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NOMENKLATUR VIII

Nomenklatur

Genprodukte der /ux-Gene werden so beziffert, dass das erste Methionin im
Wildtypprotein in der Aminosduresequenz mit ,,1“ bezeichnet wird. Positionen werden
als Zahlen hinter der jeweiligen Aminosdure aufgefiihrt. Die Aminosduren sind im Ein-
Buchstaben-Code angegeben.

LuxN, LuxU und LuxO besitzen C- bzw. N-terminale Histidin-Tags, die durch eine
linker-Sequenz mit dem Protein verbunden sind. Das Vorhandensein des Histidin-Tags
wird nicht explizit in der Proteinbezeichnung aufgefiihrt.

Substitutionen im Genprodukt werden so bezeichnet, dass die native Aminosidure im
Ein-Buchstaben-Code gefolgt von der Position im Protein benannt wird. Die Substitution

an der benannten Position folgt dann ebenfalls im Einbuchstabencode.



1  EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Quorum sensing: Zell-Zell-Kommunikation bei Bakterien

Was dem einzelnen nicht méglich ist, das vermégen viele.

Friedrich Wilhelm Raiffeisen, (1818 - 1888), deutscher Sozialreformer, Griinder der Raiffeisengenossenschaft

Die Forschung iiber die Zell-Zell-Kommunikation bei Bakterien begann mit Studien
zur Zelldichte-abhangigen Expression der Biolumineszenz des marinen Bakteriums Vibrio
fischeri und der verwandten Spezies Vibrio harveyi (Nealson und Hastings, 1979; Nealson
et al., 1970). Beide gehoren zu den Gram-negativen y-Proteobakterien und sind fakultativ
anaerobe, gekriimmte Stibchen mit polar angeordneten Geifieln. V. fischerilebt entweder
frei oder symbiotisch in den Leuchtorganen (10!° Zellen/ml) von diversen Fischen und
Tintenfischen; V. harveyi hingegen ist ein frei lebender Organismus. Die Symbiose
ermoglicht dem Fisch durch das leuchtende Organ die Beutejagd und Vertreibung von
Feinden. Die Bakterien wiederum erhalten in den Leuchtorganen eine schiitzende Nische
mit einer ausreichenden Nihrstoff- und Sauerstoffversorgung (Nealson und Hastings,
1979; Ruby, 1996).

Nealson et al fanden im Jahr 1970 heraus, dass V. fischeri einen extrazelluldren Faktor
produziert  (Autoinduktor; Signalmolekiil), der fiir die Produktion des
Lichtproduzierenden Enzyms Luciferase zustindig ist. Der Autoinduktor wurde spiter als
N-3-Oxohexanoyl-Homoserinlacton identifiziert (Eberhard er al, 1981). N-
Acylhomoserinlactone (HSL oder AHL) (Abb. 1.3A) werden nur von Gram-negativen
Proteobakterien als Signalmolekiile verwendet. Sie bestehen aus einem konservierten
Homoserinlacton-Ring, der durch eine Peptidbindung mit einer variablen Acylkette
verbunden ist. Die Acylkette ist aus 4 - 18 Kohlenstoffatomen aufgebaut, wobei die dritte
Position durch eine Carbonyl- oder Hydroxylgruppe modifiziert sein kann. Die

unterschiedlichen Acylketten gewihrleisten, dass die verschiedenen AHL-Molekiile von
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unterschiedlichen LuxR-Proteinen erkannt werden konnen (Reading und Sperandio,
2006).

Die Leuchtreaktion (Biolumineszenz, Lux) wird in den Bakterien durch das LuxI-
LuxR-System reguliert. LuxI fungiert als Synthase und synthetisiert den Autoinduktor,
der sekretiert und resorbiert wird. Sobald bei einer bestimmten Zelldichte ein
Autoinduktor-Schwellenwert erreicht wird, beginnen die Bakterien kollektiv mit der
Regulation von Genen Zelldichte-abhidngiger Prozesse. Der Transkriptionsaktivator LuxR
bindet den Autoinduktor in der Zelle und reguliert die Transkription der Gene /JuxCDABE
fiir den Luciferase-Enzym-Komplex (Engebrecht et al, 1983; Engebrecht und Silverman,
1987; Engebrecht und Silverman, 1984). Dieser ,Kommunikationsprozess“ der Zellen
untereinander wird als ,,Quorum sensing“ bezeichnet. Der Begriff leitet sich ab vom
lateinischen Wort ,quorum® (Mindestanzahl von Mitgliedern in einem Gremium, die fiir
einen Beschluss bendtigt werden) und dem englischen Wort ,sensing“ (wahrnehmen)
(Fuqua er al, 1994). Die Frage, warum Bakterien miteinander kommunizieren, kann mit
den Umweltverinderungen beantwortet werden, auf die sich Bakterien schnell einstellen
konnen miissen. So sind sie z.B. stindig wechselnden Nihrstoffangeboten,
konkurrierenden Mikroorganismen und Virulenzfaktoren von Pflanzen ausgesetzt. Zu
den Prozessen, die durch Quorum sensing reguliert werden, zdhlen daher u.a. die
Biolumineszenz, Sekretion von Virulenzfaktoren, Produktion von Antibiotika,
Sporulation und Konjugation. Diese Prozesse sind erst effektiv, wenn sie von mehreren
Bakterien als so genannter ,multizellulirer Organismus® ausgefithrt werden (de Kievit
und Iglewski, 2000; Fuqua et al, 1996; Fuqua er al, 1994; Miller und Bassler, 2001).
Acylhomoserinlacton-abhingiges Quorum sensing wurde mittlerweile bei ca. 70 Spezies
Gram-negativer Bakterien nachgewiesen (Stabb ez al, 2008).

Im Gegensatz zu den Gram-negativen Bakterien synthetisieren die Gram-positiven
Bakterien Oligopeptide und Furanosylboratdiester als Signalmolekiile. Die Oligopeptide
werden vor ihrem Transport aus der Zelle posttranslational modifiziert, indem sie in
kleinere Peptide gespalten werden. Wiahrend AHL-Molekiile frei {iber die Membran
diffundieren (Kaplan und Greenberg, 1985), erfolgt der Transport der Peptide iiber einen

ABC-Transporter. Ab einem gewissen Schwellenwert werden die extrazelluldren
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Molekiile (Pheromone) von membranstidndigen Histidinkinasen (HK) gebunden, wodurch
ein Phosphotransfer zum cytoplasmatischen Antwortregulator (response regulator, RR)
initiiert wird (Zwei-Komponenten-System) (Bassler, 1999; Kleerebezem er al, 1997;
Reading und Sperandio, 2006). Prozesse, die bei Gram-positiven Bakterien durch Quorum
sensing reguliert werden, sind u. a. Kompetenz zur DNA-Aufnahme bei Bacillus subtilis
und Streptococcus pneumoniae, Virulenz in Staphylococcus aureus, Konjugation in
Enterococcus faecalis, oder die Bildung antimikrobieller Peptide in Milchsdurebakterien
(Bassler, 1999; Kleerebezem et al, 1997). Der Furanosylboratdiester AI-2 wird ebenfalls
von Gram-negativen Bakterien synthetisiert und kommt in iiber 40 Gram-negativen und
Gram-positiven Bakterienspezies vor (Mok et al, 2003). AI-2 entsteht aus dem beim
Abbau von S-Adenosyl-Methionin (SAM) im aktivierten Methylzyklus entstandenen
toxischen Zwischenprodukt S$-Adenosyl-Homocystein (SAH), das in einem von zwei
bekannten Abbauwegen durch das Enzym Pfs in S-Ribosyl-Homocystein (SRH)
umgewandelt wird. Das Enzym LuxS erméglicht daraus die Synthese der Vorstufe Pro-Al-
2, aus der sich spontan durch Anlagerung von Bor das Molekiil AI-2 bildet (Chen er a/,
2002; Sun er al., 2004; Xavier er al., 2007; Xavier und Bassler, 2003).

Weitere bekannte Quorum sensing-Signalmolekiile sind die 2-Alkyl-4-Quinolone
(AHQ), die u.a. in Pseudomonas aeruginosa fiir die Regulation von Virulenzgenen
zustandig sind (Diggle er al, 2007; Dubern und Diggle, 2008), und die kiirzlich
identifizierten = p-Coumaroyl-Homoserinlactone = (p-Coumaroyl-HSL) aus  dem
photosynthetischen Bakterium RhAodopseudomonas palustris, die moglicherweise eine
Interaktion zwischen p-Coumaroyl-HSL-produzierenden Bakterien und spezifischen p-
Coumarat-produzierenden Pflanzen ermdglichen (Schaefer et al, 2008).

Bei einigen Bakterien werden die Informationen iiber die Zelldichte iiber eine
Mischung aus den in Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien bekannten
Signaltransduktionswegen weitergeleitet. Ein Beispiel hierfiir ist V. harveyi, bei dem die
Autoinduktoren durch membranstindige Histidinkinasen wahrgenommen werden und
die Information iiber eine aus mehreren Dominen bestehende Phosphorylierungs-
kaskade zum Antwortregulator geleitet wird. Ein solcher Phosphotransferweg wird als

Phosphorelay-System bezeichnet.
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1.2 Phosphorelay-Systeme

Phosphorelay-Systeme unterscheiden sich wesentlich vom ,klassischen® Zwei-
Komponenten-System der Gram-positiven Bakterien. Bei letzterem findet die
Autoinduktorwahrnehmung als auch die Weiterleitung der Phosphorylgruppe iiber einen
einstufigen Phosphotransfer (His > Asp) im Cytoplasma statt. Durch die
Autokinaseaktivitit der Histidinkinase wird ATP hydrolysiert und dessen y-
Phosphorylgruppe auf den konservierten Histidinrest der Histidinkinase {ibertragen.
Dabei entsteht eine energiereiche Phosphoramidat-Bindung (His~P). Anschlieffend
katalysiert der Antwortregulator den Transfer der Phosphorylgruppe vom His~P auf den
Aspartatrest der eigenen regulatorischen Domine, wodurch eine energiereiche
Acylphosphat-Verbindung gebildet wird (Asp~P). Fiir die Reaktionen werden bivalente
Metallionen, wie z. B. Mg?, bendtigt. Typische Beispiele fiir das Zwei-Komponenten-
System sind das EnvZ/OmpR-System, das die Osmoregulation in Escherichia coli
kontrolliert (Perraud et al, 1999; Stock et al, 2000), und das KdpD/KdpE-System in E.
coli, das die Expression des kdpFABC-Operons reguliert, welches fiir das hochaffine K*-
Aufnahmesystem KdpFABC codiert (Heermann er a/, 2003) (Abb. 1.1A).

