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lll. Zusammenfassung

Die zentrale Komponente der Zellhille von Gram-positiven Bakterien ist die
Zellwand, die durch eine dicke Peptidoglykanschicht gekennzeichnet ist. Der
Peptidoglykansacculus verleiht der Zelle Stabilitat und Form und schutzt sie vor
Umwelteinflussen. Damit die Bakterienzelle in der Lage ist zu wachsen und sich
zu teilen, findet ein standiger Umbau des Peptidoglykannetzwerks statt. Zu
diesem Zweck ist die Biosynthese neuer Peptidoglykanbausteine erforderlich.
Um zu verhindern, dass die Biosynthese zu viele Ressourcen verbraucht, wird
sie auf verschiedenen Ebenen streng reguliert. Eine Form der Regulation betrifft
den proteolytischen Abbau von MurA, dem ersten Enzym des
Biosyntheseweges. MurA wird durch die Protease CIpCP in Gegenwart von nicht-
phosphoryliertem  ReoM  abgebaut, was zur Verringerung der
Peptidoglykanbiosynthese fuhrt. Wird ReoM jedoch durch die PASTA-eSTK
PrkA phosphoryliert, ist die Interaktion von ReoM mit MurA gehemmt, der Abbau
von MurA wird verhindert und die Peptidoglykanbiosynthese stabilisiert sich.
Durch die Phosphatase PrpC kann die Phosphorylierung von ReoM ruckgangig
gemacht werden. Um herauszufinden, ob die Peptidoglykanbiosynthese
stattfindet oder nicht, wurde der Phosphorylierungszustand von ReoM in vivo
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die Peptidoglykanbiosynthese in der
spaten stationaren Wachstumsphase durch die PrpC-abhangige Abnahme der
ReoM-Phosphorylierung heruntergefahren wird. Die intrazellulare Anreicherung
von MurA fuhrte ebenfalls zur Abnahme der Phosphorylierung von ReoM. Dies
erforderte einen direkten Kontakt zwischen ReoM und MurA, sowie die
enzymatische Aktivitat von MurA und die Bindung der Substrate. Weitere
Faktoren, die die ReoM-Phosphorylierung steuern, sind GpsB als Aktivator von
PrkA und die PASTA-Domanen von PrkA, die ebenfalls flr die volle
Kinaseaktivitat erforderlich sind. Proteomdaten legen aufierdem nahe, dass
ReoM spezifisch die ClpCP-abhangige Proteolyse von MurA steuert.



V. Summary

V. Summary

The central component of the cell envelope of Gram-positive bacteria is the cell
wall, which is characterised by a thick peptidoglycan layer. The peptidoglycan
sacculus ensures the stability and shape of the cell and protects it against harsh
environmental conditions. In order to be able to grow and divide, a constant
remodelling of the peptidoglycan network takes place. This requires the
biosynthesis of new peptidoglycan building blocks. However, in order to prevent
the excessive consumption of resources during peptidoglycan biosynthesis, it is
strictly regulated at various levels. One form of regulation concerns the proteolytic
degradation of MurA, the first enzyme in the biosynthetic pathway. In the
presence of non-phosphorylated ReoM, MurA is degraded by the protease
ClpCP, which leads to a reduction in peptidoglycan biosynthesis. However, ReoM
can be phosphorylated by the PASTA-eSTK PrkA. This phosphorylation inhibits
the interaction between ReoM and MurA and prevents the degradation of MurA.
As a result, the biosynthesis of peptidoglycan is maintained. The phosphatase
PrpC can reverse the phosphorylation of ReoM. To see under which conditions
peptidoglycan biosynthesis takes place or not, the phosphorylation state of ReoM
was analysed in vivo. The results show that peptidoglycan biosynthesis is down-
regulated in the late stationary phase of growth by the PrpC-dependent decrease
in ReoM phosphorylation. The intracellular accumulation of MurA also led to a
decrease in the phosphorylation of ReoM. For this direct contact between ReoM
and MurA. This required direct contact between ReoM and MurA. MurA also had
to be enzymatically active and able to bind its substrates. Other factors controlling
ReoM phosphorylation were GpsB, which acts as an activator of PrkA, and the
PASTA domains of PrkA, which are also required for full kinase activity.
Proteomic data also suggest that ReoM specifically controls ClpCP-dependent

proteolysis of MurA.
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1. Einleitung

1.1 Listeria monocytogenes

Der Organismus Listeria monocytogenes wurde erstmals 1926 von Murray et al.
beschrieben. Er isolierte das Bakterium aus kranken Laborkaninchen
und -Meerschweinchen (Murray et al., 1926). Im Jahr 1983 wurde es dann als
lebensmittelassoziiertes Humanpathogen identifiziert (Schlech et al., 1983).
Listeria monocytogenes wird dem Phylum Bacillota (ehemals Firmicutes)
zugeordnet (Oren & Garrity, 2021). Darin gehort es zur Klasse der Bacilli und zur
Familie der Listeriaceae, welche die Gattungen Listeria und Brochothrix umfasst
(Ludwig et al., 2009). Insgesamt gibt es 28 Listeria-Arten (Stand 2023), von
denen aber nur Listeria monocytogenes und Listeria ivanovii als
Humanpathogene auftreten (Orsi et al., 2023). Einmalig wurde auch die Infektion
eines Menschen mit L. seeligeri nachgewiesen (McLauchlin et al., 2004). Die 28
Listeria-Arten lassen sich in vier Kladen einteilen: Listeria, Mesolisteria,
Paenilisteria und Murraya (Orsi et al., 2023). Die Klade Listeria umfasst 10 Arten,
die durch ihre enge Verwandschaft mit L. monocytogenes auch der Gruppe
Listeria sensu stricto zugeordnet werden (Orsi et al., 2023). Die 18 anderen
Listeria-Arten, die eine geringere phylogenetische Verwandschaft mit
L. monocytogenes aufweisen, werden der Gruppe Listeria sensu lato
zugewiesen (Orsi et al.,, 2023). Auf Basis der somatischen und flagellaren
Antigene kann die Art L. monocytogenes in 13 verschiedene Serotypen eingeteilt
werden (Orsi et al., 2011). Trotz dieser Vielfalt sind jedoch die meisten
registrierten L. monocytogenes-Infektionen auf die Serotypen 1/2a, 1/2b oder 4b

zurtckzufihren (im Vereinigten Konigreich) (McLauchlin et al., 2004).

Listeria spp. werden allgemein als Gram-positive Bakterien mit einem niedrigen
G+C-Gehalt beschrieben. Sie besitzen eine stdbchenférmige Morphologie und
bilden weder Kapseln noch Sporen aus. Weiterhin kdnnen sie unter aeroben und
anaeroben Bedingungen leben (Collins et al., 1991, Khelef et al., 2006, Ludwig
et al., 2009). Die Art L. monocytogenes ist ubiquitar verbreitet. Man findet das
Bakterium in Gewassern und dem Boden, aber auch in Nahrungsmitteln, sowie
in Tieren und im Menschen (Hamon et al., 2006). Bei Temperaturen von 20-25 °C
ist das Bakterium motil (Orsi et al., 2023). Als L. monocytogenes-Laborstamme
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haben sich drei Stamme des Serotyps 1/2a etabliert: EGD, EGD-e und 10403S.
Dabei unterscheidet sich EGD-e genetisch deutlich von den anderen beiden
Stammen und ist naher mit dem Serotyp 1/2c verwandt (Ragon et al., 2008,
Bécavin et al.,, 2014). Da L. monocytogenes Umweltstressoren wie einem
niedrigeren pH-Wert oder einer hohen Salzkonzentration standhalten kann und
auch bei niedrigen Temperaturen von 2—4 °C wachst, stellt das Bakterium ein
Risiko fur die Nahrungsmittelindustrie dar (Tasara & Stephan, 2006, Gandhi &
Chikindas, 2007). Von dort aus kann es durch die Aufnahme kontaminierter
Nahrung in den Menschen gelangen und die Infektionskrankheit Listeriose
verursachen (Schlech et al., 1983, Schlech, 2019). Als nicht-invasive Form der
Infektion mit Listeria monocytogenes bildet sich eine fiebrige Gastroenteritis aus
(Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007). Auch von kutanen Infektionen, die durch
direkten Hautkontakt mit L. monocytogenes entstehen, wurde berichtet
(McLauchlin & Low, 1994). Invasive Formen der Listeriose umfassen die
schwangerschaftsassoziierte und neonatale Listeriose, die Bakteriamie oder
septische Listeriose und Infektionen des zentralen Nervensystems, wie eine
Meningitis oder Meningoenzephalitis (McLauchlin, 1990, Mylonakis et al., 1998,
Mylonakis et al., 2002, Koopmans et al., 2023). Risiken fir eine Bakteriamie und
Neurolisteriose sind unter anderem ein hoheres Alter, bestehende schwere
Erkrankungen, angeborene Immundefekte oder eine Immunschwache z.B. durch
immunsuppressive Therapien (Goulet et al., 2011, Charlier et al., 2017).
Entscheidend flir die Infektion des zentralen Nervensystems sowie des Fotus, ist
die Fahigkeit von L. monocytogenes die Blut-Hirn-Schranke und die Plazenta-
Schranke Uberwinden zu kdénnen (Drevets et al., 1995, Bakardjiev et al., 2006,
Koopmans et al., 2023). Aus diesen Faktoren ergibt sich trotz geringer jahrlicher
Inzidenz von 0,1 bis 11,3 Fallen pro Million Einwohnern eine hohe
Fallsterblichkeit der Listeriose von 20-30 % (Swaminathan & Gerner-Smidt,
2007).

1.1.1 Infektionszyklus

Nach der oralen Aufnahme von L. monocytogenes kann das Pathogen Uber den
Darm in den Blutkreislauf gelangen. Uber das Blut erreicht es die priméren
Zielgewebe Leber und Milz, in denen es sich vermehrt (Radoshevich & Cossart,

2018). Bei vulnerablen Personen kann es auf3erdem sekundar Gber das Blut zum

2
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Gehirn oder der Plazenta gelangen (Drevets et al., 1995, Bakardjiev et al., 2006,
Radoshevich & Cossart, 2018). Auf zellularer Ebene wird L. monocytogenes
entweder durch phagozytare Zellen aufgenommen oder gelangt in nicht-
phagozytare Zellen, wie Epithelzellen, Uber rezeptorvermittelte Endozytose
(vgl. Abb.: 1) (Radoshevich & Cossart, 2018). Dazu binden Internalin A (InlA)
oder Internalin B (InIB) von L. monocytogenes an die eukaryontischen
Zellmembran-Rezeptoren E-Cadherin oder hepatocyte growth factor receptor
(Met), wodurch die Aufnahme des Bakteriums seitens der Wirtszelle ausgelost
wird (Gaillard et al., 1991, Mengaud et al., 1996, Shen et al., 2000, Radoshevich
& Cossart, 2018). Zusatzlich férdert die Exkretion des porenbildenden Toxins
Listeriolysin O (LLO) die Invasion des Pathogens durch die Induktion eines
Einstroms von Kalziumionen (Dramsi & Cossart, 2003, Vadia et al., 2011). Durch
die Aufnahme in die eukaryontische Zelle ist das Bakterium zunachst von einer
weiteren Membran umgeben und befindet sich in der sogenannten
Internalisierungsvakuole aus der es herausgelangen muss (Pizarro-Cerda &
Cossart, 2018). Dazu werden Listeriolysin O (LLO) und die Phospholipasen A
(PIcA) und B (PIcB) sekretiert, welche die Membran aufbrechen (Mengaud et al.,
1987, Tilney & Portnoy, 1989, Camilli et al., 1991, Vazquez-Boland et al., 1992,
Marquis et al., 1995). In Makrophagen kann L. monocytogenes sich auch
innerhalb der Phagosomen, also der Organellen, die endozytotisch
aufgenommenes Material enthalten, vermehren (Birmingham et al., 2008). Und
auch in Hepatocyten und Trophoblasten konnten Listerien persistierend in
Lysosomen-ahnlichen Vakuolen gefunden werden (Kortebi et al., 2017). Um die
Darmbarriere zu Uberwinden, bleibt das Bakterium ebenfalls in der
Internalisierungsvakuole mit der die Transzytose durch die Becherzellen
ermdglicht wird (Nikitas et al., 2011). Nach dem Aufbrechen der
Internalisierungsvakuole kann sich L. monocytogenes im Zytosol der Wirtszelle
vermehren und verursacht diverse Veranderung der Wirtszellenmorphologie um
die Infektion zu férdern (Jones & Portnoy, 1994, Glomski et al., 2003, Chen et al.,
2017). Auch dabei spielt die Ausschittung von LLO eine Rolle. LLO verursacht
unter anderem eine Veranderung der Mitochondrienmorphologie, welche die
Vermehrung von L. monocytogenes durch einen noch unbekannten
Mechanismus fordert (Stavru et al., 2011, Radoshevich & Cossart, 2018). Des
Weiteren fuhrt LLO zu einer Erhéhung der unfolded protein response (UPR) des
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Endoplasmatischen Retikulums (ER), einer Signalkaskade, welche die
Funktionsfahigkeit des Organelles unter Stress sicherstellt (Pillich et al., 2012).
Zusatzlich wird die Membranintegritat der Lysosomen durch LLO beeintrachtigt
(Malet et al., 2017). Wie diese Veranderungen der Wirtszelle die Infektion mit
L. monocytogenes fordern, ist allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart (Pillich
2012, Malet 2017, Pizarro-Cerda & Cossart, 2018)

L. monocytogenes kann auch die DNA-Stabilitat und Genexpression der

et al, et al,
Wirtszelle modulieren oder epigenetische Veranderungen hervorrufen, welche
die Infektion unterstlitzen (Hamon et al., 2007, Lebreton et al., 2011, Samba-
Louaka et al., 2012, Eskandarian et al., 2013, Leitdo et al., 2014, Samba-Louaka
etal., 2014, Prokop et al., 2017, Pizarro-Cerda & Cossart, 2018). Die Ausbreitung
von L. monocytogenes in banachbarte Zellen findet durch die ActA-abhagige
Polymerisation von Aktin statt mit der das Bakterium direkt vom Zytosol der
primar infizierten Zelle in das Zytosol der angrenzenden Zelle gelangen kann
(Tilney & Portnoy, 1989, Kocks et al., 1992).

bakterieller Eintritt
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Abbildung 1: Infektionszyklus von L. monocytogenes in eukaryontischen, nicht-
phagozytierenden Zellen. Adaptiert von Radoshevich & Cossart, 2018.

Der bakterielle Eintritt findet Uber rezeptorvermittelte Endozytose statt. Das Bakterium kann
innerhalb der Internalisierungsvakuole in Form von Transzytose durch Becherzellen wandern. In
anderen Wirtszellen entkommt L. monocytogenes der Vakuole durch die Ausschittung von
Listeriolysin (LLO), Phospholipase A (PIcA) und PlcB. AnschlieRend kann das Bakterium durch
die Polymerisierung von Aktin in benachbarte Zellen gelangen. Innerhalb des Zytosols findet die
Vermehrung statt. Hervorgehoben sind die méglichen zellularen Verdnderungen der Wirtszelle
durch die Infektion, wie mitochondrialer- und ER-Stress, sowie DNA- und Lysosomschadigungen
(Radoshevich & Cossart, 2018).
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1.1.2 Therapie der Listeriose und Antibiotikaresistenz von L. monocytogenes

Um die Ausbreitung von L. monocytogenes im menschlichen Korper
einzudadmmen und Komplikationen, Langzeitfolgen, sowie Sterblichkeit durch die
Listeriose zu vermeiden, ist eine rasche antimikrobielle Behandlung notwendig
(Pelegrin et al., 2014, Arslan et al., 2015, Thennings et al., 2016, Charlier et al.,
2017, Lim et al., 2017, Koopmans et al., 2023). Haufig werden die p-Laktam-
Antibiotika Penicillin, Ampicillin oder Amoxicillin zur ersten Behandlung der
Listeriose eingesetzt (Hof et al., 1997, Temple & Nahata, 2000, van de Beek et
al., 2012, Charlier et al., 2017, Koopmans et al., 2023). Da diese Antibiotika nur
einen bakteriostatischen Effekt gegen intrazellulare L. mononcyotgenes haben,
werden sie oft in Kombination mit einem Aminoglykosid verabreicht (Merle-Melet
et al., 1996, Hof et al., 1997, Charlier et al., 2017). Eine Alternative bildet die
Behandlung der Listeriose mit Cotrimoxazol. Dieses Antibiotikum ist ein Gemisch
aus Trimethoprim und Sulfamethoxazol und hat sich als effektiv gegentber extra-
und intrazellulare L. monocytogenes erwiesen (Winslow & Pankey, 1982,
Minkowski et al., 2001, van de Beek et al., 2012, van de Beek et al., 2016).

Als Besonderheit besitzen fast alle Listeria-Arten eine natlrliche Resistenz
gegenuber den Zellwandantibiotika der Gruppe der (modernen) Cephalosporine
und Fosfomycin (Espaze & Reynaud, 1988, Hof et al., 1997, Troxler et al., 2000,
Scortti et al., 2006). Cephalosporine gehdéren zur Gruppe der [B-Laktam-
Antibiotika (Newton & Abraham, 1955, Marshall & Blair, 1999). Diese Gruppe von
Antibiotika stort die bakterielle Zellwandbiosynthese durch die Bindung an
sogenannte Penicillin-bindende Proteine (PBP), die als Transpeptidasen und
Carboxypeptidasen fur die Quervernetzung der Zellwand notwendig sind. Die B-
Laktam-Antibiotika beeintrachtigen somit die Funktionsfahigkeit der PBPs, was
die bakterielle Zelllyse zur Folge haben kann (Spratt, 1975, Heesemann, 1993).
Die Ursache flur die intrinsische Resistenz von L. monocytogenes gegenuber
dieser Gruppe der B-Laktam-Antibiotika ist multifaktoriell. Dazu tragen PBPs,
aber auch multidrug resistance transporter (MDR), Proteine der
Peptidoglykanbiosynthese und -modifikation,  Zellhullenproteine mit
Entgiftungsfunktion, regulatorische Proteine, sowie zytoplasmatische Proteine
mit noch unbekannter Funktion bei (Mata et al., 2000, Guinane et al., 2006,
Zawadzka-Skomiat et al., 2006, Gottschalk et al., 2008, van de Velde et al., 2009,
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Collins et al., 2010a, Collins et al., 2010b, Aubry et al., 2011, Rae et al., 2011,
Nielsen et al., 2012, Rismondo et al., 2015, Krawczyk-Balska & Markiewicz,
2016). Das andere Antibiotikum, gegentber dem L. monocytogenes eine
natlirliche Resistenz bestitzt, ist Fosfomycin. Fosfomycin inhibiert die
Peptidoglykanbiosynthese (PG-Biosynthese) durch die Inaktivierung der UDP-N-
Acetylglukosamin-3-Enolpyruvattransferase MurA, welche den ersten Schritt der
PG-Biosynthese katalysiert (vgl. Abb.: 3) (Marquardt et al., 1994, Kim et al.,
1996). MurA Dbildet UDP-N-Acetylglukosaminenolpyruvat aus UDP-N-
Acetylglukosamin (GIcNAc) und Phosphoenolpyruvat (PEP) (Gunetileke &
Anwar, 1968, Marquardt et al., 1992). Diese Reaktion wird durch Fosfomycin
verhindert, indem es als Phosphoenolpyruvat-Analogon kovalent an das
katalytisch relevante Cystein von MurA bindet (Kahan et al., 1974, Marquardt et
al., 1994). In E. coli befindet sich dieses Cystein an Position 115 der
Aminosaurekette von MurA (Marquardt et al., 1992, Kim et al.,, 1996). Die
Resistenz von L. monocytogenes gegenluber Fosfomycin ist auf die Anwesenheit
des Gens fosX (Imo1702) zurickzufihren. Es codiert das gleichnamige Enzym,
welches die Hydratation von Fosfomycin katalysiert und damit die Resistenz
verursacht (Fillgrove et al., 2003, Fillgrove et al., 2007). Weitere Determinanten
der Fosfomycinresistenz sind die Aufnahmesysteme Opp und Hpt, welche das
Antibiotikum in die Bakterienzelle transportieren kénnen (Scortti et al., 2006,
Wang et al., 2022).

1.2 Aufbau der Zellhtille Gram-positiver Bakterien

Sowohl Fosfomycin als auch Cephalosporine wirken antimikrobiell, indem sie die
bakterielle Zellwandbiosynthese storen (Marquardt et al., 1994, Kim et al., 1996,
Marshall & Blair, 1999). Die Zellhille Gram-positver Bakterien zeichnet sich durch
eine besonders dicke Zellwand aus (vgl. Abb.: 2) (Rohde, 2019). Sie besteht aus
vielen Schichten von Peptidoglykanstrangen. In Zahlen ausgedrickt, besitzt die
Zellwand von Gram-positiven Bakterien eine Dicke von 30-100 nm und dient dazu
die Zellform zu erhalten und das Bakterium gegen widrige Umweltbedingungen
abzuschirmen (Rohde, 2019). Die Peptidoglykanschicht wird von langen
anionischen Polymeren durchzogen, den sogenannten Teichonsauren. Diese
bestehen grofltenteils aus Glycerinphosphat oder Ribitolphosphat und sind an

Glykosyl- und D-Alanylesterreste gebunden. Dabei ist die Klasse der
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Wandteichonsauren kovalent an das Peptidoglykan gebunden, wahrend die
Lipoteichonsauren an den Kopfgruppen der Membranlipide verankert sind
(Armstrong et al., 1958, Armstrong et al., 1959, Rohde, 2019)

WTA

N Abbildung 2: Aufbau der Zellhiille von
LTA Gram-positiven Bakterien (Silhavy et al.,
2010).

CAP = covalently attached protein; IMP
integral membrane  protein; LTA
Lipoteichonsaure; WTA = Wandteichonsaure.
(modifiziert nach Sihavy et al. 2010)

CAP -

J

Peptidoglykan

Zytoplasma-
membran

Zytoplasma
Gram-positiv

1.2.1 Peptidoglykan ist der Hauptbestandstteil der bakteriellen Zellwand

Peptidoglykan ist, wie der Name schon andeutet, aus Glykanstrangen aufgebaut,
die Uber Pentapeptidseitenketten quervernetzt sind (Vollmer et al., 2008a). Die
Glykanstrange bestehen aus den alternierend auftretenden Zuckern N-
Acetylglukosamin (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsaure (MurNAc). Diese sind
durch B-1—4-Bindungen miteinander verknupft (Vollmer et al., 2008a). Das
Pentapeptid besteht haufig aus L-Alanin-D-Glutaminsaure-meso-2,6-
Diaminopimelinsaure (oder L-Lysin)-D-Alanin-D-Alanin und ist an die D-
Laktylgruppe von MurNAc gebunden (Vollmer et al., 2008a). Es kbnnen aber
auch andere Aminosauren in dem Pentapetid vorhanden sein (Schleifer &
Kandler, 1972, Vollmer et al., 2008a). In L. monocytogenes besteht das
Pentapeptid aus L-Alanin-D-Glutaminsaure-meso-2,6-Diaminopimelinsaure-D-
Alanin-D-Alanin  (Kamisango et al, 1982). Die Quervernetzung der
Glykanstrange mittels der Peptidseitenkette erfolgt im Allgemeinen zwischen der
Carboxylgruppe vom D-Alanin an Position vier und der Aminogruppe der
Diaminopimelinsaure an Position drei eines anderen Glykanstranges. Dabei wird

das letzte D-Alanin der Peptidkette abgespalten und es entsteht eine direkte
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Verbindung zwischen den beiden Peptiden (Alanin und meso-2,6-

Diaminopimelinsaure) (Vollmer et al., 2008a).

Weitere Vielfalt in der Struktur des Peptidoglykans entstehen durch sekundare
Modifikationen an den Glykanstrangen, wie zum Beispiel N-Deacetylierungen, O-
Acetylierungen und N-Glykosylierungen (Abrams, 1958, Brumfitt et al., 1958,
Adam et al., 1969, Araki et al., 1971, Vollmer, 2008). Diese Modifikationen haben
einen Einfluss auf die Hydrolyse und die Vergrolierung des Peptidoglykans
wahrend des Zellwachstums (Payie et al., 1996, Vollmer, 2008). AuRerdem
tragen Acetylierungen und Deacetylierungen bei pathogenen Spezien zur
Resistenz gegenuber Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus bei (Bera et
al., 2006, Boneca et al., 2007, Vollmer, 2008). Bei L. monocytogenes ist die N-
Deacetylierung von Muropeptiden ein wichtiger Virulenzfaktor, der dazu dient der
angeborenen Immunantwort des Wirtes zu entgehen (Boneca et al., 2007). Das
Fehlen der N-Deacetylase PgdA fuhrt zu einer ausgepragten Sensitivitat des
Bakteriums gegenliber Lysozym, sowie einer verringerten Uberlebensfahigkeit in
Makrophagen und im Gastrointestinaltrakt von Mausen (Boneca et al., 2007).
Auch die O-Acetylierung von Muraminsaureresten ist fir die Resistenz
gegenuber Lysozym von Bedeutung (Aubry et al., 2011). Weiterhin vermittelt die
Modifikation eine Resistenz gegenuber B-Laktam-Antibiotika und ist fur das

Wachstum in Makrophagen notwendig (Aubry et al., 2011).

1.2.2 Biosynthese des Peptidoglykans

Um das beschriebene Peptidoglykannetz zu synthetisieren, sind zahlreiche
Reaktionen notwendig (vgl. Abb.: 3). Verklrzt lasst sich die Biosynthese von
Peptidoglykan in drei Stadien einteilen: Zunachst werden die aktivierten
Vorlaufermolekule UDP-N-Acetylglukosamin und UDP-N-Acetylmuraminsaure
im Zytoplasma synthetisiert (Barreteau et al., 2008, Typas et al., 2012). Danach
werden an der Innenseite der Zytoplasmamembran diese Vorlaufermolekile mit
den Peptiden bestickt und zu einem lipidverankerten Disaccharid-Pentapeptid
(Lipid 1) zusammengesetzt, welches Uber die Zytoplasmamembran transprotiert
wird (Bouhss et al., 2007, Typas et al., 2012, Sham et al., 2014, Meeske et al.,
2015). An der aulieren Seite der Zytoplasmamembran wird die Glykankette des
Lipid Il in das Peptidoglykangeflecht eingebaut (Typas et al., 2012).
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Abbildung 3: Skizzierung des Peptidoglykanbiosyntheseweges nach Schulz et al. 2022.

Fruktose-6-Phosphat wird in vier Stufen durch GImS, GImM, GImU zu UDP-N-Acetylglukosamin
umgewandelt. MurA und MurB synthetisieren daraus das zweite Vorlaufermolekil UDP-N-
Acetylmuraminsaure. In weiteren Schritten wird Lipid Il mithilfe von MurCDEF, MraY und MurG
produziert. AnschlieBend transferiert MurJ das Lipid 1l auf die Aulenseite der
Zytoplasmamembran, wo es durch Transglykosylasen (GTase) und Transpeptidasen (TPase) in
das bestehende Peptidoglykannetz eingebaut wird. GlcN = Glukosamin; GlcNAc = UDP-N-
Acetylglukosamin; MurNAc = UDP-N-Acetylmuraminsaure; L-Ala = L-Alanin; D-Glu = D-
Glutaminsaure; meso-Dap = meso-2,6-Diaminopimelinsaure; D-Ala = D-Alanin (Schulz et al.,
2022).

Das erste Vorlaufermolekil UDP-N-Acetylglukosamin wird aus Fruktose-6-
Phosphat synthetisiert. Zunachst wandelt die Glukosamin-6-Phosphat-Synthase
(GImS) Fruktose-6-Phosphat zu Glukosamin-6-Phosphat um (Badet et al., 1987,
Badet et al., 1988, Badet-Denisot et al., 1997, Barreteau et al., 2008). Das
Glukosamin-6-Phosphat wird anschlieBend durch GImM, einer Mutase, zu
Glukosamin-1-Phosphat umgesetzt (Mengin-Lecreulx & van Heijenoort, 1996,
Jolly et al., 1999, Barreteau et al., 2008). Zuletzt finden die Acetylierung und
Uridylierung statt, die beide durch das bifunktionelle Enzym GImU katalysiert
werden (Hove-Jensen, 1992, Mengin-Lecreulx & van Heijenoort, 1993, Mengin-
Lecreulx & van Heijenoort, 1994, Barreteau et al., 2008). Das zweite
Vorlauferprotein UDP-N-Acetylmuraminsaure wird aus UDP-N-Acetylglukosamin
gebildet. Daftr wird Enolpyruvat aus Phosphoenolpyruvat an das UDP-N-
Acetylglukosamin transferiert (Marquardt et al., 1993, Barreteau et al., 2008).
Diese Reaktion wird von der Transferase MurA durchgefthrt (Marquardt et al.,
1992, Wanke et al., 1992, Barreteau et al., 2008). Danach wird durch das Enzym
MurB der Enolpyruvyl-Rest zu D-Laktyl reduziert, was in der Bildung von UDP-
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N-Acetylmuraminsaure resultiert (Benson et al., 1993, Tayeh et al., 1995,
Barreteau et al., 2008). Bakterien, die dem Phylum Firmicutes angehéren,
konnen bis zu vier MurA-Paraloge besitzen, die sich in drei Kladen einteilen
lassen: MurAA, MurAB und MurAC (Chan et al., 2022). L. monocytogenes codiert
zwei UDP-N-Acetylglukosamin-Enolpyruvat-Transferasen, MurA und MurZ, von
denen MurA essentiell ist. Daraus lasst sich schlieRen, dass MurZ keine primare
Rolle in der Peptidoglykanbiosynthese zukommt (Rismondo et al., 2016a, Fischer
et al., 2022). Nach der Synthese von UDP-N-Acetylmuraminsdure werden
schrittweise die funf Peptide an dessen D-Laktyl-Gruppe angeflgt. Jeder Schritt
wird dabei von einer Substrat-spezifischen ATP-verbrauchenden Synthase
katalysiert. Namentlich heilRen diese Synthasen MurC, MurD, MurE and MurF
(Lutkenhaus et al., 1980, Maruyama et al., 1988, Mengin-Lecreulx et al., 1989,
Liger et al., 1996, Emanuele et al., 1997, Barreteau et al., 2008). Die Transferase
MraY katalysiert dann den Transfer des UDP-N-Acetylmuraminsaure-
Pentapeptids an den Membranakzeptor Undecaprenylphosphat. Das Produkt
wird als Lipid | bezeichnet (Taku & Fan, 1976, Brandish et al., 1996, van
Heijenoort, 1998). AnschlieRend flgt die Transferase MurG das UDP-N-
Acetylglukosamin an, wodurch Lipid Il entsteht (Bachmann, 1983, van Heijenoort,
1998). Fur den Transport von Lipid Il an die Aulenseite der
Zytoplasmamembran, sind membranintegrale Translokasen, sogenannte
Flippasen verantwortlich (Kuk et al., 2022). In Escherichia coli wurde die Flippase
Murd erstmals entdeckt und beschrieben (Inoue et al., 2008, Ruiz, 2008, Sham
et al., 2014). Es handelt sich um eine ATP-unabhangige Flippase, die zur
Superfamilie  der ,Multidrug/Oligosaccharidyl-Lipid/Polysaccharid  (MOP)
Exporter” gehort (Hvorup et al., 2003, Kuk et al., 2022). Die Funktionsweise ist
bisher noch nicht vollstandig aufgeklart. Es gibt Hinweise darauf, dass der
Mechanismus auf dem Membranpotenzial, sowie dem Austausch von Lipid Il mit
Natrium- und Chlorid-lonen beruht (Rubino et al., 2018, Kumar et al., 2019, Kuk
et al., 2022). In Bacillus subtilis konnte neben MurJ noch die Flippase Amj
identifiziert werden (Meeske et al., 2015). Sie bildet zusammen mit MurJ ein
synthetisch lethales Paar (Meeske et al., 2015). Amj kann in einigen Gram-
negativen und -positiven Organismen gefunden werden. Darunter ist Firmicutes
das Phylum mit der grofdten Anzahl sequenzierter Genome, die Amj-Orthologe
enthalten (Meeske et al., 2015).
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1.2.3 Polymerisierung, Quervernetzung und Turnover des Peptidoglykans

Den Einbau des Disaccharid-Pentapeptids Lipid Il in das bestehende
Peptidoglykangeflecht Gibernehmen Peptidoglykansynthasen. Man unterscheidet
zwischen monofunktionalen Transglykosylasen (GTasen), monofunktionalen
DD-Transpeptidasen (TPasen) und bifunktionalen Transglykosylasen-DD-
Transpeptidasen (Vollmer & Bertsche, 2008). GTasen polymerisieren die

Glykanketten wahrend TPasen die Peptide vernetzen (Typas et al., 2012).

DD-Transpeptidasen und andere Peptidasen gehdoren zusammen mit den
meisten [-Laktamasen zur Proteinfamilie ,Penicilloyl-Serin-Transferasen®.
Vertreter dieser Familie katalysieren die Spaltung der zyklischen Amidbindung
von Penicillin durch deren Bindung an das Serin im aktiven Zentrum des Enzyms
(Ghuysen, 1994). Bei Peptidasen bleibt das gespaltene Substrat an das Enzym
gebunden, wohingegen die B-Laktamasen Penicilloat freisetzen (Ghuysen,
1994). Peptidasen bilden somit einen stabilen Enzym-Inhibitor-Komplex mit 3-
Laktam-Antibiotika, der die Funktion des Enzyms stort (Waxman & Strominger,
1980, Bycroft & Shute, 1985). Die Bindung von Penicillin und anderen B-Laktam-
Antibiotika an die Enzyme ist aufgrund der strukturellen Analogie zum
eigentlichen Substrat, den D-Ala-D-Ala-Termini der Pentapeptid-Seitenkette des
Peptidoglykans, mdglich (Tipper & Strominger, 1965, Bycroft & Shute, 1985,
Vollmer & Bertsche, 2008).

Penicilloyl-Serin-Transferasen werden unter der Bezeichnung Penicillin-
bindende Proteine (PBPs) nach Goffin & Ghuysen (1998) in zwei
Hauptkategorien eingeteilt: PBPs mit hoher molekularer Masse (HMW) und PBPs
mit niedriger molekularer Masse (LMW) (Goffin & Ghuysen, 1998). HMW-PBPs
sind fur die Peptidoglykanpolymerisation in die bereits bestehende Zellwand
verantwortlich (Goffin & Ghuysen, 1998, Born et al., 2006, Sauvage et al., 2008).
Je nach Struktur und katalytischer Aktivitat ihnrer N-terminalen Doméane kdénnen
sie dann weiter der Klasse A oder B zugeordnet werden. In der Klasse A ist die
N-terminale Doméane des Enzyms fiur die Transglykosylaseaktivitat
verantwortlich. Es handelt sich also um bifunktionale Peptidoglykansynthasen
(Goffin & Ghuysen, 1998, Sauvage et al., 2008). Bei der Klasse B besitzt die N-
terminale Domane keine katalytische Aktivitat, sondern spielt vermutlich eine

Rolle bei der Zellmorphogenese, indem sie mit anderen Proteinen interagiert, die
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am Zellzyklus beteiligt sind (Adam et al., 1997, Goffin & Ghuysen, 1998,
Nanninga, 1998, Sauvage et al., 2008). Die C-terminale Domane beider Klassen
besitzt die Transpeptidaseaktivitat (Goffin & Ghuysen, 1998, Sauvage et al.,
2008). LMW-PBPs katalysieren ebenfalls die Quervernetzung zwischen den
Peptiden, besitzen aber eine DD-Carboxypeptidase-Aktivitat, Endopeptidase-
Aktivitat oder B-Laktamase-Aktivitat. Sie sind an der Regulation des
Vernetzungsgrades des Peptidoglykans beteiligt (Goffin & Ghuysen, 1998,
Krawczyk-Balska & Markiewicz, 2016). L. monocytogenes besitzt insgesamt 10
PBPs, von denen 5 der Gruppe, der LMW zugeordnet werden kdnnen (Krawczyk-
Balska & Markiewicz, 2016).

Als letzte Gruppe der Peptidoglykansynthasen gibt es die monofunktionellen
GTasen (Typas et al., 2012). Dazu zahlt beispielsweise MtgA aus E. coli (Hara &
Suzuki, 1984). Auch die Proteine FtsW und RodA, die als Teil des Divisoms oder
Elongasoms zusammen mit Klasse B PBPs die Polymerisation des
Peptidoglykans koordinieren, besitzen eine Transglykosylase- (GTase-) Aktivitat
und werden der Proteinfamilie Shape, Elongation, Division and Sporulation
(SEDS) zugeordnet (Ishino et al., 1986, Henriques et al., 1998, Mercer & Weiss,
2002, Gamba et al., 2009, Fraipont et al., 2011, Meeske et al., 2016, Emami et
al., 2017).

Damit Uberhaupt neue Peptidoglykanbausteine in das bestehende Netzwerk
eingebaut werden koénnen, missen vorhandene Bindungen aufgebrochen
werden. Andernfalls wirde die Zellwand nur dicker werden, ohne, dass sich die
Zellen verlangern (Typas et al, 2012). Diese Funktion uUbernehmen die
Peptidoglykanhydrolasen (Autolysine). Es handelt sich um eine diverse
Enzymgruppe, deren Mitglieder alle in der Lage sind, Bindungen im polymeren
Peptidoglykan oder den I6slichen Peptidoglykanfragmenten zu spalten
(Shockman et al., 1996, Vollmer et al., 2008b). Bakterien besitzen eine grole
Anzahl an Hydrolasen mit sich Uberschneidenden Funktionen (Holtje &
Tuomanen, 1991, Smith et al., 2000, Vollmer et al., 2008b). Es gibt fur jede
glykosidische Bindung und Peptidbindung im Peptidoglykan eine Hydrolase,
wobei nicht in jeder Spezies jede dieser Hydrolasen vorkommt (Vollmer et al.,
2008b). Neben der Beteiligung am Zellwachstum oder der Zellteilung, dienen die

Hydrolyseprodukte auch als Signalmolekule flr die Erkennung von Bakterien
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durch andere Organismen oder fur die Induktion von B-Laktamasen (Jacobs et
al., 1997, Heidrich et al., 2001, Vollmer et al., 2008b).

1.3 Das Divisom steuert die PG-Biosynthese wahrend der Zellteilung

Die PG-Biosynthese ist durch spezifische Multiproteinkomplexe, Divisom und
Elongasom, an die Zellteilung und das laterale Wachstum gekoppelt (Lovering et
al., 2012). Sie dienen dazu die PG-Biosynthese zu koordinieren und geben die
Zellform vor (Young, 2003). Die bakterielle Zellteilung erfolgt durch das
Einwachsen (,ingrowth®) von Membran und Zellwand zu einem Septum, das die
Zelle in zwei Kompartimente trennt (Harry et al., 2006). Bei stabchenférmigen
Bakterien bildet sich das Septum exakt in der Mitte der Zelle zwischen den zwei
replizierten und segregierten Chromosomen (Bi & Lutkenhaus, 1991, Harry et al.,
2006). Der Prozess der Zellteilung beginnt mit der Polymerisation des Z-Ringes,
dessen zentrale Komponente das Protein FtsZ ist (Addinall et al., 1996,
Buddelmeijer & Beckwith, 2002). Interessanterweise besitzt FtsZ strukturelle
Ahnlichkeit mit dem eukaryontischen Tubulin, welches zu Mikrotubuli
polymerisiert, die beispielsweise an der Mitose und Meiose beteiligt sind
(Cleveland & Sullivan, 1985, Mukherjee et al., 1993, Lowe & Amos, 1998). Auch
FtsZ polymerisiert zu dynamischen Filamenten, wofur die Anwesenheit von GTP
erforderlich ist (Mukherjee & Lutkenhaus, 1998, Lutkenhaus et al., 2012). Diese
Filamente bilden eine Ring-Struktur direkt unter der Zytoplasmamembran, den
bereits erwahnten Z-Ring (Bi & Lutkenhaus, 1991, Lutkenhaus et al., 2012). Er
befindet sich an der Teilungsstelle, genau in der Mitte der Zelle und bildet das
GeruUst zur Rekrutierung weiterer Teilungsproteine, die zusammen das Divisom
bilden (Bi & Lutkenhaus, 1991, Addinall et al., 1996, Harry et al., 2006). Im Gram-
positiven Modellorganismus B. subtilis sind das zunachst FtsA und SepF, durch
die FtsZ an die Membran gebunden wird (Jensen et al., 2005, Pichoff &
Lutkenhaus, 2005, Duman et al., 2013). Weitere Divisomproteine wie ZapA und
EzrA modulieren die FtsZ-Polymerisation (Levin et al., 1999, Gueiros-Filho &
Losick, 2002, Cleverley et al., 2014, Cleverley & Lewis, 2015). Mit etwas zeitlicher
Verzoégerung werden dann die spaten Divisomproteine rekrutiert. Dazu gehdren
in B. subtilis GpsB, FtsL, DiviB, DiviC, DivIVA und Enzyme der
Peptidoglykanbiosynthese, wie FtsW, PBP1 und PBP2B (vgl. Abb.: 4) (Varley &
Stewart, 1992, Yanouri et al., 1993, Levin & Losick, 1994, Daniel et al., 1996,
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Edwards & Errington, 1997, Katis et al., 1997, Daniel et al., 1998, Claessen et
al., 2008, Tavares et al., 2008, Gamba et al., 2016, Errington & Wu, 2017). Die
Zellteilung wird von zwei Regulationssystemen kontrolliert. Das Min-System stellt
sicher, dass der Z-Ring in der Zellmitte gebildet wird. Ohne das Min-System
entstehen die namensgebenden Minizellen, da der Z-Ring an den Zellpolen
aufgebaut wird (Adler et al., 1967, Rothfield et al., 2005). In B. subtilis besteht
dieser Komplex aus MinCDJ und DivIVA (Marston et al.,, 1998, Marston &
Errington, 1999, Bramkamp et al., 2008, Patrick & Kearns, 2008). Das zweite
Regulationssystem, das NO-System, verhindert die Bildung des Z-Ringes Uber
dem Nukleoid, um die Trennung des Chromosoms bei Segregationsstress zu
verhindern (Wu & Errington, 2004).

