PAS. als signaltransduzierende Domane
des Sensorproteins Dcu$S
von Escherichia coli

Dissertation
zur Erlangung des Grades

,Doktor der Naturwissenschaften”

Am Fachbereich Biologie

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

vorgelegt von

Pia Degreif-Dinnwald

geb. am 16.07.1979 in Stuttgart Bad-Cannstatt

Mainz, 19.07.2011



Dekan:
1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

Tag der mundlichen Priifung: 06.09.2011



Inhaltsverzeichnis

1. ZUSAMMENTASSUNG ..ettteiiii ittt e e e e ettt e e e e e e e e e e ettt a e e e aeeeeeeestaaa s eeaaaeennnes 1
D =191 7=T1 {0 o T PO UPPPPRPRPN 2
3. Material und MethOde........coooiieeee e 13
3.1 Verwendete Bakterienstamme, Plasmide und Primer von Escherichia coli ................. 13
3.2 ZUCht UNA MEAIEN ...ttt 31
3.3 Medien UNA PUFFEI ... 32
3.4 Molekulargenetische Methoden ... 41
3.5 Biochemische MethOdEN...........cooi i 52
3.6 Datenbanken, Programme und Weblinks.............couviiiiiiiiiicc e 57
e (o =T o) T[T Y SUUPPPPRPPI 59
4.1 Funktionsuntersuchungen von DcuS: Expression von dcuB ...............cccccvceeeieieeeeiennn, 60

4.2 Bedeutung von PAS. flr die Funktion von DcuS: Deletion der cytoplasmatischen PAS-

[T 0] 0 0 F= T o 1= S 61
4.3 Funktionsmutanten von PASc: Einfluss auf die Expression von dcuB.......................... 64
4.3.1 Gerichtete und ungerichtete Mutagenese der PASc-Domane............cccceeeeeeeeennee 64
4.3.2 Qualitativer Nachweis der Funktion von DCUS ............coiiiiiiiiiiiieeeee e 67
4.3.3 Drei Klassen von DCUS-Varianten ............oooueiiiioiie e 69
4.3.4 ON-Mutationen der PASc-DOMENE .......cooiieieee e 70
4.3.5 OFF-Mutationen der PASc-DOMAENE ........coovuuiiiieee e 74
4.3.6 Stille Mutationen in PASc: Expression von dcuB .............ccooovviieiiiiiiiiiiiiceeeee, 75
4.3.7 Lage der PASG-MULANTEN..........ciiiiiiieee e 78
4.3.8 Effekt von Malat auf die FUNKtion VON DCUS .........couniiiiiii e 79
4.3.9 Einfluss der ON-Mutation N248D auf andere Mutationen der PASc-Doméne........ 81
4.3.10 Phanotyp von Kombinationsmutanten in PASp und PASc........ccoovvvvviiviiiiiiiinne. 82
4 4 Einfluss einer dcuB-Deletion und von DcuB-Varianten auf PASc-Varianten................ 84
4.5 Protein-Protein INteraktion ..o 86
4.5.1 Interaktionsstudien mit dem Bacterial Two-Hybrid-System ...............ccevvieeenl. 87
Homo-Dimerisierung von DcuS: Bedeutung von PASc.........oooviiiiiiiiciii e, 87

4.5.2 Einfluss von Effektoren auf die Interaktion von Volllangen- und verkurztem DcuS93



4.6. In vivo FluoreszenzmikroSKOPI€ ........oouuueiiii oo 96

4.6.1 Lokalisation von DcuS und DcuS -Varianten in E. COlii...........cccccouiiiiiiieeiiiaannnns 96
4.6.2 Einfluss verschiedener Substrate auf die Lokalisation von DcuS-YFP................ 100
4.6.3 Einfluss von Fumarat auf die Lokalisation von DcuS-YFP-Varianten.................. 101

4.7 In vivo Crosslinking mMit DSS ... e 103
4.8 NMR-Strukturuntersuchungen von verkiirztem DcuS.............cccoooiiiiiiiiiiiicii e, 106
5. DISKUSSION ... 111
5.1 PAS-DOMENEN ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e 111
5.2 PAS ist die signalweiterleitende DOMANE .............oeeiiiiiiiiiiiiiie e 113
5.3 Die Homo-Dimerisierung VON PASC .......ooiiiiiiiiiiieee et 122
5.4 Funktionsmodell VON DCUS ..ot 126
B. LI EIatUN ...t a e s 129
A 2\ 41 = o o [PPSR 139

8. VeroffentliChUNGEN......cooe e 154



1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das fakultativ anaerobe Enterobakterium Escherichia coli ist in der Lage sowohl unter
aeroben als auch unter anaeroben Wachstumsbedingungen C;-Dicarboxylate zur
Energiekonservierung zu nutzen. Das Zweikomponentensystem DcuSR, bestehend aus der
membrangebundenen  Sensor-Histidinkinase DcuS und dem cytoplasmatischen
Responseregulator DcuR. Dieser reguliert in Abhangigkeit von C,-Dicarboxylaten die
Expression der Gene der Fumaratatmung. DcusS liegt als Oligomer in der Membran vor und
erkennt mit der periplasmatischen Sensordomane (PASp) C,-Dicarboxylate. Die
Signaltransduktion erfolgt vom Periplasma Uber die Transmembrandoméane, die
cytoplasmatischen PAS-Domane (PAS¢) bis hin zur Kinase-Doméane. Dort kommt es zur
Autophosphorylierung eines konservierten Histidinrestes. Die Phosphorylgruppe wird
anschlieBend auf den Responseregulator DcuR Ubertragen und fihrt zur Induktion der
Zielgene.

PAS-Domanen kommen in allen Reichen des Lebens vor und spielen eine wichtige Rolle als
vielseitige Sensoren und fur die Signalweiterleitung in Multidomanen-Proteinen. Die Funktion
und Struktur der PASc-Domane von DcuS war bis jetzt ungeklart. Durch gerichtete und
ungerichtete Mutagenese wurden 70 PASc-Varianten identifiziert. Die PASc-Doméane setzt
sich aus 111 Aminosauren zusammen, von diesen Resten wurden 48% mutiert. Die
Funktionsmutanten konnten in drei Klassen eingeteilt werden: Klasse 1 beinhaltet 18 ON-
Varianten, wobei unter anderem DcuS-N248D und DcuS-N304D eine fumaratunabhangige
dcuB-Expression zeigten. Klasse 2 setzt sich aus fiinf OFF-Varianten und Klasse 3 aus 47
stillen DcuS-Varianten zusammen.

Die Reste N248 und N304 spielen eine wichtige Rolle fir die Funktion und Struktur von
DcuS. In Kombination mit N248D oder N304D zeigten OFF-Varianten aus PASp und PASc
wieder Aktivitat. Varianten von DcuS mit N248D oder N304D zeigten im verklrzten DcuS-
Konstrukt DcuS-PAS; eine abgeschwachte Homo-Dimerisierung oder Interaktion der
Monomere Nur die Variante DcuS-N248D hatte einen Verlust der Homo-Dimerisierung im
Volllangen-DcuS zur Folge. In vivo Crosslinking-Untersuchungen bestatigten eine
wildtypische Oligomerisierung der Volllangen-DcuS Varianten. In Vivo
Fluoreszenzmikroskopie zeigte fir DcuS-N248D und DcuS-N304D eine homogene
Verteilung in der Zellmembran und eine vom Wildtyp abweichende polare Lokalisation. Diese
Untersuchungen zeigen, dass PAS¢ keine sensorische PAS-Domane ist, sondern eine Rolle
im Signaltransfer spielt. ON-Varianten fliihren zu einer Destabilisierung von PASc, was die
Signalweiterleitung an die Kinase stimuliert. Die Deletion der PASc-Doméne zeigte eine
permanente Stimulierung der Kinase-Domane. Somit ist PASc fir die Ruhigstellung der
Kinase verantwortlich. Es wurde ein Funktionsmodell erstellt, in dem PASc das Signal von
PASr nach Transfer tiber die Membran von TM2 aufnimmt und an die Kinase vermittelt. Bei
der Signalweiterleitung spielt eine Destabilisierung des PASc-Dimers eine wichtige Rolle.
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2. Einleitung

Mikroorganismen erkennen eine grof3e Vielfalt von externen und internen Stimuli und kénnen
sich somit schnell auf wechselnde Umweltbedingungen einstellen. Das fakultativ anaerobe
Enterobakterium Escherichia coli ist in der Lage unter aeroben und anaeroben Bedingungen
Cs-Dicarboxylate wie Fumarat, Succinat und Malat zur Energiekonservierung zu nutzen
(Engel et al., 1994; Unden & Kleefeld, 2004). Der C,-Dicarboxylatstoffwechsel wird durch
verschiedene Elektronenakzeptoren auf der Transkriptionsebene reguliert. Eine strikte
Hierarchie regelt die Auswahl der Elektronenakzeptoren, damit eine maximale ATP-
Ausbeute gewahrleistet ist (Gunsalus et al. 1992; Unden & Bongaerts, 1997). In
Anwesenheit von Sauerstoff betreibt E. coli aerobe Atmung, dabei werden C,4-Dicarboxylate
als Kohlenstoff- und Energiequelle verwertet. Die Substrate werden dazu im Citratzyklus
vollstandig zu CO, oxidiert. In Abwesenheit von Sauerstoff, in der anaeroben Atmung nutzt
das Bakterium unter anderem Nitrat, Dimethylsulfoxid (DMSQO) oder Fumarat als alternative

Elektronenakzeptoren.

Die Umstellung von aerober auf anaerobe Atmung steht hauptsachlich unter der Kontrolle
des globalen Sauerstoffsensors FNR (Fumarat/Nitrat Regulator) (Shaw et al., 1982, Guest et
al., 1996) und des Zweikomponentensystem ArcBA (Aerobe Respirationskontrolle) (Lynch &
Lin, 1988; Gunsalus et al., 1994). FNR stellt ein cytoplasmatisches Einkomponentensystem
dar, das in Abwesenheit von Sauerstoff in seiner dimeren aktiven Form als
Transkriptionsfaktor Strukturgene des anaeroben Stoffwechsels und der Garung aktiviert,
wahrend ArcBA die Gene der aeroben Atmung reprimiert (luchi et al., 1989). Die Gene der
Nitratatmung werden durch das homologe NarXL- und NarQP-Zweikomponentensystem
induziert. Zusatzlich reprimieren NarXL und NarPQ die Gene der anaeroben Atmung und
einige Gene der Garung (Stewart, 1993; Stewart & Rabin, 1995) (Abb. 1).

Unter anaeroben Bedingungen kommen der Citratzyklus und die aerobe Atmungskette zum
Stillstand. Dann kénnen Cj-Dicarboxylate nach Umwandlung zu Fumarat als terminaler
Elektronenakzeptor genutzt werden (Gunsalus, 1992). Die Elektronen eines geeigneten
Elektronendonors, z.B. Glycerin, werden auf Fumarat Gbertragen, das zu Succinat reduziert
wird. Die Reduktion von Fumarat wird von der membranstindigen Fumaratreduktase
katalysiert. Succinat kann unter anaeroben Bedingungen nicht weiter verstoffwechselt

werden und wird anschlieftend aus der Zelle transportiert.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Energiestoffwechsels in Escherichia coli (abgeandert
nach Unden & Bongaertz, 1997). Jeder Regulator kann in Abhangigkeit vom Zielgen als Aktivator (+)
oder als Repressor (-) dienen. Eine strikte Hierarchie und kombinatorische Kontrolle regelt die
Auswahl der Elektronenakzeptoren, damit eine maximale ATP-Ausbeute gewahrleistet ist.
Abkulrzungen: ArcBA (Aerobic respiratory control), Chinoloxidase bos; (cyoABCDE), Chinoloxidase bd
(cydAB), DMSO-Reduktase (dmsABC), Fumarat-Nitrat-Reduktaseregulator (FNR), Fumarase (fumA),
Fumaratreduktase (frdABCD), Formiat-abhangige-Nitritreduktase (nrfA-G), Malatdehydrogenase
(mdh), Nitratreduktase-Regulator (Nar), Nitratreduktase (narGHJI), NADH-Dehydrogenasell (ndh),
NADH-abhangige Nitritreduktase (nirBDEC), Nitrat/Nitrit-Antiporter (narK), Pyruvat-Formiat-Lyase
(pflA), Succinatdehydrogenase (sdhCDAB).

Die Aufnahme, der Gegentausch und der Efflux von C,-Dicarboxylaten unter anaeroben
Bedingungen erfolgt tber die sekundaren Transporter DcuA, DcuB und DcuC (dicarboxylate
uptake) (Engel et al., 1994; Golby et al., 1998; Six et al., 1994; Zientz et al., 1996) (Abb. 2).
Die Transporter DcuA und DcuB gehéren der DcuAB-Familie an und kommen bei anaeroben
und fakultativ anaeroben Bakterien vor (Kleefeld & Unden, 2004). Das Gen dcuB wird unter
anaeroben Bedingungen in der Fumaratatmung, wahrend dcuA konstitutiv exprimiert wird
(Golby et al., 1998; Zientz et al., 1996). DcuB besitzt von den Dcu-Transportern die héchste
Transportaktivitdt. Der Antiporter transportiert Fumarat im elektroneutralen Austausch mit
Succinat in die Zelle, er wird unter anaeroben Bedingungen in Anwesenheit von Cy-
Dicarboxylaten exprimiert (Engel et al., 1994). DcuB fungiert zusatzlich als Co-Sensor der
Sensorkinase DcuS und beeinflusst damit die Expression von dcuB und anderen DcuSR-
regulierten Genen (Kleefeld et al., 2009). Die Detektion der C4-Dicarbonsadure Fumarat im
Medium erfolgt Uber das Zweikomponentensystem DcuSR (dicarboxylate uptake). Uber
dieses System, wird die Expression der Gene der Fumaratatmung stimuliert (Zientz et al.,

1998; Golby et al., 1999). Unter aeroben Bedingungen erfolgt die Aufnahme von externen
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Substraten durch den Cy4-Dicarboxylat-Transporter DctA (dicarboxylate transport) (Gutowski
et al., 1975; Davies et al., 1999), welcher mit dem Sensor DcuS interagiert (Witan et al.,

unveroffentlicht).

anaerob Periplasma Cytoplasma Periplasma aerob

Fumarat

C;-Dicarboxylate

DcuA

C,-Dicarboxylate

Succinat

Succinat
Fumarat

DctA

Succinat

Abb. 2: C,-Dicarboxylat-Transporter in Escherichia coli. Unter aeroben Bedingungen erfolgt die
Aufnahme von Succinat und anderen Cy-Dicarboxylaten hauptsachlich durch den Transporter DctA
und den konstitutiv exprimierten Transporter DcuA. Unter anaeroben Bedingungen werden Aufnahme,
Gegentausch und Efflux von C4-Dicarboxylaten durch Dcu-Transporter katalysiert.

2.1 Das Zweikomponentensystem DcuSR von Escherichia coli

Die Expression der Gene der Fumaratatmung wird durch externe C,-Dicarboxylate wie
Fumarat, Succinat und Malat, aber auch Citrat induziert. Die Induktion erfolgt durch das
Zweikomponentensystem DcuSR (Zientz et al.,, 1998; Golby et al., 1999; Kneuper et al.,
2005). Zielgene von DcuSR sind die Strukturgene der Fumaratreduktase (frdABCD), die
Gene des anaeroben Fumarat/Succinat-Antiporters DcuB (dcuB) und der aeroben Fumarase
B (fumB) (Abb. E3). fumB wird mit dcuB cotranskribiert und unterliegt somit einer indirekten
Kontrolle durch DcuSR. Unter aeroben Bedingungen steht der C,-Dicarboxylat-Transporter

DctA ebenfalls unter der Transkriptionskontrolle von DcuSR.

Zweikomponentensysteme stellen einen wichtigen Typ von Sensorsystemen dar, mit deren
Hilfe Mikroorganismen wechselnde Umweltbedingungen erkennen und verarbeiten kénnen
(West & Stock, 2001; Mascher et al., 2006). Ein typisches Zweikomponentensystem besteht

aus einer membranstandigen Sensorkinase und einem intrazellularen Responseregulator. Im
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Genom von Escherichia coli wurden 30 unterschiedliche Zweikomponentensysteme mit 30

Sensorkinasen und 32 Responseregulatoren identifiziert (Mizuno, 1997; Stock et al., 2000).

Das Zweikomponentensystem DcuSR von E. coli (Abb. 3) besteht aus der
membranstandigen  Sensor-Histidinkinase @ DcuS und dem  cytoplasmatischen
Responseregulator DcuR. DcuS besitzt zwei Transmembranhelices und eine
periplasmatische Sensordomane (PASp), die eine PAS-Domane darstellt. Hinter der
Transmembranhelix 2 befindet sich die cytoplasmatische PAS-Domane (PAS.),

abschliefend folgt eine Histidinkinase.

Fumarat/ C,-DC
anaerob Succinat asrob

Periplasma

t

Cytoplasma

Fumarat Succinat

Fumarat

DcuR ﬂ

— rume K deus |- —<1’MABCD|— PdcuB

Succinat

Abb. 3: Modell des Zweikomponenten-Regulationssystems DcuSR von E. coli. Die
membranstandige Sensorkinase DcuS erkennt C4-Dicarboxylate Uber die periplasmatische Domane.
Dies fuhrt zur Autophosphorylierung des konservierten Histidinrestes (H) der Kinasedomane. Der
Phosphatrest (P) wird auf den Aspartatrest (D) des Responseregulators DcuR Ubertragen und bedingt
eine Konformationsanderung. Als DNA-Bindeprotein induziert DcuR die Expression der anaerob und
aerob regulierten Gene des DcuSR-Regulons. Abklrzungen: fumB: Fumarase B; dcuB:
Fumarat/Succinat-Antiporter DcuB; frdABCD: Fumaratreduktase; dctA: Succinat-Transporter DctA;
dcuB’-"lacZ: Reportergenfusion; DcuS: Sensorkinase; DcuR: Responseregulator

Die periplasmatische Sensordomane PASp von DcuS erkennt externe C,-Dicarboxylate oder

Citrat Uber positiv geladene oder polare Aminosaurereste (Kneuper et al., 2005; Kramer et

5
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al., 2007). Die Struktur von PASp ist durch NMR-Strukturanalyse und Réntgenkristallographie
aufgeklart (Pappalardo et al., 2003; Cheung & Hendrickson, 2008). Die Bindung der
Signalmolekile an die Substratbindungsstelle verursacht eine Autophosphorylierung des
konservierten Histidinrestes (H-349) der Histidinkinase. Als Phosphatdonor dient ATP. Der
Phosphatrest wird auf einen konservierten Aspartatrest (D-56) des Responsregulators
ubertragen. Dadurch erfahrt DcuR eine Konformationsdnderung und funktioniert als
Transkriptionsfaktor. DcuR enthalt ein Helix-Turn-Helix DNA-Binde-Motiv zur Bindung an die
Zielpromotorregionen. DcuR stimuliert dann die Expression der regulierten Gene (Zientz et
al., 1998; Janausch et al., 2004). Der C,-Dicarboxylatsensor DcuS gehoért zusammen mit
dem Citratsensor CitA innerhalb der Histidinkinasen zur CitA-Histidinkinasen Familie (Bott et
al., 1995; Golby et al.,, 1999; Janausch et al, 2002) und ist in der Lage, neben C4-
Dicarboxylaten auch die Tricarbonsaure Citrat zu erkennen (Zientz et al., 1998; Golby et al.,
1999, Kramer et al, 2007). CitA st der hoch-affine Citrat-Sensor des
Zweikomponentensystems CitAB, welches die Gene des Citratstoffwechsel induziert (Kaspar
et al., 1999; Janausch et al., 2002b). Durch Mutationen in periplasmatischen Domane konnte

DcuS in einen Citrat-spezifischen Sensor umgewandelt werden (Kramer et al., 2007).

2.2 Per-ARNT-Sim Doménen

Per-ARNT-Sim (PAS) Domanen wurden zuerst anhand von Sequenzhomologien der
Proteine von Drosophila Period (Per), Single-minded (Sim) und von Vertebraten Arcyl
Hydrogen Rezeptor Nuclear Transporter (ARNT) (Nambu et al., 1991) identifiziert. PAS-
Domanen findet man in einer Vielzahl eukaryotischer und prokaryotischer Sensorproteine
(Zhulin et al., 1997; Taylor & Zhulin 1999; Gu et al., 2000, Finn et al., 2006; Moglich et al.,
2009). Laut SMART (Simple Moduler Architecture Research Tool, http://smart.embl-
heidelberg.de/) sind 14597 Proteine bekannt, die insgesamt 22276 PAS-Domanen enthalten
(SMART 04/11). Doch ist nur von den wenigsten die Struktur und Funktion bekannt. Im
Gegensatz zu vielen anderen Sensordomanen sind PAS-Domanen meist im Cytoplasma
lokalisiert (Taylor & Zhulin, 1999). Es gibt auch periplasmatische PAS-Domanen, z.B. PASp
von DcuSg. und CitAg,, die als extrazellulare Sensordomane Substrate erkennen und
reversibel binden kénnen (Reinelt et al.,, 2003; Pappalardo et al., 2003; Cheung &
Hendrickson, 2008; Kneuper et al, 2010). PAS-Doménen sind Komponenten von
signaltransduzierenden Proteinen, die als universale Signalsensoren, weiterleitende
Doménen und Mittelpunkte fir Protein-Protein-Interaktionen dienen (Mdglich et al., 2009,
Campell et al., 2010; Kneuper et al., 2010; Slavny et al., 2010;).
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PAS-Domanen wurden zunachst als die homologe Region der Proteine Per, ARNT und Sim
mit einer Lange von ca. 50 Aminosauren identifiziert (Nambu et al., 1991). Zusatzlich
konservierte Regionen wurden zunachst als PAC-Motif (Ponting und Aravind, 1997) oder S,-
Boxen (Zhulin et al., 1997) charakterisiert. Die erste dreidimensionale Struktur einer PAS-
Domane, die PAS-Domane des photoaktiven gelben Proteins (PYP) aus Halorhodospira
halophila, wurde 1995 von Borgstahl et al. veroffentlicht. Dabei wurde eine globale Faltung
der PAS-Domane identifiziert, die eine Lange von ca. 110 Aminosauren aufwies und heute
als PAS-Domane bekannt ist (Hefti et al., 2004). Neue PAS-Domanen werden meist Uber
Strukturhomologien identifiziert (Finn et al., 2006) oder mit Hilfe von Programmen, wie dem
PSI-BLAST (Altschult et al., 1997) analysiert. Eine Identifizierung Uber die
Aminosauresequenz ist aufgrund der schlechten Konservierung von unter 20% schwierig
(Finn et al., 2006). Nur neun Reste sind in PAS-Domanen gut konserviert (Taylor & Zhulin,
1999), darunter auch ein Rest, welcher sich zwischen dem zweiten B-Faltblatt und der
zweiten a-Helix befindet. Dieser Rest ist zu 44% ein Asparagin, kann aber vor allem in
Eukaryoten auch ein Aspartat- (21%) oder Serin-Rest (31%) sein (Taylor & Zhulin, 1999). Bis
jetzt wurden ca. 60 Strukturen von PAS-Domanen in der Protein-Datenbank (PDB) hinterlegt.
Charakteristisch fir PAS-Domanen ist das zentrale, antiparallele -Faltblatt Gerist, welches
sich aus drei B-Faltblattern zusammensetzt. Zusatzlich befinden sich N-terminal noch 2 3-
Faltblatter. Diese funf B-Faltblatter werden N- und C-terminal von mehreren, meist finf a-
Helices flankiert. Die Abbildung 4 zeigt die Sekundarstrukturen in PAS-Doméanen und die
typische Anordnung der B-Faltblatter von $2-p1-$5-p4-B3 (Amezcua et al., 2002; Moglich et
al., 2009).

Abb. 4: Anordnung der
Sekundarstrukturen in PAS-
Doméanen (abgedndert nach
Méglich et al., 2009). Die funf (-
Faltblatter weisen eine
charakteristische Anordnung von
B2-B1-B5-B4-B3 in der PAS-
Doméane auf und sind insgesamt
von funf a-Helices flankiert.
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Viele der bekannten PAS-Doméanen sind normalerweise in Dimeren organisiert oder
stabilisieren die Dimerisierung von anderen Proteinen (Gu et al., 2000; Chapman-Smith et
al., 2003; Ma et al., 2004). Somit begunstigen sie die Bildung von Dimeren und hoéher
organisierte Oligomeren in vielen Proteinen (Taylor & Zhulin, 1999). PAS Monomere kdnnen
sich auf verschiedene Weisen zusammenfinden um Dimere zu bilden (Ayer & Moffat, 2008).
Einige PAS-Domanen bilden parallele Dimere, so dass die N-Termini jedes Monomers
proximal sind (Key et al., 2007, Ma et al., 2008). Wieder andere PAS-Domanen nehmen
verschiedene Orientierungen an (Ayer & Moffat, 2008). Dies fuhrt zur Vermutung, dass die
Interaktionsflache von PAS Monomeren variabel ist. Viele PAS-Domanen sind in der Lage
Uber hydrophobe Aminosaureresten an der aufl’eren Oberflache der B-Faltblatter Homo- oder
Heterodimere zu bilden. Zusatzlich koénnen elektrostatische Interaktionen zwischen
geladenen Resten in spiegelbildsymetrischen [(-Faltblattern der Monomere die
Quartiarstruktur beeinflussen (Card et al., 2005).

Oligomerisierung ist ein wichtiger Teil der Funktion vieler Proteine mit PAS-Domanen.
Mutationen von Aminosaure-Resten in den B-Faltblattern oder in den N- oder C-terminalen
Regionen kdnnen die Funktion beeinflussen, wahrend der oligomere Zustand beibehalten
wird (Miyatake et al., 2000). PAS-Domanen regulieren die Aktivitat einer grolen Auswahl
von Effektordomanen (Abb. 5). Bakterielle Proteine, kdnnen einzelne, doppelte oder multiple
PAS-Domanen besitzen (Taylor & Zhulin, 1999; Hefti et al., 2004, Mdglich et al., 2009) und
sind oft mit anderen signalweiterleitenden Domanen, z.B. mit einer GAF-Doméane (Aravind
und Ponting, 1997) oder einer HAMP-Domane (Ma et al., 2005) kombiniert. Eine generelle
Aufgabe von PAS-Domanen besteht darin, die Affinitdt der Proteine zu identischen (homo-

Oligomere) oder anderen Proteinen (hetero-Oligomere) zu modulieren (Mdglich et al. 2009).

Fir einzelne PAS-Domanen ist nachgewiesen, dass diese durch Veranderungen des
Redoxstatus (Aer E. coli oder NifL A. vinelandii) zu einer Konformationsanderung im Protein
fuhrt, wodurch eine Signaltransduktionskaskade ausgel6st wird (Repik et al., 2000; Crosson
& Moffat, 2001; Campell et al., 2010; Slavny et al., 2010). So wurden in den PAS-Domanen
der Redoxsensoren Aer und NifL Aminosaure-Reste identifiziert, die in der
Signaltransduktion involviert sind (Repik et al., 2000; Campell et al., 2010; Slavny et al.,
2010).

Es gibt Regionen in PAS-Domanen, die eine hoéhere Flexibilitat bzw. Beweglichkeit
aufweisen. In den flexiblen Regionen ist eine Bindung von prosthetischen Gruppen oder
externen Liganden mdglich (Repik et al., 2000; Amezcua et al., 2002; Key & Moffat, 2005;
Slavny et al., 2010). Diese Regionen befinden sich in der Mitte der PAS-Domane (Vreede et
al., 2003; Pandini & Bonati, 2005). Nach Bindung mit Liganden oder Effektoren kann es in
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diesem Bereich zu einer Anderung der Konformation kommen. PAS-Doménen sind an der
Wahrnehmung von Sauerstoff (Gong et al., 1998; Key and Moffat, 2005), Licht (Borgstahl et
al.; 1995; Getzoff et al., 2003) und Veranderung des Redoxpotential (Rebbapragada et al.,

1997; Repik et al., 2000) beteiligt.
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Halorhodospira halophila PYP (PYP_HALHA)
Drosaphila melanogaster Per (PER_DROME)
Escherichia colf NtrB (NTRB_ECOLI)
Bradyrhizobium japonicum FixL (FIXL_BRAJA)
Bacilus subtilis KinA (KINA_BACSU)
Escherichia colf AloS (ATOS_ECOLI)
Sinorhizobium mefiotl (Q1WLS4 RHIME)
Pseudomonas aeruginosa bacteriophytochrome (BPHY PSEAE)
Zea mays phytochrome a (PHYA1_MAIZE)
Arabidopsis thaliana ZEITLUPE (ADO1_ARATH)
Escherichia coli YciR (YCIR_ECOLI)

Brucella melitensis (QEYFR7_BRUME)
Burkholderia cenocepacia (ADB441 BURCH)
Vibrio cholerae (A1EHY0 VIBCH)

Yersinia pestis (AMTLZB_YERP)

Escherichia coli Aer (AER_ECOLI)

Drosophila melanogaster Sim (SIM_DROME)
Homo sapiens ARNT (ARNT_HUMAN)

Vilio cholerae (A1EQES VIBCH)

Burkholderia cenocepacia (ADB314 BURCH)
Vaucheria frigida aureochrome 1 (ABQWSS5 9STRA)
Bacilus subtilis RocR (ROCR_BACSU)

Bacilus subtilis YivA (PHOT_BACSU)

Homo sapiens HERG (KCNH1_HUMAN)
Arabidopsis thaliana phototropin 1 (PHOT1_ARATH)
Baciius subtilis RsbP (RSBP_BACSU)

Neurospora crassa white collar 2 (WC2 NEUCR)
Pseudomonas putida (A1FQAS_PSEPU)

Methanosarcinag barker (Q46A11_METBF)

Abb. 5: Vielfalt von PAS-Domaénen. Die Abbildung zeigt die vielfaltige Architektur von 28 Proteinen
mit PAS-und begleitenden Domanen (Mdglich et al., 2009). Die Skala kennzeichnet 200 Aminosauren.
Die Abklirzungen der Doméanen sind beispielhaft zu sehen und sind hier nicht erlautert.
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Es gibt drei Klassen von PAS-Domanen. Die erste Klasse beinhaltet gut untersuchte
Cofaktor-bindendende PAS-Domaénen, die den Redoxstatus der Zelle erkennen. So bindet
die PAS-Domane des Sauerstoffsensors NreB reversibel ein [4Fe-4S]**-Cluster (Miiliner et
al., 2008). Der Sauerstoffsensor FixL bindet in seiner PAS-Doméane ein Ham- (Gong et al.,
1998), und Aer und NifL ein FAD-Molekil (Repik et al., 2000; Key et al., 2007). Die zweite
Klasse von PAS-Doménen setzt sich aus wenigen signalerkennenden PAS-Doménen
zusammen. Diese befinden sich oft im Periplasma, binden und erkennen einen Effektor, wie
die periplasmatische PAS-Doméanen von DcuS und CitA (Kneuper et al., 2010). Die dritte
und grofdte Klasse der PAS-Domanen ist noch schlecht untersucht. Sie binden keinen

Cofaktor oder Effektor und dienen nicht der Signalerkennung.

2.3 Die cytoplasmatische PAS-Doméne von DcuS

Die cytoplasmatische PAS-Doméne (PASc) von DcuS gehdrt zu der dritten Klasse der PAS-
Domanen. PAS: befindet sich zwischen der zweiten Transmembranhelix und der
cytoplasmatischen Kinase-Domane (Abb. 6). PAS: von DcuS umfasst den Bereich von
Aminosaure 212 bis 323 (Etzkorn et al., 2008). Mithilfe der Festkérper-NMR und des
Programmes ,Psipred“ konnte ein Strukturmodell der cytoplasmatischen PAS-Doméane von
DcuS erstellt werden (Etzkorn et al., 2008). PASc von DcuS besteht aus 5 a-Helices (a4-as)
und 5 B-Faltblattern (B4-Bs) in der Reihenfolge a1f1B.0,030405B3B4B5. Diese Sekundarstruktur
ahnelt der PAS-Domane von NifL aus A. vinelandii (Key et al., 2007; Etzkorn et al., 2008;

Kneuper et al., 2010) und FixL aus Sinorhizobium meliloti (Kneuper et al., 2010).

Die Funktion der PASc-Domane von DcuS wurde bis jetzt nicht geklart. Es konnten keine
prosthetischen Gruppen nachgewiesen werden (Abo-Amer et al, 2005). Die
cytoplasmatische PAS-Domane erhoht die Autophosphorylierung der Histidinkinase, doch
scheint sie nicht an der Modifikation von DcuS in Abhangigkeit des Redoxstatus oder C,-
Dicarboxylaten beteiligt zu sein (Abo-Amer et al., 2005). Vermutlich Ubt PAS; keine
sensorische, sondern eine signaltransduzierende Funktion aus. PASp von DcuS dagegen,
stellt eine periplasmatische PAS-Domane mit sensorischer Funktion dar, ahnlich der

periplasmatischen Sensordomane von CitA (Kneuper et al., 2010).
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Abb. 6: Volllangen-Strukturmodell von DcuS (modelliert nach Etzkorn et al., 2008). Das Model
zeigt zwei alignte Strukturen der periplasmatischen Signal-Doméane (PASp). Dargestellt in Weil} ist
die ssNMR-Struktur von PASp (Pappalardo et al., 2003) und in Rot die Kristallstruktur des dimeren
Sensors CitA (Sevvana et al., 2008). Die Abbildung zeigt das PASc-Dimer in Blau und die
anhangende Kinase-Domane (modelliert nach Marina et al., 2005).

2.4 Ziel der Arbeit

Bis jetzt ist wenig Uber die Signalweiterleitung im Zweikomponentensystem DcuSR von E.
coli bekannt. Ungeklart ist, welche Funktion die cytoplasmatische PAS-Doméane von DcuS
ausubt. Von anderen PAS-Domaéanen ist bekannt, dass sie z.B. Umweltveranderungen
detektieren (Taylor & Zhulin, 1999), oder zur Stabilisierung des Proteins beitragen (Gu et al.,

2000). Entsprechend kénnte PAS¢ von Dcus$S fir die Dimerisierung von DcuS zustandig sein,

11
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oder diese stabilisieren. PAS; kénnte ebenfalls der Signaltransduktion von PASe zur Kinase-

Domane und somit als signalweiterleitendes Regulationsmodul fungieren.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels gerichteter und ungerichteter Mutagenese einzelner
Aminosauren der PASc-Domane funktionell wichtige Reste zu identifizieren. Die Bedeutung
der mutierten Aminosaurereste sollte durch funktionelle Untersuchung der entsprechenden
Mutanten charakterisiert werden. Zur funktionellen Charakterisierung wurde die Rolle der
Mutation in der Regulation, der Dimerisierung von DcuS und der Lokalisation von Dcu$S in
der Zelle untersucht. Die Regulation wurde anhand der Expression der DcuSR anhangigen
dcuB-Reportergenfusion bestimmt. Die Oligomerisierung wurde mit Crosslinking
Experimenten und die Proteininteraktion mit einem bakteriellen Two-Hybrid-System
untersucht. DcuS zeigt eine polare Lokalisierung in der Zelle. Die Bedeutung der PASc-

Domane fur diese Lokalisierung sollte untersucht werden.

12
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3. Material und Methode

3.1 Verwendete Bakterienstamme, Plasmide und Primer von Escherichia coli
Die Tabellen M1 bis M7 fassen die Stamme und Plasmide zusammen, die in dieser Arbeit
verwendet wurden.

