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UTP Uridintriphosphat

uv ultraviolett

VIS Visible

Vol. Volumen

viv Volumen pro Volumen

X-Gal 5-Chloro-4-bromo-3-indolyl-D-galactopyranosid
z. B. zum Beispiel

Ein- und Drei-Buchstaben-Code der Aminosauren

A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginsaure P Pro Prolin

E Glu Glutaminsaure Q GlIn Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I lle Isoleucin Vv Val Valin

K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin

Vi



1. Einleitung

1. EINLEITUNG

Bakterien besitzen aufgrundihrer hohen Reproduktions- und Mutationsrate die Fahigkeit, sich
schnell an reue, widrige Umwelteinflisse anzupassen. Als vortellhaft erweist sich hierbel,
dass sch jede Mutation auf den gesamten Organismus auswirkt. Indem die Bakterien de
Genexpresson cn umweltbedingten Stresdedingungen anpasden, konrten sie unter
verschiedensten Umgebungsbedingungen tlkerleben (Vicente et al., 1999. Andern sich de
Umwelteinflisse, gelingt es meist einigen Bakterien, sich den neuen Gegebenheiten durch
Mutation oder durch Expresson einer indwierbaren Stoffwedhselleistung anzupassen.
Dariiber hinaus bedeutet eine Adaptation meist auch de Sicherung einer neuen 6kdogischen
Nische. So konren diese Pioniere - zumindest eine Zeit lang - konkurenzlos gedeihen. Zur
Bewdltigung der dabei entstehenden umweltbedingten Stresszustdnde haben sich
verschiedenartige Strategien entwickelt.

Eine solche Strategie wird zum Beispid bel der Anpasuung von Bakterien an dvalente
Schwermetall-Kationen deutlich. Die Bakterienzelle kann namalerweise nicht verhindern,
dass hohe toxische Konzentrationen an desen Stressoren Uber die konstitutiv exprimierten,
schnellen und uspezifischen CorA-Magnesium-Aufnahme-Systeme ins Cytoplasma gelangen
(Smith et al., 1995 Smith undMaguire, 1998 Tao et al., 1999. Eine Re&ktion auf diesen
unkortrolli erten Influx sind Mutationen im Aufnahmesystem (Nelson und Kennedy, 1971
Gibson et al., 199]). Das hat alerdings den Nadteil, dass diese Zellen aufgrund ihres
erhéhten Energieverbrauchs weniger lebensfahig sind as der Wildtyp, wenn keine toxischen
Konzentrationen an Metall-lonen voaliegen und dher diese Mutanten schnell durch
Revertanten Ukerwacdhsen werden (Nies, 1999. Die Evolution hat deshalb in den meisten
Félen zu anderen Losungen gefiihrt, wobei es zu einer Erganzung der schon vahandenen
Schwermetall -Homoostase-Systeme durch weitere regulierbare Systeme kam. Zum einen
werden de Kationen an Thiolgruppen bestimmter Peptide, wie Glutathion (Hultberg, 1998
Owens und Hartman, 1986 oder Proteine, wie Metall othioneine (Olafson et al., 1988 Shi et
al., 1992 Turner et al., 1993 gebunden und @mit entgiftet, zum anderen kann zum Beispiel
Quedksilber (Hg”") zum fliichtigen Hg® reduziert werden (Schiering et al., 1991 Moore et al.,
1992 oder Cr®" zum weniger toxischen Cr** (Bopp et al., 1983 Peitzsch et al., 1998. Die
Metall-Kationen konren auch Uber Efflux-Systeme aus der Zelle gepumpt werden. Dabei
kann de Energie fir diesen Transport aus der ATP-Hydrolyse stammen (P-Typ-ATPasen;
Rensing et al., 1997 Rensing et al., 200Q Sharmaet al., 2000bzw. ABC-Transporter; Cheng
et al., 1997 oder aus dem Protonengradienten (CBA-Protonen/Kationen-Antiport-
Transporter; Sensfuss und Schlegel, 1988 Varma et al., 199Q Goldberg et al., 1999. Die
meisten urtersuchten Schwermetall-resistenten Bakterien nuzen mehrere Méglichkeiten der
Entgiftung.
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Ralstonia metallidurans CH34 (friiher Alcaligenes eutrophus; Brim et al., 1999 Mergeay
200Q Goris et al., 200Q ist einer dieser an extreme Umweltbedingungen angepasden
Organismen. Das gdabchenférmige Gram-negative Boden- und Wasserbakterium besitzt
mehrere Schwermetall -Resistenzsysteme, die esin de Lage versetzen, Schwermetall stresszu
bewadlti gen. Seine beiden Megaplasmide pMOL28 und pMOL30 koderen fir mindestens acht
Schwermetall -Determinanten. Das kleinere pMOL28 (180 kh Taghavi et al., 1997 kodiert
far die Chromat (chr)- (Nies et al., 1989 Nies et al., 199Q Peitzsch, 1999 und ene
Quedsilberresistenz (mer; Diels et al., 1985 sowie fur die Resistenz gegen Cobalt und
Nickel (cnr, Abb. 1 Siddiqui et al., 1988 Siddiqui et al., 1989 Liesegang et al., 1993. Auf
dem groferen pMOL30 (238 kly Mergeay et al., 1989 befinden sich Gene fir Resistenzen
gegen Cobalt, Zink undCadmium (czc, Abb. 2 Nieset al., 1987 Nieset al., 1989, Blei (pbr;
N. Brown, pers. Mittellung), Kupfer (cop; Dresder et al., 1992 und Quedksilber (mer; Diels
et al., 1985. Eine weitere Resistenzdeterminante gegen Quedksilber befindet sich auf dem
Bakterienchromosom (Dresder et al., 199). Zumindest bei den beiden Resistenzsystemen
Czc und Cnr beruht der Resistenzmedanismus auf einem aktiven Efflux der Metall -Kationen
(Sensfuld undSchlegel, 1988 Nies und Silver, 1989 Varma et al., 1990 vom Cytoplasma
Uber beide Membranen ins Auffenmedium (Transenvelope Transport; Saier et al., 1994
Nikaido, 1996.

cnrYp cnrCp
< > € >
Regulatorgene Strukturgene

Abb.1: Struktur der cnr-Nickel-Cobalt-Resistenz-Deter minante

Physikali sche Karte der cnr-Determinante. Dicke Pfeil e stellen die cnr-Gene und ihre Transkriptionsrichtung dar,
~geknickte* Pfeile markieren die cnr-Promotoren urd Doppelpfeile unterhalb der Gene benennen die beiden
Operone der Determinante. Die Funktion von CnrT ist bisher unbekannt. Die Gene der Regulatorgen-Regionen
sind leicht vergréRert dargestellt.

Die Ausprdgung der Resistenz  steht nicht unabhéngig von den  anderen
Stoff wedhsell eistungen des Bakteriums. Daher ist eine gut abgestimmte Regulation unkedingt
notwendig. Zum Beispiel wird das in hoklen Konzentrationen toxisch wirkende Nickel in
geringen Konzentrationen von dn R. metallidurans-Zellen benétigt. Zum autotrophen
Wadhstum von Ralstonia werden in die &tiven Zentren von Hydrogenasen neben Fe(ll) auch
Nickel(ll)ionen eingebaut (Cammadk et al., 1986 Mergeay et al., 1985 Friedrich et al.,
1982.
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Das Bakterium R. metallidurans CH34 wurde 1974 aus einem Zinkdekantationstank einer
Zinkhttte in Belgien isoliert (Mergeay et al., 197§. Hier war es mehreren verschiedenen
Metalli onen ausgesetzt. In Abhéngigkeit der Metalli onen, de gerade im umgebenden Medium
als Stressoren wirkten, war es notwendig, auch de Resistenzsysteme unterschiedlich zu
regulieren. Es musde dafir gesorgt werden, dass jedes System nur durch dagenige Metall
induziert wurde, welches anschliel3end entgiftet wurde.
Besonders deutlich wird deses Problem bel den zwel Determinanten czc und cnr. Beide
kodieren fur enen indwierbaren CBA-Efflux-Komplex, bestehend aus einem RND-
(Resistance Nodulation Cell Division)-Protein CzcA bzw. CnrA (Saier et al., 1994 Paulsen et
al., 1996 Goldberg et al., 1999, einem MFP (Membrane Fusion Protein) CzcB bzw. CnrB
(Saier et al., 1994 Dinh et al., 1994 und einem OMF (Outer Membrane Factor) CzcC bzw.
CnrC (Dong und Mergeay; 1994 Diels et al., 1995 Paulsen et al., 1997). Die jewelligen
Regulatoren der Resistenzsysteme cnr und czc sind jedoch vdlig unterschiedlich. Die czc-
Determinante besitzt mindestens sths Regulatorproteine deren Gene in zwei Regionen
stromaufwarts (czcN undczcl) bzw. stromabwarts (czcD, czcR, czcS undczcE) in der gleichen
Orientierung wie die Strukturgene czcCBA transkribiert werden (Gros= et al., 1999. Den
Proteinen CzcN und Czcl, die in der Upstream Regulatory Region (URR) kodiert werden,
konnten hisher noch keine Funktionen zugeordnet werden. Das in der Downstream
Regulatory Region (DRR) kodierte CzcD gehdért zur Familie der Cation Diffusion Facilitators
(CDF) undist selbst eine egenstéandige Homoostase-Efflux-Pumpe (Anton et al., 1999. Dem
periplasmatisch lokali sierten CzcE konnte ebenfall s noch keine Funktion zugeordnet werden,
es hat aber Einflussauf die czc-vermittelte Zink-Resistenz (Anton, pers. Mitteilung). CzcR+S
bilden ein Zwei-Komponrenten-System aus Histidin-Sensor-Kinase und Response-Regulator
(van der Leliest al., 1997).
Dem gegeniber findet man bel der cnr-Determinante die Gene der Regulatoren nur in einer
stromaufwaérts gelegenen Region, de in der gleichen Richtung wie cnrCBA transkribiert
werden (Abb. 1). In deser Regulatorgen-Region (RGR) wird der ECF-(Extra-Cytoplasmic
Function)-Sigma-Faktor CnrH kodiert. ECF-Sigma-Faktoren bilden eine Familie &nlicher
Sigma-Faktoren innerhalb der o’%Uberfamilie (Lonetto et al., 1994 Misdakas und Raing;
1999. Der Sigma-Faktor CnrH wird kortrolli ert von einem Komplex aus CnrY (friher auch
ORFO0, genannt), einem membrangebundenen Protein, undCnrX (friher CnrR) (Liesegang et
al., 1993, einem periplasmatischen Nickel-Sensor-Protein mit mdglicher proteolytischer
Aktivitét (Grasset al., 2000b. Interessanterweise ajiert im cnr-System ein Regulator (CnrH)
als Transkriptionsfaktor des Systems (Grasset al., 200@, b; Tibazarwa et al., 2000, wahrend
dies bei czc nicht der Fal ist. Hier ist wahrscheinlich ein auf dem Chromosom kodierter,
bisher unbekannter Sigma-Faktor involviert (Gref3a., 1999).
Bel einem verwandten Resistenz-System (ncc; Abb. 2 aus Achromobacter (Yabuuchi et al.,
1999 (Alcaligenes) xylosoxidans 31A, wurden Elemente aus beiden Regulations-Systemen
gefunden. Dieser Organismus besitzt nur einen bekannten CnrCBA- bzw CzcCBA-ahnlichen
3
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Metall -CBA-Transport-Komplex, NccCBA. Die ncc-Determinante vermittelt Resistenz gegen
Nickel, Cobalt und Cadmium und wird jeweils einmal auf jedem der beiden Megaplasmide
pTOM8 und @OM9 kodert (Schmidt und Schlegel, 1994. Da nur ein Resistenz-System
vorliegt, miussen keine verschiedenen Regulationswege koordiniert werden. Dieses System
besteht auf¥er aus den Strukturgenen nccCBA zusétzlich aus dem stromaufwarts gelegenen
nccYXH-Operon (mit grofRer Ahnli chkeit zu cnrYXH auf Proteinebene) und cem stromabwarts
gelegenen Gen nccN (mit groRer Ahnlichkeit zu czcN, Abb. 2. Ein weiteres dhnliches
Resistenz-System wurde kirzlich in Pseudomonas aeruginosa CMG103 identifiziert. Diese
czr-Determinante vermittelt Resistenz gegen Cadmium undZink undsetzt sich aus dem CBA-
Efflux-Komplex und einem R+S-Zwei-Komporenten-Regul ationssystem zusammen (Hassan
et al.,, 1999 Abb. 2. Im Gegensatz zu cnr, czc und ncc ist die czr-Determinante jedoch
chromosomal kodiert.

Typisch fur die Regulation kekterieller CBA-Efflux-Systeme scheinen also ein Zwei-
Komponrenten-System R+S auf der einen, undoder das Paa Sigma-Faktor Anti-Sigma-Faktor
auf der anderen Seite zu sein. Einen Uberblick tber die Ahnlichkeit der Proteine der
aufgefuhrten Efflux-Systeme gibt Abbildung 2

< —

cnr:
59%76% 65% 74% 6 89%
ncc: §>X> H > ‘ C> B E>
\
21% 31% 49% 66%
|
|
< ) N )M 5 )
\
40 % 54% 75% 56% 34%
o |
Lo s

Abb.2: Vergleich verschiedener bakterieller CBA-Protonen/K ationen-Antiport-Systeme.

Dargestellt sind die Genanordnung um Ahnlichkeiten entsprechender Proteine der cnr-(Cobalt-Nickel), ncc-
(Nickel-Cobalt-Cadmium), czc-(Cobalt-Zink-Cadmium) bzw. czr-(Cadmium-Zink)-Schwermetall -
Resistenz-Determinanten. Jeweils zwischen den Genen der Determinanten stehen die prozentualen
Ahnlichkeiten der entsprechenden Proteine. Die Richtungder Pfeile gibt die Transkriptionsrichtung der Gene an.
Nicht dargestellt sind (potentielle) Transkriptionsstartpunkte.
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In R. metallidurans CH34 wird die cnr-Determinate spezifisch duch Ni?*-Stress induziert.
Fiir die Bakterien wére &iRerst sinnvdl, die Ni**-Kationen bereits kurz nach der Passge
durch die Porine der duf¥eren Membran zu ,fihlen® und Gker eine Signalkette bereits dann de
Expresson der Resistenzgene voranzutreiben. Denn wenn de Kationen erst im Cytoplasma
entdedkt* werden, konren sie schon toxische Effekte, wie @wa die Verdrangung von Fe**
aus den katalytischen Zentren von Enzymen (Malli ck und Rai, 1992 Stockand et al., 1993
hervorgerufen haben.

Zu Beginn deser Arbeit lag ein 8.5 kbEcoRI-Pstl-DNA-Fragment sequenziert vor, das fur
cnrYXHCBA kodert (Abb. 7). Durch Transposonmutagenese waren de an der induzierbaren
Resistenzauspragung beteiligten Gene identifiziert worden (Liesegaingl993).

Ziel dieser Arbeit war die Aufklérung der Regulation der cnr-Determinante auf molekularem
und plysiologischem Niveau, sowie die Charakterisierung der drei Regulatoren CnrY, CnrX
und CnrH. Ebenso war die Frage der Existenz eines cnrN-Genes gromabwaérts von cnrA zu
kldren. Aulerdem wurde untersucht, in wieweit verschiedene Proteine der Schwermetall -
Resistenzsystenwr, czc undncc in ihrer Funktion austauschbar sind.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Bakterienstamme und Plasmide

Diein der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind in Tabelle 1
aufgeflhrt.

Tab. 1: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm  Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/
Herkunft

Ralstonia metallidurans

AE104  plasmidfrei keine Metallresistenz Mergeayet al.,
1985

AE126 pMOL28 CobB, Nic" (cnr-Determinante) Mergeayet al.,
1985

AE128  pMOL30 CobB, zZin', Cad (czecDeterminante) Mergeayet al.,
1985

DN176 (pMOL28-1) cnrY1Con), konstitutivecnr-Expression diese Arbeit

DN177  (pMOL28-2)  ®(cnrCBA-lacd diese Arbeit

DN190 pMOL28-3 ®(cnrCBA-lacg AcnrYXH diese Arbeit

DN195 pMOL28-4 cnrY1(Con), d(cnrCBA-lacs diese Arbeit

konstitutive cnr-Expression
DN410 pMOL28-5 pMOL28-2Q(2100 bp::pECD581) diese Arbeit
®(cnrCBA-lacd

DN411  pMOL28-6 ®(cnrCBA-lacZ cnrY1(Con)AcnrC diese Arbeit

DN412 pMOL28-7 ®(cnrCBA-lacg cnrY1(Con)AcnrB diese Arbeit

DN413  pMOL28-8 ®(cnrCBA-lac cnrY(Con)AcnrCB diese Arbeit

Achromobacter xylosoxydans

31A pTOMS, CobB', Nic', Cad',Zin', Cu' (ncc-Determinante)  Schmidt und

pTOM9 Schlegel, 1989

Saccharomyces cerevisiae
cdc25H  plasmidfrei Mata, ura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801Stratagene,

trp1-901 leu2-3 112 cdc25-2 Gal Heidelberg
Escherichia coli
JM83 plasmidfrei ara, A(lac — proAB, rpsL,(str), thi, ¢80, Vieira und
lacZAM15 Messing, 1982
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Fortsetzung Tabelle 1.

Stamm  Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/
Herkunft
XL1-Blue plasmidfrei A(mcrA)183,A(mcrCB-hsdSMRmM)rl173, Stratagene GmbH,
endAl, supE4, thi-1, recAl, lac [F' proAB, Heidelberg
laclZAM15, Tn5 (kaf)]
XL2-Blue plasmidfrei recAendAlL gyrA96thi-1 hsdRL7 supE4,  Stratagene GmbH,
relAl lac [F' proAB, laclZAM15 Tn10 (tef) Heidelberg
Amy cani]
ER 2566 plasmidfrei F A fhuA2[lon] ompTlacZ::T7 genel gal NewEngland
sulA11A(mcrC-mrr) 114::1S10 R(mcr- BioLabs GmbH,
73::miniTn10—TetS)2 R(zgb-210::Tn10) Schwalbach i.
(TetS) endAl [decm]T7-Expressionsstamm Taunus
M15 pREP4 naf stf rif® lac ara gal mtl F recA" uvr’;  QIAGEN, Hilden
His-TagExpressionsstamm
S17-1 pro, Tra’ recA Simonet al, 1983
CC118 phoAA20 galE15 galK16 thi rpsE rpoB, aerkE
(Am) recAl
pGEM-T Easy amp, lacPOZ, zur Klonierung von PCR-  Promega,
Produkten Madison, Wi-USA
EC719 pECD566 cnrYXHals 1.7 kbXba-Fragment in diese Arbeit
pGEM™-T Easy
EC771 pECD618 phoAFusionsvektor (0\GEMT Easy- Stammsammlung
Derivat) ohne PhoA-eader der Arbeitsgruppe
EC772 pECD619 phoAFusionsvektor (0GEMT Easy- Stammsammlung
Derivat) mit PhoAkLeader der Arbeitsgruppe
EC782 pECD607 cnrYin peECD500(cnrY-phoAFusion) diese Arbeit
EC782 pECD607 cnrXin pECD500(cnrX-phoAFusion) diese Arbeit
pLO2 Sucid-Rekombinations-Vektor in Ralstonia Lenzet al.,1994
metalli durans metalli durans
EC743 pECD581 bp 2100-2400 voonrH'C’ in pLO2 diese Arbeit
EC745 pECD592 pGEM-T Easy mitacZ (alsBanHI /Xba— Stammsammlung
Fragment, ohnkacZop der Arbeitsgruppe
pTYB2 Amp', Expressionsvektor fur Fusions- New England
Proteine mit C-terminalem Intein mit CBD BioLabs GmbH,
Schwalbach i.
Taunus
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Fortsetzung Tabelle 1.

Stamm  Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/
Herkunft
EC789 pECD614 cnrY’ (CnrY’ AsgE/As9R) Ndd/bluntin diese Arbeit
pTYB2
EC790 pECD615 cnrXNdd/bluntin pTYB2 diese Arbeit
cnrX (CnrX HyR/H41R) Ndd/bluntin Stammsammlung
pTYB2 der Arbeitsgruppe
EC791 pECD616 cnrH Ndd/bluntin pTYB2 diese Arbeit
pQE70 Amp', Expressionsvektor fir Fusions- QIAGEN, Hilden
Proteine
mit C-terminalentxHis-Tag
pGPS2 Canl, Transprime™ (Transposon-) GPS- New England
Mutagenese-Vektor Biolabs GmbH,
Schwalbach i.
Taunus
EC722 pECD569 1.6 kbPst/Xhd-cnr-stromabwarts FragmentStammsammlung
in pECD553 (Kah) der Arbeitsgruppe
pMC1871 tragtlacZ-Gen ohne Promotor Stammsammlung
der Arbeitsgruppe
EC768 pECD606 czcCalsSph/BaMH1-Fragment in pQE70 diese Arbeit
pSOS E.coli-HefeShuttleVektor, amp ColE1, Stratagene,
2u ori, LEU2, Rpn1, hSOS’ Heidelberg
pSOS MAFB  MAFB, Positiv-Kontrolle in pSOS Stratagene,
Heidelberg
pSOS Coll Murine 72 kDa TyplV Collagenase (aa 148Stratagene,
357 in pSOS Heidelberg
EC784 pECDG609 cnrY’ CnrY AsgE/AsgR BanH1/Sal in pSOS diese Arbeit
EC785 pECD610 cnrY’X' CnrY AsgsE/AsgR CnrX ohnedLeader diese Arbeit
BanH1/Sal in pSOS
pMYR E.coli-HefeShuttleVektor, camy, ColE1, Stratagene,
2u ori, URA3, RaL1, Myristylations-Signal Heidelberg
pMyr MAFB MAFB, Positiv-Kontrolle in pMyr Stratagene,
Heidelberg
pMyr Lamin C Humanes Lamin C (aa 67-230) in pMyr  Stratagene,
Heidelberg
EC786 pECD611 cnrX’ CnrX ohnel.eaderEcaRl/Sal in pMyr diese Arbeit
EC787 pECD612 cnrH EcaoRl/Sal in pMyr diese Arbeit
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Fortsetzung Tabelle 1.

Stamm  Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/
Herkunft
EC788 pECD613 cnrX' H CnrX ohre Leader EcoRI/Sdl in pMyr  diese Arbeit
EC792 pECD617 cnrX CnrX HaiR ohreLeader ECoRI/Sdl in Stammsammlung
pMyr der Arbeitsgruppe
pVDZ 2 Tet IncP1lacZ” Mob® Tra Dereticet al.,1987
EC686 pDNA291 cnrYXHals 1.7 kbXba-Fragment in pVDZ'2 diese Arbeit
EC694 pDNA298 ®(cnrHp-lac? alsHindlll/ Xba-Fragment in diese Arbeit
pVvDZ'2
EC695 pDNA299 ®(cnrCp-lacg alsEcaRI/Xba-Fragment in  diese Arbeit
pVvDZ'2
EC696 pDNA300 ®(cnrYp-lacg alsXbd-Fragment in pvVDZ'2 diese Arbeit
EC699 pDNA303 EcaRI/Xbd-Fragmentd(nccYX-cnrHaus ~ Stammsammlung
pECD578 in pvVDZ'2 der Arbeitsgruppe
EC700 pDNA304 EcaRI/Xbd-Fragment iccYXH aus diese Arbeit
pECD577 in pvDZ'2
EC706 pDNA310 cnrYXHCnrX HyR als 1.7 kiXba- Stammsammlung
Fragment in pVDZ'2 der Arbeitsgruppe
EC709 pDNA313 cnrYXHCnrX Hg:R als 1.7 kiXba- Stammsammlung
Fragment in pVDZ'2 der Arbeitsgruppe
EC759 pDNA319 cnrC alsEcaRl/Xbd-Fragment in pvVDZ'2  diese Arbeit
EC760 pDNA320 cnrB alsEcaRI/Xbd-Fragment in pVDZ'2  diese Arbeit
EC761 pDNA321 cnrCBalsEcaRI/Xbda-Fragment in pVDZ'2 diese Arbeit
EC762 pDNA322 czcCalsEcRI/Pst-Fragment in pvDZ’2  diese Arbeit
EC763 pDNA323 czcB dsEcoRl/BamHI-Fragment in pvDZ'2  diese Arbeit
EC764 pDNA324 czcCBalsEcaRI/Pst-Fragment in pVDZ'2 diese Arbeit
EC765 pDNA325 nccCalsBanHI/Pst-Fragment in pVDZ'2  diese Arbeit
EC766 pDNA326 nccBalsBanHI/Pst-Fragment in pvVDZ'2  diese Arbeit
EC767 pDNA327 nccCBalsBanHI/Pst-Fragment in pVDZ'2 diese Arbeit
EC688 pDNA292 cnrY alsEcarl/BarmHI-Fragment in pVDZ'2 diese Arbeit
EC689 pDNA293 cnrXalsEcoRl/Xba-Fragment in pvDZ'2  diese Arbeit
EC690 pDNA294 cnrH alsecaRI/Xba-Fragment in pvVDZ'2  diese Arbeit
EC691 pDNA295 cnrYXalsXba-Fragment in pvVDZ'2 diese Arbeit
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Fortsetzung Tabelle 1.

Stamm  Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/
Herkunft

EC692 pDNA296 cnrYHalsEcaRl/Xba-Fragment in pvVDZ'2 diese Arbeit

EC693 pDNA297 cnrXH alsEcaRI/Xbad-Fragment in pVDZ'2 diese Arbeit

EC769 pDNA328 cnrYXHCnrX ED alsXbd-Fragmentin  diese Arbeit
pvDZ'2

EC770 pDNA329 cnrYXHCnrX E34Q alsXbd-Fragmentin  diese Arbeit
pvDZ'2

EC775 pDNA334 cnrYXH(cnrY1(Con)) alsXba-Fragment in  diese Arbeit
pvDZ'2

EC776 pDNA335 cnrYXHCnrX E;2D alsXbd-Fragmentin  diese Arbeit
pvDZ'2

EC777 pDNA336 cnrYXHCnrX E,Q alsXba-Fragmentin  diese Arbeit
pvDZ'2

EC778 pDNA337 cnrYXHCnrY EQ/EsQ alsXbd-Fragment in diese Arbeit
pvDZ'2

EC779 pDNA338 cnrYXHCnNrY Ry T/K 13T alsXba-Fragment diese Arbeit
in pvDZ'2

EC780 pDNA339 cnrYXHCnrY Gs;:S/Gs,S alsXbd-Fragment diese Arbeit
in pvDZ'2

EC781 pDNA340 nccNalsEcaRI/Xbd-Fragment in pVDZ'2  diese Arbeit

2.2. Kultivierungsbedingungen

2.2.1. Nahrmedien und Zusatze fiur Bakterien

A) Nahrbouillon I (SIFIN GmbH, Berlin)

25 g Nahrbouillon |1
ad 1| HOvidest

Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht Eorol-Stammen.

B) Nahraga(SIFIN GmbH, Berlin)
36.5 g Nahragar | bzw. 26 g Nahragar I
ad 1 | HObidest
Diese Festmedien dienten der ZellanzuchtEoooli- Stammen.

10
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C) Luria-Bertani-Medium. LB-Medium(Sambrooket al, 1989)
10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
NaOH ad pH 7.0
ad 1 | HObidest
Zur Herstellung von LB-Platten wurden dem Medium 15 g/l Agar zugesetzt. Dieses
Komplexmedium diente der Zellanzucht éncoliStammen.

D) Spurenelementlésung SL6 (10 fach) nB#nnig (1974)
900 ml HObidest

0.1 g ZnSQx 7 H,O

0.03 g MnC} x 4 H,O

0.3 g HBO;

0.2 g CoGIx 6 H,O

0.01 g CuGIx2 H,0O

0.188 g NiC} x 6 H,O

0.03 g NaMo4 x 2 H,O ad 1 | HOnbidest

E) Tris-gepuffertes MinimalmediunifMergeayet al, 1985)

Komponente A20 fach): Komponente K20 fach):
800 ml HObidest 900 ml HObidest
121.1 g Tris-HCI 19.5 g NaSOy x 10 O
HClad pH 7.0 4.6 g NaHPO, x 12 H,O
danach Zugabe von: ad 1 | HObidest
93.6 g NaCl
29.8 g KClI
21.4 g NHCI

4.0g MgC} x 6 HO

0.60 g CaCGIx 2 H,O

0.024 g Eisen-Ammonium-Citrat

2 ml Spurenelementlésung SL6 (10 fach) niignnig (1974)

ad 1 | HObidest
Die Komporenten A und B wurden im Verhdtnis 1:1 gemischt und auf die enfache
Konzentration verdinnt.
Fur die Anzucht von Ralstonia metallidurans im Flissgmedium wurden 2 ¢/l
Natriumgluconat als Kohlenstoffquelle zugesetzt und mitsterilisiert.

11
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F) Medium zur Selektion von DoppelrekombinanteRalstonia metallidurans
Tris-gepuffertes Minimal-Medium +

150 g/l Saccharose

1 g/l Hefeextrakt

0.1 mM KCrO,

Fur TrisMinimal-Festmedien wurden vor dem Autoklavieren 15 ¢/l (bel Zugabe von
Metallsalzen 20 g/l) Bacto-Agar (Difco, Augsburg) zugesetzt.

G) Medienzusatze

Schwermetallsalze

Die Schwermetall salze ZnCl,, CoCl,, CdCl,, CuCl,, NiCl,, K,CrO4lagen ds1 M bzw. 0.1M
wassrige Stammlésungen vor.

Die Stammldsungen wurden im sterilem Medium auf die beschriebenen Endkoreentrationen
verdinnt.

Antibiotika
Die Herstellung der Antibiotika-Stammlésungen erfolgte nach Ausubel et al. (1993. Die
Stammldsungen wurden bei —20°C aufbewahrt und cn sterilen Medien in den in Tabelle 2

aufgefuhrten Endkonzentrationen zugesetzt.

Tab. 2: Antibiotikastammldsungen und Endkonzentration im Medium

Antibiotika Stammldsung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 125 g/l HObidest 125 mg/l
Kanamycin 25 g/l H,Obidest 25 mg/l E. coli)

- 1 g/l (Ralstoniametalliduran$
Tetracyclin 12.5 g/l 50 % Ethanol 12.5 mg/l
Chloramphenicol 20 g/l Ethanol (96 %) 20 mg/l
Streptomycin 10 g/l H,Obidest 10 mg/l

Weitere Medienzuséatze

Als weitere Zusdtze in den Nahrmedien denten der kinstliche Indukor IPTG, sowie das
chromogene Substrat X-Gal. Die Lagerung der Stammldsungen erfolgte bei —20°C.
IPTG lag as wasgige Stammldsung von 200g/l vor undwurde in einer Endkoreentration von
40 mg/l den sterilen Medien zugesetzt. X-Gal wurden 200g/l in Dimethylformamid gelOst.
Die Endkonzentration im Medium bertug 48 mg/I.
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2.2.2. Nahrmedien und Zusatze fur Hefel(Stratagene, Heidelberg)

A) YPAD-Medium-Agar

1 % Hefeextrakt

2 % Bact§-Pepton

2 % Glucose

2 % Bact§-Agar

40 mg Adenin-Sulfat
ad 1000 ml HObidest

Nach dem Autoklavieren und GielRen der Platten wurden diese 3 Tage bei RT getrocknet.
Fur YPAD-Fliussigmedium wurde Medium ohne B&efgar zubereitet.

C) 10 xDropoutMedium

300 mg L-Isoleucin 200 mg L-Methionin
1500 mg L-Valin 500 mg L-Phenylalanin
200 mg L-Adenin-Hemisulfat 2000 mg L-Threonin
500 mg L-Arginin-HCI 500 mg L-Tyrosin

200 mg L-Histidin HCI Monohydrat 1000 mg L-Glutamat
500 mg L-Lysin HCI 1000 mg L-Aspartat

400 mg L-Serin
ad 1 | HOnidest

Anschliel3end wurde die Losung filtersterilisiert und bei 4°C gelagert (bis 1 Jahr lang stabil).

D) Synthetisches Glucose Minimal-Medium [SD/Glucose (-UL)]

1.7 g Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminoséauren

5 g Ammonium-Sulfat

20 g Glucose

ad 900 ml HObidest
Nacdh 15 min. Autoklavierung und AbkiHung auf ca 55C wurden 100ml filtersterili sierte
10 xDropoutL6sung zugegeben.
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E) Synthetisches Galaktose Minimal-Medium [SD/Galaktose (-UL)]

1.7 g Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminosauren

5 g Ammonium-Sulfat

20 g Galaktose

10 g Raffinose

ad 900 ml HObidest
Nacdh 15min. Autoklavierung und AbkiuHung auf ca 55C wurden 100ml filtersterili sierte
10 xDropoutL6sung zugegeben.

Zur Herstellung von SD Dropou-Agar-Platten wurden dem Medium 17 g Bado-Agar
zugesetzt. Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht von S. cerevisiae-Stdmmen mit den
Plasmiden pSOS und pMyr (und deren Derivaten).

2.2.3. Zellanzucht, Induktion und Zellernte

Ralstonia metallidurans

Die Anzucht von Ralstonia metalli durans-Stammen erfolgte in Tris-gepuffertem Medium,
dem as einzige Kohlenstoffquelle 2 g/l Natriumgluconat zugesetzt wurde. FUr
Konjugationsversuche wurdralstonia metalliduransy NB-Medium angezogen.

Als KulturgeféRe fur die Anzuchten aler Stamme dienten sterile Reagenzgléser,
Erlenmeyerkolben und Seitenarmkolben, wobei das Volumenverhdtnis von Medium zu
Gefald maximal 1:5 betrug. Die Zugabe von Antibiotika und Schwermetall salzen erfolgte in
den schon heschriebenen Konzentrationen. Die Flussgkulturen wurden bei 30°C (Brutraum)
auf einem Rotationschiittler (HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 150rpm angezogen.
Fur Wadhstumsversuche efolgte die Zell anzucht in einem Wasserbadschtittler (Gyrotory G76,
New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, New Jersey) bei 30°C und 140rpm. Das
Zellwadhstum wurde durch Triburgsmesaung mit einem Klett-Summerson Colorimeter (Klett
MFG Co., USA) in Kletteinheiten (KE) gegen unteimpftes Medium verfolgt. Fir die RNA-
Isolation wurden de Zellen bei ca 300 Kletteinheiten mit den entsprechenden Metallen
indwziert bzw. die Kontrollen jetzt geentet. Beimpfte Agarplatten wurden aerob bei 30°C (im
Brutraum) fir 1-5 Tage inkubiert. Die Zellernte fir Enzymtests erfolgte durch Zentrifugation
fiar 4min. bei 10000rpm und 4T in ener Laborzentrifuge (Sigma 2K15, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode). Fir die RNA-Isolation wurden de Zellen entweder durch
10 minUtige Zentrifugation bei 5000rpm und 4T in einer Laborzentrifuge (Hettich Universal
30 RF, Tuttlingen) oder durch 15s Zentrifugation in einer Tischzentrifuge (Sigma 112, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode) bei 12000 rpm und Raumtemperatur geerntet.
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E. coli

Die verwendeten E. coli-Stamme wurden in NB- oder LB-Medium angezogen. Zur Selektion
wurden de entsprechenden Antibiotika-Konzentrationen zugegeben. Als Anzuchtgefélie
dienten sterile Reagenzglaser und Erlenmeyerkolben, wobei ebenfals auf ein maximales
Volumenverhdltnis von Medium zu Gefa? von 15 geaditet wurde. Die Flussgkulturen
wurden bei 37°C (Brutraum) in fast waageredht eingespannten Reagenzglasern auf einem
Rundschittler (HS500, IKA Labortechnik) oder auf einem Rotationschittler (HI, Infors AG,
Bottmingen, Schweiz) bel 200rpm angezogen. Das Zellwadhstum wurde ds optische Dichte
(ODgpo mit einem UV/VIS-Spektrophdometer (Ultrospecll, LKB Biochrom Ltd., England)

gemessen. Beimpfte Agarplatten wurden agob bei 37°C (im Brutraum) fir 12-24 hinkuhiert.
Die Zellernte efolgte entweder durch 10minutige Zentrifugation in einer Hettich-Zentrifuge
(Universal 30 RF, Tuttlingen) bei 4°C und 5000pm, in der Sigma-Laborzentrifuge bei 4°C
und 12000 rpm oder durch 30 s Zentrifugation in der Sigma Tischzentrifuge.

2.2.4. Stammhaltung

Die Kultivierung von Ralstonia metalli durans-Stémmen erfolgte auf Tris-Minimalmedium-
Agar-Platten, wobei den plasmidtragenden Stammen Schwermetalle zur Selektion zugesetzt
wurde. Die Kulturen wurden all e vier Wochen Ukerimpft, so dasszu jedem Zeitpunkt frisches
Koloniematerial zur Verfiigung stand.

E. coli-Stamme wurden auf LB-Agar- bzw NA-Platten mit dem jewelligen Antibiotikum
entsprechender Konzentration kutiviert. Die Stamme wurden alle vier Wochen auf frische
Platten Gkerimpft. Nach der Inkubetion bei 30°C bzw. 37°C wurden all e Platten im Kihlraum
bei 4°C aufbewahrt. Um einer Kontamination der Stémme vorzubeugen, wurden all e Stémme
mit neu korstruierten Plasmiden sowie die Stamme, mit denen stéandig geabeitet wurde, in
Glyzerinkulturen bei -80°C aufbewahrt. Dazu wurden de Kulturen in der spatexporentiellen
Wachstumsphase geerntet und mit Glyzerin [Endkonzentration 20 % (v/v)] versetzt.
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2.3. Molekulargenetische Arbeiten mit DNA

2.3.1. Isolierung von DNA

Da es fur die Arbeit mit DNA erforderlich war, vorhandene DNasen zu inaktivieren, wurden
all e hitzebestandigen Gerdte und Lésungen vor Beginn der Versuche bei 121°C autoklaviert.
Hitzeinstabile Gerdte wurden mit 70 %igem Ethano abgerieben, htzelabile Lésungen
filtersterilisiert.

2.3.1.1. Analytische Megaplasmidisolierun¢gnachNieset al.,1987

Es wurden 10ml einer Ralstonia metalli durans-Ubernachtkultur abzentrifugiert und in
2 ml E-Puffer [75 mM Tris-Acetat (pH 7.3), 1 mM EDTA] resuspendiert. Nach vorsichtiger
Zugabe von 1ml Lysispuffer [5 Telle 1 N NaOH + 6 Teile 200 g/l SDS + 9 Teile steriles
H,Obidest] wurde 1 h kei 68°C inkubiert. Es wurden 400ul 5 M NaCl und 6ml Phend :
Chloroform 1:1 (v/v) auf die heil®e Probe gegeben und dese 20ma kraftig aus dem
Handgelenk geschwenkt. Die Phasen wurden durch Zentrifugation getrennt und de Oberphase
1 h bei 4°C inkukiert. Dann wurde die wasgige Phase in ein frisches 15 ml Greiner-Rohrchen
Uberfihrt, mit 100l steriler 10 % (v/v) Essgsdure neutralisiert und mit 6 ml Diethylether
extrahiert. Zur vollstandigen Phasentrennurg wurde 5min. zentrifugiert. Ether- und
Interphase wurden verworfen und \erbliebene Etherreste bei 60°C (10-20 min.) verdampft.
Die Megaplasmid-DNA wurde mit 6 ml eiskaltem 96 % (v/v) Ethand bei -70°C fir 30 min.
gefdlt. Eine anschliel3ende Zentrifugation bei 5000rpm fur 30min. bei 4°C flhrte zur
Sedimentation der DNA, die dann in 500pl sterilem HyOpiges resuspendiert wurde.
Anschlief3end wurde die DNA durch Zugabe von 10ul 5 M NaCl und 1ml 96 % (v/v)
Ethand umgefdlt (30 min. bai -70°C), mit 70 % (v/v) Ethand gewaschen und mittels
Vakuumpumpe getrocknet. Das Megaplasmid-DNA-Pellet wurde in 20l sterilem HyOpiges
aufgenommen und 1 h bei 50°C inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.3.1.2. Isolation von Gesamt-DNA nacMarmur (Johnson, 1981)

Hierbel handelt es sch um eine Methode zur Isolation von Gesamt-DNA, wie sie in
abgewandelter Form fiir viele Bakterien durchfihrbar ist.

7.5 ml einer Ubernachtkultur wurden in ein 15 ml Greiner-Rohrchen Gkerfiihrt und fur 15
min. bai 4°C und 4 500 pm abzentrifugiert (Hettich, RF, Tuttlingen). Das Pellet wurde in 7.5
ml Phosphatpuffer [10 mM NaH,PO, NaHPO,, pH 6.8] gewaschen und erneut wie
angegeben zentrifugiert.

Die Zellen wurden in 0.85ml eiskalter Sactharose-Losung [250 g/l Sacdharose, 10 mM Tris-
HCl (pH 8.0, 1 mM EDTA] resuspendiert und dann auf Eis gelagert. Nadch varsichtigem
Einmischen von 0.1ml Lysozym-L&sung [10 g/l Lysozym, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM
EDTA] verblieb der Ansatz fir 15 min. bai 30°C im Wassrbad. Es wurden 1.25 ml
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Sactarose-Ldsung, 0.1 ml Proteinase-K-Ldsung [2.5 g/l Proteinase K, 10mM Tris-HCI (pH
8.0, 1 mM EDTA] und 1.25ml SDS-Lésung [15 g/l] zugegeben, fur 3 h kel 37°C und
anschliefend 15 min. bei 55°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz langsam auf
Raumtemperatur abgekthlt. Anschlief3end wurden folgende Chemikalien nach dem jeweili gen
Hinzupipettieren fir 10-15 min. duch kraftiges Schwenken eingemischt: 0.94 ml
Natriumperchlorat-Losung [5 M in sterilem HObidest], 1.25 ml Pheno/NaCl und 1.25ml
Chloroform/Isoamylalkohd (1:1). Nach Zentrifugation kei 4 200rpm und 20T fur 20 min.
(Hettich Universal 30, RF, Tutttlingen) wurde die Oberphase @&genommen undin ein neues
steriles Greinerrohrchen Ukerfihrt. Die stark viskose Lésung wurde mit 1 Volumen
Chloroform/Isopamylalkohd von Phendresten befreit, indem kréftig aus dem Handgelenk
geschittelt wurde. Nadh erneuter Zentifugation kel 4200rpm und 20T fur 10 min. wurde die
wéasgige Oberphase @genommen undin ein neues geriles Rohrchen tbkerfuhrt. Es erfolgte
die Zugabe von 120ul 10 %iger steriler Esdgsaure zur Neutralisation der DNA. Es shloss
sich de Extraktion mit 6 ml Diethylether an, indem wieder aus dem Handgelenk geschwenkt
wurde, bis ein hanogenes Gemisch entstand. Nach Zentrifugation (4500 rpm, 4°C, 10 min.)
wurde die Unterphase in ein neues gderiles Rohrchen dberfuhrt und zum Abdampfen der
Diethyletherreste bei 60°C im Wasserbad inkubiert.

Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 6 ml Ethanol (96 %) bei —20°C Uber Nacht.
Es wurde bei 4500 rpm und 4T fir 30 min. zentrifugiert, das erhaltene Pellet in 500 pl
sterilem H2Onidest resuspendiert undin ein steriles 2 ml-Eppendaf—Redktionsgefal? tlerfuhrt.
Es <hloss s$ch eine zweite Falung nach Zugabe von 10pl steriler 5 M NaCl-Losung und 1
ml Ethand (96 %) fur 2 h e —20C an. Es wurde fir 1 h ke 12 000rpm und 4T
zentrifugiert (Eppendaf Laborzentrifugen) und cbs dabei erhaltene Pellet im Vakuum (Spead
Vac SVC 100, Savant) getrocknet. Danadh wurde die DNA in 250l sterilem H,Obidest bei
50°C geldst. Die Lagerung der DNA erfolgte bei —20°C.

Diese Methoce diente der Isolation genomischer DNA von Achromobeacter xylosoxydars 31A,
die als Template fir PCR-Reaktionen eingesetzt wurde.
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2.3.1.3. Mikroplasmidpréparation (nachAkada, 199%

Diese Methode diente der Grolenabschatzung rekombinanter Plasmide. Auf Grund des
geringen Aufwandes konnten so eine Vielzahl von Klonen relativ einfach Uberprift werden.

Je 100 pl einer Ubernadhtkultur der zu urtersuchenden Klone wurden in ein steriles 1.5ml -
Eppendaf-Reektionsgefad Gkerfuhrt und 50ul Phenad/Chloroform (1:1) sowie 10 ul Stop-

Mix [40 % Glycerol (v/v), 1 g/l SDS, 0.1M EDTA, 2.5¢/| BPB] zugegeben. Nadch Mischen
mittels Vortex Shaker (Vortex Genie2™, Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz) fir 10 s

und Zentrifugation fir 3 min. in einer Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode) wurden ca. 25 pl des wassrigen Uberstandes im 1 %igen Agarosegel aufgetrennt.

2.3.1.4. Miniplasmidisolation(verandert nach Sambroekal, 1989)

Diese Methode diente der schnellen Analyse von Plasmid-DNA, deren Reinheit fir
Restiktionsanalysen und PCR ausreichend war.

Die Anzucht der Zellen erfolgte in 3 ml Nahrboull on mit Antibiotika Gber Nadit. Davon
wurden 1.5ml in Eppendaf-Reektionsgeféalien in einer Tischzentrifuge (Sigma 112, Sigma
Laborzentifugen GmbH, Osterode) sedimentiert. Nach sorgféltiger Abnahme des Uberstandes
wurde das Pellet in 100l Losung | [50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM
EDTA] vollstandig resuspendiert. Danach erfolgte die Zugabe von 200ul Lésung Il [0.2 M
NaOH, 10g/l SDS]. Es wurde vorsichtig gemischt und 5min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlie?end wurden 150 pl Lésung 1l [3 M Kaliumacdat, 2 M Essgsdure] zugesetzt,
gemischt und 5min. auf Eisinkubert. Es shloss $ch eine Zentrifugation (Sigma 112, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode) fur 10 min. bai 12 000rpm an. Das weil3i che Prézipitat
wurde mittels gerilem Zahnstocher entfernt. Der Uberstand wurde mit 1 Vol.
Phend/Chloroform (1:1) extrahiert, und zur Phasentrennurg 5 min. bai 12 000 rpm
zentrifugiert. Der wasgige Uberstand wurde in ein neues geriles 2 ml-Eppendarf-Redktions-
gefald tkerfuhrt. Die Falung der DNA erfolgte durch Zugabe von 0.7Vol. Isopropand. Nadh
dem Mischen wurde fir 1 h kel 12000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pell et
wurde mit 70 %igem Ethand gewaschen, im Vakuum (Speed Vac SVC 100, Savant)
getrocknet und anschlieffend in 20 pl sterilem H,Onidest [mit 0.1 g RNaseA/I] aufgenommen.
Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

2.3.1.5.Préparative Plasmidisolation (in Anlehnurg an Birnbam und Doly, 1979 Grol% et
al., 1999)

Diese recht umfangreiche Plasmidisolationstechnik diente zur Prdparation grof¥r DNA-
Mengen voriow-copyPlasmiden (pVDZ’'2).

Bis zum ersten Zentrifugationschritt waren die Schritte gleich wie 2.3.1.4. al erdings wurde
mit dem doppelten Volumen an Hauptkultur geabeitet. Dann wurde der Uberstand nachmal
zentrifugiert und der Uberstandmit 0.8 % Vol Isopropand bei RT fir 30 min. gefallt. Die
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Pell etierung erfolgte Gber 30 min. bei 5000rpm und RT. Das Pellet wurde mit 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen, bevor es in 500 pl TE geldst wurde.

500l 4 M LiCl wurden zugegeben und ar Ansatz auf Eis 30 min. inkuhkiert. Wieder wurde
10 min. zentrifugiert (5000 rpm, 4°C) und de DNA aus dem Uberstand anschliefend mit
1/10 Vol. 3 M NaAceat und 2.5Vol. Ethand gefdlt. Erneut wurde zentrifugiert (25 min.
5000rpm und 4C) und dbs Pellet in 300ul TE gelost. Jetzt konrnte die Losung zuerst fur 30
min. mit 2 ul RNase (50 mg/ml) bei 37°C und dann fur 15 min. bei 37°C mit 2 ul Proteinase
K (20 mg/ml) behandelt werden. Vor Phenad/Chloroform- und Chloroform-Extraktion wurde
das Volumen auf 500 pl mit H,Opigest aufgeflllt. Wieder wurde mit Na-Acetat und Ethand die
DNA geféllt (s.0.) und mit 70 % (v/v) Ethand gewaschen. Schliefdich konrte das Pellet in
100 pl HoOpiges. aufgenommen werden undwar nach Konzentrationsbestimmung im Agarose-
Gel fUr weitere Experimente einsetzbar.

