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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Regulation zelluldrer Prozesse stellt in Archaea eine Kombination eukaryotischer als
auch bakterieller Eigenschaften dar. Wéhrend die Initiation der Transkription dem
eukaryotischen RNA-Polymerase II System dhnelt, ist die Transkriptions-Regulation
vorwiegend bakteriellen Ursprungs.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen iiber die Genexpression im
Zusammenhang mit dem Aminosdure-Metabolismus wie auch mit metallabhidngigen
Prozessen in Halobacterium salinarum R1 durchgefiihrt.
Um Einblicke in regulatorische Prozesse zu erlangen, diente als globaler Ansatz auf
Transkriptionsebene die Mikroarray-Technologie. Die Gene von bestimmten DNA-
Bindeproteinen wurden deletiert und/oder iiberexprimiert, um anschlieBend das
Expressionsmuster der Deletions- bzw. Uberexpressionsstimme mit dem Parentalstamm R1
zu vergleichen. Um zu einem besseren Verstidndnis der metallabhdngigen Prozesse zu
gelangen, wurde zusétzlich das Wachstum von H. salinarum unter Eisenmangel und unter
normalen Wachstumsbedingungen verglichen.
Zur Untersuchung metallabhdngiger Prozesse wurden die DNA-Bindeproteine SirR
(,,staphylococcal iron regulator repressor”) und TroR (,transport related operon®) gewéhlt.
Anhand eines Vergleichs der Deletionsmutanten AsirR bzw. AtroR mit dem Parentalstamm
R1 wurden Riickschliisse auf die Funktion des jeweiligen Proteins getroffen. Dabei wurde
festgestellt, dass SirR zusammen mit Eisen die Expression eines Fe(II)/Mn(II)-abhéngigen
ABC-Transporters reprimiert. In Ubereinstimmung damit wurde unter Eisenmangel das
Transportoperon induziert. Fiir TroR konnte ebenfalls die Repression eines Mn(Il)-
abhingigen Transportoperons beobachtet werden. AuBerdem induziert TroR die
Genexpression des metallabhéngigen Regulatorgens idr2, welches in Anwesenheit von Eisen
die Siderophorsynthese reprimiert.

Als Transkriptionsregulatoren des Aminosdure-Metabolismus wurden so genannte
Lrp (,,leucine-responsive regulatory protein‘‘)-Homologe in H. salinarum ausgewihlt, denn
sowohl in Archaea als auch in Bakterien wird das Protein Lrp in Zusammenhang mit der
Koordination des Aminosdure-Metabolismus gebracht. Zur ndheren Analyse wurden die
beiden Gene Irp und lrpA 1 herangezogen, da sich diese in direkter Nachbarschaft von Genen
befinden, welche fiir Proteine kodieren, die eine Rolle im Aminosiure-Metabolismus

spielen. Mogliche Zielgene von Lrp wurden dabei mit Hilfe von zwei unterschiedlichen
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Ansitzen identifiziert. Zum einen wurden Deletionsmutanten von lrp bzw. [rpA1 hergestellt,
zum anderen wurden die beiden Gene {iberexprimiert.

Im Zuge der Transkriptom-Analyse konnte dem DNA-Bindeprotein Lrp eine Funktion als
globaler Regulator zugewiesen werden, da dieses neben der Aktivierung der Genexpression
des Glutamin-Synthetase-Gens ginA, an der Regulation des Peptid— und Phosphattransports,
des zentralen Intermedidrmetabolismus, wie auch an der Aktivierung der Genexpression des
Regulatorgens sirR beteiligt ist. Uber die Kontrolle der Genexpression von sirR durch Lrp
besteht auflerdem ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen dem Aminosdure-
Metabolismus und der metallabhéngigen Regulation.

Im Gegensatz zu Lrp reguliert LrpA1l die Genexpression nur weniger Gene, wobei eines
davon fiir eine Aspartat-Transaminase (aspB3) kodiert. In weiteren Untersuchungen wurde
der Fokus auf die Genregulation von aspB3 gelegt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden spezifische Studien zu Protein-DNA
Interaktionen vorgenommen, wobei zuerst mit Hilfe einer RACE (,,rapid amplification of
cDNA ends“)-Analyse das 5'Ende und das 3’"Ende von Transkripten bestimmt wurde. Um
anschlieBend DNA-Bindungsstudien durchzufiihren, erfolgte eine rekombinante Expression
der beiden DNA-Bindeproteine LrpAl und TroR in Escherichia coli. Mit Hilfe eines an
halophile Bedingungen angepassten analytischen DNA-affinitdtschromatographischen
Bindungsassays konnte fiir TroR eine Mangan-abhédngige Bindung im Bereich der eigenen
Promotorsequenz gezeigt werden. Fiir LrpAl wurde eine Bindung im Bereich des /rpAI-
Promotors gezeigt, wie auch eine L-Aspartat abhingige Binding im Bereich des aspB3-
Promotors.

Eine Interaktion von L-Aspartat mit LrpAl konnte iiber eine stabilisierende Wirkung der
Aminoséure auf die Sekundérstruktur von LrpA1 mittels CD-Spektroskopie gezeigt werden.
Um genaue Einblicke in die LrpA1 und L-Aspartat abhidngige Genexpression von aspB3 zu
bekommen, wurde anhand von Northernblot-Analysen gezeigt, dass die aspB3-Transkription
in Abwesenheit von L-Aspartat induziert wurde. Dies erfolgte, wenn das Medium entweder
kein Aspartat enthielt oder dieses in der stationdren Phase metabolisiert wurde. Zugleich
konnte eine Induktion der Genexpression von [lrpAl wihrend der stationdren Phase
beobachtet werden, was sich in einem Modell veranschaulichen ldsst, in dem die

Genexpression von lrpA1 und aspB3 reziprok durch LrpA1l reguliert wird.

IX
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1 Einleitung

1.1 Einteilung der Archaea

Die phylogenetische Verwandtschaft von Organismen geht auf das Drei-Doménen System
von Carl Woese (1977) zurlick und basiert auf der vergleichenden Sequenzanalyse der
kleinen ribosomalen Untereinheit (16S rRNA). Dabei wurde den Archaeabakterien
phylogenetisch eine eigene Doméne zugeordnet, welche von da an als Archaea bezeichnet
wird und neben den Bacteria und Eukarya die dritte Doméne des Lebens darstellt (Abb. 1).
Archaea leitet sich aus dem Griechischen von dem Wort archaios (apyaioc) ab und bedeutet
Hurspriinglich®. Archaeen dhneln in zentralen molekularen Prozessen, wie der Replikation,
Transkription und Translation, den FEukaryoten. Auflerdem besitzen sie typische
Eigenschaften von Bakterien, wie z.B. das Fehlen des Zellkerns, ein zirkulires DNA

Molekiil und die Fortbewegung mit Hilfe von Geif3eln.

A B

Bacteria

Abb. 1 Vorkommen von halophilen Organismen

Universeller phylogenetischer Stammbaum der drei Doménen des Lebens. Diese wurden anhand von 16S-
rRNA und 18S-rRNA Analysen in Bakterien, Archaea und Eukaryoten eingeteilt (modifiziert nach (Allers und
Mevarech, 2005). Innerhalb der Archaea sind die Stimme Euryarchaeota (1.), die Crenarchaeota (2.), die
Nanoarchaeota (3.) und die Korarchaeota (4.) dargestellt. Die Euryarchaeota werden in weitere Klassen
unterteilt, darunter die Halobacteria. Diese enthalten das Genus Halobacterium mit der Spezies Halobacterium
salinarum (Elektronenmikroskopische Aufnahme (www.biochem.mpg.de/oesterhelt/)) (A).
Salzgewinnungsanlage als natiirlicher Lebensraum halophiler pigmentierter Organismen. Die deutliche
Rotfarbung wird durch Lycopin und Bacterioruberine hervorgerufen (Utah, USA) (B).

Archaea werden weiter in die vorwiegend thermophilen Crenarchaeota und die
Euryarchaeota (Woese et al., 1990), welche sich aus den Methanogenen, den Thermophilen
und den Halophilen zusammensetzen, eingeteilt. Aufgrund der Sequenzierung der
16S-rRNA wurde noch ein weiterer Stamm, jener der Korarchaeota, identifiziert (Barns et

al., 1996). Diese leben in hochtemperaten, hydrothermalen Lebensrdumen. Bis jetzt ist es
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noch nicht gelungen, eines der Isolate zu kultivieren. Die jiingste Entdeckung war jene der
Nanoarchaeota, deren Zuordnung noch nicht eindeutig geklért ist (Allers und Mevarech,
2005). Ihr bisher einziger Vertreter Nanoarchaeum equitans wéchst symbiotisch auf der

Oberflache von Ignicoccus (Huber et al., 2002).

Viele Archaea werden aufgrund ihrer Fihigkeit, extreme Lebensrdume zu besiedeln, als
extremophil bezeichnet. Beispiele fiir solche extremen Bedingungen sind hohe
Salzkonzentrationen (Halophile), hohe Driicke (Barophile), niedrige bzw. hohe pH-Werte
(Azidophile bzw. Alkaliphile) und niedrige bzw. hohe Temperaturen (Psychrophile bzw.
Hyperthermophile).

1.2 Halophilie

Halophile bzw. Salz liebende Organismen sind in allen drei Doménen des Lebens vertreten.
Sie kommen in Umgebungen vor, deren Salzkonzentration sich nahe der Sattigung befindet,
wie z.B. in thalossohalinen (griechisch: thalassa (®dhacca) = Meer) Gewdssern,
terrestrischen Salzseen oder anderen hypersalinen Lebensrdumen. Diese sind meist durch die
Verdunstung von Meerwasser entstanden. Die typische Rotfarbung zeigt das Vorhandensein
pigmentierter Mikroorganismen, wie Halobakterien, die ihre rote Farbe durch langkettige
Carotinoide (Lycopin) und Bacterioruberine erhalten, und der B-karotinreichen Griinalge
Dunaliella (Javor, 1989; Oren, 1994) (Abb. 1B). Zusitzlich kommen halophile oder
halotolerante Mikroorganismen in salzhaltigen Lebensmitteln vor. Eukaryotische Vertreter
der Halophilen gehoren ausschlielich zu der photosynthetisch aktiven Griinalgengattung
Dunaliella. Bei den Prokaryoten kommen sie in verschiedenen Untergruppen gemeinsam mit
nicht halophilen Vertretern vor (Oren, 2002). Innerhalb der Archaea sind die halophilen
Vertreter in der Familie der Halobacteriaceae anzutreffen, darunter die Spezies
Halobacterium salinarum. Zwei unabhidngige Halobacterium Genome, ndmlich die der
Staimme H. salinarum NRC-1 (Ng et al., 2000) und H. salinarum R1 (Pfeiffer et al., 2008b)
liegen vollstindig sequenziert vor. Genom-, Transkriptom- und Proteomdaten fiir
H. salinarum R1 sind aus der Datenbank Halolex abrufbar (Pfeiffer er al., 2008a). Das
Genom von H. salinarum R1 besteht aus einem Chromosom (2 Mbp) und vier
Megaplasmiden. Der Organismus weist einen hohen GC-Gehalt von 68 % auf und kodiert

entsprechend der aktuellen Annotation 2754 Proteine.
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H. salinarum wéchst bei einer minimalen Salzkonzentration von 1.5 M und besitzt ein
Wachstumsoptimum zwischen 3.5 und 4.5 M NaCl. Dariiber hinaus kénnen die Zellen in
einer gesittigten Salzlosung bis zu 5.2 M wachsen (Grant, 1989). H. salinarum ist bekannt
fiir seine Retinal-Pigmente, wie Bacteriorhodopsin, Halorhodopsin und sensorische

Rhodopsine.

Ein markantes Merkmal zur Einteilung der halophilen Archaea sind der Aufbau der
Zellwand, wie auch die Lipidzusammensetzung der Cytoplasmamembran. Es ist auffillig,
dass Polyisoprenoidketten archaealer Lipide mit Glycerin verethert und nicht wie bei

Bakterien oder Eukaryonten verestert sind (Sehgal et al., 1962).

Proteom Analysen von H. salinarum NRC-1 zeigten, dass halophile cytoplasmatische
Proteine extrem sauer sind. Dabei sind die sauren Aminosduren hauptsdchlich an der
Oberfliche exponiert (Kennedy et al., 2001), was zu einer stark negativen Ladung der
Proteine fiihrt. Saure Aminosduren bilden eine stirkere Hydrathiille aus als andere
Aminosduren. Dadurch konnen sie die Anordnung hydratisierter Salzionen auf der
Proteinoberfliche koordinieren (Dennis und Shimmin, 1997). Dies stimmt damit {iberein,
dass die meisten halophilen Proteine unterhalb einer Salzkonzentration von 1-2 M

denaturieren (Eisenberg et al., 1992).

Unterschiede der Salzkonzentration von Umgebung und Zellinneren, zwingen halophile
Organismen zu einer Anpassung an die hohe Salzkonzentration innerhalb der Zelle. Dabei
gibt es zwei mogliche Strategien, den osmotischen Stress zu bewiltigen. Vertreter der
Halobakterien (Archaea) und eine Gruppe anaerober halophiler Bakterien iiberwinden eine
hohe extrazelluldre Salzkonzentration mit Hilfe der ,,salt-in* Strategie (Dennis und Shimmin,
1997). Dabei werden groe Mengen an K'- und Cl™-Ionen in das Cytoplasma gepumpt, so
dass die intrazelluldre Kaliumchlorid-Konzentration ansteigt. Im Gegenzug werden
Na'-Tonen aus der Zelle ausgeschleust. In Halobakterien entsteht durch einen Na'/H'-
Antiporter ein Na'-Konzentrationsgradient iiber die Cytoplasmamembran. Die erforderliche
Energie, um Na' aus der Zelle zu pumpen wird durch einen elektrochemischen
Protonengradienten (,,proton motive force™) iiber die Cytoplasmamembran ermdglicht. Der
elektrochemische Protonengradient wird entweder durch den Elektronentransport wihrend
der Atmungskette oder durch die lichtabhingige Protonenpumpe Bacteriorhodopsin
aufgebaut (Oesterhelt und Stoeckenius, 1973). K'-Ionen stromen als Antwort auf das

Membranpotential mit Hilfe eines Uniporters passiv in die Zelle (Wagner et al., 1978). CI'-
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Ionen werden im Zellinneren entweder iiber einen Na'/CI-Symport (Rao und Argos, 1981)

oder durch den lichtabhéngigen Cl-Transporter Halorhodopsin akkumuliert.

Eine weitere Moglichkeit von Mikroorganismen, sich an hohe Salzkonzentrationen
anzupassen, ist die Aufnahme kleiner organischer Verbindungen, wie Kohlenhydraten,
Aminosduren, Polyolen, Betainen, Ectoinen, so genannten kompatiblen Soluten im
Cytoplasma (,,compatible-solute* Strategie). Die Bezeichnung kompatible Solute beschreibt
ihre Eigenschaft, dass sie auch bei hohen Konzentrationen nicht mit dem Zellstoffwechsel
interferieren (Brown, 1990). Sie sind unter physiologischen Bedingungen polare, stark
wasserlosliche ungeladene oder zwitterionische Molekiile. Bei Bedarf konnen sie von der
Umgebung aufgenommen werden, oder sie werden neu synthetisiert, wobei die Synthese

unter hohem Energieaufwand geschieht (Oren, 1999).

1.3 Transkription

1.3.1 Transkriptionsinitiation in Archaea, Eukarya und in Bacteria

Die basale Transkription in Archaea zeigt Homologie zum eukaryotischen RNA-Polymerase
I Apparat (Langer et al., 1995; Thomm, 1996; Soppa, 1999; Bell et al., 2001b). Archaeale
Promotorsequenzen, wie auch die RNA-Polymerase (RNAP), das TATA-Bindeprotein
(TBP), und der Transkriptionsfaktor IIB (TFB) sind strukturelle wie auch funktionelle
Homologe eukaryotischer Proteine (Thomm, 1996; Reeve et al., 1997). Der erste Schritt der

Transkriptionsinitiation ist die Ausbildung eines Pré-Initiationskomplexes (PIC).

1.3.1.1 Assemblierung des archaealen Pri-Initationskomplexes

Zur Initiation der archaealen Transkription sind RNAP und die beiden
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB erforderlich. Dabei bindet TBP an eine T/A-reiche,
TATA-dhnliche Promotorsequenz, welche sich an der Position -25 bis -30 relativ zum
Transkriptionsstart (+1) befindet. AnschlieBend stabilisiert TFB durch Interaktion mit TBP
den TBP-DNA Komplex und geht sequenzspezifischen Kontakt mit einer purinreichen
Sequenz, dem BRE-Element (,,TFB-responsive element®) ein, welches sich bei -34
stromaufwirts befindet. Zusétzlich interagiert TFB mit der RNA-Polymerase, um einen Pré-
Initiationskomplex zu formen (Bell und Jackson, 2000b; Magill et al., 2001) (Abb. 2). Zwei

weitere Transkriptionsfaktoren sind der Transkriptionsfaktor E (TFE), ein Homolog der o-
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Untereinheit des eukaryotischen  Transkriptionsfaktors E  (TFIIEa) und der
Transkriptionsfaktor S (TFS) ein Homolog des eukaryotischen TFIIS. Wihrend der
archaeale TFE die Transkription bestimmter Promotoren stimuliert und somit die Bindung
von TFB an die TATA-Box zusétzlich fordert (Bell et al., 2001a; Hanzelka et al., 2001),
spielt TFS bei der Elongation der Transkription eine Rolle (Hausner et al., 2000).

1.3.1.2 Assemblierung des eukaryotischen Pri-Initationskomplexes

Der eukaryotische Pri-Initiationskomplex (PIC) hat eine komplexere Struktur, als jener der
Archaea (Abb. 2). Die eukaryotische RNA-Polymerase II katalysiert die Bildung der pra-
mRNA, snoRNAs (,,small nucleolar RNAs*) und die von einigen snRNAs (,,small nuclear
RNAs*“). Die Bildung des eukaryotischen PIC erfolgt durch die Interaktion einiger
allgemeinen Transkriptionsfaktoren beginnend mit dem Transkriptionsfaktor IID (TFIID),
bestehend aus dem TATA Bindeprotein (TBP) und den TBP assoziierten Faktoren, den so
genannten TAFs. Die Bindung von TBP bewirkt eine Krimmung der DNA und eine
anschliefende Anlagerung des kompletten TFIID Komplexes, welcher den DNA Abschnitt
von -45 bis -10 schiitzt. TFIIA und TFIIB stabilisieren die Bindung von TFIID. TFIIF
bewirkt die Rekrutierung der RNA-Polymerase II zum Promotor. Weitere Transkriptions-
faktoren sind TFIIE und TFIIH, welcher als DNA Helikase die DNA entwindet und in seiner
Kinasefunktion die RNA-Polymerase II phosphoryliert, um somit die Elongation einzuleiten.
Die RNA-Polymerase ist in ihrer elongierten Form von Transkriptionsfaktoren geldst.
Zusitzlich haben Eukaryoten ,Enhancer und UAS (,,upstream activating sequence®)

Elemente, die eine Verstirkung der Transkriptionsrate an bestimmten Promotoren bewirken.

1.3.1.3 Assemblierung des bakteriellen Pria-Initationskomplexes

In Bakterien besteht das RNA-Polymerase Core-Enzym aus 5 Untereinheiten (0B ®). Die
Transkriptionsinitiation hingegen erfolgt durch das Holoenzym, welches einen zusitzlichen
Sigma (o)-Faktor enthilt (0B ®o). Der o-Faktor gewihrleistet, dass die bakterielle RNA-
Polymerase nur an Promotoren und nicht an andere Stellen der DNA stabil bindet.
Bakterielle Promotorsequenzen befinden sich an der Position -35 und -10 stromaufwirts
vom Transkriptionsstart (Abb. 2). Die Core-RNA-Polymerase kann mit verschiedenen o-
Faktoren interagieren und gewdhrleistet somit die Transkription an unterschiedlichen
Promotoren. Nach einer RNA-Synthese von ca. 8 Basen erfolgt die Freisetzung des o-

Faktors und das Core-Enzym setzt die Elongation der Transkription fort.
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Abb. 2 Der Pra-Initiationskomplex (PIC) in Archaea, Eukaryoten und Bakterien

Der Promotor besteht in Archaea aus dem Initiator-Element (INR), der TATA-Box und dem BRE (,,TFB-
responsive element”) Element. In Eukaryoten kommt zusétzlich das DPE (,,downstream promoter element")
Element hinzu. In Bakterien tragen die Konsensussequenzen an Position -10 und -35 zur Promotorerkennung
bei. Details siehe Text.

1.3.2 Archaeale Promotoren

Wie bereits erwéhnt, stellt der archaeale Pri-Initiationskomplex (PIC) eine vereinfachte
Version des eukaryotischen PIC dar. Anhand zahlreicher Mutationsanalysen konnte fiir
archaeale Promotor Core Elemente ebenfalls eine Ahnlichkeit zu den Eukaryoten gezeigt
werden. Die Region -30 stromaufwirts relativ zum Transkriptionsstart (+1), die so genannte
TATA-Box, wie auch das Initiator-Element (INR), welches sich im Bereich des
Transkriptionsstart befindet, erwiesen sich als essentielle Elemente der archaealen
Transkriptionsinitiation (Reiter et al., 1990). Die TATA-Box weist eine Lange von 4 bis 5
Nukleotiden auf (Brenneis et al., 2007) und zentriert sich um die Position -26/-27, mit einer
Flexibilitit von +1 bis 2 Nukleotiden (Soppa, 1999). Zusitzlich wurde ein weiterer

essentieller Faktor, das ,,TFB-responsive element“ (BRE)-Element, welches aus einer 6 bp
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langen purinreichen Sequenz um die Position -34 besteht, bestimmt (Lagrange et al., 1998;
Bell et al., 1999). Das BRE-Element ist verantwortlich flir die Starke eines Promotors, und
garantiert auBerdem, dass die Transkription unidirektional verlduft (Bell et al., 1999;
Littlefield et al., 1999). Ein weiteres Promotormotiv ist entweder ein A oder T an der
Position -10 und -11 relativ zum Transkriptionsstart. Mogliche Proteine, die an dieser Stelle
binden, konnten TFB und die RNA-Polymerase sein (Brenneis ef al., 2007). Die Existenz
eines archaealen DPE Elements konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 2). Innerhalb der
Archaea zeigte sich eine Abweichung der Konsensussequenzen von TATA-Box, BRE- und
INR-Elementen (Soppa, 1999), was wiederum eine Variabilitdt der Interaktionen der an sich
konservierten archaealen TBPs bedeutet. In einigen Fillen konnte keine eindeutige TATA-
Box identifiziert werden. Hierbei handelt es sich meist um Promotoren, die einer starken
Transkriptionsregulation unterliegen. Dabei sei der Bacteriorhodopsin (bop) Promotor als
Beispiel erwdhnt (Abb. 3) (Dunn et al., 1981). Eine mogliche Rekrutierung der RNA-
Polymerase konnte an dem als neu identifizierten Motiv an der der Position -11/-10 erfolgen

(Brenneis et al., 2007).

=50 -40 =30 =20 —aby
CATACTGATTGGGTCGTAGAGTTACACACATATCCTC GTE‘:‘GTACTGTTE

Abb. 3 bop-Promotor
An der Position -11/-10 befindet sich das Core-Promotorelement. Der Transkriptionsstart ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet, das Startcodon ist unterstrichen.

1.3.3 Transkriptionstermination in Archaea, Eukaryoten und in
Bakterien

1.3.3.1 Termination der Transkription in Bakterien

In Bakterien werden zwei verschiedene Arten der Termination unterschieden. Die Rho-
unabhéngige und die Rho-abhéngige Termination. Die Rho-unabhingige Termination wird
durch das Ende von Transkriptionsabschnitten im Bakteriengenom bestimmt. Dabei folgt
einer GC-reichen Sequenz ein Block von Adenin-Resten, was im Zuge der Transkription zu
einer Ausbildung von Haarnadelstrukturen in der neu synthetisierten mRNA fiihrt. Dies
konnte eine Konformationsdnderung der RNA-Polymerase bewirken, sodass der ternére
Komplex aus RNA-Polymerase, DNA und RNA auseinander fdllt. Bei der Rho-abhidngigen
Termination in Bakterien bindet das Rho-Protein an die gebildete RNA im Bereich des

Terminators. Dabei fungiert das Rho-Protein als Helikase und sorgt fiir eine Ablosung der
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RNA aus dem terndren Komplex. In Escherichia coli konnten so genannte Nus (,,N
utilization substance®) -Faktoren identifiziert werden, die eine Rho-abhéngige Termination

verstirken (Greenblatt et al., 1981).

1.3.3.2 Termination der Transkription in Eukaryoten

Die eukaryotische RNA-Polymerase bendtigt zur Termination der Transkription weitere
Proteinkomplexe, die mit der Polymerase in Wechselwirkung treten. Nachdem
Proteinkomplexe die konservierte Polyadenylierungsstelle 5'-AAUAAA-3" erkannt haben,
erfolgt 10-30 Basenpaare stromabwiérts die endonukleolytische Abspaltung des primédren
Transkripts. AnschlieBend werden durch die Poly(A)Polymerase ca. 200 Adenine an das
3" Ende angefiigt. Die Addition eines so genannten Poly-A-Schwanzes wird als
Polyadenylierung bezeichnet. Poly-A-Schwinze bewirken eine Erhéhung der mRNA
Stabilitdt und unterstiitzen den Kernexport der mRNA.

1.3.3.3 Termination der Transkription in Archaea

Im Gegensatz zur Assemblierung des archaealen Pra-Initiationskomplexes (PIC) sind die
Mechanismen der archaealen Transkriptionstermination noch weitgehend ungeklért.
Computer-Analysen zeigten, dass im Bereich archaealer Stop-Codons keine Sequenz zur
potentiellen Ausbildung von Haarnadelstrukturen identifiziert werden konnte. Folglich ist
eine Rho-unabhingige Transkriptionstermination bei Archaea eher unwahrscheinlich
(Washio et al., 1998). Es konnten auch keine archaealen Homologe, welche einen Rho-
Faktor kodieren identifiziert werden. Archaea besitzen jedoch Homologe der bakteriellen
Terminationsfaktoren NusA und NusG, deren Funktion in Bezug auf die Termination noch
ungeklédrt ist. Eine Bestimmung der 3" Enden archaealer mRNAs zeigte, dass die
Transkriptlinge variiert. Ursachen hierfiir konnten eine Termination zu verschiedenen
Zeitpunkten sein oder aus einer unterschiedlichen Degradierung der Transkripte vom
3" Ende her resultieren (Brenneis et al., 2007). Eine Transkriptionstermination an nur 1 oder

2 Nukleotiden nach dem Stopcodon kommt selten vor.

1.3.4 Archaeale Transkripte und Translationsinitiation

In Bakterien erfordert die Initiation der Translation eine Basenpaarung des 3" Endes der 16S-
rRNA mit einer purinreichen Sequenz am 5 Ende der mRNA, der so genannten Shine-

Dalgarno (SD) Sequenz. Die eukaryotische Translationsinitiation erfolgt mit Hilfe der
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»scanning“-Methode. Dabei wandert das Ribosom vom 5" Cap ausgehend entlang der
mRNA bis es beim AUG Startcodon einrastet. Bakterielle wie auch eukaryotische
Transkripte ohne 5'UTR (,untranslated region®) ,leader“-Sequenz binden zur
Transkriptionsinitiation undissoziierte Ribosomen und die tRNA (Andreev et al., 2006);

(O'Donnell und Janssen, 2002).

In Haloarchaea konnten 3 Klassen von Transkripten identifiziert werden, an denen die
Initiation der Translation stattfindet (,,leaderless““-Transkripte (1), ,,leader*“-Transkripte mit
SD-Sequenz (2), ,,leader*“-Transkripte ohne SD-Sequenz (3)) (Brenneis et al., 2007). Die
meisten haloarchacalen mRNAs besitzen keine zusitzliche 5'-,,leader“-Sequenz (Dunn et al.,
1981). Daher nimmt man an, dass an diesen Transkripten die Translation bevorzugt initiiert
wird. Als ,leaderless* werden jene Transkripte bezeichnet, die entweder keine oder weniger
als 10 Nukleotide in ihrem 5'UTR besitzen. Nur wenige Transkripte mit mehr als 10
Nukleotiden enthalten eine SD-Sequenz (Brenneis et al., 2007). Fiir Transkripte mit einer
SD-Sequenz konnte gezeigt werden, dass Mutationen in diesem Bereich eine Verringerung
der Translationseffizienz bewirken. Wird jedoch der gesamte 5'UTR Bereich entfernt,
konnte eine Steigerung der Translationsrate beobachtet werden (Condo et al., 1999;
Sartorius-Neef und Pfeifer, 2004). Mdoglicherweise unterliegen Transkripte mit einer
5’-,leader“-Sequenz einer stirkeren Translationskontrolle. In E. coli befindet sich das
3’Ende der SD-Sequenz in einem Abstand von 5 Nukleotiden zum Translationsstart. In H.
salinarum konnte jedoch nur eine schwache Uberlappung mit dem SD-Motiv GAGGUGA
beobachtet werden (Brenneis et al., 2007). Dies ldsst vermuten, dass es einen weiteren von

der SD-Sequenz unabhéngigen Weg der Translationsinitiation gibt.

Haloarchaeale Transkripte weisen grundsétzlich einen 3’"UTR auf, deren Lange zwischen 13
und 154 Nukleotiden variieren kann. Wobei die durchschnittliche Lange von 3'UTRs 57
Nukleotiden betrdgt (Brenneis et al, 2007). Archaeale 3'UTRs sind kiirzer als in
Eukaryoten, die eine Lange von 200-500 Nukleotiden besitzen (Mazumder et al., 2003). Im
Bereich der 3'UTRs vieler Transkripte konnte ein penta-Uridin Motiv identifiziert werden,
welches zum Teil in eine mdgliche Haarnadelbildung involviert ist (Brenneis et al., 2007).
Hierbei handelt es sich jedoch weder um eine konservierte Sequenz, noch um eine
konservierte Struktur. Es sei darauf hingewiesen, dass anhand von Computer-Analysen
archaealer Genome keine Sequenzen identifiziert wurden, die auf die Ausbildung von
Haarnadelstrukturen hinweisen. Die biologische Funktion archaealer 3'UTRs wird noch
nicht verstanden. In H. salinarum hat der 3'UTR Bereich keinen besonderen Einfluss auf

Transkriptstabilitit (Brenneis ef al., 2007).
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1.4 Regulation der Transkription

Wihrend der basale Transkriptionsapparat aus eukaryotischen Elementen besteht, ist die
Regulation der Transkription vorwiegend bakteriellen Ursprungs, mit Ausnahme des
halobakteriellen Aktivators GvpE (,,gas vesicle protein®) (Kruger et al, 1998). Die
Transkription wird entweder durch positive oder negative Regulatoren gesteuert (Abb. 4).
Negative Regulatoren iiben ihre Funktion dhnlich bakterieller Repressoren aus. Sie binden an
DNA Bereiche, die mit dem Promotor iiberlappen und verdecken somit die TATA-Box oder
das BRE-Element, was eine Transkriptionsinitiation verhindert (Abb. 4A), oder blockieren
durch ihre Bindung um den Bereich des Transkriptionsstarts die Rekrutierung der RNA-
Polymerase (Abb. 4B). Positive Regulatoren der Transkription erleichtern eine Bildung des
PIC, indem sie eine Bindung von TBP oder der RNA-Polymerase ermoglichen (Abb. 4C).
Die Regulation der Transkription sei anhand zweier Gruppen von Regulatoren beschrieben.
Zum einen handelt es sich um die Lrp-Familie von Regulatoren und zum anderen werden die

metallabhdngigen Regulatoren der Transkription beschrieben.

A B

Rapresso:; Repre

TB\ RNA-Pol.
TFB '

c RNA-Pol.
TBI .
NI BRE /" TATA R NZAZNANNIN\
TFB Aktivator '

Abb. 4 Regulation der Transkription

Negative Regulatoren der archaealen Transkription binden im Promotorbereich, was eine Assemblierung des
Pra-Initiationskomplexes (PIC) unmoglich macht (A). Alternativ kdnnen sie im Bereich des
Transkriptionsstarts binden und verhindern somit eine erfolgreiche Rekrutierung der RNA-Polymerase (B).
Positive Regulatoren der Transkription: Bindung eines Aktivators im Bereich des Promotors (C).
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1.4.1 Lrp-Familie von Regulatoren

Eine Gruppe bakterieller Regulatoren, welche in fast allen archaealen Genomen vorkommen
gehort zur Lrp (,,leucine-responsive regulatory protein®)/AsnC (,,asparagine synthase C*)
Familie von Regulatoren. Lrp in Escherichia coli ist das am meisten untersuchte Mitglied
der Lrp-Familie in gram-positiven und gram-negativen Bakterien (Calvo und Matthews,
1994; Newman und Lin, 1995) und kontrolliert die Expression von bis zu 75 Zielgenen. Als
Antwort auf Umwelteinfliisse oder auf Anderungen des Nihrstoffgehalts ist Lrp als globaler
Transkriptionsregulator in der Lage den zelluldren Metabolismus zu koordinieren (Tani et
al., 2002). Dabei wird die Transkription der Zielgene entweder reprimiert oder aktiviert,
wobei diese Effekte zusitzlich durch Leucin moduliert werden konnen. Viele Gene, welche
durch Lrp reguliert werden, sind am Aminosdure-Metabolismus beteiligt. Lrp reguliert auch
seine eigene Genexpression, wobei es einer negativen Autoregulation unterliegt, welche
unabhéingig von Leucin stattfindet (Wang et al, 1994). E. coli Lrp iibt seine DNA-
Bindungsfihigkeit als Homodimer aus und besteht aus zwei 18 kDa Untereinheiten. Da Lrp
in einer E. coli Zelle reichlich vorhanden ist (3000 Lrp Dimere pro Zelle), ist es
moglicherweise auch an der Nucleoid Organisation und der Packung von Chromosomen
beteiligt (D'Ari et al., 1993). Diese Annahme wird durch die Fahigkeit von Lrp unterstiitzt,
an unspezifische DNA in Abhingigkeit von der Wachstumsphase und dem
Erndhrungszustand zu binden (Chen et al., 2001; Peterson et al., 2007). Die unspezifische
DNA-Bindungsaktivitit geschieht unabhéngig von einem Effektormolekiil (Peterson et al.,
2007). In bestimmten Fillen konkurriert Lrp mit der Deoxyadenosin Methylierung (DAM)
von Promotorregionen, indem es einen Einfluss auf die Aktivitit der Transkription ausiibt

(van der Woude und Low, 1994; Weyand und Low, 2000; Hernday et al., 2004).

Untersuchungen {iiber putative Lrp/AsnC-Homologa in Archaea sind in einem
Ubersichtsartikel von (Brinkman et al., 2003) zusammengefasst und beinhalten die
Organismen Methanococcus jannaschii (Bult et al., 1996; Ouhammouch und Geiduschek,
2001; Ouhammouch et al., 2003), Sulfolobus Spezies (Charlier et al., 1997, Bell und
Jackson, 2000a; Peeters et al., 2007) und Pyrococcus Spezies (Kyrpides et al., 1996;
Brinkman et al., 2000). Es gibt jedoch wenig Information itiber mogliche Zielgene oder
Effektormolekiile archaealer Lrp-Homologa. Die meisten Untersuchungen zeigen eine
Bindung von Lrp an den eigenen Promotor (Tab. 1). Dadurch wird die Bindung basaler
Transkriptionsfaktoren, wie TBP und TFB bzw. die Rekrutierung der RNAP verhindert und
folglich findet keine Transkription statt. Beispiele hierfiir sind die Lrp/AsnC-Homologa aus
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Sulfolobus solfataricus SsLrp und Lrs14 welche an die eigene Promotorregion binden
(Napoli et al., 1999; Bell und Jackson, 2000a; Enoru-Eta et al., 2002). Ein weiteres Lrp-
Homolog LysM aus S. solfataricus reguliert die Expression des /ysWXJK Operons, welches
fiir Enzyme der Lysin Biosynthese kodiert. Eine Bindung von LysM an den /ysW-Promotor
konnte in Abwesenheit von Lysin gezeigt werden (Brinkman et al., 2002). ,,Footprint*“-
Analysen von Sa-Lrp aus Sulfolobus acidocaldarius zeigen multiple Bindestellen im Bereich
der Promotorregion von Sa-Lrp (Enoru-Eta ef al., 2000). Solch eine Promotoranordnung
konnte bereits fiir bakterielle Proteine beschrieben werden (Wang et al., 1993). Unter
bestimmten physiologischen Bedingungen stellt Leucin einen mdglichen Kofaktor fiir Sa-
Lrp dar (Enoru-Eta et al., 2000). Die beiden Lrp-Homologa Ptrl und Ptr2 aus M. jannaschii
regulieren ebenfalls ihre eigene Transkription. Zusétzlich aktiviert das intensiver untersuchte
Ptr2 die Transkription an Ferredoxin fdx- und Rubredoxin rb2-Promotoren, indem es die
Bindung von TBP ermdglicht (Ouhammouch et al., 2003). In einem zellfreien Pyrococcus
furiosus Transkriptionssystem konnte gezeigt werden, dass LrpA seine eigene Transkription
negativ autoreguliert (Brinkman et al., 2000). Dabei verhindert es die Rekrutierung der
RNA-Polymerase (Dahlke und Thomm, 2002).

Tab. 1 Archaeale Lrp-Proteine.

Bisweilen konnten folgende Lrp Proteine in Archaea identifiziert werden. Bei einigen von ihnen konnte auch
eine mogliche Autoregulation festgestellt werden. x steht fiir noch nicht bestimmt.

Lrp-Homolog Organismus Promotor [Gen] Autoregulation
FL11 Pyrococcus sp. fl11 nachgewiesen
LrpA Pyrococcus furiosus IrpA nachgewiesen
Lrs14 Sulfolobus solfataricus Irs14 nachgewiesen
LysM Sulfolobus solfataricus Lys Operon X
Sa-Lrp Sulfolobus acidocaldarius sa-lIrp nachgewiesen
Ss-Lrp Sulfolobus solfataricus ss-Irp nachgewiesen
Ss-LrpB Sulfolobus solfataricus ss-IrpB nachgewiesen
Ptr1 Methanococcus jannaschii X X
Ptr2 Methanococcus jannaschii ptr2, fdxA, rb2 nachgewiesen

Fiir einige bakterielle wie auch archaeale Lrp-dhnliche Proteine konnte die Kristallstruktur
gelost werden (Kudo ef al., 2001; Leonard et al., 2001; Koike et al., 2004; Thaw et al., 2006;
Reddy et al., 2008). Im N-terminalen Bereich befindet sich die DNA-bindende ,.helix turn
helix“ (HTH) Doméine. Der mittlere Bereich des Proteins vermittelt die Aktivierung der
Transkription und der C-terminale Bereich ist an der Dimerisierung bzw. an der Bildung
hoherer oligomerer Formen beteiligt (Platko und Calvo, 1993; Chen et al., 2001; Leonard et

al., 2001). Letztere bilden eine so genannte RAM Domine (,,regulation of amino acid
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metabolism domain®) (Ettema et al., 2002) aus, welche an der Grenzflache zwischen beiden

Dimeren in der Lage ist, ein Effektormolekiil zu binden.

1.4.2 Metallabhiingige Regulatoren der Transkription

Archaea und Bakterien reagieren auf Umwelteinfliisse mit einer Anderung der Expression
essentieller Gene. Viele pathogene Bakterien antworten direkt auf eine Eisenlimitation in
Wirtszellen mit der Expression von Virulenzfaktoren. Zwei der am besten charakterisierten
metallabhidngigen regulatorischen Proteine sind das Fur-(,,ferric uptake regulation) Protein
aus Escherichia coli (Bagg und Neilands, 1987) und das DtxR-Protein (,,diphteria toxin
regulatory protein®) aus Corynebacterium diphteriae (De Zoysa et al., 2005). Eine Bindung
von Fe?" an das metallabhingige Regulatorprotein bewirkt die Bindung des Proteins an die
Palindromsequenz im Promotorbereich und reprimiert somit die Transkription der zu
regulierenden Gene. Sinkt die Eisenkonzentration in der Zelle resultiert dies in einer
Inaktivierung der Regulatorproteine und fithrt in der Folge zu einer Expression der

Virulenzgene (z.B.: Toxine, Adhésine, Eisentransportsysteme u. a.).

Das DtxR-Homolog TroR aus Treponema pallidum, dem Erreger von Syphilis, wird in der
Literatur als metallabhdngiges Repressorprotein beschrieben, das Teil des #ro-Operons
(,,transport related operon®) ist, welches insgesamt aus sechs Genen besteht (Posey et al.,
1999). Die ersten vier Gene kodieren fiir einen putativen ABC-Transporter (troA4-D). Das
fiinfte Gen des Operons kodiert den Repressor (7oR) und das sechste die Phosphoglycerat
Mutase (gpm). Experimentelle Daten belegen, dass TroR aus 7. pallidum ausschlieBlich mit
Mn** als Kofaktor die Transkription des fro-Operons reprimiert (Posey ef al., 1999). Dabei
bindet TroR als Dimer an eine 22 bp lange Palindromsequenz im Promotorbereich des tro-
Operons. Ein weiteres DtxR-Homlog ist SirR (,,staphylococcal iron regulator repressor),
welches in Staphylococcus epidermidis identifiziert wurde. In Abhéngigkeit von Metallen
reguliert SirR dabei die Expression des sitA BC-Operons, welches fiir einen ABC-Transporter
kodiert (Hill et al., 1998).

Ein sehr gut untersuchtes DtxR Homolog in Archaea ist der Metall-abhéngige Repressor
MDRI1 (,,metal-dependent repressor®) in Archaeoglobus fulgidus. Studien zu MDRI1
erfolgten in einem zellfreien Sulfolobus Transkriptionssystem, wie auch in Archaeoglobus
Zellen (Bell et al., 1999). MdrI befindet sich stromaufwirts von 3 Genen, welche einen fiir

den Eisenimport verantwortlichen ABC-Transporter kodieren. Alle 4 Gene werden als
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polycistronische Transkriptionseinheit kotranskribiert. Zudem wurde eine
Metallabhédngigkeit der in vivo Expression von MDRI1 gezeigt. In A. fulgidus konnte fiir
MDRI eine kooperative Bindung in Anwesenheit von Metallen an 3 DNA-Operator
Sequenzen zwischen den Positionen -18 und +67 relativ zum Transkriptionsstart gezeigt
werden. In Anwesenheit divalenter Kationen reprimiert MDR1 die Transkription an seinem
eigenen Promotor, indem die Rekrutierung der RNA-Polymerase verhindert wird. MDRI1
war der erste archaeale Repressor, dessen Induktor abhingige Bindung an Operator

Sequenzen sowohl in vitro als auch in vivo demonstriert werden konnte.

14




Einleitung

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war sowohl eine Untersuchung des Aminosdure-
Metabolismus als auch eine Untersuchung metallabhéingiger Prozesse in dem halophilen
Organismus H. salinarum R1. Die Uberlegung war, den Einfluss spezieller DNA-
Bindeproteine auf die jeweiligen Prozesse zu analysieren und im Zuge dessen mogliche

Zielgene der Regulatorproteine zu identifizieren.

Zur Untersuchung des Aminosdure-Metabolismus wurden /rp und lrpAl ausgewéhlt, da
deren Nachbar-Gene fiir Proteine kodieren, welche im Aminosidure-Metabolismus eine
zentrale Rolle spielen. Um ein besseres Verstindnis flir metallabhdngige
Regulationsprozesse zu bekommen, wurde das Wachstum von H. salinarum unter
Eisenmangelbedingungen beobachtet. Aulerdem wurden Homologe der metallabhiingigen

Regulatorproteine SirR und TroR zur Analyse miteinbezogen.
Die Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte:

1) Im ersten Abschnitt wurde ein globaler Ansatz gewihlt. Mit Hilfe der Mikroarray-
Technologie sollten Anderungen des Expressionsmusters auf mRNA Ebene Riickschliisse
auf einen Effekt, verursacht durch genetische Manipulation der entsprechenden
Regulatorgene geben. Zur Analyse metallabhidngiger Prozesse wurde die in H. salinarum

erzeugte Eisenmangelsituation ebenfalls auf Transkriptomebene untersucht.

2) im zweiten Abschnitt wurden Protein-DNA Interaktionen untersucht, wobei hier
detailliert auf die Interaktionen von LrpAl bzw. TroR mit moglichen Zielsequenzen

eingegangen wurde.
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Mikroarray-Technologie

Die Mikroarray-Technologie ist ein Hochdurchsatzverfahren, mit dessen Hilfe sich viele
Fragestellungen zur Genexpression in einem Organismus untersuchen lassen. Dabei kann
entweder mit Protein- oder Nukleinsdure-Mikroarrays gearbeitet werden, letztere wurden im
Rahmen dieser Arbeit verwendet. Unter Nukleinséure-Mikroarrays versteht man im
allgemeinen Mikroarrays, auf denen DNA immobilisiert ist. Die DNA dient als Ziel fiir
Hybridisierungspartner und ermoglicht Aussagen iiber bestimmte Aspekte der

Nukleinsdureprobe, mit welcher hybridisiert wird.

Nukleinsdure-Mikroarrays lassen sich in zwei groe Untergruppen aufteilen, die sich in der
Beschaffenheit der gebundenen Nukleinsdure unterscheiden. Wihrend auf den
Oligonukleotid-Mikroarrays kurze einzelstringige DNA-Fragmente gebunden sind, sind es
bei den ,klassischen DNA- oder PCR-Mikroarrays Fragmente die zwischen 100-1000
Nukleotide (nt) lang sind.

Im vorliegenden experimentellen Ansatz wurden DNA-oder PCR-Mikroarrays
verwendet, die 98 % der kodierenden Sequenz des Genoms von H. salinarum R1 abdecken
(Belegung des Arrays sieche Abb. 5A). Die liber PCR amplifizierten 2709 DNA-Sonden mit
einer Lidnge von ca. 300 bp wurden in jeweils filinffachen Replikaten in einem
automatisierten Prozess auf einen beschichteten Objekttrager aufgetragen (hergestellt am
Max Planck Institut fiir Psychiatrie; Details siehe (Twellmeyer et al., 2007)). Durch die
multiple Aufbringung der DNA-Sonden auf dem Objekttrdager ist es moglich, statistische
Verfahren zur Auswertung der Hybridisierungsexperimente anzuwenden. Die fiinf DNA-
Sonden, die ein und dasselbe Gen représentieren, sind in direkter lokaler Nachbarschaft
zueinander auf dem Chip aufgebracht. Das kann insofern einen Nachteil darstellen, da bei
lokalen Hybridisierungsproblemen keine Aussage iiber die Expression eines Gens gemacht
werden kann. Die technisch hoher entwickelte Methode wére, die Replikate liber den ganzen

Chip zu verteilen.
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Abb. 5 Aufbau und Verlauf eines Mikroarray-Experimentes

Belegung eines DNA-Mikroarrays mit den DNA-Sonden und Kontrollen (A). Praktische Durchfiihrung eines
Mikroarray-Experiments: nach der Ernte der Zellen bei einer optischen Dichte (ODgoy) von 0.4 wurde RNA
isoliert und mit Hilfe der reversen Transkriptase in cDNA (Spug RNA/Ansatz) umgeschrieben. Im Zuge der
reversen Transkription (RT) wurden die cDNAs der beiden Kulturen mit jeweils unterschiedlichen Farbstoffen
markiert (Cy-5 (rot) und Cy-3 (griin)). AnschlieBend erfolgte die Hybridisierungsreaktion der Proben mit dem
Nukleinsdure-Mikroarray, was zu einer kompetitiven Bindung der markierten cDNAs auf dem Chip fiihrte. Die
Auswertung der Fluoreszenzdaten erfolgte mit verschiedenen Computerprogrammen (B).

Im Zuge eines Mikroarray-Experiments ldsst sich das Expressionsmuster von Genen, z.B. in
einer Deletionsmutante mit dem Parentalstamm vergleichen, oder das Expressionsmuster
von zwei verschiedenen Bedingungen (z.B. Standardbedingung vs. Eisenmangelbedingung)
(Abb. 5B). Aus zwei sich unterscheidenden Zellpopulationen (2 Konditionen: z.B.
Deletionsmutante vs. Parentalstamm; Standardbedingung vs. Eisenmangelbedingungen)
wurde RNA isoliert und anschlieBend mit Hilfe des retroviralen Enzyms reverse
Transkriptase (RT) in die stabile ¢cDNA (,,complementary*“DNA) umgeschrieben. Zur
Einleitung der reversen Transkription (RT) wurde die Gesamt-RNA mit einem Random-
Nonamer Primer markiert. Um einen Unterschied im Hybridisierungsmuster der jeweiligen
mRNA bzw. cDNA beobachten zu konnen, wurden die beiden Fluoreszenzfarbstoffe CyS5
(rot) und Cy3 (griin) eingesetzt. Im Zuge der RT wurde Cy3 in die 1. und CyS5 in die 2.
Kondition eingebaut (Experiment I, Abb. 5B). Um die Verlasslichkeit der Daten zu steigern,
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wurden die gleichen RNA-Proben genau umgekehrt markiert, d.h. die 2. Kondition mit Cy3
und die 1. Kondition mit CyS5, was als so genanntes Farbwechsel-Experiment (,,dye swap*)
bezeichnet wird (Experiment II, Abb. 5B). Das Farbwechsel-Experiment ermdoglicht,
Unterschiede in der Einbaueffizienz der Fluoreszenzfarbstoffe auszugleichen (Wu und
Dewey, 2006). Zur Steigerung der Vertrauenswiirdigkeit der Daten wurde eine weitere
unabhdngige RNA-Probe als biologisches Replikat verwendet. Insgesamt sollte ein
Mikroarray-Experiment mindestens dreimal wiederholt werden, um so einen zuverldssigeren

Datensatz zu erhalten (Bowtell, 2002).

In der folgenden Hybridisierungsreaktion konkurrieren die beiden markierten cDNAs nun
um eine Bindung auf dem Nukleinsdure-Chip. Unterschiede in den mRNAs aus beiden
Konditionen werden in einem unterschiedlichen Hybrididsierungsmuster der markierten
cDNAs wieder gefunden, erkennbar durch ein verdndertes Verhéltnis der Rot-Griin-
Fluoreszenzen fiir die entsprechenden Gen-Sonden. Rote Fluoreszenz bedeutet Induktion
eines Gens in der 1. Kondition, griin Repression (Experiment I, Abb. 5B). Ist eine mRNA fiir
beide Konditionen in gleichen Mengen vorhanden, wird gelbe Fluoreszenz beobachtet. Der

Ansatz eines Mikroarray-Experiments ist in Abb. 5B schematisch dargestellt.

Die Auswertung der Fluoreszenzdaten der einzelnen Mikroarrays erforderte verschiedene
Computerprogramme. Nach erfolgter Hybridisierung der einzelnen Proben mit den DNA-
Sonden wurden die Fluoreszenzintensititen mit einem Genepix Pro V4 gesteuerten
Laserscanner gemessen. Die einzelnen ,,Spot“-Intensitdten wurden mit Genepix Pro V6
extrahiert, wobei ein ,,Spot™ den Pixelwert einer Gen-Sonde reprisentiert. Aus den Rohdaten
wurden mit MS-Excel die relevanten Datenkolonnen selektiert, sodass eine solche Datei
neben der Gen-Identifikation die genauen Koordinaten der DNA-Sonden enthielt. Dazu
gehoren die Reihe bzw. Spalte innerhalb der Blocke und die Reihe bzw. Spalte des Blocks
selbst. AuBlerdem enthielt die Datei die ,,Spot“-Intensititen jedes einzelnen Gens. Hierzu
gehoren die DNA-Sonden- und Hintergrundwerte beider Anregungswellenlédngen (532 nm
und 635 nm). Diese Datensammlung wurde mit Rechenroutinen von Dr. G. Welzl (GSF,
Neuherberg) bearbeitet. (Hintergrundsubstraktion, log,-Transformation und Normalisierung
der Daten) (Twellmeyer et al., 2007). Am Ende der Bearbeitungsschritte stehen die

normierten Rohwerte mit bereinigtem Hintergrund.

AbschlieBend mussten die Daten zunichst in MS- Excel neu arrangiert werden, um mit Hilfe
des ,,MultipleExperimentViewer* von TIGR (Saeed et al., 2003) den Student’s t-Test

durchfiihren zu konnen. Gene mit mindestens drei von fiinf auswertbaren DNA-Sonden

19




Ergebnisse und Diskussion

Replikaten wurden zur weiteren Analyse herangezogen. Die fehlenden zwei Werte wurden

durch den Median ersetzt.

Eine Archivierung der Mikroarray-Daten erfolgte auf der MIAME (=“minimum information
about a microarray experiment®) Plattform, einem allgemeinen Standard zur Mikroarray-

Datenerhebung.

2.1.1 Deletionsmutanten Alrp, AlrpA1, AsirR und AtroR

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Gruppen von Transkriptionsregulatoren behandelt;
zum einen die Gruppe Lrp-homologer Regulatoren und zum anderen metallabhédngige

Regulatoren der Transkription.

Das Genom von H. salinarum R1 kodiert acht Lrp-Homologe. Sowohl lrpA1, als auch /rp
befinden sich direkt neben Gene, welche fiir Proteine kodieren, die eine Rolle im
Aminosdure-Metabolismus spielen. Diese wurden daher zur weiteren Charakterisierung

herangezogen.

Um den Einfluss von DNA-Bindeproteinen auf die metallabidngige Genexpression zu
untersuchen, wurden reprasentativ sirR- und troR-Homologe in H. salinarum ausgewéhlt. In
der Literatur wurde sowohl fiir SirR (Hill et al., 1998), als auch fiir TroR (Posey ef al., 1999)
gezeigt, dass sie in Abhédngigkeit von Metallen die Genexpression von ABC-Transportern

regulieren.

In einem ersten Schritt zur Untersuchung moglicher Funktionen von DNA-Bindeproteinen
erfolgte die Deletion der entsprechenden Gene /rp, lrpAl, sirR und troR, wobei ein so
genanntes Deletionskonstrukt erfolgreich in das Genom des Parentalstammes H. salinarum
R1 integriert wurde (Abb. 6A). Die Deletionsstimme konnten durch eine Kontroll-PCR
vorselektioniert werden, um anschlieBend den korrekten Genotyp der Deletionsmutanten

Alrp, AlrpAl, AsirR und AtroR mittels Southernblot zu bestédtigen (Abb. 6B).
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Abb. 6 Herstellung von Deletionsplasmiden (A) und Southernblot-Analyse (B)

Bei der Herstellung eines Deletionsplasmids wurden die flankierenden Bereiche, welche an das zu deletierende
Gen angrenzen, mittels PCR amplifiziert (,,upstream“-Fragment und ,,downstream“-Fragment), sowie die
Schnittstellen BamHI, Pstl und Xbal eingefiihrt. Nach einer Ligation der beiden Fragmente wurde das
Konstrukt reamplifiziert und in den Integrationsvektor pMKK100 kloniert, welcher durch das erste ,,cross-
over* in das Zielgen und durch das zweite ,,cross-over* in das Genom integriert wurde (A). Um den korrekten
Genotyp einer Deletionsmutante zu identifizieren, wurde ein Southernblot durchgefiihrt. Genomische DNA des
Deletionsstammes, wie auch des Parentalstammes H. salinarum R1 wurden mit dem Restriktionsenzyms Bgl//
geschnitten und auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Der Southernblot wurde mit zwei
Digoxigenin-markierten Sonden durchgefiihrt - einer Deletionssonde, bestehend aus den flankierenden
Bereichen des deletierten Gens (Deletionssonde) und einer Sonde, welche die Gensequenz (Gensonde)
enthielt. Mit der Deletionssonde erhilt man fiir den Parentalstamm ein Fragment, dessen Grofle anhand der
Restriktionsschnittstellen von Bg// bestimmt wird (Wt-Fragment). Fiir den Deletionsstamm erhélt man ein
Fragment, welches um die Grofle des deletierten Gens kleiner ist (A-Fragment). Die Gensonde lieferted im
Parentalstamm ein Signal analog der Deletionssonde (Wt-Fragment). Im Fall einer Deletionsmutante wurde
kein Signal detektiert (B).

Dazu wurde genomische DNA aus dem Parentalstamm H. salinarum R1 und PCR-positive
Deletionsstimme von Alrp, AlrpAl, AsirR und AtroR mit dem Restriktionsenzym Bgl/
geschnitten und gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 6B, Tab. 2). Das Restriktionsenzym
wurde so gewihlt, dass es weder in der Gensequenz noch in den flankierenden Bereichen
schneidet. Zur Verifizierung des korrekten Genotyps erfolgte eine Southernblot-Analyse mit

zwel Digoxygenin-markierten Sonden (Abb. 6B). Einerseits wurde eine Gensonde
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verwendet, welche die kodierende Sequenz des zu deletierenden Gens enthielt. Da der
Parentalstamm R1 das Wildtypgen (Wt-Gen) enthilt, erwartete man eine Hybridisierung der
Gensonde mit der DNA des Parentalstammes (Abb. 6B). Das hier detektierte Fragment
wurde als Wt-Fragment bezeichnet (Tab. 2). In einer Deletionsmutante hingegen lieferte die
Gensonde kein Signal, da hier das entsprechende Gen fehlte (Abb. 6B). Wird dennoch ein
Signal detektiert, wurde das Deletionsplasmid nicht in das H. salinarum Genom integriert.
Folglich handelte es sich hier nicht um den Genotyp einer Deletionsmutante. Andererseits
wurde eine Sonde mit den flankierenden Bereichen des deletierten Gens verwendet (Abb.
6B). Mit dieser so genannten Deletionssonde sollte ein entsprechend kiirzeres Fragment in
der Deletionsmutante identifiziert werden, welches als Deletionsfragment (Tab. 2)
bezeichnet wird (Abb. 6B). Im Parentalstamm wird auch hier das Wt-Fragment detektiert
(Abb. 6B, Tab. 2).

Die nachfolgenden Southernblots bestdtigten mindestens eine positive Gendeletion (Alrp,

AlrpAl, AsirR und Atro), welche in den Mikroarray-Experimenten weiter analysiert wurde.

Tab. 2 Deletionskonstrukte

Angefiihrt sind die zu deletierenden Gene und die daraus resultierenden Fragmentgrofen. Genomische DNA
der Deletionsstimme, wie auch des Parentalstammes wurden mit dem Restriktionsenzym Bgl/ geschnitten. Das
Wt-Fragment wird sowohl mit der Deletionssonde, als auch mit der Gensonde im Parentalstamm, welcher das
Wildtypgen enthélt, detektiert. Das Deletionsfragment erhélt man nach Hybridisierung mit der Deletionssonde
bei dem Genotyp einer Deletionsmutante. Das Deletionsfragment ist um die GroBe des deletierten Gens kleiner.

.. Wit- .
Gen Grofe Fragment Deletionsmutanten Deletionssfragment
[bp] bp] [bp]
Irp (OE3932F) 462 1006 Alrp 544
IpA1  (OE2621R) 426 2857 AlrpA1 2431
SirR (OE1797R) 699 2431 AsirR 1732
troR  (OE1787F) 432 845 AtroR 413

2.1.1.1 Die Deletionsmutante Alrp

Fiir den PCR-positiven 4/rp-Deletionsstamm (Abb. 7A, B, Spur 2) konnte der Genotyp Alrp
verifiziert werden, da dieser mit der Deletionssonde ein Signal in der GroBe des
Deletionsfragments lieferte und mit der Gensonde kein Signal detektierbar war (Abb. 7A, B;
Tab. 2). Bei den PCR-positiven Klonen in Spur eins und drei handelte es sich nicht um
Deletionsmutanten, da mit beiden Sonden ein Wt-Fragment nachgewiesen wurde
(Abb. 7A, B; Tab. 2). Fiir die Positivkontrolle, dem Parentalstamm (Spur 10), erfolgte mit
der Deletions- wie auch mit der Gensonde die Detektion eines Wt-Fragments (Abb. 7A, B;
Tab. 2).
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Abb. 7 Southernblot fiir die PCR-positiven Deletionsstimme Alrp

Unter der Verwendung einer Deletions- (A) wie auch einer Gensonde (B) wurden mittels Southernblot
(Verfahren siehe Abb. 6B) die PCR-positiven Alrp-Deletionsstimme (Spur 1-3) auf ihren Alrp Genotyp hin
iberpriift. Der Parentalstamm R1 (Spur 4, 5) diente als Kontrolle (A, B). Zur Abschétzung der FragmentgrofBen
befindet sich in Spur M ein GroBenstandard (A, B). Die entsprechenden FragmentgroBen sind aus der Tab. 2 zu
entnehmen und durch einen Pfeil gekennzeichnet.

2.1.1.2 Die Deletionsmutante AlrpA1

Alle neun AlrpA1-Deletionsstimme (Abb. 8A, Spur 1-9) hatten den Genotyp AlrpA1, da sie
nur mit der Deletionssonde (Abb. 8A, Tab. 2), nicht aber mit der Gensonde hybridisierten
(Abb. 8B, Tab. 2). Im Parentalstamm (Spur 10) wurde mit beiden Sonden ein Fragment
detektiert, welches das Wt-Gen enthielt (Abb. 8A, B Tab. 2).
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Abb. 8 Southernblot fiir die PCR-positiven Deletionsstimme AlrpA1

Zum Nachweis des AlrpA1-Genotyps erfolgte eine Southernblot-Analyse mit einer Deletions- (A) und einer
Gensonde (B) wie in Abb. 6B beschrieben wird. Dabei wurden die PCR-positiven AlrpA1- Deletionsstimme
(1-9), wie auch der Parentalstamm als Kontrolle (A, B) analysiert. Der Grof3enstandard befindet sich in Spur M
(A, B). Der Tab. 2 sind die GroBen der entsprechenden Fragmente (gekennzeichnet durch einen Pfeil) zu
entnehmen.
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2.1.1.3 Die Deletionsmutante AsirR

Der 4sirR Genotyp wurde sowohl durch den Nachweis des Deletionsfragments, als auch
durch das fehlende Signal mit der Gensonde fiir die PCR-positiven 4sirR-Deletionsstimme
gezeigt (Abb. 9A, B Spur 1, 2; Tab. 2). Bei den restlichen PCR-positiven Klonen (Spur 3, 4)
konnte aufgrund der Hybridisierung mit beiden Sonden die Deletion nicht verifiziert werden.
Mit der Deletions- und der Gensonde wurde im Parentalstamm (Spur 5, 6) eine Bande
nachgewiesen, welche das Wt-Gen enthélt (Abb. 9A, B; Tab. 2). Die zusitzlichen Banden

stellen unspezifische Bindungen der jeweiligen Sonden dar.

; - 6.11 =1
Deletionssonde | 400 Gensonde - 611
: z - 490
-
- » 3684 - e
- 280 . - |-280
2431bp > - 2431bp > -
b 1.95
a w k195
1732bp->| 4 - 1.88 ™ 1.88
[-1.52 » 152
141 ™ 1.41
—-1.16 Mgt
L 0.99
1 2 3 4 5 8§ M (kb]
d —2 ) 1 2 3 4 5 6 M (kb)
PCR-positive  Wt-Gen PCR-positive  Wt-Gen
Klone Klone

Abb. 9 Southernblot fiir die PCR-positiven Deletionsstimme AsirR

PCR-positive 4sirR-Deletionsstimme (Spur 1-4) wurden mit Hilfe eines Southernblots auf das Vorliegen einer
AsirR Deletion hin {iberpriift. Dabei wurden eine Deletions- (A) wie auch eine Gensonde (B) verwendet. Eine
detaillierte Beschreibung des Verfahrens siche Abb. 6B. Als Kontrolle wurde der Parentalstamm (Spur 5,6) mit
aufgetragen. In Spur M befindet sich der GroBenstandard (A, B). Die detektierten Fragmente (Tab. 2) sind
durch einen Pfeil gekennzeichnet.

2.1.1.4 Die Deletionsmutante AtroR

Aufgrund eines Signals mit der Deletionssonde, nicht aber mit der Gensonde wurde fiir zwei
PCR-positive AtroR-Deletionsstimme (Spur 1, 2) der A¢troR Genotyp bestitigt (Abb. 10A, B;
Tab. 2). Der PCR-positive Klon in Spur drei stellte eine Mischform dar, da man nach der
Hybridisierung mit der Deletionssonde sowohl ein Deletionsfragment als auch eine Wt-
Fragment erhielt. Dies deutet darauf hin, dass das Deletionsplasmid im ersten ,,cross-over
zwar ins Zielgen integriert hat, aber kein zweites ,,cross-over zur Eliminierung der
Plasmidsequenz stattgefunden hat. Letzteres wurde auch mit der Gensonde detektiert. Im
Parentalstamm (Spur 4, 5) wurde wie zu erwarten, mit beiden Sonden ein Fragment

detektiert, welches das Wt-Gen enthielt (Abb. 10A, B; Tab. 2).
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Abb. 10 Southernblot fiir die PCR-positiven Deletionsstimme AtroR

Um den AtroR-Genotyp zu bestimmen wurden die PCR-positiven A¢roR-Deletionsstimme (Spur 1-3) mittels
Southernblot unter der Verwendung einer Deletions- (A) wie auch einer Gensonde (B) analysiert
(Beschreibung des Verfahrens sieche Abb. 6B). Als Kontrolle wurde der Parentalstamm (Spur 4,5) mit

aufgetragen. In Spur M befindet sich der GroBenstandard (A, B). Die detektierten Fragmente (Tab. 2) sind
durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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2.1.2 Uberexpression von Irp bzw. lrpAl

Zusétzlich zu den Deletionsmutanten Alrp und AlrpA1 wurden die Gene lrp bzw. IrpAl in
H. salinarum R1 iiberexprimiert. Dabei wurden die Gene unter den Einfluss des bop-
(Bacteriorhopdsin) Promotors gestellt, welcher unter Lichtexposition und Sauerstoffmangel
bei einer optischen Dichte (ODggp) von ca. 0.8 maximal induziert wird. Aus diesem Grund
erfolgte das Wachstum der Uberexpressionsstimme anaerob unter Lichtexposition (2.1.3).
Eine erfolgreiche Uberexpression der Gene Irp bzw. lrpAl wurde auf Proteinebene mit
spezifischen Antikorpern gegen Lrp und LrpA1 mittels einer Westernblot-Analyse tiberpriift.
Eine deutliche Uberexpression konnte fiir Lrp im 1/rp-Uberexpressionsstamm (Abb. 11A,
Spur 2) im Vergleich zum Parentalstamm (Abb. 11A, Spur 1) detektiert werden. Auflerdem
wurde die Deletionsmutante A/rp auf Proteinebene iiberpriift. Es fand wie zu erwarten keine

Hybridisierung mit dem Antikdrper gegen Lrp statt (Abb. 11A, Spur 3).

anaerob/ aerob/ anaerob/  aerob/
Licht dunkel Licht dunkel

~— -~ %-...--:-.:
& & & c § % @
o R o L S e
1 2 3 1 2 3 4

Abb. 11 Westernblot zur Uberpriifung der Uberexpression von 1/rp (A) und tlrpAI (B) auf Proteinebene
Aus folgenden Kulturen wurden die Proteine auf einem Bis-Tris Gradientengel (4-12%) aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und eine Immundetektion mit einem Antikdrper gegen Lrp (A) bzw. LrpAl
(B) durchgefiihrt. Fiir eine Immunreaktion mit einem Antikérper gegen Lrp erfolgte das Wachstum des
Parentalstammes (Spur 1) wie auch des 1/rp-Uberexpressionsstammes anaerob im Licht (Spur 2). In Spur 3
befindet sich der Deletionsstamm Alrp, dessen Wachstum aerob im Dunklen erfolgte (A). Die Immundetektion
mit einem Antikdrper gegen LrpAl erfolgte fiir das in E. coli heterolog exprimierte und gereinigte LrpAl
(Spur 1), fir den anaerob im Licht gewachsenen Parentalstamm (Spur 2) und den 1lrpAl-
Uberexpressionsstamm (Spur 3 ), wie auch fiir den AlrpAI-Deletionsstamm (Spur 4), welcher aerob im
Dunklen gewachsen war (B).
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In H. salinarum lieferte der Antikorper gegen LrpAl kein Signal (Abb. 11B, Spur 2-4). Nur
fiir das in E. coli rekombinant exprimierte und iiber Affinitdtschromatographie gereinigte
LrpAl (2.2.3) wurde ein Signal in der erwarteten GroBe detektiert (Abb. 11B, Spur 1). Auf
Transkriptionsebene konnte sowohl fiir die 1/rp- als auch fiir die 1lrpAdl-

Uberexpressionsstimme eine erhdhte Transkriptmenge detektiert werden (2.1.7).

2.1.3 Wachstumskurven von H. salinarum

Um zu iiberpriifen, inwieweit sich das Wachstum von H. salinarum R1 unter Zugabe des
Eisenchelators DIP veriindert, oder ob Gendeletionen bzw. die Uberexpression von
Transkriptionsregulatoren eine Auswirkung auf den Phénotyp hatten, wurde anhand von

Wachstumskurven festgestellt.

Kulturen des Parentalstammes H. salinarum R1, unter Standard- bzw.
Eisenmangelbedingungen, der Deletionsstimme Alrp, AlrpAl, AsirR, AtroR, wie auch der
Uberexpressionsstimme 1/rp, 1lrpAl wurden in Komplexmedium bzw. synthetischem
Medium angeimpft und weitere zweimal bei einer optischen Dichte (= ODgy) von 0.4
iiberimpft. Das Wachstum wurde bis zur stationdren Phase verfolgt (ODgoo> 1.0). Die
Messungen wurden jeweils dreimal wiederholt und der Mittelwert davon bestimmt. Die
Inkubation der Kulturen unter Eisenmangel und jene der Deletionsstimme erfolgte aerob im
Dunklen, die Uberexpressionsstimme hingegen wuchsen anaerob unter Lichtexposition

(2.1.2).

2.1.3.1 Wachstum von H. salinarum R1 unter Eisenmangelbedingungen

Den Zellen wurden bei einer ODgoy von 0.4 jeweils drei unterschiedliche Konzentrationen
(0.025 mM, 0.1 mM, 0.2 mM) des Eisenchelators Dp44mT; 2,2"-Dipyridyl-N,N-
dimethylsemicarbazone (= DIP) zugegeben, wobei eine deutliche Reduktion des Wachstums
beobachtet wurde (Abb. 12). Fiir die Mikroarray-Analyse wurde reprasentativ fiir die
Eisenmangelbedingung die Kultur mit einer Konzentration von 0.1 mM DIP 6 h nach
Zugabe des Eisenchelators geerntet, um diese anschliefend mit der Standardbedingung zu

vergleichen.
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Abb. 12 Wachstumskurven von H. salinarum R1 unter Eisenmangelbedingungen

Wachstumskurven von H. salinarum R1 unter Standard-, wie auch Eisenmangelbedingungen. Den Zellen
wurde bei einer ODgy, von 0.4 der Eisenchelator DIP in den Konzentrationen 0.025 mM, 0.1 mM und 0.2 mM
zugegeben. Das Wachstum erfolgte aerob im Dunklen. Die dargestellten Werte repréisentieren arithmetische
Mittelwerte aus drei Messungen.

