglichem
Bindemotiv, detektiert (Schroder et al. 2010). Durch in vitro- und in vivo-Studien konnte
keine Zugehorigkeit zum Zur cyz4-Regulon unter den gewdahlten Bedingungen von rmet0545,
rmet1569, rmet3880 und rmet4281 festgestellt werden.
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Abb. 30: Konsensussequenz des Bindemotivs von Zur in C. metallidurans und fiir p-
Proteobakterien nach Haas et al. 2009.

Eine weitere Beobachtung der Deletion von zur war die Reprimierung von Motilitatsgenen
der Flagellabildung (rmet3680-3702, rmet3731-3744 und rmet5252-5262). Unter Fe-
Limitierung werden diese verstarkt transkribiert (Olsson-Francis et al. 2010), wie auch in N.
menengitides (Grifantini et al. 2003). Eine logische Konsequenz ware dies aus energetischen
Grunden, um den kostenintensiven Metalltransport und die genannten Investitionen zu
gewahrleisten. So resultierte auch in L. monocytogenes eine reduzierte Motilitat der
Deletionsmutanten AzurR (Dowd et al. 2012b).
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4. 5. Die Regulation des Zinkefflux Gber ZntR cn3s (Rmet3456)

Die Efflux-ATPase ZntA wird in E. coli (Brocklehurst et al. 1999) und weiteren Organsimen
(Singh et al. 1999) durch den MerR-Regulator ZntR reguliert. ZntR kontrolliert tber seine
Bindung bzw. Konformationsédnderung an der jeweiligen Promotorsequenz die Expression des

bekannten Transportsystems.

Das Gen rmet3456 (pbrR3) codiert flr einen der drei PbrR-Orthologen in C. metallidurans.
Dieses bildet mit PbrR (Rmet5946) und PbrR, (Rmet2302) eine Subgruppe der blei-
induzierten MerR-Regulatoren in CH34 (Mergeay et al. 2003). Die Expression der drei pbrR-
Orthologen [pbrR, pbrR,=cadR, pbrR; = zntR] wurde durch 0,8 mM Zink (0,5h) in
MicroArray-Analysen nicht induziert. Jedoch konnte pbrRs; und pbrR durch Pb** (0,4 mM)
und Cd®* (0,5 mM) verstarkt transkribiert werden (Taghavi et al. 2009). Dagegen wird cadR/
rmet2302/ pbrR, konstitutiv exprimiert (Dissertation: Legatzki 2003). PbrR ist im divergenten
pbrABCD «——RTUa-Operon auf pMOL30 (Janssen et al. 2010) codiert und reguliert dieses.
Rmet2302 wird als Regulator der Cd**-induzierten Pyg-typ ATPase CadA gehandelt. Eine
Deletion der gesamten Sequenz sorgte fiir eine Cd*-Resistenzsteigerung durch die konstitutive
Expression von cadA (Bachelorarbeit: D. Kleemann 2013, Anhang: Tabelle 22). Ursache
hierfir war das Erzeugen einer Operonstruktur durch das Entfernen der Rho-abhéngigen
Terminationssequenz (GTGCA cacce TGCGC; ARNold-Server: Naville et al., 2011) 39 bp
nach dem Startcodon von PbrR,. Zuvor zeigte Legatzki in ihrer Dissertationsarbeit (2003)
keinen Einfluss einer Disruption auf die Schwermetallresistenz, das durch eine mogliche
Funktionslberschneidung weiterer MerR-Regulatoren herriihrte oder das Resultat einer
unvollstandigen Disruption war. Jedoch codieren die Gene fiir die Cd**-induzierte Pigo-typ
ATPase CadA und dem aktivierenden MerR- Regulator CadR in P. putida (Lee et al. 2001)
eine ebenfalls divergente Genstruktur. Eine Disruption fuhrte hier zu einer verminderten
Resistenz gegeniber CdCl, (1,3 mM; WT: 1,7 mM), jedoch zu einem wesentlich geringeren
Effekt als die Deletion von CadA (0,05 mM). Dies kann mit der grundsétzlichen
Diskrimierung der Metallionen am Regulator durch dessen Koordinationsstruktur (Panella et
al, 2015) und dem Fakt der ahnlichen Transportraten der ATPasen PbrR, CadA und ZntA fur
Zn und Cd (Scherer & Nies., 2009) erklart werden.

Das Sensieren und Binden von 4 Zink im ZntR g . —Dimer erfolgt Gber das Kofaktor-
Bindemotiv am C-Terminus in der 5. Helix. Dabei bindet C114 und C124 das eine und C115

( ]
LlOSJ



4. Diskussion

und H119 das andere Zink in einer linearen Zweiliganden-Koordinationsgeometrie (Changela
et al. 2003). Das zweite Protomer des Dimers steuert Gber den Liganden C79 und einem
Phosphat oder Sulfat-Anion die Verknilpfung zwischen den beiden Zinkatomen und deren
tetrahedrale Koordination bei (Changela et al. 2003) und sorgt hierduch fiir eine
Diskriminierung von mono- und divalenten Metallionen. Im Gegensatz dazu koordinieren
Cu*-Sensoren (CueR/ CupR) ihren Kofaktor tiber zwei Cysteine (Analog: C114, C124) und
das Cystein der Divalenten-Regulatoren zu Beginn der o5-Helix bzw. der
Dimerisierungsdomaine ist meist durch ein Serin ersetzt (lbafiez et al. 2015). Abb. 45
(Anhang) zeigt das Alignment aller 16 MerR-Regulatoren C. metallidurans gegenuber
bekannter ZntR-Proteine und Cu’-Sensoren. Bis auf wenige Ausnahmen (Rmet0102,
Rmet1167 und CueR) sind C114 und C124 in MerR-Orthologen konserviert. Das fir die
Koordination von Zn 2* essentielle C79 findet sich in CUeR & coli/ cHaa (S/R) und CupR cn34 (S)
sowie in SoxR cnas (V) nicht vor. SoxR als Sauerstoffsensor koordiniert sein 2Fe-2S-Kluster
uber 4 konservierte Cysteine (SOXR gcoii/f RMet4538 cnsq: C119/126, C122/129, C124/131,
C130/137) des Metallbindeloops (Bradley et al. 1997). Rmet3456 zeigt im Gegensatz zu PbrR
und PbrR; die Konservierung von H119 (E. coli) genauso wie ZntR von A. tumefaciens und
C. turicensus. Die Regulatoren aus P. putida (CadR, Lee et al., 2001) und B. pertussis (ZccR,
(Kidd & Brown 2003) weisen in diesem Bereich ein Glutamin (Q) bzw. Aspartat (D) auf. Fur
die Sensierung von Zn, Co und Cd durch ZccR sind nicht nur die konservierten 3 Cysteine
(C77, C112, C122) der bekannten ZntR (Analog E. coli: C79, C114 und C124) essentiell,
sondern ein zu C79 9 As weiter auftretendes Histidin (H90) und das H140xH142-Motiv direkt
am C-Terminus. Eine Ersetzung von C115 durch ein Histidin in ZntR A. tumefaciens oder ein
Glutamat (E) im Fall von Rmet3456 bzw. Aspartat (D) im Fall von CadR C. metallidurans
kann ebenfalls fiir eine tetrahedrale S3N(O)-Koordination der Zink-Atome fiihren. Somit wird
in Rmet3456 eine Koordination des Zinks tber C117, C128 und E118, H123 sowie C82
postuliert, um als beladener Regulator die Transkription zu aktivieren. Dies ist durch die

Uberlagerung von ZntR cpas Und ZntR g coii in Abb. 32 veranschaulicht.
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Abb. 31: Uberlagerung des potentiellen ZntR aus C. metallidurans, Rmet3456 (griin) und der
Kristallstruktur des ZntR g .i-Dimers mit jeweils zwei gebundenen Zn (Changela et al. 2003; PDB-
file: 1Q08) wurden dargestellt. Das vermutete Zinkbindemotiv H123, C117 bzw. E118 und C128
(vorderer Bereich) sowie C82 (hinten) fir die Koordination des zweiten Zinkpaares sind blau
gekennzeichnet. ZntR g i koordiniert jeweils ber C114/ C124 sowie C115/ H119 in einer linearen
Zwei - Liganden-Struktur pro Monomer zwei Zinkatome (Pennella & Giedroc 2005). Eine tetrehedrale
Koordination fiir jedes Zinkatom wird (iber das C79 des zweiten ZntR-Monomers und einem Phosphat
(orange) sichergestellt. Das Mg?" der Kristallisierung wurde in dieser Abb. nicht gezeigt. Die
Uberlagerung und Darstellung wurde mittels PyMOL™ Molecular Graphics System (Version 1.8.2.0,
Schrodinger/ LLC) unter Verwendung des Phyre®-Server (Kelley et al. 2015) fiir Tertidrstruktur von
ZUr cps4 durchgefihrt.