2.3.1.6. Plasmidisolation mittels QlAprepSpin Saulen(QIAGEN GmbH, Hilden)

Diese Methode diente der Gewinnurg hochreiner kovalent geschlossener Plasmid-DNA, die

zur Sequenzierung und zur praparativen Restriktion eingesetzt wurde. Die DNA wurde an

eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschlie3end gabitiksteluiert.

Eswurden 3 ml einer Ubernachtkultur von E. coli bei 12000rpm pell etiert (Sigma 112, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode). Die Praparation der Plasmid-DNA aus dem Zell pell et
erfolgte entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die DNA wurde bei —20°C gelagert.

2.3.1.7. Plasmidpré&paration mittels Anionen-Austauscher-Saulen (QIAGEN GmbH,
Hilden)

Diese Plasmidisolation keruht auf einer modifizierten alkalischen Lyse der Zellen und dr
DNA-Bindurg an eine Anionen-Austauscher-Saule. Es handelt sich hierbel um eine Methodk,
mit der hochreine, kovalent geschlossene, zirkulare Plasmid-DNA gewonren werden konrte.
Die DNA wurde auf eine Anionen-Austauscher-Saule (QIAGEN GmbH, Hil den) gegeben und
anschlief?end mit 1.25 mM NaCl eluiert. Diese Methode vermeidet die Verwendurg von
Phend. Mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Mini Kit konrten kleinere Mengen von low-copy
Plasmiden zur Analyse gewonren werden. Es wurden 10 ml E. coli-Ubernactkultur
aufgeabeitet, und de Losungen nach Anweisung des QIAGEN-Protokdl fur Mini-
praparation mit QIAGEN-tip 20 eingesetzt. Es hat sich gezeigt, dass die Saulen mehrmals
(mind. dreimal) verwendet werden konnten, wenn sie zwischendurch equilibriert wurden.
Mit dieser Methode konnte ebenfall s eine praparative Plasmidisoli erung durchgefiihrt werden.
In desem Fall wurde das “Midi Plasmid Purification Protocol” (QIAGEN GmbH, Hilden)
verwendet.
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2.3.2. DNA-Techniken

2.3.2.1. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennurg der DNA erfolgte in haizontalen Flachbett-Elektrophaesen (Easy Cast™
Eledrophaesis System). Dabei variierte die Gelkonzentration von 6 g/l bei grolen
Fragmenten bis zu 20 g/l bei kleinen Fragmenten.

Als Elektrophaese-Puffer wurde 1 x TAE-Puffer [40 mM Tris-Aceat, 1 mM EDTA
(pH 8.0)] eingesetzt. Die Agarose wurde dem Puffer zugegeben, in der Mikrowelle (Bosch
Hausgerédte) gelost. Dann wurde der abgekihiten, aber noch flisdgen Agaroseldsung
Ethidiumbromid (0.5 g/l) zugesetzt und das Gel gegossen.

Vor dem Auftragen wurden de Proben mit 0.2 Volumen Stopp-Ldsung [40 % (v/v) Glycerin,
0.1 g/l SDS, 0.1 M EDTA, + 2.5 ¢/l Bromphendblau] versetzt. Die aifgetragene Menge
richtete sich nach DNA-Groéfe und-Konzentration und letrug 1-10 pl (analytische Gele) bzw.
20-50 pl (praparative Gele). Die Elektrophaese efolgte bel 80-100V (PHERO-stab. 300,
BiotecFischer GmbH, Reiskirchen), bis die gesuchten Fragmente geniligend aufgetrennt
waren. Die Sichtbarmachung der DNA-Banden erfogte durch UV-Licht (UV-
Transill uminator, Appligene, lllkirch), die Dokumentation mittels Image-Master (Pharmada
Biotech, Freiburg).

2.3.2.2. DNA-GroRenstandard

Die Bestimmung der Grole lineaer DNA-Fragmente in Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe
Hindlll geschnittener A-DNA, EcoRI/BamHI geschnittener Plasmid-DNA pES1 sowie dem
Gene Ruled00 bp DNALadderPlus(MBI).

Der Gene Ruler 100 bp DNA LadderPlus umfass 14 Fragmente von 3 000, 2 000, 1 500,
1 200, 1 031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 und 100 bp Lange.

Das Plasmid pES1 het eine Grofe von ca 12.8 kb.Nadh Restriktion mit EcoRI und BamHI
treten elf Fragmente auf, deren etwaige Gréfen bei 4 000,2 500, 1 700, 1 300, 800, 660, 600,
510, 375, 230 und 140 bp liegen.

Beim Restriktion vonDNA des Phagen A (Gesamtgrofe 48.5 ki) mit Hindlll entstehen adt
Fragmente mit einer Grof3e von 23 130, 9 416, 6 557, 4 361, 2 322, 2 027, 564 und 139 bp.

2.3.2.3. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Fragmente afolgte durch Vergleich der
Fluoreszentintensitdt  Ethidiumbromid-markierter DNA-Proben mit Standards (DNA-
Fragmente bekannter Konzentration ). Dies war vor allem fir Sequenzretionen wichtig. Die
Konzentrationsbestimmung fir Ligationen erfolgte durch drekten Vergleich der miteinander
zu ligierenden Fragmente.
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2.3.2.4. Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion vonDNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl (analytisch) bis 100 pl
(préparativ). Die Enzymlésung nahm maximal 0.1 Volumen des Gesamtansatzes ein. Als
Inkubetionspuffer dienten de vom Hersteller mitgelieferten Puffer, die 10fadh korzentriert
vorlagen undauf einfache Konzentration im Ansatz verdiinrt wurden. Pro ug DNA wurden
1-5 U Restriktionsendonukease zugegeben und mindestens 1 h kel der fir das Enzym
spezifischen Temperatur inkubiert. 1 U eines Enzymes ist als die Aktivitét definiert, die 1 pg
DNA in 1 h bei 37°C spaltet.

Nadh Uberprifung auf vollstandige Spaltung mittels Agarosegelelektrophaese wurden de
Enzyme durch Ausheizen (10 min. bei 70°C) inaktiviert.

2.3.2.5. Reinigung und Konzentrierung von DNA

Die Reinigung der DNA erfolgte tber den QIAquick PCR Rurfikation Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden). Dabel adsorbiert die DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silika-Gel-
Membran, wahrend Verunreinigungen (z.B. Enzyme) diese ungehindert passeren konren.
Nad vdlstandiger Entfernung der Verunreinigungen durch einen Waschschritt, erfolgte die
Elution der DNA mittels sterilem }Dbidest(niedrige Salzkonzentration).

Es wurde nach dem mitgelieferten Protokadll vorgegangen und de DNA mit 50 ul sterilem
H,Ovidest eluiert. Die Methode diente der Reinigung von PCR-Produlten, wurde aer auch zur
Reinigung praparativer Restriktionen eingesetzt.

2.3.2.6. Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem praparativen Agarose-Gel aufgetrennt.
Im langwelligen UV-Licht wurde das entsprechende Fragment rasch aus dem Gel heraus-
geschnitten. Unter Anwendurg des Protokadl des QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN
GmbH, Hilden) konnte das Fragment aus dem Agaroseblock isoliert werden.

2.3.2.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 2030 pl durchgeftihrt. Das Verhdltnis
Vektor- zu Fragment-DNA richtete sich nach den abgeschédtzten Mengen und letrug bel
Ligationin pvDZ 2 1.5. Vektor- und Fragment-DNA wurden mit sterilem H,Obidest Versetzt
und zur Frellegung kohasiver Enden 5 min. bei 42°C inkubert. Anschlief?end wurden de
Ansdtze aif Eis abgekiihlt. Danadch erfolgte die Zugabe von 23 pul 10 x Ligationspuffer und 1
U T4-DNA-Ligase. Firr die Ligation von PCR-Produkten in pGEM®-T Easy wurde 0.5 pl
Vektor-DNA eingesetzt und Ligationspuffer sowie T4-DNA-Ligase des Ligationskits
(Promega, Madison, Wi) verwendet. Die Ligation wurden tiber Nacht (0\GEM®-T Easy) bzw.
fur 2-3 Tage (pVDZ 2) bei 16°C inkubiert.
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2.3.2.8. Transformation nach der CaG-Methode

Die Herstellung kompetenter Zell en erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode (Mandel und
Higa, 197Q. Die Transformation wurde in Anlehnurg an Sambrook et al. (1989
durchgefuhrt.

Von dem zu transformierenden E. coli-Stamm wurde ene Vorkultur Gber Nadt angezogen.
Diese wurde 1:100in einer 100 ml Hauptkultur verdiinrt und kei 37°C bis zu einen ODggo VON
0.3 kutiviert. Die Zellen wurden zu je 50 ml in sterile, auf Eis vorgekihlte Greiner-Réhrchen
Uberfihrt und 10min. auf Eis inkubiert. Es erfolgte die Sedimentation duch Zentrifugation
far 10 min. bei 4000 rpm und 4T (Hettich Universal, RF, Tuttlingen). Das Pellet wurde
vorsichtig in je 10 ml eiskater 0.1 M CaCl,-Losung resuspendiert (auf Eis) und erneut
zentrifugiert. Dann wurden de Zellen in 2 ml 0.1 M CaCl,-L6sung aufgenommen undim
Eisbad bis zur Transformation (mindestens 3 h, maximal 24 h) aufbewahrt. Nicht verwendete
kompetente Zellen wurden mit Glycerin [Endkoreentration 25% (v/v)] versetzt und kei —
80°C gelagert.

Je 200 pl CaCl,-kompetente Zellen (frisch oder auf Eis aufgetaut) wurden mit der zu
transformierenden DNA vorsichtig gemischt und mindestens 30 min. auf Eis inkubiert. Es
schloss s$ch ein Hitzeschock fur 90 s bei 42°C an, wonadh de Transformationsansétze sofort
wieder auf Eis gekiihlt wurden (2 min.). Nadch Zugabe von 0.8ml Nahrbouill or/LB-Medium
und Inkubetion fur 45 min. bei 37°C/30°C wurde auf Selektivagar ausplattiert. Die Platten
wurden tber Nacht bei 37°C/ 30°C inkubiert.

2.3.2.9. Transformation vonE. coli durch Elektroporation (nachDoweret al.,1988

A. Herstellung kompetenter Zellen

200 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) wurden mit 2 ml einer Vorkultur beimpft und Lei
37°C unter Schitteln bis 100 Klett kultiviert. Die Kultur wurde nach AbkiHung auf Eis (15
min.) zentrifugiert (15 min. 5000rpm, 4°C) und dhs Zell pell et zweimal mit je 50 ml eiskaltem
H2Oniges. gewaschen. Anschlieffend wurden de Pdletsin 30ml Glycerol (10 %) gewaschen,
vereinigt und de Zellen mach einer weiteren Zentrifugation (15 min., 5000rpm, 4°C) in 500
ul Glycerol (10 %) aufgenommen. Die dektrokompetenten Zellen wurden als 40 pl-Aliquae
bei -80°C aufbewahrt.

B. Elektroporation

Die Elektroparation erfolgte mit einem Gene Pulser der Fa. Biorad (Minchen). Pro Ansatz
wurden 40l kompetente Zell en auf Eis aufgetaut, mit 1-5 pl Plasmid-DNA versetzt und rach
1 min. Inkubetion auf Eis in sterile, vorgekihlte Elektroparationskiivetten (Elektrodenabstans
0.2 cm) Uberfuhrt. Die Elektroparation erfolgte bel 25 puF, 2.5KV und 200Q, wodurch eine
Feldstéarke von 12.5 kK//cm und Zeitkonstanten von 3.54.5 ms erreicht wurden. Sofort nadh
dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und de Zellen 1 h & 37°C inkubiert. 50200
pl des Ansatzes wurden auf Selektionsagar ausplattiert.
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2.3.2.10. Selektion rekombinanteE. coli - Klone

Die Transformanten wurden auf Nahragar-Platten mit IPTG und X-Ga unter Zusatz des
entsprechenden Antibiotikums selektiert. Rekombinante Klone konrten in der Regel durch
Test auf a-Komplementation identifiziert werden. Dem Selektionsprinzip liegt die Aufhebung
der a-Komplementation der [3-Galaktosidase durch im Plasmid integrierte Fremd-DNA und
der damit verbuncene Verlust der Fahigkeit zur Bildung des Indigo-Farbstoffes aus X-Gal
(weil3e Kolonien) zugrunde.

2.3.2.11. Plasmidtransfer durch Konjugation

Der konjugative Plasmidtransfer wurde mit E. coli-Zellen (Stamm S17/1) aus einer
Nahrboduill on-Ubernachtkultur und Ralstonia metallidurans-Zellen aus einer NB-
Ubernachtkultur durchgefiihrt. Je 100l der konjugierenden Stamme wurden auf einer NA-
Platte zusammen ausplattiert und 12 Tage bei 30 °C inkuhkiert. Konjuganten wurden mit 5 ml
Saline [9 g/l NaCl] auf Tris-Minimamedium-Agarplatten plus Tetracyclin selektiert bzw. auf
NA-Platten mit 1.5 mg/ml Kanamycin, welche eén Wacdstum von E. coli-Zellen aufgrund von
Auxotrophien bzw. zu hote Konzentration an Antibiotikum und von pasmidfreien Ralstonia
metalliduransZellen aufgrund fehlender Antibiotikaresistenz verhindern sollten.

2.3.2.12. Selektion von Doppelaustausch-Rekombinanten im Plasmid pMOL28
Hierzu wurde eine Methode von Leetzal, 1994 in leicht veranderter Form eingesetzt.
Der auszutauschende DNA-Bereich wurde dazu in den Vektor pLO2 umkloniert, der in
Ralstonia metalli durans nicht repliziert. Entscheidend ist dabel, dass $ch von deser Region
eine homologe Kopie in R. metalli durans finden 1asg. Der Vektor pLO2 trégt zum einen eine
Kanamycin-Kassette und zum anderen das sacB-Gen. Ist Sacdarose im Medium, sorgt dessen
Genprodukt dafir, dass die Zellen absterben, da das Periplasma mit dem aus dem Zucker
synthetisierten Levan-Polymer verstopft wird.

Das Plasmid ist mobilisierbar und kann in einem gedgneten E.coli-Stamm mit R.
metallidurans konjugiert werden. Es kommt zu Rekombinationsereignisen zwischen den
homologen Sequenzen, was Cointegrate zur Folge hat, die durch Selektion auf Kanamycin
identifiziert werden koénren. Diese Zelen wurden zwei Tage in TrissMinimamedium
angezogen, wobei die Cointegrate én zweites Mal homolog rekombinierten undes dabei zur
Plasmid-Excision kam. Wurden de Kulturen dann in ein Medium uberfihrt, das zum einen
durch den Gehalt an Chromat (0.1 mM) auf pMOL28 selektierte, zum anderen duch de
Zugabe von Rohrzucker die Cointegrate itétete, konrten de gewlnschten Doppel-
Rekombinanten durch negative Selektion auf Kanamycin identifiziert werden. Dieser letzte
Schritt war wichtig, da sich gezeigt hat, dassnicht alle Cointegrate durch Sacdarose-Zugabe
abstarben. Zur zusdtzlichen Uberprifung wurde noch eine aaytische PCR auf das
ausgetauschte DNA-Fragment gefahren.
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2.3.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.3.3.1. Auswahl der Primer
Die Ableitung der Primer erfolgte unter Verwendurg des Computerprogramms OLIGO aus

bekannten Sequenzen.

Die OligonuKeotied-Primer (Tabelle 3) wurden von kanmerziellen Anbietern (Gibco BRL,
Eggenstein; Metabion GmbH, Martinsried) bezogen. Sie wurden in sterilem H,Obidest gel Ost,
und auf eine Endkonzentration von ca. 20 pmol/ul verdunnt.

Tab. 3: Ubersicht tber die verwendeten Primer

Primer-ExtensiorPrimer

Primer-Name/ Orientierung

f a
Sequenz 5->3gsition

Beschreibung

PREX 1 CY'5 -
PREX 2 CY'5 -
PREX PcnrC U CY'5 -
cnr-lacZ OD N
cnr-lacZ OU —
cnr-lacZ UD -
cnr-lacZ UU —

CY*5-106CACTCCTGAATGCTGGTC

CY'5-15sLGTCCACATCGGTTTCAGG

CY*5-243GGCTCAACGCAACGGG

®(cnr-lacz)-Primer

AAA CTGCAG 7726 CCGCTATCCGAAAACGCC

AACTCTAGA 5> ACTCATGCTTCCAGCGC

AAATCTAGA g03/GTCCACGCTCCCACTGCGC

AAACTGCAGg3CCCCGCTACGCCGCCAG

CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
und far Primer
Extension, bindet ca. 80
bp stromabwarts von
cnrX-ATG
CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
und far Primer
Extension bindet ca. 120
bp stromabwarts von
cnrH-GTG
CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
und far Primer
Extension bindet ca. 100
bp stromabwarts von
cnrC-ATG

ca. 300 bp
stromaufwarts des
TGAs voncnrA
direkt stromabwarts des
TGAs voncnrA

direkt stromabwarts des
TGAs von CnrA,
stromabwaérts von ,, cnr-
lacZ OU
ca. 300 bp stromabwaérts
von cnrA
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cnr-Promotoren

Fotrsetzung Tabelle 3.

Primer-Name/ Orientierung

‘ a
Sequenz 5 '>3ositi0n

Beschreibung

cnrRGR OD -
cnr BamH1 U —
cnr Promotor D -

cnr Promotor U BamH1 —

cnrRGR OD -
cnrRGR OU -
cnrRGR UD -
cnrRGR UU -
cnr Delta C OD -
cnr Delta C OU -
cnr Delta C UD -
cnr Delta C UU -
cnr Delta B OD -
cnr Delta B OU -
cnr Delta B UD -
cnr Delta B UU -

AAATCTAGA g ATCCGTTTCAAAGTCAGTCT
CCCTG

AAA GGATCC 1,7 ACGAGATTTCATCATTTACC
GATGAGGA

AAAGGGCCC 216 ATTGTCGGGATG
TCTCAGCCAG

AAA GGATCC 5354 CAAGAGGTCAGCGGTGG
AGG
Deletionen

AAATCTA GAATCC goeGTTTCAAAGTCAGTCT
CCCTG

AAA CAATTG 9s6AGCCACTCTTCCACGTCT
GCCATG

AAA CAATTG 26 LTGCTGGATGCTGACTCGGA

AAATCTAGA 260/cGAGCGCCAAGGTTTT
CAAGC
AAATCTAGA 5s/GCTGGAGTTGGCCCGCGT

AAA CAATTG 235 CGACAAAGGAACGAGG
AGATCAC

AAA CAATTG 350 C TAGCCTTTGAGGAATCAC
GATGATG

AAATCTAGA 357ICGCAAGTATTTCCGTTCCGA
CG

AAATCTAGA 31 CAGTGGCTATGTGGTTGGG
GTCA

AAACAATTG 36, CCGGCGCTCGTTCTTCATC

AAACAATTG 477AACAAAGGCGGCGGGGAC

AAATCTAGA 51:/GCGCATGAAGTACAGGTTG
GC

ca. 300 bp strom-
aufwarts von cnrY

direkt stromabwartsvon
cnrY

ca. 100 bp strom-
aufwérts vom cnrH-
Stop-Codon

direkt stromaufwarts
von cnrC

ca. 300 bp strom-
aufwarts von cnrY

direkt stromabwarts des
ATGs voncnrY

direkt stromaufwarts
des TGAs voncnrH

ca. 300 bp strom-
abwarts voncnrH

ca. 300 bp strom-
aufwarts voncnrC
direkt stromabwarts des
ATGs voncnrC

direkt stromaufwarts
des TGAs voncnrC

ca. 300 bp stromabwarts
von cnrC

ca. 300 bp strom-
aufwarts von cnrB

direkt stromabwarts des
ATGs voncnrB

direkt stromaufwarts
des TGAs voncnrB

ca. 300 bp stromabwarts
von cnrB

25



2. Material und Methoden

ncc-Primer

Fotrsetzung Tabelle 3.

Primer-Name/ Orientierung

‘ a
Sequenz 5 '>3ositi0n

Beschreibung

NccRGR EcoRI D

NccRGR Xbal U

NccN D

NccN Xbal U

Topo cnrY D Kpnl

Topo cnrY U Xbal

Topo cnrX D Kpnl

Topo cnrX U Xbal

CY'5 phoAU

Y-2-H
pSOScnrY BamH1 D

Y-2-H

pSOScnrY Sall U
QC cnrY A58E/A59R D

QC cnrY A58E/A59R U

TTCGAATTC 1.CGTTGGAGAGGTTATTTCGCA

GTG

TTCTCTAGA 164/GCGCCCACATGGACTCCCA

721 AGCAACAAAACAGTAGACGAGACAACA

AAATCTAGA 5000l CGCAATACGCTCAGGGCA

AAGGGTACC 951 TGGATCTGGAT GGAGGTTTG

CcC

ATTTCTAGA 126l TTACCGATGAGGAGTCCAAA

GGG

GGAGGTACC 126 GAGGTAAATGATGAAATC

Topologie-Primer

TCGTACCCGA

CCGTICTAGA 170CTGCGAGCCGCGGCGTAG

CY'5-ATCGCTAAGAGAATCACGCAGA

GGTGGATCCyssl GGCAGACGTGGAAGAGTGG

CT

AGTGTCGAC 130 AACAGCGTAGACAAGGAAAG

CCG

1135TGCGCCGCATTTG AACGCTTGGTCGCGT

TT

116AAAACGCGACCAAG CGTTCAAATGCGGC

GCA

Yeast-Two-HybridPrimer

ca. 200 bp strom-
aufwarts vonnccY

ca. 120 bp stromabwarts
von nccH

direkt stromaufwarts
von nccN

direkt stromabwartsvon
nccN

direkt stromaufwarts
von cnrY, inclusive RBS
(fett)

direkt stromabfwarts
von cnrY

fagt vor cnrX RBS wie
vor cnrY ein (fett)

direkt stromabfwaérts
von cnrY
CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
fur  phoA-Konstrukte,
bindet in phoA

ab viertes Bp von cnrY,
fuhrt zur N*-Fusion von
CnrY mit hSOS

direkt stromabwartsvon
cnryY

Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fuohrt Mutationen in
cnrY en, CiisA,
GC115CG (A58E, A59R
im Protein)
Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fuohrt Mutationen in
cnrY en, CiisA,
GC115CG (A58E, A59R
im Protein)
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Fortsetzung Tabelle 3

Primer-Name/ Orientierung

Sequenz 5">3osition

a

Beschreibung

Y-2-H
pMyr cnrX EcoRI D

Y-2-H

pMyr cnrX Sall U
Y-2-H

pMyr cnrH EcoRI D

Y-2-H

pMyr cnrH Sall U
Y-2-H

pSOS U

Y-2-H

pMyr U

cnrY Ndd D

cnrY U

cnrH Ndd D

cnrtH U

cnrX Ndd D

cnrX U

QC cnrY A58E/A59R D

—

GGCGAATTC 133G TCGCGGCGGCATGGCTG

CAAGTCGAC 73T GTCAGCGTCTTCCGGATTCA

CT

CGGGAATT C171{GTGAATCCGGAAGACGCTGA

CAG

CTGGTCGAC 235 CAAGAGGTCAGCGGTGGAG

GC

GCAGCAGGAGCCAAGGAAAAT

AACGTCAAGGAGAAAAAACCCCG

TTT CATATG 9s6GCAGACGTGGAAGAGTGGC

12631 T TACCGATGAGGAGTCCAAAGGGA

CTCCATATGin AATCCGGAAGACGCTGACAG

2279l TTTTCCGAGTCAGCATCCAGCA

TAACATATG 17 AAATCTCGTACCCGACGG

Uberexpressions-Primer

170CTGCGAGCCGCGGCGTAG

1135TGCGCCGCATTTG AACGCTTGGTCGCGT

TT

ab Bp 1336 (in cnrX),
fahrt zur N'-Fusion von
CnrX (ohne Leader) mit
Myristylationssignal
direkt stromabwarts von
cnrX

ab viertes Bp von cnrH,
fahrt zur N'-Fusion von
CnrH mit
Myristylations-Signal
direkt stromabwarts von
cnrH

Sequenzierprimer (ABI)
fur pSOS-Konstrukte
Sequenzierprimer (ABI)
fir pMyr-Konstrukte

fugt direkt am ATG von
cnrY ene Ndel -
Schnittstelle ein

direkt stromabwartsvon
cnrY (fir  blunt-end-
Klonierung)

fugt direkt am ATG von
cnrX ene Ndel -
Schnittstelle ein

direkt stromabwartsvon
cnrY  (fir  blunt-end-
Klonierung)

fugt direkt am ATG von
cntH eine  Ndel -
Schnittstelle ein

direkt stromabwartsvon
cnrY (fir  blunt-end-
Klonierung)
Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutationen in
cnrY en, CiisA,
GC115CG (A58E, A59R
im Protein)
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Fortsetzung Tabelle 3

Primer-Name/ Orientierung

‘ a
Sequenz 5 '>3ositi0n

Beschreibung

QC cnrY A58E/A59R U -

Seq Primer pTYB2 -
czcC SphD -
czcC BamH U -
pQE Reverse -
cnr Promotor Apal D -
cnr Delta B OU -
cnrB Hindlll D -
cnrB Xbal U -
CzcC Ec®l A -
CzcCBKpnl A -
CzcCBKpnl U -
CzcBA BanH1 U -
NccCBamH1 D =
NccCKpnl U -
NccBBamH1 D -

115 AAACGCGACCAAG CGTTCAAATGCGGC
GCA

CY'5-TCTTTACCCATGACCTTATTACCAACCTC

TTGCATGC 3sGAAGACTATTTC

CTTAGGATCC 1o7:ICAGAATGCGATGAT

CY'5-GTTCTGAGGTCATTACTGG

cnr/ncc/cze-ShufflePrimer

AAAGGGCCC 216 ATTGTCGGGATGTCTCAGC
CAG

AAA CAATTG 36,CCGGCGCTCGTTCTTCATC
GCGAAGCTT 351§ GACGCCCGGCAACTGACG
CAGTCTAGA 453/GACCAGCCAGCGATAGCGG
A

TCTCGCCGAATTC 4,TCCTGGT
CGATCGCATTCT GGTACC 1,77,TAAGA
CATGTTTTAT 123 GGTACCCGTCTTAA
AACATTGCT GGATCC »57CCCGTATCA
TTTGGATCC 162LLGAGGGGGAGTCCATGTGG
G

GCCGACGC,47{GGTACCTCGTCATCA

ACGGGATCC 290lGGCGGCATTGGCTCAGGC

Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fahrt Mutationen in
cnrY ein, CiisA,
GC115££G (A58E, A59R
im Protein)
CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
fir pTYB2-Konstrukte
Fugt direkt am ATG von
czcC  eine  Sphl -
Schnittstelle ein
Verandert am C-
Terminus von czcC die
letzten drei bp von CGT
nach CCT (im Protein
R->P)

CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
fur pQE-Konstrukte

ca. 100 bp strom-
aufwértsvon cnrH-Stop-
Codon

direkt stromabwarts des
ATGs voncnrB

ca. 100 bp strom-
aufwarts von cnrB

ca. 50 bp stromabwarts
von cnrB

stromaufwarts von czcC
direkt stromabwarts von
czcC
direkt
von czcB
direkt stromabwarts von
czcB

ca. 70 bp stromaufwérts
von nccC

direkt stromabwarts von
nccC

ca. 30 bp stromaufwaérts
von nccB

stromaufwarts
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Fortsetzung Tabelle 3

Primer-Name/ Orientierung

‘ a
Sequenz 5 '>3ositi0n

Beschreibung

NccBPst U

T7

cnrY Anfang Helix U

cnrRGR OD
cnrY U

cnr Promotor Apal D

PREX PII CY'5

cnrY E5-6Q D

cnrY E5-6Q U

cnrY R12K13TT D

cnrY R12K13TT U

—

CGCCTGCAG 418 ACGGCGGTGAGGACAGCA

GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGA

In vitro Transkription Primer

1138GCGCAGCAGATGGCACGC

AAATCTAGAATCCGTTT CAAAGTCAGTCTCCC

TG

12621 T TACCGATGAGGAGTCCAAAGGGA

AAAGGGCCC 263
ATTGTCGGGATGTCTCAGCC AG

CY*5-254/GCCAGCCGCACGAACATT

08sTGGCAGACGTG CAACAGTGGCTGACGC

100GCGTCAGCCACT GTTGCACGTCTGCCA

100sT GACGCACGCGA CCACAGTGACGCAAG

AGG

102&CCTCTTGCGTCACT GTGGTCGCGTGCGT

CA

CnrY-Mutagenese-Primer

ca. 50 bp stromabwaérts
von nccB

bindet an den T7-
Promotor in Plasmiden
(pGEM T-Easy)

in cnrY, ca. 150 bp

stromaufwarts vom
Stop-Codon
ca. 300 bp

stromaufwarts von cnrY
direkt stromabwarts von
cnry

ca. 100 bp strom-
aufwartsvon cnrH-Stop-
Codon

CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
und far Primer
Extension bindet
ca. 200 bp strom-
abwarts voncnrC-ATG

Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fahrt Mutationen in
cnrY ein, GgosC, GgosC
(CnrY, EsD und E¢D)
Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fahrt Mutationen in
cnrY ein, GgosC, GgoeC
(CnrY, EsD und E¢D)
Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fahrt Mutationen in
cnrY ein, GA;01CC,
A0 C

(CnrY,R 12T;K 13T)
Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fahrt Mutationen in
cnrY ein, GA;01CC,
A0 C

(CnrY,R 12T;K 13T)
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Fortsetzung Tabelle 3

Primer-Name/ Orientierung

Sequenz 5->Bositon " Beschreibung

cnrY C51-52SS D

cnrY C51-52SS U

cnrX E42D D

cnrX E42D U

cnrX E42Q D

cnrX E42Q U

cnrX E34D D

cnrX E34D U

cnrX E34Q D

cnrX E34Q U

—

—

1126GCGTGCCATC AGCAGCGCCGCATTTGC Quick-change-
Mutagenese-Primer,

fuhrt Mutationen in

cnrY ein, Tii3A, Ti113A

(CnrY, Cs5:S und G;,S)
114GCAAATGCGGCGC TGCTGATGGCACGC  Quick-change-

c Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutationen in
cnrY ein, Tii3A, Ti113dA
(CnrY, Cs:S und Gs,S)

CnrX-Mutagenese-Primer

138sTGACTTGCATGA CATCCTGCACGAAG Quick-change-
Mutagenese-Primer,

fuhrt Mutation in cnrX
ein, Aiz0dC (CnrX, E4D)

11 TTCGTGCAGGAT GTCATGCAAGTCA Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutation in cnrX
ein, Aiz0dC (CnrX, E4D)

138sTGACTTGCAT CAAATCCTGCACGAAG Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutation in cnrX
ein, GysoeC (CnrX, E4Q)

1 TTCGTGCAGGATTT GATGCAAGTCA Quick-change-
Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutation in cnrX
ein, GysoeC (CnrX, E4Q)

135 TCGCATCGGAATGA GGCCGGACATGGT  Quick-change-

GA Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutation in cnrX
ein, Ai374G (CnrX, E34D)

138sTCACCATGTCCGGC CTCATTCCGATGCG  Quick-change-

AG Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutation in cnrX
ein, Ai374G (CnrX, E34D)

135 TGGCATCGGAAT CAAGCCGGACATGGT  Quick-change-

GA Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutation in cnrX
ein, Gy37.C (CnrX, E34Q)

138sTCACCATGTCCGGCTT GATTCCGATGCG  Quick-change-

AG Mutagenese-Primer,
fuhrt Mutation in cnrX
ein, Gy37.C (CnrX, E34Q)
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Sonstige Primer

Fortsetzung Tabelle 3

Primer-Name/ Orientierung

‘ a
Sequenz 5 '>3ositi0n

Beschreibung

cnr EcoRI D

cnr BamH1 U

cnrX BamH1 D

cnrX Xbal U

cnrH Xbal D

cnrH Pst U

cnrH Xbal D 2

cnrH Pst D 2

cnr Promotor BamH1 D

cnr Promotor BamH1 U

CY'5-cnrX D

Upr-ABI

Rpr-ABI

Upr-CY'5

Rpr-CY‘5

AAA GAATTC gssAGGCAATGGATCTGGATGGA
GGTT

AAA GGATCC 1,7 ACGAGATTTCATCATTTACC
GATGAGGA

AAA GGATCC 1,6 ATCGGTAAATGATGAAATC
T CGTACCCG

AAATCTAGA 172l CCTGTCAGCGTCTTCCGGA
TTCAC

AAATCTAGA 103GCTCTTCCGCATTGGGCTG
A

AAA CTGCAG 2300 CCCCTCGGTGAATCCAAA
CTTAT

GCGICTAGA 164aLCCTGAAGCCGGAACATCGA
CcC

TACCTGCAG 1685 TATCGATGCACTACGCCG
CG

CTGGGATCC 16 ATTGTCGGGATGTCTCAGC
CAG

CTGGGATCC ,35LCAAGAGGTCAGCGGT

CY'5-TTGGAAAAGCCTGCCCCG

CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT

CAGGAAACAGCTATGAC

CY'5-CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT

CY'5-CAGGAAACAGCTATGAC

direkt stromaufwarts
der RBS voncnrY

direkt stromabwartsvon
cnrY
direkt
von cnrX
direkt stromabwartsvon
cnrX

in cnrH

stromaufwarts

direkt stromabwarts von
cnrH
stromaufwarts von cnrH

stromaufwarts von cnrH

in cnrH

direkt
von cnrC
CY'5-markierter
Sequenzierprimer (ALF)
far
Mutationsuberprifung
in cnrX

Universal Primer,
Sequenzierprimer  far
ABI

Revese Primer,
Sequenzierprimer  far
ABI

Universal Primer, CY‘5-
markierter
Sequenzierprimer (ALF)
fur pUC- und pGEM-T-
Easy-Konstrukte
Revese Primer, CY'5-
markierter
Sequenzierprimer (ALF)
fur pUC- und pGEM-T-
Easy-Konstrukte

stromaufwarts
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Fortsetzung Tabelle 3

Primer-Name/ Orientierung Sequenz 5->Bosition Beschreibung
GPS-TpN ~ ACTTTATTGTCATAGTTTAGATCTATTTTG »Up*  Sequenzierprimer
(ABI) fur Genome Prime
System
GPS-TpS -~ AACTCCATTTCCCCTC ~.down*

Sequenzierprimer (ABI)
far Genome  Prime

System
CnrTD -~ TTICTAGA GGATTTCCCATGTCTATTCGTAC  direkt stromabwartsvon
GG cnrA
CnrTU ~ GCAGGATCCGTGAGAATGGCGATGATGCAC am 3-Ende vonenrT

GT

¥iir die Klonierungrelevanter Schrittstellen, die neu eingefiihrt wurden, sind unterstrichen. Nicht unterstrichene
Schnittstellen wurden nicht fur die Klonierung verwendet. CY-5 kennzeichnet eine Fluoresceinmarkierung der
Primer. VergrofRert dargestellte Basen weisen auf Austausche hin. Tiefergestellte Ziffern kennzeichnen die
Basenposition in demr-Sequenz (Eintrag M91650 EMBL-Datenbank).

2.3.3.2. Standard Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion dente der Amplifikation von DNA-Abschnitten und abr
Analyse von durch Transformation erzeugten Klonen.
Fur praparative Zwedke wurde eéne Polymerase mit 3'-5-proof-reading-Aktivité [Pwo
(Roche, Mannheim)] oder das Tag/Pwo-Gemisch [Expand™ Long Template PCR System
(Roche, Mannheim)] eingesetzt. In desem Fall diente gereinigte DNA as Template fur die
Reaktion.
Zur Analyse wurde Tag-Polymerase (Roche, Mannheim) verwendet. Hierbel wurden entweder
gereinigte Plasmide oder frisches Koloniemateria as Template verwendet. Die Zellen wurden
mittels gderilem Zahnstocher von der Agaroberfladhe in steriles H,Obidest Uberflihrt. Nach
Erhitzung fur 2 min. auf 96°C und anschlieRender Zentrifugation konre der Uberstand als
Template eingesetzt werden und ersetzte im Ansatz das zuzufiigende Wasser.
Reaktionsansatz: 5 ul 10 x PCR Puffer
3-5 ul Mg?*-Stammlésung (2.5 mM)

1 pl 20 mM dNTP-Mix

1 ul Primer 1 (20 pmol)

1 pl Primer 2 (20 pmol)

1 ul Template-DNA (ca.100 ng /ul)

ad 50 pl steriles HObidest

Der Ansatz wurde gemischt und rach kurzer Zentrifugation zum Schutz vor Verdunstung mit
35 ul Mineraldl tberschichtet.
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Die Re&tionen wurden as Hot-Sart—Redktionen im PCR-Block (Trio-Thermoblock,
Biometra) nach folgendem Protokoll gefahren:
1) 2 min. 96°C Hot-Start
Zugabe von Polymerase (0.3-2 U). Dabei wurde die Mineral6lschicht mit der
Pipettenspitze durchstol3en.

2. 20s 96°C Denaturierung

3. 20s x°C Annealing

4. 1 min./kb  68/72°C Extension(Pwo/Taq
Schritt 2-4 :  25-30 Zyklen

5. 5 min. 68/72°C NachsyntheséPwo/Taq

6. Pause 4°C

Das Temperaturprotokoll wurde dem jewelligen Primer-Paa (Annealing-Temperatur) und
Template (Extension-Zeit), sowie der verwendeten Polymerase (Extension-Temperatur:
68°C/72°C) angepasst.

2.3.3.3. Quick-Change™ Site-Direded MutagenesisPCR (Stratagene Cloning Systems,
Heidelberg)

Diese Methode diente zur Mutagenese anes oder mehrerer nebeneinander liegender
Basenpaae. Wichtig hierfir ist das Vorliegen der zu mutierenden Sequenz in einem relativ
kleinen dopistrangigen, supergeilten Vektor (z.B. pUC, pGEM), der aus einem dam'-E.
coli-Stamm isoliert wurde. Je @n Mutagenese-Primer fUr jeden Strang, die zueinander
komplementér sind, dente zum Einfiihren der gewtnschten Mutation. Sie wurden in einer
PCR-Re&ktion eingesetzt, die dann dbs gesamte Plasmid mit Insert amplifizierte. Um seond
site-Reversionen zu begegnen, wurde die Pwo-Polymerase (mit Korrekturlesefunktion)
eingesetzt. Wichtig war aufferdem nur wenige Zyklen zu duchlaufen (16 + 1 pro jeden
Basenaustausch). Anschlief?end wurde der Reaktionsansatz gereinigt und mit Dpnl behandelt.
Dieses Enzym verdaut spezifisch de parentale, dam-methylierte DNA nicht aber das PCR-
Produkt. Der mutierte Vektor konrnte dann ganz normal fir Transformations-Experimente
eingesetzt werden, ohne dass er vorher noch ligiert werden musste.

2.3.3.4. Reinigung von PCR-Produkten
Die Reinigung praparativ amplifizierter DNA-Fragmente efolgte nach dem “QIAquick PCR
Purfication Protocal (QIAGEN GmbH, Hilden).

2.3.4. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte durch das Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977. Dabel
wurde durch enzymatische Synthese @nen markierte, komplementdre Kopie des zu
sequenzierenden Matritzenstranges erstellt.
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2.3.4.1.Sequenzierung mit dem SequiTherm EXCEL™ Il Long-Read™ DNA Sequencing
Kit-ALF™ (EpicentreTechnologies, Madison, USA)

Die Sequenzierungsre&ktion erfolgte unter Verwendurg des SequiTherm EXCEL™ Il Long
Read™ DNA Sequencing Kit-ALF™ (Epicentre Tedndogies, Madison, USA). Es wurden
CY’5-markierte-Primer (Tabelle 3) verwendet.

Zuerst wurde auf Eis eiaremixpipettiert:
7.2 yl SequiTherm EXCEL Sequencing Puffer
2.0 pl Fluorescein-markierter Primer (2 pmol)
X HIDNA (250 fmol)
ad 16 pl steriles Bbidest
1.0 pl SequiTherm EXCEL DNA Polymerase (5 U/pul)
Der Premixwurde gemischt und auf Eis gelagert.

Vier 0.5 pl-PCR-Re&tionsgefal3e wurden mit A; C; G und T beschriftet. Dann wurden je
nadh Beschriftung 2 pl SequiTherm EXCEL Il LongRead Termination Mix G, A, C, T
pipettiert und je 4 yPremixzugegeben.

Die PCR wurde in einem UNO-Thermoblock mit Dedkelheizung (Biometra, Géttingen) nadh
folgenden Temperaturprogramm durchgefihrt:

1) 5 min. 95°C Denaturierung

2) 30s 95°C Denaturierung

3) 15s 50°C Annealing

4) 60 s 70°C Extension
Schritt 2 bis 4: 30 Zyklen

5) Pause 4°C Kihlung

Nadh Abschlussder PCR wurde zu jeder Reéktion 3l Stop-Losung [5 mg Dextranblau/1 ml
95 % Formamid] gegeben. Bis zur Auftragung auf das Sequenziergel erfolgte die Lagerung
bei —20°C.

2.3.4.2. Sequenzierung unter Verwendung des dRhodamine Termination Cyde
SequencingKits (Perkin-Elmer, Weiterstajt
Fur die Sequenzre&ktion, de im Trio-Thermoblock (Biometra, Gottingen) stattfand, wurde
folgender Ansatz zusammengestellt:

Plasmid-DNA (05 pg) 1l

Primer (4 pM) 2 ul
ABI-Sequencing-Mix 2 ul
H2Obidest ad 10 pl
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Die Ansidtze wurden zum Schutz vor Verdurstung mit Mineraldl Uberschichtet und de
Polymerase-Reaktion gestartet:

1) Denaturierung 95°C 1 min.

2) Denaturierung 95°C 1 min.

3) Annealing(je nach Primer) 46-60°C 30s

4) Extension 60°C 2 min.
Schritt 2 bis 4: 33 Zyklen

5) Pause 4°C

Nacdh Ablauf des Programms wurde die wasgige Unterphase égenommen und restliches
Mineral6l durch Adhdsion an einen schréag gelegten Streifen Parafilm entfernt. Die DNA
wurde anschlief3end zur Abtrennurg nicht eingebauter Nukleotide gefallt, indem 1 ul 3M Na-
Aceat (pH 5.2) und 30pul Ethand zugegeben wurden. Nadh 20 mindtiger Zentrifugation kel
RT und 14000rpm und anschlief?endem 5 min. Waschen mit 70 % (v/v) Ethand wurde das
Pell et luftgetrocknet undwar bei -20°C bis zur Sequenzierung stabil. Vor dem Auftragen auf
das Sequenziergel wurden die Proben in 4 ul Gelpuffer (Gemisch aus 5 Vol. Formamid und
1 Vol. 25 mM EDTA pH 8.0) aufgenommen und 2 min. bei 90°C denaturiert.

2.3.4.3. Sequenzierung von Plasmid-DNA unter Verwendung des Genome Priming
System(New England Biolabs, Schwalbach/Taunus)

Informationen Uber die DNA-Sequenz eines rekombinanten Plasmides konren urter
Umgehung zeitaufwendiger SubKonierungs- und Primer-Walking-Strategien mittels des
Genome Priming Sstem (GPS™-1 [New England Biolabs, Schwalbadv/Taunws) erhalten
werden. Das Prinzip beruht auf der Generierung und Selektion von Klonen, bei denn an
zufdlli gen Stellen des Plasmides eine Transposon-Insertion stattgefunden het. Spezifische, zur
DNA-Sequenz des Transposons homologe, Primer erlauben dann eine beidseitige
Sequenzierung der DNA an der Insertionsstelle.

Zur Generierung von Transposon-Klonen wurde folgender Ansatz zusammenpipettiert:

GPS-Puffer (2x) 1l
pGPS1 Transposon-Donor-Plasmid (Gam 0.5 ul
Ziel-Plasmid-DNA (50 ng/ul) 1pl
H2Opidest ad 8 pl

Nadh guter Durchmischung des Ansatzes erfolgte die Zugabe von 0.5 pl Transposase
(TnsABC) und Inkubetion kel 37°C fur 10 min. Anschlie?end wurde 1 pl Start-Losung
zugegeben, wieder gut durchmischt undfur 1 h bei 37°C inkuhiert. Die Regktion wurde durch
Hitzeinaktivierung bei 75°C fur 10 min. abgestoppt. Nadh AbkiHung konnte der
Re&ktionsansatz direkt in kompetente E. coli Zellen transformiert werden undauf Nahr-Agar
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Platten mit entsprechenden Antibiotika (Chloramphenicol + Kanamycin) ausplattiert werden.
Die Plasmid-DNA konrte nach den Standard-Methoden gewonren werden. Die Integration
des Transposons in das Insert unbekannter Sequenz im Ziel-Plasmid wurde durch PCR mit
dem universal und revese-Primer Uberpruft. Damit konrten Klone diminiert werden, bei
denen das Transpaoson in de Sequenz des Ziel-Plasmides integriert war. Mit den Transposon
spezifischen Primern GPS TpN und GPS TpS (Tabelle 3) konrten de Plasmide sequenziert
werden.

2.3.4.4. Das Sequenziergel

Die Produke der Sequenzregtion wurden am A.L.F."™MDNA-Sequencer in eéinem 7 %-igem
denaturierendem Harnstoff- Polyaaylamid-Gel in 1x TBE als Laufpuffer [10xTBE: 890 mM
Tris, 890 mM Borséaure, 20 mM EDTA (pH 8.0)] aufgetrennt.

Gelzusammensetzung: 18.9¢ Harnstoff, A.L.F.grade (Pharmacia, Freiburg)
5.5ml Long Ranger Gel Solutids0 %
(FMC BioProducts, Rockland, USA)
5.0 ml 10 x TBE-Puffer
ad 45 m| H2Obidest

Die Loésung wurde durch einen Filter der Porengrofe 0.2 pm vakuumfiltriert und entgast.
Nacdh Zugabe von 225ul 10 % APS und 22.5ul TEMED wurde das Gel gegosen. Die
Polymerisation dauerte 1h.
Vor der Auftragung auf das Gel (nach Vorlauf) wurden de Proben 3min. bel 95°C denaturiert
und auf Eis abgekunhlt.
Laufbedingungen: Vorlaufzeit: 30 min.

800 V, 45 mA, 30 W, 45°C

Laufzeit: 600 min.

2.3.4.5. Auswertung der Sequenzdaten

Die priméare Auswertung der Sequenzdaten erfolgte unter Anwendurg des Alf-Manager DBA.
Editierte und pozesserte Sequenzdaten wurden mit den Computerprogrammen Clone 4
(Clone Manager-Version 4.0,cientific & Educationd Sdtware, USA) und Dnasis (Version
V5.00 ausgewertet. Sequenzhomologien zu den in den Datenbanken EMBL und SWISS
PROT enthaltenen DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem vom Nation Center For
Biotedhndogy Information (NCBI) bereitgestellten Internet-ProgrammBasic Logic Alignment
Search Tod (BLAST, Altschul et al., 1997 ermittelt. Sequenzvergleiche von Proteinen
wurden mit dem Internet-Programm ClustalW vom European Biotechndogy Institut (EBI)
erstellt. Die Bestimmung von Sequenzmotiven in Proteinsequenzen unddie Errechnurg von
Protein-Molekulargewichten anhand der Aminosdure-Sequenzen erfolgte mit den Internet-
Programmen Smple Modura Architedure Research (SMART, Schultz et al., 1998, Schultz
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et al., 2000, Scan Prosite, Profile Scan und Compute pl/Mw Expasy des Expasy Moleaular
Biology Serve(Institut fur Bioinformatik, Genf, Schweiz).