Beim Phosphorelay-System dagegen wird die Phosphorylgruppe im Gegensatz zum
Zwei-Komponenten-System iiber mehrere Histidin- und Apartatreste (His > Asp > His >
Asp), sowie iiber zusdtzliche Rezeptor- und HPt-Doménen (Histidin Phosphotransfer)
iibertragen. Die Signaldomidnen sind entweder isolierte Proteine oder unterschiedlich
miteinander fusioniert (Perraud er al, 1999; Stock er al, 2000), woraus wiederum
unterschiedlich aufgebaute Hybridsensorkinasen resultieren. Die HPt-Domine hat keine
Kinase- und Phosphataseaktivitit (Tsuzuki er a/, 1995). Ein Beispiel fiir ein Phosphorelay-
System, bei dem alle Signaldoménen auf einzelne voneinander unabhingige Proteine
verteilt sind, ist das die Sporulation kontrollierende System in Bacillus subtilis
(KinA/KinB-SpoOF-Spo0B-Spo0A) (Abb. 1.1B) (Burbulys er aZ, 1991).

Bei dem osmoregulatorischen System von S. cerevisiae (Slnlp-Ypdlp-Ssklp) ist die
Histidinkinase SInlp mit einer Antwortregulatordoméne fusioniert (Hybridsensorkinase),

wodurch ein intramolekularer Phosphotransfer vom His zum Asp stattfindet. Die HPt-
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Doméne (Ypdlp) und der nachfolgende Antwortregulator (Ssklp) sind isolierte Proteine
(Abb. 1.1C) (Posas er al., 1996).

Das BvgS/BvgA-Zwei-Komponenten-System von Bordetella pertussis ist ebenfalls ein
Beispiel fiir Histidinkinasen mit mehreren Doménen. So besteht die Histidinkinase BvgS
aus einer Transmitter- und einer Rezeptordomine, sowie einer HPt-Domine. Gleiches
findet man in £ coli bei den Systemen EvgS/EvgA (Abb. 1.1D) (Perraud et al, 1998;
Tsuzuki et al., 1995; Uhl und Miller, 1996).

Beim  LuxN/LuxQ/CqgsS-LuxU-LuxO-System in V.  harveyi Dbestehen die
Hybridsensorkinasen LuxN, Lux(Q und CqsS aus einer His- und einer Asp-Domine,
wodurch zunichst ein intramolekularer Phosphotransfer stattfindet (Henke und Bassler,
2004). Das HPt-Protein (LuxU) ist, wie der nachfolgende Antwortregulator (LuxO), ein
isoliertes Protein (Abb. 1.1E) (Freeman und Bassler, 1999a; Freeman und Bassler, 1999b).

Das Lux-System von V. harveyi wird in Kapitel 1.3 ndher erldutert.
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EnvZ-OmpR und

A KdpD-KdpE in E. coli
ATP ADP
EnvZ/KdpD OmpR/KdpE]|
B KinA/KinB-Spo0F-Spo0B-
Spo0A
a in B. subtilis
| spooF | | spooB | | spooa |
ATP ADP
C SIn1p-Ypd1p-Sskip
in S. cerevisiae
BvgS-BvgA in B. pertussis
D
EvgS-EvgA in E. coli
ATP ADP
BvgS/EvgS BvgA/EvgA
E

LuxN/LuxQ/CqsS-LuxU-LuxO
in V. harveyi

I:I Sensordomane Histidinkinasedoméne [~ Histidinphosphotransferdoméne
Empféngerdoméne O Effektordoméne

Abb. 1.1: Zwei-Komponenten- und Phosphorelay-Systeme. Dargestellt sind die Doméinenstrukturen des
sklassischen Zwei-Komponenten-Systems (A) und der Phosphorelay-Systeme (B-E) sowie bakterielle

Vertreter der einzelnen Phosphorylierungskaskaden. Pfeile markieren den intra- bzw. intermolekularen
Phosphotransfer (P).
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1.3 Das Quorum sensing-System in V. harveyi

Das Quorum sensing-System in V. harveyi vereint als komplexes Phosphorelay-System
die Eigenschaften der Signaltransduktionswege von Gram-negativen und Gram-positiven
Bakterien. Dadurch ist es dem Bakterium moglich, verschiedene und anspruchsvolle
Habitate zu besiedeln (Bassler et al, 1993). Die drei vorhandenen parallelen Quorum
sensing-Systeme regulieren die Genexpression in Abhidngigkeit von der Zelldichte

(Abb. 1.2) (Henke und Bassler, 2004).

'}?‘5 sRNAs
%Luciferase Exopolysaccharide

Proteasen Siderophore
Type lll Sekretion

Abb. 1.2: Das Quorum sensing-System in V. harveyi. Dargestellt ist die Zelldichte-abhéngige Regulation der
Biolumineszenz in V. harveys mit der Signaltransduktionskaskade bei niedriger Zelldichte (A) und hoher
Zelldichte (B). HAI-1: Harveyi-Autoinduktor 1, AI-2: Autoinduktor 2, CAI-1: Cholerae-Autoinduktor 1,
LuxM: Synthase fiir HAI-1, LuxS: Synthase fiir AI-2, CqsA: Synthase fiir CAI-1, LuxN/LuxQ/CqsS:
Hybridsensorkinasen, LuxU: Phosphorelay-Protein, LuxO: Antwortregulator, LuxR:
Transkriptionsaktivator, H: Histidinrest, D: Aspartatrest, P: freie Phosphorylgruppe, PP: Periplasma, CM:
Cytoplasmamembran, CP: Cytoplasma (aus: Stambrau, 2008).

Die Expression der /uxCDABE-Gene und anderer Quorum sensing-regulierten Gene

erfolgt dabei nur bei hoher Zelldichte (Anwesenheit von Autoinduktoren), wenn der
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Antwortregulator LuxO im dephosphorylierten Zustand vorliegt und damit inaktiv ist
(Abb. 1.2B). Unter dieser Voraussetzung bindet der Transkriptionsaktivator LuxR an den
Jux-Promotor, wodurch die Genregulation gestartet wird (Miyamoto et al, 1994). Dieser
Zustand dndert sich, wenn LuxO bei niedriger Zelldichte (Abwesenheit von
Autoinduktoren) durch die Kinaseaktivitit der Hybridsensorkinasen vermutlich iiber das
Phosphorelay-Protein LuxU (HPt-Protein) phosphoryliert wird. Zusammen mit dem
alternativen Sigma-Faktor ¢>* bildet LuxO einen Komplex, der die Expression von Genen
induziert, die fiir fiinf kleine regulatorische sSRNA-Molekiile (Qrrl - 5) (Tu und Bassler,
2007) codieren. Diese SRNA-Molekiile destabilisieren zusammen mit dem RNA-Chaperon
Hfq die mRNA von /uxR, sodass die Expression der /ux-abhingigen Gene unterdriickt
wird (Abb. 1.2A) (Lenz et al, 2004; Lilley und Bassler, 2000; Tu und Bassler, 2007; Waters
und Bassler, 2006). Bei hoher Zelldichte wird die Kinaseaktivitit der Hybridsensorkinasen
hingegen gehemmt, wodurch sich das Gleichgewicht von LuxU/LuxU~P verschiebt
(Timmen et al., 2006).

Durch das Vorhandensein der drei Hybridsensorkinasen wird es V. harveyi ermoglicht
gleichzeitig drei unterschiedliche Signalmolekiile zu detektieren, die das Bakterium selbst

synthetisiert:

i) Das Acylhomoserinlacton HAI-1 (Harvey: Autoinduktor-1) (Abb. 1.3A) wird von
der Synthase LuxM synthetisiert und direkt von LuxN detektiert (Abb. 1.2). Es ist
ein typisches N-Acylhomoserinlacton: N-3-Hydroxyl-Butanoyl-Homoserinlacton
(Cao und Meighen, 1993; Cao und Meighen, 1989; Freeman et a/, 2000; Henke und
Bassler, 2004).

iil) Der  Furanosylboratdiester = AI-2 (3-Methyl-5,6-Dihydrofuro(2,3-D)(1,3,2)
Dioxaborol-2,2,6,6-Tetraol) (Abb. 1.3B) wird von der Synthase LuxS synthetitisiert.
Detektiert wird AI-2 von dem periplasmatischen Protein LuxP, das mit der
Hybridsensorkinase LuxQ assoziiert ist (Abb. 1.2) und homolog zum
periplasmatischen Ribose-Bindeprotein von E. coli ist. Dadurch verdndert sich die

Aktivitdit von LuxQ, sodass das Signal des Autoinduktors ins Cytoplasma
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weitergeleitet werden kann (Bassler et a/, 1994; Henke und Bassler, 2004; Neiditch

et al., 2005).

iii) Der Autoinduktor CAI-1 (Cholerae Autoinduktor-1) wurde zunichst in Vibrio
cholerae entdeckt (Abb. 1.3C) (Miller er al, 2002). Durch genetische Analysen
wurden auch bei V. harveyi die Gene cgsA, das fiir die Autoinduktor-Synthase
CqgsA codiert (Cholerae gquorum-sensing autoinducer), und cgsS, das fiir die
Hybridsensorkinase CqsS codiert (Cholerae guorum-sensing sensor), nachgewiesen
(Abb. 1.2) (Henke und Bassler, 2004). Der Autoinduktor CAI-1 wurde erst kiirzlich
als (95)-3-Hydroxytridecan-4-on identifiziert und beschreibt einen neuen Typ

bakterieller Autoinduktoren (Higgins ez al, 2007).

A H o B HO, ,OH

| B

0" o

HObCH;;
HO 0 Ho SO
c

0
OH

Abb. 1.3: Strukturformeln der Autoinduktoren im Quorum sensing-System von V. harveyi. A: HAI-1, N-3-
Hydroxyl-Butanoyl-Homoserinlacton, B: AI-2, 3-Methyl-5,6-Dihydrofuro(2,3-D)(1,3,2)dioxaborol-2,2,6,6-
tetraol, C: CAI-1, (5)-3-Hydroxytridecan-4-on.

Da V. harveyi sowohl HAI-1 als auch AI-2 synthetisiert, wird postuliert, dass diese
Spezies in der Lage ist, sowohl mit der eigenen als auch mit anderen Spezies zu
kommunizieren. Dies ermdglicht V. harveyi sehr wahrscheinlich neben der Bestimmung
der Zelldichte auch die der bakteriellen Zusammensetzung (Bassler, 1999). Nachdem

Henke und Bassler (2004) feststellten, dass CAI-1 aus V. harveyi die Genexpression von
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V. cholerae und umgekehrt kontrolliert, wird angenommen, dass die CAI-1-vermittelte

Zell-Zell-Kommunikation nur innerhalb der Gattung Vibrio vorkommt.

