Der Transporter DcuB
als funktioneller Schalter zwischen freiem DcuS
und dem sensorisch aktiven DcuS/DcuB-
Sensorkomplex

Dissertation
zur Erlangung des Grades

Doktor der Naturwissenschaften

Am Fachbereich Biologie

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Sebastian Worner

geb. am 13.12.1984 in Bad Soden am Taunus

Mainz, Oktober 2017



Dekan:
1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prufung: 12.12.2017



Inhalt

L ADSTIACT ...t 1
2 ZUSAMIMENTASSUNG ..ottt et st e be et e s beete e s besae e b e sbeeseesbeeteebesaeensestesneenrenres 2
Kl = 1] 1 T PSSP 3
3.1 Das Darmbakterium ESCherichia COli ...........ccoiiiiiiiiniiicscess e 3
3.2 Globale Regulation der AtmuNng VON E. COlI.......ooviiiiiiiiiiiiiieeceee e 4
3.3 Der Cs-Dicarboxylat Stoffwechsel VON E. COlI.......ocviiiiiiiiiiiieeee e 4
3.4 Regulation des C4-Dicarboxylatstoffwechsels von E. COli.........cccoiiiiiiciiiii e 7
35 Das Zweikomponentensystem DCUSR ..........cccouiiiiiiiiieicieese e 9
3.6 Die Cs-Dicarboxylat Transporter DCtA und DCUB ..........cccccovviiiiiicic e 10
3.6.1 Der aerobe Transporter DCLA .......coi oo s ee 10
3.6.2  Der anaerobe Transporter DCUB ..........coiiiiieiiiiee et 11

3.7 ZIEIE ABI ATDEIT ... s 13
AMaterial UNd METNOGEN. .........oiiiiiiec bbbt 14
41 ) =L 010 (ST o ) 410 LR 14
4.2 Lo 100 ST TP TP PP U P PR PR PRTPRPIN 15
4.3 LOSUNGEN UNG IMEAIEN........eoiiiiiieiieiee ettt 17
4.3.1  Medien UNG PUTTE ..o e 17
4.3.2  TraNSPOITMESSUNG ... .veeieeeeieeeseteeesteeesteeesteeessteesseeeateeessteeaseeessaeeanteeesseeesssesansenesnseeensenens 19
4.3.3  Membranpraparation ..........cccccceieiieie it sbe st sre e b e a e re e nreeres 19
4,34 ANTDIOTIKA ......cooiviiiiie e 20
4.3.5  ZellzahlDeStIMMUNGY .....cooiiiiiiic ettt et be e sreees 20
4.3.6  PL-TANSUUKLION. ..ottt bbb 20
4.3.7  B-GalaKtoSIAASE TEST ...eiveeiiiiiiievieeieie ettt et st et sraesaesreeneenreeees 21
4.3.8  Semidry-WeStern-BlOTHING........cccoviiiiiiiiiiieeee e 21

44 ZUCNE UNG PrEPATATION ......cueitiiiiieiceiee sttt 23
4.4.1  Zucht fir B-Galaktosidase Test (ANAEIOD) .......cceviierieieiiee e 23
4.4.2  Zucht fir die absolute Quantifizierung von DcuS, DcuB und DctA .........cccoovvviienenee. 24
4.4.3 Préparation der Membranen fiir die absolute Quantifizierung ..........ccccooevevevviinnrenne. 24



4.4.4  Zucht TUr TranSPOrTMESSUNGEN ......c.eeuiiireietereeeerteeeeseestee e steeteeeeseeeneeseesseeseesseaneeseeeees 24

4.4.5 Préparation des Darminhalts VON IMEUSEN ..........ccooviiiiiiiiieieneeees e 25
4.5 Molekularbiologische MEetNOUEN ...........cccooiiiiiiec e 25
451  GEriChtete MULAGENESE .......oveieiieiieiisie ettt n e 26
4.5.2  KOIONIE-PCR ..ottt 27
4.5.3  Stammkonstruktion per PL-TranSduKtioN...........ccccviiieieiicie e 27
4.6 Biochemische MEthOGEN ...........ciiiiiiiic e 28
A.8.1  SDS-PAGE ..ottt ettt 28
4.6.2  IMMUNO-BIOT ..o 28
4.6.3  ANUKOrPErTADUNG .....ooviieiieieee e 28
4.6.4 Bacterial Two Hybrid System (BACTH) ..o 29
4.6.5 Beta-GalaktoSidase TESt ........cceieiiiiiiisie e 30
4.6.6  TranSPOITMESSUNGEN ....ccueeriteeieestesreesresteeseere st e e aresseesresr e s e e sresreeresreene e nesreenenreaneenreanes 31
4.6.7  Absolute Quantifizierung von DcuS, DcuB und DctA mittels SRM...........cccccvvvviienenee. 32
4.6.8 Bestimmung der Zelzahl...........ccccovoiiiiiiii e e 36
4.6.9 Bestimmung der Konzentration von C4-DC mittels LC-MS/MS .........ccccoviveviiiiieniee. 36
4.7 Bioinformatische Methoden ... 36
g = (0 [=] oL (3-SR PROPRI 37

5.1 Uberfiihrung von Dcus$ in die C4-Dicarboxylat-sensitive Form durch den Transporter DcuB

............................................................................................................................................. 37

5.1.1 Die Signalerkennung im DcuS/DcuB-SensorkOmpleX.........cccouerereieeineiineneseneeenns 38
5.1.2 Die Interaktion zwischen DcuS und DCUB............cccooeiiiiiniiiieseeeee e 42
5.1.3 Titration von DcuS mit dem Koregulator DCUB.............ccocviiriiiieneicieese e 49
5.1.4 Expression von dcuB-lacZ bei verschiedenen DcuB-PhoA Gehalten.........c..cccccveveeenee. 50
5.1.5 Titration vON DCUB MIt DCUS.........ccciiiiiiiiiiiiiee e 52
5.2 Die Absolute Quantifizierung der Transporter DcuB und DctA und des Sensors Dcus..........
............................................................................................................................................. 55

5.2.1 Identifizierung proteotypischer Peptide fur die absolute Quantifizierung..........c............ 56

5.2.2  Absolute Quantifizierung von DcuS und DcuB in E. coli W3110 nach anaerober Zucht...



5.2.3 Absolute Quantifizierung von DcuS und DctA in E. coli W3110 nach aerober Zucht.......

......................................................................................................................................... 62

5.2.4  Titration von DcuS mit den Koregulatoren DcuB und DCtA .........cccoovvoviiiincncncicne 64
5.2.5 Beitrdge von DcuS und DcuS/DcuB zur Expression des dcuB-Promotors..................... 69
5.2.6  Vorkommen von freiem DcuSr neben dem DcuS/DcuB-Sensorkomplex..........c.ccceeeee. 71
5.3 Die Konzentration von Cs-Dicarboxylaten im Mausedarm ............cccoovveiiinienincnenenienns 72
B DISKUSSTON. ...t b bbbt b bbb 75
6.1 Der DcuB/DCUS-SENSOTKOMPIEX .....coiviiireiiiieiie e sieee et sre e sre st nesre e e nns 75
6.1.1 Signalerkennung im DcuS/DcuB-SensorkOMPIEX..........ccovivveieieeieiieeiiene e 75
6.1.2  Die Interaktion zwischen DcuS und DCUB.............ccooiiiiiiiiiiincce e 78
6.1.3  Uberfiihrung von DcusS in den DcuS/DcuB-SensorkompleX .........ccvevevreveeeerieenennnn. 80
6.2 Absolute Quantifizierung des Sensors DcuS und der Transporter DcuB und DctA............ 81
6.3 Stochiometrie des DCUS/DCUB-KOMPIEXES ........ooveieiiiiiiiiiie e 84

6.4 Verfligbarkeit von Cs-Dicarboxylaten im Darm und physiologische Rolle des DcuS/DcuB-
SENSOTKOMPIEXES ...ttt bbbt b ettt a bbb n e 86

6.5 Der Transporter DcuB als molekularer Schalter zwischen Modus 11- und Modus 1-Regulation

............................................................................................................................................. 89

6.6 AN (S o] o] SRS 91

7 LITEraturVErZEICHNIS ...ttt 92
N Y o1 - oo TSSOSO 101
B ADKUIZUNGSVEIZEICANIS......cuiciiiiice ettt st be e sresta e b nre s 105
C  Veroffentlichungen und Prasentationen...........ccccveieieeiiiie ittt st 108
D LEDENSIAUT ... 109
EDANKSAGUING ...tttk b bbbttt bbb e 110
F oo EIKIBIUNG oo bbb 111



1 Abstract

Cs-dicarboxylate metabolism of Escherichia coli is regulated by the two component system
DcuSR. The target genes of DcuSR include dctA and dcuB, encoding the aerobic and anaerobic
transporters DctA and DcuB, respectively. The transporters form a DctA/DcuS or a DcuB/DcuS
sensor complex with the sensor kinase Dcus.

In this study, the role of the anaerobic transporter DcuB for signal perception in the DcuB/DcuS
sensor complex was analyzed. Substrates like fumarate, L-malate, L-aspartate were recognized
by DcuS and DcuB. Cs-dicarboxylates and structural analogues like maleate, meso-tartrate,
citrate and 3-nitropropionate induce dcuB-lacZ but have no influence on the transport activity
of DcuB. Therefore, signal perception in the DcuB/DcuS sensor complex occurs only by DcusS,
and DcuB does not serve as secondary input site. However, DcuB is necessary as a structural
component that transfers DcuS to a sensory competent DcuB/DcuS complex. The DcuB/DcuS
complex is activated by the presence of fumarate.

Cellular contents of DcuS, DctA and DcuB were quantified from membrane preparations via
mass spectrometry under different conditions. In the wildtype W3110 10 molecules Dcu$S and
198 molecules DctA were found per cell after aerobic growth. Addition of fumarate to the
growth medium resulted in increased DctA contents (583 molecules per cell). After anaerobic
growth 23 molecules DcuS and 273 molecules DcuB were found per cell. DcuB contents
increased to 3396 molecules per cell after anaerobic growth on fumarate. Contents of free
DcuSk were estimated by comparing the different properties of DcuSg and DcuS in the
DcuB/DcuS complex. Thus, DcusS is almost exclusively present as DcuB/DcuS or DctA/DcuS
complex.

The formation of the DcuB/DcuS complex represents a molecular switch between the two
fundamental functional modes of DcuS. In mode | DcuS is present as DcuB/DcuS sensor
complex which is regulated by binding an effector like fumarate. In mode Il Dcus is present as
DcuSk which is active even in absence of an effector. DcuSr contents are always very low. Cs-
dicarboxylates are abundant metabolites in the mammalian gut where they are mostly found in
low concentrations only. Mode 11 regulation of DcuS includes negative feedback regulation
which ensures a low basal expression of DcuB. This allows E. coli to utilize low concentrations
of Cs-dicarboxylates in the mammalian gut which do not or only weakly activate Cs-

Dicarboxylate metabolism via Dcus.



2 Zusammenfassung

Der Cy-Dicarboxylatstoffwechsel von Escherichia coli wird durch das Zweikomponenten-
system DcuSR reguliert. Zu den Zielgenen von DcuSR gehdren auch dctA und dcuB, die fiir
den aeroben Transporter DctA bzw. den anaeroben Transporter DcuB kodieren. Die
Transporter bilden mit der Sensorkinase DcuS DctA/DcuS- bzw. DcuB/DcuS-Sensorkomplexe.
In dieser Arbeit wurde die Rolle des anaeroben Transporters DcuB bei der Signalerkennung in
dem DcuB/DcuS-Sensorkomplex untersucht. Substrate wie Fumarat, L-Malat, L-Aspartat
wurden von Dcu$S und von DcuB erkannt. Die Cs-Dicarboxylate und Strukturanaloga Maleinat,
meso-Tartrat, Citrat und 3-Nitropropionat sind Induktoren von dcuB-lacZ, haben jedoch keinen
Einfluss auf die Transportaktivitat von DcuB. Die Signalerkennung erfolgt im DcuB/DcuS-
Komplex demnach allein durch DcuS; DcuB dient nicht als zweiter Signaleingang. DcuB ist
jedoch als strukturelle Komponente erforderlich, um DcuS im DcuB/DcuS-Komplex in die
sensorisch kompetente Form zu Uberfiihren. In der Gegenwart von Fumarat wird dann der
DcuS/DcuB-Komplex aktiviert.

Die zelluldren Gehalte von DcuS, DctA und DcuB wurden unter verschiedenen Bedingungen
massenspektrometrisch aus Membranpréparationen quantifiziert. Im Wildtyp W3110 waren
nach aerober Zucht etwa 10 Molekile DcuS und 198 Molekiile DctA pro Zelle zu finden. Der
DctA-Gehalt stieg nach Zugabe von Fumarat auf 583 Molekile pro Zelle. Nach anaerober
Zucht waren etwa 23 Molekile DcuS und 273 Molekiile DcuB pro Zelle zu finden. Durch
Fumarat stieg der DcuB-Gehalt 3396 Molekile pro Zelle an. Die Gehalte an freiem DcuS
wurden anhand der unterschiedlichen sensorischen Eigenschaften von DcuSg und DcuS im
DcuB/DcuS-Komplex abgeschatzt. Danach liegt DcuS immer nahezu vollstandig als
DcuS/DcuB- oder DcuS/DctA-Komplex vor.

Die Bildung des DcuS/DcuB-Komplexes stellt einen Schalter dar, durch den zwischen den
beiden grundlegenden Funktionsmodi von DcuS gewechselt wird. Im Modus I liegt DcusS als
DcuS/DcuB-Sensorkomplex vor, der durch Bindung eines Effektors wie Fumarat reguliert
wird. In Modus Il liegt DcuS als freies DcuSk vor, das bereits ohne Effektor aktiv ist. Die
Gehalte an DcuSr sind stets sehr niedrig. Cs-Dicarboxylate stellen im S&ugetierdarm gut
verfligbare Metabolite dar, die aber meist nur in niedrigen Konzentrationen vorkommen. Im
Funktionsmodus I liegt eine negative Rickkopplung vor, die eine niedrige basale Expression
von DcuB gewahrleistet. Dadurch kann E. coli auch niedrige Cs-Dicarboxylat-Konzentrationen
im S&ugetierdarm nutzen, bei denen der C4-Dicarboxylat Stoffwechsel nicht oder nur schwach
uber DcusS aktiviert wird.



3 Einleitung

3.1 Das Darmbakterium Escherichia coli

Das gram-negative vy-Proteobakterium Escherichia coli ist ein fakultativ anaerobes
Bakterium, das erstmals von Theodor Escherich (1886) als Bacterium coli commune
beschrieben wurde. Die hdufig verwendeten K-12 Stdimme gehen dabei auf ein Stuhlisolat
aus dem Jahr 1922 zuriick (Lederberg 2004). Da E. coli leicht zu kultivieren ist, wurde der
Stamm unter anderem fur Experimente zu Bionsynthesewegen und zur genetischen
Rekombination in Bakterien verwendet (Gray & Tatum 1944; Tatum & Lederberg 1947
Lederberg 2004). In der Folge avancierte E. coli zu einem beliebten Labororganismus,
sowohl als Modellorganismus, als auch als Werkzeug in der Molekularbiologie (Blount
2015). Auch den ersten Untersuchungen zur Genregulation diente E. coli als Modell (Jacob
& Monod 1961; Jacob et al. 1960). Damit ist E. coli mittlerweile wahrscheinlich einer der
am besten untersuchten Organismen.

Der natirliche Lebensraum von E. coli ist der Dickdarm von Wirbeltieren, ist aber auch im
Bereich des Dunndarms zu finden (Tenaillon et al. 2010; EI Aidy et al. 2013). E. coli ist vor
allem in der Mucus-Schicht zu finden (Wadolkowski et al. 1988; Poulsen et al. 1994). Im
Dickdarm ist E. coli oft der dominierende aerobe Organismus, stellt gleichzeitig aber nur
einen kleinen Teil des gesamten Darm-Mikrobioms, das sich aus etwa 500 bis (iber 1000
Spezies zusammensetzt (Tenaillon et al. 2010; Shreiner et al. 2015). Durch den Verbrauch
des Sauerstoffs, der vor allem vom Darmepithel in den Darm diffundiert, gewahrleistet E.
coli eine anaerobe Umgebung fur die strikten Anaerobier. Diese stellen den groten Teil der
Darmflora und reagieren teilweise empfindlich auf Sauerstoff. Im Gegenzug nutzt E. coli
Néhrstoffe, die von anderen Mikroorganismen in der Darmflora freigesetzt werden. Neben
Sauerstoff kann E. coli auch alternative Elektronenakzeptoren fiir eine anaerobe Atmung
verwenden. So ist E. coli in der Lage Nitrat zu Nitrit und Nitrit zu Ammonium zu reduzieren
(Unden & Bongaerts 1997). Neben Nitrat konnen auch Fumarat, Dimethylsulfoxid (DMSO)
und Trimethylamin-N-oxid (TMAO) als terminale Elektronenakzeptoren verwendet werden
(Kroger 1978; Bilous & Weiner 1985; Barrett & Kwan 1985; Unden & Bongaerts 1997).
Jungst wurde sogar von der Verwendung von H2O als Elektronenakzeptor berichtet
(Khademian & Imlay 2017). In Abwesenheit von externen Elektronenakzeptoren ist E. coli
aullerdem in der Lage einen Géarungsstoffwechsel zu betreiben (Clark 1989). Bei der
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gemischten S&uregédrung entstehen verschiedene Endprodukte. Dies sind vor allem Ethanol,

Formiat, Acetat, Wasserstoff, Succinat und Laktat.

3.2 Globale Regulation der Atmung von E. coli

Escherichia coli ist fakultativ anaerob und kann somit sowohl aeroben, als auch anaeroben
Stoffwechsel betreiben. Neben Sauerstoff kénnen auch andere Elektronenakzeptoren in der
anaeroben Atmung verwendet werden. Dabei nimmt das Redoxpotential Eo der
Elektronenakzeptoren und somit die Energieausbeute von Sauerstoff zu Fumarat ab. Aus
diesem Grund ist die Verwendung der verschiedenen terminalen Elektronenakzeptoren
streng hierarchisch organisiert (Gunsalus 1992). Ist Sauerstoff vorhanden, wird
hauptséchlich eine aerobe Atmung betrieben. Der Ubergang vom aeroben zum anaeroben
Stoffwechsel wird vor allem Uber die beiden Sensorsysteme ArcAB (aerobic respiration
control) und FNR (fumarate nitrate reductase regulator) gesteuert (Lin & luchi 1991; Park
& Gunsalus 1995; Unden et al. 1995). ArcAB stellt einen indirekten Sauerstoffsensor dar,
der den Redoxstatus der Zelle Giber den Chinolpool misst, und die Expression der Gene flr
die aerobe Atmung in Abwesenheit von Sauerstoff hemmt (Malpica et al. 2004). FNR
dagegen ist ein direkter Sauerstoffsensor (Jordan et al. 1997). In Abwesenheit von Sauerstoff
aktiviert FNR die Expression von verschiedenen Genen, die fiir den anaeroben Stoffwechsel
benotigt werden (Unden et al. 1995; Salmon et al. 2003); in Gegenwart von Sauerstoff
zerfallt jedoch ein Eisenschwefelzentrum, sodass FNR inaktiviert wird (Jordan et al. 1997).
Weitere Sensorsysteme fir die terminalen Elektronenakzeptoren aktivieren die Gene fir
spezifischen Reduktasen und zugehérige Transportsysteme. Die Gene der Nitratatmung
werden durch die Zweikomponentensysteme (ZKS) NarXL und NarPQ reguliert (Stewart
1993). Dabei inhibiert NarXL in Gegenwart von Nitrat unter anderem auch die Expression
der Gene frdABCD und dmsABC, die fiir die Fumaratatmung bzw. die DMSO-Atmung
benodtigt werden (Stewart 1993). Die beiden ZKS TorSR und DcuSR regulieren in
Gegenwart von TMOA bzw. Fumarat die Expression der benotigten Gene (Simon et al.
1994; Méjean et al. 1994; Jourlin et al. 1996; Zientz et al. 1998).

3.3 Der Cs-Dicarboxylat Stoffwechsel von E. coli

Sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen kann Eschericha coli Cs-
Dicarboxylate aufnehmen und verwerten. Unter aeroben Bedingungen und bei neutralem pH
werden Cy-Dicarboxylate wie Fumarat, Succinat und L-Malat tiber den Transporter DctA in
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die Zelle aufgenommen. Bei sauren Bedingungen (pH 5) erfolgt die Aufnahme Gber den
Transporter DauA (Karinou et al. 2013). In der Zelle werden die C4-Dicarboxylate in den
Citratzyklus eingeschleust und zu CO> verstoffwechselt (Abb. 1). Auch die Aminoséure L-
Aspartat wird Uber DctA aufgenommen und Uber die Aspartase AspA desaminiert, wobei
Fumarat entsteht (Guest et al. 1984). Neben DctA und DauA besitzt E. coli noch weitere
Transporter, die unter aeroben Bedingungen Cs-Dicarboxylate transportieren. DcuA wird
konstitutiv sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen exprimiert (Golby
et al. 1998). Allerdings scheint DcuA unter aeroben Bedingungen nicht aktiv zu sein (Golby
et al. 1998). GItP stellt einen zu DctA nahe verwandten Glutamat und Aspartat Transporter
dar (Tolner et al. 1995). SatP schlief3lich ist ein niedrig affiner Transporter der entweder

Acetat oder Succinat im Symport mit einem Proton aufnimmt (Sa-Pessoa et al. 2013).

Succinat + 3 H*
Fumarat + 3 H*

L-Malat + 3 H* Succinat + 2 H*  Aspartat+2 H*
D-Malat + 3 H* ?  Succinat+2H*  Acetat+2H*  Glutamat+2H*
DctA DcuA DauA SatP GltP
co,
“ A_ DmiA
co, « Pdh |
PEP —>» Pyruvat — Acetyl-CoA D-Malat
T Pck
N S Oxalacetat Cs
s CO, ADP ATP
Q .
S NADH Citrat
S
NAD*
L-Malat
Cz co,
[®)
5 H,0
L-Aspartat 4sp u- 2 co,
Fumarat
NH; Succinat
4 \ -
Sdh

Abb. 1 Ubersicht iiber den aeroben C4-Dicarboxylatstoffwechsel von Escherichia coli. Unter aeroben
Bedingungen ist DctA der wichtigste Transporter fiir C4-Dicarboxylate. DcuA wird exprimiert, ist aber inaktiv.
DauA dient als Succinat-Transporter unter sauren Bedingungen. SatP dient der Aufnahme von Acetat und
Succinat. GItP ist ein Aminoséuretransporter fur Glutamat und Aspartat. Beide Aminosduren kdénnen
desaminiert und in den Citratzyklus (CZ) eingeschleust werden. Abkirzungen: Malatenzym (MEZ), Aspartase
(Asp), Fumarase (FumC), Malatdehydrogenase (Mdh), Phosphocarboxykinase (Pck), Pyruvatdehydrogenase
(Pdh), Citratsynthase (CS), Succinatdehydrogenase (Sdh), Phosphoenolpyruvat (PEP).
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Unter anaeroben Bedingungen dient vor allem der Antiporter DcuB der Aufnahme von Cs-
Dicarboxylaten, aber auch der homologe Transporter DcuA ist unter anaeroben
Bedingungen in der Lage die Aufnahme von Cs-Dicarboxylaten zu katalysieren (Six et al.
1994). Diese werden uber den reduktiven Ast des Citratzyklus zu Fumarat umgewandelt
(Abb. 2). Fumarat schlielich wird von der Fumaratreduktase FrdABCD zu Succinat
reduziert, und dient somit als terminaler Elektronenakzeptor in der Fumaratatmung. Nicht
im Citratzyklus vorkommende Cs-Dicarboxylate, wie L-Aspartat und Tartrat, konnen
ebenfalls zu Fumarat umgesetzt werden. L-Aspartat wird durch AspA desaminiert, wobei
Fumarat entsteht. D-Tartrat wird durch die Fumarase B (FumB) zu Oxalacetat dehydratisiert.
Dies wird Uber L-Malat zu Fumarat umgesetzt. Das bei der Fumaratatmung anfallende
Succinat kann unter anaeroben Bedingungen nicht weiter verstoffwechselt werden und wird
uber den Antiporter DcuB im Gegentausch mit anderen Cs-Dicarboxylaten aus der Zelle
ausgeschieden (Engel et al. 1992).

D-Tartrat
L-Malat
Fumarat

D-Malat L-Aspartat L-Tartrat Citrat

Succinat Succinat Succinat Succinat Succinat
Succinat L-Aspartat L-Tartrat Citrat
V
/' o )
NHe I™MHo ©
Frd 4 hu
Acetat

\ FumB Mdh
Fumarat 47— L-Malat 47-T— Oxalacetat
K H,0
2

H,0 NAD* NADH

A

<
H,0 26 D-Tartrat
KK D-Malat //

Abb. 2 Ubersicht tiber den anaeroben C,-Dicarboxylat-Stoffwechsel von E. coli. Fir die Aufnahme von C,-
Dicarboxylaten stehen E. coli die Transporter DcuB, DcuA und DcuC zu Verfiigung. Die Hauptfunktion von
DcuC ist jedoch der Export von Succinat aus der Fermentation von Glucose. Fir L-Tartrat nutzt E. coli den
Tartrat/Succinat-Antiporter TtdT. Citrat kann Uber den Citrattransporter CitT in die Zelle aufgenommen
werden. Die Substrate werden in den reduktiven Ast des Citratzyklus eingeschleust und dienen so als Quelle
fiir Fumarat, das tber die Fumaratreduktase (Frd) zu Succinat reduziert werden kann. Die hierbei freiwerdende
Energie kann zum Aufbau eines Protonengradientens genutzt werden. Succinat fallt als Endprodukt an, das
nicht weiter verstoffwechselt werden kann, und wird tber die Antiporter DcuB, DcuA, TtdT und CitT im
Gegentausch mit Substraten aus der Zelle ausgeschieden. Abkurzungen: Citratlyase (CL), L-
Tartratdehydratase (TtdAB), Malatdehydrogenase (Mdh), Fumarase B (FumB), Aspartase (AspA).




3.4 Einleitung

Neben DcuB sind weitere anaerobe Cy-Dicarboxylat-Transporter bekannt. Der bereits
erwéhnte Transporter DcuA wird Kkonstitutiv unter aeroben und anaeroben Bedingungen
exprimiert. Seine physiologische Bedeutung ist noch nicht sicher geklart, es wird aber
angenommen, dass er fir den Asparatstoffwechsel wichtig ist. Diese Vermutung wird vor
allem durch die Kolokalisation und Koexpression von dcuA und aspA gestiitzt (Golby et al.
1998; Unden et al. 2016b). DcuC dagegen wird ausschlief3lich unter anaeroben Bedingungen
gebildet, aber nicht durch Glucose reprimiert (Zientz et al. 1996; Zientz et al. 1999). Fur
diesen Transporter wird angenommen, dass er als Efflux-Transporter flr fermentativ
gebildetes Succinat dient (Zientz et al. 1999). Neben L-Malat, L-Aspartat und Fumarat kann
E. coli auch auf L-Tartrat und D-Tartrat wachsen. Der mit CitT verwandte Transporter TtdT
katalysiert die Aufnahme von L-Tartrat im Gegentausch mit Succinat. AnschlieRend erfolgt
die Dehydratisierung von L-Tartrat zu Oxalacetat Uber die L-Tartratdehydratase TtdAB
(Kim et al. 2007). Wahrend E. coli fir L-Tartrat eigene Enzyme verwendet, kann das in der
Natur selten vorkommende D-Tartrat Gber DcuB aufgenommen und durch die Fumarase B
zu Oxalacetat dehydratisiert werden.

Auch D-Malat kann von E. coli als Substrat verwendet werden. Unter aeroben Bedingungen
erfolgt die Aufnahme Uber DctA (Lukas et al. 2010). AnschlieBend erfolgt eine oxidative
Decarboxylierung zu Pyruvat durch die D-Malat-Dehydrogenase DmIA (Stern & Hegre
1966; Lukas et al. 2010; Reed et al. 2006). Anaerob werden fir den D-Malat Stoffwechsel
keine flir D-Malat spezifischen Enzyme bendtigt. Die Aufnahme erfolgt tiber DcuB; FumB
dehydratisiert D-Malat zu Fumarat, das schlieBlich Gber die Fumaratatmung zu Succinat
reduziert wird (Lukas et al. 2010)

Unter aeroben Bedingen ist E. coli nicht in der Lage Citrat aus dem Medium aufzunehmen,
da kein aerober Transporter fur Citrat zur Verfugung steht. Dies gilt als charakteristisches
Stoffwechselmerkmal fur E. coli (Koser 1924). Unter anaeroben Bedingungen kann Citrat
jedoch Uber den Citrat/Succinat-Antiporter CitT aufgenommen werden. Fir die
Citratfermentation wird ein Kosubstrat wie Glycerin als Elektronendonor benétigt (Pos et
al. 1998). Nach der Spaltung von Citrat zu Oxalacetat und Acetat durch die Citratlyase,
erfolgt die Reduktion zu L-Malat, eine Dehydratisierung zu Fumarat, das schliel3lich als
Elektronenakzeptor dient (Unden et al. 2016b).

3.4 Regulation des C4-Dicarboxylatstoffwechsels von E. coli

Der Cs-Dicarboxylatstoffwechsel von E. coli unterliegt mehreren Ebenen der Regulation.

Neben der globalen Regulation des Stoffwechsels durch die Verfligbarkeit von Glucose,
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3.4 Einleitung

spielt der Redoxstatus der Zelle (ArcAB) sowie die Verfugbarkeit von Sauerstoff (FNR)
oder Nitrat (NarXL und NarPQ) eine wichtige Rolle. In Gegenwart von Cs-Dicarboxylaten
werden die bendtigten Gene lber das Zweikomponentensystem DcuSR reguliert (Zientz et
al. 1998; Golby et al. 1999). Wenn die Sensorhistidinkinase DcuS Cs-Dicarboxylate bindet,
kommt es zu Autophosphorylierung eines konservierten Histidinrestes und der Ubertragung
des Phosphatrestes auf den Antwortregulator DcuR (Janausch et al. 2002a). Unter aeroben
Bedingungen aktiviert DcuR die Transkription des Transporters DctA. Unter anaeroben
Bedingungen wird neben der der Fumaratreduktase FrdABCD auch die Expression des
anaeroben Transporters DcuB sowie der Fumarase B aktiviert (Abb. 3). Zusétzlich bindet
DcuR an den Promotor von citAB (Scheu et al. 2012). Das CitAB Zweikomponentensystem
ist nah mit DcuS verwandt und reguliert die Gene der Citratfermentation. Dies sind

CitCDEFXGT

anaerob aerob

Suc Fum PAS, Suc + 2 H*

+ ( \ 1 (—Iﬁ

=44
FrdC | FrdD DcuB bus S = DctA
FrdB ' i
FrdA
Suc Fum
co,
PAS,
Fum Suc 1
~
=
Q
o
/3 \
ATP (:) ADP
co,
_
/ \
— dcuB >~ fumB —
—— dctA —

k— frdABCD — / \ /

Abb. 3 Regulation des Cs-Dicarboxylatstoffwechsels unter aeroben und aneroben Bedingungen durch das
Zweikomponentensystem DcuSR. Unter aneroben Bedingungen aktiviert DcuSR die Transkription von dcuB,
fumB und frdABCD. Fumarat (Fum) dient anaerob als Elektronenakzeptor und wird tiber die Fumaratreduktase
FrdABC zu Succinat (Suc) reduziert. Dies wird Uber den anaeroben Transporter DcuB im Gegentausch mit
Fumarat oder anderen Cs-Dicarboxylaten aus der Zelle ausgeschieden. Unter aeroben Bedingungen induziert
DcuSR die Expression von dctA. Der aerobe Transporter DctA dient der Aufnahme von Cgs-Dicarboxylaten
wie z.B. Succinat im Symport mit zwei bis drei Protonen. Diese werden tber den Citratzyklus (CZ)

verstoffwechselt.