2.4. Nachweis von Nukleinsauren durch Hybridisierung
2.4.1. Herstellung der Sonden

2.4.1.1. Synthese von DNA-Fragmenten

Durch PCR wurden je en ca 450 bp undein ca 300 bp DNA-Fragment aus pMOL28
amplifiziert (Primer ,cnrX Ndel D + cnrX U“ bzw. ,cnrRGR DU + cnrRGR UU"), die ds
Sonden fur den Nadhweis von Nukleinsduren denen sollten. Beide Fragmente dienten zur
Kontrolle der cnrYXH-Deletion. Das ca 450 bpFragment band im Bereich der Deletion,
lieferte dso in der Deletionsmutante pMOL28-3 ein negatives Ergebnis, wahrend dbs
ca 300 bp Fragment im Deletionsplasmid gegen ein verkirztes Restriktionsfragment
hybridisierte.

2.4.1.2. Digoxigenin-Markierung der Sonden (DIG DNA LABHE.ING Kit, Roche,

Mannheim)

Die durch PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden urnter Verwendurg des DIG DNA
Labeling andDetedion Kit (Roche Mannheim) durch Randan Priming mit Digoxigenin-11-

dUTP markiert. Je 1 pg PCR-Prodult wurde in 15l sterilem H,Opigest @ufgenommen und 10
min. bai 100°C im Wasserbad denaturiert und dann auf Eis abgekuhlt. Anschlief3end wurden

je 2 ul HexanuKeotid-Mix (10x) und dNTP-Labeling-Mix (10x) hinzupipettiert. Nach Zugabe
von 1ul Klenow-Enzym (2 U/ul) wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und Uker Nadt bel

37°C inkuhiert. Die Markierungsresktion wurde durch Zugabe von 2ul 0.2M EDTA (pH 8.0)

beendet.

2.4.2. Digoxigenin-markierte Langenstandards

Um die Grofe der tUber Hybridisierung nachzuweisenden DNA-Fragmente bestimmen zu
kénren, wurden ein Digoxigenin-markierter Grolenstandard eingesetzt. Fur die Southern-
Experimente kam der DIG-Marker VII (Roche Mannheim) zum Einsatz. Er enthélt 15 DNA-
Fragmente mit folgenden Grofen: 800Q 710Q 6000 480Q 3500 270Q 190Q 185Q 150Q
140Q 115Q 100Q 680 490 und 370 bpDer Marker wurde mit im Gel aufgetrennt, auf die
Membran transferiert und im Chemiluminiszenz-Nachweis schtbar gemadt. Als nadtellig
bei dieser Methode ist allerdings die Instabilitét der Markierung anzusehen.

2.4.3. DNA:DNA-Hybridisierung (nachSouthern, 1975)
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2.4.3.1. Gelelektrophorese und DN/Blotting

Plasmid-DNA der zu urtersuchenden pMOLZ28-Derivate wurde nadh Spatung mit
Restriktionsendonukkeasen in 1 %igen Agarose-Gelen aufgetrennt. Die Elektrophaese
erfolgte bei 80V fur mindestens 2 hin 1x TAE-Puffer. Das Agarosegel wurde unter leichtem
Schwenken (auf einer Laborwippe) wie folgt fir den DNA-Transfer auf die Membran
vorbereitet:

Depurinieren: 5 min. in 0.25 N HCI

Denaturierung: 20 min. in Denaturierungslosung [0.5 M NaOH, 1.5 M NacCl]
Neutralisierung: 20 min. in Neutralisierungslésung[1 M Tris (pH 7.5), 1.5 M NaCl ]
Zwischen den einzelnen Schritten wurde niOkkestgespult.

Parallel dazu wurde ene Nylonmembran (QIABRANE Nylon Plus Membran positivdy
charged, QIAGEN, Hilden) auf Gelgrofe zuredhtgeschnitten undfir 20 min. in sterilem H,O
undanschlief3end in 10x SSC [20x SC (0.3 M Na-Citrat, pH 7.0, 3M NaCl)] geschwenkt.
Der Transfer der DNA aus dem Agarose-Gel auf die Membran erfolgte mittels Druck-Blot in
einer Blottingapparatur (Posi Blot™ Presare Blotter, Statagene, Heidelberg). Die
vorbereitete Membran wurde aif mit 10 x SSC benetztes Filterpapier in der Blotting-
Apparatur gelegt, dartiber die Maske und schliefdlich das Gel. Darauf wurde @én mit 10 x SSC
getrankter Schwamm gelegt, die Apparatur geschlosen undein Druck von 75mm Hg-Séule
angelegt. Der Transfer der DNA auf die Membran erfolgte Uber Nadht. Anschlief3end wurde
die Posstion des Geles auf der Membran markiert. Die Fixierung der DNA auf der Membran
erfolgte durch 3 minitige Bestrahlung mit UV (Transill uminator). Die Membran konrte direkt
fur die Hybridisierung eingesetzt oder getrocknet und zwischen Filterpapier bel
Raumtemperatur aufbewahrt werden.

2.4.3.2. Hybridisierung
Die Membran mit der fixierten DNA wurde zur Entfernung von Salzresten kurz in sterilem
Wassr gespiilt und anschlief?end fir mindestens 1 h in 10 ml Préhybridisierungs-Losung
[5 x S, 10 g/l Blocking Reagenz, 10 g/l N-Lauroylsarcosin, 0.2 g/l SDS] im
Hybridisierungsofen (OV4, Biometra) bel der entsprechenden Hybridisierungstemperatur
(68 °C) prahybridisiert. Die markierte Sonde wurde in 10 ml neuer Hybridisierungsldsung
aufgenommen und 10min. im Wasserbad denaturiert. Nach kurzer Abkihung auf Eis wurde
sie gegen de Prahybridisierungsldsung ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte bei 68°C
Uber Nacht.
Im Anschlussan de Hybridisierung erfolgte die Entfernung unspezifischer Bindurgen duch
die Waschschritte: 2 x 5 min. bei RT in 2 x SSC mit 1 g/l SDS

2 x 15min. bei Hybridisierungstemperatur in 0.1 x SSC mit 1 g/l SDS
Die Membran war nach dem Waschen dem Nachweisverfahren zuganglich.
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2.4.4. Chemiluminescenz-Nachwe({®I1G-Luminescent Detectiokit, Roche Mannheim)
Alle Schritte zum Chemilumineszenz-Nadhweis wurden urter leichtem Schwenken
(Laborwippe) bel Raumtemperatur durchgeftihrt. Alle Lésungen wurden in solchen Mengen
eingesetzt, dass die Membran bedeckt war.

Die Membran wurde zuerst 5 min. in Waschpufer (Puffer 1 [0,1 M Maeinsaure, 0.15M
NaCl, pH 7.5 mit 0.3% (v/v) Tween 20 inkubert. ES shloss $ch eine Inkubetion Gker 30
min. in Puffer 2 [Puffer 1 mit 1 % (v/v) Blocking-Reagenz] an. Danach wurde fir weitere
30 min. mit Anti-DIG-AP-Konjugat (Verdiinnung 1:20000 in Puffer 2) behandelt.
Anschlief3end wurde 2 mal 15 min. mit Waschpufer gewaschen, um nicht gebundene Anti-
DIG-Antikorper zu entfernen. Die Membran wurde 5 min. in Puffer 3 [0.21M Tric-HCI, 0.IM
NaCl, pH 9.5 aquilibriert, vorsichtig abgetropft und auf eine saubere Folie gelegt. Die
Membran wurde gleichméfdig mit der verdinrten Substratlosung (CSFD in Puffer 3 1:100
benetzt, mit einer zweiten Folie égededt und 5 min. inkubert. Die Membran wurde auf
sauberem Filterpapier soweit abgetrocknet, dass keine Uberschissge FlUsdgkeit mehr
vorhanden war und luftblasenfrei in eine neue Folie @ngeschweildt. Zum besseren Start des
Substratumsatzes wurde 15 min. bei 37°C inkubiert.

Die Membran wurde in einer Rontgenkassette fir 15 min. ks 3 h auf einem Rontgenfilm
exponiert und deser anschlief3end entwickelt. Die Entwicklung der Filme efolgte durch 4
mindtige Inkubetion in Entwicklerldsung. Entwicklerreste wurden duch kurzes SpiHen im
Was=erbad entfernt. Die Fixierung des Filmes erfolgte 10 min. in Fixierlosung. Danad wurde
der Film 10 min. in Wasser gespdilt.

2.5. Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

2.5.1. Isolierung von RNA
2.5.1.1. Vorbereitung des Zellmaterials

A. Zellanzucht und InduktiorRalstonia metallidurans

100 ml Hauptkultur wurden 3 %ig aus einer Vorkultur angeimpft und kel 30°C unter
Schiitteln inkukiert. Bei einer Zelldichte von 186200 KE wurde mit 300 uM Ni™ fiir 10 min.
induziert, bzw. die uninduzierten Kontrollen geerntet.
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B. Zellernte

Zur Zdlernte wurden 10x 2 ml Hauptkultur in 2 ml Eppendarf-Reéktionsgefélden fur 1 min.
bei 4°C und 12000pm in einer Tischzentrifuge (Eppendarf) pelletiert. Der Uberstand wurde
schnell abgegossen und die Zellen in flissigem Stickstoff fixiert.

Das abrupte Einfrieren dente der Inaktivierung zelleigener RNasen. Aul¥erdem unterstitzte
die Bildung von Eiskristalen de spétere Lyse der Zellen. Bis zur Isolation der RNA
verblieben die Pellets bei —80°C.

2.5.1.2. Praparative Isolierung von Gesamt-RNA auRalstonia metalliduransAE126
Alle Losungen, de mit RNA in Bertihrung kamen, wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandeltem bidestilli ertem Wasser hergestellt oder, wenn moglich, wurde DEPC direkt zur
Losung gegeben. Diethylpyrocarboret wurde in einer Endkoreentration von 0.1% (v/v)
zugesetzt und dente der Inaktivierung von RNasen. Das mit DEPC versetzte H,Obidest SOWie
die Losungen wurden 12 h k@i 37°C inkubert und danach autoklaviert. Dieses Wasser wird
im folgenden mit DEPC-H,0 bezeichnet. Die fir die Isolation eingesetzten Geradte wurden,
soweit moglich, zweimal 25 min. autoklaviert, hitzelabile Gegenstande, z.B. automatische
Pipetten, sorgfaltig mit 70 % (v/v) Ethanol abgerieben.

Alle Arbeiten wurden mit Einweghandschuhen (Roth, Karlsruhe) durchgefihrt, da die an
Héanden anhaftenden RNasen de Hauptkontaminationsquell e darstellen (Ausubel et al., 1993.
Es zeigte sich, dass die Handschuhe vor der Arbeit mit RNA zuerst mit Flissgseife,
anschlief?end mit Rotisol (Roth, Karlsruhe) abgewaschen und mit doppelt autoklavierten
Zell stofftisaues (Kleenex) getrocknet werden musden, da ihre Puderung zu einer stetigen
Kontamination von Proben und Lésungen fihrte.

Auch wurde darauf geaditet, dass Fenster und Tiren geschlosen Hbieben, um ene
Verwirbelung der RNasen von Boden und Inventar (Staub) weitgehend zu minimieren.

Isolation von Gesamt-RNA mit heiRem Phenol

Diese von Oelmuller et al. (1990 zur Isolation pokarjotischer Gesamt-RNA entwickelte
Methode wurde leicht modifiziert (Grofe et al., 1999 und fir Ralstonia metallidurans
angewendet.

Das Zéell pellet wurde in einer sterilen Spritze + Kanile (Terumo, Rose GmbH) mit 1 ml AE-
Puffer [20 mM Natriumaceat (pH 5.5), 1 mM EDTA] durch mehrmaliges Auf- und Abziehen
resuspendiert und je die Halfte in ein neues 50 ml Greiner-Roéhrchen Uberfiihrt, welches
bereits 6 ml 60°C heif3es Lysegemisch [1 Vol. Roti-Phend, 1 Tell AE-Puffer, 2 Teile
Chloroform, 1 g/l SDS, 0.1% Hydroxychindin (zur Konservierung)], 72 ul 200g/l SDS und
2.5ml AE-Puffer enthielt. Der Ansatz wurde 5 min. bei 60°C im Wasserbad geschiitelt und
verblieb dann mindestens 10 min. in einem Kochsal z-Eis-Gemisch. Die Phasen wurden duch
Zentrifugation fir 20 min. bai 10°C und 5000rpm in der Hettich-Zentrifuge (RF, Tuttlingen)
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getrennt. Die Oberphase wurde in ein neues 15 ml-Greiner-Rohrchen Gbkerfihrt, das 3 ml
Lysegemisch und 10 Vol. 3 M Natriumaceat enthielt. Nach Mischen wurde eneut 20 min.
zentrifugiert, diesmal aber bei RT. Diese beiden Schritte wurden solange wiederhadlt, bis keine
Interphase mehr erkennber war. Die Falung der Nukleinsduren erfolgte nach Zugabe von 2.5
Vol. 96 % Ethanol bei —20°C uber Nacht.

Nad Pelletierung durch Zentrifugation tker eine Stunde bel 4°C und 12000rpm wurde mit
70 %igem Ethand gewaschen. Die Réhrchen wurden zum Trocknen kopgftiber auf doppelt
autoklavierte Tissues gestellt.

Das Pédllet wurde in zweimal 80 pl DEPC-H,0 gelést, in 1.5ml Eppendarf-Reaktionsgefalie
aliquatiert und kei —20°C gelagert. Dort war die RNA Uber den Zeitraum bis zum Verbrauch
stabil.

2.5.2. RNA-Techniken

2.5.2.1. RNA-Konzentrationsbestimmung

2 ul der frisch isolierten RNA wurden in DEPC-H,O (1:50) verdinrt und am Gene-Quant
(Pharmaada, Freiburg) vermessen. Dabel musde darauf geaditet werden, dassdie Absorption
bei 260 M zwischen 0.6 und 1.3ag. Die Konzentration der Nukleinsduren entsprach Werten
von 1.53.5 pg/ul. Die Reinheit, der Quatient aus Nukleinsduren/Protein (260280 ), lag
bei etwal.7 .

2.5.2.2. Agarose-Gelelektrophorese

Sowohl fur analytische, a's auch fir préparative Zwedke wurden denaturierende Formal dehyd-
Gele verwendet. Pro 50ml Gel wurden 0.75g Agarose in 43.5ml DEPC-H,0 und 5ml 10 x
MOPS[0.2M MOPS 0.05M Natriumacdat (pH 7.0), 0.01M Na&EDTA] durch Erhitzen in
der Mikrowelle (Bosch) gelost. Nach Abkihung auf 50°C wurden 1.5 ml 37 % (v/v)
Formaldehyd zugesetzt, gut gemischt und das Gel gegossen. Als Laufpuffer diente 1 x MOPS
Puffer.

Aufgetragen wurden fir analytische Gele 2-10 ug, fur praparative Gele 10-40 pg, Gesamt-
RNA pro Spur. Die RNA wurde mit 12.5 pyl Formamid, 2.5 pl 10 x MOPS und 4 pl
Formaldehyd versetzt und 15min. bei 65°C inkuhkiert. Anschlief3end wurden die Proben kurz
auf Eis abgekuhlt, 3 ul Probenpufer [L00mM EDTA, 50 % (v/v) Glycein, 1g/l SDS, 1 g/I
Bromphenadblau] und 1.5 pl Ethidiumbromid zugegeben und im Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte je nach Gelgrof3e fur 1.5-4 h bei 70-140 V.
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2.5.2.3. DNase I-Verdau der Gesamt-RNA

Um DNA-Kontaminationen in der nad Isolation erhaltenen Gesamt-RNA zu beseitigen,
wurde an Verdau der Praparation mit RNase-freier DNase | durchgefuhrt. Dabel wurde die
von Grof3eet al, 1999 entwickelte und optimierte Methode angewandt.

Folgender Ansatz:

Gesamt-RNA-Isolat 100 pg
3 M Natriumacetat (pH 5.5) (in DEPC:8) 10 pl
1 M MgSQ, (in DEPC-H0) 1.5 pl
steriles DEPC-ED ad 300 pl

wurde nach Zugabe von 1U RNase-freier DNase | (Roche, Mannheim) pro 1 ug RNA fir 2 h
bei 37°C inkubert. Das Volumen wurde mit DEPC-H,0O auf 500 pl erhoht. Es schloss sch
eine Phend/Chloroform-Extraktion an. Die in der Oberphase befindliche RNA wurde nach
Zugabe von 1/10 Vol. Natriumacetat mit 2.5 Vol. Ethanol Gber Nacht bei —20°C gefallt.
Die Pelletierung erfolgte durch Zentrifugation bei 12000rpm und 4T fir 1 h (Eppendarf-
Zentrifuge). Nadh Waschen mit 70 %igem Ethand wurde die RNA bei RT getrocknet undin
sterilem DEPC-H,0O aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bel —20°C, wo de RNA bis zum
Verbrauch stabil war. Die Uberpriifung der RNA auf DNA-Kontaminationen erfolgte im
Formaldehydgel.

Die DNA-freie RNA wurdePrimer ExtensiorExperimenten eingesetzt.

2.5.2.4 Primer Extension

Um das 5-Ende @ner mRNA (Transkriptionsgartpunkt) bestimmen zu kénren, wurde eéne
Primer Extension-Re&ktion duchgefiihrt. Dabei wird duch de Reverse Transkriptase, nach
Anlagerung eines Fluorescein-markierten Primers an de mRNA, ein cDNA-Strang in
5-Richtung synthetisiert, welcher zur mRNA komplementér ist, und dssen Lange mittels
PAA-Gelelektrophorese bestimmt werden kann.

Fur die Primer Extension-Experimente wurde die Standardmethode (Sambrook et al., 1989
in Anlehnurg an Voos et al. (1991) an den automatischen A.L.F.C0DNA-Sequencer angepass
und optimiert Grol3eet al.,1999).

Fur die Synthese der cDNA wurde DNase | behandelte Gesamt-RNA aus Ralstonia
metallidurans(cnr durch 10 min. Inkubation mit Kii induziert) eingesetzt.

Folgender Ansatz wurde fir 10 min. bei 70°C inkubiert:

Gesamt RNA auRalstonia metallidurans 10 ug

Fluorescein-markierter 8nhtisensePrimer 20 pmol

steriles DEPC-KD ad 12 ul
Nach sofortiger Abkuhlung auf Eis wurden hinzupipettiert:

5x first strandPuffer 4 ul

0.1MDTT 2 ul

10 mM dNTP-L6sung 1l
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Nacdh 2 minttiger Inkubetion bei 50°C wurden 0.7 ul SUPERSCRIPT™ 11 (200 U/ul, Gibco
BRL, Eggenstein) zugegeben und der Ansatz fir eine weitere Stunde bei 50°C inkubiert.
Danach wurde die Reaktion fir 5 min. bei 85°C inaktiviert.

Anschliefiend wurde die synthetisierte dNA konzentriert. Dazu wurde der Ansatz im
Vakuum (Speal Vac) bis zur Trockne eéngeengt. Das Pellet wurde in 4 pl sterilem H,Obidest
geldst und mit 4 pl A.L.F.-Stop-L6sung (siehe Sequenzierung 2.3.4.1.) versetzt.

Die DNA der untersuchten Genregion wurde mit dem fir die Primer Extension verwendeten
Fluorescein-markierten Primer sequenziert und dente ds Grofenstandard fir die dNA. Die
Proben wurden nach Denaturierung parall el auf das 7 %ige denaturierende Sequenziergel des
automatiserten A.L.F.ODNA-Sequencers aufgetragen. Als Kontrolle wurde @n Ansatz ohre
Enzym mitgeflihrt. Dieser diente zum Abgleichen des Hintergrundes im Fluorogramm.
Die Transkriptionsdartpunkte konrten duch Vergleich der Retentionszeiten zwischen den
Produkten dePrimer Extensiorund der Sequenzreaktion bestimmt werden.

2.6.in vitro Transkription mit [ a®**P]-UTP

2.6.1. Gewinnung des DNA-Templates

Als Template fur die RNA-Polymerase dienten DNA-Fragmente, die in einer Standard-PCR
(Primer siehe Tabelle 3) amplifiziert wurden und en paentiellen Promotorbereich sowie
einen Tell des nachfolgenden Genes enthielten. Die Fragmente wurden Uber den QIAquick
PCR Purfication Kitgereinigt und mit DEPC-}O eluiert.

2.6.2. Synthese von mRNA-GroRenstandards (DIG RNA Labeling Kit SP6/T7, Roche,
Mannheim)

Als Template fur die T7-RNA-Polymerase dienten PCR-Produke, die in einer Standard-PCR
(Primer siehe Tabelle 3) amplifiziert wurden und de aus dem T7-Promoter sowie @nen Tell
des nachfolgenden Genes bestanden. Die Fragmente wurden Uber den QIAquick PCR
Purfication Kit gereinigt und mit DEPC-H,0 eluiert. Diese PCR-Produlte dienten als DNA-
Templatesin der in vitro Transkriptionsresktion. Es wurde nach dem mitgeli eferten Protokall
vorgegangen. Jedoch wurde DIG-UTP gegefiH]-UTP ausgetauscht.

2.6.3.in vitro Transkription mit [ a®P]-UTP (nachBecket al.,199%

Die Re&ktion wurde in einem Volumen von 40ul durchgefiihrt. Zuerst wurden 1 U E. coli-
RNA-Polymerase-Core-Enzym mit 4 pl 5 x Transkriptionspuffer [200 mM Tris-HCI (pH
8.0, 50mM MgCl,, 0.5mM EDTA, 0.75M KCI, 2 mM K3PO,4, 0.5mM DTT, 0.05mg/ml
BSA] versetzt und bs zu einem Gesamtvolumen von 20ul DEPC-H,O bzw. gereinigtes
Protein (Sigma-Faktor CnrH) zugegeben. Der Ansatz verblieb 20min. bei 4°C. Die Re&tion
wurde durch Zugabe von 4 pl 5 x Transkriptionspuffer,
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2 Ul NTP-Gemisch (MBI) [Endkoreentration pro Nukleosidtriphasphat in Regktion 1mM], 1
UCi [0-32P]-UTP, 1 pl RNase-Inhibitor (50 U/ul; MBI), DNA-Template [Endkorzentration
20 M ] ad 40 ul DEPC-H,0 gestartet und 1 h le 37°C inkubiert. Es wurde ene Negativ-
Kontrolle mit 1 U E. coli-RNA-Polymerase-Core-Enzym ohre Sigma-Faktor CnrH
mitgefuhrt.

Es shloss sch de Falung der RNA durch Zugabe von /10 Vol. 3M NaAc (pH 5.2) und 2.5
Vol. 96 % Ethand Uber Nadt bei —20°C an. Die RNA wurde durch Zentrifugation
sedimentiert, das Pellet luftgetrocknet undin 6 ul DEPC-H,0 und 10ul Probenpufer [ad 10
ml Formamid: 10 mg Xylen Cyand FF, 10 mg Bromphenadblau, 200yl 0.5 M EDTA
(pH 8.0)] aufgenommen.

Die Proben wurden 2 min. bel 85°C erhitzt und drekt auf ein 6 %iges denaturierendes
Harnstoff-Gel aufgetragen.

2.6.4. Gelelektrophorese und Autoradiographie

Zur Auftrennurg der Proben wurden 6 %ige denaturierende Harnstoff- Gele mit 0.5 x TBE
[44.5 mM Tris, 44.5 mM Borsaure, 0.1 mM EDTA (pH 8.0)] als Laufpuffer verwendet.

Die Gelelektrophaese efolgte in einer Minigel-Twin-Kammer (Fa. Biometra GmbH) mit
Glasplatten der Abmessung 10 x 10 x 0.1 cm. Pro Gel wurden 10 ml Gelldsung hergestellt.

Gelzusammensetztung: 19:1 konz. Acrylamid + Harnstoff 2.4 ml
Gelpuffer [0.5 x TBE mit 500 g/I Harnstoff] 7.6 ml
10 % APS 52 ul
TEMED 12 pl

Die Gell 6sung wurde vorsichtig gemischt und zwischen die vorbereiteten Platten gegossen. In
das noch flissge Gel wurde en Probenkamm gestedkt, der nadh Festwerden des Geles unter
Puffer entfernt wurde und zur Ausbildung der Taschen zur Aufnahme der Proben diente.
Die Elektrophaese wurde bei maximaler Spannurg undeiner Stromstérke von 15mA pro Gel
durchgefuihrt. Nachdem die Lauffront (Bromphenablau des Probenpufers) vollstandig aus
dem Gel herausgelaufen war, wurde die Elektrophaese beendet. Das Gel wurde nach
Entfernung der Glasplatten in Folie a@ngeschweil und auf einem Rontgenfilm exponiert.
Nach Entwicklung des Filmes waren die Transktripte als Schwarzungen sichtbar.

2.7. Zellwachstumsversuche

2.7.1. Wachstumsversuche in Flissigmedien

2.7.1.1. Das Klett-Summerson Colorimeter
Das Klett-Summerson Colorimeter  (Klett MFG Co., New York) diente der
Zdlltriburgsmesaung wadsender Bakterienkulturen in Flissgmedien. Dazu wurde der Filter
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Nr. 54 eingesetzt, da & im verwendeten Well enlangenbereich (520-580 nm) das meiste Licht
transmittiert. Zur Kalibrierung der Skala wurde unbeimpftes Medium (Nullwert) verwendet.
Aus den erhatenen Klett-Einheiten (KE) konrte unter Verwendurg einer Eichkurve die
Konzentration der zugehdrigen Zell suspension ermittelt werden. Der Vortell dieser Methode
besteht darin, dassdurch de Verwendurg von Seitenarmkolben bel der Bakterienkultivierung
keine Probennahme zur Mesaung notwendig war und somit eine Kontamination der Kultur
vermieden wurde.

2.7.1.2. Zellanzucht vorRalstoniaStammen in Wachstumsversuchen
Die Zdltriburgsmessungen wurden in Tris-gepuffertem Minimamedium mit 2 g/l
Natriumgluconat als Kohlenstoffquelle und NiClo in verschiedenen Konzentrationen

durchgefiihrt. Die Aufnahme von Zellwadchstumskurven erforderte @ne anheitli che, in Tris-
Minimamedium bis zum Erreichen der stationdren Wadstumsphase angezogene Vorkultur
des jeweiligen Stammes. Die Vorkultur wurde mit einer Einzelkolonie angeimpft, im
Inkubetionsschiittler bei 30°C und 140rpm kultiviert und rach 48 h entnhommen. Den
Stammen, de neue Plasmidkorstrukte enthielten (pVDZ 2-Derivate), wurde in der Vorkultur
Tetragyclin (10 pug/ml) zur Selektion zugegeben. Als Anzuchtgefél3e fur die Vorkulturen
dienten 10anl Erlenmeyerkolben.

Fur die Anzucht der zu vermessenden Hauptkulturen wurden Seitenarmkolben verwendet. Es
wurden 20ml Tris-Minimaimedium [2 ¢/l Natriumgluconat, 0.51 mM NiCl,] mit der
entsprechenden Vorkultur 1 %ig beimpft und bs zum Erreichen der stationdren
Wadstumsphase bei 30°C unter standigem Schitteln in einem Gyrotory-Wasserbad oder im
30°C Brutraum inkubiert. Das Zellwadhstum wurde kortinuierlich mit einem Klett-
Summerson- Colorimeter verfolgt.

2.7.2. Ermittlung der Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) von
Schwermetallsalzen

Die Ermittlung der Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) erfolgte auf Tris-Minimal-Agar.
Es wurden Platten mit steigender Konzentration an Schwermetalli onen gegossen. Auf den
Platten wurden de entsprechenden Stamme aus Vorkulturen in Sektoren ausgestrichen und
bei 30°C fur 3-5 Tage inkukert. Als Minimale Inhibitor Konzentration wird de
Metall konzentration kezeichnet, bei der der untersuchte Stamm nicht mehr in der Lage ist zu
wachsen.
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2.8. Enzymologische Methoden

2.8.1.Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat (verandert nach Miller, 1972 Ulimann,
1984)

2.8.1.1. Zellwachstum, Induktion und Zellernte

Die fur die Bestimmung der (3-Galaktosidase-Aktivitét verwendeten Stdmme von Ralstonia
metalli durans wurden in Tris-Minimamedium mit Na-Gluconat bei 30°C inkubiert. Aus einer
48-Stuncden Vorkultur wurden 20 ml Hauptkulturen angeimpft und urier Schitteln bis zu
einer Zelldichte von ca 70 Klett (Klett-Summerson-Colorimeter) inkuhert. Bel dieser
Zelldichte wurden die Kulturen geteilt und eine Hélfte mit Metalli onen inkulbiert. Als Proben
far den Enzymtest zur Bestimmung der [3-Galaktosidase-Aktivitét wurden zu verschiedenen
Zeiten je 0.2 ml Kultur in ein 1.5 ml Eppendaf-Retionsgefa? dkerfuhrt, und die Zellen
durch Zentrifugation (1 min., 4C, 12 000rpm) in der Sigma 2K 15 (Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bis zur
weiteren Beabeitung bei —20°C gelagert. Auch wurde zu jedem Zeitpunk der Probennahme
die Zelldichte emittelt, da dieser Wert fir die Berechnurg der spezifischen Enzymaktivitét
notwendig war.

2.8.1.2. Bestimmung def-Galaktosidase-Aktivitat

Das Zdlpellet wurde in 950 ul Z-Puffer [0.6 M Na,HPO,4, 0.4 M NaH,PO,, 10 mM KCl,
1 mM MgSO,, 0.5M Mercgptoethand] resuspendiert. Die Zellmembran wurde durch Zugabe
von 50 pl Permedbiliserungspuffer [2.5 g/l CTAB, 5 ¢/l Natriumdesoxycholat]
permeadilisiert. Der Ansatz wurde 10 min. bei Raumtemperatur inkuhbiert. Anschlief3end
wurden 100 pl Substratlosung [4 g/l o-Nitrophenylgaladopyranosid (ONPG) in Z-Puffer]
zugegeben, der Ansatz gemischt und bs zur Gelbférbung bei 30°C im Wasserbad inkuhiert.
Die Farbrestion ist auf die Umsetzung des ONPG zu o-Nitrophend durch de
[3-Galaktosidase zurtickzufiihren. Die Re&ktion wurde durch Zugabe von 500ul 1 M NaCOs-
Losung abgestoppt. Natriumcarborat erhohte den pH-Wert des Reaktionsansatzes auf 11,
woduch de B-Gaaktosidase inaktiviert wurde. Der Ansatz wurde 5 min. bei 12000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand in eine K tivette tiberfuihrt und de Extinktion bei 420 rm an einem
UV/VIS-Spektrophdometer (UVIKON, Eching) gemessn. Als Nullwert diente @an
Reaktionsansatz ohne Zellmaterial.
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Mit Hilfe der Extinktion [E42¢ und der Reaktionszeit [= Zeit von der Substratzugabe bis zum
Abstoppen der Re&ktion] konrte die Gesamt-Enzymaktivitét in U nad folgender Gleichurg
berechnet werden:

Aktivitat [U] = 355.6 * E4p0/ Reaktionszeit

Dabei ist 1 U definiert als Substratumsatz in nmol pro min. bei 30°C.

Die spezifische Aktivitdt der [B-Galaktosidase wurde durch Division der errechneten
Gesamtaktivitdt durch de Zedlltrockenmase des Reéektionsansatzes bestimmt. Die
Zelltrockenmasse wurde aus der Zelldichte riadtwuchow (1995) berechnet.

2.8.2. Topologie-Untersuchung von Protein-Carboxytermin{nachRensinget al.,1997
Zur Bestimmung der Lage der C-Termini im Cytoplasma oder Periplasma wurden de zu
untersuchenden Proteine C-terminal mit der Leader-losen Alkalischen Phosphatase (PhoA’)
fusioniert. Fir die Enzymaktivitdt von PhoA’ ist seine Lokalisierung im Periplasma
notwendig. Nur wenn der C-Terminus mit dem PhoA’-Antell des Fusionsproteins ins
Periplasma transportiert wird, kann duch einen Enzymtest eine Aktivitdt nadhgewiesen
werden.

Vorkulturen der E. coli CC118 Stdmme mit Fusionsplasmiden (und Kontroll en) wurden Uler
Nadt bei 30°C in 3 ml LB-Medium mit Antibiotika (Ampicillin und Kanamycin) unter
Schiitteln angezogen. 20ml Hauptkulturen wurden 3 %ig aus den Vorkulturen angeimpft und
ca 2 h @ 30°C schiittelnd inkuhiert. Das Fusionsprotein wurde durch Temperaturerh6hurg
auf 42°C fur 30 min. indwziert und Uler einen Zeitraum von einer weiteren Stunde bei 37°C
exprimiert, bis zu einer optischen Dichte von etwa 100 Klett. 1 ml Kultur wurde bei 2 min.
4°C und 12000rpm geantet. Das Zell pell et wurde in 500l Waschpufer [10 mM Tris/HCI
pH 8.0, 10mM MgSO, und 1 mM Jodazetamid (nach dem Autoklavieren zugeben zu 10mM
Tris/HCI pH 8.0)] resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Dann wurde das Zell pellet in 1ml
Assay-Puffer [1 M Tris/HCI pH 8.0, 0.1 mM ZnCl, und 1 mM Jodazetamid (nach dem
Autoklavieren zugeben zu 10 mM Trig/HCl pH 8.0)] resuspendiert und de Zellen duch
Zugabe von 50ul 1 g/l SDS-Lésung und 50pul Chloroform permeabili siert. Nadch kurzem
Vortexen wurde der Ansatz fur 5 min. bei 37°C inkuhiert und dann 5min. auf Eis abgekihlt.
Die Re&ktion wurde durch Zugabe von 100pul Substratlésung [1 M Tris/HCI pH 8.0, 0.4%
Paranitrophenadl, immer frisch herstellen] und Mischen gestartet. Die Zeit bis sch de Probe
bei 37°C im Wasserbad durch Nitrophenadbildung leicht gelb féarbte, wurde bestimmt und de
Reé&ktion duch Zugabe von 120ul Stoppmix [1 M KH,PO, (5 Teile), 0.5mM EDTA pH 8.0

(2 Tell)] und Inkubetion auf Eis beendet. Der Ansatz wurde 4 min. bei 4°C und 12000rpm
pell etiert, der Uberstand vasichtig in eine K livette gegossen und de Extinktion bei 420 nm an
einem UV/VIS-Spektrophdometer (UVIKON, Eching) gemessen. Als Nullwert diente e@n
Reaktionsansatz ohne Zellmaterial.
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Die Bestimmung der Aktivitét erfolgte mit Hilfe der Extinktion [E42¢ und der Reaktionszeit
[= Zeit von der Substratzugabe bis zum Abstoppen der Reéktion] nad folgender Gleichurg
berechnet werden:

Aktivitat [U] = 72.131 * B4/ Reaktionszeit

Dabei ist 1 U definiert als pro min. bei 37°C gebildetes Nitrophenol (in nmol)

Die spezifische Aktivitéat der Alkalischen Phosphatase wurde durch Division cer erredhneten
Gesamtaktivitdt durch de Zedltrockenmase des Reektionsansatzes bestimmt. Die
Zelltrockenmasse wurde aus der Zelldichte risdtwuchow (1995) berechnet.

2.9. Proteinbiochemische Methoden

2.9.1. Protein-Expresson und -Reinigung tUber das IMPACT™ T7:0ne-Step Protein
Purfication System(NEW ENGLAND BioLabs,. GmbH, Schwalbach i. Taunus)

Die Reinigung vor Proteinen Uker das IMPACT™ T7:0ne-Sep Protein Purfication System
(NEW ENGLAND BiolLabs GmbH, Schwalbad i. Taunus) beruht auf der Uberexpresson
eines Fusionsproteins aus Target und Intein mit Chitin-Binde-Domane. Dieses Protein kann
an eine Chitinséule binden, wéhrend andere Proteine durch Waschschritte von der Saule
entfernt werden. Durch Zugabe von DTT und Inkubketion Uker Nacht bei 4°C wird in einem
self-cleavage-Prozess das Target-Protein vom Intein abgespalten und lenn von dx Saule
eluiert werden, wahrend des Intein mit Chitin-Binde-Doméane an Saulenmaterial verbleibt.
Die Regeneration der Saule erfolgt mittels 10 g/l SDS.

2.9.1.1. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Die Plasmidkonstrukte wurden in den Uberexpressonsgamm E. coli ER2566 transformiert.
Die Hauptkulturen in LB-Medium zur Uberexpresson (100-500 ml) wurden drekt mit
frischem Material einer Einzelkolonie angeimpft und kel 37°C bis zum Erreichen einer
Zelldichte von ca 100 KE schittelnd inkubert. Danach erfolgte die Indukion der T7-
Polymerase durch Zugabe von 0.20.5 mM IPTG [Endkoreentration] und Inkubetion Uker
Nadt bei 16 — 20T. Die Zellen wurden duch Zentrifugation bei 5 000rpm, 4°C fur 10 min.
(Hettich Universal 30 RF, Tuttlingen) sedimentiert und das Medium sorgféltig abgenommen.
Die Zellpellets wurden bei -20°C gelagert.
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2.9.1.2. Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt

A) Ultraschall
Das Zdlpellet wurde in 5 ml (pro 50 ml Kultur) Saulenpufer [20 mM HEPES (pH 8.0),

0.51.0 mM NaCl, (+/- 0.1 mM EDTA), 0.2% (v/v) Tween 20, 0.5% (v/v) Triton X-100
resuspendiert. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (Uniequip Laborgerétebau UW60) 10 x
in 20sec-Impulsen bei maximaler Leistung (60 W) unter dauerhafter Kiihlung aufgeschlossen
und zur Abtrennung der Zelltrdimmer 30 min. bei 5 000 rpm und 4°C zetrifugiert.

B) FrenchPresse

Das Zell pellet wurde in 30ml (pro Liter Kultur) Sdulenpufer [20 mM HEPES (pH 8.0), 0.5
mM NaCl, (+/- 0.1 mM EDTA), 0.2 % (v/v) Tween 20, 0.5% (v/v) Triton X-100
resuspendiert und mit DNase (10 mg/ml) veretzt. Die Zell suspension wurde dann in einer
French-Prese (Amicon, Silver Springs, Maryland, USA) bei 2000 s (140 kg/cm?) in
mehreren Durchgangen aufgeschlossen. Nad Zentrifugation (5000rpm, 1 h, 4C) wurde der
Uberstand auf Eis gelagert.

2.9.1.3. Native Proteinreinigung Uuber Chitin-Beads-Sdule und Spaltung des
Fusionsproteins

Eine Einweg-Saule (Polypropylene Column 1 ml, QIAGEN, Hilden) oder eine 10 ml
Glassiule (Pharmada, Freiburg i. Breisgau) wurde mit dem Saulenmaterial (Chitin Beads)
gepadkt (Bindekapazitat 2 mg/ml) undmit 10Vol. Saulenpufer [20mM HEPES (pH 8.0), 0.5
mM NaCl, (+/- 0.1 mM EDTA), 0.2% (v/v) Tween 20, 0.5% (v/v) Triton X-100 equili briert.
Im Falle der Glassiule wurde diese an ein High-Load (Pharmada, Freiburg i. Breisgau)
angeschlossen undalle Lésungen urter einer konstanten Flusgate, entsprechend den Angaben
des Herstellers apliziert.

Der klare Rohextrakt wurde aif die Sdule gegeben, wobel das Fusionsprotein an das
Séaulenmaterial band, wahrend de anderen Proteine durch Waschen mit 17 Vol. Saulenpufer
entfernt wurden. Die Spatung des Fusionsproteines erfolgte durch Addition von 3Val.
Cleavage Buffer [20 mM HEPES (pH 8.0), 50 mM NaCl, (+/- 0.1 mM EDTA), 0.1% (v/v)
Triton X-100] mit 40-100 mM DTT [Stammldsung 1 M in 0.01M NaAc (pH 5.2)] auf die
S&ule Uber Nacht.

Das Protein wurde von der Saule eluiert und das Saulenmaterial mit 1 % SDS regeneriert.
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2.9.2. Protein-Expression und -Reinigung Gber da@xHis-Tag-System(QIAGEN, Hilden)

2.9.2.1. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Die Anzucht des Expressonsgammes E. coli M15 [pREP4], der das Plasmid pECD606
(Expressonsvektor pQE70 mit czcC) enthielt, erfolgte aeob in Erlenmeyerkolben mit 10-100
ml LB-Medium unter Zusatz von Ampicilli n undKanamycin. 1.5ml bzw. 10 ml Vorkulturen
wurden nach Beimpfung mit einer Einzelkolonie des Expressonsgammes Uber Nadt bel
30°C inkuhbert. Die jeweils 5 %ig mit der Vorkultur angeimpfte Hauptkulturen wurden bei
37°C bis zu einer optischen Dichte von 100K ett angezogen und de Proteinexpresson duch
Zugabe von 2mM IPTG indwziert. Im screening-Mal3stab erfolgte e@ne sttindiche Entnahme
von 1 ml Proben (bis 4 h rach IPTG-Induktion), die bei RT in einer Microzentrifuge bel
12000 rpm 2 min. zentrifugiert wurden. Im préparativen Mal3stab wurde nach 10 min.
Inkubetion mit dem Indukor IPTG die Kultur for 10 min. ba 4°C und 5000 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde voll standig abgegossen und duch frisches LB-Medium
mit Antibiotika, aber ohre IPTG ersetzt. Nadch 2 sttindgem Schitteln bei 37°C wurde die
Kultur auf Eis abgekuhit 10 min., in 50 ml Zentrifugenrohrchen Glkerfihrt und 10min. bel
5000 rpm und 4T in einer Zentrifuge der Fa. Hettich (Universa 30 RF, Tuttlingen)
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden bei -20°C gelagert.

2.9.2.2. Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakten

Der Aufschlussder E. coli-Zellen erfolgte mittels Ultraschall, wie unter 2.8.1.2 leschrieben.
Jedoch wurde Lyse-Puffer B (8 M Harnstoff, 0.1 NaH,PO,, 0.01 M TrigHCI pH 8.0
verwendet. Anschliel?end wurde der Rohextrakt fur 30 min. bei 12000 rpm und 4T
abzentrifugiert und das Pellet verworfen.

2.9.2.3. Denaturierende Proteinreinigung tiber Ni-NTA-Agarose-Saulen

Die Reinigung erfolgte nach der VVorschrift The QIAExpressonist™ der Fa. QIAGEN (Hil den,
1996 unter Verwendurg eines fur His-tag-Fusionsproteine &finen Ni%*-NTA-Agarose-Spn-
ColumnsSaulenmaterial.

Dazu wurde der Rohextrakt auf die Saule gliziert und rach mehreren Waschschritten duch
Anderung des pH-Wertes und Zugabe von Imidazol das gereinigte Protein eluiert.

2.9.3. Proteinbestimmung nactBradford, 1976

Fur die Proteinbestimmung wurden 20 pl der zu vermessenden Proteinlosung bzw.
—verdinnurg mit 1 ml Bradford-L6sung versetzt und 5min. bel RT inkubiert. Danach erfolgte
die Absorptionsmessung bei 594 nm.

Die Berechnurg der Proteinkorzentration erfolgte mittels Eichgerade, die durch Verdinnumg
einer 1 mg/ml-BSA-Stammldsung erstellt wurde.
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Die Herstellung der Bradford-Ldsung erfolgte, indem 70 mg Serva Blue G-250 in 50 ml
96 % Ethand 1 h gerthrt und anschlief3end filtriert wurden. Danadh wurden langsam 100 ml
85 %ige o-Phospharsdure zugegeben undauf 1 | mit HoOnidest aufgefillt. Die Aufbewahrung
der L6sung erfolgte b&T im Dunkeln.

2.9.4. Chloroform-Methanol-Fallung (Wessel und Fligge, 1984

Die Chloroform-Methanal-Féllung wurde angewandt, um Proteine aus verdiinrten Lésungen
fur die Auftragung auf die SDS-PAGE aufzukonzentrieren.

Dazu wurden 100 pl Proteinprobe mit 400 pl Methand und 100ul Chloroform gemischt,
300 pl Wassr zugegeben und radh Schitteln for 2 min. in einer Tischzentrifuge bei 10000
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde ohre Interphase @genommen und \erworfen. Nach
erneuter Zugabe von 300ul Methand wurde wieder kréftig geschittelt und erneut fir 2 min.
bei 10000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet bei RT getrocknet
und im entsprechenden VolumepGdidestund Probenpuffer aufgenommen.

2.9.5. Elektrophoretische Methoden

Die Polyaaylamid-Elektrophaese wurde in einer Minigel-Twin-Kammer (Fa. Biometra
GmbH, Gottingen) durchgefthrt. Dabel wurden Glasplatten der Abmesaung 10x 10x 0.1cm
verwendet. Die GroRRe der Gele betrug 8.5 x 7.5 x 0.1 cm.

2.9.5.1. Probenvorbereitung

Die in der SDS-PAGE aufzutrennenden Proben wurden im Verhdtnis 1:1 mit SDS
Probenpufer [0.125M Tris-HCI (pH 6.8), 20 g/l SDS, 50 % (v/v) Glycein 0.5% (v/v) B-
Mercaptoethand, 0.01 g/l Bromphendblau] gemischt und 5 min. bei 96°C denaturiert.
Danad erfolgte die Auftragung der Proben mit Hilfe ener Mikroliterspritze (Hamilton) aufs
Gel.

2.9.5.2. Protein Marker (New England Biolab&mbH, Schwalbach i. Taunus)

Um Aussagen Ubker die Grole der im Gel analysierten Proteine treffen zu kénren, wurden
Protein Marker mit aufgetragen.

Dabel wurden der Prestained Protein Marker, Broad Range (#7708) mit acht Proteinen der
Grofen 175, 83, 6247.5, 32.5, 25, 16.5 und 6. D& und dr Protein Marker, Broad Range
(#7702 mit 13 Proteinen von 212, 158, 116, 97.2, 66.4, 55.6, 42.7, 36.5, 26.6, 20,6.5,3,
3.4, und 2.3 kDa verwendet.
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2.9.5.3. Lineare SDS-PAGErach Laemmli, 1970

Fur die Auftrennurg der Proteine wurden lineae SDS-Polyaaylamid-Gele nach Laemmli
(1970 verwendet. Je nach der Grole der Proteine kamen 10, 12.5, 15 odr 17.5%ige Gele
zum Einsatz.

Trenngel: 10 % 125 % 15% 175 %

30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacylamid
Stammldsung 2.0ml 2.5 ml 3.0 3.5ml
1.88 M Tris-HCI (pH 8.8) 1.2 ml 1.2ml 1.2 ml 1.2 ml
5 g/l SDS 1.2ml 1.2 ml 1.2 mi 1.2 ml
H2Obidest 1.6 ml 1.1 ml 0.6 ml 0.1 ml
TEMED 5ul 5ul 5ul 5ul
APS (10 %ig) 30 pl 30 ul 30 pl 30 pl

Das Gelgemisch wurde nach vorsichtigem Mischen luftblasenfrei zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegosen. Um eine planare Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu
erhalten, wurde das Trenngel mit 1 ml Wasser Uberschichtet. Nach Polymerisierung des
Trenngeles wurde das Wassr wieder entfernt und 1.5ml Sammelgel zur Aufnahme und
Konzentrierung der Proben auf das Trenngel gegeben, in das zur Formung von Geltaschen ein
Kamm eingesetzt wurde.

Sammelgel: 30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacylamid

Stammldsung 0.33 ml
0.625 M Tris-HCI (pH 8.8) 0.4 ml
5 g/l SDS 0.4 ml
H2Obidest 0.87 ml
TEMED 2 ul
APS (10 %ig) 10 pl

Der Elektrodenpufer [2 mM Tris (pH 8.3), 0.2M Glycin, 10g/| SDS] wurde in Anoden- und
Kathodenraum der Elektrophaesekammer gegeben. Das Gel wurde (ohre Spacer) mittels
Klemmen an der Kammer befestigt und der Kamm unter Puffer entnommen.

Die Elektrophaese wurde bei maximaer Spannurg durchgefuhrt. Dabel lag zuerst eine
Stromstérke von 10mA pro angeschlossenem Gel an. Nadch 15 min. wurde die Stromstéarke
auf 20 - 25 mA pro Gel heraufreguliert und de Elektrophaese bei konstanter Stromstéarke
weiter durchgefuhrt.