1.3.1  Das Zusammenspiel der drei Hybridsensorkinasen

Die drei Hybridsensorkinasen sind unabhédngig voneinander in der Lage, die Quorum
sensing-abhdngigen Prozesse zu regulieren. Studien iiber die Priferenz der
Autoinduktoren zeigten, dass nur bei Vorhandensein aller drei Signalmolekiile (HAI-1,
AI-2 und CAI-1) eine maximale Genregulation erreicht wird. Die drei Autoinduktoren
haben dabei einen synergistischen Effekt auf das Lux-System, wobei sich die Aktivitdten
der  Hybridsensorkinasen = im  Kinase/Phosphatase-Verhiltnis ~ unterscheiden
(LuxN > LuxQ > CqsS) (Henke und Bassler, 2004). Gleichzeitig wurde nachgewiesen, dass
die Signalstirke der drei Molekiile unterschiedlich grof8 ist. Dies ist u. a. auch abhingig
davon, ob die Bakterien auf festen Oberflichen oder in Fliissigkulturen wachsen. In
flissigen Medien wird das Quorum sensing-System in der Reihenfolge
LuxN > LuxQ > CgsS (HAI-1 > AI-2 > CAI-1) reguliert; auf Agar-Oberflichen werden die
Aktivitdten zu LuxN > CqsS > LuxQ (HAI-1 > CAI-1 > AI-2) umgewandelt (Henke und
Bassler, 2004). Timmen et al (2006) zeigten fiir die Hybridsensorkinase LuxN eine
konstitutive Phosphataseaktivitit, die unabhdngig ist von HAI-1. Ebenso wurde eine von

AI-2 unabhingige Phosphataseaktivitit fiir LuxQ nachgewiesen (Stambrau, 2008).

1.3.2 Die HAI-1 abhingige Hybridsensorkinase LuxN

Die Hybridsensorkinase LuxN in V. harveyi wurde erstmals 1993 mittels genetischer
Analysen von Bassler er al untersucht (Bassler er a/, 1993). LuxN hat mit 849
Aminosduren eine relative Molekiilmasse von 96,1 kDa (Abb. 1.4). Das Protein besteht aus
einer Histidinkinasedoméne mit einem hoch konservierten Histidinrest an Position 471
(H471), der als Sensorkinase die Phosphorylgruppe an die C-terminale Empfingerdoméine
eines Antwortregulators weiterleitet. Letztere enthilt einen konservierten Aspartatrest an

Position 771 (D771) (Bassler et al, 1994; Freeman et al, 2000). In Hydropathieanalysen
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der Proteinsequenz mit diversen Analyse-Programmen [Kyte-Doolittle (Kyte und
Doolittle, 1982), TopPred (Claros und Heijne, 1994), TMpred (Hofmann und Stoffel,
1993), SOSUI (Hirokawa et al, 1998) und TMHMM (Krogh er al, 2001)] wurden bis zu
neun transmembrane Dominen (TM) im Bereich der ersten 300 Aminosduren
vorhergesagt. Zur Bestimmung der Topologie von LuxN wurden Reportergenfusionen des
JuxN-Fragments unterschiedlicher Linge in den vorhergesagten transmembranen
Domidnen bzw. cytoplasmatischen wund periplasmatischen Schleifen mit den
Reportergenen /JacZ und phoA vorgenommen (Timmen, 2005). Mit Hilfe dieser
Reportergen-Untersuchungen und der Verteilung positiv und negativ geladener
Aminosduren entsprechend der , positive inside rule“ (von Heijne, 1992) konnte ein erstes
Modell der Sekundérstruktur von LuxN mit zumindest 8 Transmembrandominen erstellt
werden. Unklar blieb der Bereich der Aminosduren 1- 40 und damit die Lokalisation des

N-Terminus.

transmembrane Doméanen

f—%
i oo
| . | ||
1 303 461 530 721 802 849

Abb. 1.4: Dominenstruktur von LuxN. Dargestellt sind der transmembrane Bereich aus neun
vorhergesagten Transmembrandomaénen, die Histidinkinase- (HisKA) und die Empfingerdoméne (REC).

1.3.3  Die AlI-2 abhingige Hybridsensorkinase LuxQ

Im Gegensatz zu LuxN besteht die aus 859 Aminosduren mit einer relativen
Molekiilmasse von 96,9 kDa groffe Hybridsensorkinase LuxQ aus zwei
Transmembrandomédnen (TM), die durch eine periplasmatische Schleife verbunden sind.
Die Schleife wird aus zwei PAS-Domédnen gebildet; benannt nach den Proteinen: PER

(periodisches Protein in der Regulation des circadianen Rhythmus in Drosophila), ARNT
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(das AHR-nukleare Translokatorprotein fiir die Signaltransduktion in Sdugetieren), und
SIM (das Protein des Single-Minded Lokus in Drosophila) (Gu et al, 2000) (Abb. 1.5). An
die beiden PAS-Dominen ist das periplasmatische Protein LuxP gebunden. Zwischen der
zweiten Transmembrandomine und der Histidinkinasedomidne mit dem konservierten
Histidinrest an Position 492 (H492) befinden sich eine HAMP- und eine weitere PAS-
Domine, sowie eine Coiled-Coil-Struktur. Uber HAMP-Dominen weiff man, dass sie
extrazellulire Sensordomdnen mit intrazelluldren Signaldoménen verbinden. Sie bestehen
aus vier helikalen, parallelen Coiled-coil-Bereichen. Durch Rotation zweier Helices im
Uhrzeigersinn und Rotation zwei weiterer Helices entgegen dem Uhrzeigersinn um je 26°
kann zwischen zwei verschiedenen helikalen Anordnungen, so genannter ,Packing
modes‘, unterschieden werden. Dies entspricht einem bindren Schalter (Hulko er al,
2006). Durch eine Konformationsinderung in LuxQ kann so ein Alles-oder-Nichts-Signal
produziert werden.

Der konservierte Aspartatrest der Empfingerdoméne befindet sich an Position 785
(D785) (Neiditch er al, 2005). Erst kiirzlich wurde von Stambrau (2008) nachgewiesen,
dass LuxQ die Phosphorylgruppe auf LuxU bis zu zehnmal langsamer iibertragt als LuxN;
die Phosphataseaktivitit von LuxQ ist dagegen nur vierfach langsamer als die von LuxN.
Ebenfalls konnte bei diesen Untersuchungen gezeigt werden, dass LuxP, zusammen mit
dem Autoinduktor AI-2, die Kinaseaktivitit von LuxQ um maximal 40% reduziert,
wihrend die Phosphataseaktivitit davon unberiihrt bleibt. AI-2-freies LuxP hat keinen

Einfluss auf die Phosphatiibertragung von LuxQ auf LuxU (Stambrau, 2008).

periplasmatische

™ “ Schleife KTM Coilfd Coil
PASIPASIH HAMP IPASl HisKA REC
| | || | |
1 39 299 365 459489 711 859

Abb. 1.5: Doménenstruktur von LuxQ, Dargestellt sind die zwei Transmembrandoménen (TM) mit den
dazwischenliegenden PAS-Domaénen, die nachfolgende HAMP- und eine dritte PAS-Domine, sowie eine
Coiled-Coil-Struktur und die Histidinkinase- (HisKA) und Empfingerdoméne (REC).
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1.3.4 Die CAI-1 abhingige Hybridsensorkinase CqsS

Das Protein CgsS besteht aus 661 Aminosduren mit einer relativen Molekiilmasse von
ca. 75,5 kDa (Abb. 1.6). Es hat vier Transmembrandominen, an die sich die
Histidinkinase- (HisKA) und die Antwortregulatordomdne (REC) anschlief’en (Henke

und Bassler, 2004).

transmembrane Domanen

—r

il S
] | | | |
1 148 160 239 543 657 661

Abb. 1.6: Dominenstruktur von CgsS. Dargestellt sind der transmembrane Bereich, die Histidinkinase-
(HisKA) und die Empfingerdoméne (REC).

1.3.5 Das Phosphorelay-Protein (HPt) LuxU

Die Gene /fuxU und /uxO sind zusammen in einem Operon organisiert (luxOU-
Operon), wobei sich beide Gene um 4 Nukleotide {iberlappen. Das Gen /uxU codiert fiir
ein 114 Aminosduren grofles cytosolisches Protein (LuxU) mit einer relativen
Molekiilmasse von ca. 13 kDa. Ein in LuxU identifizierter Bereich aus 20 Aminosduren
mit einem konservierten Histidinrest (in LuxU: H58) ist bei Mitgliedern der
Phosphorelay-Protein-Familie, wie z.B. BvgS, ArcB und Ypdl, konserviert. Der
Histidinrest an Position 58 in LuxU lief} daher auf eine Phosphorelay-Funktion schlief3en.
Genetische und phénotypische Analysen zeigten, dass bei Abwesenheit von LuxU oder
wenn der Histidinrest H58 ausgetauscht ist, eine Induktion der Biolumineszenz-Gene
nicht moéglich ist. Daraus wurde gefolgert, dass LuxU essentiell fiir die Quorum sensing-
Signaltransduktionskaskade in V. harveyiist (Freeman und Bassler, 1999a). Timmen et al
(2006) konnten durch den Austausch des Aminosdurerestes H58 gegen Glutamin (H58Q)

biochemisch nachweisen, dass durch diesen Austausch eine Phosphorylierung des
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Proteins ausgehend von LuxN verhindert wird. Es wird davon ausgegangen, dass LuxU die
Phosphorylgruppe auf LuxO weiterleitet und dadurch sowohl als Phosphoryldonor, als
auch als Phosphorylakzeptor dient. Mittels NMR-Studien wurde kiirzlich die drei-

dimensionale Struktur des Proteins LuxU aufgeklért (Ulrich er aZ, 2005).