3.5 Einleitung

und mdh, welche fir die Citratlyase, den Transporter CitT und die Malatdehydrogenase
(Mdh) kodieren. Da Citrat auch von DcuS erkannt wird, werden die fur die
Citratfermentation ebenfalls benétigten Gene der Fumaratatmung (fumB und frdABCD) auch
induziert.

Fur die Cs-Dicarboxylate L-Tartrat, meso-Tartrat und D-Malat werden neben den Enzymen
der Fumaratatmung ebenfalls eigene Enzyme bendtigt, die von eigenen Sensoren induziert
werden. L-Tartrat und meso-Tartrat wird von TtdR erkannt (Kim et al. 2009). TtdR induziert
die Expression der Gene des L-Tartrat/Succinat Antiporters ttdT, der L-Tartrat-Dehydratase
ttdAB sowie sein eigenes Strukturgen ttdR (Kim et al. 2009; Kim & Unden 2007). Fur die
Detektion von D-Malat nutzt E. coli den Regulator DmIR, der in Gegenwart von D-Malat

die Transkription von dmlA induziert (Lukas et al. 2010).

3.5 Das Zweikomponentensystem DcuSR

Das Zweikomponenten System DcuSR besteht aus der Sensorhistidinkinase DcuS und dem
Antwortregulator DcuR. Die Sensorkinase DcuS gehort zur CitA-Familie und besitzt zwei
Transmembranhelices, eine periplasmatische Per-ARNT-Sim Domaéane (PASp), eine
cytoplasmatische PAS Domane sowie eine Kinasedoméne (Zientz et al. 1998; Golby et al.
1999). Die periplasmatische PASp Doméne, die nach Upadhyay et al. (2016) auch als Cache
Doméne klassifiziert wird, dient wahrscheinlich der Signalerkennung (Zientz et al. 1998;
Golby et al. 1999; Pappalardo et al. 2003; Kneuper et al. 2005). In Untersuchungen der
PASp-Doméne mittels NMR und Rontgenkristallographie konnte die Substratbindestelle
identifiziert werden (Pappalardo et al. 2003; Cheung & Hendrickson 2008). Dabei sind
insbesondere die Reste R107, H110, F120 und R147 an der Bindung von L-Malat beteiligt.
Der gerichtete Austausch dieser Aminosauren flhrt zu DcuS-Varianten mit verandertem
Substratspektrum (Kneuper et al. 2005; Kramer et al. 2007; Worner et al. 2016). Neben
Fumarat und L-Malat erkennt DcuS eine ganze Reihe Cs-Dicarboxylate und verwandte
Verbindungen (Kneuper et al. 2005). Die Transduktion des Signals tber die Membran
erfolgt wahrscheinlich Gber einen Kolbenhubmechanismus (Monzel & Unden 2015).
Maoglicherweise ist aber auch eine Kombination von Kolbenhub mit einer Kippbewegung
fur die Signaltransduktion zustdndig (Stopp 2017). Wie fur den nahe verwandten
Citratsensor CitAkp aus Klebsiella pneumoniae gezeigt wurde, fuhrt wahrscheinlich in DcuS
die Bindung des Substrates zu einem Umklappen einer Lasche von PASp, wodurch die
Transmembranhelix 2 (TM2) um etwa 4-6 A Richtung Periplasma verschoben wird (Sevvana
et al. 2008; Monzel & Unden 2015; Salvi et al. 2017). Uber die cytoplasmatische PASc
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3.6 Einleitung

Doméne wird das Signal zur Kinasedoméne weitergeleitet (Etzkorn et al. 2008; Monzel et
al. 2013). Hier kommt es zur Autophosphorylierung des konservierten Histidinrestes H349
und zur anschlieRenden Ubertragung des Phosphatrestes auf den konservierten Aspartat-
Rest R56 des Antwortregulators DcuR (Janausch et al. 2002a). Phosphoryliertes DcuR-P
bildet Homodimere, die Uber ein Helix-Turn-Helix Motiv an AT-reiche DNA Sequenzen
binden konnen und dadurch die Transkription der Zielgene des DcuSR-
Zweikomponentensystems aktivieren (Janausch et al. 2004; Abo-Amer et al. 2004).

Unter aeroben Bedingungen wird vor allem die Expression des aeroben Transporters DctA
induziert, wéhrend unter anaeroben Bedingungen der anaerobe Transporter DcuB, die
Fumaratreduktase FrdABC und die Fumarase FumB induziert werden (Zientz et al. 1998;
Golby et al. 1999).

3.6 Die Cs-Dicarboxylat Transporter DctA und DcuB

3.6.1 Der aerobe Transporter DctA

Der aerobe Transporter DctA gehdrt zur DAACS-Familie (dicarboxylate/amino acid: cation
symporter) der Transporter (Saier 2000). Er nimmt C4-Dicarboxylate im Symport mit zwei
bis drei H* oder Na* auf (Gutowski & Rosenberg 1975; Janausch et al. 2002b; Groeneveld
et al. 2010). Der Km von DctA liegt bei etwa 30 bis 50 uM (Kay & Kornberg 1971). Die
Topologie von DctA konnte experimentell bestimmt werden (Witan et al. 2012a). DctA
besitzt demnach acht Transmembranhelices und beide Termini weisen eine
cytoplasmatische Orientierung auf. Eine Kristallstruktur konnte ftir DctA bisher nicht gel6st
werden. Die Struktur des homologen Transporters Gltpn, aus Pyrococcus horikoshii
hingegen ist bekannt, sodass ein Homologiemodell von DctA berechnet werden konnte
(Yernool et al. 2004; Boudker et al. 2007; Witan 2012; Steinmetz et al. 2014). Dieses
Homologiemodell konnte die Topologie bestatigen (Witan 2012; Steinmetz et al. 2014). Wie
Glten liegt DctA wahrscheinlich als Homotrimer vor. Neben seiner Funktion als Transporter
dient DctA auch als Koregulator des Sensors DcuS (Davies et al. 1999; Steinmetz et al.
2014). Dabei wurde zundchst angenommen, dass DctA als Fluxsensor dient und somit eine
echte sensorische Funktion besitzt (Davies et al. 1999; Witan et al. 2012b). Wird dctA durch
eine Antibiotika-Resistenzkassette ausgeschaltet, kommt es zu einer konstitutiven
Aktivierung von DcuS; diese Aktivierung kann durch plasmidkodiertes pdctA wieder
komplementiert werden (Davies et al. 1999). Wahrscheinlich dient DctA jedoch nicht als
Kosensor, sondern eher als strukturelle Komponente, die im DctA/DcuS Komplex
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erforderlich ist, um Dcus$S in die sensorisch kompetente Form zu (berfiihren (Steinmetz et
al. 2014). Die Regulation des Sensors DcusS erfolgt dabei Uber eine direkte Protein-Protein-
Interaktion zwischen DctA und DcuS (Witan et al. 2012a). Fir diese Interaktion spielt
vermutlich ein LDxxxLxxxL Motiv der cytoplasmatischen Helix 8b von DctA eine wichtige
Rolle (Witan et al. 2012a).

3.6.2 Der anaerobe Transporter DcuB

Der anaerobe C4-Dicarboxylat Transporter DcuB gehort zur DcuAB-Familie der Transporter
(Janausch et al. 2002b; Six et al. 1994). DcuB ist unter anaeroben Bedingungen der
Haupttransporter fiir C4-Dicarboxylate. Er dient der Aufnahme von Fumarat, L-Malat und
anderen Cs-Dicarboxylaten. Gleichzeitig ist er als Antiporter in der Lage, das bei der
Fumaratatmung anfallende Succinat aus der Zelle zu transportieren. Im Gegentausch werden
Substrate wie Fumarat und L-Malat in die Zelle aufgenommen (Engel et al. 1994; Engel et
al. 1992).

Bisher ist es weder gelungen die Struktur von DcuB, noch die Struktur von homologen
Proteinen zu I6sen. Die Topologie konnte jedoch experimentell bestimmt werden (Abb. 4):
DcuB verfiigt Gber 12 Transmembranhelices, wobei die Helices IV bis VI wahrscheinlich
eine Haarnadelschleife ausbilden und nicht die gesamte Membran durchspannen; sowohl der
N- als auch der C-Terminus weisen eine periplasmatische Orientierung auf (Bauer et al.
2011). Uber den Oligomerisierungsgrad liegen derzeit keine Daten vor. Es ist aber
anzunehmen, dass auch DcuB in oligomerer Form vorliegt. Ahnlich wie der aerobe

Transporter DctA hat auch der anaerobe Transporter DcuB einen regulatorischen Einfluss

T394 D398

K353 ,/
Vi v fax ) x| X

T394

X

S
~ae

Abb. 4 A: Topologiemodell des anaeroben Transporters DcuB nach Bauer et al. (2011). Die fiir den Transport
wichtigen Reste E79, R83 und R127 sind gelb markiert. Die fir die Regulation wichtigen Reste K353, T394
und D398 sind rot markiert. B: Helix Xlb als ab initio Strukturmodell nach Witan (2012). Die beiden
regulatorisch wichtigen Reste T394 und D398 sind rot markiert. Die Reste A377, A381 und A385 bilden ein
AXXXAXXXA Motiv und sind violett markiert.
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3.6 Einleitung

Einfluss auf die Aktivitat von DcuS. In DcuB-defizienten Stdmmen ist DcuS konstitutiv
aktiv (Kleefeld et al. 2009). Die vorhergesagte Helix XIlb, die sich in einer
cytoplasmatischen Schleife befindet, enthélt ein AxxxAxxxA-Motiv (Witan 2012). Dieses
Sequenzmotiv dient moéglicherweise, analog zu dem LDxxxLxxxL Motiv in DctA, als
Interaktions-vermittelndes Motiv (Witan 2012).

Aullerdem konnten DcuB-Varianten identifiziert werden, die entweder in ihrer
regulatorischen Funktion oder ihrer Transportfunktion eingeschrankt waren. Die Varianten
K353A, T394l und D398N zeigen alle einen regulatorischen Defekt, sind aber weiterhin in
der Lage die Aufnahme von Cs-Dicarboxylaten zu katalysieren (Kleefeld et al. 2009). Die
Varianten E79A, R83A und R127A dagegen zeigen keine Transportaktivitét, sind aber noch
in der Lage DcuS zu regulieren (Kleefeld et al. 2009). Somit ist auch DcuB ein
bifunktionelles Protein, das neben der Transport- eine regulatorische Funktion aufweist
(Abb. 5). Diese beiden Funktionen kénnen somit bereits in DcuB durch Punktmutationen
raumlich und funktionell getrennt werden. Die Regulation von Dcus$S erfolgt, wie bei DctA,

wahrscheinlich UGber eine Protein-Protein-Interaktion (Witan 2012; Waorner et al. 2016).

A B C D

DcuS C,-DC C,-DC

+
-
-
-
-
-

ATP ®\ ADP | ATP/ (%\\AD

@D D
/

+
-~ \\
SIH
SIH
SIH
+

Abb. 5 Modell zur Funktion von DcuB als Komponente des DcuB/DcuS-Sensorkomplexes mit Transport- und
regulatorischer Funktion. Unter anaeroben Bedingungen ist der Sensor DcuS in Abwesenheit des Transporters
DcuB konstitutiv aktiv (A). In Gegenwart von DcuB ist Dcu$S inaktiv (B). Auch in Gegenwart der transport-
difizienten DcuB-Varianten E79A, R83A und R127 (gelbe Punkte) wird DcuS in einen inaktiven Zustand
versetzt (C). In Gegenwart der regulatorischen DcuB-Varianten K353A, T394U und D398N (rote Punkte) ist
DcuS konstitutiv aktiv, die Transportfunktion dieser Varianten ist jedoch nicht eingeschrinkt (D). Die
Transport- und die regulatorische Funktion von DcuB ist durch Punktmutationen differenzierbar (Rot: reg.
Mutanten K353A, T3941 oder D398N; Gelb: Transportmutanten E79A, R83A oder R127A; Kleefeld et al.
2009).
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3.7 Ziele der Arbeit

Es wird angenommen, dass der Transporter DcuB als Kosensor des Sensors DcuS dient
(Kleefeld et al. 2009; Bauer et al. 2011). Der aerobe Transporter DctA ist jedoch nicht direkt
an der Signalerkennung beteiligt und stellt auch keinen Fluxsensor dar (Steinmetz et al.
2014). Eine mogliche Rolle bei der Signalerkennung soll hier auch fur den anaeroben
Transporter DcuB untersucht werden. Daraus ergibt sich die Frage, welche Rolle der
Transporter DcuB im DcuB/DcuS-Komplex spielt. Hierzu sollte in einem
Titrationsexperiment der Einfluss des Transportergehaltes auf die Funktion des Sensors
Dcus$S untersucht werden. Zusétzlich sollte die Substratspezifitat von DcuS in der Induktion
von dcuB-lacZ mit der Transportspezifitat von DcuB verglichen werden, um die Rolle von
DcuB und DcusS in der Erkennung des Effektors zu differenzieren.

Das DcuSR ZKS bendétigt den aeroben Transporter DctA oder den anaeroben Transporter
DcuB fir die Bildung eines funktionellen Sensorkomplexes. Freies DcuSk hingegen ist
konstitutiv aktiv, und aktiviert Uber DcuR die Transkription der Zielgene. Um das
VVorkommen und die Rolle von freiem DcuSr néher zu untersuchen, sollten die Proteine
DctA, DcuB und DcuS unter induzierenden und nicht induzierenden Bedingungen
quantifiziert werden. Uber die Gehalte der drei Proteine und den funktionellen Status von

DcusS sollte der Beitrag von DcuSr eingeschatzt werden.

13



4.1 Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Stamme, Plasmide

Die verwendeten Stdimme und Plasmide sind in Tab. 1 und Tab. 2 aufgelistet.

Tab. 1 Liste der verwendeten Stamme.

Stamm Genotyp Referenz
IMW503 MC4100, aber AdcuB, A[®(dcuB-lacZ) hyb, amp® Kleefeld (2006)
IMW260 MC4100, A[®(dcuB-lacZ) hyb, amp®, dcuS::cam® Zientz et al. (1998)
IMW237 MC4100 aber A[®(dcuB-lacZ) hyb, amp® Zientz et al. (1998)
IMW505 MC4100, aber AdcuB, dcuA::spcR, dcuC::cam® Kileefeld et al. (2009)
A[®(dcuB-lacZ) hyb, amp®
IMW213a dcuA, dcuB, dcuC, dctA Zientz et al. (1998)
IMW529 LJ1, aber, dcuB::kan®  dcuA::spcR,  AwdT Kim & Unden (2007)
dcuC::miniTn10(cam®), citT::kan®
IMW536 MC4100, A[®(dcuB-lacZ) hyb, amp®, dcuS::spc?, Kleefeld (2006)
dcuB::cam®
W3110 Wildtyp Bachmann (1972)
IMW658 W3110 aber dcuA::spcR, dcuC::camR Diese Arbeit
IMW659 W3110 aber dcuA::spcR, dcuB::kan®, dcuC::camR Diese Arbeit
XL1-Blue F-,recAl-,(mk+,rk-) supE44, endAl, thi-1, A-, Stratagene
gyrA96, relAl, (lac-) [F-, proAB, laclg, Z4M15
Tn10(tet?)]
JM109 recAl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96 relAl Yanisch-Perron et al. (1985)
thid(lac-proAB),  F'[traD36 proAB+, laclq,
lacZAM15]
BTH101 F cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Str"), Karimova et al. (1998)

hsdR2, mcrAl, mcrB1

Tab. 2 Liste der verwendeten Plasmide.

Plasmid Plasmidbeschreibung Referenz

pMW181 pET28a mit dcuS (mit eigenem Kneuper et al. (2005)
Promotor) tiber Xbal / Hindlll kan®

pBAD33 Plasmid fir die Genexpression Guzman et al. (1995)
tber einen pBAD Promotor,
pACYC184 ori, cam®

pET28a Expressionsvektor fir Fusionen Novagen

mit N- und C-terminalem His6-

14



4.2 Material und Methoden

Plasmid Plasmidbeschreibung Referenz
Tag, T7-Promotor, pBR322 ori,
kanR
pMW228 dcuB mit eigenem Promotor in Kleefeld et al. (2009)
pME6010, tetR
pMW397 pMW228, aber dcuB(T394I) Kleefeld et al. (2009)
pMW405 pMW228, aber dcuB(D398N) Kleefeld et al. (2009)
pMW508 pMW228, aber dcuB(K353A) Kleefeld et al. (2009)
pMW561 dcuB-phoA in pBAD18-Kan*, Bauer etal. (2011)
kan®
pMW2334 dcuB-phoA aus pMW561 (ber Worner et al. (2016)
HindlI1l und Kpnl in pBAD33,
camR
pMW2335 pMW2334 aber DcuB(P376S) Diese Arbeit
pMW2336 pMW2334 aber DcuB(A377S) Diese Arbeit
pMW2337 pMW2334 aber DcuB(V380S) Diese Arbeit
pMW2338 pMW2334 aber DcuB(A381S) Diese Arbeit
pMW2339 pMW2334 aber DcuB(S382A) Diese Arbeit
pMW2340 pMW2334 aber DcuB(P384S) Diese Arbeit
pMW2341 pMW2334 aber DcuB(A385S) Diese Arbeit
pMW2385 pMW2334 aber DcuB(A385D) Diese Arbeit
pMW2386 pMW2334 aber DcuB(A385E) Diese Arbeit
pMW2391 0MW2334, aber A381S und Diese Arbeit
A385S, cam®
pMW1391 His6-dcuS in pBAD30 Uber Xbal Witan (2012)
und HindIll aus pMW151, ampR
pMW2543 His6-dcuS aus pMW1391 (ber Diese Arbeit
Xbal und Hindlll in pBAD33,
camR
pMW280 dcuB mit N-terminalem His-tag Kleefeld (2006)
tber BamHI und Xhol in pET28a,
kan®
4.2 Primer

Die verwendeten Primer wurden bei Eurofins-Genomics GmbH (Ebersberg) oder Sigma-
Aldrich (Taufkirchen) bestellt und sind in Tab. 3 und

Tab. 4 aufgelistet.
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Tab. 3 Liste der verwendeten Primer flr die gerichtete Mutagenese.

Bezeichnung Sequenz 5°-3 TM[° C]
DcuB_P376S_for GCGATCGGCGTTGATAGCGCATACATCGTGGC 68,2
DcuB_P376S_rev GCCACGATGTATGCGCTATCAACGCCGATCGC 68,2
DcuB_A377S_for GATCGGCGTTGATCCGAGCTACATCGTGGCTTCAG 69,1
DcuB_A377S_rev CTGAAGCCACGATGTAGCTCGGATCAACGCCGATC 69,1
DcuB_Y378S_for CGTTGATCCGGCAAGCATCGTGGCTTCAG 65,7
DcuB_Y378S_rev CTGAAGCCACGATGCTTGCCGGATCAACG 65,7
DcuB_V/380S_for GTTGATCCGGCATACATCAGCGCTTCAGCACCGGCTTG 70,9
DcuB_V380S_rev CAAGCCGGTGCTGAAGCGCTGATGTATGCCGGATCAAC 70,9
DcuB_A381S_for GATCCGGCATACATCGTGAGCTCAGCACCGGCTTGCTAC 71,8
DcuB_A381S_rev GTAGCAAGCCGGTGCTGAGCTCACGATGTATGCCGGATC 71,8
DcuB_S382A for CATACATCGTGGCTGCGGCACCGGCTTGCTAC 69,5
DcuB_S382A_rev GTAGCAAGCCGGTGCCGCAGCCACGATGTATG 69,5

CATACATCGTGGCTTCAGCAAGCGCTTGCTACGGTTATTAC 69,2
DcuB P384S_for ATC

GATGTAATAACCGTAGCAAGCGCTTGCTGAAGCCACGATG 69,2
DcuB P384S_rev TATG
DcuB A385S_for CGTGGCTTCAGCACCGAGCTGCTACGGTTATTAC 68,0
DcuB A385S_rev GTAATAACCGTAGCAGCTCGGTGCTGAAGCCACG 68,0
DcuB C386S_for CTTCAGCACCGGCTAGCTACGGTTATTAC 62,9
DcuB C386S_rev GTAATAACCGTAGCTAGCCGGTGCTGAAG 62,9
dcuB(A385S)- 67,1
RS GGCATACATCGTGAGCTCAGCACCGAGCTG
dcuB(A385S)- 67,1
A381S.rev CAGCTCGGTGCTGAGCTCACGATGTATGCC
dcuB(Triple A-S)-for GATCGGCGTTGATCCGAGCTACATCGTGAGCTCAG 69,1
dcuB(Triple A-S)-rev.  CTGAGCTCACGATGTAGCTCGGATCAACGCCGATC 69,1
dcuB-A385D-for GTGGCTTCAGCACCGGATTGCTACGGTTATTAC 65,6
dcuB-A385D-rev GTAATAACCGTAGCAATCCGGTGCTGAAGCCAC 65,6
dcuB-A385E-for GGCTTCAGCACCGGAATGCTACGGTTATTAC 64,4
dcuB-A385E-rev GTAATAACCGTAGCATTCCGGTGCTGAAGCC 64,4

Tab. 4 Liste der verwendeten Sequenzierungsprimer.

Bezeichnung Sequenz 5°-3" TM [° C]
dcuB-for CATTAACATCTGCGCAGTACAAAC 54,0
dcuB-rev CCTTTCGACAGCGTTTCTTC 51,8
dcuB86-seq-for GCTGCTGCGCCGCAACCC 59,4
dcuB269-Seq-for CGGCAAACCGCTGTCGATGG 57,9
midDcuS GTT TTC TGG CGC AGG CTT TAC GC 58,8
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4.3 Lo6sungen und Medien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Medien und Puffer vor Gebrauch

autoklaviert.

4.3.1 Medien und Puffer
LB-Medium (Bertani 1951)
10 g/l Casein
5 g/IHefeextrakt
5 g/l NaCl

Es wurde fertig gemischtes LB-Medium verwendet (Roth).

LB-Aqgar

15 g/l Agar-Agar in LB-Medium gelost

10xM9 Medium
75 g/l NazHPO4x2 H20 (Roth)
30 g/l KH2PO4 (Roth)
5 g/l NaCl
10 g/l NH4ClI (Fluka)

Zusatze

10 ml/I CaClz x 2 H20 (10 mM)
10 ml/l saurehydrolisiertes Casein (AHC) (10 %)
5 ml/l L-Tryptophan (1%)

Kohlenstoffquellen, Elektronenakzeptoren sowie Effektoren

Glycerin

DMSO

Fumarat

L-Malat (steril filtriert)
D-Malat (steril filtriert)
Maleinat

L-Tartrat

D-Tartrat
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m-Tartrat

L-Aspartat

Citrat

3-Nitropropionat (steril filtriert)

Malonat

Itaconat

Phenylsuccinat
Von allen Zusédtzen wurden 1 M Stammlésungen angesetzt, auler von DMSO (2 M), 3-
Nitropropionat (0,1 M), L-Aspartat (0,2 M) und Maleinat (0,5 M).

X-Gal-eM9-Agar

15 g/l (Endvolumen) Agar-Agar in eM9

SOC-Medium

20 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt
0,584 g/l NaCl
0,19 g/l KCI
2,03 g/l MgCl2 x6 H20
2,46 g/l MgSO4 x7 H.0
3,96 g/l Glucose x H2.0
Es wurde eine SOB-Fertigmischung verwendet, der Glucose hinzugegeben wurde.

Glycerin-MOPS Medium

1 mM MOPS
15% Glycerin
TSB-Medium
LB-Medium mit folgenden Zusatzen:
100 g/l Polyethylenglycol (PEG 6000)
2,46 g/l MgS0O4 x 7 H20
2,03 g/l MgCl2 x 6 H.0
100 ml/ DMSO
Das TSB-Medium wurde steril filtriert.

10x PBS, pH 7,5
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1,37 M NaCl

27 mM KCI

100 mM NazHPO4
20 mM KH2PO4

TBS-Puffer, pH 7,6

50 mM Tris
150 mM NacCl

4.3.2 Transportmessung

Transportpuffer
100 mM Na;HPO4/KH2PO4-Puffer (pH 7)
1 mM MgSO4
Weitere Ldsungen
01M LiCl
1M Glucose
Rotiszint Ecoplus (Roth)
[2,3-14C]-Fumarat (40 Bg/nmol, Hartmann Analytics)
[2,3-14C]-Succinat (33,3 Bg/nmol, Hartmann Analytics)

4.3.3 Membranpréparation

Puffer A
50 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,5
500 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM DTT
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4.3.4 Antibiotika

Tab. 5 enthélt alle verwendeten Antibiotika sowie die verwendeten Endkonzentrationen.
Wurden zwei oder mehr Antibiotika gleichzeitig verwendet, wurden die Konzentrationen
halbiert.

Tab. 5 Liste der verwendeten Antibiotika.

Antibiotikum Endkonzentration [pug ml+]
Ampicilin 100
Chloramphenicol 20
Kanamycin 50
Spectinomycin 50
Tetracyclin 15

4.3.5 Zellzahlbestimmung

Verdinnungslésung nach Norris & Powell (1961)
9 g/l NaCl
Soviel festes KoHPO4 hinzufugen bis der pH-Wert von 7,2 erreicht ist.

5 ml/l 35 % Formaldehydlésung

4.3.6 P1-Tansduktion

R-Agar
10 g/l Bacto-Tryptone
1 g/l Hefeextrakt
8 g/l NaCl
1 g/l Glucose
12 g/l Agar-Agar

Nach dem Autoklavieren wurde 2 mM CacCl; steril hinzugegeben.

R-Top-Aqgar

6,5 g/l Agar-Agar in LB-Medium
Nach dem Autoklavieren wurden 5 mM CaCl. und 10 mM MgSOx steril hinzugegeben.
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MC-Puffer
0,5mM CaCl;
10 mM MgSOy4

0,1 M Nas-Citrat

4.3.7 B-Galaktosidase Test
B-Galaktosidase Puffer
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,0
10 mM KCI
1 mM MgCl,

Zusatze
0,005 % (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) oder Chloroform
0,0025 % (w/v) Natriumdesoxycholat oder 0,0025 % (w/v) Natriumdodecylsulfat
2,7 ml/l 2-Mercaptoethanol oder 8 mM DTT

Ldsungen fiir den B-Galaktosidase Test
4 mg/ml ONPG
1 M NaxCOs

4.3.8 Semidry-Western-Blotting

Trenngelpuffer

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

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

Trenngel (10 %)

1,98 ml H2Ove

1,67 ml 30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid

1,25 ml Trenngelpuffer

50 ul 10 % SDS

5 pl N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
20 pl 10 % Ammoniumpersulfat (APS)

21



4.3 Material und Methoden

Sammelgel (4 %)

1,49 ml H2Ove

0,33 ml 30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid
0,63 ml Sammelgelpuffer

50 pl 10 % SDS

2,5 Wl TEMED

7,5 pl 10 % APS

10x SDS-Laufpuffer

250 mM Tris
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

2x SDS-Probenpuffer (Laemmli 1970)

100 mM Tris/HCI, pH 7,7
200 mM Dithiothreitol (DTT)
4 % (w/v) SDS

0,2 % (w/v) Bromphenolblau
20 % Glycerin

Transferpuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % (v/v) Ethanol

Blockingpuffer

1x PBS
3 % (w/v) Bovines Serumalbumin (BSA) oder 2 % (w/v) Magermilchpulver

0,1 % (w/v) Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween 20)

Waschpuffer

1x PBS
0,1 % (w/v) Tween 20
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AntikOrperlésung

1x PBS
1% (w/v) BSA
0,1 % (w/v) Tween 20

Antikorperverdinnung

Primére AntikOrper

Anti-DcuS-PD (Kaninchen),

gegen die periplasmatische Domane von DcusS gerichtet (Mdller 2007)

Anti-PhoA (Maus)
gegen PhoA gerichtet

Sekundare Antikorper
Anti-1gG-Rabbit, HRP-gekoppelt (Carl Roth, Karlsruhe)
Anti-1gG-Mouse, HRP-gekoppelt (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Verdunnung fir Chemilumineszenz-Entwicklung 1:10000 bis 1:20000

4.4 Zucht und Préparation

4.4.1 Zucht fir B-Galaktosidase Test (anaerob)

Fur die Messung der B-Galaktosidase Aktivitat erfolgte die Zucht in eM9-Medium in
Gegenwart oder Abwesenheit von Effektoren. Fir die anaerobe Zucht wurde Glycerin (50
mM) als Kohlenstoffquelle und DMSO (20mM) als Elektronenakzeptor hinzugefigt.
Aullerdem wurden die Effektoren in den angegebenen Konzentrationen hinzugefugt. Die
Vorkultur erfolgte in Deepwellplatten semianaerob in 1 ml eM9 fir jeweils 24 h. Fir die
Hauptkultur wurden die Platten in Anaerobentdpfen kultiviert, die fir 15 min evakuiert und
anschlieBend mit Stickstoff (Reinheit >99,999 %, Westfalengas) begast wurden. Die Zucht
erfolgte bei 37° C fur 16 h bei Kulturen mit verwertbaren Effektoren wie Fumarat und 28 h

bei Kulturen mit Effektoren, die nicht als Elektronenakzeptor genutzt werden konnten.
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4.4.2 Zucht flr die absolute Quantifizierung von DcuS, DcuB und DctA

Die Vorkultur erfolgte als semianaerobe Standkultur in 10 ml eM9 mit Glycerin (50 mM)
und DMSO (20 mM) bei 37° C im Wasserbad. Wenn angegeben, wurden weitere Zusatze
hinzugegeben. Die Hauptkultur erfolgte in 200 ml eM9 in Muller-Krempel Flaschen bei
37° C im Wasserbad fir 16 h bis 28 h.

Fir die Quantifizierung von DcuS und DctA in E. coli W3110 erfolgte die aerobe Zucht in
Schikanekolben unter Schitteln in eM9-Medium mit Glycerin (50 mM) oder Fumarat (50
mM) als Kohlenstoffquelle.

Die Zellen wurden bis zu einer ODs7o von ungefahr 0,5 gezichtet. Fir die
Membranpraparation wurden etwa 80 OD-Einheiten per Zentrifugation geerntet. Die Zellen
wurden entweder direkt weiter genutzt oder bis zu ihrer Nutzung bei -80 °C gelagert.

Fur die Analyse ganzer Zellen wurden etwa 15 OD-Einheiten geerntet und pelletiert. Die

Pellets wurden bis zu ihrer Nutzung bei -80 °C gelagert.

4.4.3 Préparation der Membranen fur die absolute Quantifizierung

Fur die Praparation der Membranen wurden etwa 80 OD-Einheiten Zellen geerntet und
entweder direkt genutzt oder bis zur Nutzung bei -80 °C gelagert. Vor dem Zellaufschluss
wurden die Zellen zunéachst in Puffer A resuspendiert. AnschlieBend erfolgte der Aufschluss
durch drei Passagen durch die French-Press (1,38-:10> MPa; Modell FA078E1, Aminco,
USA). Zelltrummer wurden Uber einen langsamen Zentrifugationsschritt (13798 g, 4 °C, 10
min; Eppendorf 5403, Hamburg) entfernt. AnschlieRend erfolgte die Ernte der Membranen
aus dem Uberstand per Ultrazentrifugation (208097 g, 4 °C, 1 h; LE-80K, TFT70.38,

Beckmann Coulter, USA). Bis zur Verwendung wurden die Membranen bei -80 °C gelagert.