PBPB2 PBP1
DivIC DivIB

FtsW

Cosg q,.’%

Zytoplasma Q

ZapA

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Divisoms von B. subtilis (Halbedel & Lewis,
2019).

Abgebildet ist die mdgliche Anordnung der Zellteilungsproteine des Divisoms von B. subtilis
(modifiziert nach Halbedel & Lewis, 2019).

1.3.1 Funktion von DivIVA

DivIVA-Proteine kommen nur in Gram-positiven Bakterien vor. Homologe
konnten in Actinobacteria und Firmicutes, aber auch in einigen Arten der
Gattungen Deinococcus, Deltaproteobacteria, Nitrospira und Synergistaceae
und in den Gruppen Fibrobacter, Bacteroidetes und Chlorobi gefunden werden
(Halbedel & Lewis, 2019). Das Protein GUbernimmt verschiedene Aufgaben z.B.
bei der Auswahl der Teilungsstelle, der Chromosomensegregation oder der
Kontrolle der Peptidoglykan-Homobostase (Marston et al., 1998, Marston &
Errington, 1999, Thomaides et al., 2001, Halbedel et al., 2012, Hammond et al.,
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2019). Es sind diverse Interaktionspartner des Proteins bekannt. In B. subtilis
gehoren Mind (Zellteilung), Spo0J (Chromosomensegregation), ComN und Maf
(Kompetenz), SecA (Proteinsekretion) und RacA (Sporulation) dazu (Perry &
Edwards, 2004, Bramkamp et al., 2008, Briley Jr et al., 2011, Santos et al., 2012,
Halbedel et al., 2014, Schumacher et al., 2016). Bekannt ist aullerdem, dass
DivIVA erst durch Erzeugung einer negative Zellmembrankrimmung, die bei der
Membraninvagination wahrend der Septumbildung entsteht, zum Divisom
rekrutiert wird (Lenarcic et al., 2009, Ramamurthi & Losick, 2009, Eswaramoorthy
et al., 2011, Halbedel & Lewis, 2019). In L. monocytogenes konnte die
Beteiligung von DivIVA an der Zellteilung genauer aufgedeckt werden (Halbedel
etal., 2012, Kaval et al., 2014). DivIVA ist dort fur die SecA2-abhangige Sekretion
der Autolysine p60 (CwhA) und MurA (NamA) notwendig. Weiterhin fungiert das
Protein bei der Zytokinese als topologischer Regulator der Zellteilungsstelle
(Halbedel et al., 2012, Kaval et al., 2014). Ein Stamm, der kein DivIVA
synthetisieren kann, bildet daher lange Zellketten aus, die zwar septiert sind, sich

aber nicht voneinander abtrennen (Halbedel et al., 2012, Kaval et al., 2014).

1.3.2 Funktion von GpsB

Ein Protein, dass vermutlich aus einer Duplikation des divIVA-Gens entstand, ist
GpsB (Claessen et al., 2008, Tavares et al., 2008, Brzozowski et al., 2019). Es
findet sich nur in der Bacillus-Gruppe, einschlieBlich Staphylokokken,
Streptokokken, Enterokokken, Laktobazillen, Bazillen und Panibazillen und
ahnelt in der Struktur DivIVA (Brzozowski et al., 2019, Halbedel & Lewis, 2019).
Beide Proteine besitzen zwei Domanen: Eine hoch konservierte N-terminale
Domane, die durch eine nicht-konservierte Verbindungssequenz (,/inker*) mit
einer C-terminalen Doméane von verschiedener GroRe und Sequenz verbunden
ist (Cleverley et al., 2016, Rismondo et al., 2016b, Halbedel & Lewis, 2019). Die
N-terminalen Domanen beider Proteine binden an die Membran, wahrend die C-
terminalen Domanen flr die Oligomerisierung verantwortlich sind (Muchova et
al., 2002, Lenarcic et al., 2009, Rismondo et al., 2016b, Halbedel & Lewis, 2019).
Dabei oligomerisiert DivIVA zu einem Tetramer, wahrend GpsB ein Hexamer
bildet (Oliva et al., 2010, Rismondo et al., 2016b, Halbedel & Lewis, 2019). Die
Rekrutierung von GpsB zum Septum erfolgt erst nachdem das Divisom
vollstandig assembliert ist. Die genauen Bedingungen sind aber noch nicht
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bekannt (Tavares et al., 2008, Halbedel & Lewis, 2019). In B. subtilis und
L. monocytogenes konnte GpsB aber nicht nur am Septum sich teilender Zellen
gefunden werden, sondern auch an den lateralen Seitenwanden neuer,
wachsender Zellen (Claessen et al., 2008, Rismondo et al., 2016b, Cleverley et
al., 2019). Die Interaktionspartner von GpsB sind weniger divers im Vergleich zu
DivIVA (Halbedel & Lewis, 2019). GpsB interagiert in den Organismen
B. subtilis, L. monocytogenes und S. pneumoniae mit jeweils einem Klasse A
PBP (BsPBP1, LmPBPA1 and SpPBP2a) und mit der Zellform-Determinante
MreC (Claessen et al., 2008, Rismondo et al., 2016b, Rued et al., 2017, Cleverley
et al., 2019, Halbedel & Lewis, 2019). In B. subtilis und S. pneumoniae konnte
aullerdem eine Interaktion zwischen GpsB und EzrA, sowie einer Serin/Threonin-
Protein Kinase (B. subtilis PrkC und S. pneumoniae StkP) nachgewiesen werden
(Claessen et al., 2008, Pompeo et al., 2015, Rued et al., 2017, Halbedel & Lewis,
2019). In S. aureus wurde sogar eine direkte Interaktion von GpsB mit FtsZ,
welche die Bildung von FtsZ-Blndeln stimuliert, gefunden (Eswara et al., 2018,
Halbedel & Lewis, 2019). In L. monocytogenes wurde bisher nur SepF als
weiterer Interaktionspartner von GpsB bestimmt (Cleverley et al., 2019, Halbedel
& Lewis, 2019). Phosphoproteomdaten zeigen weiterhin, dass GpsB ein Substrat
der Serin/Threonin-Protein Kinase PrkA in L. monocytogenes ist (Kelliher et al.,
2021). All diese Interaktionen deuten darauf hin, dass GpsB die Funktion eines
Adapterproteins im bakteriellen Zellzyklus einnimmt (Cleverley et al., 2019). Das
Protein  verbindet PG-Synthasen mit anderen  Zellwandenzymen,
Gerustproteinen und  Formdeterminanten. Und dies geschieht in
Proteinkomplexen flr die Teilung (Divisom) und fur das periphere Wachstum
(Elongasom) (Cleverley et al., 2019). Phanotypisch verursacht das Fehlen von
GpsB in L. monocytogenes ausgepragte Wachstums- und Teilungsstérungen bei
37 °C Wachstumstemperatur und ist bei 42 °C tddlich (Rismondo et al., 2016b).
Weiterhin konnte eine erhdhte Empfindlichkeit gegenlber B-Laktam-Antibiotika
und Fosfomycin  festgestellt werden, sowie Veranderungen der
Peptidoglykanstruktur (Rismondo et al., 2016a, Rismondo et al., 2016b,
Rismondo et al., 2018).
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14 Das Elongasom steuert die PG-Biosynthese wahrend des

Streckungswachstums

Ahnlich zu den FtsZ-Filamenten beim Divisom, bilden sich auch beim Elongasom
Filamente aus, die das laterale Wachstum stabchenformiger Bakterien
kontrollieren (Jones et al., 2001, Carballido-Lopez & Formstone, 2007). Diese
Filamente bestehen aus Proteinen der MreB-Familie und sind Aktin-Homologe
(Jones et al., 2001, Carballido-Lopez & Formstone, 2007). In E. coli polymerisiert
MreB ATP-abhangig zu kurzen Filamenten, die um den zylindrischen Teil der
Zelle rotieren. Diese Rotation wird durch die Peptidoglykanbiosynthese
angetrieben (van Teeffelen et al., 2011). B. subtilis besitzt drei Aktin-lsoformen:
MreB, Mbl und MreBH, die alle in einer Helixstruktur kolokalisieren (Jones et al.,
2001, Carballido-Lépez et al., 2006, Carballido-Lopez & Formstone, 2007).
Weitere bekannte Proteine des Elongasoms in E. coli sind die
Transmembranproteine RodZ, MreC und PBP2, sowie die integralen
Membranproteine MreD und RodA (vgl. Abb.: 5) (Matsuzawa et al., 1973, Spratt,
1975, Curtis & Strominger, 1981, Stoker et al., 1983, Wachi et al., 1989, Den
Blaauwen et al., 2003, Bendezu et al., 2009). In B. subtilis wurden eine ganze
Reihe von weiteren Proteinen identifiziert, die mit MreB mdglicherweise
interagieren und Teil des Elongasoms sein konnten (Errington & Wu, 2017). Dazu
gehoren Proteine der Teichonsaurebiosynthese, verschiedende PBPs und auch
GpsB (Claessen et al., 2008, Formstone et al., 2008, Kawai et al., 2009, Errington
& Wu, 2017). Die Interaktion des Divisomproteins GpsB mit Proteinen des
Elongasoms zeigt, dass der Zellteilungsprozess nicht klar vom
Streckungswachstum abgegrenzt ist (Carballido-Lépez & Formstone, 2007). Dies
wird beispielsweise auch dadurch deutlich, dass E. coli mit dysfunktionalem MreB

ebenfalls einen Teilungsdefekt zeigt (Kruse et al., 2003, Young, 2006).
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PBP2

R

MreD RodA

Zytoplasma
MreB

Abbildung 5: Méglicher Aufbau des Elongasoms von E. coli nach (Liu et al., 2021).

Abgebildet ist die mdgliche Anordnung der Proteine des Elongasoms von E. coli (modifiziert nach
Liu et al., 2021).

1.5 Regulation der Peptidoglykanbiosynthese

Wahrend des Zellzyklus und bei schwankenden Umweltbedingungen muss der
Grad der Peptidoglykanbiosynthese kontinuierlich angepasst werden. Dafur gibt
es verschiedene Mechanismen, die von der Transkription bis zur Aktivitat
einzelner Enzyme reichen. Auf Ebene der Transkription wird beispielsweise die
Promotorspezifitit der RNA-Polymerase durch alternative Sigmafaktoren
(Sigmafaktoren mit extrazytoplasmatischer Funktion (ECF)) in Zusammenhang
mit Stressoren der Zellhllle reguliert (Lonetto et al., 1994, Helmann, 2016). Ein
Beispiel fur einen solchen Sigmafaktor ist Sigma M. Zum SigM-Regulon gehdren
in B. subtilis Gene wie mreB, minCD, divIC, rodA und amj, die in Anwesenheit
von zellhillenwirksamen Antibiotika induziert werden (Horsburgh & Moir, 1999,
Jervis et al., 2007, Eiamphungporn & Helmann, 2008, Helmann, 2016). Eine
weitere Form der Genexpressionskontrolle wird von Zweikomponentensystemen
(TCS) vermittelt. Diese reagieren auf extrazellulare Signale mit der
Autophosphorylierung einer Histidinkinase, gefolgt von der Phosphorylierung des
dazugehdrigen response regulator Proteins. Dabei handelt es sich meist um
einen Transkriptionsregulator, der die Genexpression in geeigneter Weise
anpasst (Groisman, 2016). In Gram-positiven Bakterien ist das TCS WalK/WalR
hoch konserviert und reguliert beispielsweise die Expression von Genen, die an
der Zellwandhomdoostase beteiligt sind (Fabret & Hoch James, 1998, Fukuchi et
al., 2000, Dubrac et al., 2007, Dubrac et al., 2008, Takada & Yoshikawa, 2018).

In Enterococcus faecalis oder Enterococcus faecium finden sich unter anderem
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die TCS CroRS, VanRS und DdcRS, die ebenfalls die Zellwandhomdostase und
antimikrobielle Toleranz regulieren (Arthur et al., 1992, Comenge et al., 2003,
Sacco et al., 2010, Guffey & Loll, 2021, Todd Rose et al., 2023). Ein weiteres
Beispiel fur die Kontrolle der PG-Biosynthese auf translationeller Ebene findet
sich bei GImS aus B. subtilis. Die Synthese des Enzyms wird durch einen
Riboswitch reguliert, der auf den Metaboliten Glukosamin-6-Phosphat reagiert
(Badet et al., 1987, Winkler et al., 2004, Foulquier et al., 2020). Gleichzeitig wird
auch die Aktivitat von GImS indirekt durch UDP-GIcNAc negativ kontrolliert (Patel
etal., 2018, Foulquier et al., 2020). Auch in E. coli wird die GImS-Synthese streng
reguliert. Daflr ist das RNA-bindende Protein RapZ von Bedeutung, welches die
GImS-Menge in Abhanigkeit von verfugbarem Glukosamin-6-Phosphat und
durch die Interaktion mit dem TCS QseE/QseF, sowie den kleinen RNAs GImY
und GImZ reguliert (Kalamorz et al., 2007, Reichenbach et al., 2008, Urban &
Vogel, 2008, Gopel et al., 2010, Gopel et al., 2013, Khan et al., 2020). Eine durch
den Metaboliten entstehende Hemmung der Enzymaktivitat wurde bei MurA aus
E. colinachgewiesen. Das Enzym wird durch die Akkumulation von UDP-MurNAc
gehemmt (Mizyed et al., 2005, Garde et al., 2021).

Die Regulation von Enzymaktivitaten kann au3erdem durch Proteininteraktionen
vermittelt werden. Diese Form der Kontrolle spielt bei der Aktivitat der
Peptidoglykansynthasen im extrazellularen Raum eine wichtige Rolle (Egan et
al., 2020). In E. coliwerden beispielsweise PBP1A und PBP1B durch die Bindung
der Lipoproteine LpoA und LpoB aktiviert (Paradis-Bleau et al., 2010, Typas et
al., 2010). Auch die SEDS-Proteine FtsW und RodA bendtigen fur ihre Aktivitat
die Interaktion mit den dazugehoérigen Klasse B PBPs (Rohs et al., 2018, Taguchi
etal., 2019).

1.5.1 Regulation der PG-Biosynthese durch kontrollierte Proteolyse

Bakterien sind Umweltstressoren wie Hitze oder oxidativem Stress ausgesetzt,
die die Proteinintegritat beeintrachtigen. Die Proteolyse von geschadigten
Proteinen stellt in diesem Zusammenhang eine effektive Maoglichkeit fur die
schnelle Entsorgung dar (Gottesman, 2003, Konovalova et al., 2014, Mahmoud
& Chien, 2018). Durch den Abbau von regulatorischen Proteinen kénnen aber
auch verschiedene andere Prozesse wie Zellwachstum, Zellteilung,

Zellzykluskontrolle und Virulenz gesteuert werden (Mahmoud & Chien, 2018,
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Kahne & Darwin, 2021). Die bakterielle Proteolyse wird unter anderem von
Proteasekomplexen bestehend aus einer kaseinolytischen Protease ClpP und
einem AAA+ Chaperon (ATPases associated with cellular activities) ausgefuhrt
(Mahmoud & Chien, 2018). Diese Proteasekomplexe nutzen die Energie aus der
ATP-Hydrolyse, um Substrate zu erkennen, zu entfalten und abzubauen
(Konovalova et al., 2014, Mahmoud & Chien, 2018). L. monocytogenes codiert
zwei ClpP-Isoformen, ClpP1 und ClpP2, die bei erhdhten Temperaturen einen
hetero-oligomeren Komplex bilden (Zeiler et al., 2013, Balogh et al., 2022).
Dieser besteht aus den zwei gestapelten ClpP1- und ClpP2-Heptameren, also 14
ClpP-Serin-Peptidaseuntereinheiten, die eine proteolytische Kammer bilden. Die
aktiven Zentren sind vom Zytoplasma abgeschirmt und werden von axialen
Poren flankiert durch die die Proteinsubstrate in die Hydrolysekammer gelangen
(Zeiler et al., 2011, Zeiler et al., 2013). Der Proteasekomplex bindet AAA+
Proteine, wie ClpC, CIpE oder ClpX in L. monocytogenes (Gottesman et al.,
1993, Wojtkowiak et al., 1993, Rouquette et al., 1996, Horwich et al., 1999, Nair
et al., 1999, Zeiler et al, 2013). Fur die Auswahl und Erkennung von
Substratproteinen durch die AAA+ Proteasekomplexe sind spezifische
Sequenzmarker und/oder Adapterproteine notwendig (Kirstein et al., 2009,
Konovalova et al., 2014, Elsholz et al., 2017). In B. subtilis sind beispielsweise
die ClpC-Adapterproteine MecA, YpbH und McsB bekannt (Turgay et al., 1998,
Persuh et al., 2002, Kirstein et al., 2007). Die Synthese und Aktivitat von
Adapterproteinen kann zusatzlich durch Sequestrierung, Proteolyse,
posttranslationale Modifikationen oder Anti-Adaptoren kontrolliert werden
(Kirstein et al., 2009, Sauer & Baker, 2011, Battesti & Gottesman, 2013, Elsholz
et al., 2017, Kuhimann & Chien, 2017, Yeom et al., 2017). Die Adapterproteine
von ClpC sind zusatzlich fir die Aktivierung des ClpC-Hexamers notwendig, was
anschlieBend die Bildung des Proteasekomplexes ermdglicht (Kirstein et al.,
2006). Wenn keine Substrate vorhanden sind, werden die ClpC-Adapterproteine
selbst abgebaut, wodurch die ClpCP-Protease inaktiviert wird. Durch diesen
Regulationsmechanismus wird die Aktivitat von CIpCP eingeschrankt, wenn
keine Substrate zur Verfligung stehen (Kirstein et al., 2006, Elsholz et al., 2017).
Die Transkription von clpC aus L. monocytogenes wird unter Stressbedingungen,
wie bei Temperaturen von 42 °C oder hohen Salzkonzentrationen CtsR-abhangig
hochreguliert (Rouquette et al., 1996, Nair et al., 2000). Der ClpCP-
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Proteasekomplex ist somit an der Stressantwort des Bakteriums beteiligt und wird
auRerdem flr das intrazelluldre Uberleben des Pathogens benétigt (Rouquette
et al., 1996, Rouquette et al., 1998). Zudem konnte erstmals in B. subtilis gezeigt
werden, dass MurAA ein Substrat von CIpCP ist und vor allem in der stationaren
Wachstumsphase durch den Proteasekomplex abgebaut wird. Dies erlaubt die
Anpassung der Peptidoglykanbiosynthese an das Zellwachstum (Kock et al.,
2004). Auch in L. monocytogenes wird MurA ClpCP-abhangig proteolysiert, um
die Peptidoglykanbiosynthese zu regulieren (Wamp et al., 2020, Birk et al., 2021).
Gerth et al. waren in der Lage, eine Vielzahl weiterer moglicher Substrate der
ClpCP-Protease in B. subtilis zu identifizieren. Viele davon sind als Enzyme an
zentralen Biosynthesewegen beteiligt. Dazu gehort ein weiteres Protein der
Peptidoglykanbiosynthese, GImS, das bei Glukosemangel durch ClpCP
proteolysiert wird (Gerth et al., 2008). Ein weiteres Beispiel fur die Regulation der
Zellwandbiosynthese durch kontrollierte Proteolyse ist der Abbau von FtsZ in
E. colidurch den Proteasekomplex ClpXP. Die Protease moduliert vermutlich das
Gleichgewicht zwischen freiem und polymerem FtsZ durch den Abbau von FtsZ-
Filamenten und Protomeren (Camberg et al., 2009, Camberg et al., 2011,
Mahmoud & Chien, 2018).

1.5.2 Regulation der PG-Biosynthese durch “Eukaryotic-like serine/threonine”-

Kinasen

Wichtige regulatorische Funktionen bei der PG-Biosynthese und anderen
physiologischen Prozessen wie der Zellteilung, der Virulenz und zentralen und
sekundaren Stoffwechselwegen werden auch von sogenannten eSTKs
(,eukaryotic-like serine and threonine kinases®) ausgeubt (Galyov et al., 1993,
Atsushi et al., 1994, Cowley et al., 2004, Kang et al., 2005, Fiuza et al., 20083,
Fiuza et al., 2008b, Pereira Sandro et al., 2011). Der Name leitet sich von der
strukturellen Homologie der katalytischen Domane zu eukaryotischen
Serin/Threonin/Tyrosin-Kinasen ab (Mufioz-Dorado et al., 1991, Manuse et al.,
2015). Die Proteinmodifikationen in Form von Phosphorylierungen, die durch
eSTKs  katalysiert werden, sind stabil und benédtigen eine
Dephosphorylierungsreaktion, um wieder entfernt werden zu koénnen. Daher
besitzen Bakterien ein Repertoire an Phosphoprotein-Phosphatasen als
Gegenspieler (Shi et al., 1998, Kennelly, 2002). ,Eukaryotic-like serine and
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threonine kinases" kdnnen in Firmicutes und Actinobacteria als transmembrane
Proteine auftreten und besitzen dann neben ihrer katalytischen Domane im
Zytoplasma auch extrazellulare PASTA-Domanen (,penicillin-binding protein and
serine/threonine kinase-associated domains®) (Jones & Dyson, 2006, Manuse et
al., 2015). Die Namensgebung basiert auf ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu den
C-Termini einiger PBPs (Yeats et al., 2002, Jones & Dyson, 2006, Manuse et al.,
2015). PASTA-Doméanen wurden namlich erstmals im C-Terminus des Penicillin-
bindenden Proteins PBP2x aus Streptococcus pneumoniae gefunden, dessen
Kristallstruktur eine Bindung zwischen einer der beiden PASTA-Domanen und
dem B-Lactamring von Cefuroxim zeigte (Pares et al., 1996, Gordon et al., 2000).
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des B-Lactamrings von Cefuroxim mit den
D-Alanyl-D-Alanin-Resten des Pentapeptids von Peptidoglykaneinheiten
entstand die Idee, dass PASTA-Domanen unvernetztes Peptidoglykan
(Muropeptide/Lipid Il) binden (Yeats et al., 2002). Die Anzahl der PASTA-Motive
unterscheidet sich zwischen den Kinasen (Manuse et al., 2015). PknB aus
M. tuberculosis und StkP aus S. pneumoniae weisen vier PASTA-Motive auf
(Novakova et al., 2005, Barthe et al., 2010). PrkA aus L. monocytogenes besitzt,
wie PrkC aus Bacillus subtilis und Stk1 in S. aureus, drei PASTA-Doméanen
(Paracuellos et al., 2010, Lima et al., 2011, Ruggiero et al., 2011, Manuse et al.,
2015). PrkC und Stk1 weisen zusatzlich eine C-terminale Verlangerung von 80
Aminosauren auf, die strukturelle Ahnlichkeit mit Ig-Domanen bzw. Typlll-
Domanen des menschlichen Fibronectins hat. Es wird angenommen, dass diese
Domane adhasive Eigenschaften hat und bei Zell-Zell-Interaktionen eine Rolle
spielen konnte (Paracuellos et al., 2010, Ruggiero et al., 2011, Squeglia et al.,
2011, Manuse et al., 2015). Die PASTA-Domanen sollen auch an der Aktivierung
der Kinase beteiligt sein. Anhand von Untersuchungen der PASTA-eSTK PknB
in M. tuberculosis wurde ein Modell der Funktionsweise entwickelt (Lombana et
al., 2010). Es wird angenommen, dass eine Dimerisierung der Proteine fur eine
allosterische Aktivierung der Kinase notwendig ist. Dies fuhrt zunachst zu einer
Autophosphorylierung  der  Kinasedomédne und  anschlielend  zur
Phosphorylierung eines Zielproteins durch eines der PASTA-eSTK Monomere
(Lombana et al., 2010, Manuse et al., 2015). Fur diese Dimerisierung sollen die
PASTA-Domanen notwendig sein. Sie sollen in Folge der Bindung von

Muropeptiden oder Lipid Il die Dimerbildung des Proteins verursachen (Barthe et
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al., 2010). In vitro-Studien haben auch gezeigt, dass die PASTA-Motive von PknB
(M. tuberculosis), PrkC (B. subtilis), Stk1 (S. aureus) und StkP (S. pneumoniae)
in der Lage sind, B-Laktame oder Peptidoglykanfragmente zu binden
(Paracuellos et al., 2010, Maestro et al., 2011, Mir et al., 2011, Squeglia et al.,
2011, Manuse et al., 2015). Es gibt bisher allerdings keine atomaren Strukturen
von eSTK-PASTA-Motiven im Komplex mit Muropeptiden oder B-Laktam-
Antibiotika (Manuse et al., 2015). Andere Untersuchungen weisen darauf hin,
dass die PASTA-Domanen fur die korrekte zellulare Lokalisierung der Proteine
verantwortlich sein konnten. In S. pneumoniae beispielsweise sind die PASTA-
Domanen von StkP notwendig, damit das Protein am Septum aufzufinden ist.
Und auch PknB (M. tuberculosis) lokalisiert ohne PASTA-Motive nicht am
Septum und den Zellpolen (Mir et al., 2011, Fleurie et al., 2012, Manuse et al.,
2015, Kaur et al., 2019).

Wie bereits zu Beginn des Abschnitts erwahnt, iUbernehmen PASTA-eSTKs
regulatorische Funktionen in der PG-Biosynthese. In M. tuberculosis wurde die
Beteiligung von PknB an einer Signalkaskade identifiziert, welche als
homdostatischer Regulator des Zellwandstoffwechsels fungiert. PknB
phosphoryliert in diesem Signalweg das Transmembranprotein MviN, welches
essentiell fur das Zellwachstum und die PG-Biosynthese ist (Gee et al., 2012).
Ein weiteres Phosphorylierungsziel von PknB ist das Amidase-ahnliche Protein
CwlM, das in Folge der Phosphorylierung mit MurA assoziiert und die Aktivitat
des Enzyms erhodht. Unter Hungerbedingungen wird CwiM dephosphoryliert,
wodurch die MurA-Aktivitat verringert und die PG-Biosynthese reduziert wird
(Boutte et al., 2016). In B. subtilis wird die GTase RodZ durch PrkC
phosphoryliert, wodurch sich die Dichte der MreB-Filamente und damit
einhergehend die Wachstumsrate erhoht (Sun et al., 2023). Durch
Phosphoproteomanalysen konnten aullerdem zahlreiche weitere
Phosphorylierungstargets von PASTA-eSTKS identifizert werden. In den
Organismen S. pneumoniae, B. subtilis und M. tuberculosis konnten unter
anderem DivIVA, GpsB und FtsZ als Substrate gefunden werden (Kang et al.,
2005, Thakur & Chakraborti, 2006, Sun et al., 2010, Pompeo et al., 2015). Fir
die PASTA-eSTK PrkA aus L. monocytogenes konnten mittels
Phosphoproteomanalysen 23 Substrate identifiziert werden (Kelliher et al., 2021).
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Zusatzlich konnte Yvck (GImR), eine Uridyltransferase, die UDP-GICNAc aus
GIcNAc-1P und UTP synthetisieren kann, als Phosphorylierungsziel von PrkA
bestimmt werden (Pensinger et al., 2016, Pensinger et al., 2023). Die Regulation
der Phosphorylierung von GImR ist wichtig fiir das intrazelluldare Uberleben und

die Virulenz des Bakteriums (Pensinger et al., 2016).

1.5.3 Regulation der PG-Biosynthese durch den PrkA/ReoM/MurA-Signalweg

Ein weiterer Regulationsweg der Zellwandbiosynthese in L. monocytogenes, in
dem die PASTA-eSTK PrkA involviert ist, wurde 2020 entdeckt und betrifft das
erste Enzym der Peptidoglykanbiosynthese MurA (Brown et al., 1995, Wamp et
al., 2020). Ausgangspunkt fur die Aufdeckung des Signalweges war eine AgpsB-
Mutante, der das spate Zellteilungsprotein GpsB fehlt. Dieser Stamm zeigt kein
Wachstum bei 42 °C, wie bereits in Abschnitt 1.3.2 erwahnt und bildet
stattdessen in hoher Frequenz Suppressoren (Rismondo et al., 2016a, Rismondo
et al., 2016b). Die Analyse der Suppressoren, die das Wachstumsdefizit teilweise
oder ganz ausgleichen konnten, zeigte, dass die MurA-Aktivitat Gber den
kontrollierten Abbau von MurA durch die ClpCP-Protease reguliert wird (vgl.
Abb.: 6) (Rismondo et al, 2016a, Wamp et al, 2020). Der ClpCP-
Proteasekomplex besteht aus der Protease ClpP und der ATPase ClpC und wirkt
an der Proteindegradation bei Hitzestress mit (Rouquette et al., 1996, Rismondo
et al., 2016a, Elsholz et al., 2017) (vgl. Absch.: 1.5.1). Damit MurA von der
Protease degradiert werden kann, ist die Anwesenheit der Proteine MurZ (MurA-
Paralog), ReoY und ReoM notwendig. Stamme, denen eines dieser Proteine
oder ClpC fehlt, akkumulieren MurA (Rismondo et al., 2016a, Wamp et al., 2020).
Welche Funktion ReoY oder MurZ bei der Degradation von MurA einnehmen ist
jedoch noch nicht bekannt (Wamp et al., 2020, Wamp et al., 2022). Zu ReoM
finden sich homologe Proteine im gesamten Phylum der Firmicutes. Eines ist IreB
aus Enterococcus faecalis, welches durch die PASTA-eSTK IreK phosphoryliert
und durch die dazugehoérige Phosphatase IreP dephosphoryliert wird (Hall et al.,
2013, Wamp et al., 2020). Den gleichen Mechanismus findet man auch in
L. monocytogenes. ReoM wird durch die IreK/IreP-Homologe PrkA und PrpC an
Threonin 7 der Aminosauresequenz phosphoryliert bzw. dephosphoryliert
(Wamp et al., 2020). Im phosphorylierten Zustand interagiert ReoM nicht mit
MurA und daraus resultiert, dass MurA nicht proteolysiert werden kann (Wamp

24



1. Einleitung

et al., 2020, Wamp et al., 2022). Erst wenn ReoM durch PrpC dephosphoryliert
wurde, ist eine Interaktion wieder mdglich und MurA wird abgebaut (vgl. Abb.: 6)
(Wamp et al., 2020). Durch die ldentifikation von Suppressormutationen in murA
(murA S262L und murA N197D), die ebenfalls eine Akkumulation von MurA
verursachen und gleichzeitig eine verringerte Interaktionsfahigkeit mit ReoM
zeigen, wird die Aussage unterstutzt, dass eine Interaktion zwischen ReoM und
MurA stattfinden muss, um die Degradation von MurA einzuleiten (Wamp et al.,
2022). Durch welches Signal die Phosphorylierung von ReoM ausgeldst wird, ist
noch nicht sicher geklart. Wie bereits in Abschnitt 1.5.2 erwahnt, wird
angenommen, dass PASTA-eSTKs wie PrkA mit ihren extrazellularen PASTA-
Domanen Zellwandstress in Form von akkumulierendem Lipid 1l oder
Muropeptiden wahrnehmen und in Folge dessen Substrate, wie in diesem Fall
ReoM phosphorylieren (Mir et al., 2011, Hardt et al., 2017, Kaur et al., 2019,
Wamp et al., 2020). Nachgewiesen ist, dass die Phosphorylierung von ReoM
essentiell fur die Lebensfahigkeit vom L. monocytogenes-Laborstamm EGD-e ist
(Wamp et al,, 2020). Und ebenso essentiell sind die Kinase PrkA und die
Phosphatase PrpC (Wamp et al., 2020, Wamp et al., 2022). Wenn der Abbau von
MurA verhindert wird und MurA akkumuliert, wirkt sich das auch auf die
Morphologie und Physiologie von L. monocytogenes aus. In Stdmmen, in denen
sich MurA anreichert, bilden die Zellen an den Zellpolen, dickere Zellwande aus.
Aulerdem besitzen solche Stamme eine gesteigerte Resistenz gegenltber dem
Cephalosporin-Antibiotikum Ceftriaxon, die abhangig von der Anwesenheit der
Enzyme PBPB3 und RodA3 ist (Wamp et al., 2020, Wamp et al., 2022).
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Abbildung 6: Regulation der Peptidoglykanbiosynthese mittels kontrollierter Degradation
von MurA nach (Wamp et al., 2022).

PrkA phosphoryliert ReoM in Anwesenheit von Zellwandstress. P-ReoM unterstitzt nicht mehr
den ClpCP-abhangigen MurA-Abbau, so dass sich MurA ansammeln und die PG-Biosynthese
stattfinden kann. Die Steigerung der PG-Biosynthese durch die MurA-Akkumulation, erfordert
RodA3 und PBPB3 (Wamp et al., 2022).

Die Regulationen der Peptidoglykanbiosynthese mittels der kontrollierten
Proteolyse von MurA wurde in ahnlicher Form auch in den Organismen
B. subtilis, S. aureus und E. faecalis gefunden (Kelliher et al., 2021, Mascari et
al., 2023, Sun et al., 2023). Eine interessante Ausnahme bildet S. pneumoniae.
In diesem Organismus fungiert das ReoM-Homolog IreB als Regulator der MurA-
und MurZ-Aktivitat. IreB wird ebenfalls phosphoryliert. Da noch nicht geklart ist,
ob phosphoryliertes oder unphosphoryliertes IreB  mit MurZ/MurA in
S. pneumoniae interagiert, besteht die Mdoglichkeit, dass entweder
phosphoryliertes IreB die Aktivitat beider Enzyme erhoht oder dass
unphosphoryliertes IreB ihre Aktivitat verringert. Die zellularen Mengen von MurA
oder MurZ werden jedoch nicht beeinflusst und sind auch nicht abhangig von
ClpCP (Tsui et al., 2023, Winkler et al., 2023). Dies kdnnte daran liegen, dass
S. pneumoniae kein Homolog zu ReoY besitzt, das in L. monocytogenes fur die

Degradation von MurA notwendig ist (Wamp et al., 2020, Tsui et al., 2023).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die zentrale Komponente der Regulation der Peptidoglykanbiosynthese durch
die Proteolyse von MurA in L. monocytogenes ist jedoch ReoM (Wamp et al.,
2020). Durch die reversible posttranslationale Modifikation in Form einer
Phosphorylierung des Proteins wird der Abbau von MurA gesteuert (Wamp et al.,
2020). Eine genauere Untersuchung dieses zentralen Proteins des
Regulationsweges und vor allem die Untersuchung des
Phosphorylierungszustands von ReoM sollten Aufschluss Uber die Anpassung
der Peptidoglykanbiosynthese an Umweltbedingungen liefern, fir ein besseres
Verstandnis der Funktionsweise des PrkA/ReoM/MurA-Regulationsweges
sorgen und Aufschluss darlber geben ob weitere Proteine oder Proteinkomplexe
Teil des Regulationsweges sind. Zusatzlich sollte durch Proteomanalysen geklart
werden, ob MurA das einzige Substrat der ReoM-vermittelten Proteolyse durch

den ClpCP-Proteasekomplex ist.
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2.1 Bakterienstamme und Plasmide

2. Material und Methoden

Die verwendeten Bakterienstamme und Plasmide sind in den Tabellen 1 und 2

aufgefuhrt. Alle generierten L. monocytogenes-Mutanten sind Abkommlinge der
Wildtypstamme EGD-e und 10403S (Serovar 1/2a). Als Standardwirt fur die

verwendeten Plasmide diente E. coli TOP10.

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstamme

Name Genotyp Referenz/Konstruktion

EGD-e Wildtyp, Serovar 1/2a (Glaser et al., 2001)

10403S Wildtyp, Serovar 1/2a (Bécavin et al., 2014)

ANG4314  10403S AftsW1 (Imo1071) attB::Prep-lacO-  (Rismondo et al., 2019)
ftsW1 lacl neo

ANG5192 10403S ArodA1-3 (Imo2427-28, Imo2687) (Rismondo et al., 2019)
attB::Phep-lacO-rodA1 lacl neo

LMJR4 AgpsB attB::Prepp -lacO-gpsB R25A lacl neo  (Rismondo et al., 2016b)

LMJR18 ApbpB2 (Imo2039) attB::Phep-lacO-pbpB2 (Rismondo et al., 2015)
lacl neo

LMJR19 AgpsB (Imo1888) (Rismondo et al., 2016b)

LMJR27 ApbpB1 (Imo1438) attB::Phep-lacO-pbpB1 (Rismondo et al., 2015)
lacl neo

LMJR28 AgpsB AdivIVA (Rismondo et al., 2016b)

LMJR68 AgpsB attB::Prepp -lacO-gpsB L24A lacl neo  (Rismondo et al., 2016b)

LMJR104  AmurZ (Imo2552) (Rismondo et al., 2016a)

LMJR116  attB::Pprep-lacO-murA lacl neo (Rismondo et al., 2016a)

LMJR123  AmurA (Imo2526) attB::Prep-lacO-murA lacl  (Rismondo et al., 2016a)
neo

LMJR130  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB Y27A lacIneo  (Rismondo et al., 2016b)

LMJR131  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB V32A lacIneo  (Rismondo et al., 2016b)

LMJR132  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB L36A lacl neo  (Rismondo et al., 2016b)

LMJR133  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB D37A lacl neo  (Rismondo et al., 2016b)

LMJR134  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB 140A lacl neo (Rismondo et al., 2016b)
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Name Genotyp Referenz/Konstruktion
LMJR135  AgpsB afttB::Phep-lacO-gpsB D33A lacl neo  (Rismondo et al., 2016b)
LMJR138  AclpC (Imo0232) (Rismondo et al., 2016a)
LMJR156  AImo2550 (Rismondo et al., 2016a)
LMJR161  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB T88A lacl neo  (Cleverley et al., 2016)
LMJR162  AgpsB attB::Pnep-lacO-gpsB T88D lacl neo  (Cleverley et al., 2016)
LMJR163  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB R96A lacl neo  (Rismondo et al., 2016b)
LMJR164  AgpsB attB::Phep-lacO-gpsB E101A lacl neo (Rismondo et al., 2016b)
LMJR174  AgtcA (Imo2549) (Rismondo et al., 2016a)
LMKK35  AminCD (Imo1545-1544) (Kaval et al., 2014)
LMPR1 AclpC attB::Phep-reoM-his neo (Wamp et al., 2022)
LMPR9 murA N197D attB::Ppep-reoM-his neo (Wamp et al., 2022)
LMPR13 AclpC murA S262L attB::Phrep-reoM-his neo  (Wamp et al., 2022)
LMPR14 AclpC murA N197D attB::Phep-reoM-his neo  (Wamp et al., 2022)
LMS2 AdivIVA (Imo2020) (Halbedel et al., 2012)
LMS57 ApbpA1 (Imo1892) (Rismondo et al., 2015)
LMS148 AminC (Imo1545) (Kaval et al., 2014)
LMS163 ApgdA (Imo0415) (Rismondo et al., 2018)
LMS185 AgpsB attB::Prep-lacO-gpsB F91A lacl neo  (Cleverley et al., 2016)
LMS186 AgpsB attB::Prep-lacO-gpsB L94A lacl neo  (Cleverley et al., 2016)
LMS187 AgpsB attB::Prep-lacO-gpsB F105A lacl neo  (Cleverley et al., 2016)
LMS201 AImo2550- AgtcA (Rismondo et al., 2016a)
LMS266 AprkA (Imo1820) murA N197D (Wamp et al., 2022)
LMS271 AreoM (Imo1503) murA N197D (Wamp et al., 2022)
LMSW30  AreoM (Imo1503) (Wamp et al., 2020)
LMSW32  AreoY (Imo1921) (Wamp et al., 2020)
LMSW83  AprpC (Imo1821) attB::Phep-lacO-prpC lacl ~ (Wamp et al., 2020)

neo
LMSW84  AprkA attB::Phep-lacO-prkA lacl neo (Wamp et al., 2020)
LMSW136 attB::Phrep-lacO-murA S262L lacl neo (Wamp et al., 2022)
LMSW137  attB::Phep-lacO-murA N197D lacl neo (Wamp et al., 2022)
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Name Genotyp Referenz/Konstruktion
LMSW145 AprkA AmurZ (Wamp et al., 2022)
LMSW156 murA N197D (Wamp et al., 2022)
shg21 AgpsB murA N197D (Wamp et al., 2022)
ANG5140 10403S Almo1625-4 attB::Phep-lacO- Jeanine Rismondo,
Imo1625 lacl neo Angelika Grindling
LMJD22 attB::Phepp-reoM-his neo Janina Dohling
LMKK61 Amind (Imo2502) Karan Kaval
LMLR8 AsepF (Imo2030) Lisa Rosemeyer
LMLR9 AzapA (Imo1229) Lisa Rosemeyer
LMS278 prkAAC (Imo1820'-3%) Sven Halbedel
LMS315 AclpC attB::Phep-lacO-murA lacl neo Sven Halbedel
LMPRS AprkA murA N197D attB::Phep-reoM-his neo  pJD16 — LMS266
LMPR10  AgpsB murA N197D attB::Phpej-reoM-his pJD16 — shg21
neo
LMPR25 AmurZ attB::Phep-reoM-his neo pJD16 — LMJR104
LMPR26 AreoY aftB::Ppep-reoM-his neo pJD16 — LMSW32
LMPR27  prkAAC AdivIVA pSH186 «— LMS278
LMPR29 AmurZ AprkA attB::Phep-reoM-his neo pJD16 — LMSW145
LMPR30 prkAAC attB::Pheip-reoM-his neo pJD16 — LMS278
LMPR34 AgpsB AprpC murA N197D attB::Phep-reoM- pSW34 — LMPR10
his neo
LMPR42 murA N197D attB::Ppep-reoM T7A-his neo pPR24 — LMSW156
LMPRA48 AreoM murA N197D attB::Phep-reoM T7A- pPR24 — LMS271
his neo
LMPR49 PrkAAC attB::Phep-lacO-murA lacl neo pJR82 — LMS278
LMPR50 attB::Pnep-lacO-murZ lacl neo pJR71 — EGD-e
LMPR51 attB::Pnep-lacO-murA C117A lacl neo pPR30 — EGD-e
LMPR52 AclpC AmurA attB::Phep-lacO-murA lacl neo  pJR67 — LMS315
LMPR54 10403S AclpC Almo1625-4 attB::Phep-lacO- pPR31 < ANG5149
Imo1625 lacl neo
LMPR56 attB::Prep-lacO-murA N23A lacl neo pPR40 — EGD-e
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Name Genotyp

Referenz/Konstruktion

LMPR57 attB::Ppep-lacO-murA K22V lacl neo

pPR42 — EGD-e

Der Pfeil (—) steht fur ein Transformationsereignis und der Doppelpfeil («») zeigt Gendeletionen an, die
durch chromosomale Insertion und anschlieRende Exzision von pMAD-Plasmidderivaten erhalten wurden.