2.9.5.4. SDS-Tricin-PAGE nacltchaggeet al.,1988

Dieses Tricine-SDS-PAGE-System wurde e@ngesetzt um die Proteine fir eine N-terminale
Ansequenzierung aufzutrennen. Es wurden 6 ml Trenngel (18 %ig) zwischen de vorbereiteten
Glasplatten gegossen undmit H,O zur Gewinnurg einer scharfen Trennlinie zwischen Trenn-
und Sammelgel tberschichtet.
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Gelzusammensetzung: Sammelgel Trenngel
40 % Acrylamid 0.2 ml 24 ml
Gelpuffer [3 M Tris, 10.4 mM SDS (pH 8.45)] 0.496 ml 1.92 mi
H2Obidest 1.3 ml 1.48 mi
Glycerin - 0.88 ml
10 % APS 13.3 ul 40
TEMED 1.7 ul 5 pl

Nach vollstandiger Polymerisation wurde das Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt.
Als Laufpuffer dienten Kathoden- [0.1 M Tris, 0.1 M Tricin, 3.5mM SDS, pH 8.4 und
Anodenpufer [0.2M Tris (pH 8.9)], diein de entsprechenden Elektrodenkammern gegeben
wurden. Die Elektrophaese wurde bei maximaler Spannurg mit einer Stromstérke 25 mA pro

Gel durchgefihrt.

2.9.5.5. Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran (Westernblot)

Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyaaylamidgelen erfolgte auf eine Polyvinyliden-
difluorid-Membran (PVDF-Membran, Fa. Millipore, Eschwege).

a) Semi-dryBlot

Die Membran wurde auf Gelgroe zugeschnitten undfir jeweils 1 min. in Methanadl, H,Obidest
und 10min. in Anodenpuferll [25 mM Tris, 10% Methand pH 10.4 geschwenkt. Auch auf
Gelgrole wurden sechs Lagen Whatman-3MM -Chromatographie-Papier (Whatman Ltd.,
Maidstone, England) zugeschnitten unddrei mit Kathodenpufer [25 mM Tris pH 9.4, 40mM
Glycin, 10 % (v/v) Methand], zwel mit Anodenpuferl [0.3 mM Tris, 10% Methand,
pH10.4 und eines mit Anodenpuferll getrankt. Das Gel wurde nach Entnahme aus der
Elektrophaesekammer zur Entfernung beim Transfer storender Salze in Kathoden-Puffer
geschwenkt. In der Blotapparatur (Biometra Gottingen) wurden 2 Lagen Whatman-Papier in
Anodenpuferl getrankt, eine Lage Whatman-Papier in Anodenpuferll getrankt, die
Membran, das Proteingel und na@h einma 3 Lagen Whatman-Papier in Kathodenpufer
getrankt, luftblasenfrei Ubereinandergelegt und der Strom angelegt. Der Elektrotransfer der
Proteine auf die Membran erfolgte im Kihlraum bei konstanter Stromstérke (1 mA/cm?
Gelflache) tber eine halbe bis eine Stunde.

Nad dem Transfer wurde das Gel zur Kontroll e der Bloteffizienz mit Coomasse gefarbt. Die
Membran wurde entweder luftgetrocknet, dann de Markerspur abgeschnitten und einer
Coomasse-Farburg unterzogen, oder die Membran fir die Ansequenzierung von Proteinen
mit 1 g/l Coomasse Brillant Blue R-250 gelost in 50 % (v/v) Methanal, 7.5 % (v/v)
Essgsaure fur 2 min. geféarbt. Anschlief3end erfolgte die Entférbung des Hintergrundes mit 50
% (v/v) Methanol und 7.5 % (v/v) Essigsaure.
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b) Tank-Blot
Das SDS-Polyaaylamidgel wurde nach dem Gell auf in auf 4°C vorgekuhitem Transferpuffer

[1 Tel 0.1 M CAPSpH 11.0, 8Tele HyOpigesr Und 1Tell Methanal] geschwenkt, um die
beim Transfer auf die Membran storenden Salze zu entfernen. AufRerdem wurden 12 Lagen
Whatman-3MM -Papier auf Gelgrole zuredtgeschnitten und ebenfals mit gekihltem
Transferpuffer getrankt. Eine PYDF-Membran, de gleichfalls der Gelgrolée entspradh, wurde
nacheinander fur jewells 1 min. in Methand, H,O und Transferpuffer aquili briert. Nach
Aufbau des Blots, bei dem das Gel und de Membran zwischen je 6 Lagen Whatman-3MM -
Papier gelagert wurden, erfolgte der Transfer der Proteine bei 100V und 250mA fir etwa
90 min. auf die PVDF-Membran. Die Tank-Blot-Apparatur wurde dabel auf enen
Magnetrihrer gestellt, so dass ein kortinuierlicher Pufferstrom erzeugt wurde, der wie die
Vorkiihlung des Transferpuffers dem Abfangen der wahrend der Ubertragung entstehenden
Warme diente. Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran |uftgetrocknet, die Markerspur
abgeschnitten und einer Coomasde-Farbung unterzogen. Ebenso wurde das Gel zur
Uberpriifung der Blot-Effizienz Coomassie gefarbt.

2.9.5.6. Gewinnung von polyklonalen Antikérpern gegen CnrX bzw. CzcC

Die pdyklonalen Antikorper gegen das in E.coli Uberexprimierten Protein CnrX wurde im
Labor von Dr. Bede Fricke, Ingtitut fur Physiologische Chemie, MLU-Halle, generiert. Das
Protein wurde dazu dreima im Abstand von del Wochen zu je 4045 pg in de
Zwischenzehen eines Kaninchens gespritzt (geboastert). Eine Woche darauf erfolgte die
praparative Blutabnahme (15 ml).

Polyklonale Antikorper gegen CzcC wurden duch de Fa. BioGenes GmbH (Berlin) generiert.
Dazu wurde 1 mg CzcC-Protein in vier Boosts uber einen Zeiraum von vier Wochen einem
Kaninchen gespritzt. Dann wurde das Tier ausgeblutet und die IgG-Fraktion gewonnen.

2.9.5.7 Proteinnachweis durch Doppéelimmunprazipitation auf PVDF-Membranen (nach
Blakeet al., 1984

Der Proteinnachweis mittels Doppeimmunprazipitation beruht auf der Kreuzretion eines
primdren Antikorpers (1gG) mit seinem Antigen und & Bindurg eines skundiren
Antikérpers an desen Komplex. Die a den sekundiren Antikorper gekoppelte
Enzymaktivitdt (alkalische Phosphatase bzw. Peroxidase) ermdglicht den Nadweis der
gebil deten Protein/IgG/Anti-IgG-Komplexe durch eine Farbreaktion kew. Lichtregktion, d.h.
Schwarzung eines Rdontgenfilms durch Lichtemission.

Soweit nicht anders angegeben wurden ale Schritte bei Raumtemperatur, in sauberen
Plastikschalen und unter Schiitteln duchgefiihrt. Die PVDF-Membran mit den darauf
transferierten Proteine wurde zur Absdttigung unspezifischer Bindestellen fir 1 h e
Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nadit in Blockierungspuffer [PBS (4 mM KH2POy,
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16 mM NaHPO,, 115mM NaCl) + 5 % ,, Gliucksgklee*-Magermilchpuver] inkubiert um
unspezifische Bindurgen zu blockieren. Anschlief3end erfolgte @én Waschen der Membran fir
3 X 5 min. mit PBS-Tween [0.1 % Tween 20 (v/v)]. Danach wurde die Membran in PBS-
Tween mit dem gegen das nachzuweisende Antigen-Protein gerichteten 1. Antikorper fur 1-3
h inkubiert, wobel sich de Konzentration des Antikdrpers nach dessen erwarteter Spezifitét
richtete. Es wurden Verdiinren zwischen 1:100-1:50000 eingesetzt. Der ersten Antikorper-
Inkubetion folgte 3 x 15 min. Waschen der Membran in PBS-Tween und 1x 5 min. in PBS
Puffer, um ungebuncdenen Antikorper zu entfernen. Darauf wurde die Membran mit einem
Anti-lgG-Antikérper  (monoKonal, Anti-Kaninchen-Antikdrper, Maus-Ig, Alkalische
Phospatase bzw. Peroxidase [Sigma-Aldrich, Deisenhden]) fur 1 hinkubert, der 1:50000in
PBS-Tween verdinrt zum Einsatz kam. Den darauf folgenden Waschschritten (3 x 15 min.
in PBS-Tween und 1x 5 min. in PBS-Puffer) schloss $ch der Nadhwels der gebil deten
Immunkomplexe an.

a) Farbereaktion

Bel der Nachweisreaktion wurde die PYDF-Membran bis 1 hin 20 ml Nachweispuffer mit
10 pl Nitrotetrazoliumblau [75 g/l in 70 % (v/v) Dimethylformamid] und 60pul 5-Brom-4-
Chlor-3-Indoyl-Phosphat [50 ¢/l in Dimethylformamid] bis zum Auftreten lila geféarbter
Banden inkubiert. Bel guter Intensitdt wurde die Re&ktion duch kurzes Waschen mit H,O
gestoppt und die Membran luftgetrocknet.

b) Lichtreaktion

Be der Nadweisre&ktion wurden auf die PVDF-Membran gleichzeitig je 15 ml
Detektionslosungl [1.5mI 1 M Tris/HCI pH 8.5 und 8.16ul H,O, ad 15ml H,Onbidest.] und
Detektionsldsungll [1.5ml 1 M Tris/HCI pH 8.5, 168ul 250mM Luminad (geldst in DM SO),
66 pl 30 mM p-Cumarsdure (gelost in DMSO) ad 15 ml H,Obidest] gegeben, duch
Schwenken gemischt und 1 min. inkubert. Anschlief?end wurde die Redaktionslésung
abgegossen, de Membran in eine aifgeschnittene Plastikfolie gepadt und ein Rontgenfilm
(Lumifilm, Amersham, Little Chalfont, England) 30 sec. bis 2 min. exponiert.

2.9.6. Farbung und Trocknung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

2.9.6.1. Unspezifische Proteinfarbung mit Coomassie-Bldnad Weber undOsborn, 1969

Die im SDS-Polyaaylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden mindestens 30 min oder tber

Nadt leicht schwenkend in Coomasse-Farbel6sung [2 g Coomasse Brilli antblau R-250, 0.5
g Coomasse Brilli antblau G-250, 425ml Ethanadl, 50 ml Methanadl, 100ml Essgsaure, ad 11

H2Onidest] inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Entféarbung des Hintergrundes innerhalb von
1-2 h durch Entfarberlésung [50 % Methanol, 7.5 % Essigséaure].
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Die Gele wurden bis zur Trocknung in®bidestaufbewahrt.

Zur Farbung von Markerspuren auf PVDF-Membranen wurden dese 1 min. in FarbelGsung
inkubert, anschliefRend ebenfals unter mehrmaligem Wedsd der Entfarbelésung entféarbt
und luftgetrocknet.

2.9.6.2. Silberfarbung (nachRabilloudet al.,1988; Nesterenket al.,1999

Nacdh der Elektrophaese wurde das Polyaaylamidgel in 100 ml Fixierlosung [50 % (v/v)
Methand, 12 % (v/v) Ethand in HyOpiges] flr mindestens eine Stunde inkubert.
Anschlief3end wurde das Gel fur eine Minute in 50% (v/v) Ethand gewaschen undfir zwel
Minuten in 100 ml Vorbehandungslosung [40 mg Natriumthiosulfat in HzOpiges] iNkubiert.
Bevor das Gel fur 20 min. impragniert wurde (200 mg Silbernitrat und 50l 37 % (v/v)
Formaldehyd in 100ml H2Opigest), Wurde es dreimal 20 sec in HoOpigesr. gewaschen. An einen
erneuten kurzen Waschschritt mit HoOpigesr SChloss sch de Entwicklung (6 g Na,CO3, 1 mg
NaS,03 und 70l Formaldehyd in 100 ml HyOpiges) @n. Sobald die Proteinbanden de
gewilnschte Intensitét hatten, wurde die Féarberegtion gestopp, indem nacheinander zweimal
zwel Minuten mit HOpiges, €iNem Methand [50 % (v/v)]-Essgsaure [12 % (v/v)]-Gemisch
und 100ml 50 % Methanal (v/v) in H2Opigest gewaschen wurde. Anschlief3end konrie das Gel
in HOpiqestaufbewahrt oder getrocknet werden.

2.9.6.3. Trocknung von Polyacrylamid-Gelen

Um die PAA-Gele haltbar zu madhen, wurden sie mittels Vakuumvorrichtung getrocknet. Die
Gele wurden 15 min. in Geltrocknungslésung [3 % (v/v) Glycerin, 10 % (v/v) Methand]
inkubert. Fur die Trocknung wurden de Gele Iuftblasenfrei zwischen zwe mit
Geltrocknungslosung benetzte Folien gelegt. Nadh Anlegen des Vakuum wurde der
Geltrockner (Gel Sab Drier GSD-4, Pharmada, Freiburg i. Breisgau) 75 min. auf 60°C
erhitzt. Die Gele verblieben danach noch bis zur vollstandigen Abkuhlung unter Vakuum.

2.9.7. Sequenzierung von Proteinen

Die N-terminale Sequenzierung der in E.coli Uberexprimierten Proteine wurde im Labor von
Dr. Peter Rucknagel, Forschungsdell e der Max-Planck-Gesell schaft, Halle, durchgefiihrt. Das
jeweili ge Protein wurde dazu auf eine PVDF-Membran geblottet, mit Coomasse angefarbt
und s Membranstiick ausgeschnitten. Die Sequenzierung erfolgte durch automatischen
Edman-Abbau urter Verwendurg des Hewlett-Padkard G1005A-Proteinsequenz-
Analysesystems.

2.9.8. Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS)
Die Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS) dient zum Nacdhweis von an Proteine gebuncdene
Metallionen. Dabei wird das Protein verbrannt. Aus der Extinktion des von einer Lampe
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emitierten Lichts einer konstanten Wellenlange (232 m bei Ni%*, 213 m bei Zn*"), kann der
Gehalt an Metalli onen errechnet werden. Gereinigtes CnrX-Protein (ca 2 mg) wurde zuerst
gegen Cleavage-Puffer [20 mM HEPES (pH 8.0), 50 mM NaCl, 0.1% (v/v) Triton X-100]
Uber Nadt dialysiert, um das Reduktionsmittel DTT zu entfernen, dann gegen Cleavage-
Puffer (mit 0.1 mM NiCl, bzw. ZnCl, oder beide) Uber Nacht, um das Protein mit Metall zu
beladen, undschliefdlich wurde das ungebundene Metall durch Dialyse tber Nadt entfernt. Es
wurde ene Cellulose-Dialysemembran mit einem Cut-off von 3500 Ba verwendet (Pierce,
KMF Laborchemie, St. Augustin). Anschlief3end wurde die Proteinkorzentration kestimmt
und das Protein am ,,929 AA -Spedrometer2 (Unicam Ltd., Cambridge England) unter eéinem
Luft/Aceton-Gemisch verbrannt. Als Nullabgleich wurde Cleavage-Puffer verwendet. Die
Metallkonzentration der Probe wurde aus dem Vergleich mit einer Eichreihe aus Lésungen
verschiedener Metallkonzentration bestimmt. Aus der Menge an eingesetztem Protein und
dem Messwert konnte dann das Verhéltnis Metall:Protein bestimmt werden.

2.9.8. HPLC-Analyse der proteolytischen Aktivitat von CnrX

Die HPLC-Untersuchnurgen zum Nadweis der proteolytischen Aktivitdt von CnrX gegen
CnrY wurden in Kooperation mit Dr. Siglinde Menge, Ingtitut fir Biochemie der Martin-
Luther Universitdt Hall e-Wittenberg und Dr. Bede Fricke Institut fur Physiologische Chemie
der Martin-Luther Universitét Hall e-Wittenberg durchgefuhrt. Diein E. coli Gberexprimierten
und anschlief?end gereinigten Proteine CnrY und CnrX wurden durch Elektroelution aus der
PAA -Gelektrophaese von Verunreinigungen befreit und de Reinheit mittels HPLC-Analyse
bestatigt.

Die homogenen Proteine CnrY und CnrX wurden im Verhdtnis 1:1 in 10 mM Trig/HCI-
Puffer gemischt, fur die Indultion der Proteolyse 100 uM NiCl, zugegeben und fir 3-16
Stunden bei RT inkubiert. Der Reaktions-Ansatz wurde auf eine 250 mm Saule (Nucleosil
300 A, 5 pm Porenweite C/8-Modifikation, Madery-Nagel, Diren) gegeben, in einem
LiChroGraph (mit L-6200 Intelligente Pumpe, Rheodyne 6-Wege-Ventil, 655A und
variablem Wellenldngen-Detektor; Merck-Hitachi, Darmstadt) in einem Aceonitril-
Gradienten von 270 % aufgetrennt und mit der Software HPLC-Manager (Merck, Darmstadt)
ausgewertet.

2.10. DasYeast-Two-HybridSystem(Cyto Trag™, Stratagene, Heidelberg)
Das Yeast-Two-Hybrid-System dient zur Untersuchung der in vivo Interaktion von zwei
Proteinen (pro- oder eukaryotisch) in der He&echaromyces cerevisiadc25H.

Das erste Protein wird hierbei mit dem Protein hSos (einem Protein der RAS-Hitzestress
Antwort) fusioniert. Dieses Konstrukt diente ds Bait (Beute). Ein zweites Protein wird mit
einem Myristylationssgna (fuhrt zur Membranassoziation) fusioniert. Diese Konstrukte
dienten alsTarget(Predatol).
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Interagieren de Fusionen miteinander, kommt es zur Membranasziation von I80s. Dieses
aktiviert den GDP/GTP-Austausch am Protein RAS. So wird eine Kaskade gestartet, die der
Hefe ermoglicht, bei erhéhten Temperaturen zu Uberleben.

2.10.1. Herstellung kompetenteSaccharomyces cerevisiaelc25H-Zellen

5 x 100 ml Kulturen Saccharomyces cereMsiae cdc25H in YPAD-Medium wurden in
seperaten 250 ml Erlenmeyer-Kolben inokdiert. Die Kulturen wurden dazu fir etwa 48
Stunden bei 25°C stark geschiittelt bis zu einegsdn etwa 0.7.

Zur Kontrolle wurden jetzt 75 pl der Kultur auf eine YPAD-Agar-Platte ausplattiert und kel
37°C fur mind. 4Tage inkubert. Es sllten nicht mehr als 30 Kolonien wadsen, da sonst eine
hohe Anzahl von Revertanten oder andere Hefe-Stamme vorhanden waren.

Alle 100ml Kulturen wurden bei 4000rpm und 4T fur 10 min. abzentrifugiert undin 100ml
H,Obidest durch mehrmaliges Pipettieren mit einer 5 ml Pipette resuspendiert. Die Zellen
wurden erneut bei 4000rpm und 4T fir 10 min. abzentrifugiert, in 50 ml sterilem LiSORB
[100mM LiOAc, 10mM Tris/HCI pH 8.0, 1ImM EDTA und 1M Sorbitol] resuspendiert und
bei RT fur 30 min. inkubert. Anschlief3end wurden de Zellen bei 2600 rpm und 4T fir
10 min. abzentrifugiert und in 500 pl LiSORB aufgenommen. Es wurden 1 ml
Heringsgpermien-DNA-LAsung [400 pl einer 20 mg/ml Heringsgpermien-DNA-LGsung und
600 ul LiSORB] zugegeben und duch Pipettieren gemischt. Dann wurden 9 ml PEG/LiOAc-
Ldsung [10 mM Tris/HCI pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0, 100mM LiOAc pH 7.5 und 40Qy/l
PEG 3350 und 880ul Dimethylsulfoxid zugegeben und duch Pipettieren gemischt. Die
kompetenten Zellen wurden zu Aliquoten von je 1 ml bei -80°C eingefroren.

2.10.2. Transformation von Saccharomyces cerevsiae cdc25H und Uberpriifung auf
Protein-Interaktionen

Zu 100l kompetenten Hefe-Zellen wurden je 0.3 pug der beiden Plasmide pSOS und gMyr
(bzw. deren Derivate) zugegeben. Nach Zugabe von [3Mercgptoethand wurde der Ansatz gut
gemischt und 30min. bei RT mit gelegentlichem Durchmischen inkubiert. Anschlief3end
wurden de Zellen fir 20 min. einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, bevor sie fir 5 min.
auf Eis gestellt wurden. Die gesamte Transformationsreektion wurde auf SD/Glucose (-UL)
Agar-Platten ausplattiert und fur 4-6 Tage bei RT inkubiert.

Fur jede Transformation wurden mindestens drei Kolonien gepickt und jeweils in 25 pl
H>Ovidest resuspendiert. Davon wurden je 2.5 ul auf zwei SD/Glucose (-UL) Agar-Platten und
auf zwel SD/Galaktose (-UL) Agar-Platten ausplattiert. Jeweils eine Platte wurde bei 37°C,
die andere bei RT fUr mindestens 5 Tage inkubert. Durch Galaktose wurde der GAL1-
Promotor auf dem Plasmid pMYR und damit auch das myristyli erte Fusionsprotein indwziert.
Bel ener Interaktion mit dem pSOS-Fusionsprotein kam es zur Koloniebildung auf
SD/Galaktose (-UL) Agar-Platten bei 37°C.
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3. Ergebnisse

3. ERGEBNISSE

3.1. Die Transkription und Promotoren dercnr-Determinante

3.1.1. Uber Primer Extension-Analyse konnten die Transkriptionsgartpunkte von
cnrYXH und cnrCBA bestimmt werden

Die genauen Startpunkte der Transkripte der cnr-Determinante sollten mit der Methode der
Primer Extension-Analyse nadhgewiesen werden. Die Primer Extension-Experimente wurden
mit DNA-freier Gesamt-RNA aus Ralstonia metallidurans AE126 duchgefuhrt. Zur
Induktion voncnr wurden die Kulturen 10 min. vor der Zellernte mit 0.3 mM Ni@kubiert.
Es wurden Fluorescan-markierte Primer abgeleitet, die ca 100 bpim kodierenden Bereich
der Gene cnrY (PREX 1 CY’5), cnrH (PREX 2 CY’5) bzw. cnrC (PREX PcnrC U CY'’5)
banden undfur die reverse Transkriptions-Reaktion eingesetzt. Durch parall eles Auftragen der
Primer Extension-Re&ktionen und ar Sequenzre&ktionen der entsprechenden DNA-Regionen
konnen aus dem Vergleich der Retentionszeiten das genaue 5-Ende der Transkripte
nadhgewiesen werden. Als Negativ-Kontrollen denten Primer Extension-Restionen mit
DNase I-behandelter Gesamt-RNA aus Zellen des plasmid- und somit cnr-freien,
metallsensitiverR. metalliduranSStammes AE104.

Unter Verwendurg der in cnrY und cnrC bindenden Primer konrten de jeweili gen
Transkriptionsgartpunke emittelt werden (Abb. 3A und C). Diese befanden sich ca 20 bp
stromaufwarts der entsprechenden ATG-Start-Kodors. Stromaufwarts der Transkriptions-
Startpunke konrten hach korservierte Regionen gefunden werden. Im Gegensatz dazu konrte
in der Primer Extension-Regktion mit einem Primer, der in cnrH band kein Transkriptions-
Startpunk  nadhgewiesen werden  (Abb. 3 B). Anhand dx  ermittelten
Transkriptionsgartpunke wurden aus der cnr-Sequenz (Eintrag M91650,EMBL-Datenbank)
die beiden moglichen PromotorenrYpundcnrCp abgeleitet (Abb. 4).
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A.cnrYp
mRNA

-
G

[y N A SN
A\ AN NAN AVEAVA A NN ~N\
Time [min] 95 30 85 80

CAA G GGG GAGTCCTT CGCGCA GCCGTA T AAGAGGCA ATGGATCTG  GATGGAGGTTT GCCAT GGC

*

B. cnrHp

MRNA
T

—_—

G e~ A A NN A NN

Time [min] 10 105 100 95 80
GCCGGAACATCGACCTGCTTACGATCECGTTCTTATCGATGCACT ACGCCECAEGCTCGCAGTGAATCCEFAAGA

C.cnrCp

MRNA
G o N R N
VAV aa Ve VAV N
Time [min] 100 95 90 85 80

CAGGGGAAGCATCCACCTGGTCCGT ATAGAGAGOES ATAGCCT CC ACCGCTGACCTCTTGATGA

A

Abb. 3. Bestimmung der Transkriptionsdartpunkte der cnr-Determinante mittels Primer Extension-
Analyse

Abgebildet sind jewells das Fluorogramm der Primer Extension-Reaktion und der dazugehdrenden
Sequenzierung Nach Inkubation mit 300 uM Ni%* wurde Gesamt-RNA aus dem Stamm AE126(pMOL28)
isoliert und DNasel-behandelt. Sequenzierung um Primer Extension-Analyse wurde mit dem gleichen
Fluorescein-markierten Primer durchgefiihrt. Die Primer banden nahe des 5'-Endes der Gene cnrY (Tafel A),
cnrH (Tafel B) oder cnrC (Tafel C). Die Sequenz-Daten sind unterhalb der Angabe der Retentionszeit (in
Minuten) gezegt. Die Sequenz korreliert mit bp 924987 (Tafel A), 16531726 (Tafel B) und 23022364 (Tafel

C) (Basenpaanummern nach Eintrag M9165Q0 EMBL-Datenbank). Der Pfell kennzeichnet den
Transkriptionsstartpunkt fianrY bzw.cnrC.
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-35 -10 +1 RBS
cnrYp tctacccgaggtiaagggggatecttcgcgecagegtataagaggéatggatctggaigagdttgecatg

cnrCp agtttggattcacgaggggaagatcgacctggicgtatagagag@atagcctccaccggacctcttgatg

Abb. 4: Ableitung der cnr-Promotoren cnrYp und cnrCp

Dargestellt sind die in der Primer Extension-Experimenten ermittelten Transkriptionsdartpunkte, sowie die
abgeleiteten -35- und -10-Regionen der Promotoren. Es wurden Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt. Das den
Startpunkten jeweil s folgende a ist ein nicht reproduzierbareres Ergebnis. Hervorgehoben sind die -35- und de -
10 Region (fett), die Transkriptionsdartpunkte (fett und unterstrichen), die Ribosomenbindestelle (RBS)
(unterstrichejy sowie die Startcodone ATG venrY bzw.cnrC (fett und kursiv).

3.1.2. Aktivitat der cnr-Promotoren cnrYp und cnrCp

Nacdchdem mittels Primer Extension-Analyse die cnr-Promotoren identifiziert worden waren,
sollte die Indwzierbarkeit der Promotoren cnrYp und cnrCp untersucht werden. Der ,ECF-
ahnliche* Promotorbereich ,cnrHp* (165/AGCCGGAAC-20bpGTTCTTA, Tibazarwa et al.,
2000 wurde ds Kontrolle mitgefuhrt. Hierzu wurden de Promotorbereiche nadh
Amplifikation tGker PCR (cnrYp-Bereich, Primer cnrfRGR OD + cnr BamHI U; cnrCp-
Bereich, Primer cnr Promotor D + cnr Promotor U BamHI) bzw. Subkonierung (cnrHp-
Bereich as Hindlll/BamHI-Fragment aus pDNA291, cnrYXH) vor eine promotorlose lacZ-
Kastte (in pECD592) kloniert. Die dabel entstandenen Fusionen ®(cnrYp-lacz), ®(cnrCp-
lacZ) bzw. ®(cnrHp-lacZ) wurden in das Weitwirtsbereichsplasmid pvDZ'2 subkoniert. Die
resultierenden Plasmide pDNA300, @P©NA299 Ilzxw. pDNA298 wurden in de R
metalliduransStamme AE104 oder AE126(pMOL28) durch Konjugation Ubertragen.
Die resultierenden Transkonjuganten wurden fir 3-Galaktosidase-Enzymtests eingesetzt. Den
Kulturen wurde 0.5 mM NiCl, [Endkoreentration] zugegeben und de spezifischen (&
Galaktosidase-Aktivitaten der einzelnen Stamme ermittelt (Tabelle 4).

Die Transkonjuganten von Stamm AE104 zeigten nach Inkubetion mit 0.5 mM NiCl, keine
Erhohurg der 3-Galaktosidase-Aktivitdt (Ergebnis nicht gezeigt). Ebenso konrte im Stamm
AE128pMOL28) mit pDNA298 ®(cnrHp-lacZ) in trans keine Steigerung der (3
Galaktosidase-Aktivitét beobaditet werden (Tabelle 4). Nur in den beiden Stdmmen
AE128pMOL28) mit pPDNA300 ®(cnrYp-lacZ) bzw. pDNA299 ®d(cnrCp-lacZ) in trans war
die lacZ-Fusion duch Ni*-indwzierbar. Dabei war die Enzymaktivitd mit lacZ urter
Kontrolle von cnrYp ungefahr zweimal so hach wie unter Kontrolle von cnrCp. Aul¥erdem
war eine geringe Steigerung des Grundriveaus in den ohre Nickel inkuberten Stdmmen zu
beobadhten (Tabell e 4). Es konrnte damit gezeigt werden, dasses sch bel cnrYp undenrCp um
Ni?*-induzierbare Promotoren handelt.
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Tabelle 4: Expression der®(cnr-Promotor-lacZ)- Reporter in R. metallidurans AE126(pMOL28) 1

Stamm, in trans omM Ni# 0.5mM Ni*

Megaplasmid a, [Umg]TG b, [U/h*mg] TG a, [Umg]TG b, [U/h*mg] TG

AE126,pMOL282 ®(cnrHp-lac) 11.1+3.7 0 10.8+8.6 0
®(cnrYp-lacd 6.43+1.49 8.76 0.06+0.01 39
®(cnrCp-lacg  0.87+0.52 1.26 0 15

1 0.5 mM Ni2* oder 0 mM Ni2* wurde zu Kulturen von verschiedenen R. metalli durans-Stammen gegeben, die
sich in der friihen exponentiellen Phase befanden (Zeit = 0 h). Die R-Gaaktosidase-Aktivitét in U/mg
Trockengewicht wurde fir mindestens 3 h bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen. Die Tabelle zegt die
Mittelwerte + Standardabwei chungder R-Gal aktosidase-Aktivitét in U/mg Trockengewicht vor Induktion (a) und
die Steigerung der [3-Galaktosidase-Aktivitdt in U/h x mg Trockengewicht (b). Das entspricht der lineaen
Funktion y=bx+a. Wenn es zu keiner Zunahme kam (b=0), sind die Mittelwerte + Standardabweichung all er
Datenpunkte des jeweiligen Experimentes angegeben.

2 Das lacZ-Gene steht unter Kontrolle énes cnr-Promotors auf einem in trans zu pMOL 28 komplementierten
pVDZ'2-Derivat

3.2. Induktion einer ®(cnrCBA-lacZ) Operon-Fusion durch Schwermetall -
lonen

3.2.1. Die Induktion von®(cnrCBA-lacZ) ist von der Nickel-Konzentration abhangig
Da die Genprodulte des cnr-Efflux-Komplexes keine unmittelbar messare Enzymaktivitat
liefern, sollte durch Konstruktion eines Reporterstamms ein leicht messares Enzym mit den
Proteinen des cnr-Systems koexprimiert werden. Hierzu wurde die 3-Galaktosidase (LacZ)
gewéhlt. Dabei sollte aer durch de Einfuhrung des Reporters in das cnr-System auf keinen
Fal die Schwermetallresistenz beantradtigt werden. Aus diesem Grunde wurde der lacZ-
Reporter as Transkriptions-(Operon)-Fusion korstruiert. Hierbel wurde @ne promotorlose
lacZ-Kassette unmittelbar stromabwérts von cnrCBA auf Plasmid pMOL28 eingeflgt,
wodurch der lacZ-Reporter-Stamm DN177(pMOL28-2 ®d(cnrCBA-lacZ)) entstand (Abb. 5.
Fur die Konstruktion deses Stammes wurden de 300 bp stromaufwérts des cnrA-Stop-
Codors durch PCR ds Pstl/Xbal-Fragment aus Megaplasmid pMOL28-DNA amplifiziert
(Primer cnr-lacz OD + cnr-LacZ OU). Ebenso wurden die 300 bpstromabwarts des Stop-
Codors as Xbal/Pstl-Fragment amplifiziert (Primer cnr-LacZ UD + cnr-LacZ UU). Die PCR-
Produkte wurden mit Xbal (jedoch nicht mit Pstl geschnitten) und keide Fragmente
zusammen in den Vektor pGEM T-Easy kloniert.

Das resultierende Plasmid trug ein 600 bp Fragment mit einer Xbal-Schnittstelle direkt
stromabwérts des cnrA-Stop-Codors, was dazu fuhrte, dass die Sequenz
TGAB025GTTTGCGA (das TGA-cnrA-Stop-Codon in fett) zu TGA8025GTTTCTAGA
mutiert wurde. In de Xbal-Schnittstell e dieses Plasmides wurde das promorlose lacZ-Gen aus
Plasmid pMC1871 Koniert und dbs resultierende, um lacZ vergrolerte Pstl-Fragment wurde
in Plasmid pLO2 umkloniert. Anschlief3end wurde mit Hilfe dieses pLO2-®(cnrCBA-lacZ)-
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Hybrid-Plasmids durch Doppel-Rekombination dbs lacZ-Gen stromabwarts von cnrA auf
Megaplasmid pMOL28 eingefiigt. Die korrekte Insertion und Orientierung von lacZ im (3
Galaktosidase-Reporter-Stamm DN177pMOL28-2 ®(cnrCBA-lacZ)) wurde durch PCR
Uberpruft.

Der Einfluss der lacZ-Insertion wurde untersucht. Die Ermittlung der minimalen Inhibitor-
Konzentration (MIC) gegen Ni%* und Co*" auf Agar-Platten (Tab. 5 und Wadhstumsversuche
in Flissgmedium mit Nickel zeigten keinen Unterschied zum Wildtyp AE126pMOL28)
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Der R-Galaktosidase-Reporter-Stamm DN177(pMOL28-2 ®(cnrCBA-lacZ)) wurde fir (3
Galaktosidase-Enzymtests eingesetzt, wobel als erstes die Induktiion duch Nickel untersucht
wurde. Hierzu wurden Konzentrationen von 50, 100, 500 und 20Q0M NiCl, eingesetzt. Bis
zu einer Konzentration von 500uM fuhrte @ne Erh6hurg der Nickel-Konzentration auch zu
einer Steigerung der [3-Galaktosidase-Aktivitét (Abb. 6 A; Tab. 6). Eine weitere Steigerung
der Ni?*-Konzentration fiihrte zur schwéchsten Indukion von ®(cnrCBA-lacZ) (Abb. 6 A).
Dies wurde wahrscheinlich durch toxische Eff ekte verursadht, da die Ni%*-Konzentration sich
der MIC naherte.

|
pMOLZ&ZCnchnrxq enrC “ lacZ >

cnrYp cnrCp
AcnrYXH
cnrYp cnrCp
cnrY1(Con
woLzos [ Y (e NG M - >
cnrYp cnrCp

PMOL28-5 ¢nry enex

cnryj

h—

Abb. 5: Physikalische Karte von Derivaten dercnr-Region auf Plasmid pMOL28

In alen Konstrukten war das 3-Galaktosidase-Gen (lacZ) stromabwarts von cnrA a's Operon-Fusion ®(cnrCBA-
lacZ) eingefiihrt worden. In Plasmid pMIOL28-3, wurden zusétzlich die Gene cnrYXH in Frame deletiert. In
Plasmid pMOL28-4 trégt das cnrY1(Con)-Gen eine 14 bplnsertion nach Position 1111 Dadurch wird der offene
Leserahmen danach in einem anderen Frame fortgesetzt. Diese Frame-Shft-Mutation fihrt zur konstitutiven cnr-
Expresson. In Plasmid pMOL28-5 fihrt die Insertion von Plasmid pECD581 zur Trennung on cnrYXH und
cnrCBA Der Plasmid-pLO2-Anteil von pECD581 ist als dicke Linie dargestellit.

cnrCp
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Tabelle 5: Minimale Inhibitor Konzentration (MIC) von Nickel und Cobalt in R. metallidurans
AE126(pMOL28)-Derivaten?

Bakterien-Stamm Relevaner Genotyp Ni%* [mM] Co** [mM]
AE126(pMOL28) Wildtyp 4.0 5.0
AE104 Plasmid-freie Kontrolle 0.3 0.3
DN177(pMOL28-2) ®(cnrCBA-lac 4.0 5.0
DN177(pMOL28-2p P(cnrCBA-lacj 10
DN177(pMOL28-2, pDNA291) &d(cnrCBA-lacs, cnrYXH in trans 5.0 3.0
DN190(pMOL28-3) AcnrYXH®(cnrCBA-lacs 0.4 0.3
DN190(pMOL28-3, pDNA291) AcnrYXH®d(cnrCBA-lacs, 4.0 5.0
cnrYXH in trans
DN195(pMOL28-4) cnrY1Con) ®(cnrCBA-lacj 7.0 10
DN195(pMOL28-4, pDNA291) cnrY1Con)®(cnrCBA-lac3, 7.0 10

cnrYXH in trans

aMIC (Minimale Inhibitor Konzentration), definiert als Inhibierung des Wachstums bei 30°C fiir 3 Tage.
Einzdkolonien wurden nicht als Wadchstum gewertet. Jede Bestimmung wurde zaveimal mit den deichen
Ergebnissen wiederholt.

biultiviert in Anwesenheit von Cobalt plus 1 mMAi
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Tabelle 6: Expression vor®(cnrCBA-lacZ) in R. metallidurans AE126(pMOL28)—Derivatenl

StammMegaplasmid in trans omM Ni** 0.5 mM Ni**

a, [U/mg]TG b, [U/h*mg] TG a, [U/mg]TG b, [U/h*mg] TG
pMOL28-2 - 62.2+6.8 0 6415 86.4
@d(cnrCBA-lacj
pMOL28-52 - 12145 0 102.610.4 90.7

®(cnrCBA-lacj
Q(cnrHC::pECD581)

pMOL28-3 - 28.1+2.5 0 26.6+1.0 0
®(cnrCBA-lacj
AcnrYXH
pDNA291 cnrYXH 36.045.1 0 48.5+1.8 24.8
pDNA292 cnrY 39.9+3.3 0 33.2+3.3 0
pDNA293 cnrX 34.616.0 0 36.7+3.7 0
pDNA294 cnrH 9371106 0 770152 0
pDNA295 cnrYX 31.6+3.6 0 35.0+4.8 0
pDNA296 cnrYH 1650493 0 1590+140 0
pDNA297 cnrxXH 900+195 0 1025+£320 0
pDNA334 cnrY1(Con), 1350160 0 1380197 0
cnrXH
pMOL28-4 - 1025+107 0 1095488 0
®(cnrCBA-lacj
cnrYXCon)
pDNA291 cnrYXH 63.1+5.9 18.4 61.3+1.2 44.5
pDNA292 cnrY 11444 0 97+2 26.0
pDNA293 cnrX 687153 0 896+19 0
pDNA294 cnrH 678197 0 785164 0
pDNA295 cnrYX 15149 0 155419 0
pDNA296 cnrYH 1010468 0 1050£176 0
pDNA297 cnrxXH 12264254 0 1190+176 0
pDNA334 cnrY1(Con), 1180455 0 1450+123 0
cnrXH

1 0.5 mM Ni? oder 0 mM Ni%* wurde zu Kulturen von verschiedenen R. metalli durans-Stammen gegeben, diein
der friihen exponentiellen Phase wuchsen (Zeit = 0 h). Die R-Galaktosidase-Aktivitét in U/mg Trockengewicht
wurde fur mindestens 3 h bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen. Die Tabelle zegt die Mittelwerte +
Standardabweichung der [3-Galaktosidase-Aktivitdt in U/mg Trockengewicht vor Induktion (a) und de
Steigerung der [3-Gal aktosidase-Aktivitét in U/h x mg Trockengewicht (b). Das entspricht der lineaen Funktion
y=bx+a. Wenn es zu keiner Zunahme kam (b=0), sind die Mittelwerte + Standardabweichungaller Datenpunkte
des jeweiligen Experimentes angegeben.

2 Tréagt eine Insertion von pLO2 und flankierend die Duplikation der Region von bp 2100-2400.
Dadurch wirdenrYXHvon cnrCBAgetrenntAbb. 5).
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3.2.2. Cobalt ist ein schwacher Induktor, andere Metalle induzieren nicht

Cobalt as zweites Substrat der cnr-Determinante, sowie andere Metalle, wurden ebenfalls in
einem (3-Galaktosidase-Enzymtest mit dem Reporter-Stamm DN177(pMOL28-2 ®(cnrCBA-
lacZ)) auf ihre Eigenschaft als cnr-Induktoren urtersucht. Steigende Konzentrationen (bis 500
KUM) von Cobalt fihrten ebenso wie bei Nickel zur Erhohurg der R-Galaktosidase Aktivitét
(Ergebnis nicht gezeigt). Jedoch war das Expressonsniveau bei den gleichen Konzentrationen
wieim Experiment mit Nickel deutlich geringer (Ergebnis nicht gezeigt). In Ubereinstimmung
aber war wieder 0.5 mM die beste Induktor-Konzentration (Abb. 6 B).

Um zu testen, obes eventuell andere Metall e gibt, die die cnr-Determinante zwar induzieren
konren, aber fur die keine Resistenz durch cnr vermittelt wird, wurden (3Galaktosidase-
Enzymtests mit Zn** (0.3mM) und Chromat (0.1 mM) durchgefiihrt. Chromat wurde gewahlt,
da die Gene fiur die Chromat-Resistenz direkt stromaufwarts von cnr kodert werden, Zink,
well bekannt war, dasses Mutationen in cnr gibt, die dazu flhren, dassdurch das System eine
geringe Zn**-Resistenz vermittelt wird (Collard et al., 1993. Dadurch dass swohl Zn** as
auch Chromat toxisch fur AE126-Stamme ist, wurden nu geringe Konzentrationen eingesetzt.
Keines dieser Metalle vermochte jedochr nennenswert zu induzieren (Abb. 6 B).

A. B.
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S
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Abb. 6: Induktion der B-Galaktosidase-Aktivitat im lacZ-Reporterstamm DN177 (pM OL28-2 ®(cnrCBA-

lacZ)) durch Metalle

Kulturen von R. metallidurans DN177pMOL28-2 ®(cnrCBA-lacZ)) wurden 15fach in frischem Medium auf

eine optische Dichte von ca 30 Klett-Einheiten verdinnt und nach 4 h Schitteln bei 30°C je d@ne Héafte mit

(-, A € @ )oder ohne (X) Metalle inkubiert.

A. Induktion durch Nic{ (50 (- @—), 100 (A —), 500 ( Ill), 2000 ( ) pm)

B. Induktion durch 500 pM NiCl, (—4-), 500 uM CoCl, (— ), 300 uM znCl, (—@—) oder 100 pMm
K,Cro, (—&—)
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3.2.3. Die cnr-vermittelte Cobalt-Resistenz wird durch unzureichende Co**-Induktion
limitiert

Die Indukion der R-Galaktosidase war durch Co®* bei gleicher Konzentration ceutlich
niedriger as bei Ni**. Deshalb sollte untersucht werden, ob de cnr-vermittelte Cobalt-
Resistenz dadurch limitiert wird, dass die Expresson des CnrCBA-Efflux-Komplex durch
Co?*" schlechter indwziert wird als durch Nickel. Dazu wurden Agarplatten hergestellt, in die
zusétzlich zu verschiedenen Konzentrationen Co®, eine konstante indwzierende
Konzentration Ni** (1 mM) beigemischt wurde. Dies fiihrte tatsachli ch zu einer Erhéhurg der
Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) gegeniiber Co* (Tab. 5). Ein hnli ches Experiment
mit Zn** bzw. Cd** fiihrte zu keiner Erhdhurg der MIC gegen diese Metall-Kationen
(Ergebnis nicht gezeigt).

3.2.4. Zrf* und Co®" beeinflussen die Ni-vermittelte cnr-Induktion

Um zu untersuchen, wie sich de Anwesenheit verschiedener Metall-Kationen auf die
Induktion vonenr auswirkt, wurde zusétzlich zu Ni** auch Zn?* bzw. Co®* zu Kulturen von
DN177pMOL28-2 d(cnrCBA-lacZ)) gegeben. Dazu wurde @ne in der exporentiellen Phase
wachsende Kultur von DN177 geteilt, mit 0.15mM Zn*, 0.15mM Ni?*, 0,15mM Ni** +
0.15mM Zn**, 0.25mM Co®*, 0.25mM Ni?* oder 0.25mM Ni?* + 0.25mM Co”" inkuliert
und de R-Galaktosidase-Aktivitaét bestimmt. Die verwendeten Metall-Kationen-
Konzentrationen wurden dabei so gewahlt, dass $e sich im subtoxischen Bereich befanden.
Damit sollten hemmende Effekte auf die Zellen vermindert werden.

Die Zugabe von Zn** + Ni?* filhrte zu einer geringeren Zunahme der R-Galaktosidase-
Aktivitét, als wenn Ni%* all eine zugegeben wird (Tab. 7). Das st auch der Fall wenn Co?* mit
Ni?* kombiniert wird. Es war zu beobachten, dassim Vergleich zur Indukion duch Ni?*, die
prozentualle Zunahme der R-Galaktosidase-Aktivitat durch Zn®* + Ni%* weniger stark
verringert wurde, as durch Co®* + Ni?* (Tab. 7). Anscheinend kann Zn**, das kein Substrat
des CnrCBA-Efflux-Komplexes ist, dennoch die Ni**-vermittelte cnr-Indukiion inhibieren.
Das Ergebnis der Inkubetion mit Co®* + Ni?* kann somit quantitativ erklaren, dess die
Minimale Inhibitor Konzentration gegen Co®* durch Ni?* gesteigert werden kann (Tab. 5),
indem diecnr-Determinate durch Ki starker induziert wird.
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Tab. 7: Inhibierung von ®(cnrCBA-lacZ) durch Zn2* oder C&" in DN177(pMOL28-2)!

Induktion von B-Galaktosidase-Aktivitatszunahme 3-Galaktosidase-Aktivitdtszunahme
®(cnrCBA-lacZ mit [U/h x mg Trockengewicht] [% der Induktion durch Ni]

0.15 mM zif* 15.6:7.6 27

0.15 mM Nf* 57.21.7 100

0.15mM Ni?* + 46:2.8 80

0.15 mM zif*

0.25 mM Cé&* 30.%7.4 46

0.25 mM Nf* 67.23.4 100

0.25mM Ni?* + 50.6+3 75

0.25 mM Cé*

1 Ni%*, Co?* bzw. Zn?* wurde 1 Kulturen von R. metalli durans DN177(pMOL 28-2 d(cnrCBA-lacZ) gegeben,
die in der frihen exponentiellen Phase wuchsen. Die Zunahme der (-Galaktosidase-Aktivitdt in U/h x mg
Trockengewicht wurde fir 3 h bestimmt. Die Tabelle zegt die Mittelwerte + Standardabweichungder Zunahme
der B-Galaktosidase-Aktivitat in U/h x mg Trockengewicht.

3.2.5.Dielntegration einer Q-Kastte avischen cnrH und cnrC fuhrt nicht zum Verlust
der Induzierbarkeit

Die cnr-Determinate besitzt zwei Promotoren cnrYp und cnrCp. Werden fur eine dfektive
Expresson des CBA-Komplexes beide bendtigt oder muss die cnr-mRNA von Y bis A
durchgelesen werden? Ist cnrYp nur dafUr verantwortli ch, gentigend Regulatoren CnrY, X und
H bereitzustellen? Existiert ein Promotor cnrHp? Um diese Fragen zu kidren, wurde eéne
cnrH’ C'-Region (bp 2100 Is 2400,Abb. 5 in Plasmid pLO2 kioniert (Primer cnr Delta C
OD + cnr Delta C OU), woduch Plasmid pECD581 entstand. Die Integration deses
Plasmides in das Megaplasmid pMOL28-2 des [3-Gal aktosidase-Reporterstammes fhrte zur
réaumlichen Trennurg des cnrYXH-Operons vom cnrCBA-Operon im Plasmid pMOL28-5
(Abb. 5. Im [(-Galaktosidase-Enzymtest war das Grundrniveau var Indukion mit Nickel
etwas hoher in  desem Reporterstanm DN410pMOL285 @(cnrCBA-lacz)
Q(cnrHC:: pECD581)) asim lacZ-Wil dtyp-ahnlichen Stamm DN177(pMOL28-2 ®(cnrCBA-
lacZ)) (Tab. 6). Dieser Effekt wird wahrscheinlich durch einen uridentifizierten Promotor auf
Plasmid pLO2 verursadt, z. B. den des Kanamycin-Resistenz-Gens. Nadh Induktion mit 0.5
mM Ni%" war die Zunshme der R-Galaktosidase-Aktivitat im Stamm DN410(pMOL28-5) der
des lacZ-Kontroll stammes sehr dhnlich (Tab. 6). Dadurch wurde bestétigt, dassdie Aktivitat
descnrCBAPromotorscnrCpausreichend ist, um genigend CnrCBA-Komplex herzustellen.
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3.3. Die Deletion von cnrYXH fuhrt zum fast vdlligen Verlust der
Induzierbarkeit von cnr durch Nickel, ist aberin trans komplementierbar

3.3.1.Konstruktion des cnrYXH-Deletionsgtammes DN190 (pMOL 28-3 ®(cnrCBA-lacZ)
AcnrYXH)

Um den Einflussder Proteine CnrY, CnrX und CnrH auf die cnr-Induktion zu urtersuchen,
wurden deren Gene im @(cnrCBA-lacZ)-Plasmid pMOL28-2 deletiert. Dazu wurden
stromaufwarts von cnrY duch PCR ca 300 bpals Xbal/Munl-Fragment aus Megaplasmid-
DNA pMOL28 amplifiziert (Primer cnrRGR OD + cnrRGR OU), wobel die esten 24 Basen
von cnrY (bis Position G;gpg enthalten waren. Ebenso wurden stromabwérts cnrH 300 bpals
Munl/Xbal-Fragment mit den letzten 24 Basen von cnrH (ab Cy61) amplifiziert (Primer
cnrRGR UD + cnrRGR UU). Die PCR-Produkte wurden mit Munl, jedoch nicht mit Xbal
geschnitten und leide Fragmente zusammen in den Vektor pGEM T-Easy kloniert und zur
Kontrolle sequenziert.