Tab. M1: Verwendete Escherichia coli Stamme

Stamme Genotyp Referenz

MC4100 F- araD139 A(argF-lac)U169, rpsL150, (AlacZ),  Silhavy et al., 1984
relA1 flbB530 deoC1 ptsF25 rbsR

BL21(DE3) E. coli B,F' hsdS gal1 DE3, mit IPTG- Studier & Moffat, 1986
induzierbarer chromosomaler T7-RNA-
Polymerase; Proteiniberproduktionsstamm

C43(DEJ) spontane Mutation von BL21(DE3) zur Miroux & Walker, 1996
Uberproduktion von Membranproteinen

IMW237 MC4100, A(® (dcuB'-'lacZ) hyb, Amp® Zientz et al., 1998

IMW260 MC4100, (dcuB'-'lacZ)hyb, bla*, A lacZ; Zientz et al., 1998

aber dcuS::cam”™

IMW536 P1(IMW497) x IMW535, MC4100 (dcuB’-"lacZ) Kleefeld et al., 2009
dcuS::Spec” dcuB::Cam”

XL1-Blue F-,recA1-,(mk+,rk-) supE44, endA1, thi-1, Stratagene
A-, gyrA96,relA1, (lac-) [F-, proAB, laclq,
Z AM15 Tn10(Tetr)]
Zellen zur gerichteten Mutagenese

BTH101 Reporterstamm cya” Two-Hybrid System, Rec", Karimova et al., 1998
F- cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Strr),
hsdR2, mcrA1, mcrB1

JM109 recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi A Yanisch-Perron et al., 1985

(lac-proAB) F[traD36 proAB™, laclq
[lacZAM15]

Tab. M2: Expressionsvektoren

Plasmide Genotyp Referenz
pBAD30 pACYC ori, arabinose-inducible PBAD Promoter, AmpR Guzman et al.,
1995
pET28a pBR322 ori, IPTG-induzierbar T7 Promoter, C- and N-terminaler Novagen,
Histag, Kan® Madison,
USA

13
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Tab. M3: Mutageneseplasmide

Plasmid

pMW114
pMW151
pMW181

pMW228
pMW237
pMW309
pPMW318
pMW319
pPMW351

pMW398
pMW397
pMW405
pMW421
pMW552
pMW558

pPMW559
pPMW562
pPMW563
pPMW564

pPMW631
pPMW632
pMW633
pPMW634
pPMW636
pMW637
pMW638
pPMW639
pMW640
pPMW641
pPMW667
pMW668
pPMW669
pMW670
pPMW671
pPMW712
pPMW713
pPMW733

Genotyp

pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-R90A, Kan®
dcuS in pET28a, Kan®

Referenz

Diese Arbeit
Janausch et al., 2002

pET28a mit dcuS (mit eigenem Promotor!) Gber Xbal / Hindll Janausch et al., 2002

(2,2 kbp), Kan®

dcuB mit eigenem Promotor in pMEG010 Uber EcoRI-Xhol, Tet® Kleefeld et al., 2009

pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-R147A, Kan®
1003 bp Ndel-Xhol Fragment dcuS in pET28a

pMW145, aber DcuS-Mutation PASE-H110A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-F120M, Kan®

Kneuper et al., 2005
Etzkorn et al., 2008

Kneuper et al., 2005
Kneuper et al., 2005

pMW181, aber DcuS-Doppelmutation PASE-T101G, PASe- Kramer et al., 2007

F120M, Kan®®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-R107A, Kan®
pMW228, aber DcuB-Mutation PASc-T394; Tet®

pMW228, aber DcuB-Mutation PASc-D398N, Tet®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Kan®
pMW309, aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Kan®

Kramer et al., 2007
Kleefeld et al., 2009
Kleefeld et al., 2009
Etzkorn et al., 2008
Etzkorn et al., 2008

pMW318 (PASp-H110A), aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Diese Arbeit
DcuS-Doppelmutante, Kan®

pMW318 (PASp-H110A), aber DcuS-Mutation PASc-N304D, Diese Arbeit
DcuS-Doppelmutante, Kan®

pMW398 (PASE-R107A), aber DcuS-Mutation PAS:-N248D, Diese Arbeit
DcuS-Doppelmutante, Kan®

pMW398 (PASE-R107A), aber DcuS-Mutation PAS:-N304D, Diese Arbeit
DcuS-Doppelmutante, Kan®

pMW421 (PASc-N248D), aber DcuS-Mutation PASc-N304D, Diese Arbeit
Doppel- PASc-Mutante, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-Y215A, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-Q229A, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PAS-K232A, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-D240A, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PAS:-A317C, KanR Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-A317Y, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-A317D, KanR Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-1296A, KanR Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PAS¢-1296C, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PAS¢-1296D, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-V276A, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-V276C, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-V276D, KanR Diese Arbeit
pMW309, aber DcuS-Mutation PASE-T101G, Kan® Diese Arbeit
pMW309, aber DcuS-Mutation PASE-R147A, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-N311A, Kan® Diese Arbeit
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-N311D, Kan® Diese Arbeit
pMW337, aber DcuS-Mutation PASc-N248D (PASc+Kinase, Diese Arbeit
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pPMW734

pMW740
pMW748
pMW770
pPMW771
pPMW772
pPMW773
pMW774
pPMW776
pMW777
pPMW778
pPMW779
pMW780
pMW790
pPMW791
pMW792
pMW793
pMW796
pMW809

pMW810
pMW811
pMW812
pMW813

pMW816
pMW816
pMW818
pMW819
pMW827
pMW841
pMW849
pMW850
pMW851
pMW852
pMW853
pMW854
pMW864
pMW865
pMW866
pMW867
pMW868
pMW869
pMW870
pMW871

AS 215-543), Kan"

pMW421 (PASc-N248D), aber DcuS-Mutation PASc-Q229A,

Doppel-PASc-Mutante, Kan®

pMW151 aber DcuS-Mutation PASE-N248D, Kan®
pMW 181, aber DcuS-Mutation PASE-D323N, Kan®
pMW309, aber DcuS-Mutation PASc-V276A, Kan®
pMW 181, aber DcuS-Mutation PAS-Q83A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-P111A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-D124A, Kan®
pMW 181, aber DcuS-Mutation PASe-E133A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-M24A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-S26A, Kan"
pMW 181, aber DcuS-Mutation TM2-L201A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-F189A, Kan®
pMW151, aber DcuS-Mutation TM2-V276A, KanR
pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-V99A, Kan®
pMW 181, aber DcuS-Mutation PASE-N130A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-N130D, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-A145D, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASp-A145C, Kan®
pMW 181, aber DcuS-Mutation TM2-S186C+G190A
(GxxxG-Motiv), Kan®

pMW 181, aber DcuS-Mutation PASc-N256A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-N256D, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-H271A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-G190A-G194A,
(GxxxG-Motiv), Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PAS-S274A+V277A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-V277A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASe-G140A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-G190A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-S186C, Kan”

pMW 181, aber DcuS-Mutation TM2-G194A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM1-A27G+S31C, Kan”®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-S186A, Kan"
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-M191A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-W185A+F189A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-G194A+T198A, KanR
pMW181, aber DcuS-Mutation N-Terminus-T20A, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation N-Terminus-122V, KanR
pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-S186L, Kan"
pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-D124V, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-A317T, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-1231T, Kan®

pMW 181, aber DcuS-Mutation PASp-R92H, Kan®
pMW181, aber DcuS-Mutation TM1-S26R, Kan®

pMW 181, aber DcuS-Mutation PASe-L96Q, Kan®

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
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pMW872
pMW873
pMW874
pMW913
pMW914
pMW920
pMW921
pMW922
pMW923
pMW924
pPMW925
pMW926
pMW936
pMW937
pMW938
pMW939
pMW940
pPMW941
pMW942
pMW943
pMW944
pMW945
pMW946
pMW947
pMW956
pMW957
pMW958
pMW959
pPMW962
pMW963
pMW964
pMW965
pMW1353

pMW1354
pPMW 1355
pPMW1356
pMW1357

pMW 1386

pMW181, aber DcuS-Mutation PASE-1125T, Kan®™

pMW 181, aber DcuS-Mutation PASE-N156D, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PAS:-D239G, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-L228A, Kan®

pMW 181, aber DcuS-Mutation PASc-1318A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-L246R, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PAS¢-L246A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-L300A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-V313A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-A237C, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PAS:-S319P, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-N246T, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-E213A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-P214A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-E216A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-I1217A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PAS¢-L220A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-F221A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PAS-E222A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-Q225A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-D249A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-T320A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-F321A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-R322A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-S218A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-T219A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-S272A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-1315A, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation TM2-V193A, Kan”®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASe-1125F, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PASc-G234S, Kan®

pMW181, aber DcuS-Mutation PAS:-D278G, Kan®

pMW181 aber DcuS-Doppelmutation PASE-H110A mit PASc-
V276A, Kan®

pMW181 aber DcuS-Doppelmutation PASE-H110A mit PASc-
L300A, Kan®

pMW 181 aber DcuS-Doppelmutation PASp-H110A mit PASc-
L220A, Kan®

pMW 181 aber DcuS-Doppelmutation PASp-H110A mit PASc-
D240A, Kan®

pMW181 aber Doppelmutante PASp-H110A mit PASc-1318A,
Kan®

pMW181 aber DcuS-Doppelmutation PAS:-N248D und PASc-
L300A, Kan®

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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Tab. M4: Plasmide fiir das Bacterial Two-Hybrid-System

Plasmide Genotyp

pKT25-zip Derivat von pKT25, Leucine-Zipper von GCN4 (1) fusioniert mit
T25-Fragment

pUTC18-zip Derivat von pUT18C, Leucine-Zipper von GCN4 fusioniert mit
T18- Fragment.

pMW426 pKT25 mit dcuS, Kan®

pMW427 pKT25 mit dcuR, Kan®

pMW428 pUT18 mit dcuS, Amp®

pMW429 pUT18C mit dcuS, Amp~

pMW430 pUT18 mit dcurR, Amp”®

pMW431 pUT18C mit dcuR, Amp~

pMW919 dcuS-pKNT25, Kan®

pMW948 dcuS-TM2-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-206 in pUT18 Uber

BamH1 und EcoR1, Amp~®

pMW949 dcuS-TM2-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 1-206 in pKNT25
{iber BamH1 und EcoR1, Kan®

pMW950 dcuS- PASc-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-326 in pUT18
iber BamH1 und EcoR1, Amp"®

pMW951 dcuS- PASc-pKNT25: Verklrztes dcuS von AS 1-326 in pKNT25
{iber BamH1 und EcoR1, Kan®

pMW952 PASc-pUT18: Verkiirztes dcuS von AS 211-326 in pUT18 Uber
BamH1 und EcoR1, Amp~®

pMW953 PASc-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 211-326 in pKNT25 lGber
BamH1 und EcoR1, Kan®

pMW954 Kinase-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 330-539 in pUT18 Uber
BamH1 und EcoR1, Amp~®

pMW955 Kinase-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 330-539 in pKNT25
Uiber BamH1 und EcoR1, Kan®

pMW977 dcuS-TM2-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 1-206 tUber BamHA1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASE-R107A, Kan®

pMW978 dcuS-TM2-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-206 tiber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASE-R107A, Amp®

Referenz

Karimova et al.,
1998

Karimova et al.,
1998

Scheu et al., 2011
Scheu et al., 2011
Scheu et al., 2011
Scheu et al., 2011
Scheu et al., 2011
Scheu et al., 2011
Scheu et al., 2011

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pMW979

pMW980

pMW981

pMW982

pMW983

pMW984

pMW985

pMW986

pMW987

pMW988

pMW989

pMW990

pMW991

pMW992

pMW993

pMW994

pMW995

pPMW996

dcuS-TM2-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 1-206 tUber BamHA1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASe-H110A, Kan®

dcuS-TM2-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-206 tiber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASp-H110A, Amp”®

dcuS-TM2-pKNT25: Verkiirztes dcuS von AS 1-206 lber BamHA1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASE-F120A, Kan®™

dcuS-TM2-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-206 tiber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASe-F120A, Amp”®

PASc-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 211-326 Gber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Kan®

PASc-pUT18: Verkiirztes dcuS von AS 211-326 tber BamH1 und
EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Amp”®

PASc-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 211-326 Gber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N304D, Kan®

PASc-pUT18: Verkiirztes dcuS von AS 211-326 tber BamH1 und
EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N304D, Amp”®

PASc-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 211-326 GUber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-V276A, Kan®

PASc-pUT18: Verkiirztes dcuS von AS 211-326 tber BamH1 und
EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-V276A, Amp”®

PASc-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 211-326 Gber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-F221A, Kan®

PASc-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 211-326 (iber BamH1 und
EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-F221A, Amp®

dcuS-PASc-pKNT25: Verkiirztes dcuS von AS 1-326 liber BamHA1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verkirztes decuS von AS 1-326 liber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Amp”®

dcuS-PASc-pKNT25: Verkiirztes dcuS von AS 1-326 tiber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N304D, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-326 tiber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N304D, Amp”®

dcuS-PASc-pKNT25: Verkiirztes dcuS von AS 1-326 tiber BamHA1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-V276A, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-326 Gber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-V276A, AmpR

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

18



3. Material und Methode

pMW997

pMW998

pMW 1009

pMW1010

pPMW1011

pPMW1012

pMW1013

pPMW1014

pMW1015

pMW1016

pPMW1017

pMW1018

pMW1019

pMW1020

pMW1023

pPMW 1029

pMW1030

pPMW 1031
pMW1032

pMW 1033

pMW1034

dcuS-PASc-pKNT25: Verkiirztes dcuS von AS 1-326 tiber BamHA1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-F221A, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verklrztes dcuS von AS 1-326 liber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-F221A, Amp®

dcuS-PASc-pKNT25: Verkiirztes dcuS von AS 1-326 liber BamHA1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-L300A, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verklrztes dcuS von AS 1-326 liber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PAS¢-L300A, Amp®

pKT25-dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PAS:-N248D, Kan®

pUT18C-dcuS (pMW429), aber DcuS-Mutation PASc-N248D,
Amp~

pKT25-dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PASc-N304D, Kan®

pUTLBC-dcuS (PMW429), aber DcuS-Mutation PAS:-N304D,
Amp

pKT25-dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PASc-V276A, Kan®

pUT18C-dcuS (pMW429), aber DcuS-Mutation PASc-V276A,
Amp~

pKT25-dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PASc-F221A, Kan®

pUTL 8C-dcuS (pMW429), aber DcuS-Mutation PASc-F221A,
Amp

pKT25-dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PASc-L300A, Kan®

pUT18C-dcuS (pMW429), aber DcuS-Mutation PASc-L300A,
Amp~

pKT25 mit dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PAS¢-F2218S,
Kan®

pKT25-dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PASc-L228A, Kan®

pUTL 8C-dcuS (pMW429), aber DcuS-Mutation PASc-L228A,
Amp

pKT25-dcuS (pMW427), aber DcuS-Mutation PASc-R322A, Kan®
pKT25-dcuS (pMW426), aber DcuS-Mutation PASc-R322A, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verklrztes dcuS von AS 1-326 liber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-N248D, Amp”®

dcuS-PASc-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-326 Gber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-L228A, Amp”®

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pPMW 1035

pMW 1036

pMW1075

pMW1076

pMW1156

pMW1157

pMW 1158

pPMW 1159

pMW1160

pPMW1161

pPMW 1162
pMW1163
pMW 1164
pPMW 1165
pMW 1166
pPMW1167
pPMW 1231
pMW 1232
pMW1233

pMW 1236

pMW 1237

pPMW 1240

dcuS-PASc-pKNT25: Verkiirztes dcuS von AS 1-326 tber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-R322A, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verkirztes decuS von AS 1-326 liber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-R322A, Amp”

PASc-Kinase-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 211-539 in
pKNT25 (iber BamH1 und EcoR1, Kan®

PASc-Kinase-pUT18: Verklrztes dcuS von AS 211-539 in
pKNT25 iiber BamH1 und EcoR1, Kan®

dcuS-pKNT25 Uber Pst1 und EcoR1 aus pMW428, aber DcuS-
Mutation PASc-N248D, Kan®

dcuS-pKNT25 lber Pst1 und EcoR1 aus pMW428, aber DcuS-
Mutation PASc-N304D, Kan®

dcuS-pKNT25 Uber Pst1 und EcoR1 aus pMW428, aber DcuS-
Mutation PASc-V276A, Kan®

dcuS-pKNT25 Uber Pst1 und EcoR1 aus pMW428, aber DcuS-
Mutation PASc-F221A, Kan®

dcuS-pKNT25 lber Pst1 und EcoR1 aus pMW428, aber DcuS-
Mutation PASc-L228A, Kan®

dcuS-pKNT25 Uber Pst1 und EcoR1 aus pMW428, aber DcuS-
Mutation PASc-L300A, Kan®

pUT18 mit dcuS, AmpR, aber DcuS-Mutation PAS:-N248D
pUT18 mit dcuS, Amp® aber DcuS-Mutation PASc-N304D
pUT18 mit dcuS, AmpR, aber DcuS-Mutation PASc-V276A
pUT18 mit dcuS, Amp”, aber DcuS-Mutation PASc-F221A
pUT18 mit dcuS, Amp”, aber DcuS-Mutation PASc-L228A
pUT18 mit dcuS, AmpR, aber DcuS-Mutation PASc-L300A
pKT25-dcuS (pMW427), aber DcuS-Mutation PASc-D240A, Kan®
pKT25-dcuS (pMW427), aber DcuS-Mutation PASc-D240A, Kan®
E\UTL 8C-dcuS (pMW428), aber DcuS-Mutation PASc-D240A,
d(r:Z%-PASC-pKNTZS: VerkUlrztes dcuS von AS 1-326 Uber
BamH1 und EcoR1, aber D240A, Kan®

dcuS-PASc-pUT18: Verkirztes decuS von AS 1-326 iber BamH1
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PAS¢-D240A, Amp®

dcuS-PASc-pKNT25: Verkirztes dcuS von AS 1-326 Gber
BamH1 und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-L220A, Kan®

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pMW1241 dcuS-PASc-pUT18: Verkirztes dcuS von AS 1-326 Gber BamH1  Diese Arbeit
und EcoR1, aber DcuS-Mutation PASc-L220A, Amp”®
pMW1242 pKT25-dcuS (pMW427), aber DcuS-Mutation PASc-D240A, Kan®™  Diese Arbeit
pMW1243 pUT18C-dcuS (pMW428), aber DcuS-Mutation PASc-D240A, Diese Arbeit
Amp”

Tab. M5: Plasmide fiir PAS¢-EX Experimente

Plasmide Genotyp Referenz

pMW1168 PASc-EX: pMW 181 mit EcoR1-Schnittstellen; A AS 209-324, Diese Arbeit
(115 AS); Kan®

pMW1169 PAS: -EX12: pMW 181 mit EcoR1-Schnittstellen; A AS 209-233, Diese Arbeit
(24 AS); Kan®

pMW1170 PAS: -EX13: pMW 181 mit EcoR1-Schnittstellen; A AS 209-253, Diese Arbeit
(44 AS); Kan®

pMW1171 PAS: -EX14: pMW 181 mit EcoR1-Schnittstellen; A AS 209-285, Diese Arbeit
(66 AS); Kan®

pMW1172 PAS: -EX45: pMW 181 mit EcoR1-Schnittstellen; A AS 285-324, Diese Arbeit
(49 AS); Kan®

pMW1173 PAS: -EX35: pMW 181 mit EcoR1-Schnittstellen; A AS 253-324, Diese Arbeit
(71 AS); Kan®

pMW1174 PAS: -EX25: pMW 181 mit EcoR1-Schnittstellen; A AS 233-324, Diese Arbeit
(91 AS); Kan”

Tab. M6: Plasmide fiir in vivo DSS-Crosslinking Experimente

Plasmide Genotyp Referenz

pMW967 decuS (Cys’) aus pMW336 Uber EcoRI und Xbal in pMW643 Scheu et al., 2010
kloniert, Arabinose-induzierbar, Amp~, Tet®

pMW999 pMWO967: dcuS (Cys’) Arabinose-induzierbar, Amp”®, Tet®, aber  Diese Arbeit
DcuS-Mutation PASc-N304D

pMW1000 pMW967: dcuS (Cys’) Arabinose-induzierbar, Amp~, Tet", aber  Diese Arbeit
DcuS-Mutation PASc-F221A

pMW 1154 pMW967: dcuS (Cys’) Arabinose-induzierbar, Amp”, Tet®?, aber  Diese Arbeit
DcuS-Mutation PASc:-V287A

pMW1155 pMW967: dcuS (Cys’) Arabinose-induzierbar, Amp”~ Tet®, aber Diese Arbeit

DcuS-Mutation PAS:-N248D
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Tab. M7: Plasmide fiir die in vivo Fluoreszenzmikroskopie

Plasmide Genotyp Referenz

pEYFP Vektor mit GFP-Protein-Variante YFP, AmpR; Clontech Scheu et al., 2008
pMW407 dcuS-yfp Fusion in pBAD30, Amp® Scheu et al., 2008
pMW1202 pMW407 (dcuS-yfp) mit DcuS-Mutation PASc-N248D, Amp”® Steinmetz, 2010
pMW1228 pMW407 (dcuS-yfp) mit DcuS-Mutation PASc-N304D, Amp”® Diese Arbeit
pMW1229 pMW407 (dcuS-yfp) mit DcuS-Mutation PASc-1318A, Amp”® Diese Arbeit
pMW1230 pMW407 (dcuS-yfp) mit DcuS-Mutation PASc-V276A, Amp” Diese Arbeit
pMW1241 pMW407 (dcuS-yfp) mit DcuS-Mutation PASc-L300A, Amp”® Diese Arbeit

pMW 1242 pMW407 (dcuS-yfp) mit DcuS-Mutation PASc-D240A, Amp® Diese Arbeit
pMW1302 dcuS-yfp, PASc-EX, PASc mit Xhol rausgeschnitten, Deletion Diese Arbeit

von 106 AS, Amp"

Die Tabellen M8 bis M14 fassen alle Primer zusammen, die in dieser Arbeit verwendet
wurden.

Tab. M8: Mutageneseprimer. In rot markiert sind die Mutationen, die zu dem genannten
Aminosaureaustausch fuhren (Eurofins MWG, Ebersberg, HPSF gereinigt).

Mutagenese- AS-

primer Sequenz (5> 3) austausch

PASc-Y215Afor ~ GGC CTG GAA CCC GCC GAA ATC TCC ACG CTG 75  Y215A
PASc-Y215A-rev  CAG CGT GGA GAT TTC GGC GGG TTC CAG GCC

PASc-Q229Afor ~ CGC CAG GCC ATG TTG GOG TCT ATC AAA GAA GGC 73  Q229A
PAS.-Q229A-rev  GCC TTC TTT GAT AGA CGC CAA CAT GGC CTG GCG

PASc-K232Afor ~ CAG TCT ATC GCA GAA GGC GTC GTT GCC 69  K232A
PASc-K232A-rev GGC AAC GAC GCC TTC TGC GAT AGA CTG

PASc-D240A-for GIC GIT GCC GIG GAC GCT CGC GC GAG GIC 78  D240A
PASc-D240A-rev GAC CTC GCC GCG AGC GIC CAC GGC AAC GAC

PASc-A317C-for ~ GGC GTT ATC ATC GGT TGC ATT TCA ACC 65 A317C
PASc-A317C-rev GGT TGA AAT GCA ACC GAT GAT AAC GCC

PAS.-A317Y-for ~ GGC GIT ATC ATC GGT TAC ATT TCA ACC 63  A317Y
PASc-A317Y-rev  GGT TGA AAT GTA ACC GAT GAT AAC GCC

PASc-A317D-for ~ GGC GTT ATC ATC GGT GAC ATT TCA ACC 65 A317D
PAS.-A317D-rev. GGT TGA AAT GTC ACC GAT GAT AAC GCC

PASc-1296A-for GAC GAA GAG ATT ACG GCT AAA GAC CGG 66  1296A
PASc-I296A-rev  CCG GTC TTT AGC CGT AAT CTC TTC GTC

PAS¢-1296C-for GAC GAA GAG ATT ACG TGT AAA GAC CGG 65  1296C
PASc-1296C-rev  CCG GTC TTT ACA CGT AAT CTC TTC GTC
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PASc-1296D-for
PAS:-1296D-rev

PASc-V276A-for
PAS:-V276A-rev

PASc-V276C-for
PASc-V276C-rev

PASc-V276D-for
PASc-V276D-rev

PAS:-N311D-for
PAS:-N311D-rev

PAS:-N311A-for
PASc-N311A-rev

PAS:-D323N-for

PAS:-D323N-rev

dcuS_pd-Q83A-for
dcuS_pd-Q83A-rev

dcuS_pd-P111A-
for
dcuS_pd-P111A-
rev

dcuS_pd-D124A-
for
dcuS_pd-D124A-
rev

dcuS_pd-E132A-
for
dcuS_pd-E132A-
rev

dcuS_pd-V99A-for

dcuS_pd-V99A-rev

dcuS_pd-N130A-
for
dcuS_pd-N130A-
rev

dcuS_pd-N130D-
for
dcuS_pd-N130D-
rev

dcuS pd-A145C-

GAC GAA GAG ATT ACG GAT AAA

CCG GIC TTT ATC

CAC TCA TGG TCA
CGA GAC ATC TAC

CAC TCA TGG TCA
CGA GAC ATC TAC

CAC TCA TGG TCA
CGA GAC ATC TAC

CCG GIG CCC AGT
GGC ACC GAT GAT

CCG GIG CCC AGT
GEC ACC GAT GAT

GCC ATT TCA ACC
CGr
ACG TAC TTC AGT
GGC

GAG AGT GGC ATC
GEC TTC CGC GAT

CTT CGC TAC TCG

CTG G&C TTC AGC

CCA TTT AAA GGT

CGC TTT AAG GAT

CTG AAT GGC GAA

GCG ATT GAT AGC

CTG CTG TTT ATT

CAT ATC GGT AAC

CTT AAA GCG CTG

GAC ATT TTC TTC

CTT AAA GCG CTG

GAC ATT TTC TTC

GGI TTT CTG GCG

CGr

CAG
CcC

CAG
GCA

CAG
GIC

GAT
AAC

GCT
AAC

TTC

TTT

CAT

ATG

GAT

GAT

GCC

CAG

AAT CTC

GCG GTA
CTG TGA

TGC GTA
CTG TGA

GAC GTA
CTG TGA

GEC GIT
GCC ATC

GEC GIT
GCC ACC

AGG AAC

GIT CCT

GCC ATC
CCC GAT

GCC ATC

ATC ACC

AAT GIC

ATT TGC

GIT ACC

AAT AAA

AGC CAG

ATC CAG

TGT TTA

GAC

TTC

GAT

GAT

GAT

ATC

ACT

ATC
ACT

CIT

TTT

TTC

GAT
CAG

CGC

CGC

CGG
GIC

GIC
TGA

GIC
TGA

GIC
TGA

ATC
GCG

ATC
GCG

ACT

ACT

CAG

ATC

ATG
CAG

AAT

TTT

AAT

TTT

GTA

TCG
GIG

TCG
GIG

TCG

GIG

CAC CGG

CAC CGG

TGA AAT

CTC

TGG

AAT CGC

ATT CAG

GIC

AAG

GIC

AAG

TTT ACC

65

71

70

69

78

78

68

78

69

65

69

63

68

67

69

1296D

V276A

V276C

V276D

N311D

N311A

D323N

Q83A

P111A

D124A

E132A

VO9A

N130A

N130D

A145C
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for
dcuS_pd-A145C-
rev

dcuS _pd-A145D-
for
dcuS_pd-A145D-
rev

PAS:-N256A-for
PAS:-N256A-rev

PAS:-N256D-for
PAS:-N256D-rev

PAS:-H271A-for
PASc-H271A-rev

PAS:-S274A-for
PASc-S274A-rev

TM1-for_
A27G/S31C
TM1-rev_
A27G/S31C

TM2-for_
S186C/G190A
TM2-rev_
S186C/G190A

TM2-for_
G190A/G194A
TM2-rev_
G190A/G194A

PASE-R90A-for
PASp-R90A-rev

PASE-G140A-for
PASp-G140A-rev

PASc-V277A-for
PASc-V277A-rev

TMH2_ G190A-for
TMH2_ G190A-rev

TMH2_ S186C-for
TMH2_ S186C-rev

TM2-for_ G194A
TM2-rev_G194A

TM2-for_ M191A

CTG
CTG

CTA
GAC

GIC

ATG

GAC

GTA

GCC

GCG

CAG

GCT
CTG

CAC
CGA

GTA
GCC

CcC
G&CcC

GcC
GGr

GTA

AAA TAC GCG TAA

TTT CIG

AAA TAC

CIT ACG

CIT ACG

TCG ACG
TGA CCA

AGC CAC
ATC TAC

AGT GGG

TAG CAC

TGG AGC

CTG GIC

CAG CAT

TTA TTT

AAT CAG

GAA GCC

ATC GIT

ATC AAT
CCC CAG

TCA TGG
GAC ATC

TTA TTT
AAT CAG

TGG AGC
AAA TAA

ATG CTG
GCC AAT

TTA TTT

GCG

GCG

TTG

GTA

TTG
GTA

CTA
TGA

TCA
CAC

GTA

ATT

TGC

GTA
TCG

TCA

TGC

TCC

ATT
TAC

GIC
CAG

CAG

TAA

CTG

AGC

CTG
ATC

AGC
GCC

TGG
CTG

CTG

GAA

ATC

ATG

GAC

TTT

AGC

CAG
CAC

ATG
GAC

ATC

TGC

ACA

GAT

ATC

CAG

GAT
CAG

TGC

TTC

CAG

TGG

TAA

CTG

CAG

TTT

GIG

CTG

CTG
CAG

TGG

CTG

GAC

CTG

CTG

TTA

CTG

TAC

TAC

TCA

TAG

CAG

TGC

TAC

TGC

TAC

GIC

CAT

TAC

CTG

ATT

TGA

GIC
CAT

TGC
GAT

ATT
CAG

GIC

TTC

TTC

TGG

GIG

TGA

GIG

CcCC

GTA

CGcC

AAC

GAT

GAT

GTA
AAT

CAT

CAG AAA ACC

GIA TTT ACC

CAG AAA ACC

AAG
TTG

AAG
TTG

TCA
CGA

GTA
GIG

CTA

ACT

TTA

CTG

GAT
TTC

CAG
AGC

GIC

TGA

CTG

TTA

ACC

CTG

TCG
TGC

TCG
TGC

CAG
CAG

GAT
GCT

TTG

GAC

TTT

GAT

ATT

TAA

CTG

TCG
GIG

ATT
TAA

TTT

GIC
TAG

AAT

TAC

TAC

69

68

67

72

72

70

74

70

71

68

71

70

70

71

68

A145D

N256A

N256D

H271A

S274A

A27G

S31C

S186C
G190A

G190A
G194A

R90A

G140A

V277A

G190A

S186C

G194A

M191A
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TM2-rev_M191A
TM2-for_
W185A/F189A
TM2-rev_
W185A/F189A
TM2-for_
G194A/T198A
TM2-rev_
G194A/T198A

PAS:-S186A-for
PAS:-S186A-rev

dcuS-T20A-for
dcuS-T20A-rev
dcuS_122V-for
decuS_122V-rev
dcuS_D124V-for
dcuS_D124V-rev
dcuS_S186L-for

dcuS_S186L-rev

decuS_1231T-for
dcuS-1231T-rev

dcuS_A317T-for
dcuS_A317T-rev

dcuS_S26R-for
dcuS_S26R-rev

dcuS_R92H-for
dcuS_R92H-rev

dcuS_1125T-for
dcuS_1125T-rev

dcuS _L96Q-for
dcuS_L96Q-rev

dcuS_N156D-for
dcuS_N156D-rev

dcuS_D239G-for
deuS D239G-rev

CAG TCC GAC CAG CCGC GCC AAA TAA TAC

GCA TTA TCG CGI' CGG TAT TAG CTG GCA TGC

GCA TGC CAG CTA ATA CCG ACG CGA TAA TGC

ATG CTG GIC GCA CTG ATT GEC GCC TGC ATT CTG

CAG AAT GCA GGEC GCC AAT CAG TGC GAC CAG CAT

CGC TGG AGC ATT ATC TGG GCC GTA TTA TTT G&C
GCC AAA TAA TAC GGEC CCA GAT AAT GCT CCA GCG

CCG ATG AAA TTG AGT ACC GCA GIG ATC TTA ATG
GIC
GAC CAT TAA GAT CAC TGC GGI' ACT CAA TTT CAT
CGG

G AGI ACC ACA GTIG GIC TTA ATG GIC AGT GC
GCA CTG ACC ATT AAG ACC ACT GIG GTIA CTC

G CCA TTT AAA GGI' GAT GIC ATC CTT AAA GCG
CTG

CAG CCC TTT AAG GAT GAC ATC ACC TTT AAA TGG
C

CGC TGG AGC ATT ATC TGG TTG GTA TTA TTT G&C
GCC AAA TAA TAC CAA CCA GAT AAT GCT CCA GCG

GCC ATG TTG CAG TCT ACC AAA GAA GC GIC
GAC GCC TTC TTT GGI' AGA CTG CAA CAT GGC

GEC GIT ATC ATC GGT ACC ATT TCA ACC
GGT TGA AAT GGI' ACC GAT GAT AAC GCC

GIG ATC TTA ATG GIC AGG GCG GTA CTG
CAG TAC CGC CCT GAC CAT TAA GAT CAC

GCC GTA CGC AAA CAC AAC GAT CTG CTG
CAG CAG ATC GIT GIG TTT GCG TAC GCC

CCA TTT AAA GGI' GAT GAC ACC CTT AAA GCG CTG
CAG CCC TTT AAG GGT GIC ATC ACC TTT AAA TGG

CGC AAC GAT CTG CAG TTT ATT GIC GIT ACC
GGI' AAC GAC AAT AAA CTG CAG ATC GIT GCG

CCC ATC TAC GAT GAA GAT CAT AAA CAA ATT G&C
GCC AAT TTG TTT ATG ATC TTC ATC GIA GAT GGG

GEC GIC GIT GCC GIG GEC GAT CGEC GCC GAG
CTC GCC GCG ATC GCC CAC GEC AAC GAC G&CC
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PAS:-R224A-for
PAS:-R224A-rev

PASc- L228A-for
PASc- L228A-rev

PAS:-A237C-for
PAS:-A237C-rev

PASc-L246A-for
PAS:-L246A-rev

PASc-L300A-for
PAS:-L300A-rev

PASc-V313A-for
PASc-V313A-rev

PASc-1318A-for
PASc_1318A-rev

PASc-E113A-for
PASc-E113A-rev

PASc-P114A-for
PASc-P114A-rev

PASc-E116A-for
PAS:-E116A-rev

PASc-1117A-for
PASc-1117A-rev

PAS:-S118A-for
PAS:-S118-rev

PASc-T119A-for
PAS:-T119A-rev

PAS-L220A-for
PAS:-L220A-rev

PASc-F221A-for
PASc-F221A-rev

PASc-E222A-for
PASc-E222A-rev

PASc-Q225A-for
PAS:-Q225A-rev

PAS:-S272A-for
PASc-S272A-rev

CTG TTT GAG CAA GCC CAG GCC ATG TTG CAG
CTG CAA CAT GEC CTG GEC TTG CTC AAA CAG

CAA CCC CAG GCC ATG GCG CAG TCT ATC
GAT AGA CTG CGC CAT GEC CTG CGCG TTG

GAA GCC GIC GIT TGC GIG GAC GAT CGC G&C
GCC GCG ATC GIC CAC GCA AAC GAC GCC TTC

GEC GAG GTC ACG GCG ATC AAC GAT GCC
GEC ATC GIT GAT CGC CGI' GAC CTC GCC

CG ATT AAA GAC CGG GCA TTA CTG ATC AAC ACC
GGT GIT GAT CAG TAA TGC CCG GIC TTT AAT CG

CGC AGI AAT GGC GCT ATC ATC GGT GCC
GEC ACC GAT GAT AGC GCC ATT ACT GCG

GIT ATC ATC GGI' GCC GCT TCA ACC TTC AGG
CCT GAA GGI' TGA AGC GGC ACC GAT GAT AAC

CTT TTC G3C CTG GCA CCC TAC GAA ATC
GAT TTC GTA GGG TGC CAG GCC GAA AAG

GEC CTG GAA GCC TAC GAA ATC TCC
GGA GAT TTC GIA G&C TTC CAG GCC

CTG GAA CCC TAC GCA ATC TCC ACG
CGI GGA GAT TGC GTA GEG TTC CAG

GAA CCC TAC GAA GCC TCC ACG CTG
CAG CGT GGA GGC TTC GTA GGG TTC

CCC TAC GAA ATC GCA ACG CTG TTT GAG
CTC AAA CAG CGI' TGC GAT TTC GTA GGG

GAA ATC TCC GCG CTG TTT GAG CAA CCC
GCG TTG CTC AAA CAG CGC GGA GAT TTC

GAA ATC TCC ACG GCG TTT GAG CAA CCC
GCG TTG CTC AAA CGC CGI' GGA GAT TTC

GAA ATC TCC ACG CTG GCT GAG CAA CGC
GCG TTG CTC AGC CAG CGI' GGA GAT TTC

CTG TTT GCA CAA CGC CAG GCC ATG
CAT GCC CTG GCG TTG TGC AAA CAG

CTG TTT GAG CAA CGC GCG GCC ATG TTG
CAA CAT GEC CGC GCG TTG CTC AAA CAG

CTA AGC CAC GCA TGG TCA CAG GIG
CAC CTG TGA CCA TGC GIG GCT TAG
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PAS-E281A-for
PAS:-E281A-rev

PAS-D249A-for
PAS:-D249A-rev

PAS:-N248C-for
PAS:-N248C-rev

PAS:-N304C-for
PAS:-N304C-rev

PASc-F221C-for
PASc-F221C-rev

PASc-xS221Fx-for

PASc-xS221Fx-rev

PASc-F221S-for
PASc-F221S-rev

PAS:-R224C-for
PAS:-R224C-rev

PAS:-1318C-for
PAS; -1318C-rev

PAS:-L300C-for
PAS:-L300C-rev

PAS:-D323C-for
PAS:-D323C-rev

PAS:-R322A-for
PAS:-R322A-rev

GTA
GIC

CTG
CAA

GIC
CAA

CGG
CAC

GAA
CTG

GAA
CTG

GAA
CTG

CTG
CTG

GIT
CCT

GAT GIC TCG
GCG TAA CAC

ATC AAC GCT
TTC TTG TGC

ACG CTG ATC
TTC TTG TGC

CTA TTA CIG
CGG AAC GGT

ATC TCC ACG
CGC TTG CTC

ATC TCC ACG
CGC TTG CTC

ATC TCC ACG
CG&C TTG CTC

TTT GAG CAA
CAA CAT G&C

ATC ATC GGT
GAA GGT TGA

GCA
TGC

GCC
cCcH

TGC
GcC

ATC
GCA

CTG
ACA

CTG
AAA

CTG
AGA

TGC
CTG

GCC
ACA

GIG TTA CGC GAC
CGA GAC ATC TAC

GCA CAA GAA TTG

AGC GIT

GAT GCC
ATC GCA

TGC ACC
GAT CAG

TGI GAG
CAG CGT

TTT GAG
CAG CGT

TCT GAG
CAG CGT

GAT

GCA
GAT

GIT
TAA

CAA
GEA

CAG

CAA GAA TTG
CAG CGT GAC

CCG GIG
TAG CCG

GCG CAG
GAT TTC

GCG CAG
GAT TTC

GCG CAG
GAT TTC

CAG GCC ATG TTG CAG

GCA TTG

CTC

AAA CAG

TGl TCA ACC TTC AGG

GGC ACC

GAT

GAT AAC

CG ATT AAA GAC CGG TGA TTA CTG ATC AAC ACC
GGT GIT GAT CAG TAA TCA CCG GIC TTT AAT CG

GCC ATT TCA ACC TTC AGG TGA AAA ACT GAA GTA

CGr

ACG TAC TTC AGT TTT TCA CCT GAA GGI' TGA AAT

GGC

GCC ATT TCA ACC TTC GCG GAC AAA ACT
AGI TTT GIC CGC GAA GGT TGA AAT GGC
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Tab. M9: Primer fiir die ungerichtete Mutagenese (Eurofins MWG, Ebersberg, HPSF gereinigt).

Primer fiir ungerichtete

Mutagenese in pMW181 Sequenz (5> 3)

dcuS-pMW437/438-for CGC ATG TTA CGC AAA CGT CCG 62
(N-Terminus von dcuS)

dcuS-pMW437/439/440-rev GAC CAG ACC GIC GAG TCG CTG 65
(Ende von PAS.)

dcuS-pMW439-for CGA TCG GCC TTG AGT TAA GCC 62
(Ende von PASp)

dcuS-pMW440-for CAT GCT GGI' CGG ACT GAT TGG 62
(Mitte von TM2)

dcuS-pMW438-rev CAG CGTI GGA GAT TTC GTA GG&G 62

(Anfang von PAS()

Tab. M10: Primer fiir Schnittstellen. In rot markiert sind die Mutationen, die zu den genannten Schnittstellen
fuhren (Eurofins MWG, Ebersberg, HPSF gereinigt).

Primer fiir
Schnittstelle Sequenz (5> 3') Schnittstelle
Nde1-TM1-pd-
TM2-for CGI CCG ATG CAT ATG AGI ACC ACA GIG 66 Ndel
Nde1-TM1-pd- CGI CCG ATG CAT ATG AGI ACC ACA GIG (PMW 181
TM2-rev Pos. 5619)
EcoR1-TM1-pd-
TM2-for GTA CTG AAA AGA ATT CTT TTC G&C 58 EcoRI
EcoR1-TM1-pd-  GCC GAA AAG AAT TCT TTT CAG TAC (PMW 181
TM2-rev Pos. 6193)
TMH2- PASc_
Ndel-for GIG ACC CAA CAG ATC AAT GAC ATA TCC TGG AGC 69 Ndel
TMH2- PASc_ GCT CCA GCA TAT GIC ATT GAT CTG TTG GGT CAC (PMW 181
Ndel-rev Pos. 6107)
PAS._Ndel-for GTA CTG AAA AAA ATC CTC ATA TGC CTG GAA CCC
TAC 68 Ndel
PAS._Ndel-rev GTA GGG TTC CAG GCA TAT GAG GAT TTT TTT CAG (PMW 181
TAC Pos. 6200)
PAS: EcoR1-for GCC ATT TCA ACC TTC AGG GAG AAT TCT GAA GTA
CGT AAA CTG 71 EcoRI
PASc_EcoR1-rev CAG TTT ACG TAC TTC AGA ATT CTC CCT GAA GGT (PMW 181
TGA AAT GGC Pos. 6542)
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Tab. M11: Primer fir PASc-EX Schnittstellen. In rot markiert sind die Mutationen, die zu der genannten
Schnittstelle fuhren (Eurofins MWG, Ebersberg, HPSF gereinigt).

Primer PASc-EX
Schnittstellen

Sequenz (5> 3')

Schnittstelle

PASc-EX1-for CTG AAA AAA ATC GAA TTC GEC CTG GAA CCC 66,8 EcoR1
PASc-EX1-rev GGG TTC CAG GCC GAA TTC GAT TTT TTT CAG 66,8 (pMW181
Pos. 6198)
PASc-EX2-for CAG TCT ATC AAA GAA TTC GIC GIT GCC GIG 66,8 EcoR1
PASc-EX2-rev CAC GGC AAC GAC GAA TTC TTT GAT AGA CTG 66,8 (pMW181
Pos. 6270)
PAS-EX3-for GAT GCC GCA CAA GAA TTC CTG AAT TAC CG 66,7 EcoR1
PASc-EX3-rev CG GTA ATT CAG GAA TTC TTG TGC GEC ATC 66,7 (pMW181
Pos. 6330)
PAS-EX4-for GIG TTA CGC GAA TTC ACC CCG CGC 67,8 EcoR1
PASc-EX4-rev GCG CGG GGT GAA TTC GCG TAA CAC 67,8 (pMW181
Pos. 6426)
PASc-EX5-for CAA CCT TCA GGG ACG AAT TCG AAG TAC G 66,6 EcoR1
PASc-EX5-rev CGI' ACT TCG AAT TCG TCC CTG AAG GIT G 66,6 (pPMW181
Pos. 6543)
PASc-EX1 pBAD-f GAA ATC TCC ACT CGA GIT GAG CAA CcC 65 Xho1
PASc-EX1 pBAD-r GCG TTG CTC AAC TCG AGT GGA GAT TTC (PMW407
Pos. 3075)
PASc-EX5 pBAD-f GGG ACA AAA CTC GAG TAC GTA AAC TA TG 65 Xho1
PASc-EX5 pBAD-r CAT CAG TTT ACG TAC TCG AGT TTT GIC CC (PMW407
Pos. 3393)

Tab. M12: Primer fiir Bacterial-Two Hybrid Schnittstellen. In rot markiert sind die Mutationen, die zu der
genannten Schnittstelle fihren (Eurofins MWG, Ebersberg, HPSF gereinigt).

Primer BACTH

Schnittstellen Schnittstelle

Sequenz (5> 3')

THS_ PASc-f CTT TTG GAT CCG GAA CCC TAC 60 BamHA1
THS _PASc-r CAT CAG TTT ACG TGA ATT CGI TTT GIC 60 EcoR1
THS_dcuS-f CAC ACA AGG ATC CGA TGA GAC ATT CAT TGC 67 BamH1
THS dcuS- PASc-r CGCTG CAT CAG TTT ACG TGA ATT CGI TTT GIC 67 EcoR1
THS_dcuS-TM2-r GCC GAA AAG GAT TGA ATT CAG TAC CTT AAC 67 EcoR1
CAG
Kinase-f GIA AAC GGA TCC AGC GAC TC 59 BamH1
Kinase-r CGA TAA TTA ATA CAT GAA TTC CTIG TTC G 59 EcoR1
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Tab. M13: Sequenzierungsprimer fiir das Plasmid pMW181. (Eurofins MWG, Ebersberg, HPSF
gereinigt).