4.4.4 Zucht fir Transportmessungen

Die Vorkultur fur Transportmessungen erfolgte fur 24 h als semianaerobe Standkultur in
Reagenzglasern mit 10 ml eM9 Medium mit Glycerin (50 mM) als Kohlenstoffquelle und
DMSO (20 mM) als Elektronenakzeptor. Wenn angegeben, wurde dem Medium aul}erdem
50 mM Fumarat hinzugefugt. Die Hauptkultur erfolgte als anaerobe Kultur in Muller-
Krempel-Flaschen mit 50 bis 70 ml eM9-Medium mit Glycerin (50 mM) und DMSO (20
mM) sowie Fumarat (20 mM), wenn angegeben. Die Miiller-Krempel-Flaschen wurden tber
eine Vakuumpumpe drei Mal fir 15 min evakuiert; die Luft wurde durch Stickstoff (Reinheit
> 99,999 %, Westfalengas) ersetzt, das tber einen Sterilfilter in die Flaschen geleitet wurde.
Die Zucht erfolgte bis zu einer ODs7g von 0,5 bis 0,8.
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4.4.5 Préparation des Darminhalts von Mé&usen

Fir die Untersuchung des Darminhaltes wurden ménnliche C57BL/6J Mause im Alter von
neun Wochen verwendet. Die Mé&use erhielten normales Laborfutter und Wasser ad libitum.
Die Praparation der Mause erfolgte durch Dr. Kerstin Nagel-Wolfrum. Nach der Offnung
der Bauchdecke wurde der Darm entnommen. Dinndarm und Dickdarm wurden jeweils
grob in einen proximalen und einen distalen Teil geteilt. Der als proximal bezeichnete Teil
des Dunndarms reichte dabei von der Magen6ffnung zu den ersten erkennbaren Mesenterien.
Der distale Teil reichte von dort bis zum Caecum. Der proximale Teil des Dickdarms
entsprach dem Bereich nach dem Caecum bis etwa zu dem Abschnitt, ab dem der Darminhalt
die Form von Kotkugeln hatte, welche den distalen Teil des Dickdarms markierten. Die
Inhalte der Darmabschnitte wurde jeweils in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? mit 500 pl TBS-
Puffer tberfuhrt und gewogen. AnschlieBend wurden die Proben flr 2 min gevortext, um
das Pellet aufzubrechen. Die festen Bestandteile und Zellen wurden abzentrifugiert
(Eppendorf, Tischzentrifuge; 6000 rpm; 5 min). Der Uberstand wurde aliquotiert und bis zur

Verwendung bei -80 °C tiefgefroren.

4.5 Molekularbiologische Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurden die molekularbiologischen Methoden so
durchgefuhrt, wie sie in Sambrook & Russell (2001) beschrieben sind. Fur allgemeine
molekularbiologische Arbeiten wurde der Stamm JM109 verwendet. Elektrokompetente
Zellen wurden nach Farinha & Kropinski (1990) hergestellt. Die Zucht der Vorkultur
erfolgte tiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln bei 180 rpm (EXCELLA E24, New Brunswick
Scientific, Edison, USA) in Reagenzglasern mit 5 ml LB-Medium. Die Hauptkultur erfolgte
in Schikanekolben in 100 bis 200 ml LB-Medium bei 37 °C. Die Zellen wurden in der
exponentiellen Phase (ODs7g von 0,5 bis 0,7) durch Zentrifugation (6000 rpm, 4 °C, 10 min;
Eppendorf 5403, Hamburg) geerntet und mit Glycerin-MOPS zweifach gewaschen.
SchlieRlich wurden die Zellen in 1 ml Glycerin-MOPS resuspendiert und bis zur Nutzung
bei -80 °C gelagert. Fir die Elektroporation nach Dower et al. (1988) wurden 30 bis 50 pl
der elektrokompetenten Zellen mit 1 bis 4 pl der in Wasser geldsten Plasmid-DNA versetzt
und in gekuhlte und durch UV-Licht sterilisierte Elektroporationskiivetten (PEQLAB
Biotechnologie, Erlangen) pipettiert. Die Elektroporation erfolgte mit dem Eporater
(Eppendorf, Hamburg) mit einem Puls von 2500 V. Zur Regeneration wurde der

Transformationsansatz mit 1 ml auf 37 °C vorgewdrmtem SOC-Medium versetzt und fur 1 h
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bei 37 °C geschuttelt. AnschlieBend wurden 50 pl des Ansatzes auf selektiven LB-Agar
Platten ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Fur die Herstellung hitzekompetenter Zellen wurde 400 ml LB-Medium mit einer
Ubernachtkultur angeimpft und unter Schitteln im Schikanekolben bis zu einer ODs7g von
0,5 gezuchtet. Die Zellen wurden per Zentrifugation geerntet und zwei Mal mit TSB-Puffer
gewaschen, und schlieBlich in 4 ml TSB-Medium resuspendiert. Fur die
Hitzeschocktransformation wurden 100 pl hitzekompetente Zellen mit 3 pl Plasmid-DNA
vermischt und 1 h auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fur
45 s und eine erneute Inkubation auf Eis fur 2 min. Die Zellen wurden dann in 1 ml auf 37 °C
vorgewdarmtes SOC-Medium aufgenommen und zur Regeneration fir 2 h unter Schiitteln bei
37 °C inkubiert, bevor sie auf selektiven Agar-Platten ausplattiert und bei 37 °C iber Nacht

inkubiert wurden.

4.5.1 Gerichtete Mutagenese

Punktmutationen wurden ber gerichtete Mutagenese nach dem QuickChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) eingefihrt. Hierzu
wurden komplementére Primer (Tab. 3) erstellt, die den angestrebten Austausch enthielten.
Fir die PCR wurde die Phusion®-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
verwendet. Die Zusammensetzung der PCR-Ansétze erfolgte wie in Tab. 6 dargestellt und
nach dem Programm in Tab. 7. Nach der PCR erfolgte ein Restriktionsverdau mit Dpnl, bei
dem die methylierte Template-DNA verdaut wird. Anschlieend wurde der Ansatz in
hitzekompetente XL1-Blue Zellen transformiert und auf selektiven LB-Agar Platten
ausplattiert. Zur Uberpriifung der Mutagenese wurden die isolierten Plasmide mittels

geeigneter Primer sequenziert (LGC Genomics GmbH, Berlin).

Tab. 6 Komponenten eines PCR-Ansatzes fiir die gerichtete Mutagenese.

Komponenten Phusion
HF-Puffer 1x

dNTPs je 250 pM
Primer je 0,5 uM
Template DNA 50-100 ng
DMSO 0-8 %
Polymerase 1U

H.0 ad 50 pl
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Tab. 7 PCR-Programm fiir die gerichtete Mutagenese. Schritte 2 bis 4 wurden 20-30-mal wiederholt.

Schritt Zeit [s] Temperatur [°C]
1. Initiale Denaturierung 30 98
2. Denaturierung 10 98
3. Anealing 20 60-72
4. Elongation 15-30 /kb 72
5. Finale Elongation 600 72

4.5.2 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung von chromosomalen Genen wurde mit einem sterilen Zahnstocher eine zu
uberprifende Kolonie gepickt und in ein steriles Reaktionsgefa® mit dem PCR-Ansatz
uberfuhrt. Als Polymerase diente entweder die Taq-DNA-Polymerase (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) oder die LongAmp®-Taq Polymerase (New England Biolabs,
Ipswich, USA). Hierzu wurden Primer verwendet, die den zu testenden Bereich flankieren.
Das PCR-Produkt konnte anschlielend im Agarose-Gel und per Sequenzierung analysiert

werden.

4.5.3 Stammkonstruktion per P1-Transduktion

Um in Stdmmen einzelne Gene auszuschalten wurden P1.-Phagen verwendet. Mit Hilfe von
Pl lassen sich DNA-Bereiche von bis zu 80 kB von einem E. coli Stamm auf andere
Stamme Ubertragen. Als Donor dienten Stamme, bei denen die Zielgene durch Insertion
einer Antibiotikaresistenzkassette ausgeschaltet wurden. Im Rezipienten werden die Gene
durch homologe Rekombination ubertragen. Fir die Herstellung von Plk.-Phagenlysaten
wurde zunéchst eine Ubernachtkultur (in 5 ml LB-Medium) des Donorstammes mit 5 ml
MC-Puffer versetzt und fir 30 min bei 37 °C geschuttelt. Jeweils 100 pl dieser
Bakteriensuspension wurde mit 100 pl einer P1k-Phagenverdiinnung versetzt und bei 37 °C
flir 15 min inkubiert. Diese Mischung wurde mit 3 ml flissigem R-Top-Agar vermischt, der
zuvor auf 50 °C abgekuhlt wurde. Der R-Top-Agar wurde anschlieBend auf vorgewéarmte R-
Agarplatten gegossen und gleichméfig verteilt. Nach Inkubation der Platten bei 37 °C fur
etwa 7 h wurde 2 ml LB-Medium zu den Platten gegeben und der R-Top-Agar in ein steriles
Greinerrohrchen tberfiihrt. Durch Zugabe von 0,5 ml Chloroform und anschlieBendes
Vortexen wurden noch intakte Zellen lysiert. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde der
Uberstand abgenommen und fiir die weitere Verwendung aliquotiert.

Fur die Transduktion wurden 5 ml einer Ubernachtkultur des Rezipientenstamms mit 3 ml
MC-Puffer versetzt und fur 30 min bei 37 °C geschiittelt, abzentrifugiert (1 min, 20000 rpm)

27



4.6 Material und Methoden

und in 1 ml LB-Medium resuspendiert. Jeweils 100 pl der Bakteriensuspension wurden mit
10 pl 0,1 M CaCl, und 100 pl einer Verdiinnung (10° bis 10%) des zuvor hergestellten
Phagenlysats vermischt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 0,2 ml Na-
Citrat Losung und 0,5 ml LB-Medium sowie Schiitteln bei 37 °C fur 60 min wurde die
weitere Infektion verhindert. AnschlieBend wurde der Transduktionsansatz durch
Zentrifugation aufkonzentriert und vollstandig auf selektiven LB-Agar-Platten ausplattiert.
Bei erfolgreicher Transduktion konnten - nach Inkubation der Platten - Kolonien gepickt und
erneut ausplattiert werden. Eine Uberpriifung der Transduktion erfolgte mittels Kolonie-
PCR.

4.6 Biochemische Methoden

4.6.1 SDS-PAGE

Fur den Expressionsnachweis wurden die Proben per SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese
(PAGE) aufgetrennt. SDS-PAGE erfolgte mit dem Mini-PROTEAN System bei 200 V fir
50 Minuten (Bio-Rad, USA). Fir die SDS-PAGE wurden 400 ul der Zellen abzentrifugiert.
Die Pellets wurden anschlieBend mit Probenpuffer versetzt, resuspendiert und fiir 5 min bei
95 °C aufgekocht.

4.6.2 Immuno-Blot

Nach der Auftrennung Uber SDS-PAGE wurden die Proteine mittels Semi-Dry-
Westernblotting (Towbin et al. 1979) auf eine Nitrocellulosemembran (Amersham Protran
0,45 NC Membran, GeHealthcare) bertragen. Hierzu wurden die Nitrocellulosemembran
auf zwei Lagen Chromatografiepapier gelegt. Darauf folgte das SDS-Gel und zwei weitere
Lagen Chromatografiepapier. Alle Schichten wurden zuvor in Transferpuffer getrankt. Der
Transfer erfolgte mit dem Pierce Fast Semi-Dry-Blotter (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) bei 1,6 mA/cm? fir 45 Minuten.

4.6.3 Antikorperfarbung

Die Membran wurde nach dem Blotten tiber Nacht bei 4 °C in Blockingpuffer inkubiert.
Anschlielend erfolgte die Inkubation mit der priméren Anitkorperldsung fur 45 min. Darauf
folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer fiir jeweils 5 min und die Inkubation mit der
sekundaren Antikorperlésung. Danach folgten erneut drei Waschschritte flr jeweils 5 min.
AnschlieBend wurde die Membran fir etwa 5 min mit HRP Entwicklersubstrat (Immobilon
Western HRP Substrat; Merck Millipore, Billerica, USA) iberschichtet. Uber die
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Lumineszenz wurde ein Rontgenfilm belichtet, der mit dem Rontgenfilm-Prozessor SRX-
101 A (Konica Minolta, Japan) entwickelt wurde. Die entwickelten Filme wurden
eingescannt (Scan 4400F, Canon, Japan) und mit der Software ImageJ analysiert (Schneider
et al. 2012)

4.6.4 Bacterial Two Hybrid System (BACTH)

Die Quantifizierung von Protein-Protein-Interaktionen erfolgte nach Karimova et al. (1998)
uber das Bacterial Two-Hybrid System (BACTH). Hierbei werden die beiden Doménen T25
und T18 der Adenylatzyklase aus Bordetella pertussis C- oder N-terminal an die zu
testenden Proteine fusioniert. Fir DcuB wurde aul’erdem ein Konstrukt verwendet, bei dem
das T25-Fragment in eine cytoplasmatische Schleife von DcuB eingefiigt wurde und deshalb
als Sandwich-Konstrukt oder DcuB-SW-T25 bezeichnet wird (Witan 2012) (Abb. 6). Die
beiden Fragmente sind alleine inaktiv, werden sie durch Interaktion der Zielproteine in
raumliche Néhe gebracht, erlangen sie ihre Aktivitat zurlick und katalysieren die Umsetzung
von ATP zu cAMP. Als Teststamm dient BTH101, der tber keine Adenylatzyklase verfiigt.
Als Reporter dient die Expression von lacZ, die tiber cCAMP und das Catabolite Activator
Protein (CAP) induziert wird. Die Interaktion kann so mittels eines photometrischen Assays

uber die Aktivitat der B-Galaktosidase quantifiziert werden.

DcuB-SW-T25 DcuS-T18

C

Abb. 6 Schematischer Aufbau des DcuB-Sandwich-Konstrukts (DcuB-SW-T25) und des verwendeten DcuS-
T18 Konstruktes (hach Witan 2012).
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4.6.5 Beta-Galaktosidase Test

Die Bestimmung der B-Galaktosidase Aktivitéat erfolgte nach Miller (1992). Hierbei wird
das chromogene Substratanalogon ONPG genutzt, das von der B-Galaktosidase zu Galaktose
und 2-Nitrophenol gespalten wird. Letzteres kann bei einer Wellenldnge von 415 nm
photometrisch nachgewiesen werden. Die Durchfiihrung des Testes erfolgte in
Mikrotiterplatten (MTP) nach einem modifizierten Protokoll (Griffith & Wolf 2002; Monzel
et al. 2013).

Fur die photometrischen Messungen der ODs7o und der Extinktion bei 415 nm (Eas1s) mit
dem MTP-Reader (EL808, Biotek) wurden die MTP stets mit einem Volumen von 250 pl
befullt. Dies gewahrleistet eine gleiche Fullhohe bei allen Proben; die Weglange des
Lichtstrahls in den Proben ist somit vergleichbar.

Nach der Zucht erfolgte zunéachst die Bestimmung der ODs70. Bei Bedarf wurden die Proben
mit Medium verdunnt. Anschlielend erfolgte der Zellaufschluss. Hierzu wurden in
Deepwell-Platten 800 pl B-Galaktosidase-Puffer. Es wurden unterschiedliche Zusétze fiir
den Puffer verwendet. Wéhrend der Aufschluss im B-Galaktosidase-Puffer nach Miller
(1992) tiber SDS und Chloroform erfolgte, wurden in einer zweiten Variante CTAB und
SDC zum Aufschluss verwendet. Als reduzierendes Agens wurde entweder f3-
Mercaptoethanol oder DTT verwendet. Jeweils 200 pl der Hauptkultur wurden mit einer
automatischen Mehrkanalpipette (Rainin, Mettler-Toledo) zu 800 pl B-Galaktosidase-Puffer
pipettiert. Der Aufschluss erfolgte tber die Mischfunktion durch 10-maliges auf und ab
Pipettieren. AnschlieBend wurden von jedem Well jeweils vier Aliquots a 150 pul entnommen
und in MTP pipettiert. Bei der Verwendung von Chloroform im (-Galaktosidase Puffer
wurden die aufgeschlossenen Zellen vor dem Aliquotieren zunachst 15 min ruhen gelassen,
damit sich das Chloroform absetzen konnte. Da Chloroform das Material der MTP angreift,
konnte so eine Verschleppung vermieden werden. Die Verwendung des alternativen [3-
Galaktosidase Puffers vereinfachte diesen Schritt.

Die Proben wurden vor dem eigentlichen Test fiir 15 min auf 30 °C vorgewarmt und mit je
30 pl einer ebenfalls auf 30 °C vorgewarmten ONPG-L&sung versetzt. Die Reaktion wurde
nach 20 min durch die Zugabe von 70 ul Na,COs (1 M) gestoppt.

Die Berechnung der B-Galaktosidase Aktivitét erfolgte nach Miller (1992) Giber GI. 1 oder
Gl. 2.

1000'AE415

Gl. 1
t‘V‘AOD570

B — Galaktosidaseaktivitit =
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Dabei ist AE415 die Differenz zwischen der Extinktion bei 415 nm und dem Blindwert. t ist
die Zeit zwischen Start der Reaktion durch Zugabe von ONPG und dem Abstoppen der
Reaktion durch die Zugabe von Na;COs. V ist das Volumen der Kultur, die beim
Zellaufschluss in den Test eingesetzt wurde und AODs7o ist die Differenz zwischen der
ODs7o der Kultur und der OD des Blindwertes bei 570 nm. Die B-Galaktosidase Aktivitaten
wurden jeweils von vier parallelen Zuchten und von jeder Zucht in Vierfachbestimmung
ermittelt. Die Experimente wurden 2- bis 4-mal wiederholt. Der Blindwert der Extinktion
bei 415 nm bericksichtigt zwar die unspezifische Spaltung von ONPG und den Hintergrund.
Um zusatzlich fir die Streuung auf Grund von Zelltrimmern zu korrigieren, wurde auch die
erweiterte Gl. 2 verwendet. Hier wurde auch die OD*s7o der Reaktionslésung gemessen und

von AEa1s abgezogen.

1000-(AE415— OD550)

Gl. 2
t'V'AOD570

B — Galaktosidaseaktivitit =

4.6.6 Transportmessungen
4.6.6.1 Herstellung der Zellsuspension

Nach der Zucht erfolgte zunachst die Zellernte per Zentrifugation (8000 rpm, 6 min, 4 °C).
Alle weiteren Schritte erfolgten stets auf Eis. Die Zellen wurden in Transportpuffer
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden anschlielend in Transportpuffer
resuspendiert; die ODs7g wurde auf 6 bis 8 eingestellt. Die verwendeten Puffer wurden vor
der Benutzung anaerobisiert. Nach Herstellung der Zellsuspension wurde diese ebenfalls

anaerobisiert.

4.6.6.2 Durchfiihrung der Aufnahmemessung

Zunéchst wurden die Zellen durch Zugabe von 20 mM Glucose bei 37 °C fur 5 min
energetisiert. Die energetisierten Zellen wurden mit 100 uM [2,3-}4C]-Fumarat versetzt und
bei 37 °C inkubiert. Zum Stoppen der Aufnahme wurden 100 pl der Zellsuspension in 900 pl
eisgekiihlte LiCl-Lésung (0,1 M) (berfiihrt. Die Zellen wurden anschlieBend (ber
Vakuumfiltration (FH 225V Ten-Place Filter Manifold, Pharmacia Biotech) von dem
Medium und Stopplosung abgetrennt. Hierzu wurden Glasfaserfilter (APFF, @25 mm,
Porengrofle 0,7 pum, Millipore) oder Filter aus Cellulosemischester (ME24, @25 mm,
Porengrolie 0,2 um, Whatman) verwendet. AnschlieRend wurden die Filter zweimal mit je
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1 ml 0,1M LiCl gewaschen, um Reste des Substrats zu entfernen. Zur Bestimmung des
Blindwerts wurden 50 ul der Zellsuspension und 50 pl der Arbeitslosung des markierten
Substrates direkt zu 900 ul eisgekuhltem 0,1 M LiCl gegeben und sofort auf den Filter
uberfuhrt. Die Filter wurden in Szintilationsvials aus Polyethylen (Roth oder Perkin Elmer)
gegeben und mit 4 ml einer Szintillationsflussigkeit (Rotiszint eco plus, Roth) versetzt.
AnschlieRend erfolgte die Messung der Radioaktivitat dpm (Desintegrations per Minute)
iiber einen Flussigszintillationszahler (Perkin Elmer). Uber Gl. 3 wurde aus der gemessenen
Radioaktivitat die Aufnahmeaktivitat in U/g TG berechnet.

Adpm-10000
at281 mg TG'AOD578

Gl. 3

Aufnahmeaktivitat =

In dieser Formel entspricht Adpm der Differenz zwischen der gemessenen Radioaktivitat der
Probe und des Blindwertes; a ist die spezifische Aktivitit des verwendeten Fumarats in
dpm/nmol; t entspricht der Zeit nach der die Aufnahme gestoppt wurde; AODs7g ist die
Differenz zwischen der OD der Zellsuspension im Transportansatz und des Blindwertes bei
578 nm. Fur die Berechnung wurde angenommen, dass eine ODszg von 1 einem

Trockengewicht von 281 mg entspricht (Zientz et al. 1996).

4.6.6.3 Kompetitionsmessungen

Fur die Bestimmung des Substratspektrums von DcuB wurde die Aufhahme von markiertem
Fumarat in Gegenwart verschiedener Kompetitoren bestimmt. Hierzu wurden 50 pul einer
Suspension energetisierter Zellen zu 50 pl einer Lésung mit 100 pM [2,3-14C]-Fumarat und
1 mM des zu testenden Kompetitors gegeben. Die Aufnahme wurde nach 0,5 min oder einer
1 min durch die Uberfiihrung in eisgekiihltes LiCl (0,1 M) gestoppt. Die Messung der
Aufnahmeaktivitat erfolgte jeweils in zwei parallelen Ansétzen als Doppeltbestimmung. Die
Aufnahmeaktivitat fur [2,3-1*C]-Fumarat ohne Kompetitor wurde stets mitbestimmt und
diente als Referenzwert. Die Aktivitat in Gegenwart eines Kompetitors wurde relativ zu

diesem Referenzwert angegeben.

4.6.7 Absolute Quantifizierung von DcuS, DcuB und DctA mittels SRM
Die im Folgenden beschriebene absolute Quantifizierung von DcuS, DcuB und DctA

erfolgte an der Universitat Greifswald durch Dr. Elke Hammer und Dr. Kristin Surmann.
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4.6.7.1 Probenvorbereitung

Fur die absolute Quantifizierung wurden Membranpellets von jeweils 80 ODs7s-Einheiten
verwendet. Diese wurden in 300 pL UT-Loésung (8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff)
resuspendiert und mit Ultraschall behandelt (50 W, 3 x 30 s auf Eis, SonoPuls, Bandelin
electronic, Berlin). Die solubilisierten Proteine wurden per Zentrifugation abgetrennt und
befanden sich im Uberstand (20000 x g, 4 °C, 1 h). Um eine vollstandige Solubilisierung zu
gewadhrleisten, wurde das Pellet noch zwei Mal mit jeweils 150 pl UT-LOsung per
Ultraschall aufgeschlossen. Der Proteingehalt der Uberstiande wurde mittels Bradfort Assay
(Biorad, Munchen) ermittelt. Etwa 85 bis 95 % des gesamten Proteingehaltes waren im
ersten Uberstand zu finden. Im dritten Uberstand wurde weniger als 1 % des gesamten
Proteins gefunden. Aus diesem Grund wurden alle Membranpellets zweifach

aufgeschlossen, um eine vollstandige Solubilisierung zu gewahrleisten.

4.6.7.2 Proteolytischer Verdau

Von jeder Probe wurden 4 ug Protein in einer wassrigen Ammonium-Bicarbonat-L6sung
(20 mM) bis zu einer Harnstoff-Konzentration < 2 M verdiinnt. Der Spike-in von schweren
Peptiden erfolgte an dieser Stelle. Es folgte eine Reduktion der Proteine mit DTT (2,5 mM)
bei 60 °C flr 1 h. AnschlieBend wurden die Proben mit 10 mM lodoacetamid fir 30 min bei
37 °C im Dunkeln alkyliert. Vor dem Verdau erfolgte ein weiterer Verdinnungsschritt mit
einer wassrigen Ammonium-Bicarbonat-L6sung (20 mM), um die Harnstoff-Konzentration
unter 1 mM zu senken.

Fur den Verdau wurde Trypsin (Promega GmbH, Mannheim) in einem Verhéltnis Protease
zu Protein von 1:25 (w/w) hinzugefuigt. Nach 16 bis 18 h bei 37 °C wurde der Verdau durch
Zugabe von 1 % (v/v) Essigséurelésung gestoppt. Die Proben wurden abzentrifugiert (10
min, 16,000 g) und der Uberstand weiterverwendet. Die Aufreinigung der Peptide erfolgte
uber uC18-ZipTip Saulen (Merck Millipore, Darmstadt). Der Elutionspuffer wurde mittels
Vakuumzentrifugation entfernt. Die aufgereinigten Peptide wurden in 20 ul 0.1 % (v/v)
Essigsaureldsung mit 2 % (v/v) ACN geldst. Bis zur Analyse der Proben wurden diese bei -

20 °C gelagert.

4.6.7.3 Absolute Quantifizierung mittels SRM

Die absolute Quantifizierung erfolgte mittels SRM (Single Reaction Monitoring) in
Kombination mit schweren Standardpeptiden (JPT, Berlin). Diese enthielten Arginin und

Lysinreste mit den schweren Isotopen *C und **N. Dadurch unterscheidet sich ihre Masse
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von den natlrlichen Peptiden der Proteine, was ihre Verwendung als interne Standards
ermoglicht (Surmann et al. 2016). Bei den Standardpeptiden handelte es sich um
proteotypische Peptide, welche eine eindeutige Identifizierung des Proteins ermdglichen
(Kuster et al. 2005).

Die verwendeten Peptide sind in Tab. 8 aufgelistet. Fir DctA und DcuS wurden jeweils vier
Peptide ausgewdhlt. Fir DcuB-PhoA wurden drei Peptide ausgewéhlt, wobei zwei fiir PhoA
spezifisch waren und eins fur DcuB. Zur Quantifizierung von DcuB wurde das fir DcuB
spezifsche Peptid genutzt, um auszuschlieRen, dass E. coli PhoA die Quantifizierung
verfalscht. Die schweren Standardpeptide wiesen produktionsbedingt einen C-terminalen
Aminosaure-Tag auf, der aber wéhrend des tryptischen Verdaus abgespalten wurde. Ein
nmol lyophilisiertes Puder jedes Standardpeptids wurde in jeweils 100 pl Puffer aus 80 %
(v/v) Ammoniumbicarbonat (100 mM) und 20 % (v/v) Acetontril (ACN) geldst. Die gel6sten
Peptide wurden in Aliquots a 10 pl bei -80 °C gelagert.

Zur Bestimmung des Konzentrationsbereichs fur die absolute Quantifizierung wurden
Verdlnnungsreihen der schweren Standardpeptide (0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; und
100 fmol) mit jeweils 1 pg E. coli W3110 Membranprotein vermessen. Die

Membranproteine dienten als Probenhintergrund.

Tab. 8 Ausgewéhlte Peptide fur die Quantifizierung von DcuS, DcuB und DctA mit Position im Protein. Die
ersten beiden DcuB-Peptide sind spezifisch fiir DcuB, die zwei weiteren stammen aus PhoA, da teilweise eine
DcuB-PhoA Fusion verwendet wurde.

Protein Peptid Position
DcuS TLADSPEIR 62-70
ALNGEENVAINR 128-139
LLLINTVPVR-310 300-309
DctA AVAVYADQAK 116-125
ATGFSIFK 244-251
ALTNLVGNGVATIVVAK 384-400
LDDVLNNR 410-418
DcuB FISVPENR (DcuB) 209-216
SGTTHIGR (DcuB 407-414
LTGDQTAALR (PhoA) 496-505
NYAEGAGGFFK (PhoA) 534-544
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Die SRM erfolgte wie bei Surmann et al. (2016): Zunéchst wurden die Peptide mittels nano
Acquity UPLC (Waters Corporation, Manchester, UK) chromatographisch aufgetrennt.
AnschlieBend erfolgte die Analyse mittels dem TSQ Vantage Triple Quadrupol LC/MS
Massenspektrometer (Thermo Scientific, Bremen). Die Parameter und Einstellungen sind im
in Tab. 9 aufgefiihrt. Als Kollisionsenergie wurde zunachst entsprechend des
Masse/Ladungs-Verhéltnisses der Peptide die Grundeinstellungen des Gerates verwendet
und anschlieBend variiert um die optimalen Parameter zu ermitteln. Fir jede Bedingung
wurden jeweils drei bis funf biologische Replikate vermessen. Die zweifach geladenen
Vorlauferpeptide und die vier haufigsten Produkte (Ubergéange, engl. transitions) wurden
bei der Datenerfassung fiir jedes Peptid ausgewéhlt. Paare von schweren und leichten
Peptiden konnten auf Grund der gleichen Retentionszeit und des Elutionsprofils detektiert
werden. Fur die absolute Quantifizierung wurden die Peptide ausgewéhlt, die die hochste
Intensitat und das beste Signal/Rauschen-Verhéltnis zeigten. Hierzu wurde jede Probe mit
definierten Mengen der schweren Standardpeptide versetzt. Dabei wurde ein Verhaltnis von
schweren Peptid zu leichtem Probenpeptid von eins angestrebt. Aus dem Verhaltnis der
Peakflachen von schwerem Standardpeptid zum leichten Probenpeptid wurde das Protein

absolut quantifiziert. Uber die Zellzahl konnte die Kopienzahl pro Zelle berechnet werden.

Tab. 9 Parameter und Einstellungen fir die Flissigchromatographie und die Massenspektrometrie.

LC-Parameter Einstellungen

Instrument NanoAcquity UPLC (Waters Corporation, Manchester, UK)

LC-Séaule NanoAcquity BEH130 C18 S&ule (10 cm Lénge, 100 pM innerer
Durchmesser und 1.7 um PartikelgréRe, Waters Corporation)

LC-Puffer A: 0.1% Essigsaure und 2% ACN in Wasser in HPLC Qualitét (J. T. Baker,

Center Valley, PA, USA)
B: 0.1% Essigséaure in ACN

LC-Gradient 0 min-5% Puffer B / 3-10 / 26-35 / 32-60 / 33-90 / 38-90 / 39-0 / 42-0
Losungsmittelflussrate 400 nL/min

MS-Parameter Einstellungen

Instrument TSQ Vantage Triple Quadrupol Massenspektrometer (Thermo Fisher

Scientific, Bremen, Germany)

Auflésung MS1 R=0,7 Halbwertsbreite (FWHM), MS2 R= 2,5 FWHM
Verweilzeit (dwell time) 20 ms pro Ubergang
Zykluszeit (cycle time) 2.4 s/Zyklus
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4.6.8 Bestimmung der Zellzahl

Fur die Bestimmung der absoluten Kopienzahl von DcuS, DcuB und DctA pro Zelle, wurde
die genaue Zellzahl bestimmt. Hierflir wurde die Kultur mit einer Verdiinnungslosung nach
Norris & Powell (1961) verdunnt. Da es sich bei E. coli um ein begeifeltes, und somit
bewegliches, Bakterium handelt wurde der Verdinnungslésung 5 ml/l 35 %ige
Formaldehydlésung zugesetzt. Die lichtmikroskopische Auszahlung der Zellen erfolgte in
einer Thoma-Zahlkammer.