2.1.3.2 Wachstum der Deletionsstimme und der Uberexpressionsstimme

Zum Vergleich des Expressionsmusters des jeweiligen Deletionsstammes Alrp, AlrpAl,
AsirR und AtroR mit dem Parentalstamm R1 wurde eine Mikroarray-Analyse durchgefiihrt.

Dabei erfolgte die Ernte der entsprechenden Zellen bei einer ODgg von 0.4.

1.4 A 1.4 A B
1.2 1.2 1
° 1.0 - 1.0 4
o o
o 0.8 08 0.8 |
© o6 O o6 -
0.4 - 0.4 1
" —o—Alp —o—AsirR
0.2 1 4 0.2 1 £
—a— AlrpA1 / —&— AtroR
0 T T 1 0 RAS T T 1
0 100 200 300 0 100 200 300
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 13 Wachstumskurven der Deletionsmutanten Alrp, AlrpAl, AsirR und AtroR

Wachstumskurven von H. salinarum R1 im Vergleich zu den Deletionsmutanten /rp-homologer Regulatorgene
(Alrp, AlrpAl) (A) und metallabhéngiger Regulatorgene (AsirR, AtroR) (B) in Komplexmedium. Das
Wachstum erfolgte aerob im Dunklen. Die optische Dichte der Kulturen wurde bei einer ODg, ermittelt. Die
dargestellten Werte reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messreihen.
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Fiir E. coli ist gezeigt, dass [rp-negative Stimme in Glucose/MOPS-Medium ein dhnliches
Wachstumsverhalten aufweisen wie der E. coli Parentalstamm. Da E. coli Lrp eine wichtige
Rolle im Aminosdure-Metabolismus spielt und der Phédnotyp eines /rp-negativen Stammes
erst in Minimalmedium bemerkbar ist (Tani et al., 2002), wurde das Wachstum der
Deletionsstimme Alrp bzw. AlrpAl in H. salinarum wie auch des Parentalstammes in
synthetischem Medium verfolgt. Hier wurde wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase
ein verzogertes Wachstum von Alrp beobachtet, aber in der frithen stationidren Phase ein
gesteigertes Wachstum (Abb. 14A). Die Wachstumskurven von AlrpA1 zeigten im Vergleich
zum Parentalstamm keinen Unterschied (Abb. 14B).

1.6

A .o
o 8
g ot
a )
@)
—a—WT
- \|rp
0 50 100 150 200 250 = 0 50 100 150
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 14 Wachstumskurven von H. salinarum Parentalstamm, Alrp und AlrpA1 in synthetischem Medium
Wachstumskurven von H. salinarum R1 im Vergleich zu Alrp (A) und AlrpA1 (B) in synthetischem Medium.
Das Wachstum erfolgte acrob im Dunkeln. Die optische Dichte der Kulturen wurde bei einer ODgg, ermittelt.
Die dargestellten Werte reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messreihen.

Fiir die Mikroarray—Analyse wurden die Uberexpressionsstimme 1/rp, 1lrpAI bei einer
ODggp von 0.8 geerntet, da hier die Induktion des bop-Promotors maximal ist und somit eine

Uberexpression der Gene /rp bzw. [rpA1 optimal ist (siche Westernblot Abb. 11).
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Abb. 15 Wachstumskurven der Uberexpressionsstimme 1/rp, 1lrpAl

Wachstumskurven von H. salinarum R1 im Vergleich zu den Uberexpressionsstimmen in Komplexmedium.
Das Wachstum erfolgte anaerob unter Lichtexposition. Die optische Dichte der Kulturen wurde bei einer ODgg
ermittelt. Die dargestellten Werte repriasentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messreihen.

Die Deletionsstimme wie auch die Uberexpressionsstimme zeigten nur ein vom
Parentalstamm minimal abweichendes Wachstumsverhalten (Abb. 13, Abb. 15). Unter den
gewdhlten  Wachstumsbedingungen im  Labor handelt es sich bei den
Transkriptionsregulatoren nicht um essentielle Gene. Mdglicherweise gibt es jedoch einen

Selektionsvorteil in der Natur.

Ein verringertes Wachstum des Alrp-Stammes in synthetischem Medium wihrend der
exponentiellen Phase konnte auf das Fehlen einer Aktivierung der Aminoséurebiosynthese-
Gene durch Lrp zurilickzufiihren (Abb. 14). In E. coli aktiviert Lrp unter Mangelbedingungen
solche Gene und reprimiert Gene des Aminosédure Katabolismus. In Vollmedium hat Lrp

hingegen eine entgegengesetzte Funktion (Calvo and Matthews, 1994).
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2.1.4 Analyseergebnisse der Mikroarrays

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels t-Statistik (Student’s t-Test). In Abb.
16 sind die Volcano-Plot’s der Mikroarray-Experimente gezeigt. Dargestellt sind alle
detektierten Gene, wobei die statistische Signifikanz (p-Wert; y-Achse) gegen den
Regulationsfaktor (x-Achse) aufgetragen ist. Jene Regulationsfaktoren, welche einen p-Wert
< 5x10” aufweisen, werden als signifikant angesehen (rote Punkte in Abb. 16). Dies
entspricht einer stringenten Interpretation der Daten, da bei einer 10fach geringeren
Signifikanz (p-Wert < 10™) eine falsch positiven Rate von 8.6 % gefunden wurde (Hung et
al., 2002). Die hier gewéhlte Stringenz beinhaltet weniger falsch-Positive und bedeutet eine

hohere Zuverlédssigkeit der Dateninterpretation.

In Tab. 3 ist eine Ubersicht aller durchgefiihrten Mikroarray-Experimente im Rahmen dieser

Arbeit.

Tab. 3 Ubersicht der durchgefiihrten Mikroarray-Experimente

Bei einem paarweisen Vergleich der Eisenmangelbedingung, der Deletionsmutanten und der
Uberexpressionsstimme, mit H. salinarum R1 wurden einmal die Kultur unter Fe-Mangel, die
Deletionsmutante (A) bzw. der iiberexprimierende Stamm (gekennzeichnet durch einen Pfeil 1) mit CyS5
markiert und der Parentalstamm mit Cy3. In einem Farbwechsel bzw. ,,dye swap“-Experiment erfolgte die
Markierung der jeweiligen cDNA genau umgekehrt. Ein biologisches Replikat stellt eine weitere unabhéngige
RNA-Probe dar.

Fe-Mangelbedingungen (FM)/ Nicht-Mangelbedingungen (NM)

Exp.| Exp. Il Exp.| Exp. Il

Stamm FM | MM | FM | NM | FM | MM | FM | MM

CDNA | o5 | &3 | ey3 | oS [ o5 | o3 | ey3 | &5

Arp/ R1 _ AlrpA1/R1
2l Sl ol Exp. | Exp. I Exp. | Exp. I
— : - . — . — Stamm a R1 A R1 A R1 A R1
NA | evs | ev3 | evs | o5 | evs | ova
= cONA | &5 [ on | on [as [os|on|an|os
Irp1/R1 IrpA11/R1
Exp.) Ee. I Exp. ) Exp. | Exp. Il Exp. I
Stamm t R1 (] R1 1 R1 Stamm t R1 t R1 ] R1
cDMNA cys cyd | o3 | oy5 | oyS | o3 cDNA cys cyd | oy3 | cy5 | cy3 | oy
AsirR/R1
Exp. | Exp. 1l Exp.1 Exp. I Exp.1 Exp. Il Exp. | Exp. 1l Exp.1 Exp. Il Exp. | Exp. Il
Starnm A R1 A R1 A R1 A R1 A R1 A R A R1 A R1 A R A R1 A R1 A R1
cDNA eyS | ev3 | o3 | ovS | o5 | o3 | o3 | oS [ ey | ov3 | o3 | o5 | oE | o3 | o3 | ovS | ovE | o3 | o3 | o5 | o | o3 | o3 | o5

AtroR/R1

Exp. | Exp. Il

Stamm A R1 A R1

cDNA | c¥5 | o3 | o3 cys

Gene, welche Regulationswerte von +1.7 aufweisen, werden als differentiell exprimiert

bezeichnet (sieche Volcano-Plot rote bzw. griine Flichen Abb. 16). Die Bezeichnung
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ndifferentiell exprimiert™ beinhaltet die Induktion bzw. Repression eines spezifischen Gens.
Eine weitere Einteilung erfolgte in schwach differentiell exprimierte Gene mit
Regulationsfaktoren zwischen +1.7 und +1.3 (helle rote bzw. helle griine Fldchen in Abb.
16). Solche Gene werden nur dann erwdhnt, wenn sie in einem Zusammenhang mit den
regulierten Genen stehen (z.B.: sie werden im selben Operon kodiert oder kodieren Enzyme
des gleichen Stoffwechselweges). Gene mit Werten unterhalb +1.3 werden als nicht
differentiell exprimiert angesehen. Die Anzahl der regulierten bzw. schwach regulierten

Gene der einzelnen Mikroarray-Experimente sind der Tab. 4 zu entnehmen.

A
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1\1; 1.3 1% 17
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| Alrp : — w|AlrPAT
15 £ . . 15
14 : v 14
=1 — 13
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S S "
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2 10 g’ 10 - ¢
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R e Ly
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Abb. 16 Volcano-Plot’s aller Mikroarray-Experimente

Im Volcano-Plot sind die Regulationsfaktoren aller detektierten Gene enthalten, wobei die Regulationsfaktoren
(x-Achse) gegen die entsprechenden p-Werte (y-Achse) aufgetragen sind. Signifikant (rote Punkte) sind jene
Gene, die einen p-Wert < 5.107 aufweisen, jene mit einem groBeren p-Wert werden als nicht signifikant
angesehen (schwarze Punkte). Gene, mit Regulationsfaktoren iiber bzw. unter £1.7 sind reguliert (rote bzw.
griine Flichen), jene zwischen £1.7 und +1.3 (helle rote bzw. griine Flachen) sind schwach reguliert und jene
die unter +1.3 liegen sind nicht reguliert.

Tab. 4 Anzahl der regulierten Gene der einzelnen Experimente

Mikroarray-Experiment regulierte Gene | schwach regulierte Gene
Fe-Mangel/ Nicht-Mangel 292 336
Alrpl R1 261 342
AlrpA1/ R1 26 46
1lp/ R1 154 199
tirpA1/ R1 96 124
AsirR/ R1 13 59
AtroR/ R1 185 214
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2.1.5 Differentiell exprimierte Gene unter Eisenmangel und in
Deletionsmutanten

2.1.5.1 Eisenmangel

Unter Eisenmangel wurden 292 Gene als reguliert und 336 Gene als schwach reguliert
identifiziert (Tab. 4). 386 Gene konnten folgenden funktionellen Superklassen zugeordnet
werden: Die groite Anzahl der differentiell exprimierten Gene befand sich mit einer Anzahl
von 111 in der Klasse Metabolismus (MET), 75 Gene gehorten der Klasse genetische
Prozesse (GIP) an, weitere 50 Gene zdhlten zur Klasse der Transport- und zelluldren
Prozesse (TP_CP), und die wenigsten differentiell exprimierten Gene befanden sich mit
einer Anzahl von 16 in der Klasse umweltbezogene Prozesse (ENV) (Abb. 17A). 134 der
regulierten Gene wurden der funktionellen Superklasse Sonstige (MIS) zugeordnet. Fiir 242
Gene konnte bis jetzt noch keine Funktion zugewiesen werden. Diese wurden daher als
funktionelle Superklasse ,,unassigned” (UNASS) zusammengefasst (Abb. 17A). Gene der
einzelnen Superklassen wurden weiter in Funktionsklassen eingeteilt (Abb. 17B) und jene

die weiter diskutiert wurden sind in Tab. 5 aufgelistet.

AA; 25
MS; 32 CHMt 3
cOoM; 19
MET; 111
i EM 22
- ENV; 16
MET LIP. 13
“ ENV
& NUM; 13
ap GIP; 75 s
" TP_CP
" Mmis SIG; 11
B UNASS TP_CP; 50
CHP, 6
MIS; 134
TP_CP
RMT:1 -

. : RRR; 11
MOT; 2 cP 6 L 47 TC; 10

Abb. 17 Differentiell exprimierte und schwach differentiell exprimierte Gene unter Eisenmangel
Einteilung in die funktionellen Superklassen (A) und anschlieBende Feingliederung der Gene mit zugeordneter
Funktion in deren Funktionsklassen (B).

Funktionelle Superklassen (A) und dazugehorige Funktionsklassen (B): MET = metabolism (AA = amino acid metabolism, CHM =
carbohydrate metabolism, CIM = central intermediary metabolism, COM = coenzyme metabolism, EM = energy metabolism, LIP = lipid
metabolism, NUM = nucleotide metabolism); ENV = environmental processing (REG = gene regulation, SIG = signal transduction); GIP
= genetic information processing (CHP = chaperones, RMT = RNA maturation, RRR = replication, repair, recombination, TC =
transcription, TL = translation); TP_CP = transport and cellular processes (CP = cellular processes, MOT = motility, SEC = protein
secretion, TP = small molecule transport); MIS = miscellaneous (GEN = general function, ISH = ISH-encoded transposases, MIS =
miscellaneous); UNASS = unassigned
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Tab. 5 Differentiell exprimierte Gene unter Eisenmangel
(rot markiert bedeutet Induktion unter Eisenmangel und griin markiert Repression unter Eisenmangel)

D

xfach

Gen

Funktions-
klasse

Genname

Arginin-Metabolismus, Carbamoylphosphat

Ornithin-Carbamoyltransferase

OE5205R

OE3556R
Nukleotid-Metabolismus

OE1840R
OE2458R
OE3328R
OE3425F
OE3572R
OE3823F
OE3951R
OE3953R
OE5201F
OE5202F

1.4

-2.0
-1.3
-1.6
-2.0
-1.8
-1.7
-1.6
-2.1
-4.2

guaB
nrdA2
adk
pyrG
pyrH
apt2
pyre2
pyrB

-5.1

Aminosdure-Metabolismus

pyrl

NUM
NUM
NUM

NUM
NUM
NUM

NUM

Carbamoylphosphat-Synthase kleine UE

Adenin-Phosphoribosyltransferase
IMP-Dehydrogenase

ribonucleoside-diphosphate reductase alpha subunit
Adenylat-Kinase

CTP-Synthase

Uridylat-Kinase

Adenin-Phosphoribosyltransferase
Orotat-Phosphoribosyltransferase
Aspartat-Carbamoyltransferase katalytische UE
Aspartat-Carbamoyltransferase regulatorsiche UE

I. Aromatische Aminosaure

OE2779F -2.2 | pheP TP Aminosaure-Transport Protein (Penylalanin)
OE3691F -1.5 | trpD2 MIS Anthranilate-Phosphoribosyltransferase
OE2784R -1.3 | pheA1 | AA Chorismat-Mutase
OE1944R -1.3 | aspB2 | AA | Aspartate-Aminotransferase
Il. Glutamat-Synthese
OE1943F -4.1 | gdhA1 | AA Glutamat-Dehydrogenase
OE2728R -2.1| gdhA2 | AA Glutamat-Dehydrogenase
Ill. ,,Glycin cleavage system“ Glycin Metabolismus
OE3277R -1.6 | gcvH AA Protein H
OE3278R -1.7 | gevT AA Aminomethyltransferase (Protein T)
IV. verzweigtkettige Aminosauren
OE3959R -3.2 | ilvE2 AA Aminotransferase
OE4113F -2.1 | oxdhA1 | AA Dehydrogenase a-UE
Bacteriorhodopsin-Synthese
OE3980R | -1.5]bn | GEN | brp-hn liches Protein
Gluconeogenese und zentraler Intermediédrmetabolismus
OE2020F | -1.5 | b CIM Fructose-Bisphosphatase
OE1500R -3.7 | ppsA CiM Pyruvat-Wasserdikinase
OE2623R -1.3 | porA CIM Pyruvat-Ferredoxin Oxidoreductase a UE
OE2867R -1.6 | sdhD CIM Succinat-Dehydrogenase UE D
OE2868R -1.4 | sdhC CIM Succinat-Dehydrogenase UE C
OE2935R -1.6 | fumC CIM Fumarat-Hydratase
OE3196F -1.4 | sucA CIM Succinat-CoA Ligase a UE
OE3195F -2.4 | sucB CIM Succinat-CoA Ligase 8 UE
OE3634F -4.0 | icd CIM Isocitrat-Dehydrogenase
OE1711R -2.7 | korA CiM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase a UE
OE1710R -2.3 | korB CiM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase $ UE
OE3934R -2.1 | citZ CIM Citrat-Synthase
OE4323F -3.1| mdhA | CIM Malat-Dehydrogenase
OE3762R -2.0 | glpK CiM Glycerolkinase
Transportprozesse
|. Phosphattransport

OE3910R
OE3908R

Il. Peptidtransporter
OE4301R
OE4302R
OE4303R
OE4304R

2.0

-2.3
-2.5
-2.4
-2.2

phnD
phnC

dppF1
dppD1
dppC1
dppB1

ABC-Transporter Substrat-Bindeprotein (Phosphat)
ABC-Transporter ATP-Bindeprotein (Phosphat)

ABC-Transporter ATP-Bindeprotein
ABC-Transporter ATP-Bindeprotein
ABC-Transporter Permease
ABC-Transporter Permease
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36

OE4551F

11l. Cu(ll)-Transport

IV. Fe(ll)/Mn(ll)-Transport

| -1.3 | dﬁﬁAZ | TP | ABC-Transiorter Substrat-Bindeirotein
| 16.0|yvgx |TP | Kupfertransportierende ATPase

V. Co(ll)-Transport

OE3318R -2.5 | cbiN TP ABC-Transporter Transportprotein cbiN (Cobalt)
OE3319R -1.9 | cbiM COM CbiM Protein
OE3221F -2.0 | cbiX COM Cobalt-Chelatase

SUF-Transporter
OE1781F -2.6 |- GEN ATP-bindendes SufC-ahnliches Protein
OE1782F -1.4 |- GEN SufB-Domanen Protein
OE1783F -14] - GEN SufB-Domanen Protein

Transkription und Transkriptionsregulatoren
OE1372R -1.4 | rpoP TC RNA-Polymerase Untereinheit P
OE1637R -3.1 | rpoM1 | TC maogliche RNA-Polymerase Untereinheit M1
OE2267F -1.9 | rpoL TC RNA-Polymerase Untereinheit L
OE2678R -1.4 | rpoF TC RNA-Polymerase Untereinheit F
OE4740R -1.6 | rpoA1 | TC RNA-Polymerase Untereinheit A'
OE4741R -1.5|rpoB1 | TC RNA-Polymerase Untereinheit B'
OE4742R -1.4 | poB2 | TC RNA-Polymerase Untereinheit B"
OE4743R -1.5 | rpoH RNA-Polymerase Untereinheit H

OE1399R -1.5 | tfbG

OE4187R

Transkriptionsinititiationsfaktor TFB

mogliches DNA-Bindeprotein

OE3136F 36| - CHY

maogliches DNA-Bindeprotein

zellulare Stressantwort
OE1162R -1.7 | cspD1 | GEN maogliches Kalteschockprotein
OE4122R -1.7 | cctA CHP Thermosom a-UE
OE3925R -1.5 Thermosom B-UE

OE2708R sod1 MIS
OE2906R -3.9 | sod2 MIS

Coenzym-Metabolismus

OE1946R

OE3207F 23|cbit | com
OE3213F A7|chic | com
OE3216F 3.4 | cbiH2 | com

Energie-Metabolismus

OE4217R -5.7 | fdx EM

Sideroihor-Sinthese

Superoxid-Dismutase (Mn)
Superoxid-Dismutase

Riboflavin-Synthase B-UE
Precorrin-8W Decarboxylase

Cobalamin Biosynthesis protein cbiG
Precorrin-3B C17-Methyltransferase

Ferredoxin (2Fe-2S)

OE2704F -1.6 | hcpD EM Halocyanin

Sonstige
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2.1.5.2 Alrp Deletionsmutante

Als Folge einer Deletion von /rp konnten 261 Gene als reguliert und 342 als schwach
reguliert identifiziert werden (Tab. 4), wobei 336 Gene in funktionelle Superklassen
eingeteilt wurden: Auch hier zdhlte eine Mehrheit von 103 Genen zur Klasse Metabolismus
(MET), 45 Gene wurden der Klasse Transport und zelluldre Prozesse zugeordnet (TP_CP),
weitere 48 der Klasse genetische Prozesse (GIP) und wiederum der geringste Anteil
regulierter Gene gehorte mit 19 Genen zur Klasse umweltbezogene Prozesse (ENV)
(Abb. 18A). 121 Gene gehorten zur Klasse Sonstige (MIS) und fiir 267 Gene konnte bis jetzt
noch keine entsprechende Funktion identifiziert werden (UNASS) (Abb. 18A).
AnschlieBend erfolgte eine Feingliederung der regulierten bzw. schwach regulierten Gene in
deren Funktionsklassen (Abb. 18B). Einzelne Gene, welche detaillierter diskutiert wurden,

sind in Tab. 6 angefiihrt.

A B aAA
= CHV
AA;25 : & CIM
CHM; 7
ISH, 25 MET< = COM
CIM; 10 = EM
= LIP
COM; 16
; MiS: 31 = NUM
. £
MET; 103 EM:® ENV{_SG
i NET UNASS; 267 e
= CHP
a BNV ENV; 19 LIP; 0 o
= GP ;49 NUM: 20 GIP< = RRR
= TP CP GEN; 65 ! " TC
-MS V' TP_CP, 45 SiG; B " TL
[ ] REG; 6
UASS “ TP, 28 CE
s 121 CHP; 4 L
v — RMT: 4 TP_CP <™ MOT
; MOT: 2 " SEC
B TL 28 Te: 1 RRR; 1 = TP
CE:1 " GEN
f MIS<m MIS
= ISH

Abb. 18 Differentiell exprimierte und schwach differentiell exprimierte Gene in Alrp

Einteilung in die funktionellen Superklassen (A) und anschlieBende Feingliederung der Gene mit zugeordneter
Funktion in deren Funktionsklassen (B).

Funktionelle Superklassen (A) und dazugehorige Funktionsklassen (B): MET = metabolism (AA = amino acid metabolism, CHM =
carbohydrate metabolism, CIM = central intermediary metabolism, COM = coenzyme metabolism, EM = energy metabolism, LIP = lipid
metabolism, NUM = nucleotide metabolism); ENV = environmental processing (SIG = signal transduction, REG = gene regulation); GIP
= genetic information processing (CHP = chaperones, RMT = RNA maturation, RRR = replication, repair, recombination, TC =
transcription, TL = translation); TP_CP = transport and cellular processes (CE = cell envelope, CP = cellular processes, MOT =
motility, SEC = protein secretion, TP = small molecule transport); MIS = miscellaneous (GEN = general function, MIS = miscellaneous,
ISH = ISH-encoded transposases); UNASS = unassigned
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Tab. 6 Differentiell exprimierte Gene in Alrp
(rot markiert bedeutet Induktion in Alrp und griin markiert Repression in Alrp)

38

Funktions.
ID xfach Gen klasse Genname

Arginin-Metabolismus, Carbamoylphosphat und Nukleotid-Metabolismus

OE3556R -2.8 | carA Carbamoylphosphat-Synthase kleine UE

OE3554F -1.9 | carB AA Carbamoylphosphat-Synthase grofte UE
OE5201F -1.9 | pyrB NUM Aspartat-Carbamoyltransferase katalytische UE
OE5202F -2 | pyrl NUM Aspartat-Carbamoyltransferase regulatorische UE
OE3572R -2.6 | pyrG NUM CTP-Synthase
OE3429F -1.5 | cmk NUM Cytidylat-Kinase

Aminoséure-Metabolismus

OE3922R -1.5 | glnA Glutamin-Synthetase

Aromatische Aminoséauren
.Tryptophan

Il.Histidin

Bacteriorhodopsin-Synthese

Gluconeogenese und zentraler Intermedidrmetabolismus

OE2020F -1.5 | fbp CIM Fructose-Bisphosphatase

OE2745R -1.4 | pgk CIM Phosphoglycerat-Kinase

OE2640F -1.7 | eno CIM Enolase

OE1710R -1.9 | korB CIM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase 3-UE

OE1711R -2.9 | korA CIM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase a-UE

OE2865R -1.5 | sdhA CIM Succinat-Dehydrogenase UE A
Transportprozesse

OE1678R -1.8 | pstC2 TP ABC-Phosphat-Transporter Permease

OE1675R -1.4 | pstB2 TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein

OE3907R -1.7 | phnE TP ABC-Transporter Permease

OE3908R -1.8 | phnC TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein

OE4301R -2.2 | dppF1 | TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein

OE4302R -2.4 | oppD1 | TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein

OE4303R -1.9 | dppC1 | TP ABC-Transporter Permease

OE4304R -1.9 | dppB1 | TP ABC-Transporter Permease

P

OE4552F -2.3 diiBz Tl ABC-Transiorter Permease

Transkription

OE1372R -1.5 | rpoP TC RNA-Polymerase Untereinheit P
OE2631F -2.3 | rpoD TC RNA-Polymerase Untereinheit D
OE2637F -3.2 | rpoN TC RNA-Polymerase Untereinheit N
OE4740R -1.4 | rpoA1 TC RNA-Polymerase Untereinheit A'
OE4741R -1.4 rﬁoB1 TC RNA-PoIimerase Untereinheit B'
OE1478R -1.6 | tfbF TC Transkriptionsinitiationsfaktor TFB
OE7186F -2.1 | tbpC1 TC maogliches TATA-Bindeprotein
OE7045F -1.5 | thpA GEN TATA-Bindeprotein
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OE1797R -1.8 | sirR REG Transkriptionsregulator sirR
OE3558F -1.6 | trh3 REG maoglicher Transkriptionsregulator
OE4187R -1.6 | - GEN maogliches DNA-Bindeprotein

Allgemeine Funktion

Coenzym-Metabolismus

OE4683F -7.6 | ribC COM Riboflavin-Synthase a-UE

OE3963R -6.1 | ribB COM Dihydroxy-Butanonphosphat-Synthase

OE3964R -75]- CHY mogliches DNA-Bindeprotein
zelluldre Stressantwort

OE1162R -1.6 | cspD1 | GEN maogliches Kalteschockprotein

OE3582F -1.7 mogliches Kalteschockprotein

2.1.5.3 AlrpAI Deletionsmutante

In der AlrpA1 Deletionsmutante waren 26 Gene reguliert und 46 schwach reguliert (Tab. 4).
Im Vergleich zur Alrp Deletionsmutante ist hier eine deutlich geringere Anzahl von Genen
reguliert, was eine groflere Spezifitit des Transkriptionsregulators LrpAl vermuten ldsst.
Eine weitere Einteilung der Gene mit zuordenbarer Funktion erfolgte in deren funktionellen
Superklassen: 11 Gene Metabolismus (MET), 7 Gene Transport und zelluldren Prozesse
(TP_CP), 6 Gene genetischen Prozesse (GIP), 3 Gene umweltbezogenen Prozesse (ENV)
und 17 Gene Sonstige (MIS) (Abb. 19A). Nach einer erneuten Gliederung der regulierten
bzw. schwach regulierten Gene in Funktionsklassen (Abb. 19B) wurden einzelne regulierte

Gene zur weiteren Diskussion ausgewahlt. Diese sind in Tab. 7 aufgelistet.
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Abb. 19 Differentiell exprimierte und schwach differentiell exprimierte Gene in AlrpA1

Einteilung in die funktionellen Superklassen (A) und anschlieBende Feingliederung der Gene mit zugeordneter

Funktion in deren Funktionsklassen (B).

Funktionelle Superklassen (A) und dazugehorige Funktionsklassen (B): MET = metabolism (AA = amino acid metabolism, CIM = central
intermediary metabolism, COM = coenzyme metabolism, EM = energy metabolism, LIP = lipid metabolism, NUM = nucleotide
metabolism); ENV = environmental processing (SIG = signal transduction, REG = gene regulation); GIP = genetic information
processing (CHP = chaperones, RRR = replication, repair, recombination, TC = transcription,); TP_CP = transport and cellular
processes (CP = cellular processes, MOT = motility, TP = small molecule transport); MIS = miscellaneous (GEN = general function, MIS

= miscellaneous, ISH = ISH-encoded transposases); UNASS = unassigned

Tab. 7 Differentiell exprimierte Gene in AlrpA1

(rot markiert bedeutet Induktion in AlrpA 1 und griin markiert Repression in AlrpA1)

Genname

Arginin/Ornithin-Antiporter
CTP-Synthase

Funktions
ID fach Gen Klasse
_Arginin-Metabolismus und Nukleotidmetabolismus
OE5204R -1.5 | arcD TP
OE3572R -1.5 | pyrG NUM
OE2579F -1.3 | purA NUM

Aminosaure-Metabolismus

Bacteriorhodopsin-Synthese

Adenylosuccinat-Synthase

OE3106F | -1.7|bop _ |EM

| Bacteriorhodopsin

Zentraler Intermedidarmetabolismus

Transportprozesse

SUF-Transporter

Transkription und Transkriptionsegulatoren

zelluldre Stressantwort

Sonstiie Gene
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2.1.5.4 AsirR Deletionsmutante

Nur 13 regulierte und 59 schwach regulierte Gene in AsirR lassen auch fiir den
Transkriptionsregulator SirR eine spezifische Rolle in regulatorischen Prozessen vermuten
(Tab. 4). Fiir 31 Gene erfolgte eine Zuweisung in funktionelle Superklassen, wobei 3 Gene
in der Klasse Metabolismus (MET) zu finden waren, 4 in der Klasse Transport und zelluldre
Prozesse (TP _CP), ebenso 4 konnten fiir die Klasse umweltbezogene Prozesse (ENV)
identifiziert werden. 2 der differentiell exprimierten Gene gehorten zur Klasse der
genetischen Prozesse (GIP) und 18 der funktionellen Superklasse Sonstige (MIS) an (Abb.
20A). Eine weitere Einteilung der Gene erfolgte in deren Funktionsklassen (Abb. 20B). Jene

Gene, die fiir eine detaillierte Datenanalyse herangezogen wurden, sind in Tab. 8 aufgelistet.

EM; 1

NUM:; 2 { EM
MET
SIG; 3 NUM

. 4 o SIG
EG; EW REG

MET;3
ENV: 4

SMET  nass; 41 GIP:2

“ ENV CHP; 1 op 4 CHP

« GIP TP_CP. 4 — TC

u TP_CP :

e TP_CP ~E TP

m UNASS TP: 4 GEN
MIS; 18 is<a MIS

Abb. 20 Differentiell exprimierte und schwach differentiell exprimierte Gene in AsirR
Einteilung in die funktionellen Superklassen (A) und anschlieBende Feingliederung der Gene mit zugeordneter
Funktion in deren Funktionsklassen (B).

Funktionelle Superklassen (A) und dazugehorige Funktionsklassen (B): MET = metabolism (EM = energy metabolism, NUM =
nucleotide metabolism); ENV = environmental processing (SIG = signal transduction, REG = gene regulation); GIP = genetic
information processing (CHP = chaperones, TC = transcription); TP_CP = transport and cellular processes (TP = small molecule
transport); MIS = miscellaneous (GEN = general function, ISH = ISH-encoded transposases, MIS = miscellaneous); UNASS =
unassigned

Tab. 8 Differentiell exprimierte Gene in AsirR
(rot markiert bedeutet Induktion in AsirR und griin markiert Repression in AsirR)

Funktions-
ID xfach Gen klasse Genname
Nukleotid-Metabolismus
OE3572R | -2.0| pyrG [ NUM | CTP-Synthase

Fe(Il)/Mn(ll)-Transport

zelluldre Stressantwort
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2.1.5.5 AtroR Deletionsmutante

In AtroR waren 185 Gene reguliert und 214 schwach reguliert, wobei fiir 157 Gene keine
Funktion zugeordnet werden konnte (UNASS) (Tab. 4). Die verbleibenden 242 Gene mit
bekannter Funktion wurden in die folgenden funktionellen Superklassen eingeteilt: 78 Gene
Metabolismus (MET), 27 Gene Transport und zellulire Prozesse (TP_CP), 44 Gene
genetischen Prozesse (GIP), 15 Gene umweltbezogenen Prozesse (ENV) und 78 Gene
Sonstige (MIS) (Abb. 21A). Eine erneute Gliederung der Gene in Funktionsklassen (Abb.

21B) und eine anschlieende Selektion einzelner relevanter Gene ist in Tab. 9 zu finden.

A 1B AA22
BH 19 CHM 4
Ms; 21 : ME
; 7 MET
COM 13
MET: 78
& MET i EHY
ENV: 15
“ENV  nass; 157 GEN, 38 s
el '
GIP; 44 GIP
u TP_CP —
" MIS
B UNASS ~TP_CP,; 27 S 1
. MS; 78 REGd TP_Cl
Thag, CHP 4
L RMT; 1 s5<n
ey 57 g1 Wm  TGE ARR2 m

Abb. 21 Differentiell exprimierte und schwach differentiell exprimierte Gene in AfroR
Einteilung in die funktionellen Superklassen (A) und anschlieBende Feingliederung der Gene mit zugeordneter
Funktion in deren Funktionsklassen (B).

Funktionelle Superklassen (A) und dazugehorige Funktionsklassen (B): MET = metabolism (AA = amino acid metabolism, CHM =
carbohydrate metabolism, CIM = central intermediary metabolism, COM = coenzyme metabolism, EM = energy metabolism, LIP = lipid
metabolism, NUM = nucleotide metabolism); ENV = environmental processing (SIG = signal transduction, REG = gene regulation); GIP
= genetic information processing (CHP = chaperones, RMT = RNA maturation, RRR = replication, repair, recombination, TC =
transcription, TL = translation); TP_CP = transport and cellular processes (CE = cell envelope, CP = cellular processes, MOT =
motility, TP = small molecule transport); MIS = miscellaneous (GEN = general function, ISH = ISH-encoded transposases, MIS =
miscellaneous); UNASS = unassigned

Tab. 9 Differentiell exprimierte Gene in AtroR
(rot markiert bedeutet Induktion in A#roR und griin markiert Repression in AtroR)
Funktions
ID xfach Gen | -klasse
Arginin-Metabolismus, Carbamoylphosphat

Genname

OE3556R -4.4 Carbamoylphosphat-Synthase kleine UE
Nukleotid-Metabolismus

OE3571R d GMP-Synthase UE B

OE1620R Phosphoribosylglycinamide-Formyltransferase
OE2458R IMP-Dehydrogenase

OE1951F Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxylase
OE1840R Purin-Phosphoribosyltransferase

OE2274R Phosphoribosylformylglycinamidin-Synthase
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OE2579F -1.7 | purA NUM Adenylosuccinat-Synthase

OE1623F -2.0 | purB NUM Adenylosuccinat-Lyase

OE3732R -2.4 | purS NUM Phosphoribosylformylglycinamidin-Synthase
OE3731R -2.6 | purQ NUM Phosphoribosylformylglycinamidin-Synthase
OE3139R -2.4 | purF NUM Amidophosphoribosyltransferase
OE3572R -2.5 | pyrG NUM CTP-Synthase

OE3017R -2.6 | ush NUM UDP-Zucker Hydrolase

OE2472F -4.1 | gch31 NUM GTP Cyclohydrolase IlI

Aminosaure-Metabolismus
Histidin-Metabolismus

OE2736F -1.8 | hutG AA Formiminoglutamase
Serin-Metabolismus

Aromatische Aminosauren

Glutamat-Metabolismus

OE1943F -1.9 | gdhA1 AA Glutamat-Dehydrogenase
OE2728R -1.6 | gdhA2 | AA Glutamat-Dehydrogenase
OE1270F -1.4 | gdhA3 | AA Glutamat-Dehydrogenase
OE3922R -1.9 | glnA AA Glutamin-Synthetase

Bacteriorhodopsin-Sinthese

Gluconeogenese und zentraler Intermediédrmetabolismus
OE2020F 4 Fructose-Bisphosphatase
OE2745R d Phosphoglycerat-Kinase

OE1500R Pyruvat-Wasserdikinase

OE3195F -1.3 | sucB CIM Succinat-CoA Ligase B-UE
OE1710R -1.4 | korB CIM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase B-UE
OE1711R -1.5 | korA CIM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase a-UE

Transportprozesse

OE1675R -1.4 | pstB2 ABC-Transporter ATP-Bindeprotein (Substrat Phosphat)

OE1678R -1.7 | pstC2 TP ABC-Transporter Permease (Substrat Phosphat)

OE4301R -2.0 | dppF1 TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein (Substrat Oligopeptid/Ni)

OE4302R -2.3 | dppD1 | TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein (Substrat Oligopeptid/Ni)

OE4303R -1.7 | dppC1 TP ABC-Transporter Permease (Substrat Oligopeptid/Ni)

OE4304R -2.1 | dppB1 TP ABC-Transporter Permease (Substrat Oligopeptid/Ni)

OE4552F -1.8 | dppB2 | TP ABC-Transporter Permease (Substrat Oligopeptid/Ni)

OE4555F -1.7 | dppC2 | TP ABC-Transporter Permease (Substrat Oligopeptid/Ni)
Transkription und Regulatoren der Transkription

OE2638F -3.1 | rpoK TC RNA-Polymerase UE K

OE1372R -1.7 | rpoP TC RNA-Polymerase UE P

OE2631F -2.3 | rpoD TC RNA-Polymerase UE D

OE2637F -2.0 RNA-Polymerase UE N

OE2231R dglicher Transkriptionsregulator

zelluldre Stressantwort
OE1162R -1.9 | cspD1 GEN maogliches Kalteschockprotein
OE3582F . mogliches Kalteschockprotein

Allgemeine Funktion

Siderophor-sinthese

Coenzym-Metabolismus
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OE4683F -4.1 | ribC COM Riboflavin-Synthase a-UE
OE3963R -4.1 | ribB COM Dihydroxy-Butanonphosphat-Synthase
OE3964R -4.9 - CHY mogliches DNA-Bindeprotein

2.1.6 Mogliche direkte oder indirekte Effekte von Regulatorproteinen

Ein Vergleich der Genregulation zwischen einer Eisenmangelsituation und den
Deletionsmutanten Alrp, AlrpA1, AsirR und AtroR sollte Aufschluss iiber mogliche direkte
oder indirekte Regulationseffekte der DNA-Bindeproteine Lrp, LrpAl, SirR und TroR

liefern.

Dabei wurden sowohl gemeinsame, als auch unterschiedliche Effekte beobachtet, wobei
letztere auf die Deletion eines Gens zuriickgefiihrt werden. In der Analyse wurden jene Gene
berticksichtigt, die Enzyme kodieren, welche in der Energiegewinnung, im zentralen
Intermedidrmetabolismus und im Aminosdure-Metabolismus eine Rolle spielen. Zusétzlich
wurde analysiert, ob Gene fiir basale Transkriptionsfaktoren, wie auch weitere Gene fiir
Regulatorproteine differentiell exprimiert wurden. Auflerdem wurden Gene, die fiir
Transportproteine kodieren und Gene, die fiir Proteine der zelluldren Stressantwort kodieren,

zur genauen Analyse der Daten herangezogen.

2.1.6.1.1 Arginin-Metabolismus, Carbamoylphosphat und Nukleotid-Synthese

In den Deletionsmutanten wie auch unter Eisenmangel konnte eine entgegengesetzte
Regulation von Nukleotid-Synthese und Arginin-Metabolismus gezeigt werden (Tab. 5,
Tab. 6, Tab. 7, Tab. 8, Tab. 9). Dabei waren Gene induziert, die an der Arginin-Regeneration
beteiligt sind. Zusétzlich konnte in Alrp die Induktion von aspB2 (Tab. 6, Abb. 22 II) und in
AlrpAl die Induktion von aspB3 (Tab. 7), welche fiir je eine der drei Aspartat-
Transaminasen (aspBlI, aspB2, aspB3) kodieren, beobachtet werden. Hingegen wurden
einzelne Gene der Pyrimidin-Synthese wie auch der Purin-Synthese reprimiert (Anhang und

Abb. 22 1-11).

Arginin ist in H. salinarum nicht nur eine proteinogene Aminosiure, sondern auch eine
wichtige Komponente des Energie-Metabolismus. Uber den Arginin-Deiminaseweg kommt
es zur raschen Degradation von Arginin iiber Citrullin zu Ornithin, wobei durch die Spaltung
des dabei entstandenen Carbamoylphosphats ein ATP gewonnen wird. Das arcRACB
Operon kodiert fiir die Enzyme des Arginin-Deiminasewegs (Hartmann et al., 1980; Ruepp
et al., 1995; Ruepp und Soppa, 1996). Hat die Zelle jedoch eine hohe Energieladung (hohe

ATP-Konzentration), kann Arginin aus Ornithin regeneriert werden, um als Langzeit-
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Stickstoffspeicher zu fungieren. Das bendtigte Carbamoylphosphat wird mit Hilfe der
Carbamoylphosphat-Synthase (CarAB) unter ATP-Aufwand gebildet. Lange Zeit wurde
angenommen, dass Halobacterium unter Standardwachstumsbedingungen nicht in der Lage
ist, Ornithin selbst zu synthetisieren (Gonzalez et al., 2007) und Arginin (eigentlich
Ornithin) eine essentielle Aminosédure darstellt. Neuesten Kenntnissen zufolge gibt es jedoch
Hinweise iiber mogliche Biosynthesewege zum Ornithin, wobei nach einer extrem langen
lag-Phase Zellen erhalten werden, die weder Arginin noch Ornithin bendtigen. Unter
Eisenmangel konnte eine Induktion des Gens ocd? fiir das Enzym Ornithin-Cyclodeaminase,
welches die reversible Reaktion von Prolin zu Ornithin katalysiert, beobachtet werden (Tab.

5, Abb. 22 1).

Eine gegenseitige Umwandlung von Arginin und Ornithin wird durch den zelluldren
Metabolismus auf mehrfache Weise kontrolliert: Carbamoylphosphat, welches nach der
Metabolisierung von Arginin zu Ornithin freigesetzt wird, kann nicht nur unter ATP-Bildung
gespalten werden, sondern stellt auch einen Grundbaustein der Pyrimidin-Synthese dar. Da
unter Eisenmangel, in A4lrp und in AdfroR die Gene fiir Untereinheiten der
Carbamoylphosphat-Synthase reprimiert wurden, kann man von einer reduzierten Menge an
Carbamoylphosphat ausgehen, das unter diesen Bedingungen bevorzugt fiir die Synthese von
Arginin verwendet wird (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 9). Zusétzlich erfordert die Regeneration von
Arginin aus Ornithin eine weitere Aminogruppe, die von Aspartat als Donor stammt, wobei
Aspartat seine Aminogruppe durch eine Transaminierungsreaktion von Glutamat erhilt.
AspB2 konnte moglicherweise fiir die Bereitstellung des dritten Stickstoffatoms der

Guanidinium-Gruppe des Arginins verantwortlich sein (Abb. 22 II).
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Abb. 22 Arginin-Metabolismus, Pyrimidin-Synthese und zentraler Intermediiirmetabolismus
Differentiell exprimierte Gene unter Eisenmangel und in den Deletionsmutanten AsirR und AfroR (I.) und in
den Deletionsmutanten Alrp und AlrpAl (II.). Dargestellt sind Gene, welche Enzyme des Arginin-
Metabolismus (A), des Pyrimidin-Metabolismus (B), der Gluconeogenese (C) und des TCA-Zyklus (D)
kodieren. Induzierte Gene sind in rot dargestellt, reprimierte Gene in griin.
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2.1.6.1.2 Aminosiure-Metabolismus

In den Deletionsmutanten Alrp und AtroR wurde beobachtet, dass Gene, welche Enzyme der
Histidin- oder Tryptophan-Synthese kodieren, stirker exprimiert wurden (Tab. 6, Tab. 9,
Abb. 23 I-II). Eine schwichere Expression konnte hingegen fiir Gene des Glutamat-
Metabolismus gezeigt werden, wobei in Alrp und AtroR das fiir die Glutamin-Synthetase
kodierende Gen glnA reprimiert wurde (Tab. 6, Tab. 9, Abb. 23 I-II). In der
Eisenmangelsituation und in A#oR wurden Gene, die fiir Glutamat-Dehydrogenasen
kodieren als reprimiert identifiziert (Tab. 9, Abb. 23 I). AuBBerdem wurde durch Eisenmangel
und in Alrp serdA3, das Gen fiir eine Glycerat-Dehydrogenase, welches die
Schrittmacherreaktion der Serin-Synthese katalysiert, induziert (Tab. 5, Tab. 6, Abb. 22 I-1I).
Zusitzlich war in Alrp auch das Nachbar-Gen von serd3, OE1164R, welches fiir ein
Phosphatase-Homolog kodiert, induziert (Tab. 6, Abb. 22 II). Obwohl fiir OE1164R noch
keine eindeutige Funktion bekannt ist, konnte dieses Phosphatase-Homolog einen
vorausgehenden Schritt in der Serin-Synthese katalysieren, die Dephosphorylierung von
Phosphoglycerat. Eine Induktion der Serin-Synthese kdnnte eine mogliche Repression des

Fluss in Richtung Gluconeogenese bedeuten (Abb. 22 I-1I).
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Abb. 23 Synthesewege der Aminosiduren Histidin, Tryptophan und Glutamat
Differentiell exprimierte Gene unter Eisenmangel und in den Deletionsmutanten AsirR und AfroR (I.) und in
den Deletionsmutanten Alrp und AlrpA1 (I1.). Induzierte Gene sind in rot dargestellt, reprimierte Gene in griin.

2.1.6.1.3 Bacteriorhodopsin-Synthese

Neben dem Arginin-Metabolismus wurde in Alrp die Bacteriorhodopsin-Synthese induziert
(Tab. 6, Abb. 24). Dabei wurde nicht nur die Genexpression des bop (Bacteriorhodopsin)
Gens induziert, sondern auch die der trans-aktivierenden Faktoren bat (,bacterioopsin
activator®) (Baliga et al., 2001) und brp (,,bop gene expressions regulator®) (Tab. 6).
Zusitzlich konnte in Alrp die Induktion des Phytoene-Synthase-Gens crtBI, das eine
wesentliche Rolle in der Carotinoid-Synthese und folglich auch in der Retinal-Synthese
spielt, gezeigt werden (Tab. 6). In AlrpAl hingegen wurde eine Repression des bop Gens
beobachtet (Tab. 7). Fiir das Bop-Regulatorgen brp wurde in der Deletionsmutante AtroR
eine Induktion festgestellt (Tab. 9). Unter Eisenmangel konnte eine Repression von blh, das
Gen fiir ein Brp-dhnliches Protein, beobachtet werden (Tab. 5). Im Parentalstamm wird die
Synthese von Bop und Retinal, welche gemeinsam die lichtgetriebene Protonenpumpe
bilden, bei geringem Sauerstoffgehalt und Licht durch Bat vermittelt (Gropp und Betlach,
1994; Baliga et al., 2001).
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Alrp
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Abb. 24 Synthese des Bacteriorhodopsin-Genclusters
Rote Pfeile stehen fiir Induktion, griine Pfeile fiir Repression der Genexpression

2.1.6.1.4 Gluconeogenese und zentraler Intermediirmetabolismus

Gene, welche an der Synthese von Glucose aus Pyruvat (Gluconeogenese) beteiligt sind,
waren unter Eisenmangel, in Alrp und in AtroR reprimiert (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 9,
Abb. 22 I-IT). Zusitzlich konnte unter Eisenmangel eine Repression des Glycerolkinase-
Gens glpK gezeigt werden (Abb. 22). AuBlerdem wurde unter Eisenmangel und in AtroR eine
reziproke Regulation des Pyruvatkinase-Gens pykA und des Pyruvatwasserdikinase-Gens
ppsA beobachtet, wobei pykA induziert und ppsA reprimiert wurde (Tab. 5, Tab. 9). Unter
Eisenmangel und in den Deletionsmutanten A/rp und AtroR entsteht offensichlich weniger

Phosphoenolpyruvat, was eine Neusynthese von Zucker verhindert (Abb. 22 I-1I).

Unter Eisenmangel, in Alrp wie auch in AtroR, wurden Gene flir Enzyme des TCA-
Zyklus reprimiert vorgefunden (Tab. 6, Tab. 9, Abb. 22 I-II). Eine Ausnahme stellte das in
AlrpAI und AtroR induzierte Gen acn dar (Tab. 7, Tab. 9). Dieses kodiert eine Aconitase, ein
Enzym des TCA-Zyklus, das zugleich als Translationsrepressor im Eisenstoffwechsel eine
Funktion hat (Walden et al., 2006). Dabei bindet das Enzym in Abwesenheit von Eisen an so
genannte ,,iron responsive elements (IRE) in mehreren RNAs und reguliert somit die

Translation.

Eine Induktion der Ferredoxin-abhéngigen Oxidoreduktase (pord, porB) (Kerscher und
Oesterhelt, 1981), welche Pyruvat zu Acetyl-CoA decarboxyliert, konnte in Alrp wie auch in
AtroR als induziert gezeigt werden (Tab. 6, Tab. 9, Abb. 22 I-1I). Diese wird entgegengesetzt
zu der Ferredoxin-abhingigen Oxidoreduktase korAB des TCA-Zyklus reguliert (Tab. 6,
Tab. 9, Abb. 22 I-II). Eine reziproke Regulation der Gene por4B und korAB ist nicht klar, da
man sich durch einen Fluss in Richtung Acetyl-CoA eine vermehrte TCA-Zyklus Aktivitét
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erwarten wiirde. Jedoch sind sowohl in Alrp als auch AfroR Gene des TCA-Zyklus
reprimiert (Abb. 22 I-II). Unter Eisenmangel wurde das Gen fiir die Untereinheit por4

reprimiert, was mit einem verminderten TCA-Zyklus tlibereinstimmt (Abb. 22 I).

Das Gen gldA1, welches fiir die Glycerol-Dehydrogenase kodiert, wurde in Alrp und
in AtroR induziert (Tab. 6, Tab. 9, Abb. 22). Unter Eisenmangel wurde das Glycerolkinase-
Gen glpK reprimiert (Tab. 5, Abb. 22 I). Glycerol wird entweder durch GIdA1 in
Dihydroxyaceton umgewandelt (Rawal et al, 1988) oder durch die Glycerolkinase zu
Glycerol-3-Phosphat phosphoryliert. Letzteres wird als Dihydroxyacetonphosphat (DHAP)
in die Glykolyse eingespeist oder dient als Substrat fiir die Produktion archaealer Lipide
(Abb. 22 I-1T). Das Schicksal von DHA ist jedoch unklar: In H. salinarum konnte bis jetzt
noch kein Enzym identifiziert werden, welches Dihydroxyaceton phosphoryliert (Falb et al.,
2008).

2.1.6.1.5 Transportprozesse

Gene fiir Untereinheiten von Phosphattransportern wurden unter Eisenmangel induziert,
hingegen in den Deletionsmutanten Alrp und AtroR reprimiert (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 9, Abb.
25). Repression konnte auch fiir Gene eines potentiellen Peptidtransporters unter
Eisenmangel, in Alrp und AtroR beobachtet werden (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 9). Einzige
Ausnahme stellte das Gen dppB3 dar, welches in einer Eisenmangelsituation induziert wurde

(Tab. 5).

Eine entgegengesetzte Regulation zwischen Eisenmangel und A/rp wurde fiir OE1806R, das
fiir eine Untereinheit eines ATP-unabhingigen Transporters kodiert, identifiziert. OE1806R

wurde unter Eisenmangel reprimiert und in Alrp induziert (Tab. 5, Tab. 6).

Gene, die Untereinheiten eines potentiellen SUF (,,sulphur assimilation*)-Transporters
kodieren, wurden in einer Eisenmangelsituation und in AlrpAl reziprok reguliert.
Eisenmangel bewirkte die Repression der entsprechenden Gene, in AlrpAI hingegen konnte
eine Induktion festgestellt werden (Tab. 5, Tab. 7). SUF-Transporter spielen eine Rolle in

der Assemblierung von Eisen-Schwefel-Clustern (Fontecave et al., 2005).

Das Gen fiir eine Cu(Il)-transportierende ATPase YvgX wurde unter Eisenmangel 16fach
induziert, jene des Co(II)-Transport hingegen waren reprimiert (Tab. 5, Abb. 25). In AsirR
wie auch unter Eisenmangel wurden Gene fiir den metallabhidngigen Fe(Il)/Mn(I1)-ABC-
Transporter induziert (Tab. 8, Abb. 25). Eine Aktivierung der Genexpression entsprechender
Gene zu OE5144R, OE5146R, OE5147R wird auch in einer AsirR-Deletionsmutante in
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H. salinarum NRC-1 beschrieben (Kaur et al., 2006). In der gleichen Studie wird eine
Repression desselben Operons in NRC-1 durch Mn(Il) und Fe(II), sowie eine Induktion
durch Co(II) und Ni(IT) dargestellt (Kaur et al., 2006). Eine Repression des Operons durch
Fe(Il) steht in Ubereinstimmung mit einer Induktion unter Fe(II)-Mangelbedingungen.
AusschlieBlich in AtroR wurde fiir einen putativen Mn(Il)-abhéngigen ABC-Transporter eine
Induktion beobachtet (Tab. 9, Abb. 25).
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Abb. 25 Ubersicht differentiell exprimierter Gene von Transportern unter Eisenmangel und in den
Deletionsmutanten Alrp, AlrpAI, AsirR und AtroR. Rote Pfeile bedeuten Induktion und griine Pfeile
Repression der Genexpression
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2.1.6.1.6 Transkription und Regulatoren der Transkription

Sowohl unter Eisenmangel, wie auch in den Deletionsmutanten Alrp, AlrpAIl und AtroR
wurden Gene, welche fiir Untereinheiten der RNA-Polymerase und fiir ribosomale Proteine
kodieren, reprimiert (Anhang Tab. 6, Tab. 7, Tab. 9). AuBlerdem wurden Gene fiir TATA-
Bindeproteine (TBP), Transkriptionsfaktor IIB (TFB)-Homologe, wie auch weitere
Regulatorproteine reguliert. Eine Ubersicht ist in (Abb. 26) dargestellt. Im Gegensatz zu den
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meisten Archaea, welche nur ein TBP und TFB besitzen, kodiert H. salinarum R1 fir vier
funktionelle TBP und acht TFB Homologe (Pfeiffer et al., 2007). Somit konnte eine
Kombination verschiedener TBPs und TFBs eine analoge Funktion zu bakteriellen Sigma-
Faktoren libernehmen und dadurch die globale Genexpression kontrollieren (Baliga et al.,

2000; Coker und DasSarma, 2007).

Reziproke Regulation konnte fiir das Regulator-Gen sirR beobachtet werden, wobei sirR in
Alrp reprimiert, in AlrpA1 hingegen induziert wurde (Tab. 6, Tab. 7). Zusétzlich wurde in
Alrp trh3, ein weiteres Gen fiir ein Lrp-Homolog reprimiert (Tab. 6). Unter Eisenmangel
konnte eine Induktion von #h5 und lrpA1, welche ebenfalls fiir Lrp-Homologe kodieren,
detektiert werden (Tab. 5). Ferner wurde in A#roR eine schwache Induktion des
Transkriptionsregulator-Gens /rp beobachtet (Tab. 9). In H. salinarum NRC-1 wird Lrp-
Homologen eine allgemeine Funktion in biologischen Prozessen vorausgesagt (Bonneau et

al., 2006).

Unter Eisenmangel war das Gen #oR, das fiir einen metallabhingigen
Transkriptionsregulator kodiert, induziert (Tab. 5). In AtroR wurde die Expression fiir idr2
(,,iron dependent regulator®), welches fiir einen Eisen-abhingigen Transkriptionsregulator
kodiert, reprimiert (Tab. 9). Idr2 inhibiert vermutlich zusammen mit Eisen seine eigene
Transkription. Eine &hnliche Funktion wird fiir IdeR (,,iron dependent regulator*) in
Mycobacterium tuberculosis gezeigt (Gold et al., 2001). Da TroR moglicherweise an der
Repression eines putativen Mn(II)-Transporters beteiligt ist, konnte in AtroR ein erhohter
Einstrom von Mn(Il) die Repression von idr2 bewirken (Abb. 25). Mn(Il) und Fe(II)
besitzen einen dhnlichen Ionenradius und sind daher an Metallbindestellen von Proteinen

leicht austauschbar (Jakubovics und Jenkinson, 2001).

Auffallend ist die Induktion von OE3136F in Alrp, AlrpAl und AtroR, wie auch eine
Repression unter Eisenmangel (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab. 9). OE3136F zihlt zur
Funktionsklasse der konservierten hypothetischen Proteine und hat im N-terminalen Bereich
eine HTH-Domine. Moglicherweise handelt es sich bei diesem Protein um einen
Transkriptionsregulator. Ein weiteres Gen fiir ein mdgliches DNA-Bindeprotein ist
OE4187R, welches in einer Eisenmangelsituation wie auch in Alrp induziert vorliegt (Tab. 5,

Tab. 6).
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Abb. 26 Regulierte Gene von Transkriptionsregulatoren unter Eisenmangel und in den
Deletionsmutanten. Eine rote Markierung bedeutet Induktion, eine transparent rote Markierung bedeutete
schwache Induktion, griin steht fiir Repression und transparent griin fiir schwache Repression. Das X bedeutet,
dass in der Deletionsmutante AsirR keine differentiell exprimierten Transkriptionsregulatoren identifiziert
wurden.

2.1.6.1.7 Zellulidre Stressantwort

Gene der zelluldren Stressantwort waren entweder reprimiert, z.B. wie Kélteschockprotein-
Gene, oder induziert, wie z.B. Hitzeschockprotein-Gene (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab. 9, Abb.
27). Fiir die Superoxiddismutase-Gene, wie auch flir Gene, welche den Thermosomkomplex
kodieren, konnte unter Eisenmangel eine Repression und in den Deletionsmutanten eine
Induktion gezeigt werden (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab. 9, Abb. 27). Fiir die
Superoxiddismutase-Gene ist die Anwesenheit von Eisen offensichtlich eine notwendige

Voraussetzung zur Expression.

Alrp
Alrp
Fe(-) AtroR Fe(-) AtroR

n VA

Alrp, AlrpA1 Alrp,AlrpA1
Fe(-) atroR, Asirr el AtroR

VT

Abb. 27 Zelluliire Stressantwort unter Eisenmangel und in den Deletionsmutanten
Rote Pfeile stehen fiir Induktion, griine Pfeile fiir Repression der Genexpression
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2.1.6.1.8 Siderophorsynthese

Die Induktion zweier Gene fiir die Siderophorbiosynthese (dat, iucB) konnte unter
Eisenmangel und in der Deletionsmutante AfroR beobachtet werden (Tab. 5, Tab. 9). Die
Produktion von Siderophoren wird durch Eisenmangel induziert. In E. coli reprimiert das
Fur-Protein in Anwesenheit von Fe(Il) die Synthese von Genen des Eisenaufnahmesystems.
Ist in der Zelle nicht mehr ausreichend Fe(II) vorhanden, so wird die Siderophorproduktion
angeregt und die zelluldren Transportkandle werden fiir Eisen wieder gedffnet (Bagg und
Neilands, 1987). Da mit Hilfe des Eisenchelators DIP eine starke Aktivierung der
Siderophorsynthese und des Fe-Aufnahmesystems ausblieb, geht man von einer
unzureichenden Eisenmangelsituation aus. Dies wurde bereits fiir B. subtilis (Baichoo et al.,

2002) und H. salinarum NRC-1 (Kaur et al., 2006) gezeigt.

In H. salinarum konnte kein Fur-Homolog identifiziert werden. Da die Expression von idr2
in AtroR reduziert war, konnte Idr2 wahrscheinlich eine Rolle bei der Genexpression des
Siderophorclusters spielen (Tab. 9). Unter Eisenmangel war idr2 tendenziell induziert,
jedoch nicht signifikant. Aber Idr2 ist ohne Eisen nicht in der Lage die Siderophorsynthese
zu reprimieren, daher kam es zu einer Induktion der Siderophorgene. In Mycobacterium
smegmatis wird IdeR (,,iron dependent regulator*) erstmalig als verantwortlicher Repressor

der Eisen-abhédngigen Siderophorsynthese identifiziert (Dussurget et al., 1996).

2.1.6.1.9 Zusammenfassung der beobachteten Effekte

In der folgenden Ubersicht wird vorwiegend auf die metallabhiingige Regulation in
H. salinarum eingegangen. Basierend auf der Annahme, dass die Deletion eines Gens und
die Uberexpression desselben Gens entgegengesetzte Effekte hervorrufen, wurden die in den
Deletionsmutanten Alrp, AsirR und AtroR regulierten Gene als Effekte von Lrp, SirR bzw.
TroR diskutiert (schwarze Pfeile in Abb. 28). Diese Annahme wurde fiir die Lrp-dhnlichen
Regulatoren Lrp und LrpAl experimentell iiberpriift. Hier wurden neben den
Deletionsmutanten Alrp und AlrpAI auch Uberexpressionsstimme dieser Gene hergestellt

und anschlieBend analysiert (2.1.7).

Eine Verbindung zwischen Lrp-dhnlichen Regulatoren und der metallabhingigen
Transkription besteht tiber Lrp. Aus den Mikroarray-Daten kann man schlieBen, dass Lrp die
Expression des metallabhdngigen Regulators sirR aktiviert (Abb. 28). SirR wiederum
reprimiert die Expression eines Fe(II)/Mn(Il)-abhingigen ABC-Transporters (Abb. 28).
Derselbe Transporter ist unter Eisenmangel induziert (Abb. 28). Eine Regulation von SirR

selbst konnte unter Eisenmangel jedoch nicht festgestellt werden. Folgender
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Regulationsmechanismus konnte dabei stattfinden: Unter Eisenmangel ist der
Transkriptionsregulator SirR nicht mehr in der Lage an den Promotor zu binden. Als
Konsequenz wird die Repression aufgehoben und die Gene des Operons werden
transkribiert. Bereits in S. epidermidis wird eine metallabhéngige Expression des sitABC-

Operons durch SirR beschrieben (Hill et al., 1998).

Der metallabhingige Regulator TroR reprimiert die Expression eines putativen Mn(II)-
abhingigen ABC-Transporters (Abb. 28). Dieser Effekt findet vermutlich zusammen mit
Mn(II) statt. Sinkt nun der Mn(II)-Spiegel in der Zelle, ist TroR nicht mehr in der Lage an
den Promotor zu binden und dissoziiert ab, was eine Expression des ABC-Transporters zur
Folge hat. Die Genexpression von troR wird unter Eisenmangel induziert (Abb. 28), was
wiederum die Repression des Mangan-abhédngigen Transporters zur Folge hat (Abb. 28).
AuBerdem induziert TroR die Expression des Eisen-abhingigen Regulators idr2. Eine
Repression der Siderophorgene zusammen mit Eisen wird bereits fiir den Eisen-abhingigen
Regulator IdeR in M. smegmatis gezeigt (Dussurget et al., 1996). Jedoch kann Idr2 ohne
Eisen die Synthese des Siderophorclusters nicht reprimieren, was sich in einer Induktion der
entsprechenden Gene &ullert (Abb. 28). Warum es dennoch zu einer Induktion von idr2
kommt ist nicht klar. Eine Moglichkeit wére, dass Idr2 neben seiner Repression des

Siderophorclusters noch eine weitere Funktion hat.

Unter Eisenmangel ist eine Regulation von Transport-Genen aufféllig. Dabei werden der
Cu(Il)- wie auch der Fe(Il)-Transport gegenldufig zum Mn(II)- und Co(II)-Transport
reguliert (Abb. 28). Die Expression von Genen, die beim Eisentransport eine Rolle spielen,
wurde aktiviert. Dieses sind Gene fiir einen Fe(Il)/Mn(I1)-ABC-Transporter und fiir Gene
des Siderophorclusters. Zugleich konnte die Repression von nicht Eisen-abhidngigen
Transportern, wie des Mn(II)-Transporters und des Co(II)-Transporters, beobachtet werden.
Eine starke Induktion konnte fiir den potentiellen Cu(Il)-Transporter unter Eisenmangel
beobachtet werden. Man wiirde annehmen, dass der Kupfer-Transport fiir die Halocyanine
wichtig ist. Unter Eisenmangel findet eine reduzierte Atmung statt, was sich in einer
Reduktion der Genexpression von NADH-Dehydrogenase Gene (Anhang) und von hcpD
dulerte. HepD ist eines von acht Genen, die fiir Halocyanin kodieren. In Halobacterien
erfolgt die Ubertragung von Elektronen auf die terminale Oxidase nicht {iber Cytochrom C,

sondern iiber so genannte Halocyanine (Mattar ef al., 1994).

BLAST-Analysen mit dem potentiellen Cu(Il)-Transporter YvgX ergaben eine hohe

Sequenzhomologie mit weiteren Cu(ll)-Transportern aus anderen Organismen.
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Moglicherweise findet eine Koregulation des Eisen- und Kupfer-Transports statt, oder das
als Cu(Il)-Transporter annotierte Gen ist in Wirklichkeit ein Eisen-Transporter. Gene, die fiir
Phosphat-Transporter kodieren werden unter Eisenmangel induziert und stellen notwendiges

Phosphat fiir den ATP-Kreislauf bereit.

Fiir den Metabolismus konnte gezeigt werden, dass unter Eisenmangel, wie auch in den
Deletionsmutanten AtroR und Alrp ein vermindertes Wachstum stattfindet. Dies dul3ert sich
in einer Reduktion der Pyrimidin-Synthese (Abb. 22). Im Gegensatz dazu konnte eine
vermehrte Produktion von Speicherstoffen, wie z.B. Arginin beobachtet werden (Abb. 22).

BR-Synthese

@ Phosphat
-Transporter

Fe(1l)/Mn(ll)- m Siderophor-
-Transporter synthese

Co(ll)-Transporter |

Cu(ll)-Transporter |

Abb. 28 Ubersicht der metallabhiingigen Regulation in H. salinarum

Rote (Induktion) bzw. griine (Repression) Pfeile, die von Fe(-) ausgehen, zeigen einen direkten Effekt der
Eisenmangelsituation. Schwarze Pfeile bedeuten, dass hier aufgrund eines Effekts in der Deletionsmutante
Riickschliisse auf eine direkte Funktion des Proteins gezogen werden.
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2.1.7 Mogliche direkte Zielgene Lrp-idhnlicher Regulatoren

Um eine Aussage iliber potentielle Zielgene von Lrp und LrpAl treffen zu konnen, wurden
die Deletionsmutanten Alrp (2.1.1.1) bzw. AlrpAI (2.1.1.2) wie auch die 1lrp (2.1.2) bzw.
TrpAl (2.1.2) lberexprimierenden Stimme im Zuge eines DNA-Mikroarray-Experiments

paarweise mit dem Parentalstamm H. salinarum R1 verglichen.

Das Wachstum der Deletionsstimme erfolgte aerob im Dunklen und jenes der

Uberexpressionsstimme anaerob im Licht (Abb. 13, Abb. 15).

Direkte Regulationseffekte dulern sich darin, dass bei einer Deletion von /rp bzw. lrpAl im
Vergleich zu einer Uberexpression von Irp bzw. lrpAl das Zielgen reziprok reguliert wird.
Durch die Wahl unterschiedlicher Wachstumsbedingungen der Deletions- und der
Uberexpressionsstimme werden zusitzlich mogliche Sekundireffekte, die aufgrund des

Wachstums unter den entsprechenden Bedingungen auftreten, ausgeschlossen.

2.1.7.1 Mogliche direkte Zielgene von Lrp

Eine erfolgreiche Uberexpression von Irp konnte auf Proteinebene mit Hilfe eines
spezifischen Antikorpers gegen Lrp anhand einer Westernblot-Analyse gezeigt werden (Abb.
11). Die Induktion der /rp-Genexpression wurde auch auf Transkriptionsebene mit Hilfe des
1lrp/ R1-Mikroarray Datensatzes bestétigt, wobei /rp 46fach induziert vorlag. Im Zuge einer
Irp-Uberexpression wurden 154 Gene als reguliert und 199 Gene als schwach reguliert
identifiziert. Simtliche identifizierten Gene sind im entsprechenden Volcano-Plot in Abb. 16

dargestellt.

Zur anschlieBenden Analyse der 1/rp/ R1-Mikroarray Daten wurden nur jene regulierten
Gene des [Irp-Uberexpressionsstammes herangezogen, die reziprok zur Alrp-
Deletionsmutante reguliert waren. In Tab. 10 befindet sich eine Gegeniiberstellung der
differentiell exprimierten Gene eines Alrp-Deletionsstammes im Vergleich zu einem 1/rp-

Uberexpressionsstamm.
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Tab. 10 Gegeniiberstellung der differentiell exprimierten Gene einer Alrp-Deletionsmutante und eines
tIrp-Uberexpressionsstammes

Alrp | tirp
ID xfach | xfach | Gen | Funktions-| g hame
klasse
Transportprozesse (TP)
OE1678R -1.8 pstC2 TP ABC-Phosphat-Transporter Permease
OE3908R -1.8 phnC TP ABC-Phosphat-Transporter ATP-Bindeprotein
OE4301R -2.2 dppF1 TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein
OE4302R -2.4 dppD1 TP ABC-Transporter ATP-Bindeprotein
OE4303R -1.9 dppC1 TP ABC-Transporter Permease
OE4552F -2.3 dppB2 TP ABC-Transporter Permease
OE1806R . - TP TRAP-Transporter Substratebindeprotein
Aminosaure-Metabolismus (AA
OE3922R | 15 hl gnA | AA | Glutamin-Synthetase
Zentral Intermediare prozesse (CIM
OE1710R -1.9 korB CiM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase 3-UE
OE1711R -2.9 korA CIM Oxoglutarat-Ferredoxin Oxidoreductase a-UE
OE5160F gldA1 CIM Glycerol-Dehydrogenase
Transkription (TC) und Transkriptionsregulatoren (REG)
OE2631F -2.3 rpoD TC RNA-Polymerase Untereinheit D
OE2637F -3.2 rooN TC RNA-Polymerase Untereinheit N
OE4740R -1.4 rpoA1 TC RNA-Polymerase Untereinheit A'
OE1478R -1.6 ttbF TC Transkriptionsinitiationsfaktor TFB
OE1797R -1.8 SirR REG Transkriptions regulator sirR
OE1794R - - CHY konserviertes hypothetisches Protein
Signaltransduktion (SIG
OE5243F H 27 | car | SIG |,Transducer“Protein
Sonstige (MIS)
OE4612F D220 24 [ hy | MIS | Serinprotease Halolysin R4

2.1.7.1.1 Transportprozesse

Bei einer /rp-Uberexpression bzw. einer /rp-Deletion wurden entgegengesetzte Effekte fiir
einzelne Phosphattransport-Gene, fiir Gene eines Peptidtransporters und fiir OE1806R,
welches flir eine Untereinheit eines ATP-unabhidngigen Transporters kodiert, beobachtet

(Tab. 10).