Das resultierende Plasmid trug ein 600 bp Fragment, das fur ein kleines Hybrid-Peptid
kodiert, das aus den ersten adit Aminosduren von CnrY, den zwei durch de Munl-
Schnittstell e kodierten und an adt letzten vonCnrH besteht. Das 600 bpFragment wurde in
das Plasmid pLO2 umkloniert. Anschliefiend wurde mit Hilfe dieses pLO2-A(cnrYXH)-
Hybrid-Plasmids durch Doppel-Rekombination de cnrYXH-Regulatorgenregion auf dem
®(cnrCBA-lacZ)-Megaplasmid  pMOL28-2 deetiet (Abb. 5. Im resultierenden
Deletionsplasmid pMOL28-3 ®d(cnrCBA-lacZ) A(cnrYXH) im Stamm DN190sind beide cnr-
Promotoren cnrYp und cnrCp welterhin vorhanden. Das Plasmid pMOL28-3 wurde durch
PCR und Hybridisierung kontrolliert. In der Hybridiserung konnte &n um den
Deletionsbereich verkirztes EcoRI/Pstl-Fragment in pMOL28-3 nachgewiesen werden,
zusétzlich lieferte @ne zweite Sonde, die gegen den Deletionsbereich hybridisierte, ein Signal
in pMOL28, nicht jedoch in pMOL28-3 (Abb. 7).
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Abb. 7: Nachweis der cnrYXH-Deletion im Megaplasmid pMOL283 mittels Southern DNA:DNA-
Hybridisierung

Jeweils ca 3 pg DNA von pMOL28-2 (P(cnrCBA-lacZ), Spur 1, 3) bzw. pMOL28-3 (d(cnrCBA-lac2)
AcnrYXH), Spur 2, 4) wurden EcoRI-Pstl geschnitten, in einer Agarose-Gel-Elektrophorese aufgetragen urd auf

eine Nylon-Membran geblottet. Die Hybridisierung mit einer Digoxigenin-11-dUTP-markierten Sonde, die im
Deletionsbereich band (Spur 3, 4) bzw. einer Sonde, die auRerhalb des Deletionsbereichs, aber auf dem gleichen
EcoRI-Pst-Fragment band (Spur 1, 2), erfolgte Gber Nacht bei 68°C, die Detektion mittels Chemilumineszenz.
Spur M kennzeichnet den DIG-DNA-Marker

3.3.2.Die cnrYXH-Deletionsmutante weist eine stark verminderte Resistenz gegentiber
Ni?* und Cc®* auf und ist nur noch sehr schwach durch Ni* oder C&* induzierbar

Die Bestimmung der Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) gegen NiCl, bzw. CoCl, des
Deletionsstammes DN19QpMOL28-3 ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH) zeigte, dassdie jewellige
Metallresistenz drastisch verringert war. Im Falle von NiCl; lag die MIC mit 0.4 mM nur
gering Uber der MIC des plasmidfreien, metall sensitiven Stammes AE104.Im Falle von CoCl,
war die Resistenz sogar vollig zusammengebrochen (Tab. 5).

Im 3-Gal aktosidase-Enzymtest wies der Acnr YXH-Deletionsgsamm fast keine Induktion duch
0.5mM Ni?" auf. Die resultierende R-Galaktosidase-Aktivitét lag in etwa aif dem gleichem
Niveau, wie bei dem mit 0.3 mM Zn* inkubierten lacZ-Reporter-Wildtypstamm
DN177pMOL28-2) (Tab. 6). Entsprechend lief} sich d(cnrCBA-lacZ) im Deletionsgamm
DN190 sehr schwach duch 0.5 mM Co?* bzw. 0.1 mM Zn** oder Chromat indwzieren
(Ergebnis nicht gezeigt).
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3.3.3. DiecnrYXH-Deletionsmutante lasst sichin trans durch cnrYXH komplementieren
Der Deletionsgtamm DN190(pMOL28-3 d(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH) diente ds Grundage,
um die Funktion der cnr-Regulatoren CnrY,X und H genauer zu urtersuchen. Dafir musge
im ersten Schritt Uberpruft werden, obsich in desem Stamm der Effekt der Deletion in trans
komplementieren lief3. Hierfir wurde @n 1.7 kb cnrYXH-Fragment (mit cnrYXH und dem
Promotor cnrYp) durch PCR amplifiziert (Primer cnrRGR OD + cnr Promotor U), in Plasmid
pGEM T-Easy kloniert, zur Kontrolle sequenziert und in das Weitwirtsbereichs-Plasmid
pVDZ'2 subkoniert. Das resultierende Plasmid pDNA291 wurde in den Deletionsgamm
DN190(pMOL28-3b (cnrCBA-lacg) Ubertragen.

In der resultierenden Transkonjugante wurde die Indukion in (3Galaktosidase-Enzymtests mit
0.5mM Ni?* untersucht. Es war eine Nickel-spezifische Indukiion zu beobadhten, shnlich wie
im @(cnrCBA-lacZ)-Kontroll stamm DN177pMOL28-2), (Tab. 6). Die Bestimmung der MIC
gegen NiCl, und CoCl, der Transkonjugante zeigte nur einen geringen Unterschied zur
Positiv-Kortrolle, d.h. er war voll resistent (Tab. 5. Demnadh konrte der Stamm
DN190(pMOL28-3 ®d(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH), der die Nickel-spezifische Induktiion voncnr
verloren hattein transdurchcnrY XHkomplementiert werden.

3.3.4. CnrY, CnrX und CnrH sind hinreichend und notwendig fir die Induktion von cnr
Nadchdem gezeigt war, dass der Deletionstamm DN19Q(pMOL28-3 d(cnrCBA-lac?)
AcnrYXH) in trans durch cnrYXH komplementierbar war, sollten auch de Einzelgene cnrY, X
oder H bzw. zweier-Kombinationen deser Gene in trans getestet werden. Dazu wurden
Fragmente mittels PCR generiert (cnrY, Primer cnrRGR OD + cnr BamHI U; cnrX, Primer
cnrX BamHI D + cnrX Xbal U; cnrYX, Primer cnrRGR OD + cnrX Xbal U; cnrYH, Primer
cnrRGR OD + cnr BamHI U undcnrH Pstl D + cnr Promotor Xbal U ; cnrXH, Primer cnrX
BamHI D + cnrH Pstl U; cnrH, Primer cnrH Xbal D 2 + cnrH Pstl U), diese in Plasmid
pGEM T-Easy kloniert und zur Kontrolle sequenziert. Mittels der in der PCR eingefuhrten
Restriktionschnittstellen wurden de cnr-Gene in Vektor pvDZ'2 subKoniert und in den
Deetionstanm DN190pMOL28-3 ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH) ubertragen. Hierdurch
entstanden de Stamme DN19Q(pMOL28-3, pDNA292, cnrY in trans), DN190(pMOL28-3,
pDNA293,cnrX in trans), DN190pMOL28-3, pDNA294, cnrH in trans), DN19Q(pMOL28-
3, PDNA295, cnrYX in trans), DN19Q(pMOL28-3, pDNA296, cnrYH in trans),
DN190(pMOL28-3, pDNA297¢nrXH in trans.

In RGalaktosidase-Enzymtests wurde die Ni**-vermittelte Indukion mit 0.5 mM Ni%" as
Induktor untersucht. Es zeigte sich, dassdie Komplementation mit allen Plasmiden mit cnrH,
aso mit cnrH aleine, cnrYH oder cnrXH, zu einer konstitutiven Expresson der 3
Galaktosidase-Aktivitéat auf hohem Niveau fuhrten (Tab. 6). Die Kombination cnrYH zeigte
die hdchste Enzym-Aktivitét von allen urtersuchten Stammen. Dies wird wahrscheinlich
durch de zusétzliche Transkriptionsinitiation am Promotor cnrYp verursadit, der in desem
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Konstrukt vorhanden ist. Alle Stdmme ohre cnrH (d.h. mit cnrY, cnrX oder cnrYX) jedoch
waren nicht indwzierbar und kesal3en eine konstitutiv niedrige (3-Galaktosidase-Expresson
(Tab. 6). Folglich ist CnrH alleine fahig die cnr-Expresson zu aktivieren, aber sowohl CnrY
als auch CnrX werden bendtigt, um die-Expression Nickel-abhangig zu kontrollieren.

3.4. Konstitutive Expression vorcnr

3.4.1. Eine konstitutivecnr-Mutante kann in trans komplementiert werden

Um mehr dber die Interaktion zwischen den cnr-Regulatoren zu lernen, wurde én
Mutantenstamm von AE126pMOL28) isoliert, der cnr konstitutiv exprimiert. Dieser Stamm
DN176pMOI28-1) cnrY1(Con) wurde nach einer Methode von Collard et al. (1993 isoliert,
indem Mutanten des Wildtyp gesucht wurden, de féhig waren, in Anwesenheit von 1 mM
Zn** zu wachsen. Wie in Stamm DN177(pMOL28-2 ®(cnr-lacZ)) wurde das lacZ-Gen
stromabwérts von cnrA in deser Mutante integriert, woduch der lacZ-Reporter-Stamm
DN195(pMOL28-4cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lac3) entstand (Abb. 5).

Die Bestimmung der Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) ergab, dass dieser Stamm
gegen hotere Konzentrationen von Ni* und Co®* resistent war as der Kontrollstamm
DN177(pMOL28-2 d(cnrCBA-lacZ)). Gegeniiber Co®* wurde das gleiche Resistenzniveau
erreicht, wie wenn im Wil dtyp-Stamm durch Ni%*-Zugabe (1 mM), die cnr-vermittelte Co*'-
Resistenz gesteigert wurde. (Tab. 5).

Der 3-Galaktosidase-Enzymtest mit dem konstitutiven Stamm zeigte, dass das ®(cnrCBA-
lacZ)-Operon auf einem hohen, korstitutiven Niveau exprimiert wurde (Tab. 6), 8hnlich wie
wenn cnrH in trans die Deletionsmutante DN19Q(pMOL28-3 ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH)
komplementiert.

3.4.1.1. Komplementation mitcnrYXH in trans

Es dellte sich de Frage, ob de Mutation, de zur konstitutiven Expresson voncnr im Stamm
DN195pMOL284 cnrY1(Con) ®(cnrCBArlacz)) fuhrte, duch cnrYXH in  trans
komplementiert werden kann, wie das beim AcnrYXH-Stamm DN190(pMOL28-3 ®(cnrCBA-
lacZ) AcnrYXH) der Fal war. Dazu wurde Plasmid pDNA291(cnrYXH) in Stamm DN190
Ubertragen. In der resultierenden Transkonjugante war cnr wieder durch Ni?* indwzierbar
(Tab. 6), alerdings verlor der Stamm nicht die ehdhte Metall-Resistenz der konstitutiven
Mutante (Tab. 5).

3.4.1.2.Die Komplementation der cnrYXH-Deletionsmutante mit cnrYXH(Con) in trans
fuhrt zur konstitutiven Expression von cnr

Die Regulatorgenregion aus Plasmid (pMOL28-4 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ)) wurde in
pVDZ'2 Koniert (Plasmid pDNA334, Primer cnrRGR OD + cnr Promotor U) undin transin
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der Deletionsmutante DN190(pMOL28-3 ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH) exprimiert. Dadurch
kam es zur konstitutiven Expresson von®(cnrCBA-lacZ) (Tab. 6). Hierdurch war bewiesen,
dass der Ort der Mutation, de zur konstitutiven cnr-Expresgon fuhrt, auf diesem 1.7 kb
grofRen DNA-Bereich liegen muss.

3.4.1.3.Nur cnrY, nicht aber cnrX, cnrH, cnrYX, cnrYH oder cnrXH konnen in trans
komplementieren

Um den Mutationsort weiter einzugrenzen, wurden de Plasmide pDNA292 (cnrY), pDNA293
(cnrX), pDNA294 (cnrH), pPDNA295 (cnrYX), pDNA296 (cnrYH), pDNA297 (cnrXH) in den
konstitutiven Stamm DN195pMOL28-4 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ)) tbertragen. CnrXH,
YH, YX, H oder X in trans fihrten zu keiner signifikanten Anderung der R-Galaktosidase-
Aktivitat im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Tab.6). Nur die Komplementation mit cnrY in
trans fuhrte zu einer Wiederherstellung der Nickel-abhéngigen Induktiion von ®(cnrCBA-
lacZz) (Tab. 6. Es wurde dlerdings auch deutlich, dass zu einer vollstandigen
Komplementation nicht nur cnrY, sondern das gesamte cnrYXH-Operon kendtigt wurde.
Interessanterweise fuhrte cnrYX in trans sogar zu einer Represson des konstitutiven Systems.
Auch cnrX oder cnrH alein senkten das [3-Galaktosidase-Niveau (Tab. 6). Damit war gezeigt,
dass der Mutationsort, der zum konstitutiven Phanatyp fuhrt, im Bereich voncnrY, d.h.im
Gen selbst oder im PromotonrYp zu finden sein musste.

3.4.2. Der konstitutive Phanotyp wird durch eine Frame-Shift-Mutation in cnrY
verursacht

Um den genauen Mutationsort in cnrY1(Con) zu identifizieren, wurde én ca 0.6 kbBereich
(Primer cnrRGR OD + cnr BamHI U, bp 6981284 sequenziert. Dabei konrte die Insertion
CGCGACGCGTCGCGCGC bei Position 1111 adhgewiesen werden. Diese Sequenz ist eine
nahezu vdlsténdige Duplikation der Sequenz CGCGACGCGTgGCGtGC direkt stromabwaérts
der 14 bp Insertion (wobei unterschiedliche Basen in Kleinbuchstaben dargestellt sind).
Diese Insertion fuhrt zu einem Frame-Shft in cnrY. Dadurch entsteht ein Mutanten-Protein
von 134 Aminosauren, wobei die ersten 46 identisch mit deneonrdfsind.

3.5. Interaktion zwischen Ncc- und Cnr-Regulatoren

3.5.1.NccYXH kann die AcnrYXH-Deletion nichtin trans komplementieren

Die Proteine des Nickel-Cobalt-Cadmium-Resistenz-Systems ncc aus Achromobacter
(ehemals Alcaligenes) xylosoxydans 31A sind der cnr-Determinante sehr dhnlich (Abb. 1B).
Deshalb sollte untersucht werden, ob de ncc-Regulator-Proteine die Funktion der von cnr
ersetzen konren. Die Regulatorgen-Region vonncc wurde mittels PCR aus A. xylosoxydans
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31A amplifiziert (Primer nccRGR EcoRI D + nccRGR Xbal U), in Plasmid pGEM T-Easy
kloniert und zur Kontrolle sequenziert. Das ca 1600 kbFragment wurde in pvDZ'2
subKoniert (dabei entstand Plasmid pDNA304) und in den Deetionsgamnm
DN19Q(pMOL28-3 d(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH) ubertragen. Im (3-Galaktos dase-Enzymtest
mit 0.5mM NiCl, as Indukor kam es nicht zur Ni**-indwzierten Expresson von®(cnrCBA-
lacZ) (Tab. 8. Auferdem fuhrte die in trans Komplementation auch nicht zu einer
Veranderung der MIC gegeniiber Ni?* bzw. Co** (Tab. 9. Die ncc-Regulatoren konren also
die Transkription an deenr-Promotoren nicht initiieren.

Tabelle 8: Expression vord(cnrCBA-lacZ) in R. metallidurans-Derivaten mit Kombinationen der ncc und

cnr-ReguIatoren1

Megaplasmid in trans 0 mM Ni2+ 0.5 mMN#2+

bzw. pvDZ'2-Derivat a, b, a, b,
[U/mg] TG [U/h*mg] TG [U/mg] TG [U/h*mg] TG

pMOL28-2, - 62.2+6.8 0 64.0t+5 86.4

®(cnrCBA-lacd

pDNA304 nccYXH 40.at4.5 0 46.14.7 0

pMOL28-4, - 1025+107 0 1095+88 0

@d(cnrCBA-lacs,

cnrY1(Con)

pDNA304 nccYXH 53.0+6.3 0 59.1+5.3 0

pMOL28-3, - 28.1+2.5 0 26.6+1.0 0

@d(cnrCBA-lacs,

AcnrYXH

pDNA304 nccYXH 39.9+4.2 0 47.9+1.3 0

pDNA303 ®(nccYXxcnrH) 38.¢:1.0 0 40.@¢4.0 16.2

pDNA291 cnrYXH 36.0+5.1 0 48.5+1.8 24.8

10.5 mM Ni?* oder 0 Ni?* wurde zu Kulturen von verschiedenen R. metalli durans-Stammen gegeben, die in der
friihen exponentiell en Phase wuchsen (Zeit = 0 h). Die 3-Galaktosidase-Aktivitat in U/mg Trockengewicht wurde
fir mindestens 3 h bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen. Die Tabelle zégt die Mittelwerte +
Standardabweichung der [3-Galaktosidase-Aktivitdt in U/mg Trockengewicht vor Induktion (&) und de
Steigerung der R-Galaktosidase-Aktivitét in U/h x mg Trockengewicht (b) nach der Gleichungy=bx+a. Wenn es
zu keiner Zunahme kam (b=0), sind die Mittelwerte + Standardabweichung aller Datenpunkte des jeweili gen
Experimentes angegeben.
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Tabelle 9: Minimale Inhibitor Konzentration (MIC ) von Nickel und Cobalt in R. metallidurans-Derivaten
mit Kombinationen der ncc- und cnr-Regulatoren

Stamm, Megaplasmid Relevaner Genotyp Ni%* [mM] Co** [mM]

DN177(pMOL28-2) ®(cnrCBA-lacj 4 5

DN177(pMOL28-2 pDNA304 &d(cnrCBA-lacZ, nccYXH in trans 0.5 0.4

DN177(pMOL28-2 pDNA340) ®(cnrCBA-lacZ, nccN 4 5

DN195(pMOL28-4) cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacd 7.0 10

DN195(pMOL28-4 pDNA304 cnrYl  (Con)  d(cnrCBA-lacz), 0.5 0.4
nccY XH in trans

DN190(pMOL28-3) ®(cnrCBA-lac AcnrYXH 0.4 0.3

DN190(pMOL28-3, pDNA291) &d(cnrCBA-lac AcnrYXH, 4.0 5.0
cnrYXH in trans

DN190(pMOL28-3, pDNA304) ®d(cnrCBA-lac AcnrYXH, 0.5 0.4
nccY XH in trans

DN190(pMOL28-3, pDNA303) ®d(cnrCBA-lac AcnrYXH, 15 15
®(ncecYyx-cnrH) in trans

AE104 Plasmid-freie Kontrolle 0.3 0.3

AE104, pDNA340 nccN 0.3 0.3

aMIC (Minimale Inhibitor Konzentration), definiert als Inhibierung des Wadhstums bei 30°C fir 3 Tage.
Einzdkolonien wurden nicht als Wachstum gewertet. Jede Bestimmung wurde mindestens zweimal mit den
gleichen Ergebnissen wiederholt.

3.5.2.Die Interaktion zwischen NccYXH und CnrYXH fihrt zum Zusammenbruch der
cnr-Induktion

DaNccY, NceX undNccH den cnr-Regulatoren CnrY, X undH sehr dhnlich sind, stellte sich
die Frage, ob es zu einer Interaktion oder Kooperation zwischen ihnen kommt, wenn in der
Zelle die Regulatoren beider Systeme vorhanden sind. Dazu wurde das nccYXH-Plasmid
pDNA304 in den Reporter-Stamm DN177pMOL28-2 ®(cnrCBA-lacZ)) Ubertragen.
Uberraschenderweise war im R-Galaktosidase-Enzymtest mit 0.5 mM NiCl, als Indukor
keine Ni%*-induwzierten Expresson vond(cnrCBA-lacZ) zu beobachten (Tab. 8). Den gleichen
Effekt hatte das nccYXH-Plasmid pDNA304 im konstitutiven Stamm DN195pMOL28-4
cnrY1(Con) @(cnrCBA-lacZ)) (Tab. 8. Die Regulatoren NccY, NccX und NccH sind
demnach nicht nur nicht in der Lage, eine Ni**-abhéngige Transkription im cnr-System zu
initiieren, sie fuhren sogar im cnr-System zu einer Verhinderung der Indukion von
®(cnrCBA-lacd und damit zur Erniedrigung der Metallresistenz (Tab. 9).
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3.5.3. Die Interaktion zwischen NccYX und CnrH fuhrt zur Induzierbarkeit

Es gab zwei Mdglichkeiten, warum es zu keiner NccY XH -vermittelten Expresgonsiniti ation
an cnr-Promotoren kam. Zum einen konrte der Sigma-Faktor NccH nicht in der Lage sein,
nach Bindurg des NccH-abhangigen RNA-Polymerase Holoenzyms (EN*) am Promotor
cnrC, die Umlagerung vom geschlosenen in den dfenen Initiations-Komplex zu
ermdglichen. Zum anderen wére es denkbar, dass die Sigma-Faktor/Anti-Sigma-Faktor
Hybrid-Komplexe ihre Funktion richt mehr erfillen konren. Um diese Frage zu kléren, wurde
Plasmid pDNA303 vonKiuhremund (1999 konstruiert. In desem Plasmid sind im Vektor
pVDZ’' 2 nccYX (von bp 16956) und cnrH (bp 1685- 2359 auf einer gemeinsamen mRNA
(P(ncecYX-cnrH)-Operon-Fusion) kodiert. Eswurde in den Deletionsgsamm DN190(pMOL 28
3 ®(cnrCBArlacZ) AcnrYXH) Ubertragen. Im 3-Galaktosidase-Enzymtest mit 0.5 mM NiCl,
als Induktor konrte éne Ni**-indwzierte Expresson vond(cnrCBA-lacZ) beobachtet werden,
die jedoch etwas geringer war asim Stamm DN190(pMOL28-3, ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH,
pDNA291) (Tab. 8). Die Bestimmung der MIC zeigte jedoch, dass es zu einer deutlichen
Erhohury der Resistenz gegen Ni?* bzw. Co® im Vergleich zum Deletionsgamm kam. Das
Niveau des Wil dtypes aber wurde nicht erreicht (Tab. 9). Zur Indukion von®d(cnrCBA-lacZ)
kann NccY X die Funktion vonCnrY X annaghernd ersetzen. Es kommt also nicht zur Bildurng
eines in seiner Funktion gestorten Sigma-Faktor/Anti-Sigma-Faktor Hybrid-Komplexes aus
NccYX und CnrH. Demzufolge sollte die Blockierung des cnrC-Promotors durch NccH dafir
verantwortlich sein, dass die(cnrCBA-lac-Transkription unterbleibt.

3.5.4. Das NccN-Protein hat keinen Effekt auf die Induktion und das Resistenzniveau
In Achromobacter xylosoxydars 31A fuhrt die Deletion von nccN zur Verringerung der
Schwermetallresistenz (Schmidt und Schlegel, 1994. Die ansonsten sehr dhnliche cnr-
Determinante besitzt kein bekanntes verwandtes Gen ,cnrN“. Es dellte sich de Frage, ob
durch eine Co-Expresson von NccN zum cnr-System die cnr-vermittelte Nickel-Resistenz
erhéht werden kann. Das Gen nccN wurde mittels PCR aus Achromobacter xylosoxydars 31A
amplifiziert (Primer nccN EcoRI D + nccN Xbal U), in pGEM T-Easy kloniert, zur Kontrolle
sequenziert undin das Plasmid pvDZ’'2 Koniert. Das entstandene Plasmid pDNA340 wurde
in Stamm DN177(pMOL28-2 ®(cnrCBA-lacZ)) ubertragen und de MIC gegen Nickel
bestimmt (Tab. 9. Eslief? sich jedoch keine Erhthury der Resistenz durch NcaN gegen Ni%*
beobadchten, d.h.NccN hat keinen Einflussauf die von cnr vermittelte Ni**-Resistenz. Ebenso
fuhrte pPDNA340 im plasmid-freien Stamm AE104 richt zu einer Erhéhurg der MIC gegen
Ni?* oder C6" (Tab. 9).
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3.6. DascnrY-Gen ist um drei Basenpaare kurzer als verotffentlicht

Bel der Suche nach dem Mutationsort, der fur den korstitutiven Phénotyp im Stamm
DN195pMOL28-4 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ)) verantwortlich ist, konrte im Wildtyp und
der Mutante e@ne Abweichung von der veroffentlichten cnr-DNA-Sequenz EMBL M91650
ermittelt werden. Das Gen cnrY ist um drei Basenpaae kleiner. Die Sequenz an Position
110CGCCGCCGC musszu 110CGCCGC berichtigt werden (EMBL AJ276513. Diesfihrt zu
einem um ein Arginin (Ry4) verkirztem CnrY. Dadurch wird CnrY dem verwandten NccY
ahnlicher und die Lange der beiden Proteine stimmt tberein (95 aa).

3.7. Die Carboxy-Termini von CnrY und CnrX sind im Periplasma

lokalisiert

Im Gegensatz zu einer dteren Publikation (Liesegang, 1994 flhrten elgene Sequenzanalysen
zu der Ansicht, dassCnrY kein cytoplasmatisches, sondern ein membrangebundenes Protein
ist. CnrX ist kein cytoplasmatischer Regulator, denn es besitzt eine Leader-Sequenz, wodurch
esim Periplasmalokalisiert sein sollte (Abb. 8. Um das zu beweisen, wurden de Gene cnrY
und cnrX mit dem Gen der Alkalischen Phosphatase (‘phoA ohre Leader-Sequenz) im
Plasmid pECD618 C-terminal an de jeweils letzte Aminosdure fusioniert. Da PhoA nur im
Periplasma e@ne Enzymaktivitat zeigt und sein periplasmatischer Leader fehlte, konrte an
aktives Protein nu entstehen, wenn sich der C-Terminus des Fusionspartners im Periplasma
befand. Die arY’ bzw. cnrX’- Gene wurden mit den Primern TopocnrY D Kpnl + TopocnrY
U Xbal (cnrY’) bzw. TopocnrX D Kpnl + TopocnrX U Xbal (cnrX') durch PCR aus Plasmid
pMOL28 amplifiziert, in Plasmid pECD618 Honiert und zur Kontroll e sequenziert. Dadurch
entstanden de Plasmide pECD607 (cnrY-phoA’) und @ECDG608 (cnrX-phdA’). Als Positiv-
Kontrolle diente Plasmid pECD619 mit PhoA-Leader vor ‘PhoA, as Negativ-Kontrolle
Plasmid pECD618 (ohne Leader). Beide Fusionen CnrY -* PhoA bzw. CnrX-PhoA zeigten im
Enzymtest im Stamm E. coli CC118 eine Phosphatase-Aktivitdt im Bereich der Positiv-
Kontrolle (Tab. 10. Damit war deutlich gezeigt, dass $ch de C-Termini von CnrY undCnrX
im periplasmatischen Raum befanden.
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Abb. 8: Hydropathie-Profile der Proteine CnrY und CnrX nach Kyte und Doolitle (1982)

Die Hydrophobie (y-Achse) ist as Funktion der Aminosdure-Position (x-Achse) dargestellt. Hydrophobe

Aminosauren haben positive Werte.

A. Hydrophathie-Profil von CnrY. Hervorgehoben ist der a-Helicde Membrandurchgang (mit der
entsprechenden Aminosduresequenz), der dazu fuhrt, dass der Carboxyterminus von CnrY periplasmatisch
lokalisiert ist.

B. Hydrophathie-Profil von CnrX. Hervorgehoben ist die Leader-Sequenz (mit der entsprechenden
Aminosauresequenz), die zur periplasmatische Lokalisierung des Carboxyterminusses von CnrX fihrt.
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Tab. 10: Topologie von CnrY und CnrX.

Plasmid Relevanter Genotyp spezifische Aktivitat spezifische Aktivitat
[U/mg Trockengewicht] [% der Positiv-Kontrolle]

pECD607 cnrY’-‘phoA 32.43 78

pPpECD608 cnrX’-‘phoA 57.6:2 138

pECD619 Positiv-Kontrolle 41.6t7 100

pECD618 Negativ-Kontrolle 1.4:1.2 3

Enzymaktivitdten der CnrY- bzw. CnrX-‘PhoA-Fusionsproteine im Alkalische Phosphatase-Enzymtest. Die
enzymatische Aktivitéten von permeabilisierten Zellen, die die Hybridproteine ethielten, sind in U/mg
Trockengewicht angegeben urd mit den Aktivitdten der Kontrollen (Positiv-Kontrolle, PhoA mit Leader,
periplasmatische L okali sation; Negativ-Kontrolle, PhoA ohne Leader, cytoplasmatische Lokali sation) verglichen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mehrerer Messungegtandardabweichungen).

3.8. CnrY und CnrX interagieren in vivo

Nacdhdem gezeigt wurde, dassdie C-Termini von CnrY und CnrX im Periplasma lokalisiert
waren, stellte sich de Frage, ob sie miteinander interagieren. Das gleiche galt fir den
cytoplasmatischen N-Terminus von CnrY und das CnrH-Protein. Um zu urtersuchen, ob
CnrY undCnrX bzw. CnrY und CnrH interagieren, wurden zuerst Mutantengene konstruiert.
Diese kodierten fur l6sliche Derivate des jewelligen Proteins (CnrY’ bzw. CnrX’), da im
verwendeten Cyto Trap Yeast-Two-Hybrid-System (Stratagene, Heidelberg) nur l6sliche
Proteine untersucht werden konren. Im Fale von CnrX’ wurde die Region, de fur den
hydropholen Leader am N-Terminus kodiert, deletiert, bei CnrY’ wurden Asg undAsg in der
membranspannenden a-Helix mittels Quick-Change Mutagenese zu Esg und Rsg mutiert, so
dassdie Hydrophobzitét dieses Bereichs gark abgesenkt wurde. Aul¥erdem wurde dadurch je
eine negativ- und eine positiv geladene Aminosaure engefuhrt, woduch sich de
Gesamtladung des Proteins nicht &nderte.

Beide Mutanten-Gene wurden duch PCR amplifiziert (cnrY’, Primer Y-2-H pSOS cnrY
BamHI + Y-2-H pSOS cnrY Sdl U D und QC cnrY A58E/A59R D + QC cnrY AS58E/A59R
U); cnrX', Primer Y-2-H pMyr cnrX EcoRI D + Y-2-H pMyr cnrX Sdl U). Zusétzlich wurde,
um ein urebhangiges reduncantes Ergebnis zu erhaten, de Region cnrY’ X' amplifiziert und
kloniert. Die Konstrukte cnrY’ und cnrY’ X wurden in den Bait-Vektor pSOS kloniert und
sequenziert. Als Interaktionspartner wurden cnrH (Primer Y-2-H pMyr cnrH EcoRI D + Y-2-
H pMyr cnrH Sdl U) und cnrX’H (Primer Y-2-H pMyr cnrX EcoRI D + Y-2-H pMyr cnrH
Sdl U, wiecnrY' X' als Kontrolle) durch PCR amplifiziert, wie cnrX’ in den Predator-Vektor
pMyr kloniert und zur Kontrolle sequenziert. Als Positiv- bzw. Negativ-Kontrollen denten
Vektor-Konstrukte des Herstellers.
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Paae ais je enem pSOS- und MY R-Konstrukt wurden in de Hefe Saccharomyces
cerevisiaecdc25H co-transformiert, d.h.

pPpECD609 (pSOS mitnrY’) mit pECD612 (pMYR mitnrH),

pPECD609 (pSOS mitnrY?’) mit pECD611 (pMYR mitnrX’),

pECD609 (pSOS mitnrY’) mit pECD613 (pMYR mitnrX’'H) und

PECD610 (pSOS mitnrY’X) mit pECD612 (pMYR mitcnrH).

Nadh Temperaturerhdhurg auf 37°C waren auf Galaktose nur noch de Stdmme
Uberlebensfahig, bei denen es zur Interaktion kam. Abbildung 9 zeigt, dassdie Stdmme mit
cnrY’ im Bait-Vektor undcnrX' im Predator-Vektor Kolonien hil deten, wéhrend Stémme mit
anderen Kombinationen nicht wuchsen. Es kam aso zu einer in vivo Interaktion zwischen den
I6slichen Derivaten von CnrY und CnrX, nicht aber zwischen CnrY’ und CnrH.

Von Kihremund (1999 wurde @n Mutanten-cnrX-Gen korstruiert, das fur ein CnrX HzR
kodiert. Der Stamm DN190(pMOL28-3, pDNA313), bei dem ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH in
trans mit cnrYXH (CnrX HsziR) komplementiert wurde, wies im 3-Galaktosidase-Test ein
stark erhohtes Expressonsniveau von ®(cnrCBArlacZ) im Vergleich zur Kontrolle mit
Wildtyp-CnrX auf. Um die Vermutung zu Ukerprifen, dass die Interaktion zwischen CnrY
und CnrX in desem Stamm durch de H3z;R-Mutation gestort ist, wurde das mutierte cnrX-
Gen mit den Primern Y-2-H pMyr cnrX EcoRI D + Y-2-H pMyr cnrX Sdl U aus Plasmid
pDNA313als Leader-loses Derivat amplifiziert. in den Predator-Vektor pMyr kloniert undzu
Kontrolle sequenziert. Das Paa pECD609 (pSOS mit cnrY’) und E=ECD617 (pPMYR::cnrX
CnrX’ HsiR) wurden in Saccharomyces cerevsiae cdc25H co-transformiert und rach
Temperaturerhbhung auf 37°C auf Interaktionen getestet. Wie bei dem Paar pECD609 (pSOS
mit cnrY’) + peECD611 (pMYR::cnrX') kam es zur Interaktion des CnrY’ des Bait-Vektors
und des CnrX’ des Predator-Vektors und es bil deten sich Kolonien (Ergebnis nicht gezeigt).
Die beobadhtete Erhéhurg der @ (cnrCBA-lacZ)-Expresson im Stamm DN190(pMOL28-3,
pPDNA313) ist also nicht auf eine Storung der Interaktion zwischen CnrY und CnrX HszR
zurlickzufiihren.
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Abb. 9: Interaktion von CnrY’ und CnrX’ im Yeast-Two-Hybrid-Assay in Saccharomyces cerevisiae
cdc25H

CnrH und Derivate von CnrY und CnrX wurden in mehreren Konstrukten mit Proteinen eines Hefe-Hitzeschock-
Antwort-Systems (RAS) fusioniert. Bei einer Interaktion komnt es zum Wacdhstum eines temperatursensiti ven
Hefestammes cdc25H bel erhdhten Temperaturen. Dargestellt ist eine bei 37°C inkubierte SD -((-)Uraal/
(-)Leucin)-Galaktose-Agar-Platte mit in Sektoren aufgetropften Hefe-CnrY’ X' H-Interaktionsderivaten. A,
Negativ-Kontrolle; B, Positiv-Kontrolle; C, CnrY-CnrH; D, CnrYX-CnrH; E, CnrY-CnrXH; F, CnrY-CnrX
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3.9. Reinigung der drei Regulator-Proteine CnrY’, X und H

3.9.1. Reinigung von CnrX als Intein-Chitinbindedomane-Fusion

Fur die ndhere Charakterisierung des potentiellen Nickel-Sensor-Proteins CnrX sollte es
heterolog in E. coli Uberexprimiert und retiv gereinigt werden. Hierfir wurde das IMPACT™
T7:0ne-Sep Protein Purfication Sstem (NEW ENGLAND BiolLabs GmbH, Schwalbad i.
Taunuws) gewahlt. Dabei wird das gewlinschte Protein an einen Fusionspartner fusioniert, der
aus einem selbst-spleif¥enden Intein undeiner Chitinbindedomane besteht. Spater kann dann
das Target-Protein nach der Abspaltung der Fusionspartner unter reduzierenden Bedingungen
von einer Chitinmatrix eluiert werden.

Das cnrX-Gen wurde Uber PCR mit den Primern cnrX Ndel D und cnrX U aus Plasmid
PMOL28 amplifiziert, in den Uberexpressonsvektor pTYB2 kloniert und zur Kontrolle
sequenziert. Durch die Klonierung wurden am 3-Ende von cnrX drel Basenpaae GGG
angehangt, die im Protein dann einem Glycin entsprechen. Dieses war notwendig, da andere
Aminosduren an deser Position de autokatalytische Spaltung durch das Intein erschweren.
Das resultierende Plasmid pECD615 wurde in den E. coli Uberexpressonssamm ER2566
transformiert und de Expressonshauptkulturen drekt von einer Einzelkolonie angeimpft.
Nadh Indukion des Fusionsproteins mit 0.25 mM IPTG, Expresson Uker Nadit und
Reinigung konnte nach DTT-indwzierter Spaltung ein ca 16 kKDa Protein in mehreren
Fraktionen in der SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese nachgewiesen werden (Abb. 10 A).
Pro 100ml Kultur und 2ml Chitin-Affinitétsmaterial konnten im Durchschnitt 2 mg Protein
gereinigt werden. Allerdings fuhrte an Vergroffern des Kulturvolumens (up-scaling) zu
wesentlich schlechteren Ergebnissen hinsichtlich der Reinheit des Proteins.

Das eluierte Protein wurde N-terminal ansequenziert. Die ehaltene Sequenz ,MKSRTRR'
stimmt mit den ersten sieben Aminosiuren von CnrX (berein. Uberraschend war, dass (im
Gegensatz z2u CzcC) der periplasmatische Leader zumindest in E. coli nicht abgespalten wird.
Vermutlich deshalb verbleibt auch ein nicht unerheblicher Tell des Fusionsproteins im
Rohextrakt durch  hydrophoke Wedselwirkungen an Membranreste und am
Saulenmaterialgebunden.

3.9.2. Reinigung von CnrY’ als Intein-Chitinbindedoméane-Fusion

Ebenso wie CnrX sollte auch CnrY fir weitergehende Experimente gereinigt werden. Dabei
bestand de Hoffnung, dassdurch de Fusion mit dem hydrophilen 55 KDa Fusionspartner das
hydrophole 10.4 KDa Membranprotein CnrY |6slicher werden wirde. Das cnrY-Gen wurde
Uber PCR aus Plasmid pMOL 28 mit den Primern cnrY Ndel D undcnrY U amplifiziert, in den
Uberexpressonsvektor pTYB2 koniert und zur Kontrolle sequenziert. Die Hoffnurg, dass
CnrY durch de Fusion |6dlicher werden wiirde, erfullte sich nicht. Im Gegenteil, sobald de
Uberexpressonskultur auch nu mit geringen Konzentrationen von IPTG indwziert wurde,
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starben de Zellen ab. Die Veranderung der Inkubetionstemperatur und -zeit hatte darauf
keinen Einfluss (Ergebnis nicht gezeigt). Auch de Klonierung von cnrY in ein anderes
Uberexpressonsystem (Strep-Tag I, IBA, Géttingen) fuihrte nicht zum Erfolg (Ergebnis nicht
gezeigt). Da das Wil dtyp-CnrY -Protein toxisch auf die E. coli-Zellen wirkte, wurde versucht,
ein Mutantenprotein zu reinigen. Es wurde das aus dem Yeast-Two-Hybrid-Experiment
verwendete cnrY’ (CnrY’ AsgE, AsgR) mit den Primern cnrY Ndel D undcenrY U aus Plasmid
pPECD609 mittels PCR-amplifiziert, in pTYB2 Koniert, woduch Plasmid pECD614 entstand
und deses zur Kontrolle sequenziert. Dieses Protein  ohre funktionstiichtigen
Membrandurchgang wurde gewahlt, da es zumindest einen Teil seiner Funktionen, rémlich
die Bindurg an CnrX, behalten wirde. Die PCR fuhrte wie bel CnrX dazu, dassein Glycin an
den C-Terminus des CnrY’-Proteins angehangt wurde. Die Uberexpresson und Reinigung
von CnrY’ erfolgte analog CnrX. Es wurden mehrere Fraktionen CnrY’ eluiert, wobei sich
zeigte, dass ein nicht unbetraditlicher Teill des Elutionsproteins aus Fusionsprotein bzw.
Fusionspartner bestand (Abb. 10 B). Das ca 10.5 WDa grofe Elutionsprotein wurde N-
termina ansequenziert, wobel die esten sieben Aminosduren ,MADVEEW* von CnrY
bestatigt werden konnten.

3.9.3. Reinigung von CnrH als Intein-Chitinbindedoméne-Fusion

Der patentielle ECF-Sigma-Faktor CnrH war das einzige der drel cnr-Regulatorproteine, dem
von vanherein eine bestimmte Funktion zuzuordnen war. Diese sollte nach Uberexpresson
und Reinigung von CnrH experimentell bestétigt werden. Das cnrH-Gen wurde tber PCR aus
Plasmid pMOL28 mit den Primern cnrH Ndel D und cnrH U amplifiziert, in den
Uberexpressonsvektor pTYB2 koniert (dadurch entstand Plasmid pECD616) und zur
Kontrolle sequenziert. Durch de PCR wurde, wie bel CnrX und CnrY, an das CnrH-Protein
ein Glycin an dessen C-Terminus angehangt. Aulferdem wurde das GTG-Startcodon (Valin)
durch den cnrH Ndel D-Primer in ein ATG (Methionin) umgewandelt. CnrH von Plasmid
pECD616 wurde wie CnrX von Plasmid pECD615 Ulerexprimiert und gereinigt (Abb. 10C).
Das ca 20 kDa grofe Elutionsprotein wurde N-terminal ansequenziert. Dabei konrten de
ersten funf Aminosauren ,,(M)NPED“ (mit dem Austausch V nach M) von CnrH bestétigt
werden.
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Abb. 10: Reinigungschemata der Proteine
CnrY, CnrX und CnrH in der SDS-PAGE
nach Laemmli, Coomassie geféarbt

Die Proteine wurden in E. coli ER2566 as
Intein-Chiti nbindedoméne-Fusion  exprimiert
und Uber Chiti n-Affinitats-Séulen-
Chromatografie nativ gereinigt. Im Falle von
CnrY war dies ein Mutantenprotein mit den
Aminosauraustauschen AsgE/AsR.
Aufgetragen wurden 10-20 pl der Zellextrakte
bzw. der Eluate.

A. CnrXim 15 %igen SDS-Page

B. CnrY im 17.5 %igen SDS-Page

C. CnrH im 15 %igen SDS-Page

M. Marker
1. nicht induzierter Rohextrakt
2. induzierter Rohextrakt

3. Pdletfraktion nadch  Ultraschal und
Zentrifugation
4. Uberstand nach  Ultraschall und
Zentrifugation

5.-7.: Eluate 1-3, (4)

Schwarze Pfeile markieren das prozesderte
Protein, graue Pfeile das Fusions-Protein urd
der offene Pfell das durch in vivo-Cleavage
verursachte Auftreten des Fusionspartners.
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3.10. CnrH ist ein Sigma-Faktor

Da gezeigt wurde, dass CnrH hinreichend und nowendig fur die Expresson dr cnr-
Determinante ist, sollte im weiteren auch seine Funktion al's ECF-Sigma-Faktor nachgewiesen
werden. Dazu wurde die Methode der in vitro Transkription gewahlt. Wenn CnrH ein Sigma-
Faktor ist, muss es die Transkription von @n cnr-Promotoren initiieren, und es wird
anschlieRend spezifische mRNA synthetisiert.

Uber PCR wurden mit den Primern cnrURROD undcnrY U ein ca 600 bp aw. mit Primern
cnr Promotor D Apal und PREX PII CY*5 ein 420 bplanges DNA-Fragment mit pDNA291-
Plasmid-DNA as Template amplifiziert, die neben dem jewelligen Promotor (cnrYp bzw.
cnrCp) noch etwa 300 kzw. 200bp des kodierenden Bereichs von cnrY bzw. cnrC umfasgen.
Diese in der PCR gewonrene DNA wurde ds Template in der in vitro Transkriptionsresktion
mit a—>*P-UTP eingesetzt. Vor dem Einsatz in der Reektion wurde der gereinigte Sigma-
Faktor CnrH gegen Cleavage-Puffer ohre DTT dialysiert. Als Grofenstandards wurden zwei
in einer in vitro Transkriptionsregktion mit der Phage T7-Polymerase gewonrenen mRNAsS
eingesetzt. Dazu wurden aus einem cnrY-pGEM T-Easy-Derivat (T7-Promotor nahe der
Multicloning Ste) PCR-Produkte gewonren (Primer T7 + cnrY Anfang Helix U, 180 bpbzw.
T7 +cnrYU, 340 bp), die den T7-Promotor trugen.

Nadh Auftrennurg der Proben im 6 %igen denaturierenden Harnstoff-Gel erfolgte die
Dokumentation mittels Autoradiografie. Abbildung 11 zeigt, dassCnrH in vitro in der Lage
ist, die Transkription an den beiden Promotoren der cnr-Determinante (cnrYp bzw. cnrCp) zu
initiieren.

K cnrYp cnrCp G
60 20 - ©60 20 -
-

Abb. 11: In vitro Transkription von cnrYp und cnrCp

PCR-Produkte entweder mit dem Promotor cnrYp oder cnrCp wurden als Template fur die in vitro (rundf)
Transkription mit Core-RNAP aleine (-), oder nach Zugabe von CnrH (20 min., (20) bzw. 60 min., (60)
eingesetzt. Grofenstandards (G, 340nt bzw. K, 180nt) wurden in einer in vitro Transkription vom T7-Promotor
zweier PCR-Produkte mittels T7-RNAP synthetisiert.
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3.11. Gerichtete Mutationen in CnrX fihren nicht zu des®n

Funktionsverlust

Die sedhs Histidine von CnrX sind wichtig fur die Funktion deses Proteins (Kihnemund,
1999. Aufféllig war, dassim Bereich der Histidine 41 und 45 ds Motiv HEILH zu erkennen
war. Dieses HEXXH-Motiv ist typisch fur Zink-Metall oproteasen, de ,,Zincins' (Stocker et
al., 1995. In Zn*-Metall oproteasen ist das Glutamat (E) esentiell, da es das katalytische
Zentrum bildet. Wenn CnrX auch eine Zink-abhéngige Protease wéare, misde auch hier das
Glutamat esentiell sein. Um dies zu urtersuchen, wurde mittels Quick-Change Mutagenese-
PCR (mit den Primern cnrX E42D D + cnrX E42D U bzw. cnrX E42Q D + cnrX E42Q U und
Plasmid pECD566 as Template) die Basen Aizgg bzw. Gizg7 in de Basen Cizgg bzw. Ci397
verdndert. Daraus llten fur zwe verschiedene CnrX-Mutanten-Proteine mit den
Aminosiureaustauschen E4D bzw. EsQ kodiert werden. Die resultierenden Mutanten-
Plasmide wurden zur Kontrolle sequenziert und dbs 1.7 kb cnrYXH (CnrX EsD bzw. Q)
Fragment in Vektor pvVDZ'2 subKoniert. Die resultierenden Plasmide pDNA335 lzw.
pPDNA336 wurden in den Deletionsstamm DN190(pMOL28-3 ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH)
Ubertragen. Auf die gleiche Weise wurde mit den Primern cnrX E34D D + cnrX E34D U bzw.
cnrX E34Q D + cnrX E34Q U die Basen Aiz74 bzw. Giz7, in de Basen Gizz4 bzw. Ciz7p
verdndert. Dadurch sollten CnrX-Mutanten-Proteine mit den Aminosdureaustauschen Ez4D
bzw. E34Q kodiert werden. Sollte dieses Glutamat essentiell sein, misden de Mutanten eine
verminderte Indwzierbarkeit durch Ni%* aufweisen. Die resultierenden Mutanten-Plasmide
wurden zur Kontrolle sequenziert und dbs 1.7 kbenrYXH (CnrX EzsD bzw. Q) Fragment in
Vektor pvVDZ’ 2 subkioniert. Die resultierenden Plasmide pDNA328 kzw. pDNA329 wurden
in den Deletionsstamm DN190(pMOL2848cnrCBA-lac AcnrYXH Ubertragen.

