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1. Abstract

The two-component system DcuS-DcuR of Escherichia coli consists of the membrane-bound
sensor histidine kinase DcuS and the response regulator DcuR. The sensor histidine kinase
DcuS belongs to the CitA Cs-dicarboxylate family. DcuS-DcuR regulate expression of the
Cs-dicarboxylate metabolism. Cas-dicarboxylates are products of plant and bacterial
metabolism. The uptake of these substances is facilitated by different transporters. Under
aerobic conditions, the Cs-dicarboxylate is mainly taken up by the Symporter DctA. Under
anaerobic conditions, it is mainly the antiporter DcuB that ensures the uptake. DcuS forms
DcuS/DctA or DcuS/DcuB sensor complexes with the transporters under aerobic conditions
and anaerobic conditions, respectively. Presence of Cs-dicarboxylates leads to
phosphorylation of DcuS and subsequent phosphoryl transfer to DcuR. Phosphorylated DcuR
induces the expression of genes coding for the transporters and enzymes involved in Cs-

dicarboxylate metabolism.

In this study the interaction and complex formation between DcuS and DcuR was
investigated. DcuS forms a complex with DcuR and complex formation was stabilized by
phosphorylation of DcuS or DcuR. This Complex is transient, with medium binding affinity,
but strong and specific interaction.

Six amino acids in DcuS which are directly or indirectly involved in complex formation have
been identified. These are located on the al- and a2-helix and the linker region of the DHp
domain of DcuS. Mutations in the Glu350 and Lys354 residues lead to the stimulation of the
complex formation. In contrast, mutations of Asn353, Gly360 and Leu361 lead to the

inhibition of the interaction between DcuS and DcuR.

DcuR and DcuR-phosphate bind to the promoter of dcuB, but phosphorylation affects
binding and the type of DcuR-dcuB complexes. The presence of DcuS has an influence on

DcuR binding to the promoter.



1. Zusammenfassung

Das Zweikomponenten-System DcuS-DcuR von Escherichia coli besteht aus der
membranstandigen  Sensorhistidinkinase  DcuS  und  dem  zytoplasmatischen
Antwortregulator DcuR. Die Sensorhistidinkinase DcuS gehort zur Familie der CitA Cas-
Dicarbonsaure-Sensoren. Das DcuSR-System dient der Regulierung des Cs-
Dicarbonsaurestoffwechsel. Cs-Dicarbonsauren sind Produkte des
pflanzlichen und bakteriellen Metabolismus. Die Aufnahme dieser Stoffe erfolgt unter
aeroben Bedingungen Uber den Symporter DctA. Unter anaeroben Bedingungen tGbernimmt
hauptsadchlich der Antiporter DcuB die Aufnahme der Cs-Dicarbonsaure. DcuS bildet
einen DcuS/DctA oder DcuS/DcuB Sensorkomplex mit den Transportern unter aeroben
beziehungsweise anaeroben Bedingungen. Die Anwesenheit von Cs-Dicarbonsaure fihrt zur
Phosphorylierung von DcuS und anschlieRender Phosphoryliibertragung auf DcuR.
Phosphorylierter DcuR induziert die Expression der Gene, kodierend fiir die Transporter und

Enzyme, die beteiligt an dem Cs-Dicarbonsadurestoffwechsel sind.

In dieser Arbeit wurde die Interaktion und Komplexbildung zwischen DcuS und DcuR
untersucht. DcuS bildet einen Komplex mit DcuR und die Komplexbildung wurde durch
Phosphorylierung von DcuS oder DcuR stabilisiert. Dieser Komplex ist transient, mit mittlerer
Bindungsaffinitat, aber starker und spezifischer Interaktion.

Es wurden funf Aminosduren in DcuS identifiziert, die direkt oder indirekt an der
Komplexbildung beteiligt sind. Diese befinden sich auf der al- und a2-Helix und der
dazwischen befindlichen Linker der DHp-Domaéane von DcuS. Mutationen in den Glu350- und
Lys354-Resten fuhren zur Stimulierung der Komplexbildung. Dagegen fiihren Mutationen

von Asn353, Gly360 und Leu361 zur Hemmung der Interaktion zwischen DcuS und DcuR.

DcuR und DcuR-Phosphat binden an den Promotor von dcuB, aber die Phosphorylierung
beeinflusst die Bindung und die Art der DcuR-dcuB-Komplexe. Die Anwesenheit von DcuS

hat einen Einfluss auf die Bindung von DcuR an den Promotor.
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2. Einleitung

In Prokaryoten befindet sich das genetische Material der Zelle (Chromosom) dicht verpackt
im Nukleoid, ohne Zellkern (Shatalkin, 2004). Die Prokaryoten besiedeln unterschiedlichste
Standorte und haben eine Biomasse von 77,2 Gt (Gigatonnen). Das sind 15 % der gesamten
auf der Erde vorkommenden Biomasse. Gemeinsam haben sie eine vielseitige individuelle
Anpassungsfahigkeit, Stoffwechselvielfalt und katalysieren die biogeochemischen
Stoffkreislaufe der Erde. Sie werden in unterschiedlichsten biotechnologischen Verfahren

eingesetzt (Whitman et al., 1998; Bar-On et al., 2018).

Der Mensch und die Mikroorganismen entwickeln sich parallel zu- und miteinander weiter.
Lange Zeit pragten Hunger, mangelnde Hygiene und Infektionskrankheiten das Leben der
Menschen. Wissenschaftliche Erkenntnisse, neue Technologien, Bildung sowie Aufklarung,
speziell in den letzten 100 Jahre, verbesserten die Lebensbedingungen- und Qualitat vieler

Menschen und erdffneten den Kampf gegen Infektionskrankheiten und deren Erreger.

Ein wichtiger Schritt im Erforschen von Mikroorganismen ist deren Kultivierung. Escherichia
coli wurde erstmals 1886 von Theodor Escherich beschrieben und ist seitdem als
Modellorganismus und Werkzeug der Molekularbiologie bekannt (Blount, 2015). Dieses
gram-negative y-Proteobakterium hat vielseitige metabolische und regulatorische
Fahigkeiten, durch die die Kolonisierung von Boden, Wasser, Tieren und Pflanzen ermoglicht
wird. E. coli siedelt sich im Dickdarm von Wirbeltieren an und ist ein fester Bestandteil des
Saugetier-Darm-Mikrobioms (Leimbach et al., 2013; Blount, 2015; Wérner, 2017). E. coli hat
unterschiedliche Strategien in der Beziehung zu seinem Wirt und kann eine mutualistische
oder kommensalistische, aber auch eine pathogene Interaktion mit dem Wirt eingehen

(Hendrickson, 2009; Blount, 2015).

2.1 Regulation des Energiestoffwechsels und der Atmung von E. coli

Beim Energiestoffwechsel werden bevorzugt energiereiche Kohlenstoffquellen verwendet.
Hexosen (z. B. Glucose) aber auch Cs-Dicarbonsauren (Succinat, Fumarat und L-Malat) sind
bevorzugte C-Quellen (Kohlenstoffquellen) fur E. coli. Die Regulation der Glucose-
Verwertung wird im Wesentlichen durch das Phosphotransfersystem (PTS-System)

durchgefihrt (Deutscher et al., 2006; Unden et al., 2016). Dabei wird das Substrat durch
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Transporter in der Zelle aufgenommen und Uber mehrere Proteinkinasen durch
Phosphorylierung fur den Abbau aktiviert. Entscheidend dabei ist das Verhaltnis an
phosphoryliertem zu nicht-phosphoryliertem EllIA-Protein, welches wiederum von der
Anwesenheit von Glucose abhangt. Ist keine Glucose als Substrat vorhanden, liegt das ElIA-
Protein phosphoryliert vor und aktiviert die Adenylatcyclase welche cAMP bildet. cAMP
bindet an dem cAMP-Rezeptor-Protein (CRP), das als Transkriptionsaktivator fur die
Expression von Genen fungiert, die an der Aufnahme von alternativen C-Quellen wie
Pentosen, aber auch Cs-Dicarbonsdure beteiligt sind (Blencke et al., 2003; Deutscher et al.,
2006; Unden et al, 2016).

Zur Verstoffwechselung von externer Cs-Dicarbonsdure werden unter aeroben und
anaeroben Bedingungen verschiedene Cs-Dicarbonsaure-Transporter, der Citratzyklus und
der Pyruvat-Bypass benotigt (Unden et al., 2016). Wird unter aeroben Bedingungen, anstelle
von Glucose, Fumarat als Substrat vorgelegt, wird dieses im Citratzyklus vollstandig oxidiert.

(Zienz et al., 1998; Janausch et al., 2002).

Wichtig  fir die Umsetzung der C-Quellen ist die Anwesenheit von
Elektronentransportwegen. Welche Elektronentransportwege zur Energiegewinnung
benutzt werden, wird von E. coli auf der Transkriptionsebene gesteuert, da viele der
Operone (kodierend fir Enzyme des Elektronentransports) auf das Vorhandensein von
Elektronenakzeptoren reagieren. So kann E. coli zwischen aerobem und anaerobem

Stoffwechsel umschalten (Gunsalus, 1992).

Wenn Sauerstoff vorhanden ist, wird hauptsachlich aerobe Atmung betrieben und das
Substrat wird vollstandig zu Kohlendioxid oxidiert. Die Energieausbeute ist hierbei maximal,
da diese an das Redoxpotential des Elektronenakzeptors gekoppelt ist. Die
Sauerstoffregulation wird in E. coli gleichzeitig von zwei Regulatoren gesteuert. Die
Steuerung Ubernehmen zum einen das Zweikomponenten-System ArcB/A (Aerobic
respiratory Control), zum anderen das zytoplasmatische Einkomponentensystem FNR
(Fumarat Nitratreduktase Regulator) (Gunsalus, 1992; Goh et al., 2005; Unden et al., 2016).
In der Abwesenheit von Sauerstoff wird bevorzugt die Synthese der Nitratatmung durch
Nitrat induziert. Wenn auch Nitrat fehlt, werden DMSO / TMAO oder Fumarat zur Oxidation

benutzt. Die potenzielle freie Energie, die durch die Reduktion der alternativen Substrate
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entsteht, ist deutlich niedriger als mit Sauerstoff oder Nitrat (Gunsalus, 1992; Gencheva,

2016; Unden et al., 2016).

2.2 Der Cs-Dicarbonsaure-Stoffwechsel und die Transporter

Die globale Regulation der Verstoffwechselung von externen Cs-Dicarbonsduren, in
Abhangigkeit von der C-Quelle (via cAMP/CRP), sowie der Anwesenheit von Sauerstoff (via
FNR) und der Redoxstatus der Zelle (via ArcB/A) spiegeln die verschiedenen Ebenen, auf
welchen die Regulation stattfindet, wider.

Cs-Dicarbonsduren sind Produkte des pflanzlichen- und bakteriellen Metabolismus und
kommen in unterschiedlichen Habitaten vor. Zu den hdaufig vorkommenden Ca-
Dicarbonsauren gehoren Succinat, Fumarat, Malat und Oxalacetat. Die Aufnahme dieser
Stoffe wird von unterschiedlichen Transportern gewahrleistet. Welcher Transporter und der
damit verbundene Stoffwechselweg zu dem Abbau oder der Veratmung von Ca-
Dicarbonsaure verwendet wird hangt davon ab, ob Sauerstoff als Elektronenakzeptor
vorhanden ist.