13.6 Der o%*-abhingige Antwortregulator LuxO

Der Antwortregulator LuxO hat mit 453 Aminosduren eine relative Molekiilmasse von
ca. 50 kDa und befindet sich im Cytoplasma. Er gehort zur Familie der o>*-abhingigen
Transkriptionsaktivatoren (Lilley und Bassler, 2000). Proteine dieser Familie haben eine
Empfingerdomine (receiver, REC) mit einem konservierten Aspartatrest (in LuxO: D47)
und ein Helix-turn-Helix-Motiv (HTH) am C-terminalen Ende. LuxO besitzt aufSerdem
eine AAA*-ATPase-Domine, eine konservierte Region von ca. 220 Aminosduren
zwischen der Empfingerdomdne und dem Helix-turn-Helix-Motiv (AAA: “A7Pases
associated with a variety of cellular activities’) (Abb. 1.7). Damit zdhlt LuxO, wie das
Protein NtrC, zur Familie der AAA-Superfamilie (Cullen er a/, 1996; Elderkin et al, 2005;
Lee et al, 2003; Neuwald er al, 1999). Zu den von AAA-Proteinen ausgefiihrten
zelluldren Aktivititen zdhlen u. a. Proteolyse, Proteinfaltung, Transmembrantransport,
Biogenese von Organellen und DNA-Replikation (Vale, 2000).

Auf die Empfingerdomidne im N-terminalen Bereich mit dem konservierten
Aspartatrest D47 wird vermutlich in der Signaltransduktionskaskade die
Phosphorylgruppe von LuxU iibertragen. Freeman und Bassler (1999b) wiesen fiir den
Aspartatrest D47 mittels phdnotypischer Analysen eine entscheidende Signalfunktion in
LuxO nach. Durch Austausch gegen die Aminosduren Alanin (D47->A) und Asparagin
(D47->N) wurde festgestellt, dass dadurch eine Phosphorylierung von LuxO nicht mehr
moglich ist und das /ux-Operon konstitutiv exprimiert wird. Der Austausch gegen
Glutamat (D47->E) hingegen bewirkte, dass der phosphorylierte Zustand von LuxO
simuliert wird und die Zellen kein Licht produzieren (Freeman und Bassler, 1999b). Die
Empfingerdomine ist daher eine regulatorische Domine, die die Aktivitdt des AAA-

Aktivators kontrolliert. Durch die Phosphorylierung am Aspartatrest wird moglicherweise
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eine Konformationsinderung induziert, die die Oligomerisierung der zentralen ATPase-
Domine bewirkt. Die Oligomerisierung ist vermutlich notwendig fiir die ATP-Hydrolyse
und den Kontakt mit dem Sigma-Faktor 0 (Lee et a/, 2003). Es wird angenommen, dass
die AAA-Doménen als ,ATP-abhingige Proteinklammern® fungieren (Confalonieri und
Duguet, 1995). Das Helix-turn-Helix-Motiv befindet sich C-terminal und ist zustdndig fiir

die Bindung an die DNA.

1 113 133 404 444 453

Abb. 1.7: Doménenstruktur von LuxO. Dargestellt sind die N-terminale Empfingerdoméne (REC), die
AAA+-ATPase-Domine (AAA) und die DNA-Bindedomine (HTH).

Mit dem Programm PyMol von DeLano Scientific LLC (http://pymol.sourceforge.net/)
konnte anhand ausreichender Identititen der Aminosduresequenz von LuxO und dem
Protein NtrC die Struktur von LuxO fiir den Aminosdure-Bereich 1-378 erstellt werden

(Abb. 1.8). Eindeutig erkennbar ist ein groffer Anteil o-helikaler Strukturen im Protein.

Abb. 1.8: Tertidrstrukturmodell von LuxO des Aminosiurebereichs 1-378. Modelliert wurde die Struktur
mit dem Programm PyMol anhand ausreichender Identititen der Aminosduresequenz von LuxO und NtrC.
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Das Protein LuxO konnte bisher biochemisch noch nicht ndher charakterisiert werden.
Die heterologen Untersuchungen in £. coli beschrinkten sich hauptsichlich auf die
Erzielung von LuxO in loslicher Form. Aktivititsmessungen mit radioaktivem
Acetylphosphat oder ATP des nur unzureichend isolierten und angereicherten LuxO
waren nicht erfolgreich (Timmen, 2005). So konnte der Phosphotransfer von LuxU auf

LuxO bisher noch nicht nachgewiesen werden.
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1.4 Aufgabenstellung

Das Quorum sensing-System in V. harveyi wurde bisher hauptsichlich mittels
genetischer Studien untersucht. Da ein System jedoch nur durch biochemische Studien
vollstandig charakterisiert werden kann, war es Ziel dieser Arbeit einzelne Komponenten
auf proteinbiochemischer Ebene in vitro zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Protein LuxN beziiglich seiner Membrantopologie
und seiner enzymatischen Aktivitit bei der Autoinduktor-Bindung von HAI-1
charakterisiert werden. Die von Timmen (2005) erhaltenen Ergebnisse zur Topologie
sollen erginzt und die Lokalisation des N-Terminus untersucht werden, um die Anzahl
der Transmembrandoméinen endgiiltig zu kldren. Weiterhin sollen die HAI-1-Bindestelle
von LuxN charakterisiert und der Einfluss von HAI-1 auf die Signalweiterleitung
untersucht werden. Im Zuge der biochemischen Charakterisierung soll LuxN gereinigt
und rekonstituiert werden.

Fiir das Protein LuxO konnte bisher nur in genetischen und phénotypischen
Untersuchungen eine Antwortregulatoraktivitit nachgewiesen werden. Die tatsdchliche
Aktivitdt dieses Proteins konnte noch nicht gezeigt werden, da es heterolog in £. coli
hauptsiachlich in Form von /nclusion Bodies (Einschlusskorperchen) produziert wird.
Durch weitere Versuche zur heterologen Produktion einer l6slichen Form bzw. durch
Reinigung und anschlief}ende Renaturierung des Proteins aus den Inclusion Bodies soll

ein enzymatisch aktives Protein gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Folgende Materialien fanden in dieser Arbeit Verwendung:

Tab. 2.1: Verwendete Materialien

Materialien Hersteller

Acetylphosphat Sigma (Deisenhofen)

Agar Agar Biotechnologie Euler (Frankfurt)
Agarose Serva (Heidelberg)

Alkalische Phosphatase (AP) NEB (Frankfurt)

Ampicillin (Natriumsalz) Roth (Karlsruhe)

Anti-pB-Galaktosidase-Antikorper

Anti-AP-konjugierter Antikorper

AP-konjugiertes Anti-Maus IgG
L-Arginin-HCl

[y-2P]-ATP

BioBeads

Carbenicillin (Dinatriumsalz)
Chloramphenicol

Desoxyribonuklease I (DNase)
DNA-Standard (1 kb bzw. 2-log-Ladder)

DNeasy Tissue Kit

Promega (Mannheim)

Caltag Laboratories (Burlingame,
Californien, USA)

GE Healthcare (Braunschweig)
Roth (Karlsruhe)

GE Healthcare (Braunschweig) bzw.
PerkinElmer (Rodgau-Jiigesheim)
BioRad (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
NEB (Frankfurt)

QIAgen GmbH (Hilden)



2 MATERIAL UND METHODEN

19

Materialien

(Fortsetzung 1ab. 2.1: Verwendete Materialien)

Hersteller

dNTPs (Desoxy-Nukleotidtriphosphate)
E. colitotal Lipid-Extract

HAI-1

Isopropyl-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin (Sulfat)

Kieselgel 60 DC-Alufolie (10 x 10 cm)
Molybdéanblau-Sprithreagenz

Lauryldimethylaminoxid (LDAO),
purum, ~30% in H20

Lysophosphatidylethanolamin
n-Dodecyl-B-D-maltosid
Ni**-NTA-Agarose
Ninhydrin-Reagenz
Nitrozellulose-Membran
Nucleotide Removal Kit
Oligonukleotide

ortho-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid
(oNPG)

Page RulerTM Prestained Proteinstandard
Pefabloc® SC (AEBSF)
Penta-His-Antikorper
Pfu-DNA-Polymerase

Phusion-DNA-Polymerase

Invitrogen (Karlsruhe)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama)
Universitiat Gottingen

PeqLab (Erlangen)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Fluka (Neu-Ulm)

Sigma (Deisenhofen)

Calbiochem (La Jolla, Kalifornien)

QIAgen GmbH (Hilden)

Riedel-de Haén (Seelze)

Schleicher & Schuell (Dassel)

QIAgen GmbH (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe) bzw. Operon (K6ln)

Sigma (Deisenhofen)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Boehringer Mannheim

QIAgen GmbH (Hilden)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Finnzymes Diagnostics (Espoo)
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Materialien

(Fortsetzung 1ab. 2.1: Verwendete Materialien)

Hersteller

PMSF

[32P]-ortho-Phosphat
“Prestained”-HMW-Proteinstandard
Pyridin

QIA-prep-spin Plasmid Kit
QIAquick-Gel-Extraction Kit
QIAquick-PCR-Purification Kit
Restriktionsenzyme
Rinderserumalbumin (BSA)

SeeBlue Plus2 Prestained Proteinstandard
T4-DNA-Ligase

T4 -Polynukleotidkinase

Taq-DNA-Polymerase

Sigma (Deisenhofen)

GE Healthcare (Braunschweig)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

QIAgen GmbH (Hilden)
QIAgen GmbH (Hilden)
QIAgen GmbH (Hilden)

NEB (Frankfurt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

NEB (Frankfurt)

NEB (Frankfurt)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Alle hier nicht aufgefithrten Materialien wurden von den Firmen Bayer (Leverkusen),

Biomol (Hamburg), BioRad (Miinchen), Biozym Diagnostics GmbH (Hess. Oldendorf),

Fluka (Neu-Ulm), Gibco/BRL (Eggenstein), ICN Biomedicals Inc. (Aurora, Ohio),

E. Merck (Darmstadt), Riedel-de Haén (Seelze), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth

(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) im Reinheitsgrad “pro analysis®

bezogen.
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2.2 Stdmme, Plasmide und Oligonukleotide

2.2.1 Verwendete Stimme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli- und Vibrio harveyi-

Stamme sind in Tab. 2.2 aufgelistet:

Tab. 2.2: Verwendete Stimme

Stamm Genotyp Referenz

E. coliBL21 (DE3)/pLysS F- ompT hsdSs(rs” ms’) gal Studier er al., 1991
dcm (DE3) pLysS (CmR)

E coliCC118 araD139 Aara leu/6a7 Manoil und Beckwith,
AlacX74 AphoA20 galFE galK | 1985
thi rpsE rpoB argE (am)
recAl

F. coli CC181 F128 lacF A(ara, leu)7679 Calamia und Manoil, 1990
AlacX74 A(phoA)20 galE
galK thi rpsE rpoB argE(am)
lacY328 (am) recAl

E. coli]M109

F' traD36 proA" B' lacF
A(lacZ) M15/A(lac-proAB)
glnV44 el4” gyrA96
recAl relAl endAl thi
hsdR17