Die durch ZntR gebundene Promotorregion, wie auch weitere Vertreter der MerR-Familie,
weist einen atypischen Abstand zwischen der -35 und -10 Box von 19 - 20 bp auf. Die
Bindung des Regulators als Dimer uber die N-terminale DNA-Bindedomdne und die
Bindung zweier Zn-Atome je Monomer fiihren zu einer Konformationséanderung. Diese sorgt
fur eine Verkirzung des Abstandes zwischen der -35 und -10 Box. Dieser bevorzugte
Abstand von ca. 171 bp (Harley & Reynolds 1987), so in der Promotorregion von zur und
cobW; vorzufinden (Tabelle 16), sorgt fur eine bessere Erkennung durch die RNA-abhéngige
Polymerase (Brocklehurst et al. 1999; Outten et al. 1999) und zur Initiation der Transkription.

Dieser Fakt wurde fir mono- und divalente Kationen sensierende MerR-Orthologe, aber auch
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4. Diskussion

fir SoxR in der Literatur beschrieben (Brown et al. 2003; Mergeay et al. 2003; Julian et al.
2009; Hobman et al. 2012).

Tabelle 16: Darstellung der Promotorregionen von MerR-regulierten Genen. Gezeigt sind die -
35 und -10 Box, ihr Abstand in bp und die palindromischen Bereiche als Bindemotivkennzeichnung
(unterstrichen) von zntA g ;i (Brocklehurst et al. 1999), cadA p, puiga (L€€ €t al. 2001), ZCCA g, pertussis
(Kidd & Brown 2003) und pbrA, cadA sowie zntA aus C. metallidurans. Als Beispiele fiir den
bevorzugten Abstand von 17 bp wurde der Promotor von cobW, und zur hinzugezogen.

Promotor/ Regulator -35 Box -10 Box | bp
cobWp! Zur ¢ metallidurans TTGCAT TAACCGATCGCCCGCAC TTGGCA |17
zurpl ZOr ¢ metallidurans TTGCAT CGGGTAGGGGCCTATGG TTAAAT |17
pbrAp/ PbrR ¢ metattidurans TTGACT CTATAGTAACTAGAGGGTG TTAAAT |19
cadAp/ Rmet2302 TTGACT CTATATCTACTAGAGGTTT TCTAAT |19
zntAp/ Rmet3456 TTGACC CTGTAGCGACTAAAGGGTC TTCAAT |19
zccAp/ ZecR . pertussis TTGACC CTATAGTAACTCCAGGGTG TGAAAT |19
cadAp/ CadR p pusida TTGACT CTATAGTGGCTACAGGGTGT TCACTT | 19
zntAp/ ZntR g .o; TTGACT CTGGAGTCGACTCCAGAGTG TATCCT | 20

Betreffend der Regulation der Zinkhomeostasis und dem Fokus auf den
Zinktransportsystemen wurde Rmet3456 (PbrRsz nun ZntR) untersucht. Das Produkt
Rmet3456 auf dem Chromosom | (ehemals contig 710) wurde als moglicher Regulator der
zinkinduzierten Pgo-typ ATPase ZntA postuliert (Hobman et al. 2012; Taghavi et al. 2009).
Beweisfuhrend in dieser Arbeit hierfir waren Protein-DNA-Interaktionsstudien, die unter
gleichen Bedingungen eine Bindung des N-terminal markierten Proteins an den Promotor von
zntA, jedoch nicht von cadA (je 13,3 nM) zeigten. Ahnliche Resultate erzielte (Pruteanu et al.
2007) durch das Retardieren von 50 nM zntAp durch ZntR gcqi (0,65-26 uM). Dabei wurde
auf die positiven Einflisse von Zink- und DNA-Bindung auf die Stabilitdt des Proteins
gegentiber Degradation als weitere Regulationsebene fokussiert. Dagegen wurde eine
Interaktion zwischen zntp mit ZntR s aureys IN Vitro im pM Bereich (Kd = 8 pM Zn2+), jedoch
bei sehr geringer DNA-Konzentration (0,1 pM) festgestellt. Fir die Interaktion zwischen Zur
und zupTp war dagegen eine Magnitude niedriger die Konzentration anzulegen, um eine
maximale Retardierung der DNA unter gleichen Bedingungen zu erzeugen. Einerseits wurde
flr ZntRe o eine geringere Affinitat im Vergleich zu Zur g coie durch Outten 1999 bestimmit.
Jedoch wurde in den Experimenten dieser Arbeit eine ausreichende Verflgbarkeit von freiem

Zink verwendet. In der Literatur wird dies auf ein marginales Minimum durch die Kd-Werte
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der Regulatoren in E. coli determiniert. Komplementierbare Daten von Reportergenfusionen
bewiesen in dieser Arbeit die Rmet3456-abhéngige Expression von ZntA sowie die mdgliche
Substitution von ZntA durch CadA bei dessen fehlender Expression. Jedoch sorgte das in
trans synthetisierte Rmet3456 fur keine 100 %ige Ruckflihrung der Expressionsraten von
zntA und cadA. Dies kann mit der Kopienzahl des Vektors (0 BBR1MCS3) begrlindet werden.
Phénotypisch sorgte die Deletion des Regulators und deren Einfluss auf die Transkription der
beiden chromosomal codierten Efflux-ATPasen flr eine 2fache Akkumulation von Zink und
eine verminderte Resistenz gegenuber Zink (ICso; WT: 622 £+ 103, Armet3456: 118 + 26 uM
ZnCl, ) gegeniiber des Ausgangsstammes. Die Sensitivitat gegeniiber Cd** und Co** war nicht
beeinflusst. Ahnliche Effekte wurden durch die Deletion von zntA in AE104 durch Scherer &
Nies 2009 beobachtet. Auch die Deletion des ZntR in E. coli fiihrte zu einer Steigerung der
Zinksensitivitat des Bakteriums (Brocklehurst et al. 1999). Eine 4fache Akkumulation von
Cadmium und 2fache von Zn #* war das Resultat von AzntR in A. tumefaciens (Chaoprasid et
al. 2015) Die verstarkte Synthese von CadA kompensiert dabei nicht den Verlust der
transkriptionellen Aktivierung von zntA.

Zusammenfassend codiert C. metallidurans mit rmet3456 fir den Regulator der
zinkinduzierten P g2-typ ATPase ZntA und gewéhrleistet so die Stabilitat der Zinkhomeostasis
uber den Efflux.

4.6. Das bestatigte Modell der Regulation der Zinkhomeostasis in C. metallidurans

Anhand der Daten dieser Arbeit und dem derzeitigen Stand der Wissenschaft erstellt sich
folgendes Modell der Zinkhomeostasis in C. metalliduran (Abb. 32). Fir den unspezifischen
Import des essentiellen Zinks besitzt das an schwermetallkontaminierten Standorten
angepasste Bakterium die Transportwege (ber eine Reihe sekundérer Aufnahmesysteme,
welche sich gegenseitig beeinflussen und kompensieren kdnnen. Diese Reihe beginnt mit dem
Phosphattransporter PitA, gefolgt von ZupT und den drei MIT-Proteinen CorA;.3. Des
Weiteren wird dem vierten codierten Protein der MIT-Familie, ZntB, eine mdgliche
Beteiligung am Import postuliert. Grund hierfir war die Steigerung der Zinkresistenz durch

die Deletion von zntB im Stammbhintergrund einer AzupTApitAAcorA;23-Mutante.
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Zinkabhangige Transportwege in Cupriavidus metallidurans

: o
TonB - abh. «  Efflux O o E
eptor : R

PitA CorA,;  ZupT ZntB FieF, » ZntA, CzcCBA
DmeF, CzcD . CadA, PbrA

Abb. 32: Einflusses von Zur und ZntR auf die Zinkhomeostasis von C. metallidurans.