In den resultierenden Transkonjuganten wurde in [3Galaktosidase-Enzymtests die Ni®*-
vermittelte Induktion mit 0.5 mM NiCl, untersucht. Es war eine Nickel-spezifische Induktion
zu beobaditen, @hnlich wie im ®(cnrCBA-lacZ)-Kontroll stamm mit Wil dtyp CnrX (Tab. 17).
Zwar zeigte sich bei der Bestimmung der Minimalen-Inhibitor-Konzentration (MIC) eine
Verringerung der Resistenz verglichen mit dem Wil dtyp, das Niveau lag aber signifikant tber
dem der Deetionsmutante (Tab. 12. Als weitere Korntrolle diente der Stamm
DN19Q(pMOL28-3 ®d(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH, pDNA310 (Kuihremund, 1999, in dem ein
Mutanten CnrX mit dem Aminosdureaustausch H4iR exprimiert wird. Das fuhrt dazu, dass
cnr in desem Stamm (fast) nicht mehr indwierbar ist (physiologische CnrX-
Déeletionsmutante). Die E4,D- und de E4;Q-, bzw. die E34D- und de E34sQ-Mutanten verhalten
sich fast wie der Wildtyp und ncht so wie die Hy;R-Mutante. Da die Mutationen de putativen
Zentren der Metall opeptidase-Motive verandert haben ohre dassdie Induzierbarkeit von cnr
darunter litt, kann ausgeschlossen werden, dass CnrX eine Zincin-Protease ist.
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Tabelle 11: Expression vor®d(cnrCBA-lacZ) in R. metallidurans AE126(pMOL28)-Derivaten mit cnrX-

bzw. cnrY-Mutationend

Megaplasmid in trans 0 mM Ni#* 0.5 mMN;i?*
bzw. pvDZ’'2-Derivat a, b, a, b,
[U/mg] TG [U/h"mg] TG [U/mg] TG  [U/h"mg] TG

pMOL28-3, - 28.1+2.5 0 26.6x1.0 0

®(cnrCBA-lacj

AcnrYXH

pDNA291 cnrYXH 36.0+5.1 0 48.5+1.8 24.8

pDNA335 cnrYXH 23.5:1.6 0 48.512.5 24.6
CnrX E4.D

pPpDNA336 cnrYXH 25.51.5 0 41.55.5 21.6
CnrX E;Q

pDNA328 cnrYXH 36.3:t16 0 38.&817.9 19.0
CnrX EzD

pDNA329 cnrYXH 35.313.1 0 52.817.9 18.2
CnrX EzQ

pDNA337 cnrYXH 68t1.0 0 8&4.0 29.7
CnrY EQ, EQ

pDNA338 cnrYXH 94+1.0 0 8&9.0 64.2
CnrY
Ri2l, KiaT

pDNA339 cnrYXH 695.0 0 843.5 24.9
CnrY
CsiS, G2S

pDNA310 cnrYXH 44.%1.5 0 431.0 6.6
CnrX
HuR

10.5 mM Ni?* oder 0 Ni%* wurde zu Kulturen von verschiedenen Ralstonia metalli durans-Stammen oegeben, die
in der friihen exponentiellen Phase wuchsen (Zeit = 0 h). Die 3-Galaktosidase-Aktivitat in U/mg Trockengewicht
wurde fir mindestens 3 h bestimnmt und gegen die Zeit aufgetragen. Die Tabelle zegt die Mittelwerte +
Standardabweichung der [3-Galaktosidase-Aktivitdt in U/mg Trockengewicht vor Induktion (&) und de
Steigerung der R-Galaktosidase-Aktivitét in U/h x mg Trockengewicht (b) nach der Gleichungy=bx+a. Wenn es
zu keiner Zunahme kam (b=0), sind die Mittelwerte + Standardabweichung aller Datenpunkte des jeweili gen
Experimentes angegeben.
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Tabelle 12: Minimale Inhibitor Konzentration (MIC) von Nickel und Cobalt in R. metallidurans-Derivaten
mit cnrX- bzw. cnrY-Mutationen®

Stamm, Megaplasmid Relevaner Genotyp Ni%* [mM] Co** [mM]

DN195(pMOL28-4) cnrY(Con) ®(cnrCBA-lacj 7.0 10

DN190(pMOL28-3) ®(cnrCBA-lacd AcnrYXH 0.4 0.3

DN190(pMOL28-3 pDNA291) AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 4.0 5.0
in trans

DN190(pMOL28-3 pDNA335 AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 4.0 4.0
CnrX E;D in trans

DN190(pMOL28-3 pDNA336§ AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 3.0 4.0
CnrX E;Q in trans

DN190(pMOL28-3 pDNA328 AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 3.0 4.0
CnrX E;,D in trans

DN190(pMOL28-3 pDNA329 AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 3.0 4.0
CnrX E,Q in trans

DN190(pMOL28-3 pDNA337 AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 4.0 4.0
CnrY EQ, EQin trans

DN190(pMOL28-3 pDNA338 AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 5.0 5.0
CnrY RyoT, KqsT in trans

DN190(pMOL28-3 pDNA339 AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 4.0 4.0
CnrY G;;S, G,Sin trans

DN190(pMOL28-3 pDNA310 AcnrYXHd(cnrCBA-lacZ, cnrYXH 1.0 0.4
CnrX Hs;Rin trans

DN190(pMOL28-3, pDNA291) AcnrYXH®d(cnrCBA-lacZ, 4.0 5.0
cnrYXH in trans

AE104 Plasmid-freie Kontrolle 0.3 0.3

aMIC (Minimale Inhibitor Konzentration), definiert als Inhibierung des Wachstums bei 30°C fiir 3 Tage.
Einzdkolonien wurden nicht als Wachstum gewertet. Jede Bestimmung wurde aveimal mit den geichen
Ergebnissen wiederholt.

3.12. Gerichtete Mutationen in CnrY beanflusen desen Interaktion mit

CnrH kaum oder gar nicht

Fur die Interaktion vonCnrY mit CnrH kann nu der cytoplasmatische N-terminale Teil von
CnrY verantwortlich sein, mdglicherweise sind de beiden Cysteine Cs; und Cs, fur die
Funktion vonCnrY wichtig. Im N-Terminus V,EEWLTHARKVTQ (negative Ladungen fett,
paositive unterstrichen) von CnrY féllt auf, dasses zwei Anhdufungen von je zwei pasitiv-
bzw. negativ-geladenen Aminasduren in einem neutralen Umfeld gibt. Ein 8hnliches Motiv ist
in NccY erkennbar (I, DEWLVQAKKVTY). Aufgrund deser Ubereinstimmung mit dem
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verwandten Sytem wurde davon ausgegangen, dass diese Ladurgen fur die Interaktion von
CnrY mit CnrH verantwortlich sein kdnnten.

Um diese Hypothese zu urtersuchen, wurde mittels Quick-Change Mutagenese-PCR (mit den
Primern cnrY E5-6Q D + cnrY E5-6Q U bzw. cnrY R12K13TT D + cnrY R12K13TT U bzw.
cnrY C51-52SS D + cnrY C51-52SS U und Plasmid peECD566 als Template) die
Basenaustausche GggsC, GgosC bzw. GA1017CC, A102dC bzw. T1136A, T113dA verursadt. So
sollite fur drei verschiedene CnrY-Mutanten-Proteine mit den Aminosdureaustauschen
EsQ/EsQ, R12T/K 13T bzw. Cs,S/Cs3S kodiert werden. Die resultierenden Mutanten-Plasmide
wurden zur Kontrolle sequenziert und de 1.7 kbcnrYXH CnrY EsQ/EgQ, Ri2T/Ki3T bzw.
Cs52S/Cs3S Fragmente in Vektor pvVDZ' 2 subkoniert. Die resultierenden Plasmide pDNA337,
pPDNA338 kzw. pDNA339 wurden in den Deletionsgamm DN190(pMOL28-3 ®(cnrCBA-
lacZ) AcnrYXH ubertragen.

In 3Galaktosi dase-Enzymtests mit diesen Transkonjuganten war jedoch bel den Stdmmen mit
cnrYXH CnrY EsQ/EsQ bzw. Cs,S/CssS in trans, dhnlich wie im Wildtyp eine Nickel-
gpezifische Indukion duch 0.5 mM NiCl, zu beobachten (Tab. 11). Nur der
Aminosdureaustausch R, T/K 13T fuhrte zu einer Erhdhurg des [3-Galaktosidase-Grundriveaus
ohre Nickel und zu einer verstarkten Induktion mit Nickel, die sogar deutlich hoker war as
die des Kontroll stammes (Tab. 11). Zusétzlich zeigte bei der Bestimmung der MIC nur dieser
Mutantenstamm ein leicht erhdhtes Resistenzniveau gegenilber Ni%* im Vergleich zur
Kontrolle. Die anderen beiden Stamme zeigten keinen signifikanten Unterschied zum
Kontrollstamm (Tab. 12. Als eine weitere Kontroll e diente der CnrX (H1R) Stamm DN190
(pPMOL28-3, PDNA310 (Kuhremund, 1999. Von dn getesteten Aminosduren sind
anscheinend nu die pasitiv geladenen Argining, undLysings an der Interaktion vonCnrY mit
CnrH beteiligt.

3.13. Pro Molekil CnrX werden drei Molekule Nickel gebunden

Die sedhs Histidine von CnrX (Hs1, Hsz, Ha1, Has, Hi1s, Hisg) Sind wichtig fir seine Funktion
(Kuhremund, 1999. Sie konrten dafiir verantwortlich sein, dass Ni**-Kationen gebuncen
werden. Um zu Uberprifen, obCnrX zur Metall bindurg beféhigt ist, wurde die Methode der
Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS) angewendet. Dazu wurden je 2 mg gereinigtes
CnrX-Protein mit Ni** oder Zn** beladen. Nach dem Abwaschen der ungebuncenen
Metall kationen undBestimmung der Proteinkorzentration zeigte sich, dassder gréfde Teil des
Proteins (ca 80 %) aufgrund seiner hydropholen Eigenschaften im Leader-Peptid an de
Dialysemembran assoziiert war. Der in Lésung verbliebene Teill wurde zur Verbrennurg in
der AAS eingesetzt. Die Berechnurg des Verhéltnisses zwischen Metal und Protein ergab,
dass drei (3.09 Ni**-lonen pro Molekil CnrX gebuncen wurden. War Zn®** vorhanden,
wurden zwei (2.43) Z-lonen pro Molekiil CnrX gebunden.
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3.14. CnrX besitzt einen Membrananker

Das durch heterologe Uberexpresson in E. coli gewonren Protein CnrX zeigte keine
Abspaltung des Leader-Peptids (Abb. 7). Es bestand also de Mdoglichkeit, dass es as
Membrananker agiert. Durch Testung von Antikorpern gegen CnrX in R. metalli durans sollte
Uberprift werden, ob des wirklich der Fal ist. Dazu wurde gereinigtes CnrX zur
Immunisierung eines Kaninchens verwendet. Das aus diessm Kaninchen gewonrene
Antiserum wurde in Western-Blot-Experimenten eingesetzt. Dazu wurden de Stdmme
AE126pMOL28) bzw. as Negativ-Kontrolle DN190(pMOL28-3 ®(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH)
wie fir [3-Galaktosidase-Versuche angezogen, geteilt und eine Halfte mit 0.5 mM NiCl,
inkubert. Bel einer Zelldichte von ca 100KIlett wurden 300pul Aliquae pelletiert, auf einer
SDS-PAGE aufgetrennt und rach Western-Blot mit Anti-CnrX-Serum (1:40000 inkuhiert.
Als Positiv-Kortroll e dienten ca 0.02ug gereinigtes CnrX-Protein. Im ECL-Nadhwels zeigte
sich, dasseine hohe Hintergrund-Reaktion (unspezifische Bindurg des Antikorpers) erfolgte.
Diese Re&tion konrte schon im Prdimunserum gegen R metalli durans-Zellen beobadtet
werden (Fricke, pers. Mittellung). Jedoch konrte CnrX eindeutig im Rohextrakt aus Stamm
DN177pMOL28-2 ®d(cnrCBArlacZ)) nadgewiesen werden, nicht jedoch im Rohextrakt des
Deletionsgtammes DN19Q(pMOL28-3 d(cnrCBA-lacZ) AcnrYXH) (Abb. 12. Da beim
Nadweis von CnrX in R. metallidurans nur als eine Bande auftrat, kann davon ausgegangen
werden, dass CnrX nicht prozessert wird undder Leader wahrscheinlich als Membrananker
funktioniert. Durch Anayse der Pixeldichte der CnrX-Signale im Western Blot (mit dem
Progranm (NIH-Image, Apple) wurde das Mengen-Verhdtnis von CnrX in mit Ni®*-
inkukierten und richt mit Ni%*-inkubierten Zellen als etwa 7 : 1 bestimmt. Dieses Verhdltnis
lag in der gleichen Grolenordnurg wie das Verhdtnis der Konzentration voninduwziertem zu
nicht indwiertem CnrCBA-Komplex (4 : 1) im R-Galaktosidase-Enzymtest, wobel die (3
Galaktosidase-Aktivitét, die im stéchiometrischen Verhdltnis zu CnrCBA synthetisiert wurde,
als Mal3 fur die Expresson dente (Tab. 6). Dadurch konrte gezeigt werden, dasscnrYXH und
cnrCBAannéahernd gleich exprimiert werden.
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Abb. 12: Western-Blot-Reaktionen des Anti-CnrX-polyklonalen Antikdrpers

Gereinigtes, heterolog in E. coli Uberexprimiertes CnrX-Protein, sowie Rohextrakte von Ralstonia metalli durans-
Derivaten wurden prépariert, in einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVYDF-Membran (bertragen urd mit
Antikérpern gegen CnrX inkubiert.

M. GroRenmarker

1. gereinigtes CnrX-Protein ca. 0.02 ug

2. Ralstonia metalliduran®N177(pMOL26-2d(cnrCBA-lac Rohextrakt, Zellen mit 0.5 mM Riiinkubiert
3. Ralstonia metalliduran®N177(pMOL26-2d(cnrCBA-lac] Rohextrakt, Zellen ohne Niinkubiert

4. Ralstonia metalliduranBN190(pMOL26-3®(cnrCBA-lacj AcnrYXH Rohextrakt,

Zellen mit 0.5 mM Ni* inkubiert

5. Ralstonia metalliduranBN190(pMOL26-3d(cnrCBA-lacd AcnrY XH Rohextrakt,

Zellen ohne Ni" inkubiert

3.15. Wird CnrY von CnrX proteolytisch gespalten?

Nacdhdem gezeigt wurde, dass es zu einer Bindurg zwischen CnrX und CnrY kam, sollte
untersucht werden, ob es zwischen ihnen zu einer weiteren Interaktion kanmt Vorallem
sollte untersucht werden, obCnrY von CnrX proteolytisch in Anwesenheit von Ni%* gespalten
wird. Aufgrund seiner Lokalisation im Periplasma ist nur der Carboxy-terminale Bereich von
CnrY ab dem Ende des Membrandurchgangs fur diese postulierte CnrX-abhdngige Spaltung
zuganglich. Da es vdllig offen war, an welcher Position des geschieht und eventuelle
Spatprodukte zu Kein fur eine SDS-PAGE-Analyse sind, wurden dese Untersuchungen
mittels HPLC durchgefuhrt.

Die Versuche deuten darauf hin, dassin Anwesenheit von Ni?* Spaltprodukte entstehen.
Allerdings konrte das Ergebnis noch nicht quantifiziert werden. Auf¥erdem mussim weiteren
noch urtersucht werden, ob deses neu entstandene Prodult ein spezifisches Spaltprodukt von
CnryY ist.
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3.16. Stromabwaérts von cnrA wird ein offener Leserahmen von 351 aa

(CnrT) und eine putative Transposase (Tnp) kodiert

Die beiden am nadchsten zu cnr-verwandten Systeme ncc und czc besitzen jeweil s ein Gen
nceN bzw. czeN (mit 66 % Ahnlichkeit auf der Ebene der Proteine) (Grofe et al., 1999 Didls
et al., 1995 Schmitd und Schlegel, 1994. In der cnr-Determinante war bisher noch kein
entsprechendes Gen nadhgewiesen worden. Deshalb sollte der DNA-Bereich stromabwarts der
Pstl-Schnittstelle bel Position CgsosTGCAG sequenziert werden. In einer Diplomarbeit
(Kihremund, 1999 wurde bereits ein ca 1.6 kb Pstl/Xhol-Fragment kloniert, wodurch
Plasmid pECD569 entstand. Dieses Plasmid sollt e voll standig sequenziert werden. Mittels des
Genome Priming Systems (GPS NEW ENGLAND BIOLABS, Schwalbad i. Taunus) wurde
eine Transposon-Mutangenese im Plasmid pECD569 duchgefiihrt. Dieses elegante System
umgeht die Notwendigkeit, das zu sequenzierende Fragment weiter zu subklonieren oder eine
umstandlichd’rimer-WalkingMethode anzuwenden.

Es wurden mehrere Klone isoliert, bei denen das Transposonin das 1.6 kb Insert gesprungen
war. Mit den Primern GPSTpN und GPSTpS konnten de Derivate des Plasmids pECD569
dieser Klone sequenziert werden. Aus den Sequenzen konrte die DNA-Basenabfolge des
gesamten Pstl/Xhol-Fragmentes gewonrenen werden (Abb. 13. Die 1623 bplange Sequenz
dieses Fragmentes wurde unter der Accesson Number AJ276513in der EMBL-Nucleotide
Sequence Database hinterlegt. Diese Sequenz enthélt das 3'-Ende anes offenen Leserahmen
(cnrT), der fur ein 351 Aminosauren langes Peptid kodert. Welter stromabwaérts in
entgegengesetzte Richtung wird ein Gen (das 3'-Ende) einer potentiellen Transposase Tnp
transkribiert. Die Produke dieser offenen Leserahmen sowie deren puative
Ribosomenbindestell en sind ebenfall s dargestellt (Abb. 13. Bel der Sequenzierung des DNA-
Bereichs direkt stromabwaérts von cnrA konrten zwel Abweichungen von dr von Liesegang
et al. (1993 verdffentlichten Sequenz festgestellt werden (s10/CTGGCG zu g;0:CTGGCCG
und gz06CGCAAT zu g306CGCCAT ). Dadurch wird der offene Leserahmen voncnrT in 5-
Richtung verlangert. Weitere mdgliche off ene Leserahmen von geringerer Grof¥, die meist
mit den beiden groffen ORFs Uberlappten, wurden nicht berlicksichtigt (Ergebnis nicht
gezeigt). Zwischen cnrT und der putativen Transpose befindet sich eine Haanadel struktur
bestehend aus geben Basen, de sich madh 12 Nukleotiden invertiert wiederholen
(113 CTTTGCC -N1-GGCAAAG ; Abb. 13).

Durch de be der Konstruktion von Stamm DN177pMOL28-2 ®(cnrCBA-lacZ)) bzw.
DN195pMOL28-4 cnrY1(Con) d(cnrCBA-lacZ)) eingeflihrte lacZ-Kassette wird der offene
Leserahmen voonrT nicht gestort.
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AQAALEA*
7998 5'AGCGCAAGCAGCGCTGGAAGTBAGTTTGCGAGTCCACGCTCCCACTGCGCCTTGATCC
Ende cnrA

MSIRTASPALLAALLTFG
8058 TT GATTTCCQATGICTATTCGTACCGCATCTCCGGCATTACTGGCCcGCTCTGCTTTTCGG
Start cnrT

ASTPLAKALTGSVAPLLLAG
8118 AGCTAGCACGCCGCTGGCCAAGGCGCTAACCGGTTCCGTTGCCCCACTCCTGTTGGCGGG

LLYLGSGIGLALVLAIRRAW
8178 CTTGCTCTATCTTGGCAGTGGCATCGGACTGGCGCTTGTGCTCGCAATCCGAAGAGCCTG

I TPDPGNDDVGIPRGEVPWL
8238 GATCACGCCTGACCCAGGAAATGATGACGTGGGTATTCCGCGAGGGGAAGTGCCGTGGCT

IGAILAGGVAGPALLMTGLYV
8298 GATCGGCGCCATCCTCGCTGGCGGCGTAGCGGGGCCAGCGTTGCTGATGACCGGGCTCGT

STNAASASLLLNVEGVFTAYV
8358 CTCAACCAATGCCGCTTCGGCATCCCTGCTGCTGAACGTGGAGGGTGTGTTCACGGCCGT

IAWVVFKENADRQIVLGMIA
8418 CATCGCCTGGGTGGTGTTCAAGGAGAATGCTGACCGCCAGATTGTCCTGGGGATGATCGC

IVAGGLLLSWQPGSLQMSTG
8478 GATCGTGGCCGGTGGCCTTCTGCTGTCTTGGCAGCCGGGUABCGATGTCAACCGG
Pst |
ALLIVGACLCWAVDNNLTRK
8538 TGCGCTGCTTATCGTGGGTGCCTGCCTGTGCTGGGCCGTAGATAACAACCTGACCCGCAA

VSSNDALLVACLKGLVAGLZC
8598 GGTCTCCAGCAATGACGCGCTGCTCGTCGCCTGCCTGAAGGGGCTTGTCGCTGGGCTATG

NTTLALTHGAVFPSVSTAAA
8658 CAACACCACCCTCGCCTTGACGCATGGGGCGGTGTTTCCATCGGTCAGTACTGCGGCGGC

ALITGFAGYGVSLALFVVAL
8718 AGCGCTGATCATCGGATTCGCCGGATACGGTGTAAGCCTCGCCTTGTTTGTGGTGGCGCT

RLLGTARTGAYFSVAPLFGYV
8778 GCGGCTGTTGGGCACTGCGCGAACCGGGGCATATTTCTCTGTCGCCCCATTATTTGGCGT

LLAFAIWPEVPGFAFWAALA
8838 CCTGCTTGCGTTTGCGATCTGGCCTGAGGTGCCAGGCTTCGCATTCTGGGCGGCTTTGGC
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Fortsetzung Abb. 13
LMALGVWLHLRERHEHEHTH
8898 TTTGATGGCCTTGGGTGTGTGGTTACATCTGCGAGAGAGGCACGAGCATGAGCATACCCA

EPLEHSHSHRHDEHHOQHEMHD
8958 TGAGCCACTGGAGCATAGCCACTCGCATCGGCACGACGAACACCATCAGCATGAGCATGA

FPWDGKEPHRHWHRHEVMVH
9018 CTTCCCATGGGATGGGAAGGAACCCCACAGGCATTGGCATCGGCACGAGGTGATGGTGCA

KHPHYPDVHHRHSH®*
9078 CAAGCATCCACACTACCCGGACGTGCATCATCGCCATTCTEABAKGTTGCTTTGCCTC
3" TCAACGAAACGGAG
Ende cnrT ---- -->
9138 GGTTCTGCCTGGCAAAGGCCTCTATAGGTAAGAGGCTCTCGACATCCCGACGACTCAGCC
CCAAGACGGACCGTTTCCGGAGATATCCATTCTCCGAGAGCTGTAGGGCTGCTGAGTCGG

9198 GAATAGGCTCGTTGGG 5
CTTATCCGAGCAACCC AGTAGGCCATGCGGTACAGCAGCGATTGCAGACGCGCCAGCACC
*GTRWTTALTQATTA
Ende putative Transposase (Tnp)

9258 GTGAGCCTTCATCAGCTACGCGCATCGCGCGTTAGCCCTTTAGCTTTCATGGCGCATTCA
SPLLRHAYRAIPFDFTGRLN

9318 ACTACGGAAGGTCGGCTCAGCCACGCTAGACGGCATCCAGGAGCCGTGCGTACCTAAGCG
IGELRTPAIQRLDEARMSEG

9378 GCGGCTCTCGAAGATAGCGGAGGTCCCGCACGACGTACACGTCACACAAGGTTCGGTAGT
GLAEIAELAHQMHLTNWAMYV

9438 GCCGTAACCAGTCGTCGCAGTTGCTCCTGCTCTGGCGACGGTCCCTGCGTAGCACAGCTC
ANTLLTLSSSVAALSADHRA

9498 GGTTGAGGTTCCCTTAAAAAGGCATTACCTACCGGGCGACGTGCCATACGTGTCGAAGTG
LELPIKGYHIARQVTHVAEG

9558 GCGCTAAGTCCCGTACGACGTAGAGAACCGCCTTGCGCCTCAACCACTTTATCAGCTGCT
RNLAHQMEQRFASNTFYDVL

9618 CCTTCTAGCATGCCTTATCGGAAGGGTCTACGTGCGGACGGAGTATCTGCACAACCGGGG
FITRFLRGLHVGAEYVHQGR

9678 CACGGCGGCGCGGCTTTGCACAGTTACGGACGTGGCGGCACGTAACCGGCCAGACCTGGC
AAAGFRTLAQVATCQGTAQVS

9738 TGCGGCGCTAGGCCTGGTCAAGTAGGGTCCGTTAAAGCTAGTTGTGGTCGGCTTGTAGGC
AAIRVLEDWAIEILVLRVDA
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Fortsetzung Abb. 13
9798 GCAGGCGCTGGCGCCGGTCAAGACTGCCTTGGCGTATCGGAAACCCCTGTACGTTGGCCG
DAVAALESPVAYGKPVHLRR

9858 CTAGTGCGTCTACCCTCTCGGCGCCCGTCTCTAGCTTCGGGTCGTTGGCACTGTCTGAGT
DRLHSLRPCLDFGLLRSLSM

9918 ACCGCTTCAGCCACATCGGCACCCATAGCTGCCGCTCAACGCACTGCAGAAGGGGCGGTA
AFDTYGHTDVALQTVDEGGN

9978 AGACTGCTTAGTGCGGGAGCTACCGCCGTGGGCGAACAGAGAGTAAGTTCTCCTAGCCGA
QRIVGEIAAGAQRENLLIPQ

10038 CCAGCATCTTCTACGGGGTAGCTAGCGCCTGTACCCACATGTAGGGTTAGCTGCGCCATG
DYFIGWRDRVHTYMGISATR

10098 CAGCTGCGCCCAGTCAGGCGCGAACGGTCTGGCTCGCGAEETA'
RRPDTRAQWVSRTSEL
Xhol*

Abb. 13: Nukleotidsequenz ener 2.1 kb Region stromabwaérts der cnr-Strukturgene (Eintrag AJ276513
EMBL-Datenbank)

Das 3-Ende der bereits von Liesegang et al., 1993 verdffentlichten Sequenz (Eintrag M9165Q EMBL-
Datenbank) reicht bis zur Pstl-Schnittstelle. Auf dem abgebil deten DNA-Bereich liegt das Gen cnrT mit einem
potentiellen Startpunkt. Das daraus abgel eitete Protein ist unter der DNA-Sequenz in GroRRkuchstaben dargestellt.
Der offene Leserahmen einer moglichen Transposase (Tnp) befindet sich auf dem Gegenstrang, das
Trandationsprodukt ist in 3- 5" Richtung abgebildet. Die Trandationsgart- und Endpunkte sind hervorgehoben
(fett/unterstrichen bzw. fett/kursiv), die putativen Ribosomenbindestellen (RBS) sind fett dargestellt. Pfeile
deuten eine potentielle Loop-Struktur zwischen cnrT und dem putativem Transposoase-Gen (tnp) an. Die Pstl-
Schnittstelle wurde unterstrichen/kursiv, ebenso de in 3-5-Richtung dargestellte Xhol-Schrittstelle. Die
Korrekturen der Sequenz M91650 sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet.

Zur Kontrolle, ob sich de neu-sequenzierte Sequenz direkt stromabwarts der Pstl-
Schnittstelle der alten Sequenz (M9165(Q anschloss wurde das Gen CnrT mittels PCR (mit
Primern Orf down + Orf up) amplifiziert, das Produk in pGEM T-Easy kloniert und
sequenziert.
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3.17. Deletion und in trans Komplementation der Gene cnrC, cnrB bzw.
cnrCB auf Plasmid pMOL28

3.17.1. Deletion der Gene cnrC, cnrB bzw. cnrCB auf Plasmid pMOL 28 fuhren zur
Verminderung der Nickel- und Cobaltresistenz

Um den Einflussder Proteine CnrC und CnrB auf die cnr-vermittelte Schwermetall resistenz
zu urtersuchen, wurden deren Gene im konstitutiven Stamm DN195pMOL28-4 cnrY1(Con)
®(cnrCBArlacz)) deletiert. Dieser Stamm wurde gewahlt, da hier die Strukturgene konstitutiv
exprimiert werden. Wodurch das cnr-System immer maximal indwziert sein sollte .Fur die
Konstruktion der Deletionen wurde wie bei der Konstruktion der cnr'YXH-Deletion je ca 300
bp stromaufwaérts von cnrC bzw. cnrB durch PCR als Xbal/Munl-Fragment aus Megaplasmid-
DNA pMOL28 amplifiziert (Primer cnr Delta C OD + cnr Delta C OU fir cnrC bzw. cnr
Delta B OD + cnr Delta B OU fir cnrB), wobei die esten 33 Basen voncnrC bzw. 18 bp
cnrB beinhaltet waren. Ebenso wurden de 300 bp stromabwérts cnrC bzw. cnrB als
Munl/Xbal-Fragment mit den letzten 21 Basen von cnrC bzw. 24 Basen cnrB amplifiziert
(Primer cnr Delta C UD + cnr Delta C UU fir cnrC bzw. cnr Delta B UD + cnr Delta B UU
fur cnrB).

Nadh Restriktion, Klonierung, Sequenzierung zur Kontrolle, Klonierung in pvDZ'2 und
Ubertragung in den Stamm DN195pMOL284 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ) wurden de
resulti erenden Deletionsplasmide pMOL28-6 cnrY1(Con) ®(cnrCBArlacZ) AcnrC im Stamm
DN411, ¢MOL28-7 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ) AcnrB im Stamm DN412 kew. pMOL28-8
cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ) AcnrCB im Stamm DN413 duch PCR auf korrekt erfolgte
Rekombination tUberpruft.

Die Bestimmung der MIC gegen NiCl, bzw. CoCl, der cnrC-, cnrB- bzw. cnrCB-
Deletionsgamme zeigte, dassdie jeweili ge Metall resistenz drastisch verringert war (Tab. 13.
Im Falle des AcnrC-Deletionsgammes DN411 lag die MIC gegen NiCl, auf dem gleichen
niedrigen Niveau wie bel der AcnrCB-Doppelmutante DN413 und nu wenig Uber der des
plasmidfreien, metallsensitiven Stamm AE104, wahrend de Restresistenz der AcnrB-
Deletionsmutante DN412 interessanterweise @was héher war. Im Falle von CoCl, war die
Resistenz in den Stammen mit Einzeldeletionen (DN411, DN412) nur wenig Uber der der
Doppeldeletionsmutante DN413 (Tab. 13).
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Tabelle 13: Minimale Inhibitor Konzentration (MIC) von Nickel und Cobalt in R. metallidurans

AE126(pMOL28)-AcnrC, -AcnrB und -AcnrCB-Derivaten und ihren Komplementanten

Stamm, Megaplasmid Relevaner Genotyp Ni%* [mM] Co*™* [mM]

DN195(pMOL28-4) cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacd 7.0 10

DN411(pMOL28-6) cnrY1(Con)®(cnrCBA-lac, 1.0 1.25
AcnrC

DN411(pMOL28-6 pDNA319 cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacZ, 2.0 1.75
AcnrC, cnrC in trans

DN411(pMOL28-6 pDNA322 cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacZ, 2.0 1.75
AcnrC, czcC in trans

DN411(pMOL28-6 pDNA325 cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacZ, 2.0 1.75
AcnrC, nccC in trans

DN412(pMOL28-7) cnrY1(Con)®d(cnrCBA-lacs, 1.75 1.0
AcnrB

DN412(pMOL28-7 pDNA320  cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacZ, 4.0 5.0
AcnrB, cnrB in trans

DN412(pMOL28-7 pDNA323  cnrY1(Con)®d(cnrCBA-lacZ, 1.25 1.0
AcnrB, czcB in trans

DN412(pMOL28-7 pDNA32§ cnrY1(Con)®d(cnrCBA-lacZ, 1.25 15
AcnrB, nccB in trans

DN413(pMOL28-8) cnrY1(Con)®(cnrCBA-lac, 1.0 0.75
AcnrCB

DN413(pMOL28-§ pDNA321) cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacZ, 1.25 15
AcnrCB, cnrCB in trans

DN413(pMOL28-§ pDNA324  cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacZ, 1.0 1.0
AcnrCB, czcCBiin trans

DN413(pMOL28-§ pDNA327 cnrY1(Con)®(cnrCBA-lacZ, 1.0 15
AcnrCB, nccCB in trans

AE104 Plasmid-freie Kontrolle 0.3 0.3

aMIC (Minimale Inhibitor Konzentration), definiert als Inhibierung des Wadhstums bei 30°C fir 3 Tage.
Einzdkolonien wurden nicht als Wachstum gewertet. Jede Bestimmung wurde zaveimal mit den deichen

Ergebnissen wiederholt.
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3.17.2. Die Komplementation decnrC-, cnrB- bzw. cnrCB-Deletionsmutanten

Die cnrC-, cnrB- bzw. cnrCB- Deletionsgdmme boten de Moglichkeit, die Funktion von
Outer Membrane Faktoren bzw. Membrane Fusion Proteinen genauer zu urtersuchen. Dazu
soliten de deletierten Gene mit ihren Analoga aus dem ncc- bzw. czc-System in trans
komplementiert werden. Hierfir wurden de Gene cnrC, cnrB, cnrCB (Template pMOL28),
nccC, nccB, nccCB (Template Gesamt-DNA aus A. xylosoxydars), czcC, czcB und czcCB
(Template pMOL30) durch PCR amplifiziert (Primer cnr Promotor D + cnr Delta B OU fir
cnrC; cnrB HinDIll D + cnrB Xbal U fur cnrB; cnr Promotor D + cnrB Xbal U fur cnrCB;
nccC BamHI D + nccC Kpnl U fir nccC; nccB BamHI D + nccB Pstl U fur nccB; nccC
BamHI D + nccB Pstl U fur nccCB; czcC EcoRI D + ¢zcCB Kpnl U fir czcC; czcCB Kpnl D
+ czcBA BamHI U fir czcB; czcC EcoRI D + czcBA BamHI U fir czcCB), in Plasmid pGEM
T-Easy kloniert, zur Kontrolle sequenziert und in das Weit-Wirtsbereichs-Plasmid pvDZ'2
subKoniert. Die resultierenden pvDZ'2-Derivate (pDNA319, cnrC; pDNA320, cnrB;
pDNA321, cnrCB; pDNA322, czcC; pDNA323, czcB; pDNA324, czcCB; pDNA325, nccC;
pDNA326, nccB; pDNA327, nccCB) wurde in de jeweilgen cnrC-, cnrB- bzw. cnrCB-
Deletionsstamme Ubertragen.

Die Bestimmung der Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) gegen NiCl, undCoCl; in den
resultierenden Transkonjuganten von DN411, DN412 lzw. DN413 zeigte, dass die
Komplementation mit cnrC die Ni®*-Resistenz bessr restaurierte ds die gegen Co?".
Allerdings wurde das Niveau des Wildtypes bei weitem nicht erreicht. Es gab keine
Unterschiede zwischen den Komplementationen deme@, czcCodernccC(Tab. 13).

Die Deetion vonAcnrB liefd sich gut durch cnrB komplimentieren, kaum durch nccB und gar
nicht durch czcB. Interessanterweise kam es durch nccB oder czcB sogar zum Absinken der
Rest-Resistenz gegenNi

Noch stérker as bel den Einzeldeletionen war der Defekt durch die AcnrCB-Doppeldeletion.
Diese liefd sich kaum in trans komplementieren. Eine leichte &er signifikante ,Hellung® der
Deletionsmutante gelang nur durch cnrCB oder nccCB. Aufféllig war dabei, dass die Co®*-
Resistenz beser restauriert werden konrte ds die Resistenz gegen Ni%*. Zusammenfassnd
kann also festgestellt werden, dass sch der cnrB-Deletionsgamm DN412 kes<er als der cnrC-
Deletionsgamm DN411 und deser wiederum besser as der cnrCB-Deletionsgamm DN413
in trans komplementieren lief3. Die Komplementation duch die, C*-Gene war gleich eff ektiv,
die Komplementation duch cnrB (CB) war effektiver as die durch nccB (CB), wdhrend czcB
(CB) (fast) nicht komplementieren konnte.
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3.18 Reinigung des CzcC-Proteins zur Gewinnung von polyklonalen
AntikOrpern

3.18.1. Das CzcC-Protein wurde als 6xHitagged Fusion Gberexprimiert und gereinigt
Die Reinigung von CzcC hatte zwei Ziele. Zum einen sollte mit den gegen CzcC gewonnenen
Antikdrpern de Expresson des Proteins in Mutantenstdmmen nadhgewiesen werden, zum
anderen sollte geklart werden, ob undan welcher Position CzcC in R, metallidurans
prozessiert wird.

Das czcC-Gen wurde tiber PCR mit den Primern czcC SpH D und czcC BamHI U aus Plasmid
pPMOL30 amplifiziert, in den Uberexpressonsvektor pQE70 Koniert und und ds entstandene
Plasmid pECD606 zur Kontrolle sequenziert. Durch de Klonierung wurden am 3’-Ende von
czcC drei Basenpaae CGT zu CCT verandert, die im Protein einen Austausch der letzten
Aminosdure Arginin gegen Prolin bewirken. Das Plasmid pECD606 wurde in den E. coli
Uberexpressonsgamm M15 [pREP4] transformiert, die Zellen angezogen und as
Fusionsprotein gereinigt. In der SDS-Polyaaylamid-Elektrophaese konnten zwei Banden
eines 44 kDa und eines 42 kDa Protein nachgewiesen werden (Ergebnis nicht gezeigt).

3.18.2. CzcC wird N-terminal prozesgert, dabei wird der periplasmatische Leader
abgespalten

Zur Klérung der Frage an welcher Stelle der CzcC-Leader abgespalten wird, wurden beide
eluierten Proteine N-terminal ansequenziert. Die ehatene Sequenz des grof¥eren der beiden
Proteine stimmt in den ersten sieben Aminosduren mit CzcC lberein (MRRLFLP). Die
Sequenz QSDTGT vom kleineren Protein stimmt mit den Aminosduren 2328 von CzcC
Uberein. Der periplasmatische Leader wird also zumindest in E. coli abgespaten. Um zu
untersuchen, ob des auch in R. metallidurans der Fall ist, wurden Antikdrper gegen CzcC
gewonren. Hierfir wurde mit 1 mg gereinigtem CzcC-6xHis-Tag-Protein zwei Kaninchen
immunisiert und Antisera gewonnen.

Die Antisera wurden in Western-Blot-Experimenten eingesetzt. Dazu wurde der Stamm
AE128 in TrisMinimalmedium angezogen, bei einer optischen Dichte von ca 200 Klett-
Einheiten getellt und eine Hélfte fur 30 min. mit ZnCl, inkukiert. 200 ul Aliquae wurden
pelletiert, auf einer SDS-PAGE aufgetragen und rach Western-Blot mit Anti-CzcC-Serum
inkukiert. Als negativ Kontroll e dienten Zellen vom plasmidfreien Stamm AE104.Nad ECL-
Nachweis zeigte sich, dass CzcC aucR.imetalliduransprozessiert wird (Abb. 14).
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»
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Abb. 14: Western-Blot-Reaktionen des Anti-CzcC-polyklonalen Antikdrpers

Protein-Fraktionen des gereinigten, heterolog in E. coli Gberexprimierten CzcC-Proteins, sowie Rohextrakte von
Ralstonia metalli durans-Derivaten wurden prapariert, in einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
Ubertragen und mit Antikdrpern gegen CzcC inkubiert.

M. GroRenmarker

1. gereinigtes CzcC-Protein ca. 1.75 ug

2. gereinigtes CzcC-Protein ca. 0.81 ug

3. Ralstonia metalliduransAE128 Rohextrakt, Zellen ohne Zrinkubiert

4. Ralstonia metalliduransAE128 Rohextrakt, Zellen mit 0.2 mM Zrinkubiert

5. Ralstonia metalliduransAE128 Rohextrakt, Zellen mit 2.5 mM Zrinkubiert

6. Rohextrakt von DN412 (pMOL28-¢hrY1(Con) ®(cnrCBA-lacj AcnrB), pDNA323(czcB

7.18.Rohextrakt von DN413 (pMOL28-8 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ) AcnrCB), pDNA324(czcCB) (unabhangig
voneinander konstruierte Klone)

Der durchgezogene Pfeil bezachnet das prozesserte, Leader-lose CzcC-Protein, der gestrichelte Pfell das CzcC-
Proprotein.

3.18.3.Mittels CzcC-speafischer Antikorper lield sich CzcC im Mutantenstamm DN413
(PMOL28-8 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ) AcnrCB), pDNA324(czcCB) nachweisen

In den Komplementationsexperimenten (3.17.29 konrte festgestellt werden, dassder cnrCB-
Deletionsgamm DN413 (pMOL28-8 cnrY1(Con) d(cnrCBArlacZ) AcnrCB) schledht durch
cnrCB, czcCB bzw. nccCB in trans komplementierbar war. Mit Hilfe der CzcC-Antikérper
sollte Gberprift werden, obin desen Mutantenstdmmen das Outer-Membrane Factor-,C*-
Protein Uberhaupt exprimiert wurde. Die Stamme DN413pMOL28-8 cnrY1(Con),
®(cnrCBAlacz)  AcnrCB), PDNA321(cnrCB)  bzw.  pDNA324(czcCB)  bzw.
pPDNA324(nccCB) wurden angezogen, pelletiert, in einer SDS-PAGE aufgetragen und rach
Western-Blot mit Anti-CzcC-Serum inkubert. Im ECL-Nadweis zeigte sich, dassCzcC auch
in Mutantenstammen exprimiert wird. (Abb. 14. Leider zeigte der CzcC-Antikorper keine
Affinitét gegen CnrC oder NccC. So konrten dese Derivate nicht nadigewiesen werden
(Ergebnis nicht gezeigt).
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4. DISKUSSION

Bel Prokaryoten ist die Transkription de wichtigste Ebene der Regulation der Genexpresson.
An diesem Prozess $nd Schwermetalli onen betelli gt. So wird zum Beispiel die Bindurg eines
Zn**-Kations fiir die Funktion der RNA-Polymerase benétigt (Yoo et al., 1995 Markov et al.,
1999. Spezifischer ist die Funktion eines Schwermetallkations bel der Induktion der mer
Quedksilber-Resistenz. Auch hier hangt die Genexpresson von ar Bildung eines Protein-
Metall-Komplexes ab. Der Regulator MerR bindet an den Operator des mer-Operons und
verhindert die Initiation der Transkription (O'Halloran und Walsh, 1987 Helmann et al.,
199Q Caslake et al., 1997. Bei Anwesenheit von Hg?* kommt es zu dessn Bindurg an
MerR. Dieses andert seine Konformation und wird zum Aktivator. Es bewirkt eine
Verdrehung und camit eine Verkirzung der DNA im Promotorbereich. Dadurch kann de
RNA-Polymerase die Transkription initieren, was letztlich zur Synthese der
Quedksil bereduktase MerA und damit zur Entgiftung des Cytoplasmas an Quedksil ber fuhrt
(Schieringet al., 1992, Silver und Misra, 1988).

Bel den hekteriellen CBA-Protonen/Schwermetall kationen-Antiport-Transport-Systemen ist
der Medhanismus der Induktion ein anderer. Hier hat das Metall-Kation keinen drekten
Einflussauf die Initiation der Transkription. Vielmehr gelangt die Information, dasstoxische
Konzentrationen an Schwermetall kationen aul¥erhalb der Zelle vorhanden sind, duch eine
Signal-Kette Uber die Cytoplasmamembran hinweg ins Innere und de Transkription der
Efflux-Komplexe wird initii ert (van der Lelie et al., 1997 Hassn et al., 1999 Mills et al.,
1993; Millset al.,1999.

4.1. Die Regulation dercnr-Determinante

4.1.1.Cnr-Regulation durch Transkriptionskontrolle

Je nach den Umweltbedingungen missen urterschiedliche Gene exprimiert werden. Fir diese
differentielle Genexpresson besitzen Bakterien mehrere Sigma-Faktoren. Thnen gemeinsam
ist die Interaktion mit dem RNA-Polymerase Core-Enzym (RNAP-Core). Sie unterscheiden
sich hinsichtlich der Affinitét fur die von ihnen erkannten Promotor-Sequenzen. Escherichia
coli besitzt mindestens seben Sigma-Faktoren (Helmann undChamberlin, 1988 Maeda et al.,
2000. Der normae ¢’® (RpoD) sorgt fiir die Expresson cer sogenannten House-Keeping
Gene (Burton et al., 1981 Kumar et al., 1994. o8 (RpoS) ist fir die Stressntwort beim
Wedsel vom exporentiellen zum stationdren Wadstum verantwortlich (Jishage und
Ishihama, 1995 Loewen undHengge-Aronis, 1994 ¢>* (RpoN) ist im Stickstoff stoff wechsel
involviert (Merrick, 1993. 6®® (FliA, SigD) ist unter anderem fiir Expresson vonGenen der
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Flagellen-Synthese zustandig. Zwei Sigma-Faktoren, 0** (SigE, Erickson und Gross 1989
undo®? (SigH, Erickson et al., 1987, sind fiir die Expresson urter Hitzestressverantwortlich,
02 im Besonderen fir die von Chaperonen und Proteasen (Yura et al., 1993, o** fir
extragytoplasmatische Funktionen (Raina et al., 1995. Eine Sonderstellung nimmt Fed ein,
da e im Gegensatz zu den anderen genannten Sigma-Faktoren nu flr die Transkriptions-
Initiation eines bekannten OperomscdABCDBE verantwortlich ist Angereret al.,1995.
Ralstonia metallidurans CH34 nuzt den SigmaFaktor CnrH zur differentiellen
Genexpresson urter Nickelstress Fur die cnr-Determinante waren zu Beginn deser Arbeit
zwel Promotoren pastuliert. Der eine stromaufwérts von cnrY und ein weiterer entweder
stromabwaérts von cnrX oder zwischen cnrH und cnrC (Liesegang, 1994. Der ungewdhrlich
grol®e Abstand der -10 und-35 Region des Promotors vor cnrY von 21 bpgegentber den
reguléren 1619 bp (Gruber und Bryant, 1997 Dombroski et al., 1996 der ¢’°-Konsus-
Sequenz, wurde damit erklart, dasscnr pasitiv reguliert wirde (Liesegang, 1994, vermutlich
ahnlich wie bei mer. Der andere Promotor sollte von cen Genprodukien voncnrY oder cnrX
negativ kortrolliert werden. Diese Aussagen konrten duch dese Arbeit nicht bestétigt
werden.

Stromaufwarts von cnrY befindet sich zwar ein Promotor (cnrYp), dessen -10 und-35 Region
ist aber nicht mit der von Liesegang et al. (1993 postulierten (Abb. 15 identisch. Dieser
Promotor und das 5'-Ende der cnrYXH-mRNA konrten inzwischen auch von einer anderen
Arbeitsgruppe nadgewiesen werden (Tibazarwa et al., 200Q. Ein zweiter cnr-Promotor
(cnrCp) konnte zwischen cnrH und cnrC identifiziert werden. Der Promotor cnrCp hat
anndhernd de gleiche Basenabfolge im Bereich der -35 und-10 Region wie cnrYp (Abb. 15.
Stromaufwarts von cnrH konrte kein Transkriptionsgart durch Primer Extension ermittelt
werden. Dieses Ergebnis geht in drektem Widerspruch zu den Daten von Tibazarwa et al.
(2000, die enen Transkriptionsgartpunk vor cnrH aber nicht vor cnrC nachweisen konrten.
Der ,,cnrHp® hat den theoretischen Vorteil gegentiber cnrCp, dasser ein ,, AAC*“-Motiv in der
-35 Region aufweist (Abb. 19, wie es fur einen Teill der ECF-Sigma-Faktoren typisch ist
(Loretto et al., 1994. Allerdings erscheint es unwahrscheinlich, dass ein (!) Sigma-Faktor
zwei volli g unterschiedliche Promotorstrukturen erkennen sollte (Abb. 15. Aul¥erdem ist das
»AAC*-Motiv nicht zwingend ndwendig, wie aa Promotorsequenzen anderer ECF-Sigma-
Faktoren gezeigt werden konrte (Ward et al., 1998 Fernandes et al., 1999 Newman et al.,
1999. Selbst der von Tibazarwaet al. (2000 postuli erte Promotor cnrYp besitzt kein ,, AAC*-
Motiv (Abb. 15).