Unter aeroben Bedingungen erfolgt die Aufnahme der Cs-Dicarbonsaure als Dianion im
Symport mit 2 - 3 Protonen Uber die Transporter DctA, DauA, DcuA und SaltP (Abb.: 1A).
Dabei ist DctA der bevorzugte Transporter flr die Aufnahme von einem breiten Spektrum
an Cs-Dicarbonsauren bei neutralem pH-Wert. DctA ist ein sekundéarer Transporter und
gehort der DAACS-Famile an. Der Transporter wird auf der Transkriptionsebene sowohl
durch Glycose (aerob), als auch durch das ArcBA-System (anaerob) reprimiert und zum
anderen durch das DcuSR-System stimuliert (Davies et al., 1999; Unden et al., 2016b). Der
zweite wichtige Transporter, DauA, ersetzt bei niedrigem pH-Wert DctA. Diese katalysiert
die Aufnahme von Succinat. SaltP transportiert entweder Acetat oder Succinat. Die
Aminosaure Aspartat wird sowohl durch DctA als auch durch GItP aufgenommen und Uber
die Aspartase AspA desaminiert. Als Produkt entsteht Fumarat (Wérner, 2017). Nach der
Aufnahme der Cs-Dicarbonsaure wird diese in den Citratzyklus eingeschleust und zu CO;
oxidiert. Energetisch entstehen pro Mol Cs-Dicarbonsdure 14 Reduktionsdquivalenten in
Form von NADH und QH> (Karinou et al., 2013; Unden et al., 2016b).

Unter anaeroben Bedingungen Ubernehmen die Antiporter DcuB, DcuA und TtdT die

Aufnahme der Cs-Dicarbonsaure im Antiport von Succinat (Abb. 1B). Die Hauptaufgabe
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tbernehmen DcuA und DcuB, die zu der DcuAB-Transporter-Familie gehoren. Die Gene fir
diese Transporter liegen benachbart auf der DNA und werden mono- bzw. polyzistronisch
mit den Genen der Aspartase bzw. Fumarase B co-transkribiert (Six et al., 1994; Golby et al.,
1998). DcuB wird auf der Transkriptionsebene durch das NarX-NarL-System reprimiert und
durch FNR, CRP und das DcuS-DcuR-System stimuliert. Der Citrat/Succinat-Antiporter CitT
kann Citrat aufnehmen und durch die Citratlyase zu Oxalacetat und Acetat aufspalten. Nach
der Aufnahme der Cs-Dicarbonsdure werden diese Uber den reduktiven Ast des Citratzyklus
zu Fumarat umgewandelt, das als Elektronenakzeptor dient.

Zum Transport der Cs-Dicarbonsauren ist eine Wahrnehmung dergleichen durch E. coli
relevant. Transporter und Zweikomponenten-Systeme bilden Sensor-Module, die
zusammenarbeiten. In diesen Sensor-Modulen kann der Transporter eine Doppelfunktion
als Transporter und als Sensor einnehmen (z.B. In dem Zweikomponenten-System PhoRB
und dem PstS-Transporter). Hierbei fehlt dem Zweikomponenten-System ein
Strukturbereich flr die Signalwahrnehmung. Es ist auf den Transporter angewiesen um die
Konzentration an verfligbaren Signalmolekilen (hier Phosphat) zu erkennen (Hsieh &

Wanner, 2010; Gardner et al., 2014 Unden et al., 2016b).

Im Falle des Cs-Dicarbonsaure-Metabolismus besitzt E. coli drei verschiedene Systeme zur
Wahrnehmung und Regulation: den LysR-Typ L-Tartrat-Regulator (TtdR), den D-Malat-
Regulator DmIR sowie den Cs-Dicarbonsaure-Sensor DcuS mit dem Antwortregulator DcuR
(Scheu et al., 2010). Unter anaeroben Bedingungen und in Gegenwart von nicht-tblichen
Cs-Dicarbonsduren, wie L- oder Meso-Tartrat, stimuliert TtdR die Expression der
Schltsselenzyme fur die L-Tartrat-Fermentation. Dies sind der L-Tartrat/Succinat-Antiporter
TtdT und die L-Tartrat-Dehydratase TtdAB, die vom ttdAB-ttdT-Operon kodiert werden. Ist
Sauerstoff vorhanden, aktiviert DmIR den aeroben D-Malat-Katabolismus, in dem DmIR die
Expression von DmIA (D-Malat-Dehydrogenase) kontrolliert.

Das Enzym DmIA spaltet Malat zu Pyruvat und CO; (Unden et al., 2016). Die Wahrnehmung
des breiten Spektrums an Cs-Dicarbonsauren unter anaeroben und aeroben Bedingungen

Ubernimmt das Zweikomponenten-System DcuS-DcuR.
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Abb.: 1 Ubersicht Uber den aeroben und anaeroben Cs-Dicarbonsiure-Stoffwechsel in E. coli. (A) Unter
aeroben Bedingungen sind DctA (pH7) und DauA (pH5) wichtige Transporter fur die Ca-
Dicarbonsdureaufnahme. SatP nimmt Acetat bzw. Succinat und GItP die Aminosduren Glutamat und Aspartat
auf. Die Cs-Dicarbonsaure und die desaminierten Aminosauren werden in dem Citratzyklus (CZ) eingeschleust
und zu CO2 oxidiert. Abklrzungen: Aspartase (Asp), Sdh (Succinatdehydrogenase, Fumarase C (FumC),
Malatdehydrogenase (Mdh) und Pyruvatdehydrogenase (Pdh). (B) Unter anaeroben Bedingungen
Ubernehmen den Haupttransport die zur DcuAB-Familie angehorigen Transporter DcuA und DcuB. Fir den
Transport von Tartrat wird TtdT verwendet. Citrat wird Gber CitT aufgenommen und zu Oxalacetat und Acetat
gespalten. Fumarat wird Uber die Fumaratreduktase (FrdABC) zu Succinat reduziert. Abkirzungen: Citratlyase
(CL), Tartratdehydratase (TtdAB); Fumarase B (FumB) und Aspartase A (AspA).
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2.3 Regulation des Cs-Dicarbonsaure-Stoffwechsels und das

Zweikomponenten-System DcuS-DcuR in E .coli

2.3.1 Reizerkennung in Bakterien

Alle lebenden Organismen reagieren auf ihre Umwelt durch Wahrnehmung und
entsprechenden Anpassung. Bakterien besiedeln unterschiedliche Habitate, von extremen
Standorten wie radioaktiven Mulldeponien, Vulkanen, heiRen und sauren Geysiren, bis zu
den gewohnlichen Habitaten, wie dem Boden, Saline oder limnische Gewasser. lhr Leben ist
durch Nahrstoffwettbewerb und dem Wechsel externer Parameter (z.B. pH-Wert,
Osmolaritat, Nahrstoffquellen, Sauerstoffgehalt) gepradgt. Dabei ist die prokaryotische Zelle
viel weniger organisiert und die Begrenzung nach aufen wird durch die Zellwand
(unterschiedliche Dicke) gewahrleistet. Unter solchen Bedingungen ist Flexibilitat, die
Wahrnehmung der Umgebung und eine sofortige Anpassung des Metabolismus
Uberlebensnotwendig (Jordan et al., 2008).

Diese Flexibilitat erfordert ein komplexes Netzwerk an Regulationssystemen, welche
gleichzeitig extrinsische und intrinsische Reize wahrnehmen kdnnen. Solche Systeme zur
Signalwahrnehmung, Weiterleitung und gezielter Genexpression sind in grofer Anzahl in
bakteriellen Genomen kodiert (Salazer & Laub, 2015; Hentschel, 2015; Gencheva, 2016).
Dennoch ist die Gesamtzahl der Gene unterschiedlich ausgepragt, auch unter eng
verwandten Mikroorganismen. Die Anzahl an Signalproteinen korreliert oft mit der
GenomgrofRe. Die meisten an der Signalwahrnehmung und Weiterleitung beteiligten
Proteine sind Sensorkinasen (SK), Sensorhistidinkinasen (SHK), Ser/Thr-Proteinkinasen
(SPK/STK), Methyl-akzeptierende Chemotaxis-Proteine, Adenylatzyklasen und c-di-GMP-
spezifische Phosphodiesterasen. Beispiele flr an der Genregulation beteiligte Proteine sind
Antwortregulatoren  (AR) (Galperin et al, 2006; Tiwari et al., 2017).
Einkomponentensysteme und Zweikomponentensysteme sind zwei bekannte Modelle fir

solche Regulationssysteme.
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Einkomponentensystem (EKS)

EKS sind weit verbreitet in Prokaryoten und spielen bei der Wahrnehmung und Regulation
von Quorum-Sensing, Zucker- und Stickstoffstoffwechsel, Antibiotikaresistenzen und der
morphologischen Entwicklung der Zelle eine entscheidende Rolle. Dieses System besteht
aus einem meist zytosolischen Protein, welches sowohl die reizwahrnehmende Sensor-
Domadne, als auch die regulatorische DNA-Bindedomane besitzt. Die zweite Doméane kann
N- oder C-Terminal-orientiert sein. Die Klassifizierung der EKS erfolgt anhand der Sequenz
(Motive) innerhalb der DNA-Bindedomane. Bekannte Beispiele sind der Lac-Repressor (Lacl)
oder TetR, welches verantwortlich fur die Tetracyclin-Resistenz in E. coli ist (Ulrich et al.,
2005; Cuthbertson & Nodwell, 2013). Die Anzahl an EKS und Zweikomponentensystem (ZKS)
eines Genoms korreliert mit der GrolRe des Genoms. Mit einer Erhéhung der Genomgrolle
geht oft eine Erhéhung der Komplexitat der Genregulation einher. Phylogenetische Studien
legen nahe, dass EKS die evolutionaren Vorlaufer von ZKS sind (Ulrich et al., 2005; Alm et al.,

2005).

Zweikomponentensystem (ZKS)

Die Diversitdat an Umwelterkennungssystemen in Bakterien variiert stark zwischen eng
verwandten Arten. Das Genom der Bakterien kodiert fir unterschiedliche Anzahlen an HPKs.
E. coli und Bacillus subtilis besitzen jeweils 25 Gene fur HPKs (Wolanin et al.,, 2002; West et
al., 2001). Die Auspragung und Anzahl an solchen Systemen einer Art korreliert mit der
phylogenetischen Position, dem Lebensstil und der 6kologischen Nische. Die Anzahl an
signallbertragenden Systemen wird als Mal flir die Fahigkeit des Organismus, sich an
verandernde Umweltbedingungen anzupassen, angesehen. Dies ist auch als ,bakterieller
IQ“ bekannt. Das Verhaltnis von transmembranen Rezeptoren zu zytoplasmatischen
Sensoren definiert, ob Bakterien ,extrovertiert” sind und somit ihre Umgebung aktiv
wahrnehmen oder , introvertiert” und somit mehr auf ihre Homdostase konzentriert sind
(Galperin, 2005; Ulrich & Zhulin, 2010; Gencheva, 2016). Es liegt nahe, dass HKs (und AR) in
Bakterien ihren Ursprung gefunden haben, obwohl sie in vielen Domanen des Lebens
vertreten sind. Bei den Prokaryoten befinden sich die Gene fiir HKs und deren analogen AR

oft zusammen auf dem gleichen Operon und werden co-exprimiert. So wird die funktionale
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Beziehung zwischen den beiden Proteinpartnern auf der genetischen Ebene widergespiegelt
(Wolanin et al., 2002; Gencheva, 2016). Das Zweikomponentensystem besteht aus einem
Sensor und einem Antwortregulator (AR). Im Vergleich zum EKS erfolgt hier zwischen zwei
Proteinen eine Arbeitsteilung der Informationsverarbeitung. Dadurch verfligen Organismen
Uber ein komplexes Netzwerk an Regulationssystemen in einer von Reizen Uberfluteten
Umgebung. Mit diesen komplexen Netzwerken kommt die Fahigkeit einher, sich
physiologisch an gegebene Umweltbedingungen anzupassen. Diese Anpassung spiegelt sich

in der alternierenden Genexpression wider.