4.6.9 Bestimmung der Konzentration von C4-DC mittels LC-MS/MS

Die Bestimmung der Konzentrationen der C4-Dicarboxylate erfolgte in Kooperation mit Dr.
Hannes Link am Max-Planck-Institut flr terrestrische Mikrobiologie (Marburg) Uber
Flussigchromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) (Guder
et al. 2017).

4.7 Bioinformatische Methoden

Die Darstellung von 3D-Modellen erfolgte mit UCSF Chimera (v1.11.2) (Pettersen et al.
2004). Sequenzdaten wurden aus der Uniprot-Datenbank (The UniProt Consortium 2017)
oder der KEGG Datenbank (Kanehisa & Goto 2000) geladen. Multiple Sequenzalignments

erfolgten mit Clustal Omega (Sievers et al. 2011) unter Standardeinstellungen.
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5 Ergebnisse

5.1 Uberfilhrung von DcuS in die C4-Dicarboxylat-sensitive Form

durch den Transporter DcuB

Der Cs-Dicarboxylatstoffwechsel von Escherichia coli wird vor allem durch die
Sensorhistidinkinase DcuS und den Antwortregulator DcuR reguliert. Die Sensorkinase und
der Antwortregulator zusammen bilden das DcuSR-Zweikomponentensystem (Zientz et al.
1998; Golby et al. 1999). Liegen Cs-Dicarboxylate im Medium vor, induziert DcuSR die
Expression verschiedener Zielgene. Im Gegensatz zu klassischen Zweikomponentensystemen
sind bei dem DcuSR-System weitere Komponenten beteiligt (Stock et al. 2000; Tetsch & Jung
2009). In Abwesenheit des aeroben Transporters DctA, beziehungsweise des anaeroben
Transporters DcuB befindet sich DcuS in einem konstitutiven ON-Zustand (Kleefeld et al.
2009; Davies et al. 1999). Ist einer der beiden Transporter vorhanden, ist die Aktivitat von DcuS
abhéngig von der Gegenwart von Cs-Dicarboxylaten. Dabei konnte sowohl fur DctA als auch
fiir DcuB gezeigt werden, dass ein DcuS/Transporter Komplex vorliegt (Witan et al. 2012a;
Witan et al. 2012b; Worner et al. 2016). Dies fuhrte zu der Hypothese, dass DcuB und DctA
als Kosensoren von DcuS dienen und an der Signalerkennung direkt beteiligt sind. Der
Transporter/DcuS  Komplex hat diesem Modell zu Folge zwei potentielle
Signaleingangsstellen, die beide fur die Aktivierung der Signaltransduktion benotigt werden.
Dabei wurde postuliert, dass die Transporter Fluxsensoren seien, wahrend DcuS selbst die
Konzentration von Cs-Dicarboxylaten detektiert. Fiir den aeroben Transporter DctA hingegen
konnte bereits gezeigt werden, dass DctA zwar fir die ordnungsgeméalie Funktion von DcuS
notwendig ist, nicht jedoch an der Signalerkennung beteiligt ist (Steinmetz et al. 2014). Im
Folgenden sollte daher die Rolle des Transporters DcuB fir die Funktion des DcuB/DcuS-
Sensorkomplexes weiter charakterisiert werden. Hierfir wurde zunéchst die Bedeutung von
DcuB fur die Signalerkennung untersucht.

Sowohl DcuS als auch DcuB verfligen Uber eine Substratbindestelle. DcuS bindet Cs-
Dicarboxylate uber die periplasmatische PASp Domane (Unden et al. 2016a; Kneuper et al.
2005; Kramer et al. 2007; Pappalardo et al. 2003; Cheung & Hendrickson 2008). Fir DcuB
wurden die Varianten E79A, R83A und R127A beschrieben, die nicht mehr in der Lage sind
Succinat zu transportieren, aber weiterhin einen regulatorischen Einfluss auf DcuS besitzen
(Kleefeld et al. 2009). Es stellt sich die Frage, ob beide Substratbindestellen des DcuS/DcuB-
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Sensorkomplexes auch tatsachlich an der Signalerkennung beteiligt sind oder ob eine der beiden
potentiellen Signaleingangstellen bereits ausreicht. Dabei verfligen sowohl DcuB als auch
DcusS (ber ein relativ breites Substratspektrum (Kneuper et al. 2005; Kramer et al. 2007,
Steinmetz et al. 2014; Six et al. 1994). Beide erkennen Cs-Dicarboxylate wie Fumarat, L-Malat
oder Succinat. Allein anhand dieser Effektoren lasst sich der Beitrag der beiden Proteine zur
Signalerkennung nicht differenzieren. Deshalb sollte Gberpruft werden, inwiefern sich die
Substrate, die zu einer Induktion der dcuB-lacZ Reportergenfusion fiihren, mit den Substraten

Uberschneiden, die die Aufnahme von radioaktiv markiertem Fumarat tiber DcuB inhibieren.
5.1.1 Die Signalerkennung im DcuS/DcuB-Sensorkomplex

Die folgenden Ergebnisse zur Substratspezifitat von DcuS und DcuB und der Signalerkennung
im DcuS/DcuB-Sensorkomplex wurden in meiner Diplomarbeit beschrieben (Wa&rner 2013).
Die Daten wurden durch den Effektor m-Tartrat erganzt.

5.1.1.1 Substratspektrum des Sensors DcuS

Fur die Bestimmung des Substratspektrums von DcuS wurde der DcuS-defiziente Stamm
IMW260 (dcuS::cam®) verwendet, der auRerdem eine chromosomale dcuB-lacZ
Reportergenfusion tragt (Zientz et al. 1998). Das Gen des Sensors dcuS wurde tiber das Plasmid
pMW181 in den Stamm eingeflhrt und von dem wildtypischen DcuS-Promotor exprimiert. Da
das DcuSR System unter anaeroben Bedingungen die Expression von dcuB-lacZ induziert,
konnte so die Aktivitdt von DcuS in Gegenwart verschiedener Effektoren bestimmt werden.
Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium, dem Glycerin (50 mM) als Kohlenstoffquelle und
DMSO (20 mM) als zusatzlicher Elektronenakzeptor hinzugefugt wurden. Anschlie3end
erfolgte die Bestimmung der p-Galaktosidaseaktivitat als Mal3 fur die Aktivitat von DcusS.

Nahezu alle C4-Dicarboxylate induzieren die Expression von dcuB-lacZ (Abb. 7). Insbesondere
Fumarat, Maleinat, L-Tartrat sowie D-Malat fiihren zu einer starken Induktion. Auch die
Effektoren L-Malat, L-Aspartat, D-Tartrat und m-Tartrat fihren zu einer eindeutigen Induktion
des Reportergenes dcuB-lacZ. Neben Cs-Dicarboxylaten wurden auch Subtrate getestet, die
strukturelle Ahnlichkeit mit Cs-Dicarboxylaten aufweisen. 3-Nitropropionat beispielsweise
entspricht einem Succinat-Molekdl, bei dem eine Carboxylgruppe durch eine Nitrogruppe
ersetzt wurde. Citrat entspricht L-Malat mit einer zusétzlich Acetylgruppe. Bei beiden war noch
eine leichte Induktion zu beobachten. Dabei ist zu beachten, dass 3-Nitropropionat nur in einer
Konzentration von 5 mM eingesetzt wurde, da es in hoheren Konzentrationen

wachstumshemmend wirkt (Bock 2004).
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Es wurde auRBerdem der Effekt von Itaconat, Phenylsuccinat und Malonat auf die Expression
von dcuB-lacZ untersucht. Itaconat und Phenylsuccinat sind Cs-Dicarboxylate mit einer
zusétzlichen Ethylen- bzw. Phenylgruppe. Malonat ist eine Cs-Dicarbonséure. Wahrend
Itaconat einen sehr schwachen Einfluss auf die Induktion von dcuB-lacZ zeigte, lag die
Aktivitdt nach Zucht in Gegenwart von Phenylsuccinat und Malonat auf dem Niveau der
Kontrolle (Anhang Abb. A 1).
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Abb. 7 Effektoren der anaeroben Induktion von dcuB-lacZ in IMW260 (dcuS::cam®?, dcuB-lacZ) mit pMW181
(pdcuS). Gemessen wurde die B-Galaktosidaseaktivitat nach anaerober Zucht in eM9 mit 50 mM Glycerin, 20 mM
DMSO durch verschiedene Effektoren: Fumarat (Fum), Maleinat (Male), L-Malat (L-Mal), D-Malat (D-Mal), L-
Tartrat (L-Tar), D-Tartrat (D-Tar), meso-Tartrat (m-Tar), L-Aspartat (L-Asp), 3-Nitropropionat (Ntrp), Citrat
(Cit). Die Effektoren lagen in einer Konzentration von 20 mM (Nitropropionat: 5 mM) vor.

5.1.1.2 Substratspezifitat von DcuB

Die Bestimmung der Substratspezifitat des Transporters DcuB erfolgte Uber die Messung der
Transportaktivitat von Fumarat. Uber einen Filtrationsassay kann die Aufnahme von radioaktiv
markiertem [2,3*C]-Fumarat in die Zelle bestimmt werden. Da nicht alle in Frage kommenden
Effektoren in markierter Form verfugbar sind, wurde ein Kompetitionsexperiment
durchgefiihrt. Hierbei wurde die Aufnahme von [2,3'*C]-Fumarat in die Zelle in Gegenwart
von unmarkierten Substraten gemessen. Ein Transport oder eine Bindung dieser Substrate
durch die Transportdoméne von DcuB sollte zu einer kompetitiven Hemmung der Aufnahme

von [2,3'*C]-Fumarat fiihren.
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Um das Substratspektrum von DcuB zu testen wurde der Stamm IMW213a (dcuA, dcuB, dcuC,
dctA) mit plasmidkodiertem DcuB (pMW228) verwendet. In dem Stamm wurden die Gene der
Cs-Dicarboxylattransporter  dcuA, dcuB, dcuC wund dctA durch Insertion von
Antibiotikaresistenzkassetten ausgeschaltet. Die Zucht erfolgte anaerob in eM9 unter Zusatz
von Glycerin (50 mM) als Kohlenstoffquelle, Fumarat (50 mM) als Elektronenakzeptor und
DMSO (20 mM) als zusatzlichem Elektronenakzeptor. Die Zellen wurden geerntet und eine
Zellsuspension hergestellt. VVor der Zugabe des Substrates wurden die Zellen 5 min bei 37 °C
mit 20 mM Glucose energetisiert. AnschlieRend wurden 50 pM [2,3'*C]-Fumarat zu den Zellen
gegeben. Fir die Kompetitionsmessung wurde neben dem radioaktiv markierten Substrat der
zehnfache Uberschuss des zu testenden Kompetitor-Substrates zugesetzt.

Wie auch DcusS, erkennt DcuB verschiedene Cs-Dicarboxylate. So wurde die Aufnahme von
[2,3-14C]-Fumarat durch nicht markiertes Fumarat, L-Malat, D-Malat, D-Tartrat und Aspartat
gehemmt (Abb. 8). Die Substrate L-Malat, L-Aspartat und D-Tartrat haben dabei den starksten
Effekt gezeigt.
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Abb. 8 Inhibition der Aufnahme von [2,3-1“C]-Fumarat in IMW213a mit pMW228 nach anaerober Zucht in eM9
mit 50 mM Glycerin, 20 mM DMSO und 20 mM Fumarat. Die Inhibition wurde auf H,O normiert (0 %). Vor der
Messung der Aufnahmeaktivitat wurden die Zellen 5 min mit 20 mM Glucose energetisiert. Nach Zugabe von 50
UM [2,3-**C]-Fumarat und 500 pM des Kompetitors wurden die Zellen fiir 1 min bei 37 °C inkubiert. Nach 1 min
wurde die Aufnahme gestoppt und die aufgenommene Radioaktivitat bestimmt. Die verwendeten Kompetitoren
waren: H,O, Fumarat (Fum), Maleinat (Male), L-Malat (L-Mal), D-Malat (D-Mal), L-Tartrat (L-Tar), D-Tartrat
(D-Tar), meso-Tartrat (m-Tar), L-Aspartat (L-Asp), 3-Nitropropionat (Ntrp), Citrat (Cit).
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Einige gute Induktoren der B-Galaktosidaseaktivitat, wie Maleinat und L-Tartrat, hatten dabei
nur einen geringen oder keinen Einfluss auf die Aufnahme von markiertem Fumarat. Auch 3-
Nitropropionat und Citrat, die beide zu einer schwachen Induktion von dcuB-lacZ fihrten,
hemmten nicht die Aufnahme von [2,3-1*C]-Fumarat in die Zelle.

5.1.1.3 Konzentrationseffeke von Maleinat und Nitropropionat auf die Aufnahme von [2,3-

14C]-Fumarat

Wéhrend die Effektoren bei der Bestimmung der p-Galaktosidaseaktivitdt in einer
Konzentration von 20 mM hinzugegeben wurden, lagen die Kompetitoren bei der Bestimmung
der Substratspezifitdit von DcuB in einer Konzentration von 500 uM vor. Da die beiden
Effektoren Maleinat und Nitropropionat keinen Effekt auf die Aufnahme von [2,3-14C]-Fumarat
hatten, aber durchaus die Expression von dcuB-lacZ induzieren, kommen sie als spezifische
Effektoren von DcusS in Frage. Um auszuschlieRen, dass sie in hoheren Konzentrationen, wie
sie bei dem B-Galaktosidase-Assay vorlagen, einen Effekt auf die Transportaktivitat haben,
wurde die Aufnahme von [2,3-}C]-Fumarat in Gegenwart steigender Konzentrationen von

Maleinat und Nitropropionat gemessen (Abb. 9).

160 -
140 - %,%+
120 1#
100 1
80 -
60 -
40 1
20 |
0T 5 10 15 20
Kompetitor [mM]

Aufnahme [‘I 4C]—Fum [%]

Abb. 9 Aufnahme von [2,3-%*C]-Fumarat in IMW213a mit pMW228 in Gegenwart steigender Konzentrationen
von 3-Nitropropionat (e) oder Maleinat (m). Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit 50 mM Glycerin, 20
mM DMSO und 20 mM Fumarat. Vor Messung der Aufnahmeaktivitdt wurden die Zellen 5 min mit 20 mM
Glucose energetisiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 50 uM [2,3-*C]-Fumarat und des Kompetitors
(Maleinat oder Nitropropionat). Die Kompetitoren wurden in einer Konzentration von 0 bis 20 mM hinzugegeben.
Nach 1 min wurde die Aufnahme gestoppt und die aufgenommene Radioaktivitat bestimmt. Die aufgenommene
Radioaktivitdt in Abwesenheit eines Kompetitors wurde als 100 % gewéhit.
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Trotz steigender Konzentration der beiden Effektoren, konnte keine Hemmung der Aufnahme
von [2,3-1*C]-Fumarat beobachtet werden. Dies unterstiitzt die Schlussfolgerung, dass beide

Substrate zwar von DcuS erkannt werden, jedoch kein Transportsubstrat von DcuB darstellen.

5.1.2 Die Interaktion zwischen DcuS und DcuB

Der Sensor DcuS ist in Abwesenheit eines Koregulators konstitutiv aktiv, und erst in
Anwesenheit des anaeroben Transporters DcuB oder des aeroben Transporters DctA spricht
DcusS auf die Anwesenheit von Cs-Dicarboxylaten an (Davies et al. 1999; Kleefeld et al. 2009;
Steinmetz et al. 2014). Fir den aeroben Transporter DctA konnte gezeigt werden, dass die
Regulation von Dcus Uber eine direkte Protein-Protein-Interaktion (PPI) zwischen DcuS und
DctA vermittelt wird (Witan et al. 2012a). Fir DcuB stehen weniger Daten zur Verfugung. Da
sowohl der N-Terminus, als auch der C-Terminus von DcuB im Periplasma gelegen sind, sind
C- oder N-terminale Fusionen fiir BACTH oder FRET Untersuchungen nicht geeignet (Bauer
et al. 2011; Bauer 2010). Aus diesem Grunde wurde das T25-Fragment in eine
cytoplasmatische Schleife zwischen Helix VII und VIII kloniert (Witan 2012). Dieses
Konstrukt wurde als Sandwich-Konstrukt bezeichnet und zeigte eine schwache, aber eindeutige
Induktion der B-Galaktosidase im BACTH Assay (Witan 2012). Aullerdem wurde die
Interaktion durch Ko-Chromatographie Experimente (mHPINE) bestatigt (Worner et al. 2016).
Die interagierende Doméne von DcuB ist bisher unbekannt. Fiir DctA konnte die Bedeutung
der Helix 8b fir die Interaktion demonstriert werden (Witan et al. 2012a). Fir den anaeroben
Transporter wird zwar die vorhergesagte Helix Xlb als mdglicher Kandidat fur die
Interaktionsstelle betrachtet, bisher fehlen allerdings experimentelle Belege fur diese
Vermutung (Witan 2012).

Im Folgenden sollte die Interaktion zwischen DcuS und DcuB néher charakterisiert werden. So
sollte der Einfluss von Fumarat auf die Interaktion getestet werden und versucht werden, die

Interaktionsstelle zwischen DcuS und DcuB zu identifizieren.

5.1.2.1 Einfluss von Fumarat auf die Interaktion von DcuS und DcuB

Es wurde spekuliert, dass sich Sensorkomplexe von Sensorhistidinkinasen mit akzessorischen
Proteinen abhéngig von der Gegenwart oder Abwesenheit des Effektors bilden (Tetsch & Jung
2009; Hsieh & Wanner 2010). Auch fir DcuS wurde ein moglicher Einfluss von Fumarat auf
die Interaktion mit seinen Koregulatoren DcuB und DctA spekuliert (Witan et al. 2012a).

Um den Einfluss von Fumarat auf die Interaktion von DcuB und DcuS zu charakterisieren,

wurde ein BACTH-Test durchgefiihrt. Die Zucht erfolgte in LB-Medium ohne Zusatz von
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Fumarat, oder unter Zugabe von Fumarat (20 mM). Anschlie3end erfolgte die Bestimmung der
B-Galaktosidaseaktivitat als MaR fir die Interaktion. Das Sandwich-T25 Konstrukt wurde dabei
entweder mit einem T18-DcuS Konstrukt oder dem DcuS-T18 Konstrukt zusammen getestet.
Die Interaktion von DcuB-SW mit dem T18-DcuS war dabei nur sehr schwach und konnte
durch die Zugabe von Fumarat nicht wesentlich beeinflusst werden (Abb. 10). Die Aktivitat bei
der Kombination von DcuB-SW mit dem DcuS-18 Konstrukt war deutlich hoher. Hier lie3 sich
eine geringfugige Reduktion der Aktivitat durch die Zugabe von Fumarat beobachten. Da nur
ein funktionierendes BACTH-Konstrukt von DcuB als Fusion mit dem T25 Fragment vorliegt,
konnten weitere Kombinationen nicht getestet werden. Bei friiheren Tests zum Einfluss von
Fumarat auf die Interaktion zwischen DcuS und DctA im BACTH-System konnte beobachtet
werden, dass Fumarat je nach getesteter Fusionskombination, einen aktivierenden oder einen
hemmenden Effekt auf die Interaktion hat (Witan 2012; Worner et al. 2016). Wahrscheinlich
bedeuten diese Daten nicht, dass die Interaktion aufgehoben wird, sondern dass es durch den
Einfluss der Effektoren zu einer Modulation der Interaktion kommt.

1600 -
5 ]
] 1400
= 1200 -
'_%‘ 1000 11
S 800 A
=
600 -
400 1 |-x-‘ i
200 -
0 ml [m_
%ﬂ>Q 0006 :&,{b o\)%
\ g N N
PO < <
<V f\/\Q
<V DCuB-SW-T25

Abb. 10 Die Interaktion von DcuS-T18 und T18-DcuS mit DcuB-SW in Gegenwart von 20 mM Fumarat (m), oder
ohne Fumarat (=) wurde mittels BACTH bestimmt. Als Kontrolle diente T25-Zip/T18-Zip sowie die Kombination
T25-Zip/T18-Dcus.
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5.1.2.2 Die Helix XlIb von DcuB als mogliche Interaktionsflache

Fir den aeroben Transporter DctA wurde gezeigt, dass die C-terminale cytoplasmatische Helix
8b fur die Interaktion mit dem Sensor DcuS wichtig ist (Witan et al. 2012a). Der C-Terminus
des anaeroben Transporters DcuB liegt nicht im Cytoplasma, dennoch l&sst sich hier eine
cytoplasmatische Schleife identifizieren, die nach einer ab initio Strukturvorhersage eine Helix
enthalt (Witan 2012). Diese Helix XIb weist ein dhnliches Strukturmotiv auf, wie die Helix 8b
von DctA und kommt somit als Interaktionsstelle fiir die Interaktion mit DcusS in Frage.
Ahnlich dem LDxxLxxxL Motiv aus Helix 8b von DctA, besitzt die vorhergesagte Helix Xlb
von DcuB ein konserviertes AXXxXAXxxXA Motiv, das zur Anordnung der drei Ala-Reste auf der
der gleichen Seite in drei aufeinanderfolgenden Windungen einer a-Helix fuhrt. Dabei ist die
erste Position des Motivs relativ schwach konserviert, wéhrend die dritte Position A385 in den
hier untersuchten DcuB-Proteinen zu 100 % konserviert ist (Abb. 11). Interessanterweise liegen
die zwei Reste D398 und T394 ganz in der Nahe, deren Mutation die regulatorische Funktion
von DcuB stort (Kleefeld et al. 2009).

A B A377 A381A385  T394 D398
VOV Vo
Ecoli 346 IVLLLVSKFVNSQAAALAAIVPVALA IGVDPA] YGYV]LF"_TYP LAAIQFDRSGTTHIGRFVINHS 420
Salty 346 IVLLLVSKFVNSQAAALAAIVPVALAIGVDPA YGYY ILP|T|YP LAATQFDRSGTTRIGRFVINHS 420
Serma 346 LILLLVSKFVNSOAAALAALVPVALA IGVNPIA] YGYY ILPTIYP LAATOFDRSGTTRIGRFVINHS 420
Provu 346 VVLLLVSKFVNSQAAALAAIVPLALGIGVDP YGYY ILP|TYP LAAIQFDRSGTTRIGRFVINHS 420
Wosuc 352 LMLLLVSKFLNSQAAAVATMVPVALGVGVEP] YGYY ILPTYP LATIQFDRSGTTKIGKFVINHS 426
Camje 374 VMLLL ISKFVNSQAAAISAFVPLALGIGVEP] YGYY ILPTIYP LATIQFDRSGTTHIGKFV INHS 448
Pecar 346 TILLIVSKFVNSQAAALAAIVPVALAIGVDPA] YGYY ILPTYP LAAIQFDRSGTTKIGRFVINHS 420
atyo 36 VVLLLVSKFVNSQAAALAAIVPVALA IGVDPA] YGYY ILPTYP LAAIQFDRSGTTHIGRFVINHS 420
Cordi 363 LVLLLVSKLVNSQGAAIVAIVPLGLKLGLDPA] YGYFILPTIYP LACIGFDKTGSTRIGKYVLNHS 437
Yeren 349 IVLFLVSKLVNSQAAALTAIAPMGLQLGVDPK] YGYFVLPTYP LACIGFDRSGTTKIGKFIINHS 423
Aesal 349 LVLFLISKLVNSQAAALTATAPMGLALGVEP|K] SYGYFVLP[T|YP LACIGFDRSGTTRIGKFIINHS 423
Entae 349 LVLFLVSKLVNSQAAALTAVAPMGLMLGVEP|K| YGYFILPIYP LACIGFDRSGTTRIGKF ILNHS 423

Abb. 11 A: Strukturvorhersage von Helix XIb von DcuB (Witan 2012). Die drei konservierten Alanin Reste A377,
A381 und A381 bilden ein AxxxAxxxA Motiv. B: Alignment von DcuB von Position 346 bis Position 420. Ecoli:
Escherichia coli, Salty: Salmonella typhimurium, Serma: Serratia marescens, Provu: Proteus vulgaris, Wosuc:
Wolinella succinogenes, Camje: Campylobacter jejuni, Pecar: Pectobacterium carotovorum, Cityo: Citrobacter
youngae, Cordi: Corynnebacterium diphteriae, Yeren: Yersinia enterolytica, Aesal: Aeromonas salmonicida
Entae: Enterobacter aerogenes.

5.1.2.3 Gerichtete Mutagenese in Helix XIb

Um die Bedeutung der Helix Xlb fir die Regulation von DcuS durch DcuB weiter zu
charakterisieren wurden Varianten von DcuB erstellt, bei denen einzelne Aminosauren
ausgetauscht wurden. Hierzu wurden die drei Alaninreste A375, A381 und A385 durch die
polare Aminosdure Serin ersetzt. Auch in benachbarten Positionen wurden Serinreste
eingefuhrt. Diese Varianten wurden Uber einen Plasmidvektor (pMW2334) in den DcuB-
negativen Reporterstamm IMW503 eingefiihrt (AdcuB, dcuB-lacZ). Nach anaerober Zucht in

eM9-Medium in Abwesenheit von Fumarat wurde die B-Galaktosidaseaktivitat bestimmt. Wie
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beschrieben weist der Reporterstamm ohne Plasmid eine erhohte B-Galaktosidaseaktivitat auf
(Kleefeld et al. 2009). Diese konstitutive Aktivitat von DcuS kann komplementiert werden,
indem ein regulatorische intaktes DcuB von einem Plasmid exprimiert wird. In Gegenwart des
wildtypischen DcuB-PhoA sinkt die B-Galaktosidaseaktivitédt deutlich ab. Dcu$S ist nicht mehr
konstitutiv aktiv. Die meisten der getesteten Varianten zeigten ebenfalls ein wildtypisches
Verhalten und konnten den dcuB-Effekt aufheben (Abb. 12). Einzelne Varianten, wie P376S
und A381S, zeigten im Vergleich zum Wildtyp zwar eine leicht erhthte Aktivitat, diese befand
sich aber auf einem vergleichbaren Niveau. Bei den Varianten VV380S, A385D, A385E wurde
jedoch eine deutlich erhthte Induktion von dcuB-lacZ beobachtet. Die Aktivitat dieser
Varianten entsprach etwa der Aktivitat des DcuB-defizienten Stammes. Auch eine Variante bei
der die beiden Reste A381 und A385 durch Serin ersetzt wurden, zeigte eine erhohte Aktivitét.

Diese ist jedoch etwas niedriger, als die Aktivitat in dem DcuB-defizienten Stamm.
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Abb. 12 Einfluss von Helix Xlb auf die Expression von dcuB-lacZ. Die Expression von dcuB-lacZ wurde nach
anaerober Zucht in eM9 Medium mit 50 mM Glycerin und 20 mM DMSQO. Die Messung erfolgte mit dem Stamm
IMW503 (4dcuB, dcuB-lacZ) oder IMW503 mit einer plasmidkodierten Variante von DcuB-PhoA.
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5.1.2.4 Uberpriifung der Expression von DcuB-Varianten

Um sicherzugehen, dass die beobachteten Effekte tatséchlich auf eine gestorte regulatorische
Funktion von DcuB zurilickzufuhren sind, wurde per Immunoblot die Expression der DcuB-
PhoA Varianten untersucht. Bei etwas unter 100 kDa konnte eine Bande ausgemacht werden,
die wahrscheinlich DcuB-PhoA entspricht (Abb. 13). In dem DcuB-negativen Stamm ohne das
Plasmid konnte die Bande nicht detektiert werden. Fir die Variante VV380S konnte allerdings
nur eine sehr schwache Bande detektiert werden. Dies weist darauf hin, dass diese Variante
nicht richtig gebildet wird. Wahrscheinlich ist der beobachtete Effekt somit nicht auf die
Storung der regulatorischen Aktivitdt im Komplementationstest zurtickzufiihren, sondern auf
ein Fehlen von DcuB.

DcuB

100
70

-55

Abb. 13 Die Expression der DcuB-PhoA Varianten wurde mittels Immunoblot (oben) tberpruft. 1. AK Anti-PhoA
1:10000, 1,5 h; 2. AK: Anti-Mause, 1:10000, 1 h. Pro Spur wurden 20 ug Gesamtprotein aufgetragen.

5.1.2.5 Wachstumskomplementation durch die DcuB-Varianten

Um die Untersuchung der Funktionalitdt der DcuB-Varianten abzurunden, wurde auch die
Féhigkeit getestet, das Wachstum auf Fumarat als einzigem Elektronenakzeptor zu
komplementieren. Hierzu wurde der Stamm IMW505 verwendet, der neben einer Deletion von
dcuB eine Spectinomycinkassette in dcuA und eine Chloramphenicolkassette in dcuC enthélt,

sodass alle relevanten anaeroben Cs-Dicarboxylat-Transporter ausgeschaltet wurden (Kleefeld
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2006). Wahrend der Stamm in Gegenwart des leeren pBAD33 Vektors nur ein langsames
Wachstum zeigte und auch nach tiber 60 h Wachstum erst eine ODs7gvon 0,184 erreichte, zeigte
der Stamm mit plasmidkodiertem DcuB-PhoA ein deutlich starkeres Wachstum. Hier wurde
nach 64 h eine ODs7g von 1,24 erreicht. Die Varianten A385D und A385E zeigten ein dem
Leervektor vergleichbares Wachstum. Sie konnten den Wachstumsdefekt nicht ausgleichen.
Die Doppelvariante DcuB-PhoA A381S A385S, die einen partiellen Verlust der regulatorischen
Aktivitat zeigte (Abb. 12), wies auch einen deutlichen Wachstumsdefekt auf (Abb. 14). Sie
zeigte ein besseres Wachstum als die Einzelvarianten, erreichte aber nach 64 h nur eine ODs7s
von 0,52. Dies deutet darauf hin, dass diese Variante nicht nur in ihrer regulatorischen Funktion
eingeschrankt ist, sondern auch in der Transportfunktion.

AOD578

Zeit [h]

Abb. 14 Anaerobes Wachstum von IMW505 mit plasmidkodiertem DcuB-PhoA in eM9 mit Glycerin (50 mM)
und Fumarat (20 mM). Die Funktionalitit der DcuB-PhoA Varianten A385D (o), A385E (#) und A381SA385S
(o) wurde mit wildtypischem DcuB-PhoA (m) verglichen. Als Negativkontrolle diente IMW505 mit dem
Leervektor pBAD33 (A).

Die regulatorisch defizienten Varianten DcuB-PhoA A385D und A385E haben neben ihrer
regulatorischen Funktion auch ihre Transportfunktion verloren. Dieser Verlust beider
essentieller Funktionen von DcuB deutet darauf hin, dass der Verlust der regulatorischen
Aktivitat wahrscheinlich auf ein dysfunktionales Protein zuriickzufihren ist, und nicht auf
einen spezifischen Effekt durch den gezielten Austausch des Restes A385. Ein dhnlicher
Schluss l&sst sich aus dem Wachstumsverhalten der Doppelvariante ziehen. Sie zeigte sowohl
einen teilweisen Verlust der regulatorischen, als auch ein vermindertes Wachstum. Die Variante

ist moglicherweise in ihrer Stabilitdt beeintrachtigt, sodass beide Funktionen nur zu einem
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gewissen Grad erflllt werden konnen. Es ist hier also auch eher von einem unspezifischen
Effekt auszugehen, der keine Rlckschliisse auf die Bedeutung der ausgetauschten Reste flr die

Interaktion mit DcuS erlaubt.