Expressionsanalysen der sekundéren Transportsysteme zeigten flr alle untersuchten Gene die
Reprimierung durch Zink. Die verringerte Expression von zntB korreliert mit Herzbergs
Feststellung (Herzberg et al. 2016). Allein zupT untersteht der Kontrolle des identifizierten
Zinkaufnahmeregulators Zur. Weder die erhobenen Daten dieser Arbeit noch die Gene Array-
Daten (GroRe 2014, unveroffentlicht) wiesen auf einen Einfluss von Zur auf die anderen
Transporter des Imports hin. Gleichzeitig beeinflusst die Deletion des Repressors zur indirekt
die zinkabhangige P go-typ ATPase. ZntA selbst wird tiber den Aktivator ZntR, welcher durch
rmet3456 codiert ist, kontrolliert. AulRerdem stehen die Transportkapazitdten von CadA,
welche vermutlich durch CadR reguliert werden, in dem plasmidfreien Derivat von CH34 zur
Verfiigung. Ein indirekter Einfluss auf die duBere Membran als Resultat eines
Ungleichgewichts zwischen Import oder Efflux wurde durch die erhthte Expression von
Porinen in Azur unter Zinkstress gezeigt. Die durch Zur regulierte Beteiligung von CobW; 23
am intrazellularen Zn-Transport als Chaperon stellt ein realistisches Szenario ahnlich YciC
aus B. subtilis dar. Bindungsféhigkeit zu Schwermetallen wurde fir CobW; 3 bewiesen
(L. Bauer 2013). Anhand der Regulation durch Zur kann ein Transport geringer Zinkaffinitét
ausgehend vom regulierten Transporter ZupT vermutet werden. Des Weiteren ist eine

Umlagerung von essentiellem Zink durch Expression bzw. Reprimierung von alternativen zu
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4. Diskussion

zinkhaltigen Enzymen unter der Kontrolle von Zur weit verbreitet. Das Zur-Regulon
C. metallidurans umfasst diesbeztiglich tiber die drei kontrollierten Promotoren sechs Gene.

Auf der Exportseite haben die Mitgieder der CDF-Familie (DmeF und FieF) neben den
ATPasen durch ein breites aber divergentes Substratspektrum einen Anteil an der
Detoxifizierung des Zytoplasmas. Dabei zeigte FieF neben anderen Kationen eine Spezifitat
fur den Fe?*-Efflux und DmeF sorgte unter anderem fiir das Co**- sowie das Ni**- und Cd*'-
Resistenzniveau des Cupriavidus —Wildtyps AE104 (Munkelt et al. 2004). Vertreter der
ArsR/ SmtB-Familie wirken als Repressoren, die bei fehlender Metallbindung den Operator
binden (Busenlehner et al. 2003). So kontrollieren Vertreter dieser Familie nicht nur den
Transport des namensgebenden Arsenats ArsR (Liu et al. 2005), sondern auch Transportwege
fur Zn?* und weiteren Metalle. In B. subtilis reguliert CzrA die P-Typ ATPase CadA und das
CDF-Protein CzcD (Moore & Helmann 2005).
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die zinkabh&ngige Regulation von Im- und Exportsystemen, die an der

Stabilisierung der Zinkhomeostasis in C. metallidurans beteiligt sind, untersucht.

1.

Zur, ein Vertreter der Fur-Familie, kontrolliert die Expression von zupT, dem wichtigsten
Zink-Aufnahmesystem in C. metallidurans. Beweisfuhrend waren hierfir: (i) Die
konstitutive Expression von zupT in Azur im Vergleich zu AE104 (nur unter
metalllimitierenden Bedingungen) und der Komplementierung dieses Effektes durch zur in
trans. Des Weiteren wurde (ii) die Promotorregion von zupT durch rekombinant
synthetisiertes Strep-tag Zur in in vitro-Experimenten mit einer Affinitat von ca. 52 *'° nM
bei erhéhter Zinkkonzentration (100 uM ZnCl;) gebunden.

Eine 2. Regulationsebene zeigte sich in Verbindung mit furB, da in der Doppelmutante
AzurafurB die Expression von zupT im Vergleich zu Azur beeinflusst war. Auch sind die

Gene um furB in Azur (Gene-Array: GroRe & Nies, unveroffentlicht) verstarkt exprimiert.

Zum Zur-Regulon zédhlen neben zupT 6 Gene flr Paraloge zinkhaltiger Enzyme sowie
CObWy 23, die fir mdogliche Zinkchaperone codieren. Dies wurde durch (i)
Expressionsanalysen sowie anhand der Interaktion (ii) von Strep-tag Zur mit dem
bestatigten Zur-Bindemotiv in den Promotoren zurp, cobW;p und cobWsp bestimmt. Eine

Beteiligung der Chaperone am Zinktransportweg tber ZupT wurde postuliert.

Erste  Anhaltspunkte  fur eine  Autoregulation von zur wurden durch

Promotorreporterfusionen gewonnen.

Das Gen rmet3456 codiert fir ZntR, dem Regulator der zinkinduzierten Efflux - ATPase
ZntA. Die Deletion erzeugte eine (i) 2fach gesteigerte Akkumulation an intrazelluldarem
Zink, (ii) keine Expression von zntA und eine gesteigerte von cadA. Durch rmet3456
(trans) wurde die Zinkinduzierbarkeit von zntA wiederhergestellt. In vitro-Experimente

(iii) zeigten die Bindung des Promotors von zntA jedoch nicht von cadA.
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Aufbauend auf diese Arbeit sollten eine weitere Untersuchunge des zinc uptake regulators
von C. metallidurans erfolgen. Zum einen ist die massenspektrometrische Untersuchung der
beiden Zur-Varianten hinsichtlich ihrer Kofaktorbindung ratsam. Des Weiteren kdnnte eine
rekombinante Expression in einem weiteren System zur Vermeidung der beiden Varianten
fiihren. So kann die postulierte Ursache fur die beobachteten Formen, das strukturelle Zink,

bestatigt bzw. widerlegt werden.

An dieser Stelle sollte weiterhin die Funktion der CobW-Chaperone erforscht werden. Dies
berthrt vielleicht unter anderem den Einbau des strukturellen Kofaktors in Zur, der in anderen
Veroffentlichungen stark gebunden wird und nur durch hohe Konzentrationen an EDTA (> 10
mM) herausgeldst werden konnte. Neben der Regulation von cobW; durch Zur ware eine
weitere Verbindung auf Proteinebene die Losung der Zur-Varianten-Problematik. Die Co-
Synthese des bendtigten Chaperon sollte den Einbau des Kofaktors fordern und die postulierte

unterschiedliche Zinkbindung positiv beeinflussen.

Aullerdem erweitert eine Analyse essentieller Aminosduren der Zn-Koordination, der
Interaktion im Dimer und mit der DNA in diesem Regulator das Verstdndnis Uber dessen
Funktionsweise. Dies kann iber einen Austausch der Aminosdaure E102, H103, E104, C127,
H111, H114, H116, H147 sowie H55 und R75 (DNA-Interaktion), dhnlich in dieser Arbeit fur
C119, und die Charakterisierung der resultierenden Varianten realisiert werden.