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Name Genotyp

Referenz/Konstruktion

pET11a  bla Py lacl

pIMK2 Phep neo

pIMK3 Preip-lacO lacl neo
pMAD bla erm bgaB

pJD16 Preip-reoM-his neo
pJR67 bla erm bgaB AmurA
pJR71 Phep-lacO-murZ lacl neo
pJR82 Phep-lacO-murA lacl neo
pSH186  bla erm bgaB AdivIiVA
pSW37 bla erm bgaB AprpC
pSW52 bla Pr-murA-strep lacl

pSW61 bla Pr-murA S262L-strep lacl
pSW62 bla Pr7-murA N197D-strep lacl

pPR24 Phep-reoM T7A-his neo

pPR30 Phep-lacO-murA C117A lacl neo

pPR31 bla erm bgaB AclpC

pPR40 Phrep-lacO-murA N23A lacl neo

pPR42 Phrep-lacO-murA K22V lacl neo

pSW51 bla Pr7-reoM-strep lacl

Novagen

(Monk et al., 2008)
(Monk et al., 2008)
(Arnaud et al., 2004)
(Wamp et al., 2022)
(Rismondo et al., 2016a)
(Rismondo et al., 2016a)
(Rismondo et al., 2016a)
(Halbedel et al., 2012)
(Wamp et al., 2020)
(Wamp et al., 2022)
(Wamp et al., 2022)
(Wamp et al., 2022)

Basenaustausch mittels SW77/78 in
pJD16

Basenaustausch mittels PR90/91 in
pJR82

Amplifikation up- und downstream
Region von clpC mittels PR86/87 und
PR88/89, Fusion und Ligation in
pMAD (Ncol/BamHI)

Basenaustausch mittels PR118/119 in
pJR82

Amplifikation von murA K22V mittels
JR189/PR123 und JR190/PR122,
Fusion und Ligation in pIMK3

Sabrina Wamp
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Name Genotyp Referenz/Konstruktion
pETM11-  Imo1921-tev-his Zoe J. Rutter
Imo1921

2.2 Kultivierungsbedingungen
2.2.1 Nahrmedien und Zusatze

Die verwendeten Nahrmedien, Puffer und Nahrmedienzusatze wurden bei
121 °C und 2 bar fir 20 min autoklaviert. Thermoinstabile Losungen wurden
mithilfe von Steritop-GV-Filtern (Merck KGaA) mit einer Porengréfe von 0,22 um
oder mit Minisart™ SpritzenvorsatZfiltern (Sartorius) mit einer Porengrée von
0,2 pum sterilfiltriert. In Tabelle 3 sind die optional eingesetzten

Nahrmedienzusatze aufgefihrt.

Tabelle 3: Nahrmedienzusatze

Antibiotikum/ Stammkonzentration Endkonzentration
Medienzusatz

E. coli L. monocytogenes
Ampicillin 100 mg ml"" in H2Opigest. 100 ug ml! -
Kanamycin 50 mg mI™" in HaOpidest. 50 ug ml! 50 ug ml™*
Erythromycin 5 mg ml"" in Ethanol - 5 ug ml’
X-Gal 50 mg mI"' in DMSO 50 ug ml! 50 ug ml™*
IPTG 1 M in H2Opidest 1 mM 1mM

2.2.2 Zellanzucht und Stammhaltung von L. monocytogenes

Alle L. monocytogenes-Stamme wurden standardmafig in Brain Heart Infusion
(BHI)-Medium bei 37 °C und 250 rpm im Rotationsschuttler (Innova TM43, New
Brunswick Scientific) kultiviert. FUr die kurzfristige Lagerung wurden die
Bakterienstamme auf BHI-Agar-Platten vereinzelt, iber Nacht bei 37 °C inkubiert
und anschlielend bei 4 °C aufbewahrt. Die langfristige Stammhaltung erfolgte
durch Zugabe von 25 % (v/v) Glycerin (Endkonzentration) zu den

Bakterienkulturen und der Lagerung bei -70 °C.
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BHI-Medium:

Bacto™ Brain Heart Infusion 37 g
(Becton Dickinson GmbH)

H2Obidest ad. 11
BHI-Agar:
Hirn—Herz—-Infusionsagar 47 g

(Becton Dickinson GmbH)

H2Obidest ad. 11

2.2.3 Zellanzucht und Stammbhaltung von E. coli

Far die Anzucht von E. coli-Stammen wurde Luria Bertani (LB)-Medium
verwendet. Die Zellen wurden, wie die L. monocytogenes-Stamme bei 37 °C und
250 rpm kultiviert. Die kurzfristige Stammbhaltung erfolgte auf LB-Agar-Platten.
Fir die langfristige Sicherung von Stammen und Plasmiden wurden die
Bakterienkulturen mit Glycerin (Endkonzentration 25 % (v/v)) versetzt und bei
-70 °C aufbewahrt.

LB-Medium:

Trypton (Becton Dickinson GmbH) 109
Hefeextrakt (Becton Dickinson GmbH) 59
Natriumchlorid (Merck KGaA) 109

H2Ovidest ad. 11
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LB-Agar:
Trypton (Becton Dickinson GmbH) 109

Hefeextrakt (Becton Dickinson GmbH) 5¢9

Natriumchlorid (Merck KGaA) 109
Agar No. 1 (Oxoid Limited) 15¢g
H20bidest ad. 11

2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Isolation von DNA

2.2.1.1 Plasmidisolation

Fir die Praparation von Plasmiden wurden 4 ml einer Ubernachtkultur von E. coli
TOP10-Derivaten mittels Zentrifugation bei 8000x g pelletiert. Die Isolation der
Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH) nach
Herstellerangaben. AbschlieRend wurde die Plasmid-DNA in H2Obidest. eluiert. Bis

zur weiteren Verwendung wurde die Plasmid-DNA bei -20 °C gelagert.

2.2.1.2 Gewinnung genomischer DNA

Zur Isolierung genomischer DNA wurden L. monocytogenes-Stamme in 5 ml BHI-
Medium Uber Nacht kultiviert und anschlieRend 4 ml dieser Kulturen bei 8.000x g
zentrifugiert, um die Zellen zu ernten. Diese wurden dann in 1 ml H2Obidest.
resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen wurden die Zellen mit dem
TissueLyser (Quiagen GmbH) fur die Dauer von 5 min aufgeschlossen. Eine
erneute Zentrifugation bei 13.000x g fir 1 min diente zur Abtrennung der
Zelltrimmer und Glasperlen. Der Uberstand, welcher die genomische DNA
enthalt, wurde abgenommen und in ein neues Gefal} Gberfiuhrt. Die DNA wurde

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.2. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten dienten horizontale, 1%-ige (w/v)
Agarosegele. Fur die Herstellung der Gele wurde die Agarose in 1x Tris-Acetat-
EDTA- (TAE-) Puffer durch Aufkochen gelést und in den Gie3stand der
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Elektrophorese-Kammern von BioRad ((Mini) SubCell, BioRad Laboratories
GmbH) oder VWR (VWR® PerfectBlue Mini/Maxi, VWR International GmbH)
gegossen. Die nach Grofle aufzutrennenden DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 6x DNA-Ladepuffer (Gel Loading Dye, Purple, New England
Biolabs Inc.) gemischt. Als Grokenstandard wurde der GeneRuler™ 1kb DNA-
Ladder (0,25 kb — 10 kb, Thermo Scientific) mitgefihrt. Die Auftrennung fand bei
120 V (PowerPac™ Basic, BioRad Laboratories GmbH) fur 30-40 min statt. Als
Elektrodenpuffer diente ebenfalls 1x TAE. Nach dem Lauf wurden die Gele in
einem Ethidiumbromidbad fur 10-20 min inkubiert und die Banden mit dem
Molecular Imager® Gel DocTM XR+ (BioRad Laboratories GmbH) und der

Analyse-Software Image Lab 6.0 visualisiert.

50x TAE:

0,5 mM EDTA pH 8,0 100 ml
Eisessig 57,1 ml
Tris-Base 242 g
H2Obidest. ad. 1l

Ethidiumbromidbad:

0,5 % Ethidiumbromid 3 Tropfen
(Carl Roth GmbH+Co. KG)

1x TAE ad. 300 ml

2.2.3 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um die gewlnschten DNA-Fragmente zu isolieren, wurden PCR-Produkte und
Restriktionsverdaue in einem Agarosegel aufgetrennt (vgl. Abschnitt 2.2.2). Die
gewulnschten DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem
Gel herausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Gelstick erfolgte mit
dem Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit nach
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Herstellerangaben. Die DNA wurde abschlielend in H20bidest. eluiert und
bei -20 °C gelagert.

2.2.4 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem Macherey-Nagel™
NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit nach der Anleitung des Herstellers. Im
letzten Schritt wurde die DNA in H20videst. €luiert und anschlieRend bei -20 °C
gelagert.

2.2.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

Fir die Bestimmung von DNA-Konzentrationen wurde das Nanophotometer von
der Firma IMPLEN verwendet. Dabei wurde die DNA-Konzentration bei einer
Wellenlange von 260 nm gemessen. Dieser Wert, sowie die Reinheit der DNA-
Probe, welche Uber das A260/280-Verhaltnis bestimmt wird, wurden automatisch

vom Gerat ausgegeben.

2.2.6 Restriktionsenzymverdau

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen diente zur Erstellung oder
Kontrolle von Plasmiden. Dabei wurden die Reaktionen in einem
Gesamtvolumen von 10 pl fur analytische und 60 ul flr praparative Zwecke
durchgefuhrt. Die Enzyme und Puffer wurden von New England Biolabs bezogen
und nach Herstellerangaben verwendet. Die Uberpriifung der Restriktion erfolgte

mithilfe der Agarosegelelektrophorese.

2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Far die Erstellung neuer Plasmide wurden DNA-Fragmente miteinander ligiert.
Der Reaktionsansatz hatte dabei ein Gesamtvolumen von 20 pl. Das Verhaltnis
von Vektor- und Fragment-DNA betrug ca. 1:3. Des Weiteren enthielt der Ansatz
jeweils 2 pl 10x Ligationspuffer und T4-DNA-Ligase (New England Biolabs Inc.)
und wurde mit H20bidest. auf das finale Volumen aufgefullt. Abschlie3end wurde

der Reaktionsansatz Uiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
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2.2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.2.8.1 Primererstellung

Fir die Ableitung von Oligonukleotidprimern wurde das Programm ,Clone
Manager Professional 9 (Scientific & Educational Software), sowie das im
Internet frei verfligbare Werkzeug ,OligoCalc* (Kibbe, 2007) genutzt. Die in
Tabelle 4 aufgefihrten und verwendeten Primer wurden kommerziell von der

Firma ,IDT Integrated DNA Technologies® in lyophilisierter Form bezogen und in

H20Obidest (100 pmol/ul) resuspendiert.

Tabelle 4: Verwendete Primer

Name Sequenz5'-> 3' Beschreibung

JR189 CGCGCCATGGAAAAAATTATTGTACGCGG Insertion von murA in
TGG pIMK3, Ncol (fw)

JR190 GCGCGTCGACTTAGAATAAAGACGCTAAG Insertion von murA in
TTTGTTAC pIMK3, Sall (rev)

PR86 CAGATCTATCGATGCATGCCATGGAGGAT  clpC (10403S) upstream,
TAAAAGTGTGCTTGAAGCGATT Ncol (fw)

PR87 TACTTAGTCGACCATTGTTGTTTCCTCCTT  clpC (10403S) upstream,
ATCGTA Sall (rev)

PR88 ACAATGGTCGACTAAGTAGAAAGCCTTCCT cIpC (10403S)
TAATAAAA downstream, Sall (fw)

PR89 CTCGCGTCGGGCGATATCGGATCCTTGTA  cIpC (10403S)
AGCGTGAGTTGCGCTGATACT downstream, BamHI (rev)

PR90 CCTGGTGGAGCTGCAATTGGTTCTAGACC  C117A Substitution in
TGTT murA (fw)

PR91 AACCAATTGCAGCTCCACCAGGTAAAGCT  C117A Substitution in
ACACG murA (rev)

PR118 GGTGCCAAAGCTGCTGTATTACCGGTAAT  N23A Substitution in

murA (fw)
PR119 TAATACAGCAGCTTTGGCACCTTCCATTT N23A Substitution in
murA (rev)

PR122 TGGAAGGTGCCGTAAATGCTGTATTACCG K22V Substitution in
G murA (fw)

PR123 ATACAGCATTTACGGCACCTTCCATTTTCA K22V Substitution in

murA (rev)
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Name Sequenz5'-> 3' Beschreibung

SW77 GTAAAACATTGCTTGATCTTTTGAATCCAT  T7A Substitution in reoM
GGGTTTCAC (rev)

SW78 GATCAAGCAATGTTTTACAACTTCGGCG T7A Substitution in reoM
ATGATTC (fw)

2.2.8.2 Standard Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Abschnitten fur praparative und analytische Zwecke
wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) genutzt. In Abhangigkeit von der
spateren Verwendung wurden Volumina zwischen 25 pl und 100 pl gewahit.
Aulerdem wurden die Annealing-Temperatur, sowie die Elongationszeit
entsprechend der verwendeten Primer und zu amplifizierenden Fragmentlangen,
angepasst. Fur praparative Anwendungen, wie die Amplifikation von Inserts,
wurde die Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs Inc.)
verwendet. Analytische DNA-Amplifikationen, wie zum Beispiel der Nachweis
von Deletionen oder Insertionen wurden mithilfe der Tag-DNA Polymerase (New
England Biolabs Inc.) durchgefiihrt. In den Tabellen 5, 6 und 7 sind die

Zusammensetzungen der PCR-Ansatze und die PCR-Programme aufgefuhrt.

Tabelle 5: Phusion-Polymerase PCR-Reaktionsansatz

Bestandteil Phusion-Polymerase (25 pl Ansatz)
Template-DNA 0,125 ul

Puffer (5x Phusion HF) 5 ul

40 mM dNTPs 0,25 pl

Primer fw/rev (100 pmol/pl) 0,125 ul /0,125 pl

Polymerase 0,125 pl

H2Ovidest 19,25 pl
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Tabelle 6: Tag-Polymerase PCR-Reaktionsansatz

Bestandteil Taqg-Polymerase (25 pl Ansatz)

Template-DNA 5yl
Puffer (10x Standard Taq Reaktionspuffer) 2,5 ul

40 mM dNTPs 0,25 pl
Primer fw/rev (100 pmol/ul) 0,2 pl /0,2 ul
Polymerase 0,25 ul
H2Ovigest 16,6 pl

Tabelle 7: Standard PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit

initiale Denaturierung 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 45-65°C 30s 32 Zyklen
Elongation 72 °C 30s/kb

Nachsynthese 72 °C 5 min

Pause 16 °C o0

2.2.8.3 Ortsgerichtete Mutagenese

Um Nukleotidsubstitutionen in bereits vorhandenen Plasmiden vorzunehmen,
wurde die ortsgerichtete Mutagenese verwendet (Liu & Naismith, 2008). Dabei
besitzen die Primer einen komplementaren Bereich am 5°-Ende, in dem sich auch
die einzubringende Mutation befindet. Mit diesen Primern wurde nach dem
Standard-PCR-Protokoll das gesamte Plasmid amplifiziert (Elongationszeit
1 min/kb). Nach der PCR wurde der Reaktionsansatz 2,5 h mit Dpnl (New
England Biolabs Inc.) bei 37 °C inkubiert, um die parentale DNA abzubauen.
AnschlieRend erfolgte die Transformation des kompletten Ansatzes in E. coli
TOP10.

2.2.9 Sequenzierung

FUr die Sequenzierung von Plasmiden oder PCR-Produkten wurde die

Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. verwendet (Sanger et al., 1977). Die
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Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das Programm der
Sequenzierreaktion sind in den nachfolgenden Tabellen (Tab.: 8 & Tab.: 9)
aufgefiinrt. Flr die Sequenzierreaktion wurde das BigDye™ Terminator v3.1 Kit
(Thermo Scientific) verwendet. Die Analyse der Sequenzierungen erfolgte durch
das Sequenzierlabor des Robert Koch-Instituts (MF1) und die abschlieRende
Auswertung der Daten wurde mit dem Programm Clone Manager Professional 9
(Sci-Ed-Software) durchgefuhrt.

Tabelle 8: Zusammensetzung Sequenzierreaktion

Bestandteil Volumen
Template-DNA Xl
(150-300 ng Plasmid-DNA/10-20 ng PCR-Produkt)

ABI-Puffer (5x) 2 ul
BigDye 3.1 0,5
Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
H2Obidest. ad. 10 pl

Tabelle 9: Ablauf Sequenzierreaktion

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 96 °C 1:30 min

Denaturierung 96 °C 10s

Annealing 52 °C 5s 45 Zyklen
Elongation 60 °C 4 min

Pause 4°C o0

2.2.10 Herstellung rekombinanter E. coli-Stamme

2.2.10.1 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Um E. coli TOP10 und BL21 kompetent zu machen, wurde die CaCl2-Methode
nach Sambrook et al. genutzt (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden 25 ml LB-
Medium 1:100 mit einer Ubernachtkultur beimpft und 2,5 h bei 37 °C und 250 rpm
inkubiert, bis eine ODsoo von 0,3-0,4 erreicht war. AnschlieBend wurden die
Zellen durch eine 5-minutige Zentrifugation bei 5000x g und 4 °C geerntet. Das
Zellpellet wurde in 12 ml 0,1 M CaClz resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert.
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Der Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und die Zellen abschliel3end in ca.
1 ml der CaClz-Lésung aufgenommen. Fur jede Transformation wurden frisch

hergestellte Zellen eingesetzt.

2.2.10.2 Transformation chemisch-kompetenter Zellen

Fir die Transformation wurden 100 pl der chemisch-kompetenten E. coli-Zellen
mit 20 pl eines Ligationsansatzes oder 1 pl isolierter Plasmid-DNA gemischt. Der
Ansatz wurden dann 30 min auf Eis inkubiert. Anschliellend erfolgte ein
Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad fur 1 min. Der Transformationsansatz
wurde danach erneut auf Eis fur 3 min heruntergekuhlt. Daraufhin wurden 900 ul
LB-Medium hinzugegeben und die Zellen 1 h bei 37 °C schittelnd inkubiert.
AbschlieRend wurde der Transformationsansatz auf selektiven LB-Agarplatten

ausplattiert und die Zellen Uber Nacht bei 37 °C angezogen.

2.2.11 Herstellung rekombinanter L. monocytogenes-Stamme (Monk et al., 2008)

2.2.11.1 Herstellung kompetenter L. monocytogenes-Stamme

Die L. monocytogenes-Stamme wurden in 40 ml BHI-Medium 1:100 mit einer
Ubernachtkultur angeimpft und 3 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Danach
wurden der Kultur 10 pyg/ml (Endkonzentration) Ampicillin hinzugefugt und die
Inkubation bei 37 °C und 250 rpm fur 2 h fortgesetzt. Daraufhin wurden die Zellen
bei 5000x g und 4 °C fur 5 min zentrifugiert und so vom Medium abgetrennt. Das
Zellpellet wurde in 10 ml Sucrose-Glycerol-Waschpuffer (SGWB) aufgenommen
und die Zentrifugation wiederholt. Dieser Schritt wurde insgesamt 2 weitere Male
mit 10 ml und 5 ml SGWB durchgefuhrt. Danach wurde das Pellet in 5 ml SGWB
resuspendiert und 10 yg/ml (Endkonzentration) Lysozym hinzugefiigt. Um die
Aktivitat des Lysozyms zu steigern wurde die Zellsuspension flir 20 min bei 37 °C
und 250 rpm inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal in 5 ml SGWB
gewaschen. AbschlieBend wurde das Pellet dann in ca. 300 yl SGWB
aufgenommen und zu je 80 pl aliquotiert. Die kompetenten Zellen wurden
bei -70 °C gelagert.
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Saccharose-Glycerol-Waschpuffer (SGWB) (sterilfiltriert):

Glycerin 10 % (v/v)
Saccharose 500 mM

pH 7,0 mit NaOH

2.2.11.2 Fallung von Plasmid-DNA

Fir die Transformation wurden zunachst 50 ul Plasmid-DNA gefallt. Dazu wurden
5 pl 3 M Natriumacetat (pH 7,0) und 125 pl reinst. Ethanol hinzugegeben und die
Lésung bei -20 °C fur mindestens 20 min inkubiert. Anschlielend folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 13000x g und 4 °C fiir 10 min. Der Uberstand wurde
abgenommen und die gefallte DNA wurde mit 750 pl 70 %-igem Ethanol
gewaschen. Dazu wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt. Abschliel3end

wurde der Uberstand erneut abgenommen und die pelletierte DNA getrocknet.

2.2.11.3 Transformation von L. monocytogenes

Zu der gefalten Plasmid-DNA wurden 80 ul elektrokompetenter
L. monocytogenes-Zellen gemischt und in eine Eletroporationskivette (VWR,
2 mm) Uberfuhrt. Die Elektroporation wurde mit dem Gene Pulser Xcell™
Elektroporator (Bio-Rad Laboratories Inc.) durchgefiuihrt. Dazu wurde das
voreingestellte Protokoll fur Agrobacterium tumefaciens (25 uF, 200 Q und
2400 V) verwendet. Nach der Elektroporation wurden 900 ul BHI-Medium zu den
Zellen gegeben und diese bei 30 °C fir 1,5 h (p(MAD-Derivate) oder bei 37 °C fur
1 h (pIMK-Derivate) inkubiert. Abschlielend wurden die Zellen pelletiert, im
Ruckfluss resuspendiert und auf selektiven BHI-Agarplatten ausplattiert. Fur
pMAD-Derivate erfolgte dann das Wachstum bei 30 °C fur 2-3 Tage. Zellen, die

mit pIMK-Derivaten transformiert wurden, wurden bei 37 °C 1-2 Tage angezogen.

2.2.11.4 Deletion und Mutation von Genen in L. monocytogenes

Fir die Deletion von Genen in L. monocytogenes wurde die Methode von Arnaud
et al. genutzt, bei der keine exogene DNA inseriert wird (Arnaud et al., 2004).
Dafur wurden DNA-Bereiche, die up- und downstream des zu deletierenden
Gens liegen inklusive des Start- und Stopcodons, mittels PCR amplifiziert.

AnschlieRend wurden die beiden Fragmente ebenfalls mittels PCR fusioniert und
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das entstandene Fusionsprodukt durch Ligation in den pMAD-Vektor
eingebracht. Das resultierende Plasmid wurde wie zuvor beschrieben in
L. monocytogenes transformiert. Die Klone wurden auf BHI-Agarplatten mit
Erythromycin  und  5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galaktopyranosid  (X-Gal)
selektiert. Nach 2-3 -tagigem Wachstum bei 30 °C wurden blaue Klone auf einer
neuen BHI-Agarplatte mit den gleichen Selektionsmarkern vereinzelt. Um die
Integration des Plasmids zu erzwingen wurden die Zellen bei 42 °C fur 2 Tage
inkubiert. AnschlieRend wurden 5 ml BHI-Medium mit 5-6 blauen Einzelkolonien
beimpft und zunachst 2 h bei 30 °C und danach 4 h bei 42 °C angezogen. Bei
diesem Schritt soll das Plasmid, welches eine hitzesensitiven origin of replication
besitzt, verloren gehen. Nach diesem Temperaturprotokoll wurden die Zellen in
Verdinnungsstufen von 10 bis 108 auf X-Gal-Agarplatten ausplattiert und 2
Tage bei 37 °C angezogen. Weilte Kolonien wurden dann parallel auf BHI-
Agarplatten mit X-Gal und BHI-Agarplatten mit X-Gal und Erythromycin
vereinzelt, um diejenigen Klone zu identifizieren, die durch ein double crossover
das pMAD-Derivat verloren haben. Diese Klone wurden abschlieliend nochmals

mittels PCR auf die Deletion und den Plasmidverlust Uberpruft.

2.2.11.5 Ektopische Expression von Genen in L. monocytogenes

Um die Auswirkung der Quantitdt von Genprodukten zu untersuchen oder
essentielle Gene zu depletieren, wurden Derivate der pIMK2- und pIMK3-
Vektoren eingesetzt. Diese Vektoren ermoglichen eine konstitutive
Uberexpression (pIMK2) oder eine IPTG- (Isopropyl-B-D-1-
Thiogalaktopyranosid-) induzierbare Expression (pIMK3) des in frame inserierten
Gens. Nach der Transformation in L. monocytogenes integriert das Plasmid in
den tRNAAY-Locus und vermittelt dem Stamm damit gleichzeitig eine
Kanamycinresistenz. Die Insertion von pIMK2- und pIMK3-Derivaten in den

tRNAA9-L ocus Kanamycin-resistenter Klone wurde durch PCR bestatigt.

2.3 Biochemische Methoden
2.3.1 Isolation zellularer Proteine aus L. monocytogenes

Far die Isolation zellularer Proteine wurden 30 ml L. monocytogenes-Hauptkultur
zu einer ODsoo von 0,05 mit einer Ubernachtkultur angeimpft und die Zellen
schittelnd bei 37 °C bis zu einer ODesoo von ca. 1,0 angezogen. Danach erfolgte
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die Ernte der Zellen bei 4°C und 5000 x g fur 5 min. Das Zellpellet wurde in ZAP-
Puffer gewaschen und anschlie3end in 0,5 ml bis 1 ml ZAP-Puffer aufgenommen.
Nach Zugabe von 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Stammldsung:
100 mM in Ethanol) wurden die Zellen auf Eis mit dem Ultraschallhomogenisator
Sonoplus HD 2070 (Bandelin Elektronik GmbH & CoKG) 10 min bei 4x 10 s
Zyklen und ca. 40 % Output aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden bei
13000x g fir eine Minute abzentrifugiert und der Uberstand, welcher die
zellularen Proteine enthalt, in ein neues Gefald uberfuhrt. Die Proteinextrakte

wurden bei -20 °C gelagert.

ZAP-Puffer:
Tris-HCI pH 7,5 50 mM
NaCl 200 mM

2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford wurde ROTI®
Nanoquant (Bio-Rad Laboratories Inc.) verwendet (Bradford, 1976). Das
Konzentrat wurde nach Herstellerangaben 1:5 mit H2Ovigest. verdinnt. Danach
wurde 1 ml des fertigen Reagenzes mit 1-5 pl der Proteinldsungen in Kivetten
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieRend wurde die
Absorption bei 595 nm gemessen. Als Leerkontrolle diente das fertige Reagenz
mit 1-5 pl ZAP-Puffer. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand der

nachstehenden Formel berechnet.

‘;—f = Asos/(nl * 0,0536)

2.3.3 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Unterscheidung der Phosphorylierungszustande von ReoM wurden zellulare
Proteinextrakte unter nativen Bedingungen in einem 15 %-igen Polyacrylamid-
(PA-) gel aufgetrennt. Die Zusammensetzung des Gels ist in Tabelle 10
aufgefihrt. Als Gelsystem diente das ,Mini-Protean Tetra Handcast System®
(Bio-Rad Laboratories Inc.). Vor der Auftragung wurden die Proteinproben mit

nativem Ladepuffer gemischt. Der Lauf erfolgte bei Raumtemperatur fur 2,5 h bei
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100 V. Anschlief3end wurden die Proteine wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben, auf
eine PVDF-Membran Ubertragen und ReoM mittels Immundetektion (vgl.
Abschn.: 2.3.7) sichtbar gemacht.

Tabelle 10: Zusammensetzung native PAGE

Trenngel 15 %:

H2Obidest. 3,59 ml
Acrylamid/Bis-Acrylamid 37,5:1 7,5 ml
(Rotiphorese®Gel 30, Carl Roth)

1,5 M Tris/HCI pH 8,8 3,75 ml
10 % (w/v) APS 150 pl
Tetramethylethylendiamin 10 ul

(TEMED) (Carl Roth)

Sammelgel 5 %:

H2Obidest. 2,44 mi
Acrylamid/Bis-Acrylamid 37,5:1 530 pl
(Rotiphorese®Gel 30, Carl Roth)

0,5 M Tris/HCI pH 6,8 1 ml
10 % (w/v) APS 50 pl
TEMED 4 ul

Laufpuffer

Glycin 0,129 M

Tris/THCIpH 8,8 25 mM

6x nativer Ladepuffer:

Tris/HCI pH 8,5 50 mM
Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
Glycerol 10 % (w/v)
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2.3.4 Eindimensionale SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse erfolgte mithilfe

einer SDS-PAGE. Dabei wurden Polyacrylamidgele mit unterschiedlichen

Acrylamid-Konzentration von 10 % oder 12,5 % verwendet (vgl. Tab.: 11 & 12).
Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 4 x SDS-Probenpuffer (ROTI®Load 1,
Carl Roth) gemischt und 5 min bei 95 °C aufgekocht. Der Lauf wurde bei 150 V

fur ca. eine Stunde durchgefuhrt. Als Gelsystem diente, wie bei der nativen

PAGE, das ,Mini-Protean Tetra Handcast System® (Bio-Rad Laboratories Inc.).

Nach dem Lauf wurde die Polyacrylamid-Gele zur Farbung der Proteinbanden in

Coomassie-Losung inkubiert (vgl. Abschn.: 2.3.5) oder ein Western-Blot mit
anschlieRender Immundetektion durchgefuhrt (vgl. Abschn.: 2.3.6 & 2.3.7).

Tabelle 11: Zusammensetzung des Trenngels in der SDS-PAGE

Bestandteil 10 % 12,5 %
H2Ovidest. 4 ml 3,1 ml

Acrylamid/Bis-Acrylamid 37,5:1 3,3 ml 4,2 mi

(Rotiphorese®Gel 30, Carl Roth)

1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml 2,5ml

10 % (w/v) SDS 100 pl 100 pl

10 % (w/v) APS 100 pl 100 pl

TEMED 10 pl 10 pl

Tabelle 12: Zusammensetzung des Sammelgels in der SDS-PAGE

Bestandteil 4%
H2Ovigest. 2,4 ml
Acrylamid/Bis-Acrylamid 37,5:1 530 pl
(Rotiphorese®Gel 30, Carl Roth)

1,5 M Tris/HCI pH 6,8 1 ml
10 % (w/v) SDS 40 pl
10 % (w/v) APS 50 pl
TEMED 4l

46



2. Material und Methoden

Laufpuffer:

Rotiphorese® 10x SDS-PAGE 100 ml
(Carl Roth)

H2Obidest. ad. 1l

2.3.5 Kolloidale Coomassiefarbung

Zur Farbung von Polyacrylamidgelen wurde die Coomassiefarbelosung
,ROTI®Blue* (Carl Roth) verwendet. Fir den Gebrauch wurde die Stammldsung
nach untenstehenden Angaben mit Methanol und Wasser gemischt. Die Gele
wurden anschlielend mehrere Stunden in der Farbelésung schwenkend
inkubiert. Zur Entfarbung des Hintergrundes wurde die Farbelésung gegen
H20videst. getauscht und die Gele darin erneut mehrere Stunden schittelnd

inkubiert. Bei starker Farbung des Wassers wurde dieses erneuert.

Coomassiefarbeldsung:

ROTI®BIue (5x) 10 ml
Methanol 10 ml

H2Obidest. 30 ml

2.3.6 Western-Blot

Um spezifische Proteine detektieren zu kénnen, wurden sie von nativen oder
SDS-haltigen Polyacrylamidgelen auf eine Immobilon®-PSQ
Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF, Merck Millipore GmbH) Ubertragen. Dies
erfolgte mittels einer Semi-Dry-Blot Apparatur (VWR). Fur das Blotting wurden
zunachst drei, in 1x Western-Blot-Puffer getrankte, Whatmanpaper (Whatman™
Grade GB003; GE Healthcare) auf die Unterseite der Apparatur gelegt. Danach
folgte die Membran, die zuvor in Methanol aktiviert wurde. Auf die Membran
wurde das, kurz in 1x Western-Blot-Puffer gewaschene, Polyacrylamidgel gelegt

und abschlieRend folgten nochmals drei in 1x Western-Blot-Puffer getrankte
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Whatmanpaper. Die Blottingkammer wurde verschlossen und der Lauf erfolgte
bei 100 mV pro Gel fur 1:15 h.

10x Western-Blot-Puffer:

Tris 30,39
Glycin 144 g
H2Obidest. ad. 11

1x Western-Blot-Puffer:

10x Western-Blot-Puffer 100 ml
Methanol 100 ml

H2Obidest. ad. 11

2.3.7 Immundetektion

Nach dem Blotting wurde die Membran in Blockierungslosung (5 % (w/v)
Milchpulver in TBST) flir mindestens 2 h bei Raumtemperatur oder GUber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Nach dem Blockierungsschritt wurde die primare
Antikorperlosung auf die Membran gegeben. Die Inkubation mit dieser
Antikorperlosung (2,5 % (w/v) Milchpulver in TBST) erfolgte entweder Uber Nacht
bei 4 °C oder bei Raumtemperatur fir 4 h. Danach wurde die Membran dreimal
10 min mit 1x TBST gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran in der
sekundaren Antikorperlosung (2,5 % (w/v) Milchpulver in TBST) fur 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte erneut das Waschen der Membran mit 1x
TBST. Abschlielend erfolgte die Detektion der Antikbrper-markierten Proteine.
Dazu wurde das ,SuperSignal™ West Dura Extended Duration“ Substrat der
Firma Thermo Fisher nach Herstellerangaben gemischt und auf der Membran
verteilt. Die Chemilumineszenz wurde mithilfe des ,Chemidoc MP“-Imagers von

Bio-Rad Laboratories sichtbar gemacht.
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10x TBS:

Tris/HCI pH 8,0 12,114 g

NaCl 80g
H2Obidest. ad. 1l
1x TBST:

10x TBSpH 8,0 100 ml
Tween 20 0,1 % (viv)

H2Obidest. ad. 11

Tabelle 13: Verwendete Antikorper

Bezeichnung Antikorper- Antigen Verdiinnung Hersteller
Typ
Anti-MurAA Kaninchen-IgG MurAA 1:5000 (Kock et al.,
2004
(B. subtilis) )
Anti-ReoM Kaninchen-IgG ReoM-Strep 1:500 (Rothe et
l., 2024
(L. monocytogenes) @ )
Anti- Ziege-lgG Kaninchen-IgG 1:10000 Sigma-
Kaninchen- Aldrich
HRP
Anti-ReoY Kaninchen-lgG ReoY-His 1:10000 diese Arbeit

(L. monocytogenes)

2.3.8 Formaldehyd-Crosslinking und Pulldown

Zum Nachweis von Proteininteraktionen wurden Pulldown-Experimente
durchgefuhrt. Dafir wurden L. monocytogenes-Stamme verwendet, in denen das
zu untersuchende Protein mit einem Poly-Histidin-Schwanz markiert und
ektopisch Uberexprimiert (pIMK2-Derivate) wurde. Fur die Anzucht der Stamme
wurden 500 ml BHI-Medium mit einer Ubernachtkultur zu einer ODeoo von 0,05

beimpft. Die Hauptkultur wurde dann schittelnd bei 37 °C inkubiert, bis eine

49



2. Material und Methoden

ODeoo von 1,0 erreicht war. Der Bakterienkultur wurde 37 %-iges Formaldehyd
zu einer Endkonzentration von 1 % (v/v) zugesetzt, um interagierende Proteine
kovalent aneinander zu binden. Nach 30 min Inkubation wurde die Suspension
mit 50 mM Glycin (Endkonzentration) fur 5 min inkubiert und so die Reaktion
beendet. Es folgte die Ernte der Zellen bei 6000x g fiir 5 min und 4 °C (Avanti™
J-25, Beckman Coulter GmbH). Das Zellpellet wurde in 2 ml UT-Puffer
aufgenommen und die Zellen fur 60 min auf Eiswasser aufgeschlossen. Zum
Zellaufschluss wurde der Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD 2070 (Bandelin
Elektronik GmbH & CoKG) mit einem power output von 50-60 % verwendet.
Nach dem Zellaufschluss wurden die Zelltrimmer durch 5 min Zentrifugation bei
13000x g abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues Gefal tiberfihrt und pro
Milliliter dieses Proteinextrakts wurden 200 ul MagneHis™ Ni-Particles
(Promega) hinzugegeben. Beides zusammen wurde Uber Nacht in einem
Rotationsschiittler bei Raumtemperatur inkubiert, sodass sich die MagneHis™
Ni-Particles an die mit Histidinen markierten Proteine anlagern konnten. Danach
wurden die MagneHis™ Ni-Particles durch 1 min Zentrifugation bei 2500x g
pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Es folgten finf
Waschschritte mit 2 ml UT-Puffer bei 2500x g fur 1 min. Der abschlielRende
Zentrifugationsschritt dauerte 3 min bei 15000x g. Dann wurden 500 pl
Elutionspuffer zu den MagneHis™ Ni-Particles hinzugegeben und beides
zusammen fur mindestens 30 min bei Raumtemperatur im Rotationsschiittler
inkubiert. Zuletzt wurden die MagneHis™ Ni-Particles erneut durch 1 min
Zentrifugation bei 15000x g pelletiert und der Uberstand mit dem eluierten Protein
in ein neues Gefald Uberfuhrt. Da die Proteinkonzentrationen oftmals zu gering
waren, wurden die Eluate mithilfe von Pierce™ Proteinkonzentratoren der Firma
Thermo Fisher Scientific nach Herstellerangaben aufkonzentriert. Die Lagerung
der Proteine erfolgte bei -20 °C. Vor der Auftragung wurden die Proben mit SDS-
Probenpuffer versetzt und 1 h bei 95 °C inkubiert, um die Vernetzungsreaktion

wieder rickgangig zu machen.
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UT-Puffer (pH 7.4 - 7.5):

HEPES 11,94 g

NaCl 14,619

Imidazol 1,702 g

Harnstoff 240,24 g

Triton X-100 5mi

1M DTT 500 pl (frisch hinzugeben)
100 mM PMSF 5 ml (frisch hinzugeben)
H2Obidest. ad. 500 ml

Elutionspuffer:

1 M Tris-HCI pH 7,5 1,5 ml

1 M Imidazol pH 7,5 7,5ml

20 % (w/v) SDS 750 pl

1MDTT 150 pl (frisch hinzugegeben)
H20Obidest. ad. 15 ml

2.3.9 Reinigung Histidin-markierter Proteine aus L. monocytogenes

Um weitere Untersuchungen hinsichtlich der verschiedenen
Phosphorylierungszustande von ReoM zu machen, war es noétig das Protein aus
L. monocytogenes zu isolieren. Daflr wurde das gleiche Protokoll wie fir einen
Pulldown-Versuch ~ (vgl. Abschn.: 2.3.8) verwendet. Lediglich die
Vernetzungsreaktion durch Zugabe von Formaldehyd, sowie die Beendigung

dieser Reaktion durch Zugabe von Glycin wurden unterlassen.
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2.3.10 Rekombinante Proteinexpression in E. coli

FUr die Expression rekombinanter Proteine wurde der E. coli-Stamm BL21
verwendet. Fiir die Anzucht wurde 1 | LB-Medium mit einer Ubernachtkultur auf
eine ODeoo von 0,05 beimpft und bei 37 °C schuttelnd bis zu einer ODsoo von 0,5
inkubiert. Durch Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Proteinexpression induziert,
die bei 18 °C und 160 rpm Uber Nacht erfolgte. Im Anschluss wurden die Zellen
durch 10-minutige Zentrifugation bei 11325x g und 4 °C (Beckman Avanti™ J-
25) geerntet. Das Zellpellet wurde in 20 ml ZAP-Puffer gewaschen und in 12 ml
des Puffers aufgenommen. Die Zellsuspension wurde mit 1 mM PMSF
(Endkonzentration) versetzt und der Zellaufschluss erfolgte flir 30 min bei einem
power output von 30 % mit dem Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD 2070
(Bandelin Elektronik GmbH & CoKG). Um das Zelllysat von den Zelltrimmern zu
trennen, wurde der Ansatz bei 5000x g fur 20 min zentrifugiert. Anschliel’end
wurde das Lysat filtriert (Minisart™ Spritzenvorsatzfilter, 0,45 ym PorengroRe),

um verbliebene Zelltrimmer zu entfernen.