5.1.2.6 Komplementation der regulatorischen Mutanten von DcuB durch ungerichtete

Mutagenese von DcuS

Durch ungerichtete Mutagenese konnten Reste in DcuB identifiziert werden, die fir die
Regulation von DcuS wichtig sind (Kleefeld et al. 2009). Die DcuB Varianten K353A, T394I
und D398N sind nicht in der Lage den regulatorischen Effekt einer DcuB-Deletion zu
komplementieren. Sie sind aber weiterhin transportaktiv. Damit ist es wahrscheinlich, dass die
Reste an einer funktionellen Interaktion mit DcuS beteiligt sind. Um die Interaktionsstelle auf
der Seite von DcuS zu charakterisieren sollten per ungerichteter Mutagenese nach Cadwell &
Joyce (1992) in einem Screeningverfahren kompensatorische Varianten von DcusS identifiziert
werden, die bei Kombination mit einer der drei regulatorischen DcuB-Varianten K353A, T394l
und D398N wieder den regulatorischen Phanotyp des Wildtyps aufweisen.

Fur das Experiment sollte ein Derivat des DcuS-Expressionsplasmids pMW181 als Template
dienen, bei dem Uber gerichtete Mutagenese eine Ndel- und eine EcoRI-Schnittstelle eingefligt
wurden, die den zu mutierenden Bereich flankieren. In Vorversuchen wurde das
Screeningverfahren zur Suche nach regulationspositiven Mutationen getestet. Hierzu wurde der
Teststamm IMW536 verwendet. Er weist einerseits einen dcuB-lacZ Reportergenfusion auf;
auflerdem wurden die Gene dcuS und dcuB durch Antibiotikaresistenzkassetten ausgeschaltet
(Kleefeld 2006). Dieser Stamm wurde entweder nur mit pMW181 (pdcuS) transformiert, oder
in einer Ko-Transformation mit pMW2181 und einem der Plasmide pMW508, pMW2397 oder
pMWA405 transformiert. Diese Plasmide dienen der Expression der regulatorischen Varianten
von DcuB (Kleefeld et al. 2009). Ausplattiert auf X-Gal-eM9-Agar mit Fumarat (20 mM) oder
ohne Fumarat, sollten die Kolonien sich entweder blau farben (DcuS +/- Fumarat, DcuS und
regulatorisch defizientes DcuB +/- Fumarat; DcuS und wildtypisches DcuB mit Fumarat) oder
weil3 bleiben (kein DcuS; DcuS und wildtypisches DcuB ohne Fumarat). Mit diesem
Screeningverfahren sollten Varianten von DcuS identifiziert werden, die in Gegenwart der
regulatorischen Varianten wildtypisch reagieren, und somit nur bei Zugabe von Fumarat blaue
Kolonien zeigen.

Das Screeningverfahren hat sich jedoch als unzureichend herausgestellt. Die B-Gal Aktivitat
des Stammes IMW536 mit plasmidkodiertem Dcus$S ist auch nach Zucht mit Fumarat nur sehr

schwach. Somit waren blaue Kolonien oftmals nicht von weiflen Kolonien zu unterscheiden.
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Der Stamm IMW536 scheint somit ungeeignet zu sein fir das angestrebte Screeningverfahren.
In den Stdmmen IMWS503 und IMW237, die beide wildtypisch fur DcuS sind, konnten
deutlichere Unterschiede beobachtet werden. Diese Stamme sind jedoch ebenfalls nicht flr das
Screeningverfahren geeignet, da sie Uber wildtypisches DcuS verfligen. Versuche einen
alternativen Stamm ausgehend von IMW503 (4dcuB, dcuB-lacZ) mittels P1-Transduktion zu
erstellen, blieben jedoch erfolglos. Der Grund dafiir ist, dass wahrscheinlich neben dcuS::spcR

auch ein intaktes dcuB Gen mit tibertragen wurde, das neben dcuS::spc® lokalisiert ist.

5.1.3 Titration von DcuS mit dem Koregulator DcuB

Das DcuSR-Zweikomponentensystem ist abhangig von der Présenz eines Koregulators. In
Abwesenheit eines Koregulators ist DcuS in einem konstitutiv aktiven Zustand, unabhéngig
von der Gegenwart eines Effektors (Davies et al. 1999; Kleefeld et al. 2009). Unter aeroben
Bedingungen dient der Symporter DctA als Koregulator (Davies et al. 1999; Steinmetz et al.
2014). Unter anaeroben Bedingungen Gbernimmt der Antiporter DcuB diese Rolle (Kleefeld et
al. 2009). Interessanterweise sind beide Transporter nicht ndher miteinander verwandt, Gben
aber eine vergleichbare Funktion unter unterschiedlichen Bedingungen aus (Six et al. 1994;
Steinmetz et al. 2014; Unden et al. 2016a). Eine sensorische Funktion beider Transporter
konnte ausgeschlossen werden; weder DctA noch DcuB dienen als Kosensor (Steinmetz et al.
2014; Worner et al. 2016). Aus diesem Grunde wurde die Rolle von DcuB im DcuS/DcuB-
Sensorkomplex nédher charakterisiert. Analog zu dem Titrationsexperiment in Steinmetz et al.
(2014) wurde der Sensor DcuS mit dem Transporter DcuB titriert. Hierzu wurde dcuB-phoA auf
pBAD33 in den dcuB-negativen Reporterstamm IMW503 (dcuB::cam®, dcuB-lacZ) eingefiihrt
und tber den durch Arabinose induzierbaren pBAD-Promotor induziert. Dies ermdglicht es,
den Transporter DcuB, der Uber die Interaktion mit DcuS seine eigene Expression reguliert,
unabhéngig von DcuS zu exprimieren und so dessen Einfluss auf die DcuS-vermittelte
Genregulation zu untersuchen. Die Gehalte von DcuB-PhoA wurden variiert, indem dem
Medium unterschiedliche Konzentrationen L-Arabinose hinzugefugt wurden. Die dcuB-lacZ
Expression wurde fir jedes Expressionsniveau von DcuB-PhoA bei steigender Fumarat
Konzentration gemessen. Dabei wurde die steigende Konzentration von DcuB-PhoA mittels
Immunoblot nachgewiesen. Hierzu wurde eine DcuB-PhoA Proteinfusion verwendet, da es
keine funktionierenden Antikdrper gegen DcuB gibt und auch 6xHis- und Strep-Antiseren nur
schlecht fur den Nachweis von 6xHis- bzw. mit einem Streptag markiertem DcuB geeignet
waren (Bauer et al. 2011). Das PhoA-Antiserum hat sich in friiheren Experimenten zum
Nachweis von DcuB-PhoA bewahrt (Bauer et al. 2011).
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5.1.4 Expression von dcuB-lacZ bei verschiedenen DcuB-PhoA Gehalten

Die Expression von dcuB-lacZ wurde in einem Bereich 0 mM bis 10 mM Fumarat getestet
(Abb. 15). Die basale Expression von dcuB-lacZ in Abwesenheit von Fumarat lag im Bereich
von 38 MU bei 0 pM L-Arabinose. Bei steigender L-Arabinosekonzentration konnte eine
geringe Abnahme der basalen Expression beobachtet werden. Bei 1 UM L-Arabinose war noch
eine Aktivitat von 31 MU und bei 10 uM L-Arabinose von 17 MU festzustellen. Der Einfluss
der steigenden DcuB-PhoA Konzentration auf die basale Expression von dcuB-lacZ ist nur sehr
gering. Bei analogen Experimenten mit DctA konnten deutlich groRere Effekte beobachtet
werden (Steinmetz et al. 2014).
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Abb. 15 Titration von DcuS mit DcuB. Die Expression von dcuB-lacZ in IMW503 (AdcuB; dcub-lacZ) wurde
bestimmt nach anaerober Zucht in eM9 mit Glycerin (50 mM) und DMSO (20 mM) mit steigenden
Fumaratkonzentrationen (0-10 mM). Die DcuB Konzentration wurde Uber die L-Arabinosekonzentration

eingestellt: 100 pM Glucose (¢); 0 UM Arabinose (A); 1 uM Arabinose (©); 10 uM Arabinose (m).

Bei steigender Fumaratkonzentration ist in jedem Fall auch eine eindeutige Steigerung der f3-
Galaktosidaseaktivitdt zu beobachten. Bei etwa 10 mM Fumarat wird bei allen
Induktionsbedingungen eine maximale Aktivitat von etwa 420 bis 570 MU erreicht (Abb. 15).
Die halbmaximale Induktion der B-Galaktosidaseaktivitét lag dabei etwa zwischen 1 mM und
2 mM Fumarat. In dieser GrofRenordnung (0,45 bis 3 mM) lagen auch die apparenten Kn-Werte,
die in friheren Untersuchungen fur verschiedene Substrate bestimmt wurden (Kneuper et al.
2005).
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Um die Aktivitat von DcuS mit dem DcuB-PhoA Gehalt in Verbindung zu setzen, wurden die
Gehalte von DcuB-PhoA mittels Immunoblot bestimmt. Die Bestimmung erfolgte (ber ein
PhoA-Antiserum (Abb. 16). Die DcuB-PhoA Bande lauft bei etwas unter 100 kDa. Die
Induktion durch 1 uM L-Arabinose flihrt zu einer Zunahme der Bandenintensitat im Vergleich
zur Zucht ohne L-Arabinose (0 uM Ara). Durch die Zugabe von 10 uM L-Arabinose kann die
Intensitat der Bande weiter gesteigert werden. Die Intensitat der Banden wurde mit der Software
ImageJ analysiert (Schneider et al. 2012). Dabei wurde die Intensitat der Bande nach Zucht in
Gegenwart von 10 uM L-Arabinose auf 100% gesetzt. Um den Einfluss von DcuB-PhoA auf
die Aktivitat von DcuS zu veranschaulichen, wurde die B-Galaktosidaseaktivitat gegen die
Expression von DcuB-PhoA aufgetragen (Abb. 16 B). In Abwesenheit von Fumarat zeigte der
DcuB-defiziente Stamm IMWS503 bereits eine hohe Aktivitat von 965 MU. Wurde aber das
Plasmid pMW2334 in den Stamm eingefuihrt, das das dcuB-phoA Gen trégt, kam es schon nach
Zucht in Gegenwart von Glucose zu einem drastischen Einbruch in der Aktivitat. Mit
steigendem DcuB-PhoA Gehalt nahm die Aktivitat zunehmend ab.
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Abb. 16 Expression von DcuB-PhoA nach anaerober Zucht von IMW503 (1) oder IMW503 mit Plasmid
pMW?2334 (2-5). Die Zucht erfolgte in eM9 Medium mit 50 mM Glycerin und 20 mM DMSO. Durch die Zugabe
von 100 uM Glucose wurde der pBAD Promotor reprimiert (2). Durch die Zugabe von 1 uM oder 10 uM L-
Arabinose wurde der pBAD Promotor induziert (4 und 5). A: Expressionskontrolle von DcuB-PhoA mittels
Immunoblot. Pro Spur wurde 30 pg Gesamtprotein aufgetragen. DcuB-PhoA wurde (iber einen PhoA-Antikorper
nachgewiesen. B: Verhaltnis der Aktivitit nach Zucht in Gegenwart von Fumarat zu der Aktivitat nach Zucht in
Abwesenheit von Fumarat.
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Wie bereits oben bemerkt, ist dieser Effekt jedoch ziemlich klein. Auffallend ist, dass bereits
bei der basalen Aktivitat des pBAD-Promotors eine nahezu maximale Wirkung erzielt wurde.
Das Verhiltnis der B-Galaktosidaseaktivitat nach Zucht mit Fumarat zur Aktivitat nach Zucht
ohne Fumarat (Kontroll-Faktor) steigert sich von 0,6 bei dem DcuB-defizienten Stamm
IMW503 zu einem Kontroll-Faktor von 25 bei Zucht mit 10 puM L-Arabinose. Bei
vergleichbaren Messungen in wildtypischen Reporterstdmmen lag der Faktor bei 11,2 (Zientz
et al. 1998).

5.1.5 Titration von DcuB mit DcuS

In den Titrationsexperimenten mit DcuB sollte versucht werden, DcuS nach und nach in den
inaktiven und somit sensitiven Zustand zu versetzen. Schon die basale Expression von DcuB-
PhoA uber den pBAD-Promotor reicht aus, um DcuS nahezu in den inaktiven Zustand zu
versetzen. Aus diesem Grunde sollte im folgenden Experiment ein umgekehrter Ansatz
versucht werden. Wahrend die Expression von DcuS variiert wurde, sollte die DcuB-
Konzentration konstant gehalten werden. Hierzu wurde DcuS von einem pBAD-Promotor in
IMW503 exprimiert. IMW503 verfugt zwar Uber chromosomales dcuS, dies sollte den
grundlegenden Ablauf des Versuches jedoch nicht stéren, da DcuS normalerweise unabhangig
von Fumarat konstitutiv niedrig gebildet wird. Dies wurde auch durch absolute Quantifizierung
von DcuS mittels SRM bestatigt (vgl. 5.2). Um DcuB aus dem regulatorischen Kreislauf zu
entfernen wurde ein Stamm gewahlt, der Uber eine chromosomale Deletion AdcuB verfugt.
DcuB wurde tber einen pET28a-Vektor (pMW228) in den Stamm eingefihrt. Fur den Versuch
wurde nur die basale Expression von dcuB Uber den nicht induzierten T7 Promotor verwendet.
Entgegen den Erwartungen, sinkt die B-Galaktosidaseaktivitat mit steigender Expression von
DcusS (Abb. 17). Dies wird sowohl ohne DcuB, als auch mit DcuB deutlich. Dies gilt auch fur
Zuchten, bei denen Fumarat im Medium présent war. Insgesamt fallen die im Vegleich zu
vorherigen Messungen verhaltnismaBig niedrigen -Galaktosidaseaktivitdten auf. Vergleicht
man die Expression von dcuB-lacZ in IMW503 und IMW503 mit dem Plasmid pMW2543 ist
ein deutlicher Riickgang der Aktivitat zu beobachten, obwohl davon auszugehen ist, dass DcuS
in héherem MaRe vorliegt. Offensichtlich hat die GbermaRige Expression von DcuS einen

hemmenden Einfluss auf die Expression von dcuB-lacZ.
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Abb. 17 Titration von DcuB mit DcuS. A: Expression von dcuB-lacZ nach anaerober Zucht von IMW503 (AdcuB;
dcub-lacZ) mit plasmidkodiertem DcuS oder mit plasmidkodiertem DcuS (pMW2543) und DcuB (pMW280) in
eM9 mit 20 mM DMSO und 50 mM Glycerin unter Zusatz von 0 mM oder 20 mM Fumarat. Die DcuS-
Konzenration wurde Uber die Arabinosekonzentration erhdht. B: Immunoblot zum Nachweis der steigenden DcuS-
Konzentration mit steigender Arabinosekonzentration. Als Kontrolle wurde IMW503 ohne Plasmid aufgetragen.
1. Antikorper: Anti-DcuS-PD (1:10000), 2. Antikdrper Anti-Rabbit (1:10000).

Hierzu wurden einige Kontrollexperimente durchgefiihrt. So wurde der Effekt der beiden fur
das Experiment benutzten Vektoren auf die Expression von dcuB-lacZ untersucht. Sowohl
pET28a als auch pBAD33 flihrten zu einer leicht verringerten Expression von dcuB-lacZ im
Vergleich zu dem Stamm ohne Plasmid (Abb. 18). Dennoch war eine eindeutige Aktivitat zu
beobachten, die unabhédngig von der Zugabe von Fumarat war. Der dcuB-Effekt wurde durch
die Leervektoren also nicht aufgehoben. In Gegenwart des Plasmids pMW228, das dcuB unter
Kontrolle des T7 Promotors exprimiert, konnte eine deutliche Abnahme der Aktivitat nach
Zucht ohne Fumarat beobachtet werden. In Gegenwart von Fumarat war die Expression von
dcuB-lacZ zwar etwas geringer als beim Wildtyp, lag aber in einer vergleichbaren Hohe. Als
weitere Kontrolle wurde der Einfluss des Transporters DcuA getestet, der homolog zu DcuB
ist, aber keine regulatorische Aktivitdt aufweist (Kleefeld et al. 2009). In Gegendwart des
Plasmids pMW449, das flr DcuA kodiert, konnte eine Abnahme der p-Galaktosidaseaktivitat
festgestellt werden. Der Effekt war etwas stérker, als der Effekt den die beiden Leervektoren
hatten, dennoch war das Aktivitdtsmuster vergleichbar. In Abwesenheit von Fumarat war
immer noch eine héhere Aktivitat zu beobachten, als nach Zugabe von Fumarat. DcuA hatte
also keinen regulatorischen Einfluss auf DcuS. In Gegenwart von plasmidkodiertem DcuS sank
die p-Galaktosidaseaktivitat hingegen unabhédngig von der Zugabe von Fumarat auf ein
niedriges Niveau. Dies deckt sich mit den oben beschriebenen Ergebnissen (Abb. 17). Es

handelt sich demnach um einen fur DcusS spezifischen Effekt. Diese Beobachtung l&sst sich mit
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dem bisherigen Modell nicht vollstandig erklaren. Offenbar spielt die richtige DcuS-
Konzentration eine wichtige Rolle fiir die korrekte Funktion des DcuSR Systems.
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Abb. 18 Expression von dcuB-lacZ nach anaerober Zucht in eM9 mit 20 MM DMSO und 50 mM Glycerin unter
Zusatz von 0 mM oder 20 mM Fumarat. In allen Féllen wurde fiir die Messung der Stamm IMW503 (AdcuB;
dcub-lacZ) verwendet. AuBerdem wurde der Einfluss verschiedener plasmidkodierter Proteine sowie der
Leervektoren pET28a und pBAD33 auf die Expression des Reportergens untersucht.
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5.2 Die Absolute Quantifizierung der Transporter DcuB und DctA und

des Sensors DcuS

Das Zweikomponentensystem DcuSR induziert in Gegenwart von Cs-Dicarboxylaten wie
Fumarat oder L-Malat die Expression der essentiellen Gene des C4-Dicarboxylatstoffwechsels.
Unter aeroben Bedingungen ist dies vor allem dctA das fir den aeroben Transporter DctA
kodiert (Golby et al. 1999). Unter anaeroben Bedingungen sind dies die Gene frdABCD, fumB
sowie dcuB das fiir den den anaeroben Transporters DcuB kodiert (Zientz et al. 1998; Golby et
al. 1999). Die Gene dcuS und dcuR dagegen werden nicht durch DcuSR reguliert (Abo-Amer
et al. 2004; Goh et al. 2005; Oyamada et al. 2007). Die beiden Gene dctA und dcuB sind dabei
nicht nur die Zielgene des Antwortregulators DcuR; die Transporter DctA und DcuB spielen
aullerdem eine wichtige Rolle bei der Regulation der Sensorhistidinkinase DcuS selbst. Es
konnte fur beide Transporter gezeigt werden, dass ihre Deletion zu einer konstitutiven Aktivitat
von DcusS fihrt (Davies et al. 1999; Kleefeld et al. 2009). Unter aeroben Bedingungen bildet
der Sensor DcuS mit dem Transporter DctA einen DcuS/DctA-Sensorkomplex (Witan et al.
2012a; Steinmetz et al. 2014). Unter anaeroben Bedingungen wird mit dem anaeroben
Transporter DcuB ein &hnlicher DcuS/DcuB-Sensorkomplex gebildet (Worner et al. 2016). Da
DcusS in Abwesenheit der Transporter im aktiven Zustand vorliegt, bendtigt ein funktionaler
Sensorkomplex selbst in Abwesenheit von Ca-Dicarboxylaten eine geringe Menge der
Transporter um einen inaktiven, aber responsiven Sensorkomplex zu bilden (Worner et al.
2016; Unden et al. 2016a). Zudem konnte in Lokalisierungsstudien gezeigt werden, dass in
Stammen mit chromosomalen dcuS-mvenus der aerobe Transporter DctA (ber die gesamte
Zelle verteilt ist, wahrend DcuS am Zellpol sitzt (Scheu et al. 2014). Wird DcuS jedoch von
einem Plasmid Uberproduziert, wird DctA an die Zellpole rekrutiert (Scheu et al. 2014). Dies
weist auf die Bedeutung des richtigen Verhéltnisses des Transporters DctA und des Sensors
DcuS fir die Ausbildung eines funktionalen DcuS/DctA-Sensorkomplexes hin. In den im
Folgenden beschriebenen Versuchen sollten die Proteine DcuS, DctA und DcuB unter
induzierenden (Fumarat) und nicht induzierenden Bedingungen (Glycerin) quantifiziert
werden, um einen Bezug zwischen den Gehalten der Proteine und ihrem Funktionszustand
herzustellen.

Die absolute Quantifizierung erfolgte dabei nach der AQUA Strategie (Gerber et al. 2003;
Kirkpatrick et al. 2005) in Kombination mit der hoch sensitiven und selektiven SRM
Massenspektrometrie (Gallien et al. 2011). Fur das Zweikomponentensystem KdpDE und den
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durch KdpDE regulierten Transporterkomplex KdpFABC sowie fir das Cpx-System konnten
die absolute Konzentration der beteiligten Proteine unter induzierenden auf diese Art bestimmt
werden (Surmann et al. 2014; Surmann et al. 2016). Dabei wird dem Zelllysat beim
proteolytischen Verdau ein interner Peptidstandard in bekannter Konzentration hinzugefugt.
Diese synthetischen Standardpeptide entsprechen den proteotypischen Peptiden der zu
quantifizierenden Proteine, enthalten jedoch einen Lysin- oder Arginin-Rest, welcher mit den
schweren Isotopen *3C und *N markiert wurde. Durch die Massendifferenz lassen sich natives
und synthetisches Peptid im Massenspektrum unterscheiden. Die bekannte Konzentration des
Standardpeptids erlaubt es zudem die Konzentration des nativen Peptids zu bestimmen, das
reprasentativ fir das Zielprotein steht.

5.2.1 ldentifizierung proteotypischer Peptide flir die absolute Quantifizierung

Fir eine absolute Quantifizierung werden demnach zunéchst fur alle zu quantifizierenden
Proteine proteotypische Peptide benétigt. Dies sind einzigartige Peptide, die spezifisch fur die
untersuchten Proteine sind (Kuster et al. 2005; Mallick et al. 2007). Aufgrund der Anfélligkeit
fir Modifikationen sollten proteotypische Peptide auerdem keine Cystein- oder
Methioninreste enthalten.

Um proteotypische Peptide fur die absolute Quantifizierung von DcuS, DcuB und DctA zu
finden, wurde E. coli IMW503 entweder mit plasmidkodiertem DcuB (pMW2334) oder mit
plasmidkodiertem DctA (pMW1194) anaerob gezichtet, und entweder Zellen geerntet oder die
Membranen der Bakterien isoliert. Die folgenden massenspektrometrischen Untersuchungen
mittels Shotgun MS und SRM wurden an der Universitat Greifswald durch Dr. Elke Hammer
und Dr. Kristin Surmann durchgefiihrt. Nach einem tryptischen Verdau wurde mittels Shotgun
MS Uberprift, welche Proteine in den Zellpellets und welche nur den isolierten Membranen
detektiert werden konnten. In den Membranpréparationen konnten, je nach Zuchtbedingung,
Peptide aller erwarteten Proteine nachgewiesen werden. In den Zellpellets konnten jedoch nur
Peptide von DcuB und DctA nachgewiesen werden. Lediglich in einer Probe wurde auch ein
DcuS Peptid gefunden. Da dies fur eine Quantifizierung ungenugend ist, wurden fir die
nachfolgenden Untersuchungen stets Membranpréparationen verwendet.

Durch die Voruntersuchungen mittels Shotgun-MS konnten proteotypische Peptide (PTP) fur
alle Proteine identifiziert werden, die fir die absolute Quantifizierung als interner Standard
geeignet sind (Tab. 8). Fur alle drei Proteine wurden jeweils drei bis vier Peptide ausgewéhlt,
die als schwere Peptide bestellt wurden. In Abb. 19 ist die Lage der Peptide in den drei Proteinen
dargestellt.
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Fur DcuS wurden die drei Peptide LLLINTVPVR, ALNGEENVAINR und TLADSPEIR
ausgewahlt. Diese wiesen bei SRM Messungen die hochste Intensitit auf, und waren somit gute
Kandidaten fiir absolute Quantifizierung. Fiir DcuB wurden die vier Peptide NYAEGAGGFFK,
LTGDQTAALR, FISVPENR und SGTTHIGR ausgewdhlt. Dabei gehoren die ersten beiden
Peptide zu dem PhoA-Fusionsprotein des flir die Vorversuche verwendeten DcuB-PhoA
Konstruktes, und nur die letzteren Beiden tatsdchlich zu DcuB. Fiir DctA wurden die vier
Peptide ALTNLVGNGVATIVVAK, ATGFSIFK, LDDVLNNR und AVAVYADQAK

ausgewdihlt und als schwere Standardpeptide verwendet.

DcuS

TLADSPEIR

DcuB-PhoA

ALNGEENVAINR |

FISVPENR
l LLLINTVPVR

DctA

AVAVYADQAK HP2

N / ALTNLVGNGVATIVVAK
ATGFSIFK HP1

8b

LDDVLNNR

C

Abb. 19 Lage der verwendeten Peptide (rot) in DcuB-PhoA, DcuS und DctA. Die Topologie von DcuB wurde
nach Bauer et al. (2011) und die Topologie von DctA nach Witan et al. (2012a) dargestellt.

Fur die ausgewéhlten schweren Peptide wurden Eichgeraden zur Wiederfindung der Peptide
aus den Membranen oder Zellen erstellt. Hierzu wurde von jedem schweren Peptid eine
Verdunnungsreihe in Probenhintergrund gemessen. Dabei dient der Probenhintergrund dazu,
die Testbedingungen moglichst realistisch zu simulieren (Surmann et al. 2014; Surmann et al.

2016). Die drei Peptide fur DcuS (Anhang Abb. A 2) zeigen alle eine lineare Korrelation von
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R2> 0,99. Sie sind somit alle fiir die absolute Quantifizierung geeignet. Aufgrund des besten
Signal-Rausch-Verhéltnisses wurde das Peptid TLADSPEIR fir die weiteren Experimente
ausgewahlt. Bei den fur DctA ausgewéhlten Peptiden wurden alle vier Peptide in den
Membranproben in  unterschiedlichen Mengen gefunden. Auch ein  anderes
Extraktionsprotokoll (Schmidt et al. 2010) fuhrte zu gleichen Ergebnissen. Das Peptid
ATGFSIFK hatte nur ein sehr geringes Signal. Dartiber hinaus war es auch erst aber einer
Menge von 5 bis 10 fmol identifizierbar. Bei dem Peptid ALTNLVGNGVATIVVAK kam es
zudem zu Desaminierung. Beide Peptide waren daher ungeeignet als schwere Standardpeptide
fur die absolute Quantifizierung. Dartber hinaus wurde eine alternative Schnittstelle entdeckt,
sodass neben dem Peptid LDDVLNNR auch LDDVLNNRK vorlag. Da sich dies auf die
Signalstarke auswirkt, wurde auch dieses Peptid nicht fur die Quantifizierung verwendet. Das
ubrige Peptid AVAVYADQAK dagegen, konnte als einziges flr die Quantifizierung von DctA
eingesetzt werden. Bei DcuB-PhoA schlielich zeigten die drei Peptide FISVPENR,
LTGDQTAALR und NYAEGAGGFFK gute Eigenschaften. Fur die Quantifizierung wurde
aber nur das fr DcuB spezifische Peptid FISVPENR genutzt, um eine Verféalschung durch das

wildtypische E. coli PhoA zu vermeiden.

5.2.2 Absolute Quantifizierung von DcuS und DcuB in E. coli W3110 nach

anaerober Zucht

Zunéchst sollten die Konzentrationen von DcuS und DcuB im wildtypischen E. coli Stamm
W3110 (Bachmann 1972) untersucht werden. Fir die absolute Quantifizierung der
Sensorkinase DcuS und des Transporters DcuB wurde E.coli W3110 unter anaeroben
Bedingungen in eM9-Medium gezichtet. Dem Medium wurden Glycerin als Kohlenstoffquelle
und DMSO als Elektronenakzeptor hinzugefiigt. Die Zucht erfolgt entweder mit oder ohne die
Zugabe von 20 mM Fumarat als weiterem Elektronenakzeptor und Effektor flr das DcuSR-
System.

Nach anaerober Zucht ohne Fumarat lag DcuS in einer Konzentration von 1,2 fmol/ug
Gesamtprotein vor (Abb. 20). Nach anaerober Zucht unter Zusatz von 20 mM Fumarat betrug
die Konzentration 1,1 fmol DcuS/pg Gesamtprotein. Fumarat scheint also keinen grof3eren
Effekt auf die Expression und Gehalte von DcuS zu haben. Die Konzentration von DcuB
dagegen steigt von 13,3 fmol/ug nach Zucht ohne Fumarat auf 217,4 fmol/ug nach Zucht mit
Fumarat. Die Zugabe von Fumarat als Effektor fuhrt demnach zu einem Anstieg der DcuB-
Konzentration um den Faktor 16,3. Ohne Fumarat besteht ein Verhéltnis von DcuS zu DcuB

von 1:11,1. In Gegenwart von Fumarat betragt dieses Verhaltnis 1:197,6.
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Wie die meisten Sensorhistidinkinasen, bildet DcuS wahrscheinlich funktionelle Dimere
(Scheu et al. 2010b). Auch Tetramere wurden in Crosslinking-Experimenten in geringen
Gehalten nachgewiesen (Scheu et al. 2010b). Fir DcuB ist der oligomere Zustand bisher nicht
bekannt. Viele sekundére Transporter bilden im nativen Zustand Dimere oder Trimere
(Veenhoff et al. 2002). Auch fir DcuB wird daher ein dimerer oder trimerer Zustand

angenommen.
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Abb. 20 Absolute Quantifizierung von DcuS (o) und DcuB (m) nach Zucht des Wiltyp Stammes E. coli W3110 in
eM9 mit 20 mM DMSO, 50 mM Glycerin sowie 0 mM oder 20 mM Fumarat. Die Quantifizierung erfolgte tber
die Peptide TLADSPEIR (DcuS) und FISVPENR (DcuB). Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 BR.

Um eine anschauliche GroRe fur den Gehalt der Proteine zu erhalten, wurde der zelluldre Gehalt
an DcuS und DcuB abgeschatzt. Hierzu wurde die Zellzahl nach anaerober Zucht in eM9 mit
einer Thoma-Zahlkammer bestimmt. Die Zucht erfolgte unter vergleichbaren Bedingungen,
wie bei der Préparation fir die absolute Quantifizierung. Fir die Zucht ohne Fumarat wurden
9,2 x 108 Zellen/m1/OD gefunden, mit 20 mM Fumarat 12,2 x 108 Zellen/ml/OD (Anhang Tab.
A 1). Die Zellzahl pro ml und OD-Einheit ist nach der Zucht mit Fumarat etwa um den Faktor
1,3 hoher. Die Abschatzung der Molekilzahl pro Zelle veranschaulicht sehr gut die
vorliegenden Verhaltnisse. In Abwesenheit von Fumarat wurden etwa 24 Molekiile DcuS pro
Zelle gefunden (Abb. 21). Nach Zucht mit Fumarat waren es etwa 19 DcuS-Molekiile pro Zelle.
Wie bereits bei der auf das Gesamtprotein bezogenen Konzentration festgestellt wurde, bleibt
also auch die Molekiilzahl pro Zelle weitestgehend unabhéngig von Fumarat. Wenn man davon
ausgeht, dass DcuS hauptséchlich als funktionelles Dimer vorliegt, kann mit etwa 9-11

funktionellen DcuS-Sensoreinheiten pro Zelle gerechnet werden.
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Die Zahl der DcuB Molekile pro Zelle ist mit etwa 273 Molekilen pro Zelle schon in
Abwesenheit von Fumarat deutlich hoher. Dies entspricht 137 DcuB> oder 91 DcuBa3
Oligomeren. Nach Zucht in Gegenwart von Fumarat ist eine eindeutige Induktion (3396 DcuB
Monomere pro Zelle) zu beobachten. Dies entsprdche 1698 DcuB. oder 1132 DcuBs-
Komplexen.
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Abb. 21 Molekile Dcu$S (o) und DcuB (m) pro Zelle nach anaerober Zucht von E. coli W3110 in eM9 mit 50 mM
Glycerin, 20 mM DMSO ohne Zusatz oder mit Zusatz von 20 mM Fumarat. Nach der absoluten Quantifizierung
wurde die Zellzahl pro OD-Einheit bestimmt und so die Molekilzahl pro Zelle abgeschétzt.