Eine weitere Bestimmung der Affinitatskonstanten zu zurp und cobWsp bestimmt die
Wichtung der einzelnen Mitglieder des Regulons fir Zur. Die bestétigten regulierten
Promotoren ergaben eine stark konservierte Konsensussequenz. Laut Blaaby-Haas (2009) ist
das Zur-Bindemotiv in Proteobacteria und speziell fur die p-Klasse nicht so starr. In vitro-
Untersuchungen mit Zur-Regionvarianten kann dieses Motiv lockern und den Blick fur
weitere Kandidaten frei machen. Dabei ist anzumerken, dass eine Untersuchung mit der
Sequenz fir B-Proteobacteria (FITBAR: Oberto 2010) keine weiteren Kandidaten erbrachte.

Zuletzt kann (ber hochauflésende EMSA Experimente betreffend des freien Zinks
ZUr ¢ metallidurans MIit seiner Affinitat eine erweiterte Sicht auf den freien Zinkpool in

C. metallidurans und im Vergleich zu anderen Organismen gegeben werden. Dabei muss
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zuvor die Problematik der Zur-Varianten geldst bzw. eingebunden werden. Die Untersuchung
der regulatorischen Uberschneidung zwischen den Fur-Regulatoren ist ein weiteres Feld, bei
der der Einfluss auf die Eisenhomeostasis und den oxidativen Stress bewertet werden muss.
Ein Indiz ist hier die verstarkte Expression der Gene in der Nachbarschaft von furB. An dieser
Stelle sollte auch die Regulation der Alkoholdehydrogenasen, die nicht Uber Zur reguliert
werden, im Fokus stehen. Durch die Identifikation des Fur-Bindemotivs kann eine
Uberlappende Regulation zwischen FurA und FurB und eine Abgrenzung zu Zur bestimmt

werden.

Des Weiteren codiert CH34 fur 6 Regulatoren der ArsR/SmtB-Familie. Diese zahlen zu der
Subgruppe, die im Gegensatz zu ZiaR synechocystis inren Metallkofaktoren tber das C-terminale
50/5aN-Koordinationszentrum Uber eine (N/O);-Umgebung, dhnlich dem CzrA aus S. aureus
(Busenlehner et al. 2003), binden. Dabei dhnelt das EgH-Xg-EtmkkE von Rmet1799 dem
D\H-Xg-HyanH-Motiv des Zn/Co- sensierenden Regulators, der das CDF-Protein CzrB
(Kuroda et al. 1999) reguliert.
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Tabelle 17: Verwendete Primer und deren Sequenz

Primer-Name

‘SequenzS‘—+3'

| Anmerkung

cre-lox Primer

furl_Agel AAAACCGGTGCTGACCAAGGACATGGCCTG 3’-liegender Bereich
furl Apal AAAGGGCCCCCCCGCTGCGGTACCCGC von furA (337 bp)
furl_Ncol AAACCATGGATCCGATACGGCGTGATG 5 -liegender Bereich
Rme2976 not 430 AAAGCGGCCGCGGGCGTGACTCCCTAGAGTAC von furA (324 bp)
furll_Agel AAAACCGGTTATGTAGGCGGGTGGTGGG 3" -liegender Bereich
RmMe5746 apao7s AAAGGGCCCCACCCCGGATGTTGCTTACAG von furB

furll_Ncol AAACCATGGCCGGAACCGGACGGTACAAGT 5 -liegender Bereich

Rme5746 Not 482

AAAGCGGCCGCGCGGATCTCACCCGCGGG

von furB

CS01-

AAAACCGGTCCACGCCCGTGGTTTCGA 3"-liegender
furlll_EF_Agel .
CS02- Bereichs von zur
furlll_ER_Apal AAAGGGCCCCACATCCAGACACCTTTAGA (360 bp)
furlll_Ncol AAACCATGGATCAGGTGGCTTTGCGGA 5"-liegender Bereich
furlll_Notl AAAGCGGCCGCGCGAAGGATTTAACCATAGGC von zur (276 bp)
Rm3456_Agel AAAACCGGTCTTCTGCTGGTTCAGGAAGGG 3"-liegender Bereich
Rm3456_Apal AAAGGGCCCGGATGCAGCGGGACGGCATC von rmet3456
Rm3456_Ncol AAA CCATGGCGAGCGCGTGCTTTACGATG 5 -liegender Bereich
Rm3456_Notl AAAGCGGCCGCGATGCCAGATCCCTGTAG von rmet3456
Rm3456_uu GTGACGTCGAGTTCGGTCAG Test rmet3456 -
Rm3456_o0 GTCACAAGTAGTCCGGTGAG Region

CS06-Rmet2302
_Notl
CS07-Rmet2302
_Ncol

AAAGCGGCCGCGGTTGCTTCCTATAAAAAACTTG

AAACCATGGCAACAAACGCTGCGGAAGAT

5"-liegender Bereich
von rmet2302

CS04-Rmet2302
_Agel
CS05-Rmet2302
_Apal

AAAACCGGTCGCATTCTTGCGCGAGTCGG

AAAGGGCCCAGCTCGAGCGTGTCATCGG

3"-liegender Bereich
von rmet2302

Expressions-Primer

Cs12-
oexp_Rmet2976_f
CS13-
oexp_Rmet2976 r

AAAGAATTCCCGAGTCCGGCGGACCTCAA

AAAGTCGACTCGTCTCGGTCTGTGGGGGC

Sequenz von furA
ohne Start- und
Stopcodon

CS17-
Rmet_5746-¢ geori
CS19-
Rmet_5746-, psy

AAAGAATTCACCTCCAACGTGAATGCCGATG

AAACTGCAGGCGCGCCGCGTCGACGTCTGC

Sequenz von furB
ohne Start- und
Stopcodon
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Primer-Name

Sequenz 5'— 3’

Anmerkung

CS14-
oexp_Rmet0128 f
CS15-
oexp_Rmet0128 r

AAAGAATTCACACGCACCACCCCACATGCG

AAAGTCGACGTGCGCGGATGCGTCGCCG

Sequenz von zur
ohne Start- und
Stopcodon

Rmet3456 EcoRlI

AAAGAATTC GAGGCACTGACCATGCGTATCG

Sequenz von
rmet3456 ohne Start-

Rmet3456 Sall AAAGTCGAC GTGTCGTGGGTGGCACTCGC

und Stopcodon
Zur C118S fw CCACTTTCACTCCACACGCTGTGATCGTACG Austausch C119S in
Zur C118S rev CAGCGTGTGGAGTGAAAGTGGCTATGCTG ZUr ¢ met.
Zur C121S fw CACACGCTCCGATCGTACGTTTTGCCTAGAG Austausch C119S in
Zur C121S rev CGTACGATCGGAGCGTGTGCAGTGAAAATGG ZUr ¢ met.

StrepLinker agal
rm0128 windin stop
rme0128-apal
Streptag windm

AAAGGGCCCGATGGCTAGCTGGAGCCACCCGC
GGGAAGCTTTCAGTGCGCGGATGCGTCGCCG
AAAGGGCCCTACACGCACCACCCCAC
GGGAAGCTTTTTCGAACTGCGGGTGGC

Klonierung von
strep-tag-zur bzw.
zur-strep-tag ber
Apal, HindlIlI.