Yanisch-Perron er al,
1985

E. coliMG1655

F- K12 Referenzstamm

Blattner et al, 1997

E. coli MM39 araD lacIANU1269 malE444 Jonathan Beckwith,
(StrR) personliche Gabe
E. coli TKR2000 AkdpFABCDE thi rha lacZ | Kollmann und Altendorf,

habA trkA405 trkD1 atp706

1993

V. harveyi BB120

Wildtyp

Bassler et al, 1997

V. harveyi BB170

V. harveyi BB120 Jux/V::Tn5

Bassler er al, 1993
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2.2.2 Plasmide

In Tab. 2.3 sind die verwendeten und neu konstruierten Plasmide aufgelistet:

Tab. 2.3: Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz | Genotyp Referenz
pTLuxN-6His Ampr JuxNin pT7-5 Timmen, 2005
pTPutP(S502)lacZ Amp®r putPS502 und lacZin pT7-5 | Heinrich Jung,
personliche Gabe
pTPutP(S502)phoA AmpR putPS502 und phoA in pT7-5 |Heinrich Jung,
personliche Gabe
pTLuxNE40lacZ Amp? IuxN1-40 lacZin pT7-5 diese Arbeit
pTLuxNQ150lacZ Amp®r JuxN1-150 JacZin pT7-5 diese Arbeit
pTLuxNA190phoA AmpR JuxN1-190 phoA in pT7-5 diese Arbeit
pTLuxNP276lacZ AmpR IuxN1-276 lacZin pT7-5 diese Arbeit
pTLuxNP276phoA Amp®r IluxN1-276 phoA in pT7-5 Timmen, 2005
pT7Pol26 Kan® Helferplasmid Mertenset al., 1995
pMAL-p2X Amp? Expressionsvektor NEB (Frankfurt)
pMAL-c2X Amp®r Expressionsvektor NEB (Frankfurt)
pMALpLuxNb-6His Ampr JuxNb in pMAL-p2x diese Arbeit
pMALcLuxNb-6His Ampr JuxNbin pMAL-c2x diese Arbeit
pKKLuxNb-6His Amp*r JuxNbin pKK223-3 Timmen, 2005
pKKLuxNbY50F-6His Amp* TuxNbY50F in pKK223-3 diese Arbeit
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(Fortsetzung 1ab. 2.3: Verwendete Plasmide)

pKKLuxNbY53F-6His AmpR luxNbY53F in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbS54A-6His Amp®r luxNBS54A in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbC56A-6His AmpR IuxNBC56A in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbI58A-6His Ampt IuxNBI58A in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbW60F-6His | Amp® luxNbW 60F in pKK?223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbS62A-6His AmpR luxNBS62A in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbS63A-6His AmpR luxNBS63A in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbY66C-6His Ampr luxNbY66C in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbT69V-6His Ampr luxNBT69V in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbD70C-6His Ampt IuxNbD70C in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbD70E-6His Ampr luxNbD70E in pKK?223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbP73C-6His Ampr luxNbP73C in pKK?223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbE74Q-6His AmpR luxNbBE74Q in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbS78A-6His Amp®r luxNBS78A in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbK85L-6His Ampr IuxNPK85L in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbL166R-6His | Amp* IuxNBL166R in pKK223-3 diese Arbeit
pKKLuxNbY66D70P73C- | Amp® luxNbY66D70P73C in diese Arbeit
6His pKK223-3

pUC19-CadC2 Amp? cadC2in pUC19 (Fermentas) |Ina Haneburger,

personliche Gabe
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(Fortsetzung 1ab. 2.3: Verwendete Plasmide)

pUCLuxNb-6His AmpR luxNb-6His in pUC19-CadC2 |diese Arbeit

pUCLuxNbY66C-6His Ampr luxNbY66C-6His in pUC19- | diese Arbeit
CadC2

pUCLuxNbD70C-6His AmpR IuxNbD70C-6His in pUC19- | diese Arbeit
CadC2

pUCLuxNbP73C-6His AmpR luxNbP73C-6His in pUC19- | diese Arbeit
CadC2

pUCLuxNbD70C-6His Amp®r luxNbD70C-6His in pUC19- | diese Arbeit
CadC2

pUCLuxNbY66D70P73C- | Amp* luxNbY66D70P73C-6His in diese Arbeit

6His pUC19-CadC2

pUCLuxNbP73C-6His AmpR luxNbP73C-6His in pUC19- | diese Arbeit
CadC2

pUCLuxNbL166R-6His | Amp® luxNbL166R-6His in pUC19- | diese Arbeit
CadC2

pFED368 Cm?® luxPQin pEVS143 plus Cm- | Neiditch, 2006
Kassette

pFEDLuxNb-6His Cm? luxNb-6His in pFED368 diese Arbeit

pFEDLuxNbY66C-6His |Cm? luxNbY66C-6His in pFED368 | diese Arbeit

pFEDLuxNbD70C-6His |Cm? IuxNbD70C-6His in pFED368 | diese Arbeit

pFEDLuxNbP73C-6His |Cm? luxNbP73C-6His in pFED368 |diese Arbeit

pFEDLuxNbY66D70P73 |Cmt luxNbY66D70P73C-6His in diese Arbeit

C-6His pFED368

pFEDLuxNbL166R-6His |Cm? luxNBL166R-in pFED368 diese Arbeit

pRK2013 Kan® Helferplasmid fiir Konjugation | Ditta et a/, 1980

pQELuxU-6His AmpR luxUin pQE30 (QIAgen) Timmen, 2005

pETLuxO-10His AmpR IuxOin pET16b (Novagen) Timmen, 2005
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(Fortsetzung 1ab. 2.3: Verwendete Plasmide)

pETLuxO1-130-10His Ampht 10His-/uxO1-130 in pET16b | diese Arbeit
pETLuxO1-386-10His Amp®r 10His-1uxO1-386 in pET16b | diese Arbeit
pElloLuxO-10His AmpR luxOin pEllo10His Timmen, 2005
pMALp-LuxO10His AmpR 10His-luxOin pMAL-p2x diese Arbeit

2.2.3 Verwendete Oligonukleotide

In Tab. 2.4 sind die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide verzeichnet:

Tab. 24: Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid

Sequenz

LuxNBamHI sense

5'- AAAGGGGGATCCATGTTTGATTTTAGCCTAGAG - 3”7

LuxNE40Nhe-neu-as

5'- CCAAAGCTAGCTTCATTITTTTTGCTTAAGTCG - 3

LuxNQI50Nhe 5’- TCGATGCTAGCTTGACTTGGGCCGACAATATC - 3
antisense

LuxNA190Nhe 5~ TAGTTGCTAGCGGCTAGAGTCAGCTTACTGC - 3
antisense

pKK7000 5'- GTCAGGCAGCCATCGGAAGCT - 3

LuxNHA71Q 5’- TTACGCATTTCTTGAGCAATA - 3

antisense

LuxNY50Fs 5'- CCACGCAGCTTTTATTGCGTACTCG - 3
LuxNY50Fas 5'- CGAGTACGCAATAAAAGCTGCGTGG - 3
LuxNY53Fs 5’- GCTTATATTGCGTTCTCGGTGTGTATC - 3°

LuxNY53Fas

5'- GATACACACCGAGAACGCAATATAAGC - 3"
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(Fortsetzung 1ab. 2.4: Verwendete Oligonukleotide)

LuxNS54Aas 5- AATGATACACACCGCGTACGCAATATAAGC - 3
LuxNC56As 5'- GTACTCGGTGGCTATCATTGCGTGG - 3"
LuxNC56as 5’- CCACGCAATGATAGCCACCGAGTACG -3’
LuxNI58As 5- GGTGTGTATCGCTGCGTGGATCAG - 3~
LuxNI58Aas 5’- GATCCACGCAGCGATACACACCG - 3~
LuxNW60Fs 5'- TATCATTGCGTTTATCAGCAGCAA - 3”
LuxNW60Fas 5'- TGCTGCTGATGAACGCAATGATAC - 3’
LuxNS62As 5'- TGCGTGGATCGCTAGCAATGCIT - 3~
LuxNS62Aas 5'- AAGCATTGCTCGCGATCCACGCAATG - 3~
LuxNS63As 5'- TGCGTGGATCAGCGCCAATGCTTATTTC - 3’
LuxNS63Aas 5- AATAAGCATTCGCGCTGATCCACG - 3
LuxNY66Cs 5’- CAGCAATGCTTGTTTCCATACCG - 3°
LuxNY66Cas 5'- CGGTATGGAAACAAGCATTGCTG - 3~
LuxNT69Vs 5- TTATTTCCATGTCGATTTACTGC - 3°
LuxNT69Vas 5- GCAGTAAATCGACATGGAAATAAG -3’
LuxND70Cs 5- TTTCCATACCTGTTTACTGCC - 3"
LuxND70Cas 5- GGCAGTAAACAGGTATGGAAATAAGC -3’
LuxND70E-sense 5- TTTCCATACCGAATTACTGCCCG - 3"
LuxND70E-antisense |5'- CGGGCAGTAATTCGGTATGGAAATA -3’
LuxNP73Cs 5’- CTCCGAGCTCGCACAGTAAATCG - 3°
LuxNP73Cas 5'- CGATTTACTGTGCGAGCTCGGAGC - 3"
- CAGCAATGCTTGTTTCCATACCTGTTTACTGT A
LYegD70p7sCs |7« CAGCANTGCTTGTTICCATACCTGTTTACTGTGES
t- AGCT ACAGTAAACAGGTATGGAAACA
LoYGeD70p73Can |7 - CICCGACCTCGCACAGTARACAGGTATGGAAA




2 MATERIAL UND METHODEN 27

(Fortsetzung 1ab. 2.4: Verwendete Oligonukleotide)

LuxNE74Qs 5- ATTTACTGCCCCAGCTCGGAGCTTCG - 3°
LuxNE74Qas 5'- AAGCTCCGAGCTGGGGCAGTAAATC - 3"
LuxNS78As 5’- GCTCGGAGCTGCAGCTGGCATGTTC - 3"
LuxNS78Aas 5'- GAACATGCCAGCTGCAGCTCCGAGCTC - 3
LuxNK85Ls 5- ATGTTCATGGCCCTGTTTGCCAACCTCG - 3”
LuxNK85Las 5- AGGTTGGCAAACAGGGCCATGAACAT - 3~

LuxNL166R-sense

- TTCTTTATCGGCCGCGTTAGCTTTG - 3’

LuxNL166R-as

Ul

- AACAAAGCTAACGCGGCCGATAAAG -3°

Ul

- GATATACCATGGCATGATGTTTGATTTTAGCCTAG

pKKLuxNpFED sense AGG -3

LuxNpFEDAatII as 5 -rlrl:gglfrl:;{‘xGACGTCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGC
LuxONdel sense 5- TATCTACATATGGTTGAAGACACCGCATCC - 3
LuxO(110)BamHI

antisense

Ul

"~ ATATGCGGATCCTCAATTGTTCACCGTGACACG - 3"

LuxOT130BamHI-as

Ul

- GCTACTGGATCCTTATTATTAGTAATTTTGGTTACC
GGGG - 3”7

LuxOV386BamHI-as

- GTCAGGGGATCCTTATTATTATACCGATTGGCGCA
CAACAG -3~

Qrr1-BamHI

- TTACTGGATCCTTGGCTTCTGTGAACATGTCG - 3"

Qrr1Promotor-EcoRI

- TGATTCGAATTCGGCTTTCAATGGCGTCTCTG - 3
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2.3 Kultivierung

Die Kultivierung von E. coli-Zellen erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, aerob bei
37°C in speziellen Vollmedien. £. co/i J]M109, CC118, CC181, BL21(DE3)/pLysS, MG1655
und MM39 wurden je nach Anwendung in Luria-Bertani (LB)-Medium [1% (w/v)
Trypton; 1% (w/v) NaCl; 0,5% (w/v) Hefeextrakt] oder in KML-Medium [1% Trypton;
1% (w/v) KCl; 0,5% Hefeextrakt] kultiviert. £ coli TKR2000 wurde ausschliefslich in
KML-Medium kultiviert.