Neben der absoluten Kopienzahl pro Zelle, wurde fur DcuB auch die Aufnahmeaktivitét fiir
radioaktiv markiertes [2,3-1*C]-Fumarat bestimmt. Hierzu wurde E. coli W3110 anaerob in
eM9-Medium mit Glycerin (50 mM) und DMSO (20 mM) geziichtet. Die Zucht erfolgte, wie
auch fur die absolute Quantifizierung, entweder unter nicht induzierenden Bedingungen (0 mM
Fumarat) oder unter induzierenden Bedingungen (20 mM Fumarat). Fur die Aufnahmemessung
wurde die Zellsuspension mit 100 uM markiertem Fumarat versetzt und fur 0,5 min inkubiert
(Abb. 22). Interessanterweise konnte bei dem wildtypischen Stamm E. coli W3110 kein
Unterschied zwischen beiden Bedingungen beobachtet werden. Unter beiden Bedingungen lag
die Aktivitdt nach Zucht unter induzierenden und induzierenden bei etwa 4,5 U/g TG bzw.
4,9 U/g TG. Wenn die Zellsuspensionen mit 1 mM markiertem Fumarat versetzt wurden, war
die Aktivitdt zwar etwas hoher (8,2 U/g TG bzw. 7.9 U/g TG), aber auch hier war kein
bedeutender Unterschied zwischen induzierten und nicht induzierten Zellen zu beobachten
(Anhang Abb. A 3). Ahnliche Beobachtungen wurden auch schon in fritheren Experimenten
gemacht (Six et al. 1994; Zientz et al. 1999). Da die Zelle neben DcuB auch tber die beiden

60



5.2 Ergebnisse

Cs-Dicarboxylattransporter DcuA und DcuC verfligt, wurden beide Transporter uber
Resistenzkassetten ausgeschaltet (IMW®658). In diesem Stamm ist die Transportaktivitat alleine
von DcuB abhangig. Tatséchlich konnte hier nach Zucht unter nicht induzierenden
Bedingungen nur eine schwache Transportaktivitdat von 0,3 U/g TG gemessen werden. Nach
Zucht unter induzierenden Bedingungen war eine um etwa 13,2 fach héhere Aktivitat von
3,9 U/g TG zu beobachen. Diese Aktivitét ist fast so hoch, wie die im Wildtyp gemessenen
Aktivitaten. Die Steigerung um den Faktor 13,2 der Aufnahmeaktivitat durch die Fumarat-
bedingte Induktion von dcuB ist etwas groRer, aber vergleichbar mit der Zunahme des DcuB-
Gehaltes nach Zucht unter induzierenden Bedingungen (Faktor 12,4).

Im Stamm IMW659 wurde auflerdem dcuB durch eine Resistenzkassette ausgeschaltet. Hier
war sowohl nach Zucht unter nicht induzierenden als auch nach Zucht unter induzierenden
Bedingungen nur eine geringe Aufnahmeaktivitat zu beobachten. Die Steigerung der
Aufnahmeaktivitat im Stamm IMWG658, der noch Uber dcuB verfiigt, ist demnach Kklar auf die

Induktion der Expression von dcuB zurtickzufihren.
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Abb. 22 Aufnahmeaktivitat fir Fumarat. Fir die Bestimmung der Aufnahmeaktivitdt wurde E. coli
W3110, IMW658 (dcuA, dcuC) oder IMW659 (dcuA, dcuB, dcuC) anaerob in eM9 mit Glycerin (50 mM)
und DMSO (20 mM) geziichtet. Die Zucht erfolgte in Abwesenheit von Fumarat () oder in Gegenwart
von 20 mM Fumarat (m). Flr die Messung der Aufnahmeaktitat wurde die Zellsuspension energetisiert
und anschlieRend fiir 0,5 min mit 100 pM [2,3-14C]-Fumarat inkubiert. Nicht aufgenommenes Substrat
wurde durch Filtration und zwei anschlieBende Waschschritte abgetrennt.

61



5.2 Ergebnisse

5.2.3 Absolute Quantifizierung von DcuS und DctA in E. coli W3110 nach

aerober Zucht

Analog zu dem anaeroben Transporter DcuB wurde auch der aerobe Transporter DctA absolut
quantifiziert. Auch hier wurde der Stamm E. coli W3110 verwendet, der aerob in eM9-Medium
kultiviert wurde. Als Kohlenstoffquelle diente entweder 50 mM Glycerin oder aber 50 mM
Fumarat.

Nach aerober Zucht mit Glycerin als Kohlenstoffquelle wurde DcusS in einer Konzentration von
0,6 fmol/ug Protein gefunden (Abb. 23). Nach Zucht in Gegenwart von Fumarat wurde ein 1,5-
facher Anstieg des DcuS-Gehaltes auf eine Konzentration von 0,9 fmol DcuS/ug Protein
festgestellt. Dies ist eine um den Faktor 0,5 bis 0,8 niedrigere Konzentration, als nach Zucht
unter anaeroben Bedingungen gefunden wurde (Abb. 20). Die Konzentration des aeroben Cy-
Dicarboxylat-Transporters DctA lag nach Zucht auf Glycerin bei 18,8 fmol/ug Protein. Nach
Zucht auf Fumarat wurde ein um das 3,2fach erhéhter DctA-Gehalt von 60,7 fmol/ug Protein
festgestellt. Unter nicht induzierenden Bedingungen (Glycerin) lag das Verhaltnis DcuS/DctA
etwa bei 1:31. Unter induzierenden Bedingungen (Fumarat) stieg das Verhéltnis von
DcuS/DctA auf etwa 1:67 an.
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Abb. 23 Absolute Quantifizierung von DcuS (1) und DctA (m) in der Membranfraktion nach aerober Zucht von
E. coli W3110 in eM9 mit Glycerin (50 mM) oder Fumarat (50 mM) als Kohlenstoffquelle. Fur Quantifizierung
mittels SRM wurden die schweren Standardpeptide TLADSPEIR (DcuS) und (DctA) verwendet.
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5.2 Ergebnisse

Um auch fiir die aerobe Zucht die Molekulzahl von DcuS und DctA pro Zelle abzuschatzen,
wurde hier ebenfalls die Zellzahl pro ODs7g bestimmt. Nach aerober Zucht auf Glycerin waren
11,8x108 Zellen pro ODs7s und nach Zucht auf Fumarat waren es 13,0x10® Zellen pro ODs7s
(Anhang Tab. A 1). Nach Zucht auf Glycerin wurden hier 6,5 Molekile DcuS pro Zelle
gefunden (Abb. 24). Nach Zucht mit Fumarat wurden 9,1 Molekdle DcuS pro Zelle gefunden.
Dies entspricht einem 1,4-fachen Anstieg des DcuS-Gehaltes. DctA lag nach Zucht auf
Glycerin mit 197,6 Kopien pro Zelle vor. Nach Zucht auf Fumarat wurde der DctA-Gehalt um
den Faktor 2,95 auf 583,0 Molekiile pro Zelle gesteigert. Die Induktion von DctA durch
Fumarat unter aeroben Bedingungen ist damit deutlich schwécher, als die Induktion von DcuB

unter anaeroben Bedingungen.
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Abb. 24 Kopienzahl von Dcu$S () und DctA (m) pro Zelle. Die Zucht von E. coli W3110 erfolgte aerob in eM9
mit 50 mM Glycerin oder 50 mM Fumarat. Die Zellzahl wurde lichtmikroskopisch mittels einer Thoma-
Zahlkammer bestimmt. Uber die Zellzahl wurde die Molekiilzahl pro Zelle abgeschitzt.

Da DcuS wahrscheinlich ein funktionelles Dimer bildet (Scheu et al. 2010b), liegen etwa 3,3
bis 4,6 DcuS-Sensoreinheiten pro Zelle vor. Im Gegensatz zu DcuB kann fir DctA
angenommen werden, dass es als Trimer vorliegt (Groeneveld et al. 2010). Damit lagen pro
Zelle unter nicht induzierenden Bedingungen etwa 65,9 Trimere und unter induzierenden
Bedingungen etwa 194,3 Trimeren pro Zelle vor. Dies entspricht einem Verhéltnis von DcuS;
zu DctAs von etwa 1:20 unter nicht induzierenden Bedingungen und von etwa 1:43 unter

induzierenden Bedingungen. Sowohl der aerobe Transporter DctA als auch der anaerobe
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5.2 Ergebnisse

Transporter DcuB liegen aerob bzw anaerob unter nicht induzierenden Bedingungen bereits im
Uberschuss gegentber dem Sensor DcuS vor. Da DcuS unter diesen Bedingungen
weitestgehend inaktiv ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Transportergehalte

ausreichen, um DcusS vollstandig in den inaktiven DcuS/Transporter-Komplex zu Gberfthren.

5.2.4 Titration von DcuS mit den Koregulatoren DcuB und DctA

Unter wildtypischen Bedingungen ist immer genug DcuB oder DctA vorhanden, um einen
inaktiven aber sensitiven DcuS/Transporter-Komplex zu bilden. Da unter wildtypischen
Bedingungen der DcuB-Gehalt einen direkten Einfluss auf die Expression des dcuB-Gens hat,
lasst sich hier immer nur eine Situation untersuchen, in der die vorhandenen DcuB-Molekiile
ausreichen, damit DcuS weitestgehend im inaktiven DcuS/DcuB-Sensorkomplex vorliegt. Um
den Einfluss des Transporters DcuB auf den Sensor DcuS genauer charakterisieren zu kénnen,
sollte die Expression von dcuB aus diesem regulatorischen Keislauf entkoppelt werden. Durch
die Expression von his6-dctA-hisé oder dcuB-phoA von einem pBAD-Promotor konnte DcuS
mit His6-DctA-His6 oder DcuB-PhoA titriert werden (Steinmetz et al. 2014; Waérner et al. 2016
vgl. 5.1.3). Da in diesen Experimenten die Expression des dcuB-lacZ Reporters mit steigenden
Gehalten von DcuB-PhoA oder His6-DctA-His6 weiter abnahm, sollten die Transportergehalte
unter nicht induzierenden Bedingungen noch nicht ausreichen, um DcuS vollstandig in den
DcuS/Transporter-Komplex zu tberfihren. Aus diesem Grund wurde flr diese Bedingungen
der absolute Gehalt von DcuS, DcuB und DctA bestimmt.

5.2.4.1 Titration von DcuS mit DcuB

Fur dieses Experiment wurde IMW503 mit pMW2334 anaerob in eM9 mit 50 mM Glycerin
und 20 mM DMSO geziichtet. Um den Gehalt an DcuB-PhoA zu variieren, wurde dem Medium
entweder 100 uM Glucose oder 0, 1 oder 10 uM L-Arabinose hinzugefiigt. Die Bestimmung
erfolgte mittels SRM (vgl 5.2) aus drei bis vier biologischen Replikaten. Die Konzentration von
DcuS war dabei unabhéngig von der Zugabe von Glucose (100 pM) oder der Zugabe von L-
Arabinose (1 uM oder 10 uM) und lag im Bereich von 2 fmol/ug Protein. Dies liegt etwas héher
als bei den Untersuchungen im Wildtyp E. coli W3110, die Werte liegen aber in einer
vergleichbaren GrélRenordnung (vgl. 5.2.2). Der Transporter DcuB-PhoA liegt nach Zugabe
von Glucose, 0 uM oder 1 uM L-Arabinose in einer Konzentration von etwa 16 bis 23 fmol/ug
Protein vor. Auch hier wurde die Zellzahl von IMW503 mit pMW2334 nach anaerober Zucht
unter vergleichbaren Bedingungen bestimmt (Anhang Tab. A 1).
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Abb. 25 Absolute Konzentration von DcuS (=) und DcuB (m) nach anaerober Zucht. Der Stamm IMW503 mit
dem Plasmid pMW2334 (pdcuB-phoA) wurde anaerob in eM9 Medium mit 50 mM Glycerin und 20 mM DMSO
gezlichtet. Zur Repression des pBAD Promotors wurde dem Medium 100 uM Glucose hinzugegeben (100GlIc).
Zur Induktion des pBAD Promotors erfolgte die Zucht unter Zugabe von 1 uM oder 10 uM L-Arabinose.

So konnten auch die Anzahl an DcuB und DcuS Molekiilen pro Zelle abgschéatzt werden. Fir
DcuB wurden Gehalte von 223 bis 268 Kopien pro Zelle bei fehlender oder geringer Induktion
gefunden (Abb. 26). Erst in Gegenwart von 10 uM L-Arabinose nahm die Kopienzahl auf etwa
853 Kopien pro Zelle zu. Die DcuS-Kopienzahl pro Zelle betrug 28 (100 uM Glc), 29 (0 pM
Ara), 25 (1 uM Ara) und 19 (10 uM Ara) pro Zelle. Im Gegensatz zu der Abschétzung der
DcuB-PhoA Gehalte mittels Immunoblot, konnte hier keine eindeutige Zunahme des DcuB-
PhoA Gehaltes durch die Zugabe von 1 uM L-Arabinose zum Zuchtmedium festgestellt
werden. Erst die Zugabe von 10 uM L-Arabinose fuhrte zu einer eindeutigen Zunahme des
DcuB-PhoA Gehaltes. Dies entspricht etwa einer Steigerung um den Faktor 3,8 zwischen 0 uM
Arabinose und 10 uM Arabinose oder einer Steigerung von 3,5 zwischen den Bedingungen
1 uM Arabinose und 10 uM Arabinose. Im Immunoblot wurde zwischen den Bedingungen 0
MM Arabinose und 10 uM Arabinose eine dhnliche Steigerung des DcuB-PhoA Gehaltes um
den Faktor 3,5 gefunden (vgl. Abb. 13). Bei dem Vergleich der Bedingungen 0 uM Arabinose
und 1 uM Arabinose wurde aber eine groliere Steigerung im Immunoblot gefunden (Faktor 2,6)
als im SRM Experiment (Faktor 1,1).
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Abb. 26 Dcu$S (=) und DcuB-Kopienzahl (m) pro Zelle nach anaerober Zucht von IMW503 mit pMW2234
(pdcuB-phoA) in eM9 Medium mit 50 mM Glycerin und 20 mM DMSQO. Zur Repression des pBAD
Promotors wurde dem Medium 100 uM Glucose hinzugefugt. Zur Induktion wurde 1 uM oder 10 uM L-
Arabinose zum Medium hinzugefugt.

Unter keiner Bedingung konnte ein Zustand gefunden werden, in dem DcuS im UberschuR
vorlag. Unter allen Bedingungen lag der DcuB-Gehalt mindestens um den Faktor 8 bis 10 hoher
als der DcuS-Gehalt. Schon die basale Expression des pBAD-Promotors ohne Induktion durch
L-Arabinose reicht also aus, um DcuB in regulatorisch aktiver Menge zu bilden.

5.2.4.2 Titration von DcuS mit dem aeroben Transporter DctA

Wie hier fir DcuB-PhoA gezeigt, konnte DcuS auch mit dem aeroben Transporter DctA titriert
werden (Steinmetz et al. 2014). Hierzu wurde DctA-His tber pBAD33 in IMW503 anaerob
exprimiert. DctA ist zwar ein aerober Transporter, kiinstlich exprimiert kann er aber anaerob
einen dcuB-negativen Stamm komplementieren (Witan et al. 2012a; Steinmetz et al. 2014).
Durch Zugabe von Glucose oder L-Arabinose wurde der DctA-Gehalt variiert. Wie fir DcuB
sollten auch fur DctA die absoluten Gehalte bestimmt werden.

Die DcuS-Gehalte lagen bei 0,7 bis 0,8 fmol/ug Protein und zeigten kaum Variation zwischen
den verschiedenen Bedingungen. Dies sind vergleichbare Werte, wie sie auch in den oben
beschriebenen Experimenten gefunden wurden (vgl. 5.2.3). Die DctA Gehalte steigen von 45,7
fmol/pg Protein (100 uM Glucose) auf einen Gehalt von 97,1 fmol/ug Protein (10 uM L-
Arabinose) und damit insgesamt um den Faktor 2,1 (Abb. 27).
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Abb. 27 Absolute Quantifizierung von DcuS (o) und DctA (m) nach anaerober Zucht von IMW503 (4dcuB, dcuB-
lacZ) mit pMW1194 (pdctA) in eM9 mit 50 mM Glycerin, 20 MM DMSO. Dem Medium wurden auflerdem 100
MM Glucose, 0 UM Ararabinose, 1 uM Arabinose oder 10 UM Arabinose zugesetzt.

Analog zu den oben beschriebenen Experimenten wurde aus den Proteinkonzentrationen und
der Zellzahl pro ODs7s die Kopienzahl pro Zelle abgeschétzt (Abb. 28). Nach Zucht mit 100
UM Glucose lagen bereits 621 Molekiile DctA vor. Nach Zucht ohne Effektor (0 uM Ara) lagen
587 Molekule pro Zelle vor. Durch Zugabe von 1 yuM oder 10 pM L-Arabinose konnte der
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Abb. 28 Absolute Quantifizierung von DcuS und DctA nach anaerober Zucht von IMW503 (AdcuB, dcuB-lacZ)
mit pMW1194 (pdctA) in eM9 mit 50 mM Glycerin, 20 mM DMSO. Dem Medium wurden auf’erdem 100 puM
Glucose, 0 UM Ararabinose, 1 uM Arabinose oder 10 pM Arabinose zugesetzt. Zur Bestimmung der Kopienzahl
pro Zelle wurde die Zellzahl pro ODs7g bestimmt.
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DctA-Gehalt auf 869, respektive 1083 Molekiile pro Zelle gesteigert werden. Dies entspricht
einer Steigerung um den Faktor 1,48 von 0 uM zu 1 pM L-Arabinose und einer Steigerung um
den Faktor 1,85 von 0 uM zu 10 uM L-Arabinose.

Es gab nur einen geringen Unterschied zwischen dem DctA-Gehalt nach Zucht mit 100 uM
Glucose (100 uM Glc) und dem DctA-Gehalt nach Zucht in Abwesenheit von L-Arabinose und
Glucose (0 uM Ara). Dies deutet darauf hin, dass die geringe Glucosekonzentration von
100 uM womdglich keinen Effekt auf die Expression von DctA uber den pBAD-Promotor hat.
Im Vergleich zur Zucht mit 0 uM L-Arabinose nahm die Bandenintensitat nach Zucht mit 1 uM
L-Arabinose um den Faktor 2,24 zu. Dies entspricht etwa dem 1,5-fachen der mittels SRM
bestimmten Zunahme des DctA-Gehaltes (Abb. 29). Von 0 uM zu 10 uM L-Arabinose nahm
die Bandenintensitét etwa um den Faktor 3,68 zu. Die Intensitat im Immunoblot nahm zwischen
0 UM und 10 uM L-Arabinose also etwa doppelt so stark zu, wie die absoluten DctA-Gehalte.
Als Mal fur die Funktion von DctA wurde aulRerdem die Aufnahmeaktivitat von DctA fir [2,3-
14C]-Succinat bestimmt (Abb. 30). Hierzu wurde der Stamm IMW505, der defizient fur die drei
Transporter DcuA, DcuB und DcuC ist, anaerob geziichtet. Ohne Transporter lag die Aufnahme
bei 0,83 U/g TG. Wurde DctA Uber ein Plasmid eingeflihrt, kam es schon nach Zucht in
Gegenwart von Glucose zu einer deutlich gesteigerten Aufnahme von [2,3-14C]-Succinat.
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Abb. 29 Vergleich der Zunahme des DctA-Gehaltes durch Induktion mit L-Arabinose bestimmt durch Immunoblot
(weiBe Balken;Steinmetz et al. 2014) und durch absolute Quantifizierung mittels SRM (graue Balken). AuBBerdem
wurde die relative Zunahme der Aufnahmeaktivitat dargestellt (dunkelgraue Balken). Die relativen Gehalte sind
bezogen auf den Gehalt nach Zucht mit 0 uM L-Arabinose.
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Abb. 30 Aufnahme von [2,3-*4C]-Succinat in IMW505 (dcuB-, dcuA-, dcuC-) und IMW505 mit pMW1194 (pdctA)
nach anaerober Zucht in eM9-Medium. Dem Zuchtmedium wurde auerdem 100 uM Glucose oder 0, 1 oder 10
MM L-Arabinose hinzugeflgt um den pBAD-Promotor zu induzieren.

Nach Zucht mit 0 uM L-Arabinose lag die Aufnahme bei 21,28 U/g TG. Die Zugabe von 1 uM
L-Arabinose fuhrte nicht zu einer Steigerung der Aufnahmeaktivitat. Erst nach Zucht mit
10 uM L-Arabinose wurde die Aufnahme von [2,3-1*C]-Succinat um den Faktor 1,57

gesteigert.

5.2.5 Beitrage von DcuS und DcuS/DcuB zur Expression des dcuB-Promotors

Der Sensor DcuS bildet einen Sensorkomplex mit dem Transporter DcuB. Schon geringe
Mengen des Transporters DcuB reichen aus, um DcuS nahezu vollstdndig in den sensorisch
aktiven Zustand zu versetzen (vgl. 5.1.3). Dabei untersteht die Expression des Transporters
DcuB der Kontrolle des Sensors DcuS. Unter wildtypischen Bedingungen sollte DcuS also
weitestgehend als inaktiver Sensorkomplex vorliegen. Um die Beitrdge von DcuS und
DcuS/DcuB zur Expression des dcuB-Gens zu untersuchen, wurden Stdmme mit wildtypischen
dcuS und inaktiviertem dcu$S eingesetzt (Abb. 31). Im Wildtyp (IMW237) war in Abwesenheit
von Fumarat eine geringe Expression der dcuB-lacZ Reportergenfusion zu beobachten. Im
dcuS-negativen Stamm (IMW260) nahm die Expression noch weiter ab (von 17 MU auf 3 MU).

Offensichtlich wird dcuB-lacZ auch ohne Fumarat transkribiert, wobei es sich um eine

69



5.2 Ergebnisse

Induktion durch freies DcuS oder durch eine schwache Aktivitdt von DcuS im nicht durch
Fumarat aktivierten DcuS/DcuB-Sensorkomplex handeln kdnnte. Bei der im dcuS-negativen
Stamm beobachteten Restaktivitat handelt sich um eine DcuS-unabhangige Transkription, die
sehr niedrig ist. In einem Stamm, der nur die plasmidkodierte DcuS-Variante H349L, d.h. eine
nicht phosphorylierbare Form von Dcus$S bildet, war die Expression auf einem &hnlich niedrigen
Niveau. Die Aktivitat des Promotors von 17 MU stellt eine basale und konstitutive Expression
dar, die von Fumarat unabhéngig ist. Diese basale Aktivitat ist allerdings abhangig von freiem
DcuS oder vom nicht aktivierten DcuS/DcuB-Komplex. Sie betragt etwa 3 % der Fumarat-
aktivierten Expression und sorgt dafur, dass die Zelle immer mit einem basalen Level an DcuB

versorgt wird.
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Abb. 31 Basale Expression von dcuB-lacZ nach anaerober Zucht in eM9 Medium mit 50 mM Glycerin und 20
mM DMSO. Um die basale Aktivitdt von DcuS zu untersuchen wurde B-Galaktosidaseaktivitat des Wildtypes
(IMW237) mit der eines DcuS-negativen Stammes (IMW260) verglichen. AuBerdem wurde wildtypisches DcuS
und die DcuS Variante H349L plasmidkodiert in IMW260 exprimiert.

Auch in Abwesenheit von Effektoren wird die dcuB-lacZ Reporterfusion in geringem Male
exprimiert, wobei diese Aktivitat zu ca. 80 % von DcuS abhéngt. Die restlichen 20 % kommen
dabei durch eine unspezifische Transkription des Promotors zustande oder stellen den

methodisch bedingten Hintergrund dar.
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5.2.6 Vorkommen von freiem DcuSg neben dem DcuS/DcuB-Sensorkomplex

Unter der Annahme, dass in Abwesenheit eines Effektors nur freies DcuS die dcuB-lacZ Fusion
induziert, kann der Anteil freien DcuSr abgeschatzt werden. Die basale Aktivitat von DcuS
betragt 0,7 MU/DcuS. Wird aullerdem die von DcuS unabhéngige Grundaktivitat
beruicksichtigt, betragt die DcuS-abhangige Grundaktivitat 0,6 MU/DcuS. Bei der DcuS-
Aktivitat in DcuB-defizienten Stammen kann dagegen davon ausgegangen werden, dass der
Anteil von DcuSr 100 % des gesamten DcusS entspricht. Die Aktivitat von DcuS ohne Effektor
in Abwesenheit von DcuB betragt 38,1 MU/DcuS. Die Grundaktivitat von DcuS macht etwa
1,6 % der maximalen Aktivitat von freiem DcuS aus. Demnach liegen also ca. 0,4 Molekile
DcusS pro Zelle vor (23,8 Molekiile pro Zelle x 0,016). Dies bedeutet, dass auch unter nicht
induzierenden Bedingungen (0 mM Fumarat) der groRte Teil (> 98 %) aller DcuS Molekdile als
DcuS/DcuB-Sensorkomplex vorliegt.

Analog hierzu wurde auf Basis der Aktivitaten aus Abschnitt 5.1.3 der Anteil DcuSr auch fiir
die Titrationsexperimente abgeschatzt (Abb. 32). Nach dieser Abschatzung lag der GroRteil

aller DcuS-Molekiile als DcuS/DcuB Komplex vor. Nur ein jeweils kleiner Teil lag demnach
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Abb. 32 Anteil DcuSk (hell) im Vergleich zu DcuS/DcuB (dunkel). Die Werte wurden (iber die DcuS-Aktivitat in
Abwesenheit von Fumarat berechnet. Als Grundlage dienten die Werte aus Abb. 15. Im DcuB-defizienten Stamm
(IMW503) liegt DcuS zu 100 % als DcuSg vor. Wird DcuB-PhoA plasmidkodiert exprimiert (IMW503 mit
pMW2334) oder wildtypisches DcuB chromosomal (IMW237), liegt nur ein kleiner Teil DcusS als DcuSk vor.
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5.3 Die Konzentration von Cs-Dicarboxylaten im Mausedarm

Die Rolle des Cs-Dicarboxylatstoffwechsels und dessen Regulation fir die Fitness
kommensaler E. coli Stdamme ist wenig untersucht. Besiedlungsexperimente haben jedoch
gezeigt, dass die Fumaratreduktase FrdABCD essentiell fir die Besiedlung des Darms von mit
Streptomycin behandelter Méause ist (Jones et al. 2007; Jones et al. 2011). Der anaerobe Cs-
Dicarboxylatstoffwechsel spielt hier offensichtlich eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund
sollte die Verfugbarkeit von Cs-Dicarboxylaten im Darm, dem natrlichen Lebensraum von E.
coli, untersucht werden. Hierzu wurde der Darminhalt von Mausen analysiert. Die Proben
wurden durch Dr. Kerstin Nagel-Wolfrum (Instiut fir molekulare Physiologie, Mainz) an vier
Positionen des Darms entnommen (Abb. 33 B) und anschlieRend wurde ein wéssriges Extrakt
hergestellt. Die so gewonnenen Proben wurden in Kooperation mit Dr. Hannes Link (Max-
Planck-Institut flr terrestrische Mikrobiologe, Marburg) mittels LC-MS/MS auf ihren Gehalt
an Fumarat, Succinat, L-Aspartat und L-Malat untersucht.

Die Fumarat Konzentration war in allen vier untersuchten Abschnitten sehr niedrig (Abb. 33
A; Tab. A 2). Im Bereich des Dunndarms lag sie bei 56 = 18 pumol (proximal) und 42 = 20 pmol
pro kg Darminhalt. Die Konzentration von L-Malat war im Dinndarm etwas héher und lag bei
188 + 50 umol kgt (proximal) bzw. 142 + 42 pumol kg? (distal). Im Bereich des Dickdarms
waren L-Malat und Fumarat kaum nachzuweisen. Die Succinat-Konzentration lag sowohl im
Bereich des Dickdarms als auch im Bereich des Dinndarms hoher als die Konzentration von
Fumarat. Hier wurden Konzentrationen von 293 +212 umol kg?! (proximal) und
496 + 388 umol kg? (distal) im Diinndarm sowie 104 +113 umol kg (proximal) und
218 + 165 pmol kg im Dickdarm. Die Aminosdure L-Aspartat war im Dinndarm in
vergleichbar hoher Konzentration zu finden. Hier lagen Konzentrationen von
4359 + 847 umol kg (proximal) und 2451 + 793 pmol kg vor. Im Dickdarm waren deutlich
niedrigere Gehalte zu finden, die jedoch immer noch etwas Uber den Gehalten der anderen
Metabolite lagen. Die Gehalte aller Metabolite unterlagen dabei starken Schwankungen
zwischen den Proben. Es konnte jedoch die Tendenz festgestellt werden, dass die
Konzentrationen von L-Aspartat, L-Malat und Fumarat mit zunehmender Darmpassage
abnehmen. Insgesamt wurden die hochsten Konzentrationen im Bereich des Dinndarms
gefunden. Im Bereich des Dickdarms waren von allen untersuchten Cs-Dicarboxylaten nur sehr
geringe Konzentrationen zu finden. Auch der Gehalt von Succinat war im Dickdarm geringer
als im Bereich des Diinndarms. Die Abnahme der Konzentration von Succinat im Dickdarm

war jedoch weniger ausgepragt als bei den anderen Metaboliten.
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Abb. 33 A: Konzentration der C4-Dicarboxylate Fumarat, Succinat, Malat und Aspartat im Darminhalt von
mannlichen Mausen Es wurden fir jede Position drei BR analysiert. B: Schematische Ubersicht tiber den
Mausedarm und die Bereiche der Probenentnahme. Darstellung verdndert aus Stephens et al. (2002).