Sehr aufschlusgeich war auch der Vergleich mit dem ncc-System, dessen Proteine wie in
Abhbildung 2 gezeigt, die gréften Ahnlichkeiten zu den Cnr-Proteinen besitzen. Wie beim cnr-
System konrte stromaufwarts von nccY bzw. nccC eine konservierte -35 und-10 Region in
der DNA-Sequenz gefunden werden. Diese sind richt nur untereinander sehr dhnlich, sondern
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zeigen auch einen hoten Grad an Ubereinstimmung mit den -35 und-10 Regionen voncnrYp
bzw.cnrCp (Abb. 15).

cnrYpundcnrCpausRalstonia metallidurans
-35 -10 +1 RBS
cnrYp : acccgaggt t caagggggagt cctt cgcgcagecgt at aagaggcAat ggat ct ggat ggaggtttgeccatg

[T T [T
cnrCp @ ttggattcaccgaggggaagcat cgacct ggt ccgt at agagaggGat agect ccaccget gacctcttgatg

Potentielle PromotorenccYpund nccCpausAchromobacter xylosoxydans:
nccYp: at gcgagggggacg- t gct cgggcgacgt at gaat aat gt cccgcaagt cagat aggag at ct gat cat gga

NERRRRRN [IT]]
nccCp: ttt cgagggggagt ccat gt gggcgecgt at t gaaaget gaagcaaacat ttt ccggt ct cacccttttcgtccgatg

sigWpausBacillus subtilistHuanget al.,1999

SigWp : aaaat t gaaacct t t t gaaacgaagct cgt at acat acaGAcc

MtP2 ausMycobacterium smegmaiBernandest al, 1999
M P2: gcgct ggaaat aacccgct ggcgaacacggttgattggtt C

cnrYpundcnrHp ausRalstonia metalliduraneach Tibazarwat al (2000):

cnrYp : acccgaggtt caagggggagt cct t cgcgecagecgt at aagaggcAAt ggat ct ggat ggaggttt gccat gg

[ [ I
cnrHp : cct gaagccggaacat cgacct gctt acgt acgagt t ct t At cgat Geact acgcegeggct cgcagt ga

die entsprechende Region stromaufwartsndestGens
.,NCCHp* : tgaagcct gagcaccgcgcagcect at gat cgegt t ct ggt ggacgegcet caaacgt ggect cgecagt ga

Abb. 15: Vergleich der cnr-Promotoren aus Ralstonia metallidurans mit potentiellen ncc-Promotoren aus
A. xylosoxydans, einem SigW-abhangigen Promotor aus B. subtilis, einem SigH abhéngigen Promotor aus
M. smegmatis, sowie den von Tibazarwaet al. (2000) identifiziertencnr-Promotoren

Dargestellt sind DNA-Bereiche mit patentiellen (nccYp, nccHp und nceCp) bzw. experimentell nadhgewiesenen
(cnrYp, cnrCp und sigWp) Promotoren. Hervorgehoben sind de -35 und de -10 Region (fett), die
Transkriptionsgartpunkte (fett, unterstrichen und in GRORBUCHSTABEN), die Ribosomenbindestelle (RBS)
(unterstricherundkursiv), sowie die Startkodone ATG vamrY bzw.cnrC (fett und kursiv).
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Die Postulierung des Promotors nccCp fuhrt dazu, dbss das verdffentlichte nccC-Gen
(Schmidt und Schlegel, 1994 nicht mehr transkribiert werden kann. Bei Basenpaa 1701
(EMBL 31363 befindet sich alerdings ein GTG-Startkodon. Wird deses as Beginn der
Trandation angesehen, entsteht ein Protein NccC, das aus genauso vielen Aminosauren
besteht wie CnrC (418).

Moglicherweise ist der von Tibazarwa et al. (2000 identifizierte Promotor ,,cnrHp* en
Promotor, an den ein anderer, bisher nicht identifizierter ECF-Sigmafaktor unter bestimmten
experimentellen Bedingungen binden kann. Allerdings ist in einer entsprechenden Position
stromaufwarts von nccH im ncc-System ein von Tibazarwa et al. (2000 als fur so wichtig
erachtetes ,AAC“-Motiv nicht zu erkennen (Abb. 15).

Zur weiteren Charakterisierung der cnr-Promotoren und ar ,cnrHp“-Region wurden dese
vor eine promotorlose lacZ-Kasstte gebracht. Es konrte gezeigt werden, dess fur die
Induktiion voncnrYp und cnrCp das Megaplasmid pMOL28 (und camit cnr) notwendig ist.
Nur in Anwesenheit von pMOL28 kam es zur Ni**-abhéngigen R-Galaktosidase-
Aktivitatsdeigerung, nicht aber im plasmidfreien Stamm AE104. Ebenso war keine Zunahme
der 3-Galaktosidase-Aktivitat in Stammen mit dem Konst(knrHp-lac2 nachzuweisen.
Far die in vitro Transkriptionsexperimente wurden deshalb nu Templates mit cnrYp und
cnrCp verwendet. Es konrte gezeigt werden, dassvon desen Templates CnrH abhéngig cnr-
Transkripte @gelesen wurden. In Band-Shft-Experimenten von Tibazarwa et al. (2000
konrten hingegen Verzogerungen nur mit cnrYp- bzw. cnrHp-enthaltenden DNA-Fragmenten
nachgewiesen werden. Jedoch werden Ubker Band-Shft-Experimente, bei denen der RNA-
Polymerase-Holoenzymkomplex an de DNA-Matrize bindet, nur eine Verzogerung der
Laufgeschwindigkeit im Polyaaylamidgel durch Bildung der Initiationskomplexe
nadhgewiesen, wohingegen es bel der in vitro Transkription zur Synthese e@ner spezifischen
mRNA kommt, die von den Promotoren (und dem Sigma-Faktor) abhéngig ist. Aus diesen
widerspruchlichen Ergebnisen stellte sich die Frage, ob vielleicht cnrCp ein Hilfspromotor
ist und de meisten Transkriptionsereignise vom cnrYp initiiert werden, wobe eine
hexadstronische cnrYXHCBA mRNA synthetisiert wird. Deshab wurde cnrYXH von
®(cnrCBArlacZ) durch das Einfigen einer Q-Kasstte auf Plasmid pMOL28-5 getrennt
(Abb. 5. Da dieses Konstrukt weiterhin duch Nickd indwzierbar war, éhnlich wie die
Kontrolle, kann,,cnrHp* keinen wichtigen Einflussauf ®(cnrCBA-lacZ) haben, hingegen ist
cnrCpwichtig fur die Nf* induzierte Expression des CBA-Efflux-Komplexes.

Im czc-System sind de Transkripte bereits gut untersucht (Grol¥e et al., 1999. Dort wird de
Transkription stromabwaérts von czcA Rho-unabhéngig terminiert. Es existieren mRNAS von
definierter Grol¥e, die tellweise auch in Northern-Blot-Experimenten nachweisbar waren
(Grass 1996 Grol¥e et al., 1999. In der cnr-Determinante scheinen de mRNASs nicht Rho-
unabhéngig terminiert zu werden, da keine Terminatoren identifiziert werden konrten. Mittels
Northern-Blot-Experimenten konrten keine distinkten cnr mRNA-Banden nadhgewiesen
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werden, nu bereits im Abbau befindiche Transkripte ds ,, Schmier® oder as Grolen, de
nicht den cnr-Genen zugeordnet werden konrten (Kithrnemund, 1999 Tibazarwa et al., 2000.
Mittels der sehr sensitiven Methode der RT-PCR konrten durchgangige Transkripte von cnrY
bis cnrH und vonenrC bis cnrA nadhgewiesen werden. Es existieren auch mRNAs, die die
Gene der gesamten cnr-Determinante umfassen. Auch wird nach cnrA die Transkription richt
terminiert, sondern wird bis in das Gen von cnrT fortgesetzt. Die RT-PCR-Experimente
zeigten jedoch deutlich, dasses kein gemeinsames Transkript mit der stromaufwérts von cnrY
gelegenerchr-Determinante (Grast al.,2000a); Peitzsch, 1999) gibt.

Die Existenz der beiden Haupttranskripte cnrYXH und cnrCBA wird auch duch de
Beobadhtung untermauert, dass es eine trandationale Koppung durch Uberlagerung der
Stopp-Kodors mit den Start-Kodors der nachfolgenden Gene bel cnrYX (TGATG) undcnrXH
(GTGA) bzw. cnrCB (TGATG) und cnrBA (ATGA) gibt. Eine vergleichbare enge
trandationdle Kopdung kann auch bei anderen Operons, die von ECF-Sigma-Faktoren
kontrolli ert werden, beobadhtet werden (Chi und Bartlett, 1995 Misdakas et al., 1997
Gorham et al.,, 1996. Im algemeinen ermoglichen solche StoppKodonStart-Kodon
Uberlappurgen de Synthese der Proteine in einem stochiometrischen Verhdtnis (Nomark et
al., 1983 Govantes et al., 1996 Botella et al., 1995. Es ist anzunehmen, dass diese ege
Koppung im Falle der Regulatoren dazu fuhrt, dass die Synthese von CnrY, X und H in
einem stochiometrischen Verhaltnis ablauft, die von der Initiationsrate abhangt.

Die Ergebnisse der in trans Komplementation des Stammes DN190Q(pMOL28-3 ®(cnrCBA-
lacZ) AcnrYXH) mit Kombinationen der Regulatoren zeigen deutlich, dass CnrY, CnrX und
CnrH hinreichend und néwendig fir die Trankriptionsregulation der cnr-Determinante sind.
Der Einfluss der trandationalen Kopdung wird ebenfall s deutlich, wenn cnrY in trans zur
Konstitutiv-Mutante DN195pMOL28-4 cnrY1(Con.) ®(cnrCBA-lacZ)) exprimiert wird. Hier
kommt es nur zu einem tellweise Wiedererlangen der Indwzierbarkeit. Eine solche
Komplementation kann auch bei anderen Regulationssystemen, de a@nen ECF-Sigma-Faktor
beinhalten, beobachtet werden (Gorhetral, 1996).

Frihere Knock-Out-Experimente mittels Transposonmutagenese (Liesegang et al., 1993
hatten den Nadhteil, dassdurch Transposoninsertion pdare Eff ekte verursacht werden (Berg
et al., 1980. Diein deser Arbeit konstruierte cnrYXH-Deletion ist eine in Frame-Mutation.
Mit Hilfe des LacZ-Reporters konnte die Funktion der einzelnen Regulatoren auf die
Transkriptionsrate von cnrCBA genauer beschrieben werden. CnrH alleine fihrte zu einer
hohen korstitutiven cnr-Expresson. Von Liesegang et al. (1993 wurde a@n verkirztes cnrH-
Gen paostuliert, mittlerweil e konrte jedoch der groliere mit GTG beginnende Leserahmen als
korrekt identifiziert werden (Lonetto et al., 1994. Damit ist die Zuordnurg des CnrH-Proteins
zu den ECF-Sigma-Faktoren eindeutig.

Fur eine Indwzierbarkeit von @(cnrCBA-lacZ) sind jedoch auf¥er CnrH noch CnrY und CnrX
ndtig. Wird cnrY ausgeschalten, wird cnrCBA konstitutiv exprimiert. Der konstitutive
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Phanatyp vonDN195pMOL28-4 cnrY1(Con.) ®(cnrCBA-lacZ)) wird durch eine Frame-Shift
Mutation in cnrY verursacht. Die festgestellte fast vollsténdige Duplikation an deser Stelle
erinnert an Duplikationen, wie sie bei der Transpaosition von transporiblen Elementen
entstehen (Reed et al., 1979 Hedy et al., 1999. Von Tibazarwa et al. (2000 wurde parall el
zu dieser Arbeit ebenfalls ein Mutanten-cnrY, das zu einem konstitutiven Phanotyp fihrte,
sequenziert. Dabei wurde festgestellt, dassein Insertions-Element (1S1087,EMBL AJ243723
in das cnrY-Gen an Position 1036gesprungen war und eine Nonsense-Mutation verursacht
hatte. Esist sehr wahrscheinlich, dassauch de Stdmme DN176pMOL28-1 cnrY1(Con)) und
DN195pMOL28-4 cnrY1(Con) ®(cnrCBA-lacZ)) durch einen &hnlichen Transpositions-
Medhanismus enstanden waren, das transponerbare Element jedoch duch eine zweite
Transposition wieder aus cnrY herausgesprungen war und dibei die Target-Duplikation
hinterliel3.

4.1.2.Cnr-Regulation durch Protein-Protein-Interaktion

Die gewonrenen Daten bestétigen, dassCnrH ein Sigma-Faktor der ECF-Familie ist (Lonetto
et al., 1994 Liesegang et al., 1993. In vielen Beispielen von Gram-negativen und Gram-
paositiven Bakterien kortrolli eren ECF-Sigma-Faktoren Operons, deren Genproduke in der
Sensorik von Umweltreizen invalviert sind (Martinez-Salazar et al., 1996 Humphreys et al.,
1999 Schurr et al., 1996 Gorham et al., 1996 Chi und Bartlett, 1995. Die meisten deser
ECF-Sigma-Faktoren werden durch einen membrangebundenen Anti-Sigma-Faktor reguliert.
In StressSituationen kommt es zur Signalweiterleitung, entweder Uber diesen Anti-Sigma-
Faktor aleine oder in Unterstitzung mit einem oder mehreren Sensorproteinen, zur
Freilasssing des Sigma-Faktors und damit zur Initiation der Transkription (De Las Penas et
al., 1997 Pagetet al.,1999 Xie et al.,1996 Enzet al.,2000.

Beim Vergleich mit dem Sigma-Faktor RpoE aus E.coli (Lonetto et al., 1999, der (nach
NccH) die hochste Ahnlichkeit zu CnrH besitzt, féllt auf, dass die Regulation dat anders
verlauft. RpoE wird voneinem Anti-Sigma-Faktor RseA (Regulation d Sgma E) kontrolli ert
(Misgakas et al., 1997. Weitere Regulatoren, van gleichen Operon kodert, tragen nu zu
einem geringen Teil zur Regulation der HitzestressAntwort bei (Mecsas et al., 1993 Gross
1996 Missakaset al., 1997. Das Protein RseA besteht aus 219 Aminoséuren (ag und lesitzt
einen Transmembranduchgang (Aminosauren 100118). So wie CnrY und CnrX unter nicht
indwzierenden Bedingungen duch Bindurg von CnrH die Transkriptions-Initiation an cnr-
Promotoren verhindern, ist es hauptsadilich RseA, das im E. coli-System diese Funktion
erfullt (Missiakaset al, 1997;De Las Penast al, 1997%.

In einem Gedankenexperiment kann man leicht eine grofRe Ahnlichkeit der beiden Systeme
konstruieren. CnrY (95 ag und CnrX (147 ag sind zwar bei blofer Addtion 242aalang,
bedenkt man jedoch, dassCnrX durch seinen 24aaumfassenden Leader an de Membran und
in de Néhe von CnrY gebradht wird undl&sg diesen Leader bei der Grolenbetrachtung weg,
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kommt mean auf eine Lange des fiktiven Hybridproteins Cnr(YX’) von 218aa Aul¥r einem
Membrandurchgang hétte dieses Hybridprotein weitere Gemeinsamkeiten mit RseA. Sein N-
terminaler Tell ware im Cytoplasma, wo deser den Sigma-Faktor CnrH binden kénrte, sein
C-terminaler Tell im Periplasma lokalisiert, wo er das Signal fur die Freilassung von CnrH
aufnehmen konrte. Diese Verhdltnisse waren analog zu RseA (Missakas et al., 1997 De Las
Penas et al., 1997. Mit Hilfe dieses Gedankenmodells vermindern sich Unterschiede der
beiden ECF-Systeme, auch wenn keim Vergleich der Aminosauresequenzen von Cnr(YX")
und RseA keine signifikanten Ahnlichkeiten auftraten.

Die in deser Arbeit und von Tibazarwa et al. (2000 durchgefuhrten Topdogie-
Untersuchungen zur Lokalisation der C-Termini von CnrY bzw. CnrX ergaben, dassdiese im
Periplasma lokalisiert sind. Denn nu bei Fusionen, bei denen der alkalische Phosphatase-
Antell (PhoA’) im Periplasma lokaisiert ist, konren sich Disulfidbricken zwischen den
Phosphatase-Molekiilen ausbilden, de zu deren Aktivierung fuhren (Derman und Bedkwith,
1991). Desweiteren konrte im Yeast-Two-Hybrid-System nadhgewiesen werden, dass es
zwischen CnrY und CnrX zu einer Bindurg kommt Aufgrund der Lokalisation der Proteine
geschieht dies iR. metalliduransm Periplasma.

Es erweist sich als vortell haft, dassder Leader von CnrX nicht abgespalten wird. Zwar besitzt
seine Aminosdure-Sequenz ein AXA (AAA)-Motiv, wie es typisch ist as Spaltstelle der
Signalpeptidase (Karamyshev et al., 1998. Aber der Vergleich mit NccX, das dieses AXA -
Motiv nicht besitzt (Abb. 16, zeigt, dass der periplasmatische Leader im X-Protein
wahrscheinlich as Membrananker fungiert, ahnlich wie e bei manchen Membran-
Fusionsproteinen der Fall ist, so zum Beispiel CzcB (Rensing et al., 1997. Dies wird auch
durch die Ergebnisse der Western-Analyse mit CnrX-spezifischen Antikérpern bestétigt, wo
keine Prozesgerung von CnrX zu beobadhten war. Wenn CnrX durch seinen Membrananker
von aul3en an der Membran festsitzt, fallt auch ein Freiheitsgrad in der Diffusion vonCnrX im
Periplasma weg. Das kdnrte dazu flhren, dasses zwischen dem membrangebundenen CnrX
und dem ebenfall s aus der Cytoplasma-Membran ins Periplasma ragenden C-terminalen Tell
von CnrY schneller zur Interaktion kommen kann.

Somit kann der CnrYX-Komplex das Signal, das zur Indukion fuhrt, im Periplasma
aufnehmen und de Information ins Cytoplasma vermitteln. Interessanterwei se befindet sich in
der Aminosdure-Sequenz  des CnrX-Leaders ein sogenantes Twin-Arginine-Motiv
(TRRLFLS) wie es dhnlich bel Co-Faktor-beinhaltenden Redox-Proteinen vorkommt Diese
Proteine werden urebhédngig vom reguldren secTransport-System ins Periplasma
trangportiert. Ihr voll stdndiges Twin-Arginine-Leader Konsensus-Motiv lautet S'TRRXFLK.
(Santini et al., 1998 Weiner et al., 1998. Die entsprechende Sequenz in CnrX (TRRLSLYS)
weicht in zwei von sieben Positionen vom Konsensus ab. Auch 183t der Vergleich mit NccX,
dem dieses Motiv fehlt (Abb. 16, die Hypathese unwahrscheinlich erscheinen, dass CnrX
secunabhangig in den periplasmatischen Raum exportiert wird.
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1 0+0+0++000000000000000000000000+0- 0000- 00- 000- 0000- 00- +- 00-
Cnr X MKSRTRRLSLSTLFGALL GVSVAAAWNLYYSHRNEAGHGDLHEI LHEAVPLDANEREI LE
NccX MKSRTFRLSVSTLVGALVGVLNMAI VGVYVTHSTEEPHT SLHEM_HDAVPLDSNEREI LE
* k k k% ***:***.***:** :* . :* :~k .* * .***:**:*****:*******
1 0+0+00+00000000000000000000000000- - 000000- 000- 0000- 00- +- 00-
61 0+- - 0000+++- 0- 0+0+0000+00- 000+000000- 0- 0000- 0- +000- 00+000000
Cnr X LKEDAFAQRRREI ETRLRAANGKLADAI AKNPAWSPEVEAAT QEVERAAGDL QRATLVHV
NccX LKEEEFTARRREI ESRLRAANGKLAESI AKNPOASPEVEEATREVERAAADL QRATLVHV
***: *: ******:**********::***** * k ok ok kK **:******.**********
61 0+- - - 000+++- 0- 0+0+0000+00- 000+000000- 0- - 00+- 0- +000- 00+000000

121 0- 0+000+0- 0+0000+000- 00++000
Cnr X FEMRAGLKPEHRPAYVRVLI DALRRGSQ
NccX FEMRAGLKPEHRAAYDRVL VDAL KRGSQ

kkhkkkkkkkkkkk *k *kk.kkhkk-. kkk%x

121 0- 0+000+0- 0+000- +000- 00++000

Abb. 16: Vergleich der Aminosauresequenzen von CnrX und NccX.

Dargestellt sind die Aminosduresequenzen der Proteine CnrX und NccX. In der obersten bzw. untersten Reihe ist
die Verteilung der Ladunger] der entsprechenden Aminosduren (in CnrX bzw. Nch) dargestellt. Die Reihe
unterhalb von NccX gibt die Ubereinstimmungen (* ) von Aminosaurepaositionen bzw. Ahnlichkeiten (¢ und .)
an. Positionen von Aminosduren in fetten Buchstaben zegen konservierte Histidine, die Unterstreichungdie N-
terminaleLeaderSequenz unélursiveAminosauren Positionen der gerichteten Mutagenese.

Uber das Yeast-two-Hybrid-System konrte keine Interaktion zwischen dem CnrYX-Komplex
und CnrH nadchgewiesen werden. In der Hefe gibt es in der Regel keine trandationale
Kopdung, daher wird von den cnrYX- bzw. cnrXH-Konstrukten nu jeweils das erste Gen
exprimiert. Jedoch konrte durch dese Konstrukte das positive Interaktions-Ergebnis von
CnrY’ mit CnrX’ bestatigt werden.

Im E. coli RseABC-05-System ist das Signal, das letztlich zur Freilassung von o fiihrt,
wahrscheinlich de Anwesenheit von misgefalteten Proteinen im Periplasma (Ades et al.,
1999 Rouviere und Gross 1996. Der genaue Mecdhanismus, mit dem es zur Regulierung
Uber RseA kommt, ist bisher nicht bekannt. Es werden jedoch zwel M 6gli chkeiten diskutiert.
I. Es kommt zur Interaktion zwischen RseA und einem Signa-Molekil. Dabei sollen
Modifikation, Konformationsidnderung oder Anderung des Oligomerisierungszustandes die
Zuganglichkeit von RseA fir eine proteolytische Spaltung durch die Serin-Protease DegS
fordern. Zusétzlich kdnrte durch de misgefalteten Proteine auch de Protease DegS aktiviert
werden undim weiteren RseA abbauen bzw. zerschneiden (Ades et al., 1999. Il. Das Signal,
das zum RseA-Abbau fuhrt, wird indirekt , gefuhlt“. Unter Stresdedingungen kommt es in
der Zelle zur Erhdhurg der Konzentration an misgefateten Proteinen und @mit zu einer
Verringerung an freien periplasmatischen Fatungsagenzien (Chaperonen), wie SurA
(Missakas et al., 1996 Lazar und Kolter, 1996. Dadurch werden sie von RseA wegtitriert,
was dieses Protein zuganglich fur Proteasen madit. Oder die Chaperone binden urter Nicht-
StressBedingungen an de Protease, die fir den Abbau vonRseA verantwortlich ist (Ades et
al., 1999).
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Im AlgU-MucABCD-System aus Azotobacter vinelandi ist mdglicherweise @ne Protease
Bestandtell des Operons. Dieses Operon spielt eine Rolle bei der Alginat-Synthese bei
Umweltstress (Martinez-Salazar et al., 199§. Der ECF-Sigma-Faktor AlgU wird vom Anti-
Sigma-Faktor MucA gebunden. Das letzte Gen des Operons, mucD, kodert fir ein Protein das
zur HtrA Serin-Protease-Familie gerechnet wird (Lipinska et al., 1988 Lipinska et al., 199Q
Martinez-Salazar et al., 1996. Eine &nliches Arrangement findet man im AlgU-MucABCD-
System aus Pseudaomonas aeruginosa (Boucher et al., 1997, sowie AlgU-ORF1-5 aus
Photobacterium sp. SP. Die Indukion deses Systems unter hohem Druck erméglicht dem
Bakterium das Uberleben in der Tiefsee (Chi und Bartlett, 1995).

Andere ECF-Anti-Sigma-Faktoren werden etwas anders reguliert. Es wird diskutiert, dassim
rse-System wahrscheinlich eine Protease, DegS, die nicht im gleichen Operon kodert wird,
den Anti-Sigma-Faktor abbaut (Ades et al., 1999. Im car-System soll durch Licht der
Photosensitizer Photopaphyrin IX angeregt werden, was zum Abbau von CarR fuhrt
(Gorham et al., 1996. Die Betelligung einer noch unhkekannten Protesse an desem Prozessist
sehr wahrscheinlich (Adex al, 1999).

Was ist das Signal, das die Indukions-Kette in der cnr-Determinante startet? Der CnrYX-
Komplex ist unkedingt notwendig fir eine indwzierbare Regulation. Die Del etionsexperimente
mit den ®(cnrCBA-lacZ)-Stammen zeigten sehr deutlich, dassweder CnrX noch CnrY alleine
den Sigma-Faktor CnrH binden konren. Da CnrX von aufen an der Cytoplasmamembran
anheftet, scheidet es von vanherein als Anti-Sigma-Faktor aus. Aber auch CnrY mit seinem
cytoplasmatischen N-Terminus agiert aleine nicht as Anti-Sigma-Faktor. Dies konrte
zusétzlich auch duch de Yeast-Two-Hybrid-Experimente untermauert werden. In
Abwesenheit von Metall -K ationen liegt also ein Komplex aus Sigma-Faktor (CnrH) und Anti-
Sigma-Faktor (CnrYX) an der Cytoplasmamembran gebuncden var. Soweit gleicht das cnr-
System wahrscheinlich nicht nur dem RseABC-0"-System aus E. coli (Missakas et al., 1997
De Las Penas et al., 1997, sondern auch anderen ECF-Systemen aus Gram-negativen
Bakterien (Humphreys et al., 1999 Martinez-Salazar et al., 1996. Im MucCBA-AIgU(T)-
System aus Pseudamonas aeruginosa agiert MucA as Anti-Sigma-Faktor gegen AlguU(T)
(Schurr et al., 1996 Xie et al., 1999. Mutationen in MucA fuhren zu einer hohen Aktivitét
von AlgU(T) (Martin et al., 1993 Boucher et al., 1997. Dies fuhrt zu einer starken Alginat-
Synthese, die es dem Organismus ermoglicht, sich in Patienten, de an Cystischer Fibrose
erkrankt sind, sowohl der Wirkung von Antibiotika, als auch der Immunabwehr zu entziehen
(Deretic et al., 1999. Interessanterweise fuhrt hier die funktionelle Deletion des Anti-Sigma-
Faktors, wie bei den cnr-konstitutiv-Mutanten DN195 undDN176, aizu, dassdie Bakterien
mit widrigen Umwelteinfliiseen besser zurechtkommen (hdhere Pathogenitét bei muc bzw.
hohere und erweiterte Metalltoleranz bei cnr). Auch bei Stress durch Lichteinwirkung
reguliert anscheinend ein gleichartiger Medanismus die Stressantwort. Im CarQRS-System
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aus Myxococcus xanthus bindet der Anti-Sigma-Faktor CarR den Sigma-Faktor CarQ bei
Dunkelheit. Im Licht kommt es zur Zerstérung von CarR und damit kann CarQ die
Transkription initiieren (Gorharat al, 1996).

Die zu beobadtende Ubereinstimmung der Interaktion zwischen den ECF-Sigma-Faktoren
undihren Anti-Sigma-Faktoren (Gorham et al., 1996 ist erstaunlich, wenn man bedenkt, dass
zwar die ECF-Sigma-Faktoren, nicht aber die Anti-Sigma-Faktor-Proteine Sequenz-
Ahnlichkeiten aufweisen. Die cnr-Determinante weist sogar hier eine Besonderheit auf, denn
esist von den dskutierten das einzige System, beli dem der Anti-Sigma-Faktor wahrscheinlich
aus einem Komplex aus zwei Proteinen besteht.

Als weitere Besonderheit des cnr-Systems kann de Anodnurg der Gene im
Regulationsoperon  betrachtet werden. Bel den anderen Systemen liegt folgende
Transkriptionsreihenfolge vor: zuerst Sigma-Faktor, gefolgt vom Anti-Sigma-Faktor, und
zuletzt weitere Regulatoren, wahrend es bel cnr umgekehrt ist. Dadurch werden im cnr-
System erst beide Tele des Anti-Sigma-Faktors g/nthetisiert, bevor der Sigma-Faktor
trandatiert wird. Das fuhrt dazu, dassgenug Zeit bleibt, CnrY in de Membran zu integrieren
und CnrX ins Periplasma zu exportieren. Sobalt die Synthese von CnrH beendet ist, steht der
Anti-Sigma-Faktor-Komplex zur Verfigung, an seinem cytoplasmatischen Tell den Sigma-
Faktor zu hinden. Ein Teil der neugebil deten CnrH-Proteine kann va der Sequestrierung die
Transkription an den cnr-Promotoren initiieren. Dafir sprechen auch de Ergebnisse der
Versuche mit dem LacZ-Reporter, wo auch im nicht indwierten Zustand ein gewisss
Basisniveau an [¥Galaktosidase-Aktivitat zu messen war. Bel den Systemen rse, car oder muc
wird zuerst der Sigma-Faktor 6F, “¥< oder 049" synthetisiert (Gorham et al., 1996 Gross
1996, Chavez und Deretic, 1996 und anschlief3end duch de trandationale Kopdung sofort
der Anti-Sigma-Faktor RseA, CarR oder MucA, wobel dessen cytoplasmatisch lokalisierter
N-Terminus gleich den Sigma-Faktor binden kann. Der Sigma-Faktor bleibt auch gebunden,
wéhrend der Anti-Sigma-Faktor in de Membran integriert wird (Gorham et al., 1999.
Weitere Proteine der Operons werden zuletzt translatiert.

Unter Nicht-StressBedingungen liegt also ein fertiger CnrYXH-Regulator-Komplex an der
Membran gebuncen va, der im Cytoplasma den SigmaFaktor von  der
Transkriptionsiniti ation mit dem RNA-Polymerase-Core-Enzym abhélt. Der periplasmatische
Tell des Komplexes geht bereit, das Indukionsignal zu erhalten. Die Art der Interaktion
zwischen CnrY und CnrH wurde mittels gerichteter Mutagenese in CnrY untersucht. Fur die
Interaktion mit CnrH kommt nur der N-terminale Tell von CnrY in Frage (Abb. 17. Es fallt
auf, dassdie negative Ladurng an Position 5 und 6(Glutamat) auch im NccY-Protein (Abb.
17) konserviert ist (Aspartat, Glutamat). Ebenso korserviert ist die positive Ladung an den
Positionen 13 und 14(Arginin, Lysin in CnrY bzw. Lysin, Lysin in NccY), sowie zwel
aufeinander folgende Cysteine an Position 52 und 53Durch gerichtete Mutagenese wurden
die negativ-geladenen Aminosdurereste an Position 5und 6 duch neutrale, pdare Glutamine
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4. Diskussion

ersetzt, die positiv-geladenen in Position 13 und 14 dweh reutrale, pdare Threonine und de
Cysteinein Serine (Abb. 17. Die Mutation der negativen Ladungen hatte keinen signifikanten
Einfluss weder auf die Expresson des 3-Galaktosidase-Reporters noch auf die Hohe der MIC
gegen Ni** oder Co*". Hingegen scheinen die positiv geladenen Aminoséuren Arginings und
Lysing4 einen gewisen Einflussauf die Interaktion zwischen CnrX und CnrY zu haben. Die
Mutation zu Threoninen an ihrer Stelle fihrten zu einer Erhéhurg des Grundnveaus der (3
Galaktosidase-Aktivitat in Abwesenheit von Ni?* im Vergleich zum CnrY-Wildtyp. Diese
Mutation fuhrte &er nicht zum totalen Verlust der Bindurg zwischen CnrX undCnrY, dadie
Mutante weiterhin induzierbar blieb.

1 00- 0--00000++000- 00000- 00000- 0000- 000+0000++- 00+00000000000
Cnry MADVEEW. THARKVTQEASI GVDVTSI QECI SAEPAQRVLVARRDAVWRAI CCAAFAALYV
NccY MENI DEW.VQAKKVTYEASREPGLGRI QQRLSREPSQWLTARHDI LRAVCCAALASLV
* :::*‘k*.:‘k:*** * k% L **: :* **:* *k‘k.‘k‘k * **:****:*:**
1 0- 00--00000++000- 00+- 0000+000+00+- 00000000+0- 00+00000000000
61 000000+000000- +00000000000000000000+
Cnry AFAAINRVATI MLEKPAPTWATPSAASPFGLLI GK
NccY AFTAIDRI AVGL YQKQQPTWAAPSAASPFGLLI &K
‘k‘k:**:‘k:*k. : :* *****:*************
61 00000- +0000000+00000000000000000000+

Abb. 17: Vergleich der Aminosauresequenzen von CnrY und NccY.

Dargestellt sind die Aminosauren des Proteine CnrY und NccY. In der obersten bzw. untersten Reihe ist die
Verteilungder Ladunggn der entsprechenden Aminosduren (in CnrY bzw. NccY) dqrgestellt. Die Reihe unterhalb
von NccY gibt die Ubereinstimmungen (*) von Aminosdurepositionen bzw. Ahnlichkeiten (:und .) an.
Positionen unterstrichener Aminosduren zeigen konservierte Ladungen von Aminoséureresten an, die gerichtet
mutiert wurden. Der Membrandurchgang von CnrY bzw. der potentielle von Nckift$¢ dargestellt.

Fur die beiden mutierten Cysteine wurde zwar keine Funktion in der Interaktion zwischen
CnrY und CnrX postuliert, aber in vielen Proteinen tragen Cysteine zur Metallbindurg bei
(Coy et al., 1994 Helmannet al., 199Q. In CnrY fihrt die Mutationen der Cysteine 52, 53zu
keiner signifikanten Verénderung der Aktivitét des Proteins. Mdglicherweise ist nur die
Polaritét der Mercapto-Seitengruppen wichtig. Diese Eigenschaft wird von dn ebensfals
polaren Hydroxy-Seitenketten des Serins anscheinend hinreichend erfullt.

Die Ergebnise der R-Galaktosidase-Mesaingen zeigen deutlich, dassNi%* das priméare Signal
ist, das zur ®(cnrCBA-lacZ)-Expresgon fihrt. Auch andere Proteine, wie die Peptidyl-Prolyl
Cis/Trans Isomerase SlyD, kénren duch die Bindurg von Ni%* aktiviert werden (Hottenrott et
al., 1997. Die Anhéufung von misgefalteten Proteinen im Periplasma, verursacht durch
Ni?*-Kationen, ist wahrscheinlich im cnr-System nicht der zur Indukion der Stressantwort
fuhrende Vorgang. Dieswird im rse-System aus E. coli diskutiert, wo es im Periplasmadurch
Hitzestresszu einer Anhaufung von misgyefalteten Proteinen kommen soll, die die Chaperone
austitrieren (Adest al.,1999).

Die Hypothese, dasswirklich eine Metallbindurg das priméres Signal ist, das zur Induktion

von cnr fuhrt, wird von der Aminosiuresequenz von CnrX gestiitzt. CnrX besitzt zwar keine
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Cysteine, aber sedhs Histidine, die typisch fir eine Nickelbindurg sind (Hottenrott et al.
1997).

In desem Zusammenhang sollte @wahnt werden, dass fur die Uberexpresson der cnr-
Regulatoren bewusd nicht ein His-tag-System verwendet wurde, bel denen das Protein Uler
Ni?*-Agarose (oder ein shnliches Material) gereinigt wird. Denn selbst bei einem abspaltbaren
His-tag kann ncht von einer vollstandigen Entfernung ausgegangen werden. Ein His-tag ist
daher bei einem Nickel-Resistenz-System, bei dem Proteine (CnrX) Ni%* binden &uRerst
problematisch. Infolge dessen missen auch de Experimente von Tibazarwa et al. (2000 mit
CnrX-his-tagkritisch bewertet werten.

Die sedhs Histidine in der Aminosauresequenz von CnrX (Abb. 16 kann man sich in drei
Gruppen zu je zwe angeordnet vorstellen. Zusétzlich sind genigend regativ geladene
Aminocsdurereste Uber das ganze Protein vertelt, die ds dritter Bindurgspartner fungieren
kénren (Watt und Ludden, 1998 Rey et al., 1999. Fir eine tetraedrische Anordnurg des
Ni?*-Kations (Bedker et al., 1998 stehen dann nah weitere negativ geladene
Aminosdurereste oder H,O-Molekile zur Verfigung. Deletionsexperimente (Kihnemund,
1999 bewiesen de Wichtigkeit aler sechs Histidine von CnrX fir die Ni?*-abhéngige
Indukion von ®(cnrCBA-lacZ). Dabei wurden de Histidine jeweils durch gerichtete
Mutagenese enzeln oder in den beschriebenen Zweiergruppen zu Argininen mutiert. Jede
Mutation fuhrte zu einer starken Verringerung der Indwzierbarkeit (zum Beispiel die CnrX-
Mutation H41R in Tab. 11). Der einzige signifikante Unterschied dieser Mutanten war, dass
die Mutation des Histidins Hs; zu einem konstitutiv erhbhtem Expresgonsniveau fihrte,
wéhrend alle anderen Mutationen zu einem Absinken der 3-Galaktosidase-Aktivitét in etwa
auf die Hohe des nicht mit Nickel inkukierten Wil dtypes fuhrten und @mit auch zur starken
Verringerung des Resistenzniveaus (Tab. 12; Kihnemund, 1999).

Mittels Yeast-Two-Hybrid-System konrte gezeigt werden, dass die von der Mutation HzR
verursachte ehohte ®(cnrCBA-lacZ)-Expresson richt auf eine Behinderung der Interaktion
zwischen CnrY und CnrX zurtckzufUhren war. Moglicherweise tauscht das Arginin an
Position 31eine Ni2+-Bindurg vor, und CnrX wird dadurch in eine Konformation gebradht,
die einem mit Ni* beladenen CnrX &hnlich ist.

CnrX besitzt anscheinend richt nur eine Affinitét fur Ni®*. Wurde Zn*" mit Ni** kombiniert,
war die cnr-Expresson ceutlich gegentiber der Induktion nur durch Ni?* verringert. Dieser
Effekt kann am besten durch eine unspezifische Bindurg von Zn®* an de Ni?*-Bindestellen in
CnrX bzw. einen kompetiti ven Effekt zwischen Zn®** und Ni?* an diesen Bindestellen erklart
werden. Interessnterweise filhrt die Kombination Co®* + Ni%* zu enem stérkeren
prozentualen inhibierenden Effekt der cnr-Expresson als die Kombination Zn?* + Ni%**. Das
konrte dadurch erklart werden, dassCo™ besser an die Ni**-Bindestellen bindet als Zn** und
daher starker um sie mit Ni?* konkuriert. Erstaunlich ist dabei, dassCo®* cnr zwar schwédher
indwziert als Ni?*, aber denncch das Potential vorhanden ist, Resistenz gegen hétere
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Konzentrationen Co®* zu vermitteln, wenn cnr optimal induwziert ist. Letztlich fuhrt das zu
dem erstaunlichen Effekt, dass die Kombination von Ni** mit Co** die MIC gegen Co*
erhoht (Tab. 5).

Bel der Arbeit mit CnrX fiel auf, dassin seiner Aminosduresequenz das Motiv HEILH
vorkommt. Das fuhrte zu der Hypothese, dasses sch bei CnrX um eine Protesse handeln
kénrte. Das HEXXH-Motiv ist ein hach-konserviertes Sequenz-Motiv der Zn?*-abhéngigen
Metall oproteasen (Zincine) des Clansl der Metall oproteasen (Barrett et al., 1998 Stocker et
al., 1995 Jiang und Bond, 1992. Hier binden de beiden Histidine das divalente Kation. Ein
weiterer Bindurgspartner, Glutamat in der Familie der Gluzincine (Hooper, 1994, Histidin in
der Familie der Metzincine (Bode et al., 1992 wozu auch einige Schlangengifte zdhlen (Bode
et al., 1993, bzw. Aspartat in der Familie der Aspzinzine (Fushimi et al., 1999 findet sich in
der Regel stromabwaérts des HEXXH-Motivs (Rawlings und Barret, 1993. Das Glutamat (E)
in HEXXH ist das aktive Zentrum, das fur die Aktivierung eines Wassermoleklls sorgt, mit
desen Hilfe es dann zur proteolytischen Spaltung eines Substrates kommt (Barrett et al.,
1998;Rudneret al.,1999.

Es gibt noch weitere Gemeinsamkeiten innerhalb der Protein-Sequenzen deser Proteasen, so
kann zum Beispiel das Binde-Motiv erweitert werden: XaaXbb-Xcc-His-Glu-Xbb-Xbb-His-
Xbb-Xdd (Xaa hydrophob o@r Threonin, Xbb eine ungeladene Aminosdure, Xcc ene
beliebige Aminosdure aul}er Prolin, und Xdd hydrophol) (Barrett et al., 199§. Jedoch
existieren zahlreiche Ausnahmen (Le Moud et al., 1993. Diese Uber das HEXXH-Motiv
hinausgehenden Ubereinstimmungen in der Sequenz mancher Metall oproteasen konrten bei
CnrX nicht beobachtet werden (Abb. 16).

Fir die Aktivitat in Zn?*-Metall oproteasen mit HEXXH-Motiv ist das Glutamat im aktiven
Zentrum meistens ndtig, immer aber die negative Ladurng (Klimpel et al., 1994 Fushimi et
al., 1999 Rudrer et al., 1999. Um zu Uberpriifen, ob desin CnrX auch der Fall ist, wurde
das Glutamats, in ein Aspartat bzw. Glutamin mutiert. Damit sollte folgendes untersucht
werden: 1. Wenn beide CnrX-Mutantenproteine (CnrX EsD bzw. E4Q) ihre Funktion
verlieren, bestiinde dne hohe Wahrscheinlichkeit, dass CnrX eine HEXXH-Zn*-
Metalloprotease ist. Il. Wenn nu die negative Ladung an Position 42 wichtig ist, sollte die
Mutation CnrX E4.D sich wie der Wildtyp verhalten, wéhrend de Mutation CnrX E4Q seine
Funktion \erlieren sollte. Beide Hypothesen konrten nicht bestétigt werden. Sowohl im (3
Galaktosidase-Enzymtest as auch bel der Bestimmung der MIC zeigten sich nicht die
geforderten Unterschiede zum Wildtyp. Die beobadteten Effekte waren nicht signifikant
genug, um dem Glutamat 42 eine herausragende Rolle zuzuweisen. Bel anderen
membrangebundenen Metall oproteasen, wie SpolVFB aus Bacillus auktilis fuhrte én E/Q-
Austausch im HEXXH-Motiv zum Aktivitétsverlust, ebenso jede Veranderung der beiden
Histidine, wahrend ein E/D-Austausch ohre Einfluss blieb (Rudrer et al., 1999. In vielen
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weiteren Beispielen von HEXXH-Metall oprotessen fuhrt der E/D-Austausch jedoch zum
Verlust der proteolytischen Aktivitat (Fushimi al, 1999;Klimpel et al, 1994.

Andere Zn**-Metall oproteasen (z. B. Metall ocarboxypeptidasen) weisen ein HXX E-Motiv auf
(Ostermann et al., 1993. Dieses Motiv kann zweimal in CnrX identifiziert werden H3;RNE
und H11gVFE (an gleichen Positionen auch in NccX, H3STE und Hi1gVFE ). Die Mutation
des Glutamats in einem dieser Motive (H3:RNE) fuhrte dlerdings nicht zum Verlust der
Funktion von CnrX und damit der Indwzierbarkeit von ®(cnrCBA-lacZ), auch wenn de
Zunahme der [3-Galaktosidase-Aktivitdt in den Mutanten mit CnrX EssD bzw. CnrX Ez,Q
geringer war as im Wildtyp und auch de MIC etwas verringert war. Somit ist es shr
unwahrscheinlich, dass CnrX als HXXEZ+Protease funktioniert.

Moglich wére auch, dassin CnrX Ni?* die Funktion vonZn?* ersetzen sollte und es daher zu
den beobaditeten Abweichungen im Bindemotiv kommt Auferdem existieren zahlreiche
Beispiele von Metall oproteasen, bei denen nicht Zn**-, sondern mehrere Co®-Kationen ein
aktivierendes Zentrum bilden (Roderick und Matthews, 1993. Ebenso konrte auch in CnrX
Ni?* oder Ni** und zZn** an das aktive Zentrum binden. Es gibt aber auch zZn*-
Metall oproteasen, de keine Ahnlichkeit zu anderen bekannten Proteinen aufweisen (Fricke et
al., 1995 Grasset al., 2000c).

Bel Hycl, einer sogenannten ,,Hydrogenase Reife-Endopeptidase” aus E. coli, scheint die
Prozesserung des C-Terminus der groRen Untereinheit einer Hydrogenase (HycE) Ni®*-
abhangig zu sein (Rossmann et al., 1995 Rossnann et al., 1994. Das Spalt-Motiv dieses
Proteasesubtrates Argl Met (lle, Va, Ala) kommt interessanterweise auch urmittelbar C-
termina des transmembranen Durchgangs von CnrY bzw. NccY vor (ArgesVa bzw. Argeell€;
Abb. 17. Mdglicherweise wird CnrY von CnrX nac einem &hnlichen Medanismus
prozessiert und dadurch inaktiviert.

In E. coli reguliert die Metall oprotease FtsH die Aktivitat des Sigma-Faktors 02 (Tomoyasu
et al., 1995. In Bacill us subtili s wird ebenfall s ein Sigma-Faktor durch eine Metall oprotease
reguliert Rudneret al, 1999.

Da die Deletion der positiven Ladung an den Positionen 42 kzw. 34 leinen mesdaren
Einfluss auf die Indwierbarkeit von cnr hat, muss der Wirkmedanismus von CnrX ein
anderer sein. Wenn CnrX eine ungewdhrliche Metall oprotease mit Ni* im aktiven Zentrum
ist, sollte sich de Bindurg von Nickel in CnrX nachweisen lassen. Die Ergebnisse der Atom-
Absorptions-Resonanz-Mesaung des mit Ni%*-Kationen beladenen CnrX beweisen, das Nickel
wirklich gebuncen wird. Die Tatsache, dass pro Molekiil CnrX drei Atome Ni** gebuncen
wurden, karreliert mit der Anzahl der postuli erten Bindestellen. Allerdings wird nicht nur Ni%*
gebuncen, sondern auch Zn?* bindet fast ebenso gut. Auferdem konkuriert Zn** mit Ni%* um
die Metallbindestellen, wie die Expresson des LacZ-Reporters in Anwesenheit beider
Kationen zeigte.
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Bislang sind keine Nickel-abhéngigen Proteasen bekannt. Es existiert aber eine Familie von
Ni?-bindenden Enzymen, de Peptid-Deformylasen, de eenfalls ein HEXXH-Motiv
aufweisen. Die Peptid-Deformylase aus E. coli (PDF) nutzt Fe** im aktiven Zentrum.
Interessanterweise ist die Zn?*-Form nahezu inaktiv, wéhrend de Ni%-Form nur eine
minimale Reduktion in der Aktivitdt gegentiber dem Eisen-Enzym zeigt (Beder et al., 1998
Grocheet al.,1998.