2.3.2 Das Zweikomponenten-System DcuS-DcuR von E .coli

DcuS-DcuR  gehort zu der Familie der CitA/Cs-Dicarbonsdure-Sensoren. Als
Zweikomponenten-System besteht es aus der membranstandigen Cs-Dicarbonsaure-
sensorischen Histidinkinase (DcuS) und dem zytoplasmatischen Responseregulator (DcuR)

(Janausch et al., 2002; Scheu et al., 2010).

Charakteristische Aufbau der SHK Dcu$S

Es gibt viele verschiedene Arten an HKs. Je nachdem wie die sensorische Domane aufgebaut
ist und wo diese liegt, wird zwischen zytoplasmatischen, transmembranen und hybriden HKs
unterschieden. Im Detail werden hier transmembrane SHKs besprochen, die die groRte
Gruppe an SK bilden. Gemeinsam ist diese Gruppe eine extrazytoplasmatische Input- bzw.
sensorische Domane (Mascher et al., 2006).

Die Input-Domane liegt N-terminal und dient der spezifischen Signalerkennung. Oft ist diese
als PAS-Domaéne organisiert. Die Signalerkennung erfolgt durch Protein-Protein-Interaktion
oder Ligandenbindung von Signalmolekilen. Durch Konformationsanderung der N-
terminalen-Input-Domédne  und der dadurch resultierenden  Aktivierung der
zytoplasmatischen Output-Doméne des HPK wird die Information weitergeleitet. Diese
zytoplasmatische C-terminale-Output-Domane, auch als Kinasedomane bezeichnet,
aktiviert die N-terminale Domane des AR (Mascher et al., 2006; Podgornaia & Laub, 2013).
Die Kinasedomane wird aus dem sogenannten Kern oder ,Core’ der Kinase gebildet. In
diesem wird zwischen zwei weiteren Funktionseinheiten unterschieden: der Dimerisierungs-

und Histidinphospho-Transfer-(DHp) Domane und der katalytischen und ATP-bindenden
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(KA) Domane. Auf der Basis der Sequenzhomologie innerhalb dieser zwei Domanen, wurden
finf homologe Sequenzbereiche (Boxen) definiert, die in fast allen Histidinkinasen zu finden
sind.

Die H-Box liegt in der DHp-Domane des Kinaserkerns und beherbergt einen His-Rest, an
welchem die Autophosphorylierung und die Phosphorylibertragung auf den
Antwortregulator stattfindet (Parkinson & Kofoid, 1992). Dieser Bereich der SK ist von
wichtiger enzymatischer Aktivitat fir das gesamte System. Durch die Autokinase- und
Phosphotransferase der SK wird die AR phosphoryliert bzw. aktiviert. Die
Phosphataseaktivitat der SK wird dagegen als negative Regulation bezeichnet, da die AR
dadurch dephosphoryliert und deaktiviert wird. Das Verhaltnis zwischen positiver und
negativer Regulation entscheidet Uber den Aktivitatszustand des AR, das sich in der
Genexpression von Zielgenen zeigt (Marina et al., 2005; Gao & Stock, 2010; Huynh &
Stewart, 2011; Salazar & Laub, 2015).

Die Ubrigen vier homologen Sequenzbereiche (N-, D-, F- und G-Boxen) liegen in der KA-
Domane (Gao & Stock, 2010). Anhand dieser Sequenzhomologien kénnen HKs in Klassen
und Familien zusammengefasst werden (Dutta et al., 1996; Wolanin et al., 2002). Anhand
der Sequenzhomologie wurden 11 Subfamilien an SHK postuliert (Dutta et al., 1999; Wolanin
et al., 2002; Finn et al., 2010).

DcuS ist der SHK 5 Gruppe angehdrig. DcuS besitzt zwei Transmembranhelices (TM1, TM2)
und eine, zwischen den Beiden sitzende, periplasmatische Per-ARNT-Sim-Domane (PASp)
(Zientz et al., 1998, Golby et al., 1999). Die Substratbindestelle und somit die sensorische
Funktion der PASp-Domane konnte durch NMR und Rontgenkristallographie gezeigt werden
(Pappalardo et al., 2003; Cheung & Hendrickson, 2008). PASp bindet ein breites Spektrum
an Cs-Dicarbonsauren, bevorzugt aber Malat und Fumarat (Kneuper, 2005; Worner et al.,
2018). Die Bindung des Substrates fuhrt zur Konformationsanderung in PASp, mit daraus
resultierender Kolbenhubbewegung und einer Verschiebung der TM2-Domane Richtung
Zytoplasma um 4 - 6 A (Monzel & Unden, 2015; Salvi et al., 2017). Uber die zytoplasmatisch
liegende PASc-Domane wird das Signal an den Kinasekern weitergeleitet (Monzel et al.,
2013). Der Kinasekern katalysiert schlieRlich, ATP-abhangig, die Autophosphorylierung des
Histidinrests 349 in der DHp-Domaéne. Die DHp-Domane erstreckt sich iber zwei Helices (al

und a2). An dieser schlieRt sich tUber einen kiirzeren Linker die KA-Domaéane an.

-11 -



Einleitung

Die Expression von dcuS ist autoreguliert. dcuS liegt mit dcuR in einem Operon, welches zu
dem Narl-Regulon gehort. Ist Nitrat vorhanden, wird die Transkription von dcuS-dcuR
unterdrickt. In der Abwesenheit von Nitrat aktiviert FNR die Expression des dcuS-dcuR-

Operons anaerob (Goh et al., 2005).

Charakteristischer Aufbau eines AR der Subfamilie NarL/FixJ und DcuR

Das zweite Protein des Zweikomponenten-Systems ist der Antwortregulator. AR werden je
nach Aufbau und Funktion der DNA-Bindedomane in Familien zusammengefasst. Zwei
davon, namlich die OmpR- und NarlL—Familie haben HTH (Helix-Turn-Helix)-Motive, die
direkt mit der DNA interagieren kdnnen und somit die Wechselwirkung der RNA-Polymerase
mit dem Promotor beeinflussen (Galpern, 2006).

Im Fall der Narl/FixJ-Subfamilie, zu welcher DcuR gehort, nehmen die der Familie
zugehorigen Proteine eine (Ba)s-Topologie an. N-terminal liegt die Empfdanger-Domane
(REC). Die REC-Domane besitzt eine hydrophobe ATP-Tasche, die von drei konservierten
Asp-Resten und einem Pro-Rest gebildet wird. Die REC-Domane steuert einen nucleophilen
Angriff auf die Phosphoryl-Gruppe der SK und katalysiert deren Ubertragen auf sich. Es
wurde bereits gezeigt, dass der AR nicht nur durch den analogen SK, sondern auch von
kleinen Phosphoryl-Ubertragenden Molekilen (Carbamoyl- oder Acetyl-Phosphat)
phosphoryliert werden kénnen (Bourret, 2010; Noriega et al., 2010). Nachdem die REC-
Domédne den Phosphoryl-Rest gebunden hat, zeigt die C-terminal liegende DNA-
Bindedomadne mit konservierten Lys- und Pro-Resten eine Konformationsanderung. Oft
induziert die Phosphorylierung der REC-Domane die Dimerisierung des AR. Dieser
Dimerisierung findet in der REC-Domane statt (Galperin, 2006; Gao & Stock, 2010; Bourret,
2010)(Galperin 2010; Gao et al., 2010). Als Antwort auf die Phosphorylierung steuert der AR
die entsprechende Zellantwort durch Protein-DNA-Interaktion. SchlieBlich fihrt diese
Abfolge der Signalweiterleitung zur differenzierten Genexpression der bendtigten Gene
(Mascher et al., 2006; Podgornaia & Laub, 2013).

Im Fall von DcuR erfolgt die Ubertragung der Phosphoryl-Gruppe vom Phospho-Histidin auf
Asp56. DcuR-P bindet an den Promotor und induziert die Transkription der Zielgene. Die
regulatorische DNA-bindende Domdne von DcuR besitzt ein HTH-Motiv. Die DNA-
Bindestellen sind AT-reiche Regionen, die sich 5-Richtung zu den transkribierenden Genen

befinden (z.B. dcuA, dcuB, frdABCD) (Abo-Amer et al., 2004; Janausch et al., 2004). DcuR
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besitzt eine intrinsische Phosphataseaktivitat, die aber nicht genauer charakterisiert ist

(Kramer et al., 2007).

Die Transporter DctA und DcuB als molekulare Schalter fir das DcuSR-System

DcuS wird nur in Anwesenheit der Transporter DctA (aerob) oder DcuB (anaerob) in der C4-
Dicarbonsaure sensitiven Zustand versetzt. In Abwesenheit der Transporter ist das DcuS-
DcuR-System konstitutiv aktiv und die DcuR abhdngige Genexpression findet statt. Diese
basale Aktivitat gewdhrleistet eine Basisexpression der Transporter, um den Cs-Stoffwechsel
auch bei niedrigen Konzentrationen zu sichern (Kleefeld et al., 2009; Scheu et al., 2014;
Unden et al. 2016, Surmann et al.,, 2020). Unter anaeroben Bedingungen und der
Anwesenheit von Cs-Dicarbonsauren wird ein DcuS/DcuB-Sensorkomplex (unter aeroben
Bedingungen ein DcuS/DctA-Sensorkomplex) gebildet. Dadurch wird das konstitutiv aktive
DcusS in eine Cs-Dicarboxylat-responsive Form tberfthrt. DcuR kann so, entweder durch das
komplexierte DcuS oder das freie sich nicht in den DcuS/DcuB-Komplex befindliche Dcus,
phosphoryliert werden. DcuR bindet an den Promotor und induziert die Transkription der

Zielgene (Janausch et al., 2004; Wérner et al., 2018).
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Abb. 2: Modell des Cs-Stoffwechsels durch das ZKS DcuSR. Unter aeroben Bedingungen bildet DcuS mit DctA
einen DcuS/DctA-Sensorkomplex. In Anwesenheit von Succinat (Stern) wird dann durch eine Signalkette die
Expression des Zielgens dctA durch DcuR gesteuert. Unter anaeroben Bedingungen und in der Anwesenheit
von Fumarat (Dreieck) induziert das im DcuS/DcuB-Komplex liegende DcuS die Phosphorylierung von DcuR.
Daraufhin aktiviert DcuR die Expression von Genen der Fumarat-Atmung (fumB, frdABCD und dcuB).