Die Kultivierung von V. harvey:-Stimmen (BB120, BB170) erfolgte aerob bei 30°C in
LM-Vollmedium (LM) [2% (w/v) NaCl; 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt] oder
AB-Minimalmedium (AB-MM) nach Greenberg (Greenberg et al, 1979)
[1,75% (w/v) NaCl; 1,23% (w/v) MgSOs; 0,2% (w/v) Caseinhydrolysat; pH 7,5 mit KOH
eingestellt; nach Sterilisation steril zugeben: 1% (w/v) Glycerol; 1 mM L-Arginin;
10 mM KPi-Puffer (pH 7,0)]. Antibiotika wurden in den Konzentrationen von 100 pg/ml
(Ampicillin, Carbenicillin), 50 pg/ml (Kanamycin, Streptomycin) bzw. 34 pg/ml oder
10 pg/ml fiir V. harveyi BB170 (Chloramphenicol) zugesetzt. Die Optische Dichte wurde
bei einer Wellenlidnge von 600 nm in einem ,Spekol 1100“ Photometer (Analytic Jena,
Jena) oder alternativ in einem ,Eppendorf Biophotometer® (Eppendorf, Hamburg)

bestimmt.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Plasmidisolierung

Plasmid-DNA wurde aus 4 ml aus Ubernachtkulturen mittels des ,QIA-prep-spin-
Plasmid“-Kits nach Angaben des Herstellers isoliert. Die DNA wurde in 50 pl
Elutionspuffer [10 mM Tris/HCI (pH 8,5)] aufgenommen und bei -20°C gelagert.
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2.4.2 Isolierung von genomischer DNA

Chromosomale DNA wurde aus 250 pl Ubernachtkultur von V. harveyi BB120 mittels

des ,DNeasy Tissue“-Kit nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.4.3 Modifikation von DNA

Die Standard-DNA-Techniken wurden, falls nicht anders beschrieben, nach Sambrook
et al (1989) durchgefithrt. Die in vitro-Verinderungen von DNA-Molekiillen wie
Restriktionen und Ligationen wurden unter den vom Hersteller empfohlenen
Bedingungen durchgefiihrt. Linearisierte Vektoren wurden zur Verhinderung einer

Religation 30 min bei 37°C mit Alkalischer Phosphatase behandelt.

2.4.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die analytische und préiparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Dafiir wurden Gele mit 1,0 - 1,6% (w/v) Agarose in TAE-
Puffer [40 mM Tris; 40 mM Essigsdure; 1 mM EDTA; pH 8,0] verwendet, die mit
0,2 pg/ml Ethidiumbromid versetzt waren. Vor dem Lauf wurde zu den Proben 10x DNA-
Probenpuffer [50% (v/v) Glycerol; 0,1 M EDTA; 1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) Bromphenol-
blau] gegeben. Zur Bestimmung der DNA-Fragment-Grofien diente der 2-Log-Ladder-
Standard. Der Gellauf wurde in einer ,Mini Sub DNA Cell“-Agarosegel-Laufkammer
(BioRad, Miinchen) bei konstant 100 V fiir 30 - 60 min durchgefiihrt. Die Detektion der
aufgetrennten DNA erfolgte auf einem UV-Transilluminator bei 304 nm, die

Dokumentation der Gele mit einer Gel-Dokumentationsanlage der Firma PeqLab.

2.45 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden mittels des ,,QIAquick-Gel-Extraction®-Kits nach Angaben
des Herstellers aus den Agarosegelen extrahiert. Die DNA wurde in 30 pl EB-Puffer
[10 mM Tris/HCl (pH 8,5)] aufgenommen und bei -20°C gelagert.
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2.4.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration von Plasmid-Priparationen wurde photometrisch in einem
~Eppendorf BioPhotometer” (Eppendorf, Hamburg) oder einem ,,Spekol 1100“ Photometer

(Analytic Jena, Jena) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt.

2.47 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA wurde durch den Sequenzierservice
des Bereichs Genetik der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen durchgefiihrt. Diese
erfolgte nach dem Prinzip des “Cycle Sequencing”, welches auf dem nach Sanger er al
(1977) beschriebenen Kettenabbruchverfahren mit Didesoxynukleotiden basiert. Die
Sequenzierreaktion wurde in einem Endvolumen von 10 pl mit ca. 600 ng Plasmid-DNA,
2 pmol Oligonukleotid und 1 pl ,BigDye® Terminator v3.1 Sequencing’-Mix in einem
Thermocycler (Eppendorf, Hamburg) durchgefithrt. Die Denaturierung der
doppelstringigen DNA erfolgte dabei pro Reaktionszyklus fiir 10 s bei 96°C, das Anlagern
der Oligonukleotide fiir 15 s bei 50°C und die DNA-Amplifikation fiir 4 min bei 60°C.
Nach 30 Zyklen wurde die Reaktion beendet und die Reaktionsansitze bis zur
Weiterbearbeitung bei 16°C gekiihlt. Die Proben wurden anschliefend vom
Sequenzierservice weiter bearbeitet.

Alternativ wurden DNA-Sequenzanalysen durch die Firma GATC (Konstanz) mit

entsprechendem Plasmid und Oligonukleotiden durchgefiihrt und ausgewertet.

2.48 Markierung von DNA

Die Herstellung einer DNA-Sonde fiir Bindeexperimente mit dem Protein LuxO
erfolgte mittels PCR. Als Template-DNA fiir die ,spezifische DNA® diente genomische
DNA aus dem /uxOU-Operon aus V. harveyi BB120 (bp -258 stromabwirts des Start-
Codons von /uxO bis +116 stromaufwirts des Start-Codons von /ux(O), die mit den

Oligonukleotiden Qrr1-BamHI als Sense-Primer und Qrr1Promotor-EcoRI als Antisense-
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Primer amplifiziert wurde. Die ,unspezifische DNA® wurde aus dem Gen /uxO (bp +1 bis
+110 stromaufwirts des Start-Codons von /uxO) mit den Oligonukleotiden
LuxONdel sense als Sense-Primer und LuxO(110)BamHI antisense als Antisense-Primer
amplifiziert. Die Amplifizierung erfolgte nach folgendem PCR-Programm: die initiale
Denaturierung der doppelstringigen DNA dauerte 2 min bei 94°C, die Denaturierung
erfolgte dann pro Reaktionszyklus fiir 48 s bei 94°C, das Anlagern der Oligonukleotide fiir
48 s bei 60°C und die DNA-FElongation fiir 1 min bei 72°C. Die finale Elongation dauerte
10 min bei 72°C. Nach 30 Zyklen wurde die Reaktion beendet und die Reaktionsansitze
bis zur Weiterbearbeitung bei 16°C gekiihlt. Die Amplifikate der ,unspezifischen DNA*
(366 bp) und der ,spezifischen DNA®“ (110 bp) wurden mittels Gelelektrophorese
verifiziert und isoliert. Je 1 pg der Amplifikate wurden zunidchst fiir 1 h bei 37°C durch
Zugabe von 5 U Alkalische Phosphatase dephosphoryliert und danach mit dem ,,Qiaquick-
PCR-Purification Kit" extrahiert. Die Markierung des PCR-Fragments erfolgte durch 5°-
Endmarkierung mit 10 pCi [y-*P]-ATP (3000 Ci/mmol) durch die T4-
Polynukleotidkinase [10 U] fiir 1 h bei 37°C nach dem Protokoll von NEB (Frankfurt).
Uberschiissige Nukleotide wurden nach dem Protokoll des ,Nucleotide Removal Kits*
entfernt. Die DNA wurde dann in 30 pl EB-Puffer [10 mM Tris/HCl (pH 8,5)]

aufgenommen.

2.49 Priparation kompetenter Zellen und Transformation

Die Transformation von £E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach einer
modifizierten RbCl-Methode (Promega, 1994). Zur Priparation von kompetenten Zellen
wurde eine Ubernachtkultur 1:100 in frisches Medium iiberimpft und aerob bei 37°C bis
zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODew) von 0,2 - 0,6 kultiviert. Anschlieffend
wurden die Zellen bei 4°C bei 4500xg fiir 5 min abzentrifugiert und in dem halben
Volumen kalter Losung A [10 mM MOPS; 10 mM RbCl; pH 7,0] resuspendiert. Nach
erneuter fiinfminiitiger Zentrifugation bei 4500xg wurden die Zellen im gleichen
Volumen kalter Loésung B [100 mM MOPS; 50 mM CaClz;; 10 mM RbCL; pH 6,5]

resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
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Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in Losung B (10% des Ausgangsvolumens)
aufgenommen und dann direkt fiir die Transformationen verwendet. Fiir die
Transformation wurden 200 pl kompetente Zellen mit 100 - 200 ng Plasmid-DNA oder
einem ganzen Ligationsansatz mindestens eine Stunde auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock (90 s bei 42°C) wurde zu jedem Ansatz 1 ml LB- bzw. KML-Medium (bei
E coli TKR2000 ausschliefdlich KML-Medium) gegeben und fiir mindestens eine Stunde
aerob bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen auf geeignetem
Selektionsndhrboden ausplattiert. Bei Plasmidtransformationen wurden 70 - 100 pl des
Transformationsansatzes ausplattiert; bei Ligationstransformationen wurde der gesamte
Ansatz fiir 3 min bei 5100xg und RT abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet im restlichen Uberstand (ca. 100 — 130 pl) resuspendiert und ausplattiert. Die

Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.4.10 Komplementation von £. coli MM39 und V. harveyi BB170

2.4.10.1 Komplementation von £. coli MM39

Zur Komplementation des Stammes £. coli MM39 wurden E. coli MM39-Zellen mit
den Plasmiden pMALp-LuxN und pMALc-LuxN, sowie den Leerplasmiden pMAL-p2X und
pMAL-c2X (NEB, Frankfurt) transformiert. Die Zellen wurden aus einer UNK wie in 2.3
beschrieben kultiviert, auf Agarplatten mit M9-Minimalmedium (mit 0,1% Maltose als

einzige Kohlenstoffquelle) ausgestrichen und bei 37°C inkubiert.