Klonierung von

rm3456 siop-indiii GGGAAGCTT CTAGTGTCGTGGGTGGCACTC rmet3456 mit
rm3456 startapal AAAGGGCCC TGAGGCACTGACCATGCG Stopcodon in
pBBR 1 MCS3
lacZ-Primer
rmet0129 ..z Pstl | AAACTGCAG CTTCATCGACAAGCTGCTGG 3" Ende von
rmet0129 .. Xbal | AAATCTAGA CTAACGGAAGAATTCGAGC rmet0129
rm0545_Xhal AAATCTAGA GCGCGGCAGATTGGC 3" Ende von
rm0545_Pstl AAACTGCAG CGGATGCGAGGATCGAACTG rmet0545
rm1569 Xbal AAATCTAGA ATCAATAGTCCGCCAGATGC 3" Ende von
rm1569 Pstl AAACTGCAG GAGGTCACGCTGCTGCC rmet1569
rm3880_Xbal AAATCTAGA CCCATGCGTTCAGCGAGC 3" Ende von
rm3880_Pstl AAACTGCAG GGCGATGGGCGGTGC rmet3880
rm4281 Xbal AAATCTAGA AACGCTTATGGAGCGCTG 3" Ende von
rm4281 Pstl AAACTGCAG CCGGCGCAGTCACTCGAC rmet4281
rm1102_Xbal AAATCTAGA CGTGGGAGCAACTGACATG 3" Ende von
rm1102_Pstl AAACTGCAG CGGCAATGGGGTGTTTATCG rmet1102
rmel298 ..z Pstl | AAACTGCAGCAAGGGCTACTGCCTCTAC 3" Ende von
rmel298 ... Xbal | AAATCTAGACTTGTTCCTCGGTCGTGTCAG rmet1298

CS24-ZntA_Xbal
CS25-ZntA_Pstl

AAATCTAGACTCAGCCACAGGCCGTCAAAC
AAACATATGGACCGATCAGGCGCACACCC

3" Ende von zntA

Citz)il'cadA AAATCTAGACATTGTTCATGCCGCCTTGAAC % Ende von cadA
C529.Cada_pett | AAACATATGCTCAAGACCATCGAAAGCCTG

PItARM5Pstl | AAACTGCAGGTTCGGTTGGCGGATTGT + Erde von oitA
PitARm 3 Xbal | AAATCTAGACCTGGCTTGTCATTGGGATTC P

ZupT Rm 57Pstl
ZupT Rm 3" Xbal

AAACTGCAGCCGCACACGAAATCCCGCAGG
AAATCTAGAAGTCGCCACCGGCAGCTAAGC

3" Ende von zupTp

CorAl Rm Pstl

AAACTGCAGCGAACAGCAGGACGAAGCG

3" Ende von corA;
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Primer-Name

Sequenz 5'— 3’

Anmerkung

CorAl Rm Xbal AAATCTAGAGGGGACCAGGAAGGCTATCAG

CorAll Rm Pstl AAAGCATGCCCTGCGCAACGTGGTCTATCC 3" Ende von corA,
CorAll Rm Xbal | AAATCTAGACGAAACCGTCAGATCCAGCCC

CorAlll Rm Pstl | AAACTGCAGCGCCGAAGATGCCGAAGGTAT 3" Ende von corA,
CorAlll Rm Xbal | AAATCTAGAGTCCGCGTCCTAGCGATCCAG

1750 Rm CDF2 ACCTCTAGAGCGAGCTACGCTGAGCGGC

1415 Rm CDF2

GGCCTGCAGGGTCGGCTTGATGGTGTCGC

3" Ende von fieF

2872 Rm CDF1
3171 Rm CDF1

CGGCTGCAGGCGCCAGAGCGGGACGGT
GTTICTAGACTAGTGACGGTGGCCGCGAT

3" Ende von dmeF

Rm 3234 .z Xbal
Rm 3234 |,cz Pstl

GGGTCTAGAGTCAAATTAGAACTTGTGGCGCAG
GGGCTGCAGGGTGGTGTGAACACCGTTG

3" Ende von ompC

Rm 0549 ..z Sall
Rm 0549 ,.z; Xbal

AAAGTCGACGAAGAGTTCTCGCTGGTGCT
AAATCTAGATGAATCGACTGCCAGCCTAC

3" Ende von
rmet0549

Promotor-Primer

Promotor von zur

furCpl Xbal_II AAATCTAGA CATGCGAAGGATTTAACCATAGGC mit Sacll/ Xbal -
furCp3 Sacll_lI AAACCGCGG CATGACTTTGTCTCCGGGCC Motiv
furCp3 Xbal AAATCTAGA CATGACTTTGTCTCCGGGCC r&zr:g;(;rgvrzri]t Sacll/
furCpl Sacll_lI AAACCGCGG ATGGCGAAGGATTTAACCATAGGC xbal - Motiv
rme5744p3Sacll AAATCTAGA CATCCTTGTCTCCTGGTTGGC
1 TALA Promotor von

(Xbal) rmet 5743 mit Sacll/
rmet5744p4 AAACCGCGG CACGCTGGTATTCCCCGG .

Xbal - Motiv
Sacll_II
rmet5744p4 Sacll | AAATCTAGA CACGCTGGTATTCCCCGG

Promotor von
(Xbal) rmet 5744 mit Sacll/
rmet5744p3 AAACCGCGG CATCCTTGTCTCCTGGTTGGC .

Xbal - Motiv
Sacll_llI
EMSA-Primer

cre 1098 Munl
cre 1098 Not 2

AAACAATTGGTTACCCACTTCGGATACG
AAAGCGGCCGCGGGGATTTGGTTTGCCCG

Stromaufwarts von
rmet1098

cre rme0125 Age
cre rme0125 Apa

AAAACCGGTTCGAATCCGGCGACTATGGCTG
AAAGGGCCCGATGATCGATGTTGATGCAACAAA
G

Promotor rmet0125

rm0545p1l AGTACCCTTACGAGCATCGC Promotor rmet0545
rme0545p2 CTTCAGTCCGGATACCTGCG

rme5744pl CCTGATGCCCCGTCTTTCATCC Promotor rmet5744
rme5744p2 AGGTCTCGAACACCGAGGTAAC

rmel569pl GAGGGTGGGTTTGTCATCGTCG Promotor rmet1569
rmel569p2 GCTCCTTGGCTGTGAATACGG

ZupT 1 Nco_Alex
ZupT 2 Not_Alex

AAACCATGGCGGTGCTGGGTCTGTATGGCG
AAAGCGGCCGCGCACCCCGACTGAAAAGCTCA

Promotor zupT
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Primer-Name Sequenz 5"'— 3’ Anmerkung
ZupT_Box 1 ACGCAACAATGTTGCAAAAACGTG

ZupT_Box 2 CAATGTTGCAAAAACGTGAAAGC

ZupT_Box 3 AAACCGCGGTGCAACATTGTTGCGTTAATCGG

Sacll partieller
ZupT_Box 4 AAACCGCGGGTTGCGTTAATCGGTGGCGC .
sacll Promotorbereich von
ZupT_Box 5 Xbal | AAATCTAGACACCGATTAACGCAACAATGTTG | ZUPT
ZupT_Box 6 AAACCGCGGCGGACGTACGTACAATGCCGC

Sacll

PzupT-2 GGTGTTGCGTTAATCGGTGT

PzupT-3 CGCCACAACGCAATTAGCCACAGATC

cre 1098 Munl
cre 1098 Not 2

AAACAATTGGTTACCCACTTCGGATACG
AAAGCGGCCGCGGGGATTTGGTTTGCCCG

Stromaufwaérts von
rmet1098 (cobW,)

AAAGCTAGC CATGGGGATTTGGTTTGCCCGC

gggm;; AAACCGCGGG ACCGATCGCCCGCACTTGGG
WL AAACCGCGGG ATGTTGCATTAACCGATCGCC
AAACCGCGGG ATCTGTTTGCAACAATGTTGC _

PcobW1-4 Varianten von
PcobW1-5 AAACCGLGGG cobW,p
WL CAAGGTTGCATTTAAGATCTGTTTG
WL AAACCGCGGG TGAAATGCAACAAGGTTGC

WLe CAGATCTTAAATGCAACCTTGTTGC
co TTCGACTTCCAGCAGCAGATG
CS06 AAAGCGGCCGCGGTTGCTTCCTATAAAAAACTTG
Rmet2302_Notl
CS07 AAACCATGGCAACAAACGCTGCGGAAGAT

Rmet2302_Ncol
znt69100_ Ndel
Rmet2302 Xbal

AAACATATGCGGGCTCGGCCAAGCTGT
AAATCTAGACCCCGGATGCCATCATTAG

Promotor von cadA

znt649ou_Munl
znt64900_Ndel

AACAATTGGTCAAATTCCATTGATTCTTGTTCC
AAACATATGGAGCTTGGCCGATTTGCTGTC

Promotor von zntA

Prif- u. Sequenzier-Primer

PASK u 292 up
pASK fwd

CGGTAAACGGCAGACAAAAAAAATG
AAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAAATC

Test
pASK-IBA 3/ 7*

pLO,-lacZ-5519
pLO,-N

GGCGAAAATCGTGTGTTGAGGC
AACATCAAAGGCAAGAAAACATC

Test pECD794-1

T7 promoD TAATACGACTCACTATAGG et oGem Tens
pGem rev ATATGGTCGACCTGCAGGCG P y
AH33 TCGAATTTCTGCCATTCATCCGCT

AH35 GGCACCTCGCTAACGGATTC Test pBBRIMCS2/3
Kan 1909 CCTATGGAACTGCCTCGGTGA

Kan 1362 up GCATCGGGCTTCCCATACAAT Test pECD1002
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Abb. 33: Expressionsanalyse von zntA und zupT in Abhangigkeit zu freiem Zn?*. Datenerhebung
erfolgte mittels der Reportergenfusionen @(zupT:lacZ) sowie o@(zntA:lacZ) im Stammhintergrund
AE104 und Azur und unter Zugabe von EDTA (negative) und ZnCl, (positive Werte) in die
Hauptkultur nach deren Verdopplung. Jeder Messpunkt wurde mit n > 3 und einem technischen
Replikat ermittelt.

Abb. 34: Produktion von Strep-tag Zur in Minimalmedium (E. coli, ohne Fe-Citrat) bei 30 °C.
BL21 pASK-IBA7"-zur wurde in Tris-MM fiir E. coli bis ODgg = 0,5 angezogen, mit 0,1 pg/ ml AHT
induziert und flr weitere 19 h bei 30 °C angezogen. Je 25 pg Protein entsprechendes Zellmaterial
ganzer Zellen vor der Induktion (V1), nach 3h und 19h sowie 2 g Protein einzelner Fraktionen der
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Reinigung Uber eine Streptactin-Séaule (D: Durchfluss, W1-W,: 1. bzw. letzte Waschfraktion, E;-E,:
Elutionsfraktionen) wurden Uber eine 12,5 %ige denaturierende PAGE getrennt und mit Coomassie
geféarbt. Das Zielprotein wurde Uber eine Strep-tag Detektierung nachgewiesen. Des Weiteren wurden
die GroRenstandards (#26630) und (#26619) verwendet.

A 2pg EMSA-Puffer Puffer W B { 3 3
DTT + = + ~ | kDa
ZA 2 Zn>* | EDTA | - | zn** BSA P : 70
95°C | = || = |4 " - 55
kDa |y AP ==
35
55 | w— -
| 25
. Zur [ -
25 |
o ——— — — — e c— | 15
15 |- | 10

Abb. 35: Inkubations- (A) und Dephosphorylierungsexperiment (B) mit gereinigtem Strep-tag
Zur fur die Deutung der beiden Zur-Varianten. Gereinigtes Strep-tag Zur im EMSA-
Reaktionspuffer bzw. Reinigungspuffer (Puffer W) wurden mit und ohne 1 mM DTT, 0,2 mM ZnCl,
bzw. EDTA auf Eis Uber Nacht inkubiert. Je 2 pg nativ-belassene und eine denaturierte Proteinprobe
(A: 95 °C/ 10 min) wurden aufgetrennt. Die Dephosphorylierung von 2 g Protein erfolgte mit 4 U
fast AP Uber 16 h (B). Als Kontrollen wurden unbehandeltes Protein (1) und ein Reaktionsansatz ohne
alkalische Phosphatase mitgefiihrt. Uber eine 12,5 %ige denaturierende PAGE wurden die Proteine
aufgetrennt und mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Der Page Ruler™ Plus Prestained
Protein Ladder (#26619) diente als GroRenstandard.
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PASK3™uzur pASK7:zur pASK3™:zur

+ee
PASK3™: C1198 C1198 c1228

zZur

M VI 275h VI 2,75h 2,75h VI

Abb. 36: Produktion von Strep-tag Zur mit C119S bzw. C122S- Aminosaureaustausch zeigte
keine zwei Varianten. Expression von Zur C119S mit N- (pASK7") bzw. C-Terminalen (pASK3")
Strep-tag sowie Zur-Strep-tag C122S in BL21-Zellen (LB, 37 °C). Aufgetragen sind 25 ug
Zellmaterial auf einer 12,5 %igen denaturierenden PAGE mit den GrolRenstandards #26619 und 26630
(Thermo Scientific [USA]) sowie als Referenz Zur-Strep-tag (1 pg). Anfarbung von Protein mittels
Coomassie und Detektierung des Zielproteins tber den Strep-tag.
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Strep-tag Strep-tag
FurA FurB

| Strep-tag Strep-tag
| Zur  Zur C1198
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Abb. 37: Massenspektren der N-terminal markierten Varianten von FurA, FurB, Zur und der
Variante Zur C119S. Frau Dr. Schierhorn analysierte die Proteinproben mit dem ESI-Q-TOF 2 mass
spectrometer (Waters, Manchester, UK). Das Molekulargewicht fur Strep-tag FurA (19,745 kDa),

Strep-tag FurB (20,827 kDa), Strep-tag Zur (21,793/ 21,891 kDa) und Strep-tag Zur Cy;4S-Variante
(21,785 kDa) wurden bestimmt.
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AE104 pECD7%zupTlacZ
pBBRIMCS3:
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Abb. 38: Vergleich des Proteinmusters von AE104 pECD794:zupT:lacZ mit den
Komplementationsvektoren pBBR1MCS3::zur, strep-tag-zur und zur-strep-tag. Jeweils 100 pg
Zellen (TG) einer Vorkultur (ca. 300 KE) wurden denaturiert. Anschlielend erfolgte die Auftrennung
der Proteine Uber eine 15 %ige denaturierende PAGE. Die Visualisierung der Proteine wurde mittels
Coomassie-Farbung durchgefhrt. Als Kontrollen wurden Zellmaterial eines Stammes mit Leervektor
bzw. unmarkierter Zur-Variante sowie zwei GroRenstandards (#26619/26630) mitgefuhrt. In allen
Proben wurde ber einen Strep-tag-Nachweis ein 17 kDa, 68 kDa und ein 39 kDa Protein detektiert.
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Strep-tag Zur

zupTp fieFp
M g 67 -« 200 | K 67 -- 200 P
kb [
5 pas
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Abb. 39: Interaktionsstudien zwischen Strep-tag Zur und zupTp (563 bp) sowie fieFp (ca. 580
bp) dienten als Positiv- und Negativkontrolle fur weitere EMSA-Experimente. Je 13,3 nM der DNA-
Fragmente wurden in einem Endvolumen von 15 pl mit (67-200 nM Zur-Monomer) und ohne (K)
Protein im EMSA-Reaktionspuffer fir 30 min. bei 30 °C inkubiert und anschlielend liber eine 10
%ige Nativ-PAGE aufgetrennt. Durch eine Silberfarbung wurden DNA und Proteine visualisiert. Als
Orientierung wurde der DNA ladder 100 bp Plus aufgetragen.