Fiir die Phosphattransport-Gene konnte eine Aktivierung durch Lrp gezeigt werden (Tab. 10,
Abb. 29). Lrp ist moglicherweise zusammen mit dem metallabhdngigen Regulator SirR an
der Kontrolle des Phosphattransports beteiligt. Hinweise auf eine Aktivierung der sirR-
Genexpression durch Lrp werden unter 2.1.7.1.4 diskutiert. Eine mogliche Beteiligung von
SirR an Phosphattransportprozessen wird auch fiir H. salinarum NRC-1 angenommen (Kaur
et al., 2006). Unter Eisenmangel waren Phosphattransport-Gene induziert, wihrend in AtroR
eine Repression entsprechender Gene stattfand (2.1.6.1.6). Zusétzlich wurde in AtroR eine
schwache Induktion des Regulatorgens /rp identifiziert (1.4fach) (2.1.6.1.6). Somit wiirde
man in der AtroR-Deletionsmutante tendenziell eine Induktion des Phosphattransports
erwarten. Da dies jedoch nicht der Fall ist, kann man daraus schlieBen, dass es einer
starkeren Aktivierung der /rp-Genexpression bedarf, um auch in AtroR eine Induktion der

Transportergene zu zeigen. Moglicherweise zeigt sich der Einfluss von Lrp auf die
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Genexpression bestimmter Zielgene erst ab einer stirkeren Induktion von /rp, wie dies im

Irp-Uberexpressionsstamm der Fall ist.

Weitere Transportgene, welche in der Mutante und im Uberexpressionsstamm
entgegengesetzt reguliert waren, sind Gene, die flir Untereinheiten eines potentiellen
Peptidtransporters kodieren (dppF'l, dppD1, dppCl, dppB2) (Tab. 10, Abb. 29). Einzelne
Gene des Peptidtransporters konnten ebenfalls unter Eisenmangel und in AtroR als reguliert
detektiert werden, wobei entsprechende Gene reprimiert wurden (2.1.6.1.5). Ahnlich wie bei
den Phosphattransport-Genen ist die Induktion der /rp-Expression unter Eisenmangel und in
AtroR zu schwach, um eine Induktion der Peptidtransport-Gene beobachten zu konnen.
Bereits in E. coli wird der Einfluss von Lrp auf die Genexpression von Transportproteinen
gezeigt, wobei hier Lrp die Gene des Oligopeptidtransportoperons oppABCDF reprimiert
(Calvo und Matthews, 1994).

OE1806R, welches fiir eine Untereinheit eines ATP-unabhingigen, so genannten TRAP
Transporters kodiert, wurde in Alrp induziert und in einem Irp-Uberexpressionsstamm
reprimiert. Eine Repression von OE1806R konnte auch unter einer Eisenmangelsituation
hervorgerufen werden (2.1.6.1.5). Interessant war hier eine entgegengesetzte Regulation
zwischen OE1806R und OE1794R, welches sich zusammen mit sirR in einem Operon
befindet (2.1.7.1.4). Bei einer Repression von OE1794R wird folglich eine Induktion von
OEI1806R beobachtet und umgekehrt.

2.1.7.1.2 Aminosiure-Metabolismus

Das fiir die Glutamin-Synthetase kodierende Gen gin4, ist das direkte Nachbar-Gen von /rp.
GInA wurde in Alrp reprimiert und als Folge einer /rp-Uberexpression induziert (Tab. 10,
Abb. 29). Die Regulation der Expression des Glutamin-Synthetase-Gens, weist Lrp eine
zentrale Rolle in der Stickstoff-Assimilation zu, wobei iiber die beiden Stickstoff-Donoren
Glutamat und Glutamin Stickstoff in metabolische Prozesse eingeschleust wird (Merrick und
Edwards, 1995). Der Einfluss von Lrp auf den Stickstoff-Metabolismus konnte durch die
Induktion der glnA Expression bereits in H. salinarum NRC-1 (Bonneau et al., 2007), wie
auch in E. coli bestitigt werden (Calvo und Matthews, 1994).

2.1.7.1.3 Zentraler Intermedidrmetabolismus

Weitere reziproke Effekte einer /rp-Uberexpression und einer /rp-Deletion wurden fiir die
Gene korA und korB, welche fiir den Oxoglutarat-Oxidoreduktase Komplex, ein Enzym des

TCA-Zyklus, kodieren, wie auch fiir das Glycerol-Dehydrogenase-Gen gldA1 gezeigt

59




Ergebnisse und Diskussion

(Tab. 10, Abb. 29). AuBerdem wurde im Zuge einer /rp-Uberexpression eine schwache

Induktion des Glutamat-Dehydrogenase-Gens gdhA2 (OE2728R; Anhang) gefunden.

GdhA2 katalysiert die reversible Desaminierung von L-Glutamat zu Oxoglutarat und KorAB
die oxidative Decarboxylierung von Oxoglutarat und dessen anschlieBende Umsetzung mit

CoA zum Succinyl-CoA.

Die Tatsache, dass korAB durch Lrp induziert wird, ldsst darauf schlieBen, dass es sich
hierbei um einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des TCA-Zyklus handelt. Das hat
moglicherweise einen Einfluss auf das Oxoglutarat/Glutamat-Gleichgewicht und wiirde
damit den Auf- bzw. Abbau von Glutamat beeinflussen. Im Zuge der Mikroarray-Analyse
konnte eine Induktion des Glutamat-Metabolismus durch Lrp gezeigt werden. Glutamat kann
tiber die Glutamat-Dehydrogenase GdhA2 in den TCA Zyklus eingespeist werden und
anschliefend iliber KorAB verstoffwechselt werden, um entweder weitere Metabolite zu
generieren oder Reduktionsdquivalente bereit zu stellen. Aulerdem wird die Synthese von
Glutamin aus Glutamat iiber eine Induktion des Glutamin-Synthetase-Gens ginA durch Lrp
reguliert (2.1.7.1.2). Hier sei erwéhnt, dass Glutamat in H. salinarum in einer hohen
intrazelluldren Konzentration von 50-100 mM als kompatibler Osmolyt vorliegt (Desmarais
et al., 1997; Kokoeva et al., 2002). Die hohe Glutamat Konzentration stellt somit auch ein
Kohlenstoff-Reservoir dar, welches bei Bedarf in andere Metaboliten, z.B. Aminosduren

umgewandelt werden kann.

In AtroR wie auch unter Eisenmangel wurden die Gene korAB reprimiert. Da jedoch
in AtroR das Regulatorgen /rp schwach induziert war, wiirde man in AtroR eine Induktion
der korAB Gene erwarten. Das Expressionsniveau von Lrp in AtroR reicht offensichtlich
nicht aus, um den gleichen Effekt wie in einem /rp-Uberexpressionsstamm hervorzurufen. In
AtroR und unter Eisenmangel wird der TCA-Zyklus reprimiert, was einen verringerten
Energieumsatz zur Folge hat. Gleichzeitig wird die Synthese von Glutamat/Glutamin

reduziert (2.1.6.1.2).

Eine Repression des Glycerol-Dehydrogenase-Gens gldA1 durch Lrp bedeutet, dass
weniger Glycerol zu Dihydroxyaceton (DHA) umgewandelt wird. Glycerol kann entweder in
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) umgewandelt, oder direkt zu DHA oxidiert werden. Eine
anschlieBende Umwandlung von DHA in DHAP scheint nicht mdglich zu sein, da noch
keine entsprechende Kinase zugewiesen wurde (Falb ef al, 2008). Wie DHA weiter

verwendet wird, ist derzeit noch nicht geklart.
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2.1.7.1.4 Transkriptionsregulator

Fiir sirR, welches einen metallabhéngigen Transkriptionsregulator kodiert, konnte in der
Alrp-Deletionsmutante  Induktion und bei einer Lrp-Uberexpression Repression
nachgewiesen werden (Tab. 10, Abb. 29). Diese Daten zeigen, dass Lrp iiber die Regulation
von SirR Einfluss auf die metallabhédngige Transkription hat. Da sich sirR gemeinsam mit
OE1794R in einem Operon befindet, wurde auf eine mogliche Koregulation der beiden Gene
geachtet. Bei einer Uberexpression von Lrp konnte ein solcher Effekt beobachtet werden. In
Alrp wurde hingegen kein Signal fiir OE1794R detektiert, das auf eine gemeinsame
Regulation der beiden Gene hingewiesen hitte. Eine Koregulation von sirR und OE1794R
war sowohl in der Deletionsmutante AlrpAI, wie auch in einem LrpAl-
Uberexpressionsstamm zu beobachtet. Hier erfolgte fiir sirR und OE1794R in beiden
Stimmen eine Induktion. Unter Eisenmangel wurde nur OE1794R induziert vorgefunden
(2.1.5.1). SirR gehorte hier nicht zu den signifikant regulierten Genen. Vermutlich spielt
OE1794R neben dem Regulatorprotein SirR in metallabhéngigen Prozessen eine Rolle. In
H. salinarum z&hlt OE1794R zu den konservierten, hypothetischen Proteinen. Nach einer
BLAST-Analyse konnte OE1794R einer noch nicht charakterisierten Proteinfamilie
UPF0016 zugeordnet werden. Diese Familie enthdlt integrale Membranproteine von noch
unbekannter Funktion. Die meisten Mitglieder dieser Familie enthalten 2 Kopien einer
Region mit einem EXGD-Motiv, die jeweils 3 Transmembranregionen enthilt. Fiir

OE1794R wurde ein EXGD-Motiv identifiziert.

Das Gen fiir den basalen Transkriptionsfaktor #/bF wurde als Folge einer Lrp-
Uberexpression induziert und in der Alrp-Deletionsmutante reprimiert (Tab. 10, Abb. 29). In
H. salinarum NRC-1 wird beschrieben, dass TfbF entweder direkt oder indirekt die

Transkription von 181 Genen kontrolliert (Bonneau et al., 2007).

Weitere entgegengesetzt regulierte Gene kodieren fiir Untereinheiten der RNA-Polymerase,

fiir das ,,transducer*“-Protein Car, wie auch fiir eine Serinprotease (Tab. 10, Abb. 29).

2.1.7.2 Mogliche direkte Zielgene von LrpAl

Die IlrpAIl-Uberexpression wurde durch den Datensatz des 1/rpAl/RI1-Mikroarray
Experiments bestitigt. Fiir /rpAl konnte eine 24fache Induktion auf Transkriptionsebene
nachgewiesen werden. 96 Gene wurden als reguliert und weitere 124 Gene als schwach

reguliert identifiziert. Im Volcano-Plot sind alle anhand des f/rpAI/R1-Mikroarray-
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Experiments detektierten Gene dargestellt (Abb. 16). Nur Gene, welche in der AlrpAI-
Deletionsmutante und im /rpA4 1-Uberexpressionsstamm reziprok reguliert waren, wurden zur
Analyse moglicher LrpA1-Zielgene herangezogen (Tab. 11).

Tab. 11 Gegeniiberstellung der differentiell exprimierten Gene einer AlrpA1-Deletionsmutante und eines

tIrpAI-Uberexpressionsstammes
AlrpA1| 1irpA1

Funktions-

ID xfach xfach Gen Kl Genname
asse

Aminoséure-Metabolismus (AA)

OE2619F |Gu| -1.2 | aspB3 | AA | Aspartat-Transaminase
Transkription (TC

OE2084R 24 | tB | TC | Transkriptionsinitiationsfaktor TFB
Miscellaneous (MIS

OE6130F ﬁ 63 | - | MIS |konserviertes hypothetisches Protein

LrpAl fungiert als Repressor folgender Zielgene: Das am stirksten reprimierte Gen
OEG6130F kodiert fiir ein konserviertes hypothetisches Protein. Fiir das direkte Nachbar-Gen
von IlrpAl, aspB3, welches flir eine Aspartat-Transaminase kodiert, konnte eine sehr
schwache Repression der Genexpression durch LrpAl gezeigt werden. Dieses Gen wird
jedoch in der Auswertung berticksichtigt, da aspB3 in der AlrpA-Deletionsmutante als stark
induziert vorlag. Dies konnte einen moglichen Hinweis auf eine Transkriptionskontrolle der
aspB3-Genexpression durch LrpAl darstellen. Zusdtzlich wurde das basale

Transkriptionsregulator-Gen #/bB als reprimiert beobachtet.

2.1.7.3 Zusammenfassung der Regulation Lrp-homologer Regulatoren

Eine Ubersicht der moglichen Funktionen Lrp-dhnlicher Regulatoren in H. salinarum R1 ist
in Abb. 29 dargestellt. Lrp fungiert sowohl als Aktivator, als auch als Repressor der
Transkription. Neben der Regulation von Transportprozessen, des zentralen
Intermedidrmetabolismus und des Aminosdure-Metabolismus ist Lrp auch an der
Aktivierung von Transkriptionsregulatoren beteiligt. LrpA1 hingegen scheint die Repression
spezifischer Gene zu bewirken. Beide Proteine sind an der Regulation des Aminoséure-
Metabolismus beteiligt, wobei Lrp die Expression des Glutamin-Synthetase-Gens glnA
induziert, welche aus Glutamat Glutamin synthetisiert. LrpAl hingegen reprimiert die
Genexpression von aspB3, welches fiir eine Aspartat-Transaminase kodiert. In H. salinarum
gehort Aspartat zu jenen Aminosduren die in der frilhen stationdren Phase bereits
metabolisiert sind (Gonzalez et al., 2007). Als Folge wird die Aspartat-Transaminase
(aspB3) Expression durch LrpAl induziert, um durch eine Transaminierungsreaktion

Aspartat aus Glutamat zu gewinnen.
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Abb. 29 Ubersicht der Regulationsprozesse von Lrp und LrpAl
Rote Pfeile stehen fiir Induktion und griine Pfeile fiir Repression des entsprechenden Zielgens. Die grauen
Pfeile bedeuten, dass es sich hier vermutlich um direkte Effekte des entsprechenden Lrp-Homologs handelt.

2.1.8 Verifizierung der Mikroarray Daten anhand RT-qPCR

Die Mikroarray-Analyse lieferte eine Ubersicht iiber simtliche differentiell exprimierten
Gene. Um diese mRNA Proben zu quantifizieren, erfolgte eine Reverse Transkription mit
einer anschlieBenden quantitativen PCR (RT-qPCR =, reverse transcription-quantitative
PCR*). Dabei wurden einzelne Gene der Mikroarray-Datensitze AlrpA1 / R1, AsirR / R1 wie
auch von ArroR /R1 ausgewihlt, die von biologischer Relevanz waren. Sowohl fiir die
Mikroarray-Experimente, als auch fiir die RT-qPCR wurden die gleichen RNA-Proben
eingesetzt. Dabei verglich man die Deletionsmutanten mit dem Parentalstamm. Fiir jedes
biologische Replikat erfolgte mindestens ein RT-qPCR Experiment. Die in cDNA
umgeschriebene RNA wurde mittels qPCR amplifiziert, wobei ein fluoreszierender Farbstoff
(,,SYBR"Green®) in die DNA eingelagert wurde. Um einen zuverlissigeren Cr-Wert (,,cycle
threshold*) fiir die entsprechende cDNA zu bekommen, wurde aus einem dreifachen Ansatz
gemittelt. Eine differentielle Expression des Gens A in der Deletionsmutante im Vergleich
zu Gen A im Parentalstamm wurde als xfache Expression mit Hilfe des AACr-Wertes

angegeben. Die 2““"-Methode macht eine relative Quantifizierung der erhaltenen Daten
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moglich, wobei ein konstant exprimiertes Gen (,,Haushaltsgen®™) als interner Standard
notwendig ist (Livak und Schmittgen, 2001). In H. salinarum wird haufig das Ferredoxin-
Gen fdx, als so genanntes Haushaltsgen verwendet (Aregger, 2003). Im Zusammenhang mit
der Analyse metallabhingiger Regulationsprozesse erweist sich jedoch das fdx Gen als
ungeeignet, da dieses selbst in metallabhingigen Prozessen reguliert wird. Deshalb wurde als

interner Standard das Glykoprotein OE4759R verwendet, da dieses konstant exprimiert wird.

Tab. 12 Gegeniiberstellung der RT-qPCR-Daten und der Mikroarray-Daten

ID ‘ Gen ‘ Genname ‘ xfach ‘ xfach
AlrpA1IR1 RT-qPCR Mikroarray
OE2619F aspB3 | Aspartat-Transaminase
OE6130F - konserviertes hypothetisches Protein
AsirR IR1 RT-gPCR | Mikroarray
OE2906R sod2 Superoxiddismutase
OE5144R - ABC-Transporter Permease
OE5146R - ABC-Transporter ATP-Bindeprotein
OE5147R - ABC-Transporter Substrat-Bindeprotein
AtroR IR1 Mikroarray
OE4593R - ABC-Transporter Substrat-Bindeprotein
OE2906R sod2 Superoxiddismutase
OE3556R carA Carbamylphosphat-Synthase UE-A -8.7 -4.3
Kontrollen (Deletionsmutante /R1) RT-gPCR | Mikroarray
OE3923F Irp Transkriptionsregulator -7181.3 -8.8
OE2621R IrpA1 Transkriptionsregulator -1168.1 -3.2
OE1797R SirR Transkriptionsregulator -15073.9 -3.0
OE1787F troR Transkriptionsregulator -81.6 -2.0

Fiir beide Methoden konnte der gleiche Trend in Richtung Induktion bzw. Repression eines
Gens beobachtet werden, jedoch konnte keine Aussage {ber die tatsdchliche
Transkriptmenge getroffen werden. Zu Kontrollzwecken wurde die RT-qPCR auch fiir die
deletierten Gene durchgefiihrt (Tab. 12, Kontrollen). In den Deletionsmutanten lieferten
mogliche DNA-Kontaminationen oder Kreuzhybridisierungen ein Hintergrundsignal und
erkldren die extrem negativen Werte fiir das deletierte Gen, obwohl man theoretisch einen
Wert von 0 erwarten wiirde. Im Fall von #roR liegt der Faktor -81.6 jedoch im Bereich
regulierter Gene (Tab. 12, Kontrollen). Hier konnte aufgrund einer sehr schwachen
Expression des Gens troR im Parentalstamm der relativ niedrige Wert bei einem Vergleich

zur AtroR-Deletionsmutante erkliart werden.

Auffillig sind die extrem starken Schwankungen der AACp-Werte der RT-qPCR im
Vergleich zu den Regulationsfaktoren der Mikroarrays (Tab. 12). In beiden Féllen wurde in

einem ersten Schritt mit Hilfe von Random Primern die reverse Transkription gestartet,
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welche eine homogene cDNA mit einer ungefdahren Gréfle von 300bp lieferte (Daten nicht
dargestellt). Im weiteren Verlauf unterscheiden sich die beiden Methoden technisch
voneinander und lieferten wahrscheinlich aus diesem Grund die stark unterschiedlichen
Werte. Aullerdem wurde beobachtet, dass in Abhéngigkeit von der Wahl der Primer fiir ein
bestimmtes Gen ein unterschiedlich starkes Signal in der RT-qPCR erhalten wurde. Die
Position der Primer muss so ausgewéhlt werden, dass aufgrund einer moglichen mRNA
Degradation das Signal nicht verloren geht. Ein typisches Beispiel war das ABC-
Transportergen OES5147F.

Eine weitere Erklarung fiir die Differenz der Regulationsfaktoren der AACr-Werte der RT-
gPCR im Vergleich zu den Regulationsfaktoren der Mikroarrays konnte DNA in den mRNA
Proben sein, die das Signal auf den DNA-Mikroarrays abschwiéchen. Zusitzlich ist eine
Kreuzhybridisierung zwischen Genen, die einer gemeinsamen Proteinfamilie angehdren oder
allgemein Ahnlichkeiten in ihrer Sequenz haben ein weiteres Problem bei DNA-
Mikroarrays. Die Verwendung von so genannten Oligonukleotid-Sonden mit einer Lange
von ca. 60 Nukleotiden minimiert das Problem von Kreuzhybridisierungen. Die Sonden
werden so ausgewihlt, dass sie einzigartige Regionen von Genen beinhalten und die

Kreuzhybridisierung zwischen Genen mdoglichst gering gehalten wird.

Bei den Mikroarrays wurden im Zuge der cDNA-Synthese die Fluoreszenzfarbstoffe (Cy5
bzw. Cy3) eingebaut, wobei ausschlieBlich fluoreszenzmarkierte dUTPs und keine nicht
markierten dUTPs in die cDNA eingebaut wurden. Da jedoch Cy5 im Zuge der reversen
Transkription schlechter in die cDNA inkooperiert wird als Cy3 wurde ein Farbwechsel oder
»dye-swap“ durchgefiihrt um Schwankungen in den Fluoreszenzintensititen zu eliminieren

(Wu und Dewey, 2006) (2.1).

Wihrend bei den Mikroarrays anschlieBend eine Hybridisierungsreaktion der markierten
cDNA mit den gesamten Gensonden auf einem Chip stattfand, wurde bei der RT-qPCR die

relative Transkriptmenge fiir ein spezifisches Gen untersucht.
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2.2 Protein-DNA-Interaktionen

In der Genregulation spielen Protein-DNA-Interaktionen eine entscheidende Rolle. Das
Regulatorprotein  bindet an so genannte DNA-Bindemotive in der jeweiligen
Promotorsequenz des zu regulierenden Gens. Zur Durchfithrung von Protein-DNA-
Wechselwirkungsstudien sind einerseits genaue Kenntnisse iiber den Transkriptionsstart
erforderlich und eine Identifizierung moglicher DNA-Bindemotive. Andererseits muss das
Regulatorprotein in seiner nativen Form vorliegen, um an DNA zu binden. Detaillierte
Studien zu Protein-DNA-Interaktionen wurden mit den beiden Transkriptionsregulatoren

LrpA1l und TroR durchgefiihrt.

2.2.1 Bestimmung der 5’- und 3-Enden von Transkripten

Mit Hilfe von RACE (,rapid amplification of c¢cDNA ends®), basierend auf der
Zirkularisierung von RNA (3.3.18), konnten jeweils die 5’- und 3’-Enden der Transkripte
lrpAl, aspB3, sirR und eines ABC-Transporters bestimmt werden.

2.2.1.1 Bestimmung der 5'-und 3'-Enden des /rpAI-Transkripts

2.2.1.1.1 Anordnung der Gene lIrpA1 und aspB3 im Genom von H. salinarum

In H. salinarum sind die Gene /rpA1 und aspB3 antiparallel orientiert und iiberlappen sich in
einer Sequenz von 7 bp (Abb. 30). Die Anordnung eines /rp-Gens iiberlappend mit einem
asp-Gen konnte ebenfalls fiir die halophilen Organismen Natronomonas pharaonis,
Halogquadratum walsbyi und Haloarcula marismortui beobachtet werden (Abb. 30). Die
beiden Gene sind in diesen Fillen parallel zueinander orientiert und besitzen einen
gemeinsamen Promotor. In H. salinarum hingegen existieren durch die antiparallele

Orientierung zwei getrennte Promotoren fiir die Gene /rpA1 und aspB3.

Es kommt nicht selten vor, dass eines von zwei Genen, die sich in direkter Nachbarschaft
befinden, fiir ein Regulatorprotein kodiert (Jacob und Monod, 1961). Das Genprodukt kann
entweder als Repressor oder Aktivator des Nachbar-Gens fungieren. Zumal es sich bei Lrp-
Homologen um DNA-bindende Regulatorproteine handelt (Calvo und Matthews, 1994), ist
anzunehmen, dass LrpAl aufgrund seiner rdumlichen Ndhe zu aspB3 einen Einfluss auf die

Transkription des  Asparat-Transaminase-Gens aspB3 hat. Als Beispiel fiir
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Transkriptionskontrollen rdumlich benachbarter Gene sei hier das Lysin-Biosyntheseoperon
aus S. solfataricus erwdhnt. Dabei reguliert das Lrp-Homolog LysM, das selbst in einem
Operon lysYZM kodiert wird, die Expression des parallel dazu orientierten Nachbaroperons

lysWXJK (Brinkman et al., 2002).

H. salinarum OE2619F GCEPA:-UL. TTCCGTACGGTCGTCCTAGCGCCGGTAGGGAGTATTAGCAG

\
/
/
[®
'I.

OEZ2621R |GATTCGGAAGATATTTTTTCACACGAACCAAATATCC TG&Cé%G

y

" IrpA1 und aspB3 tiberlappen in 7 bp

/
N. pharaonis aspC_1 ( Irp N
N 3% s
/ N
H. marismortui aspB1 < rp N\
N 3 5
s—»3 N P~
H. walsbyi _.§ Irp ) aspC
% —

Abb. 30 Anordnung der Gene /rpA1 und aspB3

Uberlappung der offenen Leserahmen von lrpA1 und aspB3 in H. salinarum. Genanordnung von Irp und asp in
den halophilen Organismen N. pharaonis, H. marismortui und H. walsbyi. Promotorbereiche von /rpAl und
aspB3 in H. salinarum sind hervorgehoben und schwarz umrahmt.

2.2.1.1.2 S'UTR und 3'UTR des IrpA1-Transkripts

LrpA1l wird als mRNA ohne ,,leader“-Sequenz transkribiert, wobei das Transkript am ersten
G des Startcodons GUG beginnt (Abb. 31). Archaeen und Bakterien verwenden neben AUG,
GUG und UUG als Startcodon, wenn auch seltener. Ein Ubereinstimmen des
Transkriptionsstarts mit dem Translationsstart kommt in halophilen Archaeen haufig vor
(Brenneis et al., 2007) und konnte ebenfalls fiir H. salinarum lrp gezeigt werden (Schwarz,

2009); Abb. 31). Die Position der TATA-Box (-27 bp) und des BRE-Elements sind in Abb.
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31 eingezeichnet, wie auch eine mogliche Bindestellen fiir Regulatorproteine (Abb. 31;
violett unterstrichen). AuBlerdem befinden sich an der Position -11/-10 zwei Adenine
(-11/-10-Motiv Abb. 31), welche ein weiteres Element des basalen-Promotors darstellen
(Brenneis et al., 2007). Die 3'UTR-Region von /rpAl ist in einem Sequenzabschnitt von
25 bp komplementdr zu aspB3. Dies war anzunehmen, da die Gene /rpA1 und aspB3 in einer
Sequenz von 7 bp dlberlappen (Abb. 30). Es konnte jedoch keine uridinreiche
Terminatorsequenz im 3'UTR von lrpA1 identifiziert werden (Abb. 32).

2.2.1.2 5'-und 3’-Enden weiterer Transkripte

2.2.1.2.1 aspB3-Transkript

Fir das Aspartat-Transaminase (aspB3) Transkript konnte eine 5'-,leader*-Sequenz von
31 bp bestimmt werden (Abb. 31). Jedoch befindet sich an der Position -25 bis -30 keine
TATA-éhnliche Sequenz. Ein bereits bekanntes Beispiel flir einen funktionsfahigen
Promotor ohne TATA-dhnliche Sequenz ist der Bacteriorhodopsin Promotor (Dunn et al.,
1981). An den Positionen -11/-10 wurde im aspB3-Promotor ein AT Motiv identifiziert, was
nach neuesten Kenntnissen zum basalen-Promotor gehdrt und fiir die Bindung von TFB und
der Rekrutierung der RNA-Polymerase verantwortlich sein konnte. Im 5" UTR von aspB3
konnte keine Homologie zu einer Shine-Dalgarno Sequenz festgestellt werden (Abb. 31). In
halophilen Organismen wird die Mdglichkeit einer Translationsinitiation mittels eines
Weges postuliert, der unabhdngig von einer Shine-Dalgarno Sequenz ist (Brenneis et al.,
2007). Das 3’-Ende des aspB3-Transkripts enthilt eine 126 bp lange Terminationssequenz,
welche komplementdr zum 3’-Ende des /rpA1 Gens ist (Abb. 32; siche auch 3'UTR von
IrpAl (2.2.1.1)). Es wurde keine Sequenz identifiziert, welche als mogliches

Terminationssignal dienen kann.
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Promotor

B0 + & w0 ow ow e w e B0 & o » & & & 4 w2 @ 40 T W W T T T T R 1 T A0 s o o o o s s = &
lrpAJ. CGTTCCGCTGTCGGTTGACGA L ATCCTGACGTG
1 rp GATGCGAGACAGAATTGGACG s I CCGGACGCATG

aspB3 CACGCGTCCCGCAGGAACGAT CCTTCGGAGCGCGCGGCTGCGGTCACGCCGTTCGCCGCGATG

sirR CCGGGAAAACGAAGGTACCCG ACGACGGTGTTGGCATG

ABC-TP ACATCTAAATTTAGATTTAGA TTCCCAGTACCCGATG

BRE TATA-Box -11/-10 Motiv

Abb. 31 Promotorbereiche von lrpAl, lrp, aspB3, sirR und des ABC-Transportoperons (ABC-TP)
Der Transkriptionsstart ist durch einen Pfeil gekennzeichnet, das Startcodon ist unterstrichen. TATA-Box, BRE-Element und -11/-10 Motiv sind umrahmt. 5"UTRs sind kursiv
dargestellt und grau unterlegt. Mogliche DNA-Bindemotive sind violett unterstrichen.

3"UTR
lrpAl UGAGCGUCGUGGCGCUGGCGAGCACAGC

aspB3 UGAGGCGUUCCUGGAGGAACGAGGGGUGGGCGGCCGUGACGCCGUCGAUAGCCAAAACCUCGCGC
UGAUCACGUCACCGAGCGCAUCCCCGUCGGCGGCCCGUACCUCCGCCAUCAGCAUGUGAUCGCC

sirR UGAGCGCGUUCACGGAAGUCCUGACGCUCGCGUUCGUCACGCAACUCGCAGCGCUCCCGGGCGAA
AAGGUCCAGUUCAUCAUCGCCAGCCUCAGCACC

ABC-TP UGAGCCACUGCUACUCGCCGGCGACGAGACAGUCUCCGUCACGCUGUUCGCGUGACGGCAGUGCG
GCACGCGACCGCCACGCCAACGGCGAUCGCCGCACGCGUGGUGUUCGUCAGC

Abb. 32 3'UTRs von lrpAl, aspB3, sirR und des ABC-Transportoperons (ABC-TP)
Die Stopcodons sind unterstrichen. Die Terminatorsequenzen sind kursiv dargestellt und grau unterlegt.
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2.2.1.2.2 sirR-Transkript

SirR wird als ,,leaderless“-mRNA transkribiert. Der Transkriptionsstart beginnt 6 Nukleotide
stromaufwirts vom ATG (Abb. 31). Erst ab einer Lange von mehr als 10 Nukleotiden im
5" UTR einer mRNA wird von einer so genannten ,,leader“-Sequenz gesprochen (Brenneis et
al., 2007). Die TATA-Box zentriert sich im Bereich -27/-26 mit einem daran angrenzenden
BRE-Element. Zusitzlich wurde das -10/-11 Motiv identifiziert (Abb. 31). Der 3" UTR-
Bereich hat eine Lidnge von 95 bp und enthélt kein uridinreiches Motiv, welches auf ein
Terminationssignal schlieen ldsst (Abb. 32). Auffillig war im Bereich des sirR-Promotors
eine Palindromsequenz von 16 nt (5-TTTAGATGCATCTAAA-3"; violett unterstrichen in
Abb. 31). Eine derartige Sequenz im Promotorbereich stellt mit groBer Wahrscheinlichkeit
ein DNA-Bindemotiv dar. Auch fiir das Operon sitABC in S. epidermis wird eine
Palindromsequenz im Promotorbereich als Bindestelle fiir das Regulatorproteine SirR

gezeigt (Hill ef al., 1998).

2.2.1.2.3 Transkript des ABC-Transporteroperons

Mit Hilfe der Mikroarray-Analyse wie auch mit RT-qPCR konnte bei einem Vergleich von
AsirR mit dem Parentalstamm fiir das ABC-Transportoperon (OE5146R, OES5147R,
OES5144R) die stirkste Induktion in einem AsirR- Deletionsstamm gezeigt werden (Tab. 8§,
Tab. 12). Diese Daten korrelierten mit jenen von H. salinarum NRC-1, wo dem
Regulatorprotein SirR bereits die Funktion eines Repressors des ABC-Transportoperons
zugewiesen wird (Kaur et al., 2006). Daher lag es nahe, anzunehmen, dass SirR in R1 unter
Standardbedingungen als Repressor des ABC-Transportoperons fungieren konnte (siehe

auch metallabhéngiges Regulationsmodell in Abb. 28).

Das ABC-Transportoperon wird als ,,leaderless“-mRNA transkribiert (Abb. 31). Im 5" UTR
befinden sich 4 Nukleotide vor dem Startcodon ATG (Abb. 31). Die TATA-Box ist im
Bereich -27/-26 lokalisiert. Das daran angrenzende BRE-Element, wie auch ein
-10/-11 Motiv konnten nicht eindeutig identifiziert werden. Weiter stromaufwérts befindet
sich eine Palindromsequenz (Abb. 31), welches eine mogliche Bindestelle fiir SirR sein

konnte.

Die Terminatorsequenz des 2822 bp langen ABC-Transportoperons hat eine Lange von
114 bp (Abb. 32). Auffillig ist auch hier das Fehlen eines Terminationssignals. Als
Kontrolle, ob die Gene des ABC-Transporters tatsdchlich in einem Operon kodiert werden,
wurde ein Primer so gewéhlt, dass dieser sich bereits im 5 UTR der kodierenden Sequenz

des ndchsten Gens befindet. Es konnte bestétigt werden, dass der 3" UTR-Bereich des einen
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Gens bereits mit dem 5” UTR des nichsten Gens tliberlappt und dass sich zwischen beiden

Genen keine Promotorsequenz befindet.

Mit Ausnahme des aspB3-Transkripts, handelt es sich hier um Transkripte ohne einer 5’'-
»leader“-Sequenz. Fir Haloarchaeca konnte mittels Reporterstudien die regulatorische
Funktion des 5" UTR-Bereichs bereits gezeigt werden (Brenneis und Soppa, 2009). Hier
bewirkte die Fusion eines 5'Endes an ein Reporter-Transkript eine verminderte
Translationseffizienz (Brenneis und Soppa, 2009). Fiir das aspB3-Transkript konnte das
bedeuten, das aufgrund der 5'-,,leader“-Sequenz die mRNA mit einer geringeren Effizienz

translatiert wird bzw. aspB3 einer strengeren Translationskontrolle unterliegt.

Die 3'Enden der Transkripte variierten zwischen 25 und 126 bp (Abb. 32). Ahnliche
Transkriptlingen wurden in Haloarchaea bereits gefunden (Brenneis et al., 2007). Eine
uridinreiche Terminatorsequenz konnte fiir kein 3 'Ende gezeigt werden. Allgemein wird die
Transkriptionstermination bzw. die Rolle der 3" UTRs in Haloarchaea noch wenig
verstanden. Eine mdgliche Rolle der 3"UTRs im Zusammenhang mit der

Translationseffizienz wurde kiirzlich postuliert (Brenneis und Soppa, 2009).

2.2.2 Bioinformatische Charakterisierung von DNA-Bindeproteinen

2.2.2.1 Sequenzvergleich von archaealen und bakteriellen Lrp-Proteinen

Das Genom von H. salinarum R1 kodiert acht Lrp-Homologe. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden Untersuchungen an Lrp (OE3923F), einem 16.7 kDa Protein und LrpAl
(OE2621R), einem 15.2 kDa Protein vorgenommen. Sowohl /rp, als auch lrpAl befinden
sich direkt neben Genen, welche fiir Proteine kodieren, die eine Rolle im Aminosaure-

Metabolismus spielen. Diese wurden daher zur weiteren Charakterisierung ausgewéhlt.

Abb. 33 zeigt einen Aminosdure-Sequenzvergleich von LrpAl mit archaealen und
bakteriellen Lrp-Homologen. Basierend auf der Struktur von Lrp/AsnC-Homologen wurden
mogliche a-Helices und B-Faltblétter von Lrp und LrpAl aus H. salinarum vorhergesagt
(Abb. 33).
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Abb. 33 Aminosiure-Sequenzvergleich von archaealen und bakteriellen Lrp-Proteinen

Die Aminoséure-Sequenzen folgender Proteine wurden miteinander verglichen. Sekundérstrukturelemente sind
als rote a-Helices und griine P-Faltblitter angegeben. Die Abbildung wurde mit Hilfe des INDONESIA-
Programms erstellt (D. Madsen, P. Johansson and G.J. Kleywegt Manuskript in Priparation). H. salinarum
LrpAl (OE2621R), P. furiosus LrpA (PF1601), M. jannaschii Ptr2 (MJ0723), ein Lrp-Homolog (HQ3354A)
aus H. walsbyi, H. salinarum Lrp (OE3923F), S. solfataricus LysM (SSO0157), B. subtilis LrpC (BSU04250),
E. coli AsnC (APECO1_2720) und E. coli Lrp (b0889). Bei den jeweiligen Proteinen ist in Klammer der
zugehorige ,,locus tag™ angegeben. Das HTH (,,helix turn helix®) DNA-Bindemotiv (aB-aC) und die RAM
(“regulation of amino acid metabolism”)-Doméne (B2aDB3B4aERS) sind umrahmt. Aminosduren sind
entsprechend ihrer Sequenzkonservierung grau unterlegt. Konservierte Methionin (102)/Prolin (P134) Reste
sind blau unterlegt. Reste von LrpAl welche im LrpAl-Strukturmodell (Abb. 34) gezeigt werden sind durch
einen Stern gekennzeichnet. Der AsnC-Effektor Komplex (APECO1_2720; rot umrahmt) ist in Abb. 34 als
Strukturmodell dargestellt und beinhaltet die Aminosduren Y100 bis 1107, wie auch Q128, welche der Position
Y96, 1103 und Q124 in dieser Abbildung entsprechen.

LrpAl hat die hochste Sequenzidentitit (76 %) mit dem Lrp-dhnlichen Regulator
(HQ3354A) aus Haloquadratum walsbyi. AuBBerdem lieferte ein Vergleich zwischen LrpAl
und LrpA (PF1601) von P. furiosus eine Sequenzidentitit von 38 %, zu Ptr2 (MJ0723) von
M. jannaschii 30 %, zu LysM (SSO0157) aus S. solfataricus 21 % und zu LrpC (BSU04250)
aus Bacillus subtilis konnte eine Sequenzidentitidt von 24 % gezeigt werden. E. coli Lrp
(b0889) zeigte 23 % und E. coli AsnC (APECO1 2720) zeigte 26 % Sequenzidentitit zu
LrpAl.

Die geringe Sequenzidentitit zwischen H. salinarum Lrp und LrpAl lédsst eine
unterschiedliche regulatorische Funktion vermuten. Fiir Lrp und LrpAl konnten im
N-Terminus ein aBaC HTH-DNA-Bindemotiv und im C-Terminus eine konservierte
Bappap RAM-Domédne vorhergesagt werden (Abb. 33). Letztere ist in die allosterische
Modulation von DNA-Bindungsaktivititen involviert (Ettema et al., 2002). Dass die Region

zwischen B3 und B4 fiir eine Ligand Bindung verantwortlich ist, konnte bereits fiir E. coli
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Lrp (Platko und Calvo, 1993) und E. coli AsnC (Thaw et al., 2006) experimentell gezeigt

werden.

AuBerdem besitzen die RAM-Dominen der beiden Lrp-Homologe aus H. salinarum
unterschiedliche konservierte Aminoséurereste, was einen Hinweis auf einen Unterschied in
der Spezifitit der Liganden liefert, wobei die RAM-Doméne zwischen LrpA1l und LrpA in
P. furiosus stark konserviert ist. Fiir LrpA kann gezeigt werden, dass sich ein Oktamer aus
einem Tetramer von Dimeren zusammensetzt. Dies geschieht jedoch unabhéngig von einem
Effektormolekiil (Leonard et al., 2001). Eine Oktamer-Formation ohne Einfluss der
Effektor-Aminosdure Asparagin wird ebenfalls fiir £. coli AsnC beobachtet (Thaw et al.,
2006). Konservierte Aminosdurereste der Lrp-RAM hingegen weisen Sequenzhomologien
zu LysM, einem Lrp-Homolog aus S. solfataricus auf. LysM ist an der Regulation der Lysin-
Biosynthese beteiligt (Brinkman et al., 2002).

2.2.2.2 Strukturmodell von LrpAl

Mitglieder der Lrp/AsnC-Familie interagieren mit DNA in Form eines Dimers oder
Oligomers (Yokoyama et al., 2005). Der jeweilige Oligomerisierungszustand kann durch die
An- oder Abwesenheit eines Effektormolekiils beeinflusst werden. Dies konnte anhand von
Studien iiber E. coli Lrp (Chen und Calvo, 2002) und E. coli AsnC (Thaw et al., 2006)
gezeigt werden. Aulerdem konnen Aminosduren auch eine Verdnderung der
Sekundirstruktur bewirken. Dies wurde fiir BkdR in Pseudomonas putida demonstriert.
Dabei induzierte L-Valin eine Verdnderung der Konformation und bewirkt anschlieend eine

Aktivierung der Expression des bkd-Operons (Madhusudhan et al., 1997).

Im Fall von AsnC sind acht Asparagine in einem Oktamer gebunden, wobei sich das
Oktamer aus einem Tetramer von Dimeren zusammensetzt. Die Bindestelle flir Asparagin
befindet sich an der AsnC—Dimer—Dimer Grenzfliche, welche sich jeweils aus den
B-Faltblittern 3 und 4 des einen Monomers und B5 eines weiteren Monomers zusammensetzt
(Abb. 34; (Thaw et al, 2006). Die Ausbildung eines stabilen Oktamers kann auch
unabhingig von der Effektor-Aminosdure Asparagin stattfinden (Thaw et al., 2006).

Einige konservierte Aminosdurereste von LrpAl kolokalisieren mit der Asparagin-
Bindestelle von AsnC. Anhand eines LrpAl-Homologiemodells konnten Unterschiede der
putativen Effektor-Bindestelle im Vergleich zum E. coli AsnC festgestellt werden (Abb. 34).
Zwei konservierte Seitenketten, M102 und P134 (Abb. 34, Abb. 33), blockieren vermutlich
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die AsnC-Bindungstasche in LrpAl. Dies ist ein Hinweis, dass eine potentielle LrpAl—

Aspartat Bindung sich von der in AsnC unterscheiden muss.

Abb. 34 Strukturmodell von LrpAl

Superposition der putativen LrpAl Aspartat-Bindestelle S96-1.103 (blau) auf dem AsnC-Effektor Komplex
weiB) Y100-1107. Die putative Aminosdure-Bindestelle befindet sich in der so genannten 3 und p4-Helix der
RAM-Doméne (Abb. 33).

2.2.2.3 Sequenzvergleich von metallabhingigen Regulatoren

In H. salinarum wurden zwei putative Transkriptionsregulatoren SirR und TroR identifiziert,
welche Homologie zu dem metallabhéngigen Repressorprotein DtxR (,,diphteria toxin
repressor®) aus Corynebacterium diphteria aufweisen. Die beiden Gene sirR und froR

kodieren ein 24.9 kDa bzw. 15.6 kDa grof3es Protein.

Die Kristallstruktur des metallabhéngigen Regulators DtxR aus C. diphtheriae ist bereits
gelost (Pohl et al., 1998) und dessen DNA-Bindedoméne wie auch die Metallkoordinations-
und Metallbindestellen sind identifiziert (Pohl ef al., 1998). Um mogliche konservierte
Metallbindestellen in den Regulatorproteinen SirR und TroR zu identifizieren, wurde ein
Aminosdure-Sequenzvergleich mit weiteren archaealen und bakteriellen metallabhdngigen
Regulatoren basierend auf der Struktur von DtxR durchgefiihrt (Abb. 35). Homologe wurden
durch BLAST-Analyse identifiziert, wobei einmal SirR und einmal TroR als Referenz-
Sequenz gewidhlt wurde. Die in DtxR identifizierten Metallkoordinations- und

Metallbindestellen sind in Abb. 35 hervorgehoben.

Bei der Bestimmung der Prozentzahl an Sequenzidentititen wurde sowohl SirR als auch
TroR mit allen Sequenzen verglichen (Abb. 35). SirR wies zu dem DtxR-Homolog aus

Roseiflexus castenholzii (Rcas _3322) mit 43 % Sequenzidentitit die hochste Homologie auf
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(Abb. 35). Bei einem Vergleich von SirR mit anderen halophilen Vertreten konnte fiir ein
SirR-Homolog aus H. walsby (HQ1563A) die stirkste Ubereinstimmung der beiden

Aminoséduresequenzen beobachtet werden (Abb. 35).

TroR hatte mit 61 % die stirkste Homologie zu einem SirR-Homolog aus H. walsby

(HQ1710A) und mit nur 25 % Sequenzidentidt zu dem bakteriellen DtxR aus C. diphteriae.
Die beiden Proteine SirR und TroR hatten untereinander eine 31 %ige Sequenzidentitit.

In allen untersuchten metallabhingigen Transkriptionsregulatorsequenzen sind die
Aminoséduren im Bereich der Metallkoordinations- und Metallbindestellen hoch konserviert
(Abb. 35). AuBBerdem ist ein Sequenzabschnitt im Bereich der N-Termini, fiir die ein DNA-
bindendes HTH-Motiv vorhergesagt werden kann, stark konserviert (Abb. 35).

helix-turn-helix
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Abb. 35 Sequenzvergleich von H. salinarum TroR und SirR aus verschiedenen Archaeen und Bakterien
Der auf der Struktur basierende Aminoséuresequenz-Vergleich wurde mit Hilfe des INDONESIA-Programms
erstellt (D. Madsen, P. Johansson and G.J. Kleywegt Manuskript in Préparation), wobei
Sekundérstrukturelemente als rote a-Helix und griines B-Faltblatt dargestellt sind; DtxR aus Corynebacterium
diphtheriae (DIP1414), SirR aus H. salinarum (OE1797R), SirR-Homolog aus H. walsby (HQ1710A),
metallabhdngiger Regulator aus Chloroflexus aggregans (CaggDRAFT 0622), DtxR-Homolog aus Roseiflexus
castenholzii (Rcas 3322), TroR aus H. salinarum (OE1787F), SirR-Homolog aus H. marismortui
(rrnAC1825), metallabhingiger Regulator aus Halobacterium sp. NRC-1 (VNGO0835G), metallabhingiger
Regulator aus Methanococcus maripalidus (MmarcC7_1655), metallabhéngiger Regulator aus Rubrobacter
xylanophilus (Rxyl 0653), SirR-Homolog aus H. walsby (HQ1563A), metallabhdngiger Regulator aus
Archaeoglobus fulgidus (AF1984). Die jeweiligen Proteine sind mit ihrem ,locus tag“ (in Klammer)
angegeben. Basierend auf der Kristallstruktur von DtxR (DIP1414) wurde die DNA-bindende HTH-Doméne
im Bereich der Helices aB und aC eingerahmt, wie auch die Metallkoordinations- bzw. Metallbindestellen (oE)
durch Pfeile gekennzeichnet.
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Fiir DtxR setzten sich die Metallkoordinations- und Metallbindestellen ausschlieSlich aus
den geladenen Aminosduren Cystein, Glutamat und aus zwei Histidinen zusammen (Pohl e?
al., 1998). An dieser Position wurden fiir SirR ebenfalls geladene Aminosduren identifiziert
(Aspartat, Glutamat, 2 Histidine) (Abb. 35). TroR hatte hingegen anstelle der beiden
Histidine ein Arginin und ein Prolin (Abb. 35).

Die Metallkoordinations- und Metallbindestellen zwischen SirR und DtxR sind konservierter
als zwischen TroR und DtxR, oder SirR und TroR. Dies konnte ein moglicher Hinweis auf
zwel verschiedene Liganden bedeuten, wobei spekuliert wird, dass SirR Eisen und TroR

Mangan bindet.

2.2.3 Heterologe Expression von LrpA1l und TroR in E. coli

Um LrpAl und TroR in vitro zu charakterisieren, wurden die entsprechenden Gene als
C-terminale Hexahistidin-Fusionsproteine heterolog in E. coli exprimiert. Da die beiden
Hisg-markierten Proteine in Einschlusskorperchen akkumulierten, erfolgte die Aufreinigung
der Proteine unter denaturierenden Bedingungen mit Hilfe der Ni-NTA-
Affinititschromatographie. LrpA1 hat ein berechnetes Molekulargewicht von 15.2 kDa und
TroR eines von 15.6 kDa. Beide Proteine migrierten aber in der SDS-PAGE bei einem
hoheren Molekulargewicht von 25 kDa. Dies wurde bereits fiir andere halophile Proteine
beobachtet (Tokunaga et al., 2004). Rekombinant hergestelltes LrpA1 und TroR wurden als
solche mit Hilfe von MALDI-TOF-MS identifiziert.

In Abb. 36 ist der typische Verlauf der Expression und anschlieBenden Aufreinigung von
LrpAl (A) und TroR (B) auf einem SDS-Gel dargestellt. Dabei wurde jeweils eine Probe
von nicht-induzierten Zellen aufgetragen (Abb. 36AB Spur 1). Bereits nach 30 Minuten war
eine deutliche Uberexpression von LrpAl (A) bzw. TroR (B) zu erkennen (Spur 2). Da sich
die Uberexpression nach zwei Stunden (AB Spur 3) im Vergleich zu 30 Minuten nicht
steigern lie3, wurden die E. coli Kulturen, welche LrpA1 bzw. TroR heterolog exprimierten
nach zwei Stunden geerntet. Durch die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie wurde LrpAl in
guten Mengen und ausgezeichneter Reinheit isoliert (Abb. 36A 3 Eluate Spur 4, 5, 6). TroR
wurde ebenfalls mit Hilfe der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt, wobei
schwichere Banden bei einem hdheren Molekulargewicht identifiziert wurden, die mogliche

Oligomere darstellen konnten (Abb. 36B 2 Eluate Spur 4, 5)
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Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt. Die Ausbeute von

LrpAl betrug 2.2 mg/L und von TroR 0.8 mg/L Kultur.
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Abb. 36 Expression und Aufreinigung von LrpAl (A) und TroR (B)

Auf dem 14%igem SDS-Gel sind die einzelnen Schritte der heterologen Expression von LrpAl (A) bzw.
TroR (B) in E. coli BL21-DE3 und der anschlieBenden Aufreinigung der Proteine mit Hilfe von Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie dargestellt. Spur 1 zeigt jeweils E. coli Extrakt vor der Induktion der Expression mit
IPTG. Bei einer optischen Dichte (ODgyy) von 0.8 wurde die Expression von LrpAl (A) und TroR (B) mit
0.6 mM IPTG induziert. Spur 2 und 3 =zeigen E. coli Extrakt nach 30 Minuten und zwei Stunden
Uberexpression. In Spur 4, 5 und 6 ist das mit Hilfe von Ni-NTA aufgereinigte Protein LrpAl dargestellt,
wobei dreimal mit 150 mM Imidazol eluiert wurde (A). LrpAl hat ein Molekulargewicht von 15.2 kDa. Die
beiden Eluate des 15.6 kDa schweren Proteins TroR wurden in Spur vier und fiinf aufgetragen (B). Ein
Proteinstandard (M) zur GroBenabschidtzung befindet sich in Spur M. Die Molekulargewichte der
Standardbanden sind am rechten Rand des Bildes angegegben.

2.24 Gelfiltration zur Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von
LrpAl und TroR

Die Gelfiltration oder GroBenausschlusschromatographie (GC) beruht auf der
unterschiedlichen Verteilung von Molekiilen zwischen einer Matrix (Sdule) und dem
umgebendem Medium. Durch die Verwendung geeigneter Standards kann das

Molekulargewicht eines Proteins bestimmt werden.

Dass eine erfolgreiche Bindung von Transkriptionsregulatoren an DNA stattfinden kann,
erfordert, dass die Proteine LrpA1 und TroR in ihrem nativen Zustand vorliegen. Nur so sind
sie in der Lage Dimere oder hohere Oligomere zu bilden, um erfolgreich an spezifische

DNA-Bereiche zu binden.

Die Renaturierung der in Harnstoff unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigten
Proteine LrpA1 und TroR erfolgte durch Dialyse in einem 4 M Salzpuffer (3.4.4). Mit Hilfe

einer analytischen Gelfiltration wurde anschlieend die erfolgreiche Riickfaltung und eine
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mogliche Multimerisierung anhand des Molekulargewichts (MW) iiberpriift. Die
entsprechende Gelfiltrationsséule S75 wurde mit mesophilen Proteinen kalibriert (Abb. 61).

Die Retentionsvolumina betrugen fiir LrpAl 1.32 ml (Abb. 37A) und fiir TroR 1.31 ml
(Abb. 37B), woraus fiir LrpA1l ein Molekulargewicht von 31.1 kDa und fiir TroR 29.6 kDa
ermittelt wurden. In beiden Féllen konnte die Bildung eines Dimers gezeigt werden, da das
theoretische Molekulargewicht fiir ein Monomer fiir LrpA1 15.2 kDa und fiir TroR 15.6 kDa
betrégt.
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Abb. 37 Gelfiltration von renaturiertem LrpAl (A) und TroR (B)

Nach der Dialyse von LrpA1l bzw. TroR gegen einen 4 M Salzpuffer erfolgte eine Gelfiltration. LrpAl eluierte
bei einem Volumen von 1.32 ml, was einem Molekulargewicht von 31.1 kDa und daher einem Dimer
entspricht (theoretisches Molekulargewicht eines Monomers: 15.2 kDa). Das Elutionsvolumen von TroR war
1.31 ml, woraus ein Molekulargewicht von 29.6 kDa berechnet wurde. Das ergibt bei einem theoretischen
Molekulargewicht eines Monomers von 15.6 kDa ein Dimer.

Die Dimerisierung von nativen LrpAl und TroR nach der Renaturierung ist konsistent mit
der Eigenschaft von DNA-Bindeproteinen, welche DNA als Dimere bzw. in einer hoher

oligomeren Form binden.

2.2.4.1 Suche nach einem moglichen Ligand von LrpAl

Archaeale Lrp-Homologe bilden bekanntlich in Anwesenheit von Aminosduren oligomere
Formen aus (Yokoyama et al., 2005). In Abschnitt 2.1.7.2 wurde eine mogliche Regulation
der Expression des Aspartat-Transaminase-Gens aspB3 durch LrpAl im Zusammenhang mit
einer regulatorischen Funktion von Aspartat diskutiert. Mdglicherweise bindet Aspartat
LrpAl und kontrolliert die Expression von aspB3. Darauf basierend wurde LrpAl

zusammen mit Aspartat inkubiert und anschlieend eine Gelfiltrationsanalyse durchgefiihrt,

79




Ergebnisse und Diskussion

um die Ausbildung héherer Oligomerisierungszustinde zu beobachten. Als Kontrolle wurde
LrpAl zusammen mit Arginin inkubiert. Dabei konnte fiir LrpA1l, welches mit Aspartat oder
Arginin inkubiert wurde, nur die dimere Form des Proteins beobachtet werden. Weder mit
Aspartat noch mit Arginin konnte ein hoherer Oligomerisierungszustand von LrpAl gezeigt
werden (Abb. 38). Moglicherweise bindet Aspartat bereits das Dimer und begiinstigt nicht

die Bildung von Oligomeren.
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Abb. 38 Gelfiltration von LrpA1 nach Inkubation mit Aminosiuren

LrpAl wurde entweder mit 5 mM Aspartat, oder mit 5 mM Arginin inkubiert. AnschlieBend erfolgte der
Gelfiltrationslauf bei einer Flussrate von 40 pl/min in einem 4 M Salzpuffer. Das Retentionsvolumen von
LrpAl inkubiert mit Aspartat betrug 1.34 ml (A), mit Glutamat 1.22 ml (B) und mit Arginin 1.29 ml (C), und
mit Molekulargewichten von 29.0 kDa, 43.3 kDa und 34.4 kDa.

2.2.5 Sekundirstruktur von LrpAl und TroR

Zur Sekundirstrukturanalyse von Proteinen und Peptiden wird iiblicherweise die
Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie verwendet. Ein optisch aktives Molekiil
absorbiert rechts und links zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich stark. Die daraus
resultierende elliptische Polarisation des Lichtes wird als Elliptizitit (©) bezeichnet und

stellt ein MaB fiir die Absorptionsdifferenz dar.

Die Sekundérstruktur eines Proteins ldsst sich anhand der CD-Spektroskopie im fernen-UV
bestimmen. a-Helix, B-Faltblatt und ungeordnete Strukturen weisen unterschiedliche

Elliptizititen auf und liefern charakteristische CD-Spektren (Abb. 39). a-Helices zeigen ein
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Doppelminimum bei 208-210 nm und 222 nm und ein Maximum bei 191-193 nm. Bei -
Faltblattstrukturen wird ein Minimum bei 215+5 nm und ein Maximum bei 195-200 nm
beobachtet. Ungeordnete Strukturen besitzen ein Minimum bei 195 nm und ein schwaches

Maximum bei 220 nm.

Fiir ein beliebiges Protein ldsst sich der Anteil der jeweiligen Sekundérstruktur anhand des

Kurvenverlaufs ermitteln.
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wne B-Faltblatt
- = ungeordnet
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Abb. 39 CD-Spektren der Standard-Sekundirstrukturen
Standardkurven von 100 % a-Helix, 100 % B-Faltblatt und 100 % ungeordneter Struktur.

2.2.5.1 Sekundirstruktur von LrpAl

Das CD-Spektrum von LrpAl zeigte ein Doppelminimum bei bei 209 nm und 222 nm
(Abb. 40). Die Berechnung der Anteile der Sekundérstrukturelemente wurde mit Hilfe des
CDNN Programms durchgefiihrt (Bohm et al., 1992). Fiir LrpAl wurden 56 % oa-Helices,
11 % pB-Faltblatt (= paralleles- und antiparalleles B-Faltblatt), 14 % B-Turn und 24 %
ungeordnete Struktur ermittelt (Abb. 40). Parallel dazu wurde mit Hilfe des ,,Scratch Protein
Predictor“-Programms eine Strukturvorhersage getroffen. Die theoretischen Werte fiir

LrpAl betrugen 42 % a-Helices, 27 % p-Faltblatt und 31 % ungeordnete Struktur.
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Anteile der Sekundérstrukturen a-Helix, B-Faltblatt und ungeordnete Struktur im fernen-UV. Das Protein hatte
eine Konzentration von 1.2 mg/ml und befand sich in einem 4 M Salzpuffer. Die Spektren wurden bei 21°C

aufgenommen.

2.2.5.2 Sekundairstruktur von TroR

Das CD-Spektrum von TroR zeigte ebenfalls ein Doppelminimum bei 209 nm und 222 nm

(Abb. 41). Die mittels des Programms CDNN berechneten Sekundérstrukturanteile von

TroR betrugen 42 % o-Helices, 13 % B-Faltblatt (= paralleles-und antiparalleles p-Faltblatt),
17 % B-Turn und 28 % ungeordnete Struktur (Abb. 41). Die Strukturvorhersage ergab 55 %
Helix, 6 % B-Faltblatt und 40 % ungeordnete Struktur.
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Abb. 41 CD-Spektren von TroR.
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Anteile der Sekundérstrukturen a-Helix, B-Faltblatt und ungeordnete Struktur im fernen-UV. Das Protein hatte
eine Konzentration von 0.3 mg/ml und befand sich in einem 4 M Salzpuffer. Die Spektren wurden bei 21°C

aufgenommen.
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Sowohl fiir LrpAl, als auch fiir TroR konnte gezeigt werden, dass beide Proteine in einem
4 M Salzpuffer gefaltet vorliegen und eine iiberwiegend o-helicale Struktur besitzen. Die
Abweichung zwischen dem gemessenen und dem theoretischen Wert betrug ca. 10 %. Dies
konnte bereits in anderen Arbeiten gezeigt werden (Eckhoff, 2003). Eine mogliche
Erklarung ist die Fehleranfalligkeit der CD-Spektroskopie (Surewicz et al., 1993), wie auch

eine allgemeine Hervorhebung a-helicaler Bereiche.

2.2.5.3 Thermale Denaturierungskurven von LrpAl

Um zu iiberpriifen, ob spezifische Liganden eine stabilisierende oder destabilisierende
Wirkung auf die Sekundirstruktur von LrpA1 haben, wurde der Protein-Entfaltungsprozess
sowohl mit als auch ohne Ligand iiber einen Temperaturgradienten von 4°C bis 95°C mittels
CD-Spektroskopie verfolgt (Abb. 42). Dabei konnte anhand der erhalten Daten iiber die
Anderung der Enthalpie (AH) und Entropie (AS) die damit verbundene Faltung und
Entfaltung von LrpA1 gezeigt werden.

Parallel dazu wurde jeweils ein Spektrum von LrpA1 im nativen Zustand, bei 95°C und nach
der Abkiihlung auf 4°C aufgenommen (Abb. 43). Es konnte beobachtet werden, dass LrpA1l
mit und ohne Ligand zu 100 % reversibel riickfaltbar ist, wobei die aufgenommenen

Spektren identisch sind. In Abb. 43 ist LrpAl ohne Ligand dargestellt ist.

Die thermalen Denaturierungskurven von LrpAl zeigten, dass die Schmelztemperatur (Tm-
Wert) von LrpAl ohne Ligand 59°C betrug (Tab. 13, Abb. 42). Durch Inkubation mit
50 mM L-Aspartat wurde der Tm-Wert auf 64°C erhoht, was einen stabilisierenden Effekt
der Aminosiure auf LrpA1 bedeutet (Tab. 13). Eine Temperatur Anderung von 1°C wird in
der Literatur bereits als stabilisierender Effekt bezeichnet (Cornish et al., 1994).

Zur Uberpriifung der Spezifitit des Liganden wurden die Schmelzkurven nach Inkubation
von LrpAl mit den Aminosduren L-Glutamat und D-Aspartat aufgenommen. Mit
L-Glutamat wurde keine Verdnderung der Schmelztemperatur beobachtet (Tab. 13).
D-Aspartat hat sogar eine destabilisierende Wirkung auf LrpAl, da die Schmelztemperatur
um 2°C geringer war als LrpA1 ohne Aminosdure (Tab. 13).
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Abb. 42 Schmelzkurven von LrpAl
Die Schmelzkurven wurden bei einer Wellenldnge von 222 nm {iber einen Temperaturverlauf von 4°C-95°C in

einem 2M CFE Puffer aufgenommen. Die Konzentration von LrpAl betrug 0.1 mg/ml. Es wurden jeweils
Kurven von LrpAl ohne Ligand (schwarze Kurve), mit 50 mM L-Aspartat (rote Kurve), mit 50 mM D-
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Aspartat (griine Kurve) und mit 50 mM L-Glutamat (blaue Kurve) aufgenommen.

Tab. 13 Tm, AH und AS von LrpAl

Protein Ligand Tm [C°] AH [J/mol] AS [J/imol/K]
LrpA1 X 59.32+0.13 -64182.1 + 1991.88 -193.049 + 5.99125
LrpA1 L-Aspartat 64.08 + 0.36 -86492.8 + 6411.59 -256.483 + 19.0127
LrpA1 D-Aspartat 57.08 £ 0.20 -50461.5 + 2545.51 -152.808 + 7.70834
LrpA1 L-Glutamat 59.00 + 0.21 -53516.9 + 2596.38 -161.125 + 7.81699

Beim Ablesen der Tm-Werte gab es Abweichungen zwischen den vom Computerprogramm
berechneten Werten und den graphisch dargestellten Werten. Bei exakt sigmoidal
verlaufenden Kurven wiirde man sich einen Tm-Wert im Wendepunkt erwarten. Aufgrund
der nicht exakt sigmoidal verlaufenden Kurven scheint es bei der Berechnung des

Tm-Wertes zu einer leichten Verschiebung dieser in Richtung einer hoheren Temperatur zu

kommen.
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Abb. 43 Spektrum von LrpAl
Die Aufnahme der Spektren von LrpAl erfolgten im nativen Zustand (schwarze Kurve) bei 4°C, nach der

Entfaltung bei 95°C (blaue Kurve) und nach Abkiihlung auf 4°C (rote Kurve).

Fiir das Lrp-Homolog BkdR in P. putida konnte durch Zugabe von L-Valin eine
Verdnderung der Sekundérstruktur gezeigt werden (Madhusudan et al., 1997).

Die Analyse der thermalen Denaturierungskurven von LrpAl mit oder ohne Ligand zeigte
eine Stabilisierung der Sekundérstruktur von LrpAl durch L-Aspartat um 4°C (Abb. 42).
Dies ldsst die Vermutung zu, dass L-Aspartat ein moglicher Ligand von LrpAl ist.

2.2.6 Kiristallisationsansitze von LrpAl

Bei der Kristallisation unter den Bedingungen 20 % (w/v) PEG 3350 und 150 mM NaCl
bildeten sich nadelformige Kristallstrukturen aus (Abb. 44). Um das Diffraktionsmuster von

LrpA1l bestimmen zu konnen, bedarf es einer Optimierung der Kristallisationsbedingungen.

Mit groBBer Wahrscheinlichkeit handelt es sich bei den erhaltenen Strukturen um Protein und
nicht um Artefakte, wie Salzkristalle. Die Kristallisationsversuche von LrpAl sind

erfolgreich und werden weiter verfolgt.
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Abb. 44 Kristallisationsansatz von LrpAl
Kristallisation von LrpA1 mit 20 % (w/v) PEG 3350 und 150 mM NacCl.

2.2.7 Bindungsstudien von LrpAl an den /lrpA1- und an den aspB3-
Promotor

2.2.7.1 Regulation der aspB3-Genexpression durch LrpAl

Aspartat-Transaminasen stellen Schliisselenzyme des Aminosidure-Metabolismus dar und
spielen im zentral-intermedidren Stoffwechsel eine Rolle. Sie katalysieren die reversible
Umwandlung von Aspartat und Oxoglutarat in Glutamat und Oxalacetat und sorgen
aulerdem fiir die Metabolite des TCA-Zyklus. H. salinarum R1 kodiert fir drei
unterschiedliche Aspartat-Transaminasen (AspB1, AspB2, AspB3; Abb. 45). Diese sind der
Untergruppe 1b der Aspartat-Transaminasen zuzuordnen (Okamoto et al., 1994). Sie haben
eine Sequenzidentitdt von 35, 37 bzw. 32 % zur Aspartat-Transaminase aus Thermus
thermophilus (Nakai et al., 1999). Die Sequenzidentititen zur Untergruppe la der Aspartat-
Transaminasen oder zu anderen Transaminase-Familien ist signifikant geringer (Abb. 45).
Obwohl AspB1-3 gut konservierte Aspartat-Transaminase Reste aufwiesen, besitzt nur
AspB2 ein konserviertes K99, um eine elektrostatische Interaktion mit der distalen

Carboxylatgruppe von Aspartat einzugehen (gekennzeichnet durch ein x in Abb. 45).
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Asp 1a [ 1aRC SN = GC! IDPTLEQWOT LAQLSVEKGW
1BKG IVLS = -S| PKEVLEALAR EHDF
Asp 1b [ 1132 IIPA - -T| TPDEVRATAOVAVEAGL
1045 IVFS| VNVVETFMSK-NFOPSLEEVEGLLVG-- = RREFLECLVRLAKKRNF
AspBl LFPD NP--¥GLPLRD-DLT LAPETVEDHITD--D| -5 OSPADMRAFARIADEHDV
AspB2 LLD| -5 SRAAMECVRD DHDI
AspB3 LSD = -8 IDGESLSALVALADRETDT
B8 B9 aG B10 aH al alJ
Asp 1a [ 1ARG ANOCFARGL-EEDAEGLRAFAAMHKELIVASSY SENFGL CTLVAADSETVDRAF SOMEAA A LSNDALRAIWEQELTDM
1BKG HLLYEG=-EHFSPGRVAF===EHT LTVNGAARAF A===CGP====KEVI KAMASY L==TNOEAS-RAFVEMA
Asp 1b [ 13132 EKILYD=-DAOHLSICAASPEAYERSYVCSCFARTY. FL===AGP====VPLVKAATKI QHSTSNVCTFAQY CAT AR = ===~ YENS=-0ODCVOEM
1045 IDSLVYT-D=-EFTSI LDVSEC-FDRIVYINCGFSESH LI==55E===== KVATAVSKI L===EVDNS == ==
AspBl HIVFEG--EHRSPMEFADT --DNWVWVWWNAC Y SHTCHR L@ A--ASE----- RRAERMLREV LS==-==GPQ--CVWDEM
AspB2 ORVNYCP--AHVSLAGLDCMF-ERTVTINCF Y LA--CPE-—--- ALVDOACKY SYSSAANFIL IR----HTD--DAIDEM
AspB3 GLAFDA--AAHSVLEYTD----DAFVIDGVSKRY V--CPR-———- RYVDTINAIL TLICAPSFVOA IR--—-HGT--DWLDGY
aK aL
V- AW
Asp 1a [ 1aRGC ROLFYNT LOEKCANRDFSFIIKONCMESFSGLT =====~ KEQVLRLREEF W, GHTP-DNEEPLCEAIVAV----L-
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aspB2 DVS---T| LMLPVAD---DDOAWCODA LKDAHEEA L STORLEAAVDRLAAEGY L----~
aspB3 FOPCY--TI LLDVSRL-CAAPAVADALLETACHA FEVSTDAVREAVARIDAVLASATTLT

Abb. 45 Sequenzvergleich von Aspartat-Transaminasen

Die drei Aspartat-Transaminasen AspBl1, AspB2 und AspB3 aus H. salinarum wurden mit Aspartat-
Transaminasen der Untergruppe la (Asp la) (1ARG, Escherichia coli), welche ein konserviertes R besitzen
(gekennzeichnet durch einen rote Umrahmung und ein 0) und mit Aspartat-Transaminasen der Untergruppe 1b
(1BKG, Thermus thermophilus, 1J32 Phormidium lapideum; 104S Thermotoga maritima), welche ein
konserviertes K besitzen, (gekennzeichnet durch eine rote Umrahmung und ein X) verglichen.

Die Daten der Mikroarray-Analyse legen die Vermutung nahe, dass das Aspartat-
Transaminase-Gen aspB3, welches ein benachbartes Gen von /rpAl ist, von LrpAl

reprimiert wird (2.1.7.2).

Um bessere Kenntnis {liber die Regulation der aspB3-Genexpression zu gewinnen, wurde
eine Northernblot-Analyse durchgefiihrt. H. salinarum R1 und AlrpAI wurden entweder in
komplexem oder synthetischem Medium bis zu den in Abb. 46 angegebenen Zelldichten
(ODggo) kultiviert. Abb. 46D zeigt Wachstumskurven von H. salinarum in synthetischem
Medium mit jeweils der in Abb. 46 angegebenen Aminosduren Zusammensetzung. Da
Aspartat-Transaminasen eine Umwandlung von Aspartat und Glutamat katalysieren, wurden
die beiden Aminosduren dem synthetischen Medium beigefiigt oder weggelassen, um einen

moglichen Einfluss auf die aspB3-Expression beobachten zu konnen.
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In allen Northernblot-Analysen erfolgte eine Hybridisierung der aspB3-spezifischen Sonde
mit einem Transkript in der GroBe von aspB3 (1107 bp).