Sequenzierungsprimer

fir pMW181 Sequenz (5> 3)

pMW181Seq1 CCT CTC TCA TCA GTA TGA TTA TC 57
(Pos. 150 AS vor dcuS-for)

pMW181Seq2 GAT TAA AAA ACC AGC GAT AAC CGG 59
(Pos. 6756-6779 in Kinase-rev)

midcuSseq GIT TTC TGG CGC AGG CTT TAC G 60
(Pos. 5992-6014 Ende von
PASp-for)

PiDcuSSeq1 GGG CTA GCC AAC AAG GCA CTG GCA GIG 71
(Pos. 5724-5750 Anfang von
PASp-for)

PiDcuSSeq2 CAC TGC CAG TGC CTT GIT GEC TAG CCC 71
(Pos. 5750-5724 Anfang von
PASp-rev)

PiDcuSSeq3 GIC AGC ATA GIT GAC CAG ACC 60
(Pos. 6599-6579 Anfang
Kinase-rev)

Tab. M14: Sequenzierungsprimer fiir Bacterial Two-Hybrid-System Vektoren. (Eurofins MWG,
Ebersberg, HPSF gereinigt).

Sequenzierungsprimer fiir

BACTH-Vektoren Sequenz (5> 3)

pUT18-Seq-for CCA AGC TTG CAT GCC TGC 58
pUT18-Seqg-rev GCG ACG CEC CTC GGI GCC CAC 71
pKT25-seq_for2 GCG ATT CGG TGA CCG ATT AC 59
pKT25-seq_rev GGA TGI GCT GCA AGG CGA TT 59
pKNT25-seq_for CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC 58
pKNT25-seq_rev GIC GGC G&C GIT TGC GTA 60
pUT18C-for-seq CTG GAA ACG GIG CCG CCG TC 65
pUT18C-rev-seq CGG GGC TGG CIT AAC TAT GC 61
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3.2 Zucht und Medien

3.2.1 Zucht von Escherichia coli

Fir alle genetischen Arbeiten sowie flr Vorkulturen (sofern nicht anders angegeben)
wurden die Bakterien in Reagenzglasern a 5 ml LB-Medium unter Schiitteln (Excella E24,
New Brunswick Scientific) aerob Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Den Medien wurden bei
Bedarf Antibiotika zugesetzt. Bei Zugabe von zwei und mehr Antibiotika wurden die
Konzentrationen halbiert.

Fir die Uberproduktion von doppelt isotopenmarkiertem Protein wurde in M9-Medium ohne
NH,CI (iberproduziert, dem 1 g/l N-NH,CI, 10 mM Glucose, und die Zusétze CaCl, und
MgSO, zugesetzt wurden. Die Glucose wurde durch 7 mM '*C-Glucose (Promochem,
Wesel) als Kohlenstoffquelle ersetzt. Die Vorkulturen wurden in LB-Medium plus Antibiotikum
unter Schiutteln bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Fur Festkdrper-NMR-Untersuchungen wurden
unmarkierte Aminosauren im Medium angeboten. Die Zucht erfolgte mit 400 ml
Kulturvolumen in 2 Liter Erlenmeyerkolben mit Schikanen. Die Kulturen wurden mit 2 %
Inokulum beimpft und bei 30°C im Schittler inkubiert. Die Induktion erfolgte nach ca. 2 - 3
Stunden bei einer ODs75 0,5 - 0,8 mit 1 mM IPTG. Nach 4 - 5 Stunden wurden die Zellen
geerntet.

Fir die Uberproduktion von Proteinen erfolgte die Zucht in LB Medium mit 10 mM Glukose.
Die Vorkulturen wurden unter Schitteln bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die Zucht erfolgte mit
400 ml Kulturvolumen in 2 Liter Erlenmeyerkolben mit Schikanen. Die Kulturen wurden mit 2
% Inokulum beimpft und bei 30°C im Schuttler inkubiert. Die Induktion erfolgte nach ca. 2 - 3
Stunden bei einer ODs75 0,5 — 0,8 mit 1 mM IPTG. Nach 4 - 5 Stunden wurden die Zellen
geerntet.

Fir die Bestimmungen der B-Galaktosidase-Aktivitdit wurden die Vorkulturen in
Reagenzgldasern a 5 ml angereichertem M9-Medium (eM9) plus Antibiotika mit allen
Zusatzen sowie Glycerin als Kohlenstoffquelle und Elektronendonor und Dimethylsulfoxid
(DMSO) als Elektronenakzeptor stehend ohne Schutteln geziichtet. Als Effektor wurde 20
mM Fumarat verwendet. Die Zucht erfolgte bei 37°C Uber Nacht als Standkultur im
Brutschrank. Die anaeroben Hauptkulturen wurden je nach Wachstumsgeschwindigkeit mit 1
- 8 % Inokulum beimpft und in Kulturen a 5 ml in gasdichten Sovirell-Réhrchen 3 x 15
Minuten entgast. Anschlielend wurde mit 1,2 atm Stickstoff (N> 5,0; Reinheit >99,999 %,
Westfalengas) begast und bei 37°C im Wasserbad Uber Nacht inkubiert. Die Zucht erfolgte
bis zu einer ODs75 von 0,5 - 0,8.

Fur BACTH Experimente wurden Bakterienzuchten in 5 ml LB-Medium mit Kanamycin und
Ampicillin als Antibiotikas und IPTG als Induktor iber Nacht bei 30°C aerob im Schdttler

(Certomat IS, B. Braun Biotech International) inkubiert. Als Effektor wurde 50 mM Fumarat
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verwendet. Die Hauptkulturen wurden mit 4 % Inokulum beimpft und fur 2 - 3 Stunden bis zu
einer ODs7g von 0,5 - 0,8 gezlichtet.

Bakterienzuchten flr in vivo Crosslinking Experimente wurden in 5 ml LB-Medium mit
Antibiotika und 300 uM Arabinose als Induktor bei 30°C aerob im Schittler (iber Nacht
inkubiert. Die Hauptkulturen wurden mit 4 % Inokulum beimpft und fir 3 - 4 Stunden bei 30°C
aerob im Schittler bis zu einer ODs7g von 0,8 — 1,0 gezichtet.

Die Zuchten fir in vivo Fluoreszenzmikroskopie Experimente wurden in 5 ml LB-Medium
mit Antibiotika und 133 yuM Arabinose als Induktor bei 30°C aerob im Schittler Giber Nacht
inkubiert und 20 mM Effektor verwendet. Die Hauptkulturen wurden mit 1 % Inokulum
beimpft und fiir 2,5 - 3 Stunden bei 30°C aerob im Schiittler bis zu einer ODs75 von 0,7 - 0,8

gezichtet.

3.3 Medien und Puffer

Alle Medien und Puffer wurden vor Gebrauch autoklaviert oder steril-filtriert.
LB-Medium (Luria Bertani, Sambrook und Russell, 2001)

10 g/l Casein (Peptone Nr. 140, Gibco)
5 g/l Yeast extract (Serva)
5 g/l NaCl (Roth)

LB-Agar

LB-Medium mit 15 g/l Agar-Agar (Roth, Art.-Nr. 5210.2)

KAXI (Kanamycin-Ampicillin-X-Gal-IPTG)-Platten fiur BACTH

LB-Medium mit 15 g/l Agar-Agar (Roth)

Zugabe vor Verwendung (steril):

50 pg/ml Kanamycin

100 pg/ml Ampicillin

0,5mM IPTG

20 pg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)
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Minimalmedium, eM9-Medium (Miller, 1992)
10xM9 Stammlésung, pH 7,0
75 g/l Na;HPOQO,4 x 2 H,O (Roth)
30 g/l KH,PO, (Roth)
5 g/l NaCl (Roth)
10 g/l NH4CI (Fluka)

Zusitze vor Verwendung (separat autoklaviert)

10 ml/I CaCl, x 2 H,0O (Roth), 10 mM

10 ml/l sdurehydrolysiertes Casein (Pepton Nr. 5, Gibco), 10 %
5 ml/l L-Tryptophan (Serva), 1 %
1 ml/I MgSO,4 x 7 H,O (Roth), 1 M

Fir angereichertes M9 (eM9) wurde die Stammldsung mit allen Zusatzen, Glycerin
und DMSO versehen. Fir isotopenmarkierte Zuchten wurde das M9-Medium ohne
NH.CI angesetzt und autoklaviert. Die Zugabe von 1 g/l "®N-NH,CI anstelle 10 g/l
NH,4CI erfolgte mittels Sterilfiltration in das fertige Medium.

eM9-X-Gal-Platten
Wasser mit 15 g/l Agar-Agar (Roth)

Zugabe vor Verwendung (steril):

1 x M9-Medium mit allen Zusatzen, Antibiotika und 20 pug/ml X-Gal

Kohlenstoffquellen, Elektronenakzeptoren und Effektoren (Endkonzentration)

50 mM Glycerin (Fluka)

20 mM Dimethylsulfoxid (DMSO) (Fluka)
200 mM Nao-Fumarat (Fluka)

50 mM Na,-Fumarat (Fluka)

20 mM Na,-Fumarat (Fluka)

50 mM L-Malat (Roth)

20 mM L-Malat (Roth)

20 mM Glutarat (Sigma)

20mM Tricarballylat (Fluka)

Falls erforderlich, wurde der pH mit Natriumhydroxid eingestellt.
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SOC-Medium, Erholungsmedium nach Transformation (Sambrook and Russell, 2001)

20 g/l Casein (Select Pepton Nr. 140, Gibco)
5 g/l Hefeextrakt (Serva)
0,584 g/l NaCl (Roth)
0,19 g/l KCI (Roth)
2,46 g/l MgSO, x 7 H,O (Roth)
2,03 g/l MgCl, x 6 H,O (Fluka)
3,96 g/l Glukose x H,O (Roth)

Glycerin-MOPS

1 mM MOPS (Roth)
15 % Glycerin (Roth)

TSB-Medium
100 g/l Polyethylenglykol (PEG 6000)
2,46 g/l MgSO, x 7 H,O (Roth)
2,03 g/l MgCl; x 6 H,O (Fluka)
100 ml/I Dimethylsulfoxid (DMSO) (Fluka)

Induktoren (Stammlésungen in H,0)
1 M Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG, Roth), Lagerung bei -20°C
1 M L(+)-Arabinose (Roth), Lagerung bei -4°C

Isotope fiir markierte Zuchten
1 g/l ®N-NH4CI (Spectra Stable Isotopes, 5300)
7 mM *C-Glucose (Promochem, Wesel)

Die Isotope wurden in 10 ml Wasser geldst und steril-filtriert. Die Isotope wurden von
der Arbeitsgruppe Prof. Griesinger (Max-Planck-Institut fur physikalische Chemie;
Géttingen) zur Verfugung gestellt.
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Aminosauren (Endkonzentration fiir markierte Zuchten)

1 mM L-Phenylalanin (Roth)
1 mM L-Isoleucin (Roth)

1 mM L-Leucin (Sigma)

1 mM L-Arginin (Roth)

1 mM L-Lysin (Roth)

4 mM L-Valin (Roth)

Fur die Festkdrper-NMR-Messungen wurden die einzelnen Aminosauren steril dem
fertigen Medium zugegeben.

Antibiotika Stammlésung Endkonzentration
Ampicillin (Roth) 50 mg/mlin H,O 100 pg/ml
Kanamycinsulfat (Roth) 50 mg/ml in H,O 50 pg/ml
Spectinomycin (Sigma) 50 mg/ml in H,O 50 pg/mi
Chloramphenicol (Fluka) 20 mg/ml in EtOH 20 pg/ml
Tetracyclin (Fluka) 50 mg/ml in H,O 15 pg/ml

Die Stammldsung wurde bei -20°C gelagert.

Puffer fiir SDS-Gelelektrophorese

Trenngel (10 %)
3,33 ml 30 % Acrylamid (Roth)
3,75 ml 1 M Tris-HCI; pH 8,8
0,1 ml 10 % (w/v) SDS (Roth)
0,01 ml TEMED (Fluka)
0,1 ml 10 % APS (Fluka)
2,7 ml HO
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Sammelgel (4 %)
0,67 ml 30 % Acrylamid
1,25 ml 1 M Tris-HCI; pH 6,8
0,05 ml 10 % SDS (Roth)
0,005 ml TEMED
0,05 ml 10 % APS
2,98 ml H,O

10 x SDS-Laufpuffer
250 mM Tris (ICN)
1,92 M Glycin (Roth)
1 % (w/v) SDS (Roth)

Aufflllen mit dH,O bis Endvolumen

2 x SDS Probenpuffer (Laemmli, 1970)
100 mM Tris/HCI, pH 6,8
200 mM Dithiothreitol (DTT, Sigma)
4 % (w/v) SDS (Roth)
0.2 % Bromphenol Blau (Janssen Chimica)

20 % Glycerin (Roth)

Farbelosung
2 g/l Coomassie brilliant blue (Serva)
10 % (v/v) Eisessig (Riedel de Haen)
5 % (v/v) Methanol (Roth)

Entfarbelosung

10 % (v/v) Eisessig (Riedel de Haen)
5 % (v/v) Methanol (Roth)
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Puffer und Lésungen fir Semi-dry Western blotting (Towbin et al., 1979)
Transferpuffer
25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol (v/v) (Roth)

Aufflllen mit dH,O bis Endvolumen

Blockingpuffer A
1 x PBS Puffer
5 % fettreduziertes Milchpulver (Roth)

0,1 % Tween 20 (w/v) (Serva)

Blockingpuffer B
1 x PBS Puffer
3 % BSA (BSA)

0,1 % Tween 20 (w/v) (Serva)

Waschpuffer
0.1 % Tween 20 in 1 x PBS Puffer

Antikorper-Lésung
25 ml Blockingpuffer mit Antikérper-Verdinnung

Antikorper (polyklonal)

Primarer Antikérper
Anti-DcuS-PD (vom Hasen, Eurogenetec), gegen die periplasmatische Domane von
DcusS gerichtet (Mdller, 2007)

Verdinnung fur Chlornaphtol-Entwicklung 1:2000

Verdinnung fir Chemilumineszenz-Entwicklung 1:5000
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Sekundarer Antikorper
Anti-lgG-rabbit, an Peroxidase gekoppelt (Sigma-Aldrich)
Verdinnung fur Chlornaphtol-Entwicklung 1:1000

Verdinnung fir Chemilumineszenz-Entwicklung 1:10000

Entwicklerlésung
Chemilumineszenz-Entwicklung

Millipore Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)

@)
= ol

5¢-
L NH

Chlornaphtol-Entwicklung

300 g/l 4-Chloro-1-naphtol (Sigma-Aldrich) in 200 ml/I Ethanol (Roth) geldst
80 mM Tris/HCI, pH 7,7
0.015 % H;0; (30%, Fluka)

OH

Cl

‘naphtol

Puffer fiir DSS-Crosslinking und in vivo Fluoreszenzmikroskopie

1 x PBS Puffer, pH 7,5 (Sambrook and Russell, 2001)
137 mM NaCl

2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO,

2 mM KH,PO,
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Losung fiir in vivo DSS-Crosslinking

DSS (Disuccinimidyl Suberat)

O
O Abb. M3: Chemische Struktur des
N’O\H/\/\/\)J\O/N homobifunktionalen Disuccinimidyl Suberat
0] 9) (DSS) Crosslinker.

DSS-crosslinking L6sung wurde immer frisch angesetzt. Dafur wird 2 mg DSS in 217
pl DMSO gel6st und auf 25 mM verdinnt.

Tris/HCI Puffer

1 M Tris (Roth), mit HCI auf pH 7.6 eingestellt

Material fiir in vivo Fluoreszenzmikroskopie
Objekttrager Inmobilisierungslosung
1 x PBS Puffer (+/- 20 mM Fumarat)

1 % Agarose

Puffer fiir Protein-Uberexpression und Reinigung

Tris/HCI Puffer
2 M Tris (Roth), mit HCI auf pH 7.7 eingestellt

P1 (Waschpuffer)
50 mM TrisHCI pH 7,7
10 mM MgCl,

P2 (Membranwaschpuffer)

1 mM TrisHCI pH 7,7
3 mM EDTA
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P3 (Homogenisierungspuffer)
50 mM TrisHCI pH 7,7
0,5 M NaCl
10 % Glycerin
10 mM Imidazol

P4 (Solubilisierungspuffer)

50 mM TrisHCI pH 7,7
0,5 M NaCl

10 % Glycerin

10 mM Imidazol
2 % Empigen BB

P5 (Saulenequilibrierungspuffer)

50 mM TrisHCI pH 7,7
0,5 M NaCl

10 % Glycerin

20 mM Imidazol
0,04 % LDAO

P6 (Elutionspuffer)

50 mM TrisHCI pH 7,7
0,5 M NaCl
10 % Glycerin
500 mM Imidazol
0,04 % LDAO

Vor Verwendung von Puffer 2-6 wird 1 mM DTT (1 M Stammldsung, Lagerung bei -

20°C) frisch hinzugefigt.

Puffer und Losung fiir R-Galaktosidase Test
B-Galaktosidase Reaktionspuffer, pH 7

0,1 M Kaliumphosphat-Puffer

10 mM KCI (Roth)
1 mM MgCl, (Fluka)

2,7 ml/l 2-Mercaptoethanol (Roth)
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Losungen fiir den B-Galaktosidase Test

4 mg/ml o-Nitrophenyl-R-D-galactopyranosid (ONPG, Fluka)
1 M Na,COj; (Fluka)

Chloroform (Roth)

0,1 % SDS (Roth)

3.4 Molekulargenetische Methoden

Sofern nicht anders angegeben wurden die molekularbiologischen Standardmethoden wie
Polymerasekettenreaktionen (PCR) und Ligationen nach Sambrook & Russell, 2001
durchgefiihrt. Die Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase und SAP (shrimp alcaline
phospatase) wurden von der Firma Fermentas bereitgestellt. Ligationen wurden in den
molaren Verhaltnissen von Vektor zu Insert von 1:5 bei 16°C Uber Nacht durchgefihrt. Die
gerichtete Mutagenese wurde nach dem QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit von
Stratagene (USA) mit der Pfu Polymease (Fermentas, Thermo Fisher Sientific) oder der
PfuUltrall Polymerase (Stratagene) in Kombination mit Dpnl/ Endonuclease (Fermentas,
Thermo Fisher Sientific) und XL1-Blue hitzekompetenter Zellen (Stratagene) durchgefuhrt.
Die komplementaren Mutageneseprimer wurden von der Firma Eurofins MWG (Ebersberg)
bereitgestellt. Die Herstellung elektrokompetenter Zellen und die Transformation erfolgten
nach Farinha et al. (1990). Die analytische Plasmidisolierung wurde mit dem Plasmid-Mini-
Kit von Qiagen (Hilden) durchgefiihrt. Die DNA Konzentrationen wurden mit dem
Biophotometer (Eppendorf) bestimmt. Die Reinigung und Isolierungen von PCR- und
Ligationsansatzen erfolgten mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden). Die
Restriktionsenzyme stammen von der Firma Fermentas, Thermo Fisher Sientific (St. Leon-
Rot). E. coli Plasmide wurden mittels Elektroporation (Dower et al., 1988) oder Hitzeschock
(Froger & Hall, 2007) transformiert. Die DNA-Sequenz der resultierenden Konstrukte wurden
mittels DNA Sequenzierung mit designten Primern von den Firmen Agowa LGC (Berlin) und
Genterprise (Mainz) Uberpruft.

Fir BACTH- und Expressionsexperimente wurden, wenn notig, zwei Plasmide mit
unterschiedlichen Antibiotika-Resistenzgenen und unterschiedlichen Replikationsurspriingen

in eine E. coli Zelle transformiert.
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3.4.1 Hitzeschock und hitzeschockkompetende Zellen

Hitzekompetende Zellen wurde wie folgend hergestellt. Die Zellzucht erfolgte aerob unter
Schiitteln in 200 ml LB-Medium mit Antibiotika bis zur friilhen Log Phase (ODs73 0,5-0,6). Die
Zellen wurden fur mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend mittels
Zentrifugation geerntet. Das Zellpellet wurde in 20 ml eiskaltem TSB-Medium gewaschen
und nach dem anschlielenden Zentrifugationsschritt in 20 ml eiskaltem TSB-Medium
resuspendiert und erneut flir mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden
sofort in Aliquots a 500 pl bei -80°C eingefroren und gelagert.

Der Transformationsansatz mit 50 pl hitzekompetente Zellen und Plasmid DNA
(Mutagenese: 1,5 ul Dpnl-Verdau) wurde vorsichtig gemischt und fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz bei 42°C fiir 45 Sekunden erhitzt und danach fir 2
Minuten auf Eis gehalten. Nach der Zugabe von 1 ml SOC- Erholungsmedium wurden der
Ansatz fir mindestens 1 Stunde bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Anschlielend wurde der

Ansatz komplett auf LB-Agarplatten mit den jeweiligen Antibiotikas ausplattiert.

3.4.2 Expressionsvektoren
Expressionsplasmid fir Funktionsmessungen

Hindlll

Abb. M4: Das Expressionsplasmid
pMW181 (Janausch et al., 2002) zur
Komplementation des dcuS-
pMW181 Insertionsstamms. Das  Plasmid
enthalt eine Kopie des kompletten
chromosomalen dcuS Gens und
eigenem Promoter mit 2,2 kb.

7421 bps
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Expressionsplasmide fir Protein-Uberproduktion

Xhol

Abb. M5: Das Expressionsplasmid
pMW309 (Etzkorn et al., 2008) zur
Uberexpression von DcuS-(PASe-
TM1,2-PASc). Die Uberproduktion
von C-terminal verkirztem DcuS
pMW309 steht unter Kontrolle des T7/ac-
6292 bps Promoters.  Stromaufwarts  von
dcuS, nach dem T7/ac-Promoter,
befindet sich die Sequenz fir einen
His-tag.

Expressionsplasmid fur in vivo Fluoreszenzmessungen

pACY C184 ori Abb. M6: Das Expressionsplasmid
pMW407 (Scheu et al., 2008) zur
moderaten Expression von DcuS-
YFP. Die dcuS-yfp Genfusion wird
unter der Kontrolle des Arabinose-
induzierbaren Pgap Promotors
p|V|W407 exprimiert. Stromaufwarts befindet
7367 bps = sich die Sequenz fir den His-tag.
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Expressionsplasmid fiir in vivo Crosslinking

A

000
pBAD J

o
= EcoRI
amp 4”5”‘ deus
P
/ BT

Xbal

P15A_ori

I
8000

pMW967

— MDA 8061 bps

M13 ori

Abb. M7: Das Expressionsplasmid
pMW967 (Scheu et al., 2010) zur
Expression von cysteinfreiem DcuS.
dcuS wird unter der Kontrolle des
Arabinose-induzierbaren Pgap Promotors
exprimiert. Stromaufwarts befindet sich
die Sequenz fir den His-tag. Das
Plasmid besitzt  zwei Antibiotika
Resistenzen, Ampicillin und Tetracyclin.

Expressionsplasmid fur PASc-EX Funktionsuntersuchung

PACYC184 ori

[
7000

bla pMW1302

7049bps

Abb. M8: Das Expressionsplasmid
pMW 1302 zur moderaten Expression
von PASc-EX-YFP. Die  yfp-
Genfusion wird unter der Kontrolle
des Arabinose-induzierbaren Pgap
Promotors exprimiert. Stromaufwarts
befindet sich die Sequenz fir den
His-tag.
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3.4.3 Das Bacterial Two-Hybrid (BACTH) System (Karimova et al., 1998)

Interaktionsmessungen wurden mit dem Bacterial Two-Hybrid System durchgefiihrt. Das
"Bacterial Two-Hybrid-System" (BACTH) basiert auf einer interaktionsvermittelten
Rekonstitution der Adenylatcyclase-Aktivitat im cya-negativen E. coli Stamm BTH101. Hierzu
wird die katalytische Domane der Adenylatcyclase von Bordetella pertussis verwendet, die
aus den zwei Fragmenten T18 und T25 (Abb. M9A) besteht. Werden die Fragmente
genetisch voneinander getrennt, verlieren sie ihre katalytische Aktivitat (Abb. M9B).
Fusioniert man T25 und T18 an zwei interagierende Proteine, werden die Fragmente Uber
die  Heterodimerisierung der entstehenden  Hybridproteine  wieder  funktionell
zusammengefihrt. Die wiederhergestellte Adenylatcylaseaktivitat resultiert in der Synthese
von cAMP (Abb. M9C). Zyklisches AMP bindet im nachsten Schritt an das ,catabolite
activator protein“, CAP. Der cAMP/CAP Komplex aktiviert in E. coli als Transkriptionsfaktor
die Expression von verschiedenen Reportergenen. Hierzu gehéren die Gene des /ac- und
des mal-Operons, die flr Gene des Laktose- bzw. des Maltose-Stoffwechsels kodieren (Abb.
M9D). Die Expression der 3-Galaktosidase (/lacZ) kann somit als Mal fiir die Interaktion von

Proteinen benutzt werden.

A)

ATP
cAMP

cAMPICAP ' Reportergen
abhangiger Promotor i lac, mal, etc)

Abb. M9: Schematische Darstellung der Funktion des BACTH-Systems nach Karimova et al.
1998. Die katalytischen Fragmente T25 (blau) und T18 (grin) der Adenylatcylase von Bordetella
pertussis setzen ATP zu cAMP um (A). Eine Trennung der Fragmente fihrt zum Verlust der
katalytischen Aktivitat (B), die durch eine Fusion an zwei interagierenden Proteinen X und Y wieder
hergestellt werden kann (C). Die wiederhergestellte Adenylatcyclaseaktivitat fuhrt zur Bildung von
cAMP und Uber die Bildung des cAMP/CAP-Komplexes zur Expression von Reportergenen (D).
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Der Vektor pKT25 tragt die Sequenz fiur das T25-Fragment mit einer anschlieRenden
Multiple Cloning Site (MCS). Dies ermdglicht die Konstruktion eines Fusionsproteins mit dem
T25 am N-Terminus des zu testenden Proteins. Der Vektor pKNT25 tragt ebenfalls das T25-
Fragment, die Lage der MCS am 5°-Ende von T25 erlaubt jedoch die Konstruktion eines
Fusionsproteins mit dem T25-Fragment am C-Terminus des Fusionsproteins. Das Plasmid
pUT18 enthalt die Sequenz des T18-Fragments und fusioniert es an den C-Terminus des
Hybridproteins. Die Verwendung von pUT18C flhrt zu einem Hybridprotein mit dem T18-
Fragment am N-Terminus des Fusionsproteins (Abb. M10). Die zur Konstruktion der
Fusionsproteine verwendeten Primer sind in Tab. M12 dargestellit.

Der Interaktionstest erfolgte in dem cya Deletionsstamm BTH101. Hierzu wurden
elektrokompetente Zellen von BTH101 hergestellt. 50 ul elektrokompetente Zellen wurden
mit je 15 ng der beiden Fusionsplasmide transformiert und zur Selektion auf KAXI-Platten
ausplattiert. Als Positivkontrolle wurden kompetente Zellen mit den Plasmiden pKT25-Zip
und pUT18C-Zip transformiert, in denen die jeweiligen Fragmente an die Leucinzipper-
Domane des Transkriptionsfaktor GCN4 aus Hefen fusioniert sind. Die verschiedenen DcuS-
Varianten, in den jeweiligen Vektoren A-F (Abb. M11), wurden durch gerichtete Mutagenese

erstellt.

p1Sori [=—=

pKT25 = plac M p1Soti ==

pKNT25 =—= plac

ColE1 ori =—=

puUT18 = plac Amp? ColEloti ==

Abb. M10: Verwendete Ursprungsvektoren des Bacterial Two-Hybrid Systems. Dargestellt sind
die vier unterschiedlichen BACTH Vektoren mit den T25 (blau) und T18 (griin) Fragmenten. Die
Abbildung zeigt die Lage der katalytischen Fragmente in Bezug auf die Multiple Cloning Site (MCS),
sowie die Resistenz und der Replikationsursprung der jeweiligen Vektoren.
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pkT25DCUS
DcuS,kut2s
puT1scDCuS E ﬂ@} T18 dcuS _

DcuSpyrs =l %} deusS T18 AmpR : _

DcuS-TM2,knt2s =

DcuS-TM2,yris = plac = JCTSTES ) 1) mﬁ“

DCUS-PAScpurss bl S TR T25 = —— ptsori |
DcuS-PAScpyris dcuS-PAS, Amph

PAScpuris PAS. T18 : &nmg) _ ColE1 orfi =—=

Kinase T25 == Kan' | —— piSori |

Kinasepknras

% Kinase T18 ﬁﬁmg

PASc-Kinase yrzs =10IAc TN (Tes

PAS.-Kinase yris =

L PAS -Kinase T8 | Amp =] colEtorl |=

Abb. M11: Verwendete BACTH Vektoren. Die Abbildung zeigt die Lage der katalytischen
Fragmente T25 und T18 in Bezug auf die jeweiligen DcuS-Fragmenten (rot), sowie die Resistenz und
der Replikationsursprung der jeweiligen Vektoren. A) komplettes DcuS mit N-terminal und C-terminal
fusionierten T25- und T18-Fragmenten; B) C-terminal verkirztes DcuS bis Transmembranhelix2 mit
C-terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten; C) C-terminal verkirztes DcuS bis PASc mit C-
terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten; D) isolierte PAS; Doméane mit C-terminal
fusionierten T25- und T18-Fragmenten; E) isolierte Kinase Doméane mit C-terminal fusionierten T25-
und T18-Fragmenten; F) isolierte PASc-Kinase mit C-terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten.
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3.4.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in vitro-Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente erfolgte mittels Polymerase-
Kettenreaktion (Mullis et al., 1986). Die Reaktionen wurden entweder im iCycler (Bio-Rad)
oder im MyCycler (Bio-Rad) durchgefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotide stammen von
der Firma Eurofins MWG (Ebersberg). Je nach Lange der zu amplifizierenden DNA und
Schmelzpunkte der verwendeten Primer wurde das Programm abgeéndert. Pro 1 kb zu
amplifizierende Nukleotide wurden flir die Taq Polymerase (Abgene), fir die PfuUltra
Polymerase (Stratagene) und Pfu Polymerase (Fermentas) eine Elongationszeit von 60
Sekunden und fir die PfuUltrall Polymerase (Stratagene) 15 Sekunden genutzt. Der Primer-

Schmelzpunkt (T,,) wurde mit folgender Formel berechnet:

Tn=69,3°C + 0,41 x GC % - 650/n

n = Anzahl der Nukleotide

Die Hybridisierung wurde 5°C unter dem niedrigeren T,-Wert der beiden Primer
durchgefihrt. In der Regel wurde die Sequenz so gewahlt und anschlieBend die
Oligonukleotide so generiert, dass die Schmelztemperaturen identisch sind. Das
Reaktionsvolumen betragt flr die Ansatze mit der Taq, der PfuUltra, Pfu Ultrall und der Pfu
Polymerase jeweils 50 ul (Tab. M15, M17, M19).

Tab. M15: Endkonzentrationen der verschiedenen Komponenten fiir den PCR-Ansatz (50 pl)

Komponenten PfuUltra (Stratagene)

PCR Puffer 1x

10 mM dNTP Mix jeweils 250 uM

MgCl, im Puffer enthalten (2 mM)
Primer jeweils 0,5 uM (10 pmol)
Template DNA 50 - 100 ng

Polymerase 25U

Dimethylsulfoxid 1-10%

ddH,O auf 50 yl auffillen

Tab. M16: StandardPCR Protokoll

Zyklen PfuUltra (Stratagene)

1. Initiale Denaturierung 95°C, 3 Min.

2. Denaturierung® 95°C, 30 Sek.

3. Annealing* Tn-5°C, 30 Sek.
4. Elongation* 72°C, 1 Min/Kb
5. Finale Elongation 72°C, 10 Min.

*Die Zyklen (Segment 2-4) wurden 30-35-mal wiederholt.
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3.4.5 Gerichtete Mutagenese via PCR

Punktmutanten von DcuS wurde nach der Anleitung des Quik Change Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene hergestellt. Die DNA-Sequenz wurde in jedem Schritt
so mutiert, dass in einer Mutagenesereaktion immer eine einzelne Aminosaure durch eine
andere ersetzt wurde. Zur Konstruktion von Mehrfachmutanten wurden mehrere
Mutagenesen nacheinander durchgefihrt. Die verwendeten Mutageneseprimer sowie die
eingefuihrten Aminosaureaustausche sind in der Tabelle M8 dargestellt. Die Punktmutationen
im dcuS Gen wurden vorwiegend in dem Plasmid pMW181 (Abb. M4) eingefiihrt, das den
Genbereich von dcuS mit dessen eigenem Promotor enthalt. Die Mutanten wurden durch

Sequenzierung mit den Sequenzierungsprimern aus Tabelle M13 Uberpruft.

Tab. M17: Endkonzentrationen der verschiedenen Komponenten fiir den gerichtete
Mutagenese-Ansatz (50 pl)

Komponenten Gerichtete Mutagenese
PCR Puffer 1x

10 mM dNTP Mix jeweils 250 uM
Primer-for 125 ng

Primer-rev 125 ng

dsDNA 50 - 100 ng

Polymerase 25U

ddH,O auf 50 ul auffillen

Tab. 18: PCR Protokolle fiir die gerichtete Mutagenese.

Gerichtete Mutagenese

Zyklen PfuUltra PfuUltrall Pfu (Fermentas)
(Stratagene) (Stratagene)

1. Initiale Denaturierung ~ 95°C, 3 Min. 95°C, 2 Min. 95°C, 2 Min.

2. Denaturierung* 95°C, 30 Sek. 95°C, 20 Sek. 95°C, 30 Sek.

3. Annealing* Tm-5°C, 30 Sek. Tm-5°C, 20 Sek. Tm-5°C, 30 Sek.
4. Elongation*® 72°C, 1 Min./Kb 72°C, 15 Sek./Kb 72°C, 2 Min./Kb
5. Ende 4°C 4°C 4°C

*Die Zyklen (Segment 2-4) wurden 16-mal wiederholt.
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3.4.6 Ungerichtete Mutagenese via PCR (Cadwell & Joyce, 1992)

Zur Herstellung von dcuS Punktmutanten, die die Expression von dcuB’-‘lacZ konstitutiv
induzieren (ON-Mutante) oder nicht induzieren (OFF-Mutante), wurde eine ungerichtete
Mutagenese via PCR mit der Tag-Polymerase (Abgene) nach Cadwell & Joyce (1992)
durchgefinhrt.

Die Tag-Polymerase hat von Natur aus eine hohe Fehlerrate von 0,025% bei der Replikation.
Bei der ungerichteten Mutagenese mit dem modifizierten Protokoll (Tab. M19 und M20)
kommt es zu einer erhohten Fehlerrate von 0,66%.

Die Primer flr die ungerichtete Mutagenese sind in der Tabelle M9 dargestellt. Die
Punktmutationen im dcuS Gen wurden in dem Plasmid pMW181 eingefihrt, das den
Genbereich von dcuS mit dessen eigenem Promotor enthalt. Nach der Amplifikation der
gewlnschten DcuS-Fragmente erfolgte anschlielend die Restriktion des Fragmentes und
des Ursprungsvektors pMW181. Das mutierte DcuS-Fragment wurde in den Ursprungsvektor
pMW181 kloniert. Fir das Screening wurden die mutierte Derivate von pMW181 in den E.
coli Stamm IMW260 transformiert. Nach  Abklatsch eines  ausplattierten
Transformationsansatzes von einer LB-Platte auf X-Gal-eM9-Agarplatten mit und ohne
Fumarat, wurden die Platten unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Das Screening der
Kolonien auf den gewlinschten Phanotypen erfolgte nach Vergleich der Platten mit und ohne
Fumarat (Abb. M12). Gesucht wurde zum einen nach dem Phanotyp ON, die einen
konstitutive Aktivierung auf die dcuB’-'lacZ-Expression hat. Das kunstliche Substrat X-Gal
(5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-R-D-galactopyranosid) wird durch das Enzym (-Galaktosidase zu
Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydrolysiert. Luftsauerstoff oxidiert 5-Brom-4-chlor-
indoxyl zu dem tiefblauen Farbstoff 5,5"-Dibrom-4,4"-dichlor-indigo, der dann in den dcuB’-
‘lacZ-positiven Klonen zu einer Blaufarbung der Kolonien oder ihrer Umgebung fuhrt. Der
zweite gewlinschte Phanotyp war der OFF-Phanotyp. Dieser zeigt keine dcuB Expression
und die Kolonien blieben weil3. Stille- oder Wildtyp-Kolonien zeigten auf Fumarat eine
Blaufarbung und ohne Effektor keine Farbung der Kolonien. Der Ablauf der ungerichteten
Mutagenese ist in Abbildung M12 dargestellt. Die Mutanten wurden durch Sequenzierung mit

den Sequenzierungsprimern aus Tabelle M13 Uberpruft.
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Tab. M19: Endkonzentrationen der verschiedenen Komponenten fiir den ungerichteten
Mutagenese-Ansatz (50 pl)

Ungerichtete Mutagenese

Komponenten Taq (Abgene)
10x PCR Puffer 1x

dNTP (10 mM) 0,2 mM

TTP (10 mM) 0,8 mM

CTP (10 mM) 0,8 mM

MgCl, oder MnCl, 0,5-9mM
Primer-for 0,5 pmol/pl
Primer-rev 0,5 pmol/pl
Template DNA 50-100 ng
Polymerase 25U
Dimethylsulfoxid 1-10%
ddH,O auf 50 pl auffillen

Tab. M20: PCR Protokoll fiir die ungerichtete Mutagenese

Zyklen Taq (Abgene)

1. Initiale Denaturierung 94°C, 4 Min.

2. Denaturierung* 94°C, 30 Sek.

3. Annealing* Tm-5°C, 30 Sek.
4. Elongation*® 72°C, 1 Min./Kb
5. Finale Elongation 72°C, 10 Min.

*Die Zyklen (Segment 2-4) wurden 30-35-mal wiederholt.

Ungerichtete Mutagenesein pMW181
via PCR mit der Tag-Polymerase Abb. M12: Selektionsschema zur
) *” _ Identifizierung der gewiinschten
Verdau mit Restriktionsenzymen
3 dcuS Punkmutanten nach
Ligation mit Ursprungsplasmid pMW181 ungerichteter MUtagenes_e Vo_n
& pMW181 via PCR. Kolonien, die
L 4
Transformationin IMW260 auf Indikatorplatten mit X-Gal mit
v und ohne Fumarat den
Kolonien auf LB-Kgnamycin-Platten gewUnschten Phanotyp aufwiesen’
¥ wurden mittels  Sequenzierung
Abklatsch auf X-Gal-Agarplatten . e
. identifiziert.
mit Fumarat und ohne Fumarat
Blaue Kolonien ————— Weile Kolonien
Weille Kolonien Weil3e Kolonien
Blaue Kolonien Blaue Kolonien
Wildtyp
OFF-Mutante
ON-Mutante
Sequenzierung
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3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Uberproduktion des verkiirzten DcuS- Konstrukts

Fir die Uberproduktion des verkiirzten DcuS-Konstrukts DcuS-(PASp-TM1,2-PAS,) fiir die
Festkdrper-NMR-Spektroskopie wurde pMW309 (Abb. M6) in E. coli C43(DE3) transformiert.
Die markierte Zucht erfolgte in M9 Medium (ohne "N-NH,CI) mit "°N-NH,CI, *C-Glucose und
mit den Zusatzen CaCl, und MgSO,. Zusatzlich wurden dem Medium unmarkierte
Aminosauren (F, |, L, R, K, V) hinzugeflgt.

Fir die Hauptkulturen wurden 2 | Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit 400 ml LB Medium
mit 2 % Inokulum einer LB-Vorkultur plus Antibiotikum beimpft. Die aerobe Zucht erfolgte
unter Schitteln bei 30°C bis zu einer ODs73 von 0,5 - 0,8. Die Induktion erfolgte mit 1 mM
IPTG und nach weiteren 4 - 5 Stunden wurden die Zellen geerntet. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (Beckman Avanti JE, JA10 Rotor, 6.000 Upm, 10 min, 4°C) geerntet und
anschliel®end das Pellet in Puffer P1 gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Pellets wurden

bei -80°C gelagert oder direkt weiterverwendet.

Uberproduktion von DcuS und DcuS-Derivaten

Fir die Uberproduktion von Hise-DcuS und Hisg-DcuS-Derivaten wurde im E. coli Stamm
C43(DE3) mit pMW151, pMW670, pMW740 oder pMW733 in E. coli C43(DE3) transformiert.
Die Zucht erfolgte in LB Medium mit Glukose Fur die Hauptkulturen wurden 2 |
Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit 400 ml LB Medium mit 2 % Inokulum einer LB-Vorkultur
plus Antibiotikum beimpft. Die aerobe Zucht erfolgte unter Schutteln bei 30°C bis zu einer
ODs75 von 0,5 - 0,8. Die Induktion erfolgte mit 1 mM IPTG und nach weiteren 4 - 5 Stunden
wurden die Zellen geerntet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Beckman Avanti JE,
JA10 Rotor, 6.000 Upm, 10 min, 4°C) geerntet und anschliefend das Pellet in Puffer P1
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Pellets wurden bei -80°C gelagert oder direkt

weiterverwendet.