Die Konzentrationen von Cs-Dicarboxylaten im Darm lagen zum groRten Teil in einem
niedrigen mikromolaren Bereich. Nur im Dinndarm waren sogar bis zu 4 mM L-Aspartat zu
finden. Aus diesem Grund sollte der Konzentrationsbereich des DcuSR-Systems charakterisiert
werden. Hierzu wurde die Expression von dcuB-lacZ bei verschiedenen
Effektorkonzentrationen untersucht. Der wildtypische Reporterstamm IMW237 (Zientz et al.
1998), der Uber eine dcuB-lacZ Promotor-Fusion verfugt, diente hier als Teststamm. Die Zucht
erfolgte anaerob in eM9 mit DMSO (20 mM) und Glycerin (50 mM). Um eine gleichbleibende
Effektorkonzentration wéhrend der Zucht zu gewéhrleisten, wurde Maleinat als Effektor
gewdhlt. Maleinat wird als cis-Isomer von Fumarat auch von DcuS erkannt, aber nicht
verstoffwechselt. Die Zellen wurden entweder bis in die exponentielle Phase geziichtet oder in
der stationédren Phase geerntet. Dies hatte jedoch nur einen geringen Einfluss auf die Expression
von dcuB-lacZ (Abb. 34). Bei niedrigen Maleinat-Konzentrationen unter 100 uM ist die -
Galaktosidaseaktivitat kaum hoher als in Abwesenheit des Effektors. Ab 100 uM Maleinat war
bereits eine leichte Steigerung der Aktivitat zu festzustellen. In den vorliegenden Versuchen
wurde eine Séttigung zwar nicht erreicht; aus friheren Arbeiten kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass die maximale Aktivitat etwa ab einer Effektorkonzentration von

10 mM erreicht wird (Kneuper et al. 2005). Die halomaximale Aktivitéat, der apparente Km-
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5.3 Ergebnisse

Wert, liegt etwa bei 2 mM, was auch mit friiheren Messungen Ubereinstimmt (Kneuper et al.
2005). Die Daten zeigen, dass der Sensor DcuS auch bei den im M&usedarm gemessenen
Konzentrationen bereits aktiv ist. Insbesondere im Diinndarm wurden Konzentrationen erreicht,
die zu einer Aktivierung von DcusS flhren. Im Dickdarm hingegen, dem Hauptlebensraum von
E. coli, lagen nur niedrige Konzentrationen vor, sodass DcuS hier wahrscheinlich nur schwach
aktiviert wird. Die Konzentrationen von Fumarat und L-Malat sind in diesem Bereich zu niedrig
um einen Einfluss auf DcuS zu haben. In dem Konzentrationsbereich, in welchem L-Aspartat
und L-Malat gefunden wurden, ist aber bereits eine geringe Induktion der dcuB-lacZ Expression

Zu beobachten.

1200 -
1000 -
800 +
600 -

400 ~

decuB-lacZ (MU)

200 ~

0 10 100 1000 10000
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Abb. 34 Expression von dcuB-lacZ. IMW237 wurde anaerob in eM9 mit Glycerin (50 mM), DMSO (20 mM) und
steigenden Konzentrationen von Maleinat geziichtet. Die Zellen waren in der exponentiellen Phase (weif3) oder in
der stationdren Phase (schwarz).
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6 Diskussion

6.1 Der DcuB/DcuS-Sensorkomplex

6.1.1 Signalerkennung im DcuS/DcuB-Sensorkomplex

Die beiden Cs-Dicarboxylat Transporter DcuB und DctA interagieren mit der Sensorkinase
DcusS (Witan et al. 2012a; Witan 2012; Worner et al. 2016). Dabei fiihrt eine Deletion von dctA
oder dcuB zu einer konstitutiven Aktivierung von DcuS (Davies et al. 1999; Kleefeld et al.
2009). Dies wurde als Hinweis auf eine Beteiligung des Transporters bei der Signalerkennung
gewertet und eine Rolle als Fluxsensor diskutiert (Witan et al. 2012b). Um diese mdgliche Rolle
von DcuB fur die Signalerkennung zu untersuchen, wurden die Substratspezifitdten von DcuS
und DcuB bestimmt und miteinander verglichen. Beide Proteine erkennen dabei ein sehr breites
Spektrum an Substraten. Sowohl DcuB, als auch DcuS erkennen L-Malat, D-Malat, L-Aspartat
und D-Tartrat (Abb. 35). Das Substratspektrum des Sensors ist jedoch etwas breiter als das
Substratspektrum des Transporters DcuB. So fiihren auch Maleinat, L-Tartrat und meso-Tartrat
sowie 3-Nitropropionat und Citrat zu einer Induktion der dcuB-lacZ Reporterfusion. Diese
Substrate fithren jedoch nicht zu einer Hemmung der Aufnahme von [2,3-1*C]-Fumarat Gber
DcuB. Bei einer Beteiligung des Transporters DcuB an der Signalerkennung, ware eine
Induktion von dcuB-lacZ nur bei Substraten zu erwarten, die auch von DcuB transportiert
werden. Auch die Erhéhung der Konzentration von Maleinat und 3-Nitropropionat im
Transportassay, hat keinen Einfluss auf die Aufnahme von markiertem Fumarat. Demnach
weisen die Ergebnisse darauf hin, dass der DcuS/DcuB-Sensorkomplex das Signal tiber DcuS
und nicht Gber den Transporter erkennt. Der Sensor DcuS weist auf3erdem eine deutlich
niedrigere Affinitat zu Substraten auf, als die Transporter DctA und DcuB. Fur DcusS liegt der
apparente Km, je nach Substrat, zwischen 0,45 mM (3-Nitropropionat) und etwa 3 mM
(Kneuper et al. 2005). Fir die Cs-Dicarboxylate L-Aspartat und Maleinat liegt die apparente
Km bei 2 mM. Der K von DcuB fir die Aufnahme von Fumarat hingegen liegt bei etwa 100
bis 200 uM (Engel et al. 1994). Der Ky Wert von DctA fiir die Aufnahme von Succinat liegt
bei 30 uM bis 50 uM und ist damit sogar noch etwas niedriger (Kay & Kornberg 1971;
Gutowski & Rosenberg 1975). Die Transporter sind also schon bei Konzentrationen aktiv, bei
denen der Sensor den Effektor noch nicht erkennt. Die Bindung und Erkennung von Cs-
Dicarboxylaten erfolgt in DcusS dabei tiber die PASp-Domane (Pappalardo et al. 2003; Kneuper
et al. 2005; Cheung & Hendrickson 2008). So konnte die Struktur der isolierten PASp Domane



6.1 Diskussion

in Gegenwart von gebundenem L-Malat kristallographisch gelést werden (Cheung &
Hendrickson 2008) und durch den gezielten Austausch von Resten, die an der Substratbindung
beteiligt sind, konnte weiterhin die Substratspezifitat von DcuS moduliert werden (Kramer et
al. 2007; Kneuper et al. 2005; Worner et al. 2016).

DcuS \O Substrat Dcu$S DcuB—
Fumarat +
1 Succinat
B — L-Malat
D-Malat
DcuB L-Aspartat
D-Tartrat
—— R EE—— Maleinat
B | Citrat
3-Nitropropionat
m-Tartrat
L-Tartrat

o+ o+ o+ o+

+ + + + + + + + o+ o+

I

%]

Abb. 35 Ubersicht tiber Effektoren, die nur von DcusS erkannt werden (roter Stern) und Effektoren, die sowohl von
DcusS als auch von DcuB erkannt werden (griner Kreis). Es sind keine Effektoren bekannt, die nur von DcuB
erkannt werden.

Fir DcuB wurden aulRerdem die Varianten DcuB (E79A), DcuB (R83A) und DcuB (R183A)
beschrieben, die in ihrer Transportfunktion eingeschrankt sind, aber weiterhin regulatorisch
aktiv sind (Kleefeld et al. 2009). Aber auch der umgekehrte Fall wurde beschrieben, bei dem
die DcuB-Varianten K353A, T3941 und D398N eine wildtypische Transportfunktion aufweisen
aber regulatorisch defizient sind (Kleefeld et al. 2009). Die Transportfunktion ist folglich nicht
notwendig fir die regulatorische Funktion von DcuB und beide Funktionen lassen sich gezielt
ausschalten, ohne die jeweils andere Funktion zu beeintrachtigen. Zusammen mit den
vorherigen Argumenten zeigt dies, dass die Signalerkennung durch DcuS erfolgt. Der
Transporter DcuB dagegen ist fur die Signalerkennung nicht direkt nétig. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen fir den aeroben Transporter DctA (Steinmetz et al. 2014). Auch hier ist DctA
nicht direkt an der Signalerkennung beteiligt. Dennoch werden die Transporter DcuB und DctA

fiir eine normale Funktion des Sensors bendtigt.
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6.1 Diskussion

Neben dem DcuSR mit den beiden Koregulatoren DcuB und DctA sind auch weitere
Sensorsysteme bekannt, bei denen Transporter regulatorische Funktionen tbernehmen. So
kommen homologe DctA Transporter in vielen Bakterien vor und spielen oft eine Rolle bei der
Regulation der Aktivitat der zugehdrigen Sensorkinasen. Eine regulatorische Funktion wurde
zum Beispiel fur DctA aus Bacillus subtilis und Sinorhizobium meliloti beschrieben (Asai et al.
2000; Yarosh et al. 1989).

In Sinorhizobium meliloti wird die Expression von DctAsm durch das DctBD
Zweikomponentensystem reguliert. Die Sensorkinase DctB ist nicht verwandt mit DcuS. Sie
zeigt aber, &hnlich wie DcusS, in Abwesenheit von DctAsm eine konstitutive Aktivitat. Anhand
dieses Systems wurde auch erstmals eine sensorische Funktion von DctA-Transportern
postuliert (Yarosh et al. 1989). Bei genauer Betrachtung, ergeben sich aber auch hier Hinweise,
die auf eine regulatorische Funktion von DctAsm, nicht jedoch auf eine sensorische deuten.
Ahnlich wie in E. coli induziert zum Beispiel Maleat die Expression von DctAsm, wird aber von
DctAsm nicht erkannt (Yurgel et al. 2000).

Auch bei DctAgs aus Bacillus subtilis wurde ein &hnlicher Einfluss von DctAgs beobachtet. Die
mit DcuSec nah verwandte Sensorkinase DctSgs zeigt unabhéngig von der Gegenwart eines
Effektors eine konstitutive Aktivitat in Abwesenheit von DctAgs (Asai et al. 2000; Graf et al.
2014). Neben DctA wird hier aber auch das periplasmatische Bindeprotein DctBgs fur die
Signalerkennung durch DctSgs benétigt (Asai et al. 2000; Graf et al. 2014).

Demgegenuber stehen Systeme, bei denen der Transporter eine klare Rolle als Sensor
ubernimmt. Ein Beispiel hierfiur ist das Zusammenspiel des Lysintransporters LysP mit dem
pH-Sensor CadC (Tetsch et al. 2008; Tetsch & Jung 2009). Unter sauren
Umgebungsbedingungen und in Gegenwart von Lysin aktiviert dieses System die Expression
der Lysindecarboxylase CadA und des Lysin-Cadaverin Antiporters CadB. Bei der
Decarboxylierung von Lysin im Cytoplasma werden Protonen verbraucht. Dabei erkennt CadC
zwar den pH-Wert Uber ein Cluster negativ geladener Aminosauren, kann selbst jedoch Lysin
nicht detektieren (Haneburger et al. 2011). Hierzu ist CadC auf den Transporter LysP
angewiesen, der Lysin transportiert. Es wird postuliert, dass LysP seinen Funktionszustand tber
Konformationsédnderungen an CadC weitergibt (Tetsch & Jung 2009; Rauschmeier et al. 2014).
Bei anderen Sensorsystemen haben die Transporter keinen direkten Einfluss auf die Regulation,
weder als direkte sensorische Einheit, noch als akzessorischer Koregulator. Dies gilt zum
Beispiel fur die Regulation des Malatstoffwechsels in Lactobacillus casei durch MaeKR
(Landete et al. 2010; Landete et al. 2013). L. casei verfligt tber zwei L-Malatsensoren. Der wie

DcuS zur CitA-Familie gehdrende Sensor MaeK benétigt keine akzessorischen Proteine und
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Koregulatoren. MleR, ein zweiter Malatsensor , weist hingegen eine cytosolische Lokalisierung
auf (Landete et al. 2013). Er ist zwar nicht direkt von einem Transporter abhéngig, auf Grund
seiner cytosolischen Lokalisierung muss L-Malat allerdings zunachst in die Zelle transportiert
werden, bevor es durch MleR erkannt werden kann.

Auch der Citratsensor CitA, der namensgebende Sensor der CitA-Familie, benotigt keine
Transporter fir seine Funktion (Scheu et al. 2012). Damit sind mit CitA und MaeK mindestens
zwei sehr nahe mit DcuS verwandte Sensorkinasen bekannt, die nicht auf Koregulatoren wie
DcuB angewiesen sind. Dies deutet darauf hin, dass fir Sensorhistinkinasen der CitA-Familie
keine grundséatzliche Notwendigkeit eines Koregulators besteht. Die komplizierte zweistufige
Regulation von DcusS bietet wahrscheinlich vielmehr einen physiologischen Vorteil, der seine
Entwicklung beglnstigt haben kdnnte. C4-Dicarboxylate wie L-Malat, L-Aspartat und Fumarat
stellen wichtige und wahrscheinlich gut verflgbare Substrate dar, die jedoch meist in nur
niedrigen Konzentrationen auftreten. Ein Mechanismus, der einerseits eine basale Expression
der bendtigten Gene sicherstellt, andererseits die bedarfsgerechte Modulation der Expression

erlaubt, bietet unter diesen VVoraussetzungen maéglicherweise einen entscheidenden Vorteil.

6.1.2 Die Interaktion zwischen DcuS und DcuB

Der anaerobe Transporter DcuB wird flr die Funktion von Dcu$S benétigt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass DcuB &hnlich wie DctA direkt mit DcusS interagiert (Witan et al. 2012a; Witan
2012; Worner et al. 2016). Im Gegensatz zu DctA war es fur DcuB deutlich aufwandiger die
Interaktion experimentell zu bestétigen. Da sowohl der C- als auch der N-Terminus von DcuB
eine periplasmatische Lokalisierung aufweisen (Bauer et al. 2011), wurde ein T25-Fragment in
die cytoplasmatische Schleife zwischen Helix VII und Helix VIII kloniert (Witan 2012). Mit
diesem sogenannten Sandwich-Konstrukt (DcuBsw) konnte die Interaktion zwischen DcuB und
DcuS im BACTH-System nachgewiesen werden. Ergdnzende Hinweise, dass es tatséchlich
eine direkte Interaktion zwischen DcuS und DcuB gibt kommen von mHPINE Experimenten
(Worner et al., 2016). Da die Effektorbindung einen Einfluss auf die Interaktion zwischen
Sensor und akzessorischem Transporter haben kann, wurde hier untersucht, welchen Effekt
Fumarat auf die Interaktion zwischen DcuS und DcuB hat. Die Interaktion scheint dabei
weitestgehend unabhéngig von Fumarat zu sein. In BACTH Experimenten kommt es zwar zu
unterschiedlichen Ergebnissen, je nachdem ob dem Medium Fumarat hinzugefiigt wurde oder
nicht. Dies ist jedoch von den verwendeten Fusionskonstrukten abh&ngig. Sowohl die
Zunahme, als auch die Abnahme der B-Galaktosidase Aktivitat nach Zugabe von Fumarat
konnte beobachtet werden. Eine dahnliche Beobachtung fiir den aeroben Transporter DctA fuhrte
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zu der Vermutung, dass es zu einer Modulation der Interaktion kommt, nicht aber zu einer
Auflosung (Witan 2012). In Untersuchungen der Lokalisierung von DcuS und DctA wurden
aullerdem keine Unterschiede in der Verteilung der beiden Proteine zwischen den Zellen
festgestellt, die mit oder ohne Fumarat geziichtet wurden (Scheu et al. 2014). Dies unterstiitzt
die Annahme, dass die Interaktion von DcuS und DctA unabhangig von der Gegenwart von Cgs-
Dicarboxylaten ist. Aus diesem Grund kommt es sehr wahrscheinlich auch zwischen DcuB und
Dcus zu einer Effektor unabhangigen Interaktion.

Bei dem aeroben Transporter DctA dient die im Cytoplasma gelegene C-terminale Helix 8b als
Interaktionsstelle fir die Interaktion mit dem Sensor DcuS (Witan et al. 2012a). Das
Sequenzmotiv LDxxLxxxL dient wahrscheinlich als Interaktion-vermittelndes Motiv (Witan et
al. 2012a). Der anaerobe Transporter DcuB weist zwar keine C-terminale Helix mit
cytoplasmatischer Orientierung auf, aber die zwischen Transmembranhelix XI und XII
gelegene cytoplasmatische Schleife mit Helix XIb hat ein dhnliches Sequenzmotiv (Witan
2012). Dieses AxxxAxxxA Motiv, enthalt drei Alaninreste, die jeweils im Abstand einer
helikalen Windung zueinander auftreten und somit auf der gleichen Seite der Helix XIb liegen.
In den vorliegenden Versuchen konnten keine eindeutigen Hinweise auf eine Bedeutung des
Motivs fir die Interaktion mit DcuS gefunden werden. Varianten von Helix XI b zeigten in den
meisten Féllen ein wildtypisches Verhalten und konnten einen DcuB-defizienten Stamm
komplementieren. Die wenigen Varianten, die nicht mehr in der Lage waren die regulatorische
Funktion von DcuB zu komplementieren, waren auch in anderen funktionalen Aspekten gestort.
Es ist also sehr wahrscheinlich, dass sie nicht ordentlich gefaltet und in die Membran integriert
wurden, sodass der beobachtete Regulationsdefekt nicht spezifisch auf eine Stérung der
Interaktion zurtickgefihrt werden kann. Dennoch scheint die Region um Helix Xlb wichtig fir
die funktionale Interaktion mit DcuS zu sein. Bei den regulatorischen DcuB-Varianten T394I
und D398A liegen die ausgetauschten Reste in unmittelbare Ndhe von Helix XlIb (Kleefeld et
al. 2009; Bauer et al. 2011). Neben den beiden regulatorischen Varianten T3941 und D398A
existiert aber auch noch die dritte regulatorische Variante K353A (Kleefeld et al. 2009). Der
Rest K353 liegt im transmembranen Bereich der Helix X1 (Bauer et al. 2011).

Fur den aeroben Transporter DctA wurde aullerdem die periplasmatische Helix 3b
vorhergesagt, die in der Struktur des homologen Glutamattransporters Glten aus Pyrococcus
horikoshii nicht vorkommt (Witan 2012). Einen Beitrag der Helix 3b zur Interaktion zwischen
DcuS und DctA wurde bisher noch nicht untersucht, die Position bietet sich jedoch gut als

Interaktionsstelle an. Fur DcuB ist nach dem Topologie Modell von Bauer et al. (2011) keine
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solche periplasmatische Helix bekannt, dennoch ist auch hier nicht auszuschlie3en, dass
periplasmatische Bereiche von DcuB zur Interaktion mit DcuS beitragen.

6.1.3 Uberfithrung von DcuS in den DcuS/DcuB-Sensorkomplex

Der Transporter DcuB besitzt zwar keine sensorische Funktion, wird aber fir die
ordnungsgeméle Funktion von DcuS benétigt (Worner et al. 2016). Auf diese Weise reguliert
DcuB durch die Interaktion mit DcusS seine eigene Expression negativ. Dies wurde bereits fir
den aeroben Transporter DctA né&her untersucht, indem DctA von einem durch L-Arabinose
induzierbaren pBAD-Promotor exprimiert wurde (Steinmetz et al. 2014). In &hnlicher Weise
wurde hier DcuS mit dem anaeroben Transporter DcuB-PhoA titriert. Die Reduktion der
basalen Expression von dcuB-lacZ durch die gesteigerten DcuB-Gehalte war nur gering. Die
Erhohung des DctA-Gehaltes hatte einen deutlich starkeren Effekt (Steinmetz et al. 2014).
Dennoch zeigt auch dieses Experiment, dass DcuB den Sensor in Abwesenheit von Fumarat in
einen inaktiven Zustand versetzt. Die basale Expression von DcuB-PhoA uber den pBAD-
Promotor scheint dabei bereits einen Transportergehalt zu gewahrleisten, der DcuS
weitestgehend in den inaktiven Zustand versetzt. Dennoch lasst sich die Aktivitat von DcuS
durch eine starkere Expression von DcuB-PhoA zu einem gewissen Teil weiter senken.
Interessanterweise wird DcuS aber weiterhin durch die Zugabe von Fumarat nahezu maximal
induziert. Dies bedeutet, dass DcuB in Gegenwart eines Effektors keinen negativen Einfluss
auf die Aktivitat von DcuS hat. Durch die Titration mit DcuB wird DcusS also in einen Standby-
Zustand versetzt, in dem die Aktivitat von der Prasenz von Cs-Dicarboxylaten abhéngt.

Der Versuch DcuB-PhoA uber einen induzierbaren Promotor in so geringem Mal zu
exprimieren, dass grofRere Anteile DcuS als freies DcuSr vorliegen, war dagegen nicht
erfolgreich. Dies wurde auch durch die absolute Quantifizierung von DcuS und DcuB-PhoA
bestéatigt (siehe Abschnitt 6.2). Offenbar ist die basale Expression des pBAD-Promotors zu
stark, um eine niedrigere DcuB-PhoA-Kopienzahl einzustellen.

Ein weiterer experimenteller Ansatz bestand darin, bei konstanter Expression von DcuB-PhoA
die Expression von Dcu$S zu variieren. Dadurch sollte versucht werden den Anteil von freien
DcuSr am gesamten DcuS zu erh6hen. Bei starker Expression von DcuS von einem
induzierbaren Promotor war allerdings nur eine geringe DcuS-Aktivitdt zu messen. Im
Vergleich mit anderen Stammen (z.B. IMW503 mit pMW2334; vgl. Abb. 15) ist hier auch die
Aktivitat in Gegenwart von Fumarat eher niedrig. Hier spielen moglicherweise noch andere
Effekte eine Rolle. So hat DcuS neben einer Kinaseaktivitit auch eine Phosphataseaktivitat
(Gencheva 2016). Eine Uberexpression von DcuS konnte moglicherweise dazu fithren, dass
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phosphoryliertes DcuR schneller dephosphoryliert wird. Dies konnte zu der niedrigen dcuB-
lacZ Expression fuhren, die in den Experimenten beobachtet wurde. Hierzu sind aber weitere

Untersuchungen notig.

6.2 Absolute Quantifizierung des Sensors DcuS und der Transporter
DcuB und DctA

Mit Hilfe der SRM-Methode konnte der zelluldre Gehalt der Sensorhistidinkinase DcuS sowie
der Transporter DcuB und DctA tiber den Vergleich mit **C-markierten Standardpeptiden
quantifiziert werden. Zuvor wurde nur die Expression von DcuS, DcuB und DctA auf
transkriptioneller Ebene Uber Reportergenmessungen untersucht (Golby et al. 1998; Zientz et
al. 1998; Golby et al. 1999; Oyamada et al. 2007). Bei diesen Messungen wurde nach Zucht
auf Fumarat eine etwa 11-fach héhere B-Galaktosidase Aktivitat gefunden, als nach Zucht auf
eM9 mit Glycerin und DMSO (Zientz et al. 1998). Bei der Messung von Reportergenaktivitaten
wird jedoch nicht der tatsachliche Anstieg der Expression von dcuB bestimmt, sondern die
Aktivitdt des als Reporter verwendeten p-Galaktosidase-Enzyms. Hier wurde nun die
tatsachliche Zunahme des Transportergehaltes bestimmt.

Schmidt et al. (2016) haben fur verschiedene Bedingungen bereits ein quantitatives E. coli
Proteom bestimmt, das 2359 E. coli Proteine umfasst. Die von den Autoren verwendeten
Bedingungen waren jedoch ausnahmslos aerob. So konnten sie zwar DctA nachweisen und
quantifizieren, DcuS und DcuB waren aber nicht in ihrem Datensatz enthalten. AuRerdem
wurde eine absolute Quantifizierung nur fir ausgewdhlte Proteine durchgefuhrt; die
Quantifizierung der (brigen Proteine erfolgte (ber einen Vergleich mit diesen
Referenzproteinen. In der vorliegenden Arbeit hingegen erfolgte eine gezielte Quantifizierung
der Proteine DcuS, DcuB und DctA unter aeroben und anaeroben Bedingungen tber den
Vergleich mit schweren Standardpeptiden. Da es sich bei diesen drei Zielproteinen um
Membranproteine handelt, erfolgte vor der Quantifizierung eine Anreicherung der
Membranfraktion. Erst dies ermdglichte es den nur in kleiner Kopienzahl vorliegenden Sensor
DcusS zu detektieren.

Eine zentrale Frage dieser Arbeit war, ob DcuB und DctA auch unter nicht induzierenden
Bedingungen gebildet werden. In Abwesenheit von Fumarat ist auch in wildtypischen
Reporterstammen eine DcuS-abhangige Expression eines dcuB-lacZ Reportergens zu
beobachten. Da DcuS in Abwesenheit von DcuB und DctA konstitutiv aktiv ist (Davies et al.
1999; Kleefeld et al. 2009), mussten die Transporter immer in geringer Menge gebildet werden,
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um DcuS in den inaktiven und responsiven Zustand zu uUberfuhren. Die vorliegenden
Untersuchungen bestétigen diese Vermutung. Bereits unter nicht induzierenden Bedingungen
liegt ein Uberschuss von DctA oder DcuB gegeniiber DcuS vor. Dies unterstreicht, dass die
Transporter DctA und DcuB auch in Abwesenheit von Fumarat als Koregulator benétigt
werden.

Der Sensor DcusS liegt dabei nur in sehr niedriger Kopienzahl pro Zelle vor und die Gehalte
liegen nahe an der Nachweisgrenze. Aus diesem Grund wurde DcuS wahrscheinlich nur in den
angereicherten Membranen gefunden. In der Arbeit von Schmidt et al. (2016) wurde der Sensor
DcuS zum Beispiel nicht gefunden, obwohl er unter aeroben Bedingungen gebildet werden
sollte. Auch andere Sensorkinasen wie KdpD und CpxA (40 bzw. 41 Molekiile pro Zelle)
kommen nur in geringer Kopienzahl pro Zelle vor, sodass die gefundenen DcuS-Gehalte
plausibel erscheinen (Surmann et al. 2014; Surmann et al. 2016). Dabei variiert die DcuS-
Kopienzahl zwar in geringem Mal? zwischen aeroben und anaeroben Bedingungen, ein Einfluss
von Fumarat auf die Expression von DcuS wurde jedoch nicht gefunden. Dies passt auch zu
Expressionsstudien, bei denen DcuS und Cs-Dicarboxylate keinen Einfluss auf die Expression
von dcuS hatten (Oyamada et al. 2007). Die Transporter DctA und DcuB hingegen werden
beide eindeutig durch Fumarat im Zuchtmedium induziert. Im Wildtypstamm W3110 steigt der
DctA-Gehalt nach Zucht auf Fumarat etwa um den Faktor 3,0. Fir DctA wurden vergleichbare
Kopienzahlen auch von Schmidt et al. (2016) berichtet Die Autoren haben das quantitative
Proteom von E. coli flir verschiedene aerobe Zuchtbedingungen bestimmt. In den Daten sind
auch die Gehalte von DctA, DcuR, FrdA sowie DcuA verflgbar, nicht aber die von DcuS und
DcuB (Anhang Abb. A 4). Nach aerober Zucht in M9-Medium unter Zugabe von Glucose
finden die Autoren nur 37 DctA-Kopien pro Zelle (vgl. Tab. 10). Dagegen konnten sie eine
klare Induktion des aeroben Transporters DctA nach Zucht auf Succinat (567), Fumarat (596)
und LB-Medium (623) beobachten. Die in der vorliegenden Untersuchung durch SRM
bestimmte DctA-Kopienzahl nach Zucht auf Fumarat entspricht somit recht genau dem von
Schmidt et al. (2016) abgeschatzten DctA-Gehalt nach Zucht auf Cs-Dicarboxylat-haltigen
Medien. Nach Zucht in Gegenwart von Glycerin finden Schmidt et al. (2016) nur 97 Kopien.
Dies ist weniger als in der vorliegenden Untersuchung. Bei Schmidt et al. (2016) erfolgte die
Zucht jedoch in M9-Medium mit Glycerin als Kohlenstoffquelle, wéhrend in der vorliegenden
Untersuchung dem Medium stets AHC zu dem M9-Medium zugesetzt wurde. Tatsachlich
finden die Autoren nach Zucht in M9 mit Glycerin und Aminosauren 364 DctA-Kopien.

Die DcuB-Gehalte sind in Abwesenheit von Fumarat etwas hoher als die DctA-Gehalte, liegen
mit 273 DcuB-Molekulen pro Zelle aber auf einem &hnlichen Niveau. DcuB wird durch
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Fumarat deutlich starker induziert und erreich nach Zucht mit Fumarat etwa 3396 Molekiile pro
Zelle. Dies deckt sich mit Beobachtungen aus Reportergenstudien, in denen die Induktion von
dctA-lacZ Fusionen stets schwécher war als die Induktion von dcuB-lacZ Fusionen (Zientz et
al. 1998; Bauer 2010; Witan 2012).

Tab. 10 Absolute Gehalte von DctA, DcuS und DcuB. a: Werte wurden in dieser Arbeit bestimmt. Die Zucht
erfolgte in eM9 (flr DctA aerob, ansonsten anaerob). Bei aeroben Zuchten wurde entweder Glycerin (50 mM)
oder Fumarat (50 mM) als Kohlenstoffquelle hinzugegeben. Bei anaeroben Zuchten (DcuS und DcuB), wurde
stets Glycerin (50 mM) und DMSO (20 mM) hinzugeben und wo angegeben Fumarat (20 mM). b: Werte von
Schmidt et al. (2016). Die Zucht erfolgte hier aerob in M9-Medium mit Aminosauren (ohne Fumarat), mit
17,5 mM Fumarat (mit Fumarat) oder 27 mM Glucose (mit Glucose).

DctA? DCtAP DcuS? DcuB?
[Molekule/Zelle] [Molekule/Zelle] [Molekule/Zelle] [Molekule/Zelle]
ohne Fumarat 197,3 364 23,8 273,0
mit Fumarat 583,0 596 18,5 3395,9
mit Glucose n.b. 37 n.b. n.b.

Far DcuB wurde die Transportaktivitat mit dem Gehalt an DcuB in Beziehung gesetzt. In einem
Stamm, in dem die beiden Transporter dcuA und dcuC ausgeschaltet waren, korrelierte die
Aufnahmeaktivitdt mit der Zunahme des DcuB-Gehaltes. Interessanterweise ist im
wildtypischen Stamm W3110 eine solche Korrelation nicht zu beobachten. Offenbar sind die
beiden Transporter DcuA und DcuC hier auch an der Aufnahme von Fumarat beteiligt. In
friheren Studien wurde bereits gezeigt, dass die drei Dcu-Transporter sich in ihrer
Transportfunktion gegenseitig ersetzen kdnnen (Six et al. 1994).

Um das Verhéltnis zwischen dem Sensor DcuS und dem Transporter genau einzustellen,
wurden DcuB und DctA analog zu dem Titrationsexperiment (Steinmetz et al. 2014; Worner et
al. 2016; vgl. Abb. 15) von einem pBAD-Vektor exprimiert. Dies erlaubt es den Gehalt des
Transporters einzustellen, ohne dass die Gehalte von DcuB und DctA einen Einfluss auf die
Expression der Strukturgene dcuB oder dctA haben. Die absolute Quantifizierung der
Transporter DcuB und DctA nach Expression Uber den pBAD-Vektor bestétigt die oben
beschriebene Vermutung (vgl. 6.1.3). Obwohl der pBAD-Promotor als streng reguliert gilt
(Guzman et al. 1995), wird auch ohne L-Arabinose gentigend Transporter gebildet, um den
Sensor DcuS in den DcuS/Transporter-Komplex zu uberfihren (DcuB/DcuS = 7,6). Die
Gehalte unter nicht induzierenden Bedingungen entsprechen dabei etwa den
Transportergehalten, die auch im Wildtyp unter nicht induzierenden Bedingungen zu finden

sind. Tats&chlich scheint es mit dem pBAD-Promotor nicht mdéglich zu sein, die
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Transportergehalte so weit abzusenken, dass nicht genligend DcuB zur Komplexierung von
DcusS vorliegt.