In komplexem Medium war die Menge an aspB3-Transkript am Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase leicht induziert (ODgoo = 0.3) (Abb. 46A). In synthetischem Medium mit
zusitzlichem Aspartat und Glutamat hingegen konnte eine Induktion von aspB3 in der

frithen stationdren Phase (ODgoo= 0.8; Abb. 46B-1) beobachtet werden.

Eine leichte Induktion von aspB3 bei ODgop = 0.8 war auch in synthetischem Medium mit
Aspartat, aber ohne Glutamat zu beobachten Abb. 46B-2. Hingegen zeigten die Zellen des
Parentalstammes in synthetischem Medium ohne Aspartat, aber mit Glutamat bereits eine
Induktion von aspB3 in der frithen exponentiellen Phase (Abb. 46B-3). Beim Weglassen
beider Aminosduren war aspB3 in der frilhen exponentiellen Phase, wie auch leicht in der

frithen stationdren Phase induziert (Abb. 46B-4).

A H.salR1 B H. sal. R1 Synthetisches-Medium
Komplex-Medium
1 (+)Asp(+)Glu 2 (+)Asp(-)Glu 3 ()Asp(+)Glu 4  ()Asp()Glu
23S/RNA D D BN G ( ;s avq D ' =
TESTRNA | g G G G | 755 FNa| . 5;_._
. - L ad R R 1k B mrmMm
QD&0D 0.2 0.3 0.5 0.8 opeoo 0.2 0.5 0.8 0.2 0.5 0.8 0.2 0.5 0.8 0.2 0.5 0.8
C  AlrpA1 Synthetisches-Medium D
(+)Asp(+)Glu (+)Asp(-)Glu (-)Asp(+)Glu (-)Asp(-)Glu 1.20

23 5 rRNA 1

16 5 rRNA ——(+)Asp({+)Glu

—— ———
. . . ' . . —-m—- (+)Asp(-1Glu
02 08 02

08 02 08 02 08

—e—(-)Asp(+)Glu
—0— (-)Asp(-)Glu

optische Dichte [ODgg=nm]
=1
2

0D&00

S 4w @ P P
Zeit [h]

Abb. 46 Northernblot zur Bestimmung der aspB3-Transkriptmenge in H. salinarum R1 vs AlrpAl

Das obere Bild zeigt jeweils die 16S- und 23S-rRNA auf einem 1%igem Agarosegel nach Ethidiumbromid-
Féarbung zur Kontrolle der aufgetragenen Mengen an Gesamt-RNA. Die unteren Bilder zeigen aspB3-
Transkripte nach Hybridisierung einer Sonde gegen aspB3. H. salinarum R1 Zellen wurden entweder in
komplexem (A) oder synthetischem (B) Medium bis zu einer optischen Dichte (ODy) gezogen, welche der
Abbildung zu entnehmen ist. Das Wachstum des Deletionsstammes AlrpAl erfolgte in synthetischem Medium
(Abb. 14B) bis zu einer optischen Dichte entsprechend der Abbildung (C). Das synthetische Medium
(B1-4; C) enthielt entweder Aspartat oder Glutamat oder beide Aminosduren als Zusatz; gekennzeichnet durch
+/-. Wachstumskurve von H. salinarum R1 in synthetischem Medium mit der in der Abbildung angegebenen
Aminosdurezusammensetzung (D).
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Aus den in Abb. 46 gezeigten Resultaten geht hervor, dass in Anwesenheit von Aspartat die
aspB3-Genexpression reprimiert wird. Wenn kein Aspartat im Medium ist (Abb. 46B3, B4),
bzw. das gesamte Aspartat in der frithen stationiren Phase bei annihernd 10° Zellen/ml
(ODgpo=1.0) verstoffwechselt wurde (Abb. 46B1), ist die Repression von aspB3 aufgehoben,
um Aspartat aus Glutamat herzustellen. Eine rasche Metabolisierung von Aspartat bei einer
ODgpp =1.0 und eine relativ konstante Konzentration an Glutamat im Medium ist fir
H. salinarum R1 bereits gezeigt (Gonzalez et al., 2007). In diesem Zusammenhang sei die
Funktion von Glutamat als C- und N- Speicher zusétzlich zu seiner Funktion als kompatibler
Osmolyt, welcher intrazellulire Konzentrationen von 50 und 100 mM erreichen kann,

erwahnt (Desmarais et al., 1997; Kokoeva et al., 2002).

Um nun einen regulatorischen Effekt von LrpAl auf die aspB3-Genexpression zu
demonstrieren, wurde das Wachstum des Deletionsstammes AlrpAI mit oder ohne Aspartat
bzw. Glutamat verfolgt, um anschlieBend die aspB3-Transkriptmenge zu ermitteln
(Abb. 46C). Es konnte eine stark induzierte und konstitutive aspB3-Expression, unabhingig

von den beiden Aminosduren gezeigt werden.

Ein moglicher Reaktionsmechanismus der Aspartat-abhingigen Regulation der aspB3-
Genexpression ist in Abb. 47 dargestellt. Dabei konnte LrpAl als Dimer zusammen mit
Aspartat die aspB3-Genexpression durch Bindung an den Promotor inhibieren (A). Ist
Aspartat im Medium verstoffwechselt, dissoziiert LrpA1 vom Promotor ab und die RNA-

Polymerase hat einen ungehinderten Zugang um mit der Transkription von aspB3 zu

beginnen (B).
o LrpAYd
r’
A aspB3-Promotor | aspB3 | )
e
B aspB3-Promotor | aspB3 | )
aspB3-mRNA

Abb. 47 Méglicher Mechanismus der Regulation der Genexpression von aspB3 durch LrpAl

Die Repression der aspB3-Transkription durch LrpAl in seiner dimeren Form erfolgt gemeinsam mit Aspartat
(A). Ist kein Aspartat vorhanden, bindet LrpA1 nicht mehr an den aspB3-Promotor. Somit kommt es zu einer
Aufhebung der Repression und folglich zu einer Transkription von aspB3 (B).
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2.2.7.2 lrpAI-Genexpression zu verschiedenen Zeitpunkten

Durch Verwendung einer Sonde gegen [lrpAl konnte mittels Northernblot-Analyse die
IrpA 1-Transkriptmenge (429 bp) bestimmt werden. Dabei wurden Zellen des Parentalstamm
H. salinarum in komplexem Medium mit verschiedenen ODgg-Werten verwendet (Abb. 48).
Die /rpAI-Transkriptmenge war bei ODgoo-Werten von 0.2, 0.5, 0.3 und 0.8 relativ konstant

und nahm erst ab einem Wert von 0.9 ab.

Fiir Irsi4, ein Lrp-Homolog in S. solfataricus wurde der genau umgekehrte Effekt
beobachtet. Hier akkumulierte die Menge an /rs/4-Transkrpt in der Phase des spéten
Wachstums (Napoli et al., 1999).

H. sal. R1 in Komplex-Medium

23 SrRNA
16 5 rRNA

OD600 0.2 0.3 0.5 0.8 0.9

Abb. 48 Northernblot zur Bestimmung der lrpA1-Transkriptmenge in H. salinarum R1

Das obere Bild zeigt jeweils die 16S- und 23S-rRNA auf einem 1 %igem Agarosegel nach Ethidiumbromid-
Farbung zur Kontrolle der aufgetragenen Mengen an Gesamt-RNA. Die unteren Bilder zeigen [rpAl-
Transkripte nach Hybridisierung einer Sonde gegen lrpAl. H. salinarum R1 Zellen wurden in komplexem
Medium bis zu einer optischen Dichte (ODgg) gezogen, welche der Abbildung zu entnehmen ist.

2.2.7.3 IlrpAI und aspB3 sind direkte Zielgene des Regulators LrpAl

Da die meisten bakteriellen und archaealen Lrp Homologen an ihren eigenen Promotor
binden (Wang et al., 1994; Brinkman et al., 2003; Geiduschek und Ouhammouch, 2005),
wurde die Bindung von LrpAl an den /rpAl-Promotor in H. salinarum R1 untersucht. Aus
den Mikroarray-Daten ging hervor, dass LrpA1l an der Repression der aspB3-Genexpression
beteiligt sein konnte (2.1.7.2). Northernblot-Analysen unterstiitzten diese Annahme und
lieferten einen Hinweis auf einen moglichen regulatorischen Effekt von Aspartat auf die
aspB3-Genexpression (2.2.7.1). Daher wurde auch ein Bindungsexperiment mit LrpAl an

den aspB3-Promotor in Abhédngigkeit von Aspartat durchgefiihrt.

Um die DNA-Bindungsaktivitit von LrpAl in vitro zu charakterisieren, wurde eine
analytische DNA-Affinititschromatographie an halophile Bedingungen angepasst. Als
mogliches DNA-Bindemotiv im /rpAl-Promotor wurde eine ,,inverted repeat“-Sequenz mit

einer Liicke von 11 Nukleotiden vermutet wobei die linke Seite des ,,inverted repeats® mit
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der TATA-Box iiberlappt (Abb. 49A). ,Inverted repeats stellen mogliche DNA-
Bindemotive fiir Lrp-dhnliche Transkriptionsregulatoren dar (Ouhammouch und
Geiduschek, 2001). Fiir den aspB3-Promotor konnte kein offensichtliches DNA-Bindemotiv
identifiziert werden (Abb. 49B). Eine mogliche Bindestelle von LrpA1l konnte das in Abb.
50 eingezeichnete Motiv sein, da dieses in den markierten Bereichen eine hohe Ahnlichkeit

mit der /rpAI-Promotorsequenz hat.

Da das Bindemotiv im /rpAl-Promotor nur vermutet wurde, bzw. im Bereich des aspB3-
Promotor keines identifiziert werden konnte, wurde jeweils der komplette nicht kodierende
Bereich zwischen zwei Genen amplifiziert und im weiteren Verlauf dieses Experiments als
lrpA1-Pine (=DNA; Promotorsequenz inclusive) bzw. aspB3-Piy bezeichnet (Abb. 49). Im
Bereich der ,,inverted repeat“-Sequenz im /rpAI-Promotor wurden die in Abb. 49A durch

rote Sterne gekennzeichneten Mutationen eingefiihrt.

Zur Durchfithrung des LrpA1-DNA-Bindungsexperiments wurde fiir den lrpAI-Piy ein
234 bp groBBes DNA-Fragment und flir den aspB3-Pi,.; ein 208 bp grofles Fragment gewihlt.
Zur Demonstration einer unspezifischen Bindung diente als Kontroll-DNA das Flagellin-

Gen fIgB1.

Die DNA-Fragmente lrpAI-Pi,; und aspB3-Pin, wie auch die Kontroll-DNA wurde mit
einem Biotin markierten Oligonukleotid mittels PCR amplifiziert und an eine Streptavidin-
Sepharose Matrix gekoppelt. AnschlieBend wurde heterolog exprimiertes und aufgereinigtes
LrpAl (Abb. 36) mit der lrpAI-Pina bzw. der aspB3-Piqy DNA und der Kontroll-DNA
inkubiert und anhand einer SDS-PAGE analysiert (Abb. 51). Nur bei einer erfolgreichen
Bindung kann LrpA1l auf dem Gel detektiert werden. Heterolog exprimiertes LrpAl zeigte
Bindung an lrpAI-Pina (Abb. 51A, Spur 2), aber nicht an die Kontroll-DNA (Abb. 51A,
Spur 1). Eine Mutation der moglichen LrpAl Bindestellen im /rpA1-Pinq hingegen
(Abb. 51A, Spur 3; gekennzeichnet durch Sterne Abb. 49A), verhindert dessen Bindung
(Abb. 51A). Die Protein-DNA-Bindungsexperimente lassen die Schlussfolgerung zu, dass
LrpAl an seine eigene Promotorsequenz bindet. In Ubereinstimmung mit anderen
archaealen Lrp-Homologen, wird angenommen, dass LrpAl seine eigene Transkription

negativ reguliert (Brinkman et al., 2003).
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IrpA1-P,  -Sequenz _

r
A OE2622R | IrpA1-Promotor | IrpA1 | )

> XL

* %% *kk
IrpA1-Promotor GGAAEATAT TTTTTCACAC GAACCAAATA TCCTGACGTG|

J
mogliche Bindestellen von LrpA1
aspB3-P, -Sequenz
v ~V
B OE2618R | aspB3-Promotor | aspB3 | )

aspB3-Promotor AACGATTATGAGGGATGGCCGCGATCCTGCTGGCATGCCTTCGGAG J

Abb. 49 Promotorbereich von IrpA1 (A) und aspB3 (B)

LrpAI-Pi, bzw. aspB3-Py, ist der DNA-Bereich, welcher im LrpA1-DNA-Bindungsexperiment verwendet
wurde. Dieser Bereich beinhaltet die komplette Promotorsequenz (A+B). Der Transkriptionsstart von /rpAl ist
unterstrichen. Der ,,inverted repeat™ stellt eine mdgliche Bindestelle von LrpAl dar und ist grau umrahmt.
Mutationen im Bereich dieser ,,inverted repeats” sind mit einem roten Stern gekennzeichnet. Die TATA-Box,
wie auch das -11/-10 Motiv sind grau unterlegt. Weitere Details zum /rp4/-Promotor siche unter 2.2.1.1 wie
auch Abb. 31 (A). Der Transkriptionsstart von aspB3 ist unterstrichen. Das -11/-10 Element ist grau unterlegt.
Details siehe unter 2.2.1.1 und Abb. 31 (B).

IrpA1-Promotor TTTTTCACACGAACCARAT ACE'I"G
aspB3-Promotor GAGGGATGGCCGCG CTGGCATGCCTTCGGAG

Abb. 50 Sequenzvergleich zwischen dem lrpA1- und dem aspB3-Promotor
In Grau sind jene Basen markiert, die in beiden Promotoren vorkommen. Der Pfeil kennzeichnet den
Transkriptionsstart.

Eine schwichere Bindung von LrpAl erfolgte an aspB3-Pin (Abb. 51B, Spur 2). Da die
Northernblot-Analysen in 2.2.7.1 eine Induktion der aspB3-Genexpression in einem Medium
ohne Aspartat zeigten, ging man von einer moglichen regulatorischen Funktion der
Aminoséure aus. Aus diesem Grund wurde dem DNA-Bindungsansatz Aspartat beigefligt.
Dadurch konnte eine deutliche Verstirkung der Bindung von LrpAl an aspB3-Pina
beobachtet werden (Abb. 51B, Spur 3). Kontrollexperimente mit Arginin zeigten hingegen
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keinen Einfluss auf die Bindungseffizienz von LrpA1l an den aspB3-Pi,., was wiederum die

Spezifitit von Aspartat belegt (Abb. 51C, Spur 3).

In Tab. 14 sind die relativen Bindungseffizienzen von LrpAl an Sepharose gebundene
DNA-Fragmente dargestellt. Die Berechnung der Bindungseffizienz erfolgte aus jeweils drei
unabhdngigen Experimenten. Dabei wurde nur die Bindungsintensitit der kleineren Bande
beriicksichtigt (Abb. 51). Die groBere Bande stellt das LrpAl-Dimer dar, welches in die
Berechnung nicht miteinbezogen wurde. Offensichtlich konnten die Dimere in Proben fiir

eine SDS-PAGE durch Erhitzen nicht in Monomere dissoziiert werden (Abb. 51).

A B C
Aminosédure - - - Asp - Asp Arg - Arg
LrpA1 + + + + + + + + +
DNA[P,,q] K IrpA1  IrpA1* K aspB3 aspB3 K  aspB3 aspB3
1 2 3 W[ 1 2 3 1 2 3
-

32
= “9 B — ) T -

Abb. 51 Bindung von LrpA1l an DNA-Fragmente (lrpA1-P;,, aspB3-P;,q und Kontroll-DNA (K))

Die untere Bande ist das LrpA1 Monomer. Die obere Bande stellt das LrpA1-Dimer dar. Bindung von LrpA1l
an nicht-spezifische Kontroll-DNA (K) (Spur 1), an lrpA1-Pj, (Spur 2), und an den mutierten /rpAI-Pi,q (Spur
3) (A). LrpAl Bindung an nicht-spezifische Kontroll-DNA (K) in Anwesenheit von 5 mM L-Aspartat (Spur 1),
an aspB3-Py, (Spur 2) und an aspB3-Pj, mit zusitzlichem Aspartat (Spur 3) (B). Bindung von LrpAl an
nicht-spezifische Kontroll-DNA (K) in Anwesenheit von 5 mM L-Arginin (Spur 1) und an aspB3-P;,, mit
(Spur 3) oder ohne (Spur 2) 5 mM L-Arginin (C). Das Molekulargewicht der Standardbanden ist in Spur M in
Bild A angegeben.

Tab. 14 Relative Bindungseffizienzen von LrpAl an Sepharose-gebundene DNA Fragmente (P;,) und
Kontroll-DNA (K)

DNA-Fragment Bandendichte %?
IpA1-Ping 846128 100%
IrpA1-Pj (mutiert) 20133 24%
Kontroll-DNA (K) 313+70 37%
aspB3-Pi (5 mM Asp) 14041228 100%
aspB3-Piy 4731220 34%
Kontroll-DNA (K) (5 mM Asp) 92+33 7%
aspB3-Pj, (5 mM Arg) 175194 100%
Kontroll-DNA (K) (5 mM Arg) 135169 77%
aspB3-Pj, 52122 30%

* Durchschnitt und Standardabweichung basieren auf drei separaten Experimenten
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Da LrpAl in der Lage ist, an zwei Promotoren zu binden, wurden mdgliche
Sequenzihnlichkeiten zwischen dem /rpAl- und dem aspB3-Promotor untersucht. Dabei
wurden die grau unterlegten Sequenzen als dhnliche Sequenz identifiziert und konnten
mogliche Bindestellen fiir LrpAl sein (Abb. 50). Um jedoch eindeutige LrpA1-Bindestellen
in beiden Promotoren zu identifizieren, miissten ,,DNA-Footprinting“-Analysen

durchgefiihrt werden, die in halophilen Organismen leider nicht etabliert sind.

Konsensussequenzen fiir bakterielle und archaeale Lrp-Bindestellen sind in (Brinkman et al.,

2003) und (Yokoyama et al., 2005) angefiihrt.

Anhand der LrpA1-DNA-Bindungsstudien wurde gezeigt, dass LrpAl an seinen eigenen
Promotor und in Abhdngigkeit von Aspartat an den aspB3-Promotor bindet. Ersteres ist ein
Hinweis, dass LrpAl seine eigene Transkription reprimieren kdnnte, wie es bereits fiir viele
untersuchte archaeale Lrp-Homologa bekannt ist (Brinkman et al., 2003). Eine negative
Autoregulation von lrp erfolgt in E. coli unabhingig von der Effektor-Aminosdure Leucin
(Calvo und Matthews, 1994), wohingegen Aminosdure-abhéngige regulatorische Effekte bei
Lrp Zielgenen in E. coli und anderen bakteriellen Lrp-Homologen gezeigt wurden (Calvo
und Matthews, 1994). In archaealen Organismen ist neben der Autoregulation wenig liber
mogliche Zielgene und den regulatorischen Einfluss von Aminosduren bekannt (Brinkman et
al., 2003). Eine Ausnahme ist das Lysin Biosynthese Operon in S. solfataricus, fiir das hier

die Genexpression in Abwesenheit von Lysin maximal ist (Brinkman et al., 2003).

In dieser Arbeit lieferten Mikroarray-Analysen einen Hinweis auf eine mogliche Repression
der Genexpression des Aspartat-Transaminase Gens aspB3 durch LrpAl (2.1.7.2).
Zuséatzlich konnte der regulatorische Einfluss der Effektor Aminosdure Aspartat auf die
aspB3-Expression gezeigt werden. Dabei findet die aspB3-Genexpression in Abwesenheit

von Aspartat statt (2.2.7.1).

LrpAl liegt als Dimer vor (Abb. 37). Es konnte keine hohere Oligomerisierung durch
Zugabe der Aminosduren Aspartat oder Glutamat beobachtet werden. Da jedoch eine
Abhéngigkeit der Bindung von LrpAl an ein DNA-Fragment, welches die Promotorregion
von aspB3 beinhaltet, gezeigt wurde, nimmt man an, dass eine Anlagerung von Aspartat an
das Dimer stattfinden konnte. Eine Stabilisierung von LrpAl durch L-Aspartat konnte
mittels CD-Spektroskopie gezeigt werden (Abb. 42). LrpAl bindet an zwei verschiedene
Promotoren, was eine Spezifitit fiir zwei unterschiedliche Promotorsequenzen bedeutet. Man
geht davon aus, dass LrpA1 mit angelagertem Aspartat den aspB3-Promotor bindet und ohne

Aspartat moglicherweise seine Konformation édndert, um an den /rpA /-Promotor zu binden.
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Die reziproke Regulation von lrpAl und aspB3 ist in Abb. 52 dargestellt. Ist Aspartat im
Medium vorhanden, reprimiert LrpAl zusammen mit der Aminosdure die aspB3-Expression.
Zu diesem Zeitpunkt ist die die /rpAI-Expression maximal (2.2.7.2). Wird jedoch Aspartat
im Laufe des Wachstums metabolisiert, dissoziiert LrpAl vom aspB3-Promotor ab und
bindet den /rpA I-Promotor, um moglicherweise dessen Transkription zu reprimieren. Durch
Aufhebung der Repression wird aspB3 exprimiert, um anschlieBend aus Glutamat Aspartat
zu synthetisieren. Anhand dieser Hypothese konnte der direkte Einfluss von LrpAl auf die

Genexpression des Nachbar-Gens aspB3 erklédrt werden.

y
r ] ‘?"-

IrpAT-mRNA

r
A IrpA1-Promotor IrpA1

aspB3-reprimiert

=Iprs | IrpA7-reprimiert “
B er‘I-Promoro iﬂﬁ_ aspB3 | aspB3-Promotor |
aspB3-mRNA

Aspartat Glutamat

Abb. 52 Reziproke Regulation der Genexpression von IrpAI und aspB3 durch LrpAl

Bindung von LrpA1 zusammen mit Aspartat an den aspB3-Promotor und Repression der aspB3-Genexpression
(A). Ohne Aspartat erfolgt eine Bindung von LrpAl an den /rpAI-Promotor zur Repression der lrpAl
Transkription (B).
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2.2.8 [Invitro Charakterisierung der Bindungsaktivitit von TroR

In Treponema pallidum ist TroR (,transport related operon repressor®) Teil des tro-Operons
(,,transport related operon®), welches insgesamt aus sechs Genen besteht. TroR reprimiert in
Anwesenheit von Mn”" die Transkription des tro-Operons (Posey et al., 1999). Dabei bindet

TroR als Dimer an eine 22 bp lange Palindromsequenz im Promotorbereich des #7o-Operons.

Um festzustellen, ob TroR in H. salinarum ebenfalls an seine eigene Promotorsequenz
bindet, wurde ein DNA-Bindungsexperiment durchgefiihrt. (Eine Beschreibung des DNA-
Bindungsassays siehe unter 2.2.7.3). Dabei wurde ein 182 bp langes DNA-Fragment
(troR-Piye1) Biotin markiert, welches einen Teil der kodierenden Sequenz von froR, den nicht
kodierenden Bereich zwischen froR und OE1785F, wie auch das Ende der kodierenden

Region von OE1785F umfasst (Abb. 53).

troR-P, . -Sequenz

> XD
> IIX

OE1785F | troR-Promotor | troR | )

Abb. 53 DNA-Fragment troR-P;,,

Als Kontroll-DNA wurde das Flagellin-Gen (flgB1) eingesetzt. Heterolog exprimiertes und
aufgereinigtes TroR (Abb. 36) wurde zusammen mit f7oR-Pi, inkubiert. Nur bei einer
erfolgreichen Bindung wurde TroR auf dem Gel detektiert (Abb. 54).

TroR zeigte spezifische Bindung an die #troR-Pi, -Sequenz (Abb. 54, Spur 1). Um den
Einfluss von Mangan auf die TroR-Bindung zu testen, wurden dem DNA-Bindungs-
Experiment 10 mM Mangan zugegeben, wobei eine etwas stirkere Bindung des TroR
Proteins an seine Promotorsequenz gezeigt werden konnte (Abb. 54, Spur 2). Die schwache

Bande in Spur 3 zeigt die unspezifische Bindung von TroR an die Kontroll-DNA (Abb. 54).
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MW
[kDa]

175

83

o 165

Abb. 54 Bindung des halophilen Proteins TroR an die troR-P;,,-Sequenz

Die von der Streptavidin-Sepharose Matrix eluierten TroR Fraktionen des DNA-Bindungsassays wurden auf
ein 14%iges SDS-Gel aufgetragen. In Spur eins ist TroR nach erfolgter Bindungsreaktion #7oR-Pj, (182bp) zu
sehen. Spur zwei zeigte TroR nach der DNA-Bindungsreaktion an #oR-P;,q in Anwesenheit von Mangan
(10mM). Spur drei zeigt die unspezifische Bindung von TroR an Kontroll-DNA. In Spur vier wurde der
Proteinstandard aufgetragen. Das Molekulargewicht der Standardbanden ist in Spur M angegeben.

Mit Hilfe des DNA-Bindungsassays konnte in H. salinarum eine Bindung von TroR an ein
DNA-Fragment, welches vermutlich die troR-Promotorsequenz enthélt, wie auch eine etwas
starkere Bindung durch Mangan gezeigt werden. Diese Resultate fiihren zu der Vermutung,

dass TroR in H. salinarum seine eigene Transkription reguliert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden jeweils in vorwirts-Richtung (fwd =,forward“) und in
riickwérts-Richtung (rev=,reverse) zur Amplifizierung der gewiinschten DNA-Sequenz

eingesetzt. Die Sequenz wird in 5'—3’-Richtung angegeben.

Klonierung von lrpA1 und troR in den pET-26b(+)-Vektor

ExpLrpAl fwd TTTTTTCATATGAGCACTGAATCGACAGAAGA
rev TTTTTTCTCGAGCTTGAGGCGTTCCTGGAGGA

ExpTroR fwd TTTTTTCATATGAACACTGCTGATCAGTACTT
rev TTTTTTCTCGAGGTCGTCGGCCTCGACGGAC

Northernblot-Analyse: Herstellung der DNA-Fragmente zur Generierung von RNA-Sonden gegen die Aspartat-
Transaminase (aspB3; OE2619F) und gegen lrpA1 (OE2621R)

Die T7-Promotorsequenz ist in fetter Schrift gekennzeichnet.

NbOE2619F fwd ATGAGGGATGGCCGCGATCC
rev TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCGGTGCGGTCGGCGAGG
NbOE2621R fwd TCACTTGAGGCGTTCCTGGAG

rev TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGAGCACTGAATCGACAGAAG

Konstruktion von Deletionsmutanten

AOE2621R fwd upstream-TTTTTTGGATCCAGACATCGCCGACGAGCC
rev upstreamTTTTTTCTGCAGTTCGCTCTTCTGTCGATTCAGT
fwd donwstream- TTTTTTCTGCAGCCAGGAACGCCTCAAGTGAG
rev downstream TTTTTTTCTAGAGATCGGCGATGACACCGCC
AOE3923F fwd upstream TTTTTTGGATCCTTCGGTGCGAGATCGAAG
rev upstream TTTTTTCTGCAGAAGTTTACGAACGTCCAATTCTG
fwd downstream TTTTTTCTGCAGCCGGGAACGCGACCGGACAC
rev downstream TTTTTTTCTAGACCGACCACGTCGTCGACG
AOE1797R fwd upstream TTTTTTGGATCCTGTATTTCGGCGTC
rev upstream TTTTTTCTGCAGGCGATGCGGGTACCTTCGT
fwd downstream TTTTTTCTGCAGCACGGAAGTCCTGACGCTC
rev downstream TTTTTTTCTAGAGCAGCTGGCTGGCGAGCG
AOE1787F fwd upstream TTTTTTGGATCCACTGTATCCATGCGCACCGTA
rev upstream TTTTTTCTGCAGTCCAATCACCTCGAACGGCG
fwd downstream TTTTTTCTGCAGTGCGGTTCGAAAAGCAATCTCT
rev downstream TTTTTTTCTAGAGTCGGTCCCGAGGATCACG

Southernblot-Analyse: Herstellung der DNA-Sonden

AlrpAl fwd CGTTTTGATTGTCGGCTACGTG
rev CGGTGCGAACGCAACCGAGT
IrpAl fwd TTTTTTCATATGAGCACTGAATCGACAGAAGA
rev TTTTTTCTCGAGCTTGAGGCGTTCCTGGAGGA
Alrp fwd CTGCATGGATAAATGAGTATCGC
rev ACGTTCTTTGCGCGCGATCTC
Irp fwd ATGACCTACGAGAACCTCGACG

rev CGCGTCGCCGTCGAGGTCGA
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AsirR

sirR

AtroR

troR

fwd GTGGTGGTGCGTTTTTGCCTG

rev TTCGGTGCTGAGGCTGGCGA

fwd ATGCATCTAAACGACGGTGTTG

rev CGCGTCGGTCACCTCGTCG

fwd GTCGAGTCGGTCACTGCGCT

rev GTAGTCCCGGGCGGATTCGA

fwd TTTTTTCATATGAACACTGCTGATCAGTACTT
rev TTTTTTCTCGAGGTCGTCGGCCTCGACGGAC

Konstruktion der Uberexpressionsstimme 1lrp und 1lrpAl

Lip

LrpAl

DNA-binding-assay

Pro_lrpAl
Pro_lrpAlbio
Promut IrpAl
Promut IrpAl
Pro_aspB3
Pro_aspB3bio
flaA

flaA2bio
Pro_troR
Pro_troRbio

for GTAGCCCTGCAGATGACCTACGAGAACCTC
rev TCGAACGGATCCTTTTCGGCGGCCGCGTTG
for AATATCTGCAGGTGAGCACTGAATCGACAG
rev GCGTTGGATCCGGAACGAGGTCACCGAGCG

fwd ACGACACCGGGTCGTTTTGAT

rev TGGAGACGTCCGCACGCTC

fwd AAGATACCCTTTCACACGAACC

rev GGATAGGGGGTTCGTGTGAAA

fwd ATCGCGCTTGAACGTCTGCAT

rev GTCGGCGGCGCGTTCGAG

fwd TCGGCACGCTCATCGTGTTCATCG

rev GCGCTCGTCTTCGTCAGTGATGAACTCG
fwd TGATGGAGGCACACAGATGAG

rev CTGACGCCGAGGCGGTCG

Reverse transcription-quantitative PCR

OE6130F
aspB3

IrpAl

Irp

sirR

troR
OE2906R
OE3556R
N2 5147R
N3 5147R
N4 _5147R
N1_5146R
N2_5146R
N2 5144R
N3 5144R
N4_5144R
N1_OE4593R
N2_OE4593R
N3_OE4593R

OE4759F

fwd GACGTGAGCGAAAATGGAGAC
rev ACATTCCCGTCAACACCCTC
fwd CTGTTGGCCACTGTCGACC

rev AAGTTCGGGTAGCAGGCGTA
fwd CGACCGTCCGCAAATACAT

rev TTTGCCCGGACAGCTTCTT

fwd CCTGAAATCACTGGGACGCT
rev TCGGTGTCGGTGAACTTC

fwd CCATCTGGACTACGACTGGGA
rev GAGTTTCTCCGCGAGTCGG

fwd CGAGCGTCAACGAGATGGT
rev GGACGCCCCCTTGTACTTCT
fwd GACGCACTCGAACCACACAT
rev ACGTAGCTCTGGTGGTGGGT
fwd GAGAAAATGGACTTCGGCCA
rev GTATAGCCGTGGTTCTGTGTGG
fwd AGACCCTCACTTCTGGCTCG
rev TTCGTTCGGAGTGTGTTTTCG
fwd CGGATTTTCAACCCTGGGTT
rev CAACGAGTTCGACGCCATC

fwd TATGACTTCGCGCGGAAGAT
rev TGGGAATGAGATTGCGGAC

fwd GTACACAGCCACCCCGGTC

rev CGATGTACTCACCGGGTGAGA
fwd GTCGTCGAAGACATCTCCCTTG
rev ATGAGCTTCATGAGCGTGGACT
fwd GACCGACGCGTACAACGAC
rev TTGATGCTGATGAGCGTGGT
fwd ACGACGTCTCGATGGCGA

rev AGGAACTGATTGACGCCGAC
fwd GGGCTGTCCGTGAACTGGTA
rev GGATGACGCCCATGATCTG

fwd AGCGACTCCGAATCCGG

rev CGGTCCAGTTCGCGTAGAAC
fwd GACGTCGCGTTCCACAAAG

rev CGGTCCAGTTCGCGTAGAA

fwd ATTCGTACACGGTGACAGTCGA
rev CTGGATGCCCAACGCC

fwd ACACCTCGATCTCGGACGTC
rev GCGCTGGAGTCATCGAGGTA
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5-3'-RACE

a.) cDNA-Synthese
P1cDNALrpA1-(I) GACGATGACGCCGTCCGATTCG
P2cDNALrpA1-(ID) CTTTGCCCGGACAGCTTCTTGG
P1cDNAasp-(I) GGCTGGGGGTGCGAAGTCGG
P2cDNAasp-(11) CGCGTCGACTGCTGCCTCGG
P1cDNAC(SIrR)-(T) GCGGGATTCGAGCTTCTCGGC
P1cDNA(SIrR)-(11) TGAGCTCGACGCCCGCGTACT
P1cDNA(5147R)-(I) ATAGAAGCTGAAAAACGACGCGAC
P1cDNA(5147R)-(IT) ACGGTGATCGGCGTGTCGGCG

b.) 1.PCRund 2. ,nested“-PCR

PCRLrpAl: fwd CACATGCTGATGGCGGAGGT
rev TCGATGTATTTGCGGACGGTC
NESPCRLrpA1l: fwd CTCGGTGACGTGATCAGCGAC
rev ACGCTCCGCGATGGCCGCAT
PCRasp: fwd CGGATTTCGGTGCGAACGCA
rev CCACTTCCATGTGGATCACGT
NESPCRasp fwdCGGGCGTCGTTTGCGGTGAG
rev GTTCGAGGACATCCATCGCGG
PCRSirR fwd TCACCGAGCACGCGCCCATC
rev ATGCTGGTGACCGTGGGCGG
NESPCRSirR fwd GCCGTCCACCTCCCCGA GC
rev GTACTCCGCGATGGTGGACGT
PCRABC_T fwd GCAGGGCTGG GGCTACGAGG
rev ACGGTCGGTCCCGATTCCGG
NESPCRABC-T fwd GCCCACGTTCAAGCTCCTGCT
rev TTATGCAACCGGCGAGGCCAG
PCRbABC_T fwd GCCGTTGGAGTCTACGTGCTC
rev ATTCCGGGTCTCCGTCGGTGT
NES2ABC_T fwd ACAGACCGCCCTCACCGGCA

rev GCGAGGCCAGCGCTGAGAAC

3.1.2 Stimme

E. coli DH5a Invitrogen
E. coli BL21-DE3 Stratagene
E. coli BL21-Gold-DE3 Stratagene

H. salinarum R1 Parentalstamm
H. salinarum R1 AOE3923F
H. salinarum R1 AOE2621R
H. salinarum R1 AOE1797R
H. salinarum R1 AOE1787F
H. salinarum R1 1OE3923F
H. salinarum R1 TOE2621R

3.1.3 Plasmide

Die Herstellung der Deletionsplasmide, Uberexpressionsplasmide und Expressionsplasmide

ist aus den angefiihrten Abschnitten zu entnehmen.
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Vektoren:
pMKK100
pET-26b(+)

Deletionsplasmide (3.3.11):
AOE3923F in pMKK100
AOE2621R in pMKK100
AOE1797R in pMKK100
AOE1787F in pMKK100
Uberexpressionsplasmide (3.3.10):
TOE3923F in pKF10
TOE2621R in pKF10
Expressionsplasmide (3.3.13):
OE2621R in pET-26b(+)
OE1787F in pET-26b(+)

3.1.4 Chemikalien

Acrylamid

Bacto Agar

Bacto™ Tryptone

Bacto Yeast Extract

Biozym LE Agarose
Bickerhefe t-RNA

Blockin Reagent
Bromphenolblau

BSA Fraction V

Coomassie R-250

Cy5-dUTP und Cy3-dUTP
Diethylpyrocarbonat
Desoxynukleosidtriphosphate
Dig-11-dUTP

Dichlorethan

Dig Easy Hyb
Guanidiniumthiocyanat
Ethidiumbromid

IPTG

1-Methylimidazol

MES SDS Running Buffer (20x)
peqGOLD RNA Pure
Phenol/Chloroform
RNaseZap
Silbernitrat-Losung
Triton-X-100

TEMED

X-Gal 1:1 Verdiinnung der Stammlosung (40 mg/ml geldst in DMF)

Koch und Oesterhelt, 2005
Novagen

Biorad

Becton, Dickinson & Company
Becton, Dickinson & Company
Becton, Dickinson & Company

Biozym

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Serva

Serva

Serva
GE-Healthcare
Roth

Peqlab

Roche Diagnostics
Roth

Roche Diagnostics
Merck

Boeringer Mannheim
Gerbu

Fluka

Invitrogen

Peqlab

Roth

Ambion

Riedel DeHéien
Roth

Biorad

Roth

Chemikalien, welche nicht in dieser Liste enthalten sind, wurden von den Firmen Merck,

Roth und Fluka bezogen.
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3.1.5 Kommerziell erhiltliche Kits

ABI PRISM® BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Crystal Screen I

CSPD-Ldsung

CyScribe First-strand cDNA labelling kit

Dig Wash and Block Buffer Set

DIG RNA labelling kit (SP6/T7)

DNase RQI

ECL Plus Western Blotting Reagents Kit

JSCG Screen

PACT Screen

PEG/Ion 1 Screen

QIAprep Spin Miniprep Kit

RNA 6000 Nano LabChip Kit

SYBR Green PCR Master Mix Kit

Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System-Kit

3.1.6 Enzyme

DNA-Polymerasen: Hot-Star Taq
TaKaRa LaTaq
VentR

Reverse Transkriptase: Superscript 111
Restriktionsenzyme:
T4 RNA-Ligase
T4-DNA-Ligase
RNase Inhibitor

3.1.7 Groflenstandards

DNA Molecular-Weight Marker VII, DIG-labeled
RNA 6000 Stanard
Protein-Marker Broad Range (6-175 kDa)

3.1.8 Sonstige Materialien

Amicon Ultra-4 (10.000 MWCO)
Bis-Tris-Gradienten-Gele (4-12%)

CMT-GAPS 1II Coated Slides

Film: CURIX-ULTRA UV-G medical X-Ray Film
Filmkassette: X-Omatic cassette

Filterpapiere: 3MM Cellulose Chromatography Papier
Hybond N+

Hybridisierungsofen: OV 5
Hybridisierungsflasche (100 ml)

Microcon YM 30

MicroAmp"V8-Tube Strip

MicroAmp ™8-Cap Strip
Mikroarray-Hybridisierungskammern
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Applied Biosystems
Hampton

Roche Diagnostics
GE-Healthcare

Roche Applied Science
Roche Applied Science
Promega
GE-Healthcare

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Agilent

Applied Biosystems
Promega

Qiagen
BioWhittacker

New England Biolabs
Invitrogen

New England Biolabs
New England Biolabs
Invitrogen

Promega

Roche Diagnostics
Ambion
New England Biolabs

Millipore
Invitrogen

Corning

AGFA

Kodak

Whatman
GE-Healthcare
Biometra

Boekel Glas
Millipore

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Corning




Material und Methoden

Ni-NTA Superflow Agarose
PVDF-Membran

Qiagen
Roche Diagnostics

Streptavidin Sepharose™™ High Performance GE-Healthcar

Superdex 75

Pharmacia Biotech

3.1.9 Medien und Platten zur Zellzucht und Transformation von
E. coli und H. salinarum

3.1.9.1 Medium und Platten zur Zellzucht von E. coli

Luria-Bertani (LB)-Medium: 1 % (w/v) Bacto Trypton

0.5 % (w/v) Bacto Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl
ad 1L H2Obidest
pH 7.0; Medium autoklavieren

LB-Agarplatten: Zugabe von 2 % (w/v) BactoTMAgar zum LB-Medium

3.1.9.2 Medium zur Transformation von E. coli Zellen

SOC-Medium:

2 % (w/v) Bacto trypton;

0.5 % (w/v) Bacto Hefeextrakt
10 mM NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO4

pH 6.7-7.0

3.1.9.3 Medium und Platten zur Zellzucht von H. salinarum

Komplex-Medium:

4.3 M NaCl

27 mM KCl

80 mM MgSO,4-7H,0
10 mM NasCitrat-2H,O
1 % (w/v) Bacto Pepton
ad 1 L HoOpigest

pH 7.2; autoklavieren

Haloplatten: Zugabe von 1.5 % (w/v) Bacto Agar zu 1 L Komplex-Medium

Synthetisches Medium:
Losung 1:

NaCl 235¢
MgSO4'7H20 20 g
KCl 2g
KNO; 0.1¢g

NasCitrat-2H,0O 05¢g
in 800 ml HyOpigest gelost, Zugabe von 20 ml 50 %igem
Glycerol (w/v)
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Losung 2: KH,PO, 286 ¢
in 100 ml H,Opjgest l0sen und autoklavieren (pH~7)

Losung 3: CuSO47H,O 0.005 ¢
FeCly*4H,0 023 ¢g
MnSO4-H20 0.03 g
ZnS04 7H,0O 0.044 ¢
Na2M04'2H20 0.024 g
CoCl,6H,0 0.024 g

in 100 ml H,Opigest mit wenigen Tropfen konzentrierter HCI
16sen, steril filtrieren und bei Raumtemperatur lagern

Losung 4: L-Arginin 2g
L-Isoleucin 22¢
L-Leucin 4¢g
L-Lysin-HCl 125¢
L-Methionin lg
L-Threonin 25¢
L-Serin 305¢g
L-Phenylalanin 05¢g
L-Alanin 1.1l g
L-Glycin 038¢g
L-Prolin 0.52¢g
L-Aspartat 2g
L-Glutamat 6.62¢g
in 750 ml Hzobidest 16sen

pH 7.0; steril filtrieren.
Die Lagerung von Losung 4 erfolgte bei -20°C.

Losung 5: L-Tyrosin 02¢g
in 6 ml 1M HCI I6sen, mit HyOpigest auf 40 ml verdiinnen
Die Lagerung von Losung 5 erfolgte bei -20°C.

Losung 6: Thiamin 0.1g
Folsiure 0.1g
Biotin 0.001 g

in 10 ml H;Opjgesr verdiinnen, steril filtrieren und in jeweils
1 ml Aliquots aufbewahrt und bei -20°C lagern.

Losung 7: L-Valin 293¢
in 100 ml HyOpjgest gelost

Das synthetische Medium zur Zellzucht setzt sich aus folgenden Anteilen der jeweiligen
Losungen zusammen:

Losung 1: 800 ml

Losung 2: 2 ml

Losung 3: 1 ml

Losung 4: 150 ml

Losung 5 40 ml

Losung 7: 10 ml
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Losung 6: 1 ml
pH 7.0; steril filtrieren

3.1.9.4 Medium zur Transformation von H. salinarum Zellen
Komplex-Medium + 15 % (w/v) Saccharaose

Spheroblasting-Losung: 2 M Na(Cl
27 mM KCl
50 mM Tris/HCI
+ 15 % (w/v) Saccharaose
pH 8.75

PEG600-Losung: 60 % PEG600 (Sigma)
40 % Spheroblasting-Losung

3.1.10 Antibiotika

E. coli Kanamycin (Sigma): 50 pg/ml (Stammlosung 50 mg/ml)
H. salinarum Mevinolin (Sigma): 25 uM (Stammldsung 25 mM)
H. salinarum Novobiocin (Roth): 0.15 pg/ml (Stammldsung 150 pg/ml)

3.1.11 Antikorper

Southernblot und Northernblot: Anti-Digoxygenin—AP, Fab-Fragmente (Roche Diagnostics)
Westernblot: primédrer Antikdrper [c=500 pg/ml] gegen Peptide von Lrp
Peptid 1: ELLGDGRASLRSLADDLD Peptid 2: LNAAAENEQFELDLDGDA
primirer Antikorper [c=500 pg/ml] gegen Peptide LrpA1l
Peptid 1: LEEDAQASYAAIAERAD Peptid 2: DGVTAAHPSFLQERLK
sekundirer Antikorper: Rabbit-Anti Chicken HRP Konjugat IgY
(Upstate Biotech.)

3.1.12 Geriite

Gelsysteme: Agarosegel-Elektrophoresekammer Werkstatt, MPIB
Agilent Bioanalyzer 2100 Agilent
Xcell SureLock Invitrogen
MightySmall SE250 Gelkammer Hoefer
Photometer: NanoDrop®ND-100 peqLab
Ultrospec 3000 UV/Visible Spectrophotometer GE-Healthcare
Klett-Summerson Photoelectric Colorimeter Klett Manufactoring
Thermocycler: T300 thermocycler Biometra
GeneAmp 5700 Sequence Detection System Applied Biosystems
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FPLC: SMART System Pharmacia Biotech
Mikroarray: Scanner GenePix 4000B Axon

ChipWriter Pro Virtek
Zentrifugen: Tischzentrifuge Centrifuge 5415D Eppendorf

Sorvall RC 5C Centrifuge (SS34) Thermo

Optima LE-80K Ultracentrifuge (Ti45) Beckmann

Rotixa 120R Hettich
Zellaufschluf3: Sonifier 450 Branson
Entwicklermaschine: X-OMAT Kodak
UV-Durchlichtlampe: Geldokumentationssys. TFPM/WL VilberLourmat LTF Labortechnik

3.1.13 Computerprogramme

Bioedit 7.0.1

Brenda

CDNN

Clonemanager 7

ClustalX

Corel Graphics Suite 11
DNA-Binding Assay Kalkulationen
DNA-tools

GeneAmp 5700 Manager
GenePix Pro 6

Halolex

Halolex

INDONESIA

NCBI

Oligonucleotide properties calculator
Origin 6.1G

Primer Express 2.0
ProtParam

R-Programme von Dr. Welzl
R-Umgebung (Statistik)
,.Scratch Protein Predictor®
TIGR Mev

TotalLab v1.11

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
http://www.brenda-enzymes.info/
http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/
Sci Ed Central
ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clustal X

Corel

http://www.molbiol.ru/ger/scripts/index.html
http://biology.semo.edu/cgi-bin/dnatools.pl
Perkin-Elmer

Axon Instruments

interne Version: https://edman.rzg.mpg.de

externe Version: http://www.halolex.mpg.de
http://xray.bmc.uu.se/dennis/ (Madsen, in Priaparation)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
Origin Lab

Applied Biosystems
http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
Twellmeyer et al., 2007

http://www.r-project.org/
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
http://www.tm4.org/mev.html (Quelle)
http://www.totallab.com/

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Zellzucht von H. salinarum R1

Die Zellzucht des H. salinarum R1 Parentalstamms und der Deletionsmutanten (Alrp,
AlrpAl, AsirR, AtroR) erfolgte entweder in Komplex-Medium oder in synthetischem
Medium aerob im Dunklen (Oesterhelt und Krippahl, 1983; Cline und Doolittle, 1987). Das
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Wachstum der Uberexpressionsstimme (1/rp, 1lrpAl) fand in Komplex-Medium anaerob

unter Lichtexposition statt.

35 ml Medium wurden mit 1 ml der entsprechenden Kultur angeimpft und bei 40°C und
100 rpm auf einem Schiittler inkubiert. Bei Erreichen einer ODgpp von ca. 0.4 wurde 1 ml
dieser Kultur in weiteren 35 ml Medium iiberimpft und unter gleichen Bedingungen
inkubiert.  Dieser  Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt. Bei den
Uberexpressionsstimmen wurde in den beiden ersten Inokulationsschritten Mevinolin

(1:100) beigefiigt und im letzten Schritt weggelassen.

3.2.2 Zellzucht von Escherichia coli

Die E. coli Staimme DH5a, BL21-DE3 und BL21-Gold-DE3, welche zur Klonierung und
Proteinexpression verwendet wurden, wurden in LB—Medium inokuliert. Falls notwendig,
wurde das LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika supplimiert (Sambrook et al.,

1989).

Fiir die Ubernachtkultur wurden 5 ml LB-Medium bzw. 5 ml LB-Selektivmedium mit
gepickten E. coli Klone angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 250 rpm auf einem
Schiittler inkubiert. Das LB-Selektivmedium enthielt eine Endkonzentration von 50 pg/ml

Kanamycin.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Isolierung genomischer DNA aus H. salinarum

1 ml einer H. salinarum Kultur, welche eine ODgg von ca. 0.4 hatte, wurde fiir 3 min bei
13000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Niederschlag wurde anschlieend in
400 pl HyOpigest resuspendiert, um die Zellen zu lysieren. Zur Denaturierung der Proteine
wurde das Lysat fiir 15 min bei 70°C inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C iiber einige
Monate. Das Lysat wurde vor der Verwendung fiir PCR-Reaktionen oder fiir Southernblot-

Analysen erneut fiir 10 min bei 60°C erhitzt (Dyall-Smith, 2006).
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3.3.2 Plasmid-DNA Isolierung aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit Hilfe des QIAprep® Spin
Miniprep Kit, wobei 5 ml der E. coli Ubernachtkultur in einem LB-Selektivmedium mit
zusitzlichem Antibiotikum verwendet wurden. Der Zellaufschluss erfolgte nach dem Prinzip
der alkalischen Lyse und die Trennung der Plasmid-DNA erfolgte durch deren Adsorption
an Silicagel-Membranen. Alle Arbeitsschritte wurden nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt (QIAprep“Miniprep Handbuch).

3.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

1 pl der unverdinnten DNA-Lésung wurde mittels Photometer (NanoDrop®ND-100,
peqLab) bei den Wellenldngen 260 und 280 nm gemessen. Eine DNA-L&sung mit geringer

Proteinverunreinigung sollte einen A,q0/Azs0-Quotienten von ca. 2 haben.

3.3.4 Transformation von E. coli Zellen

Zur Transformation von E.coli Zellen wurden kompetente Zellen BL21-DE3 (Stratagene)
BL21-Gold-DE3 (Stratagene) und DH5a (Invitrogen) auf Eis aufgetaut. 50 pl Aliquots der
kompetenten E. coli Zellen wurden mit 2 pl der zu transformierenden Plasmid-DNA fiir 20
min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 40 sec. AnschlieBend
wurden die Proben fiir 2 min auf Eis gekiihlt und mit 250 pl SOC-Medium supplementiert.
Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei 250 rpm auf einem Schiittler bei 37°C. Im Anschluss
daran wurden Aliquots von 150 pl der Zellsuspension auf LB-Selektivagarplatten

ausplattiert und liber Nacht in einem 37°C Brutschrank inkubiert.

3.3.5 Transformation von H. salinarum Zellen

Fiir die Transformation von H. salinarum wurden 40 ml einer mehrmals iiberimpften Kultur
in einem 100 ml Erlenmeyer-Kolben bis zu einem ODgy von 0.5-0.7 kultiviert.
Anschliefend wurden 1.5 ml Aliquots dieser Kultur hergestellt und fiir 1 min bei 10000 x g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und der Niederschlag in 150 pl Spheroblasting-
Losung resuspendiert. Nun erfolgte eine Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur in 15 pl
0.5 M EDTA (pH 8.0) und 15 pul Spheroblasting-Losung. Im néchsten Schritt folgte die
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Zugabe von 10 pl eines 1:1 Gemisches aus der entsprechend zu transformierenden DNA und
Spheroblasting-Losung, sowie eine weitere Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde das gleiche Volumen (190 pl) an 60 % PEG600 zugegeben und mit der
Zelllosung unmittelbar durch Invertieren des ReaktionsgefiBles gemischt. Nach einer
Inkubationszeit von 20 bis 30 min bei Raumtemperatur wurde 1 ml Komplex-Medium +
15 % (w/v) Saccharose beigemischt und die Zellen fiir 2 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag in 1 ml Komplex-Medium + 15 % (w/v)
Saccharose durch Pipettieren resuspendiert. Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C
geschiittelt. Danach erfolgte eine Zentrifugation fiir 2 min bei 10000 x g, der Uberstand
wurde verworfen und der Niederschlag in 150 pl Komplex-Medium mit 15 % (w/v)
Saccharose resuspendiert. Die Zellen wurden auf Haloplatten mit 0.15 pg/ml Novobiocin
und 50 pl/Platte X-Gal (4 % in DMF) ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 40°C fiir 10
bis 14 Tage.

3.3.6 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfdltigung einer spezifischen DNA-
Sequenz (Saiki et al., 1988). Dabei werden eine hitzestabile DNA-Polymerase und
spezifische Oligonukleotide, so genannte Primer, benétigt. Eine Standard-PCR basiert auf
drei aufeinander folgenden Reaktionen. Zuerst findet eine Schmelzreaktion statt, wo die
beiden Doppelstringe voneinander getrennt werden. AnschlieBend heften sich spezifische
Oligonukleotide an die komplementire Sequenz der DNA-Vorlage (,,Template”) an
(,,annealing““-Reaktion), damit die DNA-Polymerase die Synthese eines neuen DNA-

Stranges initiieren kann (,,extension®).

Im Temperaturprofil werden die Gréf3e der DNA-Vorlage und die Effizienz der jeweiligen
DNA-Polymerase beriicksichtigt. Die ,,Annealing*“-Temperatur der Primer lag ca. 5°C unter
der mit der ,,2+4“-Regel (Ty=[(G+C)x4°C + (A+T)x2°C]) berechneten Schmelztemperatur
(Tm-Wert).

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurden folgende DNA-Polymerasen verwendet:
Hot Star Taq™ (Qiagen), TaKaRa LA Taq'™ (BioWhittacker), VentR (New England
Biolabs). Die Durchfiihrung der PCR-Reaktionen erfolgte nach Angaben des Herstellers,
wobei jeder Reaktionsansatz Reaktionspuffer, je 1.25 mM dATP, dCTP, dGTP sowie dTTP,
eine DNA-Vorlage, die empfohlenen Menge an DNA-Polymerase und 50 pmol Primer
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enthielt. Um die Ausbildung von Sekundérstrukturen zu vermeiden wurde den
Reaktionsansédtzen wahlweise 3-4 % (v/v) DMSO beigefiigt. Eine Standard-PCR Reaktion
enthielt folgendes Reaktionsgemisch und folgte dem angefiihrten Temperaturprofil.

Standard-PCR-Ansatz:

DNA-Template x ul
Oligonukleotid forwérts (10 pmol/pl) S5ul
Oligonukleotid riickwirts (10 pmol/pl) Sul
10x PCR-Puffer Sul
dNTP-Mix (je 10mM) 8 ul
DMSO 1.5ul
DNA-Polymerase x ul
Hzobidest. add. 50}11
Temperaturprofil:
95°C 5 min
94° C 15 sec (Denaturierung der DNA)
50-68° C 1 min (,,annealing®) 30-40 Zyklen
72°C 1 min/ 1 kb (,,elongation®)
72°C 10 min

4°C 0

3.3.7 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von
Agarosegelen (0.8-2 % Agarose) in einem 1x TAE-Puffer bei 80 V. Den DNA-Proben
wurde zuvor ein 5x Auftragspuffer zugegeben. Zur Abschidtzung der DNA-Grofe und
Menge wurde ein DNA-Standard (500-10000 bp Invitrogen) mit aufgetragen. Nach
abgeschlossener Elektrophorese wurde das Agarosegel fiir 10-20 min in einer
Ethidiumbromid-Losung (0.1 mg/l) gefarbt und anschlieBend fiir 10-20 min in HyOpigest
gewaschen. Da Ethidiumbromid in DNA interkaliert konnte diese mittels einer UV-Lampe
bei 366 nm detektiert werden (Geldokumentationssystem TFPM/WL VilberLourmat (LTF
Labortechnik).

50xTAE-Puffer: 2 M Tris
57.1 ml Eisessig
50 mM EDTA
ad 1 I HaOvjiest.
mit Essigsdure auf pH 8.5 einstellen
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SxAuftragspuffer: 50 % Saccharose
0.1 % Bromphenolblau

0.1 mM EDTA 100 ul 0.1 M Lsg.

0.1 % SDS 500 pl 20 % SDS-Lsg.
ad 100 ml Hzobidest

pH 7.0

3.3.8 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das gewiinschte DNA-Fragment unter UV-Licht aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefdl gegeben. AnschlieBend konnte
die DNA mit Hilfe des Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System-Kit aus dem Agarosegel

nach Angaben des Herstellers extrahiert werden.

3.3.9 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde nach dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens von Sanger
(Sanger et al., 1977) unter der Verwendung von fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden
durchgefiihrt. Dabei wurde der ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), welcher die noétigen Puffer, dNTPs,
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide wie auch eine thermostabile DNA-Polymerase
enthielt, verwendet. Zur Durchfiihrung der Sequenzierreaktion wurden zwischen 0.5-1.0 pg

Vektor-DNA bzw. 0.2-0.5 pg eines PCR-Produkts eingesetzt.

Beim Ablauf der Sequenzierreaktion wurden nun Polynukleotide verschiedener Linge
erzeugt, da der Einbau eines markierten dNTPs zum Abbruch der Synthese fiihrte. Durch das
bei der Elektrophorese entstandene Bandenmuster konnte so die Sequenz des zu
bestimmenden DNA-Abschnitts bestimmt werden. Sequenzierreaktionen wurden mit

folgendem Ansatz und Temperaturprofil durchgefiihrt:

Ansatz:

DNA 1l
Oligonukleotide [10 uM] I ul
BidDye™Reaktionsmix 2 ul

BigDye Puffer 1 ul
5 M Betain 2 ul
H,O 3ul
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Temperaturprofil:

94°C 30 sec

60°C 4 min } 30x
4°C o0

3.3.10 Klonierung von /lrpA1 und #roR

Das entsprechende Gen (/rpAIl bzw. troR) wurde mittels PCR mit spezifischen Primern
(3.1.1), welche die Schnittstellen Ndel und Xhol enthielten, amplifiziert. Den
Oligonukleotiden wurden jeweils am 5'-Ende vor der Schnittstelle, sechs Thymidinreste
angefiigt, um so die Effektivitit des Restriktionsenzyms zu erhohen. Als DNA-Matrize
wurde genomische H. salinarum DNA verwendet (3.3.1). Die PCR-Produkte wurden
anschlieBend mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten und iiber ein
Agarosegel aufgereinigt. Darauf folgte die Ligation mittels T4-DNA-Ligase (Invitrogen) des
DNA-Fragmentes innerhalb der ,multiple cloning site* (MCS) (Abb. 56) des
Expressionsvektors (pET-26b (Novagen) (Abb. 55)). Sowohl das DNA-Fragment, als auch
der Expressionsvektor wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen Ndel und Xhol
geschnitten. Fiir den Ligationsansatz wurde jeweils ca. 100 ng DNA in einem 3:1 Verhéltnis
von linearisiertem Vektor zu klonierendem Fragment iiber Nacht bei 12°C inkubiert. Das
entstandene rekombinante Plasmid wurde in den E. coli Stamm DH5a transformiert und in
diesem vermehrt (3.3.4). Die Richtigkeit des klonierten Fragments wurde mittels DNA-

Sequenzierung iiberpriift (3.3.9).

Zur Expression der Gene /rpAl und troR in E. coli eignet sich das T7-RNA-Polymerase-
Promotor-System (Tabor und Richardson, 1992). Im Expressionsvektor pET-26b wird das
zu exprimierende Gen unter die Kontrolle des T7-Promotors gestellt. Die Genexpression
erfolgt im E. coli-Stamm BL21-DE3, der das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase unter der
Kontrolle des induzierbaren /ac-Promotors trdgt. Dabei wird die Expression der T7-RNA-
Polymerase und folglich auch des rekombinanten Gens durch die Zugabe von IPTG
(Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid) induziert (Studier und Moffatt, 1986; Studier et al.,
1990).
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Abb. 55 Plasmidkarte von pET-26b (http://www.merckbiosciences.com/docs/docs/PROT/TB071.pdf)

T7 promaoter primer #59348-3

Bglll T7 promoter > lac operator Xbal rbe
Nde | Sophl | pelB leader Mse| Neal

BamH| EcoR| Sacl

Eagl Aval® :
| Xhal His«Tag o
¥ lanwisator T7 terminator primer #69337-3

pET-26b(+) cloning/expression region

Abb. 56 Multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site=MCS) des Plasmids pET-26b
(http://www.merckbiosciences.com/docs/docs/PROT/TB071.pdf)

Das Expressionsplasmid enthédlt zusitzlich eine Kanamycin-Resistenz. Dadurch kdnnen bei
der Transformation nur Zellen wachsen, die das zirkuldre Plasmid aufgenommen haben.
Innerhalb der MCS ist die Sequenz fiir einen Hise-tag enthalten. Die Gensequenz der
Zielproteine wird zwischen die Erkennungssequenzen von Ndel und Xhol ligiert. Durch die

T7 RNA Polymerase wird der Hise-tag an das Zielprotein angefiigt. Diese Markierung ist fiir

die Proteinaufreinigung von Bedeutung (3.4.3).
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3.3.11 Herstellung der Deletionsmutanten Alrp, AlrpA1, AsirR und
AtroR

Im Wesentlichen ist die Herstellung der Deletionsplasmide dem Manuskript (Koch und
Oesterhelt, 2005) zu entnehmen. Zundchst wurden so genannte Deletionsplasmide
hergestellt, wobei jeweils die stromauf- und stromabwirts angrenzenden Bereiche an das zu
deletierende Gen durch die Verwendung spezifischer Primer (3.1.1) amplifiziert wurden
(Abb. 6). Die Primer enthalten dabei jeweils die Sequenzen fiir die Schnittstellen der
entsprechenden Restriktionsenzyme. Das erhaltene PCR-Produkt wurde mit Ps#/ verdaut,
ligiert und reamplifiziert. Anschlieend erfolgte die Klonierung der Fusionsprodukte der
stromauf- und stromabwirts liegenden Sequenzen unter Verwendung der BamHI und Xbal
Schnittstellen in den Vektor pMKK100 (Koch und Oesterhelt, 2005). Nun wurden die
Deletionsplasmide mittels PEG-vermittelter Transformation in H. salinarum transformiert

(3.3.5) (Cline und Doolittle, 1987).

Die Deletionsmutanten wurden in einem zweistufigen Prozess hergestellt, wobei einzelne
»single cross-over® Ereignisse anhand der Rot-Blau Selektion identifiziert wurden (Koch
und Oesterhelt, 2005). Die Rot-Blau Selektion beruht darauf, dass das Reportergen f-
Galactosidase aus H. alicantei auch in anderen halophilen Organismen funktionell ist. Der
Integrationsvektor pMKK 100 enthdlt das Fusionsprodukt der flankierenden Sequenzen des
zu deletierenden Gens. Nach erfolgreicher Transformation des Vektors in H. salinarum
selektiert man Klone mittels ,single cross-over”. Dies bedeutet, dass eine dieser
flankierenden Sequenzen des Vektors mit seinem chromosomalen Gegenstiick rekombiniert
und somit das gesamte Plasmid inklusive Mevinolinresistenzgen und -Galactosidasegen ins
Genom integriert wird. Die Transformanten sind daher in der Lage, auf mevinolinhaltigen
Platten zu wachsen und werden durch die B-Galactosidase-Aktivitit auf X-Gal-Medium

blau.

Die Regionen stromauf- und stromabwérts des Gens sind nach der Transformation in sehr
kurzem Abstand jeweils zweimal im Genom vorhanden. Deshalb kann zwischen diesen
Regionen vergleichsweise leicht ein zweiter single cross-over stattfinden. Um einen zweiten
cross-over zu ermdglichen, ldsst man die Transformanten einige Generationen ohne den
Selektionsmarker Mevinolin wachsen. Dadurch kénnen auch Klone wachsen, die den Vektor

und damit die Mevinolinresistenz durch einen zweiten cross-over verloren haben.

Findet der zweite cross-over zwischen den gleichen Regionen statt, wie der erste (z.B. beide

Male mit den Regionen stromaufwirts des Gens), dann wird das Plasmid auf demselben
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Weg aus dem Genom entfernt, auf dem es integriert wurde. In diesem Fall sind die Klone
nicht mehr gegen Mevinolin resistent und werden auf Platten mit X-Gal-Medium nicht mehr
blau. Diese Mutanten entsprechen genetisch wieder dem Wildtyp, welcher aufgrund der
Produktion von Bacteriorhodopsin und Carotinoiden eine rote Farbe aufweist. Findet das
zweite cross-over zwischen dem zweiten flankierenden, noch nicht rekombinierten Bereich
und seinem Gegenstiick statt, so wird nicht nur das Plasmid entfernt, sondern auch das Gen.
Anstelle des Gens befindet sich nun die Deletionskassette im Genom. Wenn die Regionen
stromauf- und stromabwirts des Gens im Plasmid gleich gro83 sind, dann finden die beiden
Moglichkeiten des zweiten cross-overs mit gleicher Wahrscheinlichkeit statt, so dass nur
50 % der Klone, bei denen ein zweiter cross-over stattgefunden hat, die gewiinschte Deletion

enthalten. Die anderen 50 % der Klone entsprechen dem Wildtyp.

Plattiert man die Kulturen nun auf Platten ohne Mevinolin aus, so wachsen darauf alle
Klone, auch diejenigen, bei denen kein zweites cross-over stattgefunden hat. Diese Klone
sind ohne die Methode der Blau-Rot Selektion zunichst nicht von den maximal 10% der
gewlinschten Klone zu unterscheiden. Da sie aber nach wie vor das B-Galactosidase-Gen
besitzen, konnen sie auf Platten mit X-Gal-Medium visuell tiber ihre blaue Farbe erkannt
werden. Sie scheiden fiir eine weitere Untersuchung auf die Deletion aus. Die verbleibenden
roten Klone enthalten im Idealfall den Genotyp einer Deletionsmutante, welcher zuerst mit
Hilfe einer PCR iiberpriift wurde. AnschlieBend wurden PCR-positive Klone mittels
Southernblot-Analyse verifiziert (3.3.12).

.BamHI BamHI

Pstl

£ Hindlll Pstl

12ALRP2621

Xbal
FIBALRP \ FIBLrp2621 .- Xpal

pCSdLRP3923
8463 bps

pCSdLRP2621
8546 bps

115




Material und Methoden

.BamHI ,BamHI
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£ Hindill

FIAdsirR FIAdTroR

. Xbal

| | FIBdTroR
) \
\ FIBdsirR

_ Xbal
. a0o

pCSdTroR
8441 bps

pCSdsirR
8550 bps

200 Mev-R

Abb. 57 Vektorkarten der Deletionskonstrukte Irp, IrpA1, sirR und troR

3.3.12 Southernblot-Analyse

Zur Uberpriifung des korrekten Genotyps einer Deletionsmutante wurde eine Southernblot-
Analyse der PCR-positiven Klone durchgefiihrt. Dabei wurde genomische DNA aus der
jeweiligen Mutante mit dem Restriktionsenzym Bg// fiir 5 h inkubiert. Als Kontrolle wurde
genomische DNA aus dem Parentalstamm H. salinarum ebenfalls mit Bgl// geschnitten. Fiir
den 60 ul Restriktionsverdau wurden 30 pl genomische DNA, 6 ul des 10x Puffer und
entsprechend H;Opiqest pipettiert.

Die Detektionsreaktion erfolgte mit zwei verschiedenen DIG-markierten DNA-Sonden, einer
Gen- und einer Deletionssonde, welche mit spezifischen Primern (3.1.1) mittels PCR
hergestellt wurden, wobei eine Standard-PCR mit 1ul DIG markiertem dUTP (Dig-11-
dUTP, Roche Diagnostics) stattfand. Die DNA-Sonde wurde schlieBlich durch eine

Agarosegelelektrophorese und anschlieBenden Gelextraktion gewonnen.

3.3.12.1 DNA-Transfer auf eine Membran

Nach dem Restriktionsverdau wurden die Proben auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen
und fiir ca. 4 h bei 70mA aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel mit 0.5 pg/ml
Ethidiumbromid fiir 15 min gefirbt und ca. die gleiche Zeit mit Wasser entfirbt. Zur
GroBenbestimmung der DNA-Fragmente wurde der DIG-markierte Lingenstandard ,,dig
Marker VII* (Roche Diagnostics) verwendet.
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Um die DNA auf eine Nylonmembran zu transferieren wurde das Agarosegel wie folgt
vorbehandelt: Das Gel wurde zuerst fiir 5 min in der HCI-Waschlosung inkubiert,
anschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir 30 min in der NaOH-Waschlosung. Danach wurde
das Gel fiir 30 min in einer bei 4°C vorgekiihlten Tris-Waschlosung inkubiert. Die Blotting-
Apparatur wurde wie in Abb. 58 gezeigt, aufgebaut. Dabei wurde zuerst eine Maske in der
GroBe des zu blottenden Gels aufgelegt. Danach wurden zwei in 10x SSC getrinkte
Whatmanpapiere und eine Nylonmembran (Hybond N+, GE-Healthcare) aufgelegt. Die
Membran wurde vorher fiir 2 min in Wasser und anschlieBend fiir 2 min in 10x SSC
vorbehandelt. Der Transfer wurde bei 25-30 mbar fiir ca. 2 h mittels einer
Wasservakuumpumpe durchgefiihrt. Im Anschluss daran erfolgte die UV-Fixierung der

DNA auf die Membran.

Whatman (1x)

Gel
Maske
Nylonmembran

}+ Whatman (2x)

ﬁ Blotting-Apparatur

Abb. 58 Schema des Blotaufbaus zur Durchfiihrung des Vakuumblots

Dabei wurden in der Reihenfolge von unten nach oben zwei Whatman Papiere, eine Nylonmembran (Hybond
N), eine Maske in der entsprechenden GelgroBe, das 1%ige Agarosegel und abschliefend noch ein
Whatmanpapier in die Vakuumblotapparatur gelegt, um den Probentransfer vom Gel auf die Nylonmembran
durchzufiihren.