Zellaufschluss

Die Pellets wurde in je 20 ml Puffer P1 resuspendiert und mit der French Press in 3
Durchgangen bei 1200 Psi aufgeschlossen. Nichtaufgeschlossene Zellen wurden durch
Zentrifugation (FiberLite F21B Rotor, 10.000 Upm 10 min, 4°C) von den aufgeschlossenen
Zellen abgetrennt. Die Membranfraktion wurde durch Ultrazentrifugation (Beckman Coulter
Optima LE-80K, Kontron TFT70.38 Rotor, 200.000 x g, 65 min, 4°C) erhalten. Diese
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Fraktionen wurden in zwei Durchgangen mit Puffer P2 gewaschen (Kontron TFT70.38 Rotor,
200.000 x g, 20 min). Zum Homogenisieren im Potter S (Braun, Melsungen) wurde das

Nassgewicht der Pellets bestimmt und pro mg Membran 10 ml Puffer P3 verwendet.

Homogenisieren, Solubilisieren und Affinitdtschromatographie

Die Solubilisierung der membranstandigen Proteine erfolgte im Potter durch langsame
Zugabe des Detergenz Empigen BB (35%, Fluka) bis zur Endkonzentration von 2 %. Die
Solubilisierung erfolgte weiterhin fur 30 Minuten unter Rihren auf Eis. AnschlieRend wurden
die Membranen bei 300.000 x g in der Ultrazentrifuge fir 50 Minuten abgetrennt. Der
Uberstand enthielt die aus den Membranen geldsten Proteine und wurde sofort mit fliissigem

Stickstoff Schock gefroren und bei -80°C gelagert.

Die Reinigung von DcuS-(PASp-TM1,2-PAS.) erfolgte per Affinitdtschromatographie tber
eine Ni?*- NTA-Matrix (Qiagen) mit einem S&aulenvolumen von 2 ml und einer Bindekapazitat
von 5-20 mg Hisg-Protein pro ml Matrix. Proteine mit Hisg-Label binden hierbei nicht-kovalent
an die Ni**-lonen und Proteine ohne Hise-tag laufen durch die stationdre Phase. Das Spiilen
mit Puffer wurde per Schwerkraft bei 4°C im Kihischrank durchgefiihrt. Zunachst wurde die
Saulenmatrix mit 30 Volumen Puffer P5 equilibriert und anschlielend mit dem Protein
beladen. Die Saule wurde mit 20 Volumen Puffer P5 gewaschen. Die Elution erfolgte mit
Puffer P6 und wurde meistens in Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Zur Bestimmung der
Konzentrationen per Bradford mit Roti®-Quant (Roth) und der Reinheit mittels SDS-PAGE

wurden jeweils 50 ul von jedem Probenschritt seperat gesammelt.

Rekonstitution von DcuS

DcuS wurde in E. coli Phospholipiden rekonstituiert. Dazu wurden 100 mg Phospholipide (20
mg/ml, E. coli Polar Lipid Extract, Avanti Polar Lipids) im Rotationsverdampfer getrocknet
und in 5 ml 20 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) mit 80 mg N-Octyl-U-D-Glucopyranosid
(Gerbu) gelést. Um das Detergenz zu entfernen und die Bildung von Liposomen aus den
Phospholipiden zu erméglichen, wurde die Lésung Uber Nacht gegen 3 x 1 Liter 20 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) dialysiert. Die daraus resultierende Liposomensuspension
wurde dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und bei Raumtemperatur langsam
aufgetaut, um unilamellare Vesikel zu erhalten. Die Destabilisation der Phospholipide
erfolgte mit dem Detergenz Triton X-100. Zur Untersuchung des verkirzten DcuS-Konstrukts
DcuS-PD-PAS: wurde ein effektives Detergenz:Lipid Verhaltnis von 2,5 benutzt (Rigaud et
al., 1988; Rigaud et al., 1995). Daraus resultierten komplett detergenzgesattigte und
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destabilisierte Phospholipide. Die verwendete totale Detergenzkonzentration (DT) ergab sich
nach Paternostre et al. (1988).

DT = DW + Reff [Lipid]

DT = totale Detergenzkonzentration

DW = Konzentration des monomeren Detergenz in der wassrigen Phase (0,18 mM flr Triton X-100)

Reff = (2,5), molares Verhaltnis Detergenz / Lipid (Reff = Dtotal — Dwater / [Lipid]); [Lipid] = Lipidkonzentration (21
mM)

Zu den destabilisierten Lipiden wurden 5 - 10 mg Proteinlésung zugegeben und fir 10
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Taumelschittler inkubiert. Das Lipid:Protein-
Verhaltnis (w/w) betrug 7,5:1 oder 10:1. Das Detergenz wurde mittels Bio-Beads (Bio-Rad)
entfernt (Holloway, 1973). Um die verbleibenden Luftblasen zu entfernen wurden die nicht-
polaren Polystyrol Beads in 50 mM TrisHCI pH 7,7 aufgenommen und unter Rihren fir 60
Minuten anaerobisiert. Pro mg Triton X-100 wurden 5 mg Bio-Beads zugegeben und die
Suspension fir 2 Stunden bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. Anschlielend
wurde die gleiche Menge an frischen Bio-Beads zugegeben und Uber Nacht bei 4°C auf dem
Taumelschittler inkubiert. Am nachsten Tag wurde die gleiche Menge an frischen Bio-Beads
zugegeben und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand der
rekonstituierten Probe wurde mit Hilfe einer 5 ml Glaspipette von den Bio-Beads
abgenommen und in Ultrazentrifugenréhrchen mit 50 mM TrisHCI Puffer (pH 7,7) auf
mindestens 20 ml aufgefillt. Die Proteoliposomen wurden in der Ultrazentrifuge zentrifugiert
(Kontron TFT70.38 Rotor, 300.000 x g, 50 min, 4°C) und zweimal gewaschen (300.000 x g,
15 min, 4°C). Die Pellets wurden in 50 mM TrisHCI Puffer (pH 7,7) zu der gewlnschten
Konzentration aufgenommen und in drei Zyklen in flissigem Stickstoff eingefroren und bei

Raumtemperatur langsam wieder aufgetaut. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.5.2 Qualitative Bestimmung der B-Galactosidase

Der qualitative Nachweis flr die Interaktion im BACTH-System und der dcuB’-"lacZ Aktivitat
erfolgte mit dem chromogenen Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid (X-
Gal). Dieses wird von der B-Galaktosidase in Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl
hydrolysiert. In Anwesenheit von Sauerstoff erfolgt eine Umwandlung in den blauen Farbstoff
5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-Indigo.
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OH OH
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5-Brom-4-chloro-3-indolyl- Galaktose 5-Brom-4-chlor-indoxyl 5,5"-Dibrom-4,4-dichlor-Indigo

beta-D-galactopyranoside

3.5.3 Quantitative Bestimmung der B-Galaktosidase

Der quantitative Nachweis fur die Interaktion im BACTH-System und die dcuB’-"lacZ Aktivitat
erfolgte mit dem chromogenen Substrat ortho-Nitrophenyl-R-D-galactopyranosid (ONPG).
Dieses wird von der B-Galaktosidase in Galaktose und ortho-Nitrophenol hydrolysiert und

kann anschlie®end bei einer Extinktion von 420 nm gemessen werden.

CH,OH B-Galactosidase

OH 0 O
OH N02 +H,0 ; HO

OHy NO,
0]
o HO&,OH
OH
o-Nitrophenyl-8- Galaktose o-Nitrophenol

D-galactopyranosid

3.5.4 Kalkulation der LacZ Aktivitat (Miller, 1972)

Aktivitaten der Reporterproteine wurden in Miller-Units [MU], wie in der folgenden

mathematischen Gleichung kalkuliert:

1000 X AE 459
[min] X V[ml] X AODg7g

B — Galaktosidaseaktivitat Miller Units [MU] = .

3.5.5 Immunoblotting (semi-dry)

Um DcuS spezifisch nachzuweisen, wurden Immunblots mit Anti-DcuS-Antikdrper gegen die
periplasmatische Domane hergestellt. Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden

auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Drei Lagen Chromatographiepapier (Whatman®

55



3. Material und Methode

Paper) wurden in Transferpuffer getrankt und auf die Kathode platziert. Darauf wurde das
SDS-Gel gelegt und anschlieRend mit einer Nitrocellulosemembran bedeckt. Den Abschluss
bildet drei weitere Lagen von in Transferpuffer getranktem Whatman-Papier. Dann wurde die
Anode vorsichtig auf die oberste Filterlage gesetzt und mit einem Gewicht beschwert. Der
Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran erfolgte 2 Stunden bei konstanten

Stromstarke (mA). Diese wurde anhand folgender Formel bestimmt:

I[mA] = Fliche der Membran [cm?| x 0,8

Nach dem Transfer der Proteine auf den Blot wurde dieser Uber Nacht bei 4°C auf dem
Taumelschittler in Blocking Puffer A oder B inkubiert. Am nachsten Tag wurde der priméare
Antikérper auf die Membran gegeben und fir 2 Stunden bei 20°C auf dem Schuttler
inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte a 5 Minuten in 20 ml Waschpuffer. Anschlief3end
wurde der Blot fir 2,5 Stunden mit dem sekundaren Antikorper unter Schitteln bei 20°C auf
dem Taumelschuttler inkubiert und nach zwei weiteren Waschschritten entwickeln. Die
Entwicklung erfolgte entweder mit der Chemilumineszenz- oder der 30 minltigen

Chlornaphtol-Entwicklung.

3.5.6 In vivo Fluoreszenzmikroskopie

Die in vivo fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden mit Fusionen des enhanced
,yellow fluorscent protein (eYFP), einem Derivat des griin fluoreszierenden Proteins (GFP),
durchgeflhrt. Es strahlt nach Anregung durch blaues Licht. Diese Variante von GFP besitzt

ein Absorptionsmaximum bei 513 nm und emittiert maximal bei 527 nm (Ormé et al., 1996).

Der E. coli Stamm JM109 wurde flr die in vivo Fluoreszenzmikroskopie mit Varianten des
Plasmids pMW407, welche eine dcuS-yfp-Fusion tragen, transformiert. Die Zucht erfolgte in
LB-Medium mit dem Induktor L-Arabinose mit und ohne die Effektoren Fumarat, Malat,
Glutarat und Tricarbamoyllat bis AODszg von 0,7 — 0,8. Im Anschluss wurde 1 ml Kultur steril
entnommen, in ein Eppendorfgefald tberfihrt und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1
ml 1xPBS (+/- Effektoren) resuspendiert und auf Eis gelagert. Die Zellen (5 pl) wurden auf
einen Objekttrager getropft und durch die 1%ige PBS-Agarose-Schicht auf dem Objekttrager
immobilisiert und mit einem Deckglaschen abgedeckt. Nach einer 5§ minutigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop (Biozero BZ-8000;
KEYENCE) analysiert.
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3.5.7 In vivo Crosslinking

Die in vivo Crosslinking Untersuchungen wurden mit stabilen Crosslinker DSS
(Disuccinimidyl suberate) durchgefuhrt. Der E. coli Stamm JM109 wurde fur die in vivo
Crosslinking Untersuchungen mit Varianten des Plasmids pMW967 (Abb. M8), welche fur
cysteinfreies dcuS codiert, transformiert. Cysteinfreies dcuS wird unter der Kontrolle des

Arabinose-induzierbaren Pgap Promotors exprimiert.

Die Zucht erfolgte in LB-Medium mit dem Induktor 300 uM L-Arabinose bei 30°C bis AODs7g
von 0,5 — 0,7. Im Anschluss wurde 1 ml Kultur steril enthommen, in ein Eppendorfgefaly
dberfuhrt und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml 1xPBS gewaschen und dieser
Vorgang wiederholt. AnschlieBend wurde das Pellet in 50 pl 1xPBS resuspendiert und auf
Eis gelagert. DSS muss fir jede Untersuchung frisch angesetzt werden. Daflr wird 2 mg
DSS in 217 pyl DMSO geldst und auf 25 mM verdinnt. Von den 50 ul Probe wurden 19 pl fur
das Crosslinking eingesetzt und mit 1 pl DSS (Endkonzentration 30 uM) gecrosslinkt. Die
Reaktion erfolgte unter Inkubation bei 20°C fiir 15 Minuten im Thermoschttler bei 450 rpm.
Die Reaktion wurde anschliefend mit 2 yl 1 M TrisHCI (Endkonzentration 100 mM) gestoppt.
Die gecrosslinkten Proben wurde dann mit 22 pl 2xSDS-Auftragspuffer mit 1 M DTT versetzt.
AnschlieRend konnte die Probe bei 99°C fir 5 Minuten aufgekocht werden. Mit SDS-
Gelelektrophorese wurden die Proben aufgetrennt und mit Anti-DcuS-pd Antikdrpern mittels
semi-dry Immunoblotting nachgewiesen und mit Chemilumineszenz- oder Chlornaphtol-

Entwicklung analysiert.

3.6 Datenbanken, Programme und Weblinks

Literatursuche

NCBI, PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez

Proteininformationen

Uniprot (Swiss-Prot) und assoziierte Links: http://us.expasy.org/sprot/

Sekundarstrukturvorhersage von Proteinen

Programm PSIPRED Protein Struktur: http://www.psipred.net/psiform.html

Programm Swiss Model Protein Struktur: http://swissmodel.expasy.org/
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Proteinstrukturmodelle

PyMOL: http://www.pymol.org/

Chimera: http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

Protein Struktur Datenbank

RCSB Protein Data Bank: http://www.pdb.org/pdb/home/home.do

Primarsequenzvergleiche
Alignmentprogramme:
NCBI/BLAST/Blastn: Basic local alignment Search Tool

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html

Sequenzvergleiche:

BLAST, align two sequences: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Protein Bioinformatik

ExPASy Proteomic tools: http://us.expasy.org/tools/

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes: http://www.genome.jp/kegg/

Oligonucleotid-Eigenschaften Kalkulierer

Primerdesign (OligoCalc): http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

VirtuellesClonieren

Clone Manager 5.0 (Sci-Ed Software)
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4. Ergebnisse

Das fakultativ anaerobe Enterobakterium Escherichia coli ist unter anaeroben Bedingungen
in der Lage Cj-Dicarboxylate zur Energiekonservierung zu nutzen. So kann E. coli das
Fumarat als terminalen Elektronenakzeptor in der Fumaratatmung einsetzen. Zur Induktion
des Fumaratstoffwechsels wird Fumarat Uber die periplasmatische Sensordomane (PASp)
von DcuS des Zweikomponentensystems DcuSR erkannt. Nach Signalweiterleitung Uber die
Membran werden die Zielgene (dcuB, fumB, frdABCD) der Fumaratatmung induziert (Golby
et al., 1999; Zientz et al., 1998). Die cytoplasmatische PAS-Doméane (PASc) des Sensors
DcuS befindet sich zwischen der periplasmatischen Sensordomane von DcuS und der
cytoplasmatischen Kinase. PASc umfasst den Bereich von Aminosaure 212 bis 323 (Etzkorn
et al., 2008).

Es gibt drei Klassen von PAS-Doménen. Zum einen die gut untersuchten Cofaktor-
bindenden PAS-Domanen, die den Redoxstatus der Zelle erkennen, wie der Redoxsensor
Aer oder NifL (Repik el al., 2000, Key et al., 2007). Zum anderen die signalerkennenden
PAS-Domanen, die reversibel einen Effektor binden (PASp von DcuS). Die dritte Klasse der
PAS-Domanen ist noch schlecht untersucht. Sie binden keinen Cofaktor und dienen nicht der
Signalerkennung. Bis jetzt war ungeklart, welche Aufgabe die PASc-Doméne von DcuS
austibt. Bekannt ist, dass PAS. keine prosthetische Gruppe bindet und nicht an der
Modifikation von DcuS in Abhangigkeit des Redoxstatus oder von C,-Dicarboxylaten beteiligt
zu sein scheint (Abo-Amer et al., 2005).

Um die Funktion der PASc-Domane von DcuS zu klaren, wurde folgende Strategie verfolgt.
Zum einen wurde die komplette PASc-Domane deletiert. Des Weiteren konnten durch
gerichtete und ungerichtete Mutagenese einzelner Aminosauren der PASc-Domane
funktionell wichtige Reste identifiziert werden. Die Bedeutung der mutierten Aminosaurereste
wurde durch funktionelle Untersuchung der entsprechenden Mutanten charakterisiert. Zur
funktionellen Charakterisierung wurde die Rolle der Mutation in der Regulation, der
Interaktion und der Lokalisation von DcuS in der Zelle untersucht. Die
Transkriptionsregulation wurde anhand der DcuSR anhangigen dcuB-Expression bestimmt.
Die Proteininteraktion wurde mit Interaktionsmutanten durch das bakterielle Two-Hybrid-
System untersucht. DcuS zeigt eine polare Lokalisierung in der Zelle. Diese wurde mit
verschiedenen Lokalisationsmutanten durch in vivo Fluoreszenzmikroskopie Uberprift. Die

Oligomerisierung von DcuS konnte mit in vivo Crosslinking Experimenten bestatigt werden.
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4.1 Funktionsuntersuchungen von DcuS: Expression von dcuB

Unter anaeroben Bedingungen und in Abwesenheit elektropositiverer Elektronenakzeptoren
werden Fumarat und andere C,-Dicarboxylate wie Malat, nachdem sie in Fumarat
umgewandelt wurden, als terminale Elektronenakzeptoren in der anaeroben Atmung
verstoffwechselt (Janausch et. al., 2002). Die Erkennung von C,-Dicarboxylaten im Medium
wird von der Sensor-Histidinkinase = DcuS  Ubernommen, die Teil des
Zweikomponentensystems DcuSR ist (Zientz et. al., 1998; Golby et. al., 1999). Dieses sorgt
fur die Anpassung des Stoffwechsels, indem es die Zielgene der anaeroben Fumaratatmung
induziert. Diese Induktion kann flir Funktionstests genutzt werden, da die Expression des
Fumarat/Succinat-Antiporters DcuB unter anaeroben Bedingungen vom DcuSR-System
abhangt. Auf Grund dessen lasst sich der Funktionszustand von DcuS mit Hilfe einer
chromosomalen dcuB-Reportergenfusion in Form der B-Galaktosidase-Aktivitat ermitteln. Die
B-Galaktosidase-Tests wurden in dem dcuS-Insertionsstamm IMW260 durchgefihrt. In
diesem Stamm ist das dcuS Gen durch eine Chloramphenicol-Resistenzkassette
ausgeschaltet (Zientz et al., 1998). Das Plasmid pMW181 enthalt das komplette dcuS Gen
mit eigenem Promoter. Das Plasmid und Derivate davon kdnnen somit zur Komplementation
von IMW260 verwendet werden.

Die Zucht der Bakterien fir die Expressionsmessungen erfolgte anaerob im angereicherten
Minimalmedium eM9 in An- und Abwesenheit eines Induktors. Dabei diente Glycerin als
Kohlenstoffquelle und Elektronendonor und DMSO als Elektronenakzeptor, um einerseits
Glukoserepression zu vermeiden und andererseits das Wachstum der Stamme zu
gewabhrleisten. Die Aktivitat der B-Galaktosidase als Produkt der dcuB-Reportergenfusion ist

somit ein direktes Maf fiir die Aktivitat des Sensors DcusS.

Der dcuS-Insertionsstamm IMW260 zeigte mit und ohne den Induktor Fumarat wie erwartet
keine Expression der dcuB-Reportergenfusion (Abb. E1). Nach Komplementation mit
plasmidkodiertem dcuS (DcuSw:) wurde die Expression von dcuB mit dem Effektor Fumarat
um den Faktor 23 im Vergleich zur Zucht ohne Effektor gesteigert. Die Induktion mit Fumarat
konnte bei DcuS,; um den Faktor 19,6 gesteigert werden. Somit kann in Anwesenheit von
Fumarat eine deutliche Steigerung der Induktion der dcuB-Reportergenfusion nachgewiesen
werden. Im Wildtyp ist die Expression mit chromosomalem dcuS hdéher als in dem
komplementierten Stamm, aber das Expressionsmuster ist in beiden Stammen ahnlich.
Somit kann das Plasmid pMW 181 das DcuSy-Protein im Stamm IMW260 komplementieren

und das Fehlen des intakten dcuS Gens ausgleichen.
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450 +

Glycerin + DMSO
400 -

EGlycerin + DMSO + Fumarat
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200 -

150 -
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Wi DcuS- DcuSy,
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Abb. E1: Nachweis des Funktionszustandes von DcuS bei anaerober Zucht durch Expression
von dcuB [MU]. Die Messungen erfolgte mit dem Wildtypstamm IMW237, dem dcuS-Insertionsstamm
IMW260 und dem komplementierten Stamm IMW260 mit plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSy).
Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM)
als Effektor. Die Balken geben die Standardabweichung an.

4.2 Bedeutung von PASc¢ fur die Funktion von DcuS: Deletion der
cytoplasmatischen PAS-Domane

Die cytoplasmatische PAS-Doméane (PASc) von DcuS zeichnet sich durch eine konservierte
Sekundar- und Tertiarstruktur aus (Etzkorn et al., 2008), die mit anderen untersuchten PAS-
Domanen z.B. der PAS-Domane von NifL aus A. vinelandii (Key et al., 2007, Slavny et al.,
2010) verglichen werden kann. PAS: von DcuS umfasst den Bereich von Aminosaure 212
bis 323 und kann in 4 Regionen unterteilt werden: die N-terminale Kappe, den PAS-Kern,
den helikale Linker und die B-Faltblatter des C-terminalen B-Faltblatt-Gerusts (Abb. E2).

Um die Funktion der PASc-Domane zu untersuchen, wurden die komplette PASc-Doméane
und Teilbereiche von PAS: aus DcuS deletiert und die Expressionsaktivitdt der PASc-
Deletionsmutanten (APASq-EX) getestet. Die Abbildung E2 zeigt die verwendeten
Schnittstellen zum Herstellen der APASc-EX Varianten. Durch unterschiedliche
Kombinationen der Schnittstellen konnten verschiedene Deletionen der Subdomaénen
generiert werden (Abb. E3).
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214-229 235-238 243-247  249-254 259-261 265-269 279-284 288-296 299-310 313-323

N-terminale Kappe PAS Kern helikaler Linker B-Faltblatter

Abb. E2: Schnittstellen zur Herstellung von APAS.-EX Varianten. Die Kreise stellen die einzelnen
Aminosauren dar. Die Scheren zeigen die Schnittstellen fir die APASc-Ex Varianten an: EX1 (AS
L209), EX2 (AS E233), EX3 (AS E253) EX4 (AS D285) und EX5 (AS K324). Aus den verschiedenen
Schnittstellen-Kombinationen ergeben sich die APASc-EX Varianten.

Die Funktionsuntersuchungen wurden im E. coli dcuS-Insertionstamm  IMW260
durchgefiihrt, der mit APASc-EX Varianten komplementiert wurde. Die Zucht erfolgte
anaerob im angereicherten Minimalmedium eM9 in An- und Abwesenheit des Induktors
Fumarat.

Den DcuS-Varianten APASc-EX;» bis APASc-EX 5 fehlt jeweils die N-terminale Kappe, und
in den DcuS-Varianten APASc-EX;5 bis APASc-EX,4.5 wurden die B-Faltblatter deletiert. In
Abhangigkeit der Varianten fehlten diesen zusatzlich der Anfangsteil des PAS-Kerns und der
restliche PAS-Kern mit dem helikalen Linker. Alle APASc-Ex Varianten induzierten eine

starke Expression von dcuB (Abb. E3), die deutlich Gber der von DcuSy lag.

1000 -
| Glycerin + DMSO

800 - ™Glycerin + DMSO + Fumarat

| ]
=t

DcuS- DcuSy, EX,» EX,s EXi4 EX,s  EXos EXss  EXus

deuB’-'lacZ-Expression [MU]

APAS.-EX

IMW260 (dcusS)

Abb. E3: Expression von dcuB durch DcuS und APAS:-EX Varianten. Die Messungen erfolgten
im dcuS-Insertionsstamm IMW260, der mit plasmidkodiertem Wildtyp-DcuS (pMW181) oder APASc-
EX Varianten von DcuS mit teildeletierter PASc-Domane komplementiert wurde. Verwendete
Varianten von DcuS und Plasmide: DcuSy, APASc-EXq, (AS L209-E233), APASc-EX 3(AS L209-
E253), APASc-EX14 (AS L209-D285), APASc-EXq.5 (AS L209-K324), APASc-EX,5 (AS E233-K324),
APAS-EX;.5 (AS E253-K324) und APASc-EX,5 (AS D285-K324). Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-
Medium mit Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als Effektor. Die Balken geben die
Standardabweichung an.
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In Anwesenheit von Fumarat lag die maximale Expression der APASc-EX Varianten im
Bereich von 600 bis 800 MU und war damit um den Faktor 2,2 bis 3,2 héher als mit DcuSw.
Die Fumaratinduktion betrug Faktor 1,0 bis 1,5, wahrend im Wildtyp die Induktion durch
Fumarat Faktor 19,6 ausmachte. Im Vergleich zu DcuSy, lag die maximale Expression ohne
Fumarat bei 480 bis 670 MU.

Des Weiteren wurde die Aktivitat von DcuS nach Deletion der kompletten PASc-Domane
(APASc-EX 5) mit der Aktivitdt der isolierten Kinase-Domane und der isolierten PASc-
Kinase-Domane verglichen (Abb. E4). APASc-EX; .5 zeigte den Expressionsphanotyp wie die
anderen sechs APAS¢-EX Varianten, eine konstitutive, fumaratunabhangige Expression von
dcuB mit einem Fumarat-Induktionsfaktor von 1,09. Die isolierte Kinase-Domane zeigte eine
konstitutive dcuB-Expression und eine Aktivitat in Abwesenheit von Fumarat, vergleichbar
mit der Aktivitdt von DcuSy: mit Fumarat. Der Fumarat-Induktionsfaktor lag bei 0,76 und
hatte somit eine fumaratunabhangige dcuB-Expression zur Folge. Die dcuB-Expression
konnte in Anwesenheit des Effektors nicht weiter gesteigert werden. Das isolierte Konstrukt

PASc-Kinase wiederum zeigte keine dcuB-Expression in An- und Abwesenheit des Effektors.

800
700 -

u Glycerin + DMSO

u Glycerin + DMSO + Fumarat
600 -

500 -
400 -
300 -

deuB -'lacZ-Expression [MU]

200 - L
100 -
0 | —=——m— sl . — ! e

Dcus- DcuSy, APAS.-EX,5 isolierte isolierte
Kinase PAS.-Kinase

IMW260 (dcusS)

Abb. E4: : Induktion von dcuB'"-'lacZ durch DcuS, APASc-EX;.s und der isolierten Kinase- und
PASc-Kinase-Domédne. Die Messungen erfolgten im dcuS-Insertionsstamm IMW260, der mit
plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSy;) oder Varianten von DcuS mit deletierter PASc-Domane,
isolierten Kinase-Domane und isolierter PASc-Kinase-Domane komplementiert wurde. Verwendete
Varianten von DcuS und Plasmide: DcuSy; (pPMW181), APASc-EX .5 (PMW1302), isolierten Kinase-
Doméane (pMW955) und isolierten PASc-Kinase-Doméane (pMW1075). Die Zucht erfolgte anaerob in
eM9-Medium mit Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20mM) als Effektor. Die Balken geben
die Standardabweichung an.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass DcuS ohne PASc-Domane die Expression von
dcuB konstitutiv stimuliert, und DcuS permanent aktiv ist. Die Deletionen flhrten unabhangig
von der Art und dem Umfang der Deletion zu einer sehr starken Expression von dcuB. Nur
die vollstandige PASc-Doméane hatte einen regulierenden Effekt auf die Kinase-Domane. Die
isolierte Kinase-Domane war ebenso konstitutiv aktiv und nicht durch Fumarat regulierbar.
Die Kombination der isolierten Kinase mit PAS¢ flhrte zur Ruhigstellung der Kinase, die

auch durch Fumarat nicht wiederherstellbar war.

4.3 Funktionsmutanten von PASc: Einfluss auf die Expression von dcuB

4.3.1 Gerichtete und ungerichtete Mutagenese der PASc-Domaéne

Durch die Identifizierung von funktionell wichtigen Aminosauren der PASc-Domaéane sollte die
Funktion der cytoplasmatischen PAS-Domane genauer untersucht werden. Mittels
verschiedener Aminosauresequenzen- und Sekundarstrukturvergleiche konnten interessante
Aminosaurereste der PASc-Domane gefunden und durch gerichtete Mutagenese funktionell
analysiert werden. Die Auswahl der Aminosaurereste fur die Mutagenese erfolgte nach
verschiedenen Aspekten. Ausgangspunkt war das Vielfach-Alignment von Uber 300
cytoplasmatischen PAS-Domanen aus dem Reich der Bacteria, Archaea und Eukarya von
Taylor und Zhulin (1999). Im Durchschnitt setzen sich PAS-Doméanen aus 111 Aminosauren
zusammen. PAS: umfasst den Bereich von Aminosaure 212 bis 323 (Etzkorn et al., 2008)
und kann in 4 Regionen unterteilt werden: die N-terminale Kappe, der PAS-Kern, der helikale
Linker und die B-Faltblatter des C-terminale B-Faltblatt-Gerusts (Abb. E5). In diesen PASc-

Regionen sollten Funktionsmutanten von DcuS identifiziert werden.

N-terminale Kappe PAS Kern helikaler Linker B-Faltblatter

0000000 ETOOOCEE R TR R O EXE R R R OCEER TR R E R L )0

214-229 235-238 243-247  249-254 259-261 265-269 279-284 288-296 299-310 313-323

Abb. E5: PASc-Sekundarstruktur (nach Etzkorn et al. 2008). PAS; ist in vier Regionen unterteilt: N-
terminale Kappe (a1; AS L212 - Q229), PAS Kern (B1, B2, a2, a3, a4; AS S230 - S272), helikaler
Linker (a5; AS W273 - G286), [B-Faltblatt-GerUst (33, B4, 5; AS T287 - D323) Die Kreise stehen fir
die einzelnen Aminosauren der PASc-Domane.

Trotz guter Konservierung der Sekundarstrukturelemente ist die Sequenzvariabilitat in den
PAS-Doméanen groR. Nur neun der ca. 110 Aminosauren sind in PAS-Doméanen gut

konserviert (Taylor & Zhulin, 1999). Drei dieser Reste sind in E. coli DcuS zu finden.
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In Abbildung E6 sind die entsprechenden Reste D239, N248 und D323 hervorgehoben. Die
Aminosaure N248 zeigt die héchste Konservierung durch alle Reiche (Taylor & Zhulin, 1999;
Golby et al., 1999). Aufgrund der schlechten Konservierung auf Aminosauresequenz-Ebene
ist es schwer, mit Hilfe von Alignments potentiell interessante Aminosauren zu identifizieren.
Anhand von Sequenzalignments kann man aber funktionell wichtige Aminosaurereste, die in
anderen PAS-Domanen identifiziert wurden, die korrespondierenden Reste aus PASc von

DcuS zuordnen.

Die PAS-Doméne von NifL aus A. vinelandii (Slavny et al. 2010) ist funktionell gut
untersucht. Alle Aminosaure-Reste von NifL, die in einer veranderten Funktion des Proteins
resultierten, waren Grundlage fiir die Auswahl der entsprechenden Reste in PAS¢ von DcuS.
Abbildung E5 zeigt funktionell wichtige Aminosauren dieser PAS-Domane, die ausgewahlten
Aminosauresubstitutionen und die korrespondierenden Reste von PAS: aus DcuS.
Identifiziert werden konnten insgesamt neun PASc-Reste: R224, L228, A237, L246, N248,
S270, L300, V313 und 1318.

R224 L228 A237 L246 N248
153 157 166 175 177
A A M A S
t 4 4 $ ¢
AvNHLPAS2 141 ------ELEQ BRVMMQRLMIE AVVNAAPAANM -:i-:-\;-ﬁf‘.!l SHNPSFCRLA 184
2WON EcDcuS PAS,. 211 --GHMGLEPY & S'r:'rrq-; asm;-s KE GV .I.r.-r'-'cr:.-r [E"-aa-:.-.»::.: 258
w
S270
199
R
t
__AVNfLPAS? 185 RDLVEDGSSE SLVALLRENL AAPFPETLENQ GSAFS-GKee --ev-- EISY 223
2WON EcDcuS PAS. 259 WYRXSQDDEK :.sr.':-ssu-- ==SQVVYDVSE YVYLRDGTP=== cecce== RRDE 295
L300 V313 1318
240 253 262
w k A
t ! 4
AVNIfLPAS2 226 DLGGRSPRWL SCEGRAIHIE MNEQAHVPFAP TEERYLELT HDISEBLR 272
2WON EcDeuS PAS, 296 slifix----- --onffus e wpveasucPli: ----cAlsmr RroxT--- 328

Abb. E6: Sequenzalignment von NifL und DcuS PASc-Domanen (Slavny et al., 2010). Vergleich
wichtiger Aminosauren der PASc-Domanen des Proteins NifL (AS 147 bis 272) aus A. vinelandii und
E. coli DcuS (AS 213 bis 325). a-Helices sind in Gelb und B-Faltblatter in Grin markiert. Lila
hervorgehoben sind die Aminosdure-Reste von PAS¢ die sich aus dem Sequenzvergleich zu NifL
ergeben haben. Ausgewahlte Aminosauresubstitutionen von NifL sind in schwarz dargestellt.
Konservierte Reste von DcuS sind durch einen Stern (orange) markiert.
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Die Reste von DcuS wurden durch Mutagenese gegen Alanin, bzw. Cystein ausgetauscht.
Durch Transformation und Komplementation des dcuS-Insertionsstammes IMW260 mit den
mutierten Derivaten von pMW 181, konnte der Funktionszustand der DcuS-Varianten anhand
der B-Galaktosidase-Aktivitat mit DcuSy; verglichen werden. Durch gerichtete Mutagenese

konnten 14 ON-Varianten, vier OFF-Varianten und 44 stille-Varianten generiert werden.

In einem alternativen Ansatz zur Gewinnung von PASc-Punktmutanten wurde eine
modifizierte PCR mit erhéhter Fehlerrate eingesetzt. Die Kombination eines angepassten
PCR-Protokolls mit erhéhter Zyklenzahl, hoher Magnesiumkonzentration, unterschiedlicher
dNTP-Variationen und der naturlichen Fehlerrate von 0,025% der Taqg-Polymerase ergaben
eine hohen Fehlerrate der PCR (Cadwell und Joyce 1992). Nach ungerichteter Mutagenese
des PASc-Fragmentes mit einer Lange von 340 Basen und Restriktion des Fragmentes und
des Ursprungsvektors pMW181, wurde das mutierte PASc-Fragment in den Ursprungsvektor
kloniert. Fir das Screening wurden die mutierten Derivate von pMW181 in E. coli IMW260
transformiert. Nach Abklatsch eines ausplattierten Transformationsansatzes von einer LB-
Platte auf X-Gal-eM9-Agarplatten mit und ohne Fumarat, wurden die Platten unter
anaeroben Bedingungen inkubiert. Das Screening der Kolonien auf den gewinschten

Phanotyp erfolgte nach Vergleich der Platten mit und ohne Fumarat (Abb. E7).

Gesucht wurde zum einen nach dem Phanotyp ON, der eine konstitutive Aktivierung der
dcuB-Expression zeigt. Das kunstliche Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f3-D-
galactopyranosid) wird durch das Enzym (-Galaktosidase zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-
indoxyl hydrolysiert. Luftsauerstoff oxidiert 5-Brom-4-chlor-indoxyl zu dem tiefblauen
Farbstoff 5,5 -Dibrom-4,4"-dichlor-indigo, der dann in den dcuB-Expression-positiven Klonen

zu einer Blaufarbung der Kolonien oder ihrer Umgebung fiihrt.

Der zweite gewinschte Phanotyp war der OFF-Phanotyp. Dieser zeigt keine dcuB-
Expression und die Kolonien blieben auch mit Fumarat weil3. Stille- oder Wildtyp-Kolonien

zeigten auf Fumarat eine Blaufarbung und ohne Effektor keine Farbung der Kolonien.

Man kann sagen, dass die ungerichtete Mutagenese via PCR essentiell ist, um nicht

vorhergesagte DcuS-Varianten gewinnen zu kénnen.
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X-Gal-eM9-Agarplatten

ohne Effektor + Fumarat
— - B)

B)

Abb. E7: Screening von PAS¢-Varianten nach ungerichteter Mutagenese. Das Screening erfolgte
nach Abklatsch von einer LB-Platte mit ungerichteten DcuS-Varianten auf X-Gal-eM9-Indikatorplatten
ohne (A) und mit Fumarat (B). Die Zucht erfolgte anaerob tber Nacht. In Rot sind potentielle Signal-
ON und in Grin Signal-OFF PASc-Varianten hervorgehoben.

4.3.2 Qualitativer Nachweis der Funktion von Dcu$S

Zum qualitativen Nachweis der Expression von dcuB von DcuS-Varianten wurde der dcuS
Insertionstamm IMW260 mit plasmidkodierten DcuS-Varianten von pMW181 auf eM9-
Indikatorplatten mit X-Gal, Antibiotika mit oder ohne Fumarat ausgestrichen (Tab. E1).
AnschlieBend wurden die Platten unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Das Screening
auf den gewlinschten Phanotypen erfolgte nach Vergleich der Platten mit und ohne Induktor
Fumarat. Die Aktivitat der p-Galaktosidase als Produkt der dcuB-Reportergenfusion ist ein
direktes Mal fur die Aktivitat von DcusS.
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Das kinstliche Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid) wird durch
die B-Galaktosidase zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydrolysiert. Luftsauerstoff
oxidiert 5-Brom-4-chlor-indoxyl zu dem tiefblauen Farbstoff 5,5 -Dibrom-4,4"-dichlor-indigo,

der zu einer Blaufarbung der Kolonien flhrt.

Die Tabelle E1 zeigt den qualitativen Nachweis der Funktion von DcuS-Varianten im
Plattentest am Beispiel von wildtypischen DcuS (DcuSwy), der ON-Variante DcuS-N248D und
der OFF-Variante DcuS-L300A. Der dcuS-Insertionsstamm zeigte auf beiden Indikatorplatten
keine Blaufarbung, somit wurde die Reportergenfusion nicht induziert. Wenn Fumarat
vorliegt, exprimiert der mit DcuSy: komplementierte Insertionsstamm dcuB, was an der
blauen Farbe der Kolonien erkennbar ist. DcuSy; zeigte ohne Fumarat dagegen keine

Blaufarbung.

ON-Varianten, z. B. wie DcuS-N248D, zeigten in An- und Abwesenheit von Fumarat eine
Blaufarbung, dies ist ein Hinweis auf eine konstitutive Expression von dcuB. Im Gegensatz
zu ON-Varianten zeigten OFF-Varianten, z. B. DcuS-L300A, mit und ohne Fumarat in den
eM9-Indikatorplatten keine Blaufarbung und damit auch keine dcuB-Expression. Im Anhang
ist das Verhalten der restlichen ON- und OFF-Varianten der PASc-Doméane von DcuS im
Plattentest abgebildet.

Man kann festhalten, dass der qualitative Nachweis eine gute Hilfe bei der Vorauswahl von

DcuS-Varianten darstellt und das Screening nach geeigneten Varianten erleichtert.

Tab. E1: Qualitativer Nachweis der dcuB-Expression der Signal-ON und Signal-OFF PASc-
Varianten. Die Zucht fir den qualitativen Nachweis der dcuB-Expression erfolgte anaerob, auf eM9-
Indikatorplatten mit X-Gal (0,5 mM), Kanamycin (50 ug/ml), mit und ohne Fumarat (20 mM).

IMW260 (dcusS)

Protein nur DcuSw DcuS-N248D DcuS-L300A

(Plasmid) — Reportergen (PMW181) (PMW421) (PMW922)
ohne
Fumarat

ol
mit
Fumarat -
(
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4.3.3 Drei Klassen von DcuS-Varianten

Insgesamt wurden 70 verschiedene PASc-Varianten mittels gerichteter und ungerichteter
Mutagenese generiert. Der Funktionszustand der Varianten wurde in vivo anhand der -
Galaktosidase-Aktivitat der  chromosomalen  dcuB-Reportergenfusion im  dcuS-
Insertionsstamm IMW260 untersucht. Die verschiedenen DcuS-Varianten zeigten drei
charakteristische Muster der dcuB-Expression. Aufgrund dessen wurde eine Einteilung der

DcuS-Varianten in drei Klassen vorgenommen:

Die Abbildung E8 zeigt die verschiedenen Klassen von DcuS-Varianten. In die Klasse 1
werden ON-Varianten eingeordnet. ON-Varianten, wie DcuS-N248D und DcuS-A317D
weisen eine sehr starke dcuB-Expression bereits in Abwesenheit von Fumarat (> 50 MU)
auf. Die dcuB-Expression ohne Fumarat ist somit mindestens um Faktor 4 im Vergleich zu
DcuSyy; erhoht. Die Klasse 1 kann auf 2 Subklassen verteilt werden. Klasse 1a zeichnet sich
durch einen Fumarat-Induktionsfaktor von < 1,2 aus. Diese ON-Varianten, wie DcuS-N248D
zeigen eine fumaratunabhangige Expression von dcuB. Das bedeutet, dass die dcuB-
Expression in Anwesenheit des Effektors nicht weiter gesteigert werden konnte. ON-
Varianten der Klasse 1b, wie DcuS-A317D sind durch Fumarat weiter induzierbar (> 1,2). Je
groler der Fumaratinduktion-Faktor, desto starker stimuliert Fumarat die Expression der

Reportergenfusion.