-13 -



Einleitung

2.4 Protein-Protein Interaktionen

Protein-Protein-Interaktionen (PPI) sind allgegenwartig und dienen meistens der Regulation
des dichten Netzwerks an biologischen Prozessen in der Zelle. Diese physikalischen
Wechselwirkungen zwischen Domanen unterschiedlicher Proteine fihren zur Bildung von
Heterokomplexen. Es wird zwischen obligaten und nicht-obligaten Heterokomplexen
unterschieden. Obligate Komplexe bestehen aus Protomeren, die nicht unabhadngig
voneinander existieren kénnen und deren Interaktion fir die biologische Lebensdauer der
Proteine anhalt (De et al., 2005; Perkins et al., 2010). Die Protomeren von nicht-obligaten
Heterokomplexen sind eigenstdndige biologische Einheiten und besitzen oft eigene
biologische Funktion, unabhangig von dem Heterokomplex. Innerhalb der nicht-obligaten
Heterokomplexen kann zwischen permanenten und transienten Wechselwirkungen
unterschieden werden (De et al., 2005; Kundrotas & Alexov, 2006). Permanente
Wechselwirkungen sind stark und oft irreversibel. Dagegen sind transiente
Wechselwirkungen schwécher als die permanenten, aber dennoch sehr spezifisch (Nooren
& Thornton, 2003). Ein nicht-obligaten Heterokomplexen, welcher durch transiente
Wechselwirkungen charakterisiert wird, wird auch als transienten Komplex bezeichnet. Die
Bildung einen transienten Komplex erfordert oft einen molekularen Ausloser (De et al.,
2005; Kundrotas et al., 2006; Zhou & Pang, 2018). Es ist herausfordernd einen nicht-
obligaten Komplex eindeutig zu charakterisieren, da ein einziges Protomer als ein Kontinuum
von permanenten und transienten Interaktionen zu betrachten ist, dessen Stabilitat stark
von den physiologischen Bedingungen und der Umgebung abhangt. Eine Interaktion kann in
vivo hauptsachlich transient sein, wogegen sie in vitro unter bestimmten zelluldren
Bedingungen permanent werden kann. Biochemisch ist die treibende Kraft fir die PPI die
lokale Konzentration der Komponenten und die freie Energie der Komplexbildung. Die
Assoziation von Proteinen zu transienten Komplexen erfordert das Aufeinandertreffen der
interagierenden Oberflachen dieser Proteine, was eine Ko-Lokalisation oder Rekrutierung
der Komponenten erfordert (Jones et al., 2000; Nooren & Thornton, 2003; Perkins et al.,
2010).

Die Oberflachen, die an einer (oder mehreren) PPl beteiligt sind, werden als Schnittstelle
betrachtet. Solche Schnittstellen kénnen durch ,Alanin-Scanning-Mutagenese”-

Experimente (Clackson & Wells, 1995) oder durch bioinformatische Methoden (Aytuna et
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al., 2005; Tuncbag et al., 2009; Cukuroglu et al., 2014, Lua et al., 2014) nachgewiesen
werden. Sie sind das Zentrum der Interaktion und werden ,,Hot-Spot’s“ genannt.
Eigenschaften der AS-Seitenketten in diesen ,,Hot-Spot’s” sind die Schlisselelemente bei
der Erkennung, Bindung und Affinitat der PPI (Aytuna et al., 2005; Cukuroglu et al., 2014).
Allerdings tragen nicht alle AS, die sich in einem ,,,Hot-Spot’s” befinden, gleichermalien zur
Bindung bei. Viele Studien zeigen, dass Trp, Tyr, Asp, Asn und Arg haufig zur Bildung von
transienten PPI beitragen und somit zur Komplexbildung. Substitution dieser Aminosauren
(z.B. durch Alanin) verursacht einen Unterschied in der Bindungsenergie (mehr als 1-
2 kcal/mol), wodurch der Komplex destabilisiert wird (Orfan & Rost, 2002; Aytuna et al.,
2005; De et al., 2005; Nishi et al., 2011; Vishwanath et al., 2017).

Die Fahigkeit von Proteinen zu assoziieren und Komplexe zu bilden hangt unter anderem
von den Proteinkonzentrationen, der Ko-Lokalisation der Proteine, der
Assoziationskonstante bzw. der Dissoziationskonstante ab. Die Bindungsaffinitat einer PPI
steht in reziproker Beziehung zu der Dissoziationskonstante (Kd). Permanente Interaktionen
besitzen starke Bindungsaffinitditen (Kd im nM-Bereich). Transiente PPl zeigen ein
Gleichgewicht von gebundenem zu ungebundenem Zustand mit Kd-Werten im nM- und
mM-Bereich (Perkins et al., 2010).

Durch post-transkriptionelle Modifikation, wie z.B. der Protein-Phosphorylierung, kann die
Starke der PPl verdndert werden. So kann die dianionische Phosphatgruppe die
physikalischen und chemischen Eigenschaften des phosphorylierten Proteins verandern
(Nishi et al, 2011). Oft liegt der Phosphorylierungs-Rest im Zentrum der
Interaktionsoberflache des Proteins und kann die Bindungsenergie der Komplexbildung
direkt beeinflussen (Perkins et al., 2010; Olivera et al., 2012; Cukuroglu et al., 2014). Die
Phosphorylierung fGhrt haufig zu Konformationsanderungen und dadurch allosterischer
Regulation der Interaktion. Barford (et al., 1991) zeigten, dass Phosphorylierung der
Glykogenphosphorylase zu einer starken Domanen-Reorganisation fihrt. Andererseits ist es
bekannt, dass die Proteinphosphorylierung die Eigenschaften des Proteins verdndert, ohne
Konformationsanderungen des Proteins zu induzieren. Ein solche Konformations-
unabhangige Modulation zeigt die Isocitrat-Dehydrogenase: diese wird durch
Phosphorylierung inaktiviert, indem die Phosphorylierung die Substratbindung hemmt
(Hurley et al., 1990; Serber & Ferrell, 2007). Experimentelle Studien an dem MAPK-Kaskade-

involvierten Ste5-Protein von Saccharomyces cerevisiae zeigten, dass die Phosphorylierung
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die Dissoziationsenergie um etwa 1,5 kcal/mol erhoht (Serber & Ferrell, 2007; Stickfaden et

al., 2007; Nishi et al., 2011).

2.5 Protein-DNA Interaktion

Die Bakterienzelle ist eine kleine (0,3 um bis 750 um), sehr verdichtete Einheit mit fehlender
Kompartimentierung und beinhaltet Proteine, Metabolite, DNA, Plasmide und Molekile.
Dabei nimmt das Nukleoid ~50 % des Zellvolumens ein. Die DNA ist in dem Nukleoid als
Superhelix organisiert. Zur Genexpression muss die RNA-Polymerase am Promotor der Gene
binden. An der Erkennung und -Bindung der RNA-Polymerase am Promotor sind
verschiedene Proteine beteiligt. Diese modifizieren die Aktivitdt und Spezifitdt der RNA-
Polymerase und regulieren dadurch die Genexpression. Zur Kontrolle der Transkription wird
die Aktivitat der regulatorischen Proteine durch andere Proteine oder Liganden spezifisch
reguliert. Der regulatorische Effekt kann, in Bezug auf die Transkription, negativ oder positiv
sein, was zur abgeschwdachten oder verstarkten Expression der Zielgene fihrt (Fuchs, 2006).
Die Kontrolle der Genexpression setzt ein komplexes Netzwerk an Regulationssystemen
voraus (Jordan et al, 2008). Das ZKS ist einer dieser prominenten Modelle solcher
Regulationssysteme. Experimentelle und strukturbasierte Daten haben gezeigt, dass die AS
Arg, Lys, Tyr und Trp bevorzugt mit den Stickstoffbasen der DNA durch Kation-mt
Interaktionen und Wasserstoffbriickenbindungen einen Protein-DNA Komplex bilden

(Wintjens et al., 2000; Gromiha et al., 2004; Lin et al., 2014).

2.6 Ziel dieser Arbeit

Das DcuS-DcuR-Regulationssystem beinhaltet die Interaktion zwischen DcuS-DcuR und den
Transportern, sowie zwischen DcuR und der DNA. In dieser Arbeit sollte untersucht werden,
ob die Sensorhistidinkinase DcuS einen Komplex mit dem Antwortregulator DcuR bildet und
ob die Komplexbildung durch die Phosphorylierung von DcuS oder DcuR beeinflusst wird.
Dazu wurden GroBenbestimmungen verschiedener Komplexe durch SEC-Chromatographie
durchgefthrt. Zur Bestimmung der Bindungsaffinitat der Komplexkomponenten wurde die

Dissoziationskonstante des Komplexes durch Microscale Thermophorese (MST) bestimmt.
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Fir die Untersuchungen wurde das |8sliche PASc-Kinase-Konstrukt von DcuS verwendet, da

das Volllangenprotein nur in Lipidmembranen aktiv und phosphorylierbar ist.

Die Bindung von DcuR (phosphoryliert und nicht-phosphoryliert) an Promotor-DNA wurde
durch Elektrophorese (EMSA) und MST bestimmt. AuRerdem wurden erste Untersuchungen
zur ldentifizierung von Aminosdureresten durchgefihrt, die an der Interaktion zwischen

DcuS und DcuR beteiligt sein kdnnten.
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3. Material und Methoden

3.1 Zuchtvon E. coli

Standard Ubernachtkultur

Die Standardzucht von E. coli erfolgte aerob Gber Nacht bei 37 °C in 5 ml LB-Medium auf
dem Schuttler bei 220 rpm (Excella E24, New Brunswick Scientific). Unter der
Bericksichtigung der Stammresistenzen wurde das entsprechende Antibiotikum in der
aufgefihrten Konzentration dazugegeben (Anhang Tab.: A10). Diese Zuchtform wurde auch

flr die genetischen Arbeiten verwendet.

Elektrokompetente Zellen (EKZ)

Die Ubernachtkultur von XL1-Blue und XL10-Gold wurde standardméRig geziichtet. Danach
wurde 200 ml LB-Medium mit 1 %-igem Inokulum aus der Standardzucht beimpft und aerob
bei 37 °C (Excella E24, New Brunswick Scientific) in Erlenmeyerkolben mit Schikanen bis zu

einer ODs7gnm von 0,5-0,7 (XL1-Blue) bzw. ODsygnm von 0,4-0,5 (XL10-Gold) gezlichtet.

B-Galactosidase Aktivitat

Sowohl die Vorkultur (VK) als auch die Hauptkultur (HK) wurden in 96-Deep-Well-Platten
gezlichtet nach Zugabe der entsprechenden Antibiotika.

Die VK wurde semi-anaerob in 1 ml eM9-Medium mit DMSO als Elektronenakzeptor und
Glycerin als Kohlenstoffquelle Gber Nacht (16-20 h) bei 37 °C inkubiert. Um den Einfluss des
Effektors Fumarat auf die Aktivitat zu testen, wurde jeweils ein Ansatz mit Fumarat und ein
Ansatz ohne Fumarat angefertigt. Die HK wurde, je nach Wachstumsgeschwindigkeit, 1 %-ig
(mit Fumarat) oder 5 %-ig (ohne Fumarat) inokuliert. Die Zucht der HK erfolgte ebenfalls in
eM9-Medium, mit den oben genannten Zusatzen. Der HK wurde im Anaerobentopf fir
15 min der Sauerstoff entzogen. Nach Stickstoffbegasung (1,2 atm; Reinheit 99,999 %;
Westfallengas) wurde die HK flir18-22 h bei 37 °C inkubiert.

Uberexpression

Als Vorkultur (VK) wurde 50 ml LB-Medium plus Antibiotikum in 300 ml Erlenmeyerkolben
mit Schikanen gegeben und mit einzelnen Kolonien angeimpft. Diese VK-Zucht erfolgte
aerob bei 30 °C mit Schitteln bei 500 rpm. Darauffolgend wurde die HK mit 2 %-4 % (v/v)

Inokulum in 400 ml LB-Medium plus Antibiotikum und 100 mM Glucose beimpft und bei

-18 -



Material und Methode

30 °C im Schittler bis zu einer ODs7gnm von 0,5-0,7 inkubiert (90 min). Die Induktion des
Plasmides erfolgte mit 1 mM IPTG. Nach 4,5 h und einer ODs78nm von 1,2 - 2 wurden die
Zellen auf Eis geerntet. Zur Uberprifung der Uberproduktion wurden jeweils vor und nach

Zugabe von IPTG 500 ul Proben entnommen.