A zupTp (13.3 nM) - B zupTp (13.3 nM)
Strep-Zur® | | o 8 & 8 & 2|9 | . & e - O R =2l
el R R ] ap|® ¥ & 5 2 2|2
kbp ; kbp —— S e S
1:5 — T N et S e N 1() :
I:Ou P - B P . — —
e ‘ 0,5 |-
0,5 F =z
03 0.3 N
1.0
1.0 0.5
0.5
0.3

Abb. 40: Interaktionsstudie von Zur- (Faktor Xa behandlung) und Strep-tag Zur (A) -Dimeren
gegen die Promotorregion von zupT (563 bp). EMSA-Reaktionen wurden nach der Inkubation (30
°C/ 30 min, ohne ZA) Uber eine 10 %ige Nativ-PAGE aufgetrennt und deren Bestandteile Uber eine
Midori Green- bzw. Silberfarbung visualisiert. Bei 67 nM Strep-tag Zur-Dimer wurden ca. 50 % der
vorgelegten DNA (13,3 nM) retardiert. Dies war nicht der Fall bei dem weiterbehandelten Protein mit
Faktor Xa.
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DNA rmet0125p (13,3 nM) . DNA rmet0128p (13,3 nM) | -
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Abb. 41: Interaktionsstudie von Strep-tag Zur-Dimeren gegen die Promotorregion von cobWs;
(rmet0125, 295 bp) und zur (rmet0128, 295 bp). EMSA-Reaktionen wurden nach der Inkubation (30
°C/ 30 min, 100 uM ZnCl,) lber eine 10 %ige Nativ-PAGE aufgetrennt und deren Bestandteile Uber
eine Midori Green- bzw. Silberfarbung visualisiert. Ab 90 bzw. 100 nM Strep-tag Zur-Dimer
(Korrekturfaktor: 0,345) wurden ca. 100 % der vorgelegten DNA (13,3 nM) retardiert.

Tabelle 18: Involvierung der Gene mit mdglichem Zur-Bindemotiv am Zur-Regulon anhand
EMSA-Experimenten sowie deren Expressionsmuster. Fir die Analyse der Genexpression erfolgte die
Transformation mit pECD794-1 basierenden Plasmiden im Stammhintergrund AE104, AfurA, B und
Azur. PCR geprufte Stdmme wurden auf MMy g, (S) mit und ohne 0,2 mM EDTA gepickt. Nach einer
Kultivierung bei 30 °C fir 5 Tage erfolgte die Bestimmung der Blaufarbung nach einer Skala von 0
(weil) bis 5 (tief blau). Als Kontrolle wurde die Expression von ¢(lacZ::zupT) in AE104 mit 3 und
Azur mit 5auf MM bewertet. Der EMSA zwischen 13,3 nM Promotorregion und 1,3 uM Strep-tag Zur
erfolgte unter Standardbedingungen mit 100 uM ZnCl,. Uber eine 10 %ige Nativ-PAGE fand die
Auftrennung statt und per Silberfarbung wurde die DNA visualisiert.

rmet  Vektor WT  AfurA  AfurB  Azur | WT  AfurA AfurB  Azur | EMSA
0545 pECD1446 3 1 1 1 2 1 1 1 X
1102 pECD1444 | 0 0 0 5 5 5 5 5 | cobWip
1569 pECD1445 1 1 1 1 1 1 1 1 X
3880 pECD1451 1 1 1 1 1 1 1 1 X
4281  pECD1450 0 0 0 0 0 0 0 0 X
5747  pECD1209 0 1 0 0 0 1 0 1 X
MM x-Gal, kan +0,2mM EDTA
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2. Dimnsion

Abb. 42: Vergleich des Proteoms der zytoplasmatischen Fraktion von AE104 und Azur.
Dargestellt ist die Uberlagerung zweier 2D-Gele & 300 pg Rohextrakt von AE104 und Azur (iber die
Software Decodon Delta 2D. Zellen wurden in Tris-MM von einer Vor- zur 200 ml Hauptkultur (+ 25
MM ZnCl,) mit ODgo = 0,8 angezogen. Die Proteine wurden nach einer TCA-basierten Reinigung
uber einen nicht linearen IEF-Streifen 3-10 nach ihrem isoelektrischen Punkt (1D) und nachfolgend
nach ihrer Grofe (2D) aufgetrennt. Erhdhtes Vorkommen an Protein in der Probe der Mutante wurde
rot dargestellt.
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Abb. 43: Reinigung von Strep-tag Rmet3456. Expression in BL21 pASK-IBA7*-rmet3456 in LB
mit 0,2 pg/ ml AHT bei 37 °C. Isolation aus dem Rohextrakt (CE) (iber eine Streptactin-Saule. Uber
eine 12,5 %ige denaturierende PAGE wurden zu je 25 ug Protein der Rohextrakt, der Durchfluss (D)
sowie die 1. Waschfraktion (W;) und zu 20 pl die letzte und die Elutionsfraktionen (E) aufgetrennt.
Es folgte eine Coomassie-Férbung und eine Strep-tag Detektierung.

Tabelle 19: Vergleich der moglichen Metallbindung tber Cysteine und Histidine. Aufgetragen
wurde das Verhéltnis der enthaltenen Cysteine und Histidine zwischen Fur und Zur ausgewéhlter
grampositiver und gramnegativer Bakterien.

Phylum Stamm Cysteine  Histidine
Aktinomycetes  Streptomyces coelicolor A3(2) ®s A
Mycobacterium tuberculosis ®s ®/10
Firmicutes Bacillus subtilis e s
Listeria monocytogenes  (Dalet, 1999; Rea, *ls I
2014)
Staphylococcus aureus *le I
Proteobacteria
Agrobacterium tumefaciens 17 °
o Caulobacter cresentus Y 1,
Cupriavidus metallidurans FurA 4 7
FurB 4 8
B Zur 6 11
Neisseria meningitis 45 10
Pseudomonas aerogenosa s “Is
Eschericha coli s 2/
y Salmonella enterica s 2/
Yersinia pestis ®lq Yy
Xanthomonas campestris o/ 2
5 Geobacter sulfurreducens 434y 10.105
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Tabelle 20: Gene-Array-Daten ausgewdhlter Primar- und Sekundartransporter in
C. metallidurans (AE104) und der Deletionsmutante Azur in Tris-MM und bei Zusatz von 100 uM
ZnCl;, (Gene Array 2014: Grosse & Nies, unveroffentlicht). Datenerhebung erfolgte zwischen AE104
und der in dieser Arbeit erstellten Azur-Mutante in Tris— gepuffertem Minimalmedium bzw. unter
Einfluss von zusétzlichem ZnCl, durch Frau Dr. GrofRe und Mitarbeiter (unvertffentlicht). Die
Hauptkultur wurde mit Zellen in der friihen stationdren Phase inokuliert und bis 100 Klett (ODgqo
=0,5) bei 30 °C kultiviert und anschlieBend fir 10 min mit und ohne 100 uM ZnCl, induziert. Nach
der Ernte wurden die Aktivitaten der Zellen mittels N, gestoppt. Die Daten beruhen auf drei
biologischen Replikaten. AE104 + Zn bzw. Azur = Zn vergleichen die Daten zwischen der
Kultivierung mit und ohne Zink, 0 £ zur zwischen der Mutante und AE104 in Tris — MM bzw. durch
Zn % zur in der Présenz von 100 uM ZnCl, in der Hauptkultur. Werte kleiner 0,6 (kursiv und grau)
zeugen von einer verringerten und Werte Uber 1,5 (fett) von einer gesteigerten Expression. Zum
Vergleich wurden die bestimmten Aktivitdten der Reportergenfusionen (¢lacZ) dieser Arbeit
angegeben.

rmet | Protein AE104+Zn* Azur+Zn* 0+zur* ntzur* dlacZ -
MM
2621 ZupT 1,01 0,92 3,78 3,73 12,49
1973 PitA 0,79 0,79 0,97 1,53 1,09
0036 | CorAl 0,96 1,22 0,81 0,84 0,90
3052 CorA2 0,54 0,72 0,65 1,21 1,20
3287 | CorA3 0,99 1,16 0,84 0,84 1,08
2211 MgtA 1,28 1,50 0,96 0,75 -
5396 MgtB 1,10 1,12 1,02 0,93 -
0549 ZntB 0,77 0,88 0,88 1,14 0,98
2303 CadA 18,85 6,46 1,08 0,06 0,98
4594 ZntA 15,61 9,27 1,44 0,09 2,47
3406 FieF 1,01 1,29 0,81 0,81 -
0198 DmeF 1,38 1,46 0,85 0,62 -