OFF-Varianten, wie DcuS-L300A sind in der Klasse 2 eingestuft. OFF-Varianten zeichnen
sich durch eine sehr geringe dcuB-Expression in An- und Abwesenheit von Fumarat aus (<
50 MU), vergleichbar mit dem dcuS-Insertionsstamm IMW260. Stille-Varianten sind in Klasse

3 eingeordnet. Diese zeigen eine wildtyische dcuB-Expression, vergleichbar mit DcuSy.

Durch die gerichtete Mutagenese wurden 14 ON-Varianten, vier OFF-Varianten und 45 stille-
Varianten generiert. Durch die ungerichtete Mutagenese wurden 24 unterschiedliche
Varianten von DcuS gefunden. Von diesen waren nur 17 PASc-Varianten. Unter diesen
wurden 7 neue PASc-Varianten identifiziert. Davon sind vier ON-Varianten (DcuS-L246R, -
N248T,- S319P, F321A), eine OFF-Variante (DcuS-L300A) und zwei stille-Varianten (DcuS-
R224A, -1237C) der PASc-Domane.
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Abb. E8: Induktion von dcuB durch DcuS und DcuS-Varianten. Die Messungen erfolgte mit dem
dcuS-Insertionsstamm IMW260 und dem komplementierten Stamm IMW260 mit plasmidkodiertem
dcuS (pMW181, DcuSyy) und den DcuS-Varianten. Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit
Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als Effektor. Die die ON-Varianten sind in Rot,
die stille Variante in Grau und die OFF-Variante ist in Grin hervorgehoben. Die Balken geben die
Standardabweichung an.

4.3.4 ON-Mutationen der PASc-Domane

Die Abbildung E9 zeigt die 11 verschiedenen ON-Varianten von PAS.. Diese sind Uber die
komplette PASc-Domaéne verteilt, jedoch vermehrt in dem B-Faltblatt-Gerlist am C-Terminus
von PAS; zu finden. Am Ende der N-terminalen Helix befindet sich eine ON-Variante DcuS-
L228A, welche eine starke dcuB-Expression zeigte und einen Fumarat-Induktionsfaktor von
2,1 besitzt. Die dcuB-Expression in Abwesenheit von Fumarat zeigte eine Erhéhung um
Faktor 16. Somit ist DcuS-L228A eine ON-Variante der Klasse 1b.

Am Ende des zweiten B-Faltblatts und zwischen dem zweiten B-Faltblatt und der zweiten a-
Helix sind zwei ON-Varianten DcuS-L246R und DcuS-N248D lokalisiert. Der Rest L246 liegt
in dem zweiten B-Faltblatt von PASc. DcuS-L246R stellt eine ON-Variante der Klasse 1a dar,
die eine Fumaratunabhangigkeit mit einem Fumarat-Induktionsfaktor von 1,2 aufzeigte. Der
Rest N248 liegt zwischen dem zweiten p-Faltblatt und der zweiten a-Helix. Dieser Rest ist in
PAS-Domanen der verschiedenen Reiche hoch konserviert und stellt somit einen der

wichtigsten Reste der PASc-Domane dar. Die Substitution von Asparagin gegen Aspartat
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(DcuS-N248D) resultierte in einer Induktion mit Fumarat um Faktor 0,8 und somit in eine
stark fumaratunabhangige ON-Variante der Klasse 1a. Der Rest D291 wurde Asparagin
ausgetauscht. Die Substitution resultierte in eine ON-Variante der Klasse 1b mit einem
Fumarat-Induktionsfaktor von 3,7. Die dcuB-Expression mit Fumarat ist nur schwach um bis
zu Faktor 1,5 erhoht. Die ON-Variante DcuS-N304D der Klasse 1a besitzt einen Fumarat-
Induktionsfaktor von 1,0 und zeigte eine sehr starke Stimulierbarkeit der dcuB-Expression
auf. In An- und Abwesenheit konnte eine Aktivitat von knapp 700 MU erzielt werden. In
Abwesenheit von Fumarat wurde eine Steigerung um Faktor 50 im Vergleich zum DcuSy
erreicht. Somit ist DcuS-N304D eine fumaratunabhangige ON-Variante mit stark erhohter

dcuB-Expression mit und ohne Fumarat.

Die ON-Varianten DcuS-I1315A und DcuS-T320A zeichnen sich durch eine um Faktor 2
erhdhte dcuB-Expression in Anwesenheit von Fumarat und einen erhéhten Fumarat-
Induktionsfaktor von 6 bis 7,3 aus. Der Rest A317 wurde gegen Aspartat (DcuS-A317D) und
der Rest F321 gegen Alanin (DcuS-F321A) ausgetauscht. Es ergaben sich starke dcuB-
Expressionen mit Fumarat von 569 MU bis zu 640 MU und eine um Faktor 14,5 erhdhte
Expression von dcuB ohne Fumarat. Der Fumarat-Induktionsfaktor lag bei 3,4 bis 3,7 somit
kénnen DcuS-A317D und DcuS-F321A den ON-Varianten der Klasse 1b zugeordnet werden.
Weitere zwei ON-Varianten der Klasse 1b (DcuS-S319P, DcuS-R322A) zeigten einen
Induktionsfaktor mit Fumarat von 1,4 bis 1,6 und einen um Faktor 2 erhdhte dcuB-

Expression in Anwesenheit von Fumarat.

Glycerin + DMSO

B Glycerin + DMSO + Fumarat
700 - ] i

dcuB’-"lacZ-Expression [MU]

& Rl ¥ W,@'

o
W A

A%

IMW260 (deusS)

Abb. E9: Induktion von dcuB durch ON-Varianten der PASc-Doméne. Die Messungen erfolgte mit
dem dcuS-Insertionsstamm IMW260 und dem komplementierten Stamm IMW260 mit
plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSy). Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin
und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als Effektor. Die Balken geben die Standardabweichung
an.
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Verschiedene = Aminosauresubstitutionen eines Restes kdnnen unterschiedliche
Auswirkungen auf die Expression von dcuB ausiben. Zur weiteren Charakterisierung
verschiedener Reste wurde Uberpriift, welchen Effekt andere Substitutionen auf die dcuB-
Expression ausiiben (Abb. E10, E12, E13). Die Abb. E10 zeigt die erweiterte Mutagenese
von vier verschiedener ON-Varianten (DcuS-L228R, -N248D, -D291N, A317D).

Die Substitution von Leucin gegen Arginin (DcuS-L246R) und gegen Alanin (DcuS-L246A)
ergab in Anwesenheit von Fumarat eine starke dcuB-Expression und eine Steigerung der
Expression um Faktor 2,9. Hydrophobe Aminosauren sind wichtig fir die korrekte Faltung
des Proteins. Sie lagern sich im Inneren der Struktur zusammen und kénnen dadurch grof3e
Teile des Proteins vor Wasser abschirmen. Der Austausch der hydrophoben Aminosaure
Leucin gegen die basische Aminosaure Arginin resultierte in eine ON-Variante der Klasse
1a. Die Substitution von Leucin gegen die ebenso hydrophobe Aminosaure Alanin (DcuS-
L246A) zeigte eine erhohte dcuB-Expression mit Fumarat vergleichbar mit DcuS-L246R, der
Induktionsfaktor mit Fumarat lag bei 13,1. Ohne Fumarat hingegen, zeigte DcuS-L246A nur
eine leichte Erhéhung der dcuB-Expression (51 MU) und ist somit eine ON-Variante der
Klasse 1b dar.

Der Rest N248 ist in PAS-Domanen der verschiedenen Reiche hoch konserviert und ist
somit einer der wichtigsten Reste in PASc-Doménen. Dieser Rest ist zu 44% ein Asparagin,
stellt aber vor allem in Eukaryoten einen Serin-Rest (31%) dar (Taylor & Zhulin, 1999).
Asparagin ist eine polare, hydrophile Aminosaure. Der Rest N248 wurde gegen insgesamt
sechs verschiedene Aminosauren ausgetauscht. Die Substitution gegen die saure
Aminosaure Aspartat (DcuS-N248D) resultierte in eine stark fumaratunabhangige ON-
Variante. Auch die Substitutionen gegen die hydrophobe Aminosaure Alanin (DcuS-N248A)
und der hydrophilen Aminosaure Threonin (DcuS-N248T) ergaben eine Induktion mit
Fumarat um Faktor 0,7 bis 1,0 und somit in zwei weitere stark fumaratunabhangige ON-
Varianten der Klasse 1a. DcuS-N248A zeigte sogar eine Steigerung der dcuB-Expression
um Faktor 62 (800 MU) in Abwesenheit von Fumarat gegenuber DcuSy:. Die Substitution
von Asparagin gegen die ebenso hydrophilen Aminosauren Serin und Glycin und gegen die
hydrophobe Aminosaure Phenylalanin fihrte zu drei ON-Varianten der Klasse 1b mit einem
Fumarat-Induktionsfaktor zwischen 1,7 und 4,8. Der Austausch gegen Serin bewirkte eine
deutlich schwachere dcuB-Expression ohne Fumarat im Vergleich zu den restlichen
Substitutionen. Mdglicherweise ist Serin in der Lage die Wasserstoffbrickenbindungen
wieder herzustellen. Somit ergaben sich aus allen sechs Aminosaureaustauschen des
Restes N248 sechs ON-Varianten, das zeigt, dass der Rest N248 eine wichtige Aminosaure

in der PASc-Domaéane darstellt.
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Der Rest D291 wurde gegen zwei Aminosduren ausgetauscht. Die saure Aminosaure
Aspartat wurde gegen die hydrophile Aminosaure Asparagin und die kleine hydrophobe
Aminosaure Alanin ausgetauscht. Beide Substitutionen zeichnen sich durch eine um Faktor
1,5 bis 2 erhbhte dcuB-Expression in Anwesenheit von Fumarat und einen erhdéhten
Fumarat-Induktionsfaktor von 3,7 bis 6 bis aus. Es war kein grof3er Unterschied zwischen
den zwei Substitutionen zu erkennen. Die Substitution von D291 ergaben zwei ON-Varianten
(DcuS-D291N, DciS-D291A) der Klasse 1b.

Der Rest A317 wurde gegen drei verschiedene Aminosaurereste ausgetauscht. Die
Substitution der hydrophoben Aminosaure Alanin gegen die saure Aminosaure Aspartat
(DcuS-A317D) zeigte eine starke dcuB-Expression mit und ohne Fumarat, somit kann DcuS-
A317D den ON-Varianten der Klasse 1b zugeordnet werden. Die Substitution gegen die
hydrophilen Aminosauren Cystein und Tyrosin zeigten eine leichte Abschwachung dcuB-
Expression mit Fumarat, doch im Ganzen hatten die zwei Substitutionen einen wildtypischen

Phanotyp zur Folge.
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Abb. E10: Induktion von dcuB: Austausch von ON-Resten L246, N248, D291 und A317 gegen
verschiedene Aminosauren. Die Messungen erfolgte mit dem dcuS-Insertionsstamm IMW260 und
dem komplementierten Stamm IMW260 mit plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSyy). Die Zucht
erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als
Effektor. Die Balken geben die Standardabweichung an.
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4.3.5 OFF-Mutationen der PASc-Doméane
Die Abbildung E11 zeigt die finf OFF-Varianten in der PASc-Doméne. Davon befinden sind

drei am N-Terminus von PAS¢, eine im helikalen Linker und die flnfte mittig im B-Faltblatt-
Gerust. Die OFF-Varianten DcuS-E213A, DcuS-1217A und DcuS-F221A werden durch
jeweils drei stille Varianten voneinander getrennt. Somit zeigen die OFF-Varianten in die
gleiche Richtung in der ersten a-Helix. Die Substitution des Restes V276 gegen Alanin
fuhrte zu einer OFF-Variante (DcuS-V276A) mit einer geringen dcuB-Expression in An- und
Abwesenheit von Fumarat, wie der dcuS-Insertionsstamm IMW260. Am Anfang des vierten
B-Faltblatts konnte die fiinfte OFF-Variante DcuS-L300A charakterisiert werden. Die Aktivitat
von DcuS-L300A in An- und Abwesenheit von Fumarat ist sehr gering und verbleibt somit

auch unterhalb des Schwellenwertes von 50 MU.
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Abb. E11: Induktion von dcuB durch OFF-Varianten der PASc-Domane. Die Messungen erfolgte
mit dem dcuS-Insertionsstamm IMW260 und dem komplementierten Stamm IMW260 mit
plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSy). Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin
und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als Effektor. Die Balken geben die Standardabweichung
an. Die OFF-Varianten sind in Griin markiert.

Die Abbildung E12 zeigt die erweiterte Mutagenese mit dem Rest V276. Der Rest V276
wurde gegen drei Aminosauren ausgetauscht. Die Substitution von Valin, einer hydrophoben
Aminosaure, gegen die ebenfalls hydrophobe Aminosaure Alanin fihrte zu einer OFF-

Variante. Die Substitution von Valin gegen die hydrophile Aminosaure Cystein und die saure
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Aminosaure Aspartat flihrte zu einem wildtypischen Phanotyp mit leicht reduzierter [3-

Galaktosidase-Aktivitat in Anwesenheit von Fumarat.
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Abb. E12: Induktion von dcuB: Austausch von OFF-Rest V276 gegen verschiedene
Aminosauren. Die Messungen erfolgte mit dem dcuS-Insertionsstamm IMW260 und dem
komplementierten Stamm IMW260 mit plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSy;). Die Zucht erfolgte
anaerob in eM9-Medium mit Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als Effektor. Die
Balken geben die Standardabweichung an.

4.3.6 Stille Mutationen in PAS;: Expression von dcuB
Die Abbildung E13 zeigt die 47 stillen DcuS-Varianten (Klasse 3) in der PASc-Domane.

Diese sind in jeder Region von PAS¢ zu finden. In der N-terminalen Kappe wurden zehn, im
PAS-Kern 17, im helikalen Linker vier und im B-Faltblatt-Gerlst 16 stille DcuS-Varianten
generiert. Es konnten Unterschiede in der B-Galaktosidase-Aktivitat in Anwesenheit von
Fumarat zwischen den stillen DcuS-Varianten beobachtet werden, dabei verblieben alle
dcuB-Expressionen der stillen Varianten ohne Fumarat unterhalb des Schwellenwertes (50
MU):

15 von 47 stillen Varianten zeigten eine wildtypische oder bis zu Faktor 1,5 starkere oder
schwachere Expression von dcuB im Vergleich zu DcuSy: DcuS-E216A, -S218A, -L220A,
D239N, -D249A,- K259A, -Q261A, -S270A, -S272A, -V277A, -R289A, -E293Q, -1296D,
I318A, -D232N. Diese Varianten zeichnen sich aus, dass die dcuB-Expression ohne

Fumarat unterhalb des Schwellenwertes (50 MU) verbleibt. Mit Fumarat zeigen diese stillen
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Varianten eine gleiche oder bis zu Faktor 1,5 starkere, schwachere Expression von dcuB im

Vergleich zu DcuSy:.

Eine reduzierte dcuB-Expression mit Fumarat um bis zu Faktor 2, war bei 12 Varianten zu
beobachten: DcuS-P214A, -D239G, -D240A, -V276C, -V276D, -D278A, -R290A, -1296A, -
1296C, -K297A, -A317C, -A317Y. Eine sehr stark reduzierte dcuB-Expression mit Fumarat
zeigten zwei Varianten: DcuS-Y215A und DcuS-K232A. Beide Varianten DcuS-Y215A (68
MU) und DcuS-K232A (51 MU) zeigten eine hdhere dcuB-Expression mit Fumarat als
typische OFF-Varianten (< 50 MU). Somit wurden beide in die Klasse 3 eingeordnet.

Dagegen konnten bei 13 Varianten eine Erhéhung der dcuB-Expression mit Fumarat um bis
Faktor 2 beobachtet werden: DcuS-T219A, -R224A, -Q225A, -Q229A, -1231T, -A251C, -
L254T, -H271A, -T287A, -T305A, -N311A, -N311D, -V313A. Zusatzlich zeigte DcuS-1231T
eine Erhéhung der Expression von dcuB in Abwesenheit von Fumarat um Faktor 2,3. Funf
stille Varianten zeigten eine starke Erhdhung der dcuB-Expression mit Fumarat ab Faktor 2:
DcuS-E222A, -A237C, -N256A, -N256D, -W273A. Somit sind die funf stillen Varianten stark
induzierbar mit Fumarat. Die zwei stillen Varianten DcuS-E222A und DcuS-W273A zeigten
zusatzlich eine erhdhte dcuB-Expression ohne Fumarat um Faktor 3,7 verblieben aber

unterhalb des Schwellenwertes von 50 MU.
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Abb. E13: Induktion von dcuB durch stille DcuS-Varianten der PASc-Domane. Die Messungen
erfolgte mit dem dcuS-Insertionsstamm IMW260 und dem komplementierten Stamm IMW260 mit
plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSy). Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin
und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als Effektor. Die stillen DcuS-Varianten sind in Grau
hervorgehoben. Die Balken geben die Standardabweichung an.

Mit vier stillen Resten wurde eine erweiterte Mutagenese durchgefiuhrt und diese Reste
gegen verschiedene Aminosauren ausgetauscht (Abb. E14). Die Substitution des sauren

Restes D239 gegen Asparagin (DcuS-D239N) hatte eine wildtypische und gegen die
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hydrophile Aminosaure Glycin eine leicht reduzierte dcuB-Expression zur Folge. Somit
scheint der Rest D239 keine Auswirkung auf die Struktur und Funktion von DcuS auszulben.
Der hydrophile Rest N256 befindet sich am Ende der zweiten a-Helix und wurde gegen die
hydrophobe Aminosaure Alanin und saure Aminosaure Aspartat ausgetauscht. Mit beiden
Substitutionen wurde eine Uber Faktor 2 erhdhte Expression von dcuB mit Fumarat erzielt.
Der hydrophobe Rest 1296 zeigte nach Austausch gegen die ebenfalls hydrophobe
Aminosaure Alanin und hydrophile Aminosaure Cystein in Anwesenheit von Fumarat eine
verringerte dcuB-Expression um Faktor 2,5. Die Substitution gegen die saure Aminosaure
Aspartat (DcuS-1296D) zeigte eine Aktivitat wie DcuSyy;. Beide Austausche des hydrophilen
Restes N311 gegen die hydrophile Aminosaure Alanin und der sauren Aminosdure Aspartat

fuhrte zu einem um Faktor 1,5 verstarkte dcuB-Expression in Anwesenheit von Fumarat.

Bei allen vier Resten zeigte die Substitution gegen andere Aminosauren nur leichte
Auswirkungen auf die dcuB-Expression und somit hatten die stillen Varianten keine

auschlaggebenden Veranderungen der Struktur oder Funktion von DcuS zur Folge.
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Abb. E14: Induktion von dcuB: Austausch von stillen Resten D239, N256, 1296 und N311 gegen
verschiedene Aminoséauren. Die Messungen erfolgte mit dem dcuS-Insertionsstamm IMW260 und
dem komplementierten Stamm IMW260 mit plasmidkodiertem dcuS (pMW181, DcuSyy). Die Zucht
erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat (20 mM) als
Effektor. Die Balken geben die Standardabweichung an.
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4.3.7 Lage der PAS.-Mutanten

Die Sekundarstruktur der N-terminalen Kappe besteht aus der ersten a-Helix der PASc-
Domane von Aminosaure L212 bis Q229. Der PAS-Kerns umfasst Aminosaure S230 bis
S272 und besteht aus den ersten zwei 3-Faltblattern und drei darauffolgende a-Helices. Der
helikale Linker von Aminosaure W273 bis G286 besteht im Wesentlichen aus einer funften a-
Helix. Die Sekundarstruktur des p-Faltblatt-Gerlists umfasst Aminosaure T287 bis D323 und

besteht aus den letzten drei B-Faltblattern der PASc-Domane.

Insgesamt wurden 70 PASc-Varianten (Abb. E15) in den vier Regionen der PASc-Doméane
generiert: Es konnten finf ON-Varianten der Klasse 1a zugeordnet werden: DcuS-L246R,
DcuS-N248A, DcuS-N248D, DcuS-N248T und DcuS-N304D. Diese zeigten einen Fumarat-
Induktionsfaktor von < 1,2 und somit eine fumaratunabhangige Expression von dcuB.
Zusatzlich hatten diese ON-Varianten eine Steigerung der dcuB-Expression um das 62-fache
in Abwesenheit von Fumarat gegenltber DcuSw; zur Folge. Die restlichen 13 ON-Varianten
(DcuS-L228A, -L246A, -N248S, -N248G, -N248F, -D291A, -D291N, -A317D, -S319P, -
T320A, -F321A, -R322A) wiesen in Anwesenheit von Fumarat eine starke Stimulierung der
dcuB-Expression auf, und zeigten einen héheren Induktionsfaktor fur Fumarat > 1,2. Somit
wurden diese ON-Varianten der Klasse 1b zugeordnet. ON-Varianten findet man
hauptsachlich in der vorderen und hinteren Region der PASc-Doméne. Drei Reste sind im
vorderen Teil lokalisiert. Der Rest L228 befindet sich in der a1-Helix der N-terminalen Kappe.
Der Rest L246 liegt im (2-Faltblatt, zwei Aminosauren vor dem Rest N248. N248 liegt
zwischen dem B2-Faltblatt und der a2-Helix in einem unstrukturierten Bereich. Beide Reste
sind am Anfang des PAS-Kerns lokalisiert. Im B-Faltblatt-Gerust (338485) sind die restlichen
ON-Mutanten zu finden. Der Rest D291 liegt zentral im (33-Faltblatt. Der Rest N304 befindet
sich mittig im B4-Faltblatt. Im B5-Faltblatt liegen sechs ON-Reste: 1315, A317, S319, T320,
F321 und R322.

In Klasse 2 konnten flnf OFF-Varianten eingeteilt werden: DcuS-E213A, DcuS-1217A, DcuS-
F221A, DcuS-V276A und DcuS-L300A. Diese OFF-Varianten zeichnen sich durch die
geringe dcuB-Expression in An- und Abwesenheit von Fumarat von < 50 MU aus und somit
verbleibt die dcuB-Expression unterhalb des Schwellenwertes. Drei OFF-Reste (E213, 1217,
F221) sind in der a1-Helix der N-terminalen Kappe lokalisiert. Der Rest V276 befindet sich
zwischen der a4- und a5-Helix in einem unstrukturiertem Bereich. Der Rest L300 ist am
Anfang des (4-Faltblatts im B-Faltblatt-Gerlst zu finden.

Die restlichen 47 stillen DcuS-Varianten stellen die Klasse 3 dar. Diese zeigen eine
wildtypische Expression von dcuB, somit hatten Aminosauresubstitutionen keinen starken
Einfluss auf die Aktivitat und Stimulierbarkeit der Reportergenfusion. Die stillen Reste

verteilen sich Uber die gesamte PAS-Domane.
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Von den 47 stillen Varianten zeigten flnf (DcuS-Y215A, -E222A, -1231T, -K232A, -W273A)
eine starkere bzw. schwachere dcuB-Expression als die restlichen stillen Varianten. Die
Reste Y215 und E222 befinden sich in der a1-Helix. Die zwei Reste 1231T und K232 liegen
in einem unstrukturierten Bereich in dem N-terminalen Loop zwischen der a1-Helix und dem
B1-Faltblatt. Der Rest W273 befindet sich auch in einem unstrukturierten Bereich zwischen

der ab5-Helix und der a5-Helix.
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Abb. E15: Lage der PASc-Mutanten in der PASc-Domane. Abgebildet ist die Sekundarstruktur der
PASc-Doméane von Aminosaure L212 bis D323. Die 18 ON-Varianten (11 Positionen) sind in Rot, die
5 OFF-Varianten in Grin und die 47 stillen-Varianten in Schwarz dargestellt.

4.3.8 Effekt von Malat auf die Funktion von Dcu$S

In Anwesenheit des Effektors Fumarat werden die Gene der Fumaratatmung, so auch die
Reportergenfusion mit dcuB induziert. Die Sensorkinase DcuS erkennt unter anderem auch
das C,-Dicarboxylat L-Malat, das einen Effektor fir das DcuSR-Systems darstellt (Zientz et
al., 1998). Die periplasmatische Sensordomane von DcuS wurde mit gebundenem Malat
kristallisiert (Cheung & Hendrickson, 2008). Untersucht werden sollte, ob sich Malat in seiner

Wirkung auf ON- und OFF-Varianten von Fumarat unterscheidet.

Die Abbildung E16 zeigt den Effekt von Fumarat und Malat auf die dcuB-Expression der
ausgewahlten funf OFF- und elf ON-Varianten der PASc-Doméne. Mit dem Fumarat-Malat-
Induktionsquotienten kann man die Differenz zwischen der Expression von Fumarat und
Malat bestimmen. Je grofier der Quotient, desto groRer ist die Stimulierbarkeit durch Malat
im Vergleich zu Fumarat. Somit ergeben sind drei verschiedene Fumarat-Malat-
Induktionsvarianten. In Anwesenheit von Fumarat zeigte DcuS\: eine Expression der
Reportergenfusion von 255 MU. Mit Malat im Medium stieg die Expression von dcuB um
weitere 17,5% auf 300 MU an. Somit zeigt DcuSy; einen Fumarat-Induktionsfaktor von 19,6

und einen Malat-Induktionsfaktor von 23. Der wildtytische Fumarat-Malat-Induktionsquotient
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liegt somit bei 1,2 und zeigt, dass Malat im Wildtyp unter diesen Bediungungen den
starkeren Induktor darstellt. Wie erwartet, zeigten die funf OFF-Varianten (DcuS-E213A, -
1217A, -F221A, -V276A, -L300A) mit Fumarat bzw. Malat keine oder geringe dcuB-
Expression. Die Anwesenheit von Malat hatte bei funf ON-Varianten (DcuS-L228A, -I315A, -
S319P, -T320A, -R322A) ebenfalls einen stimulierenden Effekt auf die Expression, wie bei
DcuSy:. Der Fumarat-Malat-Induktionsquotient lag zwischen 1,2 und 1,4 und war somit
ahnlich wie DcuSy:. Den gréten Fumarat-Malat-Induktionsquotient zeigte die ON-Variante
DcuS-N248D von 1,8. Die dcuB-Expression von DcuS-N248D ist mit Malat weiter
stimulierbar. Somit ist DcuS-N248D zwar fumaratunabhangig, zeigte aber weiterhin eine
gewisse Malatabhangigkeit. Im Gegensatz dazu zeigten die zwei ON-Varianten DcuS-A317D
und DcuS-F321A einen Fumarat-Malat-Induktionsquotient von 0,7 bis 1,0. Bei diesen ON-
Varianten stellte Fumarat den starkeren Induktor von dcuB im Vergleich zu DcuSy; dar. Auch
DcuS-L246R zeigte einen Fumarat-Malat-Induktionsquotient < 1, und zwar von 0,74. Doch ist
diese ON-Variante durch Malat nicht weiter stimulierbar, da in Abwesenheit von Effektoren
die dcuB-Expression héher war, als in Anwesenheit von Malat. Die ON-Variante DcuS-
N304D hatte einen Fumarat-Malat-Induktionsquotient von 1,02 und ist durch beide
Induktoren  gleichermallen  stimulierbar. Somit ist DcuS-N304D fumarat- und
malatunabhangig. Zusammenfassend kann man sagen, dass Malat einen guten Induktor der
dcuB-Expression darstellt. Malat ist flr viele DcuS-Varianten ein effektiverer Induktor als
Fumarat. Die Unterschiede sind aber nur geringfligig und variieren fir die verschiedenen

DcuS-Varianten.
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Abb. E16: Effekt von Fumarat oder Malat auf die Funktion von DcuS ON- und OFF-Varianten
der PASc-Domédne. Die Messungen erfolgte im dcuS-Insertionsstamm IMW260 und mit
komplementierten PASc-Varianten. Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin und
DMSO, entweder mit 20 mM Fumarat oder L-Malat als Effektor. Die Balken geben die
Standardabweichung an. Der Schwellenwert von 50 MU gibt die Signal-ON (>50 MU) und Signal-OFF
(<50 MU) Grenze an.
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4.3.9 Einfluss der ON-Mutation N248D auf andere Mutationen der PASc.-Domaéane

Es sollte Uberprift werden, ob die ON-Mutation N248D einen Einfluss auf die Funktion
anderer Mutationen ausibt (Abb. E17). Dafir wurden PASc-Varianten erstellt, die die
Mutation N248D und eine weitere Mutation enthielten. Ausgesucht wurden Einzelmutationen,
die bereits als stille-, ON- oder OFF-Varianten identifiziert worden waren.

Die erste Doppelvariante wurde mit der ON-Mutation N248D und der stillen-Mutation Q229A
erstellt. Die ON-Variante DcuS-N248D ist fumaratunabhangig und zeigte einen Fumarat-
Induktionsfaktor von 0,8. Die stille-Variante DcuS-Q229A wies eine wildtypische dcuB-
Expression wie DcuSy; mit einem Fumarat-Induktionsfaktor von 16 auf. Die Doppelvariante
DcuS-N248D-Q229A in Anwesenheit von Fumarat eine hohe Expression, vergleichbar mit
der ON-Variante. In Abwesenheit von Fumarat lag die Expression von dcuB zwischen der
Wildtyp- und der ON-Variante. Die Expression war durch Fumarat um den Faktor 2
stimulierbar.

Die zweite Doppelvariante wurde mit der ON-Mutation N248D und der ON-Mutation N304D
erstellt. Die Doppelvariante DcuS-N248D-N304D zeigte im Vergleich zur ON-Variante DcuS-
N304D eine etwas verringerte dcuB-Expression in Anwesenheit von Fumarat. Besonders
deutlich nahm die Expression (Faktor 3,3) in Abwesenheit von Fumarat ab. Doppelvariante
DcuS-N248D-N304D war im Vergleich zu den zwei ON-Varianten der Gruppe 1, DcuS-
N248D und DcuS-N304D, nur noch teilweise fumaratunabhangig. Der Induktionsfaktor lag
bei 2,3 und entspricht so einem ON-Charakter der Klasse 1b.

Die dritte Doppelvariante wurde durch Kombination mit der OFF-Mutation L300A erstellt. Die
OFF-Variante DcuS-L300A zeigte in An- und Abwesenheit von Fumarat eine sehr geringe
dcuB-Expression, vergleichbar mit einem DcuS-negativen Phanotyp. Die Doppelvariante
DcuS-N248D-L300A wies eine deutliche Stimulierung der dcuB-Expression in Anwesenheit
von Fumarat um Faktor 31,6 im Vergleich zu der OFF-Variante auf. Auch in Abwesenheit
von Fumarat konnte eine Steigerung der dcuB-Expression um Faktor 23,3 erzielt werden.
Der Fumarat-Induktionsfaktor liegt bei der Doppelvariante bei 4,7. Somit besitzt diese einen
ON-Charakter der Klasse 1b.

AbschlieRend kann man sagen, dass die ON-Mutation N248D einen stimulierenden Effekt
auf die dcuB-Expression der stillen- und OFF-Mutationen hatte. In den zwei Doppelvarianten
konnte eine Stimulierbarkeit der dcuB-Expression in An- und Abwesenheit von Fumarat
erzielt werden. Andererseits verlor DcuS-N248D in den Doppelmutanten einen guten Teil der
Fumaratunabhangigkeit. Die ON-Doppelvariante DcuS-N248D-N304D verlor im Vergleich zu
den ON-Einzelvarianten einen Teil der Fumaratunabhangigkeit. Alle Doppelvarianten zeigten

somit einen ON-Charakter der Klasse 1b.
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Abb. E17: Nachweis des Funktionszustandes von DcuS-Kombinationsvarianten der PASc-
Domine durch Expression von dcuB [MU]. Die Messungen erfolgte im dcuS- Deletionsstamm
IMW260 und mit komplementierten PASc-Varianten und PASc-PASc-Kombinationsvarianten. Die
Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin, DMSO und mit 20 mM Fumarat als Effektor. Die
Balken geben die Standardabweichung an. In Rot sind die ON-Varianten, in Grau sind die stille-
Variante und in Grliin die OFF-Variante von PAS. dargestellt.

4.3.10 Phanotyp von Kombinationsmutanten in PAS,; und PAS.

Die Sensor-Histidinkinase DcuS erkennt durch die periplasmatische Sensordomane (PASp)
externe Substrate wie Fumarat oder Malat (Zientz et al., 1998; Golby et al., 1999; Kneuper et
al, 2005). Die Aminosaurereste der Substratbindestelle, die bei der Erkennung der externen
Substrate eine entscheidende Rolle spielen, wurden identifiziert (Kneuper et al., 2005,
Kramer et al., 2007, Cheung & Hendrickson, 2008). Die Struktur von PASp wurde mittels
NMR-Spektroskopie und Kristallographie aufgeklart (Pappalardo et al., 2003; Cheung &
Hendrickson, 2008). Mutationen in der Substratbindestelle flihren zur vollstandigen
Inaktivierung von DcuS (Janausch et al., 2002a, Kneuper et al., 2005; Kramer et al., 2007).
Es wurde Uberprift, wie sich eine Kombination einer OFF-Mutation in der PASp-Domane mit
Mutationen in PAS. auf die Funktion von DcuS auswirkt.

Die Abbildung 18 zeigt den Funktionszustand der PASp-PASc-Kombinationsvarianten von
DcuS. Fur die Untersuchung wurde die OFF-Mutation der periplasmatischen Sensordoméane
H110A ausgewahlt. Diese wurde mit verschiedenen PASc-Mutationen, zwei ON-Mutationen
N248D und N304D, drei stillen Mutationen (L220A, D240A, 1318A) und zwei OFF-Mutationen
V276A und L300A kombiniert.

Die OFF-Variante DcuS-H110A ist nicht mehr in der Lage, die Expression von dcuB in An-

und Abwesenheit von Fumarat zu induzieren. Die stillen-Varianten von PAS¢ (DcuS-L220A, -
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D240A, -I318A) hatten eine wildtypische dcuB-Expression in An- und Abwesenheit des
Effektors. Die drei PASp-PASc-Kombinationsvarianten DcuS-H110A-L220A, DcuS-H110A-
D240A und DcuS-H110A-I1318A waren mit und ohne Fumarat véllig inaktiv, vergleichbar mit
der OFF-Variante DcuS-H110A. Die OFF-Varianten der PASc-Domane DcuS-V276A und
DcuS-L300A blieben bei Kombination mit der OFF-Mutation H110A mit und ohne Fumarat
weiterhin inaktiv. Die Kombination von H110A mit den beiden ON-Mutationen der PASc-
Domane N248D und N304D zeigten in beiden Fallen eine klare Aktivitat in Abwesenheit von
Fumarat und eine leichte Stimulierbarkeit der dcuB-Expression durch Fumarat. Eine
Expression von dcuB konnte somit wieder hergestellt werden, wenngleich die Aktivitat im
Vergleich zu den ON-Einzelvarianten deutlich reduziert ist. Diese PASp-PASc-

Kombinationsmutanten zeigten einen Fumarat-Induktionsfaktor der ON-Klasse 1b.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die OFF-Mutation H110A die inaktivierende
Auswirkung auf DcuS bei Kombination mit den stillen- und OFF-Mutationen der PASc-
Domane beibehalt. Bei Kombinationen der OFF-Mutation H110A mit den beiden ON-
Mutationen N248D und N304D waren die ON-Mutationen dominant, aber die Aktivitat war
schwacher als in den einzelnen ON-Varianten.
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Abb. E18: Nachweis des Funktionszustandes von DcuS-Kombinationsvarianten der PASp- und
PASc.-Doméane durch Expression von dcuB [MU]. Die Messungen erfolgte im dcuS-
Deletionsstamm IMW260 und mit komplementierten PASc-, PASp-Varianten und PASc-PASk-
Kombinationsvarianten. Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin, DMSO und mit 20
mM Fumarat als Effektor. Die Balken geben die Standardabweichung an. In Grin ist die OFF-Variante
von PASp hervorgehoben. In Rot sind die ON-Varianten, in Grau sind die stillen-Varianten und in Griin
die OFF-Varianten von PAS; dargestellt.
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4.4 Einfluss einer dcuB-Deletion und von DcuB-Varianten auf PASc-Varianten

DcuB ist der C4-Dicarboxylattransporter der Fumaratatmung und wird in Abwesenheit von
Sauerstoff exprimiert (Six et al.; 1994, Zientz et al., 1996; Golby et al., 1998). DcuB ist ein
bifunktionales Protein, welches neben der Transportfunktion zusatzlich als Co-Sensor von
DcusS fungiert (Kleefeld et al., 2009). Es dient der Aufnahme von C4-Dicaboxylaten sowie der
Ausscheidung des Endproduktes Succinats der Fumaratatmung. Zusatzlich fungiert der
Antiporter als weitere Signaleingangsstelle des DcuSR-Systems und beeinflusst die
Regulation der DcuSR-abhangigen Genexpression (Kleefeld et al., 2009). Es wird vermutet,
dass DcuB in Abwesenheit von Substrat mit DcuS interagiert und dessen inaktive Form
stabilisiert und somit die Aktivitdt hemmt. In Anwesenheit eines Substrats bindet DcuB
dieses und steht dadurch nicht mehr zur Interaktion mit DcuS zur Verfligung. Dies flhrt zur

vollstandigen Aktivierung des Sensors (Bauer et al., 2010).

Untersucht werden sollte der regulatorische Effekt von DcuB auf die ON-Varianten DcuS-
N248D, DcuS-N304D und die OFF-Variante DcuS-V276A der PASc-Doméane. Die Induktion
der DcuSR-abhangigen Gene wurde mittels dcuB-Reportergenfusion untersucht. Dazu
wurde der Doppelinsertionsstamm IMW536 (dcuS dcuB) verwendet. Bei diesem Stamm ist
das dcuS Gen durch eine Spectinomycinresistenz und das dcuB Gen durch eine
Chloramphenicolresistenz inaktiviert worden (Kleefeld et al., 2009). Der Stamm wurde mit
Varianten des Plasmids pMW181 (DcuSw:) transformiert, die fir ON- bzw. OFF-Varianten

von PAS. kodieren.

Der Stamm IMW536 zeigte nach Kombination mit plasmidkodiertem dcuS (pMW181;) schon
in Abwesenheit von Fumarat eine maximale Expression von dcuB (Tab. E2) und somit eine
fumaratunabhangige Aktivierung der Zielgene (Kleefeld et al., 2009). Die Expression konnte
in Anwesenheit von Fumarat nicht weiter stimuliert werden und zeigte sogar eine geringere
Aktivitat. Dieses Phanomen wird der DcuB-Effekt genannt. Der DcuB-Effekt fehlt, wenn
zusatzlich DcuS inaktiv ist. Der Stamm IMW536 mit komplementiertem dcuS (pMW181) und
dcuB (pMW228) zeigte wieder eine fumaratabhangige Expression von dcuB, vergleichbar mit
dem Expressionsmuster des Wildtyp-Stamms IMW237 (Tab. E2).

Die beiden ON-Varianten DcuS-N248D (pMW421) und DcuS-N304D (pMW488) wiesen ein
vergleichbares Expressionsmuster wie DcuSy; (pPMW181) auf. Die Expression war bereits
ohne den Effektor Fumarat maximal. In Anwesenheit von Fumarat wurde eine geringere
Stimulierung der dcuB-Expression beobachtet. Die OFF-Variante DcuS-V276A zeigte
hingegen keine Expressionsaktivitdt, unabhangig vom Effektor, vergleichbar mit der

Expression des Doppelinsertionsstamms.
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Die regulatorischen DcuB-Varianten DcuB-D398N und DcuB-K353A weisen einen dem
Wildtyp-DcuS ahnlichen DcuB-Effekt auf. Die ON-Variante DcuS-N248D zeigt in
Kombination mit den 2zwei DcuB-Varianten eine um Faktor 1,8 bis 3 verstarkte
Expressionsaktivitdt auf. Dabei bleibt das Expressionsmuster der jeweiligen DcuB-
Einzelvariante im Vergleich zu den DcuS-DcuB-Doppelvarianten erhalten.