Bacterial Two-Hybrid (BACTH) System

Fir die Untersuchung der Protein-Protein Interaktion mit dem BACTH-System (Abschnitt
3.3.8) wurden die Plasmide in E. coli BTH101 kotransformiert und auf LB-Platten mit IPTG
und Antibiotika ausplattiert und fur 24 Stunden bei 30 °C inkubiert. FlUssige Vor und
Hauptkulturen wurden aerob, in 48-Well-Platten versetzt mit 600 ul LB-Medium und
Antibiotikum, bei 30 °C und 1000 rpm (Tritramax 1000, Heidolph Schwabach) gezlchtet. Die
Hauptkultur (HK) wurde mit 2 - 4 % Inokulum beimpft, mit 0,5 mM IPTG induziert und bis zu
einer ODs78=0,3-0,6 bei 30 °C gezlichtete und die Kultur wurde fir die B-Galaktosiadase Test

(Abschnitt 3.3.1) eingesetzt.

In vivo Fluoreszenzmikroskopie

Die Plasmide verwendet fiir die Ko-Lokalisation Studien (Abschnitt 3.4.5) wurden in E. coli
transformiert oder/ und Ko-Transformiert und auf LB-Platten mit entsprechenden
Antibiotika selektiert. Vorkulturen wurden aerob in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum tber
Nacht bei 30 °C inkubiert. Die Hauptkultur, 25 ml LB-Medium mit Antibiotikum, wurde mit
2 % Inokulum aus der Vorkultur beimpft und bei 30 °C bis einer ODs7g von 0,5-0,8 inkubiert.

In diesem Absorptionsrahmen wurde die Hauptkultur mit 133 uM L-Arabinose induziert.

Aufnahme in die Stammbhaltung

Die Zucht fir die Aufnahme in der Stammbhaltung erfolgte durch das Animpfen von 5 ml LB-
Medium, ergdnzt mit den entsprechenden Antibiotika, Uber Nacht bei 37 °C und 220 rpm.
Die Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert und anschlieRend wurde das Pellet in 1 ml LB-
Medium aufgenommen und resuspendiert. Dazu wurde 1 ml 50 %-iges Glycerin beigeflgt,
gemischt und in zwei StammhaltungsgefdfRe je 1ml aufgeteilt. Diese wurden dauerhaft bei

- 80 °C gelagert.

3.1.1 Stamme, Plasmide und Primer

Die verwendeten Stamme, Plasmide und Primer sind im Anhang Abschnitt 7.1-7.3

aufgelistet.
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3.1.2 Puffer, Losungen und Chemikalien

Die Puffer, Losungen und Chemikalien sind im Anhang Abschnitt 7.4 und 7.5 aufgelistet.

3.2 Molekulargenetische Methoden

3.2.1 Standardmethoden und gerichtete Mutagenese

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Restriktion und Ligation von DNA-Fragmente erfolgte
nach Sambrook und Russel (2001). Genomische DNA wurde mit dem Nucleospin C+T Kit
(Marcherey & Nagel) nach Vorgaben isoliert und vorbereitet. Plasmide wurden mit dem
GenElute™  HP Plasmid Miniprep-Kit  (Sigma-Aldrich) isoliert. Die Reinigung und
Aufkonzentrierung von PCR-Produkten erfolgte mit dem GenElute™ PCRClean-Up Kit
(Sigma-Aldrich). Die Bestimmung der DNA-Konzentrationen erfolgte in UV-Mikrokuvetten
(Brand) mit dem BioPhotometer (Eppendorf).

Die Transformation vom PCR-Produkten, Ligationen, Plasmiden und Co-Transformation von
mehreren Plasmiden mit unterschiedlichen Resistenzen und Replikationsurspringen
erfolgte durch Elektroporation (Dower et al., 1988).

Die Hauptkultur zur Herstellung von elektokompetenten Zellen ((EKZ) (Farinha et al., 1988))
wurde aus aerob geziichteter Standardibernachtkultur beimpft bis zu einer ODs7onm von
0,5-0,7. Die Ernte der Zellen erfolgte auf Eis, um weiteres Wachstum zu verhindern. Die
Zellen wurden mehrfach mit gekihlter Glycerin-MOPS-L6sung (abweichend mit: 5 % (w/v)
Glycerin und 1 mM MOPS) gewaschen und abschlielend in Glycerin-MOPS-Losung
aufgenommen, aliquotiert und bei - 80 °C aufbewahrt.

DNA-Fragmente wurde mittel PCR vervielfdltigt unter der Verwendung von Pfu- (Physion;
Stratagen) oder Tag-Polymerase. Die PCR-Protokolle (Tab. 1) wurden in Abhdngigkeit von
der verwendeten Polymerase, dem Schmelzpunkt der Primer sowie der erwarteten

Produktlange modifiziert.
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Tab.1: PCR-Protokoll und Endkonzentrationen der verschiedenen Komponenten fiir einen PCR-Ansatz mit
unterschiedlichen Polymerasen. Das Protokoll ist je nach erwarteter Amplifikatlange angepasst.

Schritt Komponenten Tag Phy

Initiale 98 °C /3 min PCR-Puffer 5 ul Tag-Puffer 5 ul Phy-

Denaturierung Puffer

Denaturierung 98 °C/ 30 sec dNTP Mix (10 mM) je 250 uM je 250 uM

Annealing Tm -54 °C-60 °C/ 15 sec | Template DNA 100 ng 50-200 ng

Elongation 72 °C /30 sek DMSO 3% -

Finale 72 °C/ 10 min MgCl, 1,5 mM

Elongation

PCR-Zyklen (Schritte 2-4) 30x Primer (10 uM) je 0,5 uM je 0,5 uM
Polymerase 1U 1U
dest. H,0 ad bis 50 pl ad bis 50 pl

Gerichtete Mutagenese wurde nach den Vorgaben des ,QuickChange Site-Directed
Mutagenesis“-Kits (Stratagene). Die DNA-Templates fir die Mutagenese sind im Anhang
Abschnitt 7.3 aufgefiihrt. Die Punktmutationen wurden mittels synthetisch hergestellter
Primer (Tab. A7) induziert. Die Primer wurden mit Hilfe der Programme ,Clone Manager"
und ,Oligocalc” entwickelt und von der Firma Eurofins Genomics oder Sigma Aldrich
synthetisiert. Die Punktmutation-enthaltenden Primer wurden durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al, 1986) in das jeweilige Amplifikat eingebaut. Die PCR-
Reaktion wurde in den Thermocyclern ,iCycler” (Bio-Rad) oder ,MyCycler” (Bio-Rad)
durchgefthrt. Je nach GrofRe des Plasmides und Schmelzpunktes der verwendeten Primer
wurde die PCR-Reaktion angepasst. Die Endkonzentrationen der verschiedenen
Komponenten fir einen PCR-Ansatz von 50 pul sind in Tab.2 aufgefihrt.

Nach der PCR-Reaktion wurde mittels Gelektrophorese das Amplifikat in seiner GrofRe
bestatigt. Die Entfernung der parentalen DNA erfolgte mittels Dpnl-Endonuklease-Verdau
(Fermentas). Alle hergestellten Plasmide wurden durch Sequenzierung (Firma LGC

Genomics (Berlin) oder Firma Genterprise (Mainz)) in ihrer Sequenz bestatigt.
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Tab. 2: PCR- Reaktion und PCR-Ansatz fir Mutagenese. Die Endkonzentrationen der verschiedenen
Komponenten fur einen PCR-Ansatz von 50 ul sind hier aufgefiihrt. Die Dauer der Elongation berechnet sich
aus der Lange des zu amplifizierenden Fragmentes (30 Sek pro 1 kb). Das Annealing wurde bei 5 °C unterhalb
des Tm-Wertes der Primer durchgefihrt.

Schritt PCR-Ansatz fiir 50 pl

1. Initiation 98 °C /1 Min PCR-Puffer 10 ul  HF-Puffer
(5x)

2. Denaturierung 98 °C/ 15 Sek dNTP Mix (10 mM) 250 uM

3. Annealing Tm-5°C/ 30 Sek Template DNA 1 ul (50-200 ng)

4. Elongation 72 °C /30 Sek pro kb Primer (10 uM) Je 2,5 ul (0,5 uM)

5. Elongation 72 °C/ 10 Min Pfu-Polymerase 1U

PCR-Zyklen (Schritte 2-4) 25x dest. H,O add bis 50 ul

3.2.2 Konstruktion von Plasmiden

Fir die Klonierung wurde das Insert (Gen von Interesse) entweder von den gentragenden
Plasmiden oder aus genomischer DNA amplifiziert und mit dem PCR Purification Kit
(Abschnitt 3.2.1) gereinigt. Insert-DNA und Vektor-DNA wurden durch die gleichen
Restriktionsendonukleasen (Thermo Fisher Scientific) geschnitten, wobei die Vektor-DNA
mit alkalischer Phosphatase (Thermo Fisher Scientific) nach dem Verdau, dephosphoryliert
wurde. Die Ligation der Vektor-DNA mit der Insert-DNA erfolgte mit Hilfe der T4 DNA-Ligase
bei 16 °C Uber Nacht. Die Ligationsansatze wurden direkt fir die Transformation in EKZ
verwendet. Die Konstrukte wurden nach der Erstellung durch Kontrollverdau und

Sequenzierung bestatigt.

DcuR-Strep Konstrukt:

Die Klonierung flir DcuR mit C-terminalen Strep-Tag (pMW2529) erfolgte mit dem
Primerpaar ,DcuR_(EcoRl)_for“ und ,DcuR_ (Hindlll)_rev”. Dazu wurde aus dem Plasmid
PMW266 dcuR amplifiziert und in den Strep-Tag tragenden Plasmid pASK-IBA3* (ber die

Restriktionsschnittstellen EcoRl und Hindlll ligiert (Abb.: 3 A).

DcuR-T18 Konstrukt:

Das Plasmid DcuR-T18 (pMW2863) wurde fiir die BACTH-Versuche verwendet. DcuR aus
PMW266 wurde mit dem Primer ,,Pstl_dcuR_for plus EcoRIl_dcuR_rev” amplifiziert, mit Pstl

und EcoRl restringiert und in pUT18 (C-Terminal liegendes T18-Fragment) ligiert (Abb.: 3 B).
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A EcoRI (178) B Pstl (34)

EcoRI (776)

Strep-tag

DcuR-Strep HindIII (969) DcuR-T18

3944 bp

3730 bp

oL

AmpR

Abb. 3: Expressionsplasmide fiir DcuR. A: Das Plasmid pMW2529 codiert fir DcuR mit C-terminalen Strep-Tag.
Dieses Konstrukt wurde fiir die Uberexpression und Aufreinigung Uber den Strep-Tag verwendet, um
anschlieRend die Transphosphorylierungs- und Dephosphorylierungsversuche durchzufiihren. B: Das Plasmid
pMW2863 codiert flir DcuR mit C-terminal liegenden T18-Fragment der Adenylatzyklase und wurde fur die
BACTH-Studien verwendet.