HCl-Waschlésung: 0.25 M HCI
ad 1 L HyOpigest
NaOH-Waschlésung: 0.5 M NaOH
1M NacCl

ad 1 L HyOpigest

Tris-Waschlosung: 3 M NaCl
0.5 M Tris/HC1
ad 1 L HyOpigest
pH 7.5; Losung bei 4°C vorgekiihlt

20xSSC-Puffer: 3M Na(Cl
0.3 M NasCitrat-2 HyOpigest
ad 1 L HyOpigest
pH 7.0; autoklavieren

117




Material und Methoden

3.3.12.2 Detektionsreaktion

Um die Detektionsreaktion durchzufiihren, wurde die Membran bei 42°C im vorgewédrmten
Hybridisierungspuffer ,,DIG Easy Hyb* (Roche Diagnostics) fiir 1 h inkubiert. Dabei wurden
20 ml/ 100 cm” Hybridisierungspuffer verwendet. 8 pl der entsprechenden Gensonden
wurden in 3 ml Hybridisierungspuffer ,,DIG Easy Hyb* fiir 15 min bei 100°C erhitzt und
anschlieBend fiir 10 min in Eiswasser abgekiihlt. Die Hybridisierungsreaktion mit den DNA-
Sonden erfolgte tiber Nacht bei 42°C. AnschlieBend wurde die Membran zweimal mit der
Losung ,,Hyb wash 1¢ fiir 5 min bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurde die
Membran zweimal mit der vorgewarmten Losung ,,Hyb wash 2 fiir 15 min bei 68°C
gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte ein Waschschritt mit dem Waschpuffer fiir 3 min
bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran mit Puffer 2 fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und fiir weitere 30 min in Puffer 2 inklusive der Fab-Fragmente
(1: 10000 verdiinnt). Im Anschluss daran wurde zweimal fiir 15 min mit dem Waschpuffer
gewaschen und danach wurde fiir 5 min mit Puffer 3 gewaschen. Zur Detektion wurde 1 ml
CSPD-Losung vorbereitet. Die Membran wurde zusammen mit der aufgetropften CSPD-
Losung in einer Plastiktiite eingeschweifit. Nun wurde ein Film auf die eingeschweifite
Membran aufgelegt und in einer Filmkassette bei 37°C fiir ca. 45-60 Minuten inkubiert. Der
Film wurde mit einer Entwicklermaschine (X-OMAT, Kodak) fertig gestellt.

Puffer 1: 0.1 M Maleinsdure

0.15 M NaCl; pH 7.5
ad 1000 ml H>Opjgest; autoklavieren

Puffer 2: 1 % (v/v) Blockierungslosung 10 %
ad 100 ml Pufferl; autoklavieren
Puffer 3: 0.1 M NaCl

0.1 M Tris/HCI pH 9.5
ad 1000 ml Hzobidest

Blockierungslosung: 10 % (w/v) Blockierungslosung
ad 250 ml Pufferl; autoklavieren; bei 4°C lagern

10% SDS: 10 % (w/v) SDS (Natriumlaurylsulfat)
ad 400 ml Hzobidest
Hyb wash 1: 2xSSC 20x

0.1% (v/v) SDS 10 %
ad 1000 ml Hzobidest
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Hyb wash 2: 0.1xSSC 20x
0.1 % (v/v) SDS 10 %
ad 1000 ml Hzobidest

Waschpuffer: 0.3 % (v/v) Tween 20 (Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat)
ad 1000 ml Pufferl

CSPD-Losung: 0,25 mM CSPD
ad 1000 ul Puffer3

3.3.13 Uberexpression der Gene Irp und lrpAl

Die Konstruktion der Uberexpressionsplasmide von rp und lrpAl ist der Dissertation
Furtwéngler 2009 zu entnehmen. Dabei wurden die Gene /rp bzw. lrpA1 unter die Kontrolle
des Bacteriorhodopsin (bop)-Promotors gestellt. Da die bop-Genexpression bei einer ODgg
von 0.8 maximal ist, wurde auch das Wachstum der Uberexpressionsplasmide bis zu einer
ODgop von 0.8 verfolgt bzw. die Zellen wurden zu diesem Zeitpunkt geerntet. Mittels
Westernblot-Analyse wurde anschlieBend eine erfolgreiche Uberexpression auf Proteinebene

iiberpriift.

3.3.14 Gesamt-RNA-Isolierung aus H. salinarum

10 ml H. salinarum Zellen wurden fiir 5 min bei 12000 x g im SS34-Rotor und bei 4°C
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Niederschlag in 6 ml einer Phenol-
Guanidiniumthiocyanat-Losung (peq GOLD RNA-Pure, peqLab) resuspendiert. Bei Bedarf
konnten die Proben bei —70°C aufbewahrt werden. Als néchstes wurden die Proben bei
Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. Danach wurde 20 % (v/v) Chloroform zugegeben, fiir
15 sec geschiittelt und weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Proben bei 15000 x g und Raumtemperatur fiir 5 min zentrifugiert. Danach
wurde die wéssrige Phase abgenommen und 50 % (v/v) Isopropanol zugegeben und
geschiittelt. Die Proben wurden nun fiir 15 min bei —20°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte
ein Zentrifugationsschritt bei 15000x g fiir 20 min bei 4°C. Nun konnte der Isopropanol-
Uberstand vorsichtig abgenommen werden. Der Niederschlag wurde zweimal in 75%igem
Ethanol fiir 7.5 min bei 15000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. SchlieSlich wurde der
Niederschlag fiir ca. 10 min an der Luft getrocknet und danach in 100 pul HyOpgpc

aufgenommen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die RNA-Proben bei —70°C gelagert.
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3.3.14.1 DNase-Behandlung und Bestimmung der RNA-Konzentration und
Qualitit
Der DNase-Verdau wurde mit Hilfe des Promega-Kit RQ1 durchgefiihrt. Zu 50 pl RNA-
Losung wurden 5 pl DNase-Puffer, sowie 5 pl DNasel hinzugefiigt. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C fiir 40 min. Danach wurden 5 pl Stop-Losung hinzugegeben. Der
Ansatz wurde flir zehn Minuten bei 65°C inkubiert.

Die Qualitidt der RNA wurde mit Hilfe des 2100 Bioanalyzers incl. des RNA6000-Nano-
LabChip-Kit tiberpriift (Agilent Technologies). Alternativ konnte die RNA-Qualitdt mittels
eines denaturierenden 1 %igem TBE(Tris-Borat-EDTA)-Agarosegel, welches 20 mM
Guanidiniumthiocyanat beinhaltet, kontrolliert werden. Die RNA-Proben wurden in einem
Verhéltnis 1:10 verdiinnt und mit einem 1/5 Volumen Auftragspuffer versetzt. Zur
Denaturierung der RNA wurde der Ansatz fiir 5 min auf 70°C erhitzt und anschlieend
sofort auf Eis gestellt. Danach wurden die Proben auf das TBE-Agarosegel aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte in IxXTBE bei 70 V. Nach erfolgter Elektrophorese
wurde das Gel in einer Ethidiumbromidldsung geférbt (3.3.7) und im UV-Licht betrachtet.

Zur Sicherstellung eines vollstindigen DNase-Verdaus, wurde eine Kontroll-PCR unter
Verwendung des Enzyms Hot Star Taq™-Polymerase und Oligonukleotide fiir das Gen idr2
durchgefiihrt.

Um die RNA-Konzentration zu bestimmen, wurde die optische Dichte (OD) mit Hilfe eines
Photometers (Ultrospec 3000 UV/Visible Spectrophotometer) bestimmt. Dabei wurde die
Probe bei einer Wellenlédnge von 260 nm und 280 nm gemessen. Anschlieend wurde der
Quotient der beiden Messungen OD260/280 ermittelt, um somit die RNA-Konzentration zu

bestimmen.

10x TBE-Puffer: 89 mM Tris-HCI pH 8.0
89 mM Borsidure
2 mM EDTA
ad 1 L HyOvpigest

6x Auftragspuffer:  0.25 % Bromphenolblau
0.25 % Xylencyanol
30 % Glycerol
1.2 % SDS
60 mM Na-Phosphatpuffer
pH 6.8
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3.3.15 Mikroarray-Technologie

3.3.15.1 Fluoreszenzmarkierte cDNA-Synthese

Zum Umschreiben der mRNA in die stabile fluoreszenzmarkierte-cDNA wurde der
CyScribe First-Strand ¢cDNA Labeling Kit (GE-Healthcare), sowie die beiden Farbstoffe
Cy3 (griin) und CyS5 (rot) (GE-Healthcare) verwendet.

In einem ersten Schritt wurde folgender Reaktionsansatz fiir 5 min bei 70°C inkubiert und
anschlieend bei Raumtemperatur ca. 10 min abgekiihlt; 1-5 pg RNA, 1 pl des Random

Nonamer-Primer Gemisches, ad 11 pl H,O bidest.

Da die fluoreszenzmarkierten Farbstoffe Cy5 bzw. Cy3 lichtsensitiv sind, erfolgten alle
weiteren Arbeitsschritte im Dunkelraum. Dem Reaktionsansatz wurden 4 pl 5x CyScript-
Puffer, 2 pl DTT (konz.), 1 ul eines dUTP (Desoxyuridintriphosphat)-Gemisches, 1 pl des
Fluoreszenzfarbstoffes Cy3 (griin) bzw. Cy5 (rot), sowie 1 ul des Enzyms Cy-Script-Reverse
Transkriptase zugegeben. Nun wurde der Ansatz fiir 90 min bei 42°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 2.5 pl 0.5 M EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)
pH 8 gestoppt. Eine RNA-Hydrolyse erfolgte durch 5 ul 1 M NaOH fiir 30 min bei 65°C.
Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur abgekiihlt. Durch Zugabe von 12.5 pul 1 M Tris/HCl
pH 7.5 wurde die Hydrolyse beendet. Vor der Hybridisierung wurde aus den cDNA-
Ansdtzen nicht eingebaute Farbstoffe, iiberschiissige Oligonukleotide, wie auch RNA-
Bruchstiicke entfernt. Dazu erfolgte die Vereinigung des Cy3- und des Cy5 markierten
cDNA-Ansatzes. Nun wurde 1 pl der Bierhefe-tRNA-Losung (4 mg/ml, Roche) beigefiigt
und auf 500 pl mit TE-Puffer aufgefiillt. AbschlieBend wurde die cDNA mit Hilfe von
Microcon YM 30-Séulchen (Millpore) ultrafiltriert, wobei das Endvolumen der cDNA
maximal 17 pl betrdgt. Die cDNA-Konzentration wurde anschlieBend mit Hilfe des
NanoDrops bestimmt. Es wurde jeweils die Absorption der Farbstoffe Cy5 und Cy3

gemessen.

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
ad 1000 ml HZObidest-
pH 8.0; autoklavieren
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3.3.15.2 Herstellung der Mikroarrays

Die mittels PCR amplifizierten H. salinarum DNA-Gensonden wurden mit Hilfe des Array-
Druckers ChipWriter Pro (Virtek) auf y-Aminopropylsilan beschichtete Objekttrager (CMT-
GAPS II Coated Slides (Corning)) aufgebracht (Zusammenarbeit mit Dr. Markus
Panhuysen, MPI fiir Psychiatrie). Dabei wurden insgesamt 2709 gereinigte DNA-Gensonden
mit einer Lidnge von ca. 300 bp in jeweils fiinffachen Replikaten auf den Objekttriger
gedruckt. Dies erfolgte nach einer Methode von Diehl (Diehl, et al. 2001). Danach wurden
die Objekttrager fiir ca. 10 sec auf einen 80°C heilen Heizblock gelegt und anschlieBend
erfolgte die kovalente Bindung der DNA an die Objekttrager durch UV-Quervernetzung
(3000x100 pJ). Details zur Herstellung der DNA-Gensonden, wie auch zur Herstellung der
Objekttrager sind in der Doktorarbeit von Twellmeyer 2007 zu finden.

3.3.15.3 Vorbehandlung der Objekttriger

In 250 ml 1.2-Dichlorethan wurden 1.25 g Succinanhydrid gelost. Danach erfolgte die
Zugabe von 3.1 ml 1-Methylimidazol. Die Objekttrager wurden fiir 1 h in die Ldsung
getaucht und danach mit 250 ml neuem 1.2-Dichlorethan gewaschen. Als ndchstes wurden
die Objekttrager zweimal fiir 2 min in 95°C heiles H,O, danach fiir 1 min in 95 %igem
Ethanol getaucht. SchlieBlich wurden die Objekttriger zum Trocknen fiir 5 min bei
1500 rpm in einem 50 ml-Greinerrohrchen mittels einer Hettich-Zentrifuge (ROTIXA 120R)

zentrifugiert.

3.3.15.4 Priahybridisierung und Hybridisierung der Mikroarrays

Die Préhybridisierungslosung wurde in einem Tauchbecken bei 50°C fiir 1 h inkubiert. Die
Objekttrager wurden anschliefend in dieser Losung bei 50°C fiir 25 min inkubiert, danach
erst fiir 30 sec in bidest. H,O und fiir weitere 30 sec in Isopropanol getaucht. AbschlieBend
folgte eine 5 miniitige Zentrifugation bei 1500 rpm (ROTIXA 120R) in einem 50 ml-

Greinerrohrchen zur Trocknung der Objekttriager.

Der Hybridisierungsansatz, bestehend aus cDNA, SSC und Denhardts-Reagenz wurde fiir
2min bei 98°C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekiihlt. Zur Reduktion von
Hintergrundsignalen wurde der Hybridisierungsansatz mit 2 pl einer 1 %igen SDS-Losung
versetzt und in die Mitte eines Deckglidschens pipettiert. Nun wurde der prahybridisierte
Mikroarray mit der mit den DNA-Sonden bedruckten Seite auf das Deckgldschen gelegt,
sodass sich der Hybridisierungsansatz {iber den gesamten bedruckten Bereich des

Mikroarrays verteilt. Die einzelnen Mikroarrays wurden in eine Hybridisierungskammer
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(Corning) gepackt, welche zusitzlich mit Aluminiumfolie umwickelt wurden, um diese vor

Austrocknung zu schiitzen und tiber Nacht bei 64°C inkubiert.

Prahybridisierungslosung: 2.5 g BSA Fraktion V
43.75 ml 20xSSC
2.5ml 10 % SDS
ad 250 ml Hzobidest

Hybridisierungsansatz: ca.17 ul cDNA-Ansatz
3.75 pl 20xSSC
1.25 pl 50x Denhardts-Reagenz
ad 30 pl HyOpidest

50x Denhardts-Reagenz: 2 % (w/v) Ficoll 400
2 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
2 % (w/v) BSA Fraktion V
ad 500 ml HyOpigest; pH 7.0; autoklavieren;
Aliquots bei —20°C lagern

3.3.15.5 Waschen der Objekttriger

Nach erfolgter Hybridisierung wurde zur Verringerung der Signalintensitit in den nicht mit
DNA-Sonden bedruckten Bereichen, nicht gebundene oder unspezifisch gebundene cDNA
durch die Verwendung von Waschlosungen entfernt. Dabei wurden die Mikroarrays jeweils
zweimal 5 min in Waschlosung I und anschlieBend in Waschlosung II gewaschen. Zum
abschlieenden Trocknen der Objekttrager wurde fiir 5 min bei 1500 rpm (ROTIXA 120R)
in einem 50 ml Reaktionsgefd3 zentrifugiert. Die Detektion erfolgte nach ca. einer

einstiindigen Lagerung der Objekttrager bei Raumtemperatur und im Dunklen.

Waschlosung I: 12.5 ml 20xSSC
500 pl 10 % SDS
ad 500 ml Hzobidest

Waschlosung II: 1.5 ml 20xSSC

500 ul 10 % SDS

3.3.15.6 Datenanalyse nach erfolgter Mikroarray-Technologie

Die Fluoreszenz-Intensitéten eines einzelnen Spots auf einem Mikroarray wurden mit Hilfe
des Laserscscanners GenePix 4000B (Biozym Scientific GmbH) eingelesen und mit der

neueren Version Genepix Pro V6 (Biozym Scientific GmbH) extrahiert. Die erhaltenen
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Rohdaten wurden in MS-Excel neu angeordnet und als Textdatei gespeichert, so dass diese
anschliefend in der R-Umgebung prozessiert werden konnten. Dabei enthielten die
Rohdaten jeweils die Identifizierungsnummer, wie auch die Koordinaten der Gen-Sonden
auf einem Mikroarray (2.1). Zusitzlich wurden die Werte fiir die Fluoreszenzintensitaten der
Farbstoffe Cy5 und Cy3, was je nach Markierung der Proben das eigentliche Signal der
Probe und das Hintergrundsignal darstellten, angefiihrt. AnschlieBend wurden die Werte
innerhalb der R-Umgebung mit speziellen Programmen von G. Welzl (GSF) prozessiert,
wobei neben der lokalen Hintergrundsubstraktion, die log;-Transformation und die
Normalisierung der Daten durchgefiihrt wurde. In einem abschlieenden Schritt erfolgte eine
erneute Bearbeitung der normierten Daten in MS-Excel. Dabei wurden nur jene Gene weiter
ausgewertet, wo mindestens 3 der 5 Spots ein Signal lieferten. Die beiden fehlenden Werte
wurden durch den Median ersetzt. Signifikant regulierte Werte innerhalb der normalisierten
Daten wurden mit Hilfe der t-Statistik, welche Bestandteil des TIGR Multiexperiment
»Viewer“-Programms (Saeed et al.,, 2003) ist, ermittelt. Als signifikant wurden Gene
betrachtet, die einen p-Wert < 5x10” hatten. Zur weiteren Dateninterpretation wurde jene
Gene mit einem Regulationsfaktor von +1.7 als reguliert bezeichnet und Gene mit Faktoren
zwischen £1.7 und £1.3 als schwach reguliert. Gene mit Werten unter +1.3 wurden als nicht

reguliert angesehen und bei der Interpretation der Daten nicht beriicksichtigt.

3.3.16 Reverse Transkription-quantitative PCR

Mit Hilfe der RT-qPCR (,reverse transcription quantitative polymerase chain reaction®) ist
eine relative Quantifizierung von RNA-Proben moglich. Die Methode setzt sich aus zwei
Reaktionen zusammen. Zuerst wird die mRNA durch das retrovirale Enzym Reverse
Transkriptase unter Verwendung eines random Hexamer-Oligonukleotids in cDNA
umgeschrieben. Anschliefend findet eine Amplifizierung der DNA-Fragmente durch die

thermostabile Taq-Polymerase statt.

3.3.16.1 cDNA-Synthese

Durch die Verwendung der Reversen Transcriptase SuperScript III (Invitrogen) erfolgte die
Synthese der cDNA, wobei 5 ug von DNase verdauter Gesamt-RNA mit Hilfe von 500 ng
Random Hexamer-Oligonukleotiden (Promega) in ¢cDNA umgeschrieben wurde. Der
Reaktionsansatz, bestehend aus 2.25 pl Random Hexamer-Primer, 5 pg RNA, 2.25 ul
10 mM dNTP-Mix wurde auf 29.25 ul H,O bidest aufgefiillt, fiir 5 min auf 65°C erhitzt und
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fiir 1 min auf Eis gestellt. Danach wurden 9 ul 5xPuffer, 2.25 ul 0,1 M DTT, 2.25 ul
HOpigest und 2.25 pl Superscript 11 hinzugefiigt. Als nidchstes wurde der Ansatz fiir 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert und die cDNA-Synthese erfolgte fiir 50 min bei 42°C. Die
Reaktion wurde durch Erhitzen des Ansatzes fiir 15 min bei 70°C beendet. Die cDNA wurde
bei —20°C gelagert.

3.3.16.2 Amplifizierung der cDNA

Die Amplifizierung der cDNA wurde mittels SYBR Green PCR Master Mix Kit (Applied
Biosystems) und spezifischen Primern fiir die gewiinschten Gene in einem GeneAmp 5700
Sequence Detection System (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Das Temperaturprofil ist
den Angaben des Herstellers zu entnehmen. Es wurden jeweils 3 parallele Wiederholungen
der einzelnen Amplifizierungsreaktionen der cDNA  durchgefiihrt, wobei ein
Reaktionsansatz mit einem Endvolumen von 25 pl eine Primerendkonzentration von 0.2 uM,

1 ul der cDNA und des 12.5 ul SYBR Green PCR Master Mix enthielt.

Die Auswahl der spezifischen qPCR Primer wurden mit dem Programm Primer Express 2.0
(Applied Biosystems) getroffen. Eine Ausbildung mdglicher Sekundérstrukturen konnte mit
dem Programm ,,Oligonucleotide Properties Calculator iiberpriift werden. Die gewlinschte
Entstehung von nur einem PCR-Produkt &uBert sich in einer charakteristischen
Schmelzkurve nach erfolgter RT-qPCR und bestitigt die Spezifitit der einzelnen Primer
(Abb. 59).

ﬁw

&0 65 70 75 80 85 a0 a5
Temperature (C)

Abb. 59 Dissoziationskurve nach erfolgter RT-qPCR
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3.3.16.3 Relative Quantifizierung der RT-qPCR-Daten mit Hilfe der 2**“"-
Methode
Die relative Quantifizierung der Daten erfolgte mit Hilfe der 2*“"-Methode (Livak und
Schmittgen, 2001). Eine differentielle Expression der Probe A im Vergleich zur Probe B
wird als xfache Expression mit Hilfe des AAC-Wertes angegeben. Der Cr-Wert (,,cycle-
threshold*) oder auch Schwellenwert-Zyklus bezeichnet jenen Zyklus, dessen Fluoreszenz
erstmalig signifikant {iber einer Hintergrundfluoreszenz liegt. Bei diesem Verfahren ist die
gleiche Effizienz der PCR-Reaktionen wichtig ist. Aullerdem muss gegen einen internen
Standard verrechnet werden, welcher das konstant exprimierte Glykoprotein (OE4759R)
war. Nun wird der Cr-Wert der Probe A vom Cr-Wert des Standardgens abgezogen (ACr).
Will man einen Unterschied in der relativen Transkriptmenge von Probe A und Probe B
berechnen, werden anschlieend diese beiden ACr-Werte voneinander abgezogen und man

erhilt den AAC1-Wert, der in die Gleichung 27T eingesetzt wird.

3.3.17 Northernblot-Analyse

15 pg unverdauter Gesamt-RNA wurden auf einem 1 %igem TBE-Agarosegel, welches
20 mM Guanidiniumthiocyant enthielt, elektrophoretisch aufgetrennt. Das Agarosegel wurde
anschlieend in einem alkalischen Puffer (Chomczynski und Mackey, 1994) dquilibriert und
mit Hilfe des Vacuumblots fir 3 h auf eine Hybond N'-Membran transferiert (GE-
Healthcare). Aufbau der Blotting-Apparatur sieche Abb. 58. Ein mittels PCR generiertes
DNA-Fragment (Oligonukleotide siehe 3.1.1), welches die T7-Promotorsequenz
(TAATACGACTCACTATAGGGAGA) enthielt, diente als Vorlage zur Herstellung von
DIG-dUTP-markierten RNA-Sonden mit Hilfe des T7-RNA-Polymerase in vitro
Transkription-Systems (DIG RNA labelling kit (SP6/T7), Roche Applied Science). Die
RNA-Sonden wurden vor Verwendung 5 min bei 75°C denaturiert. Die
Hybrdisierungsreaktion, wie auch die chemiluminiszente Detektion wurden mit dem ,,DIG
Wash and Block Buffer Set” (Roche Applied Science) entsprechend der Angaben des
Herstellers ,,DIG system user’s guide for filter hybridization” (Roche Applied Science)
durchgefiihrt.

Transferpuffer: 8 mM NaOH
3 M NaCl
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3.3.18 Bestimmung der 5’-und 3"-UTR’s von Transkripten

Mittels RACE (,,rapid amplification of cDNA ends‘) basierend auf der Zirkularisierung von
RNA, der reversen Transkription, wie auch die Amplifizierung der cDNA (Brenneis et al.,

2007), konnten die 5'-und 3"-UTR s von Transkripten bestimmt werden.

Gesamt-RNA wurde bei 65°C fiir 10 min denaturiert und anschlieBend mit 40 U T4 RNA-
Ligase (New England BioLabs), 5-10 ug der Gesamt—RNA, 10 U RNase Inhibitor
(Promega) und 1xT4-Ligase-Puffer in einem Reaktionsvolumen von 25 pl bei 37°C fiir 1 h
zirkularisiert (Abb. 60A). Nachdem der Reaktionsansatz auf 300 pl aufgefiillt wurde,
erfolgte das Entfernen der Proteine mittels Phenol-Chloroform Extraktion (3.3.18.1).
Zirkularisierte RNA wurde denaturiert und mit 0.5 pmol eines spezifischen Primers (3.1.1)
zur Durchfiihrung der cDNA-Synthese bei 65°C fiir 10 min hybridisiert. Mit 5-10 pg der
zirkularisierten RNA erfolgte die cDNA Synthese mit der RNase H Minus Superscript 111
Reversen Transkriptase (Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstellers (Abb. 60B).
Die cDNA wurde unter Verwendung spezifischer Primer (3.1.1) in einer 1. PCR amplifiziert
(Abb. 60C). Um falsch positive Fragmente auszuschliefen erfolgte eine 2. PCR mit so
genannten ,,nested*“-Primern (3.1.1) (Abb. 60C). Die aus der ,,nested“-PCR erhaltenen DNA-
Fragmente wurden anschlieBend sequenziert (3.1.1) (Abb. 60D).

5NN TN 3 mRNA

53"

A @ Zirkularisierung

B ,l' cDNA-Synthese
53
c /'\/'\»“'\/'\ 1.PCR
53
2.PCR
4
D DNA-Sequenzierung

Abb. 60 RACE zur Bestimmung der 5'-und 3’-UTR Region von Transkripten

Gesamt RNA wird zirkularisiert (A) und mit spezifischen Primern in cDNA umgeschrieben (B). Durch zwei
aufeinander folgende PCR-Reaktionen wird ein definierter Bereich der c¢DNA amplifiziert (C) und
anschliefend sequenziert (D).
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3.3.18.1 Phenol/Chloroform Extraktion

Zu 25 pl zirkuldrer Gesamt-RNA wurden 300 ul TE-Puffer sowie 300 pl Phenol/Chloroform
(Roth) zugegeben. Anschlieend wurde fiir 5 min bei 14000 rpm in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt. Nun wurde
1 Volumeneinheit Chloroform (v/v) zugegeben, erneut zentrifugiert und der Uberstand in
eine Eppendorfgefdl iiberfiihrt Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 2.5
Volumeneinheiten EtOH (99%), welcher bei -20°C gekiihlt wurde, sowie 1/10
Volumeneinheit 3 M NaAc (pH-Wert=5.2). Dabei wurde das Reaktionsgemisch fiir 2 h bei -
20°C oder alternativ fiir 20 min bei -70°C inkubiert. Danach wurde fiir 20 min bei 14000
rpm in einer Tischzentrifuge bei 4°C zentrifugiert. In einem weiteren Schritt wurden 500 ul
EtOH (80%) zugegeben und erneut bei 14000 rpm in einer Tischzentrifuge bei 4°C
zentrifugiert. Nun wurden die Niederschldge fiir 10 min luftgetrocknet, damit der restliche
EtOH verdampfen konnte. AbschlieBend wurden die Niederschlige in 10 pl HyOpigest
resuspendiert und fiir die cDNA-Synthese in 3.3.18 eingesetzt.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Heterologe Expression von His¢-lIrpA1l und Hise-troR in E.coli

Zur Proteinexpression wurden Klone der iiber Nacht-Transformation gepickt und in einen
Erlenmeyerkolben mit 30 ml LB-Medium, welches als Zusatz 30 pl Antibiotika enthielt,
gegeben. Zur  Expression von LrpAl und TroR  wurde Kanamycin
(Arbeitslosungskonzentration: 50 mg/ml; Endkonzentration: 50 pg/ml) verwendet.
AnschlieBend wurden die Kulturen iiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler (250 rpm)
inkubiert. Danach wurden die gesamten 30 ml in 1L LB-Medium, welches das
entsprechende Antibiotikum enthielt, gegeben und die Kulturen wurden solange geschiittelt
(37°C und 200 rpm), bis sie einen ODgy-Wert zwischen 0.6 und 0.8 erreichten.
AnschlieBend erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von 0.6 mM IPTG
(Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid). Zum Zeitpunkt 0, also bei noch nicht erfolgter
Induktion wurde 1 ml der Kultur entnommen und in einer Tischzentrifuge bei 10000 rpm fiir
2 min zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 150 pl 2 x Solubilisierungpuffer
resuspendiert. Nach 30 min und 2 h wurden ebenfalls 1 ml der Kultur enthommen und in

einer Tischzentrifuge bei 10000 rpm fiir 2 min zentrifugiert. Die Niederschldge wurden in
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150 pl 2 x Solubilisierungpuffer resuspendiert. Diese Probennahmen dienten der Kontrolle
der Expression mittels SDS-PAGE. Nach ca. 2 h erfolgte die Ernte der Kulturen durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 4500 rpm (Sorvall-Zentrifuge, GS3-Rotor) und 4°C. Der
Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag in 20 ml LB-Medium resuspendiert und in
ein 50 ml Falcon-Rohrchen tiiberfiihrt und anschlieBend 10 min bei 4200 rpm (ROTIXA
120R, 10 min) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Der Niederschlag
wurde bis zum ZellaufschluB in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

Solubilisierungspuffer: 20mM Tris pH 7.5
0.5 mM Triton X-100
2 mM EDTA
1 mM B-Mercaptoethanol

3.4.2 Zellaufschluss

Der E. coli Niederschlag wurde nach erfolgter Ernte der Kulturen mit Lysepuffer (3.4.3) auf
30 ml aufgefiillt und vollstindig resuspendiert. Danach erfolgte der Zellaufschluss mit Hilfe
von Ultraschall. Fiir den Aufschluss durch Ultraschall wurde ein Ultraschall-Desintegrator
Sonifier IT W-450 Classic (Branson) verwendet. Dazu wurde die Zellldsung in ein geeignetes
Gefall gegeben und die Spitze der Ultraschallsonde in die Mitte des Gefédl3es eingetaucht. Die
Beschallung erfolgte in Intervallen von 10 sec, bis sich eine klare und leicht viskose Losung
gebildet hatte. Um die Erwdrmung des Lysats wihrend der Sonifizierung zu kompensieren,
wurde der Vorgang auf Eis durchgefiihrt. Bei nachfolgender Weiterverarbeitung des Lysats

zur Proteinreinigung wurde dieses mit Protease-Inhibitor (Roche) versetzt.

3.4.3 Aufreinigung von His¢c-tag-markierten Proteinen mit Hilfe von
Ni-NTA-Metall-Chelat-Affinitatschromatographie

Durch Ultrazentrifugation des Lysats (3.4.2) fiir 80 min bei 40000 rpm (Optima LE-80K,
Rotor: Ti 45) wurde die unlosliche Fraktion inklusive storender Zellbestandteile, wie z.B.

Membranteile beseitigt. Mit dem Uberstand wurde weitergearbeitet.

Als Sédulenmaterial wurde Ni-NTA-Qiagen-Superflow verwendet, wobei fiir 1 L Kultur
1.5 ml des Sédulenmaterials eingesetzt wurden, welches zuerst in Lysepuffer dquilibriert

wurde. Die 16sliche Cytosolfraktionslosung wurde anschlieBend mit dem Sdulenmaterial fiir
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2 h unter Rotation inkubiert und danach auf eine Spritze transferiert. Im Anschluss daran
erfolgten die Waschschritte, dabei wurde dreimal mit dem sechsfachen Séulenvolumen
gewaschen. Das Protein wurde in zwei Schritten mit je 1.5 ml des Elutionspuffers eluiert.

Die Lagerung des Proteins erfolgte bei —20°C.

Puffer A: 8 M Harnstoffmonohydrat
100 mM NaH2P04
10 mM Tris-HCl

Lysepuffer: Puffer A
10 mM Imidazol pH 8.0

Waschpuffer: Puffer A
20 mM Imidazol pH 8.0

Elutionspufter: Puffer A
150 mM Imidazol  pH 8.0

3.4.4 Renaturierung von LrpAl und TroR

Zur Renaturierung mussten die unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigten Proteine
riickgefaltet werden. Dies erfolgte durch Dialyse des Harnstoffpuffers gegen den CFE (,,cell
free extract™)-Puffer. Die Proteinlosung befand sich dabei in einer Dialysekammer (D-
Tube™ Dialyzer Maxi, Novagen). 1 ml Protein wurde gegen 1 L 4 M CFE-Puffer zuerst fiir
4 h und anschlieBend iiber Nacht bei Raumtemperatur dialysiert. Zum Aufkonzentrieren der

Proben wurde fiir ca. 20 min bei 3000 g mit Sdulchen (Amicon Ultra-4) zentrifugiert.

4 M CFE-Puffer: 3 MKCl
1 M NaCl
10 mM HEPES
5 mM MgCl,
pH 7.1

3.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration von LrpAl und TroR

Die Konzentration der reinen Proteine LrpAl und TroR konnte photometrisch iiber deren
Extinktion bei 280 nm bestimmt werden (NanoDrop“ND-100, peqLab). Dabei absorbieren

die aromatischen Aminosduren bei einer Wellenldnge von 280 nm. Mit dem Programm
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ProtParam wurde der Extinktionskoeffizient von LrpAl mit 7450 M ¢cm™ und von TroR

von 4720 M cm™ ermittelt.

3.4.6 Gelfiltration von LrpA1l und TroR

Zur GroBenbestimmung bzw. zur Bestimmung des Oligomerisierungszustandes von LrpAl
und TroR wurde nach der Renaturierung eine analytische Gelfiltration durchgefiihrt. Dabei
wurde fiir den Gelfiltrationslauf die Sephadex 75-Sdule (GE-Helthcare), welche ein
Sdulenvolumen von 2.4 ml hatte in ein SMART-System eingebaut und mit dem 4 M CFE-
Puffer dquilibriert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 40 ul pro
Minute und die Detektion bei einer Wellenldnge von 280 nm. 50 pl des Proteins wurden in
die Sammelschleife, welche ein Volumen von 100 ul hatte, eingespritzt und vom SMART-
System auf die Sdule geladen. Zusitzlich wurde LrpA1 mit 5 mM der Aminosduren Aspartat
und Arginin fiir 20 min inkubiert und ebenfalls in die Sammelschleife eingespritzt. Zur
Bestimmung des Molekulargewichts bzw. des Oligomerisierungszustandes von LrpAl und
TroR wurden zuerst Eichldufe mit Proteinen bekannten Molekulargewichts durchgefiihrt und
eine Geradengleichung erstellt (Abb. 61). Das Retentionsvolumen der Proteine LrpAl und

TroR wurden anschlieBend in die Gleichung eingesetzt.

4.9

48 -
= 47
S 48
g 45 y =-1.469x + 6.4316
S 44l R?=0.983
8 43

42 -

4.1 -

0 0.5 1 1.5 2
Retentionszeit [ml]
Protein MW [Da] log MW Retentionszeit
[mi]

Ribonuclease 13700 4.136 1.57
Albumin 45000 4.653 1.24
Qvalbumin 43000 4.633 1.19
BSA (Bovines 67000 4.826 1.12
Serum Albumin)

Abb. 61 Geradengleichung ermittelt anhand von Proteinen bekannten Molekulargewichts
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3.4.7 CD-Spektroskopie

Die Sekundérstruktur von Proteinen kann anhand der CD-Spektroskopie im fernen-UV (190-
250 nm) bestimmt werden. Dabei liefern a-Helices, B-Faltbldtter und ungeordnete Strukturen

das jeweilige CD-Spektrum (Abb. 39).

Zur Bestimmung eines CD-Spektrums im fernen UV werden ca. 20-200 pl der Proteinldsung
mit einer Konzentration von ca. 1 mg/ml benétigt. Zusétzlich ist auf die Wahl des geeigneten
Puffers, indem sich das Protein befindet, zu achten. Puffer, welche eine hohe Konzentration

an DTT, Histidin oder Imidazol beinhalten, sind nicht geeignet.

Die CD-Spektren wurden auf einem JASCO-J-810 Spektrometer aufgenommen. Dabei
wurde die Proteinlosungen LrpAl mit einer Konzentration von 1.2 mg/ml und TroR mit
einer Konzentration von 0.3 mg/ml in einer 0.01 mm Kiivette gemessen. Beide Proteine
befanden sich im 4 M CFE-Puffer (3.4.4). Die Temperatur betrug 21°C. Um zufillige
Messfehler zu minimieren wurde jedes Spektrum aus einem Durchschnitt von 12
Wiederholungen berechnet, wobei jede Proteinprobe zweimal in voneinander unabhidngigen
Ansitzen gemessen wurde. Beide Spektren wurden danach gemittelt. Zusitzlich wurde ein
Spektrum mit dem Puffer alleine aufgenommen und anschlieBend von den jeweiligen CD-
Spektren fiir LrpAl und TroR abgezogen. Folgende Parameter wurden bei den Messungen

verwendet:

Tab. 15 Einstellung der Messparameter des CD-Spektrometers Jasco-J-810

Parameter Wert
Wellenlange 190-260 nm
Antwortzeit 2 sec
Scan-Geschwindigkeit 20 nm/min
Schrittweite 1.0 nm
Empfindlichkeit 5 mdeg
Auflésung 0.1 nm
Anzahl der Scans 12

AnschlieBend wurde von den gemessenen Daten der Anteil an dem jeweiligen
Sekundérstrukturelement (a-Helix, B-Faltblatt und ungeordnete Strukturen) mit Hilfe des
CDNN-Programms berechnet (Bohm et al., 1992). Strukturvorhersagen wurden mit dem
,»Scratch Protein Predictor“-Programms (Expasy) durchgefiihrt.

Die Aufnahme der Schmelzkurven erfolgte mit einem JASCO-J-715 Spektrometer. Dabei

wurde LrpAl in einer Konzentration von 0.1 mg/ml eingesetzt, wobei sich das Protein in
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einem 2M CFE-Puffer befand. Die Entfaltung von LrpAl wurde ohne Ligand und mit
jeweils 50 mM L-Aspartat, D-Aspartat und L-Glutamat {iber einen Temperaturverlauf von
4°C-95°C verfolgt. Es wurden jeweils vor der Entfaltung bei 4°C, nach der Entfaltung bei
95°C und nach der anschlieenden Abkiihlung bei 4°C Spektren bei den Wellenldngen von
260 nm bis 200 nm aufgenommen. Die Parameter fiir die Schmelzkurven sind der Tab. 16,
jene fiir die CD-Spektren der Tab. 17 zu entnehmen

Tab. 16 Einstellung der Messparameter des CD-Spektrometers Jasco-J-810 zur Messung der
Schmelzkurven von LrpAl

Parameter Wert
Wellenlange 222 nm
Antwortzeit 16 sec
Scan-Geschwindigkeit 20 nm/min
Schrittweite 1.0 nm
Temperaturverlauf 4-95°C
Auflésung 0.1°C

Tab. 17 Einstellung der Messparameter des CD-Spektrometers Jasco-J-810 zur Messung der Spektren
von LrpAl

2M CFE-Puffer:

Parameter Wert
Wellenlange 200-260 nm
Antwortzeit 1 sec
Scan-Geschwindigkeit 20 nm/min
Schrittweite 1.0 nm
Auflésung 0.1 nm
Anzahl der Scans 2

1.5 M KCl

0.5 M NaCl

5 mM HEPES
2.5 mM MgCl,
pH 7.1

3.4.8 SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch eine
denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Lammli (Ldmmli, 1970). Um
Proteine nach ihrer Grofle im elektrischen Feld zu trennen, werden sie mit dem Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert, wobei ein negativ geladener Protein-SDS-Komplex

entsteht. Als Matrix fiir die GroBentrennung dient Acrylamid, welches bei der
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Auspolymerisation mit dem quervernetzenden Reagenz Methylenbisacrylamid ein Gel

ausbildet.

Acrylamid-Losung: 30 % (w/v) Acrylamid
0.9 % (w/v) N,N-Methylenbisacrylamid

Trenngelpuffer: 1.5 M Tris/HCI pH 8.8
Sammelgelpuffer: 0.5 M Tris/HCI pH 6.8
SDS-Losung: 10 % (w/v) SDS
APS-Losung: 10 % (w/v) APS

SDS-Probenpuffer: 50 mM Tris/HCI
100 mM DTT
2 % (w/v) SDS
10 % (w/v) Glycerin
0.002 % (w/v) Bromphenolblau
pH 6.8

Laufpuffer: 25 mM Tris
1.44 % (w/v) Glycin
0.1 % (w/v) SDS

Tab. 18 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fiir eine SDS-PAGE

Trenngel (14 %; 30 ml) | V (ml) | Sammelgel (5 %; 15 ml) V (ml)
Trenngelpuffer 7.8 Sammelgelpuffer 3.69
SDS-Lésung 0.3 SDS-Lésung 0.15
Acrylamid-Lésung 13.7 | Acrylamid-Lésung 2.49
HZObidest 7.3 HZObidest 8.4
TEMED 0.011 | TEMED 0.0048
APS 0.1 APS 0.3

Eine GieBkammer, bestehend aus zwei Glasplatten (160x140x1.6 mm) wurde mit
Abstandshaltern (1.5 mm) zusammengesetzt. Um eine verbesserte Auftrennung des
Proteingemisches zu erreichen wurde iiber das Trenngel ein Sammelgel geschichtet. Zuerst
wurde das Trenngel mit einer Acrylamidkonzentration von 14 % gegossen (Tab. 18). Im
Anschluss daran wurde die Oberfliche der Gellosung mit Isopropanol iiberschichtet. Nach
Polymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel mit einer Acrylamidkonzentration von
5% gegossen. Nachdem auch dieses auspolymerisiert war, wurde das Gel in die

Elektrophoreseapparatur eingesetzt und diese mit Laufpuffer aufgefiillt.
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Zur Probenvorbereitung wurden je 20 pl Protein mit 20 pl Probenpuffer versetzt und fiir
zehn Minuten bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurden sie 7 min in einer Tischzentrifuge
bei 14000 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde wurden auf das Gel aufgetragen. Bei jedem
Lauf wurde ein Proteinstandard (Broad Range (6-175 kDa) (New England Biolabs)) aus
einem Gemisch von Proteinen mit bekannter Molekularmasse aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in einem 1x SDS-Laufpuffer bei einer Spannung von ca. 160-200 V,

bis die Bromphenolblaufront den unteren Rand der Glasplatte erreichte.

Alternativ wurden kommerziell erhdltliche Bis-Tris-Gradienten-Gele (4-12 %) (Invitrogen)
verwendet. Zu 20 pl Protein wurden 20 ul SDS-Probenpuffer zugegeben und fiir 10 min bei
95°C erhitzt und anschlieBend 7 min bei 14000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
Als Léngenstandard wurde der Protein Marker Broad Range (6-175 kDa) (New England
Biolabs) zusammen mit den Proben auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in

einem 1x MES-Puffer bei einer konstanten Spannung von ca. 200V.

3.4.9 Coomassie-Firbung

Die Coomassie-Farbung wird zur Anfiarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen
verwendet. Dabei wurde das anzufirbende Gel ca. 20 min in der Coomassie-Farbelosung
geschwenkt. Danach wurde das Gel 30 min in Entfarbelosung 1 und anschlieBend 1 h in

Entfarbelosung 2 inkubiert, sodass die Proteinbanden sichtbar werden.

Férbelosung: 40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsdure
0.1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250

Entfarbeldsung 1: 40 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsdure
Entfarbelosung 2: 10 % (v/v) Essigséure
Aufbewahrungslosung: 1 % (v/v) Essigsdure
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3.4.10 Silberfirbung

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel zweimal 30 min in einer Fixierlosung
geschwenkt. AnschlieBend wurde das Gel dreimal je 20 min in der Waschldsung gewaschen.
Danach erfolgte die Inkuabtion fiir 1 min in einer Natriumthiosulfatlosung, zwei kurze
Waschschritte in HyOpigesr und eine Farbereaktion fiir 20 min in einer Silbernitratldsung.
Nach einem kurzen Waschschritt in HyOpigest Wird das Gel mit der Entwicklerlosung je nach
Bedarf inkubiert. Beim Erscheinen der Banden wird die Reaktion durch Zugabe der Stop-

16sung angehalten. Die Aufbewahrung der Gele erfolgte in 1 %iger (v/v) Essigsdure.

Fixierlosung: 50 % (v/v) Methanol
12 % (v/v) Essigsdure
Waschldsung: 50 % (v/v) Ethanol
Natriumthiosulfalosung: 200 mg/l NaS,03
Silbernitratlosung: 2 g/l AgNO3

1 ml/l Formaldehyd (>37 %)

Entwicklerlosung: 60 g/l Na2CO3
5 mg/l Na28203
0.75 ml/l Formaldehyd (>37 %)

Stoplosung: 12 % (v/v) Essigsiure

Aufbewahrungslosung: 1 % (v/v) Essigsdure

3.4.11 Westernblot-Analyse

Mit Hilfe der Westernblot-Analyse ist es mdglich spezifische Proteine in einem
Proteingemisch zu detektieren. Dabei wird das Proteingemisch in einem ersten Schritt
mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend erfolgt der Proteintransfer
auf eine Membran, wo das Zielprotein mit einem spezifischen Antikorper detektiert werden

kann.

3.4.11.1 Proteintransfer

Die Proteine wurden unter ,,Semi-Dry“- Bedingungen in einem XCell II'™ Blot-Modul
(Invitrogen) entsprechend den Vorschriften des Herstellers auf eine Polyvinylidendifluorid-

(PVDF) Membran (Roche Diagnostics) transferiert. Vor dem Start des Proteintransfers
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wurden so genannte ,,Blotting-Pads® und 2 Stiick Whatmanpapier in den Transferpuffer
eingetaucht. Die PVDF-Membran wurde fiir ca. 1 min in Methanol und anschlieBend 1 min
in Transferpuffer geschwenkt. Der Autbau der Blotting-Apparatur erfolgte wie beschrieben
in Abb. 62. Abschlieend wurde die Blotting-Apparatur mit dem Transfer-Puffer gefiillt, bis
der Gel-Membran-Sandwichkomplex komplett mit Transfer-Puffer bedeckt war (Abb. 62).
Um die beim Transfer entstechende Hitze abzuleiten, wurde in die duBeren Kammern der

Blotting-Apparatur HyOpigest gefiillt (Abb. 62).

Transfer-Puffer

Pads

Whatman
PVDF-Membran

Gel

Whatman

Abb. 62 Aufbau einer Blotting-Apparatur
Dabei wurden in der Reihenfolge von unten nach oben ein Whatmanpapier, das Proteingel, die PVDF-
Membran und abschlieBend noch ein Whatmanpapier in die Blotting-Apparatur gelegt, um den Proteintransfer
vom Gel auf die PVDF-Membran zu starten.

3.4.11.2 Immundetektion

Die Detektionsreaktion diente als Kontrolle der Uberexpression der Gene lrp bzw. lrpAl auf
Proteinebene. Um dies durchzufithren wurden spezifische Antikorper, welche gegen
bestimmte Peptidepitope von Lrp bzw. LrpAl gerichtet waren, als primédre Antikorper
eingesetzt. Beide Antikorper wurden in einer 1:1000 Verdiinnung fiir die Detektionsreaktion

eingesetzt.

Um freie Proteinbindestellen auf der Membran abzuséttigen, wurde diese nach erfolgtem
Proteintransfer iiber Nacht in 1xTBST-Puffer mit 5% BSA bei 4°C geschwenkt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen primédren Antikorper fiir 1 h bei
Raumtemperatur. Nun wurde kurz dreimal in 1x TBST und fiir weitere dreimal 10 min in
Ix TBST mit 5 % BSA geschwenkt. Als sekundire Antikdrper wurde Rabbit-Anti Chicken
HRP Konjugat (Upstate Biotech.) eingesetzt, wobei dieser an den Fc-Teil des priméren
Antikorpers bindet und mit dem Enzym Meerrettichperoxidase HRP (,,Horseradish

peroxidase®) gekoppelt ist. HRP wird zur Detektion von Chemilumineszenzreaktionen
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eingesetzt, wobei das Enzym die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form katalysiert

und dessen Chemilumineszenz anschlief3end detektiert wird.

Der sekunddre Antikdrper wurde in einer 1:25000 Verdiinnung eingesetzt und fiir 1 h
zusammen mit der Membran inkubiert. Die Membran wurde erneut kurz dreimal in 1x TBST

und fiir weitere dreimal 10 min in 1x TBST geschwenkt.

Die anschlieBende Chemilumineszenz-Detektionsreaktion wurde mit dem ECL
(,.electrogenerated chemiluminescence®) Plus Western Blotting Detection Reagents Kit (GE
Healthcare) entsprechend der Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Membran wurde
danach eingeschweifit und mit einem Rontgenfilm in einer lichtgeschiitzten Kassette fiir 1-45

min inkubiert und abschliefend in einer Entwicklermaschine entwickelt.

3.4.12 Kiristallisationsansiitze von LrpAl

Kristallisationsansidtze wurden mit gereinigtem LrpAl, welches eine Konzentration von
8.4 mg/ml hatte, mit Hilfe der Dampfdiffusions-,hanging drop“-Methode bei 18°C
durchgefiihrt. Wobei sich LrpA1l in einem 2 M CFE-Puffer (3.4.7) befand.

Vor Zugabe der Reservoirlosung wurden 250 pl 4M NaCl vorgelegt und verdampft. Danach
wurden 500 pl der ,,Screen“-Losung zugegeben, um anschlieBend eine 2 M NaCl
Endkonzentration  zu  erhalten.  Folgende  ,Screen“-Lésungen  wurden  zur
Proteinkristallisation verwendet: Crystal Screen I, JCSG Screen, PACT Screen und PEG/Ion
1 Screen, wie auch die Bedingungen von 20 % (w/v) PEG 3350 und 150 mM NaCl; 20 %
(w/v) PEG 6000 und 50 mM Natriumphosphat; 20 % (w/v) PEG 3350 und 0.2 M di-
Ammoniumphosphat; 20 % PEG 6000 200 mM Lithiumsulfat.

3.4.13 Analytische DNA-Affinititschromatographie

Um eine Bindung des Proteins LrpA1 und TroR an seine eigene Promotorsequenz zu zeigen,
wurde eine analytische DNA-Affinitdtschromatographie durchgefiihrt. Dabei wurden DNA-
Fragmente, welche die jeweilige Promotorregion von lrpA1 (234 bp), aspB3 (208 bp) und
troR (182 bp) beinhalten mittels PCR amplifiziert und als /rpA1-Piy, aspB3-Pine und troR-
Pinc bezeichnet. Als unspezifisches DNA-Fragment wurde das Flagellin-Gen fIgB1 (582 bp)
eingesetzt. Zur DNA-Amplifizierung wurde die TaKaRa LA Taq'“-Polymerase verwendet

und folgendes Standard-Programm gewéhlt. Die beiden Programme unterschieden sich nur
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in der Wahl der Extensions-Zeit (Kettenverldangerung). Dabei wurde fiir l[rpA1-Piy, aspB3-
Pinct und froR-Piy eine Extensionszeit von 40 sec und fiir das Kontrollfragment fIgB1 eine
Extensionszeit von 15 sec gewdhlt. Mit Hilfe eines durch Biotin modifizierten
Oligonukleotids in riickwérts Richtung (reverse Primer) wurden die DNA-Fragmente /rpA1-
Pinct, aspB3-Pinel, troR-Pines wie auch die Kontrollsequenz flgBI mit Biotin markiert (Abb.
63A).

Temperaturprofil:
94°C 2 min

94°C 31 sec
60°C 31 sec 35 Zyklen
72°C 40 sec (IrpAl, troR) / 15 sec (figB1)

72°C 7 min
4°C  Pause

AnschlieBend erfolgte die DNA-Extraktion der erhaltenen Biotin-markierten DNA-
Fragmente aus einem 2 %igem Agarosegel. Nach einem Aufkonzentrieren der DNA fiir ca.
15 min in der Speed-Vac wurden 100 pl Bindungspuffer zugegeben. Um die DNA-Menge
fiir die Bindungsreaktion zwischen den DNA-Fragmenten und aufgereinigtem LrpAl bzw.
TroR zu bestimmen, wurde mit Hilfe des Programms molbiol (www.molbiol.ru) eine
Molaritidt von 61 pmol ermittelt. Dies entspricht 10 pg der DNA-Fragmente /rpAI-Piy,
aspB3-Pin, troR-Pin und ca. 20 pg des 582 bp langen Kontrollfragments fIgBI pro

Bindungsansatz.

Nun wurden die jeweiligen biotinylierten DNA-Fragmente an die Streptavidin-Sepharose
gekoppelt, wobei das Sdulenmaterial zuerst in dem DNA-Bindungspuffer dquilibriert wurde
(Abb. 63B). Die Inkubation der DNA-Fragmente mit der Streptavidin-Sepharose erfolgte fiir
mindestens 2 h bei Raumtemperatur. Ungebundene DNA wurde durch Zentrifugation bei
1800 rpm in einer Tischzentrifuge fir 1.5 min entfernt. Durch DNA-
Konzentrationsbestimmung der ungebundenen DNA-Fragmente konnte die DNA-Menge

ermittelt werden die an das Séulenmaterial gebunden hat.

Die an Streptavidin-Sepharose gebundene DNA wurde dreimal durch Zentrifugation bei
1800 rpm in einer Tischzentrifuge fiir 1.5 in 4 M CFE-Puffer (3.4.4) &dqulibriert. Die
anschlielende Inkubation von ca. 1 pg Protein (LrpAl bzw. TroR) mit den entsprechenden
biotinylierten DNA-Fragmenten erfolgte fiir 4 h bei Raumtemperatur.

Im Falle der Bindung von LrpAl an das DNA-Fragment aspB3-Pj, wurde LrpA1l entweder
mit 5 mM L-Aspartat oder mit 5 mM L-Arginin fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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Entsprechendes erfolgte auch fiir das DNA-Kontrollfragment (Abb. 63C). Die Bindung von
TroR an das DNA-Fragment t7oR-Pi, wurde zusétzlich zusammen mit 5 mM MnCl,, nach
vorangehender Inkubation fiir 20 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Danach wurde
zweimal mit 200 pl 4 M CFE-Puffer gewaschen. Bei einer erfolgreichen Bindung an ein

DNA-Fragment wurde das Protein mit einer 1 %igen SDS-Losung eluiert und anschlieend

auf einem Silber-gefdarbten SDS-Gel analysiert (Abb. 63D).

Die Berechnung der Bandenintensititen der LrpA1l-Bindungsexperimente erfolgte mit dem

Programm TotalLab v1.11.

Biotin-markierter Primer
e ~SEQUEnz

‘: P, -Sequenz P, Biotin-markiert

B streptavidin-Sepharose O—d Biotin-Streptavidin Interaktion

Protein-DNA-Bindung

y @e 1

Abb. 63 Protein-DNA-Bindungsassay

In einem ersten Schritt werden die jeweiligen DNA-Fragmente mittels PCR Biotin markiert (A). Die erhaltenen
Biotin-markierten DNA-Fragmente werden danach an eine Streptavidin-Sepharose Matrix gekoppelt (B) und
anschlieBend mit dem Protein inkubiert (C). An DNA gebundendes Protein wird abschlieBend von einem

DNA-Fragment eluiert und auf einer SDS-PAGE analysiert (D).

DNA-Bindungspuffer: 20 mM Na,POy4
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3.5 Bioinformatische Methoden

3.5.1 Proteinsequenz Analyse

LrpAl, SirR und TroR-Homologe wurden anhand des Protein BLAST (blastp) von NCBI
identifiziert. Sequenzen mit einem relativ hohen Homologiegrad zu H. salinarum LrpAl,
SirR bzw. TroR wurden mit den Programmen ClustalW und ClustalX ,aligned”. Die
Abbildungen der Aminosdure-Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe des INDONESIA-
Programms erstellt (D. Madsen, P. Johansson and G.J. Kleywegt Manuskript in
Vorbereitung). Das LrpAl-Homologie Modell wurde mit Hilfe eines Swiss-Models
konstruiert (Schwede et al., 2003).
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5 Abkiirzungsverzeichnis

ADI-Weg
ABC
APS
AS
AsnC
Asp

bat
BLAST
bop

brp
BRE
CD
cDNA
Ct

Arginin-Deiminaseweg

ATP binding cassette
Ammoiumpersulfat
Aminoséduren

asparagine synthase C
Aspartat-Transaminase
Bacterioopsin activator

Basic Local Alignment Search Tool
Bacteriorhodopsin

Bop gene expressions Regulator
TFB-responsive element
Circulardichroismus
complementary DNA

Cycle threshold

dNTP Mischung aus den 4 Desoxynukleotiden dATP, dTTP, dCTP, dGTP

DPI
DEPC
DIG
DMSO
DPE
ds
DtxR
EDTA
Fdx
Fur Protein
GC
HTH
IdeR
1dr2
INR

dATP Desoxyadenosintriphosphat
dTTP Desoxythymidintriphosphat
dCTP Desoxycytosintriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
2,2"-Dipyridyl-N,N-dimethylsemicarbazone
Diethylpyrocarbonat

Digoxigenin

Dimethylsulfoxid

downstream promoter element
Doppelstrang

Diphtheria toxin regulatory protein
Ethylendiammintetraessigsiure
Ferredoxin
ferric-uptake-regulation Protein
GroBenausschlusschromatographie
helix turn helix

iron dependent regulator

iron dependent regulator 2

Initiator-Element
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IRE iron responsive element

Lrp Leucine responsive regulatory protein
PIC Pré-Initiationskomplex

kbp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LB Luria-Bertani

Lrp leucine-responsive regulatory protein
MDRI1 metal-dependent repressor

MIAME Minimum Information about a Microarray Experiment
MW molecular weight

Ni-NTA Ni-Nitriloacetic acid

Nus N utilization substance

OD optische Dichte

ORF open reading frame

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase Kettenreaktion

Pinal Promotorsequenz inclusive

RACE rapid amplification of cDNA ends

RAM Regulation of amino acid metabolism domain
RNAP RNA-Polymerase

rpm rounds per minute

RT-gPCR Reverse Transkriptase- quantitative PCR
SD Shine-Dalgarno

SDS Sodiumdodecylsulfat

TBP TATA-Bindeprotein

TF Transkriptionsfaktor

Tro transport related operon

SirR staphylococcal iron regulator repressor
SMART Simple Modular Architecture Research Tool
snoRNA small nucleolar ribonucleic acid

snRNA small nuclear RNA

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TIGR The Institute for Genomic Research
UAS upstream activating sequence

UTR untranslated region

Wt Wildtyp
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X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- B -D-galactopyranosid
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7 Anhang

Ubersicht aller signifikanten Gene die im Zuge der Mikroarray Analysen reguliert (+1.7) bzw. schwach reguliert ( von +1.7 bis £1.3) waren.
Die Mikroarray-Daten umfassen die Vergleiche von Eisenmangel, der Deletionsmutanten (Alrp, AlrpA1, AsirR, AtroR), der Uberexpressionsstimme
(tirp, tlrpA1) mit dem Parentalstamm H. salinarum R1.

Induzierten Gene unter Eisenmangel

ID log2 | xfach | stabw |p-Wert Gen ll:;;r;l;:ons- Genname
OE1037F 0.47 1.4 0.4 1.80E-06 - HY hypothetical protein
OE1038R 0.43 1.3 0.2 5.71E-10 - CHY conserved hypothetical protein
OE1083R 0.66 1.6 0.4 9.17E-08 - ISH transposase (ISH3)
OE1143R 0.49 1.4 0.2 4.44E-12 moeA2 | COM molybdenum cofactor biosynthesis protein moeA2
OE1158R 0.71 1.6 0.6 4.70E-06 rimK GEN rimK family protein
OE1184R 1.22 2.3 0.7 2.24E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1190F 0.56 1.5 0.5 7.15E-06 rdh2 GEN probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-)
OE1215R 0.64 1.6 0.3 1.30E-10 - CHY conserved hypothetical protein
OE1225F 0.55 1.5 0.3 1.86E-09 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional
OE1241R 0.41 1.3 0.3 2.18E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1252R 0.41 1.3 0.3 2.81E-08 trxA4 EM thioredoxin
OE1260R 0.61 15 0.3 3.08E-10 merA MIS probable oxidoreductase
OE1277F 1.3 25 1.0 1.01E-06 trxA3 EM thioredoxin
OE1283R 2.09 4.3 1.8 7.00E-06 - GEN dsbA domain protein
OE1285F 0.66 1.6 0.4 2.39E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1291R 0.47 1.4 0.2 2.08E-10 - CHY conserved hypothetical protein
OE1306F 0.65 1.6 0.2 8.28E-14 - CHY conserved hypothetical protein
OE1324R 0.71 1.6 0.5 8.66E-07 - HY hypothetical protein
OE1361F 1.21 23 0.4 4.13E-13 degP MIS probable periplasmic serine proteinase (EC 3.4.21.-)
OE1410F 0.58 15 0.2 4.71E-14 - CHY conserved hypothetical protein
OE1424F 0.45 1.4 0.3 8.15E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1428F 0.81 1.7 0.4 1.30E-10 - CHY conserved hypothetical protein
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OE1445R
OE1447R
OE1448R
OE1469F
OE1477R
OE1488F
OE1489R
OE1495R
OE1510F
OE1536R
OE1576F
OE1577R
OE1579R
OE1582R
OE1584R
OE1587F
OE1589F
OE1592R
OE1606R
OE1646R
OE1661F

OE1675R
OE1676R
OE1691R
OE1693R
OE1695R
OE1704R
OE1761R
OE1772F
OE1774R
OE1775R
OE1785F
OE1787F
OE1794R

1.57
1.92
1.01
0.81
0.53
0.81
0.56
0.45
1.06
0.43
0.71
0.93
1.07
1.12
0.82
0.56
1.07

0.41
0.56
0.51

0.63
0.62
1.24
1.76
1.04
0.4
0.41
0.99
1.96
1.94
0.42
0.96
1.47

3.8

1.7
1.4
1.8
1.5
1.4
21
1.4
1.6
1.9
2.1
22
1.8
1.5
21

1.3
1.5
1.4

1.5
1.5
24
3.4
2.1
1.3
1.3

3.9
3.8
1.3
1.9
2.8

0.8
0.4
0.4
0.4
0.3
0.4
0.3
0.3
0.4
0.3
0.3
0.3
0.8
1.0
0.7
0.4
1.0
0.6
0.1
0.2
0.2

0.4
0.4
0.6
0.9
0.9
0.2
0.2
0.5
0.3
0.3
0.2
0.6
0.7

4.07E-10
0

9.49E-13
1.76E-10
4.62E-08
6.81E-10
1.72E-10
4.12E-07
2.07E-13
1.78E-08
5.25E-12
7.33E-15
5.91E-07
4.68E-06
5.77E-06
4.98E-07
9.21E-06
3.63E-09
6.66E-16
4.43E-11
4.14E-11

1.91E-08
3.48E-07
9.33E-10
1.38E-09
3.33E-06
1.97E-09
5.38E-10
1.01E-09
0

0

5.63E-09
1.27E-08
2.96E-10

trpC

aroD

PYkA

mpcT

nthA1
epf2

pstB2
pstA2

CHY
GEN
CHY

CHY
CHY
CIM

CHY
SIG

CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
RRR
GEN
CHY
CHY
CHY

P
P
CHY
Iz
P
P
CHY
HY
CHY
CHY
CHY
REG
CHY

conserved hypothetical protein

probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
conserved hypothetical protein
indole-3-glycerol-phosphate synthase (EC 4.1.1.48)
3-dehydroquinate dehydratase (EC 4.2.1.10)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

pyruvate kinase (EC 2.7.1.40)

conserved hypothetical protein

transducer protein mpcT

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase (EC 4.2.99.18) endonuclease Il
mRNA 3'-end processing factor homolog
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
phosphate)

ABC-type transport system permease protein (probable substrate phosphate)

conserved hypothetical protein

probable ABC-type transport system ATP-binding protein
ABC-type transport system permease protein

ABC-type transport system ATP-binding protein
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable transcription regulator

conserved hypothetical protein
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OE1829R 1.21 2.3 0.9 3.36E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE1906R 0.98 2 0.2 0 gth2 GEN probable glycosyltransferase

OE1952F 0.6 1.5 0.2 2.22E-15 purkE NUM phosphoribosylaminoimidazole carboxylase (EC 4.1.1.21) catalytic subunit
OE1972F 0.47 1.4 0.2 7.18E-10 mcmA1 | LIP methylmalonyl-CoA mutase (EC 5.4.99.2) subunit A
OE1987F 0.51 1.4 0.4 4.32E-07 birA2 COM biotin--[acetyl-CoA-carboxylase] ligase (EC 6.3.4.15) 2
OE2012R 0.45 1.4 0.3 1.29E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE2042F 4 16 0.9 0 yvgX TP probable copper-transporting ATPase (EC 3.6.1.-)
OE2046F 2.09 4.3 1.2 5.73E-09 - CHY conserved hypothetical protein

OE2047R 2.7 6.5 1.9 3.62E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE2049R 1.33 2.5 1.0 5.59E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE2054F 0.84 1.8 0.6 1.00E-07 - GEN probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
OE2059F 0.43 1.3 0.4 3.70E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE2060R 0.7 1.6 0.3 9.78E-11 - CHY conserved hypothetical protein

OE2077F 1.5 2.8 1.3 6.47E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE2078R 0.93 1.9 0.7 3.10E-07 apbA COM 2-dehydropantoate 2-reductase (EC 1.1.1.169)
OE2082F 1.77 3.4 1.1 3.35E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OE2086F 0.59 15 0.3 1.89E-09 hix2 SIG probable response regulator

OE2088F 0.41 1.3 0.2 3.96E-12 kinA2 SIG probable signal-transducing histidine kinase
OE2090R 0.5 1.4 0.1 2.22E-16 - CHY conserved hypothetical protein

OE2100R 0.57 1.5 0.4 4.21E-07 spoVR GEN homolog to spoVR protein

OE2104R 0.49 1.4 0.3 2.30E-09 prkA1 MIS probable prkA-type protein kinase (EC 2.7.1.-)
OE2121F 0.49 1.4 0.2 1.65E-11 - CHY conserved hypothetical protein

OE2124F 0.49 1.4 0.2 5.04E-10 - GEN PAP2 family protein

OE2142R 0.51 1.4 0.3 1.54E-08 - LIP phospholipase D

OE2179F 0.68 1.6 0.2 8.70E-14 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein
OE2182F 0.62 1.5 0.4 9.10E-08 - TP ABC-type transport system permease protein
OE2195F 0.79 1.7 0.3 2.08E-13 htr18 SIG transducer protein htr18

OE2196F 0.58 1.5 0.1 0 potD MIS periplasmic substrate-binding protein

OE2201F 1.47 2.8 1.0 2.76E-07 chiA1 MIS chitinase (EC 3.2.1.14)

OE2205F 1.67 3.2 1.2 6.44E-07 chiA2 MIS chitinase (EC 3.2.1.14)

OE2206F 0.65 1.6 0.3 2.45E-11 chiA3 MIS chitinase (EC 3.2.1.14)

OE2269F 0.5 14 0.4 1.64E-06 - HY hypothetical protein

OE2276F 0.41 1.3 0.2 4.87E-12 - GEN PHP domain protein

OE2281R 1.3 25 0.9 3.91E-07 tfbD TC transcription initiation factor TFB

OE2299F 0.65 1.6 0.4 8.36E-08 pho2 CHM probable sugar phosphatase (EC 3.1.3.-)
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OE2350R
OE2354R
OE2359F
OE2379R
OE2383R
OE2404R
OE2414R
OE2432F
OE2433A1F
OE2464F
OE2465R
OE2467R
OE2472F
OE2473F
OE2529F
OE2551F
OE2573F
OE2616F
OE2621R
OE2642R
OE2651F
OE2653R
OE2676R
OE2712R
OE2741F
OE2747R
OE2764R
OE2805R
OE2844R
OE2854R
OE2863R
OE2878F
OE2891F
OE2903R
OE2905F

0.83
0.48
0.57
0.84
1.04
1.08
0.45
0.49
0.72
0.41
0.74
0.99
0.92
1.1
0.6
0.5
0.72
0.8
0.54
0.66
0.53
0.49
0.4
0.49
2.67
0.8
0.71
0.41
0.47
1.13
0.42
1.88
0.43
0.6
0.59

1.8
1.4
1.5
1.8
2.1
21
1.4
1.4
1.7
1.3
1.7

1.9
21
1.5
1.4
1.7
1.7
1.5
1.6
1.4
1.4
1.3
1.4
6.4
1.7
1.6
1.3
1.4
22
1.3
3.7
1.3
1.5
1.5

0.4
0.2
0.4
0.3
0.9
0.2
0.2
0.3
0.4
0.3
0.7
0.8
0.5
0.9
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.4
0.3
0.4
0.4
0.3
23
0.6
0.4
0.3
0.2
0.5
0.4
1.1
0.3
0.4
0.5

1.37E-09
1.57E-10
5.46E-08
1.12E-12
3.84E-06
0

1.81E-12
8.12E-09
1.08E-08
6.12E-08
7.61E-06
3.75E-06
3.71E-10
1.26E-06
5.60E-06
2.58E-07
8.16E-13
0

0

2.95E-09
3.50E-09
2.79E-06
6.23E-06
7.26E-09
4.95E-06
3.33E-07
8.04E-09
7.36E-07
2.69E-10
3.20E-11
7.62E-06
6.95E-09
1.69E-06
1.27E-07
7.11E-06

flaJ
flaG

cheC1

trxB2
trh2

CHY
GEN
CHY
SEC
MOT
CHY
SIG
ISH
ISH
CHY
HY
CHY
NUM
GEN
GEN
CHY
CHY
CHY
REG
HY
HY
CHY
CHY
SIG
GEN
CHY
SIG
MIS
REG
HY
CHY
HY
HY
CHY
HY

conserved hypothetical protein
homolog to protein kinase

conserved hypothetical protein

flagella biogenesis protein flaJ (probable flagellin secretion system protein flaJ)

fla cluster protein flaG

conserved hypothetical protein

taxis protein cheC1

transposase (ISH3)

transposase (ISH3)

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

GTP cyclohydrolase Ill (EC 3.5.4.29)
homolog to glutaredoxin

polysaccharide biosynthesis protein homolog
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

transcription regulator

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase
phage integrase homolog (nonfunctional
conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase
thioredoxin-disulfide reductase (EC 1.8.1.9)

probable Irp-type transcriptional regulator / trkA-domain protein

hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein

hypothetical protein
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OE2916F
OE2918F
OE2919R
OE2945F
OE2956F
OE2979F
OE2988R
OE2989R
OE3010F
OE3022R
OE3028R
OE3039F
OE3040R
OE3049R
OE3054R
OE3058F
OE3065R
OE3069R
OE3071F
OE3107F
OE3112R
OE3114R
OE3118F
OE3153R
OE3200R
OE3264F
OE3312R
OE3347F
OE3356F
OE3372F

OE3376F
OE3377R

OE3380R
OE3381R
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0.71
0.86
1.47
0.73
0.98
0.44
0.52
0.55
0.54
0.95
1.03

1.93
1.47
1.1
0.42
0.43
1.63
0.48
0.54
1.35
1.9
0.78
0.59
0.86
1.12
1.14
0.75
0.47
0.6

0.63
1.04

0.86
0.43

1.6
1.8
2.8
1.7

1.4
1.4
1.5
1.5
1.9

3.8
2.8
2.1
13
13
3.1
14
15
2.5
3.7
1.7
15
18
2.2
2.2
1.7
14
15

1.6
21

1.8
1.3

0.5
0.5
0.8
0.6
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.7
0.3
0.7
1.0
1.2
0.9
0.4
0.3
1.2
0.4
0.4
0.8
0.5
0.6
0.2
0.5
0.6
0.9
0.4
0.4
0.2