Tab. E2: Rolle von PAS¢-Varianten fiir die Fumarat-unabhédngige Induktion von dcuB mit
regulatorischen und transportdefizienten DcuB-Varianten im dcuS dcuB Deletionsstamm
IMWS536. Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin und DMSO, mit oder ohne Fumarat
(20mM) als Effektor.

IMW536 (dcuS dcuB) 7 dcuB-Expression [MU]

Plasmid Protein ohne Effektor + Fumarat

nur Reportergen - 9 2 11 1
pMW181 DcuS 100 10 52 12
pMW228 DcuB 2 1 3 #1
pMW181 pMW228 DcuS, DcuB 5 2 36 %8
pMW421 DcuS-N248D 281 £29 91 #10
pMW488 DcuS-N304D 210 #13 92 #10
pMWG667 DcuS-V276A 10 6 8 13
pMW181 pMW405 DcuS, DcuB-D398N 89 127 41 19
pMW421 pMW405 DcuS-N248D, DcuB-D398N 148 14 109 6
pMW488 pMW405 DcuS-N304D, DcuB-D398N 47 #£2 65 +8
pMW667 pMW405 DcuS-V276A, DcuB-D398N 5 #1 6 1
pMW181 pMW508 DcuS, DcuB-K353A 61 6 50 +3
pMW421 pMW508 DcuS-N248D, DcuB-K353A 189 9 110 %9
pMW488 pMW508 DcuS-N304D, DcuB-K353A 69 11 60 1
pMW667 pMW508 DcuS-V276A, DcuB-K353A 13 #£2 8 1
pMW181 pMW397 DcuS, DcuB-T394l 29 2 43 +3
pMW421 pMW397 DcuS-N248D, DcuB-T394I 54 +7 111 %10
pMW488 pMW397 DcuS-N304D, DcuB-T394I 34 1 49 +3
pMW667 pMW397 DcuS-V276A, DcuB-T394| 6 12 4 1
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Die ON-Variante DcuS-N304D zeigt in Kombination mit DcuB-K353A eine vergleichbare
Expressionsaktivitdt wie die DcuB-Einzelvarianten. Bei DcuS-N304D in Kombination mit
DcuB-D398N war die dcuB-Expression ohne Fumarat fast um das 2-fache geringer. ist Mit
Fumarat war eine 1,5-fach erhdhte Expressionsaktivitat im Vergleich zu DcuB-D398N
messbar war. DcuB-T394| zeigt eine fumaratabhangige Aktivierung und eine erhohte
Expression ohne Fumarat. Diese Werte von DcuB-T394I sind nicht konform mit Kleefeld et
al. (2009). Dort wird gezeigt, dass auch DcuB-T3941 den DcuB-Effekt aufweist. Plasmid
pMW397, das flir DcuB-T394I kodiert, sollte deshalb tberprift werden. Alle drei DcuS-DcuB-
Doppelvarianten mit der OFF-Variante DcuS-V276A zeigen durchgehend keine
Expressionsaktivitat, unabhangig vom Effektor, wie die DcuS-V276A Einzelvariante und der

dcuS dcuB Insertionsstamm.

Man kann sagen, dass fir eine DcuSR-vermittelte Expression eine aktive DcuS
Sensorkinase bendtigt wird. Sobald DcuS inaktiv vorliegt, erfolgt keine Signalweiterleitung
zur Kinase und keine Stimulierung der Zielgene, wie man es bei der OFF-Variante DcuS-
V276A sehen kann. Die dcuB-Deletion flhrte im wildtypischen DcuS-Hintergrund zu dem
bekannten DcuB-Effekt mit einer fumaratunabhangigen dcuB-Expression. Die DcuS-
Varianten verhalten sich deshalb gegenlber DcuB ahnlich wie DcuSy. Die OFF-Variante ist

auch im dcuB-negativen Hintergrund im OFF-Zustand.

4.5 Protein-Protein Interaktion

Protein-Protein Interaktionen spielen in biologischen Systemen, zum Beispiel bei der
Signaltransduktion von Proteinen, eine groe Rolle. Eine Protein-Protein Interaktion
bezeichnet eine stabile oder fragile Wechselwirkung zwischen zwei oder mehreren
Proteinen. Interaktionen beruhen oft auf Wasserstoffbrickenbindungen, nicht-kovalenter
Wechselwirkungen oder elektrostatischen Wechselwirkungen von Aminosaure-Resten
zwischen den interagierenden Proteinen. Mittels Interaktionsstudien kdnnen Funktionen und
Interaktionspartner von Proteinen analysiert werden. Um Protein-Protein Interaktionen
nachzuweisen, gibt es eine groRe Auswahl an in vivo oder in vitro
Untersuchungsmaoglichkeiten, z.B. NMR, Crosslinking, Co-Immunoprazipitation und Two-
Hybrid-Systeme mit Fusionsproteinen. Mit der Hilfe des Bacterial Two-Hybrid-System und in
vivo Crosslinking mit DSS (Disuccinimidyl suberat) wurde die Interaktionen und

Oligomerisierung von DcuS und von DcuS-Varianten untersucht.
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4.5.1 Interaktionsstudien mit dem Bacterial Two-Hybrid-System

Homo-Dimerisierung von DcuS: Bedeutung von PAS.

Eine Interaktion zwischen zwei Proteinen kann mittels des Bacterial Two-Hybrid-System
(BACTH) untersucht werden. Das System basiert auf einer interaktionsvermittelten
Rekonstitution der Adenylatcyclase-Aktivitat im cya-negativen E. coli Stamm BTH101. Hierzu
wird die Adenylatcyclase von Bordetella pertussis verwendet, die aus den Fragmenten T18
und T25 besteht. Die Fragmente wurden genetisch voneinander getrennt und haben so ihre
katalytische Aktivitat verloren. Fusioniert man T25 und T18 an zwei interagierende Proteine,
werden die Fragmente Uber die Heterodimerisierung der entstehenden Fusionsproteine
wieder zusammengefihrt und gewinnen bei geeigneter raumlicher Anordnung die Aktivitat
zurtick. Die wiederhergestellte Adenylatcyclase-Aktivitat resultiert in der Synthese von cAMP.
Zyklisches AMP bindet im nachsten Schritt an das ,catabolite activator protein“, CAP. Der
cAMP/CAP-Komplex aktiviert in E. coli als Transkriptionsfaktor die Expression des lac
Reportergens. Die Expression der B-Galaktosidase kann somit als Mal} fir die Interaktion
zweier Proteine benutzt werden. Als Positivkontrolle fur Protein-Protein Interaktion dienen
Fusionen der Adenylatcyclase-Fragmente T25 und T18 mit Leucinzipper-Proteinen, deren
Dimerisierung in vivo untersucht ist (Karimova et al., 1998). Die Homodimerisierung von
DcuS kann durch das BACTH-System nachgewiesen werden. (Scheu et al., 2011). Zur
Untersuchung der Homodimerisierung von DcuS und der beteiligten Domanen wurden
qualitative und quantitative Interaktionsstudien mit unterschiedlichen DcuS-Varianten
durchgefuhrt. Damit sollte Gberprift werden, ob DcuS-Varianten eine Auswirkung auf die
Interaktion zwischen den DcuS-Proteinen zeigt. Dafir wurde der cya-negative E. coli Stamm
BTH101 mit den zwei BACTH-Vektoren cotransformiert, die flr die T18- und T25-DcuS
Fusionsvarianten kodieren. Auf X-Gal-Platten wurden die qualitativen Untersuchungen der
Kolonien mit dem chromogenen Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-
Gal) vorgenommen. Fir die quantitativen Untersuchungen erfolgte die aerobe Zucht in LB-
Medium mit den Antibiotika Ampicillin und Kanamycin. Induziert wurden die T25- und T18-
Fusionsproteine mit 0,5 mM IPTG. Mittels B-Galaktosidase-Tests wurde die hohe -
Galaktosidase-Aktivitat ermittelt, welche als Mal} fir die Starke der Interaktion der

Fusionsproteine angesehen werden kann.

Untersucht werden sollte die Interaktion von DcuS in verschiedenen Kombinationen des
Proteins aus Volllangen-DcuS und von verkirzten DcuS-Konstrukten. Dabei sollte der
Einfluss von DcuS-Varianten auf die Interaktion von DcuS und DcuS-Konstrukten analysiert
werden. Die Abbildung E19 zeigt die Interaktion der Positiv- und Negativ-Kontrolle. Die

Interaktion der ZiP-Fusionsproteine, die jeweils eine Leucinzipper-Domane mit C-terminal
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fusionierten T18- und T25-Fragmenten enthalten, flhrte zu einer Blaufarbung der E. coli-

Kolonie und die quantitative Auswertung zeigte eine 3-Galaktosidase-Aktivitat von 1361 MU.
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Abb. E19: Interaktion der positiv- und negativ-Kontrolle mit N- und C-terminalen fusionierten
T25- und T18-Fragmenten. Der cya-negative Stamm BTH101 wurde mit den jeweiligen Konstrukten
cotransformiert. Die Zucht erfolgte bei 30°C, aerob in LB-Medium mit 0,5 mM IPTG, 100 pg/ml
Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin. Die Abbildung zeigt die Farbung der Kolonien auf X-Gal-Platten
und die B-Galaktosidase-Aktivitdt [MU] des Stammes. Die orange gestrichelte Linie stellt den
Schwellenwert flr die Interaktion zwischen den fusionierten T18- und T25-Fragementen dar.

Die Negativ-Kontrolle setzt sich aus den Fusionsproteinen einer Leucinzipper-Domane mit
C-terminalem T25-Fragment und Volllangen-DcuS mit N-terminal fusioniertem T18-Fragment
zusammen. Wie zu erwarten war, konnte keine Interaktion der Fusionsproteine festgestellt
werden. Dies fihrte zu einer geringen B-Galaktosidase-Aktivitat von 54 MU und einer weil3en
Kolonie (Abb. E18). Somit wurde ein Schwellenwert von 60 MU fir die Interaktion der

Fusionsproteine festgelegt.

Die Abbildung E20 zeigt die Interaktion homologer Konstrukte aus verschiedenen Domanen
von DcuS und DcuR mit N- und C-terminalen fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Als
positive Interaktionskontrolle wurde das Leucinzipper-Fusionsprotein verwendet. Volllangen-
DcuS mit N-terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten zeigte eine starke Interaktion der

Proteine, vergleichbar mit dem Leucinzipper-Fusionsprotein. Ebenso  wurden
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Interaktionsstudien mit verklrzten Varianten von DcuS durchgefihrt. In dem Konstrukt DcuS-
PAS. fehlt die Kinase-Domane, in DcuS-TM2 die PAS¢- und die Kinase-Domane. An jedes

dieser verkurzten Konstrukte wurden C-terminal T25- und T18-Fragmenten fusioniert.

Beide homologen Konstrukte zeigten im homodimeren Zustand eine B-Galaktosidase-
Aktivitat, die 23% bis 25% der Interaktion von Volllangen-DcuS entsprach. Die isolierte
PASc-Kinase bildete offensichtlich sehr effektiv Homodimere (1640 MU), wahrend die
PASc-

Responseregulator DcuR, der als Transkriptionsfaktor im DcuSR-System fungiert, zeigte als

isolierten und Kinase-Domanen alleine keine Interaktion zeigten. Dem
Homodimer hohe B-Galaktosidase-Werte, und damit starke Dimerisierung, die 57% der

Interaktion von Volllangen-Dcu$S entsprach.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die homologen Konstrukte von Volllangen-
DcuS und DcuR eine starke Interaktion zeigten. Die verkirzten homologen Konstrukte DcuS-
TM2 und DcuS-PAS. zeigten eine schwachere, aber signifikante Interaktion als Volllangen-
DcuS. Die cytoplasmatischen Domane PASc und die Kinase-Domane zeigten alleine keine

Interaktion mehr.
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Abb. E20: Interaktion homologer Konstrukte aus verschiedenen Doméanen von DcuS und DcuR
mit N- und C-terminalen fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Der cya negative E. coli Stamm
BTH101 wurde mit den jeweiligen homologen Konstrukten cotransformiert. Die Zucht erfolgte aerob in
LB-Medium mit 0,5 mM IPTG, 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin. Die orange gestrichelte
Linie stellt den Schwellenwert fir die Interaktion zwischen den fusionierten T18- und T25-
Fragementen dar.
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Des Weiteren wurde die Interaktion verschiedenen heterologer Konstrukte aus
verschiedenen Domanen von DcuS und DcuR untersucht. Die Tabelle E3 zeigt ein Schema
des Proteinkonstrukts, die T25- und T18-Fragmente, die Farbung der Kolonien auf X-Gal-
Platten und die B-Galaktosidase-Aktivitat. Es wurden zwei Kombinationen von Volllangen-
DcuS und DcuR, mit C- und N-terminalen T25- oder T18-Fragmenten und einer negativ-
Kontrolle mit dem verkirzten Konstrukt DcuS-TM2 untersucht. Eine deutliche Interaktion
konnte fur die Kombination DcuS + DcuR beobachtet werden. Die C- und N-terminalen
Fusionen zeigten eine deutliche Blaufarbung, was fiir eine starke Interaktion spricht. Die
Kombination DcuR-T25 + DcuS-T18 zeigte eine (-Galaktosidase-Aktivitat von 83% im
Vergleich zu homologen Volllangen-DcuS. Das ist eine deutliche héhere Interaktion als fir
T25-DcuS + DcuR-T18, die bei 45% der Interaktion liegt. Wie erwartet, wurde keine
Interaktion der Fusionsproteine DcuR-T25 mit dem verkirzten Konstrukt DcuS-TM2 erzielt.

Somit zeigten die Kolonien keine Blaufarbung.

Tab. E3: Interaktion verschiedener heterologer Konstrukte aus verschiedenen
Doménen von DcuS und DcuR. Die Tabelle zeigt ein Schema der Proteinkonstrukte, die
Fragmente, die Farbung der Kolonien auf X-Gal-Platten und die p-Galaktosidase-Aktivitat
[MU] des Stammes. Die Zucht erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5 mM IPTG, 100 pg/ml
Ampicillin und 50 ua/ml Kanamvcin.

Schema T25-Fragment Farbung der
Proteinkonstrukt T18-Fragment Kolonie

| DcuR-T25 1067 +87
DcuS-T18
T25-DcuS 585 +72
DcuR-T18
DcuR-T25 58 +4

+ DcuS-TM2-T18

Uberprift wurde weiterhin die Interaktion verschiedener heterologer Konstrukte aus
verschiedenen Domanen und verkilrzten Varianten von DcuS. Die Tabelle E4 zeigte eine

Darstellung der Proteinkonstrukte, die Farbung der Kolonien auf X-Gal-Platten und die 3-
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Galaktosidase-Aktivitat der jeweiligen heterologen Kombinationen. Volllangen-DcuS und das
verkirzte DcuS-PAS: zeigten keine Interaktion mit der isolierter PASc-Doméne. Die
Fusionsproteine des verkirzten Konstrukts DcuS-TM2 und der isolierten PASc-Doméane
zeigten, wie erwartet, ebenso keine Interaktion. Volllangen-DcuS zeigte weder bei C- noch
bei N-terminaler Markierung deutliche Interaktion mit einzelnen cytoplasmatsichen Domanen
(PASc, Kinase). Lediglich eine schwache Interaktion konnte mit der isolierten PASc-Kinase
Domane beobachtet werden. Die schwache Interaktion konnte durch die leicht blaue

Kolonienfarbe bestatigt werden.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass eine zusammenhangende PASc-Kinase-
Domane erforderlich ist flr eine Interaktion in DcuS. Eine deutliche Interaktion ist feststellbar,

wenn die PASc-Kinase an der Membran verankert ist.

Tab. E4: Interaktion verschiedenen heterologer Konstrukte aus verschiedenen Doménen
von DcusS. Die Tabelle zeigt ein Schema der Proteinkonstrukte, die Fragmente, die Farbung der
Kolonien auf X-Gal-Platten und die B-Galaktosidase-Aktivitat [MU] des Stammes. Die Zucht
erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5 mM IPTG, 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin.
Mutationen sind in rot markiert.

Schema T25-Fragment Farbung der
Proteinkonstrukt T18-Fragment Kolonie
DcuS-PAS:-T25
PASc-T18

PASc-T25 |
DcuS-T18 |
|
|

@ :

DcuS-TM2-T25 57 +5
. PASc-T18

T25-DcuS 59 +4
Kinase-T18
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DcuS-PASc-N248D-T25 55 +2
T18-DcuS

T25-DcuS
PASc Kinase-T18

101 £28

Darlber hinaus sollte geklart werden, welchen Einfluss ON- und OFF-Mutationen der PASc-
Domane auf die Interaktion isolierter PASc-Domane haben (Abb. E21). Die isolierten
wildtypischen PASc-Doméanen zeigten keine Interaktion, im Vergleich zum Leucinzipper-
Fusionsprotein. Auch die ON-Mutationen N248D und N304D und die OFF-Mutationen F221A
und V276A flhrten zu keiner Interaktion der T25- und T18-Fusionsproteine.
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Abb. E21: Interaktion homologer Konstrukte der isolierten PASc-Domédne von DcuS mit C-
terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Der cya negative E. coli Stamm BTH101 wurde
mit den jeweiligen PASc-Varianten cotransformiert. Die Zucht erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5 mM
IPTG, 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin. Die orange gestrichelte Linie stellt den
Schwellenwert fiur die Interaktion zwischen den fusionierten T18- und T25-Fragementen dar.
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Der Einfluss von OFF-Mutationen der PASp-Domane auf die Interaktion homologer
Konstrukte wurde in DcuS untersucht, das bis Transmembranhelix 2 (DcuS-TM2) verkurzt
war (Abb. E22). Wildtypische Fusionsproteine der verkirzten DcuS-Variante DcuS-TM2
zeigten eine signifikante Interaktion. Alle Fusionsproteine der drei OFF-Varianten von DcuS-
TM2 (-R107A, -H110A, -F120A) zeigten eine leicht verstarkte Interaktion. Die OFF-
Mutationen R107A, H110A und F120A der PASp-Doméane haben deshalb mdglicherweise

eine leicht verstarkte Interaktion der homologen verkirzten DcuS-TM2-Konstrukte zu Folge.
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Abb. E22: Interaktion homologer Konstrukte von verkiirtztem DcuS bis Transmembranhelix 2
mit C-terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Der cya negative E. coli Stamm BTH101
wurde mit den jeweiligen Varianten cotransformiert. Die Zucht erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5
mM IPTG, 100 ug/ml Ampicillin und 50 ug/ml Kanamycin. Die orange gestrichelte Linie stellt den
Schwellenwert fiir die Interaktion zwischen den fusionierten T18- und T25-Fragementen dar.

4.5.2 Einfluss von Effektoren auf die Interaktion von Volllangen- und verkiirztem Dcu$S

Es sollte Uberprift werden welchen Effekt ON- und OFF-Mutationen auf die Interaktion
homologer Konstrukte von Volllangen-DcuS auslben. Zusatzlich sollte der Effekt von

Fumarat und Malat auf die Interaktion untersucht werden.

In Abbildung E23 ist der Einfluss der Effektoren Fumarat und Malat auf die Interaktion

dargestellt. Ohne Effektoren zeigte wildtypischen Volllangen-DcuS eine starke Interaktion,
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die durch Fumarat und Malat nur leicht reduziert wurde. Die stillen Varianten DcuS-L220A
und DcuS-L240A zeigten eine etwas niedrigere B-Galaktosidase-Aktivitat von 76% im
Vergleich zu Volllangen-DcuS. Hier schien Malat eine deutliche Reduktion der Aktivitat, bis
Faktor 1,3 zu verursachen. Die OFF-Varianten DcuS-F221A, DcuS-V276A und DcuS-L300A
zeigten, im Vergleich zum Wildtyp eine geringere Interaktion. Die Anwesenheit von Malat im
Medium reduzierte die Interaktion der Fusionsproteine weiter deutlich, bis zu Faktor 3. Die
ON-Varianten DcuS-L228A, DcuS-N304D und DcuS-R322A zeigten eine geringere
Interaktion von 44% im Vergleich zum Wildtyp. Die Anwesenheit der Effektoren hatte eine
Reduzierung der Interaktion zur Folge. Mit Malat wurde eine weitere Verringerung der
Interaktion um den Faktor 1,7 bis 2,6 erzielt. Die ON-Variante DcuS-N248D zeigte im
Gegensatz zu den anderen Volllangen-DcuS-Varianten keine Interaktion in An- und
Abwesenheit von Effektoren. Die B-Galaktosidase-Aktivitdt der ON-Varianten DcuS-N248D
lag bei 4% im Vergleich zu wildtypischem Volllangen-DcuS und somit unterhalb des

Schwellenwertes.
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Abb. E23: Interaktion homologer Konstrukte von Volllangen-DcuS mit N-terminal fusionierten T25-
und T18-Fragmenten. Der cya negative E. coli Stamm BTH101 wurde mit den jeweiligen Volllangen-DcuS-
Varianten cotransformiert. Die Zucht erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5 mM IPTG, 100 pg/ml Ampicillin
und 50 pg/ml Kanamycin. Dargestellt ist das komplette Wildtyp-DcuS und die stillen-, ON-, und OFF-
Varianten der PASc-Doméne. Die orange gestrichelte Linie stellt den Schwellenwert fir die Interaktion
zwischen den fusionierten T18- und T25-Fragementen dar. Oberhalb des Schwellenwertes von 60 MU kann
man von einer Interaktion der Fusionsproteine ausgehen.

Man kann festhalten, dass im wildtypischen Volllangen-DcuS mit dem BACTH-System eine
starke Interaktion zwischen den Monomeren des Dimers zu finden ist. Anwesenheit der
Effektoren flhrte in den ON-, OFF- und den stillen Varianten, nicht aber im Wildtyp, zu einer

deutlichen Abnahme der Interaktion. Malat reduzierte die Interaktion der Fusionsproteine
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starker als Fumarat. Die PASc-Mutation N248D hat eine starke Auswirkung auf die

Interaktion und fuhrte in An- und Abwesenheit der Effektoren zu einem vollstandigen Verlust.

In Abbildung E24 ist der Einfluss verschiedener PASc-Mutationen und der Effektoren
Fumarat und Malat auf die Interaktion von Homodimeren von verklrztem DcuS, ohne
Kinase-Domane gezeigt. Bis auf das Fehlen der Kinase, entsprechen die Experimente denen
von Abbildung E23. Verklrztes DcuS mit wildtypischem DcuS-PASc zeigte die starkste
Interaktion in Abwesenheit von Effektoren im Medium. Beide Effektoren fuhrten zu einer
starken Abnahme der Interaktion (Faktor 4,7). Somit reduzierten beide Effektoren die
Interaktion der Fusionsproteine gleichermalien stark. Die stillen Varianten DcuS-L220A und
DcuS-D240A zeigten eine niedrigere p-Galaktosidase-Aktivitat von bis zu 51% im Vergleich
zu wildtypischem DcuS-PASc. Mit Effektoren wurde eine schwache Reduzierung der
Interaktion (Faktor 1,6) beobachtet.

Die OFF-Varianten von DcuS-PAS: DcuS-V276A und DcuS-L300A zeigten in Abwesenheit
der Effektoren eine B-Galaktosidase-Aktivitat von bis zu 74% und DcuS-F221A von 36% im
Vergleich zu wildtypischen DcuS-PASc. Die Anwesenheit von Fumarat fihre bei DcuS-
F221A zu keiner signifikanten Abschwachung der Interaktion. Mit Fumarat und Malat zeigte
die OFF-Variante DcuS-V276A eine starkere Reduktion der Interaktion (Faktor 3,1), wahrend
in die OFF-Variante DcuS-L300A Fumarat und Malat nur eine geringere Reduktion der

Interaktion bewirkte.

Die ON-Varianten von DcuS-PAS¢ DcuS-L228A und DcuS-R322A hatten eine vergleichbare
Interaktion wie der Wildtyp zur Folge. Hier schien die Anwesenheit von Malat eine starkere
Reduktion der Aktivitat als Fumarat zu bewirken. Die ON-Varianten DcuS-N248D und DcuS-
N304D zeigten im Gegensatz zu den beiden anderen ON-Variantenmit und ohne Effektor
keine Interaktion, und die p-Galaktosidase-Aktivitdt lag somit an der Grenze des

Schwellenwertes.

AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass die Anwesenheit der Effektoren auf die
wildtypischen DcuS-PASc-Fusionsproteine eine starke Verringerung der Interaktion zur
Folge. In Anwesenheit von Effektoren wurde die Interaktion der mutierten Fusionsproteine
nicht so stark reduziert wie im Wildtyp. Die PASc-Mutationen N248D und N304D hatten eine
Unterbrechung der Interaktion der DcuS-PASc-Fusionsproteine zu Folge. Somit konnte in
An- und Abwesenheit von Effektoren nur eine sehr schwache B-Galaktosidase-Aktivitat

nachgewiesen werden.
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Abb. E24: Interaktion homologer Konstrukte von verkiirztem DcuS bis zur PAS¢;-Domane mit C-
terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Der cya negative E. coli Stamm BTH101 wurde mit den
jeweiligen DcuS-PASc-Varianten cotransformiert. Die Zucht erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5 mM IPTG,
100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin. Dargestellt ist das um die Kinase-Domane verkirztes
Wildtyp-DcuS und die stillen-, ON-, und OFF-Varianten der PASc-Domaéane. Die orange gestrichelte Linie
stellt den Schwellenwert fiir die Interaktion zwischen den fusionierten T18- und T25-Fragementen dar.
Oberhalb des Schwellenwertes von 60 MU kann man von einer Interaktion der Fusionsproteine ausgehen.

4.6. In vivo Fluoreszenzmikroskopie

4.6.1 Lokalisation von DcuS und DcuS$ -Varianten in E. coli

Die Lokalisation von DcuS und verschiedener DcuS-Varianten wurde durch in vivo
Fluoreszenzmikroskopie in der Membran von E. coli untersucht. Dazu wurden Fusionen von
DcuS mit dem ,yellow fluorescenct protein“ (YFP) verwendet. YFP ist ein Derivat des ,green
fluorescent protein® (GFP), welches Licht der Wellenlange 513 nm maximal absorbiert und
ein Emissionsmaximum von 527 nm besitzt (Ormo et al., 1996). Die Lokalisation der
Fusionsproteine von YFP kann deshalb mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht werden.
Das Plasmid pMW407 kodiert fur eine dcuS-yfp Fusion (Abb. E25).

Durch gerichtete Mutagenese wurden auf dem Plasmid pMW407 DcuS-Varianten von dcuS-
yfp erstellt. Die Plasmide wurden in E. coli JM109 transformiert. Nach Zucht und Induktion
mit 133 uM L-Arabinose wurden Zellen aus der exponentiellen Phase auf PBS-Agarose-
beschichtetem Objekttragern immobilisiert und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Fur die
Expression wurde Vektor pBAD30 verwendet, um ein moderates Expressionslevel

einzuhalten. DcuS-YFP besitzt Wildtyp-ahnliche Funktion von DcuS und wird in die Membran
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von E. coli eingebaut. Dabei kommt es hauptsachlich zu einer Lokalisation von DcuS-YFP an
den Zellpolen (Scheu et al., 2008).

Abb. E25: Schematische
Darstellung von DcuS-
YFP.

Dargestellt ist DcuS als
Monomer mit C-terminal
fusioniertem YFP.

YFP

Es sollte Uberprift werden, welche Auswirkungen Punktmutationen und PASc-Deletion in
DcuS-YFP auf die Lokalisation in der Zelle haben. Die Tabelle E5 zeigt die Lokalisation von
cytoplasmatischem YFP, wildtypischem DcuS-YFP und den DcuS-YFP Varianten in E. coli
Einzelzellen. Fur die quantitative Untersuchung der Fluoreszenzlokalisation wurden
Fluoreszenz-Profile entlang der Zellachse von E. coli aufgenommen. Die DcuS-
Lokalisationsmodelle zeigen schematisch die Verteilung der jeweiligen Varianten in der E.
coli Membran. Cytoplasmatisches YFP (pEYFP) hatte wie erwartet, eine homogene
Verteilung im Cytoplasma, daraus resultierte ein Fluoreszenz-Profil mit gleichbleibender
Intensitat Uber das gesamte Profil der Zelle. Im Gegensatz dazu zeigte wildtypisches DcuS-
YFP (pMW407) eine polare Anhaufung an beiden Zellpolen, aber auch eine einseitige
Akkumulation war oft zu beobachten. Das Fluoreszenz-Profil wies zwei Maxima in der Zelle
auf, entsprechend der Anhaufung an den Zellpolen. An den Polen nimmt die

Fluoreszenzintensitat um das 3-fache im Vergleich zum Cytoplasma zu.

Diese Ergebnisse sind mit bestehenden Ergebnissen von Scheu et al. von 2008 konform.
Die zwei stillen DcuS-Varianten, DcuS-I318A-YFP und DcuS-D240A-YFP zeigten wie
wildtypisches DcuS-YFP eine polare Lokalisation von DcuS. Die Fluoreszenz-Profile der
Varianten waren mit dem Wildtyp vergleichbar. Die Intensitat der Fluoreszenz nahm an den
Zellpolen gegeniber dem Cytoplasma um das 2,5 bis 3-fache zu. Somit haben die stillen
Mutationen 1318A und D240A keine Auswirkung auf die Verteilung von DcuS-YFP in der

Membran und die Lokalisation ist mit der von wildtypischem DcuS-YFP vergleichbar.
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Im Gegensatz dazu zeigten die zwei ON-Varianten, DcuS-N248D-YFP und DcuS-N304D-
YFP eine punktuelle Anhdufung in der Zellmembran von E. coli. Deutlich erkennbar war eine
dicht gepackte Anhaufungen der ON-DcuS-YFP-Varianten entlang der Membran, das
spiegelte sich auch im Fluoreszenz-Profil wieder. Im Vergleich zu wildtypischem DcuS-YFP
zeigten beiden ON-DcuS-YFP-Varianten eine gezackte Fluoreszenzintensitaten entlang der
kompletten Zellachse. Somit haben die beiden ON-Mutationen N248D und N304D einen
Einfluss auf die Lokalisation von DcuS-YFP.

Tab. E5: Fluoreszenz-Profile und Lokalisation von verschiedenen Varianten von DcuS-YFP in E.
coli Einzelzellen. Die Profile der Fluoreszenzintensitat wurden nach Induktion mit 133 uM Arabinose
entlang der Zellachse von E. coli JM109 Einzelzellen aufgenommen. Die DcuS-Lokalisationsmodelle
zeigen die Lokalisation der DcuS-YFP exprimierten Varianten in der Zelle. Die Einzelzellen exprimieren
das cytoplasmatische YFP (pEYFP), wildtypische DcuS DcuS-YFP (pMW407), zwei stille Varianten
DcuS-1318A-YFP (pMW1229) und DcuS-D240A-YFP (pMW1242), zwei ON-Varianten DcuS-N248D-
YFP (pMW1202) und DcuS-N304D-YFP (pMW1228), zwei OFF-Varianten DcuS-V276A-YFP
(PMW1230) und DcuS-L300A-YFP (pMW2141) und PASc-EX-YFP (pMW1302). Die E. coli Zellen
wurden auf einem PBS-Agarose-beschichteten Objekttrager immobilisiert und bei 513nm mit einem
konfokalen Laserstrahl angeregt. Die gestrichelte Linie gibt die Zellachse fiir die Messung des
Fluoreszenz-Profils der Einzelzelle wieder. Die Zellen haben eine Lange von ca. 4 um.
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Die zwei OFF-Varianten, DcuS-L300A-YFP und DcuS-V276A-YFP zeigten eine polare
Anhaufung von DcuS an den Zellpolen wie wildtypisches DcuS-YFP. Dies bestatigt sich auch
in den Fluoreszenz-Profilen der beiden OFF-Varianten. Die Fluoreszenzintensitat nimmt an
den Polen im Vergleich zur Zellmitte um das 3- bis 4-fache zu. Somit hatten die OFF-

Mutationen keine Auswirkung auf die Verteilung von DcuS-YFP in der Membran.

Die DcuS-Variante PASc-EX-YFP mit deletierter PASc-Domane zeigte eine relativ
gleichmafige Verteilung in der Membran Uber die gesamte Zelle mit teilweise punktueller
Anhaufung. Das Fluoreszenz-Profil von PASc-EX-YFP war mit dem von DcuS-N304D-YFP
vergleichbar und lieferte eine gezackte Fluoreszenzintensitat entlang der Zellachse. Somit
hat die Deletion von PAS: einen Einfluss auf die Lokalistation von DcuS-YFP in der

Membran, vergleichbar mit den ON-Varianten von DcuS-YFP.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass stille und OFF-Mutationen von DcuS-YFP wie
wildtypisches Dcu$S eine polare Lokalisation von DcuS an den Zellpolen aufweisen. Die ON-
Mutationen N248D und N304D, sowie die Deletion der PASc-Domane, hatten dagegen einen
Einfluss auf die Verteilung von DcuS-YFP in der Membran und flhrten zu einer

gleichmaRigen oder punktuell angehauften Membranlokalisation.

4.6.2 Einfluss verschiedener Substrate auf die Lokalisation von DcuS-YFP

Untersucht werden sollte der Einfluss der Effektoren Fumarat und Malat auf die Lokalisation
von DcuS-YFP. Als Kontrolle wurde die Lokalisation von DcuS-YFP in Anwesenheit von dem
Cs-Tricarboxylat Glutarat und dem Cs-Tricarboxylaten Tricarballylat getestet, welche nicht
von der Sensordomane erkannt werden (Kramer, 2008). In Anwesenheit der C,-
Dicarboxylate Fumarat und Malat wurde eine zum gréfiten Teil gleichmaRige Verteilung von
wildtypischen DcuS-YFP in der Membran beobachtet (Tab. E6). Diese Ergebnisse weichen
von Befunden von Scheu et al. (2008) ab. Dort wurde eine verstarkte polare Anhaufung von
DcuS mit Fumarat im Medium gezeigt. Im Gegensatz zu Fumarat und Malat, zeigte DcuS-
YFP in Anwesenheit von Glutarat und Tricarballylat eine starke polare Akkumulation an den
Zellpolen von E. coli, die auch in Abwesenheit von Effektoren beobachtet wurde. Mit der Csg-
Tricarboxylat Citrat (nicht gezeigt) konnte keine klare Aussage Uber die Lokalisation getroffen
werden, da 50% der Zellen eine polare Anhaufung gezeigt hatten und 50% der Zellen eine
Verteilung in der Membran aufwiesen. Zusammenfassend kann man sagen, dass Fumarat
und Malat einen Einfluss auf die Verteilung von DcuS-YFP in der Zelle hatten. Glutarat und

Tricarballylat hatten keinen Einfluss auf die polare Lokalisation von DcuS.
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Tab. E6: Lokalisierung von DcuS-YFP in E. coli Einzelzellen: Einfluss verschiedenen
Effektoren. E. coli Zellen (JM109 pMW407) ohne und mit verschieden Effektoren wurden auf
einem PBS-Agarose-beschichteten Objekttrager immobilisiert und bei 513nm mit einem
konfokalen Laserstrahl angeregt. Die DcuS-Lokalisationsmodelle zeigen die Lokalisation von
DcuS-YFP in der Zelle. Die E. coli Zellen haben eine Lange von ca. 4 ym.

DcuS-YFP

20 mM Effektor kein Effektor
Malat Glutarat Tricarballylat

4.6.3 Einfluss von Fumarat auf die Lokalisation von DcuS-YFP-Varianten

Untersuchungen sollten klaren, ob Fumarat auch einen Einfluss auf die Lokalisation von
stillen, ON-, und OFF-Varianten von DcuS-YFP hat. In Tabelle E7 ist deutlich zu erkennen,
dass die beiden stillen Varianten DcuS-I318A-YFP und DcuS-D240A-YFP ohne Fumarat

eine polare Akkumulation aufweisen.

In Tabelle E7 ist deutlich zu erkennen, dass die beiden stillen Varianten DcuS-I318A-YFP
und DcuS-D240A-YFP ohne Fumarat eine polare Akkumulation aufweisen. In Anwesenheit
von Fumarat zeigte sich eine lockere Verteilung in der Membran. Ahnlich wurde auch fiir die
beiden OFF-Varianten DcuS-L300A-YFP und DcuS-V276A-YFP beobachtet. Somit zeigten
in Anwesenheit von Fumarat die stillen und die OFF-DcuS-YFP-Varianten, wie der Wildtyp
eine Verteilung in der Membran. Wie in Tabelle E4 dargestellt, hatten die ON-Mutationen
N248D und N304D in DcuS-YFP bereits ohne Effektor geclusterte Anhaufungen entlang der
gesamten Zelle zur Folge. Die Anwesenheit von Fumarat hatte keinen Einfluss auf die
Verteilung der beiden ON-DcuS-YFP-Varianten.

AbschlielRend kann man zusammenfassen, dass Fumarat einen Einfluss auf die Lokalisation
von stillen und OFF-Varianten von DcuS-YFP, vergleichbar mit wildtypischem DcuS-YFP
aufweist. Die Anwesenheit von Fumarat fuhrte zu einer Verteilung von DcuS-YFP entlang
der ganzen Zellen. Fumarat hatte nur auf die ON-Varianten DcuS-N248D-YFP und DcuS-
N304D-YFP keinen sichtbaren Effekt.
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Tab. E7: Lokalisierung verschiedene DcuS-YFP Varianten in E. coli Einzelzellen: Effekt von
Fumarat. Die Zucht erfolgte in LB mit 133 yM Arabinose und 20 mM Fumarat. E. coli Zellen (JM109)
wurden auf einem PBS-Agarose-beschichteten Objekttrager immobilisiert und bei 513nm mit einem
konfokalen Laserstrahl angeregt. Die Einzelzellen exprimieren das wildtypische DcuS-YFP (pMW407),
zwei stille Varianten DcuS-I318A-YFP (pMW1229) und DcuS-D240A-YFP (pMW1242), zwei ON-
Varianten DcuS-N248D-YFP (pMW1202) und DcuS-N304D-YFP (pMW1228) und zwei OFF-Varianten
DcuS-V276A-YFP (pMW1230) und DcuS-L300A-YFP (pMW2141). Die E. coli Zellen haben eine Lange
von ca. 4 um.

Protein (Plasmid)
Fluoreszenz-Bild

DcuS-YFP DcuS-I1318A-YFP DcuS-D240A-YFP
(PMW407) (PMW1229) (PMW1242)
Ohne
Fumarat LS ®
- v &
"
|
20 mM
Fumarat \
-
DcuS-N248D-YFP DcuS-N304D-YFP DcuS-L300A-YFP DcuS-V276A-YFP
(PMW1202) (PMW 1228) (PMW1241) (PMW1230)
Ohne \ .
Fumarat . >
-
P .
&
20 mM ) /
Fumarat \ ' \ CBis ,
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4.7 In vivo Crosslinking mit DSS

Durch Vernetzungs-Experimente konnen Interaktionen und oligomere Zustande eines
Proteins in vivo analysiert werden. Die Methode basiert auf einer Vernetzung von Proteinen
mit dem unspaltbaren, stabilen Crosslinker DSS (Disuccinimidyl Suberat). Da DSS
membrangangig ist, sind intrazellulare Untersuchungen moglich. Der Crosslinker besitzt
einen N-Hydroxysuccinimid (NHS)-Ester an jeder Seite seines Kohlenstoffarms. NHS-Ester
sind aktive Carbonsauren und reagieren leicht mit primaren Aminen, dabei entstehen stabile
Amidbindungen (Abb. E26).

Abb. E26: Chemische Strukturen: A) N-Hydroxysuccinimid (NHS); B) homobifunktionaler
Disuccinimidyl Suberat (DSS)-Crosslinker.

In Proteinen findet man primare Amine in den Seitenketten von Lysin-Resten. DcuS besitzt
29 Lysin-Reste Uber das komplette Protein verteilt (Abb. E27). Auf Grund der
Membrangangigkeit und der Mdglichkeit zur Vernetzung der Lysin-Reste, ist DSS ein

geeigneter Crosslinker flr die in vivo-Untersuchung von DcusS.