DcuB-Promotor-Bereich (dcuBp):

Far die Interaktionsstudien zur Protein-Bindung an der DNA (Protein-DNA
Interaktionsstudien) (MST 3.4.2 und EMSA 3.4.4) mussten vorbereitend groRe Mengen
intergener dcuR-dcuB-DNA isoliert werden. Dazu wurden drei DNA-Fragmente konstruiert,
die sich in ihrer Lange unterschieden. Alle drei Konstrukte trugen die dcuB-Promotorregion,
an welche DcuR bindet (Abschnitt 4.3.1, Abb. 23 A). Die DNA-Fragmente wurden aus
genomischer DNA des E. coli Stamms W3100 amplifiziert, mit den entsprechenden

Restriktionsenzymen verdaut und in pBlueskriptK™ ligiert (Abb.: 4 A-C).
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Abb. 4: Plasmide fiir die DNA-Protein-Interaktion. Die drei intergenen DNA-Fragmente wurden aus
genomischer DNA des E. coli Stamms W3100 mit den Primern (Anhang 7.3) amplifiziert und entsprechenden
Restriktionsenzymen verdaut. AnschlieRend wurden die Inserts in pBlueskriptK- ligiert. Es wurden drei Plasmide
konstruiert; pPMW2926 (tragt das dcuBp1 Insert mit der GroRe von 689 bp), pMW2927 (tragt das dcuBp2 Insert
mit der GroRRe von 367 bp) und pMW2928 (tragt das dcuBp3 Insert mit der GroRe von 535 bp)
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Quantitative Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitat

Zur quantitativen Ermittlung der B-Galaktosidaseaktivitat wurde zuerst die Zelldichte der
Hauptkultur (HK) bei einer ODs70nm bestimmt werden. Dazu wurden 250 ul HK pro Well in
Mikrotiterplatten Gberfihrt und mit dem Plattenphotometer (BioTek, EL808-Fotometer)
gemessen. Daraufhin wurden aus den Mikrotiterplatten 200 ul der HK entnommen, in Deep-
Well-Platten gegeben und mit 800 ul B-Galaktosidase-Reaktionspuffer versetzt. In dem
Reaktionspuffer wurde als Reduktionsmittel 5-8 mM DTT zugesetzt. Der Zellaufschluss
erfolgte durch finfmaliges Auf- und Abpipettieren. Vor Testbeginn wurden 150 ul der
aufgeschlossenen Zellen in je vier Mikrotiter-Wells aliquotiert und bei 30 °C fur 10 Min
aquilibriert. Die o-Nitrophenol-Reaktion wurde mit der Zugabe von ONPG gestartet und nach
20 Min mit Natriumcarbonat gestoppt. Falls B-Galaktosidase gebildet wurde, so
hydrolysierte dieses das chromogene Substrat ONPG zu dem Monosaccharid Galaktose und
dem gelben Farbstoff o-Nitrophenol. Die Extinktion von o-Nitrophenol konnte dann bei
415 nm gemessen werden. Aus der optische Dichte (OD), der Extinktion (Eais), dem
eingesetzten Kulturvolumen (V) und der Reaktionszeit (t) wurde die B-Galaktosidaseaktivitat
mit folgenden Formel in Miller-Units (MU) berechnet (Miller, 1992; Green & Sambrook,
2012).

B-Galaktosidaseaktivitat [MU] = (AEa1snm ® 1000) / (AODs70nm ® t [Min] o V [ml])

AEs15nm = Extinktion bei 415 nm
AODs70nm = optische Dichte bei 570 nm
t =Zeit

V = Volumen

Die Varianz der B-Galaktosidaseaktivitat fir einen Stamm ergibt sich aus dem Mittelwert der
drei unabhéngigen Transformationsansatze. Die Varianz innerhalb eines Ansatzes ergibt sich

wiederum aus der Mittelung der vier Zuchten pro Kolonie.
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3.3.2 Uberproduktion zytosolischer und transmembraner Proteine

Die Plasmide von DcuR (pMW266, pMW267, pMW1953) sowie das verkirzte PASc-Kinase
Konstrukt (pMW2600) wurden in den BL21DE3-Proteintiberproduktionsstamm exprimiert.
Volllange-DcuS (pMW151) wurde in den transmembran-iberexpressionstoleranten Stamm
C43 (DE3) transformiert (Miroux & Walker 1996). Die Plasmide tragen einen N- oder C-
terminalen Hise-Tag oder einen Strep-Tag (Abschnitt 3.3.2).

Die Zuchtbedingungen wurden bereits im Abschnitt 3.1 beschrieben. Die Zellernte erfolgte
auf Eis. Jede Zucht wurde in 400 ml Zentrifugenbecher tGberfihrt und 20 Min mit 4500 rpm
bei 4 °C abzentrifugiert (Beckmann Avanti J-E, Rotor JA-10). Das Pellet wurde in 25 ml
Puffer 1 aufgenommen, resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Nach dem Waschen
wurde das Pelletgewicht bestimmt und entweder bei - 80 °C Uber Nacht gelagert oder
weiter flr den Zellaufschluss verwendet. Das Zellpellet wurde mit 22 ml Puffer 2 versetzt,
resuspendiert und dreimal durch Benutzung einer French Press bei einem Druck von
1200 Psi aufgeschlossen. Nach dem Abtrennen der Zelltrimmer per Zentrifugation
(FiberLite F21B Rotor, 8000 rpm fiir 25 Min bei 4 °C) wurde der Uberstand im Falle der
zytoplasmatischen Proteine direkt fur die Hise-Tag- oder Strep-Affinitatschromatographie
weiterverwendet.

Um das Transmembranprotein Hisg-DcuS zu isolieren wurde der Uberstand, welches das
Gesamtprotein enthalt, nach der French Press in Ultrazentrifugationsrohrchen Uberfihrt
und bei 45.000 rpm fiir 65 Min bei 4 °C (Beckman Coulter Optima LE-80K, Rotor TFT 70.38)
abzentrifugiert. Das Pellet (die Membranfraktion) wurde mit Puffer 2 (15 Min bei
45.000 rpm und 4 °C) gewaschen und im Potter S (Braun, Melsungen) homogenisiert. Zur
Solubilisierung wurde 2 % N,N-Dimethyl-N-dodecylglycin-beta (Empigen BB, 30 % in H,0,
Fluka) zu der Membranfraktion gegeben und 30-45 Min auf Eis gerihrt. Zur Abtrennung
nicht-solubilisierter Membranfragmente erfolgte ein finaler Zentrifugationschritt (55 Min
bei 50.000 rpm und 4 °C). Der Uberstand wurde fiir die Hise-tag Affinitdtschromatographie

weiterverwendet (Janausch et al., 2002)

3.3.3 Affinitatschromatographie

Dieser Methode dient der Reinigung biochemischer Molekile. Die Reinigung erfolgte primar

Uber die N- oder C-terminal liegenden Hise-Tags mittels Ni**-NTA- Chromatographieséule
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(Merck) gemal Herstellerprotokoll. Abweichend davon wurde Volllange-DcuS mittels
Chromatographie wie folgt aufgereinigt: Zuerst wurde eine Ni**-NTA-S&ule mit 20 ml Puffer
2 aquilibriert. Die Probe wurde auf die Sdule aufgetragen, geschittelt und in ein 100 ml
Becherglas Uberfiihrt. Das Becherglas wurde mit Alufolie, um den Luftaustausch zu
minimieren, verschlossen und bei 4 °C fir 2 Stunden unter standigem Rihren inkubiert. Das
Gemisch aus Ni?*-NTA-Agarose und daran gebundenes Hiss-DcuS wurde erneut auf die Saule
zurtick Uberfihrt. Die Proteinldsung wurde dann insgesamt zweimal durch die Saule laufen
gelassen, um nicht gebundenes Protein zu entfernen. Die Agarose wurde viermal mit je 5 ml
Puffer 3 gewachsen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Das gebundene
Protein wurde mit 3 ml Puffer 4 eluiert. Alternativ erfolgte die Reinigung der Strep-Tag-
tragenden Proteine mittels Strp Tactin®-Chromatographiesdule (Merck) gemaR dem

Herstellerprotokoll.

3.3.4 Dialyse

Imidazol wird fir die Elution der Hisg-Tag-Proteine von der Ni?*-NTA-Siule verwendet. Das
aromatische Amin setzt die Grenzflachenspannung und stort die Rekonstitution in
Liposomen. Um das Detergenz Imidazol zu entfernen wurde die eluierte Proteinfraktion
dialysiert. Dazu wurden Dialyseschlauche aus regenerierter Cellulose (ZelluTrans, Roth) mit
einem ,Molecular Weight Cut-Off* von 8-10kDA dem Herstellerprotokoll folgend
vorbereitet und in 1 mM EDTA bei 4 °C gelagert. Vor der Anwendung wurden die Schlauche
mit 100 ml dest. H,O gespilt. An einem Ende des Schlauches wurden zwei Knoten gemacht.
Unterhalb/oberhalb der Knoten wurde der Schlauch mit einer Klammer verschlossen. Der
Schlauch wurde dann mit der Probe befillt. Das Probevolumen wurde mit einem zweiten
Knotenpaar und einer weiteren Klammer eingeschlossen. Die verschlossenen Schlauche
wurden in die Dialyseldsung gehdngt, wobei die Probe vollstandig untergetaucht wurde. Das
Volumen der Dialyseldsung (Puffer 5, ohne Imidazol) betrug das 100-fache Volumen des
Probenvolumens. Es wurde zunachst bei 4 °C, unter Rihren, fiir 2 Stunden und anschlieRend

mit frischer Losung Uber Nacht dialysiert.
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3.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Standardmethode der Photometrie
und die Methode nach Bradford (1976) verwendet. Zuerst wurde eine Kalibrationsgrade mit
Hilfe von bekannten Konzentrationen des Standard-Proteins BSA erstellt. Wenn der saure
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 (Thermo Fisher Scientific, Coomassie (Bradford)
Protein Assay Kit) an das BSA-Protein bindet, erfolgt eine bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm. Anhand der daraus erstellten
Regressionsgerade, deren Steigung und dem Schnittpunkt mit der Ordinate, wurde die
Konzentration der Proteinlésung errechnet.

Das Volumen der Proben betrug 3-20 ul, welches jeweils mit Puffer 5 auf 20 ul aufgefullt
wurde. Zu den 20 ul wurden in 96-Deep-Well-Platten 780 ul dest. H,0 und 200 pl RotiQuant
zugegeben. Der Ansatz wurde vermischt, fir 10 Min bei RT inkubiert und anschlieRend in
Mikrotiterplatten je 250 ul Uberfihrt. Die Absorptionsmessung am Plattenphotometer
(BioTek, EL808-Photometer) erfolgte bei 595 nm.

3.3.6 Rekonstitution von Hise-DcuS und Substitutionen

Um Hise-DcusS in Liposomen zu rekonstituiert, wurden zuerst aus dem Phospholipidgemisch
von E. coli (Polar Lipid Extract, 20 mg/ml in Chloroform gel6st, Avanti Polar Lipids, USA)
Liposomen hergestellt. Die Phospholipide von E. coli (200 mg) wurden im
Rotationsverdampfer (474 mbar, 60 °C) getrocknet und in 20 mM Kaliumphosphatpuffer
(pH 7,5) aufgenommen. Um die Lipide von dem Verdampferkolben zu l6sen, wurde das
Detergenz N-Octyl-B-D-Glucopyranosid (Gebru) darauf gegeben und 15 Min bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde das Detergenz mittels Dialyse (s. Abschnitt
3.3.4) entfernt. Als Dialyselosung diente 20 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5). Die erste
Dialyse wurde flr 2h durchgefihrt. Ein zweiter Dialyseschritt wurde Uber Nacht
durchgefthrt, ein dritter fir 2 h. Die Liposomensuspension wurde dreimal in flUssigem
Stickstoff eingefroren und bei RT aufgetaut (Kramer, 2008). Aufbewahrt wurden die
Liposomen bei - 80 °C.

Nach Rigaud et al. kann das effektive Detergenz zu Lipid-Verhaltnis berechnet werden, bei
welchem die Detergenzsattigung eintritt und die meisten Phospholipide in der

Liposomensuspension destabilisiert vorliegen (Rigaud et al., 1995). Bei der Hisg-DcuS
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Rekonstitution betrug dieses 2,5. Die totale Detergenzkonzentration errechnet sich

nachfolgender Formel (Patrenostre et al., 1988):

Dt = Dm + Resf [Lipid]

Dr = totale Detergenzkonzentration (gDt = Dwasser + Reff [Lipid])

Dm = Konzentration des monomeren Detergenz in der wassrigen Phase (180 M Triton X-100)
Reff = 2,5 (molares Verhéltnis Detergenz zu Lipid (Reff = (DT — Dwasser)/[Lipid])

[Lipid] = Lipidkonzentration (21 mM)

Als Detergenz wurde Triton X-100 (Gemisch aus p-t-Octylphenyl-polyoxyethylene) zu den
Liposomen gegeben, dreimal auf- und abpipettiert und auf dem Taumelschittler 3 Min bei
RT inkubiert. Zu dem Liposomen-Detergenz-Gemisch wurde die Proteinldsung, mit einem
Lipid zu Protein-Verhaltnis von 20 : 1, gegeben und fur weitere 15 Min bei RT auf dem
Taumelschuttler inkubiert (Kréamer, 2008).