Aus diesem Zelllysat wurden mithilfe des Strep-Tactin® Superflow Systems (IBA
GmbH) Strep-Tag®-Fusionsproteine gereinigt. Dazu wurden 1-2 ml der Strep-
Tactin® Suspension auf eine Chromatographiesaule (BioRad Laboratories
GmbH) gegeben und mit 5 ml Waschpuffer (Puffer W) aquilibriert. Danach wurde
das Zelllysat auf die Saule gegeben. Bei diesem Schritt wurden die
Fusionsproteine an die Saulenmatrix gebunden. Durch 10 Waschschritte mit
jeweils 1 ml Waschpuffer wurden unspezifisch gebundene Bestandteile von der
Chromatographiesaule entfernt. AbschlieRend erfolgte die Elution des Strep-
Tag®-Fusionsproteins. Dazu wurden 6x 500 pl Puffer E auf die Saulenmatrix
gegeben. Durch das im Elutionspuffer enthaltene Desthiobiotin (IBA GmbH),
welches eine hohere Bindungsaffinitat als das Strep-Tag®-Fusionsprotein
bestizt, wurde dieses von der Saulenmatrix verdrangt. Eine Probe des
durchgeflossenen Zelllysates, sowie die Wasch- und Elutionsfraktionen wurden
bei -20°C gelagert und mittels SDS-PAGE analysiert.

Fir die affinitatschromatografische Reinigung von Histidin-markierten Proteinen
wurden 1-2 ml His-Pur™ Ni-NTA Resin (Thermo Scientific) als Saulenmaterial
verwendet. Alle weiteren Schritte entsprachen dem zuvor beschriebenen

Protokoll fur die Reinigung von Strep-Tag®-Fusionsproteinen. Fur die Elution des
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Histidin-Fusionsproteins wurde jedoch ein Puffer mit Imidazol eingesetzt
(Puffer W mit 100 mM Imidazol).

Die gereinigten Fusionsproteine wurden mithilfe von PD-10 Saulen in 1x PBS
(Phosphatgepufferte Salzlosung) umgepuffert, um sie fur die Herstellung eines
Antiserums verwenden zu kénnen. Die Produktion eines spezifischen Antiserums

in Kaninchen ubernahm die Firma Biogenes (Berlin).

ZAP-Puffer:

Tris-HCI pH7,5 50 mM
NaCl 200 mM
Puffer W:

Tris-HCI, pH8,0 100 mM
NaCl 150 mM
Puffer E:

Desthiobiotin 2,5 mM
Puffer W ad. 10 ml

2.3.11 In vitro-Aktivitatsmessung der Carboxyvinyltransferase MurA

Anhand des freiwerdenden Phosphates bei der Umsetzung von UDP-GIcNAc
und PEP durch die Carboxyvinyltransferase MurA sollte die Aktivitat des Enzyms
quantifiziert werden. In jedem 50 pl Reaktionsansatz wurden 5 ug des gereinigten
Enzyms bzw. der heterolog gereinigten Enzymvarianten und 10 mM UDP-
GIcNAc eingesetzt. Um den Einfluss von ReoM auf die Aktivitat von MurA zu
bestimmen, wurden nur 2,5 ug MurA pro Versuchsansatz verwendet. Als
Reaktionspuffer diente Puffer W. Die Ansatze wurde 15 min bei 37 °C inkubiert
und die Reaktion dann durch Zugabe von 5 pyl PEP (10 mM Stammldsung) bei
Raumtemperatur gestartet. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurden 800 ul
der Farbreagenz hinzugegeben und die Absorption bei 660 nm im Multiskan Sky
Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher) gemessen. Die Werte wurden

gegen einen Leerwert (Probe ohne UDP-GIcNAc) korrigiert. Das freigesetzte
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Phoshpat wurde anhand einer mitgefihrten Standardkurve (0 mM-0,5 mM
Dinatriumhydrogenphosphat) berechnet. Als Kontrolle wurde eine Probe
mitgefuhrt, die mit 5 yl Fosfomycin (Stammlésung 100 pg/ml) versetzt wurde. So

sollte bestatigt werden, dass bei Inhibierung der Enzymaktivitat kein freies

Phosphat entsteht.
Puffer W:
Tris/HCI pH8,0 100 mM
NaCl 150 mM

Farbreagenz:

1 Teill Ammoniummolybdat (4,2 g in 100 ml HCI)
3 Teile Malachitgriin-Oxalacetat (225 mg in 500 ml H2Obidest.)
10 pl Triton X-100 pro 10 ml Farbreagenz

Die Losung wurde vor Gebrauch 1 h bei 4 °C leicht geruhrt

2.4 Proteomik
2.4.1 Praparation intrazellularer Proteine aus L. monocytogenes

Zuerst wurden Ubernachtkulturen der L. monocytogenes-Stamme EGD-e,
LMJR138 (Ac/pC) und LMSW30 (AreoM) hergestellt, mit denen dann 100 ml BHI-
Medium zu einer ODesoo von 0,05 beimpft wurden. Diese Hauptkulturen wurden
dann bei 37 °C schuttelnd bis zu einer ODeso0o von 0,8 angezogen. Anschlie3end
wurden die Zellen bei 4 °C und 8000x g geerntet. Die Zellpellets wurden daraufhin
zweimal in 1 ml kaltem Tris-EDTA (TE)-Puffer gewaschen. Dafur wurden die
Zellpellets in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt und die Zentrifugation bei 6 °C
und 10000x g durchgefuhrt. AbschlieRend wurden die Zellpellets bei -70 °C
gelagert.

FUr den Zellaufschluss wurden die Zellen erneut in 1 ml kaltem TE-Puffer
resuspendiert. AnschlielRend erfolgte der Zellaufschluss auf Eis mittels
Ultraschall fir je 10 min pro Probe bei einem output von 40 % (Sonoplus HD
2070; Bandelin Elektronik GmbH & CoKG). Die Zelltrimmer wurden danach
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durch Zentrifugation bei 13000x g und 4 °C fur 15 min abgetrennt und der
Uberstand mit den =zelluldaren Proteinen wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefald uberfuhrt. Daraufhin wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt
und der Uberstand erneut in ein neues GefaR gegeben. Die Proben wurden bis

zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.

TE-Puffer:
TrispH 7,5 10 mM
EDTA 1 mM

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben wurde Roti®Nanoquant
(Carl Roth) verwendet. Zunachst wurde die Roti®Nanoquant-Lésung nach
Herstellerangaben im Verhaltnis 1:5 mit H2Obidest. verdinnt und 60 min auf Eis im
Dunkeln inkubiert. Fur die Eichgerade wurden dann 100 ul TE-Puffer mit 100 pl
H20Obidest und 800 pl der verdiinnten Roti®Nanoquant-Lésung gemischt. Dabei
wurde das H20videst mit verschiedenen definierten Mengen einer
Proteinmischung versetzt (0 bis 25 pg). Nach gleicher Inkubationszeit jeder
Probe mit der verdiinnten Roti®Nanoquant-Lésung wurden die Absorptionen bei
ODsg0 und OD4s0 gemessen und der Quotient (ODsg0/ODa4s0) daraus ermittelt. Als
Referenz der Messung wurde H20bigest. verwendet. Fur die Probenmessung
wurden diese in TE-Puffer verdiinnt und ebenfalls 100 pl mit 100 pl H2Ovidest.
gemischt. Danach wurden 800 pl der verdinnten Roti®Nanoquant-Losung
hinzugegeben und wie zuvor beschrieben, gemessen. Anhand der Eichgerade
wurden die Proteinmengen bestimmt. Anschlielend wurden alle Proben auf
einen gleichen Quotienten (ODsg0/ODa4s0) eingestellt (£ 0,002) und mittels

Messung Uberpruft.

2.4.3 Eindimensionale SDS-PAGE (Laemmli, 1970) und kolloidale Coomassie-
Farbung

Um niedermolekulare Verunreinigungen in den Proben zu entfernen und die
Proteinkonzentration sowie -qualitat kontrollieren zu kdnnen, wurden die Proben

mittels  eindimensionaler = SDS-Gelelektrophorese  entsprechend ihres

55



2. Material und Methoden

Molekulargewichtes aufgetrennt. Dazu wurden 12 %-ige Trenngele verwendet
(Zusammensetzung der Gele siehe Abschnitt 2.3.4). Jeweils 36 ug der
Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit 4x Ladepuffer im Verhaltnis 3:1
gemischt und 5 min bei 98 °C inkubiert. Als Standard wurden 10 pl des ,Protein
low molecular weight standard” (GE Healthcare) aufgetragen. Fur die Herstellung
der Gele wurde das ,Mini-Protean Tetra Handcast System“ (Bio-Rad
Laboratories Inc.) verwendet. Der Lauf wurde in 1x Laufpuffer bei 15 mA, 120 V

pro Gel durchgefuhrt.

4x Ladepuffer pH 6,8:

Glycerol 7,5 ml
B-Mercaptoethanol 2,5mi
SDS 1,29

Bromphenolblau 1 % (w/v) 200 pl
Tris 049

H2Obidest. ad. 50 ml

10x Laufpuffer:

Tris 30,3 g
Glycin 1441 g
SDS 10g
H2Opbidest. ad. 1000 ml

AnschlielRend wurden die Gele 1-2 h in Fixierungslosung schuttelnd inkubiert. Es
folgten zwei Waschschritte mit deionisiertem Wasser, woraufhin die Colloidal
Coomassie-Farbeldsung zu den Gelen hinzugegeben wurde (100 ml/Gel). Die
Gele wurden 2 Stunden in der Farbeldsung schittelnd inkubiert. Zuletzt wurden
die Gele mit H2Ovidest. entfarbt und mit dem ,GS-800 Calibrated Densitometer”

(Bio-Rad Laboratories Inc.) und unter Verwendung der ,Bio-Rad Quantity One
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Software“ eingescannt. Danach wurden die Gele in Folie eingeschweil3t und bei

4 °C gelagert.

Coomassie Brilliant Blue (CBB) Stammlodsung:

Coomassie Brilliant Blue G250 59

H2Opidest. ad. 100 ml

Colloidal Coomassie-Farbestammldsung (Dye Stock):

Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4) 50g
H2Obidest. ad. 400 ml
85 % Ortho-Phosphorsaure (HsPO4) 6 ml
H20Obidest. ad. 490 ml

CBB Stammlésung 10 ml

Colloidal Coomassie-Farbeld6sung:

Dye Stock 80 % (v/v)

Methanol 20 % (viv)

Mithilfe der ,AIDA Image Analysis Software“ (Elysia-Raytest) wurden die
Gesamtproteinmenge jeder Probe bestimmt und jede Probe in acht Fraktionen
annahernd gleicher Proteinmenge eingeteilt. Dabei wurde die 66 kDa-Bande des
Markers zu Hilfe genommen, welche exakt 0,5 pg Rinderserumalbumin (BSA)
enthalt. Die acht Fraktionen pro Probe wurden dann getrennt voneinander aus
dem Gel herausgeschnitten und in 1x1 mm grofRe Stlcke zerkleinert. Fur die
weitere Verwendung wurden die Gelsticke in 1,5 ml Reaktionsgefal’e mit ca.
150 pl H2Ovigest. Uberflhrt und bei -20 °C gelagert.
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2.4 .4 Tryptischer In-Gel-Verdau

Zunachst wurden die Gelstlickchen in den 1,5 ml Reaktionsgefalien mit einer
Lésung aus 50 % (v/v) Methanol und 50 % (v/v) 50 mM (NH4)HCO3 (pH 7,8-8,1)
unter Schutteln entfarbt. Dabei wurde die Losung mindestens dreimal
gewechselt. Danach wurden die Gelstlickchen durch zweimaliges Waschen mit
200 pl Acetonitril vollstandig dehydriert. Es folgte eine 5-minutige Inkubation mit
50 mM (NH4)HCOs. Danach wurden die Gelstuckchen erneut mithilfe von
Acetonitril dehydriert und die Rehydrierung mit 50 mM (NH4)HCOs wurde
wiederholt. AbschlieRend wurden die Gelstickchen wieder zweimal mit
Acetonitril bis zur vollstandigen Dehydrierung gewaschen um dann 200 pl der
DTT-LAsung (10 mM Dithiotreitol (DTT) in 50 mM (NH4)HCOs, pH 7,8) zu den
Gelstuckchen zu geben. Es folgten 30 min Inkubation bei 60 °C im Wasserbad.
Im Anschluss wurden die Gelstlickchen wieder zweimal mit Acetonitril
gewaschen, wobei die Inkubationszeit moglichst kurzgehalten wurde. Danach
wurden die Gelstlickchen mit 200 pl der IAA-Lésung (50 mM lodacetamid in 50
mM (NH4)HCOs, pH 7,8) bedeckt und 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Danach wurden die Gelstlickchen in Acetonitril gewaschen und 5 min
in 50 mM (NH4)HCOs inkubiert. Beide Schritte wurden wiederholt und
anschlie®Bend wurden die Gelstluckchen bis zur vollstandigen Dehydrierung ein
zweites Mal in Acetonitril inkubiert. Zum Schluss wurden die Gelstickchen fur
45 min bis 2 Stunden bei Raumtemperatur unter dem Abzug in gedffneten
Reaktionsgefallen getrocknet. Daraufhin folgte die Zugabe der Verdaulésung.
Dabei sollten die Gelstuckchen nach der Rehydrierung mit dem Verdaupuffer
knapp bedeckt sein. Um dies sicher zu stellen wurden die Proben zunachst
30 min bei 4 °C inkubiert und bei Bedarf noch Verdaupuffer hinzugegeben.
Danach folgte die Inkubation im Schittler bei 37 °C fur zunachst 20 min. Erneut
wurde Uberprift, ob die Gelstlickchen ausreichend bedeckt waren. Erst dann
erfolgte der tryptische Verdau bei 37 °C und 50 rpm fur 12 h. Bis zur Extraktion

konnten die Verdauansatze im Kihlschrank aufbewahrt werden.
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Verdaulosung:

Tris/HCI pH 7,6 50 mM
CaClz 1 mM

Zugabe der Trypsinstammlosung (1 pg/pl) (Promega), sodass ein Verhaltnis

Trypsin/Probe 1:20 (w/w) entsteht.

2.4.5 Extraktion

Bei der Extraktion der Proteine aus den Gelstlickchen wurden alle Uberstéande,
einschlieBlich der Verdauldsung in einem 2 ml Reaktionsgefal® gesammelt und
bei 4 °C gelagert. Nach Abnahme der Verdauldsung wurden die Gelstlickchen
zunachst zweimal mit Acetonitrii gewaschen und dehydriert. Danach wurden
150 yl 1 % (v/v) Ameisensaure hinzugegeben und 10 min bei 4 °C inkubiert. Es
folgte die Dehydrierung der Gelstickchen durch einmalige Zugabe von
Acetonitril. Daraufhin wurden 150 ul 10 % (v/v) Ameisensaure hinzugegeben und
der Ansatz erneut 10 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die Flussigkeit durch
zweimaliges Waschen mit Acetonitril aus den Gelstlickchen entfernt und die
gesammelten Uberstande in einer Vakuumzentrifuge bei RT bis zur kompletten

Trockenheit zentrifugiert. AbschlieRend wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

2.4.6 Entsalzen mittels Zip-Tips

Zum Entsalzen der Proben wurden pu-C18 und C18 ZipTip-Spitzen (Merck KGaA)
verwendet. Zunachst wurden die Proben in 20 yl ,Wash Solution 1% (5 % (v/v)
Acetonitril, 0,1 % (v/v) Ameisensaure in ULC-MS-Wasser) resuspendiert und 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die ZipTip-Spitze mit 10 yl der
Wetting Solution“ (50 % (v/v) Acetonitril in H2Onidest.) benetzt. Dieser Vorgang
wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt. Danach wurde die Spitze zweimal mit der
,Wash Solution 1“ gewaschen. Es folgte die Beladung der Spitze mit der Probe,
die daraufhin zehnmal am Boden das Reaktionsgefalles wieder abgegeben und
eingesaugt wurde. Danach wurde die Spitze dreimal mit der ,Wash Solution 2¢
(5 % (v/v) Acetonitril, 0,1 % (v/v) Ameisensaure in ULC-MS-Wasser) gewaschen
und abschlieend die Proteine dreimal mit 10 pl des Elutionspuffers (60 % (v/v)
Acetonitril, 0,1 % (v/v) Ameisensaure in ULC-MS-Wasser) eluiert, wobei der

Puffer in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefald jeweils fiinfmal abgegeben und
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eingesaugt wurde. Danach wurden die Proben in der Vakuumzentrifuge bis zur

Trockenheit bei RT zentrifugiert und bei -20 °C gelagert.

2.4.7 Praparation der Proben fur die Analyse

Die Proben wurden durch Zugabe von 16 pl des Puffers A (3 % (v/v) Acetonitril,
0,1 % (v/v) Ameisensaure in ULC-MS-Wasser) gelést und 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben 5 min im Ultraschallbad
(37 kHz, 100 % Power) inkubiert. Durch die Zentrifugation fur 20 min bei
50000 rpm und 22 °C (Ultrazentrifuge, Beckmann Coulter) sollten stérende
Partikel pelletiert werden. Zum Schluss wurden die Proben luftblasenfrei in Glas-
Vials (Waters™) fiir die LC-MS/MS Uberfihrt.

Die Analyse der Peptide erfolgte mit einem ,Orbitrap Velos Pro-
Massenspektrometer, das mit einer ,Waters™ NanoAquity UPLC“ gekoppelt
war. Die Trennung der Peptide erfolgte mittels Flussigkeitschromatographie uber
eine BEH C18-Saule mit 130 A, 1,7 ym, 2,1 mmx50 mm (Waters™) und einer
Flussrate von 0,35 ml/min. Das Laufmittel A bestand aus 0,1 % Ameisensaure in
UPLC-Wasser, Laufmittel B aus 80 % Acetonitril und 0,1 % Ameisensaure in
UPLC-Wasser. Es wurden jeweils 5 pl der Proben injiziert. Der Gradient fur die
UPLC ist in Tabelle 14 aufgefuhrt.

Tabelle 14: Laufmittel-Gradient fiir nanoAcquity-UPLC, gekoppelt mit Orbitrap Velos Pro

Zeit [min] Anteil Laufmittel B
0 3,7
30 3,7
65 22,1
88 29,3
148 48,3
175 62,5
192 99,0
195 99,0
200 3,7
205 3,7
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Die MS2-Spektren wurden im m/z-Bereich von 350-1750 mit einer Auflésung von
60000 aufgenommen. Die Fragmentierung der lonen erfolgte Uber collision-
induced dissociation (CID). Dabei wurden folgende Parameter verwendet:
normalisierte Kollisionsenergie: 35 %, Activation Q: 0,25, Aktivierungszeit: 10 ms,
Isolationsbreite: 2 m/z. Es wurde eine interne Massenkalibrierung mit der
universellen Polysiloxankontaminante (Masse 445,120030) durchgefihrt. Es
wurde die Top20-Methode verwendet. Dies bedeutet, dass die 20 abundantesten
lonen fragmentiert und in der lonenfalle (ITMS) analysiert wurden. Mit einer
dynamischen Ausschlussliste wurde sichergestellt, dass bereits gemessene
lonen nicht nochmals gemessen wurden. Dabei betrug die Ausschlussdauer

12 s. Die erlaubten Ladungszustande waren grof3er +2.

2.4.8 Auswertung

Die Auswertung der massenspektrometrischen Rohdaten erfolgte mithilfe der
MaxQuant Software (v.1.6.17.0). Diese ermoglicht die Identifikation und
Quantifizierung von Proteinen (Cox & Mann, 2008). Durch die Berechnung
theoretischer Spektren von in silico aus den Proteinen der FASTA-Datei
generierten Peptiden und deren Vergleich mit einem gemessenen Spektrum,
kénnen die in der Probe vorhandenen Peptide identifiziert werden. Die Protein-
FASTA-Datei des Stammes EGD-e (NC_003210.1) wurde am 13.12.2022 vom
NCBI-Server heruntergeladen. Fir die Datenbanksuche wurden folgende
Einstellungen verwendet: Eine Carbamidomethylierung wurde als feste
Modifikation eingestellt. Als variable Modifikation bei der Berechnung der Massen
wurden Oxidationen von Methionin und eine Acetylierung des N-Terminus
erlaubt. Beim Verdau mit Trypsin wurde die Anzahl der maximalen ,missed
cleavages” auf 2 gesetzt. Die ,main search peptide tolerance“ betrug 5 ppm und
die maximale Ladung der lonen wurde auf +5 begrenzt. Pro Peptid waren
maximal vier Modifikationen erlaubt. Die Quantifizierung der Peptide mit der LFQ-
Methode (,/abel free quantification) wurde mit einem ,min. ratio count‘ von 1
durchgefuhrt. Die Peptidmasse wurde auf maximal 5400 Da festgelegt und die
Jfalse discovery rate“ (FDR) betrug sowohl fur die Proteine als auch fur die
.peptide spectrum matches* (PSM) 0.01. Peptide mussten mindestens 6

Aminosauren lang sein, um als solche detektiert zu werden. Identifizierungen
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wurden mit einem Zeitfenster von 0,7 min auf MS-Signale ohne MS2-Spektrum

Ubertragen, wenn die m/z im MS um weniger als 5 ppm abwich.

Die Ergebnisse der Datenbanksuche wurden anschlieBend in Excel gefiltert.
Hierzu wurden Kontaminanten und Identifizierungen gegen die Datenbank aus
reversen Sequenzen entfernt. In die Auswertung wurden nur Proteine
miteinbezogen, bei welchen zusammen in allen Proben mindestens zwei
einzigartige Peptide detektiert wurden und die in mindestens zwei der
Replikate/Proben durch MS/MS identifiziert wurden. Zusatzlich wurden die LFQ-
Intensitaten korrigiert: flr eine zuverlassige ldentifizierung musste gelten, dass
die Summe der drei Intensitaten geteilt durch die Zahl der jeweiligen einzigartigen
Peptide groller als 250.000 ist. War die Summe der Intensitaten kleiner als
250.000 wurde die LFQ-Intensitat auf null gesetzt. Mit der Definition einer
Untergrenze von 250.000 wurde verhindert, dass es durch Hintergrundsignale zu

falsch-positiv identifizierten Proteinen kommt.

Fir die statistische Analyse mit der Perseus Software wurden die Kkorrigierten
LFQ-Intensitaten von MaxQuant verwendet, welche eine robuste, labelfreie und
relative Proteinquantifizierung ermoglichen (Cox et al., 2014, Tyanova et al.,
2016). Nach einem Clustering und dem Logarithmieren der Daten zur Basis 2 in
der Software Perseus (v1.5.2.6) erfolgte die Z-Score-Standardisierung.
AnschlieRend wurde ein ,multiple sample test* durchgefiihrt (T-Test: p-value
0,01). Darauf folgte jeweils noch ein T-Test (p-value 0,01) gegen die Kontrolle
EGD-e. Die Ergebnisse wurden in die Ursprungstabelle Gbernommen und zum
Schluss wurden aus den korrigierten LFQ-Intensitaten die Mittelwerte und
korrigierten Standardabweichungen (StabW/Quadratwurzel der Anzahl der

Replikate) berechnet und in Relation zur Kontrolle EGD-e gesetzt.

Die Probenvorbereitung, Messung und Auswertung fand in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe ,Mikrobielle Proteomik® von Prof. Dr. Susanne Engelmann am

Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung in Braunschweig statt.
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2.5 Physiologische Methoden
2.5.1 Wachstumskurven

Zur Bestimmung von Wachstumsdefiziten wurden Wachstumskurven mit dem
Multiskan Sky Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher) erstellt. Dazu
wurde zunachst eine 5 ml-Kultur auf eine ODeoo von 0,05 eingestellt. Zum
Beimpfen der 96-well-Platte wurden je well 200 ul dieser Kultur verwendet.
AnschlieRend wurde die Platte in einer Kinetikschleife unter Schutteln bei 37°C
bzw. 42 °C inkubiert und die optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm

(ODe0o) in den einzelnen wells in 5-Minuten Abstanden gemessen.

2.5.2 Bestimmung von Antibiotikaresistenzen

Um die MHK (minimale Hemmkonzentration) verschiedener L. monocytogenes-
Stamme fuir Ceftriaxon zu ermitteln, wurde Zellmaterial aus einer Ubernachtkultur
mit einem sterilen Tupfer gleichmalig auf einer BHI-Agarplatte ausgestrichen.
Danach wurden Ceftriaxon-Teststreifen (0,016-256 ug/ml, Bestbion®) auf den
Agar gelegt und die Platten bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die MHK wurde

anschlieend anhand des Hemmhofes abgelesen.

2.5.3 Untersuchung der Lysozymresistenz

Zur Messung der Lysozymresistenz eines L. monocytogenes-Stammes wurden
30 ml Hauptkultur bis zu einer ODeoo von ca. 0,8 bei 37 °C angezogen.
Anschliel3end erfolgte die Zellernte bei 5000x g und 4 °C fir 5 min. Das Zellpellet
wurde in 50 mM Tris-Puffer (pH 8,0) zu einer ODeoo von ca. 0,6 resuspendiert.
Daraufhin wurde Lysozym zu einer Endkonzentration von 2,5 pg/mi
hinzugegeben und die ODeoo im Abstand von 15 min gemessen. Zwischen den
Messungen wurden die Bakterienkulturen schittelnd bei 37 °C aufbewahrt. Die
Bestimmung der optischen Dichte (A=600 nm) erfolgte mittels Messung in

Klvetten am Spektrophotometer (BioSpectrometer basic, Eppendorf).

2.5.4 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Mikroskopie wurden L. monocytogenes-Zellen bis zur exponentiellen
Wachstumsphase, also einer ODsoo von ca. 0,5 bei 37 °C schuttelnd angezogen.
Von dieser Zellsuspension wurden 0,5 pl auf einen mit 1 %-iger Agarose (in
H2Opbidest.) beschichteten Objekttrager getropft. Nachdem die Flissigkeit
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getrocknet war, wurde das Praparat mit einem Deckglas verschlossen. Die
Mikroskopie der Zellen erfolgte im Phasenkontrast des Nikon Eclipse
Ti-Mikroskops. Uber die gekoppelte Nikon DS-MBWc¢ CCD-Kamera wurden
Aufnahmen der Zellen gemacht. Um die Zellmembranen sichtbar zu machen und
somit die Zelllange bestimmen zu konnen, wurden 100 pl Bakterienkultur mit 1 pl
Nilrotldsung (100 mg/ml in DMSO) fir 5 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden erneut 0,5 pl dieser Bakteriensuspension auf einen praparierten
Objekttrager aufgetragen. Die Mikroskopie erfolgte diesmal unter der Nutzung
des Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat (TRITC)-Kanals. Zur Auswertung der
Zelllangen wurden pro Stamm 200-300 Zellen mit der Nikon NIS-Elements AR

Software vermessen.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der Phosphorylierung von ReoM in vivo

3.1.1 Differenzierung der ReoM-Phosphorylierung anhand des Laufverhaltens in

einer nativen PAGE

Die Peptidoglykanbiosynthese kann mithilfe eines Regulationsweges kontrolliert
werden, der die Proteolyse von MurA, dem ersten Enzym des Syntheseweges,
steuert (Wamp et al., 2020, Wamp et al., 2022). Dabei spielt die Phosphorylierung
vom Threonin 7 des postulierten Adapterproteins ReoM eine entscheidene Rolle.
Die Modifikation stort die Interaktion von ReoM und MurA und verhindert damit
den Abbau des Enzyms durch die ClpCP-Protease. Die Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von ReoM wird durch die PASTA-eSTK PrkA und die
dazugehdrige Phosphatase PrpC durchgefuhrt (Wamp et al., 2020, Wamp et al.,
2022).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ReoM und im speziellen die Phosphorylierung
von ReoM genauer untersucht werden, um weitere Erkenntnisse uber die
Funktionsweise des Regulationsweges zu gewinnen. Dazu wurde eine Methode
etabliert und eingesetzt, mit der der Phosphorylierungszustand von ReoM in vivo
nachgewiesen werden kann. Die Methode basiert auf Ergebnissen aus in vitro-
Experimenten, die zeigten, dass ReoM und P~ReoM in einer nativen PAGE
anhand ihres Laufverhaltens unterschieden werden konnen (Wamp et al., 2020).
FUr den in vivo-Nachweis der ReoM-Phosphorylierung wurden zellulare Proteine
aus L. monocytogenes-Stammen in einer solchen nativen PAGE anhand ihrer
Ladung separiert. Anschlielend wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
Ubertragen und ReoM wurde mithilfe eines spezifischen IgG-Antikorpers
identifiziert. Zunachst konnte ReoM in Proteinextrakten des Wildtypstammes
EGD-e nicht detektiert werden, da der Antikdrper nicht sensitiv genug war (vgl.
Abb.: 7). Daher wurde eine weitere reoM-Kopie mit einem C-terminalen Histidin-
tag unter der Kontrolle des Phep-Promotors (Monk et al., 2008), welcher eine
kontinuierliche Expression von reoM-His verursacht, in alle L. monocytogenes-
Stamme eingebracht. Stamm LMJD22 (EGD-e +reoM-his) diente nun als neuer
Kontrollstamm, der den Wildtypzustand wiedergeben sollte. Um die Laufhdhe

von unphosphoryliertem ReoM bestimmen zu kdnnen, sollte ein AprkA-Stamm
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mitgeflihrt werden. Da die Deletion von prkA in EGD-e letal ist, wurde sie durch
die Einbringung einer murA escape-Mutation (murA N197D) kompensiert (Wamp
et al., 2022). Der resultierende Stamm wurde als LMPR5 (AprkA murA N197D
+reoM-his) bezeichnet. Um auch zu kontrollieren, ob MurA N197D die
Phosphorylierung von ReoM beeinflusst, wurde zusatzlich der Stamm LMPR9
(murA N197D +reoM-his) bei dem Versuch mitgefuhrt. Insgesamt liel3en sich drei
verschiedene ReoM-His-Varianten anhand ihrer Laufgeschwindigkeit in der
nativen PAGE identifizieren (vgl. Abb.: 7). Das unphosphorylierte ReoM-His aus
AprkA murA N197D +reoM-his migrierte am langsamsten in diesem
Trennsystem. In den Proteinextrakten von EGD-e +reoM-his und
murA N197D +reoM-his konnten zwei weitere ReoM-His-Varianten detektiert
werden, die beide schneller als unphosphoryliertes ReoM-His migrierten (vgl.
Abb.: 7). In dem Stamm, der den Wildtypzustand widerspiegeln sollte
(EGD-e +reoM-his), besal} die unterste ReoM-His-Bande die grofite Intensitat.
Diese Bande spiegelt also die vorherrschende ReoM-His-Variante in diesem
Stamm wider und wurde deshalb als T7-phosphoryliertes ReoM-His interpretiert.
Bei der mittleren ReoM-His-Bande konnte es sich um einen intermediaren
Zustand handeln. ReoM liegt in vivo als Dimer vor (Wamp et al., 2020). Die Bande
konnte demnach ein einfach phosphoryliertes ReoM-Dimer reprasentieren,

wahrend die anderen ReoM-Dimere zweifach oder gar nicht phosphoryliert sind.

Abbildung 7: Phosphorylierungs-

’\0 zustande von ReoM in vivo.

N
\)&$ \Q/\O Western-Blot nach einer 15 % nativen
° ?\d‘ g PAGE zur Detektion und Separation
@Coo VQ& 6\\)‘\ von verschiedenen ReoM-His-
. , Varianten in den L. monocytogenes-
+reoM-his Stammen EGD-e, LMJD22 (EGD-e
+reoM-his), LMPR5 (AprkA
- — ReoM-His murA N197D +reoM-his) und LMPR9
L o (murA N197D +reoM-his). Es wurden
- - —F.’~ReoM-HiS 15 ug der Proteinextrakte
- _— aufgetragen. Der Versuch wurde
dreimal wiederholt und zeigte jedes
Mal ein gleichwertiges Ergebnis.
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3.1.2 Verifizierung der ReoM-Phosphorylierung

In Zusammenarbeit mit Dr.-Ing. Jérg Dodllinger aus der Abteilung ZBS 6
,Proteomik und Spektroskopie® des Robert Koch-Institutes sollten durch
massenspektrometrische Analysen die postulierten Phosphorylierungszustande
von ReoM-His kontrolliert werden. Dazu wurde aus den gleichen Stammen
(LMJD22, LMPR5 und LMPR9) ReoM-His durch Affinitatschromatographie
gereinigt. Vor der Analyse wurden die ReoM-His-Varianten erneut mittels nativer
PAGE analysiert und durch eine kolloidale Coomassiefarbung sichtbar gemacht.
Die gereinigten Spezies von ReoM-His wiesen das gleiche Laufverhalten wie die
ReoM-His-Spezies aus nativen Proteinextrakten auf und lieRen erneut die
Unterscheidung von drei verschiedenen ReoM-His-Varianten zu (vgl. Abb.: 8).
Fir die massenspektrometrische Analyse wurden diese aus dem
Polyacrylamidgel ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut und extrahiert (vgl.
Abschn.: 244 & 245). Die weitere Probenbearbeitung, Messung und
Auswertung erfolgte dann in Abteilung ZBS 6. Die Analyse ergab, dass ReoM-
His aus EGD-e +reoM-his (unterste Proteinbande) zwei Phosphorylierungen
aufweist,, am Threonin 7 und am Tyrosin 10. Die gleichen
Phosphorylierungsstellen konnten auch bei der ReoM-His-Variante mit mittlerer
Laufhdhe aus murA N197D + reoM-his identifiziert werden, jedoch mit einer
geringeren Quantitat. Bei der ReoM-His-Variante aus AprkA murA N197D +reoM-
his konnte nur eine Phosphorylierung am Tyrosin 10 nachgewiesen werden. Die
Daten bestatigen, dass die Phosphorylierung von Threonin 7 ausschlaggebend
fur das unterschiedliche Laufverhalten von ReoM-His in der nativen PAGE ist und
passen zu der Hypothese, dass es sich bei der mittleren ReoM-His-Bande um

ein einfach T7-phosphoryliertes ReoM-His-Dimer handelt.

R\
0
?ﬁ\ O Abbildung 8: Phosphorylierungs-
0 6\0‘ g\‘b zustande von isoliertem ReoM-His.
& vQ\‘*? \)‘«? Coomassie-gefarbtes 15 % natives PA-
i < - ) , Gel mit gereinigtem ReoM-His aus den
+reoM-his _ L. monocytogenes-Stammen  LMJD22
e o . (EGD-e +reoM-his), LMPRS
' — Reoh-His (AprkA murA N197D  +reoM-his) und
o J —? LMPRO (murA N197D +reoM-his).
oy — P~ReoM-His
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Zur Absicherung dieser Aussage wurde zusatzlich untersucht, ob eine Variante
von ReoM-His, die nicht am Threonin 7 phosphoryliert werden kann, in einer
nativen PAGE das gleiche Laufverhalten wie ReoM-His aus dem Stamm
AprkA murA N197D +reoM-his (unphosphoryliertes ReoM-His) aufweist. Um die
Phosphorylierung von ReoM-His zu verhindern, wurde das Threonin an
Position7  durch  Alanin substituiert  (ReoM T7A-His). Dieser
Aminosaureaustausch fuhrt jedoch zur unkontrollierten Proteolyse von MurA und
ist toxisch in EGD-e (Wamp et al., 2022), weshalb Stamme mit der escape-
Mutation murA N197D fur die kontinuierliche Expression von reoM T7A-his
verwendet wurden. Die resultierenden Stamme LMPR42 (murA N197D +reoM
T7A-his) und LMPR48 (AreoM murA N197D +reoM T7A-his) wurden hinsichtlich
der in vivo ReoM-Phosphorylierung untersucht (vgl. Abb.: 9). In beiden Stammen
wurde ReoM T7A-His auf der gleichen Héhe wie ReoM-His aus dem Stamm
AprkA murA N197D +reoM-his nachgewiesen. In den Proteinextrakten des
Stammes murA N197D +reoM T7A-his war aullerdem eine schwache Bande mit
der Laufhdhe von P~ReoM-His wie in EGDe +reoM-his zu erkennen. Dabei
handelt es sich vermutlich um ReoM, das auf das noch vorhandene endogene

Wildtyp-Allel von reoM zurlckzufihren ist.

Das Laufverhalten von ReoM-His in der nativen PAGE hangt nach diesem
Ergebnis ebenfalls von der T7-Phosphorylierung ab und bestatigt das Resultat
der massenspektrometrischen Analyse. Somit kann anhand des Laufmusters von
ReoM-His in einer nativen PAGE bestimmt werden, ob das Protein in vivo am

Threonin 7 phosphoryliert ist oder nicht.

Abbildung 9: Die in Vvivo-

o 0 Phosphorylierung von ReoM-His

V\,\cﬁ\ N durch PrkA erfolgt am Threonin 7.
\}(‘?‘ ,\é\o &&v Western-Blot nach einer 15 % nativen
2 W N PAGE zur Detektion und Separation
& & 6\0* & von  verschiedenen  ReoM-His-
_« 2 Ll Varianten in den L. monocytogenes-
+reoM-his +reoM T7A-his Stammen LMJD22 (EGD-e +reoM-

) his), LMPR5 (AprkA murA N197D
w —ReoM-His +reoM-his), LMPR42 (murA N197D
+reoM T7A-his) und LMPR48 (AreoM

— P~ReoM-His ~ MurA N197D +reoM T7A-his). Es

wurden 15 pug der Proteinextrakte
aufgetragen. Der Versuch wurde

dreimal wiederholt und zeigte jedes
Mal ein gleichwertiges Ergebnis.
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3.1.3 Auswirkung der ReoM-Phosphorylierung auf die Interaktion mit MurA und
die MurA-Aktivitat

Nachdem eine Methodik zur Bestimmung des in vivo-
Phosphorylierungszustandes von ReoM geschaffen und Uberpruft wurde, sollte
noch einmal untersucht werden, ob die Phosphorylierung vom Threonin 7 die
Interaktion von ReoM mit MurA tatsachlich beeintrachtigt. Die bisherigen Daten
dazu stammen aus genetischen Untersuchungen wund zeigen die
Beeintrachtigung der Proteolyse von MurA durch das Fehlen von ReoM, sowie
die Toxizitat der phosphoablativen ReoM-Variante (ReoM T7A) (Wamp et al.,
2020, Wamp et al., 2022). Zur weiteren Bestatigung wurden in vivo crosslinking
und pulldown-Experimente mit den Stammen EGD-e (Kontrolle), LMPR25
(AmurZ +reoM-his) und LMPR29 (AmurZ AprkA +reoM-his) durchgefuhrt, um die
direkte Interaktion zwischen P~ReoM-His und MurA bzw. ReoM-His und MurA
nachzuweisen. Die Deletion von murZ fuhrte zur intrazelluldaren Akkumulation von
MurA und erleichterte die Detektion des MurA-Proteins im Western-Blot.
Zusatzlich wurde durch die Anreicherung von MurA die Letalitat der Deletion von
prkA aufgehoben. Vor und nach dem Pulldown wurden Proteinextrakte bzw. die
gereinigten Proteine mit einer SDS- oder nativen PAGE separiert und mittels
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht oder auf eine PVDF-Membran Ubertragen
und mithilfe eines Antikdrpers detektiert. Abschlieend wurden die
Bandenintensitaten quantifiziert und verglichen (vgl. Abb.: 10). In den
Proteinextrakten vor dem Pulldown (vgl. Abb.: 10 A) konnten nahezu identische
MurA-Mengen in den Stammen AmurZ +reoM-his und AmurZ AprkA + reoM-his
detektiert werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ReoM-His im Stamm
AmurZ +reoM-his am T7 phosphoryliert ist, wahrend ReoM-His aus AmurZ AprkA
+reoM-his keine Phosphorylierung am T7 aufweist. Nach dem crosslinking
wurden mit dem unphosphorylierten ReoM-His (AmurZ AprkA +reoM-his)
signifikant groflere MurA-Mengen mitgereinigt als mit P~ReoM-His (AmurZ
+reoM-his) (vgl. Abb.: 10 B). Gleichzeitig war die Menge an isoliertem ReoM-His
aus AmurZ AprkA +reoM-his signifikant geringer (P<0.01) im Vergleich zu
P~ReoM-His aus AmurZ +reoM-his. Damit bestatigen die Ergebnisse eine
Beeintrachtigung der Interaktion von ReoM-His und MurA durch die T7-

Phosphorylierung von ReoM in vivo.
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Abbildung 10: Auswirkung der ReoM-Phosphorylierung auf die Interaktion mit MurA.