N-Terminus TM1 PAS;
MRHSLPYRMLRKRPMKLSTTVILMVSAVLESVLLVVELIYFSQISDMTRDGLANKATAVA
PAS;
RTLADSPEIRQGLOKKPCESGIQAIAEAVRRRNDLLEIVVTDMOSIRYSEPEAQRIGCPF
PAS;
KGDDILKAINGEENVAINRGFLAQALRVETPIYDENHKQIGVVAIGLELSRVICQOINDSR
™2 PAS,
WSIIWSVLFGMLVGLIGTCILVKVLKKILFGLEPYEISTLFECRQAMLOSIKEGVVAVDD
PAS:
RGEVTLINDAAQELINYRKSCDDEKLSTLSHSWSQVVDVSEVLRDGTPRRDEEITIKDRL
PAS. Kinase
LLINTVPVRSNGVIIGAISTFRDKTEVRRLMORLDGLVNYADALRERSHEFMNKLHVILG
Kinase
LLHLKSYKQLEDYIILKTANNYQEEIGSLLGKIKSPVIAGFLISKINRATDLGHTLILNSE
Kinase
SQLPDSGSEDOVATLITTLGNLIENALEALGPEPGGEISVTLHYRHGWLHCEVNDDGPGI
Kinase

APDKIDHIFDRKGVSTRGSERGVGLALVKQQVENLGGSIAVESEPGIFTQFFVQIPWDGER

SNR

Abb. E27: Aminosauresequenz des Sensorproteins DcuS aus E. coli. In Gelb hervorgehoben sind
die 29 Lysin-Reste (K) in den verschiedenen Domanen von DcuS. Die einzelnen Doméanen sind
farblich hervorgehoben: der N-Terminus in Grau, die Transmembranhelices in Rot, die

periplasmatische Sensordoméane in Blau, die cytoplasmatische PAS-Domane in Lila und die Kinase-
Domaéane in Grin.
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Bei bakteriellen membrangebundenen Sensor-Histidinkinasen wird vermutet, dass sie
oligomere Zustande zeigen (Gao & Stock, 2009). Diese Vermutung konnte 2010 durch
Scheu et al. fir E. coli DcuS bestatigt werden. DcusS liegt als Dimer (120 kDa) und Tetramer
(240 kDa) in der Membran von E. coli vor (Abb. E28). Es wurde zusatzlich festgestellt, dass
der oligomere Zustand von DcuS einen wichtiger Parameter fir die Funktionalitdt von DcuS
darstellt (Scheu et al., 2010).

Uberpriift werden sollte, welche Oligomerisierungszustande fiir die DcuS-Varianten in der
Membran aufzufinden sind. Dafir wurde eine DcuS-Variante ohne Cystein-Reste (DcuS*)
und DcuS*-Varianten in dem E. coli Stamm JM109 (iberproduziert. Nach der Uberproduktion
von DcuS* wurden die intakten Zellen mit DSS inkubiert. Dadurch wurden die Proteine
vernetzt, mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und DcuS mit Antikbrpern gegen die

periplasmatische Domane nachgewiesen.

DcuS-Monomer DcuS-Dimer DcuS-Tetramer

62 kDa 120 kDa 240 kDa

Abb. E28: Schematische Darstellung der Oligomerisierungszustande von DcuS in der
Membran. Die GréRe des DcuS-Monomers betragt 62 kDa, des DcuS-Dimers 120 kDa und des
DcuS-Tetramers 240 kDa.

Die Abbildung E29 zeigt in vivo Crosslinking-Experimente mit wildtypischen DcuS* und den
DcuS*-Varianten, zwei ON-Varianten, DcuS*-N248D, DcuS*-N304D und eine OFF-Variante
DcuS*-V276A. Als Kontrolle diente isoliertes, rekonstituiertes DcuS. Die Spuren 2, 4, 6 und 8
zeigten die nicht vernetzten Proben. Zu sehen ist, dass DcuS* und alle DcuS*-Varianten eine
monomere Bande bei 62 kDa aufweisen. Die Spuren 3, 5, 7 und 9 zeigen die vernetzten
Proben mit DSS. Wildtyp-DcuS* und die ON- und OFF-Varianten von DcuS* zeigen

einheitlich oligomeren Zustande: eine schwache Bande des Dimers von 120 kDa und eine
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deutlich erkennbare tetramere Bande von 240 kDa. Mit isolierten rekonstituierten DcuS
wurden die gleichen Banden identifiziert.

Die ON- und OFF-Varianten von DcuS* hatten keine erkennbaren Auswirkung auf den
Oligomerisierungszustand von DcuS*. Die Vernetzung durch DSS und Nachweis durch SDS-
Page ist vermutlich nicht ausreichend sensitv. um kleine Anderungen im
Oligomerisierungszustand, oder Auflésung der Oligomerisierung in bestimmten Domanen

des Proteins nachzuweisen.

1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 10
Deus* | DcuS*-N248D | DcuS*N304D  DcuS*V276A | DeuS
- + | - + - + - + | * 30 uM DSS
i f-t---\ ———y ———4]
250
i DcuS-Tetramer
(240kDa)
130
DcuS-Dimer
(120kDa)
95
72
55 D Gt P . S S G | G DcuS-Monomer
| {62kDa)

Abb. E29: In vivo Crosslinking mit DSS (Western-Blot mit Anti-DcuS-PASp). Uberpriifung des
oligomeren Zustandes von Wildtyp-DcuS* und DcuS*-Varianten. DcuS* wurde im E. coli Stamm
JM109 Uberproduziert und mit 0,3 mM Arabinose induziert. AnschlieBend in vivo mit 30 yM
Disuccinimidyl suberate (DSS) vernetzt. Die Proben wurden in Anwesenheit von DTT durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Anti-DcuS-pd Antikdrpern nachgewiesen. Spur: 1: PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas, SM1811); 2+3: DcuS* (JM109 pMW967); 4+5: DcuS*-
N248D (JM109 pMW1155); 6+7: DcuS*-N304D (JM109 pMW999); 8+9: DcuS*-V276A (JM109
pMW1154); 10: isoliertes und solubilisiertes Wildtyp-DcuS (C43(DE3) pMW151). DcuS*: DcuS ohne
Cystein-Reste.
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4.8 NMR-Strukturuntersuchungen von verkiirztem DcuS

Strukturuntersuchungen der Sensorkinase DcuS mittels Festkérper-NMR (solid-state NMR,
ssNMR) wurde an verkirztem DcuS ohne Kinase-Domane [DcuS-(PASp-TM1,2-PAS¢)]
durchgefuhrt (Etzkorn et al., 2008). Im Gegensatz zur herkdmmlichen NMR-Methode kdnnen
mit ssSNMR Proteine in der Membran untersucht werden (de Groot, 2000). Die ssNMR ist
noch nicht geeignet fir Proteine wie DcuS mit einer GroRe von 62 kDa, weshalb das
verkurzte Konstrukt [DcuS-(PASp-TM1,2-PAS¢)] verwendet wurde. Dieses Konstrukt wurde
Uberproduziert und in Liposomen rekonstituiert. Das Konstrukt umfasst den N-terminalen
Bereich mit den beiden Transmembranhelices TM1 und TM2, die periplasmatische
Sensordomane (PASp) und die cytoplasmatische PAS-Domane (PASc) ohne Kinase-
Domane von Aminosaure 1 bis 333 (Abb. E30).

PAS. ist in der Uniprot-Datenbank (Expasy) mit Aminosaurepositionen von 220 bis 291 nicht
korrekt wiedergegeben und wurde nach Vergleich der Sequenz mit homologen PASc-
Domanen auf die Aminosaurepositionen 212 bis 323 von DcuS korrigiert (Etzkorn et al.,
2008). Das verkirzte DcuS-Konstrukt von Aminosauren 1 bis 333 wurde in pET28a kloniert
und im Stamm C43(DE3) nach Induktion mit IPTG Uberproduziert. Die Reinigung erfolgte

mittels Affinitatschromatographie ber eine Nig-NTA-Saule.

Abb. E30: Schematische Darstellung des

C-terminal  verkiirzten [DcuS-(PAS;p-
+ TM1,2-PAS¢)] Konstrukts fiir die ss-NMR.
Das Konstrukt umfasst den N-terminalen
Bereich mit  Hisg-tag, den beiden
Transmembranhelices TM1 und TM2, die
periplasmatische Sensordomane (PASp)
und die cytoplasmatische PAS-Domane
(PASc) ohne Kinase Doméane von
Aminosaure 1 bis 333.

Nach Induktion der Protein-Uberexpression erschien eine Bande mit der erwarteten Masse
von 39,6 kDa (Abb. E31). Die Proteinausbeute machte ungefahr 0,8 % des Gesamtproteins
aus (Tab. E8).
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6 7 M

65kDa
Vo

45kDa
s Y s 39KkDa

Abb. E31: Uberexpression und Reinigung von DcuS-(PASp-TM1,2-PAS:-N248D) aus E. coli
C43(DE3) (pMW552). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie-Blau
gefarbt. Marker: Proteinstandard BSA (Mr 65), Ovalbumin (Mr 45), Lysozym (Mr 14) 1: Gesamtprotein
nach Zellaufschluss; 2: 1. Durchlauf der Nig-NTA-Agarose-Saule; 3: 2. Durchlauf der Nig-NTA-
Agarose-Saule; 4: Waschfraktion der Nig-NTA-Agarose-Saule. 5 - 7 Elution der Nig-NTA-Agarose-
Saule: 7: Fraktion 1; 8: Fraktion 2; 9: Fraktion 3

Tab. E8: Ausbeute der Reinigung von [DcuS-(PASp-TM1,2-PAS-N248D)]

Ausbeute (%) Protein [mg] "
Gesamtprotein 100 805

Gereinigtes Protein ¥ 0,8 6,6

1) aus 2,4 | Kulturvolumen, Zucht mit E. coli C43 (pMW552) in M9 mit markierten "“NH4Cl und "*C-Glucose
2) Uberstand nach Zellaufschluss und Abtrennung der nicht-aufgeschlossenen Zellen
3) Gesammelte Fraktionennnach Nig-NTA-Elution

Fir Untersuchungen durch Festkérper-NMR wurde das Protein in Liposomen aus E. coli
Phospholipiden rekonstituiert. Die Liposomen wurden daflir mit Triton X-100 in einem
effektiven Detergenz:Lipid-Quotient (Reff) von 2,5 destabilisiert. Unter diesen Bedingungen
liegen die Liposomen vollstandig solubilisiert in Form von gemischten Detergenz-Lipid-
Mizellen vor. Die Rekonstitution erfolgte im Protein:Lipid-Verhaltnis von 7,5:1. Die
rekonstituierte Probe (Abb. E32) [DcuS-(PASE-TM1,2-PAS:-N248D)] wurde anschlieRend
durch Festkdrper-NMR-Spektroskopie am Max-Planck-Institut fir biophysikalische Chemie in
Géttingen analysiert (Etzkorn et al., 2008).
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DcuS-(PAS,- )

TM1,2-PAS .- Abb. E32: Uberpriifung der Reinheit
Marker N248D) der rekonstituierten [DcuS-(PAS;-
TM1,2-PAS.-N248D)] NMR-Probe. Die
Liposomen wurden mit Triton X-100
destabilisiert. Die Rekonstitution der
Probe (PMW552) erfolgte im
Protein:Lipid-Verhaltnis von 7,5. Die
Probe wurde durch SDS-PAGE
45 kDa getrennt, mit Coomassie-Blau geféarbt
und zeigt eine erwartete Masse von
EEhINRE) 39,6 kDa.

65 kDa

Cytoplasmatische PAS-Domanen sind in Uber 33% aller membrangebundenen Sensor-
Histidinkinasen zu finden (Etzkorn et al., 2008). Die Funktion cytoplasmatischer PAS-
Domanen ist groflitenteils nicht bekannt. Was PAS-Domanen vereint, ist die konservierte
Sekundar- und Tertiarstruktur. Die Abbildung E33A zeigt die PASc-Sekundarstruktur, die mit
Hilfe von ssNMR-Untersuchungen und den Strukturvorhersagen durch den PSIPRED-Server
erstellt wurde (Etzkorn et al.,, 2008). PAS. setzt sich aus finf a-Helices und finf (-
Faltblattern, in der fir PAS-Domanen charakteristischen Reihenfolge a1-B1-32-a2-a3-04-a5-

B1-B2-B3 zusammen.

PAS. ist in vier Regionen unterteilt (Abb. E33B): die N-terminale Kappe (Aminosaure 212 bis
229); den PAS-Kern (Aminosaure 230 bis 272); den helikalen Linker (Aminosaure 273 bis
286) und das B-Faltblatt-Gerlst (Aminosaure 287 bis 323).

A) of b R @ @ ol o5 83 4 B5

GHM(IJ LEPYEI STLEI‘E QROAML QSIIRE‘.GWAVDDII{GEVTLINDM}QELLNYRKSQDDERLSTL SI-IISWSQWDVSEVLRDGTPRRIIJEE IT IKDRLE.L INTVEVR S}IJG‘J IIGAIS TEI‘RDK’[‘
211 221 231 241 251 261 21 281 201 301 31 321

N-terminale Kappe PAS Kern helikaler Linker, B-Faltblatt-Gertist

AW WA o e

214-229 235-238 243-247  249-254  259-261 265-269 279-284 288-296 299-310 313-323

Abb. E33: PAS. Sekundarstruktur nach Etzkorn et al. 2008. A) In Rot sind die fiinf a-Helices und in
Blau die funf B-Faltblatter mit der Primarsequenz (AS 212-323) dargestellt. B) PASc ist in vier
Regionen unterteilt: N-terminale Kappe (a1; AS 212 - 229), PAS Kern (1, B2, a2, a3, a4; AS 230 -
272), helikaler Linker (a1; AS 273 - 286), B-Faltblatt-Gerist (B1, B2, B3; AS 287 - 323) Die Kreise
stehen flr die einzelnen Aminosauren der PASc-Domane.
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Anhand von Strukturmodellen, erstellt mit dem ROBETTA-Server, wurde in Anlehnung an die
Kristallstruktur von NifL von A. vinelandii (Key et al., 2007) eine Tertiarstruktur fir DcuS
erstellt werden. Somit sollten funktionale Effekte der Mutationen in der PASc-Domane und

ihrer potentiellen strukturellen Konsequenzen analysiert werden (Etzkorn et al., 2008).

Abbildung E34A zeigt die zwei PASc-Versionen des ROBETTA-Models in Blau und Grin,
welche gegen die entsprechende dimere Kristallstruktur von NifL (gelb) aus A. vinelandii
alignt wurde. In Rot dargestellt sind die Mutationsorte mit den Resten N248 und N304,
welche eine fumaratunabhangige Aktivierung zeigten. Die Abbildung E34B stellt dar, wie die
Aminosaure N248 mit Q229 der N-terminalen Helix Wasserstoffbriickenbindungen formt. Die
Aminosaure N304 befindet sich in enger Nahe zu einer Seitenkette eines Lysin-Restes K232
des anderen Monomers. Die Strukturvorhersage postuliert, dass diese beiden Aminosauren
interagieren (Abb. E34C).

Asn304 U N Asn304' Perasin

Lys232

Inactive

Asnz248

Asn304’

Lys2a2

Abb. E34: Funktionale Effekte der Mutationen in der PASc.-Domiane und ihrer potentiellen
strukturellen Konsequenzen (Etzkorn et al., 2008). A) Zwei PASc-Versionen des ROBETTA
Models (blau und griin) wurden gegen die entsprechende dimeren Kristallstruktur von NifL (gelb) aus
A. vinelandii (Key et al., 2007) alignt. In Rot dargestellt sind die Mutationsorte (N248, N304), welche
eine fumaratunabhangige Aktivierung zeigen. B) Aminosaure N248 formt
Wasserstoffbrickenbindungen mit der Aminosaure Q229 der N-terminalen Helix. C) Die Aminosaure
N304 befindet sich in enger Nahe zu Lysin232 des anderen Monomers. D) Das Model zeigt die PASc-
vermittelte Signaltransduktion im Volllangen-DcuS. Die Abbildung zeigt zwei alignte Strukturen der
periplasmatische Signal-Domane (PASp). Dargestellt in Weil ist die ssNMR-Struktur von PASp
(Pappalardo et al., 2003) und in Rot die Kristallstruktur des dimeren Sensors CitA (Sevvana et al.,
2008). Das Auseinanderfalten des PASc-Dimers (grin, blau) nach Aktivierung oder Mutation,
verandert die C-terminale Extension und aktiviert die anhdngende Kinase-Doméane (modelliert nach
Marina et al., 2005)
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Das Modell zeigt die PASc-vermittelte Signaltransduktion im Volllangen-DcuS (Abb. E34D).
Die Abbildung zeigt zwei Strukturen der periplasmatische Signal-Domane (PASg). In Weil}
dargestellt ist die ssNMR-Struktur von PASp (Pappalardo et al., 2003) und in Rot die
Kristallstruktur des dimeren Sensors CitA (Sevvana et al., 2008). Das Auseinanderfalten des
PASc-Dimers (grun, blau) nach Aktivierung oder Mutation, veréndert die C-terminale
Ausdehnung und aktiviert die anhangende Kinase-Domane (modelliert nach Marina et al.,
2005).
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5. Diskussion

5.1 PAS-Doménen

Per-ARNT-Sim-(PAS) Domanen kommen in allen Reichen des Lebens vor. PAS-Domanen
spielen eine wichtige Rolle als vielseitige Sensor- und Dimerisierungsdomanen in der
Wahrnehmung von chemischen und physikalischen Reizen und flir die Signalweiterleitung in
Multidomanen-Proteinen (Taylor & Zhulin, 1999). Es gibt drei Klassen von PAS-Domanen.
Klasse 1 umfasst die gut untersuchten Cofaktor-bindenden PAS-Domanen. In der Klasse 2
befinden sich die signalerkennenden PAS-Domanen, die reversibel einen Effektor binden
koénnen. Die dritte Klasse der PAS-Domanen ist noch schlecht untersucht. Sie binden keinen
Cofaktor und dienen nicht der Signalerkennung.

Das Zweikomponentensystem DcuSR von E. coli besteht aus der membranstandigen
Sensor-Histidinkinase  DcuS (543 Aminosduren) und dem cytoplasmatischen
Responseregulator DcuR. DcuS stellt ein Homodimer dar und besitzt zwei
Transmembranhelices und eine periplasmatische PAS-Domane der Klasse 2 (PASg). Nach
der Transmembranhelix 2 folgt die cytoplasmatische PAS-Doméane (PASc) der Klasse 3,

abschlielend die cytoplasmatische Histidinkinase (Abb. D1).

Abb. D1: Strukturmodell von Dcu$S
(modelliert nach Etzkorn et al.,
2008). Das Modell zeigt zwei alignte
Strukturen der periplasmatischen
Sensor-Domane (PASp). Dargestellt
in Weil} ist die ssNMR-Struktur von
PASp (Pappalardo et al., 2003) und
in Rot die Kristallstruktur des dimeren
Sensors CitA (Sevvana et al., 2008).
Die Abbildung zeigt das PASc-Dimer
in Blau (modelliert nach 2G3J, Key et
al., 2007) und die anhangende
Kinase-Doméane (modelliert nach
Marina et al., 2005).

Die periplasmatische Domane (PASp) fungiert als Sensor und erkennt externe Cy-

Dicarboxylate oder Citrat tUber positiv geladene oder polare Aminosaurereste (Kneuper et al.,
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2005; Kramer et al., 2007). Die PASp-Struktur wurde durch NMR-Strukturanalyse und
Rontgenkristallographie aufgeklart (Pappalardo et al., 2003; Cheung & Hendrickson, 2008).
Keine der beiden PAS-Domanen von DcuS besitzt einen gebundenen Cofaktor (Abo-Amer et
al.,, 2004; Etzkorn et al., 2008; Kneuper et al., 2010). In Gegensatz zu chemischen,
physikalischen und funktionalen  Unterschieden zeigen periplasmatische und
cytoplasmatische PAS-Domanen jeweils eine charakteristische Tertiarstruktur die stark
konserviert ist (Kneuper et al., 2010). Die periplasmatische PAS-Domane besitzt drei N-
terminale a-Helices (a1, a2, a3), den Kern Bereich (81, B2, a4, a5, B3, B4, B5) und eine C-
terminale a6-Helix (Abb. D2A). Die Tertiarstruktur der cytoplasmatischen PAS-Domane
umfasst einen funf-strangigen antiparallelen B-Faltblatt-Kern und finf a-Helices in der
Reihenfolge a1-B1-p2-a2-a3-a4-a5-B3-p4-B5 (Etzkorn et al., 2008) (Abb. D2B). Die Struktur
von PASc ist durch Festkérper-NMR analysiert worden (Etzkorn et al., 2008)

A
al o2 a3 B1 B2 o4 ad B3 B4 B5 ab
- Do) I > 1 > > )
B al B1 B2 a2 a3 a4 ad B3 B4 B5
- >— T OO > > >

Abb. D2: Sekundarstrukturelemente von PASp und PAS; von DcuS (Kneuper et al., 2010). A)
Sekundarstrukturelemente der periplasmatischen PAS-Doméne (PASp) von Aminosaure Y40 bis R180
(3a, 2B, 2a, 3B, 1a). B) Sekundarstrukturelemente der cytoplasmatischen PAS-Doméane (PAS¢) von
Aminosaure L212 bis D323 (1a, 28, 4a, 30).

Die Sensoren DcuS, Aer, NifL, FixL und KinA besitzen unterschiedliche Anordnung und
Lokalisation der PAS-Domanen (Abb. D3). Die Proteine NifL, FixL und DcuS haben im
Vergleich zu Aer zwei, KinA sogar drei PAS-Domanen.

Der Aer- (aerotaxis receptor) Sensor aus Escherichia coli gehért zu der MCP-Familie
(methyl-accepting chemotaxis proteins). Aer ist membrangebunden und setzt sich aus 506
Aminosauren zusammen. Er kontrolliert den internen Redox-Status mit Hilfe einer FAD-
bindenden PAS-Domane; diese befindet sich im Gegensatz zu DcuS am N-Terminus des
Proteins (Campbell et al., 2010). Das NifL- (nitrogen fixation) Protein aus Azotobacter
vinelandii ist eine cytoplasmatische Redox-Sensor-Histidinkinase (354 Aminosauren) und
besitzt zwei PAS-Domanen, PAS1 und PAS2. Die PAS1-Doméane tragt FAD als gebundenen
Cofaktor und erkennt so den Redox-Status der Zelle. Die zweite PAS2-Domane hingegen
besitzt keinen Cofaktor und fungiert als zwischengeschaltete signaltransduzierende Doméane

des Proteins (Slavny et al, 2010). FixL ist wie NifL eine cytoplasmatische Sensor-
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Histidinkinase aus Bradyrhizobium japonicum, die fir die Regulation der Stickstofffixierung
zustandig ist. FixL setzt sich aus 505 Aminosauren zusammen und besitzt zwei PAS-
Domanen, wobei PAS2 einen Ham-Cofaktor besitzt, der Sauerstoff binden kann (Ayers &
Moffat, 2008). Das KinA-Protein aus Bacillus subtilis ist eine cytoplasmatische Sensor-
Histidinkinase aus 606 Aminosauren, die in die Initierung der Sporulation involviert ist. KinA
besitzt drei PAS-Doméanen ohne Cofaktor (Lee et al., 2008).

Der Vergleich der PAS-Domanen zeigt, dass diese sensorische oder signalweiterleitende
Funktionen, mit oder ohne Cofaktoren austben kénnen. Die Lage der PAS-Doméanen kann je
nach Protein variieren. Gemeinsamkeiten der PAS-Domanen sind in der charakteristische

Tertiarstruktur zu finden, die sich durch alle Reiche des Lebens durchzieht.

Abb. D3: Lage der PAS-Doménen in DcuSg, Aerg., NifL,,, FixLg; und KinAgs. DcuSg, und Aerg,
sind membrangebundene Sensoren. DcuSg, besitzt zwei PAS-Doméanen. Eine periplasmatische
(PASp) und einer cytoplasmatische PAS-Doméne (PASc). Aerg. gehdrt zur MCP-Familie und die
anderen vier Proteine sind Sensor-Histidinkinasen. Aerg, besitzt eine N-terminale FAD-gebundene
PAS-Domane. NifL,,, FixLg und KinAgs sind cytoplasmatische Sensoren. NifL,, besitzt zwei PAS-
Doménen, PAS1 und PAS2. Die PAS1-Doméne hat FAD als gebundenen Cofaktor. FixLg besitzt zwei
PAS-Doméanen, wobei PAS2 einen Ham-Cofaktor besitzt. KinAgs hat drei PAS-Domanen ohne
Cofaktor.

5.2 PAS. ist die signalweiterleitende Domane

Durch die Identifizierung von funktionell wichtigen Aminosauren der PASc-Doméane wurde

die Funktion der cytoplasmatischen PAS-Domane genauer untersucht. Mittels verschiedener

Aminosauresequenz- und Sekundarstrukturvergleiche konnten interessante

Aminosaurereste der PASc-Domane identifiziert und durch gerichtete Mutagenese funktionell
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analysiert werden. Die PASc-Domane setzt sich aus 111 Aminosauren zusammen, davon
wurden 48% der Reste mutiert. Insgesamt wurden 70 verschiedene DcuS-Varianten der
PASc-Domane generiert. Von den 70 DcuS-Varianten zeigten 47 Varianten einen
wildtypischen Phanotyp. Nach Substitution von 16 Resten konnten Veranderungen des
Phanotyps festgestellt werden (Abb. D4). Daraus ergaben sich 18 verschiedene ON-
Varianten in elf Positionen und 5 OFF-Varianten. Die Varianten wurden nach Vergleich mit
wildtypischen DcuS in drei Klassen eingeteilt. Klasse 1 umfasste die ON-Varianten mit sehr
starker dcuB-Expression bereits in Abwesenheit von Fumarat (> 50 MU). Es wurden funf ON-
Varianten der Klasse 1a zugeordnet: DcuS-L246R, DcuS-N248A, DcuS-N248D, DcuS-
N248T und DcuS-N304D, diese zeigten eine fumaratunabhangige dcuB-Expression. Die
restlichen 13 ON-Varianten der Klasse 1b (DcuS-L228A, -L246A, -N248S, -N248G, -N248F,
-D291A, -D291N, -A317D, -S319P, -T320A, -F321A, -R322A) wiesen in Anwesenheit von
Fumarat eine starke Stimulierung der dcuB-Expression auf, waren jedoch nicht

fumaratunabhangig.

e 7 M O

E2131217 F221 L228 L2486 N248 V276 D291 L300 N304 1315
A317
§319
T320
F321
R322

Abb. D4: PASc-Sekundarstruktur und Lage der funktionell interessanten Reste in der PAS.-
Domane. Abgebildet ist die Sekundarstruktur der PASc-Domane von Aminosaure L212 bis D323. Die
ON-Varianten sind in Rot, die OFF-Varianten in Griin und die stillen Varianten in Schwarz dargestellt.

OFF-Varianten der Klasse 2 zeigten eine sehr geringe Expression von dcuB in An- und
Abwesenheit von Fumarat (< 50 MU), vergleichbar mit dem dcuS-Insertionsstamm IMW260.
Stille Varianten der Klasse 3 haben eine wildtyische dcuB-Expression, vergleichbar mit
DcuSw: zur Folge. Vier interessante DcuS-Varianten befinden sich in der N-terminalen Kappe

(a1-Helix). Zwei funktionell wichtige ON-Varianten liegen am Anfang des PAS-Kerns.
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Im helikalen Linker ist der OFF-Rest V276 lokalisiert, insgesamt acht funktionell interessante

Reste liegen im B-Faltblatt-Gerust.

5.2.1 OFF-Varianten stellen die Kinase ruhig

Die OFF-Varianten sind Uber die komplette PASc-Domane verteilt und spielen eine wichtige
strukturelle Rolle in PASc. Drei der funf OFF-Reste liegen in der a1-Helix. Die Abb. D5 zeigt
die Lage des Restes F221 in der N-terminalen Kappe. Die Vorhersage der Struktur endet bei
dieser Aminosaure. Aus diesem Grund sind die anderen beiden Reste E213 und 1217 nicht
darstellbar. Die drei Reste liegen jeweils vier Aminosauren voneinander entfernt (Abb. D3).
Somit befinden sie sich in der gleichen Orientierung in der Helix. Durch die Substitution einer
der Reste wird die Helix mdglicherweise in ihrer Struktur gestért und verliert die Fahigkeit um
das Signal weiterzuleiten. Die OFF-Variante V276 liegt in einem flexiblen Bereich im
helikalen Linker, einem Loop zwischen der a4-Helix und der a5-Helix. In diesem Bereich
konnten ansonsten nur stille Varianten generiert werden. Dieser flexible Bereich wird in
anderen PAS-Domanen als Bindestelle fiir Cofaktoren (Borgstahl et al., 1998, Gong et al.,
1998) oder als Interaktionsstelle fir die Kinase beschrieben (Amezcua et al., 2002; Yamada
et al., 2006).

Abb. D5: Lokalisation der OFF-Reste im 3D-Modell von PAS.. Das Modell wurde mit Swiss-Model
erstellt und basiert auf den Koordinaten von PAS1 von NifL,, (2GJ3; Key et al., 2007). Die 3D-Modelle
A und B zeigen ein PASc-Monomer aus zwei verschiedenen Blickwinkeln. In Griin sind drei der flnf
OFF-Reste hervorgehoben. Die Reste E213 und 1217 kdnnen in der Struktur nicht wiedergegeben
werden, da sie auRerhalb des dargestellten Bereiches liegen.
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Die Substitution von V276 gegen Alanin stért vermutlich die Signalweiterleitung an die
Kinase. Die OFF-Variante L300A befindet sich im B4-Faltblatt des B-Faltblatt-Gertsts. In
diesen B-Faltblattern sind ansonsten hauptsachlich ON-Varianten zu finden. Dieser Rest
scheint auch eine negative Auswirkung auf die Signalweiterleitung zu haben Die in vivo
Crosslinking Experimente und die Fluoreszenz der entsprechenden Fusionsproteine zeigten,
dass OFF-Varianten in die Membran eingebaut werden. Somit ist auszuschlief3en, dass der
Aktivitatsverlust der OFF-Varianten durch einen Nichteinbau in die Membran verursacht wird.
Man kann festhalten, dass alle OFF-Varianten eine sehr geringe Aktivitat zeigen und somit
nicht in der Lage sind, das Signal vom Periplasma kommend zur Kinase-Doméane
weiterzuleiten. Dies spricht daflir, dass PAS¢ durch die OFF-Mutationen in einer starren

Konformation vorliegt und somit die Kinase permanent ruhiggestellt wird.

5.2.2 ON-Varianten fiihren zu einer permanent aktiven Sensorkinase

ON-Mutationen in der PAS:-Doméne haben einen entscheidenden Einfluss auf die Struktur
und Funktionalitdt von DcuS. Die ON-Varianten beeinflussen die PASc-Struktur und fiihren
wahrscheinlich zu einer Konformationsanderung und in Folge dessen zu einer permanenten
Aktivierung von DcuS. Alle gefundenen ON-Varianten befinden sich in den konservierten
Interaktionsregionen am N-Terminus (a1, 1, B2, a2) und am C-Terminus (B3, B4, B5) der
PASc-Doméane (Ayers and Moffat, 2008). Die ON-Reste am N- und C-Terminus
kennzeichnen somit die Signaleingangs- und Ausgangsregionen in PASc. Im 3D-Modell des
PASc-Monomers (Abb. D6A) sieht man die Verteilung der ON-Reste in der Struktur. Auffallig
ist, dass viele Reste zur Mitte des PASc-Dimers zeigen (Abb. D6B) und somit an der
Dimerisierung der Domane beteiligt sein kdnnten. Es ist bekannt, dass Mutationen im (-
Faltblatt-Gertist den N-terminalen Loop verandern konnen und somit die Struktur des
Proteins modifizieren (Pellequer, 1998). Der N-terminale Loop spielt eine entscheidende
Rolle in PAS¢. Darauf wird im Folgenden noch eingegangen. Es wurden keine ON-Varianten
im Grofdteil des PAS-Kerns und dem helikalen Linker gefunden. In dieser Region ist in
anderen PAS-Domanen, z.B. in Aerg. der Cofaktor FAD gebunden (Campbell et al., 2010). In
anderen Proteinen fungiert dieser helikale Loop als Interaktionsstelle zwischen der PAS-
Domaéne und der Kinase und reguliert die Struktur und Funktion des Proteins (Yamada et al.,
2006). PASc bindet keinen Cofaktor (Abo-Amer et al., 2005; Etzkorn et al., 2008), und es ist
mdglich, dass in dieser Region deshalb keine ON-Varianten liegen, sondern die Region
ausschlief3lich der Strukturstabilitdt dient. In den ON-Varianten DcuS-N248D und DcuS-
N304D ist im verkirzten DcuS-PAS¢ die Stabilitat des Homo-Dimers oder die Dimerisierung
gestort. Das zeigt, dass die Reste eine entscheidende Rolle fur die Struktur die

Signalweiterleitung spielen.
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Abb. D6: Lokalisation der ON-Reste im 3D-Modell von PAS.. Das Modell wurde mit Swiss-Model
erstellt und basiert auf den Koordinaten von PAS1 von NifL,, (2GJ3; Key et al., 2007). Die 3D-Modelle
A und B zeigen ein PASc-Monomer aus zwei verschiedenen Blickwinkeln. In Rot sind alle ON-Reste
hervorgehoben. Fett markiert sind die Reste N248 und N304, die eine fumaratunabhangige
Aktivierung zeigen.

In PAS-Domanen gibt es neun sehr gut konservierte Aminosaure-Reste (Taylor & Zhulin,
1999). Der Rest N248 ist durch alle Reiche hinweg der am besten konservierte Rest in PAS-
Domanen (Taylor & Zhulin, 1999; Golby et al, 1999). N248 befindet sich in einer
unstrukturierten Region im PAS-Kern, ohne definierte Sekundarstruktur zwischen dem [2-
Faltblatt und der a2-Helix. Die korrespondierenden Reste von N248 in den PAS-Doméanen
der Sensoren Aerg, (N34), NifLs, (PAS1-N51; PAS2-N177) und FixLg (S170) spielen eine
wichtige Rolle in der Signaltransduktion der Proteine (Key and Moffat, 2005; Ayers and
Moffat, 2008; Campbell et al., 2010, Slavny et al., 2010). Die Substitutionen des Restes
N248 gegen verschiedene Aminosauren haben alle zu einer konstitutiven dcuB-Expression
gefihrt. Substitutionen gegen Alanin, Aspartat und Threonin flhrten zu einer vollig

fumaratunabhangigen Expression von dcuB.

Die Seitenkette von N248 bildet Wasserstoffbricken mit benachbarten Aminosduren aus
(Abb. D7). Laut Etzkorn et al. (2008) stabilisiert eine Wasserstoffbriicke zwischen N248 und
Q229 die Tertiarstruktur. In einem 3D-Modell lasst sich ein anderes Funktionsmodell
vorschlagen. Das Modell wurde mit Swiss-Model basierend auf den Koordinaten von PAS1
von NifL,, erstellt und mit dem Programm Chimera dargestellt. In dem Modell spielt die N-

terminale Helix eine wichtige Rolle fir die Stabilitdt der Domane. Wasserstoffbriicken
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zwischen homologen Resten von N248 (N34) und L228 (L14) in Aerg, (Campbell et al., 2010)
stabilisieren den N-terminalen Loop (Pfeil). Dies ergibt den Anschein einer durchgehenden
Helix von a1 zu a2 mit 19 dazwischenliegenden Resten, die in Ihrer Struktur ungebrochen,
aber in der Sequenz gebrochen scheint. Die Substitution von N34 gegen Aspartat in Aerg,
zerstort die Stabilitat der Wasserstoffbrickenbindung zwischen N34 und L14 wodurch die
Konformation um die N-terminalen Loop verdndert und Aerg. aktiviert wird. Dieses
durchgehende Helix-Motiv ist in der cytoplasmatischen PASc-Doméane von DcuS ebenfalls
zu finden. Der Rest N248 bildet in diesem Modell mit L228 und vier zusatzlichen Resten
G234, V235, V236 und A251 intrinsische Wasserstoffbriickenbindungen aus (Abb. D7B).

Abb. D7: Wasserstoffbriickenbindung von N248 im 3D-Modell. Das Modell wurde mit Swiss-Model
erstellt und basiert auf den Koordinaten von PAS1 von NifL,, (2GJ3; Key et al., 2007). A) Ubersicht
der kompletten PASc-Domane. B) VergroRerung des in der Ubersicht grau hinterlegten Bereiches.
Das 3D-Modell zeigt die Reste L228, Q229 und N248. Intrinsische Wasserstoffbriicken zwischen
homologen Resten von L228 und N248 von Aerg, stabilisieren den N-terminalen Loop (Pfeil). Dies
ergibt den Anschein einer durchgehenden Helix von a1 zu a2 mit 20 dazwischenliegenden Resten

Nach Substitution von N248 gegen Aspartat konnte die Bindungen mit der Aminosaure L228

verloren gehen. Durch die Substitution von N248 wird die Proteinstabilitdt wahrscheinlich
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stark reduziert und es kommt anschlieend zu einer permanenten Aktivierung von DcuS und
zusatzlichen Erhéhung der Signalstarke. Der N-terminale Loop fungiert wahrscheinlich als
eine Art Gelenk und Schaltzentrale, der die Struktur und somit Funktion der PAS;-Doméne
entscheidend beeinflusst. Dabei wird die Kinase nicht mehr ruhiggestellt, woraus eine
Autophosphorylierung des konservierten Histidin-Restes resultiert. Somit ist N248 ein zentral
wichtiger Rest, der die Struktur und die Funktion von PAS¢ beeinflusst und DcuS durch
Substitution von N248 gegen andere Aminosauren in einen fumaratunabhangigen und

permanent aktiven Zustand bringen kann und eine Effektorbindung simuliert.

Im Gegensatz zum Rest N248 liegt N304 in der Dimer-Interaktionsregion im p4-Faltblatt des
B-Faltblatt-Gerlists. Die ON-Variante N304D zeigte eine fumaratunabhangige dcuB-
Expression. Die Mutationsstelle N304 eines PASc-Monomers zeigt enge intermolekulare
Nahe zu der Seitenkette des Restes K232 des zweiten PASc-Monomers (Abb. D8; Etzkorn
et al., 2008). K232 ist in den homologen PASc-Domanen nicht konserviert und es sind keine
Kristallstrukturdaten eines mdglichen Kontakts der beiden Reste hinterlegt. Die Substitution
von K232 gegen Alanin resultiert in einer stillen Variante mit stark reduzierter dcuB-Aktivitat.

Der Rest K232 sitzt an einer interessanten Stelle im N-terminalen Loop.

V-\bb. D8: Interaktion von N304 und K232 im 3D-Modell. Das Modell wurde mit Swiss-Model erstellt
und basiert auf den Koordinaten von PAS1 von NifL,, (2GJ3; Key et al., 2007). Die Pfeile markieren
den N-terminalen Loop. A) Ubersicht des Dimers der kompletten PASc-Domane. B) VergroRerung des
in der Ubersicht grau hinterlegten Bereiches. Das 3D-Modell zeigt die intermolekulare N&he der Reste
N304 und K232. Das PASc-Monomer 1 ist in Griin und PASc-Monomer 2 ist in Blau dargestellt.
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Der Loop ist wahrscheinlich mit verantwortlich fir die Stabilitat der N-terminalen Kappe und
der Strukturstabilitat von PASc. Das ist ein Hinweis, dass sich der Rest K232 an einer
wichtigen Position befindet. Somit kénnte der ON-Effekt von DcuS-N304D gut durch die
intrinsische Interaktion mit der Seitenkette von K232 erklart werden. Es konnte schon gezeigt
werden, dass Mutationen im B-Faltblatt-Gerlist den N-terminalen Loop beeinflussen und
verandern kénnen (Pellequer et al., 1998). Die Substitution von N304 gegen Aspartat fiihrte
zu einer Instabilitdt von PASc und zu einer permanenten Aktivierung von DcuS. Es ist nicht
auszuschlielen, dass N304 mit N304 des anderen Monomers oder anderen Resten
interagiert und andere Reste in dem B-Faltblatt-Gerlst eine entscheidende Rolle in der
Signalweiterleitung spielen. Festzuhalten ist, dass der Rest N304 wichtig ist, da er einen
Einfluss auf die Struktur und die Funktion von PAS; austibt, ahnlich wie DcuS-N248D.

5.2.3 In Kombination mit ON-Mutation N248D sind OFF-Mutationen der PASp-
und PASc-Domane wieder aktiv

Die ON-Variante DcuS-N248D zeigt eine fumaratunabhangige dcuB-Expression. Die
Substitution N248D beeinflusst auch die Funktion anderer Mutationen. Die Funktion dieser
Mutation wurde in Kombination mit OFF-Mutationen in PASc und PASp getestet. In den
Kombinationen der OFF-Variante DcuS-N248D-L300A von PAS: und der OFF-Variante
DcuS-N248D-H110A von PASp war die ON-Mutation N248D dominant und fihrte in der
Doppelmutante zu einer aktiven Form von DcuS (Abb. D9A+B). Die ON-Mutation N304D
zeigte einen ahnlich aktivierenden Effekt auf die PASp-Mutation H110A wie N248D (Abb.
D9C). In Kombination der PASc-Mutationen N248D oder N304D wurden OFF-Varianten
wieder aktiv und zeigten eine konstitutive dcuB-Expression, die mit Fumarat aber weiter
induziert werden konnte. Somit stehen die ON-Mutationen N248D und N304D uber den
OFF-Mutationen.