Zur Entfernung von Triton X-100 wurden ,Bio-Beads®™,, (Bio-Rad) verwendet. Diese wurden
in 100 % Methanol gewaschen und in 50 mM Tris/HCI (pH 7,7) mit 10 % Glycerin
aufgenommen. AnschlieRend wurde der Sauerstoff fir 45 Min entzogen und 15 Sek mit
Stickstoff begast. Pro 1 mg Triton X-100 wurden 5 mg Bio-Beads zugegeben (Janausch,
2001). Die Zugabe an Bio-Beads erfolgte bei 4 °C flr zwei Stunden, dann wurden erneut die
gleiche Menge an Bio-Beads dazugegeben und tUber Nacht bei leichtem Schitteln unter den
gleichen Bedingungen inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde erneut die gleiche Menge
an Bio-Beads gegeben und fir zwei Stunden inkubiert. Die Bio-Beads wurden anschlieRend
mit einer Pipette entfernt.

Um nicht-rekonstituiertes DcuS von den Proteoliposomen zu trennen wurden die Proben in
Ultrazentrifugenréhrchen gegeben, auf 22 ml mit 50 mM Tris/HCI (pH 7,7) plus 10 %
Glycerin aufgefillt und fir 60 Min bei 4 °C abzentrifugiert (Beckman Coulter Optima LE-80K,
Rotor TFT 70.38). Es folgte ein Waschschritt mit gleichem Puffer fir 25 Min bei 4 °C. Das
Pellet wurde in 250-500 pl 50 mM Tris/HCI (pH 7,7) plus 10 % Glycerin aufgenommen und
dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und aufgetaut. Die Konzentration an
Proteoliposomen wurde nach Bradford bestimmt (Abschnitt 3.5.5). Aufbewahrt wurden die

Proteoliposomen bei- 80 °C.
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3.3.7 SDS-PAGE und Semi-Dry-Western-Blotting

SDS-PAGE

Der Nachweis von Uberexprimiertem Hise-DcusS, Hise-PASc-Kinase und DcuR-Hiss, sowie der
in  Proteolioposomen  Volllange-DcuS, erfolgte nach der Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) Methode. Dabei werden Proteine nach ihrer
molekularen GréRe unter denaturierenden Bedingungen getrennt.

Dazu wurde ein 12,5 % -iges SDS-Gel verwendet. Die Komponenten des Trenn- und
Sammelgels wurden getrennt angesetzt (Abschnitt 7.4.2). Nachdem Glasplatten in dem
Fixierstander angebracht wurden, wurde zuerst das Trenngel dazwischen pipettiert und mit
50 ul Isopropanol bedeckt. Nach Auspolymerisieren des Trenngels wurde das Isopropanol
entfernt und das Sammelgel wurde zwischen die Glasplatten gegeben. Es wurde ein Kamm
mit 10 oder 15 Taschen eingesetzt.

Die Proben wurden mit 2x Ladepuffer 1 : 1 gemischt und bei 95 °C fir 5 Min im Thermomixer
(Thermomixer Compact, Eppendorf) inkubiert. Die durch SDS denaturierten und maskierten
Proteine wurden dann mit einer Hamilton-Spritze in die Geltaschen beladen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 200 V fir 55 Min in 1 x SDS-Laufpuffer. AnschlielSend
wurden die SDS-Gele mit dest. H,O gewaschen und mit Farbel6sung Gber Nacht auf dem

Taumelschuttler gefarbt.

Semi-Dry-Western-Blotting

Fir die Proben wurde, wie oben beschrieben, eine SDS-PAGE durchgefihrt, jedoch wurden
die Proben nicht mit der Farbelosung behandelt, sondern direkt auf eine
Nitrocellulosemembran (Whatman, GE Healthcare) tbertragen. Fir die Ubertragung des
Proteins aus dem SDS-Gel auf die Nitrocellulosemembran wurden zwei Lagen
Chromatographiepapier und Nitrocellulosemembran in Transferpuffer getrankt und auf der
Anode platziert. Darauf wurde das SDS-Gel gelegt und von zwei weiteren, zuvor in
Transferpuffer getrankten, Chromatographiepapieren bedeckt. Die Kathode des Pierce Fast
Semi-Dry Blotters (Thermo Scientific) wurde auf das Konstrukt gelegt. Durch eine konstante
Stromstarke von 1,6 mA / cm? Membranflache fiir 45 Min wurden die Proben (ibertragen.

Um freie Bindungsstellen der Nitrocellulosemembran zu sattigen wurde die Membran nach

der Proteinlbertragung mit 20 ml Blockingpuffer bedeckt und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

-30 -



Material und Methode

Es folgte die Bindung der primadren und sekundadren Antikdrper. Dazu wurde die
Nitrocellulosemembran jeweils flr eine Stunde mit den Antikorpern inkubiert und danach
dreimal fur 5 Min mit Waschpuffer gewaschen. Sichtbar gemacht wurden die Proteine,
indem das Immobilon Western HRP Substrat (350 pl; Millipore) mit Peroxidlosung (350 ul)
an der ,horseradish peroxidase” des sekundaren Antikdrpers bindet, wodurch die Probe
luminesziert. Die Lumineszenz wurde auf Rontgenfilm mit dem Rontgenfilm-Prozessor SRX-

101 A (Konica Minolta) entwickelt.

3.3.8 Das Bacterial Two-Hybrid (BACTH)-System

Das BACTH- System erfolgte nach Karimova (et al., 1998) und basiert auf der
Refunktionalisierung der Adenylatcyclase aus Bordetella pertussis im cya-negativen Stamm
von E. coli (BTH101). Die katalytische Doméane der Adenylatzyklase besteht aus zwei
komplementaren Fragmenten (T18 und T25), die beide zur Bildung eines aktiven Enzyms
erforderlich sind. Werden die Fragmente als getrennte Einheiten in E. coli exprimiert,
kdnnen sich diese nicht erkennen, um eine funktionalen Adenylatzyklase zu bilden. Wenn
die Fragmente mit Proteinen fusioniert wurden, die in der Lage sind, miteinander zu
interagieren, fihrt die Interaktion der Proteine (Heterodimerisierung) zu einer funktionalen
Komplementation zwischen den Fragmenten und zur Refunktionaliseirung der Zyklase.
Somit ist die in vivo-Assoziation der interagierenden Proteine an die Produktion des
regulatorischen Signalmoleklls cAMP gekoppelt, welches wiederum die Expression des
Reportergens (dcuB - lacZ) auslost (Karimova et al., 1998; Karimova et al., 2005). Die
Expression der R-Galaktosidase wird deshalb als Mal} fir die Interaktion der Proteine

verwendet.

3.3.9 Phosphorylierung von rekonstituiertem Hiss-DcuS, Hiss-PASc-Kinase und
Substitutionen

Phosphorylierungsversuche mit [y33P]-ATP

Fir jeden Phosphorylierungsansatz wurden 6,3 uM an rekonstituiertem (rek.) Hiss-DcuS

(24 pg) mit Phosphorylierungspuffer (50 mM Tris/HCI (pH 7,7), 20 mM Fumarat, 10 mM

-31-



Material und Methode

MgCly, 1 mM DTT) in einem Endvolumen von 60 pl aufgenommen. Der Ansatz wurde dreimal
in flissigem Stickstoff eingefroren und aufgetaut. Danach wurde die Probe 30-40 Min bei RT
inkubiert. Unmittelbar vor dem Reaktionsstart wurden 9,9 uM kaltes ATP zu dem Ansatz
gegeben. Die Phosphorylierung von und 12 uM an PASc-Kinase erfolgte in gleichem Puffer,
aber ohne den Induktor Fumarat, da dem verkirzten Konstrukt der PASc-Kinase, die
Domanen fehlen, welche der Substraterkennung und Signalweiterleitung dienen (PASp, TM1
und TM2 ). Die Stickstoffbehandlung wurde fir PASc-Kinase nicht durchgefihrt, da hier
keine Rekonstitution bendtigt wird.

Die Phosphorylierungsreaktion wurde mit der Zugabe an 0,14 uM [y*3P]-ATP
(111 TBg/mmol, Hartmann Analytic) gestartet. Nach 45 Min und zu den weiteren
angegebenen Zeitpunkten wurden 10 pl oder 20 pl von dem Ansatz (4 pug DcuS) entnommen
und zu der Stopp-Ldsung (2x SDS-Ladepufer) gegeben.

Es folgte die Auftrennung der Proteine mit SDS-PAGE fiir 50 Min bei 200 V. Danach wurden
die SDS-Gele auf die Phosphoimagerplatte (FUJIFILM IMAGING BAS-MP 2040) gelegt und fir
16-20 Stunden bei 4 °C gelagert. Um eine Kontamination der Imaging-Platte zu verhindern
wurde die Platte mit Saran®Wrap luftblasenfrei bedeckt. Nach der Entfernung der Gele von
der Imaging-Platte wurden diese mit Coomassie enthaltender Farbeldsung gefarbt.

Die Phosphoimagerplatten wurden mit dem Phosphoimager (FLA 7000, FUJIFILM) abgelesen
und in ein Autoradiogramm umgerechnet. Die Raten der Phosphorylierung sind dadurch als
Schwarzung im Autoradiogramm sichtbar. Die Integrierte Optische Duschte (I0OD) wurde mit
der Software ,Gel-Pro Analyzer™“ 32 (LabWorks Software 4.6 fir Windows™), nach Abzug
des Hintergrundrauschens, berechnet (Mullner, 2008) oder mit Imagel 1.52a (National
Institute of Health, USA). Das 10D von Vollldnge-DcuS wurde mit dem Verdinnungsfaktor
multipliziert und in Prozent umgerechnet (100 %= 1127 10D). Dabei entspricht die

intensivste Schwarzung des Volllange-Dcus, innerhalb eines Versuches, als 100% maximale.

Phosphorylierungsversuche mit ATP

Diese Art der Phosphorylierung wurde fir die SEC-, MST-, EMSA- und Prometheus-Versuche
verwendet. Hierzu wurde PASc-Kinase fur 5-10Min mit 1mM ATP in
Phosphorylierungspuffer (50 mM Tris/HCl pH 7,7, 10 % Glycerin, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT)

phosphoryliert.

-32-



Material und Methode

3.3.10 Phosphorylibertragung von DcuS oder PASc-Kinase auf DcuR

Die Autophosphorylierung mit 0,28 uM [y33P]-ATP wurde mit 4,18 uM kaltes ATP verdiinnt
(Gesamtes ATP 4,46 uM) und wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben durchgefihrt.
Das molare Verhaltnis von DcuS zu DcuR betrug 1 : 4 (1 = 6,3 uM). Nach 90 Min wurde DcuR
zu dem Reaktionsansatz des Volllange-DcuS gegeben.

Das molekulare Verhaltnis PASc-kinase zu DcuR betrug 1:1,4 (1 =12 uM). PASc-Kinase
wurde gemeinsam mit DcuR in Phosphorylierungspuffer fir 10 Min inkubiert und mit der
Zugabe von 4,46 uM ATP (davon 0,28 uM [y*3P]-ATP) phosphoryliert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden 10 pl bis 20 pl aus dem Reaktionsgefall entnommen und zu der Stopp-
Losung gegeben und per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte wie fir die

Autophosphorylierung (Abschnitt 3.3.9) beschrieben.