Pulldown-Experiment nach dem in vivo Formaldehyd-crosslinking mit den L. monocytogenes-
Stdmmen EGD-e (Kontrolle), LMPR25 (AmurZ +reoM-his) und LMPR29 (AmurZ AprkA +reoM-
his).

(A) Bestimmung der MurA-Mengen (oben) und ReoM-Phosphorylierung (Mitte) vor dem
crosslinking mittels Western-Blot. Zur Detektion von ReoM wurden die Proben mittels nativer
PAGE aufgetrennt. Die Signalstarken wurden mittels Densitometrie quantifiziert und in Relation
zum Wiltdtyp dargestellt (unten). Es sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus drei
Replikaten zu sehen. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Sternchen markiert (P<0,01,
T-Test mit Bonferroni-Holm Korrektur, n=3).

(B) Bestimmung der MurA-Mengen mittels Western-Blot (oben) und der ReoM-Mengen mittels
SDS-PAGE (Mitte) nach dem pulldown. Die MurA- und ReoM-Mengen wurden, wie oben
beschrieben, quantifiziert, aber in Relation zur AmurZ +reoM-his-Probe dargestellt (unten). Es
sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus drei Replikaten zu sehen. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit Sternchen markiert (P<0,05 fir MurA, P<0,01 fiir ReoM, T-Test
mit Bonferroni-Holm Korrektur, n=3).

In S. pneumoniae bilden MurZ und MurA ein synthetisch letales Paar, bei dem
aber nur MurZ far ein normales Wachstum bendtigt wird. Die Regulation der
Peptidoglykanbiosynthese findet allerdings nicht, wie in L. monocytogenes, durch
den kontrollierten Abbau von MurZ oder MurA statt. Stattdessen wird vermutet,
dass unphosphoryliertes ReoM die Aktivitat der Enzyme inhibiert (Tsui et al.,
2023). Um diese Annahme in L. monocytogenes zu uberprifen, wurde die
in vitro-Aktivitat von MurA in Gegenwart von ReoM gemessen. Dabei wurde das
Verhaltnis von MurA zu ReoM variiert und das durch MurA aus
Phosphoenolpyruvat freigesetzte Phosphat nach 30 min bestimmt (vgl. Abb.: 11).

Es konnte keine Veranderung der Aktivitat von MurA durch die Zugabe von ReoM
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festgestellt werden. Die freigesetzten Phosphatmengen entsprachen der
Kontrolle, bei der MurA kein ReoM zugesetzt wurde (vgl. Abb.: 11). Die Zugabe
von Fosfomycin fuhrte zur Inhibierung von MurA, wodurch kein Phosphat
freigesetzt wurde und diente der Kontrolle, dass die gemessenen
Phosphatmengen der Enzymreaktion entstammten. Das Experiment zeigt, dass
ReoM keinen Einfluss auf die in vitro MurA-Aktivitat hat und lasst vermuten, dass
ReoM auch in vivo nicht als Regulator der Enzymaktivitat von MurA fungiert, wie

es in S. pneumoniae der Fall ist.
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Abbildung 11: Einfluss von ReoM auf die Aktivitat von MurA.

In vitro-Aktivitdt von MurA in Gegenwart verschiedener ReoM Konzentrationen. Die Aktivitat
wurde anhand des freigesetzten Phosphats nach 30 min in Gegenwart von UDP-GIcNAc und
PEP bestimmt. Ein 1:1 Verhaltnis entspricht einer Aquimolaritdt zwischen MurA und ReoM. Es
sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus drei technischen Replikaten abgebildet.
Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Sternchen markiert (P<0,01, ns = nicht signifikant,
T-Test mit Bonferroni-Holm Korrektur, n=3).

3.2 Die Akkumulation von MurA verringert die Phosphorylierung von ReoM

Mithilfe der nativen Auftrennung von Proteinextrakten in einem Polyacrylamidgel,
gefolgt von Western-Blotting und der anschlieBenden Immundetektion von
ReoM, war es nun moglich die Phosphorylierung von ReoM an T7 in vivo
nachzuweisen. Die Bezeichnung phosphoryliertes und unphosphoryliertes
ReoM, die im weiteren Verlauf der Arbeit genutzt wird, bezieht sich nur auf die
Modifikation vom Threonin 7. Die Beschreibung der Phosphorylierung des

Tyrosin 10 wird vernachlassigt.
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3.2.1 Anderung der ReoM-Phosphorylierung bei intrazelluléarer Akkumulation von
MurA

Die Methodik sollte als nachstes eingesetzt werden, um genetische und
physiologische Determinanten zu identifizieren, die fur die Phosphorylierung von
ReoM notwendig sind. Daflir wurde zunachst mit L. monocytogenes-Stammen
weitergearbeitet, die ReoM-His Uberproduzierten. Bei diesen Stammen trat
jedoch ein Problem auf: Effekte, die auf die ReoM-Phosphorylierung wirkten,
wurden maskiert. Um auch endogene ReoM-Mengen mit dem vorhandenen
Antikorper detektieren zu konnen, wurden daher 50 ug Protein aus den zellularen

Extrakten auf die nativen PA-Gele geladen.

Auch ohne den Poly-Histidin-Schwanz konnte ReoM auf drei verschiedenen
Laufhéhen detektiert werden (vgl. Abb.: 12). Das unphosphorylierte ReoM aus
dem Stamm LMS266 (AprkA murA N197D) besal’, wie unphosphoryliertes
ReoM-His, die geringste Laufgeschwindigkeit. Im Wildtypstamm EGD-e war die
Intensitat der niedrigsten Bande am starksten, die phosphoryliertem ReoM
entspricht (vgl. Abb.: 7 & 12). Zeitgleich wurde auch der
Phosphorylierungszustand von nativem ReoM in Mutanten des MurA-
Degradationsweges untersucht (vgl. Abb.: 12 A). Namentlich handelt es sich um
die L. monocytogenes-Stamme LMJR138 (AclpC), LMJR104 (AmurZ) und
LMSW32 (AreoY). Alle drei Stamme weisen Gendeletionen auf, die den Abbau
von MurA beeintrachtigen und zur Akkumulation des Enzyms fihren (Wamp et
al., 2020). Dies bestatigte auch der Western-Blot in Abbildung 12 A (unten).
Uberraschender Weise wurde zugleich in allen drei Stammen hauptséchlich
unphosphoryliertes ReoM detektiert (vgl. Abb.: 12 A oben). Die erste Vermutung
legte daher nahe, dass die MurA-Akkumulation die Phosphorylierung von ReoM
beeinflusst. Um zu Uberprufen, ob allein die intrazellulare Anreicherung von MurA
und nicht die Storung der zelluldren Proteolyse die Verringerung der ReoM-
Phosphorylierung verursachte, wurden weitere Stamme getestet. LMJR123
(imurA) und LMPR52 (AclpC imurA) ermdglichen eine IPTG-abhangige MurA-
Produktion. Dazu wurde der pIMK3-Vektor genutzt, mit dem eine weitere
Genkopie unter der Kontrolle des Lac-Repressors ektopisch in das Genom
inseriert werden kann (Monk et al., 2008). Beide Stamme besitzen nur noch die

ektopische murA-Kopie (imurA). Die Stdmme wurden zur Gewinnung der

72



3. Ergebnisse

Proteinextrakte ohne IPTG (-) oder mit 1 mM IPTG (Endkonzentration) im
Medium (+) angezogen. Wie in Abbildung 12 B zu sehen ist, andert sich der
Phosphorylierungszustand von ReoM in Abhangigkeit von der IPTG-Zugabe bei
der Zellanzucht. In Anwesenheit von IPTG, also bei einer Uberproduktion von
MurA, liegt ReoM in beiden Stammen (imurA und AclpC imurA) hauptsachlich
unphosphoryliert vor, wie auch in der AclpC-Mutante. Dass eine Akkumulation
von MurA unter diesen Bedingungen stattfand, bestatigt der parallel
durchgefuhrte und MurA-spezifische Western-Blot (vgl. Abb.: 12 B). Die
Erhohung der intrazellularen MurA-Menge verursachte somit auch in diesen
Stammen eine Verringerung der ReoM-Phosphorylierung. Zusatzlich erhdhte die
Depletion von MurA (-IPTG) im Stamm AclpC imurA die ReoM-Phosphorylierung
im Vergleich zum AclpC-Stamm. Die in der AclpC-Mutante beobachtete
Unterdrickung der ReoM-Phosphorylierung ist also unabhangig von der Stérung
der zellularen Proteolyse an sich und wird vielmehr durch die MurA-Akkumulation

verursacht.

Es kdonnte sich um einen internen Kontrollmechanismus handeln, bei dem MurA
und PrkA um den Bindungspartner ReoM konkurrieren, um somit sicher zu
stellen, dass Uberschissiges MurA abbgebaut wird. In einem solchen Szenario
wurde die Akkumulation von MurA dafur sorgen, dass sich vermehrt ReoM-MurA-
Komplexe bilden. Damit wirde ReoM nicht nicht mehr fiir die Phosphorylierung
durch PrkA zur Verfigung stehen. Erst wenn das Uberschiissige MurA abgebaut
wurde, wlrde wieder freies ReoM entstehen, welches phosphoryliert werden

konnte.
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Abbildung 12: Die Phosphorylierung von ReoM ist abhéangig von der intrazellularen MurA-
Menge.

(A) Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMS266 (AprkA murA N197D), LMJR138 (AcipC), LMJR104 (AmurZ) und LMSW32 (AreoY)
untersucht (oben). Die MurA-Mengen in den gleichen Stdmmen wurden mit einer 12,5 % SDS-
PAGE und einem Western-Blot sichtbar gemacht (unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils
15 ug Protein aus Proteinextrakten beladen. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte
jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

(B) Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMS266 (AprkA murA N197D), LMJR138 (AclpC), LMJR123 (imurA) and LMPR52 (AclpC imurA)
untersucht (Oben). Die Zellen wurden in BHI-Medium + 1 mM IPTG angezogen. Die MurA-
Mengen in den gleichen Stdmmen wurden mit einer 12,5 % SDS-PAGE und einem Western-Blot
sichtbar gemacht (unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils 15 pg Protein aus
Proteinextrakten beladen. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal ein
gleichwertiges Ergebnis.

Dafiur, dass PrkA und MurA um den Bindungspartner ReoM konkurrieren und
dadurch moglicherweise der Abbau von uberschussigem MurA kontrolliert wird,
spricht auch, dass eine gesteigerte Produktion von ReoM den Effekt der
intrazellularen MurA-Akkumulation aufhebt (vgl. Abb.: 13). In den Stammen
LMPR1 (AclpC +reoM-his), LMPR25 (AmurZ +reoM-his) und LMPR26
(AreoY +reoM-his) lag ReoM-His wieder fast vollstandig phosphoryliert vor,
obwohl in diesen Stammen MurA nicht proteolysiert werden kann und
akkumulieren sollte. In den gleichen Stammhintergriinden ohne Uberproduktion
von ReoM-His, also den Stammen LMJR138 (Ac/pC), LMJR104 (AmurZ) und
LMSW32 (AreoY) wurde, wie bereits erwdhnt, durch die intrazellulare
Anreicherung von MurA hauptsachlich unphosphoryliertes ReoM detektiert (vgl.
Abb.: 12). Die Uberprodukton von ReoM gleicht vermutlich das Verhaltnis
zwischen MurA und ReoM wieder aus. Es ensteht eine Art Wildtypzustand, bei
dem wieder ausreichende Mengen ReoM fir die Phosphorylierung durch PrkA

zur Verfugung stehen.
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Abbildung 13: Vergleich der ReoM-
Phosphorylierung bei MurA-
Akkumulation und gleichzeitiger

é\ei\o Uberproduktion von ReoM-His.
\)&“ (A) Die Phosphorylierung von ReoM
2 ?\6\ O d 4 wurde in den L. monocytogenes-
(ooo vq‘* ¥ V@" v“’ Stammen LMJD22 (EGD-e +reoM-his),
. P 1 LMPR5 (AprkA murA N197D +reoM-
_ his), LMPR1 (AclpC +reoM-his),
s —ReoM-His | MPR25  (AmurZ  +reoM-his) und
~ LMPR26 (AreoY +reoM-his) untersucht.
& — e . —P~ReoM-His  Es wurden 15 pg der Proteinextrakte

aufgetragen. Der Versuch wurde
dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal
ein gleichwertiges Ergebnis.

3.2.2 Einfluss von MurZ auf die ReoM-Phosphorylierung

Das Genom von L. monocytogenes besitzt ein weiteres Gen, murZ, das wie murA
eine UDP-N-Acetylglukosamin-Enolpyruvat-Transferase kodiert. Auch MurZ ist
an der Proteolyse von MurA beteiligt, kann aber unter den bekannten
Bedingungen MurA nicht ersetzen (Rismondo et al., 2016a, Wamp et al., 2020).
Dennoch sollte Uberprift werden, ob eine Uberexpression von murZ den gleichen
Effekt auf die ReoM-Phosphorylierung ausiibt, wie die Uberexpression von murA.
Dazu wurde im Wildtypstamm EGD-e eine IPTG-induzierbare murZ-Kopie
ektopisch in das Genom inseriert. Der resultierende Stamm hei3t LMPR50
(+murZ) und besitzt weiterhin noch sein endogenes murZ-Allel. Abbildung 14
zeigt, dass die Uberproduktion von MurZ (+IPTG) den Phosphorylierungszustand
von ReoM nicht verandert. ReoM ist weiterhin nahezu vollstandig phosphoryliert.
Die Phosphorylierung von ReoM ist somit unabhangig von erhdhten
intrazellularen MurZ-Mengen. Ob MurZ tatsachlich akkumulierte, konnte jedoch

nicht kontrolliert werden, da kein MurZ-Antiserum zur Verfiagung stand.

Abbildung 14: Effekt der MurZ-

,\g'\o Uberproduktion auf  die ReoM-

?\\A 3 Phosphorylierung.
” ((\‘5( 6\\)‘ Der Western-Blot zeigt die ReoM-
0{)’ &? % Phosphorylierung in den
& o #‘T PTG L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMS266 (AprkA murA N197D) und
- — ReoM LMPR50 (+murZ). Die Stamme wurden in

BHI-Medium + 1 mM IPTG angezogen. Es
wurden 50 pug der Proteinextrakte
A—, . s | P~ReoM  aufgetragen. Der Versuch wurde dreimal
wiederholt und zeigte jedes Mal ein
gleichwertiges Ergebnis.
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3.2.3 Charakterisierung der escape Mutationen murA N197D und murA S262L

In Abschnitt 3.1.1 wurde bereits die escape-Variante MurA N197D erwahnt,
welche die eigentlich letale Deletion von prkA erst ermoglicht. Diese MurA-
Variante, sowie die Variante MurA S262L wurden als Suppressoren der AgpsB-
Mutante identifiziert (Wamp et al., 2022). Beide MurA-Varianten akkumulieren im
Gegensatz zum Wildtyp-MurA (Wamp et al., 2022). Um herauszufinden, ob ihre
Proteolyse beeintrachtigt ist, weil MurA N197D und MurA S262L nicht mehr mit
ReoM interagieren konnen, wurden pulldown-Experimente durchgefuhrt. Dazu
wurden die Stamme LMPR1 (AclpC +reoM-his), LMPR14 (AclpC murA N197D
+reoM-his) und LMPR13 (AclpC murA S262L +reoM-his) verwendet, bei denen
MurA durch die Deletion von c/lpC akkumulieren konnte und einen Nachweis des
Proteins erleichtert. Nach der Anzucht wurde MurA bzw. die MurA-Varianten
durch Zugabe von Formaldehyd mit ReoM-His vernetzt und die MurA-ReoM-His-
Komplexe wurden mittels Affinitatschromatografie gereinigt. Das crosslinking
wurde anschlieend durch Hitzebehandlung rickgangig gemacht, die Eluate
wurden mittels SDS-PAGE separiert und ReoM wurde durch kolloidale
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht, wohingegen MurA mittels Western-Blot
und Immunfarbung detektiert wurde (vgl. Abb.: 15). Es wurde weniger
MurA N197D und MurA S262L mit ReoM-His gemeinsam aufgereinigt als
Wildtyp-MurA. Dabei konnten vor dem crosslinking ahnliche Mengen von MurA
und seiner mutierten Varianten detektiert werden (vgl. Abb.: 15 A). Die Interaktion
zwischen ReoM und MurA N197D bzw. MurA S262L ist nach diesem Ergebnis
zu urteilen, beeintrachtigt und damit wahrscheinlich ursachlich fur die verringerte

Degradation von MurA.
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Abbildung 15: Interaktionsfahigkeit der MurA

A V\,\cg@ qgglf\’ Varianten N197D und S262L mit ReoM.
S
00’6 R R\ Pulldown-Experiment nach dem in vivo
(kDa) L : ® Formaldehyd-crosslinking mit den
+reoM-his _ L. monocytogenes-Stammen EGD-e (Kontrolle),
56 &= &= L mura LMPR1 (AclpC +reoM-his), LMPR14 (AcipC
40 - murA N197D +reoM-his) und LMPR13 (AclpC
murA S262L +reoM-his).
B
\x\é\o mb’b\’ (A) Bestimmung der MurA-Mengen mittels
o° & &C’ Western-Blot vor dem crosslinking.
o° & &8 (B) Bestimmung der MurA-Mengen (oben) und
(kDa) < +reoM-his ReoM-His-Mengen (unten) nach dem
55 — crosslinking mittels Western-Blot bzw. SDS-
a0 _— — MurA PAGE.
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70— =
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Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob die escape-Mutationen die
Enzymaktivitat von MurA verandern. Es bestand die Annahme, dass eine erhohte
Enzymaktivitat und damit einhergehend eine gesteigerte PG-Biosynthese die
Suppression der gpsB-Deletion verusachen kénnte (Wamp et al., 2022). Um das
zu kontrollieren, wurde die in vitro-Aktivitat der Varianten MurA N197D und MurA
S262L im Vergleich zum Wildtypenzym bestimmt. Uber einen Zeitraum von
40 min wurde die freigesetzte Phosphatmenge der drei MurA-Varianten
gemessen (vgl. Abb.: 16). Die Variante MurA N197D setzte ahnliche
Phosphatkonzentrationen frei, wie das Wildtypenzym, wies also eine Wildtyp-
ahnliche Aktivitat auf. Die MurA-Variante S262L war im Gegensatz dazu deutlich
verringert in ihrer Aktivitat. Die Suppression des AgpsB-Phanotyps ist also nicht
auf eine gesteigerte enzymatische Aktivitat der MurA-Varianten MurA N197D und
MurA S262L zurlckzufiuhren, sondern wird vermutlich allein durch ihre

verringerte Interaktion mit ReoM verursacht.
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Abbildung 16: In vitro-
6 - Aktivitat der MurA-
Varianten MurA N197D und
MurA S262L.

—@— MurA Die Aktivitat wurde anhand
—— MurAN197D des freigesetzten Phosphats
—O— MurA S262L von MurA-Strep, MurA
—0— MurA + Fosfomycin ~ N197D-Strep und ~ MurA
S262L-Strep in Gegenwart
von UDP-GIcNAc und PEP
bestimmt. Es sind die
Mittelwerte und
Standardabweichung aus drei
technischen Replikaten
t [min] abgebildet.

Phosphatkonzentration [mM]

50

3.2.4 Notwendigkeit der Interaktion zwischen MurA und ReoM fir die Reduktion
der ReoM-Phosphorylierung

Die Bestatigung, dass ReoM und MurA fur die Proteolyse von MurA miteinander
interagieren mussen, eroffnete die Frage, ob ihre Interaktion miteinander auch
Auswirkungen auf die ReoM-Phosphorylierung hat. Insbesondere war fraglich,
ob die Akkumulation von MurA N197D oder MurA S262L ebenfalls einen
Rickgang der ReoM-Phosphorylierung verursacht, wie es bei einer
intrazellularen Anreicherung des Wildtypproteins der Fall war. Zur Beantwortung
dieser Frage wurde die ReoM-Phosphorylierung in den Stammen LMSW136
(+murA S262L) und LMSW137 (+murA N197D), welche die MurA-Varianten
MurA S262L und MurA N197D IPTG-abhangig produzieren kénnen, untersucht.
Wie in Abbildung 17 zu erkennen, blieb bei Uberproduktion dieser MurA-
Varianten die Reduktion der Phosphorylierung von ReoM aus. Im Gegensatz
dazu konnte bei einer Uberproduktion des murA-Wildtypallels im Stamm
LMJR116  (+murA) erneut hauptsachlich  unphosphoryliertes ReoM
nachgewiesen werden. Dass eine Akkumulation von MurA und den MurA-
Varianten vorlag wurde mittels Western-Blot kontrolliert (vgl. Abb.: 17). FUr den
MurA-Mengen abhangigen Effekt auf die ReoM-Phosphorylierung ist nach
diesem Experiment zu urteilen, eine Interaktion zwischen MurA und ReoM

notwendig.
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Abbildung 17: MurA muss fiir die Unterdriickung der ReoM-Phosphorylierung mit ReoM
interagieren kénnen.

Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMS266 (AprkA murA N197D), LMJR116 (+murA), LMSW136 (+murA S262L) und LMSW137
(+murA N197D) untersucht (oben). Es wurden 50 ug der Proteinextrakte aufgetragen. Die MurA-
Mengen in den gleichen Stdmmen wurden mit einer 12,5 % SDS-PAGE und einem Western-Blot
sichtbar gemacht (unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils 15 pg Protein aus
Proteinextrakten beladen. Die Stamme wurden in BHI-Medium + 1 mM IPTG angezogen. Der
Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

3.2.5 Notwendigkeit der Substratbindung und Enzymaktivitat von MurA fir die
Reduktion der ReoM-Phosphorylierung

Die Akkumulation von MurA verursachte eine Verringerung der ReoM-
Phosphorylierung, die mdglicherweise auf die Konkurrenz von MurA und PrkA
um den Bindungspartner ReoM zurickzuflhren ist. Unterstltzt wird diese
Hypothese dadurch, dass die Uberproduktion von MurA-Varianten mit einer
verringerten Bindung an ReoM diesen Effekt nicht verursachten. Die
intrazellulare Anreicherung von MurA fuhrt aber zusatzlich auch zu einer
Steigerung der Peptidoglykanbiosynthese (Wamp et al., 2022). Das bedeutet,
dass neben MurA auch Intermediate des Biosyntheseweges akkumulieren
konnten. Um herauszufinden, ob solche Intermediate an der Verringerung der
ReoM-Phosphorylierung beteiligt sind, sollte eine enzymatisch inaktive MurA-
Variante hinsichtlich ihres Einflusses auf die ReoM-Phosphorylierung untersucht
werden. Dazu wurde das Cystein im aktiven Zentrum von MurA, das sich an
Position 117 der Aminosauresequenz befindet (siehe Anhang), durch Alanin
substituiert (MurA C117A) (Marquardt et al., 1994, Kim et al., 1996, Skarzynski
et al., 1996). Wie der Abbildung 18 zu entnehmen, trat bei der Uberproduktion
(+IPTG) dieser MurA-Variante im Stamm LMPRS1 (+murA C117A) keine
Verringerung der ReoM-Phosphorylierung auf, obwohl das Protein intrazellular
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akkumulierte. Im Gegensatz dazu konnte durch die Uberexpression des murA-
Wildtypallels im Stamm LMJR116 (+murA) eine geringere Phosphorylierung von
ReoM nachgewiesen werden. Die enzymatische Aktivitat von MurA ist demnach
notwendig, um einen Rickgang der ReoM-Phosphorylierung verursachen zu
kénnen. Somit kdnnten Intermediate des Peptidoglykanbiosyntheseweges eine

Rolle bei der Kontrolle der Phosphorylierung von ReoM spielen.

Far die enzymatische Aktivitat von MurA ist auch die Substratbindung essentiell.
Wahrend des Reaktionszyklus andert sich auf’erdem die Konformation von
MurA. In der Abwesenheit von Substraten besitzt das Enzym eine offene Struktur,
die sich unter anderem durch die Bindung von UDP-GIcNAc zu einer
kompakteren geschlossenen Form verandert (Schonbrunn et al., 1996,
Skarzynski et al., 1996, Schonbrunn et al., 1998, Zhu et al., 2012). Mithilfe von
MurA-Varianten, die in ihrer Substratbindung beeintrachtigt sind, sollte daher
untersucht werden, ob die Konformation von MurA und die Bindung von UDP-
GIcNAc eine Rolle in der Kontrolle der ReoM-Phosphorylierung spielen. Auch
dies sollte mithilfe der Uberproduktion von MurA-Varianten (MurA K22V und
MurA N23A) kontrolliert werden. Die Substitutionen leiten sich aus der
Proteinsequenz von MurA aus Enterobacter cloacae ab (Samland et al., 1999,
Samland et al., 2001). MurA K22V aus E. cloacae kann UDP-GIcNAc und PEP
binden, wie die Wildtypform des Proteins. Allerdings bildet MurA K22V in
Gegenwart von UDP-GIcNAc die kovalente Bindung an PEP nicht mehr aus und
ist in der Enzymaktivitat stark reduziert (< 0,5 %) (Samland et al., 1999). Bei der
Variante MurA N23A ist in der Bindung von UDP-GIcNAc beeintrachtigt und das
Enzym besitzt eine fast vollstandig reduzierte Aktivitat (0,1 - 0.35 %). Die Bindung
von PEP an das Enzym bleibt aber unbeeintrachtigt (Samland et al., 2001). Auch
in den Stammen, LMPRS57 (+murA K22V) und LMPR56 (+murA N23A), welche
die beschriebenen MurA-Varianten IPTG-abhangig produzierten und
akkumulierten, konnte keine Verringerung der ReoM-Phosphorylierung detektiert
werden (vgl. Abb.: 18). MurA muss also auch die Substrate UDP-GIcNAc und
PEP binden kdnnen, um die ReoM-Phosphorylierung zu beeinflussen. Vermutlich
muss MurA in der geschlossenen Konformation vorliegen, um die ReoM-

Phosphorylierung unterdricken zu kdnnen.
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Abbildung 18: Fiir die Anderung der ReoM-Phosphorylierung benétigt MurA das Cystein
im aktiven Zentrum und die Fahigkeit zur Substratbindung.

Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e, LMS266
(AprkA murA N197D), LMJR116 (+murA) und LMPR51 (+murA C117A), LMPR57 (+murA K22V)
und LMPR56 (+murA N23A) untersucht (oben). Es wurden 50 pg der Proteinextrakte aufgetragen.
Die MurA-Mengen in den gleichen Stammen wurden mit einer 12,5 % SDS-PAGE und einem
Western-Blot sichtbar gemacht (unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils 15 ug Protein aus
Proteinextrakten beladen. Die Stamme wurden in BHI-Medium + 1 mM IPTG angezogen. Der
Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

3.3 Einfluss extrazellularer Signale auf die Phosphorylierung von ReoM

3.3.1 Relevanz der PASTA-Domanen von PrkA fir die Kinaseaktivitat und
Phosphorylierung von ReoM

Die Wahrnehmung von extrazellularen Signalen findet durch die PASTA-Motive
von PASTA-eSTKs statt (Barthe et al., 2010). Ob die PASTA-Doméanen von PrkA
uberhaupt eine Rolle bei der ReoM-Phosphorylierung spielen, sollte als Nachstes
Uberpruft werden. Dazu wurde der C-Terminus von PrkA (AS 356-655), welcher
die PASTA-Motive und einen Teil der transmembranen Region umfasst, entfernt
(vgl. Abb.: 19) (Lima et al., 2011). Nachfolgend wird diese PrkA-Variante als
PrkAAC referenziert.
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Abbildung 19: Struktureller Aufbau der PASTA-eSTK PrkA aus L. monocytogenes.

(A) Schematische Darstellung der Domanen von PrkA. N-terminal befindet sich die Kinsedomane,
gefolgt von der Transmembrandomane (TM) und den drei PASTA-Domanen. Der intrazellulare
Teil des Proteins ersteckt sich Uber die Aminosauren 1-338 (Lima et al., 2011).

(B) Strukturvorhersage von PrkA (UniProtID: Q8Y679) mittels AlphaFold Monomer v2.0 (Jumper
etal., 2021, Varadi et al., 2021). In Blau ist der Bereich des Proteins markiert, der bei der Variante
PrkAAC fehlt (Aminosauren 1-355).

Bei gleichzeitiger Uberproduktion von ReoM-His zeigte der Stamm, der die
trunkierte PrkA-Variante exprimierte (LMPR30; prkAAC +reoM-his) eine
verringerte ReoM-Phosphorylierung (vgl. Abb.: 20 A). Es konnte ungefahr
genauso viel unphosphoryliertes wie phosphoryliertes ReoM detektiert werden.
Die PASTA-Domanen und die Membranverankerung von PrkA sind demnach fir

eine Kinaseaktivitat auf dem Niveau des Wildtypproteins notwendig.

Um herauszufinden, ob sich hohe intrazellulare MurA-Mengen weiterhin auf die
ReoM-Phosphorylierung auswirken, wurde im Stammhintergund prkAAC IPTG-
abhangig ein zusatzliches murA-Allel exprimiert (LMPR49; prkAAC +murA).
Wenn das zusatzliche MurA-Allel nicht exprimiert wurde (-IPTG), konnte ein
Rickgang der ReoM-Phosphorylierung im Stamm prkAAC +murA beobachtet
werden  (vgl. Abb.: 20 B). Dieser Ruckgang &hnelt dem
Phosphorylierungszustand von ReoM im Stamm LMPR30 (prkAAC +reoM-his).
Wenn intrazellulares MurA im Stamm prkAAC +murA akkumulierte (+IPTG),

konnte eine noch geringere ReoM-Phosphorylierung detektiert werden. Es wurde
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sogar mehr unphosphoryliertes ReoM nachgewiesen als im Vergleichsstamm
LMJR116 (+murA) mit IPTG-Zugabe. Die verminderte ReoM-Phosphorylierung
als Resultat der MurA-Akkumulation addierte sich also zu der geringeren ReoM-
Phosphorylierung aufgrund der fehlenden PASTA-Domanen. Die Effekte treten
demnach unabhangig voneinander auf. Damit |&sst sich ein extrazellulares
Intermediat der Peptidoglykanbiosynthese als Signalgeber fur die Verringerung
der ReoM-Phosphorylierung bei hohen intrazellularen  MurA-Leveln
ausschlieRen. Es besteht aber weiterhin die Mdglichkeit, dass intrazellulare

Intermediate an der Steuerung der ReoM-Phosphorylierung beteiligt sind.
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Abbildung 20: Einfluss der PASTA-Doméanen auf die Aktivitit von PrkA und ReoM-
Phosphorylierung in Gegenwart hoher intrazellularer MurA-Mengen.

(A) Die Anderung der ReoM-Phosphorylierung durch das Fehlen der PASTA-Domanen von PrkA
wurde in den L. monocytogenes-Stdammen LMJD22 (EGD-e +reoM-his) und LMPR30 (prkAAC
+reoM-his) untersucht. Es wurden 15 ug der Proteinextrakte aufgetragen.

(B) Der Einfluss der MurA-Akkumulation auf die Phosphorylierung von ReoM wurde in den
L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT), LMS266 (AprkA murA N197D), LMJR116 (+murA)
und LMPR49 (prkAAC +murA) untersucht (oben). Es wurden 50 pg der Proteinextrakte
aufgetragen. Die MurA-Mengen in den gleichen Stdmmen wurden mit einer 12,5 % SDS-PAGE
und einem Western-Blot sichtbar gemacht (unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils 15 ug
Protein aus Proteinextrakten beladen. Die Stdmme wurden in BHI-Medium £ 1 mM IPTG
angezogen. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges
Ergebnis.

3.3.2 Einfluss von Lipid Il auf die Phosphorylierung von ReoM

Nach bisherigen Erkenntnissen sollen PASTA-eSTKs wie PrkA extrazellulares
Lipid 1l und/oder Muropeptide mithilfe der PASTA-Domanen wahrnehmen
kénnen und infolgedessen soll die Kinaseaktivitat moduliert werden (Barthe et
al., 2010). Bei einem Anstieg der intrazellularen MurA-Menge konnte sich auch

die Lipid Il-Produktion erhdhen und grolRere Mengen davon uber die
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Zytoplasmamembran transportiert werden. Der Anstieg von extrazellularem
Lipid Il kdnnte dann den Ruckgang der ReoM-Phosphorylierung durch Hemmung
der Kinaseaktivitat verursachen. Um diese Hypothese zu testen, wurden
L. monocytogenes-Stamme hinsichtlich der ReoM-Phosphorylierung in vivo
untersucht, denen die Flippasen flir den Membrantransport von Lipid Il fehlen. Es
handelt sich um Abkémmlinge des Wildtypstammes 10403S, der zwei Flippasen
Murd1 und Murd2 besitzt. Der Stamm ANG5140 (AmurdJ1 imurJ2) wurde
freundlicherweise von Jeanine Rismondo und Angelika Grundling zur Verfligung
gestellt und besitzt nur noch die Flippase Murd2, die sich IPTG-abhangig
produzieren lasst. Damit in diesem Stammbhintergrund MurA akkumulieren kann,
wurde zusatzlich clpC deletiert (LMPR54; AclpC Amurd1 imurd2). Im Stamm
Amurd1 imurd2 liegt ReoM bei Depletion und Expression von murJd2 (-/+IPTG)
hauptsachlich phosphoryliert vor, wie auch im Wildtypstamm EGD-e (vgl. Abb.:
21). Wenn Lipid Il als Aktivator der PrkA-Kinase wirkt, hatte man durch die
Depletion von murJd2 einen Ruckgang der ReoM-Phosphorylierung erwartet, da
weniger extrazellulares Lipid Il fir die Aktivierung von PrkA vorhanden sein sollte.
In dem Stamm AclpC AmurJ1 imurJd?2 ist ebenfalls keine Veranderung der ReoM-
Phosphorylierung in Ab- und Anwesenheit von MurJ2 (-/+IPTG) erkennbar. ReoM
liegt Uberwiegend im unphosphorylierten Zustand vor, wie im Stamm AclpC, in
dem ebenfalls MurA akkumulierte (vgl. Abb.: 21). Die Depletion von MurJ wirkt
sich also auch bei Akkumulation von MurA nicht auf die ReoM-Phosphorylierung
aus. Eine Hemmung der Kinaseaktivitat von PrkA durch extrazellulares Lipid |l

kann durch dieses Experiment nicht bestatigt werden.
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Abbildung 21: Die Anderung der ReoM-Phosphorylierung durch MurA-Akkumulation ist
unabhéngig von MurJ.

Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMS266 (AprkA murA N197D), LMJR138 (AclpC), ANG5140 (Amurd1 imurd2) und LMPR54
(AclpC Amurd1 imurd?2) untersucht (oben). Es wurden 50 ug der Proteinextrakte aufgetragen. Die
MurA-Mengen in den gleichen Stdmmen wurden mit einer 12,5 % SDS-PAGE und einem
Western-Blot sichtbar gemacht (unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils 15 ug Protein aus
Proteinextrakten beladen. Die Stamme wurden in BHI-Medium + 1 mM IPTG angezogen. Der
Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

3.4 Anderung der ReoM-Phosphorylierung durch Erhéhung der PG-Biosynthese

Mit einem weiteren Versuch sollte der Frage nachgegangen werden, ob sich
intrazellular akkumulierende Intermediate des PG-Biosyntheseweges auf die
ReoM-Phosphorylierung auswirken. Durch die Akkumulation von MurA konnte
eine Verringerung der ReoM-Phosphorylierung beobachtet werden, die
unabhangig von extrazellularen Signalen stattfindet. Die Akkumulation von MurA
verursacht eine Erhéhung des Stoffwechselflusses in die PG-Biosynthese, was
sich beispielsweise durch eine Verdickung der Zellwand an den Zellpolen zeigen
lie® (Wamp et al., 2020). Damit einhergehend kdnnten sich andere intrazellulare
Intermediate des PG-Biosyntheseweges anreichern, die mdglicherweise die
beobachtete Reduktion der ReoM-Phosphorylierung anstelle von MurA
herbeigefuhrt haben. Eine Erhohung des Soffwechselflusses in die PG-
Biosynthese kann auch erreicht werden, wenn andere metabolische Wege, die
UDP-GIcNAc verbrauchen, blockiert sind. Der Metabolit wird nicht nur von den
Enzymen MurA und MurB zu UDP-MurNAc umgesetzt, sondern ist auch ein
Baustein der Wandteichonsaurebiosynthese (Kaya et al., 1985). In
L. monocytogenes werden aulerdem die Wandteichonsauren mit UDP-GIcNAc

dekoriert (Eugster et al., 2011). Diese Modifikationen werden von den Enzymen
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GtcA und Lmo2550 unter Verbrauch von UDP-GIcNAc katalysiert (Promadej et
al., 1999, Eugster et al., 2011). Rismondo et al. konnten 2016 zeigen, dass die
Deletionen von gtcA und Imo2550 den Wachstumsdefekt einer AgpsB-Mutante
durch die Anreicherung von UDP-GIcNAc teilweise supprimieren (Rismondo et
al., 2016a). Dadurch konnte ohne eine gleichzeitige Akkumulation von MurA die
PG-Biosynthese erhoht werden (Rismondo et al., 2016a). Die gleichen Stamme
(LMJR156: Almo2550; LMJR174: AgtcA) und ein Stamm mit der Kombination
beider Deletionen (LMS201: AImo2550 AgtcA) wurden daher hinsichtlich der
ReoM-Phosphorylierung untersucht, zeigten jedoch keine Verringerung der
ReoM-Phosphorylierung in Vergleich zum Wildtypstamm (vgl. Abb.: 22). Die
ReoM-Phosphorylierung ist demnach unabhangig von der Erhdhung der PG-
Biosynthese und damit auch unabhangig von intrazellularen Intermediaten des
Biosyntheseweges. Die Verringerung der ReoM-Phosphorylierung ist also

spezifisch auf die Akkumulation von MurA zurlckzufihren.

> Abbildung 22: Auswirkung einer erh6hten
3O PG-Biosynthese auf  die ReoM-
& 66" Phosphorylierung.
O‘Lb Die Phosphorylierung von ReoM wurde in
9(‘\ Y?Q’ v\((\ den L. monocytogenes-Stammen EGD-e
(WT), LMJR156 (Almo2550), LMJR174
— ReoM (AgtcA) und LMS201 (AImo2550 AgtcA)
-—  e— o untersucht. Es wurden 50 pg der
Proteinextrakte aufgetragen. Der Versuch
wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes
Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

M g . | — P~ReoM

3.5 Einfluss des Elongasoms und Divisoms auf die ReoM-Phosphorylierung

Alle Proteine des PrkA/ReoM/MurA-Regulationsweges wurden als
Suppressormutationen des AgpsB-Stammes LMJR19 identifiziert (Rismondo et
al., 2016a, Wamp et al., 2020, Wamp et al., 2022). GpsB ist Bestandteil des
Divisoms und wurde auch im Zusammenhang mit Untersuchungen des
Elongasoms gefunden (Errington & Wu, 2017, Halbedel & Lewis, 2019). Daher
sollte untersucht werden, ob die Phosphorylierung von ReoM auch im
Zusammenhang mit der Zellteilung oder dem lateralen Zellwachstum in
L. monocytogenes reguliert wird. Dazu wurde die ReoM-Phosphorylierung in den
Stammen ANG4314 (iftsW171) und ANG5192 (ArodA1-3 irodA1), sowie den
Stammen LMJR27 (ipbpB1) and LMJR18 (ipbpB2) kontrolliert, in denen
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essentielle Proteine der Zellteilung und Zellverlangerung depletiert werden
kénnen. Die Transglykosylasen FtsW1 und das PBPB2 werden flr die Zellteilung
bendtigt (Rismondo et al., 2015, Rismondo et al., 2019), wahrend RodA1 und
PBPB1 fur das laterale Zellwachstum verantwortlich sind (Rismondo et al., 2015,
Rismondo et al., 2019, Liu et al., 2021). Wie der Abbildung 23 zu entnehmen,
hatte jedoch keine der Depletionen Auswirkungen auf die Phosphorylierung von
ReoM. Das Protein lag, wie im Wildtyp, hauptsachlich phosphoryliert vor. Die
Storung der Zellteilung oder -elongation verursachte keine Veranderung der
ReoM-Phosphorylierung. Die Regulation der ReoM-Phosphorylierung findet also

vermutlich nicht im Zusammenspiel mit der Zellteilung- oder Verlangerung statt.
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Abbildung 23: Einfluss der Stérung von Zellteilung und lateralem Wachstum auf die ReoM-
Phosphorylierung.

Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMS266 (AprkA murA N197D), ANG4314 (iftsW1) und ANG5192 (ArodA1-3 irodA1), LMJR27
(ipbpB1) und LMJR18 (ipbpB2) untersucht. Die Stdmme wurden in BHI-Medium + 1 mM IPTG
angezogen. Es wurden 50 pg der Proteinextrakte aufgetragen. Der Versuch wurde dreimal
wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

Damit blieb jedoch die Frage offen, welche Rolle vor allem GpsB, aber auch
andere nicht-essentielle Divisomproteine bei der Phosphorylierung von ReoM
spielen. Um das herauszufinden, wurden die Stamme LMJR19 (AgpsB), LMS2
(AdiviVA), LMS57 (ApbpA1), LMLR8 (AsepF), LMLR9 (AzapA), LMKK35
(AminCD), LMS148 (AminC) and LMKK61 (AminJ) hinsichtlich des
Phosphorylierungszustandes von ReoM untersucht. Der Abbildung 24 ist zu
entnehmen, dass von den aufgezahlten Divisommutanten nurim Stamm LMJR19
(AgpsB) ein Rickgang der ReoM-Phosphorylierung detektiert werden konnte. In
den anderen Divisommutanten entsprach der Phosphorylierungszustand von

ReoM dem Wildtypzustand. Ein allgemeiner Einfluss des Divisoms Iasst sich
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zusammen mit dem vorangegangenen Ergebnis daher ausschlie3en. Der Effekt
ist GpsB-spezifisch. Das Protein wird als Determinante der zellularen
Lokalisation von PrkA-Homologen PASTA-eSTKs beschrieben. Es wird von
diesen phosphoryliert und moduliert beispielsweise in B. subtilis die Aktivitat der
Kinase PrkC (Pompeo et al., 2015). Es konnte also sein, dass GpsB eine
strukturelle Funktion einnimmt: Erst durch die Anwesenheit des Proteins besitzt

die Kinase eine Aktivitat auf Wildtypniveau.
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Abbildung 24: Einfluss nicht-essentieller Divisomproteine auf die ReoM-
Phosphorylierung.

Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMS266 (AprkA murA N197D), LMJR19 (AgpsB), LMS2 (AdivIVA), LMS57 (ApbpA1), LMLR8
(AsepF), LMLR9 (AzapA), LMKK35 (AminCD), LMS148 (AminC) and LMKK61 (AminJ)
untersucht. Es wurden 50 pg der Proteinextrakte aufgetragen. Der Versuch wurde dreimal
wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

3.6 Einfluss von GpsB auf die ReoM-Phosphorylierung

Um weitere Informationen darliber zu erlangen, ob GpsB flr die Aktivitat von
PrkA bendtigt wird, sollte die Deletion von GpsB mit der Uberproduktion von
ReoM-His kombiniert werden. Dies war allerdings nur in Gegenwart von murA
N197D méglich. Ahnlich verhalt es sich mit der Deletion von prkA, die ebenfalls
erst durch zusatzliche Mutationen, wie murA N197D mdoglich ist. Im
resultierenden Stamm LMPR10 (AgpsB murA N197D +reoM-his) konnte wie in
der AgpsB-Mutante ebenfalls hauptsachlich unphosphoryliertes ReoM-His
detektiert werden (vgl. Abb.: 25). Die Phosphorylierung von ReoM verringerte
sich durch die Deletion von gpsB so stark, dass die zusatzliche Uberproduktion
von ReoM-His einen letalen Abbau von MurA verursachte. Wenn in diesem
Stammbhintergrund zudem die Phosphatase PrpC fehlte (LMPR34; AgpsB AprpC

murA N197D +reoM-his), konnte wieder P~ReoM-His nachgewiesen werden
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(vgl. Abb.: 25). Die Kinaseaktivitat von PrkA geht durch die Deletion von gpsB

also nicht vollstandig verloren.

Abbildung 25: Charakterisierung der
O Q D ReoM-Phosphorylierung in
o ,\q’\ \)& Abwesenheit von GpsB.

N

™ ™ Od\ Die Phosphorylierung von ReoM wurde
\7Q in den L. monocytogenes-Stammen
LMJD22 (EGD-e +reoM-his), LMPRS5
vcg? N (AprkA  murA N197D  +reoM-his),
LMPR10 (AgpsB murA N197D
+reoM-his +reoM-his) und LMPR34 (AgpsB AprpC
| ReoM-His murA N197D +reoM-his) untersucht. Es
-9 wurden 15pug der Proteinextrakte
PR e=a —P~ReoM-His aufgetragen. Der Versuch wurde dreimal
wiederholt und zeigte jedes Mal ein

gleichwertiges Ergebnis.

Welche strukturellen Eigenschaften von GpsB flr die Phosphorylierung von
ReoM notwendig sind, sollte anhand verschiedener GpsB-Substitutionsvarianten
bestimmt werden (vgl. Abb.: 26). GpsB bildet in vivo eine hexamere Struktur, die
an die Membran gebunden ist (Cleverley et al., 2016, Rismondo et al., 2016b).
Mit den Stammen LMJRG68 (igpsB L24A) und LMJR4 (igpsB R25A) kdnnen GpsB-
Varianten IPTG-abhangig produziert werden, die nicht mehr an die Membran
binden (Rismondo et al., 2016b), wahrend die GpsB-Varianten aus den Stammen
LMS185 (igpsB F91A), LMS186 (igpsB L94A), LMS187 (igpsB F105A), LMJR163
(igpsB R96A) und LMJR164 (igpsB E101A) die Hexamerstruktur nicht mehr
ausbilden (Cleverley et al., 2016, Rismondo et al., 2016b). Weiterhin ist GpsB ein
bekannter Interaktionspartner von PBPA1 (Cleverley et al., 2016, Rismondo et
al., 2016b, Cleverley et al., 2019). Ob auch die PBPA1-Bindung fur die ReoM-
Phosphorylierung eine Rolle spielt, sollte anhand der Stamme LMJR130
(igpsB Y27A), LMJR131 (igpsB V32A), LMJR135 (igpsB D33A), LMJR132 (igpsB
L36A), LMJR133 (igpsB D37A) und LMJR134 (igpsB 140A) Uberprift werden,
deren GpsB-Varianten in ihrer Bindung an PBPA1 beeintrachtigt sind (Rismondo
et al., 2016b).

Zu guter Letzt ist GpsB ist auch ein Phosphorylierungsziel von PrkA in
L. monocytogenes. Das Protein wird am Threonin 88 phosphoryliert. Dieser

Aminosaurerest ist ebenfalls in GpsB aus B. subtilis konserviert (Pompeo et al.,
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2015, Cleverley et al., 2016, Kelliher et al., 2021). Deshalb sollte auch Uberpruft
werden, ob die Phosphorylierung vom Threonin 88 in GpsB durch PrkA wichtig
fur die Kinaseaktivitat ist. Dazu wurden die Stamme LMJR161 (igpsB T88A) und
LMJR162 (igpsB T88D) untersucht. Sie produzieren GpsB-Varianten, die eine
veranderte Phosphorylierungsstelle aufweisen. GpsB T88D ahmt die
Phosphorylierung nach, wahrend GpsB T88A nicht mehr phosphoryliert werden
kann (Cleverley et al., 2016).

Abbildung 26 zeigt das Ergebnis der Untersuchung des in vivo-
Phosphorylierungszustandes von ReoM bei allen GpsB-Varianten. Nur die
Stamme, welche GpsB-Varianten produzierten, die keine Hexamerstruktur mehr
ausbilden, wiesen einen eindeutigen Rickgang der ReoM-Phosphorylierung auf,
die auch bei der Deletion von gpsB auftrat. Demnach ist die Fahigkeit zur
Ausbildung einer Hexamerstruktur von GpsB flr die Phosphorylierung von ReoM

auf dem Niveau des Wildtyps notwendig.
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Abbildung 26: Auswirkung von funktionellen gpsB-Mutationen auf die ReoM-
Phosphorylierung.

Die Phosphorylierung von ReoM wurde in den L. monocytogenes-Stammen EGD-e (WT),
LMJR19 (AgpsB), LMJR68 (igpsB L24A), LMJR4 (igpsB R25A), LMJR130 (igpsB Y27A),
LMJR131 (igpsB V32A), LMJR135 (igpsB D33A), LMJR132 (igpsB L36A), LMJR133
(igpsB D37A), LMJR134 (igpsB 140A), LMJR161 (igpsB T88A), LMJR162 (igpsB T88D), LMS185
(igpsB F91A), LMS186 (igpsB L94A), LMS187 (igpsB F105A), LMJR163 (igpsB R96A) and
LMJR164 (igpsB E101A) untersucht. Es wurden 50 pg der Proteinextrakte aufgetragen. Der
Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.
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3.7 Vergleich der Phanotypen von AgpsB- und prkAAC-Mutanten

Anhand der bisherigen Ergebnisse besteht die Vermutung, dass GpsB in der
hexameren Form die Aktivitat der PASTA-eSTK PrkA fordert. Demnach sind PrkA
und GpsB an derselben Aufgabe, ReoM zu phosphorylieren, beteiligt.
Deletionsstamme von prkA und gpsB sollten also auch ahnliche Phanotypen
auspragen. Dies war Gegenstand der nachsten Untersuchungen. Da PrkA
essentiell in L. monocytogenes EGD-e ist (Wamp et al., 2020), wurde auf die
prkAAC-Mutante (LMS278) zuruckgegriffen, die in ihrer Kinaseaktivitat
zumindest verringert ist. Beide Stamme, die prkAAC- und die AgpsB-Mutante
wurden hinsichtlich ihres Wachstums bei 37 °C und 42 °C, ihrer Resistenz
gegenuber Lysozym und Ceftriaxon (B-Laktam-Antibiotikum) und ihrer Zelllange
untersucht (vgl. Abb.: 27). Die Wachstumsexperimente, sowie die Testung der

Ceftriaxonresistenz wurden von Prof. Dr. Sven Halbedel durchgefihrt.

Die AgpsB-Mutante wies bereits ein Wachstumsdefizit bei 37 °C auf (vgl. Abb.:
27 A). Bei einer Temperatur von 42 °C zeigten beide Mutanten (AgpsB und
prkAAC) kein Wachstum mehr (vgl. Abb.: 27 B). Der beobachtete
Wachstumsphanotyp der AgpsB-Mutante wurde zuvor von Rismondo et al.

beschrieben und war damit bekannt (Rismondo et al., 2016b).

Ein weiterer bekannter Phanotyp der AgpsB-Mutante ist eine, im Vergleich zum
Wildtyp, erhdhte Resistenz gegenlber Lysozym (Rismondo et al., 2018). Diese
kann durch die Modifikation des Peptidoglykans in Form von Acetylierungen und
Deacetylierungen erreicht werden (Boneca et al., 2007, Aubry et al., 2011). Beim
Fehlen der N-Deacetylase PgdA verringert sich beispielsweise die
Lysozymresistenz deutlich (Rismondo et al., 2018). Daher wurde der Stamm
LMS163 (ApgdA) als Kontrolle mitgefuhrt (vgl. Abb.: 27 C). Der prkAAC-Stamm
zeigte bei diesem Versuch, wie die AgpsB-Mutante, eine hohere
Lysozymresistenz als der Wildtypstamm EGD-e, erreichte aber nicht ganz das
Niveau der AgpsB-Mutante.

Neben der Lysozymresistenz lassen sich Veranderungen der Zellwand auch
durch Antibiotikaresistenzmessungen bestimmen. Daher wurde auch die
Anfalligkeit der Stdamme gegenuber Ceftriaxon getestet. Der Stamm LMSW84
(iprkA) wurde im Rahmen der Entdeckung des PrkA/ReoM/MurA-
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Regulationsweges hinsichtlich der Ceftriaxonresistenz bereits untersucht (Wamp
et al., 2020). Dabei zeigte sich, dass die Depletion von PrkA zu einer signifikant
verringerten Ceftriaxonresistenz im Vergleich zum Wildtyp fuhrt. Auch die
Komplementation von prkA konnte den Wildtypzustand nicht wiederherstellen
(Wamp et al., 2020). Der gleiche Stamm wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet
und die MHK flr Ceftriaxon im Vergleich zum Wildtyp, sowie der AgpsB- und
prkAAC-Mutanten ermittelt (vgl. Abb.: 27 D). Sowohl die AgpsB- als auch
prkAAC-Mutante wiesen eine signifikant verringerte MHK im Vergleich zum
Wildtypstamm auf. Beide MHKs waren jedoch hoéher als die MHK der iprkA-
Mutante unter PrkA-Depletion (-IPTG). Die Deletion von gpsB oder das Fehlen
der PASTA-Domanen von PrkA hatte also geringere Auswirkungen auf die
Ceftriaxonresistenz als die Depletion von PrkA. Wahrscheinlich sind die AgpsB-,
prkAAC- und iprkA-Stamme anfalliger gegentber Ceftriaxon als der
Wildtypstamm, weil sie eine geringere Kinaseaktivitat und ReoM-
Phosphorylierung besitzen. Dadurch wird der Abbau von MurA eingeleitet und
als Konsequenz nimmt die Peptidoglykanproduktion und die Antibiotikaresistenz
ab. Im Gegensatz dazu wiesen Stamme, in denen MurA akkumuliert, eine héhere

Ceftriaxonresistenz als EGD-e auf (Wamp et al., 2020).

Ein weiterer charakteristischer Phanotyp tritt durch die Kombination der Deletion
von gpsB mit der Deletion des Zellteilungsgens diviVA auf. Die Zellen eines
solchen Stammes (AgpsB AdiviVA) sind sichtbar langer (vgl. Abb.: 27 E)
(Rismondo et al., 2016b). Der gleiche Effekt konnte auch durch die Kombination
der prkAAC- und AdiviIVA- Deletionen erzielt werden. Ein solcher Stamm
(prkAAC AdiviVA) wies ebenfalls eine signifikante Verlangerung der Zellen im
Vergleich zu den Einzeldeletionen (AdiviVA, AgpsB, prkAAC) auf (vgl. Abb.:
27 E).

Die prkAAC- und AgpsB-Stamme bilden, nach diesen Ergebnissen ahnliche
Phanotypen aus. Es ist also anzunehmen, dass GpsB und PrkA eine ahnliche
Funktion besitzen, bzw. an einer ahnlichen zellularen Aufgabe beteiligt sind. Das

deckt sich mit der Hypothese, dass GpsB die Kinaseaktivitat von PrkA erhoht.
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Abbildung 27: Phéanotypischer Vergleich von L. monocytogenes AgpsB- und prkAAC-
Mutanten.

(A-B) Wachstum der L. monocytogenes-Stamme EGD-e (WT), LMJR19 (AgpsB), LMS278
(prkAAC) in BHI-Medium bei 37 °C (A) und 42 °C (B).

(C) Die L. monocytogenes-Stamme EGD-e (WT), LMJR19 (AgpsB), LMS278 (prkAAC) und
LMS163 (ApgdA) wurden Lysozym ausgesetzt und die Abnahme der optischen Dichte Uber die
Zeit wurde aufgezeichnet. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Replikaten sind
angegeben.

(D) Die minimale Hemmkonzentration von Ceftriaxon wurde fur die L. monocytogenes-Stamme
EGD-e (WT), LMJR19 (AgpsB), LMS278 (prkAAC) und LMSW84 (iprkA) in Gegenwart von
+ IPTG bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Replikaten sind
angegeben. Statistisch signifikante Abweichungen vom Wildtyp sind durch Sternchen markiert
(P<0,01, T-Test mit Bonferroni-Holm-Korrektur).

(E) Die Box-Plots zeigen die Zelldngen der L. monocytogenes-Stamme EGD-e (WT), LMS2
(AdiviVA), LMJR19 (AgpsB), LMJR28 (AgpsB AdiviVA), LMS278 (prkAAC) und LMPR27
(prkAAC AdiviVA) wahrend der mittleren logarithmischen Wachstumsphase. Es wurden 300
Zellen pro Stamm gemessen. Statistisch signifikante Abweichungen sind durch Sternchen
markiert (P<0,001, T-Test mit Bonferroni-Holm-Korrektur).
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3.8 Untersuchung der  ReoM-Phosphorylierung bei veranderten

Wachstumsbedingungen

3.8.1 Einfluss der Wachstumstemperatur und Wachstumsphase auf die ReoM-

Phosphorylierung

Anhand der bisherigen Daten konnte gezeigt werden, dass sich die
Phosphorylierung von ReoM verringert, wenn MurA intrazellular akkumuliert oder
GpsB fehlt, bzw. keine Hexamerstruktur mehr ausbilden kann. Zusatzlich werden
die PASTA-Domanen von PrkA fur eine Kinaseaktivitdt auf Wildtypniveau
bendtigt. Diese Informationen wurden durch genetische Veranderungen von
L. monocytogenes erlangt. Im Wildtypstamm EGD-e lag ReoM nach bisherigen
Ergebnissen stehts phosphoryliert vor. Es fehlen also noch Informationen dazu,
ob die ReoM-Phosphorylierung an Umweltbedingungen angepasst wird, um die

Degradation von MurA und damit die Peptidoglykanbiosynthese zu regulieren.

Um diesen Aspekt zu erértern, wurde die ReoM-Phosphorylierung in EGD-e bei
verschiedenen Kultivierungstemperaturen und Wachtumsstadien Uberpruft.
Dazu wurde EGD-e bei einer Temperatur von 24 °C, 30 °C, 37 °C oder 42 °C in
BHI-Medium bis zu einer identischen optischen Dichte (ODsoo = 1,0) angezogen
und die in vivo-ReoM-Phosphorylierung analysiert (vgl. Abb.: 28 A). Unter diesen
Wachstumsbedingungen lag ReoM auch weiterhin hauptsachlich als P~ReoM
vor. Bei einer Wachstumstemperatur von 42 °C konnte bei einem Replikat eine
héhere Menge des vermutlich einfach phosphorylierten ReoM-Dimers detektiert
werden (vgl. Abb.: 28 A). Wenn jedoch die Wachstumstemperatur konstant bei
37 °C gehalten wurde und stattdessen die Zellen fur die Gewinnung der
Proteinextrakte zu verschiedenen Zeitpunkten und damit Wachstumsstadien
geerntet wurden, zeigte sich eine Anderung der ReoM-Phosphorylierung. In der
spaten stationdren Wachstumsphase (ODeoo = 3,0) verschob sich der
Phosphorylierungszustand von ReoM. Es konnte mehr unphosphoryliertes und
weniger phosphoryliertes ReoM detektiert werden (vgl. Abb.: 28 B). Simultan
nahm auch die intrazellulare MurA-Menge signifikant ab (vgl. Abb.: 28 B).
Vermutlich leitete das unphosphorylierte ReoM durch die Bindung an MurA die

Proteolyse des Enzyms ein.
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Abbildung 28: Einfluss der Wachtumstemperatur und der Wachstumsphase auf die ReoM-
Phosphorylierung.

(A) Der Western-Blot zeigt die ReoM-Phosphorylierung im L. monocytogenes-Stamm EGD-e bei
verschiedenen Wachstumstemperaturen. Der Stamm wurde in BHI-Medium bis zu einer ODeoo
von 1,0 angezogen. LMS266 (AprkA murA N197D) wurde als Negativkontrolle mitgefuhrt. Es
wurden 50 ug der Proteinextrakte aufgetragen. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte
jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

(B) Der Western-Blot zeigt die ReoM-Phosphorylierung im L. monocytogenes-Stamm EGD-e in
verschiedenen Wachstumphasen. Der Stamm wurde in BHI-Medium bei 37 °C bis zu den
angegebenen ODeoo angezogen (oben). LMS266 (AprkA murA N197D) wurde als
Negativkontrolle mitgefuhrt. Es wurden 50 ug der Proteinextrakte aufgetragen. Die MurA-Mengen
bei den gleichen Bedingungen wurden mit einer 10 % SDS-PAGE und einem Western-Blot
sichtbar gemacht (unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils 50 pg Protein aus
Proteinextrakten beladen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der MurA-Mengen aus
drei Replikaten wurden mittels Densitometrie bestimmt und relativ zum Wildtyp bei einer ODsoo
von 0,5 dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen vom Wildtyp bei einer ODeoo von 0,5
sind durch Sternchen markiert (P<0,01, T-Test mit Bonferroni-Holm-Korrektur).
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3.8.2 Abhangigkeit der verminderten ReoM-Phosphorylierung in der stationaren

Wachstumsphase von PrpC

Mit einem weiteren Experiment sollte geklart werden, warum die ReoM-
Phosphorylierung in der spaten stationaren Wachstumsphase abnimmt. Ein
Szenario ware, dass die Kinaseaktivitat von PrkA sich verringert und dadurch die
Phosphorylierung von ReoM zurtckgeht. Es konnte aber auch sein, dass die
Phosphataseaktivitdt von PrpC steigt und damit die Dephosphorylierung von

ReoM zunimmt.

Um ersteres Uberprifen zu kénnen, musste die Phosphorylierung von ReoM
entlang des Wachstums in einem Stamm mit inaktivem PrkA untersucht werden.
Dies gestaltet sich als schwierig, da die Deletion von prkA letal ist. In einem PrkA-
Depletionsstamm oder der prkAAC-Mutante liegt ReoM bereits vollstandig oder
teilweise unphosphoryliert vor. Die weitere Reduktion der ReoM-
Phosphorylierung war mithilfe der etablieten Methodik nicht eindeutig
detektierbar. Betrachtet man die ReoM-Phosphorylierung in einem PrpC-
Depletionsstamm, so ergibt sich ein anderes Bild. Auch prpC lasst sich in EGD-e
nicht deletieren, aber der Stamm LMSW83 (iprpC) wachst in Abwesenheit des
Induktors IPTG (Wamp et al., 2020). Durch die Depletion von PrpC sollte sich die
Produktion von PrpC und damit auch die Dephosphorylierung von ReoM
verringern. Ein solcher Stamm (iprpC -IPTG) sollte daher hauptsachlich P~ReoM
enthalten. Das konnte auch experimentell bestatigt werden (vgl. Abb.: 29). In der
spaten stationaren Wachstumsphase (ODeoo = 3,0) zeigte dieser Stamm keinen
Ruckgang der ReoM-Phosphorylierung, wie es zuvor beim Wildtyp EGD-e
beobachtet wurde (vgl. Abb.: 28 & 29). Erst durch die Komplementation von prpC
(+IPTG) konnte die Abnahme der ReoM-Phosphorylierung wieder detektiert
werden (vgl. Abb.: 29). Und auch die intrazellulare MurA-Menge reduzierte sich
nur in Anwesenheit von PrpC (vgl. Abb.: 29). PrpC ist demnach fur die Reduktion
der ReoM-Phosphorylierung in der stationaren Phase notwendig. Es ist also
davon auszugehen, dass die Aktivitat der Phosphatase in der stationaren Phase

zunimmt und die Verringerung der ReoM-Phosphorylierung verursacht.
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Abbildung 29: Der Riickang der ReoM-Phosphorylierung und der intrazellularen MurA-
Mengen in der stationdren Phase ist PrpC-abhéngig.

Der Western-Blot zeigt die ReoM-Phosphorylierung im L. monocytogenes-Stamm LMSW83
(iprpC) in verschiedenen Wachstumphasen. Der Stamm wurde in BHI-Medium + IPTG bei 37 °C
bis zu den angegebenen ODsoo angezogen (oben). Der Stamm EGD-e wurde als Kontrolle
mitgefihrt. Es wurden 50 ug der Proteinextrakte aufgetragen. Die MurA-Mengen bei den gleichen
Bedingungen wurden mit einer 10 % SDS-PAGE und einem Western-Blot sichtbar gemacht
(unten). Dazu wurde die SDS-PAGE mit jeweils 50 ug Protein aus Proteinextrakten beladen. Der
Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jedes Mal ein gleichwertiges Ergebnis.

3.9 Vergleich der Proteome von LMJR138 (AclpC) und LMSW30 (AreoM)

Die Peptidoglykanbiosynthese wird durch die Steuerung des proteolytischen
Abbaus von MurA, dem ersten Enzym des Biosyntheseweges, angepasst. Daflr
interagiert ReoM im unphosphorylierten Zustand mit MurA und leitet zusammen
mit den Proteinen MurZ und ReoY die Degradation von MurA durch die ClpCP-
Protease ein (Wamp et al., 2020). ReoM und ReoY werden auch als maégliche
Adapterproteine des Proteasekomplexes beschrieben (Wamp et al., 2020, Wamp
et al., 2022). In dieser Funktion konnten sie nicht nur MurA zur Degradation
fuhren, sondern auch die Degradation weiterer Proteine einleiten. Durch den
Vergleich der Proteome von LMSW30 (AreoM) und EGD-e sollten weitere
Proteine identifiziert werden, deren Proteolyse von ReoM abhangt. Dabei sollte
anhand des Proteoms vom Stamm LMJR138 (Ac/pC) kontrolliert werden, ob ein
Protein gleichzeitig auch durch den Proteasekomplex ClpCP degradiert wird. Die
Aufbereitung und Analyse der Proteome wurden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Susanne Engelmann am Helmholtz Institut fir
Infektionsforschung in Brauschweig durchgefuhrt. Der Versuchsablauf und die

statistische Auswertung sind in Abschnitt 2.4 beschrieben.
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Insgesamt konnten in den drei Stammen 1650 zytosolische Proteine sicher
identifiziert werden. Die Proteomdaten von LMJR138 (AclpC) und LMSW30
(AreoM) wurden in Relation zu EGD-e gesetzt, um an- und abgereicherte
Proteine in den Mutanten identifizieren zu konnen. Alle signifikant veranderten
Proteine sind in den Tabellen 19 & 20 im Anhang aufgelistet (T-Test, P<0,01). In
der AclpC-Mutante konnten 21 Proteine identifiziert werden, die im Vergleich zum
Stamm EGD-e signifikant an- oder abgereichert waren (vgl. Tab.: 19). In Stamm
LMSW30 (AreoM) zeigten nur 9 Proteine eine statistische signifikante Anderung
im Vergleich mit dem Wildtypstamm (vgl. Tab.: 20).

Von besonderem Interesse waren die Proteine, die sich sowohl in den AclpC-
Mutante als auch in der AreoM-Mutante anreicherten, da man annehmen konnte,
dass diese Proteine von der ClpCP-Protease abgebaut werden und ReoM dafir
als Adapter fungieren koénnte. Daflir wurde zunachst nach Proteinen gesucht, die
in LMJR138 (AclpC) und LMSW30 (AreoM) eine statistisch signifikante Anderung
zur Kontrolle EGD-e aufwiesen (T-Test, P<0,01) (vgl. Tab.: 15). Gleichzeitig
sollten die Proteine in beiden Stammen, LMJR138 (AclpC) und LMSW30
(AreoM), im Vergleich zu EGD-e mindestens 1,5-fache angereichert sein. Diesen
Parametern entsprach nur MurA (vgl. Tab.: 15). Die statistisch signifikante
Akkumulation von MurA bestatigt, dass das Protein durch ReoM von CIpCP
abgebaut wird und deckt sich mit den Ergebnissen aus anderen MurA-
Abbauversuchen (Wamp et al., 2020). Das Protein MreBH ist ebenfalls in beiden
Stammen signifikant erhoht, fallt in der AreoM-Mutante aber ganz knapp unter
gesetzten den Schwellenwert, der eine 1,5-fache Anreicherung des Proteins
vorgibt (vgl. Tab.:15).

Da nur ein Protein, MurA, den gesetzten Kriterien (signifikante und 1,5-fache
Anreicherung des Proteins in beiden Mutanten im Vergleich zum Wildtypstamm)
entsprach, wurden in einem weiteren Schritt Proteine gesucht, die in der AclpC-
Mutante und der AreoM-Mutante im Vergleich zum Stamm EGD-e 1,5-fach
angereichert waren, aber nur in einer der beiden Stamme (LMJR138 oder
LMSW30) diese Anreicherung auch statistisch signifikant war (vgl. Tab.: 16).
Diesen Kriterien entsprachen zwei Proteine: Lmo0627 und CmoJ. Cmod war nur
in der AclpC-Mutante statistisch signifikant erhdht, reicherte sich aber auch in

LMSW30 an, weshalb es fur weitere Untersuchungen interessant sein kdnnte.
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Umgekehrt war das unbekannte Protein Lmo0627 in LMSW30 (AreoM)
statistisch signifikant erhdht, erreichte aber im Stamm LMJR138 (Ac/pC) kein
Signifikanzniveau. Das Protein CwhA war in der AreoM-Mutante statistisch
signifikant erhoht und reicherte sich auch in der AclpC-Mutante an. Die
Anreicherung von CwhA in der AclpC-Mutante lag jedoch unter dem gesetztem
Schwellenwert von einer 1,5-fachen Erhéhung im Vergleich zum Wildtypstamm
(vgl. Tab.: 16). Dennoch konnten CwhA und auch Lmo0627 vor allem wegen der

hohen Anreicherung in LMSW30 (AreoM) von Interesse sein.

Neben der statistischen Signifikanz der Proteinanreicherung sollten auch
Proteine identifiziert werden, die allein aufgrund ihrer sehr hohen Anreicherung
in der AclpC-Mutante oder der AreoM-Mutante im Vergleich zum Wildtypstamm
von Bedeutung sein kdnnten. Diese ,biologisch auffalligen“ Proteine sind in der
Tabelle 17 aufgefiihrt. Um die Anderung zu beschreiben wurden die Mittelwerte
der korrigierten LFQ-Intensitaten aus drei biologischen Replikaten pro Stamm
verwendet. Diese sollten mindestens 8-fach erhoht sein im Vergleich zum
Wildtypstamm und gleichzeitig eine Standardabweichung von weniger als 40 %
aufweisen. Die LFQ-Intensitaten (LFQ, label free quantitation) dienen zur
relativen Quantifizierung von Proteinproben. Um eine zuverlassige ldentifizierung
von angereicherten Proteinen sicherzustellen und falsch-positive Treffer zu
minimieren, wurden diese Werte korrigiert. Dabei galt, dass die Summe der
gemessenen Intensitaten aus jeweils drei biologischen Replikaten durch die Zahl
der jeweiligen einzigartigen Peptide dividiert, einen Wert von mehr als 250000
ergeben musste. Andernfalls wurde die LFQ-Intensitat, die von der

Auswertungssoftware MaxQuant vorgegeben wurde, durch den Wert null ersetzt.

Es konnten nur zwei Proteine identifiziert werden, die in LMJR138 (AclpC) oder
LMSW30 (AreoM) eine mindestens 8-fache positive Anderung zu EGD-e
aufwiesen: ReoY und FIgC (vgl. Tab.: 17). FIgC war in beiden Stammen
(LMJR138 und LMSW30) ,biologisch auffallig* erhéht. In der AclpC-Mutante lag
die Standardabweichung allerdings Uber der gesetzten Grenze von 40 %.
Dennoch konnte das Protein aufgrund der starken Anreicherung in beiden
Stammen interessant sein. Die ReoY-Menge in der AclpC-Mutante war im
Vergleich zum Wildtypstamm EGD-e um den Faktor 8,19 erhoht. Zusatzlich war

diese Anreicherung statistisch signifikant (vgl. Tab.: 19). Das Protein wird
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ebenfalls als Adaptor der ClpCP-Protease beschrieben und ist an der
Degradation von MurA beteiligt (Wamp et al., 2020). Spannend ist, dass es sich
nicht in LMSW30 (AreoM) anreicherte. Es wird also im Gegensatz zu MurA

vermutlich unabhangig von ReoM abgebaut.

AbschlieRend wurde nach de novo-synthetisierten Proteinen in der AclpC-
Mutante oder der AreoM-Mutante gesucht. Dafur mussten die korrigierten LFQ-
Intensitaten eines Proteins in allen Replikaten von EGD-e den Wert null haben.
Die Proteine durften also nur in LMJR138 (Ac/pC) und LMSW30 (AreoM)
detektiert worden sein. Zusatzlich musste ein Protein in mindestens zwei
Replikaten von LMJR138 (Ac/pC) oder LMSW30 (AreoM) nachgewiesen worden
sein und die Werte der korrigierten LFQ-Intensitaten mussten 4-fach Uber der
Nachweisgrenze von 250000 liegen. In den Tabellen 21 und 22 sind alle Proteine
aufgefiihrt, die in LMSW30 oder LMJR138 de novo-synthetisiert wurden. Die
Tabelle 18 enthalt die Proteine, die in beiden Stammen, LMJR138 und LMSW30,
de novo auftraten. Drei dieser Proteine Lmo2437, Lmo0940 und Lmo0459
besitzen noch keine zugeordnete Funktion, wohingegen Lmo2504 als mogliches
Peptidoglykan-lytisches Protein P45 mit einer Funktion in der Zellwand- oder

Membranbiosynthese beschrieben wurde (Schubert et al., 2000).
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Tabelle 15: Im Vergleich zu EGD-e statistisch signifikant angereicherte Proteine in LMJR138 (Ac/ipC) und LMSW30 (AreoM)

Uniprot Locus Beschreibung® Kategorie/Funktion® Veranderung Verdnderung ANOVA T-Test T-Test
ID ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (log2) EGDe (log.) LMJR138 LMSW30
Q8Y4C4 Imo2526 UDP-N- Zellwand- 1,22 1,03 1,5E-03 3,0E-03 4,7E-03
ImurA  Acetylglukosamin-1- /Membranbiosynthese;
Carboxyvinyl- Peptidoglykanbiosynthese
transferase
Q8Y6H3 Imo1713 Stabchenform Zellform; Kontrolle des 0,76 0,54 1,1E-03 2,5E-03 2,7E-03
ImreBH bestimmendes Protein Zellzyklus; Mitose und
Meiose

#Informationen von https://listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023)
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Tabelle 16: Angereicherte Proteine in LMJR138 (Aci/pC) und LMSW30 (AreoM) mit statistischer Signifikanz der Anreicherung in LMJR138 (AcipC)
oder LMSW30 (AreoM)

Uniprot Locus Beschreibung® Kategorie/Funktion® Veranderung Verdnderung ANOVA T-Test T-Test
ID ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (log2) EGDe (log.) LMJR138 LMSW30
Q8Y9A5 Imo0627 Peptidoglykan- unbekannt 0,91 1,83 5,6E-03 8,5E-02 2,8E-03
gebundenes Protein
Q8Y4T9 Imo2343 mogliche Coenzym F420- Energieproduktion und - 1,27 0,68 9,8E-02 3,0E-03 5,8E-01
/lecmoJ  abhangige N5, N10- konversion
Methylen-

Tetrahydromethanopterin-
Reduktase und
verwandte Flavin-

abhangige
Oxidoreduktase
P21171 Imo0582 Invasionsassoziierte Zellwand- 0,48 1,19 8,3E-03 6,2E-02 8,1E-03
lcwhA,  sekretierte /Membranbiosynthese;
p60, iap Endopeptidase Autolytische Aktivitat,
die fir die
Peptidoglykansynthese

erforderlich ist
(Zellverlangerung);

Zellwandabbau/-umsatz
#Informationen von https:/listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023)
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Tabelle 17: Im Vergleich zu EGD-e mindestens 8-fach angereicherte Proteine in LMJR138 (Ac/pC) oder LMSW30 (AreoM)

Uniprot ID Locus Produkt? Kategorie/ Veranderung Verdanderung Mittelwert und Mittelwert und
ID Funktion” LMJR138/ LMSW30/ StabW der StabW der
EGD-e (log2) EGDe (logz) korrigierten LFQ* korrigierten LFQ*
Intensitaten Intensitaten
LMJR138 LMSW30
Q92DU3  Imo0711 Stabchenprotein Motilitat und 3,93 5,30 2027687 5213067
IflgC des Chemotaxis, + 997870 + 1933060
Geilielgrundkoérpers Flagellarproteine,
FlgC Basalkorper
Q8Y5Y2 Imo1921 Regulator der Cephalosporin- 3,03 0,22 12510567 1777097
[reoY ClpCP Aktivitat resistenz + 3009483 + 875858

#Informationen von https://listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023); *Korrigierte LFQ-Intensitaten: Die Summe der drei gemessenen Intensitaten pro Stamm (3 biologische
Replikate) wurden durch die Anzahl der jeweiligen einzigartigen Peptide dividiert. Bei Werten, die unterhalb des Schwellenwertes von 250000 lagen, wurde eine Null eingetragen.

Tabelle 18: De novo-synthetisierte Proteine in LMJR138 (Ac/pC) und LMSW30 (AreoM)

Uniprot Locus ID Produkt? Kategorie/Funktion” Mittelwert der Mittelwert der

ID korrigierten  korrigierten
LFQ* LFQ*
Intensitiaten Intensitaten
LMJR138 LMSW30

Q8Y4E2 Imo2504 mogliches Peptidoglykan-lytisches Zellwand-/Membranbiosynthese; 998173 1196927

Protein P45 Zellwandabbau/-umsatz; Autolyse

Q8Y4K1 Imo2437 unbekannt unbekannt 1556220 879827

Q8Y8G4 Imo0940 unbekannt unbekannt 6946300 28596133

Q8Y9R4 Imo0459 unbekannt unbekannt 1223333 1484500

#Informationen von https:/listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023); *Korrigierte LFQ-Intensitaten: Die Summe der drei gemessenen Intensitaten pro Stamm (3 biologische
Replikate) wurden durch die Anzahl der jeweiligen einzigartigen Peptide dividiert. Bei Werten, die unterhalb des Schwellenwertes von 250000 lagen, wurde eine Null eingetragen.
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3.9.1 Herstellung eines ReoY-Antiserums

Zur Verifizierung der auffallig hohen Akkumulation von ReoY im Ac/pC-Stamm
(vgl. Tab.: 17), wurde ein Antiserum gegen ReoY von der Firma Biogenes (Berlin)
hergestellt. Dazu wurde ReoY mit einem Poly-Histidin-Schwanz markiert und
heterolog aus E. coli gereinigt (vgl. Abb.: 30). Das Fusionsprotein liel3 sich in
grollen Mengen, jedoch mit leichten Verunreinigungen durch andere Proteine,
reinigen. Es wurden nur die Elutionsfraktionen mit den optisch geringsten
Kontaminationen (4, 7 und 8) fur die Antiserumherstellung in einen
physiologischen Puffer Uberfihrt und an die Firma versandt. Die
Funktionsfahigkeit des in Kaninchen generierten Antiserums wurde anschlie3end
mittels SDS-PAGE und Westernblot kontrolliert (vgl. Abb.: 30). Dazu wurden
Proteinextrakte der L. monocytogenes-Stammen EGD-e (wt), LMSW32 (AreoY)
und LMJR138 (AclpC) mitgefuhrt, sowie gereinigtes ReoY-His in verschiedenen
Mengen aufgetragen. Das gereinigte und mit Histidinen markierte ReoY besitzt
eine molekulare Masse von etwas mehr als 25 kDa, da zu der molekularen Masse
von ReoY (21.21 kDa) noch die Masse der Histidine und einer TEV-
Proteasesequenz hinzukommen. Mit dem Antiserum (Konzentration 1:10000)
konnten noch 25 ng gereinigtes ReoY-His detektiert werden. Es konnte
aullerdem ReoY in den Proteinextrakten von EGD-e und LMJR138 mithilfe des
Antiserums nachgewiesen werden. Diese Wildtypform des Proteins wies auch
eine niedrigere molekulare Masse durch das Fehlen der Histidinmarkierung und
der TEV-Sequenz auf. Im Stamm LMJR138 konnten zusatzlich gréf3ere ReoY-
Mengen detektiert werden, die auf eine Akkumulation des Proteins durch die
Abwesenheit von CIpC hindeuten. Damit bestatigt sich das Ergebnis der
Proteomanalyse. AbschlieRend konnte auch gezeigt werden, dass in der AreoY-
Mutante (LMSW32) kein ReoY mithilfe des Antiserums nachweisbar war und man
mit dem Serum demnach spezifisch ReoY nachweisen kann. Damit kann das
Antiserum auch fur zukinftige Experimente genutzt werden, um beispielsweise
die intrazellulare Proteinmenge von ReoY zu bestimmen und so den Abbau des

Proteins unter bestimmten Bedingungen zu kontrollieren.
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Abbildung 30: Reinigung von ReoY-His und Kontrolle des Antiserums.

SDS-PAGE der affinitdtschromatographischen Reinigung von ReoY-His.
(A) Auftrennung der Proben aus in einem 12,5 %-igen Polyacrylamidgel. Das ca. 21 kDa grof3e
ReoY-Monomer konnte in den Zelltrimmern, dem Zelllysat und den Elutionsfraktionen
nachgewiesen werden. Als Marker wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific™) mitgeflhrt.