Auch die Kombination der beiden ON-Mutationen zeigte weiterhin eine konstitutive
Expression von dcuB. Der Signal-ON Status von PAS¢ scheint in seiner Aktivitat weitgehend
unabhangig von der Sensordomane PASp zu sein. Allgemein scheinen ON-Varianten in
DcuS den hdchsten funktionellen Stellenwert einzunehmen. Auch die ON-Variante K55A in
PASek steht funktionell Gber OFF-Varianten der PASp- und PASc-Domane (Monzel, 2011). Da
PAS. die letzte Domane vor der Kinase ist, ist sie essentiell fir die Regulation und fir die

Weiterleitung des Signals an die Kinase.
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Abb. D9: DcuS-Modell mit Kombinationen von ON-Mutationen der PASc-Domane mit OFF-
Mutationen der PASc- und PASp-Doméne. Alle ON-OFF-Kombinationen filihren zu einem
Phosphoryl-Transfer zum Responseregulator DcuR und resultieren in einer aktiven Sensorkinase
DcuS. Dargestellt ist die PASc ON-Mutation N248D in Kombination mit PAS; OFF-Mutation L300A (A)
und PASp OFF-Mutation H110A (B). Dargestellt ist die PASc ON-Mutation N304D in Kombination mit
PASr OFF-Mutation H110A (C). ON-Mutationen sind in Rot und OFF-Mutationen sind in Griin
dargestellt.

5.2.4 PASc spielt eine Rolle fur die polare Lokalisation von DcuS in der
Membran

Die Lokalisierung von DcuS in der Membran wurde mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. DcuS-YFP zeigt eine polare Akkumulation in E. coli (Scheu et al., 2008). Unter
Einfluss von Fumarat konnte die Akkumulation an den Zellpolen noch verstarkt werden
(Scheu et al., 2008). Die verschiedenen DcuS-Varianten von PASc, die hier verwendet
wurden, zeigten unterschiedliche Verteilungen von DcuS-YFP in der Zelle. Eine
Akkumulation an den Zellpolen, wie bei wildtypischem DcuS-YFP konnte bei stillen und OFF-
Varianten von DcuS-YFP beobachtet werden. Die ON-Mutationen N248D und N304D hatten
dagegen einen Einfluss auf die Verteilung von DcuS-YFP in der Zelle. Beide ON-Varianten
zeigten eine gleichmafige oder punktuelle Akkumulation in der Membranhdlle der Zelle. Ein
ahnliches Muster in Interaktion und Lokalisation zeigte die ON-Mutation K55A in PASe von

DcuS ohne Zusatz eines Effektors (Monzel, 2011).

Die Effektoren Glutarat und Tricarballylat verursachten keine Veranderung der polaren

Lokalisation von wildtypischem DcuS-YFP in der Zelle. Fumarat und Malat hingegen hatten
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einen Einfluss auf die Verteilung von wildtypischem DcuS-YFP. Auch stille und OFF-
Varianten wurden in Anwesenheit von Fumarat von entlang der ganzen Zellmembran verteilt.
Fumarat hatte nur auf die ON-Varianten DcuS-N248D-YFP und DcuS-N304D-YFP keinen
sichtbaren Effekt. Diese Ergebnisse weichen von publizierten ab (Scheu et al., 2008) und
musste Uberprift werden. Die Deletion der PASc-Domane in DcuS verursachte ebenfalls
eine gleichmafige Verteilung von DcuS-YFP in der Membran. Auch in anderen Proteinen
spielt die PAS-Doméne eine wichtige Rolle fur die zellulare Lokalisation (Angelastro et al.,
2010; Fukushima et al., 2011) und eine Deletion der PAS-Domane flhrte zu einer Verteilung
des Proteins in der Membran (Angelastro et al., 2010). Verklrzte DcuS-Varianten ohne
Kinase und eine Variante ohne cytoplasmatische PASc- und Kinase-Doméanen zeigten

ebenso einen Verlust der polaren Akkumulation (Scheu, unveréffentlicht).

5.2.5 DcuB hat keinen Einfluss auf ON-Varianten der PASc-Domane

Der sekundare Transporter DcuB ist der Fumarat/Succinat-Antiporter der Fumaratatmung
und wird unter anaeroben Bedingungen exprimiert (Golby et al., 1998; Zientz et al., 1996).
DcuB fungiert zusatzlich als Co-Sensor der Sensorkinase DcuS und beeinflusst damit die
Expression von dcuB und anderen DcuSR-regulierten Genen (Kleefeld et al., 2009). In dcuB
negativem Hintergrund ist DcuS konstitutiv aktiv und diese Aktivitdt kann durch C,-
Dicarboxylate nicht weiter gesteigert werden (Kleefeld et al., 2009). In Kombination mit der
Deletion von DcuB mit den ON-Mutationen N248D und N304D der PASc-Domane hatte eine
um Faktor 2 gesteigerte konstitutive Expression der Zielgene zur Folge. Die Kombination der
regulatorischen  DcuB-Mutationen mit den ON-Mutationen zeigte das gleiche
Expressionsmuster. Sobald DcuS inaktiv vorliegt, erfolgt keine Signalweiterleitung zur Kinase
und keine Stimulierung der Zielgene, wie man es bei der OFF-Variante DcuS-V276A sehen

kann.

5.3 Die Homo-Dimerisierung von PAS¢

5.3.1 Konservierte Dimer-Interaktionsstellen in PAS-Doméanen

Die funf antiparallelen p-Faltblatter in PAS-Domanen haben eine grofle Oberflache, die
wichtig fir eine Reihe von inter- und intramolekularer Interaktionen diverser PAS-Doméanen
ist. Das B-Faltblatt-Geriist und somit die Interaktion der p-Faltblatter beider Monomere spielt
eine wichtige Rolle fir die Struktur, Funktion und die Signalweiterleitung in vielen PAS-
Domanen (Ayers & Moffat, 2008; Lee et al., 2008; Evans et al., 2009; Mdglich et al., 2009).
Dimere PAS-Doménen besitzen konservierte Dimer-Interaktionsstellen (Ayers & Moffat,
2008). Diese Interaktionsstellen befinden sich in den B-Faltblattern (31, 2, B4 und B5) und

enthalten flnf konservierte Reste. Diese interagieren entweder mit den B-Faltblattern oder
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der N-terminalen Helix des anderen Monomers. In PAS2-FixLg; interagieren die hydrohoben
Reste mit Resten des anderen Monomers. In den meisten Fallen sind die Interaktionsreste
hydrophober Natur. Der Vergleich der Interaktionsstellen von PAS2-FixLg, PAS1-NifLa,,
PAS2-NifLs, und PASc-DcuSe, zeigt, dass mindestens drei von flnf Resten in den vier PAS-
Domanen hydrophob sind (Tab. D1). Bei den hydrophilen Resten handelt es sich um ein
Tyrosin, ein Threonin oder ein Asparagin. In dem (1-Faltblatt befinden sich in allen vier PAS-
Domanen hydrophobe Aminosaurereste. Die Frage stellt sich nun, welche Auswirkungen
Substitutionen der Interaktionsreste auf die Aktivitat der Proteine haben und welche Reste
wichtig fur die Funktion und Struktur des Proteins sind. Die Interaktionsreste von PAS2-FixLg;
und PAS1-NifL,, sind fir die Oligomerisierung der PAS-Doménen essentiell. Die
untersuchten Reste (V166, L175, L262) von PAS2-NifL,, zeigen, dass drei von finf Resten
»oignal-ON“-Mutanten (NifL-V166M, NifL-L175A, NifL-L262A) darstellen. Diese Mutanten
zeigen keine PAS2 Homo-Dimerisierung mehr (Slavny et al., 2010). Die Reste V251 und

T264 wurden nicht untersucht.

Tab. D1: Vergleich der Dimer-Interaktionsreste. Dargestellt sind die Reste von PAS2-FixLg;, PAS1-
NifL4,, PAS2-NifL,, und PASc-DcuSg. und die jeweilige Position in den B-Faltblattern. Hydrophobe
Aminosauren sind fett markiert.

Faltblatt
B B2 B4 B5

Valin158 Leucin167 Methionin241 Threonin250 Phenylalanin252

Isoleucin40 Tyrosind9  Valin117 Leucin128 Methionin130

Valin166 Leucin175 Valin251 Leucin262 Threonin264

Alanin237 Leucin246 Asparagin311 Isoleucin318 Threonin320

In Abb. D10 ist die 3D-Struktur der PASc-Domane von DcuS mit ihren Dimer-
Interaktionsresten dargestellt. Die vorhergesagten homologen Dimer-Interaktionsreste von
DcuS-PAS: sind A237, L246, N311, 1318 und T320 (Tab. D1). Mutation der Reste L246 und
T320 flhrt zu ON-Varianten (DcuS-L246R und DcuS-T320A). Um sicher zu gehen, ob die
beiden Reste fir die Dimerisierung in PAS; wichtig sind, misste das durch
Interaktionsstudien Gberprift werden. Der Rest N311 von DcusS liegt in der 3D-Struktur nicht

in einem B-Faltblatt, sondern in einem unstrukturierten Bereich zwischen dem (4- und dem
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B5-Faltblatt. DcuS-Varianten von A237, N311 und 1318 zeigen eine wildtypische Aktivitat. Die
Reste N248 und N304, die bei Substitutionen zu ON-Varianten filhren sind keine
vorhergesagten Interaktionsstellen, fallen jedoch durch Ihre Lage in PASc und ihre
konstitutive Aktivitdt auf. Die ON-Varianten DcuS-N248D und DcuS-N304D zeigten in
Interaktionsstudien keine Homo-Dimerisierung mehr. Der Rest N248 liegt in einem
unstrukturierten Bereich zwischen B2-Faltblatt und der a2-Helix, der Rest N304 zentral im
B4-Faltblatt und somit in der vorhergesagten Dimerisierungsregion. Im 3D-Modell sieht man,
dass die Reste in der Nahe der vorhergesagten Interaktionsstelle und auf einer Ebene mit
T320 liegen. Beide Reste zeigen mit ihren Seitenketten zur Mitte des Dimers und spielen
anscheinend eine wichtige Rolle in der Dimerisierung. Auffallig ist, dass kein Interaktionsrest
in B3-Faltblatt zu finden ist. Moglicherweise liegt das daran, dass das p3-Faltblatt von der

Dimer-Interaktionsflache abgewandt ist.

\S v L

Abb. D10: Vorhergesagte Dimer-Interaktionsreste in PAS; von DcuS. Das Modell wurde mit
Swiss-Model erstellt und basiert auf den Koordinaten von PAS1 von NifL,, (2GJ3; Key et al., 2007).
Die Dimer-Interaktionsreste A237, L246, N311, 1318 und T320 befinden sich hauptsachlich in den p1-,
B2- und B5-Faltblattern. ON-Varianten sind Rot und stille Varianten sind Grau hervorgehoben. Das
PASc-Monomer 1 ist in Grin und PASc-Monomer 2 ist in Blau dargestellt.

124



5. Diskussion

5.3.2 Die ON-Mutationen N248D und N304D unterbrechen die Homo-
Dimerisierung von PAS¢

Bei bakteriellen membrangebundenen Sensor-Histidinkinasen wird vermutet, dass der
oligomere Zustand unabhangig vom Effektor besteht (Gao & Stock, 2009). Diese Vermutung
konnte 2010 durch Scheu et al. fir E. coli DcuS bestatigt werden. Es wurde zusatzlich
postuliert, dass der oligomere Zustand von DcuS einen wichtiger Parameter fir die
Funktionalitat und die Signalweiterleitung ist, denn monomeres DcuS besitzt keine Kinase-
Aktivitat mehr (Janausch et al., 2002). Die Signalweiterleitung im DcuS-Oligomer wird durch
Effektorbindung verursacht und durch Veranderung der Konformation vermittelt (Etzkorn et
al., 2008; Kneuper et al., 2010). Untersuchungen zur Oligomerisierung zeigen eine dimere
und eine tetramere Form von DcuS (Scheu et al., 2008). Die PASp-, PASc und die Kinase-
Domaéne stabilisieren die Oligomerisierung. Auch die Transmembranhelix 2 spielt in der
Wechselwirkung zwischen den DcuS-Monomeren eine wichtige Rolle (Steinmetz, 2010).
Mutationen in PASc haben im Volllangen-DcuS keine erkennbare Auswirkung auf die
Oligomerisierung von DcuS. Die ON-Varianten DcuS-N248D und DcuS-N304D und die OFF-
Variante DcuS-V276A zeigen den gleichen Oligomerisierungsanteil wie DcuSy.

Um mdgliche Veranderungen in der Interaktion bzw. Homo-Dimerisierung von PASc
zwischen DcuS-Varianten zu untersuchen wurde das BACTH-System ausgewahlt. Die
verkurzten Konstrukte DcuS-TM2 und DcuS-PAS: zeigen eine signifikante Interaktion.
Folglich zeigen Konstrukte ohne PAS¢ und Kinase, oder ohne Kinase-Domane immer noch
eine deutliche Interaktion und Dimerisierung, die aber in Anwesenheit der Kinase-Domane
deutlich verstarkt wird. Das isolierte PASc-Kinase Konstrukt zeigte eine starke Homo-
Dimerisierung, wahrend isoliertes PAS¢ und isolierte Kinase alleine keine Dimerisierung und
Interaktion mehr zeigt. Anscheinend ist es flr die Dimerisierung wichtig, dass die PASc-
Doméne mit der Kinase-Doméane verbunden ist. Auch die isolierten cytoplasmatischen PAS-
und Kinase-Domanen von YycG aus Bacillus subtillis liegen vollstandig als Monomer vor
bzw. zeigen keine Homo-Dimerisierung (Fukushima et al., 2011).

Die Anwesenheit von Effektoren flihrte in Volllangen-DcuS zu keiner signifikanten
Schwachung der Homo-Dimerisierung. Hingegen hatten Fumarat und Malat in allen DcuS-
Varianten eine Abnahme der Interaktion zur Folge. Das verklrzte Konstrukt DcuS-PASc
zeigte mit den Effektoren eine sehr starke Abnahme der Homo-Dimerisierung (Abb. D11B).
In Anwesenheit von Effektoren wurde die Interaktion der mutierten Fusionsproteine nicht so
stark reduziert wie im Wildtyp. Deutlich ist, dass bei dem verkurzten Konstrukt DcuS-PAS¢
ein Fumarat-Effekt sichtbar ist (Abb. D11A). Durch die Substitution N248D verloren
Volllangen-DcuS und das verkiurzte DcuS-PASc Konstrukt lhre Interaktion. Auch die
Substitution N304D zeigte den Verlust der Homo-Dimerisierung im verkirzten DcuS-PASc
Konstrukt. Somit hatten die Substitutionen N248D und N304D, vergleichbar mit dem Wildtyp
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in Anwesenheit der Effektoren, eine Stérung oder Verlust der Interaktion der PASc-Domane
zur Folge (Abb. D11B). Der ON-Rest N304 befinden sich in der potentiellen Dimer-
Interaktionsregion. Mdglicherweise fuhrt die Mutation N304D zu einer lokalen, schwachen
Konformationsanderung in PASc, die einen anderen Effekt auf die Dimerisierung ausubt,
jedoch funktionell mit N248D gleichgestellt ist. Es scheint somit nicht zu einem vdlligen
Auseinanderfalten der Doméane wie bei N248D zu kommen, sondern eher zu einer Stérung
der B-Faltblatter-Interaktion. Moéglich ist auch, dass das PASc-Dimer von DcuS wie KinA von
Bacillus subtilis (Lee et al., 2008) und FixL von Bradyrhizobium japonicum (Ayers & Moffat,
2008) aufgrund der hohen strukturellen Flexibilitat der Domane in zwei verschiedenen
Tertiarstrukturen vorliegen kann. So wirden beide Strukturdnderungen in PAS¢ zu einem

Verlust der Interaktion flhren.

A i B

T25 T18 ﬁ Acllve@

Abb. D11: PAS¢-Dimerisierungsmodell. Dargestellt ist das verkirzte DcuS-PASc Konstrukt ohne
Kinase-Doméane mit C-terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. A) DcuS-PAS¢ zeigt Homo-
Dimerisierung ohne ON-Mutation (N248D, N304D) oder in Abwesenheit eines Effektors. B) DcuS-
PAS. zeigt keine Homo-Dimerisierung mit ON-Mutation (N248D, N304D) oder in Anwesenheit eines
Effektors. Der Effektor ist in orange dargestellt.

5.4 Funktionsmodell von DcuS
Far die Signalweiterleitung in DcuS von PASp Uber die Transmembranhelix 2 zur Kinase-
Domaéane wird das Kolbenhub-Modell wie fir den eng verwandten Citratsensor CitAk,

vorgeschlagen (Sevvana et al., 2008, Kneuper et al, 2010). DcuS kann in zwei
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unterschiedlichen Funktionszustanden vorliegen, dem Signal-OFF und dem Signal-ON
Zustand (Abb. D12). Ohne gebundenen Effektor in PASe wird kein Signal weitergeleitet und
PAS. liegt als Homo-Dimer in einer starren Konformation vor und stellt dadurch die Kinase-
Domane ruhig (Abb. D12A). DcuS liegt somit im Signal-OFF Zustand vor, der auch durch

OFF-Mutationen, wie V276A generiert werden kann.

PAS. ist die letzte Domane vor der Kinase und scheint somit fir die Funktion, Regulation,
Lokalisation und Homo-Dimerisierung von DcuS essentiell zu sein, und stellt eine
signalweiterleitende, stabilisierende und ruhigstellende Domane dar.

Ist ein Effektor prasent wird dieser in PASp erkannt und gebunden (Abb. D12B). Durch die
Effektorbindung kommt es zu einer Bewegung der Transmembranhelix 2 Richtung
Periplasma wodurch das Signal Uber die Membran geleitet wird (Sevvana et al., 2008). Das
Signal wird von der cytoplasmatischen PAS-Doméne erkannt. PASc; erfahrt eine
Konformationsanderung, wodurch das PASc-Dimer wahrscheinlich auseinanderklappt und
die PAS: Homo-Dimerisierung unterbrochen wird (Etzkorn et al., 2008). Durch diese
Konformationsanderung wird die Kinase nicht mehr ruhiggestellt und ist somit in einem
aktiven Zustand. Es kommt anschliefsend zu einer Autophosphorylierung des konservierten
Histidinrestes (H349) in der Kinase-Domane (Zientz et al., 1998). DcuS befindet sich nun im
Signal-ON Zustand.

Signal-ON Mutationen in DcuS, wie zum Beispiel N248D, flihren wahrscheinlich zu einer
reduzierten Stabilitdt und somit zu einer instabilen Konformation von PAS;, die eine
Effektorbindung simuliert. PAS¢ liegt nicht mehr als kompaktes Homo-Dimer vor, sonder
erfahrt eine Aufweitung der Struktur. Das fihrt in Folge dessen zu einer permanenten
Signalweiterleitung an die Kinase. Somit liegt DcuS in einem permanenten Signal-ON
Zustand vor und die Kinase Aktivitat wird nicht mehr reguliert (Abb. D12C).

Wie die ON-Mutationen flihrt die Deletion der cytoplasmatischen PAS-Domane zu einer
permanent aktiven DcuS Sensorkinase. Dabei scheint es unwichtig zu sein, ob PASc
komplett oder nur Teilbereiche deletiert sind. Jede Teildeletion fihrt wahrscheinlich zu einer
Destabilisierung oder inaktivierten PASc-Domane. Ohne stabile PASc-Domane wird die
Kinase nicht reguliert und ruhiggestellt und somit erfahrt die Kinase eine permanente
Autophosphorylierung und der Phosphorylrest wird auf den Responseregulator Ubertragen,
der die Transkription der Zielgene andauernd stimuliert (Abb. D12D). Auch die isolierte
Kinase-Domane kann ohne PASc nicht ruhiggestellt werden und zeigt eine konstitutive
Aktivitat von DcuS. Wohingegen die isolierte PASc-Kinase keine Aktivitat zeigte, da PASc die

Kinase wieder reguliert.
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Abb. D12: Modell der Funktionszustiande der Sensor-Histidinkinase DcuS (modelliert nach
Etzkorn et al., 2008). A) Wildtyp-DcuS ohne Effektor im Signal-OFF Zustand. B) Wildtyp-DcuS mit
gebundenem Effektor im Signal-ON Zustand. Die Bindung des Effektors bewirkt vermutlich eine
aufwartsgerichtete Bewegung der Transmembranhelix 2 in Richtung Periplasma. Dies wird von der
cytoplasmatischen PAS-Domane wahrgenommen, welche das Signal an die Kinase-Domane
weiterleitet. Dort kommt es zu einer Autophosphorylierung des konservierten Histidin-Restes (H349)
und zum Phosphoryl-Transfer an den Responseregulator. C) ON-Variante von DcuS im permanenten
Signal-ON Zustand. D) DcuS ohne PASc-Doméne, dabei wird die Kinase nicht reguliert und
ruhiggestellt, daraus resultiert eine Autophosphorylierung des konservierten Histidin-Restes und eine
permanent aktive Sensorkinase DcuS.
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7. Anhang

Tab. A1: Effekt von DcuS-Varianten auf die Fumarat-abhangige Induktion von dcuB’-‘lacZ. Der
Funktionszustand der DcuS-Varianten wurde in dem DcuS negativen E. coli Stamm IMW260 nach
Komplementation mit Plasmid-kodierten Varianten durch die Expression von dcuB’-lacZ [MU]
nachgewiesen. Die Zucht erfolgte anaerob in eM9-Medium mit Glycerin und DMSO, mit und ohne
Fumarat (20 mM) als Effektor. In Grau hervorgehoben sind PASp-Varianten nach Kneuper et al.
(2005) und Kramer et al. (2007).

IMW260 (DcuS) dcuB’-‘lacZ [MU]
Domane Plasmid Protein ohne Effektor + Fumarat
- DcuS- 6 4 11 13
pMW 181 DcuS 46 14 395 +96
N-Terminus
pMW854 DcuS-T20A 7 £1 186 £16
pMW864 DcuS-122V 2015 210125
™1
pMW776 DcuS-M24A 40 £10 300 +£10
pMWT777 DcuS-S26A 25 10 259 +10
OFF-Variante  pMW870 DcuS-S26R 11 17 34 £6
pMW849 DcuS-A27C, S31A 14 11 138 £16
PASp
pMW771 DcuS-Q83A 31 214 +24
pMW114 DcuS-R90A 23 +1 292 +13
pMW869 DcuS-R92H 51 227 £17
pMW871 DcuS-L96Q 4 +1 153 +6
pMW790 DcuS-V99A 8 5 291 +46
OFF-Variante 1 +nb 7 tnb
OFF-Variante 2 +3 6 £2
pMW772 DcuS-P111A 51 174 18
OFF-Variante 5 inb 5 tnb
pMW773 DcuS-D124A 4 +0 267 27
OFF-Variante pMW866 DcuS-D124V 31 51
pMW872 DcuS-1125T 51 128 £25
pMW962 DcuS-1125F 941 1011
pMW791 DcuS-N130A 13 #1 273 £14
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OFF-Variante

OFF-Variante

OFF-Variante

T™2

OFF-Variante
OFF-Variante

PASc

OFF-Variante

OFF-Variante

OFF-Variante

ON-Variante

pMW792
pMW774
pMW818
pMW793

pMW873

pMW850
pMW827
pMW779
pMW819
pMW851
pMW962
pMW841
pMW778
pMW852
pMW809
pMW813
pMW853

pMW936
pMW937
pMW631
pMW928
pMW939
pMW956
pMW957
pMW940
pMW941
pMW942
pMW1303
pMW943
pMW913
pMW632
pMW868

DcuS-N130D
DcuS-E133A
DcuS-G140

DcuS-A145D

DcuS-N156D

DcuS-S186A
DcuS-S186C
DcuS-F189A
DcuS-G190A
DcuS-M191A
DcuS-V193A
DcuS-G194A
DcuS-L201A
DcuS-W185A, F189A
DcuS-S186C, G190A
DcuS-G190A, G194A
DcuS-G194A, T198A

DcuS-E213A
DcuS-P214A
DcuS-Y215A
DcuS-E216A
DcuS-I1217A

DcuS-S218A
DcuS-T219A
DcuS-L220A
DcuS-F221A
DcuS-E222A
DcuS-R224A
DcuS-Q225A
DcuS-L228A
DcuS-Q229A
DcuS-1231T

9+0
511
2 11
10 £3
1 +nb
10 +1
3 tnb

54 £10
4 +1
9 +2
9 +2
7 +1
11 +1
5+2
45 +5
17 6
9 +1
14 +4
110

13 +1
8 +6
35 +2
9+2
72
209 +36
20 +6
317

330 47
300 +8
12 +1
366 +13
17 tnb
243 £7
2 +nb

184 £10
133 £11
141 +4
188 7
151 £17
104 +13
135 +13
290 +15
285 +15
40 +8
60 +8
180 +7

24 12
153 + 14
68 7
219 +16
29 1
220 £2
452 +2
230 +23
9 16
515 +6
395 + 55
449 + 21
448 +36
317 +61
403 +69
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OFF-Variante

ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante

OFF-Variante

ON-Variante
ON-Variante

pMW633
pMW924
pMW420
pMW874
pMW634
pMW921
pMW920
pMW485
pMW421
pMW483
pMW484
pMW486
pMW926
pMW944
pMW474
pMW489
pMW810
pMW811
pMW422
pMW482
pMW480
pMW812
pMW958
pMW481
pMW816
pMW667
pMW668
pMW669
pMW816
pMW965
pMWA475
pMW490
pMW476
pMW487
pMW477
pMW491
pMW639

DcuS-K232A
DcuS-A237C
DcuS-D239N
DcuS-D239G
DcuS-D240A
DcuS-L246A
DcuS-L246R
DcuS-N248A
DcuS-N248D
DcuS-N248S
DcuS-N248G
DcuS-N248F
DcuS-N248T
DcuS-D249A
DcuS-A251C
DcuS-L254T
DcuS-N256A
DcuS-N256D
DcuS-K259A
DcuS-Q261A
DcuS-S270A
DcuS-H271A
DcuS-S272A
DcuS-W273A

DcuS-S274A, V277A

DcuS-V276A
DcuS-Vv276D
DcuS-Vv276C
DcuS-V277A
DcuS-D278G
DcuS-T287A
DcuS-R289A
DcuS-R290A
DcuS-D291A
DcuS-D291N
DcuS-E293Q
DcuS-1296A

11 +2
23 +8
18 +6
7 +1
18 £7
5119
631 £65
815 £20
674 £25
106 +22
789 +25
169 16
400 23
2 +1
26 +8
37 18
21 16
2116
15 +4
17 6
17 £3
22 +5
10 +1
36 2
27 +1
21 +16
23 +1
12 1
15 +4
12 +2
4 +2
18 +8
14 +8
56 £10
95 +11
13 +3
5+2

5119
605 +65
208 +77
165 10
162 +25
670 £59
741 £69
544 £12
503 £22
529 £14
470 87

555 +107
384 +63
229 +28
364 +20
450 +81
627 +70
518 +66
242 +60
312 £11
266 +35
419 +96
281 16
698 +218
27752
20 +11
140 10
110 13
290 £30

120 +1
434 +80
255 +9
176 £15
545 +65
399 +52
252 +9
124 £19
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OFF-Variante

ON-Variante

ON-Variante

ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante

ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante

PAS; + PAS.
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante
ON-Variante

ON-Variante

ON-Variante

OFF-Variante
OFF-Variante

pMW640
pMW640
pMW478
pMW922
pMW488
pMW479
pMW712
pMW713
pMW923
pMW959
pMW636
pMW637
pMW638
pMW914
pMW925
pMW945
pMW946
pMW947
pMW748

pMW734
pMW564
pMW 1386

pMW562
pMW558
pMW502
pMW501
pMW500

pMW563

pMW559

pMW1353
pMW1354

DcuS-1296C

DcuS-1296D

DcuS-K297A
DcuS-L300A
DcuS-N304D
DcuS-T305A
DcuS-N311A
DcuS-N311D
DcuS-V313A
DcuS-I1315A

DcuS-A317C
DcuS-A317D
DcuS-A317Y
DcuS-1318A

DcuS-S319P
DcuS-T320A
DcuS-F321A
DcuS-R322A
DcuS-N323D

DcuS-Q229A, N248D
DcuS-N304D, N248D
DcuS-L300A, N248D

DcuS-R107A, N248D
DcuS-H110A, N248D
DcuS-F120M, N248D
DcuS-R147A, N248D
DcuS-T101G, F120M,
N248D

DcuS-R107A, N304D
DcuS- H110A, N304D

DcuS-H110A, V276A
DcuS-H110A, L300A

7 +4
14 4
19 +6
5 +1
650 £124
20 +12
20 +3
17 £3
8 +2
69 5
10 +2
178 £28
53
4 +1
323 6
86 +2
179 +66
332 +26
18 +7

324 £17
203 =11
163 13

143 +20
120 15
403 +31
534 +1
538 +13

262 +65
151 19

125 £20
273 +38
175 £33
24 12
655 +20
328 +50
356 +30
443 +23
376 £29
508 29
192 +26
638 +108
168 +21
227 +18
465 53
529 +28
569 +31
528 +23
239 +8

637 +39
460 +38
758 +46

173 +8
186+20
258 +34
257 £2
231 +81

249 22
263 £12

5+4
5+3
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OFF-Variante
OFF-Variante
OFF-Variante

pMW1355
pMW1356
pMW 1357

DcuS-H110A, L220A
DcuS-H110A, D240A
DcuS-H110A, 1318A

4 4
4 4
543

6 +2
4 4
4 4

Tab. A2: Qualitativer und quantitativer Nachweis der dcuB-"lacZ Expression der Signal-ON und

Signal-OFF PASc-Varianten.

Die Zucht fir den qualitativen Nachweis der dcuB’-lacZ

Expressionerfolgte anaerob, auf eM9-Indikatorplatten mit X-Gal (0,5 mM), Kanamycin (50 ug/ml), mit
und ohne Fumarat. Die Zucht fir den quantitativen Nachweis erfolgte anaerob in eM9-Medium mit und
ohne Effektor Fumarat.

Qualitativ Quantitativ Qualitativ Quantitativ
IMW260 [MU] [MU]
Protein ohne Fumarat mit Fumarat
(Plasmid)
DcuS- 6 +4 11 3
DcuS 13 +11 255 +45
(PMW181) |

\

DcuS-E213A 13 +2 24 +1
(PMW936)
DcuS-I1217A 5 +1 29 +1
(PMW939)

/
DcuS-F221A 5 +1 6 +1
(PMW941)
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DcuS-L228A
(PMW1029)

DcuS-L246R
(PMW920)

DcuS-N248D
(pPMW421)

DcuS-V276A
(PMW6E67)

DcuS-D291N
(PMW477)

DcuS-L300A
(PMW922)

DcuS-N304D
(PMW488)

209 +36

610 +59

674 +82

15 +10

96 £11

660 +19

448 +36

741 +69

503 +30

20 12

353 +12

24 12

683 +27
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DcuS-I1315A
(PMW959)

DcuS-A317D
(PMW638)

DcuS-S319P
(PMW925)

DcuS-T320A
(PMW945)

DcuS-F321A
(PMW946)

DcuS-R322A
(PMW947)

209 +36

188 £22

323 7

86 +2

179 66

332 +26

508 +29

638 £108

465 £54

529 +28

569 +31

528 +23
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Tab. A3: Ubersicht der gewonnenen DcuS-Varianten mit ungerichteter Mutagenese. Dargestellt
ist die Lage der Mutanten, der Phanotyp und die Haufigkeit der aufgetretenen Mutation.

Lage Mutanten Phanotyp Haufigkeit
N-Terminus 122V still 1x
T™1 S26R OFF 2x
PASp L96Q still 1x
PASp R92H still 1x
PASp G140A OFF 2x
PASp N156D still 1x
PASp D124V OFF 2x
PASc 1231T still 1x
PASc N248D ON 4x
PASc D239G still 1x
PASc N304D ON 3x
PASc F321A ON 1x
PASc D291N ON 1x
PASc R224A still 1x
PASc L300A OFF 2x
PASc A317D ON 2x
PASc N248A ON 3x
PASc Q229A still 1x
PASc 1237C still 1x
PASc L228A ON 2x
PASc L246R ON 1x
PASc S319P ON 3x
PASc N248T ON 2x
PASc R322G Stop 1x
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Tab. A4: Interaktion homologer Konstrukte von DcuS und DcuR mit C- und N-
terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Die Tabelle zeigt ein Schema des
Proteinkonstrukts, die Fragmente, die Farbung der Kolonien auf X-Gal-Platten und die
B-Galaktosidase-Aktivitat [MU] des Stammes. Die Zucht erfolgte aerob in LB-Medium
mit 0,5 mM IPTG, 100 ug/ml Ampicillin und 50 ug/ml Kanamycin.

Schema T25-Fragment Farbung der
Proteinkonstrukt | T18-Fragment Kolonie
1361174
. DcuS-T25 nicht messbar
: DcuS-T18
) T25-DcuS 1391 £189
T18-DcuS
DcuS- PASc-T25 307 +43
DcuS- PASc-T18
DcuS-TM2-T25 338 +22
DcuS-TM2-T18
PASc-Kinase-T25 1640 +9
PASc-Kinase-T18
PASc-T25 47 2
PASc-T18
Kinase-T25 46 +7
Kinase-T18
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DcuR-T25
DcuR-T18

774 +67

Tab. A5: Interaktion homologer Konstrukte von kompletten DcuS mit C-
terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Die Tabelle zeigt ein
Schema des Proteinkonstrukts, die Fragmente, die Farbung der Kolonien auf
X-Gal-Platten und die B-Galaktosidase-Aktivitat [MU] des Stammes. Die Zucht
erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5 mM IPTG, 100 pg/ml Ampicillin und 50
pg/ml Kanamycin. Mutationen sind in rot markiert.

Schema T25-Fragment Farbung der
Proteinkonstrukt T18-Fragment Kolonie

DcuS.pknt2s
DcuS_ putis

DCUS-N248D_pKNT25
DCUS-N248D_pUT13

DCUS'N304D_pKNT25
DCUS'N304D_pUT1 8

DCUS-V276A_pKNT25
DCUS-V276A_pUT1 8

DcuS-F221 A—pKNT25
DcuS-F221 A—pUT1 8

DCUS-L228A_pKNT25
DCUS-L228A_pUT18
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DCUS-L300A_pKNT25
DCUS-L3OOA_pUT18

pKT25.DCUS-D240A
pUT1gc_DCUS-D24OA

Tab. A6: Interaktion homologer Konstrukte der isolierten PASc-Domanen mit C-
terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Die Tabelle zeigt ein Schema des
Proteinkonstrukts, die Fragmente, die Farbung der Kolonien auf X-Gal-Platten und die B-
Galaktosidase-Aktivitdt [MU] des Stammes. Die Zucht erfolgte aerob in LB-Medium mit 0,5
mM IPTG, 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin. Mutationen sind in rot markiert.

Schema T25-Fragment Farbung der
Proteinkonstrukt T18-Fragment Kolonie

PASC_pknT25 47 +2
PASc_put18

PASC_N248D_pKNT25 54 +2
PASC_N248D_pUT18

PASC_N304D.pKNT25 57 +4
PASC_N304D.pUT13

PASC_V276A_pKNT25 56 +3
PASC_V276A_pUT1 8

PASc_F221A ;knt2s 56 +2
PASc_F221A putis
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Tab. A7: Interaktion homologer Konstrukte von verkiirztem DcuS bis zur
Transmembranhelix 2 mit C-terminal fusionierten T25- und T18-Fragmenten. Die
Tabelle zeigt ein Schema des Proteinkonstrukts, die Fragmente, die Farbung der Kolonien
auf X-Gal-Platten und die p-Galaktosidase-Aktivitdt [MU] des Stammes. Die Zucht erfolgte
aerob in LB-Medium mit 0,5 mM IPTG, 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin.
Mutationen sind in rot markiert.

Schema T25-Fragment

Farbung der

Proteinkonstrukt T18-Fragment

DCUS-TMZ_pKNTzs
DCUS-TMZ_pUT18

DCUS-TMZ_R1 O7A—pKNT25
DcuS-TM2_R1 O7A—pUT13

DCUS-TMZ_H1 1 0A—pKNT25
DcuS-TM2_H11 OA_pUT13

DcuS-TM2_F120A pknt2s
DcuS-TM2_F120A pur1s

338 +22

539 $2

477 +53

494 +35
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Uberproduktion und Reinigung von DcuS und DcuS-Derivaten

65kDa

45kDa

14kDa

Abb. A1: Uberexpression und Reinigung von His6-DcuS-TM1,2-PASc-V276A aus E. coli
C43(DE3) (pMWT770). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie-Blau
gefarbt.

1: Proteinstandard: BSA (Mr 65 kDa), Ovalbumin (Mr 45 kDa), Lysozym (Mr 14 kDa)

2: Zellhomogenat vor der Induktion 3: Zellhomogenat nach 4 — 5 Stunden Induktion

4: Gesamtprotein nach Zellaufschluss

5: Durchlauf der Nig-NTA-Agarose-Saule

6: Waschfraktion der Nig-NTA-Agarose-Saule

Elution der Nig-NTA-Agarose-Saule:

7: Fraktion 1 6,3 ug

8: Fraktion 2 18 g

9: Fraktion 3 16,4 ug

Uberexpression und Reinigung von DcuS-Varianten

3é.5kba t:: Q & S S

gy

Abb. A2: Uberexpression und Reinigung von Hisg-DcuS-TM1,2-PASc-T101G aus E. coli
C43(DE3) (pMW670). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie-Blau
gefarbt.

1: Proteinstandard: BSA (Mr 65 kDa), Ovalbumin (Mr 45 kDa), Lysozym (Mr 14 kDa)

2: Zellhomogenat vor der Induktion

3: Zellhomogenat nach 4 — 5 Stunden Induktion

4: Gesamtprotein nach Zellaufschluss

5: Durchlauf der Nig-NTA-Agarose-Saule

6: Waschfraktion der Nig-NTA-Agarose-Saule

Elution der Nig-NTA-Agarose-Saule

7: Fraktion 1 2,4 pg

8: Fraktion 2 6,6 ug

9: Fraktion 3 5,1 ug
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Abb. A3: Uberexpression und Reinigung von kompletten DcuS Hisg-DcuS-N248D aus E. coli
C43(DE3) (pMW740). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie-Blau
gefarbt.

Proteinstandard: BSA (Mr 65 kDa), Ovalbumin (Mr 45 kDa), Lysozym (Mr 14 kDa)

1: Gesamtprotein nach Zellaufschluss

2: Durchlauf der Nig-NTA-Agarose-Saule

3: Elution der Nig-NTA-Agarose-Saule, Fraktion 1 6,6 ug

4: Waschfraktion der Nig-NTA-Agarose-Saule

Elution der Nig-NTA-Agarose-Saule:

5: Fraktion 2 13,6 ug

6: Fraktion 3 12 pg

7: Fraktion 4 9,2 ug

W 40,09
kDa

Abb. A4: Uberexpression und Reinigung von der isolierter His¢-PASc-N248D-Kinase aus E. coli
C43(DE3) (pMW?733). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie-Blau
gefarbt.

1: Proteinstandard: BSA (Mr 65 kDa), Ovalbumin (Mr 45 kDa), Lysozym (Mr 14 kDa)

2: Zellhomogenat vor der Induktion

3: Zellhomogenat nach 4 — 5 Stunden Induktion

4: Gesamtprotein nach Zellaufschluss

5: Durchlauf der Nig-NTA-Agarose-Saule

6: Waschfraktion der Nig-NTA-Agarose-Saule

Elution der Nig-NTA-Agarose-Saule:

7: Fraktion 1 1,1 pg

8: Fraktion 2 5,2 ug

9: Fraktion 3 12 pg
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Ausblick

Um offene Fragestellungen noch zu klaren, sollten zuklinftige Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Die fehlenden Mutanten und Messungen sind die in Tab. A8 zusammengefasst. Die
Homo-Dimerisierung von PAS; sollte noch grindlicher anhand der vorhergesagten
Interaktionsreste analysiert werden. Auch sollten die Reste, die vielleicht mit N248 in
Wechselwirkung treten und die vorhergesagte mogliche Wechselwirkung von N304 mit K232

und N248 mit L228 genauer untersucht werden.

Tab. 8: Ubersicht der fehlenden Mutanten, Expressionsmessungen und BACTH-
Untersuchungen von PAS..

Mutagenese und BACTH-Messung Bemerkungen
Funktionsmessung DcuS-PAS.

N304D + K232A X ON-Variante + stille Variante,
mogliche WW

N248D + L228A X ON-Variante + ON-Variante,
mogliche WW

L246R ON-Variante X vorhergesagter Interaktionsrest

T320A ON-Variante X vorhergesagter Interaktionsrest

A237C stille Variante X vorhergesagter Interaktionsrest

1I318A stille Variante X vorhergesagter Interaktionsrest

G234A X maogliche WW mit N248

V235A X maogliche WW mit N248

V236A X mogliche WW mit N248
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