2.4.10.2 Komplementation von V. harveyi BB170 via Triparental Mating mit
anschlieffendem Biolumineszenz-Assay

Komplementation: Fir die Komplementation von V. harveyr BB170 wurde ein
Triparental Mating durchgefiithrt. Hierzu wurden £. coli CC118/pRK2013, E. coli CC118

mit den Plasmiden pFEDLuxNb-6His, pFEDLuxNbL166R-6His, pFEDLuxNbY66C-6His,
pFEDLuxNbD70C-6His, pFEDLuxNbP73C-6His und pFEDLuxNbY66D70P73C-6His, und



2 MATERIAL UND METHODEN 33

V. harveyi BB170 verwendet. Von den Donor- und Empfingerstimmen sowie vom
Helferstamm £. co/i CC118/pRK2013 wurden stationdre Kulturen hergestellt. In einem
Eppendorfgefifs wurden 100 pl des Donor-, 100 pl des Helfer- und 25 pl des Empfanger-
Stammes vermischt. Die Zellen wurden in die Mitte von LB-Agarplatten getropft und bei
30°C iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Zellen mit Hilfe eines sterilen
Holzstibchens von der Agarplatte in ein Eppendorfgefif mit 1 ml BHI-Medium
[2% (w/v) NaCl; 2,5% (w/v) Hirn-Herz-Bouillon (Difco)] iiberfiithrt (abgedndert nach:
Freeman und Bassler, 1999b). Nach Verdiinnung mit BHI-Medium wurden die Zellen aus
dem BHI-Medium in einem 13-Impfésenausstrich zur besseren Vereinzelung auf
Selektionsplatten [BHI-Agar (BHI-Medium mit 2% Agar) + Antibiotika] ausgestrichen
und fiir 2 Tage bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden mit einem sterilen Holzstibchen
abgenommen und in AB-Medium (+ Antibiotikum und alternativ 266 uM FeCls) iiber
Nacht kultiviert. Alternativ kann auch Rinderherz-Bouillon (HI) verwendet werden

(Freeman und Bassler, 1999b).

Biolumineszenz-Assay: Ubernachtkulturen wurden auf eine ODew von 0,02 pro Well
(Gesamtvolumen: 200 pl) eingestellt und bei 30°C und 600 rpm fiir eine Zeitraum von 17-
20 h im Platteninkubator (Eppendorf) aerob inkubiert. Als Kontrolle diente AB-Medium
im gleichen Volumen. Die Inkubation erfolgte direkt in 96-Well-costar“-Platten (Corning
Incorporated, New York). Diese speziellen schwarzen Platten mit durchsichtigem Boden
ermoglichen die Messung der Lumineszenz im Platten-Luminometer (Centro CB960,
Berthold) in RLU (relative light units, entsprechen: Counts pro Sekunde, bezogen auf
ODsoo 1; wobei ODsowo 1 = 1 x 10° Zellen/ml), und die Bestimmung der optischen Dichte bei
600 nm im Platten-Photometer (Sunrise, Tecan) zur Bestimmung der Zellzahl. Die
Biolumineszenz wurde in RLU/OD berechnet. Die verwendeten Platten wurden nach
Gebrauch mit Hilfe eines Platten-Reinigungsgerites (Columbus Pro) mit einer Mischung
aus SDS [1% (w/v)] und Wasserstoffperoxid [0,3% (v/v)] gewaschen, anschlieffend iiber

Nacht mit UV-Licht bestrahlt und erneut verwendet.
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2.4.11 Konstruktion der Plasmide

Die Konstrukte, die bei den Untersuchungen zur Topologie von LuxN mittels
lacZ]phoA-Fusionen Verwendung fanden, wurden nach folgendem Prinzip hergestellt:
Mit Hilfe eines Antisense-Primers (LuxNE40Nhe-neu-as, LuxNQ150Nhe antisense
und LuxNA190Nhe antisense) und dem Primer LuxNBamHI sense wurde per PCR das
jeweilige Fragment amplifiziert, welches an der gewiinschten Stelle (markiert durch
Angabe der Position der letzten vorhandenen Aminosdure) eine Nhel-Schnittstelle trug.
Mit den Restriktionsenzymen Nhel und BamHI wurde das Fragment sequentiell
geschnitten und fiir eine Fusion mit dem /acZ-Gen mit dem entsprechend linearisierten
Vektor pTPutP(S502)lacZ bzw. fiir eine phoA-Genfusion mit dem entsprechend
linearisierten Vektor pTPutP(S502)phoA ligiert. Der Vektor pTLuxN276lacZ entstand
durch Umsetzen des Fragments /ux/NV1-276 durch Restriktion mit Nhel und BamHI aus
dem Vektor pTLuxNP276phoA in den Vektor pTPutP(5502)lacZ.

Die Lage des N-Terminus von LuxN wurde mit Hilfe einer Fusion des Gens /ux/Nb an
malF durchgefiihrt. Hierzu wurde /ux/Vb aus pKKLuxNb-6His in die Vektoren pMAL-p2X
bzw. pMAL-c2X iiber die Schnittstellen BamHI und HindIII umgesetzt.

Die pKK-Derivate zur Identifizierung der HAI-1-Bindestelle wurden durch Zwei-Stufen-
PCR hergestellt. In der ersten Stufe mit dem Sense 1-Primer pKK7000 und Antisense 1-
Primer, der zu dem entsprechenden Aminosdureaustausch fithrt, entstand das
Amplifikat 1. Mit dem Sense 2-Primer, der zum Aminosdureaustausch fiithrt, und dem
Antisense 2-Primer LuxNH471Q antisense, entstand das Amplifikat 2. Beide Amplifikate
dienten als DNA-Template fiir die zweite Stufe, die mit dem Primer-Paar
pKK7000/LuxNH471Q antisense vorgenommen wurde. Die so hergestellten Gene
luxNbL166R und [uxNbD70OE wurden mit den Restriktionsenzymen AflII und Xhol
geschnitten und in den entsprechend geschnittenen Vektor pKKLuxNb-6His ligiert. Die
Gene JuxNbYS50F, IuxNbY53F, IuxINbS54A, IuxINbBC56A, [uxNbIS8A, IuxNbW6OF,
luxNS62A, luxNbS63A, luxNbY66C, luxNbT69V, luxNbD70C, luxNbP/3C, luxNbE74Q,
luxNS78A,  IuxNbK85L, IuxNbY66D70P73C  wurden  alternativ. mit den
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Restriktionsenzymen Xmal und Xhol geschnitten und in den entsprechend linearisierten
Vektor pKKLuxNb-6His ligiert.

Die pFEDLuxN-Derivate fiir den in vivo-Assay in V. harveyi BB170 (pFEDLuxNb-6His,
pFEDLuxNbL166R-6His, pFEDLuxNbY66C-6His, pFEDLuxNbD70C-6His,
pFEDLuxNbP73C-6His und pFEDLuxNbY66D70P73C-6His) wurden folgendermafien
hergestellt: ~ mittels PCR  mit dem = Primer-Paar = pKKLuxNpFED sense/
LuxNpFEDAatll antisense wurde eine Ncol-Schnittstelle am 5’-Ende und eine Aatll-
Schnittstelle am 3 "-Ende des Gens /ux/Nb-6His angefiigt. Als Template diente hierbei der
jeweilige zur Identifizierung der HAI-1-Bindestelle hergestellte pKK-Vektor (s. 0.). Die
Amplifikate wurden mit den Restriktionsenzymen Aatll und Ncol geschnitten. Die
Fragmente mussten iiber den Vektor pUC19-CadC2 subkloniert werden, da die Ligation
mit dem Vektor pFED368 schwierig war. Der Vektor pUC19-CadC2 musste nach der
Restriktion mit Aatll/Ncol zusitzlich mit BamHI geschnitten werden, da es durch
Aatll/Ncol zu gleichgrofien Fragmenten kam. Das jeweilige /ux/Vb-Fragment wurde dann
iber die Schnittstellen Aatll/Ncol mit dem Vektor pUC19-CadC2 ligiert. Die daraus
entstandenen pUCLuxN-Plasmide wurden daraufhin mit den Restriktionsenzymen
Pvul/HindIII geschnitten, da eine Restriktion mit den Restriktionsenzymen AatII/Ncol
wie oben erwidhnt, zu zwei gleichgrofden Fragmenten gefithrt hitte. Die mit
Pvul/HindIII-geschnittene DNA wurde danach mit AatIl/Ncol geschnitten und in den
Vektor pFED368 ligiert.

Die Plasmide zur Verkiirzung von LuxO wurden nach dem folgenden Prinzip hergestellt:
Das Plasmid pETLuxO1-130-10His entstand durch PCR mit dem Primer-Paar
LuxONdel sense/LuxOT130BamHI antisense und dem Vektor pETLuxO-10His als
Template. Das Plasmid pETLuxO1-368-10His entstand durch PCR mit dem Primer-Paar
LuxONdel sense/LuxOV368BamHI antisense und dem Vektor pETLuxO-10His als
Template. Beide Amplifikate wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel/BamHI
geschnitten und in den entsprechend linearisierten Vektor pETLuxO-10His ligiert.

Fiir die Konstruktion des Plasmids pMalp-LuxO10His wurde der Vektor pElloLuxO10His
mit den Restriktionsenzymen EcoRI/BamHI geschnitten. Das entstandene Fragment

wurde in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor pMAL-p2X umgesetzt.
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2.5 Biochemische und analytische Methoden

25.1 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden in der Regel in Abwandlung des Protokolls von Lowry
et al. (Lowry et al, 1951; Peterson, 1977) durchgefiihrt. Fiir Losungen mit geringerer
Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford er al (1976) angewendet. Als

Standardprotein fiir die Herstellung von Eichgeraden wurde BSA verwendet.