(B) Test des ReoY-Antiserums. Der Western Blot zeigt 15 pg der Zellextrakte der
L. monocytogenes-Stamme EGD-e (WT), LMSW32 (AreoY) und LMJR138 (AclpC) sowie
verschiedene Mengen des gereinigten ReoY-His-Fusionsproteins. Das Antiserum wurde 1:10000
eingesetzt. Als Marker wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific™)
mitgefuhrt.
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4. Diskussion

4.1 ReoM liegt in vivo in drei Phosphorylierungszustanden vor

Das Protein ReoM wird in vitro durch die PASTA-eSTK PrkA am Threonin 7
phosphoryliert und diese Phosphorylierung wird von der assoziierten
Phosphatase PrpC wieder entfernt (Wamp et al., 2020). Auch das ReoM-
Homolog aus E. faecalis, IreB, wird am T7 durch die korrespondierende Kinase
IreK  phosphoryliert (Hall et al, 2013). Untersuchungen des
Phosphorylierungszustandes von IreB in vivo mittels Phospho-tag SDS-PAGE
lieBen die Unterscheidung von zwei IreB-Varianten 2zu, die als
T7-phosphoryliertes und unphosphoryliertes IreB interpretiert wurden (Labbe &
Kristich, 2017). Die Auftrennung von Proteinextrakten verschiedener
L. monocytogenes-Stamme in  einem  Polyacrylamidgel unter nicht-
denaturierenden Bedingungen und die anschliefende Immundetektion von
ReoM ermoglichte die Unterscheidung von drei verschiedenen, in vivo
auftretenden, ReoM-Varianten. Diese drei ReoM-Varianten konnten ebenfalls
unter denaturierenden Bedingungen aus L. monocytogenes-Stammen gereinigt
werden und ihr Laufverhalten im Gel wurde durch eine C-terminale
Histidinmarkierung nicht gestort. Die massenspektrometrische Analyse ergab,
dass die drei ReoM-Varianten an verschiedenen Aminosauren phosphoryliert
sind. Dabei konnten zwei Phosphorylierungsstellen, Threonin 7 und Tyrosin 10,
sicher nachgewiesen werden. Im Wildtyp wurde hauptsachlich ReoM mit beiden
Phosphorylierungen nachgewiesen. In Abwesenheit der PASTA-eSTK PrkA ist
ReoM nur am Tyrosin 10 phosphoryliert. Dies bestatigt, dass die
Phosphorylierung von T7 spezifisch durch PrkA erfolgt. Weiterhin entstand eine
ReoM-Bande mit gleicher Laufhdhe wie in der AprkA-Mutante, wenn das T7
durch ein nicht-phosphorylierbares Alanin ersetzt wurde. Damit konnte gezeigt
werden, dass fir das Laufverhalten von ReoM im eingesetzten Polyacrylamidgel
der Phosphorylierungszustand von T7 entscheidend ist. Die dritte ReoM-Variante
mit einer mittleren Laufgeschwindigkeit im Polyacrylamidgel war ebenfalls an
beiden Aminosauren, T7 und Y10, phosphoryliert. Unklar ist noch worin sich
diese ReoM-Variante von der ReoM-Variante, die im Wildtyp identifiziert wurde
und die unterste Bande im Polyacrylamidgel bildete, unterscheidet. In einem

nativen Polyacrylamidgel werden Proteine hauptsachlich anhand ihrer
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Gesamtladung aufgetrennt (Wittig & Schagger, 2005). Da beide ReoM-Varianten
am T7 und Y10 phosphoryliert sind, sollte sich ihre Ladung nicht unterscheiden
und sie sollten damit im angewendeten Gelsystem die gleiche
Laufgeschwindigkeit aufweisen. Durch Kristallstrukturen von ReoM und IreB
konnte gezeigt werden, dass beide Proteine in vivo als Homodimere vorliegen
(Hall et al., 2017, Wamp et al., 2020). Die einfachste Erklarung fir das
unterschiedliche Laufverhalten der beiden ReoM-Varianten im nativen
Polyacrylamidgel ware also, dass die am schnellsten wandernde ReoM-Spezies
T7-Phosphorylierungen an beiden Monomereinheiten des Dimers aufweist,
wahrend es sich bei der mittleren Bande um ein ReoM-Dimer handelt, bei dem
nur eines der beiden Monomere am T7 phosphoryliert ist. Ein solcher
intermediarer  Phosphorylierungszustand  zwischen  vollstandiger T7-
Phosphorylierung des Dimers und keiner Phosphorylierung eines T7-Restes in
Abwesenheit von PrkA ware auch mit dem Laufverhalten konsistent und deutet
darauf hin, dass das ReoM-Dimer so stabil ist, dass selbst die denaturierenden
Bedingungen bei der Reinigung aus L. monocytogenes die Oligomerisierung des
Proteins  nicht  zerstoren. Zur  eindeutigen  Bestimmung des
Phosphorylierungszustandes der ReoM-Variante, welche die mittlere Bande
bildet, konnte man die  Abundanz der  T7-Phosphorylierung
massenspektrometrisch bestimmen. Dafur muassten weitere Messungen
erfolgen. Es ware auch mdglich, genetische Mutationen einzufihren, die die
Dimerisierung von ReoM storen, und zu beobachten, ob dadurch die mittlere
Bande nicht mehr nachweisbar ist. Anhand von IreB wurden bereits konservierte
Aminosauren identifiziert, deren Substitution zu einer Aufbrechung der
Dimerstruktur und damit einhergehend zu einer Funktionslosigkeit von IreB
fuhren (M73R und Y780E) (Hall et al., 2017). Inwieweit diese intermediare ReoM-
Variante eine physiologische Rolle spielt und welche Bedingungen ihre
Entstehung begulnstigen, ist ebenfalls noch zu klaren. Dies kdnnte Gegenstand
zukunftiger Untersuchungen sein, wenn die Struktur und Modifikation dieser
ReoM-Variante entschlusselt wurde. Ebenso sollte noch geklart werden, ob die
Y10-Phosphorylierung eine Funktion ausubt.
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4.2 Die Phosphorylierung von ReoM an T7 beeintrachtigt die Interaktion mit MurA

Bisher wurde in L. monocytogenes kein direkter Nachweis erbracht, dass die
Phosphorylierung von ReoM am T7 auch die Interaktionsfahigkeit mit MurA
verhindert, wie es der postulierte Regulationsmechanismus voraussetzt (Wamp
et al., 2020). In E. faecalis konnte allerdings bereits mittels thermal shift assays
nachgewiesen werden, dass die Phosphorylierung von IreB die Bindung an
MurAA in vitro beeintrachtigt (Mascari et al., 2023). Anhand von protein
crosslinking und pulldown Experimenten wurde in dieser Arbeit bestatigt, dass
die Phosphorylierung von ReoM die Bindung an MurA in vivo stort. Es konnten
signifikant gréRere Mengen MurA zusammen mit unphosphoryliertem ReoM aus
dem Stamm LMPR29 (AmurZ AprkA +reoM-his) gereinigt werden als aus dem
Vergleichsstamm LMPR25 (AmurZ +reoM-his), in dem vor dem protein
crosslinking nur phosphoryliertes ReoM nachgewiesen werden konnte. Unklar
ist, warum Uberhaupt MurA im Stamm LMPR25 (AmurZ +reoM-his) nach dem
pulldown detektiert werden konnte, wenn in diesem Stamm ausschliel3lich
P~ReoM vorlag, das mit MurA nicht interagieren sollte. Vermutlich weisen dieser
Stamm und auch der Wildtypstamm EGD-e geringe Mengen an
unphosphoryliertem ReoM auf, die mithilfe der verwendeten Detektionsmethode
allerdings nicht nachgewiesen werden kdnnen. Der polyklonale ReoM-Antikorper
weist eine geringe Sensitivitat auf. Dies zeigt sich z.B. darin, dass grol3e Mengen
an Proteinextrakt eingesetzt werden mussten, um natives ReoM nachweisen zu
konnen. Es ist also wahrschenilich, dass das detektierte MurA im Stamm
LMPR25 (AmurZ +reoM-his) zusammen mit unphosphoryliertem ReoM gereinigt

wurde.

Die Storung der Interaktion zwischen P~ReoM und MurA ergibt sich
wahrscheinlich aus einer Anderung der Konformation von ReoM im Zuge der
Phosphorylierung. Anhand der Kristallstrukur von ReoM konnte gezeigt werden,
dass in Anwesenheit eines Sulfations, welches die T7-Phosphorylierung
nachahmt, der unstrukturierte N-Terminus von ReoM mit der positiv geladenen
Oberflache des Proteins interagiert (Wamp et al., 2020). Durch die Strukturierung
der N-terminalen Region an die Proteinoberflache wird vermutlich die
Konformation des ReoM-Dimers so verandert, dass die Interaktion mit MurA
beeintrachtigt ist. Bestatigt wurde das durch den Austausch konservierter
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Oberflachenarginine in ReoM (R57 und R62) zu Alaninen: Diese Substitutionen
riefen den gleichen Phanotyp wie die T7A-Substitution hervor. Sie liegen
gegenuber vom N-Terminus und sind notwendig fur die Interaktion vom
phosphorylierten T7 mit der Proteinoberflache (vgl. Abb.: 31) (Wamp et al., 2020).

Thr7  Tyr10

Abbildung 31: Struktur des ReoM-Dimer (PDB: 6tif) (Wamp et al., 2020).

Die Monomeruntereinheiten sind blau und rot eingefarbt. Schwarz markiert wurden die
Phosphorylierungsstellen Thr7 und Tyr10. In Grau sind die Oberflachenarginine markiert, die fur
die Interaktion mit der N-terminalen flexiblen Doméane essentiell sind (Wamp et al., 2020).

Im Gegensatz zu L. monocytogenes, E. faecalis und B. subtilis ist in
S. pneumoniae nicht das MurA-Homolog, sondern das MurZ-Homolog fur das
normale Wachstum des Bakteriums notwendig (Tsui et al., 2023). Und im
Gegensatz zu L. monocytogenes, B. subtilis und E. faecalis wird die aktive UDP-
N-Acetylglukosamin-Enolpyruvyltransferase in S. pneumoniae nicht durch einen
Clp-Proteasekomplex abgebaut (Kock et al., 2004, Wamp et al., 2020, Mascari
et al., 2023, Tsui et al.,, 2023). Die Regulation der Peptidoglykanbiosynthese
erfolgt in diesem Organismus durch die Veranderung der Aktivitat von MurZ und
MurA (Tsui et al., 2023). Diese wird vermutlich durch Bindung des ReoM-
Homologs IreB an die Enzyme moduliert, wobei die Phosphorylierung von IreB
ebenfalls die Interaktion mit MurZ und MurA beeintrachtigt (Tsui et al., 2023). Ob
IreB als Aktivator oder Inhibitor an MurZ und MurA bindet, ist laut der Aussage
der Autoren noch unklar. Ihre Ergebnisse deuten darauf hin, dass in Gegenwart
von phosphoryliertem IreB die Aktivitdt der Enzyme steigt und im Gegenzug
durch die Aktivitatsverringerung von StkP (PrkA-Homolog), die zu einer

geringeren Phosphorylierung von IreB fuhrt, die Aktivitat von MurA und MurZ
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sinkt (Tsui et al., 2023). Wenn man davon ausgeht, dass IreB, wie ReoM, im
phosphorylierten Zustand nicht mit MurA bzw. MurZ interagieren kann, dann
sollte es sich demnach bei IreB um einen negativen Regulator handeln, der durch
die Bindung an MurA oder MurZ die Enzymaktivitat verringert. In
L. monocytogenes konnte in vitro keine Anderung der Enzymaktivitat von MurA
in Gegenwart verschiedener ReoM-Konzentrationen gemessen werden. Somit
wird die Aktivitat von MurA in L. monocytogenes wahrscheinlich nicht durch die
Bindung von ReoM reguliert. Der Grund fur den veranderten
Regulationsmechanismus in S. pneumoniae kénnte das Fehlen eines ReoY-
Homologs sein, dass in L. monocytogenes flir die Proteolyse von MurA
notwendig ist. ReoY-Homologe sind nur in Bacilli vorzufinden (Wamp et al.,
2020). In E. faecalis und B. subtilis, in denen die Peptidoglykanbiosynthese auch
uber die Proteolyse von MurA-Homologen reguliert wird, wurden ReoY-
Homologe identifiziert (Kock et al., 2004, Banla et al., 2017, Wamp et al., 2020,
Zheng et al., 2020, Mascari et al., 2023). Fur die Regulation der Aktivitat der UDP-
N-Acetylglukosamin-Enolpyruvyltransferasen  sind auch noch  weitere
Mechanismen bekannt. Beispielsweise wird MurA aus E. coli durch UDP-MurNAc
gehemmt (Mizyed et al., 2005). In M. tuberculosis wurde eine Amidase
identifiziert, CwhM, welche von der PASTA-eSTK phosphoryliert wird und in
dieser Form MurA allosterisch aktiviert (Boutte et al., 2016, Turapov et al., 2018).
Es besteht also die Moglichkeit, dass auch die Aktivitat von MurA aus

L. monocytogenes durch Ligandenbindung reguliert wird.

4.3 Die ReoM-Phosphorylierung wird durch die Akkumulation von MurA

beeinflusst

4.3.1 Die intrazellulare Akkumulation von MurA reduziert die Phosphorylierung

von ReoM

Es ist noch nicht vollstandig geklart, wie die Phosphorylierung von PrkA, ReoM
und homologen Proteinen in anderen Gram-positiven Bakterien reguliert wird. In
E. faecalis nimmt die Phosphorylierung von IreK und IreB zu, wenn das
Bakterium dem [(-Laktam-Antibiotikum Ceftriaxon ausgesetzt ist, was den
Schluss zulasst, dass das System auf Zellwandschaden reagiert (Labbe &
Kristich, 2017). Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass IreK und IreB nur in
der exponentiellen Wachstumsphase phosphoryliert sind und damit vielleicht das
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Zellwachstum und/oder die Zellteilung die Phosphorylierung stimulieren (Labbe
& Kristich, 2017). In B. subtilis hingegen konnte eine Phosphorylierung von PrkC
sowohl in der exponentiellen Wachstumsphase, als auch in der stationaren
Phase nachgewiesen werden (Pompeo et al., 2018). Ein direkter Nachweis der
Phosphorylierung von PrkA oder ReoM in L. monocytogenes wurde bisher nicht
erbracht. Kelliher et al. konnten allerdings anhand von Phosphoproteomdaten
zeigen, dass die Phosphorylierung von PrkA und ReoM in Gegenwart des
zellwandschadigenden Antibiotikums Ceftriaxon zunimmt (Kelliher et al., 2021).
In dieser Arbeit wurde erstmals beobachtet, dass die Akkumulation von MurA in
L. monocytogenes zu einer Abnahme der Phosphorylierung von ReoM flhrt. Die
Abnahme der ReoM-Phosphorylierung trat auch dann auf, wenn der Abbau von
MurA und der Proteasekomplex CIpCP nicht beeintrachtigt waren, sondern die
MurA-Akkumulation durch eine Uberproduktion von MurA verursacht wurde. Eine
Stérung der generellen Proteinhomoostase ist demnach vermutlich nicht die
Ursache fur die verminderte ReoM-Phosphorylierung. Daruber hinaus konnte die
Reduktion der Phosphorylierung von ReoM, die durch die Akkumulation von
MurA verursacht wurde, durch eine Uberproduktion von ReoM-His aufgehoben
werden. Dies deutet darauf hin, dass ein quantitatives Gleichgewicht zwischen

MurA und ReoM fur die Regulation der ReoM-Phosphorylierung bestehen muss.

4.3.2 Die Reduktion der ReoM-Phosphorylierung wird nicht durch die Steigerung

der PG-Biosynthese verursacht

Eine Hypothese ist, dass die Abnahme der ReoM-Phosphorylierung, die bei der
Akkumulation von MurA beobachtet wurde, moglicherweise auch indirekt durch
eine Zunahme der Peptidoglykanbiosynthese infolge der gesteigerten MurA-
Mengen verursacht wird. Dass die Biosynthese von Peptidoglykanen durch die
Akkumulation von MurA gesteigert wird, zeigt sich beispielsweise direkt durch
eine Verdickung der Zellwand an den Zellpolen oder indirekt durch eine erhdhte
Ceftriaxonresistenz bei L. monocytogenes (Wamp et al.,, 2020). Auch in
E. faecalis konnte eine Erhohung der Peptidoglykanbiosynthese und damit
einhergehend der Cephalosporinresistenz durch die Akkumulation von MurAA
gezeigt werden. Durch Messung des Einbaus von ['*C] GIcNAc in die Zellwand
konnte die Steigerung der Peptidoglykanbiosynthese direkt bestatigt werden.
(Mascari et al., 2022, Mascari et al., 2023). Eine Steigerung der
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Peptidoglykanbiosynthese unabhangig von der MurA-Menge konnte auch durch
eine Erhdhung des Substratflusses in die Peptidoglykanbiosynthese erreicht
werden. Dazu wurden andere UDP-GIcNAc verbrauchende Synthesewege
abgeschnitten (Rismondo et al., 2016a). In diesen Fallen, d.h. bei einer Erhohung
der Peptidoglykanbiosynthese unabhangig von einer Anreicherung von MurA,
wurde keine Abnahme der ReoM-Phosphorylierung beobachtet. Das lasst den
Schluss zu, dass die Erhohung der Peptidoglykanbiosynthese keine Rolle bei der
Regulation der ReoM-Phosphorylierung spielt. Es ist jedoch moglich, dass die
Erhohung der Peptidoglykanbiosynthese nicht ausreichend war, um die
Reduktion der ReoM-Phosphorylierung zu bewirken. Die Steigerung der
Peptidoglykanbiosynthese durch eine erhdhte Substratverfugbarkeit far MurA
konnte das Wachstumsdefizit der AgpsB-Mutante nur teilweise supprimieren,
wahrend die Akkumulation von MurA den Phanotyp vollstandig aufheben konnte
(Rismondo et al., 2016a). Dass die erhéhte Peptidoglykanbiosynthese keinen
Einfluss auf die ReoM-Phosphorylierung hat, wird auch durch das Fehlen eines
negativen feedbacks uber die PASTA-Domanen von PrkA bestatigt. Die PASTA-
Domanen von eSTKs sollen extrazellulare Peptidoglykanfragmente binden und
infolgedessen die Aktivitat der Kinase modulieren (Pompeo et al., 2018, Kaur et
al., 2019). Durch das Fehlen der C-terminalen Region (PASTA-Domanen und
einen Teil der Transmembranregion) von PrkA konnte eine Reduktion der ReoM-
Phosphorylierung beobachtet werden. Gleichzeitig blieb die intrazellulare MurA-
Menge im Vergleich zum Wildtypstamm unverandert. Die Reduktion der ReoM-
Phosphorylierung in der prkAAC-Mutante ist also unabhangig von der MurA-
Menge. Wurde in der prkAAC-Mutante zuséatzlich MurA durch Uberproduktion
angereichert, konnte eine weitere Reduktion der ReoM-Phosphorylierung
beobachtet werden. Die Phosphorylierung von ReoM war sogar noch geringer
als die des Wildtypstammes, in dem MurA Uberproduziert wurde. Eine Reduktion
der ReoM-Phosphorylierung durch Anreicherung von MurA war also auch in
Abwesenheit der PASTA-Domanen von PrkA moglich. Daraus kann geschlossen
werden, dass eine erhohte Peptidoglykanbiosynthese die Aktivitat von PrkA nicht
in Abhangigkeit von den PASTA-Domanen reduziert. Der beobachtete Rickgang
der ReoM-Phosphorylierung durch die Akkumulation von MurA findet damit
unabhangig von extrazellularen Signalen statt. Dieses Ergebnis wird durch die

Tatsache untermauert, dass die MurA-akkumulationsbedingte Reduktion der
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ReoM-Phosphorylierung auch unabhangig vom Lipid I[I-Transport Uber die

Zytoplasmamembran war.

4.3.3 PrkA und MurA konkurrieren um den Bindungspartner ReoM

Eine zweite Hypothese ist, dass MurA und PrkA um ReoM als Interaktionspartner
konkurrieren. Das wurde den Ruckgang der ReoM-Phosphorylierung erklaren,
wenn MurA intrazellular angereichert ist: MurA kann dann vermehrt an ReoM
binden und entzieht es seinem Interaktionspartner PrkA zur Phosphorylierung.
Durch eine Uberproduktion von ReoM-His konnte diese Konkurrenz wieder
aufgehoben werden. Es scheint also ein Gleichgewicht im Mengenverhaltnis
zwischen MurA und ReoM zu bestehen, das mdglicherweise auch fur die
Regulation der Peptidoglykanbiosynthese erforderlich ist und vielleicht sicher
stellt, dass Uberschussiges MurA abgebaut wird. Demnach konnte auch die
Uberproduktion von PrkA die Phosphorylierung von ReoM wiederherstellen,
wenn MurA intrazellular akkumuliert. Bei diesem Modell kdnnten aufl3erdem
weitere Interaktionspartner von MurA, unphosphoryliertem ReoM oder PrkA eine
Rolle spielen. In Phosphorylierungszyklen, die durch alternierende
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierunsreaktionen gekennzeichnet sind,
bestimmen unter anderem die Affinitdt und Abundanz der einzelnen
Interaktionspartner fur das phosphorylierte oder unphosphorylierte Substrat die
Reaktionskinetik, die Reaktionsempfindlichkeit und wie schnell eine Anpassung
auf zellularer Ebene stattfindet (Salazar & Hofer, 2006a, Salazar & Hofer, 2006b).
ReoM st nicht das einzige Substrat von PrkA. Insgesamt konnten in
L. monocytogenes 10403S 23 Substrate der PASTA-Kinase identifiziert werden,
die ebenfalls um die Interaktion mit PrkA konkurrieren kdénnten (Kelliher et al.,
2021). In EGD-e konnten sogar 62 Proteine bestimmt werden, die direkt oder
indirekt mit der katalytischen Domane von PrkA interagieren (Lima et al., 2011).
Weiterhin ist nicht klar, wie MurZ und ReoY in den Regulationsweg integriert sind.
In bacterial two hybrid- (BACTH-) Experimenten konnte eine Interaktion zwischen
ReoM und ReoY gezeigt werden (Wamp et al., 2020). Um genauere
Informationen Uber die Konkurrenz von MurA und PrkA um den Bindungspartner
ReoM (nicht-phosphoryliert) zu erhalten, ware es daher notwendig
Bindungsparameter  und eventuell auch Reaktionskinetiken der
Phosphorylierungsreaktion zu bestimmen.
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Insbesondere Uber die Rolle von MurZ beim Abbau von MurA und Uber die
Proteine, mit denen MurZ interagiert, ist wenig bekannt. Winkler et al. haben
anhand von Daten aus E. faecalis ein Modell fur die Regulation des MurAA-
Abbaus aufgestellt (Mascari et al., 2023, Winkler et al., 2023). Dabei soll das
ReoM-Homolog IreB im unphosphorylierten Zustand zunachst MurZ und danach
MurA binden. Darauf folgt die Bindung des Proteinkomplexes an ReoY und die
Proteolyse von MurA (Winkler et al., 2023). In L. monocytogenes fuhrte die
Uberproduktion von MurZ nicht zu einer Verminderung der ReoM-
Phosphorylierung, wie sie bei der Akkumulation von MurA beobachtet wurde.
Wenn man annimmt, dass die Abnahme von P~ReoM durch die Bindung von
MurA an ReoM verursacht wird, lasst sich aus dem Ergebnis schlussfolgern, dass
MurZ nicht mit ReoM interagiert. MurZ konnte ReoM dem Interaktionspartner
PrkA nicht entziehen. Zur Bestatigung konnten weitere Untersuchungen zur
Interaktion zwischen MurZ und ReoM erfolgen. In BACTH-Experimenten waren
murZ-Fusionen nicht funktional (Wamp et al., 2020). Stattdessen konnten andere

Methoden, wie protein crosslinking und pulldown zum Einsatz kommen.

Hingegen konnten bereits einige Erkenntnisse uUber die Interaktion zwischen
MurA und ReoM gewonnen werden. Die Interaktion wurde zunachst anhand
genetischer Konstellationen und BACTH-Experimenten bestatigt (Wamp et al.,
2020). Anschlielend konnten MurA-Varianten identifiziert werden, die in der
Bindung an ReoM durch Substitutionen beeintrachtigt sind (Wamp et al., 2022).
Die Interaktion dieser MurA escape Varianten, MurA N197D und MurA S262L,
mit ReoM wurde ebenfalls anhand von BACTH-Experimenten untersucht.
Aulerdem wurden die Bindungskinetiken mithilfe von surface plasmon
resonance Messungen bestimmt (Wamp et al., 2022). Zusatzlich wurde die
Interaktion zwischen ReoM und MurA, MurA N197D oder MurA S262L in vivo
mittels protein crosslinking und pulldown Experimenten bestimmt und bestatigte
die verringerte Interaktion der MurA escape Varianten mit ReoM (vgl. Abschn.:
3.2.3) (Wamp et al., 2022). Die Aminosaure N197 liegt an der Oberflache von
MurA (vgl. Abb.: 32). Es ist also anzunehmen, dass die Substitution N197D die
Bindung zu ReoM direkt stort. Die Aminosaure S262 ist weiter innerhalb der
MurA-Proteinstruktur lokalisiert (vgl. Abb.: 32). Ihre Substitution durch S262L
fuhrt vermutlich zu einer Veranderung der MurA-Struktur und wirkt sich somit
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indirekt auf die Interaktion mit ReoM aus. Mdglicherweise spielt dabei auch eine
veranderte Enzymaktivitat oder Substratbindung eine Rolle, da MurA S262L eine
deutlich verringerte Aktivitat in vitro aufwies (Wamp et al., 2022). Wenn in
L. monocytogenes die MurA escape Varianten MurA N197D oder MurA S262L
anstatt der Wildtypvariante akkumulierten, konnte keine Verringerung der ReoM-
Phosphorylierung beobachtet werden. Das bestatigt die Annahme, dass der
Ruckgang von P~ReoM, der bei Akkumulation von MurA entsteht, durch die
Interaktion der Proteine verursacht wird. Auch in anderen Organismen konnten
Substitutionsvarianten von MurA/MurZ-Homologen gefunden werden, welche die
Proteinbindungen beeinflussen. In E. faecalis wurde beispielsweise eine MurAA-
Variante (MurAA N188K) identifiziert, die keine Bindung mit IreB eingehen kann
und dadurch die intrazellulare Abundanz von MurAA teilweise stabilisierte
(Mascari et al., 2023). Nach Vergleich der Aminosauresequenz mit MurA aus
L. monocytogenes, liegt die Mutation ebenfalls an der Oberflache des Proteins
und verhindert somit vermutlich direkt die Interaktion mit IreB. Die Enzymaktivitat
wurde durch die Substitution nicht verandert (Mascari et al., 2023). In
S. pneumoniae konnte gezeigt werden, dass Substitutionen an der Oberflache
der aktiven UDP-N-Acetylglukosamin-Enolpyruvyltransferase MurZ (D280Y,
1265V, E259A) den Phanotyp der Deletion von gpsB und stkP supprimieren
konnen. Auch hier wird angenommen, dass der Effekt auf einer gestorten
Bindung an IreB beruht (Tsui et al., 2023).

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist jedoch einschrankend zu
bertcksichtigen, dass die MurA-Variante N197D widersprtchliche Phanotypen
bezlglich der Phosphorylierung von ReoM zeigte. Im Stammhintergrund, in dem
ReoM-His Uberproduziert wurde, konnte eine geringere ReoM-Phosphorylierung
im Vergleich zum Wildtypstamm beobachtet werden. Dies Iasst sich nicht durch
die beeintrachtigte Bindung von MurA N197D an ReoM erklaren. Eigentlich ware
ein gegenteiliger Effekt zu erwarten gewesen: MurA N197D bindet ReoM nicht
mehr, wodurch ReoM fir die Interaktion mit PrkA zur Verfligung steht und
phosphoryliert werden sollte. Wenn hingegen MurA N197D uberproduziert
wurde, fand kein Rluckgang der ReoM-Phosphorylierung statt. In diesem Fall
greift also der postulierte Regulationsmechanismus: MurA N197D kann nicht mit
ReoM interagieren und das Protein steht fur die Phosphorylierung zur Verfliigung.
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Warum die Uberproduktion von ReoM-His im Stammhintergrund murA N197D
die ReoM-Phosphorylierung verringerte, muss noch aufgeklart werden. Die
MurA-Substitution N197D scheint also nicht nur Auswirkungen auf die Interaktion

mit ReoM zu haben.

4.5 Die Kontrolle der ReoM-Phosphorylierung ist an die Aktivitat und
Substratbindung von MurA gekoppelt

Bereits in E. faecalis konnte gezeigt werden, dass fur die Interaktion zwischen
IreB und MurAA in vitro die Substrate PEP und UDP-GIcNAc vorhanden sein
mussen (Mascari et al., 2023). Auch die Reduktion der ReoM-Phosphorylierung
durch akkumulierendes MurA in L. monocytogenes war abhangig von der
Enzymaktivitadt und Substratbindung von MurA: Die Phosphorylierung von ReoM
konnte nicht unterdriickt werden, wenn die MurA-Varianten MurA C117A,
MurA K22V oder MurA N23A Uberproduziert wurden, deren Substratbindung
(PEP oder GlcNAc) und Enzymaktivitat beeintrachtigt waren (Kim et al., 1996,
Samland et al., 1999, Samland et al., 2001). MurA liegt ohne Bindung der
Substrate in einer offenen Konformation vor, die erst durch die Bindung in eine
geschlossene Konformation Gbergeht (vgl. Abb.: 32) (Schénbrunn et al., 1996,
Skarzynski et al., 1996, Schonbrunn et al., 1998). Im Laufe eines Reaktionszyklus
findet eine dynamische Veranderung der Enzymstruktur statt, bei der PEP und
UDP-GIcNAc zu einem tetrahedrischen Intermediat und abschlieRend zu
Enolpyruvyl-UDP-N-Acetylglukosamin (EP-UDP-GIcNAc) und Phosphat (Pi)
umgesetzt werden (Schoéonbrunn et al., 2000, Jackson et al, 2009).
Moglicherweise muss MurA in einer bestimmten Konformation vorliegen, um mit
ReoM interagieren zu konnen. Eventuell werden so Interaktionsbereiche
zuganglich. Bekannte Interaktionsstellen sind N197 und S262 (Wamp et al.,
2022). Betrachtet man die Proteinstruktur von L. monocytogenes, so kodnnte
durch die Substratbindung und Konformationsanderung zumindest die
Aminosaure N197 fur die Bindung an ReoM exponiert werden (vgl. Abb.: 32).
Interessant ist die Frage, ob die Substratbindung eine regulatorische
Komponente darstellt. Moglicherweise ist der Abbau von MurA nur notwendig,
wenn das Enzym mit Substraten versorgt ist, da sonst ohnehin keine
Peptidoglykanbiosynthese stattfinden kann. Der Abbau von MurA kénnte dann

dazu fuhren, dass die zuvor gebundenen Substrate wieder freigesetzt werden
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und flr andere Stoffwechselwege zur Verfligung stehen. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass die Proteolyse von MurA durch Trypsin in vitro
beeintrachtigt ist, wenn MurA in der geschlossenen Konformation, also mit
gebundenen Substraten, vorliegt (Krekel et al, 1999). Inwieweit der
Versuchsaufbau auch fur die Proteolyse durch den ClpCP-Komplex gilt, der mit
Hilfe der ATPase-Untereinheit das Protein entfaltet, ist jedoch fraglich (Horwich
et al., 1999).

Neben PEP und UDP-GIcNAc kann MurA aus E. coli auch das MurA/MurB-
Reaktionsprodukt UDP-MurNAc binden und wird durch dieses enzymatisch
inhibiert (Mizyed et al., 2005). Die Bindung von UDP-MurNAc fuhrt zu einer
staged conformation, die sich durch eine Verschiebung von Enzym-Ligand-
Kontakten zu Intraproteinkontakten von der geschlossenen Konformation
unterscheidet (Mizyed et al., 2005, Jackson et al., 2009). Fur die Entstehung der
staged conformation ist das aktive Cystein (L. monocytogenes MurA C117)
relevant. Die Aminosaure bindet PEP oder den Inhibitor Fosfomycin und ist fur
die katalytische Funktion von MurA essentiell. AuRBerdem ist C117 an der
Freisetzung des MurA-Reaktionsproduktes beteiligt (Marquardt et al., 1994, Kim
et al., 1996, Eschenburg et al., 2005). Auch die getesteten MurA-Varianten K22V
und N23A sind in ihrer Enzymaktivitat verringert (<0,5%), wahrend MurA C117A
keine katalytische Aktivitat besitzt (Kim et al., 1996, Samland et al., 1999,
Samland et al., 2001). Ob die Bindung von PEP und UDP-GIcNAc, die Bindung
von UDP-MurNAc oder die enzymatische Aktivitat von MurA und damit die
Fahigkeit, die verschiedenen Konformationen einzunehmen und Produkte
freizusetzen, fur die Bindung an ReoM entscheidend ist, Iasst sich aus den Daten
nicht eindeutig ableiten. Dazu sind weitere Untersuchungen der
Wechselwirkungen zwischen MurA und ReoM in Gegenwart verschiedener

Substrate notwendig.
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Abbildung 32: Proteinstruktur des MurA-Monomers.
(A) E. coli MurA-Monomer in der offenen Struktur (PDB: 1NAW) (Schénbrunn et al., 1996).

(B) E.coli MurA-Monomer in der geschlossenen Struktur (PDB: 1TUAE) (Skarzynski ef al., 1996).
In Gelb sind die Aminosauren K22, N23 und C115 markiert, die an der Substratbindung
und -umsetzung beteiligt sind (Kim et al., 1996, Samland et al., 1999, Samland et al., 2001). Die
Substrate Fosfomycin und UDP-GIcNAc sind in hellblau dargestellt.

(C) L. monocytogenes MurA-Monomer (PDB: 3R38) (unverdffentlicht). In Gelb sind die
Aminosauren K22, N23 und C117 markiert, die an der Substratbindung und -umsetzung beteiligt
sind. Hellblau markiert wurden die Aminosauren N197 und S262, welche fir die Bindung von
ReoM eine Rolle spielen.

4.6 Die PASTA-Domanen sind fur die vollstandige Aktivitat der Kinase PrkA

notwendig

Die Rolle der PASTA-Domanen von eSTKs bei der Aktivierung der Kinase wurde
in verschiedenen Organismen untersucht. So konnte beispielsweise bei PrkC aus
B. subtilis in vitro keine Aktivitatsanderung der Kinase durch das Fehlen der
PASTA-Domanen nachgewiesen werden. Daruber hinaus konnte in vitro auch
nicht nachgewiesen werden, dass Muropeptide die Aktivitat des vollstandigen
Proteins modulieren. In vivo-Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die
Aktivitat der Kinase in der stationaren Wachstumsphase von den PASTA-
Domanen und der Bindung extrazellularer Peptidoglykanfragmente abhangt
(Pompeo et al., 2018). Auch Untersuchungen von StkP (S. pneumoniae) konnten
zeigen, dass die PASTA-Domanen flr die Aktivitat der Kinase in vivo notwendig
sind. AuRerdem korrelierte die Kinaseaktivitat mit der Anzahl der PASTA-
Domaéanen (Zucchini et al., 2018). In M. tuberculosis fuhrt die fehlende Bindung
extrazellularer Liganden, wie Peptidoglykanfragmente, an die PASTA-Domanen
von PknB zu einer Hyperaktivierung der Kinase (Kaur et al., 2019). Darutber
hinaus wird die Kinaseaktivitat durch andere Faktoren, wie beispielsweise die
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Interaktion mit Substraten, kontrolliert (Pompeo et al., 2015). Bei PrkA aus
L. monocytogenes konnte in Abwesenheit der extrazellularen PASTA-Domanen
und eines Teils der Transmembranregion eine reduzierte ReoM-
Phosphorylierung beobachtet werden. Gleichzeitig blieb die intrazellulare MurA-
Menge unverandert. Die Reduktion der ReoM-Phosphorylierung erfolgte also
unabhangig von MurA. Daruber hinaus wurde auch weiterhin eine reduzierte
Phosphorylierung beobachtet, wenn ReoM-His in der prkAAC-Mutante
Uberproduziert wurde. Beides zusammen deutet darauf hin, dass die reduzierte
ReoM-Phosphorylierung in der prkAAC-Mutante nicht auf ein Ungleichgewicht
zwischen MurA, ReoM und PrkA zurtckzuflhren ist. Das Fehlen der PASTA-
Domanen und eines Teils der Transmembranregion vermindert also vermutlich
die Kinaseaktivitdt. Um die Rolle der PASTA-Domanen und der
Transmembranregion flr die Kinaseaktivitat von PrkA besser unterscheiden zu
kdnnen, sollten weitere Mutanten untersucht werden, bei denen entweder nur die
PASTA-Doméanen oder die PASTA-Domanen zusammen mit der gesamten
Transmembrandomane fehlen. Beispielsweise kann B. subtilis PrkC ohne die
Transmembranregion und unabhangig von den PASTA-Domanen nicht mehr an
den Zellpolen oder am Septum lokalisiert werden (Pompeo et al., 2018). Im Fall
von StkP verhindert allein das Fehlen der PASTA-Domanen die Lokalisierung an
der Zellteilungsstelle (Beilharz et al., 2012, Fleurie et al., 2012). Es ist nicht
geklart, wo PrkA aus L. monocytogenes in der Zelle lokalisiert ist und ob die
zellulare Verortung mit der Kinaseaktivitadt und den PASTA-Domanen
zusammenhangt. Die Position von PrkA in der Zelle konnte durch die Markierung
mit einem fluoreszierenden Protein untersucht werden. Um festzustellen, ob
PrkA, wie PrkC in B. subtilis, durch die PASTA-Domanen in Abhangigkeit von der
Wachstumsphase aktiviert wird, musste man die Autophosphorylierung von
PrkAAC in verschiedenen Wachstumsphasen kontrollieren. Der indirekte
Nachweis mittels ReoM-Phosphorylierung war fur diesen Zweck nicht sensitiv

genug ist (Daten nicht gezeigt) (Pompeo et al., 2018).

4.7 Lipid Il ist kein Signalmolekul von PrkA

In S. aureus konnte in vitro eine Interaktion zwischen der PASTA-eSTK PknB
(Stk1) und Lipid Il nachgewiesen werden. Daruber hinaus wurde eine zellulare
Delokalisierung von PknB beobachtet, wenn die Biosynthese von Lipid Il durch
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Zugabe von Tunicamycin gehemmt wurde. Unter Standardlaborbedingungen
befindet sich PknB an den Zellteilungsstellen. Durch das Fehlen der PASTA-
Domanen verliert das Protein ebenfalls diese septale Lokalisation (Hardt et al.,
2017). Ahnliches wurde fiir PknB aus M. tuberculosis gezeigt (Kaur et al., 2019).
Aulerdem soll die Bindung von Lipid Il die Kinaseakivitat von PknB hemmen
(Kaur et al., 2019). In L. monocytogenes konnte durch die Depletion von MurJ2
bei gleichzeitiger Abwesenheit der zweiten Flippase MurJ1 keine Anderung der
ReoM-Phosphorylierung festgestellt werden. Aufgrund der reduzierten MurJ-
Synthese sollte weniger Lipid Il Gber die Membran transportiert werden und sich
somit im extrazellularen Bereich befinden. Daraus kann geschlossen werden,
dass das extrazellulare Lipid Il PrkA nicht aktiviert, da sonst eine Abnahme der
ReoM-Phosphorylierung zu beobachten gewesen ware. Ob Lipid Il eine
inhibitorische Funktion wie bei M. tuberculosis besitzt, kann aus dem Experiment
nicht abgeleitet werden. Kontrollversuche konnten zeigen, dass die Depletion von
Murd eine 4-fach geringere Lysozymresistenz verursacht, die auf einen
Zellwanddefekt schlieRen lasst (Rothe et al., 2024). Die Komplementation von
MurJ flhrte wiederum zu einer Lysozymresistenz auf Wildtypniveau (Rothe et al.,
2024). Um feststellen zu kdnnen, ob extrazellulares Lipid Il die Aktivitat von PrkA
reduziert, brauchte man eine Mutante, die grof3ere Mengen Lipid Il Gber die
Membran transportieren kann als der Wildtypstamm und die dementsprechend

auch eine hoéhere Lysozymresistenz aufweist als der Wildtypstamm.

Bei diesen Ergebnissen ist jedoch auch zu berlcksichtigen, dass ein anderer
Stammbhintergrund verwendet wurde. Im Stamm 10304S ist PrkA nicht essentiell,
was bedeuten konnte, dass die Regulation der Peptidoglykanbiosynthese durch
PrkA, ReoM und MurA anders verlauft als in EGD-e (Kelliher et al., 2021). Zur
Validierung der Ergebnisse sollte zusatzlich die Menge an extrazellularem Lipid Il
bestimmt werden. Man konnte beispielsweise mittels HADA- (3-[[(7-Hydroxy-2-
oxo-2H-1-Benzopyran-3-yl)Carbonyl]JAmino]-D-Alanin-Hydrochlorid-) ~ Farbung
die Peptidoglykanproduktion quantifizieren, die von der Verfugbarkeit des
Vorlaufermolekuls Lipid Il abhangig ist (Kuru et al., 2012). Aber auch die
Resistenz gegenuber zellwandschadigenden Antibiotika koénnte indirekt
Aufschluss Uber die Intensitdt der Peptidoglykanbiosynthese und die

Verfligbarkeit von extrazellularem Lipid Il geben.
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4.8 Die Stoérung der Zellteilung oder der Zellverlangerung hat keine Auswirkung

auf die Phosphorylierung von ReoM

Die Verortung der PASTA-eSTKs an des Zellteilungsstellen sowie
Phosphorylierungssubstrate, die mit dem Divisom oder Elongasom assoziiert
sind, deuten darauf hin, dass die Regulation der Peptidoglykanbiosynthese in
Koordination mit dem Zellzyklus stattfindet (Kang et al., 2005, Thakur &
Chakraborti, 2006, Sun et al., 2010, Pompeo et al., 2015, Hardt et al., 2017,
Pompeo et al., 2018, Kaur et al., 2019, Sun et al., 2023).