6.3 Stochiometrie des DcuS/DcuB-Komplexes

Mit den absoluten Gehalten von DcusS, der Transporter DctA und DcuB und ihrer Korrelation
mit dem Funktionszustand von DcuS kénnen neue Informationen zu Aufbau und Funktion von
DcuS gewonnen werden. Nahezu alle DcuS-Molekile liegen also in Form eines
DcuS/Transporter-Komplexes vor. Der Sensor liegt dabei sehr wahrscheinlich als DcuS» vor
(Scheu et al. 2010b). Wahrend flr DctA Uber den Vergleich mit homologen Proteinen eine
trimere Form anzunehmen ist (Groeneveld et al. 2010; Boudker et al. 2007), ist der
Oligomerisierungsgrad von DcuB bisher unbekannt. Da Membrantransporter haufig als Dimere
(Veenhoff et al. 2002) oder Trimere vorliegen, ist auch im Fall von DcuB die Bildung von
DcuB: oder DcuB3 wahrscheinlich. Demnach wéren unter nicht induzierenden Bedingungen
etwa 10 % des gesamten DctA an der Bildung des DcuS-DctA-Komplexes beteiligt (Abb. 36).
Wenn von einem [DcuB:]2[DcuS;]-Komplex ausgegangen wird, lagen etwa 17,4 % der DcuB-
Molekiile im Sensorkomplex vor. Wird analog zu DctA ein DcuB-Trimer angenommen, l&gen
91 DcuBs vor. Hier wéren sogar 26,2 % der DcuB-Molekiile an der Bildung des DcuS-
Transporter-Komplexes beteiligt. Selbst bei einer vollstandigen Komplexierung von Dcus sind
immer nur 10 bis 26 % der DcuB- oder DctA-Molekile an der Ausbildung des Komplexes
beteiligt. Dies deckt sich mit Experimenten zur Lokalisierung von DcuS und DctA mittels
Fluoreszenzmikroskopie: Wird DcuS-mvenus chromosomal von einem wildtypischen
Promotor exprimiert, ist DctA Uber die komplette Zelle verteilt, wird DcuS-mvenus jedoch von
einem Plasmid Uberproduziert, kommt es zu einer Rekrutierung von DctA an die Zellpole
(Scheu et al. 2014). Dies weist darauf hin, dass DctA sowohl in freier Form, als auch in Form
des DcuS/DctA Komplexes vorliegt.

Da in Reporter-Experimenten auch in Abwesenheit eines Effektors eine geringe Aktivitat von
Dcus feststellbar ist, ist anzunehmen, dass auch in Gegenwart von DcuB geringe Mengen freies
DcuSr vorkommen. Unter der Annahme, dass in Abwesenheit des Effektors nur freies DcuSr
aktiv ist, wurde der Gehalt von DcuSr abgeschétzt. Nach dieser Rechnung liegt in Abwesenheit
von Fumarat etwa 1,6 % der gesamten DcuS-Molekiile als freies DcuSk vor. Dies bedeutet, dass
DcusS groRtenteils als DcuS/DcuB-Komplex vorliegt. Sowohl die absolute Quantifizierung, als
auch die Messung der Reportergenaktivitit kdnnen aber immer nur Aufschluss auf das Resultat
einer bereits erfolgten Regulation liefern. Wird E. coli in Abwesenheit von Cs-Dicarboxylaten

gezlichtet, durfte es aber immer auch zu Situationen in einzelnen Zellen kommen, in denen die
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DcuB bzw. DctA Gehalte nicht ausreichen, um DcuSr vollstandig in einen inaktiven Komplex
zu Uberfuhren. Bei den vorliegenden Experimenten wurden jedoch nicht einzelne Zellen,

sondern immer Bakterienkulturen untersucht.
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Abb. 36 Gehalte von DcuS und DctA (A) sowie DcuS und DcuB (B) unter nicht induzierenden (0 mM Fumarat)
und induzierenden Bedingungen (50 bzw. 20 mM Fumarat). In Abwesenheit von Fumarat (0 mM Fumarat) ist nur
freies DcuSk aktiv und induziert die Expression von dctA (aerob) oder dcuB (anaerob). Durch die Interaktion mit
dem Transporter wird Dcu$S in den inaktiven DcuS/Transporter-Sensorkomplex uberfihrt. Wahrscheinlich kommt
DcusS nur in sehr geringen Mengen als freies DcuSr vor, die ausreichen um eine basale Expression von dcuB zu
gewdbhrleisten. Niedrige Konzentrationen von Cs-Dicarboxylaten kénnen so auch ohne Induktion durch DcuS
genutzt werden. Liegen hohere Cas-Dicarboxylatkonzentratioenen (50 bzw. 20 mM Fumarat) vor, wird der
DcuS/DcuB-Sensorkomplex aktiviert und es kommt zu starken Expression von dctA bzw. dcuB.
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6.4 Verflgbarkeit von Cs-Dicarboxylaten im Darm und

physiologische Rolle des DcuS/DcuB-Sensorkomplexes

Cs-Dicarboxylate wie L-Malat, L-Aspartat und Fumarat stellen zentrale Substrate im
Stoffwechsel von E. coli dar. Uber die Reaktionen des Citratzyklus kann L-Malat zu Fumarat
umgesetzt werden. L-Aspartat wird tber die Aspartase unter Abspaltung von Ammoniak direkt
zu Fumarat umgesetzt (Guest et al. 1984). Fumarat dient in der Fumaratatmung als terminaler
Elektronenakzeptor (Kroger et al. 1992). Die Fumaratatmung spielt flr viele intestinale
Bakterien eine wichtige Rolle; so zeigen E. coli Stdimme mit inaktivierter Fumaratreduktase A
bei der Kolonisierung von Mauseddarmen einen Fitnessnachteil gegentber wildtypischen
Stammen (Jones et al. 2007; Jones et al. 2011) und in einer Analyse von 254 bakteriellen
Genomen des menschlichen Darms fanden Ravcheev & Thiele (2014), dass Fumaratreduktasen
die haufigsten anaeroben terminalen Reduktasen sind (vorhanden in 93 Genomen). In dieser
Arbeit wurden daher die Konzentrationen von Fumarat, Succinat, Malat und Aspartat im
Darminhalt von Mdusen bestimmt. Die hdchsten Konzentrationen aller vier Metabolite wurden
im Dunndarm gefunden. Fumarat und L-Malat lagen aber auch hier nur in geringen Mengen
vor. So wurden im proximalen Teil des Dunndarms pro kg Darminhalt nur 56 pmol Fumarat
und 188 umol L-Malat gefunden. Auch in anderen Studien konnte Fumarat nicht oder nur in
einer geringen Konzentrationen nachgewiesen werden (Cummings et al. 1987; Miranda et al.
2004). Fir L-Malat sind in der Literatur keine Werte zu finden, jedoch berichten Cummings et
al. (1987), dass Sie im menschlichen Darm nur wenig L-Malat (< 1 mmol I'Y) finden konnten.
Die Aminosadure L-Aspartat lag im proximalen Diinndarm in Konzentrationen von ca. 5 mmol
pro kg vor. Bei Untersuchungen der Aminosaurezusammensetzung des Inhalts des
menschlichen Jejunums fanden Adibi & Mercer (1973) mit 1,3 mmol I L-Aspartat
vergleichbare Gehalte, wenn die Probanden 3 h vor der Beprobung eine Testmahlzeit zu sich
genommen hatten. Die hier untersuchten Mause unterlagen keiner Diat und hatten jederzeit
Zugang zu Nahrung.

Die Cs-Dicarboxylate lagen fast alle in sehr niedrigen Konzentrationen vor. Hinzu kommt eine
grol’e Schwankung der Konzentrationen zwischen den Proben. Nur L-Aspartat und Succinat
kamen in hoheren Konzentrationen vor. Mit zunehmender Darmpassage nahm aber auch die
Konzentration von L-Aspartat ab. Dies entspricht dem, was tber die Aufnahme von Né&hrstoffen
im Darm bekannt ist: Einfache Metabolite werden im Dinndarm entweder ber das Epithel
aufgenommen oder von den Mikroorganismen des Dinndarms verbraucht (Zoetendal et al.

2012; Pereira & Berry 2017; Donaldson et al. 2016). Im Dinndarmepithel dient vor allem der
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eukaryotische Na+/Cy4-Dicarboxylattransporter NaDC1 fir die Aufnahme von Cs-
Dicarboxylaten (Pajor 2000). Er hat etwa einen Ky von 500 uM flr Succinat. Dies liegt in einer
vergleichbaren GrolRenordnung wie der Km von DcuB, der bei 100 bis 200 uM liegt. Auch die
im Dinndarm vorhandenen Mikroorganismen tragen zur Verwertung einfacher Zucker und
Nahrstoffe bei. Gerade fur Mikroorganismen im Dinndarm ist eine schnelle Aufnahme solcher
einfachen Nahrstoffe von grofRer Bedeutung, um mit dem Wirt konkurrieren zu konnen
(Zoetendal et al. 2012).

Da die meisten einfachen Metabolite im Dunndarm aufgenommen werden, enthélt der
Nahrungsbrei, der den Dickdarm erreicht, vor allem komplexe Nahrungsbestandteile, wie
Kohlenhydrate, pflanzliche Zellwande und Proteine (Gibson & Roberfroid 1995; Macfarlane
& Macfarlane 1997). Tatsachlich wurden im Dickdarm nur sehr niedrige Konzentrationen aller
Cs-Dicarboxylate gefunden. Fumarat und L-Malat waren kaum nachzuweisen. Auch die L-
Aspartat Konzentration ist mit etwa 60 pumol pro kg stark erniedrigt. Es liegt also ein klarer
Konzentrationsgradient vom proximalen Teil des Dinndarms bis zum distalen Teil des
Dickdarms vor. Von den hier untersuchten Metaboliten war Succinat im Dickdarm am hochsten
konzentriert. Succinat fallt auch als Produkt der anaeroben Atmung oder eines fermentativen
Stoffwechsels an, das unter anaeroben Bedingungen von E. coli und vielen anderen Bakterien
nicht weiter verstoffwechselt werden kann. So kann es zu einer Akkumulation von Succinat
kommen. Im Bereich des Dickdarms wurden aber auch nur geringe Mengen Succinat (100-200
puM) gefunden. Im Dickdarm kann Succinat auch von einigen Mikroorganismen weiter zu
Propionat verstoffwechselt werden (Macy et al. 1978; Louis & Flint 2017; Fischbach &
Sonnenburg 2011). Offenbar herrscht hier aber eine grolRe Variabilitat, sodass in manchen
Féllen von einer Akkumulation von Succinat im Darm berichtet wird, in anderen Fallen kann,
wie hier, aber nur eine geringe Menge gefunden werden (Louis & Flint 2017). Dies ist
wahrscheinlich auch von der individuellen Zusammensetzung der mikrobiellen Population
abhangig.

Vermutlich gelangt nur ein geringer Anteil des Aspartats als freies Aspartat in den Dickdarm.
Im Dickdarm kann Aspartat aber aus noch unverdautem Proteinen hydrolytisch freigesetzt
werden. Den menschlichen Dickdarm erreichen beispielsweise taglich etwa 6-15 g Protein
(Hughes et al. 2000; Conlon & Bird 2014). Dabei kann Aspartat auch tiber Asparagin gewonnen
werden. Dafir stehen E. coli die zwei Isoenzyme AnsA und AnsB der L-Asparaginase zur
Verfugung (Schwartz et al. 1966). Die nur unter anaeroben Bedingungen gebildete und
hochaffine L-Asparaginase AnsB wird dabei ins Periplasma exportiert (Cedar & Schwartz
1967); Aspartat, das aus der Hydrolyse von L-Asparagin im Periplasma hervorgeht, kann tber
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DcuB in die Zelle aufgenommen werden und so als Quelle fir Fumarat genutzt werden
(Srikhanta et al. 2013).

Eine andere Nahrungsquelle fiir Mikroorganismen im Dickdarm stellen die Bestandteile der
Mucusschicht dar. Die vom Darmepithel stetig sekretierten Mucusproteine, hauptséachlich
Glycoproteine, enthalten sowohl Zucker- als auch Proteinbestandteile, die von Bakterien
zersetzt und als Energie- und Kohlenstoffquelle genutzt werden kdnnen. Insbesondere Vertreter
der Bacteriodes spec., die oft die Darmflora dominieren, verfligen tUber Glykosylasen und
Proteasen (Macfarlane & Gibson 1991; Gibson & Macfarlane 1988).

Im Dickdarm werden standig verwertbare N&hrstoffe freigesetzt, es herrscht jedoch eine starke
Konkurrenz um diese Substrate. In einer Untersuchung von Jones et al. (2011) tber die Rolle
der anaeroben Nitrat- und Fumaratatmung fur die Besiedlung des Mausedarms durch E. coli
wurde der Nitratgehalt im Mausedarm bestimmt. In Mausen, die mit wildtypischen E. coli
Stammen besiedelt wurden, lag die Nitrat-Konzentration unter 3 pM. Bei Kolonisierung mit
einer narG narZ napDA Mutante wurden jedoch Nitrat-Gehalte von 2,8 mM gefunden.
Ahnliche Mechanismen verhindern vermutlich auch eine Akkumulation hoherer
Konzentrationen von Cs-Dicarboxylaten im Darm.

Es ist grundsatzlich davon auszugehen, dass es sich bei dem Okosystem Darm um ein sehr
dynamisches System handelt. Trotz der niedrigen Konzentrationen, die hier im Dickdarm
gefunden wurden, scheinen Cy-Dicarboxylate eine wichtige Rolle fir die bakterielle
Gemeinschaft des Darms zu spielen. Da Cs4-Dicarboxylate aus der Nahrung zum gréRten Teil
im Dunndarm resorbiert werden, dient vermutlich vor allem L-Aspartat, das bei der Hydrolyse
von Proteinen freigesetzt wird, als Quelle fur Fumarat im Dickdarm.

Uber die C4-Dicarboxylat-Transporter DcuB und DctA ist E. coli in der Lage auch niedrige
Konzentrationen von Cs-Dicarboxylaten zu nutzen. Das DcuSR-System wird aber erst ab einer
Konzentration von ca. 100 uM aktiviert. Die im Dickdarm gefundenen Konzentrationen von L-
Aspartat und L-Malat kdnnten in vivo zu einer leichten Induktion des DcuSR-Systems fihren.
Diese Konzentrationen liegen aber an der unteren Grenze von DcuS. Auf Grund dieser
niedrigen Konzentrationen ist es fur E. coli wahrscheinlich wichtig, eine von der
Effektorkonzentration unabhéngige Grundausstattung der Enzyme zu besitzen, die fir die
Aufnahme und Verwertung von Cs-Dicarboxylaten bendtigt werden. Die zweistufige
Regulation durch DcuS gewaéhrleistet dies. Bei einem erhohten Angebot an Cs-Dicarboxylaten

erlaubt DcuS aulRerdem eine bedarfsgerechte Modulation dieser Grundausstattung.
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6.5 Der Transporter DcuB als molekularer Schalter zwischen Modus

I1- und Modus I-Regulation

Der Sensor Dcus$S ist auf den aeroben Transporter DctA oder den anaeroben Transporter DcuB
als Koregulator angewiesen (Steinmetz et al. 2014; Unden et al. 2016a; Worner et al. 2016).
Dabei weisen die Transporter keine sensorische Funktion auf. Ist keiner der beiden Transporter
vorhanden, ist DcuS aktiv und induziert die Expression der Transporter. Diese versetzen nun
DcusS in einen inaktiven aber responsiven Zustand. Befindet sich DcuS im DcuS/Transporter-
Komplex erfolgt die Aktivierung ausschlielich durch Effektorbindung in der PASp-Doméne
von DcusS. Piepenbreier et al. (2017) vergleichen den Sensor DcuS mit einem logischen ODER-
Gatter. Bei einem einfachen ODER-Gatter gibt es zwei modgliche Signaleingange und einen
Signalausgang der durch Verarbeitung der Signale im Gatter berechnet wird. Demnach ware
die Aktivierung von DcusS durch zwei Signale mdglich. Das erste Signal ist die Présenz von Cs-
Dicarboxylaten. Dies entspricht der klassischen Funktionsweise eines Sensors, die auch als
Modus | bezeichnet wird (Unden et al. 2016a): Der Sensor bindet den Effektor, wodurch es zur
Signaltransduktion kommt. Das zweite Signal ware hiernach die Abwesenheit des Transporters:
Reicht der Transportergehalt nicht aus, um DcuS in einen DcuS/Transporter-Komplex zu
uberfuhren, ist DcuS unabhéngig von der Gegenwart von Cs-Dicarboxlaten aktiv (Davies et al.
1999; Kleefeld et al. 2009). Die Abwesenheit von DcusS stellt jedoch kein direktes Signal dar.
Vielmehr dient DcuB als strukturelle Komponente eines funktionalen DcuS/DcuB-Komplexes.
Dieser Mechanismus wird auch als Modus Il1-Regulation bezeichnet (Unden et al. 2016a). Der
DcuS/Transporter-Komplex stellt dabei den Normalzustand dar (Abb. 37). Freies DcuSr kommt
hdchstens transient vor. Die Modus Il1-Regulation sorgt sofort dafur, dass die Expression der
Transporter induziert wird, auch wenn keine Cs-Dicarboxylate vorhanden sind. Damit wird
DcuS wieder in den inaktiven DcuS/Transporter-Komplex (berfiihrt. Im Gegensatz zur
Modus | Regulation unterliegt die Regulation im Modus Il einer negativen Riuickkopplung. Die
konstitutive Aktivitdat von DcuS wird durch die Komplexbildung mit DcuB (oder DctA)
inaktiviert. Dies verdeutlicht, dass die Abwesenheit des Transporters und die Effektorbindung
uber PASp keine gleichwertigen Signale darstellen. Die Bildung des DcuS/Transporter-
Komplexes dient somit als ein funktioneller Schalter zwischen den zwei grundlegenden
Funktionsweisen von DcuS. Einerseits die Bereitstellung einer Grundausstattung an Ca-
Dicarboxylat-Transportern. ~ Andererseits  die  bedarfsgerechte ~ Modulation  des
Transportergehaltes durch eine Regulation der Aktivitat von DcusS Uber die Effektorbindung in

PASp. Mit dem basalen Transportergehalt, den die Modus I1-Regulation gewéhrleistet, ist die
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Zelle in der Lage niedrige Konzentrationen an Cs4-Dicarboxylaten zu nutzen. Diese niedrigen
Konzentrationen wiirden DcuS nicht oder nur schwach induzieren, da DcuS einen apparenten
Km im Bereich von ca. 2 mM aufweist (Kneuper et al. 2005). Die Transporter DctA bzw. DcuB
dagegen haben einen Ky von 30 bis 50 uM bzw- 100 bis 200 uM (Kay & Kornberg 1971,
Gutowski & Rosenberg 1975; Six et al. 1994). Die Transporter sind hier bereits in der Lage Cs-
Dicarboxylate zu transportieren. Somit kdnnen auch niedrige Cs-Dicarboxylatgehalte von der
Zelle genutzt werden. Wahrend im Labor haufig Cs-Dicarboxylatkonzentrationen von 20 mM
verwendet werden, um eine maximale Induktion zu erzielen, ist unter physiologischen
Bedingungen im Darm mit deutlich niedrigeren Konzentrationen zu rechnen (50 uM bis ca.
5 mM), sodass eine solche Regulation fir die Zelle sinnvoll erscheint, um effektiv um die

knappen Cs-Dicarboxylate konkurrieren zu kdnnen.
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Abb. 37 Modell fir die zweistufige Regulation des DcuSR-Systems durch den Transporter DcuB und durch Ca-
Dicarboxylate (roter Stern). A: In Abwesenheit des Transporters DcuB ist der Sensor konstitutiv aktiv (Modus I1).
Dies fiihrt zu Expression von dcuB. B: Der Transporter DcuB interagiert mit dem Sensor DcuS und inaktiviert
diesen. Diese negative Riickkopplung verhindert eine unnétige Expression von dcuB wenn keine oder nur wenige
Cs-Dicarboxylate vorliegen, gewahrleistet aber eine basale Expression von DcuB: Niedrige Mengen an Cs-
Dicarboxylaten kdnnen so von der Zelle genutzt werden, obwohl DcusS diese noch nicht erkennt. C: Liegen hohere
Konzentrationen von Cy4-Dicarboxylaten vor (> 100 uM) erkennt DcuS diese tber die periplasmatische PASp-
Doméne; es kommt zu einer effektorabhdngigen Aktivierung von DcuS. D: Die Bildung eines DcuS/DcuB-
Sensorkomplexes (Funktionaler Switch, rot) Uberfiihrt das konstitutiv aktive DcuSg (helles violett) in eine
responsive Form. Diese kann durch Cs-Dicarboxylate aktiviert werden. Der Responseregulator DcuR wird so
entweder durch DcuSg (roter Pfeil) oder durch einen aktivierten DcuS/DcuB-Komplex (schwarzer Pfeil)
phosphoryliert und aktiviert die Transkription von dcuB. Der Transporter DcuB (helles violett) wird entweder zur
Komplexierung von freiem DcuS gebraucht, oder dient als Transporter fir Cs-Dicarboxylate (DcuBry, dunkles
violett). In Abwesenheit von Cs-Dicarboxylaten oder in Gegenwart niedriger Cs-Dicarboxylatkonzentrationen
kommt es (iber DcuSk zu einer Standby-Expression von dcuB, die die Bildung DcuS/DcuB Komplexes und basaler
DcuB-Level sicherstellt.
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6.6 Diskussion

Hinzu kommt, dass negativ autoregulierte Systeme eine gewisse Stabilitat zu besitzen und somit
eine konstante basale Expression des Zielgens gewéhrleisten (Brandman & Meyer 2008). Die
negative Autoregulation erfolgt auf Ebene der Protein-Protein-Interaktion zwischen DcuS und
dem Transporter. Eine solche Regulation auf dieser Ebene ist relativ schnell und erlaubt somit

unmittelbar auf den zellul&ren Transportergehalt zu reagieren.

6.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der Sensor DcuS und der anaerobe Transporter
DcuB einen DcuS/DcuB-Sensorkomplex bilden, wobei DcuS durch DcuB in eine responsive
Form Uberfuhrt wird. Der Transporter ist dabei nicht direkt an der Signalerkennung beteiligt.
Die Bildung dieses Sensorkomplexes ist unabhangig von der Gegenwart eines Effektors. Es
bleibt aber weiterhin unklar, wo die Interaktionsflachen der beiden Proteine liegen und wie
genau DcuB den Sensor in seine responsive Form uberfuhrt. Die Helix X1b von DcuB und die
PASc-Doméne von DcuS gelten als gute Kandidaten. Moglicherweise lassen sich die
Interaktionsdomé&nen besser tber ortsspezifische Crosslinking-Experimente identifizieren. Die
Kenntnis der Interaktionsflachen, kodnnte einen tieferen Einblick in den Mechanismus
ermdoglichen, Uber den DcuS durch DctA oder DcuB vom permanent aktiven in den Cs-
Dicarboxylat-responsiven Zustand uberfuhrt wird. Auch eine Beteiligung transmembraner und
periplasmatischer Bereiche von DcuB (oder DctA) an einer (funktionellen) Interaktion mit
DcuS sollte tberpruft werden. Es gab erste Hinweise, dass DctA TM2 von DcuS von der
periplasmatischen (ON) Position in die cytoplasmatische Position (RES) uberfuhrt und damit
den responsiven Zustand einstellt. Diese Hinweise mussen aber noch bestatigt werden.

Neben diesen mechanistischen Aspekten sollte auRerdem die physiologische Rolle von DcuSR
und DcuB in der nattrlichen Umwelt untersucht werden. Es wurde bereits gezeigt, dass die
Fumaratreduktase eine wichtige Rolle bei der Besiedlung des Mausedarms spielt (Jones et al.
2007; 2011). Hier konnte auBerdem die Rolle des Sensors DcuS und des Transporters DcuB bei

Besiedlungs- oder Fitnessexperimenten naher untersucht werden.
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Abb. A 1 Expression von dcuB-lacZ in IMW260 mit pMW181 (pdcuS) nach anaerober Zucht in eM9 mit Glycerin
(50 mM), DMSO (20 mM) sowie den Effektoren Fumarat, Itaconat, Malonat und Phenylsuccinat (je 20 mM). Als
Kontrolle wurde die Expression ohne zusatzlich Effektoren (Glycerin) gemessen. Die Daten stammen aus Worner

(2013).
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Abb. A 2 Eichgeraden der schweren Standardpeptide fiir A) DcuS, B) DctA-6His und C) DcuB-PhoA. Die
Eichgeraden wurden in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 100 fmol mit Probenhintergrund erstellt. Flr jedes

Peptid wurden 3 unabhéngige Verdiinnungsreihen erstellt und vermessen.



Tab. A 1 Korrelation der Zellzahl mit der ODs7g nach Zucht des wildtypischen E. coli W3110 unter aeroben oder
anaeroben Bedingungen. Anaerob erfogte die Zucht in eM9 mit 50 mM Glycerin und 20 mM DMSO. Dem
Medium wurde entweder kein zusétzlicher Elektronenakzeptor hinzugefiigt oder 20 mM Fumarat. Unter aeroben
Bedingungen erfolgte die Zucht in eM9 entweder mit 50 mM Glycerin oder mit 50 mM Fumarat. Die Bestimmung
der Zellzahl erfolgt mikroskopisch in einer Thoma-zZ&hlkammer. VK: Varianzkoeffizient

] Protein )
. Concentration L Protein
. Konzentration Konzentration in .
Stamm und Zuchtbedingung ODs78nm [Zellen mIt pro . Konzentration
[Zellen mI1] Membranfraktion
OD] VK [%]

[ug mI pro OD]

IMW503 mit pMW1194 (DctA)

. 0.372 3.40E+08 9.14E+08 17.3 25.7
10 uM L-Arabinose
IMW503 mit pMW1194 (DctA)
. 0.362 3.34E+08 9.23E+08 19.3 17.9
1 uM L-Arabinose
IMW503 mit pMW1194 (DctA)
_ 0.383 4.31E+08 1.13E+09 17.2 20.6
0 UM L-Arabinose
IMW503 mit pMW1194 (DctA)
0.374 3.50E+08 9.30E+08 20.7 11.8
100 pM Glucose
IMW503 mit pMW2334 (DcuB)
0.325 3.66E+08 1.13E+09 255 27.0
10 uM L-Arabinose
IMW503 mit pMW2334 (DcuB)
. 0.385 4 58E+08 1.19E+09 20.5 4.0
1 uM L-Arabinose
IMW503 mit pMW2334 (DcuB)
. 0.407 3.83E+08 9.40E+08 21.7 9.0
0 uM L-Arabinose
IMW503 mit pMW2334 (DcuB)
0.4 4.20E+08 1.05E+09 25.7 16.1
100 uM Glucose
E. coli W 3110 anaerob ohne
0.726 6.69E+08 9.21E+08 31.1 6.7
Fumarat
E. coli W3110 anaerob mit
0.892 10.90E+08 1.22E+09 325 134
20 mM fumarate
E. coli W3110 aerob ohne
. 3.59 42.50E+08 1.18E+09 204 19.1
Fumarat (Glycerin)
E. coli W3110 aerob mit 50 mM
1.86 24.13E+08 1.30E+09 20.6 13.7

Fumarat
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Abb. A 3 Aufnahmeaktivitét fir Fumarat. Fir die Bestimmung der Aufnahmeaktivitat wurde E. coli W3110, anaerob
in eM9 mit Glycerin (50 mM) und DMSO (20 mM) geziichtet. Die Zucht erfolgte in Abwesenheit von Fumarat
(helle Balken) oder in Gegenwart von 20 mM Fumarat (dunkle Balken). Flr die Messung der Aufhahmeaktitat wurde
die Zellsuspension energetisiert und anschlieRend fiir 0,5 min mit 100 uM oder 1 mM [2,3-14C]-Fumarat inkubiert.
Nicht aufgenommenes Substrat wurde durch Filtration und zwei anschlieBende Waschschritte abgetrennt. Die
Messung bei 1 mM ist eine Doppelbestimmung von nur einem biologischen Replikat.
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Abb. A 4 Kopienzahl von DctA und FrdA nach Zucht unter Zugabe verschiedener Effektoren. Die Daten stammen
aus Schmidt et al. (2016).



Tab. A 2 Konzentrationen von Cs-Dicarboxylaten im Darminhalt von M&usen. Die Konzentration ist angegeben

in umol kg Darminhalt.

Fumarat Succinat Malat Aspartat
Dunndarm 56 +18 293 +212 188 +50 4359 + 847
(proximal)
Dunndarm (distal) 42 +20 496 + 388 142 £ 42 2451 + 793
Dickdarm (proximal) 9+0 104 +£113 15+8 66 + 15
Dickdarm (distal) 17+6 218 + 165 24 £5 82+22
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B Abkirzungsverzeichnis

ACN Acetonitril

AHC séurehydrolysiertes Casein (acid hydrolysed casein)
AmpR Ampicilin Resistenz

APS Ammoniumperoxodisulfat

Ara L-Arabinose

Arc Aerobic Respiration Control
ARNT Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator
ATP Adenosintriphosphat

BACTH Bacterial Two Hybrid System

BR biologische Replikate

BSA bovines Serumalbumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CamR Chloramphenicol-Resistenz

CAP Catabolite Activator Protein

Cit Citrat

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
Cz Citratzyklus

DauA Dicarboxylic Acid Uptake System A
DctA Dicarboxylate Transporter A
DcuA Dicarboxylate Uptake Protein A
DcuB Dicarboxylate Uptake Protein B
DcuC Dicarboxylate Uptake Protein C
DcuR Dicarboxylate Uptake Regulator
DcuS Dicarboxylate Uptake Sensor
D-Mal D-Malat

DMSO Dimethylsulfoxid

D-Tar D-Tartrat

DTT Dithiothreitol

dpm desintegrations per minute

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

eM9 enriched M9-Medium

FNR Fumarat-Nitrat-Regulator



Frd
FRET
Fum
FumB
HRP
IPTG
KanR

Kb

L-Asp

LB
LC-MS/MS
L-Mal
L-Tar
Male
mHPINE
MOPS

MS

m-Tar
MTP

Ntrp
PAGE
PTP

RES

SRM

Suc

TG

MU
NADH

oD

ODs7s
ONPG
PAGE
PAS

PASc

Fumarat-Reduktase
Forster-Resonanzenergietransfer
Fumarat

Fumarase B

Horse Radish Peroxidase

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Kanamycin-Resistenz
Kilobase

L-Aspartat

Lysogeny Broth

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry

L-Malat
L-Tartrat
Maleinat

Membrane His Protein Interaction Experiment

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

Massenspektrometrie
meso-Tartrat

Mikrotiterplatte

3-Nitropropionat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
proteotypische Peptide
Responsiver Zustand

Single Reaction Monitoring
Succinat

Zelltrockengewicht

Miller Units
Nicotinamidadenosindinucleotid
optische Dichte

optische Dichte bei 578 nm
ortho-Nitrophenyldigalaktosid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Per-ARNT-SIM
cytoplasmatische PAS-Doméne
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PASp
PBS
PCR
SDC
SDS
SOB
SOC
Spc
TBS
Tet®
™
X-Gal

periplasmatische PAS-Doméne
Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat

Super optimal browth

Super optimal browth with catabolic repressor
Spectinomycin-Resistenz

Tris Buffered Saline
Tetracyclin-Resistenz
Transmembranhelix

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid
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