0.4
0.3

0.3
0.2

5.09E-07
4.13E-08
6.02E-09
9.76E-07
2.11E-13
7.44E-08
4.91E-10
6.66E-15
1.09E-14
4.72E-07
1.11E-15
7.32E-08
9.97E-10
2.57E-06
2.63E-06
8.99E-06
6.55E-07
4.23E-07
1.18E-06
1.50E-06
1.08E-08
2.22E-15
4.01E-07
9.58E-13
2.22E-08
6.25E-09
7.04E-07
7.65E-09
1.37E-06
5.11E-15

1.18E-08
4.80E-14

7.70E-14
2.12E-09

serA2

hisD

aaa3

htrl

aaad

crtB2

ubiA1
crtl1

GEN
GEN
CHY

CHY
CHY
CHY
CHY
RRR
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY

CHY

CHY
MIS
CHY
CHY
CHY
TP
HY
MIS
siG
MIS
HY

LIP
CHY

GEN
LIP

probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (short-chain dehydrogenase family)
monooxygenase (EC 1.14.14.-) (homolog to alkanesulfonate monooxygenase)
conserved hypothetical protein

ornithine cyclodeaminase (EC 4.3.1.12)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable DNA repair helicase

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

phosphoglycerate dehydrogenase (EC 1.1.1.95)

conserved hypothetical protein

histidinol dehydrogenase (EC 1.1.1.23)

conserved hypothetical protein

AAA-type ATPase (transitional ATPase homolog)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

chloride channel

hypothetical protein

probable oxidoreductase (aldo-keto reductase family protein)
transducer protein htrl

AAA-type ATPase (transitional ATPase homolog)

hypothetical protein
geranylgeranyl-diphosphate geranylgeranyltransferase (EC 2.5.1.32) (phytoene
synthase)

conserved hypothetical protein
prenyltransferase (probable 4-hydroxybenzoate octaprenyltransferase (EC
25.1.-)

phytoene dehydrogenase (EC 1.14.99.-) (phytoene desaturase)




Anhang

OE3384R
OE3453R

OE3476R
OE3488R
OE3491R

OE3492R
OE3495R
OE3513R
OE3526R
OE3541R
OE3542R
OE3545F
OE3549F
OE3584R
OE3585A1F
OE3586R

OE3612R
OE3621F

OE3627R

OE3629R
OE3644F
OE3648F
OE3676R
OE3686F
OE3695F
OE3704R
OE3706F
OE3708R
OE3717F
OE3722F
OE3766R
OE3794F
OE3808F

1.37
0.53

0.54
0.9
0.5

0.8
0.67
0.42
0.48
0.57
0.91

0.61
1.49
0.6
1.26

1.55
0.52

0.7

0.77
0.55
0.41
1.01
1.49
0.59
0.62
1.08
0.89
0.57
0.46
0.72
0.5
0.48

2.6
14

1.5
1.9
1.4

1.7
1.6
1.3
1.4
1.5
1.9

1.5
2.8
1.5
24

29
1.4

1.7
1.5
1.3

2.8
15
15
2.1
18
15
14
16
14
14

0.9
0.3

0.4
0.7
0.3

0.5
0.4
0.2
0.4
0.2
0.7
0.8
0.3
1.2
0.4
0.5

0.4
0.2

0.4

0.3
0.4
0.2
0.8
0.5
0.4
0.4
0.5
0.6
0.4
0.2
0.2
0.1
0.4

3.44E-08
4.11E-09

5.20E-07
5.42E-07
1.90E-09

7.54E-08
5.07E-09
5.80E-10
7.22E-07
2.16E-11
7.83E-07
3.44E-06
4.37E-09
1.88E-06
1.03E-08
1.66E-12

4.00E-15
1.83E-11

1.10E-08

1.45E-11
1.15E-06
6.63E-10
6.11E-07
9.10E-13
2.17E-08
1.81E-08
2.78E-11
1.75E-07
3.12E-07
1.69E-09
0

0

4.59E-06

basB

potB

potS
nadA
nadC

creB2

trh5
nolA
thiH1

CHY
CHY

SIG

CHP

GEN
COM
CHY
GEN
CHP
GEN
HY

CHY
GEN
HY

CHY

SIG
CHY

P

P
coM
coM
HY
HY
CHY
GEN
CHY
REG
GEN
coM
HY
CHY
MIS

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
chemotactic signal transduction system periplasmic substrate-binding protein
cosB

creatininase (EC 3.5.2.10)

hsp20-type molecular chaperone
probable phosphatase (EC 3.1.3.-) (homolog to phosphoglycolate
phosphatase)

probable 4a-hydroxytetrahydrobiopterin dehydratase (EC 4.2.1.96)
conserved hypothetical protein

nuclease homolog

hsp20-type molecular chaperone

glutamine-rich alkaline protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

homolog to mandelate racemase / homolog to muconate lactonizing enzyme
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
chemotactic signal transduction system periplasmic substrate-binding protein
basB

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system permease protein (probable substrate
spermidine/putrescine)

ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable
substrate spermidine/putrescine)

quinolinate synthase (EC 4.1.99.-) A
nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase (carboxylating) (EC 2.4.2.19)
hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

crcB protein homolog

conserved hypothetical protein

probable transcription regulator

homolog to NADH dehydrogenase 32K subunit
thiamine biosynthesis enzyme thiH
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable aminopeptidase (EC 3.4.11.-)
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Anhang

OE3820R
OE3838F
OE3859F
OE3888F
OE3931R
OE3946F
OE3947R
OE3960F
OE3963R
OE3964R

OE4010F
OE4030F
OE4118R
OE4245R

OE4313F
OE4320R
OE4331R
OE4353R

OE4398F
OE4399F
OE4412R
OE4414R
OE4424R
OE4429F

OE4479R

OE4485R
OE4488F
OEA4505F
OE4507F
OE4524F
OE4527R
OE4622F
OE4623F

160

1.17
0.52
0.46
0.49
0.59
0.64
1.19
0.83
1.82
1.77

0.49
0.5

0.81

0.46

0.74
0.51
0.62
0.43

0.49
0.48
0.45
0.64
0.46
0.42

0.53

0.7
0.94
0.64
0.47
1.31
0.57
2.63
4.1

2.2
14
14
14
15
16
2.3
18
35
3.4

1.4
1.4
1.7
1.4

1.7
1.4
1.5
1.4

14
14
14
16
1.4
13

1.6
1.9
1.6
1.4
25
1.5
6.2
17.3

0.8
0.3
0.2
0.3
0.4
0.2
1.0
0.5
0.5
0.5

0.3
0.3
0.3
0.4

0.4
0.4
0.5
0.3

0.2
0.3
0.2
0.5
0.3
0.1

0.4

0.5
0.4
0.2
0.3
0.3
0.2
0.6
0.6

1.06E-07
3.66E-09
1.42E-12
4.57E-08
2.43E-07
1.99E-12
4.73E-06
8.10E-08
2.22E-16
1.55E-15

3.47E-08
5.36E-10
3.23E-13
1.02E-06

1.60E-08
2.34E-07
4.95E-07
2.00E-07

3.12E-11
1.41E-07
1.34E-11
2.09E-06
7.21E-08
1.55E-15

2.27E-06

3.07E-07
2.75E-11
3.60E-13
4.92E-07
0
1.61E-13
0
0

CHY
HY

CHY
CHY

CHY
CHY
TP

COoM
CHY

LIP
HY
TL
CHY

P
CHY

RRR

GEN

CHY
GEN
CHY

TP

TP
CHY
L
L
HY
GEN
GEN
CHY

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

threonine ammonia-lyase (EC 4.3.1.19)
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

antiporter (homolog to Na+/H+ antiporter)
3

conserved hypothetical protein
probable multifunctional long-chain (E)-prenyl diphosphate synthase (EC
2.5.1.-)

hypothetical protein
leucine--tRNA ligase (EC 6.1.1.4)

conserved hypothetical protein
ABC-type transport system permease protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

conserved hypothetical protein
tryptophanase (EC 4.1.99.1)

excinuclease ABC subunit B
O-acetylhomoserine aminocarboxypropyltransferase (EC 2.5.1.49) (methionine
synthase)

probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (4Fe-4S iron-sulfur cluster containing)
threonine synthase (EC 4.2.3.1)

conserved hypothetical protein

DNA repair helicase homolog

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
phosphate)

ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable
substrate phosphate)

conserved hypothetical protein

phenylalanine--tRNA ligase (EC 6.1.1.20) alpha subunit
phenylalanine--tRNA ligase (EC 6.1.1.20) beta subunit
hypothetical protein

mRNA 3'-end processing factor homolog

rhodanese domain protein

conserved hypothetical protein




Anhang

OE4630R 0.77 1.7 0.5 4.89E-08 - GEN probable GTP-binding protein

OE4633F 0.77 1.7 0.2 0 - CHY conserved hypothetical protein

OE4637R 0.45 1.4 0.3 4.50E-07 gbp4 GEN probable GTP-binding protein

OE4644R 0.48 1.4 0.4 5.15E-07 pdxT COM pyridoxine biosynthesis protein glutaminase component

OE4649F 1.32 25 1.2 7.03E-06 arsB TP probable transport protein

OE4683F 1.08 2.1 0.5 4.15E-11 ribC COM riboflavin synthase (EC 2.5.1.9) alpha subunit

OE4685R 1.35 25 1.0 6.99E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE4689R 0.64 1.6 0.3 2.60E-10 - CHY conserved hypothetical protein

OE4693R 0.45 14 0.3 4.63E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OE4722R 0.51 1.4 0.3 2.67E-09 hom AA homoserine dehydrogenase (EC 1.1.1.3)

OE4724R 0.49 1.4 0.3 1.47E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE4732F 0.56 1.5 0.5 1.81E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE4752R 0.58 1.5 0.4 3.53E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE4753R 0.4 1.3 0.2 2.23E-10 - GEN transcription regulator homolog

OE5027R 0.86 1.8 0.4 1.66E-10 - ISH transposase (ISH3)

OE5029R 1.27 2.4 0.7 3.59E-09 - HY hypothetical protein

OE5030R 0.68 1.6 0.6 3.21E-06 - HY hypothetical protein

OE5037R 1.1 22 1.0 6.58E-06 orc2 GEN cell division control protein cdc6 homolog (nonfunctional

OE5049F 0.47 1.4 0.2 1.29E-09 sph2 CP SMC-like protein sph2

OE5067R 0.55 1.5 0.1 6.66E-16 - HY hypothetical protein

OE5072R 1.23 2.3 1.1 9.55E-06 - HY hypothetical protein

OES5078F 0.95 1.9 0.6 3.13E-08 phoT2 GEN sodium-dependent phosphate transport protein homolog

OES5081F 0.62 1.5 0.5 1.01E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE5082R 1.5 2.8 1.2 1.42E-06 aaa8 MIS AAA-type ATPase (transitional ATPase homolog)

OE5083R 0.52 14 0.4 1.58E-06 hsp20E | CHP hsp20-type molecular chaperone
diaminobutyrate--pyruvate aminotransferase (EC 2.6.1.76) (siderophore

OE5094F 0.57 1.5 0.4 2.33E-07 dat MIS biosynthesis protein)

OE5097F 0.46 1.4 0.3 2.20E-07 iucB MIS siderophore biosynthesis protein (malonyl-CoA decarboxylase homolog)

OE5124R 0.56 1.5 0.4 3.14E-07 gvpD2 REG regulatory protein gvpD

OE5132F 0.42 1.3 0.3 2.01E-08 phoT3 TP probable phosphate transport protein

OE5144R 0.54 15 0.4 3.55E-07 - TP ABC-type transport system permease protein

OE5146R 0.5 14 0.4 2.02E-06 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein

OE5147R 0.8 1.7 0.3 6.32E-13 - TP ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein
ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable

OE5166F 1.16 22 0.9 6.03E-07 ugpB TP substrate glycerol-3-phosphate)

OE5204R 1.04 21 0.5 1.63E-10 arcD TP arginine/ornithine antiporter
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Anhang

OE5206R 11 2.1 0.5 6.56E-11 arcC AA carbamate kinase (EC 2.7.2.2)
OE5225R 0.49 1.4 0.3 1.15E-08 - ISH transposase (ISH3)
OE5359R 0.67 1.6 0.5 2.28E-07 - ISH transposase (ISH3)
OES5391F 0.46 1.4 0.3 7.77E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE5431B1R 0.56 1.5 0.2 1.82E-12 - CHY conserved hypothetical protein
OE5433F 0.64 1.6 0.4 2.61E-08 - ISH transposase (ISH3)
OE6037R 1.12 2.2 0.9 8.87E-07 orc4 GEN cell division control protein cdc6 homolog
OE6165R 0.71 1.6 0.4 6.12E-09 - ISH transposase (ISH3)
OE6298B1F 0.98 2 0.9 9.10E-06 - HY hypothetical protein (nonfunctional
OEG6345R 0.52 1.4 0.3 5.63E-10 - HY hypothetical protein
OE7006R 0.99 2 0.5 2.67E-10 - ISH transposase (ISH7)
OE7010R 0.4 1.3 0.2 6.92E-09 parA10 | GEN parA domain protein (nonfunctional
OE7017R 0.64 1.6 0.4 6.71E-09 - ISH transposase (ISH3)
OE7033A1F 0.55 15 0.4 6.40E-07 - ISH transposase (ISH3)
OE7036F 0.74 1.7 0.5 1.60E-07 gvpC1 CP gas-vesicle protein gvpC1
OE7048F 0.52 1.4 0.2 5.18E-11 - ISH transposase (ISH3)
OE7049R 0.46 1.4 0.1 5.00E-14 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional
OE7050A1R 1.04 2.1 0.2 0 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional
OE7076R 0.67 1.6 0.5 1.84E-06 - GEN transcription regulator homolog
OE7077F 0.61 1.5 0.4 6.12E-08 - GEN rhodanese domain protein / probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
OE7084F 0.95 1.9 0.6 7.42E-08 trxAla EM thioredoxin
OE7085F 0.67 1.6 0.4 7.49E-08 trxB1aa | MIS thioredoxin-disulfide reductase (EC 1.8.1.9) (nonfunctional
OE7136R 0.47 1.4 0.3 2.76E-09 - HY hypothetical protein
OE7159R 0.97 2 0.5 1.14E-09 - ISH transposase (ISH7)
OE7174R 1 2 0.8 4.37E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE7176R 1.3 2.5 1.0 1.17E-06 rad25a RRR RAD25-type DNA repair helicase
OE7190R 2.26 4.8 0.8 1.44E-12 - HY hypothetical protein
OEB8009R 1.27 2.4 1.1 8.48E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OES8010R 0.67 1.6 0.5 2.20E-06 rad25b | RRR RAD25-type DNA repair helicase
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Anhang

Reprimierten Gene unter Eisenmangel

Funktions-

ID log2 xfach stabw p-Wert Gen klasse Genname
OE1019R -2.2 -4.6 1.1 2.92E-10 - ISH 1S1341-type transposase (TCE32)
OE1039R -1.1 -2.2 0.5 2.15E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE1060F -0.4 -1.4 0.3 1.30E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1067R -0.7 -1.6 0.5 6.70E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1073F -1.3 -2.5 0.5 3.30E-12 - ISH 1S200-type transposase (ISH12)
OE1078F -0.9 -1.9 0.5 1.87E-09 graD6 CHM sugar nucleotidyltransferase (EC 2.7.7.-)
OE1081R -0.8 -1.8 0.2 2.22E-16 gth6 GEN probable glycosyltransferase
OE1087R -0.6 -1.5 0.2 1.33E-15 - ISH transposase (ISH8)
OE1102R -0.5 -1.4 0.2 7.55E-15 - ISH transposase (ISH8)
OE1110F -0.7 -1.6 0.4 2.79E-08 - GEN sulfatase homolog
OE1112R -0.5 -1.4 0.3 1.04E-08 gth5 GEN probable glycosyltransferase
OE1113R -0.4 -1.4 0.3 1.02E-07 galE2 CHM nucleoside-diphosphate-sugar epimerase
OE1128F -0.4 -1.3 0.2 1.86E-12 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional
OE1151R -0.7 -1.7 0.2 4.17E-14 - CP aminopeptidase (similar to leucyl aminopeptidase
OE1160R -1.5 -2.8 0.6 1.14E-11 rpl10R TL ribosomal protein L10.eR
OE1162R -0.8 -1.7 0.4 1.44E-09 cspD1 GEN probable cold shock protein
OE1221F -0.4 -1.3 0.3 1.00E-06 aup CP histone deacetylase
OE1236F -0.7 -1.6 0.3 1.98E-12 - CHY conserved hypothetical protein
OE1294R -1.0 -2 0.8 1.20E-06 - TL ribosomal protein L15.eR
OE1304F -0.5 -1.4 0.3 3.16E-08 XxthA RRR DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase (EC 4.2.99.18)
OE1319R -2.0 -4.1 0.7 4.12E-13 ftsZ2 MIS cell division protein ftsZ
OE1321R -1.9 -3.8 0.9 6.24E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE1323R -0.7 1.7 0.3 2.56E-12 - CHY conserved hypothetical protein
OE1352F -0.5 -1.4 0.2 2.45E-10 - HY hypothetical protein
OE1353F -0.5 -1.4 0.4 1.12E-06 - HY hypothetical protein
OE1356F -0.5 -1.4 0.4 1.30E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1368R -0.7 -1.7 0.6 3.32E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE1371R -2.4 -5.3 0.4 0 pfdB CP prefoldin beta subunit
OE1372R -0.5 -1.4 0.1 4.22E-15 rpoP TC DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit P
OE1373R -1.4 -2.6 0.8 1.31E-08 rpl37aR TL ribosomal protein L37a.eR
OE1399R -0.5 -1.5 0.4 2.07E-07 tthG TC transcription initiation factor TFB
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Anhang

OE1405R 24 -5.3 0.8 1.03E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE1412F -0.4 -1.3 0.2 7.97E-10 - CHY conserved hypothetical protein
OE1439F -1.0 -1.9 0.4 1.52E-12 - ISH 1S200-type transposase (TCE31)
OE1451F -0.7 -1.6 0.5 1.72E-06 - GEN homolog to S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase
OE1475F -0.5 -1.4 0.2 1.95E-12 - AA 3-dehydroquinate synthase (EC 4.2.3.4) type Il
OE1490R -0.6 -1.5 0.3 1.27E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1494R -0.4 -1.3 0.3 1.53E-07 - HY hypothetical protein
OE1500R -1.9 -3.7 1.1 1.56E-08 ppsA CIM pyruvate
OE1506R -0.5 -1.4 0.2 8.83E-12 - ISH transposase (ISH8)
OE1537B1R -0.5 -1.4 0.2 1.15E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1554R -0.5 -1.4 0.2 9.08E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE1557R -0.5 -1.4 0.3 3.57E-07 nusG GEN transcription antitermination protein homolog
OE1613R -0.9 -1.9 0.3 5.22E-14 - MIS probable acylaminoacyl-peptidase (EC 3.4.19.1)
OE1614F -0.7 -1.7 0.3 7.13E-11 gth3 GEN probable glycosyltransferase
OE1633F -0.8 -1.7 0.2 0 - CHY conserved hypothetical protein
OE1637R -1.6 -3.41 0.4 6.66E-16 rpoM1 TC probable DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit M1
OE1651F -0.6 -1.5 0.2 6.72E-12 - GEN ribosomal protein S10 homolog
OE1657R -0.7 -1.6 0.2 2.00E-15 - GEN geranylgeranyl hydrogenase homolog
OE1684F -1.1 -2.2 0.5 8.30E-11 cysD AA sulfate adenylyltransferase (EC 2.7.7.4) small subunit
OE1699R -0.6 -1.5 0.5 7.22E-06 - GEN oxidoreductase (geranylgeranyl hydrogenase homolog)
OE1710R -1.2 -2.3 1.1 8.39E-06 korB CIM oxoglutarate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.3) beta subunit
OE1711R -1.4 -2.7 1.2 3.19E-06 korA CIM oxoglutarate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.3) alpha subunit
OE1726F -0.4 -1.4 0.3 2.11E-08 acs1 LIP acyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.-)
OE1742R -0.9 -1.8 0.4 1.86E-10 grpE CHP dnaJ/dnaK ATPase stimulator grpE
OE1781F -1.4 -2.6 0.2 0 - GEN ATP-binding sufC-like protein
OE1782F -0.5 -1.4 0.4 2.70E-07 - GEN sufB domain protein
OE1783F -0.5 -1.4 0.3 3.49E-10 - GEN sufB domain protein
OE1792F -0.4 -1.3 0.2 1.17E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1806R -0.6 -1.6 0.1 0 - TP TRAP-type transport system periplasmic substrate-binding protein
OE1817R -0.8 -1.8 0.4 2.35E-09 nop10 RMT RNA modification ribonucleoprotein complex protein nop10
OE1818R -0.7 -1.6 0.4 2.67E-08 aif2a TL translation initiation factor alF-2 alpha subunit
OE1821R -1.8 -3.4 0.2 0 rpl36aR TL ribosomal protein L36a.eR (HLA)
OE1840R -1.0 -2 0.2 0 apt1 NUM purine phosphoribosyltransferase (adenine phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.7)
OE1866F -1.5 -2.8 0.4 1.11E-15 - CHY conserved hypothetical protein
OE1867R -0.7 -1.6 0.6 2.47E-06 - CHY conserved hypothetical protein

164




Anhang

OE1876R
OE1890R
OE1893F
OE1903F
OE1943F

OE1944R
OE1946R
OE1954F
OE1956F
OE1958F
OE1959F
OE1960F
OE1964F
OE1981R
OE1982R
OE2015R
OE2020F
OE2041R
OE2071R
OE2094F
OE2097F
OE2130F
OE2133R
OE2149R
OE2159R
OE2165R
OE2194R
OE2267F
OE2273F
OE2294R
OE2296F
OE2306F
OE2421R
OE2444F

-0.6
-0.9
-0.6
-0.6
-2.0

-0.4
-0.4
-0.5
-0.7
-1.0
-0.5
0.7
-0.5
1.3
-0.6
-0.6
-0.6
-0.4
-0.5
-0.6
0.7
-0.6
1.4
-0.5
-1.3
1.2
-0.5
-0.9
-0.4
-0.9
-0.7
-0.8
-0.9
1.1

-1.5
-1.9
-1.6
-1.5
-4.1

-1.3
-1.3
-1.5
-1.6
-1.9
-1.4
-1.6
-1.5
-2.5
-1.5
-1.6
-1.5
-1.3
-1.4
-1.5
-1.6
-1.5
-2.6
-1.4
-2.5
-2.3
-1.4
-1.9
-1.3
-1.9
-1.7
-1.7
-1.8
-2.1

0.2
0.3
0.3
0.3
0.5

0.2
0.1
0.4
0.5
0.3
0.4
0.3
0.3
0.3
0.2
0.4
0.3
0.3
0.2
0.1
0.3
0.2
1.0
0.3
1.0
1.0
0.4
0.4
0.3
0.4
0.4
0.3
0.3
0.5

1.10E-11
6.82E-14
1.80E-11
1.07E-09
2.22E-16

7.78E-09
8.26E-14
7.34E-07
4.03E-07
6.66E-16
9.38E-07
1.33E-10
2.21E-09
0
1.12E-12
1.47E-07
1.06E-08
2.40E-07
4.78E-12
0
1.43E-10
2.55E-12
1.80E-07
1.54E-08
1.33E-06
5.11E-06
3.76E-06
1.99E-11
2.41E-08
1.29E-10
1.50E-09
1.62E-12
2.16E-13
1.02E-10

petA
nthA2

mvd

gdhA1

aspB2
ribE
nuoB
nuoCD
nuol
nuoJ1
nuoJ2

nuoL

hbd1
fbp

EM
RRR
LIP
GEN

COM
EM
EM
EM
EM
EM
EM

CHY

CHY
LIP
CIM

CHY

GEN
HY

GEN

CHY

GEN

CHY
TL
TL
HY
TC

CHY

CHY
CP

CHY

CHY
HY

cytochrome bc1 complex (EC 1.10.2.-) Rieske iron-sulfur protein
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase (EC 4.2.99.18) endonuclease Il
diphosphomevalonate decarboxylase (EC 4.1.1.33)

glycine-rich protein

glutamate dehydrogenase (NADP+) (EC 1.4.1.4)
pyridoxal phosphate-dependent aminotransferase (probable aspartate
aminotransferase (EC 2.6.1.1))

riboflavin synthase (EC 2.5.1.9) beta subunit (6

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit B
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit CD
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit |
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit J1
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit J2
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit L
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.35)
fructose-bisphosphatase (EC 3.1.3.11)

conserved hypothetical protein

transcription regulator homolog

hypothetical protein

upsA domain protein

conserved hypothetical protein

aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.-)

conserved hypothetical protein

ribosomal protein S3a.eR

ribosomal protein S15

hypothetical protein

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit L
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

proteasome (EC 3.4.25.1) beta subunit

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

165




Anhang

OE2458R
OE2512R
OE2547R
OE2548F
OE2554R

OE2569R
OE2594F
OE2595F
OE2600R
OE2603R
OE2605R
OE2623R
OE2662F
OE2664F
OE2678R
OE2679R
OE2683R
OE2704F
OE2706R
OE2708R
OE2716R
OE2728R
OE2779F
OE2780F
OE2784R
OE2808F
OE2809R
OE2811F
OE2847R
OE2853R
OE2867R
OE2868R

OE2871F
OE2906R

166

-0.4
-0.6
-0.7
-0.4
-0.5

-0.6
-1.0
-0.4
-1.4
-1.6
-0.7
-0.4
-1.7
-1.4
-0.5
-0.8
-0.6
-0.7
-0.4
-2.1
-0.6
-1.1
-1.1
-1.2
-0.4
-1.2
-0.7
-2.6
-1.6
-1.3
-0.7
-0.5

-0.6
-2.0

-1.3
-1.5
-1.6
-1.3
-1.4

-1.6
-2.1
-1.4
-2.6
-3.1
-1.6
-1.3
-3.2
-2.6
-1.4
-1.8
-1.5
-1.6
-1.4
-4.3
-1.6
-2.1
-2.2
-2.2
-1.3
-2.3
-1.6
-6.2

25
1.6
1.4

-1.5
-3.9

0.2
0.4
0.3
0.3
0.3

0.2
0.4
0.1
0.7
0.3
0.2
0.3
0.9
1.1
0.3
0.4
0.2
0.5
0.2
0.6
0.3
0.8
0.9
0.8
0.3
0.8
0.4
0.5
0.6
1.0
0.2
0.4

0.5
0.5

7.36E-10
3.26E-08
1.28E-11
9.65E-09
1.86E-07

2.59E-13
8.02E-13
6.66E-16
6.45E-10
0
6.73E-14
2.49E-06
1.54E-09
3.78E-06
1.42E-08
2.63E-11
3.70E-12
2.41E-07
2.99E-10
4.00E-15
4.71E-10
1.20E-06
7.34E-07
2.43E-07
3.31E-07
4.08E-08
1.07E-07
0
6.01E-12
1.55E-06
1.29E-13
4.17E-07

6.76E-06
2.22E-16

guaB

hpcE
gti2
stt3

cysS
pl12
mpl11
porA
rpl7aR
ps28R
rpoF
pI21R
aef1b
hcpD
sod1
gdhA2
pheP

pheA1

aif2b

mtfK2
sdhD
sdhC

hbd2
sod2

NUM
MIS
GEN
MIS
CHY

GEN
TL
CHY
TL
TL
CHY
CIM
TL
TL
TC
TL
TL
EM
HY
MIS
HY

I
HY
AA

CHY
L

CHY

CHY
MIS

CIM

cIM

LIP
MIS

IMP dehydrogenase (EC 1.1.1.205)
probable 2-hydroxyhepta-2
probable glycosyltransferase
oligosaccharyl transferase

conserved hypothetical protein
reductase (probable nitrate reductase (EC 1.7.99.4) / sulfite dehydrogenase (EC
1.8.2.1))

cysteine--tRNA ligase (EC 6.1.1.16)

conserved hypothetical protein

ribosomal protein L12

ribosomal protein L11

conserved hypothetical protein

pyruvate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.1) alpha subunit
ribosomal protein L7a.eR/HS6

ribosomal protein S28.eR

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit F
ribosomal protein L21.eR

translation elongation factor aEF-1 beta subunit

halocyanin hcpD

hypothetical protein

superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 1 (Mn containing)
hypothetical protein

glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.-)

amino acid transport protein (probable phenylalanine transport protein)
hypothetical protein

chorismate mutase (EC 5.4.99.5)

conserved hypothetical protein

translation initiation factor alF-2 beta subunit

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

FKBP-type peptidylprolyl isomerase (EC 5.2.1.8)

succinate dehydrogenase (EC 1.3.99.1) subunit D (membrane anchor protein)

succinate dehydrogenase (EC 1.3.99.1) subunit C (cytochrome b-556)
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.35) / enoyl-CoA hydratase (EC
4.21.17)

superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 2




Anhang

OE2908R
OE2935R
OE3030R
OE3062F
OE3125R
OE3136F
OE3141R
OE3142R
OE3155R
OE3177F
OE3195F
OE3196F
OE3207F
OE3213F
OE3216F
OE3221F
OE3224F

OE3227F
OE3262R
OE3268F
OE3277R
OE3278R
OE3284R
OE3292F
OE3304R
OE3305F
OE3318R
OE3319R
OE3322F
OE3328R
OE3357R
OE3386F
OE3407F
OE3408F

04
0.7
0.9
1.4
06
1.8
1.1
A7
06
06
1.2
04
1.2
0.7
1.8
1.0
15

-0.5
-0.7
-1.4
-0.7
-0.8
-0.5
-0.6
-0.6
-0.4
-1.3
-0.9
-0.5
-0.6
-1.6
-1.2
2.2
-1.3

13
16
1.9
26
15
36
2.1
33
15
15
2.4
14
23
17
34

-2.8

14
16
26
16
17
15
15
15
13
25
1.9
14
16

-2.3
-4.7
-2.4

0.3
0.4
0.3
0.3
0.4
0.5
0.2
0.3
0.1
0.2
0.5
0.2
0.9
0.7
0.4
0.7
0.7

0.1
0.2
0.2
0.3
0.2
0.4
0.4
0.3
0.3
0.4
0.4
0.2
0.3
0.3
0.7
1.7
1.0

1.42E-06
1.41E-08
1.63E-13

0
3.74E-08
2.22E-16

0

0

0
3.77TE-15
7.70E-13
2.25E-11
2.85E-07
7.21E-06

0
4.73E-08
1.57E-10

0
3.19E-13

8.43E-13
0
2.60E-07
3.24E-07
1.78E-09
1.55E-06
9.28E-14
8.96E-12
8.17E-14
1.63E-09
0
3.01E-09
7.71E-07
8.82E-07

fumC

ps17R

pI37R
snp

pccA2
sucB
SucA
cbiT
chiG
cbiH2
cbiX

cobT2

gcvH
gevT

rfcB
cbiN
cbiM

nrdA2
s8R

pl5
rps14

CHY
CIM
CHY
TL
CHY
CHY
TL
GEN
CHY
LIP
CIM
CIM
COM
COM
COM
COM
GEN

GEN
CHY
CHY

CHY
CHY
CHY
RRR
P
COM
CHY
NUM
L
CHY
L
L

conserved hypothetical protein

fumarate hydratase (EC 4.2.1.2)

conserved hypothetical protein

ribosomal protein S17.eR

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ribosomal protein L37.eR

small nuclear ribonucleoprotein homolog

conserved hypothetical protein

propionyl-CoA carboxylase (EC 6.4.1.3) biotin carboxylase component
succinate--CoA ligase (ADP-forming) (EC 6.2.1.5) beta subunit
succinate--CoA ligase (ADP-forming) (EC 6.2.1.5) alpha subunit
precorrin-8W decarboxylase (EC 1.-.-.-)

cobalamin biosynthesis protein cbiG

precorrin-3B C17-methyltransferase (EC 2.1.1.131) 2

cobalt chelatase (EC 4.99.1.-)

conserved cobalamin operon protein
homolog to nicotinate-nucleotide--dimethylbenzimidazole
phosphoribosyltransferase

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

glycine cleavage system protein H

aminomethyltransferase (EC 2.1.2.10) (glycine cleavage system protein T)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

replication factor C large subunit

ABC-type transport system protein cbiN (probable substrate cobalt)
cbiM protein

conserved hypothetical protein

ribonucleoside-diphosphate reductase (EC 1.17.4.1) alpha subunit
ribosomal protein S8.eR

conserved hypothetical protein

ribosomal protein L5

ribosomal protein S14
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Anhang

OE3412F
OE3413F
OE3414F
OE3416F
OE3425F
OE3427F
OE3470F
OE3486R
OE3487R
OE3524F
OE3544F
OE3556R
OE3560F
OE3562R
OE3572R
OE3623R
OE3634F
OE3668F
OE3691F
OE3714F
OE3719F
OE3728R
OE3740R
OE3746R
OE3747F
OE3752R
OE3759R
OE3762R
OE3787R
OE3796R
OE3798R
OE3817R
OE3823F
OE3832F
OE3864R

168

1.0
14
1.1
15
1.0
06
06
0.7
14
1.0
1.1
1.4
06
0.7
0.9
06
2.0
0.7
06
0.9
05
05
06
04
0.8
04
05
1.0
0.8
1.1
1.4
13
0.7
05
1.0

-2.7
-2.1
-2.8

-1.5
-1.6
-1.6
-2.6

-2.1
-2.7
-1.5
-1.7
-1.8
-1.5

17
15
1.8
14
14
16
14
18
13
14

-1.7
-2.1
-2.7
-2.4
-1.7
-1.5

0.7
1.0
0.8
1.3
0.4
0.5
0.1
0.4
0.4
0.4
0.9
0.9
0.6
0.3
0.2
0.3
0.4
0.4
0.2
0.7
0.3
0.2
0.3
0.3
0.5
0.3
0.5
0.7
0.5
0.6
0.7
0.2
0.6
0.5
0.2

5.89E-07
5.09E-07
3.57E-07
6.61E-06
3.37E-12
2.15E-06
0
4.02E-10
1.24E-14
1.24E-11
1.86E-06
1.58E-08
9.12E-06
9.40E-11
4.44E-16
7.27E-11
0
1.34E-09
3.13E-13
2.27E-06
2.09E-08
2.86E-14
2.83E-09
1.65E-08
7.30E-09
2.20E-07
8.17E-06
2.11E-07
1.82E-08
3.69E-09
7.64E-10
0
1.20E-06
3.61E-06
0

pI32R

ml19R
pl18
pl30
adk

aif1a2
speB
aif5a

pdxS

carA
idiA

pyrG
map

icd

troD2

TL
TL
TL
TL
NUM
CHY
TL

TL
COM
MIS

LIP
CHY
NUM

MIS
CIM
GEN

MIS
CHY
CHY
CHY

MIS
GEN

HY
GEN
CHY
CiM
SEC
CHY
CHY

TL
NUM
CHY
CHY

ribosomal protein L32.eR

ribosomal protein L19.eR

ribosomal protein L18

ribosomal protein L30

adenylate kinase (EC 2.7.4.3)

conserved hypothetical protein

translation initiation factor alF-1A

agmatinase (EC 3.5.3.11)

translation initiation factor alF-5A

pyridoxine biosynthesis protein pyridoxal 5'-phosphate synthesis component
probable ferredoxin-NAD+ reductase (EC 1.18.1.3)
carbamoyl-phosphate synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.5) small subunit
isopentenyl-diphosphate delta-isomerase (EC 5.3.3.2)
conserved hypothetical protein

CTP synthase (EC 6.3.4.2)

methionyl aminopeptidase (EC 3.4.11.18)

isocitrate dehydrogenase (NADP+) (EC 1.1.1.42)
upsA domain protein

probable anthranilate phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.18)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

subtilisin-like serine proteinase (EC 3.4.21.-)

phage PhiH1 repressor protein homolog

hypothetical protein

nudix family protein

conserved hypothetical protein

glycerol kinase (EC 2.7.1.30)

preprotein translocase subunit secF

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ribosomal protein S19.eR

uridylate kinase (EC 2.7.4.-)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein




Anhang

OE3868R
OE3869R
OE3876R
OE3893F
OE3898F

OE3908R

OE3910R
OE3925R
OE3930R
OE3934R
OE3937R
OE3951R
OE3953R
OE3959R
OE3978R
OE3980R
OE3984R
OE3985R
OE3986R
OE3987R
OE3989R
OE3991R
OE3992R
OE3994F
OE4002F
OE4018F
OE4023F
OE4039F
OE4047R
OE4068F
OE4085R
OE4101R
OE4111F

OE4113F

-0.7
-0.7
-1.4
-0.4
-0.6

-1.3
-0.5
-0.7
-1.0
-0.5
-0.7
-1.1
-1.7
-0.9
-0.5
-1.4
-1.7
-2.1
-1.5
-3.0
-1.1
2.2
-1.0
-0.4
-0.7
-1.0
-0.4
-0.4
-0.6
-0.6
-0.8
-0.9

-1.7
-1.7
-2.7
-1.3
-1.5

24
15
17
2.1
14
16
2.1
32
1.9
15
26
32
44
2.8
-8.1
2.1
46

-1.3
-1.6

-1.3
-1.3
-1.6
-1.5
-1.7
-1.9

0.3
0.3
0.7
0.3
0.1

0.6

0.6
0.4
0.1
0.3
0.3
0.3
0.5
0.4
0.2
0.4
0.6
0.7
0.8
0.6
1.0
0.8
0.9
0.1
0.4
0.1
0.9
0.2
0.3
0.5
0.4
0.3
0.4

0.5

1.94E-10

3.39E-11

5.20E-10

4.36E-07
0

4.56E-08

7.11E-11
2.05E-06
0
9.33E-15
1.35E-07
1.04E-12
9.11E-11
2.22E-16
2.22E-16
7.05E-07
9.70E-12
2.64E-11
2.91E-12
7.44E-12
1.16E-13
1.18E-06
1.86E-11
0
6.03E-06
0
6.24E-06
2.34E-12
3.60E-08
2.89E-07
8.05E-07
8.93E-13
2.59E-11

5.27E-11

rps27aR
ps24R
aif2c
serS
rpl40R

phnC

phnD
ths2

citZ

apt2
pyre2
ilvE2
atpD
blh
atpB
atpA
atpF
atpC
atpK
atpl
atpH

ileS
prsA
trpS1
lip
oxdhA1

TL
TL
TL
TL
TL

P

P
CHP
MIS
cIM
HY
NUM
NUM

EM
GEN
EM
EM
EM
EM
EM
EM
EM
GEN
CHY
CHY
CHY
CHY
GEN
TL
CIM
TL
COM

ribosomal protein S27a.eR

ribosomal protein S24.eR

translation initiation factor alF-2 gamma subunit
serine--tRNA ligase (EC 6.1.1.11)

ribosomal protein L40.eR

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
phosphate/phosphonate)

ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable
substrate phosphate/phosphonate)

thermosome subunit 2

ribonuclease

citrate (si)-synthase (EC 2.3.3.1)

hypothetical protein

purine phosphoribosyltransferase (adenine phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.7)
orotate phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.10)
branched-chain-amino-acid aminotransferase (EC 2.6.1.42)
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit D

brp-like protein

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit B

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit A

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit F

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit C

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit K

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit |

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit H
S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase (EC 2.1.1.-)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

phage PhiH1 repressor protein homolog

isoleucine--tRNA ligase (EC 6.1.1.5)

ribose-phosphate pyrophosphokinase (EC 2.7.6.1)
tryptophan--tRNA ligase (EC 6.1.1.2)

lipoic acid synthase (EC 2.8.1.-)
probable branched-chain amino acid dehydrogenase (EC 1.2.4.-) E1 component
alpha subunit
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Anhang

OE4122R -0.7 -1.7 0.5 2.73E-07 ths1 CHP thermosome subunit 1
OE4165R -1.1 -2.2 0.7 7.28E-09 pcn RRR DNA-directed DNA polymerase sliding clamp
OE4181R -0.4 -1.3 0.2 7.84E-10 tatC2 SEC sec-independent protein translocase component tatC2
OE4182F -0.9 -1.9 0.5 6.45E-10 tatC1 SEC sec-independent protein translocase component tatC1
OE4187R -1.9 -3.8 0.4 0 - GEN probable DNA-binding protein
OE4195F -0.6 -1.5 0.3 7.14E-10 rfcA RRR replication factor C small subunit
OE4197F -1.1 -2.2 0.6 4.31E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE4198F -0.5 -1.4 0.4 1.32E-06 alaS TL alanine--tRNA ligase (EC 6.1.1.7)
OE4201R -1.1 -2.2 0.4 2.46E-13 flak MOT preflagellin peptidase
OE4217R -2.5 -5.7 0.4 0 fdx EM ferredoxin (2Fe-2S)
OE4223R -0.7 -1.6 0.3 2.33E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE4230F -0.6 -1.5 0.5 3.06E-06 yuxL MIS probable acylaminoacyl-peptidase (EC 3.4.19.1)
OE4231R -0.5 -1.4 0.3 1.29E-07 - HY hypothetical protein
OE4260R -0.8 -1.8 0.2 0 - MIS probable N-acetyltransferase (EC 2.3.1.-)
OE4292F -0.9 -1.8 0.2 1.11E-15 - CHY conserved hypothetical protein
OE4296F -0.9 -1.8 0.2 2.22E-16 - HY hypothetical protein
OE4300R -0.6 -1.5 0.4 2.99E-07 - CHY conserved hypothetical protein
ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
OE4301R -1.2 -2.3 0.4 3.07E-13 dppF1 TP dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
OE4302R -1.3 -2.5 0.5 3.60E-13 dppD1 TP dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system permease protein (probable substrate
OE4303R -1.3 -2.4 0.3 2.22E-16 dppC1 TP dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system permease protein (probable substrate
OE4304R -1.2 -2.2 0.7 1.03E-08 dppB1 TP dipeptide/oligopeptide/nickel)
OE4323F -1.6 -3.1 0.6 4.49E-13 mdhA CIM malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37)
OE4336R -0.6 -1.5 0.2 9.52E-12 nosY TP ABC-type transport system permease protein (probable substrate copper)
OE4341R -0.6 -1.5 0.3 1.03E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE4347F -0.6 -1.6 0.2 6.66E-16 - HY hypothetical protein
ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable
OE4357F -1.0 -2 0.5 8.06E-11 - TP substrate thiamine)
OE4365F -1.5 -2.8 0.4 0 - CHY conserved hypothetical protein
OE4367R -0.7 -1.6 0.3 9.43E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE4369R -1.3 -2.4 0.3 0 - HY hypothetical protein
OE4388R -0.5 -1.5 0.2 1.04E-11 sec11 SEC probable signal peptidase (EC 3.4.99.-)
OE4454R -0.5 -1.5 0.4 7.09E-08 ftsY SEC signal recognition particle receptor SRalpha
OE4458R -0.6 -1.6 0.3 4.54E-11 aifé TL ribosome anti-association protein (initiation factor alF6)
OE4459R -2.2 -4.7 0.9 3.59E-12 rpI31R TL ribosomal protein L31.eR
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Anhang

OE4460R
OE4496R
OE4500R
OE4509F
OE4532F

OE4551F
OE4562R
OEA4563F
OE4568R
OEA4583F
OE4610R
OE4646R
OE4663F
OE4667R
OE4670F
OE4707R
OE4712F
OE4720R
OE4721R
OE4729R
OE4735R
OE4736R
OE4740R
OE4741R
OE4742R
OE4743R
OEA4748F
OES5015F
OE5062R
OE5063R
OE5104R
OE5106F
OE5162D1F
OE5186R

-1.1
-0.6
-1.1
-1.1
-1.0

-0.4
-0.9
2.2
-1.2
-0.7
-0.5
-1.9
-0.5
-0.7
-1.4
-0.4
-0.6
-1.9
-2.6
-1.6
-0.9
-1.3
-0.7
-0.6
-0.5
-0.6
-0.5
-0.8
-1.1
-1.1
-0.6
-0.7
-2.0
-0.6

-2.1
-1.6
-2.2
-2.1

13
1.9
47
23
16
15
36
14
16
27
13
16
37
6.2
2.9
1.9
24
16
15
14
15
15
1.8
2.1
2.1
15
16
3.9
15

0.3
0.4
0.3
0.4
0.7

0.3
0.5
0.8
0.6
0.6
0.1
0.4
0.3
0.3
0.8
0.2
0.5
0.8
0.3
0.8
0.7
0.4
0.1
0.3
0.4
0.3
0.3
0.3
0.6
0.2
0.3
0.3
0.3
0.1

7.62E-14
1.11E-08
0
1.41E-11
3.28E-07

5.83E-08
3.01E-09
3.58E-13
2.44E-10
4.89E-06
2.22E-16
0
1.64E-10
9.84E-11
1.12E-08
4.71E-11
1.82E-06
1.91E-11
0
6.80E-10
7.46E-07
1.38E-14
0
1.28E-09
5.07E-06
2.92E-10
4.49E-09
5.24E-14
6.29E-10
0
6.16E-11
2.36E-12
0
0

pI39R
fer4
acd6

rps6R

dppA2
entB

fer5
dcd?

secG

rps10
aefla
aef2
rps7
rps12
rpoA1
rpoB1
rpoB2
rpoH

trkA7

perA

TL
EM
LIP
MIS

TL

P
COM
CHY
CHY
EM
NUM
SEC
CHY
s
CHY
CHY
CHY
L
L
L
L
L
TC
TC
TC
TC
CHY
ISH
ISH
ISH
ISH
GEN
CHY
MIS

ribosomal protein L39.eR

ferredoxin (3Fe-4S)(4Fe-4S)

acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.99.3)
nonhistone chromosomal protein

ribosomal protein S6.eR
ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable
substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)

probable isochorismatase (EC 3.3.2.1)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ferredoxin (2Fe-2S)

probable dCTP deaminase (EC 3.5.4.13)

preprotein translocase subunit secG

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system ATP-binding protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ribosomal protein S10

translation elongation factor aEF-1 alpha subunit
translation elongation factor aEF-2

ribosomal protein S7

ribosomal protein S12

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit A’ (subunit A)
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit B’
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit B"
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit H
conserved hypothetical protein

transposase (ISH8)

1S1341-type transposase (TCE31)

1S200-type transposase (TCE31)

1S200-type transposase (ISH12) (nonfunctional

trkA domain protein

conserved hypothetical protein

catalase (EC 1.11.1.6) (including: peroxidase (EC 1.11.1.7))
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OE5201F
OE5202F
OE5203F
OE5205R
OE5211F
OEb5276F
OE5291F
OE5340R
OE5407F
OE5408A1F
OE5448F
OEG001R
OEG6021F
OEG6034F
OE6074R
OE6075R
OE6099F
OE6156F
OE6296R
OE7014F
OE7019F
OE7042R
OE7046R
OE7056A1R
OE7057F
OE7093R
OE7100R
OE7101R
OE7104R
OE7110R
OE7116B1R
OE7131R
OE7147F
OE7162R
OE7198F

2.1
24
04
04
05
0.5
0.8
0.7
06
0.7
0.7
0.6
04
0.5
0.7
04
04
04
06
05
0.7
0.4
0.7
27
06
05
05
04
0.6
1.2
0.6
04
1.0
05
-1.0

42
5.1
14
14
14
15
17
16
15
17
17
15
13
15
16
13
14
13
15
14
16
13
16
6.6
16
14
14
14
16
22
15

0.7
0.7
0.2
0.3
0.3
0.2
0.3
0.2
0.3
0.6
0.2
0.2
0.2
0.1
0.5
0.3
0.2
0.3
0.2
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.4
0.2
0.3
0.1
0.2
0.2
0.4
0.2
0.1
0.2
0.3

1.98E-13
9.77E-15
1.69E-09
2.43E-08
5.91E-08
1.60E-14
4.35E-13
0
7.63E-11
9.78E-07
1.11E-15
1.78E-15
7.61E-11
0
3.19E-07
9.78E-08
5.61E-12
2.96E-07
1.20E-13
4.37E-08
2.10E-13
3.50E-10
0
0
1.11E-07
6.95E-12
8.22E-09
6.66E-16
2.10E-13
0
2.32E-08
2.45E-09
0
2.12E-10
1.78E-15

pyrB
pyrl
argS

arcB

idiB1
parA6a

NUM
NUM
TL

CHY
CHY
HY
ISH
ISH
CHY
ISH
ISH
HY
ISH
HY
ISH
HY
CHY
ISH
RRR
ISH
SIG
ISH
CHY
CHY
LIP
GEN
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
ISH
GEN
ISH

aspartate carbamoyltransferase (EC 2.1.3.2) catalytic subunit
aspartate carbamoyltransferase (EC 2.1.3.2) regulatory subunit
arginine--tRNA ligase (EC 6.1.1.19)

ornithine carbamoyltransferase (EC 2.1.3.3)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

transposase (ISH8) (nonfunctional

transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein

1S1341-type transposase (TCE32) (nonfunctional, C-terminal part)
transposase (ISH8)

hypothetical protein

1S1341-type transposase (TCE32)

hypothetical protein

transposase (ISH8)

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

transposase (ISH8)

plasmid replication protein repH

transposase (ISH8)

probable signal-transducing histidine kinase / response regulator
transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

isopentenyl-diphosphate delta-isomerase (EC 5.3.3.2)

parA domain protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein (nonfunctional

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

transposase (ISH8)

parA domain protein

transposase (ISH8)
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Induzierten Gene in Alrp

ID log2 xfach stabw p-Wert Gen Funktionsklasse | Genname
OE1014R 0.9 1.9 0.1 9.61E-14 graD5 CHM sugar nucleotidyltransferase (EC 2.7.7.-)
OE1059R 1.3 2.5 0.2 3.42E-14 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional)
OE1060F 0.4 1.3 0.3 1.76E-05 - CHY conserved hypothetical protein
OE1116F 0.5 1.4 0.2 1.32E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1151R 0.5 1.4 0.2 1.30E-08 - CP aminopeptidase (similar to leucyl aminopeptidase
OE1164R 1 2 0.3 1.71E-09 - GEN phosphatase homolog
OE1165R 1 2 0.2 1.06E-10 serA3 AA phosphoglycerate dehydrogenase (EC 1.1.1.95)
OE1188F 0.8 1.7 0.1 9.46E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE1205R 0.6 1.5 0.1 5.59E-12 - CHY conserved hypothetical protein
OE1211F 0.6 1.5 0.3 2.72E-06 htpX GEN ste24-type metalloprotease (EC 3.4.24.-)
OE1254R 0.9 1.9 0.1 1.65E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE1259R 0.8 1.7 0.1 8.24E-14 - CHY conserved hypothetical protein
probable oxidoreductase (mercury(ll) reductase homolog /
OE1260R 0.9 1.8 0.1 2.46E-12 merA MIS dihydrolipoamide dehydrogenase homolog)
OE1299R 0.5 1.4 0.1 1.28E-10 hop TP halorhodopsin
OE1362R 0.7 1.6 0.3 1.68E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1368R 0.7 1.7 0.1 1.57E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE1371R 0.7 1.6 0.1 7.58E-13 pfdB CP prefoldin beta subunit
OE1405R 1 2 0.3 4.66E-10 - CHY conserved hypothetical protein
OE1410F 0.9 1.8 0.3 2.01E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1414R 1 2 0.2 4.60E-12 ftsZ4 MIS cell division protein ftsZ
OE1425F 0.7 1.6 0.1 1.77E-12 - GEN nudix family protein
OE1435R 0.7 1.7 0.3 2.38E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1461R 0.6 1.5 0.2 6.39E-09 - CHY conserved hypothetical protein
ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein
OE1480F 0.7 1.6 0.2 2.29E-08 - TP (probable substrate iron/cobalamin)
OE1490R 0.6 1.5 0.2 5.21E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1510F 0.6 15 0.4 1.93E-05 - CHY conserved hypothetical protein
OE1520R 0.7 1.7 0.4 3.08E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE1536R 0.8 1.7 0.4 1.20E-06 mpcT SIG transducer protein mpcT
OE1539F 1.3 2.5 0.1 2.22E-16 - CHY conserved hypothetical protein
OE1540R 0.9 1.8 0.3 1.33E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1541F 0.6 1.5 0.2 3.71E-10 - GEN rhomboid family protein

173




Anhang

OE1547R 0.4 1.4 0.2 6.34E-08 arsA1 TP probable anion-transporting ATPase (EC 3.6.1.-)
OE1550F 0.5 1.4 0.2 1.00E-07 - GEN cinA C-terminal domain protein
OE1566F 11 21 0.3 2.40E-09 - HY hypothetical protein
OE1613R 0.5 1.5 0.2 4.07E-09 - MIS probable acylaminoacyl-peptidase (EC 3.4.19.1)
OE1632R 0.7 1.7 0.2 9.31E-10 cyc MIS unspecific monooxygenase (EC 1.14.14.1) (cytochrome P450)
OE1641R 0.8 1.8 0.1 6.28E-14 fadA2 LIP enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17)
OE1668R 0.4 1.4 0.1 2.53E-10 - CHY conserved hypothetical protein
OE1669F 0.4 1.4 0.2 2.87E-08 gdh CHM glucose 1-dehydrogenase (EC 1.1.1.47)
OE1698R 1.4 2.7 0.3 1.25E-11 - GEN probable oxidoreductase (aldo-keto reductase family protein)
OE1722R 1 2 0.2 1.00E-10 - GEN homolog to N-acetyltransferase
OE1726F 0.6 1.5 0.2 5.15E-09 acs1 LIP acyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.-)
OE1748R 0.5 1.4 0.2 1.11E-08 cna RMT probable rRNA methylase
OE1752F 0.5 1.4 0.2 2.73E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1761R 0.9 1.8 0.3 1.15E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1763F 1.1 2.1 0.2 7.58E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE1765R 1 2 0.2 1.79E-11 pan2 CP proteasome-activating nucleotidase
OE1778R 0.9 1.8 0.2 1.46E-09 - GEN probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (short-chain dehydrogenase family)
OE1792F 0.9 1.9 0.4 6.62E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1793F 0.6 1.5 0.2 1.08E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1806R 1.1 2.1 0.2 5.17E-11 - TP TRAP-type transport system periplasmic substrate-binding protein
OE1823F 0.7 1.6 0.2 1.15E-08 - HY hypothetical protein
OE1858F 0.6 1.5 0.1 4.35E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE1888R 0.4 1.4 0.2 4.17E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1898A1F 0.6 15 0.1 1.06E-10 - HY hypothetical protein
OE1899R 1.3 24 0.6 4.38E-07 glo2 GEN homolog to lactoylglutathione lyase / aromatic compounds dioxygenase
OE1900F 0.7 1.7 0.1 7.77E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE1903F 0.8 1.7 0.2 3.02E-10 - GEN glycine-rich protein
OE1934R 1 1.9 0.2 1.31E-11 edp MIS proteinase IV (EC 3.4.-.-)
OE1936R 1.1 2.1 0.2 7.31E-13 - CHY conserved hypothetical protein
pyridoxal phosphate-dependent aminotransferase (probable aspartate
OE1944R 0.5 1.4 0.1 5.71E-10 aspB2 AA aminotransferase (EC 2.6.1.1))
OE1947F 1.1 2.1 0.3 2.54E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1969F 1.2 2.3 0.2 3.40E-12 - GEN CBS/parB domain protein
OE1978R 0.6 1.5 0.1 6.88E-15 - CHY conserved hypothetical protein
OE2006F 0.4 1.4 0.3 1.80E-05 - TP argK-type transport ATPase
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OE2007F
OE2010R
OE2024F
OE2041R
OE2047R
OE2054F
OE2055F
OE2058R
OE2097F
OE2118F
OE2128F
OE2133R

OE2170R
OE2186R
OE2187F

OE2199F
OE2217R

OE2225F
OE2243R
OE2249R
OE2254R
OE2259F
OE2306F
OE2311R
OE2319R
OE2332F
OE2343R
OE2358F
OE2367F
OE2378R
OE2427F
OE2450F
OE2451R
OE2453R

0.7
0.5
0.6
0.6
0.6
0.7
0.6
0.8
0.5
0.4
0.9
0.5

0.6
0.8
0.5

0.8
0.6

0.7
0.5
0.6
0.6
0.5
0.5
0.5
0.7
0.9
0.4
0.5
1.7
0.4
0.6
1.3
0.9
0.5

16
14
15
15
15
16
15
18
14
13
1.9
14

15
17
14

1.8
1.6

16
14
15
15
14
1.4
1.4
16
1.9
14
14
3.2
13
15
25
18
14

0.2
0.1
0.3
0.1
0.2
0.2
0.1
0.1
0.2
0.1
0.2
0.2

0.1
0.4
0.1

0.1
0.4

0.2
0.3
0.2
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.4
0.1
0.1
0.2
0.1
0.1
0.3
0.2
0.1

2.83E-10
3.84E-14
1.55E-06
1.38E-11
1.00E-09
5.63E-09
5.33E-12
7.64E-14
6.34E-07
1.73E-09
1.82E-12
3.19E-06

1.68E-10
1.11E-06
3.63E-11

8.88E-16
3.55E-05

5.37E-09
7.60E-06
3.59E-07
4.37E-06
6.30E-06
2.93E-06
2.26E-08
5.39E-10
4.94E-07
1.41E-08
3.61E-11
2.58E-14
1.53E-08
1.39E-10
9.25E-12
5.90E-12
3.38E-11

afsQ2

tfeA
phoU4
aldH2
tmpC
tatA

mobA

dmsB
cynT

udp2

hakA

sfuC
acaB2
aldH3
parA1

acs2

GEN
CHY
CHY
CHY
CHY
GEN
CHY
SIG
GEN
TC
REG
GEN

MIS
SEC
CHY

GEN
COM

EM
MIS
CHY
CHY
CHY
CHY
NUM
CHY

TP
TP
GEN
MIS
CHY
LIP
GEN
CHY

probable hydrolase

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase

upsA domain protein

transcription initiation factor E

transcription regulator (homolog to phosphate uptake regulator)

aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.-)
probable periplasmic substrate-binding protein (membrane lipoprotein
tmpC homolog)

sec-independent protein translocase component tatA

conserved hypothetical protein
probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (zinc-containing alcohol
dehydrogenase family)

molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis protein A
dimethylsulfoxide reductase (EC 1.8.-.-) subunit B (electron transfer
protein)

probable carbonate dehydratase (EC 4.2.1.1)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

uridine phosphorylase (EC 2.4.2.3)

conserved hypothetical protein

kynureninase (EC 3.7.1.3)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate iron)
probable nonspecific lipid-transfer protein (sterol carrier protein)
aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.-)

parA domain protein (fla operon protein parA1)

conserved hypothetical protein

acyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.-)

probable oxidoreductase (aldo-keto reductase family protein)

conserved hypothetical protein

175




Anhang

OE2455F
OE2513F
OE2514F
OE2515F
OE2521R
OE2524R
OE2527F
OE2538R
OE2573F
OE2585R
OE2612F
OE2618R
OE2622R
OE2623R
OE2642R
OE2648F
OE2674R
OE2676R
OE2695F
OE2696F
OE2697R
OE2698R
OE2700F
OE2703F
OE2708R
OE2710F
OE2712R
OE2734F
OE2762R
OE2808F
OE2809R
OE2813R
OE2821F
OE2825F
OE2827R
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0.8
0.9
0.4

0.5
0.9

0.4
0.4
0.8
0.5
0.8
0.5
0.5
0.4
0.9
0.5
1.1
0.8
1.2
1.5
1.6
1.8
2.8
1.1
0.7
0.4
0.6
0.7
1.3
0.7
0.4
1.3
0.4
1.1

1.7
1.9
1.3

1.4
1.9

13
13
1.8
14
1.7
14
1.4
1.4
1.9
14
2.2
17
2.3
2.8
3.1
36
6.9
2.1
16
13
15
16
25
1.7
13
24
14
2.2

0.4
0.5
0.1
0.4
0.2
0.2
0.3
0.2
0.3
0.4
0.1
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
0.1
0.3
0.2
0.3
0.2
0.1
0.1
0.6
0.4
0.2
0.2
0.1
0.2
0.5
0.3
0.2
0.2
0.1
0.2

3.16E-06
3.28E-06
4.03E-11
3.54E-08
2.83E-06
4.37E-10
7.79E-10
1.55E-06
3.87E-05
1.39E-06
6.35E-09
8.32E-12
8.62E-08
1.02E-09
4.11E-12
6.99E-14
1.53E-09
9.76E-11
2.02E-10
3.70E-11
3.77E-15
2.22E-16
0
4.16E-11
3.41E-08
6.42E-09
1.90E-06
7.34E-12
9.36E-10
1.09E-07
1.93E-08
4.94E-06
9.60E-12
1.93E-09
3.34E-12

porB

porA

ksgA

flgX

cmo2

cmot

sod1
acd3

hutU

aroA

aif2b

moaC
hflX2

CHY
CHY
HY
CHY
CHY
CHM
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CiM
CiM
HY
CHY
RMT
CHY
MOT
CHY
GEN
CHY
GEN
MIS
MIS
LIP
SIG

CHY
TL
CHY
CHM
COM
GEN

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

UDP-glucose 6-dehydrogenase (EC 1.1.1.22)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

pyruvate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.1) beta subunit
pyruvate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.1) alpha subunit
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

rRNA (adenine-N6

conserved hypothetical protein

flagellin figX

conserved hypothetical protein

homolog to coenzyme PQQ synthesis protein E
conserved hypothetical protein

homolog to coenzyme PQQ synthesis protein E
probable copper-containing oxidoreductase
superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 1 (Mn containing)
acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.99.3)

probable signal-transducing histidine kinase
urocanate hydratase (EC 4.2.1.49)
3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase (EC 2.5.1.19)
conserved hypothetical protein

translation initiation factor alF-2 beta subunit
conserved hypothetical protein

probable yjeF family carbohydrate kinase (EC 2.7.1.-)
molybdenum cofactor biosynthesis protein moaC

GTP-binding protein




Anhang

OE2828R
OE2856F
OE2863R
OE2872F
OE2874F
OE2900F
OE2906R
OE2909F
OE2922F
OE2961F
OE2973F
OE2988R
OE2989R
OE2991F
OE3008F
OE3030R
OE3065R
OE3073R

OE3093R
OE3095R
OE3101R
OE3102R
OE3106F
OE3107F
OE3136F
OE3152R
OE3153R
OE3187R
OE3203R
OE3204R
OE3207F

OE3229R
OE3278R
OE3284R

1.2
0.4
0.6
14
0.7
0.8
14
0.7
0.8
0.6
1.8
0.6
1.1
1.2

0.7
0.6
1.8

0.5
0.5
0.9

22
1.4
1.5
2.7
1.6
1.7
2.7
1.7
1.7
1.5
3.5
1.5
21
23
1.9
1.6
1.5
3.4

2.9

18
2.9
14

13.9
14
14
1.9
2.4

1.4

1.4
1.4
1.9

0.3
0.1
0.1
0.4
0.1
0.4
0.4
0.2
0.2
0.1
0.3
0.1
0.2
0.2
0.3
0.2
0.1
0.4

0.3
0.3
0.4
0.3
0.2
0.1
0.6
0.1
0.1
0.3
0.3
0.3
0.1

0.1
0.1
0.1

1.87E-09
9.05E-09
4.43E-11
3.93E-09
1.34E-11
2.88E-06
2.11E-09
8.80E-10
3.59E-09
3.05E-11
6.11E-13
1.01E-11
3.04E-11
2.60E-13
7.74E-09
3.04E-10
1.12E-10
3.52E-11

6.22E-10
1.68E-11
3.43E-07
7.86E-09
8.88E-16
2.21E-10
6.17E-13
1.96E-10
2.59E-10
7.53E-08
1.50E-10
3.88E-12
8.29E-12

5.37E-12
1.48E-13
8.54E-13

tfoK

msrB

serA2

grx3
chiT

hmcA
gevT

CHY
MIS
CHY
CHY
CHY
CHY
MIS
CHY
CHY
SIG
CHY
CHY
CHY
GEN
MIS
CHY

MIS

LIP
CHY
REG
GEN

EM
CHY
CHY

TL
CHY
GEN
CHY

MIS
COM

COM

CHY

conserved hypothetical protein

adenylate cyclase (EC 4.6.1.1)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 2
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

homolog to TFB C-terminal domain

peptide methionine sulfoxide reductase (R-form specific)
conserved hypothetical protein
phosphoglycerate dehydrogenase (EC 1.1.1.95)

dodecin
geranylgeranyl-diphosphate geranylgeranyltransferase (EC 2.5.1.32)
(phytoene synthase)

conserved hypothetical protein
bacterioopsin activator
bacteriorhodopsin-related protein
bacteriorhodopsin

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
probable peptide chain release factor pelota
conserved hypothetical protein
upsA domain protein

conserved hypothetical protein
probable glutaredoxin

precorrin-8W decarboxylase (EC 1.-.-.-)
magnesium chelatase (EC 6.6.1.1) (protoporphyrin IX magnesium-
chelatase)

aminomethyltransferase (EC 2.1.2.10) (glycine cleavage system protein T)

conserved hypothetical protein
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Anhang

OE3304R 0.6 1.5 0.2 3.10E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE3305F 0.6 1.5 0.1 1.51E-12 rfcB RRR replication factor C large subunit
OE3334R 0.9 1.9 0.1 0 troD1 AA anthranilate phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.18)
OE3347F 0.8 1.8 0.2 1.11E-09 htrl SIG transducer protein htrl
OE3349F 1.2 2.3 0.2 1.67E-12 - GEN CBS domain protein
OE3381R 0.4 1.4 0.2 8.13E-08 crtl1 LIP phytoene dehydrogenase (EC 1.14.99.-) (phytoene desaturase)
OE3424R 0.9 1.9 0.3 8.00E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE3447F 0.6 1.6 0.1 2.06E-12 - CHY conserved hypothetical protein
OE3451A1F 0.7 1.6 0.1 1.16E-12 - CHY conserved hypothetical protein
OE3458R 0.5 1.4 0.1 2.77E-10 - GEN probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (short-chain dehydrogenase family)
OE3462R 0.7 1.6 0.2 3.12E-09 - HY hypothetical protein
OE3491R 0.7 1.6 0.1 1.32E-11 hsp20C CHP hsp20-type molecular chaperone
OE3500R 0.4 1.3 0.1 1.24E-08 nirGH COM heme biosynthesis protein nirGH
OE3513R 0.7 1.7 0.3 9.88E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE3541R 1.7 3.3 0.3 1.86E-12 hsp20F CHP hsp20-type molecular chaperone
OE3542R 1.9 3.8 0.6 1.94E-09 - GEN glutamine-rich alkaline protein
OE3562R 0.5 1.4 0.1 1.49E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE3565F 0.8 1.8 0.2 2.91E-11 moaB COM molybdenum cofactor biosynthesis protein moaB
OE3566F 0.4 1.3 0.1 1.67E-11 - COM 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase (EC 6.3.3.2)
OE3595R 0.6 1.5 0.2 3.57E-10 moaD COM molybdopterin converting factor small subunit
chemotactic signal transduction system periplasmic substrate-binding
OE3612R 0.8 1.8 0.1 3.39E-13 basB SIG protein basB
OE3659F 0.4 1.4 0.1 7.95E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE3661F 0.4 1.3 0.1 2.28E-10 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein
OE3668F 1.5 2.8 0.2 1.32E-12 - GEN upsA domain protein
OE3681R 0.6 1.5 0.3 4.40E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE3691F 0.9 1.8 0.4 5.07E-07 trpD2 MIS probable anthranilate phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.18)
OE3714F 1.4 2.6 0.1 2.22E-16 - CHY conserved hypothetical protein
OE3717F 0.9 1.8 0.1 2.44E-15 nolA GEN homolog to NADH dehydrogenase 32K subunit
OE3718F 0.7 1.6 0.1 5.11E-15 ftsZ3 MIS cell division protein ftsZ
OE3728R 0.8 1.7 0.2 1.44E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE3752R 0.7 1.6 0.2 1.94E-10 nudF2 GEN nudix family protein
OE3766R 0.8 1.7 0.2 2.57E-09 - HY hypothetical protein
OE3798R 0.6 1.5 0.3 3.08E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE3807R 0.4 1.3 0.2 4.96E-07 pepF CP oligoendopeptidase
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Anhang

OE3814R
OE3815R

OE3836F
OE3843F
OE3846R
OE3864R
OE3892R
OE3903F
OE3925R
OE3942R
OE3946F
OE3947R
OE3998R
OE4011R
OE4018F
OE4032R
OE4033R
OE4039F
OE4052F
OE4056R
OE4065R
OE4073R
OE4077F
OE4080F
OE4099R

OE4113F
OE4122R
OE4127R
OE4146F
OE4152R
OE4159F
OE4184F
OE4190F
OE4196R

0.6
1.8

0.8
0.8
0.5

0.4
0.8
0.4
22

0.5
0.5
0.5
0.5
0.6
0.7
0.6
0.5
0.4
0.8
0.9
1.9
0.5
0.5

0.5
0.9
0.5
1.2
0.4
1.3
0.8
0.9

1.5
3.4

1.7
1.7
1.4

1.4
1.8
14
45
1.9
14
14
1.4
1.4
15
16
15
14
13
1.7
18
3.9
14
14

14
1.9
14
2.3
13
25
1.8
18
1.9

0.4
0.2

0.2
0.2
0.1
0.3
0.1
0.5
0.3
0.3
0.2
0.1
0.1
0.2
0.2
0.2
0.1
0.1
0.1
0.1
0.3
0.3
0.2
0.3
0.2

0.2
0.3
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
0.2
0.3

2.31E-05
2.66E-15

5.66E-10
1.28E-09
1.87E-11
3.71E-10
2.02E-09
2.00E-05
2.35E-05
3.89E-14
1.66E-10
3.98E-11
4.66E-10
1.61E-07
5.28E-07
4.94E-09
1.01E-13
1.13E-14
4.66E-10
1.77E-10
1.86E-07
8.41E-08
5.77E-15
1.69E-05
4.60E-08

2.72E-08
4.21E-09
4.44E-12
1.26E-11
4.54E-10
0
6.45E-13
3.65E-12
1.21E-09

nadE
fadA1

dbp

mem
tfbA
hit1

hcpB

oxdhA1
ths1
tbpE
hisG
achY
orc6

pmm2

CHY
CHY

GEN
COM
LIP
CHY
GEN
CHY
CHP
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
MIS
CHY
MIS
TC
MIS
EM
HY
CHY
CHY

CHP
CHY
TC

GEN
CHM
CHY

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
O-acetyltransferase (EC 2.3.1.-) (homolog to galactoside O-
acetyltransferase)

NAD(+) synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.1)
enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17)

conserved hypothetical protein

probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
conserved hypothetical protein

thermosome subunit 2

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable DNA helicase (enhancer-binding protein homolog)
conserved hypothetical protein