* Signifikante Effekte sind dick gedruckt. Gezeigt wurde das Verhéltnis zwischen Azur gegen
AE104.
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Tabelle 21: Gene Array - Daten betroffener Gene fur Porine und OMF - Proteine, deren
Genexpression durch die Deletion von zur beeinflusst wurden. Die Daten beruhen auf drei
biologischen Replikaten. AE104 + Zn bzw. Azur = Zn vergleichen die Ergebnisse zwischen der
Kultivierung mit und ohne Zink, 0 + zur zwischen der Mutante und AE104 in Tris — MM bzw. durch
Zn + zur in der Présenz von 100 uM ZnCl, in der Hauptkultur. Werte kleiner 0,6 (kursiv und grau)
zeugen von einer verringerten und Werte tber 1,5 (fett) von einer gesteigerten Expression. Des
Weiteren sind die theoretischen Molekulargewichte und die Aminosaureanzahl angegeben.

rmet Protein AE104+7Zn | Azur=7Zn | O0xzur | Zntzur | As Mr (kDa)
1628 OmpC 0,26 0,26 0,99 3,75 354 37,79
3144 OmpC 0,07 0,08 0,83 13,35 362 38,56
3234 OmpC 0,33 0,35 1,07 3,28 401 41,95
4994 OmpC 0,16 0,15 0,96 5,95 381 40,57
5288 OMP 0,24 0,25 0,94 3,90 386 41,05
4596 CzcC2 6,01 4,46 1,08 0,18 431 45,77
4834 OmpP 2,08 2,28 0,88 0,42 353 36,25
5118 OmpC 1,11 2,09 0,53 0,48 355 37,81
5715 | Porin/MFS 0,95 1,59 9,75 10,25 105 12,00

Tabelle 22: Einfluss der Deletion von rmet2302 auf die Expression von zntA und cadA.

-Galaktosidaseaktivitdt (U/mg TG) unter den Bedingungen:
Bedingung | MM | 200 uM | 500 uM | 200 pM | 500 uM | 200 UM | 200 uM

Stamm Zn* Zn** | EDTA | EDTA | Co* Ni2*
ZntA-lacZ

AE104 38  197*8  189*V° 25 25 50 45
Armet2302* 5 28*! 20* 3* 3* 10 4+
cadA-lacZ

AE104 17* 30" 291 12 12 15 35
Armet2302* 2482 122*15 g1*ll 230 g3 g8 ph7*t
+ pECD1002:: 27*° 51 48 20 22 20 28
rmet2302

Reportergenfusion erzeugt mittels pECD1333 bzw. pECD1334 von zntA bzw. cadA.
Signifikante Unterschiede zu AE104, welche einen Faktor au3erhalb des Bereiches 0,5 > X >
1,5 aufweisen, sind grau hinterlegt. Eine gesteigerte (fett) und eine verringerte Expression
(kursiv) gegentiber der Aktivitdt AE104 in Tris-MM wurden graphisch gekennzeichnet.
Resultate fur Armet2302* stammen aus der Bachelorarbeit von D. Kleemann (2013).
Datenerhebung erfolgte fiir AE104 ¢(lacZ:cadA) mit n = 3/2/2 und ¢(lacZ:zntA) mit 4/3/4/4
inklusive eines technischen Replikats sowie der Komplementation von Armet2302 mit
pECD1002::rmet2302.
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Zur E.coli
Zur S.enterica
Zur Y.pestis
Zur C.met
Zur C.cresc.
Np20 Paerog.
Zur Xcv

Fur  E.coli
Fur S.enterica
Fur Ypestis

FurA C.met
Fur  N.meneng.
FurB C.met.
Fur  Paerog.
Fur XCV

Fur C.cresc.
Zur N.meneng.

Zur E.coli

Zur S.enterica
Zur Ypestis
Zur C.met

Zur C.cresc.
Np20 Paerog.
Zur XCv

Fur  E.coli

Fur S.enterica
Fur Y pestis

FurA C.met

Fur  N.meneng.
FurB C.met.

Fur  Paerog.
Fur XCV

Fur C.cresc.
Zur  N.meneng.

Zur E.coli
Zur S.enterica
Zur Ypestis
Zur C.met
Zur C.cresc.
Np20 Paerog.
Zur D, (614

Fur  E.coli
Fur S.enterica
Fur Y pestis
FurA C.met

Fur  N.meneng.
FurB C.met.
Fur  Paerog.
Fur D.(01 4

Fur C.cresc.
Zur  N.meneng.
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......... 160z sz 550l canmasnn s Wi sses s s s a s adl
Zur
Zur
Zur Ypestis
Zur C.met

Zur  C.cresc. & T D - Ve T . - - . - - - - - - - - - -
Np20 Paerog. I NEEENSVEFEEES OSSO O - - - - - - - - -
Zur D.(61 4

Fur  E.coli
Fur S.enterica
Fur Ypestis
FurA C.met

Fur  N.meneng.

FurB C.met. ‘
Fur Paerog. ‘ (VRERGFE BVDHNEVEYV RKKK- - - - - -
Fur XCV I : At n AR NEE R ekl

Fur C.cresc. I L - - - - - - - --------
Zur  N.meneng. L I —

......... 210
Zur E.coli
Zur S.enterica
Zur Ypestis unpolar
fur Cmel oo ILE (1) PHE (F) VAL (V) IS0 IS, I A
ur CFeSC. = = = == === ==

Np20 Paerog. ---=-=-=-=---- ------
Zur  XCV
HIS (H) BLUT(E) ASN (N) GLN (Q) ASP (D] LYS (K] ARGIR]

Fur  E.coli

Fur S.enterica polar
Fur Y pestis
FurA  C.mer
Tur  Nmeneng.----------
FurB  C.met. _ ==
Fur  Paerog. -~~~ ~""~"--
For XCV - -7

Fur Ccresc. ~ -~~~ ~~~"°-°
Zur  N.meneng----------

Abb. 44: Alignment der Proteinsequenzen des zinc bzw. ferric uptake regulator der gramnegativen
Bakterien: Escherichia coli, Salmonella enterica, Yersinia pestis, Caulobacter crecentus, Pseudomonas
aerogenosa, Neisseria menengitidis, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (XCV) sowie von
C. metallidurans. Sequenzalignment erfolgte iber den PRALINE-Server (V A Simossis & Heringa 2003).
Dargestellt ist das Alignment mit den polaren und unpolaren Aminosauren.
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ZntR E. coli HCHRENE----vAEN-RVE~N~B-NG-ANE--00-0~8- A0~ ARAvYER: 0~ AUE
ZutR 4. tumefaciens |EREARN--- 122 BRc2 BV B M- B80-- B0 vARE-A--6RE: HRG:v:]
ZntR C. turicensus
CueR E. coli
Rmet 4090, CueR
CadR P. putida
ZccR B. pertussis
Rmet 5946/ PbrR
9. Rmet2302/PbrR, HE§ b:-

10, Rmet 3456/ ok, SGIRCAR- -~ BRI

11. Rmet 4538/ xR [VARNNL--- LBV BB -0 R0 N0 B8

12. Rmet 1167 gE:Hl BEVAv 2 vRRE - BVR:- B ER: L[] [ faed |
13. Rmet 2312 [ [ EY R ey | Y i oY WY IS [ | [ R AIIIIVIIILIAALI“
RETIC e T
15. Rmet 3523/ CupR [} | |

16. Rmet 0108

WS B oE g B

" ‘ 1 1 )
27n%"- Motiv: Cro Chnyns Hyg Crag

Abb. 45: Protein - Alignment bekannter zink- und kupfer-abhangiger MerR-Regulatoren (C-
Terminus ab a5) sowie Regulatoren dieser Proteinfamilie aus C. metallidurans (Rmet). Erstellung
des Alignments erfolgt mit clustalW (ber das Programm Mega6. Gekennzeichnet wurde die
Koordination der beiden Zn(11)-Kofaktoren tber C114/ C124 und C115/ H119 sowie C79 des zweiten
Protomers in in ZntR E.coli (Penella & Giedroc 2005). Alternativ zu Cysteinen und Histidinen kénnen
Glutamat (E) und Aspartat (D) als Ligand dienen. Rmet3456 besitzt im Vergleich zu den PbrR cpss-
Orthologen als einziges Protein H119.
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