3.3.11 Chemische Phosphorylierung von DcuR

Um DcuR chemisch zu phosphorylieren wurden 15uM DcuR mit Acteyl- oder
Carbamoylphosphat in Phosphorylierungspuffer (50 mM Tris/HCl (pH 8), 5 mM MgCl,,
10 mM Glycerin) in einem Endvolumen von 30 pl aufgenommen und fur 1, 2, oder 24
Stunden bei 4 °C oder 25 °C inkubiert. Anschlielfend wurden 20 ul von den Ansatzen

entnommen und in die Stopp-Losung (2xSDS-Ladepuffer) gegeben.

3.3.12 Phosphat Affinity SDS-PAGE

Chemische Phosphorylierung mittels niedermolekulare Phosphor-Donatoren, wie
Carbamoyl-Phosphat (Crb-P; Gemisch aus Carbaminsaure und des Anhydrids des Phosphat-
lons) oder Acetyl-Phosphat (Ac-P; ionisierte Form der Acetylphosphorsaure) spielen bei
verschiedenen Stoffwechselwege eine wichtige Rolle. Es sollte zum einem die Spezifitat der
Bindung von Crb-P oder Ac-P an der Aminosaure Asp-56 von DcuR untersucht werden und
zum anderen die Frage beantwortet werden, ob die Dephosphorylierung von DcuR ihm
selbst verursacht wird oder durch der Histidinkinase. Die Phosphorylierung konnte Uber
Phosphat Affinity SDS-PAGE mit Mn?*-Phos-tag™ spezifisch nachgewiesen werden. Dabei

fungiert das SDS-Gel als molekulares Sieb und zusatzlich bindet der Acrylamide-pendant
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Phos-tag™ (Phos-tag™ AAL-107, Wako) die Phosphatgruppe des phosphorylierten Proteins
und verandert so das Wanderverhalten des Proteins.

Far diesen Versuch wurden DcuR-Hiss (pbMW266) und die Substitution DcuRD56N-Hise
(PMW267) Uberexprimiert. Uber Hise-Tag Affinitdtschromatographie wurden die Proteine
aufgereinigt (siehe 3.3.3.), und deren Konzentration nach Bradford bestimmt (siehe 3.3.5).
Die Proteine wurden nach der Phosphorylierung mit 50 mM Crb-P oder Ac-P auf 12,5 %-
igem SDS-PAGE Gel mit Acrylamide-pendant Phos-tag™ (75 uM) und MnCl; (150 pM)
geladen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 80 V fiir 20 Min und weiteren 2 Stunden
bei 150 V bei konstanter Spannung und 4 °C. AnschlieRend wurden die Gele mit Farbeldsung

inkubiert.
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3.4 Biophysikalische Methoden

3.4.1 Size Exklusion Chromatographie (SEC)

Mittels der Chromatographie kdnnen Proteingemische zwischen zwei Phasen in einzelne
Proteine aufgetrennt werden. Dies geschieht Uber den Stoffaustausch zwischen zwei
Phasen. Die eine ist stationar und unbeweglich (stark hydratisierten Polymer) und stellt die
Matrix dar. Die zweite, mobile Phase stromt an der Matrix vorbei. Die Zuganglichkeit der
Poren der Matrix und ihre GroRe, sind fir die Trennung wesentlich. Die kleinen Proteine in

dem Proteingemisch verteilen sich sowohl innerhalb der Matrix, als auch in der mobilen

Phase (Abb.:5).
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Trennungsprinzips und des Elutionprofils der chromatographischen
Trennung. (A) Die Komponenten einer Probenmischung werden nach GroRenbereichen in Gruppen getrennt.
Die Proteine mit niedrigem Molekulargewicht werden in separaten Fraktionen eluiert. (B) Typisches SEC-
Laufprofil. Das Elutionsvolumen Ve ist das erforderliche Volumen zur Elution eines Proteins (Vo+Vt).

Dadurch wandern kleine Proteine langsamer durch die Saule und treten spater aus der Saule
aus (eluieren) als groBere. Das Elutionsvolumen Ve ist das benotigte Volumen zur Elution

des Proteins. Fir globulare Proteine besteht aufgrund der Beziehung zwischen den STOKES-
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Radius und der Molmasse des Teilchens, direkte Korrelation zwischen experimentell

bestimmten Ve und der Molmasse der Proteine (Winter & Noll, 1998).
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Abb. 6: Korrelation des Elutionsvolumen fiir die Standard-Proteine auf HiLoad 16/600 Sephadex 200 mit dem
Logarithmus der Molmasse der Eichproteine. Das Elutionsvolumen Ve ist das bendtigte Volumen zur Elution
des Proteins. Flur globulare Proteine besteht aufgrund der Beziehung zwischen dem STOKES-Radius und der
Molmasse des Teilchens eine direkte Korrelation zwischen dem experimentell bestimmten Ve und der
Molmasse der Proteine. Mit der Hilfe folgender Eichproteine (B-Amylase MW 200 kDA, BSA MW 66 kDa,
Carbonic-Amylase MW 29 kDA und Aprotinin 6,5 kDA) wurde mittels lineare Fit y=A +B ¢ xscale(X) (A=199 + 16
und B=-25 * 4 scale=10") die relative Molmasse (Mr) der Proben bestimmt werden

Zur Kalibrierung wurden die folgenden Proteine verwendet: B-Amylase, MW 200 kDA, BSA,
MW 66 kDa; Carbonic-Amylase, MW 29 kDA und Aprotinin, MW 6,5 kDA (GE28-4038-42,
Merck). Mittels linearer Regression (Anpassung y=A+B e xscale(X) (A= 199 + 16 und B= -
25 + 4) wurde die relative Molmasse (Mr) der Proben bestimmt (Abb.: 6).

Die Versuche wurden auf Superdex 75 10/300 (Maximaler Druck 420 psi; Saulenvolumen
24 ml;  Trennungsgrenze von globuldre Proteinen: MW =103-10* kDa) oder
HiLoad 16/600 Sephadex 200  (Maximaler Druck 82 psi;  Saulenvolumen 120 ml;
Trennungsgrenze von globuldre Proteinen: MW = 103-10° kDa) durchgefihrt. Es wurden

0,5ml oder 1ml Injektionsvolumen, um die Proben zu beladen verwendet. Die
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Massenkonzentration der Proteine betrug je nach Versuchsanordnung 1,5-2,5 mg/ml. Die
Phosphorylierung von PASc-Kinase erfolgte wie beschrieben (Abschnitt 3.3.9) Es wurden
1 ml oder 2 ml Fraktionen gesammelt und davon 20 ul mit 2x SDS-Ladepuffer versetzt und
in SDS-PAGE aufgetrennt. Die SDS-Gele wurden Imagel unterzogen. Die Proteinbanden
wurden mittels Druckprofil und anschlieRender Integration der Flache analysiert
(Hintergrund-Intensitdat wurde automatisch subtrahiert). Die Gesamtsumme der
berechneten Peakfliche (Integrationsergebnisse) entspricht der Gesamtmenge des
eluierten Proteins (100 % Konzentration [uM] PASc-Kinase oder DcuR). Das Molverhaltnis

wurde durch Division des Ergebnisses durch die Molmasse ermittelt.

3.4.2 Microscale Thermophorese (MST)

Theoretischer Hintergrund

Die Aufklarung der Mechanismen, welche bei intermolekularen Wechselwirkungen oder bei
der Bildung von Proteinkomplexen beteiligt sind, erfordert oft tiefere Kenntnis der
Thermodynamik und Energetik der jeweiligen Interaktionspartner. Mit Hilfe der Microscale
Thermophorese kdnnen unterschiedliche Parameter der Bindung zwischen zwei oder
mehreren Interaktionspartnern quantifiziert werden. Die Methode wird meist verwendet
fir die Ermittlung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kd. Der Begriff
»Thermophorese” bezieht sich auf die Bewegung von Molekilen im mikroskopischen
Temperaturgradienten (Tg). Dabei verursacht der mikroskopische Tg (in Losung) sowohl
Warmefluss als auch Massenfluss der Substanzen, welcher in der Flussigkeit gelost sind. Die
Bewegung der Molekile wird phanomenologisch mit linearer Driftreaktion beschrieben
(Ludwig-Soret-Effekt) (Duhr & Braun, 2006; Jerabek-Willemsen et al., 2014). Dabei steht die
Geschwindigkeit (v) der gelosten Molekile in  Abhangigkeit vom erzeugten
Temperaturgradient (Tg) durch die Proportionalitatskonstante (Dvg) in linearer Beziehung:
v =-D1g ® Tg. Im Gleichgewicht wird die lineare Drift durch Massendiffusion ausgeglichen.
Die Massendiffusion hdngt dann von der Molekll-Losungs-Grenzflache, der MolekilgroRe
und der Ladung ab.

In einem typischen MST-Experiment wird einer der Interaktionspartner kovalent mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Eine Losung dieser Molekile wird in ein transparentes

-37 -



Material und Methode

Kapillarréhrchen beladen und ein Bereich des Rohrchens wird mit einem Infrarot (IR)-Laser
bestrahlt. Durch die Bestrahlung wird ein mikroskopischer Tg erzeugt. Aufgrund der
Thermophorese bewegen sich die Molekile dann entlang des Gradienten. lhre
Nettobewegung kann mit einem Fluoreszenzmikroskop, das auf den IR-beleuchteten
Bereich fokussiert ist, als Funktion der Zeit beobachtet werden. Dabei werden zwei Effekte
erzeugt, die durch ihre Zeitskala getrennt werden. Ein Temperatursprung (T-Sprung), dessen
Relaxationszeit rund 50 ms betragt, sowie die die thermophoretische Bewegung der
Molekile mit einer langsameren Diffusionszeitskala (rund 10-30 s). In den meisten Fallen ist
die Thermophorese positiv, was bedeutet, dass eine Nettobewegung der Molekile von der
heilleren zur kiihleren Stelle der Kapillaren erfolgt. Dies manifestiert sich als Abnahme der
beobachteten Fluoreszenz (Jelesarov et al., 199; Jerabek-Willemsen et al., 2014; Salentin et

al., 2014; Mao et al., 2015).

Schematische Darstellung des Messprinzips der MST

Bei der Microscale Thermophorese wird polarisiertes Licht einer spezifischen Wellenlange
durch eine Fluoreszenzlichtquelle (Licht emittierende Diode(LED)) in die Probe eingestrahlt
(s. Abb 7). In den Fluoreszenzlichtweg ist ein Heillspiegel (infrarotes Licht (IR)-Spiegel)
eingebaut mit welchem der Heiz IR-Laser in den Fluoreszenzlichtweg gebiindelt wird.
Dadurch wird der Weg des Fluoreszenzlichts und des IR-Lasers mit dem gleichen Objektiv
fokussiert, welches auch fir die Fluoreszenzdetektion verwendet wird. Dies ermoglicht die
Beobachtung der Thermophorese in diinnen Glaskapillaren. Fluoreszenzmarkierte Molekile
oder Partikel sind zunachst gleichmalig verteilt und diffundieren frei in Losung. Wird die
Probe, durch das Einschalten des IR-Lasers, punktuell erhitzt unterliegen die Molekile einer

thermophoretischen Kraft im Temperaturgradienten (NT.115 Manual).

- 38 -



Material und Methode

Fluoreszenzdetektor
(LED)
4

l 4= |R-Spiegel

IR-Laser

4= Optik

~ || = Glaskapillar

Abb. 7: Schematischer Aufbau eines MST-Systems. Fluores