DNA helicase (EC 3.6.1.-) mcm (intein-containing)
transcription initiation factor TFB

histidine triad family protein

halocyanin hcpB

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
probable branched-chain amino acid dehydrogenase (EC 1.2.4.-) E1
component alpha subunit

thermosome subunit 1

conserved hypothetical protein

TATA-binding transcription initiation factor

ATP phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.17)
adenosylhomocysteinase (EC 3.3.1.1)

homolog to cell division control protein cdc6é homolog
phosphohexomutase (phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2)

conserved hypothetical protein
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Anhang

OE4218F
OE4240F
OE4244F
OE4276F
OE4283R
OE4296F
OE4320R
OEA4325F
OE4331R
OEA4365F
OE4384R

OE4399F
OE4414R
OE4418R
OE4419R
OE4420R
OE4436R
OE4449R
OE4456R
OE4459R
OE4461F
OE4492F
OE4496R
OE4500R
OE4509F
OE4529F
OE4543R
OE4544R
OE4562R
OE4563F
OE4565F
OE4612F
OE4621F
OE4633F

180

1.2
0.6
0.4
0.4
0.8
0.6

0.7
0.5
0.7
1.6

0.5
0.7
0.4
0.4
1.2
0.4
0.5
0.5
0.6
0.5
0.4
0.6
0.6
1.6
0.4
0.5
0.8
0.7
0.5
0.6
1.2
0.6
0.6

22
1.5
1.3
1.4
1.7
1.5

1.6
1.4
1.6

15
16
13
1.4
2.3
13
14
14
15
14
1.4
15
16

13
15
1.7
16
1.4
15
2.2
15
15

0.2
0.1
0.1
0.1
0.2
0.3
0.4
0.2
0.1
0.2
0.4

0.1
0.3
0.1
0.1
0.2
0.1
0.1
0.2
0.1
0.2
0.1
0.2
0.2
0.5
0.2
0.2
0.1
0.1
0.3
0.3
0.2
0.3
0.1

3.10E-13
1.55E-10
5.95E-11
1.65E-12
4.72E-10
4.37E-06
2.93E-08
7.87E-10
2.89E-09
2.45E-08
6.59E-11

9.10E-15
3.04E-07
1.46E-10
1.73E-08
2.05E-11
1.39E-10
3.51E-12
8.73E-08
1.80E-10
7.48E-09
2.45E-12
8.52E-08
1.79E-09
2.06E-08
3.29E-06
1.06E-07
3.79E-13
4.54E-13
2.82E-05
1.55E-07
3.63E-13
2.65E-07
1.15E-10

rad24b
tnaA

argH
argG
Ita
mgtE2
pfdA
rpI31R

fer4

acd6

aldH1

riml1

entB

hly
nudF1

CHY
CHY
COM
SIG
HY
CHY
MIS

CHY
CHY

GEN
CHY

I EX

CP
TL
CHY
CHY
EM
LIP
MIS
GEN
CP
GEN
COM
CHY
CHY
MIS
NUM
CHY

1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5-phosphoribosylamino)methylideneamino]
imidazole-4-carboxamide isomerase (EC 5.3.1.16)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hydroxymethylbilane synthase (EC 2.5.1.61) (porphobilinogen deaminase)
probable signal-transducing histidine kinase / response regulator
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable DNA helicase

tryptophanase (EC 4.1.99.1)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (4Fe-4S iron-sulfur cluster
containing)

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

argininosuccinate lyase (EC 4.3.2.1)
argininosuccinate synthase (EC 6.3.4.5)
threonine aldolase (EC 4.1.2.5)

mgtE family transporter (probable substrate magnesium)
prefoldin alpha subunit

ribosomal protein L31.eR

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ferredoxin (3Fe-4S)(4Fe-4S)

acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.99.3)
nonhistone chromosomal protein
aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.-)
probable N-terminal acetyltransferase
upsA domain protein

probable isochorismatase (EC 3.3.2.1)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

serine protease halolysin R4 (EC 3.4.21.-)
probable ADP-ribose pyrophosphatase (EC 3.6.1.13)

conserved hypothetical protein




Anhang

OE4637R 0.6 1.5 0.3 8.04E-06 gbp4 GEN probable GTP-binding protein

OE4638F 0.6 1.5 0.2 3.04E-07 - HY hypothetical protein

OE4648F 0.6 1.5 0.2 6.62E-10 trxA2 EM thioredoxin

OE4650R 0.8 1.7 0.3 2.45E-08 - HY hypothetical protein

OE4651F 0.4 1.3 0.2 2.26E-07 - CIM probable ribose-1

phosphomethylpyrimidine kinase (EC 2.7.4.7) / thiamin biosynthesis

OE4654F 0.4 1.3 0.1 6.71E-10 thiDN COM protein thiN

OE4665R 0.4 1.4 0.1 2.40E-14 hfiX1 GEN GTP-binding protein

OE4671R 0.4 1.4 0.2 6.00E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OE4707R 14 2.7 0.2 5.68E-13 - CHY conserved hypothetical protein

OEA4759F 0.5 1.5 0.4 4.49E-05 csg CE major cell surface glycoprotein

OE5106F 0.5 1.4 0.3 7.82E-06 trkA7 GEN trkA domain protein

OE5136R 0.9 1.9 0.2 1.58E-11 - CHY conserved hypothetical protein

OE5142F 0.4 1.3 0.1 1.48E-10 ftsZ5 MIS cell division protein ftsZ

OE5160F 1.3 25 0.1 0 gldA1 CIM glycerol dehydrogenase (EC 1.1.1.6)
OE5162D1F 25 5.7 0.6 2.72E-10 - CHY conserved hypothetical protein

OE5178F 0.5 1.4 0.1 9.27E-09 - CHY conserved hypothetical protein

OE5186R 0.4 1.4 0.1 3.13E-13 perA MIS catalase (EC 1.11.1.6) (including: peroxidase (EC 1.11.1.7))

OE5187R 0.7 1.6 0.1 3.44E-11 - GEN probable hydrolase

OE5204R 1 2 0.2 1.09E-12 arcD TP arginine/ornithine antiporter

OE5205R 1.2 23 0.2 1.86E-12 arcB AA ornithine carbamoyltransferase (EC 2.1.3.3)

OE5243F 0.8 1.7 0.2 6.58E-10 car SIG transducer protein car

OE5276F 0.4 1.3 0.2 2.53E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE5322R 0.5 1.4 0.2 1.19E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE5378R 0.5 1.4 0.2 7.15E-07 - HY hypothetical protein

OE6308F 1.6 3 0.2 2.02E-14 - HY hypothetical protein

OE6345R 0.6 1.5 0.3 6.66E-06 - HY hypothetical protein

OE7065F 0.7 1.7 0.2 1.18E-10 cydA1 EM cytochrome d ubiquinol oxidase (EC 1.10.3.-) subunit |

OE7129F 0.5 1.4 0.3 2.13E-05 - CHY conserved hypothetical protein

OE7187F 0.9 1.9 0.4 2.03E-07 - CHY conserved hypothetical protein

Reprimierten Gene in Alrp
ID | log2 | xfach | stabw | p-Wert | Gen | Funktionsklasse | Genname
OE1004F | -0.4 | -1.4 | 0.1 1.36E-10 - TP | ABC-type transport system ATP-binding protein
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Anhang

OE1018F
OE1031F
OE1047R
OE1054F
OE1055R
OE1076F
OE1078F
OE1080F
OE1094R
OE1100F
OE1101R
OE1107R
OE1112R
OE1121F
OE1134F
OE1162R

OE1171F
OE1183F
OE1197R
OE1226F
OE1239F
OE1294R
OE1372R
OE1439F
OE1462R
OE1478R
OE1505F
OE1506R
OE1553F
OE1560R
OE1584R

OE1620R
OE1623F

182

-0.7
-1.4
-0.7
-0.7
-0.5

-0.5
-0.6
-1.9
-0.7
-0.4
-0.4
-0.6
-1.3
-0.5
-0.7

-0.6
-0.5
-0.6
-0.5
-1.2
-0.7
-0.6
-0.7
-0.5
-0.6
-0.8
-0.5
-0.6
-0.4
-1.3

-1.6
-2.6
-1.7
-1.6
-1.4

14
15
37
A7
14
14
15
25
14
16

15
14
15
14
23
16
15
A7
14
16
18
14
15
14
25

-1.8

0.1
0.4
0.2
0.3
0.1
0.2
0.2
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.4
0.2
0.3

0.1
0.1
0.2
0.2
0.1
0.2
0.2
0.3
0.2
0.2
0.1
0.2
0.2
0.1
0.2

0.1
0.2

2.15E-11
5.31E-10
7.61E-09
3.00E-07
5.66E-12
3.30E-11
1.03E-07
4.08E-06
7.11E-15
3.74E-09
2.20E-07
1.69E-07
2.57E-08
6.66E-09
1.51E-08
1.88E-06

6.25E-12
1.82E-12
5.66E-08
6.14E-07
4.44E-16
3.37E-10
1.24E-09
1.25E-07
1.44E-07
1.95E-09
2.26E-12
2.11E-07
1.95E-07
6.84E-09
3.45E-13

5.94E-13
4.26E-11

purNH
purB

MIS
ISH
HY
HY

CHY

GEN

CHM
P
ISH
HY
HY

CHY

GEN

CHY

CHY

GEN

MIS
HY
HY

CHY
HY
TL
TC
ISH

COoM

TC

MIS
ISH

CHY

CHY

CHY

NUM
NUM

sugar transferase

transposase (ISH10)

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

homolog to cell division control protein cdc6
sugar nucleotidyltransferase (EC 2.7.7.-)
probable polysaccharide export protein
transposase (ISH10)

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable glycosyltransferase

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

probable cold shock protein
type | restriction-modification system DNA-methyltransferase rmeM
(nonfunctional)

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

ribosomal protein L15.eR

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit P
1S200-type transposase (TCE31)
nicotinamide-nucleotide adenylyltransferase (EC 2.7.7.1)
transcription initiation factor TFB

probable 5'-methylthioadenosine phosphorylase (nonfunctional)
transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

phosphoribosylglycinamide formyltransferase (EC 2.1.2.2) /
phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase (EC
2.1.2.3)

adenylosuccinate lyase (EC 4.3.2.2)




Anhang

OE1675R

OE1678R
OE1684F
OE1687F
OE1707R
OE1710R
OE1711R
OE1797R
OE1817R

OE1840R
OE1867R
OE1872R
OE1919R

OE1951F
OE1956F
OE1959F
OE1964F
OE1981R
OE2020F
OE2044F
OE2046F
OE2130F
OE2142R
OE2165R
OE2230F
OE2267F
OE2268R
OE2269F
OE2274R
OE2307F
OE2309F
OE2310F

OE2348R

-0.9
-0.9
-0.8
-0.5
-0.9
-1.5
-0.8
-0.6

-0.4
-0.6
-0.5
-0.6

-0.8
-0.4
-0.7
-0.6
-0.6
-0.5
-0.6
-0.8
-0.6
-0.6
-0.7
-0.8
-0.4
-0.4
-0.6

-0.7
-0.5
-0.5

14

-1.8
-1.9
-1.8
-1.5
-1.9
-2.9
-1.8
-1.5

13
15
14
15

-1.7
-1.4
-1.7
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.8
-1.5
-1.5
-1.7
-1.7
-1.3
-1.3
-1.5
-2
-1.6
-1.5
-1.4

-1.7

0.2

0.2
0.2
0.1
0.1
0.2
0.4
0.2
0.2

0.2
0.3
0.1
0.1

0.2
0.2
0.4
0.4
0.1
0.1
0.2
0.2
0.1
0.2
0.1
0.1
0.2
0.2
0.1
0.1
0.2
0.2
0.1

0.1

1.59E-08

2.02E-09
2.00E-12
1.55E-13
3.51E-10
1.58E-11
5.56E-10
8.68E-10
8.60E-09

2.81E-08
3.01E-06
9.13E-11
1.97E-13

1.75E-10
3.39E-07
5.02E-06
1.71E-05
5.68E-11
1.28E-11
4.60E-09
2.15E-10
6.49E-11
3.57E-08
1.17E-12
3.50E-13
2.61E-08
7.43E-07
6.06E-14
2.48E-13
2.25E-08
3.76E-08
2.81E-10

6.09E-13

pstB2

pstC2
cysD
aspS

korB
korA
SirR

nop10

apt1

petD

purK
nuoCD
nuoJ1

nuoL

fbp

rps15

rpoL
hisF

purL
ndh

sfuA

TP

TP

TL
REG
CIM
CIM
REG
RMT

NUM
CHY
EM
CHY

NUM
EM
EM
EM

CHY

CIM

GEN

CHY

CHY
LIP
TL

CHY
TC

HY
NUM
EM
HY
CHY

T

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
phosphate)

ABC-type transport system permease protein (probable substrate
phosphate)

sulfate adenylyltransferase (EC 2.7.7.4) small subunit
aspartate--tRNA ligase (EC 6.1.1.12)

probable transcription regulator

oxoglutarate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.3) beta subunit
oxoglutarate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.3) alpha subunit
transcription regulator sirR

RNA modification ribonucleoprotein complex protein nop10

purine phosphoribosyltransferase (adenine phosphoribosyltransferase (EC

24.2.7)
conserved hypothetical protein
cytochrome bc1 complex (EC 1.10.2.-) cytochrome b/c subunit

conserved hypothetical protein

phosphoribosylaminoimidazole carboxylase (EC 4.1.1.21) carbon dioxide-

fixation subunit

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit CD
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit J1
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit L
conserved hypothetical protein

fructose-bisphosphatase (EC 3.1.3.11)

probable heavy metal binding protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

phospholipase D

ribosomal protein S15

conserved hypothetical protein

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit L
imidazoleglycerol-phosphate synthase (EC 2.4.2.-) subunit hisF
hypothetical protein

phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component I
probable NADH dehydrogenase (EC 1.6.99.3)

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein
(probable substrate iron)
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Anhang

OE2374R
OE2406R
OE2432C1F
OE2458R
OE2460F
OE2465R
OE2473F
OE2530F
OE2531F
OE2533F
OE2536F
OE2537F
OE2540R
OE2547R

OE2569R
OE2572F
OE2579F
OE2603R
OE2605R
OE2627F
OE2629F
OE2631F
OE2632F
OE2633F
OE2635F
OE2637F
OE2640F
OE2641F
OE2683R
OE2715R
OE2716R
OE2727R
OE2740F
OE2744R

184

-0.4
-0.7
-0.5
-0.7
-0.6
-0.7
-0.9
-1.2
-1.3
-1.2
-0.8
-1.7
-0.7
-1.4
-0.7
-0.5
-0.4
-0.5

0.4

14
2
17
14
14
14
14
15
A7
33
13
14
15
15

-1.3
-1.6
-1.5
-1.6
-1.5
-1.6
-1.8
-2.3
-2.5
-2.4
-1.8
-3.2
-1.7
-2.6
-1.6
-1.4
-1.3
-1.4

-1.3

0.1
0.1
0.3
0.2
0.1
0.1
0.3
0.1
0.1
0.1
0.2
0.1
0.2
0.2

0.2
0.2
0.1
0.2
0.1
0.2
0.5
0.1
0.1
0.3
0.4
0.2
0.3
0.2
0.2
0.1
0.3
0.2
0.3
0.2

3.81E-10
0
1.12E-07
9.16E-09
4.04E-13
2.09E-12
1.08E-05
1.74E-11
1.59E-13
0
2.31E-07
5.66E-09
4.38E-08
2.50E-09

7.60E-08
1.90E-09
1.16E-09
1.33E-08
2.28E-10
5.19E-09
3.54E-06
4.44E-16
2.22E-16
3.75E-11
2.98E-06
4.44E-16
4.10E-08
1.09E-14
2.54E-08
3.19E-10
2.33E-05
9.45E-07
1.59E-09
1.23E-06

cheW2
cheR

guaB

hQ

gti2

purA
rpl11
ps13
rps11
rpoD
mpl18R
pl13
ps9
rpoN
eno
ps2
aef1b

SIG
SIG
HY
NUM
CHY
HY
GEN
CHM
CHY
HY
HY
GEN
ISH
GEN

GEN
CHY
NUM
TL
CHY
TL
TL
TC
TL
TL
TL
TC
CIM
TL
TL
HY
HY
CHY
CHY
CHY

purine-binding chemotaxis protein cheW2
protein-glutamate O-methyltransferase (EC 2.1.1.80) cheR
hypothetical protein

IMP dehydrogenase (EC 1.1.1.205)
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

homolog to glutaredoxin

sugar nucleotidyltransferase (EC 2.7.7.-)
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

sugar transferase homolog

transposase (ISH6)

probable glycosyltransferase
reductase (probable nitrate reductase (EC 1.7.99.4) / sulfite
dehydrogenase (EC 1.8.2.1))

conserved hypothetical protein

adenylosuccinate synthase (EC 6.3.4.4)

ribosomal protein L11

conserved hypothetical protein

ribosomal protein S13

ribosomal protein S11

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit D
ribosomal protein L18.eR

ribosomal protein L13

ribosomal protein S9

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit N
phosphopyruvate hydratase (EC 4.2.1.11) (enolase)
ribosomal protein S2

translation elongation factor aEF-1 beta subunit
hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein




Anhang

OE2745R -0.5 -1.4 0.3 5.24E-06 pgk CIM phosphoglycerate kinase (EC 2.7.2.3)

OE2750R -0.6 -1.5 0.2 4.18E-10 - CHY conserved hypothetical protein

OE2753F -0.8 -1.8 0.1 2.37E-12 orc8 GEN homolog to cell division control protein cdc6

OE2779F -0.6 -1.6 0.3 2.02E-06 pheP TP amino acid transport protein (probable phenylalanine transport protein)
OE2780F -0.8 -1.8 0.2 2.81E-09 - HY hypothetical protein

OE2782F -1.1 -2.1 0.3 7.28E-09 SsurkE MIS probable stationary-phase survival protein

OE2847R -0.8 -1.7 0.2 8.91E-10 - CHY conserved hypothetical protein

OE2853R -0.6 -1.5 0.3 6.04E-06 mtfK2 MIS FKBP-type peptidylprolyl isomerase (EC 5.2.1.8)

OE2865R -0.6 -1.5 0.3 1.59E-06 sdhA CIM succinate dehydrogenase (EC 1.3.99.1) subunit A (flavoprotein)
OE2903R -0.5 -1.4 0.2 9.18E-09 - CHY conserved hypothetical protein

OE2946R -0.6 -1.5 0.3 6.03E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE3017R -1.1 -2.2 0.1 5.33E-15 ush NUM UDP-sugar hydrolase (EC 3.6.1.45) / 5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5)
OE3062F -0.5 -1.4 0.3 8.96E-06 mps17R TL ribosomal protein S17.eR

OE3063F -0.5 -1.4 0.1 8.32E-11 asd AA aspartate-semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.11)
OE3069R -0.7 -1.6 0.2 1.53E-09 - CHY conserved hypothetical protein

OE3116F -0.9 -1.8 0.3 2.76E-09 - CHY conserved hypothetical protein

OE3118F -0.6 -1.5 0.3 7.97E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE3132F -0.6 -1.5 0.2 8.05E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OE3139R -1.6 -2.9 0.3 7.69E-12 purF NUM amidophosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.14)

OE3141R -1.1 -2.2 0.1 1.13E-14 pI37R TL ribosomal protein L37.eR

OE3142R -0.9 -1.9 0.2 1.53E-11 snp GEN small nuclear ribonucleoprotein homolog

OE3155R -0.8 -1.8 0.2 6.81E-10 - CHY conserved hypothetical protein

OE3262R -0.9 -1.9 0.1 7.25E-13 - CHY conserved hypothetical protein

OE3317R -0.6 -1.5 0.1 7.15E-10 cbiQ TP ABC-type transport system permease protein (probable substrate cobalt)
OE3319R -0.5 -1.4 0.1 1.53E-10 chiM COM cbiM protein

OE3337F -0.8 -1.8 0.2 1.37E-11 - ISH insertion element protein (ISH2)

OE3384R -0.6 -1.5 0.2 4.13E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OE3390F -0.8 -1.7 0.2 3.01E-11 pl23 TL ribosomal protein L23

OE3394F -0.8 -1.8 0.2 4.22E-11 pl22 TL ribosomal protein L22

OE3395F -0.5 -1.4 0.1 3.37E-10 ps3 TL ribosomal protein S3

OE3396F -0.5 -1.4 0.2 8.14E-08 pl29 TL ribosomal protein L29

OE3404F -0.5 -1.4 0.2 3.44E-07 rpl24 TL ribosomal protein L24

OE3405F -0.6 -1.5 0.3 2.18E-06 ps4R TL ribosomal protein S4.eR

OE3407F -0.5 -1.4 0.2 7.10E-07 pl5 TL ribosomal protein L5

OE3429F -0.6 -1.5 0.3 9.32E-07 cmk NUM cytidylate kinase (EC 2.7.4.14)

185




Anhang

OE3481R
OE3486R
OE3487R
OE3547F

OE3554F

OE3556R
OE3558F
OE3560F
OE3571R
OE3572R
OE3582F
OE3639F
OE3652F
OE3654R
OE3655R
OE3688F

OE3712R
OE3724F
OE3731R

OE3732R
OE3749R
OE3784R
OE3787R
OE3822R
OE3829R
OE3866R

OE3907R

OE3908R
OE3922R
OE3923F
OE3950R
OE3963R
OE3964R
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-0.6
-0.5
-0.6
-0.6

-1.5
-0.7
-0.5
-0.5
-1.4
-0.7
-0.4
-0.5
-0.8
-0.4
-0.4

-0.6
-0.8
-1.6

-1.3
-0.5
-0.5
-0.5
-0.7
-0.4
-0.4

-0.8
-0.6
-3.1
-1.9
-2.6
-2.9

-1.5
-1.4
-1.5
-1.5

-1.9

2.8
1.6
1.4
1.4
26
4.7
1.4
1.4
1.8
1.3
1.3

-1.5
-1.7
-2.9

24
14
15
14
17
14
14

-1.7

-1.8
-1.5
-8.8
-3.8
-6.1
-7.5

0.2
0.2
0.3
0.3

0.5

0.1
0.1
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3
0.1
0.1
0.1
0.1

0.2
0.4
0.3

0.3
0.3
0.2
0.3
0.3
0.1
0.1

0.1

0.2
0.3
1.1
0.4
0.4
0.2

5.07E-08
6.35E-08
1.31E-06
3.47E-06

1.92E-06

1.11E-15
1.64E-12
3.99E-08
2.76E-08
4.69E-11
5.43E-07
1.12E-05
5.99E-13
6.37E-14
3.01E-08
9.02E-10

1.98E-09
4.16E-06
3.02E-11

1.04E-09
3.30E-05
2.20E-09
1.94E-05
1.71E-07
3.92E-12
1.78E-14

1.83E-12

1.44E-10

1.85E-05

3.99E-08

4.62E-11

7.05E-13
0

htrll
speB

aifba

carB

carA

trh3

idiA
guaAb

pyrG
cspD2

oxdhA2
purC
purQ
purS
tgtA1
secD

secF

gcp
phnE

phnC
glnA
Ip

ribB

SIG

TL
CHY

REG
LIP
NUM
NUM
GEN
CHY
P
HY
HY
CHY

AA
NUM
NUM

NUM
RMT
SEC
SEC
CHY
CHY
CcP

TP

TP

REG
CHY
COM
CHY

transducer protein htrll
agmatinase (EC 3.5.3.11)
translation initiation factor alF-5A

conserved hypothetical protein

carbamoyl-phosphate synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.5) large
subunit

carbamoyl-phosphate synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.5) small
subunit

probable transcription regulator

isopentenyl-diphosphate delta-isomerase (EC 5.3.3.2)

GMP synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.2) subunit B
CTP synthase (EC 6.3.4.2)

probable cold shock protein

conserved hypothetical protein

small multidrug export protein

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
probable branched-chain amino acid dehydrogenase (EC 1.2.4.-) E1
component alpha subunit

phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide synthase (EC 6.3.2.6)

phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component |
phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component
purS

queuine tRNA-ribosyltransferase (EC 2.4.2.29)
preprotein translocase subunit secD
preprotein translocase subunit secF
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable O-sialoglycoprotein endopeptidase (EC 3.4.24.57)
ABC-type transport system permease protein (probable substrate
phosphate/phosphonate)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
phosphate/phosphonate)

glutamate--ammonia ligase (EC 6.3.1.2)

global transcription regulator

conserved hypothetical protein
3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate synthase

conserved hypothetical protein




Anhang

OE3984R
OE3985R
OE3986R
OE3987R
OE4012F
OE4047R
OE4049R
OE4187R
OE4201R
OE4223R
OE4300R

OE4301R

OE4302R

OE4303R

OE4304R
OE4367R
OEA4380F
OEA4385F
OEA4387F
OE4435F
OE4523F
OE4524F

OE4552F
OE4572R
OE4585R
OE4610R
OE4628R
OE4683F
OE4720R
OE4721R
OE4735R
OE4740R
OE4741R

-0.5
-0.6
-0.9
-0.4
-0.4
-0.6
-0.5
-0.7
-0.5
-0.6
-0.9

-0.9
-0.4
-0.6
-0.5
-0.5
-0.9
-0.4
-0.5

-1.2
-0.9
-0.4
-0.7
-0.7
-2.9

-0.8
-0.6
-0.5
-0.5

14
16
1.9
14
13
15
15
16
14
15
18

-1.9

1.9
13
15
14
14
1.9
13
14

-2.3
-1.9
-1.3
-1.6
-1.6
-7.6
-2
-1.7
-1.5
-1.4
-1.4

0.1
0.2
0.1
0.2
0.1
0.1
0.2
0.4
0.2
0.2
0.1

0.1

0.1

0.2

0.3
0.1
0.2
0.1
0.3
0.2
0.3
0.1

0.4
0.1
0.2
0.1
0.2
0.1
0.2
0.2
0.2
0.1
0.3

1.11E-10
1.62E-09
5.57E-13
2.31E-06
1.14E-08
4.72E-12
2.45E-09
9.90E-06
1.48E-06
1.18E-08
3.75E-14

2.22E-16

8.88E-16

5.07E-12

1.43E-08
2.28E-08
1.09E-08
5.98E-11
1.00E-05
2.23E-10
4.95E-05
3.81E-09

1.97E-08
2.51E-13
3.80E-07
9.10E-15
2.79E-10
0
1.63E-10
1.50E-10
1.82E-09
1.48E-12
3.70E-06

atpB
atpA
atpF
atpC

dppB2
valS

dcd2

ribC

ps10
aefla

rps7
rpoA1
rpoB1

EM
EM
EM
EM
CHY
GEN
HY
GEN
MOT
CHY
CHY

P

P

Iz

Iz
CHY
cP
CHY
HY
CHY
CHY
HY

Iz
TL
HY

NUM

CHY

coMm
TL
TL
TL
TC
TC

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit B
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit A
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit F
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit C
conserved hypothetical protein

phage PhiH1 repressor protein homolog
hypothetical protein

probable DNA-binding protein

preflagellin peptidase

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
ABC-type transport system ATP-binding protein (probable
dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system ATP-binding protein (probable
dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system permease protein (probable
dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system permease protein (probable
dipeptide/oligopeptide/nickel)

conserved hypothetical protein

cdc6-type chromosome replication protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein
ABC-type transport system permease protein (probable
dipeptide/oligopeptide/nickel)

valine--tRNA ligase (EC 6.1.1.9)

hypothetical protein

probable dCTP deaminase (EC 3.5.4.13)
conserved hypothetical protein

riboflavin synthase (EC 2.5.1.9) alpha subunit
ribosomal protein S10

translation elongation factor aEF-1 alpha subunit

ribosomal protein S7

substrate

substrate

substrate

substrate

substrate

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit A" (subunit A)

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit B'
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Anhang

OE5015F -0.7 -1.6 0.3 3.92E-08 - ISH transposase (ISH8)
OE5022F -0.8 -1.7 0.3 2.90E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE5031R -0.8 -1.8 0.1 1.57E-12 - CHY conserved hypothetical protein
OE5062R -0.6 -1.5 0.2 1.05E-08 - ISH 1S1341-type transposase (TCE31)
OE5065R -0.6 -1.5 0.1 3.80E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE5143F -0.5 -1.4 0.3 9.41E-06 - TP sodium-dependent transporter
OE5162R -0.7 -1.6 0.1 1.91E-14 orcs GEN homolog to cell division control protein cdc6
OE5201F -0.9 -1.9 0.2 1.35E-10 pyrB NUM aspartate carbamoyltransferase (EC 2.1.3.2) catalytic subunit
OE5202F -1 -2 0.3 1.50E-08 pyrl NUM aspartate carbamoyltransferase (EC 2.1.3.2) regulatory subunit
OE5211F -0.7 -1.6 0.1 7.23E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE5234R -0.6 -1.5 0.2 3.13E-07 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional)
OE5260F -1.2 -2.3 0.2 2.49E-14 - ISH transposase (ISH10)
OE5268R -0.5 -1.4 0.1 7.43E-11 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein
OE5279R -1.1 -2.2 0.3 1.14E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE5307F -0.4 -1.3 0.1 1.58E-11 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein
OE5325F -04 -1.4 0.2 3.13E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE5340R -0.6 -1.5 0.3 9.37E-07 - ISH transposase (ISH8) (nonfunctional)
OE5363R -0.9 -1.9 0.2 5.96E-11 - ISH insertion element protein (ISH2)
OE5370R -1.1 -2.2 0.3 7.41E-10 - HY hypothetical protein
OES5393F -1.1 -2.2 0.2 3.70E-11 - ISH insertion element protein (ISH2)
OE5400F -0.6 -1.5 0.2 1.12E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE5407F -0.6 -1.5 0.1 4.77E-11 - ISH transposase (ISH8)
OE6005R -0.5 -1.4 0.2 7.45E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE6006R -0.7 -1.7 0.1 3.64E-14 - CHY conserved hypothetical protein
OE6012F -1.1 -2.2 0.3 9.99E-11 - ISH transposase (ISH6)
OE6027R -0.5 -1.4 0.1 3.08E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE6032F -0.4 -1.3 0.1 1.52E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE6034F -0.8 -1.7 0.2 2.76E-10 - ISH 1S1341-type transposase (TCE32)
OE6046F -0.9 -1.9 0.2 2.02E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE6052R -0.5 -1.4 0.3 8.81E-06 - HY hypothetical protein
OE6074R -1.5 -2.9 0.1 0 - HY hypothetical protein
OE6075R -0.6 -1.5 0.3 4.95E-06 - ISH transposase (ISH8)
OE6079F -0.5 -1.4 0.1 3.60E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE6096A1R -0.8 -1.7 0.4 8.06E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OEB6099F -0.7 -1.6 0.1 1.71E-12 - HY hypothetical protein
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Anhang

OE6111A1F
OE6113F
OE6128R
OE6130F
OEG6133R
OE6138F
OE6145R
OE6154F
OE6156F
OE6166R
OE6285F
OEG6292R
OEG6296R

OEG6298A1R
OE7001R
OE7008F
OE7011R
OE7015F
OE7023R
OE7024R
OE7026R
OE7027R
OE7034F
OE7034F
OE7036F
OE7037F
OE7038F
OE7039F
OE7042R

OE7043A1F
OE7045F
OE7049R
OE7052F
OE7054R

OE7056A1R

-3.1
-0.5
-0.6
-0.5
-0.4
-0.8

-1.5
-1.8
-1.3
-3.5
-2.3
-1.4
-2
-1.6
-2.1
-1.7
-1.5
-1.7
-1.5
2.7
-1.4

-2.8
-3
-11.6
-9.1
-8.3
-1.5
-1.5
-1.4
-1.4
-1.8

0.3
0.1
0.2
0.4
0.1
0.2
0.1
0.3
0.2
0.2
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
0.3
0.3
0.2
0.2
0.3
0.7
0.3
0.5
0.2
0.5
0.3
0.8
0.4
0.1
0.4
0.2
0.3
0.3

0
5.91E-09
2.00E-09
2.55E-14
5.03E-09
6.50E-09
1.49E-12
7.11E-12
1.25E-09
4.22E-10
1.08E-09
9.45E-08
1.37E-07
6.41E-13
7.24E-07
2.22E-10
2.10E-08
4.51E-05
4.84E-07
3.02E-11
4.97E-09
3.79E-05
4.02E-08
6.10E-09
5.29E-09
6.44E-15
1.70E-08

0
6.08E-10
2.11E-14
5.85E-10
1.60E-05
5.87E-07
1.36E-05
2.38E-08

CHY
CHY
CHY
CHY
ISH
CHY
SIG
HY
CHY
CHY
ISH
ISH
ISH
ISH
CHY
HY
HY
CHY
GEN
GEN
GEN
GEN
CP
CP
CP
GEN
GEN
GEN
SIG
CHY
GEN
CHY
ISH
CHY
CHY

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

transposase (ISH10)

conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein (nonfunctional)
1S1341-type transposase (TCE31)
transposase (ISH6)

transposase (ISH8)

insertion element protein (ISH2)

conserved hypothetical protein

hypothetical protein (encoded by ISH7/ISH24 subtype 1)
hypothetical protein

conserved hypothetical protein (nonfunctional)
gas-vesicle operon protein gvpL1

gas-vesicle operon protein gvpK1

gas-vesicle operon protein gvpJ1

gas-vesicle operon protein gvpl1

gas-vesicle protein gvpA1

gas-vesicle protein gvpA1

gas-vesicle protein gvpC1

gas-vesicle operon protein gvpN

gas-vesicle operon protein gvpO1

parA domain protein

probable signal-transducing histidine kinase / response regulator
conserved hypothetical protein

homolog to TATA-binding transcription initiation factor
conserved hypothetical protein (nonfunctional)
transposase (ISH5)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
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Anhang

OE7057F
OE7064R
OE7089R
OE7092F
OE7095F
OE7097F
OE7100R
OE7101R
OE7102R
OE7104R
OE7106F
OE7116B1R
OE7141R
OE7144R
OE7149F
OE7174R
OE7180F
OE7182F
OE7186F
OE7189F
OE7190R
OE7192F
OE7196F
OE7198F
OE7201R
OE7210R
OE7212B1F
OE7215F
OE8005F
OES8009R
OE8047F
OEB8050F

-0.8
-0.5
-0.7
-0.6
-0.4
-1.8
-0.7
-1.3
-0.8
-0.5
-0.4
-0.4

-0.5
-0.6
-0.7
-0.8
-1.1
-1.1
-0.4
-0.9
-0.5
-0.5
-0.9
-0.5
-0.5

-1.2
-0.4
-0.6
-1.3
-0.6

A7
14
A7
16
13
35
17
25
18
14
14
13
2
15
15
16
A7
22
2.1
13
1.9
14
14
18
14
14
2
24
13
15
25
15

0.2
0.2
0.1
0.2
0.1
0.1
0.2
0.6
0.1
0.3
0.1
0.1
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.3
0.1
0.2
0.3
0.1
0.3
0.1
0.2
0.2
0.3
0.3
0.2

1.32E-10
5.62E-07
1.69E-14
1.96E-09
9.70E-14
0
1.68E-10
5.01E-07
9.33E-15
1.56E-05
6.41E-09
1.82E-08
2.86E-12
5.06E-08
6.30E-09
2.80E-08
5.51E-09
2.73E-11
9.25E-13
4.20E-06
7.62E-09
1.24E-09
4.58E-07
4.41E-08
5.85E-10
1.33E-06
1.40E-14
9.65E-12
1.07E-07
8.12E-07
8.84E-11
4.18E-08

parA6a

CHY
HY
CHY
HY
CHY
ISH
GEN
CHY
CHY
CHY
HY
CHY
GEN
CHY
HY
CHY
HY
MIS
TC
CHY
HY
CHY
GEN
ISH
ISH
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
transposase (ISH10)

parA domain protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
multidrug resistance transport protein homolog
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

probable restriction/modification enzyme
probable TATA-binding transcription initiation factor
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
phage integrase homolog
transposase (ISH8)
transposase (ISH4)

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
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Anhang

Induzierten Gene in 1/rp

ID log2 xfach | stabw p-Wert Gen Funktionsklasse | Genname
OE1001F 0.6 1.5 0.1 8.84E-13 - CHY conserved hypothetical protein
OE1004F 0.6 1.5 0.2 4.13E-09 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein
OE1005F 0.6 1.5 0.3 3.43E-06 - TP ABC-type transport system permease protein
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NAD(P)) (phosphorylating)
OE1154F 1.0 2.0 0.4 2.97E-07 gapB CIM (EC 1.2.1.59)
OE1164R 0.5 1.4 0.2 2.11E-08 - GEN phosphatase homolog
OE1178F 0.4 1.3 0.1 1.88E-08 rmeR MIS type | site-specific deoxyribonuclease (EC 3.1.21.3) subunit rmeR
OE1309F 0.5 1.4 0.3 1.83E-05 pepB1 MIS aminopeptidase (EC 3.4.11.-)
OE1353F 0.7 1.6 0.2 2.45E-08 - HY hypothetical protein
OE1356F 0.7 1.7 0.5 3.61E-05 - CHY conserved hypothetical protein
OE1372R 0.5 1.4 0.2 2.04E-07 rpoP TC DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit P
OE1447R 0.8 1.7 0.3 5.13E-07 - GEN probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
OE1448R 0.4 1.4 0.2 7.74E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE1475F 0.5 1.4 0.3 1.04E-05 - AA 3-dehydroquinate synthase (EC 4.2.3.4) type Il
OE1478R 0.8 1.7 0.1 7.58E-12 tfbF TC transcription initiation factor TFB
OE1515R 0.4 1.3 0.2 7.02E-07 smc CP chromosome segregation protein
OE1553F 0.4 1.3 0.2 6.21E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1554R 0.5 1.4 0.3 3.00E-05 - CHY conserved hypothetical protein
ABC-type transport system permease protein (probable substrate
OE1678R 0.7 1.6 0.2 2.78E-10 pstC2 TP phosphate)
OE1684F 1.0 2.0 0.5 2.02E-06 cysD AA sulfate adenylyltransferase (EC 2.7.7.4) small subunit
OE1687F 0.7 1.6 0.3 2.47E-06 aspS TL aspartate--tRNA ligase (EC 6.1.1.12)
OE1710R 1.0 2.0 0.5 1.31E-06 korB CIM oxoglutarate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.3) beta subunit
OE1711R 1.2 23 0.3 2.39E-09 korA CIM oxoglutarate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.3) alpha subunit
OE1748R 0.5 1.4 0.2 1.33E-08 cna RMT probable rRNA methylase
OE1782F 0.4 1.3 0.2 5.11E-06 - GEN sufB domain protein
OE1789R 0.5 1.4 0.1 5.88E-09 - CHY conserved hypothetical protein
OE1794R 0.8 1.8 0.5 2.46E-05 - CHY conserved hypothetical protein
OE1797R 0.6 1.5 0.2 1.05E-07 SirR REG transcription regulator sirR
OE1807R 0.4 1.4 0.2 6.45E-07 thrC2 AA threonine synthase (EC 4.2.3.1)
OE1858F 0.5 1.4 0.2 1.43E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1862F 0.6 1.5 0.2 4.19E-07 ywaD MIS probable peptidase (EC 3.4.11.-)
OE1876R 0.7 1.6 0.4 2.19E-05 petA EM cytochrome bc1 complex (EC 1.10.2.-) Rieske iron-sulfur protein
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Anhang

OE1878R
OE1915F
OE1934R
OE1954F
OE1960F
OE1964F
OE1965F
OE1967F
OE1972F

OE2014F
OE2159R
OE2165R
OE2201F
OE2205F
OE2222F

OE2225F
OE2284F
OE2373F
OE2383R
OE2402F
OE2495F
OE2532R
OE2554R
OE2572F
OE2622R
OE2623R
OE2627F
OE2631F
OE2632F
OE2635F
OE2637F
OE2638F
OE2641F
OE2648F
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0.6
0.5
0.9
0.7
1.1
0.9
0.6
0.5
0.4

0.4
0.7
0.5
0.7
1.0
14

1.6
0.5
0.6
0.4
0.4
0.6
0.5
0.5
0.8
0.6
1.0
0.7
0.8
0.7
0.8
14
1.7
1.3
0.5

1.5
1.4
1.9
1.6
21
1.8
1.5
1.4
1.3

1.3
1.6
1.4
1.6
2.0
2.7

2.9
14
15
13
13
15
1.4
15
17
15
2.0
16
1.7
16
18
2.7
3.3
24
14

0.2
0.1
0.2
0.4
0.2
0.3
0.2
0.2
0.2

0.2
0.3
0.2
0.3
0.3
0.3

0.1
0.2
0.1
0.2
0.1
0.2
0.1
0.1
0.4
0.1
0.2
0.3
0.2
0.2
0.4
0.4
0.2
0.1
0.2

1.34E-08
3.43E-11
1.62E-12
5.40E-06
3.68E-11
9.95E-08
1.82E-08
1.42E-06
6.16E-07

5.01E-08
1.37E-06
2.95E-08
1.46E-07
4.30E-10
4.58E-11

0
5.35E-09
5.80E-11
7.73E-06
1.24E-13
6.94E-09
5.40E-11
2.55E-10
8.43E-06
2.96E-12
1.69E-11
2.48E-07
1.48E-09
5.65E-09
1.09E-06
2.13E-09
8.88E-16

0
4.84E-08

edp
nuoB
nuoJ2
nuoL
nuoM
nuoN

memA1

fdfT
rps3aR
rps15
chiA1
chiA2

dmsB
aatA
pta
flaG

porB
porA
rps13
rpoD
rpl18R
rps9
rpoN
rpoK
ps2

CHY

CHY
MIS
EM
EM
EM
EM
EM
LIP

LIP
TL
TL
MIS
MIS
HY

EM
TL
MIS
MOT
CHY
COM
CHY
CHY
CHY
CIM
CIM
TL
TC
TL
TL
TC
TC
TL
CHY

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

proteinase IV (EC 3.4.-.-)

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit B
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit J2
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit L

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit M
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit N

methylmalonyl-CoA mutase (EC 5.4.99.2) subunit A
farnesyl-diphosphate farnesyltransferase (EC 2.5.1.21) (squalene
synthase)

ribosomal protein S3a.eR
ribosomal protein S15
chitinase (EC 3.2.1.14)
chitinase (EC 3.2.1.14)

hypothetical protein
dimethylsulfoxide reductase (EC 1.8.-.-) subunit B (electron transfer
protein)

aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase (EC 6.3.5.-) subunit A
probable phosphate acetyltransferase (EC 2.3.1.8)

fla cluster protein flaG

conserved hypothetical protein

6-pyruvoyltetrahydropterin synthase (EC 4.2.3.12)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

pyruvate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.1) beta subunit
pyruvate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.1) alpha subunit
ribosomal protein S13

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit D
ribosomal protein L18.eR

ribosomal protein S9

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit N
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit K
ribosomal protein S2

conserved hypothetical protein




Anhang

OE2662F
OE2664F
OE2667F
OE2679R
OE2698R
OE2712R
OE2728R
OE2776F
OE2853R
OE2857F
OE3036F
OE3063F
OE3106F
OE3107F
OE3114R
OE3154R

OE3168R
OE3246F
OE3322F
OE3388F
OE3389F
OE3390F
OE3392F
OE3393F
OE3395F
OE3398F
OE3402F
OE3404F
OE3405F
OE3407F
OE3410F
OE3411F
OE3414F
OE3416F

0.8
1.0
0.9
0.5
0.5
0.6
0.5
0.4
0.5
0.5
0.6
0.4
0.5
0.7
1.0
0.7

0.9
0.4
0.4
1.0
1.1
1.5
0.7
1.2
1.5
1.4
1.2
0.7
1.6
1.5
14
1.6
1.5
1.8

17
2.0
1.9
14
14
15
1.4
13
14
14
15
13
14
16
2.0
16

1.9
1.3
1.3
2.0
22
2.8
1.6
22
2.8
2.7
2.2
1.6
3.0
2.9
2.6
3.0
2.9
3.4

0.2
0.2
0.1
0.1
0.2
0.3
0.3
0.1
0.2
0.1
0.2
0.3
0.2
0.1
0.1
0.1

0.2
0.2
0.2
0.3
0.3
0.2
0.1
0.4
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
0.3
0.4
0.4
0.1
0.2

5.03E-11
3.15E-10
5.88E-14
2.16E-10
4.77E-08
1.12E-06
5.16E-06
4.03E-09
6.19E-07
1.83E-09
1.14E-07
4.60E-05
1.82E-08
5.85E-12
3.33E-15
2.61E-11

3.13E-11
1.99E-07
4.12E-06
7.05E-10
2.89E-10
4.63E-13
1.74E-11
6.88E-09
0
9.99E-15
3.46E-14
1.47E-12
0
2.04E-11
1.43E-09
1.06E-10
0
1.49E-14

rpl7aR

ps28R
ndk

pI21R

gdhA2

IrpA2

mtfk2
mat
glyA
asd

bop

cbiP

mpl3
pl4R
pl23
mpl2
ps19
ps3

pl14
pl24
ps4R
pl5
rps8
pl6
pl18
pl30

TL
TL
NUM
TL
CHY
SIG

REG
MIS
MIS

EM
CHY
CHY
MIS

GEN
COM
CHY
TL
TL
TL
TL
TL
TL
CHY
TL
TL
TL
TL
TL
TL
TL
TL

ribosomal protein L7a.eR/HS6

ribosomal protein S28.eR

nucleoside-diphosphate kinase (EC 2.7.4.6)

ribosomal protein L21.eR

conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase

glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.-)

probable transcription regulator

FKBP-type peptidylprolyl isomerase (EC 5.2.1.8)
methionine adenosyltransferase (EC 2.5.1.6)

glycine hydroxymethyltransferase (EC 2.1.2.1)
aspartate-semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.11)

bacteriorhodopsin
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable protein acetyltransferase
pyridoxal phosphate-dependent aminotransferase (homolog to
acetylornithine aminotransferase)

cobyric acid synthase (EC 6.3.1.-)

conserved hypothetical protein
ribosomal protein L3
ribosomal protein L4.eR
ribosomal protein L23
ribosomal protein L2
ribosomal protein S19
ribosomal protein S3
conserved hypothetical protein
ribosomal protein L14
ribosomal protein L24
ribosomal protein S4.eR
ribosomal protein L5
ribosomal protein S8
ribosomal protein L6
ribosomal protein L18

ribosomal protein L30
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Anhang

OE3462R
OE3541R
OE3542R
OE3544F
OE3560F
OE3580R
OE3616F
OE3706F
OE3708R
OE3710R
OE3718F
OE3744R
OE3762R
OE3798R
OE3899R
OE3901R

OE3908R
OE3922R
OE3923F
OE3946F

OE3951R
OE4012F
OE4069R
OE4073R
OE4197F
OE4258F
OE4300R

OE4301R
OE4302R

OE4303R
OE4307F

OE4311F
OE4316F
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0.5
1.5
1.7
1.1
0.5
0.8
0.5
0.5
0.8
0.4
0.6
0.6
0.4
0.4
1.0
1.2

0.8
1.1
55
0.8

0.4
0.4
0.5
0.9
0.6
0.5
0.5

0.9

0.9

0.9
0.6

1.7
1.3

14
2.8
3.2
2.1
14
1.7
1.4
14
17
13
15
15
13
13
2.0
2.3

1.8
21
45.9
1.8

13
13
1.4
1.9
15
14
15

1.8

1.9

1.8
1.5

3.3
25

0.2
0.4
0.3
0.2
0.2
0.2
0.3
0.2
0.4
0.3
0.4
0.2
0.2
0.1
0.5
0.2

0.3
0.1
0.2
0.4

0.3
0.3
0.2
0.1
0.3
0.2
0.3

0.1

0.3

0.3
0.2

0.5
0.4

2.43E-06
9.42E-10
5.63E-13
4.60E-12
4.63E-08
8.08E-09
3.00E-05
1.08E-08
2.67E-06
3.26E-05
2.51E-05
7.32E-10
1.13E-05
1.71E-08
8.58E-07
1.27E-12

4.11E-08

1.79 E-10
0

5.30E-07

4.80E-05
1.52E-05
8.39E-07
3.49E-14
5.50E-07
3.79E-07
2.28E-06

1.67E-13

3.57E-09

5.23E-09
1.06E-09

8.45E-10
9.92E-10

hsp20F

idiA
thrS
deoC

trh5
trkA6
ftsZ3

glpK

mutT
hat2

phnC
glnA
Irp

apt2

hcpB

hdrD

dppF1
dppD1
dppC1
alys
dppA3
dppC3

HY
CHP
GEN
MIS
LIP
TL
CiM
CHY
REG
GEN
MIS
CE
CiM
CHY
MIS
MIS

P

REG
CHY

NUM
CHY
HY
EM
CHY
GEN
CHY

P

P

P
L

P
s

hypothetical protein

hsp20-type molecular chaperone

glutamine-rich alkaline protein

probable ferredoxin-NAD+ reductase (EC 1.18.1.3)
isopentenyl-diphosphate delta-isomerase (EC 5.3.3.2)
threonine--tRNA ligase (EC 6.1.1.3)
deoxyribose-phosphate aldolase (EC 4.1.2.4)
conserved hypothetical protein

probable transcription regulator

trkA domain protein

cell division protein ftsZ

probable cell surface glycoprotein

glycerol kinase (EC 2.7.1.30)

conserved hypothetical protein

probable ADP-ribose pyrophosphatase (EC 3.6.1.13)

probable N-acetyltransferase (EC 2.3.1.-)
ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
phosphate/phosphonate)

glutamate—ammonia ligase (EC 6.3.1.2)
global transcription regulator

conserved hypothetical protein
purine phosphoribosyltransferase (adenine phosphoribosyltransferase (EC
2427)

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
halocyanin hcpB

conserved hypothetical protein
iron-sulfur protein (4Fe-4S)

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system permease protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

glycine--tRNA ligase (EC 6.1.1.14)
ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein
(probable substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system permease protein




Anhang

OE4320R
OE4336R

OE4339R
OE4365F
OE4374R
OE4376R
OE4380F
OE4418R
OE4419R
OE4424R
OE4450R
OE4492F

OE4551F

OE4552F
OE4601F
OE4636F
OE4650R
OE4651F

OE4654F
OE4667R
OE4718F
OE4735R
OE4738R
OE4739R
OE4740R
OE4742R
OEA4748F
OEA4759F
OES5090F
OE5116R
OE5119R
OE5186R
OE5200R
OE5204R

0.8
0.7

1.0
0.4
0.5
0.8
0.6
0.7
0.6
1.7
0.7
0.6

0.7

1.0
0.7
0.4
0.5
1.2

14
0.6
0.6
0.7
0.8
0.8
1.2
0.5
0.9
0.6
0.4
0.5
0.4
0.5
0.5
0.8

1.7
1.7

2.0
13
14
1.7
15
16
15
3.3
16
15

1.7

2.0
1.6
1.3
1.4
24

2.7
15
15
16
1.7
1.7
2.2
14
1.8
15
13
14
13
1.4
14
17

0.4
0.3

0.3
0.2
0.1
0.3
0.1
0.4
0.2
0.3
0.1
0.3

0.2

0.2
0.3
0.3
0.3
0.3

0.3
0.4
0.4
0.4
0.1
0.1
0.3
0.2
0.5
0.3
0.2
0.2
0.2
0.1
0.2
0.3

1.68E-06
4.89E-07

2.41E-09
2.52E-07
4.85E-10
8.03E-07
4.30E-11
1.39E-05
4.15E-10
6.29E-13
6.04E-14
1.52E-06

7.50E-11

1.42E-11
8.88E-07
3.02E-05
1.07E-05
5.25E-10

8.08E-11
4.06E-05
1.10E-05
1.93E-05
3.15E-14
6.51E-14
1.39E-10
4.97E-07
5.45E-06
8.06E-07
6.35E-08
5.33E-08
1.51E-07
1.56E-09
3.61E-08
1.82E-07

nosY

nosF

orc7

argH
rad3b
srp54

dppA2

dppB2

thiDN

vacB
rps7

nusA
rpoA2
rpoA1
rpoB2

csg

gvpJ2

gvpH2
perA
gltP

arcD

CHY
P

P
CHY
CHY
CHY
cp
HY

GEN
SEC
CHY

P

s
CHY
CHY
HY
cIM

com
TP
GEN
L
TC
TC
TC
TC
CHY
CE
HY
GEN
GEN
MIs
TP
TP

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system permease protein (probable substrate copper)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
copper)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

cdc6-type chromosome replication protein
hypothetical protein

argininosuccinate lyase (EC 4.3.2.1)

DNA repair helicase homolog

signal recognition particle 54K protein

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein
(probable substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system permease protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

probable ribose-1
phosphomethylpyrimidine kinase (EC 2.7.4.7) / thiamin biosynthesis
protein thiN

ABC-type transport system ATP-binding protein

ribonuclease R homolog

ribosomal protein S7

probable transcription termination factor nusA

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit A" (subunit C)
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit A" (subunit A)
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit B"

conserved hypothetical protein

major cell surface glycoprotein

hypothetical protein

gas-vesicle operon protein gvpJ2

gas-vesicle operon protein gvpH2

catalase (EC 1.11.1.6) (including: peroxidase (EC 1.11.1.7))
glutamate/aspartate transport protein

arginine/ornithine antiporter
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Anhang

OE5294R 0.6 15 0.2 1.23E-07 - HY hypothetical protein

OE7022R 0.5 1.4 0.2 4.68E-09 gvpM1 GEN gas-vesicle operon protein gvpM1
OE7024R 0.5 1.4 0.1 3.08E-10 gvpK1 GEN gas-vesicle operon protein gvpK1
OE7033R 0.7 1.6 0.4 1.24E-05 gvpD1 REG regulatory protein gvpD
OE7159R 0.6 1.5 0.2 1.07E-08 - ISH transposase (ISH7)

Reprimierten Gene in 1/rp

ID log2 xfach | stabw p-Wert Gen Funktionsklasse | Genname
OE1029R -0.5 -1.4 0.2 1.95E-07 - HY hypothetical protein
OE1031F -0.6 -1.5 0.1 1.15E-10 - ISH transposase (ISH10)
OE1036F -0.5 -1.4 0.3 1.03E-05 - HY hypothetical protein
OE1059R -0.4 -1.4 0.1 5.28E-11 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional)
OE1070R -0.7 -1.6 0.4 3.72E-06 - ISH 1S1341-type transposase (TCE32)
OE1071F -0.5 -1.4 0.2 1.29E-08 - ISH transposase (ISH4)
OE1081R -1.6 -3.0 0.2 2.95E-14 gthé GEN probable glycosyltransferase
OE1083R -1.3 -2.4 0.7 4.57E-06 - ISH transposase (ISH3)
OE1162R -0.8 -1.7 0.3 1.63E-08 cspD1 GEN probable cold shock protein
OE1231R -0.6 -1.5 0.3 2.74E-07 - ISH insertion element protein (ISH2)
OE1236F -0.6 -1.5 0.2 1.86E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1277F -0.4 -1.3 0.1 4.16E-10 trxA3 EM thioredoxin
OE1442R -0.7 -1.7 0.3 7.47E-07 - CHY conserved hypothetical protein
OE1506R -0.5 -1.5 0.2 2.83E-07 - ISH transposase (ISH8)
OE1538F -0.5 -1.4 0.2 2.77E-07 - - [del] spurious ORF
OE1620R -0.9 -1.9 0.1 2.83E-13 purNH NUM phosphoribosylglycinamide formyltransferase (EC 2.1.2.2)
OE1651F -0.6 -1.5 0.3 1.14E-06 - GEN ribosomal protein S10 homolog
OE1806R -0.7 -1.6 0.3 1.40E-07 - TP TRAP-type transport system periplasmic substrate-binding protein
OE1821R -0.4 -1.3 0.2 7.04E-06 rpl36aR TL ribosomal protein L36a.eR (HLA)
OE1887F -0.6 -1.5 0.3 9.48E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE1978R -0.5 -1.4 0.3 1.80E-05 - CHY conserved hypothetical protein
OE2012R -0.7 -1.6 0.3 3.27E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE2044F -0.5 -1.4 0.2 4.56E-07 - GEN probable heavy metal binding protein
OE2084R -0.8 -1.7 0.5 2.97E-05 tfbB TC transcription initiation factor TFB
OE2126F -0.5 -1.4 0.2 4.77E-09 - GEN homolog to NAD kinase

probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (zinc-containing alcohol dehydrogenase

OE2199F -1.0 -2.0 0.4 2.65E-07 - GEN family)
OE2273F -0.4 -1.3 0.1 7.75E-10 - CHY conserved hypothetical protein
OE2289F -0.6 -1.5 0.2 1.62E-09 - CHY conserved hypothetical protein
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Anhang

OE2466F
OE2515F
OE2521R
OE2580F
OE2740F
OE2808F
OE2813R
OE2872F
OE2874F
OE2875R
OE2900F
OE2924R
OE2945F
OE3008F
OE3028R
OE3067F
OE3084F
OE3097R
OE3100F
OE3139R
OE3187R
OE3229R
OE3249F
OE3268F
OE3312R
OE3319R
OE3582F
OE3728R
OE3730R
OE3731R
OE3732R
OE3822R
OE3930R
OE3942R
OE3949R
OE3983R
OE3989R
OE4043R
OE4187R

-0.6
-1.0
-0.7
-0.5
-1.1
-0.7
-0.4
-0.8
-0.6
-0.7
-0.7
-0.9
-0.6
-1.0
-1.2
-0.5
-0.5
-0.7
-1.2
-0.5
-0.5
-0.6
-0.5
-0.7
-0.8
-0.6
-0.6
-0.8
-0.8
-0.9
-1.1
-0.5
-0.6
-0.5
-0.6
-0.5
-0.6
-0.7
-0.7

15
2.0
16
14
22
16
13
A7
15
16
16
138
15
2.0
23
14
14
16
23
14
14
15
14
16
A7
15
15
138
A7
18
2.1
14
16
14
15
14
15
16
A7

0.3
0.6
0.1
0.1
0.6
0.3
0.2
0.2
0.1
0.3
0.1
0.4
0.1
0.4
0.2
0.2
0.1
0.4
0.6
0.1
0.2
0.1
0.2
0.2
0.3
0.2
0.2
0.4
0.4
0.3
0.3
0.3
0.3
0.2
0.2
0.1
0.4
0.1
0.1

1.87E-06
6.96E-06
3.28E-13
8.30E-10
4.02E-06
1.85E-06
2.68E-07
6.31E-09
3.95E-11
7.83E-07
2.97E-11
2.73E-06
6.95E-12
1.06E-07
9.81E-12
7.43E-07
5.45E-10
2.94E-06
2.59E-06
5.91E-10
3.66E-08
1.27E-10
1.19E-07
1.88E-09
2.98E-08
1.30E-09
4.44E-09
4.21E-07
4.20E-06
2.70E-08
5.33E-09
1.33E-05
8.90E-07
9.67E-08
1.00E-08
1.00E-11
2.05E-05
1.55E-15
1.49E-14

maoC3
ocd2
msrB

bip
purF

hmcA

cbiM
cspD2

purQ
purS

agrx1
crtY
atpK

HY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY
CHY

HY
CHY
GEN

MIS
CHY
HY
CHY
HY
GEN
NUM
GEN
COM
GEN
CHY
MIS
COM
GEN
CHY
CHY
NUM
NUM
CHY
MIS
CHY
MIS
LIP
EM
HY
GEN

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

maoC family protein

ornithine cyclodeaminase (EC 4.3.1.12)

peptide methionine sulfoxide reductase (R-form specific)
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

bacterioopsin-linked protein bip
amidophosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.14)

upsA domain protein

magnesium chelatase (EC 6.6.1.1) (protoporphyrin IX magnesium-chelatase)
conserved cobalamin operon protein

conserved hypothetical protein

probable oxidoreductase (aldo-keto reductase family protein)
cbiM protein

probable cold shock protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component |
phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component purS
conserved hypothetical protein

ribonuclease

conserved hypothetical protein

probable glutaredoxin

lycopene cyclase (EC 1.14.-.-)

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit K

hypothetical protein

probable DNA-binding protein
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Anhang

OE4230F
OE4494R
OE4561F
OE4562R
OE4571R
OE4607R
OE4612F
OE4648F
OE4670F
OE4707R
OES5025F
OES5048F
OE5071F
OE5125F
OE5147R
OE5160F
OE5174R
OE5234R
OEb5243F
OE5246R
OE5248F
OE5260F
OE5340R
OE5359R
OE5363R
OE5393F
OE5407F
OE5418F
OE5433F
OE5447R
OE6040R
OE6049R
OE6058F
OEG6063F
OE6070R
OE6071R
OE6075R
OE6085R
OE6087R
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08
0.4
12
06
07
04
13
05
1.1
0.4
06
06
05
1.0
05
1.0
08
07
14
14
06
08
07
14
1.1
1.1
08
12
13
07
14
08
08
05
05
08
07
06
07

-1.8
-1.3
-2.3
-1.5
-1.6
-1.4
-2.4
-1.4
-2.2
-1.3
-1.5
-1.5
-1.4
-2.0
-1.4
-1.9
-1.7
-1.7
-2.7
-2.6
-1.5
-1.8
-1.6
-2.7
-2.1
-2.1
-1.8
-2.2
-2.4
-1.6
-2.5
-1.8
-1.7
-1.4
-1.4
-1.8
-1.6
-1.5
-1.6

0.1
0.2
0.3
0.2
0.3
0.2
0.4
0.3
0.6
0.2
0.1
0.2
0.3
0.3
0.1
0.2
0.2
0.2
0.6
0.3
0.1
0.1
0.3
0.8
0.5
0.5
0.1
0.7
0.7
0.4
0.2
0.3
0.4
0.3
0.2
0.3
0.3
0.1
0.4

5.79E-13
2.03E-07
3.53E-10
1.97E-08
1.34E-07
3.89E-06
8.41E-09
6.65E-06
3.62E-06
3.87E-06
2.47E-11
4.21E-07
5.83E-06
7.49E-09
3.61E-09
5.97E-13
2.12E-09
6.41E-09
2.91E-07
8.58E-12
3.83E-11
1.55E-15
7.04E-07
8.51E-06
1.60E-06
1.60E-06
1.10E-12
1.04E-05
1.06E-05
1.58E-05
6.48E-13
4.09E-08
8.28E-07
2.22E-06
3.89E-07
5.70E-08
1.67E-06
4.91E-13
4.24E-06

yuxL

entB
pepB3
flaG2
hly
trxA2

letP

tbE

MIS

CHY
CoMm
cP
MOT
MIS
EM
CHY
CHY
CHY
CHY
GEN
cP
Iz
CIM
CHY
CHY
SIG
P
CHY
ISH
ISH
ISH
ISH
ISH
ISH
ISH
ISH

CHY
CHY

LIs
CHY
TC
ISH
CHY
CHY

probable acylaminoacyl-peptidase (EC 3.4.19.1)
[del] spurious ORF

conserved hypothetical protein

probable isochorismatase (EC 3.3.2.1)
probable leucyl aminopeptidase (EC 3.4.11.1)
flaG2 protein (homolog to fla cluster protein flaG)
serine protease halolysin R4 (EC 3.4.21.-)
thioredoxin

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein (nonfunctional)
conserved hypothetical protein

PQAQ repeat protein

gas-vesicle protein gvpA2

ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein
glycerol dehydrogenase (EC 1.1.1.6)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein (nonfunctional)
transducer protein car

ABC-type transport system permease protein
conserved hypothetical protein

transposase (ISH10)

transposase (ISH8) (nonfunctional)
transposase (ISH3)

insertion element protein (ISH2)

insertion element protein (ISH2)

transposase (ISH8)

insertion element protein (ISH2)

transposase (ISH3)

[del] spurious ORF

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

[del] spurious ORF

probable L-lactate permease

conserved hypothetical protein

transcription initiation factor TFB

transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein




Anhang

OEG088R
OEG089R
OEG6093F
OEG099F
OE6107R
OE6110R
OE6111R
OE6114R
OE6118F
OE6120F
OE6126R
OE6130F
OE6133R
OE6165R
OE6353F
OE7001R
OE7008F
OE7014F
OE7019F
OE7020F
OE7052F
OE7054R
OE7056F
OE7060R
OE7063R
OE7064R
OE7071F
OE7077F
OE7082F
OE7089R
OE7092F
OE7093R
OE7094F
OE7099R
OE7105F
OE7106F
OE7109R
OE7111F
OE7118R

-0.6
-1.2
-0.5
-1.4
-0.5
-0.7
-0.7
-0.7
-2.3
-1.3
-1.1
-2.4
-0.9
-1.3
-1.2
-0.4
-0.7
-1.0
-0.8
-0.4
-1.3
-0.6
-1.3
-0.8
-0.6
-0.8
-0.8
-0.4
-0.4
-0.8
-0.7
-1.0
-0.8
-0.5
-1.0
-0.9
-0.8
-1.0
-0.9

15
23
14
27
14
A7
16
16
4.9
24
22
54
1.9
24
22
13
16
2.0
A7
13
24
15
24
18
16
A7
138
14
14
A7
16
2.0
1.8
14
2.0
1.9
18
2.0
1.9

0.3
0.4
0.1
0.2
0.2
0.3
0.2
0.1
0.4
0.4
0.6
0.4
0.1
0.7
0.6
0.3
0.4
0.7
0.1
0.2
0.3
0.1
0.4
0.5
0.3
0.2
0.1
0.3
0.2
0.1
0.3
0.3
0.1
0.1
0.3
0.5
0.4
0.1
0.3

7.52E-07
1.79E-08
2.67E-09
9.33E-15
4.62E-07
1.30E-07
1.14E-08
5.41E-12
1.71E-12
2.27E-09
2.46E-06
2.61E-12
2.44E-14
7.13E-06
3.73E-06
4.58E-05
5.87E-06
4.03E-05
9.89E-12
7.38E-06
2.16E-10
1.29E-12
1.37E-08
9.89E-06
1.92E-06
4.11E-10
3.77E-15
3.78E-05
3.27E-07
2.22E-16
1.92E-06
1.67E-09
3.02E-12
4.06E-12
1.10E-09
2.93E-06
2.58E-06
5.77E-15
1.04E-08

ISH
MIS
HY
ISH

CHY
HY
HY
ISH

CHY
ISH
ISH
ISH

CHY
HY

RRR
ISH
HY
ISH

CHY

ISH

HY
GEN
GEN
CHY
CHY

HY

LIP
CHY
CHY
GEN

HY

ISH
CHY
CHY

[del] spurious ORF

1S1341-type transposase (TCE32)

probable phenazine biosynthesis protein

hypothetical protein

transposase (ISH11)

[del] spurious ORF

[del] spurious ORF

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

insertion element protein (ISH2)

conserved hypothetical protein

transposase (ISH10)

transposase (ISH3)

insertion element protein (ISH2)

conserved hypothetical protein

hypothetical protein (encoded by ISH7/ISH24 subtype 1)
plasmid replication protein repH

transposase (ISH8)

hypothetical protein

transposase (ISH5)

conserved hypothetical protein

[del] spurious ORF

insertion element protein (ISH2)

[del] spurious ORF

hypothetical protein

rhodanese domain protein / probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
rhodanese domain protein / probable metallo-beta-lactamase family hydrolase
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

isopentenyl-diphosphate delta-isomerase (EC 5.3.3.2)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

homolog to cell division control protein cdc6
hypothetical protein

insertion element protein (ISH2)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
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Anhang

OE7131R
OE7133F
OE7134R
OE7135R
OE7136R
OE7139R
OE7141R
OE7143R
OE7144R
OE7146R
OET7147F
OE7155R
OE7161R
OE7166F
OE7169F
OE7170R
OE7171F
OE7174R
OE7177F
OET7178F
OE7180F
OE7185F
OE7186F
OE7189F
OE7190R
OE7191F
OE7193R
OET7194F
OE7198F
OE7206F
OE7207F
OE7212R
OE7215F
OE7216F
OE7220F
OE7224R
OE8047F

-0.7
-1.0
-0.7
-0.6
-0.8
-0.6
-0.5
-0.6
-0.9
-0.6
-1.0
-0.6
-0.8
-0.5
-0.5
-0.8
-0.6
-0.6
-0.8
-0.6
-0.6
-1.0
-1.0
-0.7
-1.6
-1.0
-0.9
-1.1
-0.8
-0.7
-0.6
-0.5
-0.7
-0.5
-0.8
-0.9
-0.8

16
2.0
A7
15
18
15
14
15
1.9
15
2.0
15
A7
14
14
A7
15
15
A7
15
15
2.1
2.0
16
3.0
1.9
1.9
22
A7
A7
15
15
16
14
A7
138
1.7

0.2
0.2
0.3
0.2
0.3
0.2
0.3
0.2
0.3
0.1
0.4
0.2
0.4
0.2
0.3
0.2
0.3
0.3
0.2
0.2
0.2
0.4
0.5
0.4
0.1
0.1
0.6
0.4
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.3
0.2
0.5
0.1

6.95E-09
7.01E-13
4.11E-08
2.86E-08
1.32E-08
3.66E-08
4.80E-05
1.93E-07
4.76E-09
1.78E-10
2.85E-07
1.77E-09
3.68E-06
4.03E-07
4.49E-05
2.11E-09
6.78E-06
2.25E-06
1.10E-10
5.22E-09
3.96E-10
7.96E-08
7.59E-07
4.46E-06
2.22E-16
1.46E-13
4.94E-05
1.94E-08
4.30E-05
2.90E-06
2.60E-07
7.86E-08
1.27E-14
4.54E-06
2.68E-10
3.72E-06
2.22E-15

tfbl1b

CHY
CHY
CHY
CHY
HY
HY
GEN
CHY
CHY
TC
ISH
CHY
CHY
CHY
ISH
ISH
HY
CHY
CHY
RRR
HY
MIS
TC
CHY
HY

RRR
ISH
HY
HY

CHY
CHY
HY
ISH
CHY

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

multidrug resistance transport protein homolog
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
transcription initiation factor TFB (nonfunctional)
transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
transposase (ISH3) (nonfunctional)
transposase (ISH4)

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
plasmid replication protein repl
hypothetical protein

ATP-dependent helicase (EC 3.6.1.-)
probable TATA-binding transcription initiation factor
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

[del] spurious ORF

[del] spurious ORF

plasmid replication protein repJ
transposase (ISH8)

hypothetical protein

hypothetical protein

[del] spurious ORF

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

insertion element protein (ISH2)
conserved hypothetical protein
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Induzierten Gene in AlrpAl