Die Transglykosylasen FtsW1 und das PBPB2 werden fur die Zellteilung benétigt
(Rismondo et al., 2015, Rismondo et al., 2019). RodA1 und PBPB1 hingegen
sind fur das laterale Zellwachstum verantwortlich (Rismondo et al., 2015,
Rismondo et al., 2019, Liu et al., 2021). Das Genom von L. monocytogenes
10403S codiert drei rodA Homologe und zwei fisW Homologe, wobei sich ftsW1
als essentiell herausgestellt hat (Rismondo et al., 2019). Weiterhin ist die
Anwesenheit von RodA1 allein ausreichend, um die Zellform von
L. monocytogenes zu erhalten (Rismondo et al., 2019). Die Depletion dieser
wichtigen Transglykosylasen und Penicillin-bindenden Proteine der Zellteilung
und Zellverlangerung fuhrte nicht zur Veranderung der ReoM-Phosphorylierung
im Vergleich zum Wildtyp. Daraus kann geschlossen werden, dass die Enzyme
bei der Regulation der Peptidoglykanbiosynthese durch ReoM keine Rolle
spielen. Dieses Ergebnis wird auch dadurch gestutzt, dass selbst das Fehlen
anderer, nicht essentieller Proteine des Divsioms (DivIVA, PBPA1, SepF, ZapA,
MinCD, MinC, MinJ), das zum Teil zu schweren Storungen im Ablauf der
Zellteilung fuhrt, keinen Einfluss auf die ReoM-Phosphorylierung zeigte. Die
Ergebnisse passen zu Beobachtungen in B. subtilis, wo die PASTA-eSTK PrkC
u. a. eine Rolle in anderen Prozessen, wie der Biofilm- und Sporenbildung
zugeordnet wird (Gaidenko et al., 2002, Madec et al., 2002, Shah et al., 2008).

4.9 GpsB ist ein Aktivator von PrkA

Bereits in E. faecalis und B. subtilis konnte gezeigt werden, dass GpsB die
Aktivitat der korrespondierenden PASTA-eSTK erhoht (Pompeo et al., 2015,
Pompeo et al., 2018, Minton et al., 2022, VanZeeland et al., 2023). Dies
geschieht in B. subtilis allerdings nur wahrend des Zellwachstums. In der
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stationaren Wachstumsphase soll die Aktivitat der PASTA-eSTK durch
extrazellulare Peptidoglykanfragmente stimuliert werden (Pompeo et al., 2018).
In E. faecalis wurde postuliert, dass IreK nicht nur durch extrazellulare Signale
aktiviert wird, sondern, dass ein weiterer Signalgeber die Aktivitat der Kinase in
Bezug auf Zellwachstum und Zellteilung steuert (Labbe & Kristich, 2017). In
S. pneumoniae weisen GpsB und die PASTA-eSTK StkP verschiedene
Lokalisierungsmuster auf, die sich aber in jedem Stadium des Zellzykus
uberschneiden (Tsui et al., 2014, Rued et al.,, 2017). In L. monocytogenes
reduzierte die Abwesenheit von GpsB die Phosphorylierung von ReoM. Die
Abnahme der ReoM-Phosphorylierung in der AgpsB-Mutante konnte beobachtet
werden, wenn keine Anreicherung von MurA durch die artifizielle Uberproduktion
des Proteins oder die Storung der Proteolyse von MurA erfolgte. Selbst wenn
ReoM-His in der AgpsB-Mutante Uberproduziert wurde, konnte die Verminderung
der ReoM-Phosphorylierung noch nachgewiesen werden. Eine Stérung des
Gleichgewichts zwischen MurA, ReoM und PrkA ist also vermutlich nicht die
Ursache fur die verminderte ReoM-Phosphorylierung. Daher ist anzunehmen,
dass GpsB flr die vollstandige PrkA-Aktivitat notwendig ist. Die zusatzliche
Deletion von prpC, also das Fehlen der Phosphatase, ergab, dass PrkA auch
ohne GpsB eine Restaktivitat aufweist, da in diesem Stammhintergrund wieder
phosphoryliertes ReoM nachweisbar war. Au3erdem war es nicht mdglich
prkAAC- und AgpsB-Deletionen zu kombinieren (Daten nicht gezeigt), da die
Aktivitat von PrkAAC bei gleichzeitigem Fehlen von GpsB vermutlich so stark

reduziert wird, dass sie mit dem Fehlen von PrkA gleichgesetzt werden kann.

Die Hypothese, dass GpsB die PASTA-eSTK PrkA aktiviert, wird dadurch
unterstitzt, dass die AgpsB-Mutante und die prkAAC-Mutante ahnliche
Phanotypen ausbildeten. Die Reduktion der ReoM-Phosphorylierung durch das
Fehlen von GpsB war starker als durch das Fehlen der PASTA-Doméanen von
PrkA, weshalb die AgpsB-Mutante vermutlich auch starkere Phanotypen als die
prkAAC-Mutante aufwies. Beide Stamme, also die prkAAC-Mutante und die
AgpsB-Mutante zeigten kein Wachstum bei 42 °C. Bei dieser erhodhten
Wachstumstemperatur wird die ClpCP-Protease verstarkt synthetisiert
(Rouquette et al., 1996, Nair et al, 2000). Da gleichzeitig die ReoM-
Phosphorylierung in beiden Mutanten reduziert ist, findet vermutlich eine deutlich
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gesteigerte MurA-Proteolyse statt, die kein Wachstum mehr erlaubt. Dies erklart
auch, warum die Suppressoren der AgpsB-Mutante bei 42 °C Mutationen
akkumulierten, die den Abbau von MurA verringerten oder inhibierten (Rismondo
et al., 2016a, Wamp et al., 2020, Wamp et al., 2022). Auch die geringere
Ceftriaxonresistenz der prkAAC-Mutante und AgpsB-Mutante lasst sich durch
eine gesteigerte MurA-Proteolyse in Folge der verringerten ReoM-
Phosphorylierung erklaren. Der Abbau von MurA fuhrt vermutlich zu einer
verminderten Peptidoglykanbiosynthese, wodurch Zellwandschaden nicht mehr
ausgeglichen werden konnen. Daruber hinaus sollte nicht unerwahnt bleiben,
dass das Fehlen von GpsB die Aktivitat von PBPA1 stort (Rismondo et al.,
2016b). Auch dadurch kdnnen mdglicherweise negative Auswirkungen auf das

Wachstum und die Ceftriaxonresistenz der AgpsB-Mutante entstanden sein.

Die prkAAC-Mutante und die AgpsB-Mutante waren aullerdem resistenter
gegenuber Lysozym als der Wildtypstamm. Die Resistenz der AgpsB-Mutante
gegenuber Lysozym wird auf eine Interaktion des Proteins mit PBPA1 und der
Peptidoglykan-N-Deacetylase PgdA zurlickgefuhrt. Der Proteinkomplex
moduliert die Aktivitat von PgdA (Rismondo et al., 2018). Es ist nicht bekannt, ob
PrkA eine Rolle in diesem Proteinnetzwerk spielt. Die Ergebnisse, die auch eine
erhdohte Lysozymresistenz der prkAAC-Mutante zeigten, deuten darauf hin.
Madglicherweise fuhrt aber auch die verringerte Peptidoglykanbiosynthese der
prkAAC-Mutante bei gleichbleibender PgdA-Menge dazu, dass sich das
Verhaltnis zwischen Substrat (Peptidoglykan) und PgdA zugunsten von PgdA
verschiebt. Dadurch wird mdoglicherweise der Anteil an N-deacetyliertem

Peptidoglykan erhoht und als Folge die Lysozymresistenz gesteigert.

Die alleinige Deletion von gpsB fuhrt zu Wachstums-, Zellteilungs- und
Zellwanddefekten. Die Zellen der AgpsB-Mutante sind dadurch geringfugig
langer als Wildtypzellen (Rismondo et al., 2016b). Auch Zellen der AdivIVA-
Mutante weisen einen Zellteilungsdefekt auf, der auf eine gestdrte Exkretion von
Autolysinen und eine Fehlregulation der Zellteilung zurickzufuhren ist (Halbedel
et al., 2012, Kaval et al., 2014). Die gleichzeitige Deletion beider Gene (divIVA
und gpsB) verstarkte diesen Zellteilungsdefekt und fuhrte zu signifikant
verlangerten Zellen. Daraus wurde geschlossen, dass sich die Funktionen von
GpsB und DivIVA bei der Zellteilung Uberschneiden (Rismondo et al., 2016b). Da
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auch bei der Kombination der prkAAC- und AdivIVA-Deletionen eine signifikante
Zellverlangerung im Vergleich zu den Einzeldeletionsmutanten beobachtet
wurde, konnte PrkA ebenfalls in den Prozess der Zellteilung involviert sein. Ob
es sich dabei um eine strukturelle oder regulatorische Funktion von PrkA handelt,
muss noch geklart werden. In S. pneumoniae konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass GpsB notwendig flr die Phosphorylierung von StkP-Substraten wie
DivIVA ist. Dadurch ist StkP Teil der Regulation der ellipsoiden

Pneumokokkenzellform (Fleurie et al., 2014).

4.10 FUr die Aktivierung von PrkA muss GpsB in der Lage sein, eine

Hexamerstruktur zu bilden

Fuir GpsB sind bisher nur Interaktionspartner identifiziert worden, die sich
innerhalb der Zytoplasmamembran befinden oder daran gebunden sind
(Halbedel & Lewis, 2019). Diese Interaktionen werden durch die N-terminale
Doméne von GpsB vermittelt, die auch fur die Membranbindung von GpsB
notwendig ist (vgl. Abb.: 33) (Cleverley et al., 2016, Rismondo et al., 2016b,
Cleverley et al., 2019). GpsB-Varianten, die in ihrer Interaktion mit der
Zytoplasmamembran oder PBPA1 Dbeeintrachtigt sind, weisen ein
Wachstumsdefizit auf (vgl. Abb.: 33 A & B) (Rismondo et al., 2016b). Dieses ist
jedoch nicht auf eine verringerte PrkA-Aktivitat zurickzuflihren, da in Stammen,
die diese GpsB-Varianten synthetisierten, keine Verringerung der ReoM-
Phosphorylierung beobachtet wurde. Die Ursache des Wachstumsdefizits ist
vermutlich auf eine Aktivitatsanderung von PBPA1 durch die Stérung der
Interaktion mit GpsB zuruckzufuhren (Rismondo et al., 2016b). Der N-Terminus
von GpsB ist also wahrscheinlich nicht an der Interaktion mit PrkA beteiligt, und
auch die Membranbindung scheint nicht relevant fur die Aktivierung von PrkA zu
sein. DarUber hinaus wurde GpsB als Phosphorylierungsziel von PASTA-eSTKs
beschrieben. In E. faecalis wurden acht mogliche Phosphorylierungsstellen von
GpsB identifiziert (lannetta et al., 2021). Es konnte gezeigt werden, dass die
Fahigkeit von GpsB, IreK zu aktivieren, durch die Phosphorylierung der
Aminosauren S80 und T84 beeintrachtigt wird (VanZeeland et al., 2023). Auch in
GpsB aus B. subtilis wurde eine Aminosaure (T75) identifiziert, durch deren
Phosphorylierung die PrkC-Kinaseaktivitat reduziert wird (Pompeo et al., 2015).
Wurde in L. monocytogenes die aquivalente Aminosaure (T88) durch eine
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Aminosaure ersetzt, die eine Phosphorylierung imitiert (T88D), so wurde GpsB
fast vollstandig inaktiviert, was sich durch ein vermindertes Wachstum zeigte
(Cleverley et al., 2016). Diese GpsB-Subtitution fuhrte auch zu einer sehr
geringen Reduktion der ReoM-Phosphorylierung. Es konnte also sein, dass auch
GpsB T88D die Aktivitat von PrkA verringert. Die phosphoablative Variante
(GpsB T88A) zeigte dagegen wie in B. subtilis keinen Phanotyp (Pompeo et al.,
2015, Cleverley et al., 2016).

Alle C-terminalen Substitutionen in GpsB (L. monocytogenes), die fur die
Hexamerbildung notwendig sind, fihrten zu einem Wachstumsdefizit, das dem
der gpsB-Deletion entsprach (vgl. Abb.: 33 C) (Cleverley et al., 2016, Rismondo
et al., 2016b). Diese Substitutionen beeintrachtigten auch die ReoM-
Phosphorylierung. Es ist daher anzunehmen, dass die Oligomerisierung von
GpsB zu einem Hexamer fur die Aktivierung von PrkA notwendig ist.
Moglicherweise interagieren die beiden Proteine auch mittels der C-terminalen
Doméane von GpsB. Interessant ist, dass das Fehlen des GpsB-Analog DivIVA
keine Verringerung der ReoM-Phosphorylierung verursachte. Die Proteine GpsB
und DivIVA ahneln sich in ihrer Struktur und vor allem die N-terminale Doméane
ist konserviert (Rismondo et al., 2016b). Im Vergleich zum C-Terminus von
DivIVA ist die C-terminale Domane von GpsB jedoch verkirzt (Rismondo et al.,
2016b). Bei DivIVA vermittelt die C-terminale Domane Interaktionen mit
zytosolischen Proteinen (van Baarle et al., 2013, Halbedel & Lewis, 2019). Die
strukturell unterschiedlichen C-Termini von GpsB und DivIVA kénnten also

erklaren, warum DivIVA die Phosphorylierung von ReoM nicht beeinflusst.
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Abbildung 33: Proteinstruktur von GpsB aus B. subtilis.
(A) Putatives GpsB Hexamer (Cleverley et al., 2016).

(B) GpsB N-Terminus als Dimer (PDB:4UG3) (Rismondo et al., 2016b). In Gelb sind Aminosauren
markiert, die die Membranbindung vermitteln: R23 (R25). Griin markiert sind Aminosauren, die
die Interaktion mit PBPA1 vermitteln: Y25 (Y27), V30 (V32), D31 (D33), L34 (L36), D35 (D37),
138 (140). In Klammern sind die korrespondierenden Aminosauren aus L. monocytogenes
vermerkt.

(C) GpsB C-Terminus als Trimer (PDB: 5AN5) (Rismondo et al., 2016b). Aminosauren, die die
Oligomerisierung vermitteln sind farblich markiert. In Gelb: F78 (F91), L81 (L94), F92 (F105). In
Grau: R83 (R96), E88 (E101) (Cleverley et al., 2016, Rismondo et al., 2016b). In Klammern sind
die korrespondierenden Aminosauren aus L. monocytogenes vermerkt.

4.11 Die Wachstumsphasenabhangige Reduktion der PG-Biosynthese wird von
PrpC kontrolliert

In E. faecalis konnte bereits gezeigt werden, dass die Phosphorylierung der
PASTA-eSTK IreK und des ReoM-Homologs IreB in der stationaren Phase
abnimmt (Labbe & Kristich, 2017). Eine vermutlich damit verbundene Abnahme
der intrazellularen MurAA-Menge in der stationaren Wachstumsphase wurde
etwas spater nachgewiesen (Mascari et al., 2023). Diese Ergebnisse konnten in
L. monocytogenes bestatigt werden. In der spaten stationaren Wachstumsphase
wurde ebenfalls eine Abnahme der ReoM-Phosphorylierung beobachtet, die mit
einem Abbau von MurA einherging. Dagegen spielte die Wachstumstemperatur
fur die Phosphorylierung von ReoM keine Rolle, obwohl die Synthese von ClpCP
temperaturabhangig reguliert wird. (Rouquette et al., 1996, Nair et al., 2000).
Neu ist, dass diese Abnahme der ReoM-Phosphorylierung in der stationaren

Phase PrpC-abhangig ist, da sie nach der Depletion von PrpC nicht mehr
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nachweisbar war. Moglicherweise reagiert das Regulationssystem damit auf
einen Nahrstoffmangel, der bei hoher Zelldichte auftreten kann. Als Folge wird
die Aktivitat oder Synthese von PrpC erhoht, um den Abbau von MurA zu
steigern. Dadurch wird die Peptidoglykanbiosynthese gedrosselt und Energie
und Ressourcen gespart. Gleichzeitig werden auch das Zellwachstum und die
Zellvermehrung reduziert. Um festzustellen, ob Nahrstoffmangel ein Signalgeber
ist, kdbnnte die ReoM-Phosphorylierung in Stammen untersucht werden, die in
einem definierten Minimalmedium kultiviert wurden. Bezuglich der Synthese von
PrpC ist bisher nur bekannt, dass in B. subtilis die Expression von prpC wahrend
der exponentiellen und frihen stationaren Wachstumsphase konstant ist
(Obuchowski et al., 2000). Untersuchungen zur Expression von prpC in
L. monocytogenes konnten Aufschluss dartber geben, ob die Regulation an die
Aktivitat oder an die Proteinmenge von PrpC gekoppelt ist. Zusatzlich lasst sich
nicht ausschlie®Ben, dass auch die Aktivitdt der PASTA-eSTK PrkA in der
stationaren Wachstumsphase reduziert ist. Um dies ermitteln zu kénnen, ist eine
andere Methode notwendig. In Frage kame beispielsweise die direkte Analyse
der Autophosphorylierung von PrkA mittels Phospho-tag SDS-Gel, die auch bei
E. faecalis verwendet wurde (Labbe & Kristich, 2017).

Interessant ist auch, dass die intermediare Phosphorylierungsform von ReoM in
allen Wachstumsstadien abnimmt, wenn PrpC depletiert ist. Hierbei kénnte es

sich eine weitere Komponente der Regulation handeln, die es zu untersuchen
gilt.
4.12 ReoM steuert primar den Abbau von MurA

Die Proteomdaten geben einen Hinweis darauf, welche zytoplasmatischen
Proteine in den Stammen LMSW30 (AreoM) und LMJR138 (AclpC) in der
logarithmischen Wachstumsphase im Vergleich zum Wildtypstamm angereichert
sind oder de novo synthetisiert wurden. Der Nachweis einer signifikanten
Akkumulation von MurA in beiden Stammen ist ein guter Hinweis darauf, dass
das Experiment trotz der hohen Empfindlichkeit der Methode und der damit
verbundenen hohen Fehlerquote korrekte Daten liefern konnte. Allerdings konnte
in beiden Stammen nur eine ca. 2-fache Anreicherung von MurA nachgewiesen
werden, wahrend Analysen mittels Westernblot und Immundektion eine

mindestens 5-fache Anreicherung im Vergleich zum Wildtyp zeigten (Wamp et
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al., 2020). Insgesamt wurden nur wenige Proteine identifiziert, die sowohl in der
AreoM- als auch in der AclpC-Mutante angereichert waren oder de novo
synthetisiert wurden. Davon lassen einige, wie CmodJ und FIgC, keinen direkten
Bezug zur Peptidoglykanbiosynthese erkennen. Auffallend war aber die starke
Anreicherung von FIgC, allerdings mit grolRen Unterschieden in der Intensitat
zwischen den Replikaten. Es konnte ein erster Eindruck gewonnen werden, ob
die Geildelbildung in den Mutanten verandert ist, indem die Zellmotilitat

untersucht wird.

In beiden Stammen akkumulierte auRerdem die Endopeptidase CwhA (p60). Ein
zweites Peptidoglykan-lytisches Protein, Lmo2504, konnte zusatzlich in beiden
Stammen de novo nachgewiesen werden. Das Gen von Lmo2504 befindet sich
in L. monocytogenes direkt hinter sp/ (p45). p45 besitzt strukturelle Ahnlichkeit zu
p60, weshalb dem Protein ebenfalls eine Endopeptidasefunktion zugeschrieben
wird (Schubert et al., 2000). Im Gegensatz dazu weist Lmo02504 nur eine geringe
Sequenzidentitat mit p45 und p60 auf (26,63 % und 17,46 % CLUSTAL O (1.2.4)
multiple sequence alignment). Die lytische Aktivitat von Lmo2504 muss also noch
experimentell verifiziert werden. Bekannt ist bisher nur, dass das Protein zur
Biofilmbildung beitragt (Lourenco et al., 2013). Auch die Akkumulation beider
Proteine, p45 und p60, in AreoM- und AclpC-Mutanten musste noch
experimentell bestatigt werden. In M. ftuberculosis konnte bereits ein
Zusammenhang zwischen einem Peptidoglykan-lytischen Protein und der
Regulation der Peptidoglykanbiosynthese erbracht werden: Die Amidase CwhM
wird durch die PASTA-eSTK PknB phosphoryliert und aktiviert daraufhin
allosterisch MurA (Boutte et al., 2016, Turapov et al., 2018).

Auffallend war auch, dass ReoY in der AclpC-Mutante um das 8-fache und
statistisch signifikant angereichert war. Die Herstellung eines Antiserums gegen
ReoY ermoglichte die Verifizierung der Akkumulation des Proteins in diesem
Stamm. Es wird vermutet, dass ReoY als Adapterprotein von ClpC fungiert, da
bereits in BACTH-Experimenten eine Interaktion mit dieser ATPase
nachgewiesen wurde (Wamp et al., 2020). Die Proteomdaten unterstitzen damit
die Idee, dass ReoY ein Adapterprotein von ClpC ist und erweitern sie, indem sie
zeigen, dass ReoY auch von CIpCP abgebaut wird. Fir die Erkennung von

Substraten durch Proteasekomplexe gibt es verschiedene Sequenzen, die
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sowohl in der N-terminalen als auch in der C-terminalen Region oder einem
internen Bereich des Substrats lokalisiert sein kdnnen (Flynn et al., 2003, Kirstein
et al., 2009). Das Adapterprotein von CIpC in B. subtilis, MecA, besitzt
beispielsweise zwei Domanen: Die N-terminale Domane interagiert mit dem zu
proteolysierenden Substrat wahrend die C-terminale Domane einen Komplex mit
ClpC bildet und die ATPase aktiviert (Persuh et al., 1999). Wie ReoY wird auch
MecA durch CIlpCP abgebaut. Mittels GroRenausschlusschromatographie
konnten stabile MecA-ClpC-Komplexe identifiziert werden (Kirstein et al., 2006).
Moglicherweise kdnnen solche direkten Interaktionen auch zwischen ReoY und
ClpC nachgewiesen werden. Allerdings ahnelt die Aminosauresequenz von
ReoY der von MecA kaum (22,39 % CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence

alignment), so dass auch ein anderer Mechanismus zugrunde liegen konnte.

Im GrofRen und Ganzen fehlen noch Folgeexperimente, die die Proteomdaten
verifizieren und erweitern. Die Tatsache, dass insgesamt sehr wenige
Uberschneidungen zwischen der AreoM- und AclpC-Mutante gefunden wurden,
|asst die vorsichtige Vermutung zu, dass ReoM vor allem als Regulator der MurA-

Degradation wirkt.

Unterstitzt wird diese Annahme auch dadurch, dass die Phosphorylierung von
ReoM von der Interaktion des Proteins mit MurA abhangt (vgl. Abschn.: 3.2.4).
Dartber hinaus konnten in dieser Arbeit weitere Faktoren identifiziert werden, die
die Phosphorylierung von ReoM beeinflussen. Diese Erkenntnisse tragen auch
zum Verstandnis der Funktionsweise des Regulationsweges bei. Zur
Veranschaulichung sind diese und weitere Ergebnisse der Arbeit, sowie die
daraus gezogenen Schlisse in der folgenden Abbildung (Abb.: 34)

zusammengefasst.
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Abbildung 34: Modell zur Kontrolle des Abbaus von MurA durch die PrkA-abhédngige
Phosphorylierung von ReoM (Rothe et al., 2024 (angepasst)).

Das ReoM-Dimer wird durch die PASTA-eSTK PrkA phosphoryliert. Dadurch wird die Interaktion
von ReoM mit MurA gestért und der Abbau von MurA verhindert (Wamp et al., 2020). Fir eine
Phosphorylierung von ReoM auf Wildtypniveau ist das als Hexamer vorliegende
Zellteilungsprotein GpsB notwendig, welches vermutlich die Kinase PrkA aktiviert (diese Arbeit).
Die Phosphorylierung von ReoM wird durch die Phosphatase PrpC entfernt (Wamp et al., 2020).
Nicht-phosphoryliertes ReoM ist in der Lage mit MurA zu interagieren und leitet den Abbau von
MurA durch den Proteasekomplex CIpCP ein, wodurch die Peptidoglykanbiosynthese verringert
wird (Wamp et al, 2020). Eine Reduktion der ReoM-Phosphorylierung findet unter
Laborbedingungen in der stationdren Wachstumsphase statt (diese Arbeit). Dazu ist die
Anwesenheit der Phosphatase PrpC notwendig, deren Aktivitat sich moglicherweise als Antwort
auf noch unbekannte Signale in der stationaren Wachstumsphase erhoht (diese Arbeit). Auch
eine intrazelluldre Anreicherung von MurA reduziert die ReoM-Phosphorylierung (diese Arbeit).
Dazu muss MurA mit ReoM interagieren kdnnen, die Substrate UDP-GIcNAc und PEP binden
kénnen und katalytisch aktiv sein (diese Arbeit). Es handelt sich hierbei vermutlich um einen
Kontrollmechanismus, der auf einem Mengengleichgewicht zwischen ReoM und MurA beruht und
daflr sorgt, dass unvorteilhaft hohe MurA-Mengen abgebaut werden. Daflr spricht auch, dass in
diesem Zusammenhang keine Anpassung der Kinaseaktivitdt von PrkA durch extrazellulare
Signalmolekdile wie Lipid 1l nachgewiesen werden konnte (diese Arbeit). An der Degradation von
MurA sind neben ReoM auch ReoY und MurZ beteiligt (Rismondo et al., 2016a, Wamp et al.,
2020). ReoY wird durch die ClpCP-Protease abgebaut und kénnte als Adapterprotein von ClpC
fungieren (Wamp et al., 2020, diese Arbeit). Weiterhin offene Fragen sind mit einem ,?“
gekennzeichnet.
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Abbildung 35: Proteinsequenzvergleich von MurA und MurZ aus L. monocytogenes mit MurA aus E. coli.
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Anhang

Die Aminosauresequenz von MurA aus L. monocytogenes ist als Q8Y4C4/MURA1_LISMO bezeichnet, die Sequenz von MurZ aus L. monocytogenes hat die
Bezeichnung Q8Y4A2/MURAZ2_LISMO und MurA aus E. coli heildt in der Abbildung POA749/MURA_ECOLI. Der Sequenzvergleich wurde mit CLUSTAL O
(1.2.4) durchgefihrt und das Cystein im katalytischen Zentrum der Proteine ist grau hinterlegt.

Tabelle 19: Im Vergleich zu EGD-e signifikant veranderte Proteine in LMJR138 (Ac/pC)

Uniprot Locus ID Beschreibung” Kategorie/Funktion® Veranderung Verdanderung ANOVA T-Test T-Test

ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (log2) EGDe (log.) LMJR138 LMSW30

Q8Y5Y2 Imo1921/ Regulator der CIpCP Cephalosporin-Resistenz 3,03 0,22 6,9E-03 2,9E-03 8,3E-01

reoY Aktivitat
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Uniprot Locus ID Beschreibung* Kategorie/Funktion® Veranderung Verdnderung ANOVA T-Test T-Test
ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (logz) EGDe (log2) LMJR138 LMSW30
Q8Y4T9 Imo2343/ mogliche Coenzym Energieproduktion und - 1,27 0,68 9,8E-02 3,0E-03 5,8E-01
cmod F420-abhangige konversion
N5,N10-Methylen-
Tetrahydromethan-
opterin-Reduktase
und verwandte
Flavin-abhangige
Oxidoreduktase
Q8YAR4 Imo0051/ Reaktionsregulator Transkription; 1,26 -0,20 1,9E-04 8,4E-04 1,5E-01
agrA des Kompetenz- Signaltransduktion; Zwei-
regulons ComE Komponenten-Systeme;
Quorum sensing
Q8Y4C4 Imo2526/ UDP-N- Zellwand- 1,22 1,03 1,5E-03 3,0E-03 4,7E-03
murA Acetylglukosamin-1-  /Membranbiosynthese;
Carboxyvinyltrans- Peptidoglykanbio-synthese
ferase
Q8Y786 Imo1406/ Pyruvat-Formiat- Energieproduktion und - 1,07 -0,31 3,2E-04 1,3E-03 1,2E-01
pfiB Lyase konversion
Q8Y6A9 Imo1782/ mdgliche Replikation, Rekombination 0,77 0,06 6,1E-02 4,4E-03 8,6E-01
xth Exodesoxyribo- und Reparatur
nuklease Il
Q8Y6H3 Imo1713/ Stabchenform- Zellform; Kontrolle des 0,76 0,54 1,1E-03 2,5E-03 2,7E-03
mreBH bestimmendes Zellzyklus, Mitose und
Protein Meiose
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Uniprot Locus ID Beschreibung* Kategorie/Funktion® Veranderung Verdnderung ANOVA T-Test T-Test
ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (log2) EGDe (log2) LMJR138 LMSW30
Q8Y6X8 Imo1553/ Glutamat-1- Coenzymtransport und - 0,69 0,23 7,0E-02 3,2E-03 5,8E-01
hemL Semialdehyd- metabolismus; Biosynthese
Aminotransferase von Ham/ Siroham
Q8Y8D4 Imo0974/ D-Alanin- Zellwandsynthese, 0,67 -0,39 1,9E-03 4,8E-03 1,1E-01
ditA Poly(phosphoribitol)-  Biosynthese von
Ligase-Untereinheit 1 Lipoteichoinsaure
Q8Y5U4 Imo1961 maogliche Posttranslationale 0,66 -0,32 1,2E-01 7,3E-03 4,0E-01
Thioredoxin- Modifikation,
Reduktase Proteinumsatz, Chaperone
Q8Y8T3 Imo0811 mogliche Vorstufe anorganischer 0,60 -0,20 1,9E-02 5,1E-03 4,8E-01
der Kohlensaure- lonentransport und
anhydrase Metabolismus
Q8Y532 Imo2244 unbekannt; ahnelt Translation; rRNA- -0,59 -0,15 1,1E-01 9,7E-03 3,3E-01
der ribosomalen Modifikation und -Reifung
grolien Untereinheit
Pseudouridin-
Synthase D, Bacillus
subtilis YhcT-Typ
Q8Y5Y5 Imo1918/ mdgliche NAD(FAD)- unbekannt -0,66 -0,18 5,8E-02 8,3E-03 3,5E-01
ytfP verwertende
Dehydrogenase
Q8Y449 Imo2611/ Adenylatkinase Nukleotidtransport und - -0,67 0,01 8,1E-04 2,9E-03 9,9E-01
adk metabolismus;

Biosynthese/Erwerb von

Purinnukleotiden




Anhang

Uniprot Locus ID Beschreibung* Kategorie/Funktion® Veranderung Verdnderung ANOVA T-Test T-Test
ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (logz) EGDe (log2) LMJR138 LMSW30
Q8Y3P9 Imo2785/ Katalase anorganischer -0,78 -0,37 1,0E-02 4,1E-03 1,1E-01
kat lonentransport und
Metabolismus;
Phosphoproteine,
Phosphorylierung an einem
Thr/Ser-Rest
Q8Y6C6 Imo1764/ Phosphoribosylamin- Nukleotidtransport und - -0,86 -0,05 3,9E-03 3,4E-03 5,9E-01
purD Glycin-Ligase metabolismus;
Biosynthese/Erwerb von
Purinnukleotiden
Q8YAF1 Imo0178 madglicher Transkription; -0,87 -0,48 1,2E-01 1,2E-03 1,6E-01
Transkriptions- Kohlenhydrattransport und
regulator der ROK- -stoffwechsel
Familie
Q8Y4S3 Imo2359 mdogliche Cof- unbekannt -1,03 -0,24 4,6E-02 8,2E-03 2,6E-01
ahnliche Hydrolase
Q8Y737 Imo1485 mogliche Biosynthese sekundarer -1,06 -0,30 7,9E-02 3,9E-03 3,0E-01
Methyltransferase Metabolite, Transport und
Katabolismus
Q8Y617 Imo1885/ Xanthin- Nukleotidtransport und - -1,14 -0,26 2,7E-02 2,5E-04 4 1E-01
xpt Phosphoribosyltransf metabolismus;
erase Biosynthese/Erwerb von

Purinnukleotiden
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Uniprot Locus ID Beschreibung* Kategorie/Funktion® Veranderung Verdnderung ANOVA T-Test T-Test
ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (log2) EGDe (log2) LMJR138 LMSW30
Q8Y663 Imo1837/ Dihydroorotase Nukleotidtransport und - -2,20 -0,95 59E-03 4,7E-03 1,1E-01
pyrC metabolismus;
Biosynthese/Erwerb von
Pyrimidin-Nukleotiden
*#Informationen von https://listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023)
Tabelle 20: Im Vergleich zu EGD-e signifikant veranderte Proteine in LMSW30 (AreolM)
Uniprot Locus Beschreibung?® Kategorie/Funktion® Veranderung Verdanderung ANOVA T-Test T-Test
ID ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (log2) EGDe (log2) LMJR138 LMSW30
Q8Y9A5 Imo0627 Pepdidoglykan- unbekannt 0,91 1,83 5,56E-03 8,5E-02 2,8E-03
gebundenes Protein
P21171 Imo0582 |Invasionsassoziierte Zellwand- 0,48 1,19 8,3E-03 6,2E-02 8,1E-03
[cwhA sekretierte /Membranbiosynthese;
Endopeptidase Autolytische Aktivitat, die
fur die Peptidoglykan-
synthese erforderlich ist
(Zellverlangerung);
Zellwandabbau/-umsatz
Q8Y4C4 Imo2526 UDP-N- Zellwand- 1,22 1,03 1,5E-03 3,0E-03  4,7E-03
/ImurA  Acetylglukosamin-1- /Membranbiosynthese;
Carboxyvinyltransferase Peptidoglykan-
biosynthese
Q8Y9E8 Imo0581 mdogliche Translation; rRNA- -0,21 0,81 8,4E-04 3,8E-01 1,1E-03
/lywbD  Methyltransferase Modifikation und Reifung
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Uniprot Locus Beschreibung?® Kategorie/Funktion* Veranderung Verdnderung ANOVA T-Test T-Test
ID ID LMJR138/ LMSW30/ EGD-e EGD-e
EGD-e (log>) EGDe (log) LMJR138 LMSW30
Q8Y9TO Imo0443 moglicher Zellhillen- Transkription; 0,10 0,68 5,8E-03 2,6E-01 7,2E-03
assoziierter Membranproteine
Transkriptionsab-
schwacher LytR-CpsA-
Psr, Unterfamilie F1
P65770 Imo1586 anorganisches Kohlenhydrattransport -0,65 -0,61 2,0E-02 4,5E-02 3,6E-03
/nadF Polyphosphat/ATP- und -stoffwechsel;
NAD-Kinase Biosynthese von
Cofaktoren; Biosynthese
von NAD(P)
Q8YAE7 Imo0183 mogliche Alpha- Kohlenhydrattransport -0,33 -0,64 1,6E-02 2,1E-01 1,8E-03
Glucosidase und -stoffwechsel;
Verwertung von
spezifischen
Kohlenstoffquellen;
Verwertung von
Starke/Maltodextrin
Q8Y6X4 Imo1557 Glutamyl-tRNA- Coenzymtransport und - 1,09 -0,87 7,9E-04 1,8E-02 7,0E-03
[hemA Reduktase metabolismus;
Biosynthese von Ham/
Siroham
PODJP1  Imo1469 30S ribosomales Protein Translation; Ribosomale -0,22 -1,18 1,7E-02 5,0E-01 3,7E-03

/rpsU S21 Proteine

#Informationen von https://listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023)
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Tabelle 21: De novo-synthetisierte Proteine in LMJR138 (AcipC)

Anhang

Uniprot Locus ID Produkt? Kategorie/Funktion* Mittelwert der
ID korrigierten LFQ*
Intensitaten
Q92D15 Imo1007 unbekannt unbekannt 16820000
Q8Y8G4 Imo0940 unbekannt unbekannt 6946300
Q8Y4C8 Imo2522 resuscitation promoting factor Zellwand-/Membranbiosynthese; 2335003
(Pinto et al., 2013) Zellwandabbau/-umsatz, Autolyse;
Cephalosporin-Resistenz
Q8Y8Q0 Imo0846 mdgliche Excinuklease ABC Untereinheit C  Replikation, Rekombination und Reparatur 1988567
Q8Y978 Imo0655 mogliche Serin/Threonine Mechanismen der Signaltransduktion 1752043
Proteinphosphatase
Q8Y8J4  Imo0907 mdgliche Phosphoglycerat-Mutase Kohlenhydrattransport und -stoffwechsel 1618570
Q8Y4K1 Imo2437 unbekannt unbekannt 1556220
Q8Y6K5 Imo1679/metC Cystathionin-Beta-Lyase Transport und Stoffwechsel von 1479333
Aminosauren; Biosynthese/Erwerb von
Aminoséauren; Biosynthese/Erwerb von
Cystein und Methionin/ S-Adenosylmethionin
Q8Y9R4 Imo0459 unbekannt unbekannt 1223333
Q8Y8V4  Imo0788 moglicher Aktivator der (R)-2- Lipidtransport und -stoffwechsel 1136957
Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase
Q8Y5U2 Imo1963/timB  Tartrolon B ABC-Transporter Export von antimikrobiellen Substanzen; 1042380
Resistenz gegen das Makrodiolid-
Antibiotikum Tartrolon B
Q8Y4E2 Imo2504 mogliches Peptidoglykan-lytisches Protein Zellwand-/Membranbiosynthese; 998173
P45 Zellwandabbau/-umsatz; Autolyse
Q8Y589 Imo2180 unbekannt unbekannt 988853
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Anhang

Uniprot Locus ID Produkt? Kategorie/Funktion* Mittelwert der
ID korrigierten LFQ*
Intensitaten
Q8Y400 Imo2678/kdpE  mdglicher DNA-Bindungsreaktionsregulator ~ Transkription; 930653
Signaltransduktionsmechanismen;
Transkriptionsfaktoren und ihre Kontrolle,
Reaktionsregulatoren des
Zweikomponentensystems
Q8Y736 Imo1487 mogliche Hydrolase (HAD-Superfamilie) Coenzymtransport und -metabolismus 794333
Q8Y7J5 Imo1282/yneQ unbekannt unbekannt 783033

#Informationen von https://listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023); *Korrigierte LFQ-Intensitaten: Die Summe der drei gemessenen Intensitaten pro
Stamm (3 biologische Replikate) wurden durch die Anzahl der jeweiligen einzigartigen Peptide dividiert. Bei Werten, die unterhalb des Schwellenwertes von
250000 lagen, wurde eine Null eingetragen.

Tabelle 22: De novo-synthetisierte Proteine in LMSW30 (AreoM)

Uniprot Locus ID Produkt? Kategorie/Funktion* Mittelwert der
ID korrigierten LFQ*
Intensitaten
Q8Y8G4 Imo0940 unbekannt unbekannt 28596133
Q8Y5Q7 Imo1999 mogliche Glucosamin-Fructose-6-Phosphat- Zellwand-/Membranbiosynthese 2199467
Aminotransferase
Q8Y905 Imo0737 maogliche D-Allose-Kinase Translation; unbekannte Funktion 2073633
(Zhang et al., 2018)
Q8Y9R4  Imo0459 unbekannt unbekannt 1484500
Q8Y4E2 Imo2504 mogliches Peptidoglykan-lytisches Protein Zellwand-/Membranbiosynthese; 1196927
p45 Zellwandabbau/-umsatz; Autolyse
Q8YAA8 Imo0243/sigH  RNA-Polymerase-Faktor Sigma70 Transkription; Sigma Faktoren 1169520
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Anhang

Uniprot Locus ID Produkt? Kategorie/Funktion* Mittelwert der
ID korrigierten LFQ*
Intensitaten

Q8Y8K1 Imo0900 unbekannt unbekannt 1055667

Q8Y3W7 Imo2712 unbekannt Kohlenhydrattransport und -stoffwechsel; 894807
Pentose-Phosphat-Weg

Q8Y4K1 Imo2437 unbekannt unbekannt 879827

Q8Y8l4  Imo0918 mogliches PRD/PTS-System IIA 2- Transkription; Kohlenhydrattransport und 737800

Domanen-Protein

-stoffwechsel;
Signaltransduktionsmechanismen;

#Informationen von https://listiwiki.uni-goettingen.de (Elfmann et al., 2023); *Korrigierte LFQ-Intensitdten: Die Summe der drei gemessenen Intensitaten pro
Stamm (3 biologische Replikate) wurden durch die Anzahl der jeweiligen einzigartigen Peptide dividiert. Bei Werten, die unterhalb des Schwellenwertes von
250000 lagen, wurde eine Null eingetragen.
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