4.2. Der Einfluss derncc-Regulatoren auf diecnr-Determinante

Die ncc-Determinante aus Achromobacter (ehemals Alcaligenes) xylosoxydarms 31A
(Yabuuwchi et al., 1999 vermittelt eine Resistenz gegen hohere Konzentrationen an Ni%*-
Kationen as die cnr-Determinante aus Ralstonia metalli durans CH34, olwohl beide Systeme
sehr dhnlich sind (Schmidt und Schlegel, 1994. Das kann mehrere Griinde haben. I. Die
Efflux-Pumpe (der CBA-Komplex) ist im ncc-System effektiver als die von cnr, d.h. de
Transportleistung ist hoher. Il. Das NccN-Protein fuhrt durch einen unkekannten
Medhanismus zur Steigerung der Nickelresistenz. 1ll. Die Indukion vonncc fuhrt zu einer
stéarkeren Expresson des Efflux-Komplexes, well die Regulatoren eine starkere
Transkriptionsrate verursachen. Die Mdoglichkeiten 1. und Ill. wurden in deser Arbeit
untersucht. Moglichkeit 1. wird ebenfalls in der Arbeitsgruppe zur Zeit beabeitet (Legatzki,
nicht veroffentlicht). Um den Einflussvon NccN auf die Auspragung der Nickelresistenz in
cnr zu urtersuchen, wurde es unter den korstitutiven lac-Promotor in pvDZ’'2 (Deretic et al.,
1987 Legatzki, 1999 in trans zum cnr-System im Stamm AE126pMOL28, [DNA340
gebracht. Die Bestimmung der MIC zeigte keinen Unterschied zum Kontrollstamm
AE126pMOL28). Die Deletion von nceN in A. xylosoxydans 31A flhrt also zwar zur
Verringerung der Nickelresistenz (Schmidt und Schlegel, 1994, jedoch kann de Co-
Expression von NccN ionr das Resistenzniveau nicht erhéhen.

Die Uberpriifung, ob die NccYXH -Regulatoren zur hohen ncc-vermittelten Nickel-Resistenz
fahren, wurde in mehreren urabhangigen Experimenten urtersucht. Alle diese Experimente
waren indirekter Natur, dain Derivaten von R. metalli durans geabeitet wurde. Von Schmidt
und Schlegel (1994 wurde beobaditet, dass ein 14.5 kb BamHI-Fragment aus dem
Megaplasmid pTOM9 mit der vollsténdigen ncc-Determinante, in R. metallidurans AE104
eine hohe aer kongtitutive Nickel-Resistenz-Auspragung verursacit, wahrend de Nickel-
Resistenz in A. xylosoxydars 31A indwzierbar ist. Dieser Effekt konrte von einem noch
unbekannten Wirkmedanismus von NccN herriihren. Wahrscheinli cher ist aber, dasses beim
Transfer der ncc-Megaplasmide von A. xylosoxydars in R. metalli durans durch die Selektion
auf Nickel zu einer Mutation in nccY kam. Dies llte wie in cnr zur Auspragung eines
konstitutiven Phanotypes fihren. Eine weitere Mdgli chkeit wére, dassmindestens ein weiterer
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Regulator ,,NccR" existiert, der aulRerhalb des 14.5 kb BamHI-Fragmentes kodiert wird, wie
es von Schmidt und Schlegel (1994 diskutiert wird. Allerdings lief3 sich ein DNA-Fragment
nur mit der cnr-Determinate sogar indwzierbar in Ralstonia eutrophaH16 (Liesegang, 1999
undN9A (Siddiqui et al., 1989 exprimieren. Aufgrund cer groRen Ubereinstimmung von cnr
und ncc erscheint die Hypothese éher unwahrscheinlich, dess ein weiterer, unkekannter
Regulator notwendig ist.

Moglicherweise fihren aber die ncc-Regulatoren im cnr-System zu einer Verdnderung der
cnr-Expresson. Um die Wirkung von NccYXH im cnr-System zu urtersuchen, wurde
nccYXH in trans im cnrYXH-Deletionssamm exprimiert. Dabei war keine nickelabhéngige
Expresson von ®(cnrCBA-lacZ) zu beobadhten undauch das Resistenzniveau gegen NiCl;
glich dem der cnrYXH-Deletionsmutante. Auf¥erdem kam es zu einer Inhibierung der
®(cnrCBA-lac3-Expression, wenn NccYXH im Wildtyp co-exprimiert wurde.

Durch die Arbeit von Kithnemund (1999 und eigene Untersuchungen konrte gezeigt werden,
dass es nicht zu einer irreversiblen Bindurg der Anti-Sigma-Faktor-Komporenten
untereinander oder mit den Sigma-Faktoren kam. Das Hybrid-Konstrukt NccYX-CnrH im
cnrYXH-Deletionsgsamm war weiterhin duch Ni®* indwzierbar, wenn auch de Héhe der
Expresson niedriger war als im Kontrollstamm DN19QpMOL28-3 d(cnrCBA-lac?)
AcnrYXH, pDNA291) mit cnrYXH. Dieser Unterschied |&sg sich jedoch damit erkléren, dass
die Trandations-Koppung zwischen nccX und cnrH durch das Einfligen von zusétzlichen
Basenpaaen fur die Klonierung gebrochen wurde. Somit erfolgte die Synthese der
Regulatoren nicht mehr im stdchiometrischen Verhaltnis.

Vieimehr ist es der ECF-Sigma-Faktor NccH, der die cnr-Promotoren effektiv blockiert
(Kuhremund, 1999. Vermutlich kann der NccH-RNA-Polymerase-Holoenzym-Komplex die
-35 Region der cnr-Promotoren erkennen undes kommt zur Ausbildung des geschlossenen
bindren Komplexes zwischen dem RNAP-Holoenzym und cem Promotor. Da die -10 Region
der cnr- und ncc-Promotoren mehr voneinander abweichen, als die stérker konservierten -35
Regionen (Abb.19, kdnrte im weiteren der off ene bindre Komplex nicht ausgebil det werden.
Esfalt auf, dassdie letzte Base im Konsensus-Motiv cogtata der cnr-Promotoren eine andere
ist als die der -10 Region der postulierten ncc-Promotoren c/aqgtatg/t. Zusétzlich ist ein
Vergleich der Aminosauresequenz zwischen CnrH undNccH aufschlusgeich. In ECF-Sigma-
Faktoren wird ein bestimmter Abschnitt der Aminosdure-Sequenz (die Region 2.4 fir die
Erkennurg der -10 Region verantwortlich gemadit (Lonetto et al., 1999. Abbildung 18 zeigt
einen Vergleich der 2.4 Region von CnrH und NccH.
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+0000+0+- 00+0++0+0
CnrH 76Rl GLNKMRDL YRFRRVRQb3
NccH 76Rl GLNKMRDL RRFRQVRHg3

+0000+0+- 0++0+00+0

khkkhkkkhkkkkhkkk kkk: kk-

Abb. 18: Vergleich der Aminosduresequenzen der ECF-Sigma-Faktoren CnrH und NccH im Bereich der
fur die -10-Region-Bindung zustandigen Proteinregion 2.4 (Lonettet al., 1994)

Dargestellt sind de Aminosduren des jeweili gen Proteine von Position 76-93. Oberhalb von CnrH bzw. unterhalb
von NccH ist die Verteillung der Ladungen der entsprechenden Aminosduren dargestellt. Die unterste Reihe gibt
die Ubereinstimmungen (*) von Aminosaurepositionen bzw. Ahnlichkeiten (: ) an. Positionen unterstrichener
Aminosauren zeigen Unterschiede der Laddety)(an.

Auffallig ist, dassvon den 18 Aminosauren der 2.4 Region der ECF-Sigma-Faktoren (Lonetto
et al., 1999 15 korserviert sind (Abb. 1§. Nur drei sind verschieden, davon zwei hinsichtlich
der Ladung ihrer Seitenketten. Das konrte die Unterschiede in der Préferrenz der Basen der
-10 Region erklaren. Mutations-Untersuchurngen an dem Sigma-Faktor SigE aus Bacill us
subtilis zeigten, dass der Austausch einer einzigen Aminosaure in der Region, de fir die
Erkennurg der -10 Region werantwortlich ist, die Bindurg des Initiationskomplexes am
Promotor stabili siert. In Folge dessen ist ES% unfahig die Transkription zu initii eren (Jones
und Moran, 1993. Es ist moglich, dass NccH an den cnr-Promotoren dhnlich inhibierend
wirkt und aus diesem Grund nicht CnrH ersetzen kann.
In Bacillus subtilis wird de Expresson kestimmter Gene zu urterschiedlichen Zeiten duch
einen der beiden ECF-Sigma-Faktoren SigW bzw. SigX kontrolli ert. Teil weise Gberlappen de
-35 und-10 Regionen fur beide Sigma-Faktoren var den zu transkribierenden Genen. Die
Verhinderung der Expresson duch den falschen Sigma-Faktor zur falschen Zeit wird urter
anderem durch Unterschiede in der -10-Region verursadht (Huang et al., 1998 Huang und
Helmann, 1998 Huang et al., 1999. SigW bevorzugt CGTa, wahrend SigX CGaC (kleine
Buchstaben bezeichnen nicht absolut spezifizierte Basen) bevorzugt. Interessanterweise
werden -10-Regionen mit der Sequenz CGTC von beiden Sigma-Faktoren erkannt (Huang et
al., 1999. Wie im Falle CnrH/NccH konren auch bel anderen ECF-Sigma-Faktor-Systemen
sehr dhnliche ECF-Sigma-Faktoren aus verwandten Organismen, zum Beispiel der ECF-
Sigma-Faktoren HrpL aus Pseudamonas syringae, die Funktion des nativen Sigma-Faktors
HrpL aus Erwinia amylovora nicht Gbernehmen (Wel und Bee, 1993. HrpL ist an der
Transkription von Genen beteiligt, die in der Wirts-Pflanze a@ne hypersensitive Reéktion
auslosenKim et al.,1997%.
Aufschlusgeicher fir die Aufklarung der Frage, warum die ncc-vermittelte Ni**-Resistenz
hoher ist als die von cnr, war die Erkenntnis, dassin A. xylosoxydars 31A zwei Kopien des
ncc-Systems vorliegen (Schmidt und Schlegel, 1994, wahrend nu en cnr-System in
R metallidurans vorkommt Wenn im Stamm DN177pMOL28-2 ®(cnrCBA-lacz),
pDNAZ291) die cnr-Regulatoren in trans zu der vollstdndigen cnr-Determinante exprimiert
werden, konrte bel der Bestimmung der MIC ein Anstieg im Vergleich zum Wil dtyp
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beobadhtet werden. Dies ist sicher eine gute Erklarung dafr, wie es zu einer sehr hohen
Nickel-Resistenz im A. xylosoxydarms 31A-Wildtyp kommt Es kann aber nicht erkléren,
warum die ncc-vermittelte Nickel-Resistenz in R. metallidurans AE104 hoker ist (Schmidt
und Schlegel, 1994) als die vonr.

4.3. Aktuelles Modell dercnr-Regulation

Aus den in deser Arbeit gewonren Daten konrte én Modedl der Indukion der cnr-
Determinante geleitet werden. In Abwesenheit von Ni®* liegt ein Anti-Sigma-Faktor-
Komplex aus CnrY+X gebuncen an der Cytoplasmamembran vor (Abb. 1).
Moglicherweise ist eine Coil -Coil -Struktur, die mittels Computeranalyse in CnrX identifiziert
werden konrte, fur diese Interaktion verantwortlich. Der C-terminale Teil von CnrX ragt ins
Periplasma, der N-terminale Teill von CnrY befindet sich im Cytoplasma und bndet dort den
ECF-Sigma-Faktor CnrH (Abb. 1A). Durch eine enge translationale Kopdung werden de
entstehenden Proteine in einem stochiometrischen Verhdltnis in der Transkriptions-
/Tranglationsreihenfolge CnrY -CnrX-CnrH gebildet. Obwohl dabei CnrH als letztes Protein
des Operons exprimiert wird und von ém zu desem Zeitpunkt bereits vorliegenden CnrY X -
Anti-Sigma-Faktor-Komplex sequestriert werden konrte, vermag ein geringer Antell des
neusynthetisierten CnrH erneut die Transkription initii eren. Somit steht immer eine gewisse
Anzahl des CnrYXH-Komplexes bereit.

Sobalt Ni?* durch de Porine der duferen Membran in den periplasmatischen Raum gelangt,
wird es vom periplasmatischen Teil von CnrX Uber dessen Histidine gebunden(Abb. 19B, C).
Dadurch kommt es wahrscheinlich zu einer Konformationsdnderung und zur CnrX-
vermittelten Proteolyse von CnrY und damit zur Freilassung von CnrH (Abb. 19C, D).
Wiahrend de Ni%*-Kationen lber das CorA-System ins Zellinere gelangen, zerfélt der
CnrYXH-Komplex. Der Sigma-Faktor CnrH bindet das RNA-Polymerase-Core-Enzym. Das
RNAP-Holoenzym ES™ kann an de cnr-Promotoren cnrYp bzw. cnrCp binden und de
Transkription initiieren (Abb. 19 E). Jetzt werden zum einen der CBA-Efflux-Komplex
gebildet, der die toxischen Kationen entgiftet, zum anderen werden weitere CnrYXH-
Komplexe synthetisiert.

Wiein den LacZ-Reporterexperimenten gezeigt wurde, war die Zunahme der (3-Galadosidase-
Aktivitét nach Nickel-Induktiion linea fiir mindestens vier Stunden. Bei bis zu 0.5mM Ni?*
war die Steigung dieser Zunahme e@ne Funktion der Nickel-Konzentration. Die Zunahme der
[3-Galaktosidase-Aktivitét konnte mittels Séttigungs-Kinetik als Lineweaver-Burk-Blot
beschrieben werden. Der Regressons-Koeffizient war 1.0, de maximale Zunahme der (3
Galaktosidase-Aktivitéat nach Nickel-Induktion war 94.8 U/h x mg (Trockengewicht), und de
Nickel-Konzentration, die fur die Halb-Maximale Induktion benotigt wurde, war 49 pM.
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Abb.19: Aktuelles Model dercnr-Regulation.

In Abwesenheit von Nickel (Ni*) liegt ein Sigma-Faktor/Anti-Sigma-Faktor-Komplex aus dem
periplasmatischen Nickel-Sensor-Protein CnrX, dem Membranprotein CnrY und dem ECF (Extracytoplasmic
Function) Sigma-Faktor CnrH an die Cytoplasmamembran gebunden vor. Die Bindung von CnrH verhindert die
Initi ation der Expresson der CBA-Efflux-Pumpe (A). Gelangt Ni®* tiber die Porine der duRReren Membran in den
periplasmatischen Raum wird dieses von CnrX (ber dessen Histidine gebunden (B), es komnt zur
Konformationsénderung (C), Spaltung wvon CnrY (D) und damit zur Freilassung von CnrH. CnrH kann die
Expression von CnrCBA und CnrYXH initiieren (E) und das Zellinnere wird entgiftet.
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4.4. Interaktion von Proteinen der Efflux-Komplexe der Resistenzsysteme
cnr, czc und ncc

Die zentrden am Efflux der bakteriellen CBA-Schwermetall-Transport-Systeme beteili gten
Proteine sind sich sehr dhnlich (Abb. 2. Das gilt i nsbesondere fur die Proteine CnrA, CzcA
(plasmid-kodierte Cobalt-Nickel- bzw. Cobalt-Zink-Cadmium-Resistenz aus Ralstonia
metallidurans CH34, Liesegang et al., 1993 Tseng et al., 1999, NccA (plasmid-kodierte
Nickel-Cobalt-Cadmium-Resistenz aus Achromobacter xylosoxydars 31A, Schmidt und
Schlegel, 1999, CzrA (chromosomal-kodierte Cadmium-Zink-Resistenz aus Pseudamonas
aeruginosa CMG103, Hassn et al., 1999, SIA (plasmid-kodierte Silber-Resistenz aus
Sdmonella typhimurium, Gupta et al., 1999 und AgrA (chromosomal-kodierte Silber-
Resistenz aus E. coli, Franke et al., eingereicht; Franke, 1999. Fir die Proteine der
zugehdrigen Membran-Fusions-Proteine (MFP) (zum Beispiel CnrB, CzcB und NccB) bzw.
Outer Membrane (OMF) Faktoren (zum Beispiel CnrC, CzcC und NccC) gilt das nur in
geringerem MalRe. Wahrend de A-Pumpenproteine mittlerweile gut charakterisiert sind
(Sensfuld undSchlegel, 1988 Juhnke, 1997 Legatzki, unwertffentlicht) und teillweise auch
schon ihre Funktion in vitro rekonstituiert werden konre (Goldberg et al., 1999 Franke
unveroffentlicht; Legatzki, unwertffentlicht), ist trotz grof¥er Anstrengungen nach immer
wenig Uber die genau Funktion der Membran-Fusions-Proteine sowie der Outer Membrane
Faktoren bekannt. Die bisherige Vorstellung gng davon aus, dassdie Proteine dieser beiden
Familien einen Kanal bilden (Lewis, 1994 Saier et al., 1994, der verhindert, dass die vom
Pumpen-Protein  Uberreichten Substrate in den periplasmatischen Raum entweichen
(Zgurskaya und Nikaido, 199%; Zgurskaya und Nikaido, 199®). In den Schwermetall-
Resistenz-Systemen sollten sie fur die Metall -Substratspezifitét verantwortlich sein (Rensing,
1996. Im Czc-System fuhrte zum Beispiel die Deletion des CzcB-Proteins zu einem
deutlichen Absinken der Czc- vermittelten Zn®*-Resistenz, eine Restresistenz gegen Co**
blieb erhaten. Die Deetion von CzcC hatte das Absinken der Resistenz gegen ale drei
Substrate zur Folge, am stérksten jedoch gegen Co** und Cd®* (Nies et al., 1989 Rensing,
1996. Bei cnr fiihrte éne Deletion vonCnrC zum fast volli gen Verlust der Ni%* und Co?* -
Resistenz (Liesegang, 1994).

Als problematisch bei diesen Versuchen wird de Versuchsanordnurg angesehen. Die
deletierten Genregionen wurden im Weit-Wirtsbereich-Plasmid pvDZ’' 2 (Deretic et al., 1987
im Plasmid-freien R. metallidurans-Derivat AE104 exprimiert. Das fuhrt einerseits zu einer
Veranderung der Kopienzahl gegeniber dem Wildtyp, zum anderen stehen ein Teil der
Mutanten-Determinanten urter der Kontrolle @nes Plasmid-Promotors, der nicht denen der
Schwermetall-Determinanten entspricht.

Wenn dbs CzcA-Protein aleine im plasmidfreien Stamm R. metalli durans AE104 exprimiert
wird, fiihrt das zu einer geringen aber signifikanten Erhéhury der Resistenz gegeniiber Zn®'-
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und Co**-Kationen im Vergleich zur plasmidfreien Kortrolle (Rensing et al., 1997. Wird
CnrA aleine exprimiert, sinkt die Nickelresistenz auf ein Funftel des Wil dtypes, aber deutlich
Uber die der Plasmid-freien Kontrolle AE104 (Liesegang, 1994).

Um die Probleme der friiheren Mutanten-Konstrukte zu umgehen, wurden in deser Arbeit
gerichtete Deletionsmutationen drekt auf dem Megaplasmid pMOL28 korstruiert. Das hatte
den Vortel, dass weder die Kopienzahl verandert, nach in de Trandations-Koppung
eingegriffen wurde. Auferdem konnten duch de Deetion auf pMOL28 in trans
K omplementationsexperimente durchgefiihrt werden. Fur diese Deletions-Experimente diente
die konstitutive Mutante DN195 als Ausgangsdamm, da hier die Expresson der Rest-
Determinante unter immer gleichen Bedingungen erfolgte.

Wie ewartet, zeigte sich, dassdie Doppel-Deletion der beiden Gene cnrCB einen gréferen
Einfluss auf die Resistenzausbildung hatte, als die jewellige Einzeldeletionen. Hier wurde
deutlich, wie wichtig die gewdhite Konstruktion der Deletions-Mutanten war. Bel der
Expresson werkurzter cnr-Fragmente (cnrBA bzw. cnrA) auf Plasmid pvDZ'2 war kein
Unterschied zwischen der cnrC- und der cnrCB-Déeletion zu beobadchten (Liesegang, 1999.
Interessanter war jedoch, dassmit Absinken der Nickel-(Cobalt)-Resistenz auch die von dem
konstitutiven Stamm DN195 \ermittelte Zn**-Resistenz verloren ging. Die Ergebnise der
Einzel- und Doppel-Mutations-Analysen lief3en jedoch, im Gegensatz zu den bel czc-
gewonren Daten (Rensing, 1996, nicht den Schluss zu, dass CnrC bzw. CnrB fir je en
anderes Substrat (Rioder C&") die Hohe der Resistenz festlegt.

Dadurch stellte sich de Frage, ob de Membran-Fusions-Proteine bzw. Outer Membrane
Faktoren Uberhaupt fur eine Festlegung der Substratspezifitéat der jewelli gen Systeme cnr, czc
bzw. ncc verantwortlich sein konren. Ist das der Fall, misden de Proteine nicht nur in ihrer
Funktion austauschbar sein, vielmehr sollte sich bei diesem Austausch auch das
Substratspektrum andern.

Die Ergebnise der in trans Komplementations-Experimente bewiesen deutlich, dess die
cnrC- bzw. cnrB-Einzeldeletionen relativ gut durch cnrC bzw. cnrB komplementiert werden
konnten, wenn auch das Resistenzniveaus des Wil dtypes nicht erreicht wurde. Das lasg sich
aber dadurch erkléren, dassdurch die Expressonin trans die im Wildtyp vorhandene starke
tranglationale Koppung gebrochen wurde und so der Efflux-Komplex nicht stdchiometrisch
synthetisiert werden konrte. Entscheidender jedoch war, dass ®wohl CzcC als auch NccC in
der Lage waren, de Funktion vonCnrC zu tbernehmen. Die AcnrB-Mutante DN412 hingegen
lie3 sich zwar gut durch cnrB komplementieren, nicht aber durch czcB. Die Komplementation
mit nccB fuhrte nur zu einer minimalen Erhéhurg der MIC gegen Cobalt, nicht aber gegen
Nickel. Die Komplementation mit czcB vermittelte auch keine Erhdhurg der MIC gegen Zink.
Interessanterweise egab de in trans Komplementation der Doppelmutante AcnrCB mit
nccCB eine @was hohere Resistenzauspragung gegen Co®* as die Komplementation mit
cnrCB. Wieder fuhrte die Komplementation mit dem czc-Derivat czcCB weder zu einer
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Steigerung der Resistenz gegen Ni®* bzw. Co®* gegeniiber der cnrCB-Deletionsmutante
DN413, noch wurde eine messbaréZibzw. Cd*-Resistenz-Erhéhung vermittelt.

Es lasg sich also im Gegensatz zu (Rensing 1996 feststellen, dass in den urtersuchten
Schwermetall -Resistenz-Systemen cnr, czc bzw. ncc wahrscheinlich nicht die Membran-
Fusions-Proteine oder die Outer Membrane Faktoren fur die primére Festlegung der
Substratspezifitét verantwortlich sind. Die Ergebnisse lasen vielmehr den Schluss zu, dass
eine vom RND-Pumpenprotein vermittelte Grundesistenz gegen ein bestimmtes
Schwermetall-Kation duch OMF und MFP gesteigert wird. Auch bei  Antibiotika-
transportierenden Systemen konrte en dhnliches Ergebnis erhalten werden. So fuhrt in
Pseudamonas aeuginosa der Austausch der Komporenten des MexEF-OprN-Systems (OprN)
mit denen des MexAB-OprM-Systems (OprM) ebenfalls nicht zu einer Anderung des
Substratspektrums. Demgegenliber verhalten sich aber die Kombinationen MexAF bzw.
MexEB sogar wie MexEF-, MexAB-Deletionsmutanten (Maseda et al., 200Q Y oneyama et
al., 2000.

Die mit den Kombination der Cnr-, Czc-, bzw. Ncc-Proteine gewonrenen Ergebnisse
untermauern das Konzept des Transenve ope-Transportes (Saier et al., 1994 Dmitriev et al.,
1999. Sein Medhanismus ist der Transport vom Cytoplasma lber beide Membranen der
Gram-negativen Zelle ins Aulzenmedium. Dabel wirde CnrA, CzcA bzw. NccA als zentralen
Pumpen-Proteinen de Aufgabe zukommen, de Metal-Kationen, de sie aschlief3end
transportieren, im Cytoplasma zu hinden (Rensing et al., 1997. Durch seinen Leader wird
CzcB ins Periplasma exportiert (Rensing et al., 1997. Dabei ist flr die Funktion vonCzcB
entscheidend, chssder Leader nicht abgespalten wird und s Protein infolge deseen Kontakt
Zu der Cytoplasma- als auch zu der duf¥eren Membran aufnehmen kann (Rensing et al., 1997).
Ein Modell von Johrson und Church (1999 postuliert einen Interaktions-Komplex aus je
zwei MFP-Proteinen und drei OMF-Proteinen, der das Periplasma durchspannt.

In friheren Experimenten waren in der T7-Expresson fur CzcC zwei Grofen, von 44 aw. 42
kDa, nachgewiesen undeine N-terminale Prozesserung postuliert worden (Nies et al., 1989
Rensing et al., 1997. Bel anderen OMF-Proteinen wie OprK werden in der T7-Expresson
ebenfalls zwei Banden beobadhtet (Podle et al., 1993. In deser Arbeit konnte zum einen de
Prozesgerung von CzcC bestétigt werden, zum anderen war es moglich, de genaue Position
der Spaltung zu bestimmen. Diese Position zeigt ein AXA -Motiv (AVA 2), wie &s typisch fir
eine Prozesserung durch de LspA Signal-Peptidase ist (Pugsley, 1993. Dieser Unterschied
zu Proteinen mit Membrananker wie CnrX, ermdglicht dem CzcC-Protein de postulierte
Positionierung an der aufleren Membran. In Ubereinstimmung dazu besitzen sowohl CnrC als
auch NccC ein AXA -Motiv an Position 30(AEA, CnrC und NccC) bzw. ein GXA-Motiv an
Position 16 (GSA in CnrC, bzw. GVA in NccC). Allerdings muss die Spaltung noch
nachgewiesen werden, denn Schmidt und Schlegel (1994 konrte zwar nccC mittels T7-
Expresson rachweisen, jedoch keine Prozesgerung, wahrend Liesegang et al. (1993 mittels
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T7-Expresson keine mit CnrC korrelierende Banden identifizieren konrte. Bei OprK, einem
anderen Mitglied der OMF-Familie, befindet sich in der Aminosauresequenz im Anschlussan
den periplasmatschen Leader ein Signal-Motiv, die Lipoprotein-Box. Hier wird das N-
terminalen Cystein nach der LspA-vermittelten Spaltung modifiziert (Pugsley, 1993. Dadurch
erfolgt eine Asziation an de afere Membran. CnrC, CzcC bzw. NccC besitzen kein
Cystein am Ende des (potentiellen) Leaders. Aus diesem Grund sollte hier ein anderer
Mechanismus vorliegen. Die Schwermetall -Outer-Membrane Faktoren (im Besonderen CzcC)
werden zur Zeit von Legatzki genauer charakterisiert (Legatzki, unveroffentlicht).
Aufgrund dbr groRen Ahnlichkeit der untersuchten Metall-Efflux-Systeme ist sehr
wahrscheinlich, dassdie fir Czc nadhgewiesenen Funktionen auch fir Cnr bzw Ncc gelten
durften.

4.5. Die Region stromabwarts vorenrCBA

Die cnr-Determinante ist im Gegensatz zur &hnlichen czc-Determinate sehr einfad
organisiert. Wahrend de Expresson der Cnr-CBA-Efflux-Pumpe anscheinend nu von dei
Regulatoren reguliert wird, musge die Anzahl der czc-Regulatoren im Laufe der letzten Jahre
von uspriinglich zwei (Nies, 1992 auf bisher mindestens sdhs erhéht werden (Grole et al.,
1999. Das wurspringliche 8.5 kb EcoRI-Pstl-cnr-Fragment, vermittelte in den
Klonierungsexperimenten von Liesegang et al. (19949 in Ralstonia metallidurans AE104 de
gleiche indwzierbare Resistenz gegen Ni%* und Co** wie der Wildtyp AE126. Die von cen
Genen cnrYXHCBA koderten Proteine sollten also fir die voll standige Resistenzauspragung
ausreichen. Aufféllig war dennach, dassdie beiden ahnlichsten Systeme ncc und czc jeweil s
ein nccN- bzw. czcN- Gen besitzen (Schmidt und Schlegel, 1994 Diels et al., 1995 Grol et
al., 1999, wéhrend des fur cnr bislang noch nicht nadhgewiesen werden konrte. In der ncc-
Determinante fuhrt die Deletion vonnccN zu einem Absinken der Nickel-Resistenz (Schmidt
und Schlegel, 1994. Im czc-System konrte CzcN bislang noch kein Phanotyp zugeordnet
werden.

Der stromaufwérts von cnrY koderende DNA-Bereich kann richt der cnr-Determinante
zugeordnet werden, da die Ergebnisse von RT-PCR-Experimenten nachgewiesen haben, dass
kein gemeinsames Transkript von cnrY mit der stromaufwartsgelegenen Sequenz existiert
(Grass et al., 200Q und stromaufwarts der EcoRI-Schnittstelle die Chromat-Resistenz-
Determinante chr kodert wird (Nies et al., 199Q Peitzsch, 1999. Interessanterweise deuteten
die RT-PCR-Experimente an, dass $ch de Transkription stromabwarts Uber cnrA fortsetzt
(Grasset al., 200Q. Aus diesen Griinden sollte der sich stromabwarts von cnrA befindende
DNA-Bereich auf das Vorhandensein eines ,cnrN“-Gens hin duchsucht werden. Arbeiten
von Kuhremund (1999 ergaben, dass sch ein stromabwaérts von cnrA befindlicher off ener
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Leserahmen ORF104ff (cnrT) (Grass et al.,, 200Q Uber die Pstl-Schnittstelle fortsetzt.
Weiterhin konrten in einem ca 4.3 kb DNA-Bereich bis zu der nadstfolgenden Xbal-
Schnittstelle (Collard et al., 1993 Liesegang et al., 1993 das Gene eéner Transposase (tnp)
(Naekatsu et al., 1991 identifiziert werden (Kihremund, 1999 Wie im Fale der
stromaufwarts von cnrY gelegenen chr-Determinante sollte stromabwaérts mit dem Gen der
Transposase die aul3ere GrenzecdeiDeterminante erreicht worden sein.

Die doppelstrangige, valstandige Sequenzierung des Pstl-Xhol-Fragmentes ergab zwar, dass
im DNA-Bereich der cnr-Determinante kein cnrN-Gen existiert, es konrte jedoch ein dff ener
Leserahmen von 1053 bpdentifiert werden. Das sch daraus abgel eitete potentielle Protein
(351 ag ca 37 kDa) wurde CnrT benannt. Dieses Protein weist in der Internet-gestiitzen
BLAST-Anayse (Altschul et al., 1997, sowie bei einem CLUSTALW-Sequenz-Alignment
(Thomson et al., 1999 die hichsten Identitéten mit dem putativen Membranprotein SCC57A
(311 ag aus Sreptomyces coelicolor A3(2) (21.1 % Identitdt, Accesson AL136519
(Redenbach et al., 1999, dem putativen Membranprotein MTH841 (343 ag aus
Methanacoccus thermoautotrophicum (19.4 % ldentitét, Accesson AE0O00861) (Smith et al.,
1997, und ém Protein YYAM (305 ag aus Bacillus subtilis (18 % Identitét, Accesson
P3751) (Ogasawaraet al., 1999 auf. Allerdings weicht der C-Terminus von CnrT von cenen
der drei anderen Proteine volli g ab. Hier befindet sich bei CnrT eine Histidin-reiche Sequenz.
Ein dhnlich Histidin-reiches Motiv kommt auch im Protein HypB vor. Dieses ist an der
Expresson einer Hydrogenase in Bradyrhizobium japoricum urter Ni**-Mangelbedingungen
beteili gt, ist aber im Gegensatz zu CnrT ein l6sliches Protein (Fu et al., 1995 Olson et al.,
1997).

Der Hydropathie-Blot nach Kyte und Dodlitl e (Kyte und Dodlitle, 1982 lasd fur CnrT zehn
transmembrane Helices erkennen (nadh dem Internet-Programm TMHMM 1.0, Erik et al.,
1998 Sonnremmer et al., 1998 (Abb. 20A, B). Fir SCC57A aus Streptomyces coeli color
A3(2) wurden zehn (nach TMHMM 1.0, Erik et al., 1999, fur das Protein YYAM aus
Bacill us aubtili s ebenfall s zehn (Ogasawara et al., 1994 undfir MTH841 aus Methanacoccus
thermoautotrophicum elf transmembrane Helices postuliert (Smith et al., 1997%. Eine genaue
Funktion konre den Proteinen nach nicht zugeordnet werden, es liegt aber nahe, fir CnrT as
auch for MTH841 aus M. thermoauotrophicum eine Transporter-Funktion zu pacstulieren
(Smith et al., 1997. In deser Hypathese hétte der Histidin-reiche C-Terminus die Aufgabe
(Ni?")-Schwermetall-Kationen zu hbinden, un sie dann an einen Transport-Kanal
weiterzureichen, der von den transmembranen Heli ces gebil det wird. Ob dies wirklich der Fall
ist, missen weitere Experimente beweisen. Vor alem ist dabei die Frage entscheidend, ob
CnrT as eine Efflux- oder Influx-Pumpe funktioniert. Moglichweise wirkt CnrT der durch
CnrCBA-verursachten Verarmung der Zelle an Ni?* entgegen, indem es Ni®* in de Zdle
pumpt und anschlieBend durch den Histidin-reichen C-TerminusZSpticher dient.
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Abb. 20: Hydropathie-Profil des putativen Proteins CnrT nach Kyte und Dodlitle (1982 und

Wabhrscheinlichkeit der Topologievoraussage nach Sonnhammet al. (1998)

A. Hydropathie-Profil von CnrT. Die Hydrophobie (y-Achse) ist as Funktion der Aminosaure-Position (x-
Achse) dargestellt. Hydrophobe Aminosauren haben positive , hydrophile negative Werte.

B. Putative Toplogie von CnrT
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Der Vergleich der Kodonnudzung von cnrT mit anderen Genen der cnr-Determinante
(Liesegang, 1999 zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung. Nach Bibb et al., 1984kann de
Kodonnuzung vor alem bei G+C-reichen Bakterien als artspezifisches Merkmal betrachtet
werden. Wie auch fur Gene der cnr-, chr- bzw. czc-Determinate werden Kodors bevorzugt,
die in der dritten Position ein G oder C aufweisen. Ausnahmen von deser Regel sind TAT
(Tyrosin) und CAT (Histidin), wie auch vonPeitzsch (1999 fir Gene der Chromat-Resi stenz-
(chr) bzw. die czc-Determinante beobadtet werden konrte, sowie das Kodon CCA (Prolin).
Die Kodors ATA (Isoleucin), ACA (Threonin), CAA (Glutamin), AAA (Lysin) bzw. TGT
(Cystein) kodieren in cnrT Gberhaupt nicht, was der Regel entspricht. Abweichend kanmt das
KodonTTA (Leucin) in cnrT drei mal Gber die gesamte Sequenz verteilt vor, wahrend es in
den Genen der cnr-, czc- und chr-Determinate fast nicht verwendet wird. (Peitzsch, 1999
Grofe, 1998 Liesegang, 1994. Daher kann nicht wie bel Grofe (1998 fir czcN bzw. bei
Peitzsch (1999 fir chrD ein anderes Startkodon angenommen werden. Der G+C-Gehalt des
cnrT-Genes betragt 61 % und damit etwas unterhalb des von Taghavi et al. (1997) bestimmten
G+C-Durchschnittsgehaltes (67 %) fRirmetalliduransCH34-Gene.

Die postulierte Ribosomenbindestelle von cnrT TTgesdGATT (Eintrag AJ276513, EMBL-
Datenbank) weicht von der E. coli-Konsensus-Sequenz AGGAGG (Shine und Dalgarno,
1974 Gold et al., 1989 ab undist daher wahrscheinlich nicht optimal. Ahnlich schwade
Ribosomenbindestellen kdnren auch bel anderen Genen der cnr-Determinante beobadtet
werden, GG vor cnrX und cnrH bzw. GA vor cnrC. Diese nicht optimale
Ribosomenbindestelle in Verbindurg mit der fehlenden trandationalen Koppung mit cnrA,
sowie die Nutzung des sltenen TTA-Kodors (Leucin) sprechen dafiir, dassdas CnrT-Protein
schwach exprimiert wird.

Die Haanadel struktur 91ofCTTT GCC-N1-GGCAAA G zwischen cnrT und der stromabwaérts
in Gegenrichtung kodierten, puativen Transpose, markiert wahrscheinlich das 3'-Ende der
cnr-Determinante. Moglicherweise ist dieser Loop in de Termination der cnrCBAT-
Transkription involviert. Er besitzt eine freie Energie von -11.4 kimol. Damit und aufgrund
fehlender ausgepragter AT-reicher flankierender Sequenzen kommt diese Sekundarstruktur
jedoch nicht als Rho-unabhangiger Terminator (Rosenberg und Court, 1979) in Frage.
Der KodonGebrauch der C-terminalen 309 Aminosduren der potentiellen Transposase
stromabwarts von cnrT weicht leicht von der KodontNutzung der cnr-Gene &. Zwar werden
in der Regel ebenfall s die Kodors bevorzugt, die an dritter Stelle én G oder C aufweisen, es
kommen aber auch de seltenen Kodors, ATA (Isoleucin) 1 mal, ACA (Threonin) 3 mal,
CAA (Glutamin) 6 ma bzw. AAA (Lysin) 2 mal, vor. Nur fir die Kodierung von Cystein
wird ebenfalls ausschliefdlich das TGC-Kodon \erwendet. Der G+C-Gehalt dieses Tells der
putativen Transposase betragt wie bel cnrT 61 %. Eine andere Transposase, die ebenfalls auf
pMOL28 kodert wird, besitzt einen G+C-Gehalt von 64.5% (Dong et al., 1992. Damit
liegen dese neuen Gene ebenso wie die der Durchschnitt der chr- bzw. cnr-Determinante
(64.5 % bzw. 64 %) geringflgig unterhalb des R. metalli durans (Alcaligenes eutrophts)
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4. Diskussion

CH34- Durchschnittswertes von 67% G+C (Taghavi et al., 1997. Mdglicherweise ist dieser
etwas erniedrigte G+C-Gehalt im Vergleich zum Durchschnittswert fur die auf Megaplasmid
pMOL28 koderten Gene typisch. Dieser zweite ORF auf dem 1.6 kb Pstl-Xhol-Fragment
weist die hichste Ahnlichkeit (55 %) mit der Transposase vom IS-Element 1S1071 in
Transposon TN5271 aus Alcaligenes sp. BR60 (Nakatsu et al., 199) auf, sowie zu den
Transposasen (jewell s 55 %) aus Pseudamonas putida UCC22(pTDN1) (Fukomori und Saint,
1997) bzw P. pavonis(Poelarendst al, 1999).

Es kann also mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegeangen werden, dasshier das Ende
der cnr-Determinante areicht ist. Ein ,cnrN“-Gen kann zwar nicht ausgeschlossen werden.
Wenn es dennach existiert, muss es aber an einer anderen Stelle aif dem Megaplasmid
pMOL28 lokalisiert sein. Redistischer ist aber, dassdieses Gen nicht existiert, denn de , N*-
Gene in czc bzw. ncc befinden sich auf den Megaplasmiden in réaumlicher Nahe zu den
anderen Genen der Determinante.

4.6. Ausblick

Die wichtigste, nach zu kérende Frage ist, ob undan welcher Stelle CnrY von CnrX
gespalten wird. Dazu muss das Spaltprodukt im weiteren noch ansequenziert werden.
Begonrene Experimente, den Einflusses der Kombinationen verschiedener Metall-Kationen
auf die Expresson voncnr oder auf die Bindurg an CnrX zu urtersuchen, sollten fortgefihrt
werden, um die Regulation desr- (und auch deszc)-Systems weiter zu charakterisieren.
Der DNA-Bereich stromabwaérts von cnrA sollte genauer charakterisiert werden. Vor alem
mussgeklart werden, ob ar offene Leserahmen voncenrT fir ein Protein kodert. Dafir sollte
cnrT im metall sensitiven R. metalli durans-Stamm AE104 exprimiert werden und getestet
werden, obes zur Erhéhurg der Minimalen Inhibitor Konzentration gegen Ni®* oder andere
Metallionen kommt Das cnrT-Gen konrte auf¥erdem im Wildtyp in Frame deletiert und de
phanotypischen Effekte analysiert werden.

RNA-Experimente sollten kidren, obcnrT einen eigenen, urebhéngigen Promotor besitzt oder
ob nu ein gemeinsames Transkript cnrCBAT initiiert wird. Wenn cnrT einen eigenen
Promotor besitzt konrte én ®(cnrT-lacZ)-Reporter konstruiert werden, um zu urtersuchen,
unter welchen Bedingungen CnrT exprimiert wird. Um das 3'- Ende der cnr-Determinante zu
ermitteln, sollten RT-PCR-Analysen zeigen, dasskein gemeinsames Transkript zwischen dem
Bereich vorcnrT und dem Transposase-Gen existiert.

Mit den Erfahrungen, de in der Arbeitsgruppe hinsichtlich Protein-Reinigung zur Verfligung
stehen, sollte versucht werden, CnrT zu Uberexprimieren und zu reinigen. Es konrte dann
nach Rekonstitution in Proteoliposomen seine Funktion as Transporter fiir Ni®* iberpriift
werden. Parale dazu koénrie mittels Atom-Absorptions-Spektroskopie getestet werden, ob
und wieviele Nf*-lonen von CnrT gebunden werden.



5. Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Die cnr-Determinante von Ralstonia metallidurans CH34, de af dem Megaplasmid
pMOL28 lokalisiert ist, vermittelt dem Bakterium Resistenz gegeniiber den Schwermetallen
Cobalt und Nickel durch einen aktiven Efflux dieser Kationen. Der Kationen-Effluxkomplex
wird duch de Strukturgene cnrC, cnrB und cnrA kodert. Die Regulation der cnr-
Determinante afolgt durch eine Anti-Sigma-Faktor Komplex, der aus den Proteinen CnrY
und CnrX gebildet wird und ém (ECF) Extracytoplasmic Function Sigma-Faktor CnrH. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der cnr-Determinante auf molekularem und
physiologischem Niveau urtersucht, die drel Regulatoren CnrY, CnrX und CnrH
charakterisiert und der DNA-Bereich stromabwaérts von cnr sequenziert. Desweiteren wurde
untersucht, inwieweit verschiedene Proteine der Schwermetall resistenzsysteme cnr, czc und
ncc in ihrer Funktion austauschbar sind.

1. Die Transkriptionsdartpunkte der cnr-Transkripte konrten mittels Primer Extension
identifiziert werden. Daraus wurden korservierte Promotor-Sequenzen fur cnrYp und
cnrCp abgeleitet. Die Aktivitét der Promotoren wurde mittels ®(cnrYp-lacZ)- bzw.
®(cnrCp-lacZ)-Reporter-Fusionen  urtersucht. Es konrnte gezeigt werden, dass der
Promotor cnrCp wichtig ist, da die Integration einer Q-Kassette zwischen cnrH undcnrC
nicht zum Verlust der Induzierbarkeit fihrte.

2. Die Expresson von cnrCBA wurde in einer ®(cnrCBA-lacZ)-Operon-Fusion urter dem
Einflussverschiedener Konzentrationen vonNiCl,, CoCl,, ZnCl, oder Chromat untersucht.
Es konrte gezeigt werden, dass Nickel (Ni%) der beste und Cobalt (Co*") ein schwacher
Induktor des cnr-Systems ist. Andere Metalle indwzieren de ®(cnrCBA-lacZ)-Operon
Fusion richt spezifisch. Es wurde nachgewiesen, dassdie cnr-vermittelte Cobalt-Resistenz
durch unzureichende &sinduktion limitiert wird.

3. Die Regulatorgenregion cnrYXH wurde deletiert. Dies fuhrt zum fast volligen Verlust der
Cobalt-Nickel-Resistenz, sowie der Indwzierbarkeit durch Nickel. Die Deletion ist aber in
trans komplementierbar. In Komplementationsgudien im cnrYXH-Deletionsgamm konrte
gezeigt werden, dbss fur ene indwierbare Nickel-Resistenzausprégung ale drei
Regulatoren CnrY, CnrX und CnrH hinreichend und nowendig sind. CnrY (cnrY) ist um
eine Aminosaure R (GCG) kurzer als veroffenlicht.
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5. Zusammenfassung

. Es wurde ane kongtitutive cnr-Mutante konstruiert. Diese Mutante ist in trans durch
cnrYXH undteilweise durch cnrY komplementierbar, nicht aber durch cnrX, cnrYX, cnrH,
cnrYH oder cnrXH. Der konstitutive Phanotyp wird duch eine Frame-Shift-Mutation in
cnrY verursacht.

. Die Regulatoren NccY +X+H aus Achromobacter xylosoxydans 31A konren de Funktion
von CnrY+X+H in der cnrYXH-Deletionsmutante nicht komplementieren. Desweiteren
verhindert NccH im cnr-Wildtyp de nickelabhéngige Indukion, vermutlich duch
Blockierung des Promotors cnrCp. Doch kdnren NccY+X die Funktion von CnrY +X
teilweise asetzen. Der Regulator NccN hat keinen Einfluss auf die Expresson der cnr-
Determinante.

. Durch PhoA-Fusionen konrte nadhgewiesen werden, dass sch de Carboxy-terminalen
Enden von CnrY und CnrX im Periplasma befinden. Weiterhin konrte mittels des Yeast-
Two-Hybrid-Systems gezeigt werden, dass CnrY und dnmXvo interagieren.

. Die Regulatorproteine CnrY, CnrX und CnrH konrten heterolog in E. coli Uberexprimiert
und retiv gereinigt werden. Das Leader-Peptid von CnrX fungiert als Membran-Anker an
der Cytoplasmamembran. CnrY verfigt Uber einen Membrandurchgang. Dies wirkt bel der
Uberexpresson in E. coli toxisch auf die Zellen. Deshab wurde e as losliches
AsgE/AsgR-Mutanten-Protein gereinigt.

. Es konrte durch in vitro Transkription gezeigt werden, dass CnrH as Sigma-Faktor die
Transkription von deenr-PromotorercnrYp undenrCp initiieren kann.

. Gerichtete Mutationen EsQ/EsQ, Ri2T/Ki3T, Cs5:S5/Cs,S in CnrY bednflusen seine
Interaktion mit CnrH nur wenig.

10. Gerichtete Mutationen E4oD, E4Q, Ez4D, E34Q in CnrX bednflusen seine Funktion nu

wenig. Damit war bewiesen, dass das HEXXH-Motiv in CnrX nicht fur die Funktion as
katalytisches Zentrum einer Zn**-Metall oprotease notwendig ist. Durch Atom-Absoptions-
Spektroskopie konrte bestimmt werden, dasspro Molekill CnrX drei Atome Ni%* gebunden
werden.

11.Es gibt erste Ergebnisse, die darauf hinweisen, dasses sch bei CnrX um eine Protesse

handelt. Dadurch wird wahrscheinlich CnrY Ni?*-abhéngig von CnrX proteolytisch
gespalten.



5. Zusammenfassung

12. Stromabwarts von cnrA wurde én 1.6 kb Pstl/Xhol-DNA-Fragment sequenziert. Es
konnen zwei offene Leserahmen identifiziert werden: Erstens fur ein pdentielles
Membranprotein, genannt CnrT (351 ag), kodert in gleicher Transkriptionsrichtung wie
cnrCBA, zweitens weiter stromabwarts fir eine Transposase, in Gegenrichtung kodiert.

13.Die Deletion vonenrC, cnrB bzw. cnrCB fiihrt zur Verringerung der Co?*/Ni%*-Resistenz.
Dieser Effekt ist in trans durch cnrC, cnrB bzw. cnrCB komplemetierbar. Weniger gut
komplementierbar sind de Mutanten durch czcC, B, CB bzw. nccC, B, CB. Dabel kommt
es nicht zu einer Anderung der Substratspezifitét.

14.Der Outer Membrane Factor (OMF) CzcC konrte heterolog in E. coli Gberexprimiert und
gereinigt werden. Es wurden pdyklonale Antikorper gegen CzcC gewonren. Mit ihnen
konnte gezeigt werden, dassdas CzcC-Protein in Ralstonia metallidurans prozessert und
dabei delLeader nach Aminosaure A abgespalten wird.
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