ID log2 xfach | stabw p-Wert Gen Funktionsklasse | Genname
OE1156F 0.4 1.3 0.2 1.11E-08 | hsp20A CHP hsp20-type molecular chaperone
OE1279R 0.5 1.4 0.3 9.22E-08 | rpoeps TC DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) epsilon subunit
OE1405R 0.7 1.6 0.2 4.04E-11 | - CHY conserved hypothetical protein
OE1765R 0.5 14 0.1 4.66E-15 | pan2 CP proteasome-activating nucleotidase
OE1781F 1 21 0.1 0 - GEN ATP-binding sufC-like protein
OE1782F 0.7 1.6 0.2 9.70E-12 | - GEN sufB domain protein
OE1783F 0.9 1.8 0.1 0 - GEN sufB domain protein
OE1794R 0.9 1.8 0.2 9.10E-15 | - CHY conserved hypothetical protein
OE1797R 1.3 2.5 0.3 411E-14 | sirR REG transcription regulator sirR
OE2084R 0.5 1.4 0.2 7.58E-09 | tfbB TC transcription initiation factor TFB
OE2281R 0.5 1.4 0.2 2.13E-10 | tfbD TC transcription initiation factor TFB
OE2370R 0.5 1.4 0.2 8.45E-12 | gufA TP transport protein (probable substrate zinc)
OE2618R 1 2 0.2 4.44E-16 | - CHY conserved hypothetical protein
pyridoxal phosphate-dependent aminotransferase (probable aspartate
OE2619F 24 5.1 0.2 0 aspB3 AA aminotransferase (EC 2.6.1.1))
OE2886R 0.4 1.3 0.2 2.57E-07 |- ISH transposase (ISH1)
OE2906R 0.4 14 0.4 3.74E-05 | sod2 MIS superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 2
OE3008F 0.4 1.4 0.3 6.46E-07 | msrB MIS peptide methionine sulfoxide reductase (R-form specific)
OE3136F 1.2 2.4 0.3 4.24E-13 | - CHY conserved hypothetical protein
OE3500R 0.4 14 0.1 7.09E-12 | nirGH COM heme biosynthesis protein nirGH
OE3659F 0.5 1.4 0.3 1.55E-07 | - CHY conserved hypothetical protein
OE3815R 0.6 1.5 0.4 1.67E-06 | - CHY conserved hypothetical protein
OE3901R 0.4 1.3 0.2 1.45E-08 | hat2 MIS probable N-acetyltransferase (EC 2.3.1.-)
OE4077F 0.5 1.4 0.2 3.00E-08 | - HY hypothetical protein
OE4189F 1.1 2.2 0.4 4.13E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE4196R 0.4 1.3 0.3 7.94E-07 | - CHY conserved hypothetical protein
OE4217R 0.5 14 0.3 6.99E-07 | fdx EM ferredoxin (2Fe-2S)
ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable
OE4311F 0.7 1.7 0.2 2.88E-11 | dppA3 TP substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)
OE4427R 1.3 25 0.9 3.84E-06 | dpsA MIS ferritin
OE4563F 0.6 1.5 0.3 1.70E-08 | - CHY conserved hypothetical protein
OE4613F 0.9 1.9 0.5 4.53E-08 | acn CIM aconitate hydratase (EC 4.2.1.3)
OE4622F 0.5 1.4 0.3 3.11E-06 | - GEN rhodanese domain protein
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Anhang

OE4648F 0.4 14 0.2 1.47E-07 | trxA2 EM thioredoxin
OE4727R 0.8 1.7 0.4 8.77E-08 | - ISH 1S1341-type transposase (TCE31)
OE5048F 0.5 1.5 0.3 2.95E-08 | - CHY conserved hypothetical protein
OE5083R 0.7 1.6 0.4 2.33E-06 | hsp20E CHP hsp20-type molecular chaperone
OE5162D1F 0.6 1.5 0.4 2.00E-06 | - CHY conserved hypothetical protein
OE5186R 1.3 24 0.2 0 perA MIS catalase (EC 1.11.1.6) (including: peroxidase (EC 1.11.1.7))
OE5268R 0.4 14 0.1 1.14E-13 | - TP ABC-type transport system ATP-binding protein
OE6074R 0.6 1.5 0.1 9.01E-13 | - HY hypothetical protein
OEG6093F 0.4 1.3 0.2 2.34E-08 | phzF MIS probable phenazine biosynthesis protein
OE6130F 2.7 6.7 0.7 2.71E-13 | - CHY conserved hypothetical protein
OE6156F 0.9 1.9 0.3 2.04E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE6166R 0.5 1.4 0.3 2.19E-06 | - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional)
OE7063A1R 0.4 14 0.3 2.17E-06 | - HY hypothetical protein
OE7068R 0.7 1.6 0.5 5.49E-06 | - CHY conserved hypothetical protein
OE7190R 0.6 1.5 0.3 2.19E-08 | - HY hypothetical protein
OE7194F 0.5 14 0.2 2.17E-09 | repJ1 RRR plasmid replication protein repJ
Reprimierten Gene in AlrpAl
ID log2 xfach | stabw p-Wert Gen Funktionsklasse | Genname
OE7043A1F 24 -54 0.4 2.22E-16 | - CHY conserved hypothetical protein
OE2621R -1.7 -3.2 0.6 1.52E-10 | IpA1 REG transcription regulator
OE7039F -1.3 -25 0.7 6.86E-08 | parA7 GEN parA domain protein
OE5071F -1.3 -2.4 0.7 6.68E-08 | - GEN PQQ repeat protein
OE7042R -1.2 2.3 0.4 4.70E-11 | - SIG probable signal-transducing histidine kinase / response regulator
OE6308F -1 -2 0.5 2.73E-08 | - HY hypothetical protein
OE7212B1F -0.9 -1.9 0.3 3.98E-12 | - CHY conserved hypothetical protein
OE7093R -0.8 -1.8 0.2 1.62E-12 | idiB1 LIP isopentenyl-diphosphate delta-isomerase (EC 5.3.3.2)
OE3042F -0.8 -1.7 0.7 4.04E-05 |- HY hypothetical protein
OE3106F -0.8 -1.7 0.3 5.64E-11 | bop EM bacteriorhodopsin
OE7089R -0.7 -1.7 0.3 6.17E-10 | - CHY conserved hypothetical protein
OE7180F -0.7 -1.6 0.3 3.37E-08 |- HY hypothetical protein
OE1183F -0.7 -1.6 0.1 6.00E-15 | - HY hypothetical protein
OE3116F -0.6 -1.5 0.2 5.90E-11 - CHY conserved hypothetical protein
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Anhang

OE3572R -0.6 -1.5 0.2 9.52E-10 | pyrG NUM CTP synthase (EC 6.3.4.2)
OE7038F -0.6 -1.5 0.4 1.22E-05 | gvpO1 GEN gas-vesicle operon protein gvpO1
OE5204R -0.6 -1.5 0.2 2.66E-12 | arcD TP arginine/ornithine antiporter
OE3318R -0.6 -1.5 0.3 1.74E-08 | cbiN TP ABC-type transport system protein cbiN (probable substrate cobalt)
OE2385R -0.5 -1.4 0.2 1.12E-10 | flaF MOT fla cluster protein flaF
OE1919R -0.5 -1.4 0.1 5.94E-13 | - CHY conserved hypothetical protein
OE7141R -0.5 -1.4 0.2 1.63E-08 | - GEN multidrug resistance transport protein homolog
OE7037F -0.5 -1.4 0.2 1.39E-08 | gvpN1 GEN gas-vesicle operon protein gvpN
OE2579F -0.4 -1.3 0.1 9.40E-11 | purA NUM adenylosuccinate synthase (EC 6.3.4.4)
OE3277R -0.4 -1.3 0.1 2.58E-14 | gcvH AA glycine cleavage system protein H
probable branched-chain amino acid dehydrogenase (EC 1.2.4.-) E1
OE4114F -0.4 -1.3 0.1 7.36E-13 | oxdhB AA component beta subunit
Induzierte Gene in 1lrpAl
Funktions-
ID log2 xfach | stabw p-wert Gen klasse Genname
OE1136F 0.5 14 0.1 7.26E-10 - CHY conserved hypothetical protein
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NAD(P)) (phosphorylating)
OE1154F 0.7 1.6 0.2 8.41E-10 gapB CIM (EC 1.2.1.59)
OE1178F 0.5 1.5 0.3 2.48E-05 rmeR MIS type | site-specific deoxyribonuclease (EC 3.1.21.3) subunit rmeR
OE1221F 0.5 1.4 0.3 5.95E-06 aup CP histone deacetylase
OE1270F 0.6 1.5 0.2 5.64E-09 gdhA3 AA glutamate dehydrogenase (NAD+) (EC 1.4.1.2)
OE1357F 1.3 2.5 0.4 2.85E-09 - HY hypothetical protein
OE1453F 0.5 1.4 0.2 3.10E-07 gtl4 GEN probable glycosyltransferase
OE1462R 0.6 1.5 0.2 2.04E-07 - COM nicotinamide-nucleotide adenylyltransferase (EC 2.7.7.1)
OE1469F 0.5 1.4 0.2 7.58E-07 trpC AA indole-3-glycerol-phosphate synthase (EC 4.1.1.48)
OE1475F 0.5 1.5 0.3 1.34E-06 - AA 3-dehydroquinate synthase (EC 4.2.3.4) type Il
OE1496R 0.6 1.6 0.4 6.27E-06 metS TL methionine--tRNA ligase (EC 6.1.1.10)
OE1515R 0.6 1.6 0.3 1.89E-06 smc CP chromosome segregation protein
OE1539F 0.4 1.4 0.2 3.81E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE1557R 0.4 1.4 0.2 2.08E-06 nusG GEN transcription antitermination protein homolog
OE1742R 0.4 1.4 0.1 7.29E-09 grpE CHP dnaJ/dnaK ATPase stimulator grpE
OE1782F 1.5 2.7 0.4 3.10E-09 - GEN sufB domain protein
OE1783F 1.0 2.0 0.4 3.84E-08 - GEN sufB domain protein
OE1785F 0.4 1.4 0.2 1.24E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE1794R 0.7 1.6 0.4 1.14E-05 - CHY conserved hypothetical protein
OE1797R 0.7 1.6 0.4 4.12E-06 SirR REG transcription regulator sirR
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Anhang

OE1799R 0.8 1.7 0.3 1.45E-08 - TP TRAP-type transport system permease protein

OE1807R 0.5 1.4 0.3 1.55E-05 thrC2 AA threonine synthase (EC 4.2.3.1)

OE1862F 0.7 1.6 0.2 1.29E-09 ywaD MIS probable peptidase (EC 3.4.11.-)

OE1872R 0.5 1.4 0.2 1.27E-06 petD EM cytochrome bc1 complex (EC 1.10.2.-) cytochrome b/c subunit
OE1876R 1.0 2.0 0.2 3.38E-10 petA EM cytochrome bc1 complex (EC 1.10.2.-) Rieske iron-sulfur protein
OE1878R 0.6 1.6 0.4 7.23E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE1939F 0.4 1.3 0.1 3.67E-09 pceB1 LIP propionyl-CoA carboxylase (EC 6.4.1.3) carboxyltransferase component
OE1954F 0.7 1.7 0.2 9.45E-09 nuoB EM NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit B
OE1957F 1.5 29 0.9 1.87E-05 nuoH EM NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit H
OE1958F 0.6 1.6 0.2 3.13E-09 nuol EM NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit |
OE1964F 1.1 22 0.5 1.22E-07 nuoL EM NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit L
OE1979R 0.6 1.5 0.1 5.25E-12 cox1A EM cox-type terminal oxidase (EC 1.9.3.-) subunit |

OE1984F 0.6 1.5 0.4 2.02E-05 cox3A EM cox-type terminal oxidase (EC 1.9.3.-) subunit Il

OE2173F 0.4 1.4 0.1 3.43E-12 metB2 AA cystathionine synthase/lyase (cystathionine gamma-synthase (EC 2.5.1.48)
OE2225F 1.1 22 0.4 3.78E-08 dmsB EM dimethylsulfoxide reductase (EC 1.8.-.-) subunit B (electron transfer protein)
OE2230F 1.0 2.0 0.7 3.92E-05 - CHY conserved hypothetical protein

OE2284F 0.5 1.4 0.2 5.31E-07 aatA TL aspartyl-tRNA(Asn) amidotransferase (EC 6.3.5.-) subunit A
OE2307F 0.5 1.4 0.3 4.11E-05 ndh EM probable NADH dehydrogenase (EC 1.6.99.3)

OE2370R 1.3 25 0.4 1.58E-08 gufA TP transport protein (probable substrate zinc)

OE2392R 0.5 14 0.2 8.96E-08 htr15 SIG transducer protein htr15

OE2458R 1.0 1.9 0.4 1.65E-07 guaB NUM IMP dehydrogenase (EC 1.1.1.205)

OE2474R 0.4 1.3 0.2 1.61E-06 htrXIIl SIG transducer protein htrXIll

OE2532R 0.5 14 0.2 1.71E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE2533F 0.9 1.9 0.6 3.36E-05 - HY hypothetical protein

OE2554R 0.6 15 0.3 7.24E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE2573F 0.6 15 0.3 2.70E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE2621R 4.6 24.4 1.0 3.17E-11 IpA1 REG transcription regulator

OE2627F 0.5 1.4 0.1 5.65E-11 rps13 TL ribosomal protein S13

OE2631F 0.5 1.4 0.1 2.05E-13 rpoD TC DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit D
OE2633F 1.0 2.0 0.4 6.46E-08 pl13 TL ribosomal protein L13

OE2635F 0.9 1.9 0.6 4.32E-05 ps9 TL ribosomal protein S9

OE2637F 1.1 21 0.3 1.50E-09 rpoN TC DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit N
OE2641F 0.5 1.5 0.2 1.87E-07 rps2 TL ribosomal protein S2

OE2648F 0.5 14 0.2 1.36E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OE2662F 0.6 1.5 0.3 5.16E-06 rpl7aR TL ribosomal protein L7a.eR/HS6

OE2664F 0.9 1.9 0.5 1.53E-06 ps28R TL ribosomal protein S28.eR

OE2697R 0.4 1.4 0.2 3.37E-08 cmo2 GEN homolog to coenzyme PQQ synthesis protein E
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Anhang

OE2720R
OE2728R
OE2818R
OE2850R
OE2857F
OE3018F
OE3036F
OE3107F
OE3336R
OE3343R
OE3389F
OE3393F
OE3394F
OE3395F
OE3398F
OE3402F
OE3404F
OE3405F
OE3407F
OE3410F
OE3411F
OE3413F
OE3416F
OE3417F
OE3541R
OE3706F
OE3787R
OE3789R
OE3798R
OE3883R
OE3901R

OE3908R

OE3951R
OE3973F
OE3984R
OE3985R

0.7
0.4
1.7
0.5
0.6
0.8
0.6
0.6
1.2
0.5
1.1
0.7
1.2
0.8
1.0
0.9
0.6
1.1
1.2
0.8
1.3
1.2
1.1
0.8
0.5
0.4
0.7
0.5
0.6
0.5
0.8

1.2

0.5
0.4
0.7
0.6

1.6
1.3
3.3
1.4
1.5
1.8
1.5
1.5
23
1.4
21
1.6
24
1.8
1.9
1.9
1.5
22
24
1.7
24
22
22
1.8
1.4
1.4
1.6
1.4
1.5
1.4
1.7

23

1.4
1.3
1.6
1.5

0.3
0.1
0.5
0.3
0.2
0.3
0.4
0.1
0.6
0.1
0.6
0.4
0.7
0.2
0.5
0.3
0.1
0.5
0.4
0.2
0.6
0.5
0.7
0.4
0.3
0.2
0.3
0.1
0.3
0.1
0.5

0.5

0.1
0.3
0.2
0.1

1.28E-06
2.09E-09
2.28E-09
9.85E-06
2.34E-08
5.56E-08
1.37E-05
1.74E-10
3.27E-06
5.20E-11
1.03E-05
4.20E-05
1.27E-05
6.10E-11
5.57E-06
7.77E-09
1.49E-10
3.91E-07
6.97E-09
2.42E-11
1.12E-06
8.12E-07
1.45E-05
1.78E-06
7.08E-06
4.47E-07
9.17E-07
2.74E-12
1.28E-05
1.46E-09
1.48E-05

3.09E-07

3.85E-12
4.59E-05
6.23E-10
7.70E-13

gdhA2

mat

glyA

rpl4R
ps19
pl22
ps3

pl14
pl24
ps4R
pl5
ps8
pl6
ml19R
pl30
pl15
hsp20F

secF

hat2
phnC

apt2
arf1
atpB
atpA

GEN

HY
CHY
MIS
CHY
AA
CHY

HY
TL
TL
TL
TL
CHY
TL
TL
TL
TL
TL
TL
TL
TL
TL
CHP
CHY
SEC
CHY
CHY
CHY
MIS

s

NUM
TL
EM
EM

geranylgeranyl hydrogenase homolog
glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.-)
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
methionine adenosyltransferase (EC 2.5.1.6)
conserved hypothetical protein
glycine hydroxymethyltransferase (EC 2.1.2.1)
conserved hypothetical protein

[del] spurious ORF

hypothetical protein

ribosomal protein L4.eR

ribosomal protein S19

ribosomal protein L22

ribosomal protein S3

conserved hypothetical protein
ribosomal protein L14

ribosomal protein L24

ribosomal protein S4.eR

ribosomal protein L5

ribosomal protein S8

ribosomal protein L6

ribosomal protein L19.eR

ribosomal protein L30

ribosomal protein L15

hsp20-type molecular chaperone
conserved hypothetical protein
preprotein translocase subunit secF
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

probable N-acetyltransferase (EC 2.3.1.-)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
phosphate/phosphonate)

purine phosphoribosyltransferase (adenine phosphoribosyltransferase (EC
24.27)

peptide chain release factor aRF-1
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit B
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit A
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Anhang

OE3986R
OE3987R

OE4010F
OE4012F
OE4051R
OE4069R
OE4073R

OE4113F
OE4144R
OE4157F
OE4204F
OE4258F
OE4300R

OE4301R
OE4302R

OE4303R
OE4316F
OE4320R
OE4380F
OE4384R
OE4385F
OE4492F

OE4551F

OE4552F
OE4572R
OE4601F
OE4644R
OE4651F

OE4654F
OE4667R
OE4729R
OE4739R
OE4740R
OE4742R
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0.7
0.4

0.4
0.6
0.5
0.6
0.5

0.4
1.2
0.4
0.5
0.8
0.5

0.8

0.8

0.9
0.9
0.5
0.6
0.5
0.6
0.5

0.8

0.8
0.6
0.5
0.4
0.9

1.3
0.5
0.9
0.4
0.7
0.5

1.6
1.3

1.3
1.6
1.4
1.5
1.4

1.3
22
1.3
1.5
1.8
1.5

1.7

1.8

1.9
1.9
1.4
1.5
1.4
1.5
1.4

1.8

1.8
1.5
1.4
1.3
1.9

24
1.4
1.9
1.4
1.7
1.4

0.3
0.2

0.2
0.3
0.3
0.2
0.2

0.3
0.5
0.2
0.3
0.4
0.2

0.3

0.1

0.3
0.5
0.3
0.2
0.2
0.3
0.3

0.1

0.3
0.4
0.3
0.2
0.4

0.8
0.3
0.2
0.2
0.3
0.2

6.88E-07
1.30E-05

4.64E-06
3.00E-07
6.86E-06
1.06E-08
3.92E-07

3.53E-05
3.34E-07
1.22E-05
6.45E-06
1.79E-06
2.74E-09

2.81E-07

3.46E-13

3.60E-08
8.91E-06
3.66E-06
2.63E-09
2.27E-07
1.61E-06
3.58E-06

2.81E-13

6.44E-09
3.09E-05
3.19E-05
9.59E-07
6.80E-07

2.12E-05
1.52E-05
5.81E-10
1.42E-06
6.15E-08
1.41E-07

atpF
atpC
idsA2

hcpB

oxdhA1

trzA
mamA
hdrD

dppF1
dppD1

dppC1
dppC3

orc7

dppA2

dppB2
valS

padxT

thiDN

aef2
rpoA2
rpoA1
rpoB2

EM
EM

LIP
CHY
SIG

HY

EM

CHY
MIS

GEN
CHY

Iz

Iz

LIz
Iz
CHY
cP
CHY
CHY
CHY

LIz

LIz
L
CHY
COM
CIM

COM
LIz
L
TC
TC
TC

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit F

A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit C
probable multifunctional long-chain (E)-prenyl diphosphate synthase (EC
25.1.-)

conserved hypothetical protein
probable signal-transducing histidine kinase
hypothetical protein

halocyanin hcpB
probable branched-chain amino acid dehydrogenase (EC 1.2.4.-) alpha
subunit

conserved hypothetical protein

probable chlorohydrolase

methylaspartate mutase (EC 5.4.99.1) small subunit
iron-sulfur protein (4Fe-4S)

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system permease protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system permease protein
conserved hypothetical protein

cdc6-type chromosome replication protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein (probable
substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system permease protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

valine--tRNA ligase (EC 6.1.1.9)
conserved hypothetical protein
pyridoxine biosynthesis protein glutaminase component

probable ribose-1
phosphomethylpyrimidine kinase (EC 2.7.4.7) / thiamin biosynthesis protein
thiN

ABC-type transport system ATP-binding protein

translation elongation factor aEF-2

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit A" (subunit C)
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit A’ (subunit A)
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit B"




Anhang

OE4748F 1.0 2.0 0.2 3.35E-11 - CHY conserved hypothetical protein
OE4753R 0.5 1.4 0.2 1.55E-07 - GEN transcription regulator homolog
OE5186R 1.3 25 0.2 1.71E-14 perA MIS catalase (EC 1.11.1.6) (including: peroxidase (EC 1.11.1.7))
OE6030R 0.8 1.8 0.3 1.13E-08 - CHY conserved hypothetical protein
OE6062R 0.5 14 0.2 1.79E-06 - CHY conserved hypothetical protein
OE7031R 0.6 1.5 0.3 1.77E-05 gvpF1 GEN gas-vesicle operon protein gvpF1
OE7065F 1.2 22 0.3 1.54E-10 cydA1 EM cytochrome d ubiquinol oxidase (EC 1.10.3.-) subunit |
OE7066F 0.9 1.9 0.2 5.23E-10 cydB1 EM cytochrome d ubiquinol oxidase (EC 1.10.3.-) subunit Il
OE7110R 0.8 1.8 0.5 6.51E-06 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional)
OE7182F 0.6 1.6 0.4 9.53E-06 - MIS probable restriction/modification enzyme
Reprimierten Gene in 1/rpAl
ID log2 | xfach | stabw p-Wert Gen Funktionsklasse | Genname

OE1063R -0.5 -1.4 0.2 1.84E-07 - HY hypothetical protein

OE1067R -0.7 -1.6 0.2 5.95E-09 - CHY conserved hypothetical protein

OE1073F -1.1 -2.2 0.2 3.12E-11 - ISH 1S200-type transposase (ISH12)

OE1083R -0.5 -1.4 0.3 1.86E-06 - ISH transposase (ISH3)

OE1116F -0.6 -1.5 0.3 5.32E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE1121F -0.5 -1.5 0.4 3.42E-05 - CHY conserved hypothetical protein

OE1162R -0.8 -1.7 0.4 1.69E-06 cspD1 GEN probable cold shock protein

OE1187R -0.9 -1.8 0.2 2.08E-09 - - [del] spurious ORF

OE1236F -1.3 -2.4 0.4 1.06E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OE1277F -0.4 -1.4 0.2 5.34E-07 trxA3 EM thioredoxin

OE1293F -0.6 -1.5 0.2 7.57E-10 - - [del] spurious ORF

OE1448R -0.8 -1.7 0.2 1.82E-09 - CHY conserved hypothetical protein

OE1582R -0.8 -1.7 0.1 3.78E-12 - CHY conserved hypothetical protein

OE1651F -0.6 -1.5 0.4 3.03E-05 - GEN ribosomal protein S10 homolog

OE1698R -1.4 -2.6 0.9 4.42E-05 - GEN probable oxidoreductase (aldo-keto reductase family protein)

OE1775R -1.1 -2.2 0.5 6.12E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE2081R -0.5 -1.4 0.2 1.26E-06 tpc MIS RNA 3'-terminal phosphate cyclase (EC 6.5.1.4)

OE2084R -1.3 -2.4 0.8 2.25E-05 tfbB TC transcription initiation factor TFB

OE2116R -0.4 -1.3 0.1 1.73E-09 - GEN glutamate/valine-rich protein

OE2273F -0.5 -1.4 0.2 3.94E-07 - CHY conserved hypothetical protein

OE2580F -0.7 -1.6 0.4 7.93E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE2813R -0.6 -1.5 0.4 1.14E-05 - CHY conserved hypothetical protein
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Anhang

OE2872F
OE2874F
OE2875R
OE2896R
OE2900F
OE2919R
OE3008F

OE3038F
OE3073R
OE3100F
OE3207F
OE3209F
OE3216F
OE3237F
OE3268F
OE3585A1F
OE3688F
OE3731R
OE3732R
OE3766R
OE3815R
OE3879F
OE3949R
OE3983R
OE4190F
OE4292F
OE4561F
OE4562R
OE4571R
OE4612F
OE4619R
OE4648F
OE4707R
OE5025F
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-0.8
-0.9
-0.8
-0.4
-0.9
-0.7
-1.2

-0.7
-1.0
1.4
1.3
1.1
-1.0
0.5
0.6
-0.4
-0.5
15
15
1.3
-1.0
0.6
0.7
-0.5
1.2
-0.4
1.4
0.7
0.6
1.2
0.8
-0.6
-0.5
0.5

-1.7
-1.9
-1.7
-1.3
-1.9
-1.6
-2.2

16
2.1
27
24
2.1
2.0
1.4
15
1.3
1.4
29
238
24
2.0
15
A7
1.4
23
1.3
26
4.7
15
23
A7
15
1.4
1.4

0.5
0.3
0.2
0.2
0.3
0.3
0.7

0.2
0.6
0.6
0.7
0.7
0.4
0.2
0.3
0.1
0.2
0.5
0.8
0.8
0.2
0.3
0.4
0.2
0.6
0.2
0.7
0.3
0.4
0.5
0.3
0.3
0.2
0.1

1.35E-05
8.48E-09
8.94E-10
1.58E-06
6.90E-09
8.83E-07
1.54E-05

5.14E-10
1.05E-05
4.97E-07
3.57E-06
2.66E-05
1.41E-07
4.37E-07
4.96E-06
1.17E-08
3.70E-08
1.65E-08
7.27E-06
1.78E-05
5.90E-12
5.12E-06
1.96E-05
2.50E-06
1.04E-06
3.65E-06
3.32E-06
2.94E-07
1.62E-05
2.07E-07
6.90E-08
1.12E-05
4.90E-07
9.00E-10

msrB

folD

blp
chbiT
chil
chiH2
chiC

purQ
purS

grx1
crtY

pmm2

entB
pepB3
hly
idr1
trxA2

CHY
CHY
HY
CHY
CHY
CHY
MIS

COM
MIS
GEN
COM
COM
COM
COM
CHY
HY
CHY
NUM
NUM
HY
CHY
CHY
MIS
LIP
CHM
CHY
CHY
COM
CP
MIS
GEN
EM
CHY
CHY

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

peptide methionine sulfoxide reductase (R-form specific)
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (EC 1.5.1.5) /
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase

dodecin

bacterioopsin-linked protein blp

precorrin-8W decarboxylase (EC 1.-.-.-)

precorrin-2 C20-methyltransferase (EC 2.1.1.130)
precorrin-3B C17-methyltransferase (EC 2.1.1.131) 2
precorrin-8X methylmutase (EC 5.4.1.2)

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component |
phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component purS
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable glutaredoxin

lycopene cyclase (EC 1.14.-.-)

phosphohexomutase (phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable isochorismatase (EC 3.3.2.1)

probable leucyl aminopeptidase (EC 3.4.11.1)

serine protease halolysin R4 (EC 3.4.21.-)
iron-dependent transcription repressor homolog
thioredoxin

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein (nonfunctional)




Anhang

OE5058F -04 -1.4 0.1 4.39E-09 - HY hypothetical protein

OE5074R -0.5 -1.4 0.3 6.91E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE5125F -1.2 -2.3 0.8 3.40E-05 gvpA2 CP gas-vesicle protein gvpA2

OE5178F -0.7 -1.7 0.2 1.02E-10 - CHY conserved hypothetical protein

OE5233F -0.4 -1.3 0.2 4.35E-07 - ISH transposase (ISH5)

OE5234R -0.5 -1.4 0.4 4.33E-05 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional)

OE5431R -0.4 -1.3 0.2 5.97E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE5447R -0.8 -1.7 0.2 9.86E-12 - - [del] spurious ORF

OE6020R -0.6 -1.6 0.4 6.81E-06 - HY hypothetical protein

OE6033R -0.8 -1.7 0.5 3.39E-05 - HY hypothetical protein

OE6049R -0.7 -1.6 0.2 4.01E-08 - CHY conserved hypothetical protein

OEB089R -0.8 -1.8 0.5 2.89E-05 - ISH 1S1341-type transposase (TCE32)

OE6111R -0.6 -1.5 0.2 5.20E-10 - - [del] spurious ORF

OE6114R -1.4 -2.6 0.9 4.22E-05 - CHY conserved hypothetical protein

OE6118F -2.2 -4.5 0.4 2.21E-11 - HY hypothetical protein

OE6120F -1.0 -2.0 0.2 1.89E-10 - HY hypothetical protein

OE6130F 2.7 -6.3 0.3 2.49E-14 - CHY conserved hypothetical protein

OE7014F -0.7 -1.6 0.4 4.55E-06 repH RRR plasmid replication protein repH

OE7052F -1.1 -2.2 0.4 1.26E-08 - ISH transposase (ISH5)

OE7056F -2.0 -3.9 0.9 4.78E-07 - - [del] spurious ORF

OE7126R -0.5 -1.5 0.2 7.37E-07 - HY hypothetical protein

OE7147F -0.4 -1.3 0.1 2.74E-08 - ISH transposase (ISH8)

OE7155R -0.7 -1.7 0.4 1.25E-06 - CHY conserved hypothetical protein

OE7190R -0.8 -1.8 0.4 4.03E-07 - HY hypothetical protein

OE7191F -1.0 -2.0 0.6 1.79E-05 - - [del] spurious ORF

OE7212R -0.6 -1.5 0.3 1.96E-06 - - [del] spurious ORF

OE7219R -0.4 -1.4 0.1 1.92E-10 - CHY conserved hypothetical protein
Induzierten Gene in AsirR

ID | log2 | xfach | stabw | p-Wert Gen Funtktionsnklasse | Genname

OE1205R 0.4 1.3 4.0 0.1 CHY conserved hypothetical protein

OE1761R 0.6 1.5 6.2 0.1 CHY conserved hypothetical protein

OE1792F 0.5 1.5 3.9 0.1 CHY conserved hypothetical protein
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Anhang

OE2171F 0.9 1.8 6.5 0.1 hepC EM halocyanin hcpC

OE2513F 0.7 1.6 7.2 0.1 - CHY conserved hypothetical protein

OE2515F 0.6 1.6 4.0 0.2 - CHY conserved hypothetical protein

OE2708R 0.8 1.7 4.7 0.2 sod1 MIS superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 1 (Mn containing)

OE2906R 1.1 22 6.7 0.2 sod2 MIS superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 2
OE3205A1R 0.5 1.4 7.6 0.1 - HY hypothetical protein

chemotactic signal transduction system periplasmic substrate-binding

OE3612R 0.6 15 4.9 0.1 basB SIG protein basB

OE3718F 0.6 15 7.7 0.1 ftsZ3 MIS cell division protein ftsZ

OE3798R 0.5 1.4 5.7 0.1 - CHY conserved hypothetical protein

OE4122R 0.7 1.6 3.9 0.2 ths1 CHP thermosome subunit 1

OE4146F 0.6 1.5 4.2 0.1 tbpE TC TATA-binding transcription initiation factor

OE4365F 0.4 1.4 4.4 0.1 - CHY conserved hypothetical protein

OE4414R 0.4 1.3 4.6 0.1 - CHY conserved hypothetical protein

OE4509F 0.8 1.7 6.7 0.1 - MIS nonhistone chromosomal protein

OE4563F 0.4 1.4 6.0 0.1 - CHY conserved hypothetical protein

OE5106F 0.4 1.3 3.9 0.1 trkA7 GEN trkA domain protein

OE5144R 1.7 3.2 7.7 0.2 - TP ABC-type transport system permease protein

OE5146R 11 21 5.5 0.2 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein

OE5147R 1.7 3.2 7.4 0.2 - TP ABC-type transport system periplasmic substrate-binding protein
OE5162D1F 1.3 2.4 4.8 0.3 - CHY conserved hypothetical protein

OES5276F 0.8 1.8 5.8 0.1 - CHY conserved hypothetical protein

OE6308F 0.9 1.8 8.5 0.1 - HY hypothetical protein

OE6345R 0.5 1.4 4.4 0.1 - HY hypothetical protein

Reprimierten Gene in AsirR

1D log2 xfach | stabw p-Wert Gen Funtktionsnklasse | Genname
OE1031F -1.0| -1.9 -4.9 0.2 - ISH transposase (ISH10)
OE1073F 04| 13 -3.7 0.1 - ISH 1S200-type transposase (ISH12)
OE1094R 1.2 22 -5.7 0.2 - ISH transposase (ISH10)
OE1100F 05| 14 -4.8 0.1 - HY hypothetical protein
OE1183F -08| -1.8 -8.9 0.1 - HY hypothetical protein
OE1295R 05| 14 -8.8 0.1 - HY hypothetical protein
OE1767F 05| -14 -4.0 0.1 - CHY conserved hypothetical protein
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Anhang

OE1794R
OE1797R

OE1840R
OE1867R
OE1870R
OE2533F

OE2569R
OE2740F
OE3042F
OE3069R
OE3116F
OE3572R
OE3655R
OE3822R

OE3907R
OE4189F
OE5031R
OE5065R
OE5071F
OE5260F
OE5279R
OEb5446F
OE6074R
OE6130F
OE6133R
OE6145R
OE6156F
OE6166R
OE7037F
OE7038F
OE7039F
OE7042R
OE7043A1F
OE7052F

-1.2
-1.6

-0.4
-0.4
-0.5
-0.9

-0.6
-1.8
-0.8
-0.8
-0.7
-1.0
-0.6
-0.4

-0.5
-0.5
-0.5
-0.5
-0.7
-0.7
-0.7
-0.9
-1.2
-1.1
-0.8
-0.7
-0.6
-0.7
-1.0
-1.6
2.4
-2.6
-2.9
-0.5

-2.3
-3.0

-1.3
-1.3
-1.4
-1.9

-1.5
-3.6
-1.8
-1.8
-1.7
-2.0
-1.6
-1.4

-1.4
-1.4
-1.4
-1.4
-1.6
-1.6
-1.6
-1.9
2.2
2.2
-1.7
-1.7
-1.6
-1.6
-2.0
-2.9
-5.3
-6.2
-7.6
-1.5

-5.9
-7.2

-4.7
-4.6
-9.1
-4.1

-11.2

-13.8
-6.0
-8.7
-6.6
-9.0
-7.6
-4.2

38
4.0
4.0
6.6
47
46
6.1
-84
72
49
42
43
4.1
43
6.3
6.2
96
87

116
4.0

0.2
0.2

0.1
0.1
0.1
0.2

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.2
0.1
0.1
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3
0.3
0.1

SirR

apt1

gvpN1
gvpO1
parA7

CHY
REG

NUM
CHY
CHY
HY

GEN
CHY
HY

CHY
CHY
NUM
HY

CHY

P
CHY
CHY
CHY
GEN
ISH
CHY
ISH
HY
CHY
ISH
siG
CHY
CHY
GEN
GEN
GEN
SIG
CHY
ISH

conserved hypothetical protein

transcription regulator sirR
purine phosphoribosyltransferase (adenine phosphoribosyltransferase
(EC 2.4.2.7)

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

hypothetical protein
reductase (probable nitrate reductase (EC 1.7.99.4) / sulfite
dehydrogenase (EC 1.8.2.1))

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
CTP synthase (EC 6.3.4.2)
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
ABC-type transport system permease protein (probable substrate
phosphate/phosphonate)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

PQQ repeat protein

transposase (ISH10)

conserved hypothetical protein

1S1341-type transposase (TCE32) (nonfunctional)
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

transposase (ISH10)

probable signal-transducing histidine kinase
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein (nonfunctional)
gas-vesicle operon protein gvpN

gas-vesicle operon protein gvpO1

parA domain protein

probable signal-transducing histidine kinase / response regulator
conserved hypothetical protein

transposase (ISH5)
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Anhang

OE7064R 04| 13 -4.5 0.1 HY hypothetical protein
OE7089R 09| 1.9 -6.3 0.2 CHY conserved hypothetical protein
OE7092F 05| 14 -4.5 0.1 HY hypothetical protein
OE7097F -0.8| -1.8 -3.8 0.2 ISH transposase (ISH10)
OE7180F -0.8| -1.8 -8.1 0.1 HY hypothetical protein
Induzierten Gene in AtroR
Funktions-
ID log2 xfach | Score [d] Gen klasse Genname
OE1014R 0.6 1.5 8.3 graD5 CHM sugar nucleotidyltransferase (EC 2.7.7.-)
OE1059R 1.1 2.1 8.3 - CHY conserved hypothetical protein (nonfunctional
OE1148R 11 21 14.8 - HY hypothetical protein
OE1165R 0.8 1.7 11.9 serA3 AA phosphoglycerate dehydrogenase (EC 1.1.1.95)
OE1188F 1 1.9 10 - CHY conserved hypothetical protein
probable oxidoreductase (mercury(ll) reductase homolog / dihydrolipoamide dehydrogenase
OE1260R 0.5 14 7.9 merA MIS homolog)
OE1279R 0.5 14 11.3 rpoeps TC DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) epsilon subunit
OE1410F 0.7 1.6 9.5 - CHY conserved hypothetical protein
OE1414R 0.4 1.3 6.7 ftsZ4 MIS cell division protein ftsZ
OE1461R 0.7 1.6 11.8 - CHY conserved hypothetical protein
OE1495R 0.6 1.5 7.6 PpykA CIM pyruvate kinase (EC 2.7.1.40)
OE1539F 0.9 1.9 121 - CHY conserved hypothetical protein
OE1566F 0.8 1.8 8 - HY hypothetical protein
OE1661F 0.5 1.5 10.4 - CHY conserved hypothetical protein
OE1698R 1 2 15.7 - GEN probable oxidoreductase (aldo-keto reductase family protein)
OE1726F 0.5 1.4 9.2 acs1 LIP acyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.-)
OE1761R 0.6 15 6.9 - CHY conserved hypothetical protein
OE1765R 0.8 1.8 7.2 pan2 CP proteasome-activating nucleotidase
OE1778R 0.5 1.4 10.5 - GEN probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (short-chain dehydrogenase family)
OE1792F 0.8 1.8 17.9 - CHY conserved hypothetical protein
OE1823F 0.5 1.4 8.4 - HY hypothetical protein
OE1865F 0.4 1.3 8.4 - CHY conserved hypothetical protein
OE1882R 0.7 1.6 7.9 - CHY conserved hypothetical protein
OE1903F 0.9 1.8 121 - GEN glycine-rich protein
OE1934R 0.6 1.6 9.6 edp MIS proteinase IV (EC 3.4.-.-)
OE1947F 1.3 25 12.6 - CHY conserved hypothetical protein
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Anhang

OE1978R
OE2058R
OE2175F
OE2187F
OE2199F
OE2222F
OE2252R
OE2332F
OE2343R
OE2350R
OE2367F
OE2423F
OE2450F
OE2451R
OE2506R
OE2513F
OE2515F
OE2524R
OE2525R
OE2558R
OE2585R
OE2618R
OE2622R
OE2642R
OE2676R
OE2685F
OE2695F
OE2697R
OE2698R
OE2700F
OE2703F
OE2708R
OE2762R
OE2809R
OE2821F

0.7
0.5
0.5
0.4
0.6
1.8
0.6

0.5
0.5
1.8
0.4
1.2
0.8
0.4
0.8
1.5
0.6
0.6
0.5
0.7
0.4
0.4
0.4
0.8
0.4
0.4
1.2
1.1
1.2
21
1.2
0.5
0.9
0.9

1.6
1.4
1.4
1.3
1.5
3.6
1.5

14
15
3.5
13
2.3
18
13
18
2.8
15
15
14
16
1.4
13
14
17
13
13
2.4
2.2
2.3
44
2.3
14
18
18

16.5
7.3
6.1
9.6

17.9
6.8
20.3
9.6
10.7
223

14.3
12
7.3
7.3
9.5
6.3
10.1

7.7
6.9
6.7
6.1
6.5
8.8
6.8
14.7
16.6
11.8
7.8
12.2
10.8
9.6
11.6

hakA
sfuC

aldH3

acs2

CHY
SIG
CHY
CHY
GEN
HY
CHY

TP
CHY
GEN
CHY
P
GEN
CHY
CHY
CHY
CHM
CHY
coM
CHY
CHY
CIM
HY
CHY
RMT
MOT
GEN
CHY
GEN
MIs
MIS

TL
CHM

conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (zinc-containing alcohol dehydrogenase family)
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

kynureninase (EC 3.7.1.3)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate iron)
conserved hypothetical protein

aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.-)

conserved hypothetical protein

acyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.-)

probable oxidoreductase (aldo-keto reductase family protein)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

UDP-glucose 6-dehydrogenase (EC 1.1.1.22)

conserved hypothetical protein

O-succinylbenzoate synthase (EC 4.2.1.-)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

pyruvate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.1) beta subunit
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

RNA modification ribonucleoprotein complex protein nop5
flagellin figX

homolog to coenzyme PQQ synthesis protein E

conserved hypothetical protein

homolog to coenzyme PQQ synthesis protein E

probable copper-containing oxidoreductase

superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 1 (Mn containing)
3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase (EC 2.5.1.19)
translation initiation factor alF-2 beta subunit

probable yjeF family carbohydrate kinase (EC 2.7.1.-)

213




Anhang

OE2828R
OE2834R
OE2872F
OE2906R
OE2922F
OE2961F
OE2973F
OE2988R
OE2989R
OE3008F
OE3065R
OE3073R
OE3084F
OE3095R
OE3102R
OE3114R
OE3115F
OE3136F
OE3203R
OE3204R
OE3207F
OE3221F
OE3229R
OE3304R
OE3347F
OE3349F
OE3424R
OE3458R
OE3462R
OE3513R
OE3524F
OE3541R
OE3542R
OE3566F
OE3586R
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0.8
0.4
0.9
1.5
0.7
0.5

0.5
0.9
0.9
0.5
1.1
0.5
0.6
0.8
0.6
0.4
3.9
0.7
1.3
0.7
0.5
0.7
0.5
0.9
1.1
0.9
0.4
0.5
0.5
0.6
1.1
1.3
0.5
0.5

1.7
1.3
1.8
2.8
1.6
1.4

15
18
19
14
2.1
14
15
1.7
16
13
14.9
1.7
2.4
16
1.4
16
14
1.9
2.1
18
14
14
1.4
15
2.1
2.4
14
14

6.2
6.1
10.1
13.4
8.6
9.6
13.3

17.7
1.7
75
13.9
10.8
7.3

13.3
7.7
51.2
8.7
19.4
8.9
8.6
12.2
6.4
8.9
25.8
15.7
6.3
7.7

6.2
10.7
16.5

8.3

7.4

sod2

kinA1

grx3
cbiT
chiX
hmcA

htrl

pdxS
hsp20F

CHY
CHY
CHY
MIS
CHY
SIG
CHY
CHY
CHY
MIS

MIS
CHY
CHY
GEN
CHY
GEN
CHY
CHY

MIS
COM
COM
COM
CHY

SIG
GEN
CHY
GEN

HY

CHY
COM
CHP
GEN
COM
CHY

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) 2

conserved hypothetical protein

probable signal-transducing histidine kinase
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
phosphoglycerate dehydrogenase (EC 1.1.1.95)
dodecin

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
bacteriorhodopsin-related protein

conserved hypothetical protein

probable hydrolase

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable glutaredoxin

precorrin-8W decarboxylase (EC 1.-.-.-)

cobalt chelatase (EC 4.99.1.-)

magnesium chelatase (EC 6.6.1.1) (protoporphyrin IX magnesium-chelatase)
conserved hypothetical protein

transducer protein htrl

CBS domain protein

conserved hypothetical protein

probable oxidoreductase (EC 1.1.1.-) (short-chain dehydrogenase family)
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

pyridoxine biosynthesis protein pyridoxal 5'-phosphate synthesis component
hsp20-type molecular chaperone

glutamine-rich alkaline protein
5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase (EC 6.3.3.2)

conserved hypothetical protein




Anhang

OE3595R
OE3612R
OE3637R
OE3668F
OE3673F
OE3681R
OE3689R
OE3714F
OE3718F
OE3752R
OE3789R
OE3796R
OE3798R
OE3802R
OE3805R
OE3815R
OE3836F
OE3842R
OE3843F
OE3864R
OE3879F
OE3903F
OE3923F
OE3925R
OE3942R
OE3946F
OE3947R
OE3955F
OE4032R
OE4065R
OE4069R
OE4073R
OE4077F
OE4122R
OE4127R

0.4

0.4
1.6
0.6
0.6
0.7

0.7
0.5
0.4
0.6
0.6
0.5
0.5
1.5
0.8
0.6
0.7
0.9
0.4
0.9
0.5
1.6

0.6
0.4
0.5
0.7
1.5
0.5
1.1
2.2

0.5

1.4

1.3

15
15
16
2.1
16
14
13
15
15
1.4
1.4
2.9
17
15
17
1.9
13
1.9
1.4
2.9
4.1
15
13
14
16
2.8
1.4
2.1
45
3.9
15

7.2
11.6
8.3
22.7
1.3
6.3
9.4
9.3
10.4
8.2
75
9.9
1.3
1.7
9.8
14.2
11.9
6.2
71
16.9

1.4
6.4
235
10.9
9.4
6.4
7.2
12.3
214
10.9
11.6
20.9
18.2
8.2

moaD
basB
hmgR
mptA

nirDL

ftsZ3
nudF2

Irp
ths2

putA

hit1

hepB

ths1

COoM
SIG
LIP

GEN

COM

CHY

COM

CHY
MIS

GEN

CHY

CHY

CHY

CHY
CP

CHY

GEN
HY

COM

CHY

CHY

CHY

REG

CHP

CHY

CHY

CHY

CHY
MIS
HY
EM
HY
CHP
CHY

molybdopterin converting factor small subunit
chemotactic signal transduction system periplasmic substrate-binding protein basB
hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (NADPH) (EC 1.1.1.34)

upsA domain protein

GTP cyclohydrolase | (EC 3.5.4.16)
conserved hypothetical protein
heme biosynthesis protein nirDL
conserved hypothetical protein

cell division protein ftsZ

nudix family protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
proteasome-activating nucleotidase

conserved hypothetical protein

O-acetyltransferase (EC 2.3.1.-) (homolog to galactoside O-acetyltransferase)

hypothetical protein

NAD(+) synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.1)

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
global transcription regulator
thermosome subunit 2
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
proline dehydrogenase (EC 1.5.99.8)
conserved hypothetical protein
histidine triad family protein
hypothetical protein
halocyanin hcpB

hypothetical protein
thermosome subunit 1

conserved hypothetical protein
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Anhang

OE4146F
OE4152R
OE4159F
OE4184F
OE4196R
OE4206F

OE4218F
OE4225F
OE4260R
OE4283R
OE4289F
OE4320R
OE4325F
OE4339R
OE4344F
OE4353R
OE4355R
OEA4365F
OE4376R
OE4384R
OE4418R
OE4420R
OE4426F
OE4436R
OE4465F
OE4496R
OE4509F
OE4529F
OE4544R
OE4562R
OE4563F
OEA4565F

OEA4576F
OE4587R

216

0.9
0.4
1.2
0.7
1.2
0.4

1.4
0.4
0.6
0.6

0.7
0.4
0.5
0.7
0.5
0.6
0.4
1.6
0.6
1.3
1.4
0.4
0.4

1.7
0.5
0.5
0.9
0.7
0.7

11
0.6

1.9
1.3
2.3
1.6
23
1.3

2.6
1.3
1.6
1.5
2.1
1.6
1.3
1.4
1.6
1.4
1.5
1.4
3.1
1.5
25
2.6
1.3
1.3

3.2
14
14
18
16
16

2.2
1.5

9.3
8.1
21
13.6
15.6

20.5
16.5
6.3
12.7
6.2
8.4
10.1
7.8
9.7
16.6

8.5
7.9
18
8.4
20.3
1.7
8.7
6.7
9.2
16.9
10.1
71
10.6
12.7
7.3

222
13.4

tbpE
hisG
achY

orc6

mamB

hisA

rad24b
nosF
uvrC
uvrB

cysA

argG
Ita

iscU

fer4

aldH1

entB

TC

GEN
CHY

HY
MIS
SIG
CHY
CHY
MIS

Iz
RRR
RRR
MIS
CHY
CHY
CHY

HY

CHY

MIS

EM
MIS
GEN
GEN
COM
CHY
CHY

TP
TP

TATA-binding transcription initiation factor
ATP phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.17)
adenosylhomocysteinase (EC 3.3.1.1)

cell division control protein cdc6 homolog
conserved hypothetical protein

methylaspartate mutase (EC 5.4.99.1) large subunit
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5-phosphoribosylamino)methylideneamino] imidazole-4-carboxamide
isomerase (EC 5.3.1.16)

hypothetical protein

probable N-acetyltransferase (EC 2.3.1.-)
probable signal-transducing histidine kinase / response regulator
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

probable DNA helicase

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate copper)
excinuclease ABC subunit C
excinuclease ABC subunit B

thiosulfate sulfurtransferase (EC 2.8.1.1)
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

argininosuccinate synthase (EC 6.3.4.5)
conserved hypothetical protein

threonine aldolase (EC 4.1.2.5)
iron-sulfur cluster assembly protein
ferredoxin (3Fe-4S)(4Fe-4S)

nonhistone chromosomal protein
aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.-)
upsA domain protein

probable isochorismatase (EC 3.3.2.1)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
probable ABC-type transport system substrate-binding protein (probable substrate
iron/cobalamin)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate iron/cobalamin)




Anhang

OE4591R

OE4593R
OE4613F
OE4621F
OE4623F
OE4648F
OE4668R
OE4759F
OE5083R
OE5094F
OE5097F
OE5106F
OE5136R
OE5160F
OE5163R
OE5186R
OE5187R
OE5203F
OE5204R
OE5205R
OE5206R
OE5208R
OEb5243F
OE6130F
OE7017R
OE7033R
OE7050A1R
OE7065F
OE7187F
OE8007F

3.3
0.9
0.8
0.6
0.5
0.5
0.6
0.9
0.8
0.6
0.8
0.9
1.2
1.1
0.7
0.7
0.6
1.2
1.3
0.4
1.4
0.8
0.7
0.4
0.8
0.6
0.5
1.2
0.5

4.1

9.9
18
1.7
16
1.4
1.4
16
18
1.7
15
1.7
1.9
24
2.1
16
16
15
2.3
2.5
13
2.7
18
17
14
18
15
14
2.3
14

28.6

12.8
9.2
13.2
1.5
11.9
6.6
9.7
6.6

6.7
9.7
10.8
17.8
10
10.7

10.6
221
8.1
6.3
218
10.4
15.8
6.4
10.8
8.7
7.6
13.9
1"

acn
nudF1

trxA2
csg
hsp20E
dat
iucB
trkA7

gldA1

perA
argS
arcD
arcB
arcC
arcA

car

gvpD1

cydA1

TP

Iz
CIM
NUM
CHY
EM
CHY
CE
CHP
MIS
MIS
GEN
CHY
cIM

MIS
GEN
TL

2223

SIG
CHY
ISH
REG
CHY
EM
CHY
CHY

ABC-type transport system permease protein (probable substrate iron/cobalamin)
probable ABC-type transport system substrate-binding protein (probable substrate

iron/cobalamin)

aconitate hydratase (EC 4.2.1.3)

probable ADP-ribose pyrophosphatase (EC 3.6.1.13)
conserved hypothetical protein

thioredoxin

conserved hypothetical protein

major cell surface glycoprotein

hsp20-type molecular chaperone

diaminobutyrate--pyruvate aminotransferase (EC 2.6.1.76) (siderophore biosynthesis protein)

siderophore biosynthesis protein (malonyl-CoA decarboxylase homolog)

trkA domain protein

conserved hypothetical protein
glycerol dehydrogenase (EC 1.1.1.6)
[del] spurious ORF

catalase (EC 1.11.1.6) (including: peroxidase (EC 1.11.1.7))

probable hydrolase

arginine--tRNA ligase (EC 6.1.1.19)
arginine/ornithine antiporter

ornithine carbamoyltransferase (EC 2.1.3.3)
carbamate kinase (EC 2.7.2.2)

arginine deiminase (EC 3.5.3.6)

transducer protein car

conserved hypothetical protein

transposase (ISH3)

regulatory protein gvpD

conserved hypothetical protein (nonfunctional
cytochrome d ubiquinol oxidase (EC 1.10.3.-) subunit |
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
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Anhang

reprimierten Gene in AtroR

Score Funktions-

ID log2 | xfach [d] Gen klasse Genname
OE1004F -0.5 -1.4 -8.8 - TP ABC-type transport system ATP-binding protein
OE1031F -1.3 -2.5 -13.4 - ISH transposase (ISH10)
OE1044F -0.5 -1.4 -11.2 - HY hypothetical protein
OE1071F -0.4 -1.3 -7.9 - ISH transposase (ISH4)
OE1076F -1.2 -2.3 -18.9 - GEN cell division control protein cdc6 homolog
OE1087R -0.6 -1.5 -10.6 - ISH transposase (ISH8)
OE1094R -2.0 -4.0 -14.1 - ISH transposase (ISH10)
OE1100F -0.7 -1.6 -9.8 - HY hypothetical protein
OE1107R -0.5 -1.4 -9.9 - CHY conserved hypothetical protein
OE1112R -0.6 -1.5 -10.1 gths GEN probable glycosyltransferase
OE1121F -1.2 -2.4 -9.2 - CHY conserved hypothetical protein
OE1162R -0.9 -1.9 -7.6 cspD1 GEN probable cold shock protein
OE1171F -0.5 -1.4 -8.3 rmeMa MIS type | restriction-modification system DNA-methyltransferase rmeM (nonfunctional
OE1183F -0.9 -1.9 -14.7 - HY hypothetical protein
OE1202F -0.9 -1.9 -12.9 - TP ABC-type transport system ATP-binding/permease protein
OE1221F -0.5 -1.4 -8.5 aup CP histone deacetylase
OE1239F -1.1 -2.1 -11.2 - HY hypothetical protein
OE1270F -0.4 -1.4 -7.4 gdhA3 AA glutamate dehydrogenase (NAD+) (EC 1.4.1.2)
OE1293F -0.6 -1.6 -12.5 - - [del] spurious ORF
OE1294R -0.7 -1.6 -9.9 rpl15R TL ribosomal protein L15.eR
OE1372R -0.8 -1.7 -18.1 rpoP TC DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit P
OE1373R -0.7 -1.6 -12.8 rpl37aR TL ribosomal protein L37a.eR
OE1448R -1.1 -2.2 -10.1 - CHY conserved hypothetical protein
OE1532F -0.4 -1.4 -7.0 - HY hypothetical protein
OE1553F -0.7 -1.6 -10.6 - CHY conserved hypothetical protein
OE1578F -0.4 -1.3 -9.3 graD1 CHM sugar nucleotidyltransferase (EC 2.7.7.-)
OE1582R -0.5 -1.5 -9.8 - CHY conserved hypothetical protein
OE1623F -1.0 -2.0 -12.4 purB NUM adenylosuccinate lyase (EC 4.3.2.2)
OE1657R -0.5 -1.4 -6.9 - GEN geranylgeranyl hydrogenase homolog
OE1658F -0.4 -1.3 -9.9 fer3 EM ferredoxin (2Fe-2S)
OE1675R -0.4 -1.4 -6.6 pstB2 TP ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate phosphate)
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Anhang

OE1678R
OE1684F
OE1687F
OE1711R
OE1713F
OE1767F
OE1774R
OE1775R
OE1787F
OE1816R
OE1840R
OE1866F
OE1895B1F
OE1919R
OE1943F
OE1951F
OE1956F
OE1959F
OE1963F
OE1964F
OE1965F
OE1981R
OE2015R
OE2020F
OE2044F
OE2046F
OE2130F
OE2165R
OE2230F
OE2231R
OE2269F
OE2274R
OE2307F
OE2374R
OE2383R

-0.8
-0.9
-1.0
-0.6
-1.3
-0.6
-0.6
-0.6
-1.0
-0.6
-0.7
-1.2
-0.6
-0.6
-0.9
-0.7
-0.6
-0.7
-0.6
-0.6
-0.7
-0.9
-0.5
-0.5
-0.6
-0.6
-0.6
-0.8
-0.8
-1.1
-0.7
-0.7
-0.8
-0.6
-0.4

7
18
2.0
15
24
15
15
15
1.9
15
16
24
15
15
1.9
16
15
16
15
15
16
1.9
14
14
15
15
15
17
A7
22
A7
7
18
16
13

-9.9
-8.1
-11.0
-11.5
-18.3
-7.5
-6.9
-7.4
-9.3
-9.6
-13.1
-11.4
-9.6
-10.3
-6.2
-6.5
-10.1
-11.2
-7.6
-8.0
-10.4
-14.7
-7.3
-7.3
-9.9
-6.5
-7.0
-8.9
-13.3
-7.0
-14.7
-8.8
-12.4
-13.0
-6.2

pstC2
cysD
aspS
korA

gdhA1
purK

nuoCD
nuoJ1
nuoK
nuoL

nuoM

hbd1
fbp

rps15

idr2

purl

ndh
cheW2

flaG

T

TL
CIM
GEN
CHY
CHY
CHY
REG
CHY
NUM
CHY

HY
CHY

NUM
EM
EM
EM
EM
EM

CHY
LIP

CiM

GEN

CHY

CHY
TL

CHY

REG
HY

NUM
EM
SIG

MOT

ABC-type transport system permease protein (probable substrate phosphate)
sulfate adenylyltransferase (EC 2.7.7.4) small subunit

aspartate--tRNA ligase (EC 6.1.1.12)

oxoglutarate--ferredoxin oxidoreductase (EC 1.2.7.3) alpha subunit
electron transfer protein homolog

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

probable transcription regulator

conserved hypothetical protein

purine phosphoribosyltransferase (adenine phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.7)
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

glutamate dehydrogenase (NADP+) (EC 1.4.1.4)
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase (EC 4.1.1.21) carbon dioxide-fixation subunit
NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit CD

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit J1

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit K

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit L

NADH dehydrogenase-like complex (EC 1.6.5.-) subunit M

conserved hypothetical protein

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.35)
fructose-bisphosphatase (EC 3.1.3.11)

probable heavy metal binding protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ribosomal protein S15

conserved hypothetical protein

probable transcription regulator

hypothetical protein

phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component I
probable NADH dehydrogenase (EC 1.6.99.3)

purine-binding chemotaxis protein cheW2

fla cluster protein flaG
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Anhang

OE2406R
OE2458R
OE2472F
OE2533F
OE2547R
OE2569R
OE2572F
OE2579F
OE2601R
OE2603R
OE2627F
OE2628F
OE2629F
OE2631F
OE2632F
OE2635F
OE2637F
OE2638F
OE2641F
OE2664F
OE2706R
OE2716R
OE2728R
OE2736F
OE2740F
OE2745R
OE2750R
OE2782F
OE2847R
OE3017R
OE3062F
OE3116F
OE3118F
OE3132F
OE3139R
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-0.9
-0.6
-2.0
-1.4
-0.6
-0.5
-0.7
-0.8
-0.6
-0.9
-0.8
-0.9
-1.2
-1.2
-1.3
-0.4
-1.0
-1.6
-1.2
-0.4
-0.5
-0.6
-0.7
-0.8
-1.6
-0.7
-0.7
-0.9
-1.1
-1.4
-0.7
-0.8
-0.5
-0.5
-1.3

-1.8
-1.5
-4.1
-2.7
-1.5
-1.4
-1.6
-1.7
-1.5
-1.9
-1.7
-1.8
-2.2
-2.3
-2.5
-1.3
-2.0
-3.1
-2.4
-1.3
-1.5
-1.5
-1.6
-1.8
-3.1
-1.6
-1.6
-1.8
-2.1
-2.6
-1.6
-1.7
-1.5
-1.4
-2.4

-11.4
-8.4
-26.1
-8.6
-11.0
-6.6
-10.8
-11.3
-1.7
-14.0
-12.8
-20.3
-16.4
-12.5
-13.9
-6.8
-11.6
-19.6
-17.4
-6.4
-7.3
-10.6
-9.2
-13.5
-14.3
-10.4
-11.6
-12.2
-19.0
-9.6
-11.5
-9.0
-7.9
-7.3
-18.8

cheR
guaB
gch31

gti2

purA
mpl10
pl11
rps13
rps4
rps11
rpoD
pl18R
ps9
rpoN
rpoK
ps2
ps28R

gdhA2
hutG

pgk

Ssurk
ush
ps17R

purF

SIG
NUM
NUM

HY
GEN
GEN

CHY

NUM
TL
TL
TL
TL
TL
TC
TL
TL
TC
TC
TL
TL
HY
HY

AA
CHY
CIM
CHY
MIS
CHY
NUM

TL
CHY
CHY
CHY
NUM

protein-glutamate O-methyltransferase (EC 2.1.1.80) cheR
IMP dehydrogenase (EC 1.1.1.205)

GTP cyclohydrolase Il (EC 3.5.4.29)

hypothetical protein

probable glycosyltransferase

reductase (probable nitrate reductase (EC 1.7.99.4) / sulfite dehydrogenase (EC 1.8.2.1))
conserved hypothetical protein

adenylosuccinate synthase (EC 6.3.4.4)

ribosomal protein L10

ribosomal protein L11

ribosomal protein S13

ribosomal protein S4

ribosomal protein S11

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit D
ribosomal protein L18.eR

ribosomal protein S9

DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit N
DNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.6) subunit K
ribosomal protein S2

ribosomal protein S28.eR

hypothetical protein

hypothetical protein

glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.-)
formiminoglutamase (EC 3.5.3.8)

conserved hypothetical protein

phosphoglycerate kinase (EC 2.7.2.3)

conserved hypothetical protein

probable stationary-phase survival protein

conserved hypothetical protein

UDP-sugar hydrolase (EC 3.6.1.45) / 5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5)
ribosomal protein S17.eR

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

amidophosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.14)




Anhang

OE3141R
OE3142R
OE3155R
OE3195F
OE3262R
OE3342R
OE3388F
OE3389F
OE3390F
OE3393F
OE3394F
OE3395F
OE3396F
OE3404F
OE3405F
OE3407F
OE3481R
OE3487R
OE3556R
OE3572R
OE3654R
OE3712R
OE3731R
OE3732R
OE3755R
OE3866R
OE3908R
OE3922R
OE3963R
OE3964R
OE3985R
OE3986R
OE3987R
OE4300R
OE4301R

-1.1
-1.1
-0.8
-0.4
-1.0
-0.5
-0.4
-0.7
-1.0
-0.7
-0.9
-0.6
-0.5
-0.7
-0.9
-0.7
-0.5
-0.7
-2.1
-1.3
-0.8
-0.7
-1.4
-1.3
-0.5
-0.7
-0.5
-0.9
-2.0
-2.3
-0.8
-1.0
-0.5
-0.8
-1.0

22
22
17
13
2.0
14
14
A7
2.0
16
1.9
16
15
16
1.9
16
14
16
44
25
17
16
26
24
14
16
14
1.9
4.1
4.9
17
2.0
15
18
2.0

-21.8
-9.0
-7.8

-10.0

-18.2
-9.7
-6.1

-15.5

-19.2

-10.7

-12.4
-8.3
-9.7
-8.2

-15.8
-6.5
-7.4
-9.0

-17.8

-14.1
-6.1
-7.2

-21.4
-9.9
-8.8
-7.6
-8.0
-9.0

-24.4

-51.1

-11.5
-8.5
-7.2

-11.7

-10.7

pI37R

snp

sucB

mpl3
pl4R
mpl23
ps19
mpl22
rps3
pl29
pl24
ps4R
pl5
htril
aif5a
carA

pyrG

oxdhA2
purQ
purS
gcp
phnC
glnA
ribB
atpA
atpF
atpC

dppF1

TL
GEN
CHY
CIM
CHY

HY

TL

TL

TL

TL

TL

TL

TL

TL

TL

TL
SIG

TL

NUM
HY

NUM

NUM

CHY
cP
TP

coM

CHY
EM
EM
EM

CHY
TP

ribosomal protein L37.eR

small nuclear ribonucleoprotein homolog

conserved hypothetical protein

succinate--CoA ligase (ADP-forming) (EC 6.2.1.5) beta subunit

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

ribosomal protein L3

ribosomal protein L4.eR

ribosomal protein L23

ribosomal protein S19

ribosomal protein L22

ribosomal protein S3

ribosomal protein L29

ribosomal protein L24

ribosomal protein S4.eR

ribosomal protein L5

transducer protein htrll

translation initiation factor alF-5A

carbamoyl-phosphate synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.5) small subunit
CTP synthase (EC 6.3.4.2)

hypothetical protein

probable branched-chain amino acid dehydrogenase (EC 1.2.4.-) E1 component alpha subunit
phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component |
phosphoribosylformylglycinamidine synthase (EC 6.3.5.3) component purS
conserved hypothetical protein

probable O-sialoglycoprotein endopeptidase (EC 3.4.24.57)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate phosphate/phosphonate)

glutamate--ammonia ligase (EC 6.3.1.2)

conserved hypothetical protein
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit A
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit F
A-type ATP synthase (EC 3.6.3.14) subunit C
conserved hypothetical protein

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
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Anhang

OE4302R
OE4303R
OE4304R
OE4367R
OE4369R
OE4552F
OEA4555F
OE4572R
OE4626R
OE4628R
OE4683F
OE4720R
OE5015F
OE5031R
OE5162R
OE5234R
OE5260F
OE5279R
OE5291F
OEb5295F
OE5307F
OE5311R
OE5322R
OE5325F
OE5363R
OE5393F
OEb5407F
OEGB005R
OEG6006R
OE6074R
OE6133R
OE6145R
OE6154F
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-1.2
-0.8
-1.1
-0.6
-0.4
-0.8
-0.7
-0.5
-0.5
-0.9
-2.0
-0.9
-0.5
-0.7
-0.6
-0.6
-1.1
-1.2
-1.3
-0.9
-0.7
-0.7
-1.3
-0.4
-0.8
-1.0
-0.6
-0.6
-1.1
-0.7
-1.1
-1.0
-0.7

23
A7
2.1
15
14
18
A7
14
14
18
4.1
1.9
14
16
15
15
2.1
23
25
138
17
16
24
13
18
2.0
15
15
2.1
16
22
2.0
17

-18.8
-16.5
-11.7
-9.6
-6.8
-14.6
-18.2
-7.0
-8.9
-8.9
-15.9
-9.8
-6.9
-12.7
-8.7
-8.8
-16.9
-9.1
-12.0
-11.9
-6.3
-8.6
-8.4
-7.8
-13.8
-17.2
-12.0
-9.2
-12.3
-12.1
-13.9
-7.6
-6.6

dppD1
dppC1
dppB1

dppB2
dppC2
valS

suit

TP
TP
TP

CHY
HY
TP
TP
L
TL

CHY

coM
TL
ISH

CHY

GEN

CHY
ISH

CHY
HY
HY
TP
HY

CHY

CHY
ISH
ISH
ISH

CHY

CHY
HY
ISH

SIG
HY

dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system ATP-binding protein (probable substrate
dipeptide/oligopeptide/nickel)

ABC-type transport system permease protein (probable substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system permease protein (probable substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

ABC-type transport system permease protein (probable substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)
ABC-type transport system permease protein (probable substrate dipeptide/oligopeptide/nickel)
valine--tRNA ligase (EC 6.1.1.9)

probable translation initiation factor SUI1

conserved hypothetical protein

riboflavin synthase (EC 2.5.1.9) alpha subunit

ribosomal protein S10

transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein

cell division control protein cdc6 homolog

conserved hypothetical protein (nonfunctional

transposase (ISH10)

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

ABC-type transport system ATP-binding protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

insertion element protein (ISH2)

insertion element protein (ISH2)

transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

transposase (ISH10)

probable signal-transducing histidine kinase

hypothetical protein




Anhang

OE6156F
OE6281R
OE6288R
OE6292R
OE6296R
OEG6298A1R
OE7019F
OE7024R
OE7026R
OE7036F
OE7037F
OE7038F
OE7039F
OE7042R
OE7043A1F
OE7046R
OE7052F
OE7054R
OE7056A1R
OE7057F
OE7089R
OE7097F
OE7101R
OE7106F
OE7124R
OE7131R
OE7141R
OE7144R
OE7149F
OE7180F
OE7198F
OE7210R
OE7212B1F
OE7215F
OEB8047F

-0.9
-0.4
-0.6
-0.9
-0.5
-1.0
-0.6
-0.6
-0.4
-0.7
-1.2
-1.3
-2.3
-2.5
-2.9
-0.6
-0.5
-0.4
-0.4
-0.5
-0.6
-1.2
-0.9
-0.4
-0.5
-0.7
-0.9
-0.5
-0.5
-0.7
-0.6
-0.5
-1.1
-0.9
-1.2

1.9
13
15
138
14
2.0
16
15
13
16
23
25
48
56
72
15
15
13
13
14
15
22
18
14
14
16
1.9
14
14
16
15
14
2.1
18
22

-11.9
-9.4
-6.6

-10.2
=71

-13.8

-10.2
-6.8
-9.0

-11.6

-19.9

-16.8

-11.4
-9.0

-37.7
-6.4

-12.9
-7.5
-8.1
-7.2
-6.2

-11.6

-13.6
-6.1
-8.4
-7.5

-10.2

-10.7
-9.0
-7.9
-6.5
-6.8

-17.0

-10.5

-13.6

gvpK1
gvpJ1
gvpC1
gvpN1
gvpO1
parA7

CHY
HY
GEN
ISH
ISH
ISH
ISH
GEN
GEN
CP
GEN
GEN
GEN
SIG
CHY
ISH
ISH
CHY
CHY
CHY
CHY
ISH
CHY
HY
HY
CHY
GEN
CHY
HY
HY
ISH
CHY
CHY
CHY
CHY

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

cell division control protein cdc6 homolog
transposase (ISH6)

transposase (ISH8)

insertion element protein (ISH2)
transposase (ISH8)

gas-vesicle operon protein gvpK1
gas-vesicle operon protein gvpJ1
gas-vesicle protein gvpC1
gas-vesicle operon protein gvpN
gas-vesicle operon protein gvpO1

parA domain protein

probable signal-transducing histidine kinase / response regulator

transposase (ISH8)
transposase (ISH5)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
transposase (ISH10)
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

multidrug resistance transport protein homolog

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
transposase (ISH8)

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
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