2.5.2 SDS-Page nach Laemmli (1970)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Dazu wurden 0,75 mm dicke Flachgele der Grofie 7x10 cm oder
16 x 20 cm verwendet. Die Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel 4,9%. Im
Trenngel variierte die Acrylamidkonzentration je nach gewiinschter Auftrennung der
Proteine zwischen 7,5 und 15%. Die SDS-Gele wurden mit Hilfe von Protogel-
Fertiglosung [30% Acrylamid (v/v); 0,8% Bisacrylamid (w/v)] hergestellt. Die
Proteinproben wurden vor dem Lauf mit SDS-Probenpuffer versetzt, so dass eine
Endkonzentration von 62,5 mM Tris/HCl (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerol, 2% SDS (w/v),
5% (v/v) B-Mercapto-ethanol und 0,005% (w/v) Bromphenolblau erzielt wurde. Der
Gellauf wurde in einer Gellaufanlage (Modell 45-1010-1, Peqlab) bei 200 V bzw. in einer
SE400-Elektrophoresekammer (Hoefer) bei 25 mA durchgefiihrt. Die aufgetrennten
Proteine wurden anschliefdend mit Serva Blau G-250 (Coomassie-Blau) detektiert (Weber
und Osborn, 1969), wobei die Firbelosung zur Fixierung der Proteine zusitzlich
10% (w/v) TCA enthielt. Die Entfirbung der Gele erfolgte in Entfirberlosung mit
5% (v/v) Methanol (alternativ Ethanol) und 7,5% (v/v) Essigsdure. Alternativ wurden die
Proteine zum sensitiveren Nachweis mittels Silberfirbung gefirbt (Blum er al, 1987). Zur
Konservierung wurden die Gele anschliefSend bei 80°C in einem Geltrockner GD-4534

(Scie-Plas, UK) getrocknet.
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25.3 Waestern-Immunoblot

Die durch eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels einer Nassblot-
Apparatur (Peqlab) durch horizontale Elektrophorese fiir 1 h bei 300 mA, oder iiber Nacht
bei 80 mA vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell;
Porendurchmesser 0,45 um) transferiert (Western-Blot). Dafiir wurden die Membran, das
Filterpapier und das Gel vorher kurz in Blotpuffer [25 mM Tris; 192 mM Glycin;
20% (v/v) Methanol] inkubiert. Nach dem Transfer wurde die Nitrocellulose zur
Absittigung unspezifischer Bindungen fiir 1 h bei RT in TBS-Puffer [0,9% (w/v) NaCl;
50 mM Tris/HCI (pH 7,4)] mit 3% (w/v) BSA inkubiert. Als erster Antikdrper wurde ein
Penta-His-Antikorper in einer Endkonzentration von 1:2500 zugegeben und 1 h bei RT in
TBS mit 3 % (w/v) BSA inkubiert. Uberschiissige Antikérper wurden durch mehrfaches
Waschen mit TBS + Tween/Triton [20 mM Tris/HCI (pH 7,5); 500 mM NaCl; 0,05% (v/v)
Tween 20; 0,2% (v/v) Triton X-100] entfernt. Als zweiter Antikdrper wurde ein mit
alkalischer = Phosphatase = konjugierter = Anti-Mouse-IgG-Antikdrper in  einer
Endkonzentration von 1:2500 zugegeben und der Blot wiederum 1 h bei RT in TBS +
3% (w/v) BSA inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde der Immunoblot durch Zugabe
einer Farbe-Substratlosung [50 mM Natriumcarbonatpuffer (pH 9,5); 0,01% (w/v) Nitro-
Blue-Tetrazolium; 0,045% (w/v) 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat] entwickelt. Nach
dem Abstoppen der Reaktion durch Waschen mit destilliertem Wasser wurde die
Membran zwischen Filterpapier getrocknet. Die Detektion der LacZ- und PhoA-
Hybridproteine erfolgte zundchst durch Blockieren unspezifischer Bindungen fiir 1 h bei
RT in TBS-Puffer [0,9% (w/v) NaCl; 50 mM Tris/HCl (pH 7,4)] mit 5% (w/v)
Magermilchpulver. Der Primdrantikérper gegen LacZ war Anti-B-Galaktosidase-
Antikorper, der in einer Endkonzentration von 1:1000 dazu gegeben wurde. Als
Primédrantikorper gegen PhoA wurde Anti-Mouse-AP-konjugierter Antikdrper in einer
Endkonzentration von 1:5000 zugegeben. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde die
Membran je 2x fiir 10 min mit TBS + Tween/Triton [20 mM Tris/HCl (pH 7.,5);
500 mM NaCl; 0,05% (v/v) Tween 20; 0,2% (v/v) Triton X-100] und 2x fiir 10 min mit
TBS-Puffer [0,9% (w/v) NaCl; 50 mM Tris/HCl (pH 7,4)] gewaschen. Als
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Sekundirantikorper wurde AP-konjugiertes Anti-Maus IgG in einer Endkonzentration
von 1:2500 zu TBS-Puffer [0,9% (w/v) NaCl; 50 mM Tris/HCl (pH 7,4)] mit 5% (w/v)
Magermilchpulver zugegeben und 1h bei RT inkubiert. Die Entwicklung des Blots

erfolgte wie oben angegeben.

2.5.4 Quantitativer Western-Blot

Quantitative Western-Blots wurden mit einer Auflésung von 300 dpi in 256 Grauténen
gescannt und als TIFF-Datei in ImageQuant® (Version 5.0, Molecular Dynamics)

importiert.

2.5.5 Priparation von Zellfraktionen zur Gewinnung der Lux-Proteine

Geeignete Expressionsstimme wurden mit Plasmiden transformiert, die fiir das
gewiinschte /ux-Gen codieren. pT-Derivate wurden in den E. co/i-Stimmen JM109
(LuxN-B-Galaktosidase-Derivate), CC181 (LuxN-Alkalische Phosphatase-Derivate) oder
BL21(DE3)/pLysS exprimiert. pKK- und pQE-Derivate wurden zur Expression in JM109
oder TKR2000 transformiert. pET-Derivate wurden in BL21(DE3)/pLysS exprimiert. Die
Zellen wurden im entsprechenden Medium bei 37°C aerob bis zu einer ODeoo~ 0,5 - 0,8
kultiviert. Die Expression der heterologen Proteine erfolgte nach Induktion der Zellen
mit 0,5 mM IPTG fiir 2 Stunden. Die Zellen wurden anschliefSend mit Hilfe einer Sorval
RC5C-Zentrifuge fiir 15 min bei 7000xg und 4°C pelletiert, in Waschpuffer
[50 mM Tris/HCl (pH 7,5); 10 mM MgCl] resuspendiert und erneut pelletiert. Das
Zellpellet wurde in Aufschlusspuffer [50 mM Tris/HCl (pH 8,0); 10% (v/v) Glycerol;
0,5 mM PMSF; 10 mM MgClz; 1 mM DTT; 30 ng/ml DNase] resuspendiert [0,2 g Zellen
(Feuchtgewicht)/ml] und nach Homogenisierung mit Hilfe eines Hochdruck-
Zellaufschlussgerites (Constant Cell Disruptor Systems, Modell Basic-Z, IUL Instruments
GmbH, Konigswinter) bei einem Druck von 1,35 kbar (Diise @ 0,18 mm) und 4°C
aufgeschlossen. Kleine Mengen Zellsuspensionen (bis 10 ml) wurden mittels

Ultraschallbehandlung (3x 30 s in Eiswasser mit jeweils 1 min Pause, Branson-Sonifier)
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aufgeschlossen. In diesem Fall wurde das Zellpellet zu einer optischen Dichte bei 600 nm
von 10 resuspendiert.

Nicht aufgeschlossene Zellen und Inc/usion Bodies (Einschlusskérper) wurden durch
niedertourige Zentrifugation fiir 10 min bei 11.200xg und 4°C in einer Sorval RC5C-
Zentrifuge (SS34-Rotor) entfernt (Low Speed Pellet, LSP). Im Fall von LuxO (aus £. coli
BL21(DE3)/pLysS/pET-LuxO-10His), das hauptsichlich im LSP zu finden ist, wurde die
niedertourige Fraktion bis zur weiteren Verwendung bei -20°C bzw. -80°C aufbewahrt.

Die Cytoplasmamembranen wurden als invertierte Membranvesikel bei 244.000xg
(Sorvall®Discovery™ 90 SE oder Beckman Coulter Optima™ L-90K) in 1h bei 4°C
pelletiert und so von den loslichen Proteinen getrennt. Das Membranpellet wurde
anschliefSend in niederionischem Waschpuffer [1 mM Tris/HCI (pH 8,0); 3 mM EDTA]
gewaschen und die Membranvesikel in TG-Puffer [50 mM Tris/HCl (pH 8,0); 10 % (v/v)

Glycerol] aufgenommen. Die Lagerung der Proteine erfolgte bei -20°C bzw. -80°C.

2.5.6 Priparation von Periplasma

Die Praparation von Periplasma erfolgte nach Sambrook er al (1989). Aus einer 3 ml-
UNK wurden 1 ml Zellen bei 13.200 rpm und 4°C fiir 1 min abzentrifugiert. AnschliefRend
wurden die Zellen in 100 pl Zell-Lyse-Puffer [30 mM Tris/HCl (pH 8,0); 1 mM EDTA;
20% (w/v) Saccharose; 1 mg/ml Lysozym] fiir 10 min auf Eis resuspendiert. Danach
wurden die Zellen wieder bei 13.200 rpm und 4°C fiir 1 min abzentrifugiert. Der
Uberstand (Periplasma) wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt. Das
Zellpellet wurde mit 100 pl 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) resuspendiert und durch 3maliges
Einfrieren auf Trockeneis (ca. -78°C) und Auftauen bei 37°C lysiert. Nach Zentrifugation
der Suspension bei 13.200 rpm und 4°C fiir 5 min in Uberstand und Pellet, wurde das
Pellet in 100 pl 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) aufgenommen. Die Lokalisation der Proteine in
den einzelnen Fraktionen erfolgte durch eine SDS-PAGE. Dabei wurden von allen

Fraktionen gleiche Volumina aufgetragen.
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2.5.7 Priparation von Sphéroplasten und Proteolyse mit Trypsin

Sphéroplasten-Préparation: Fiir die Prdparation von Sphiroplasten wurde LuxN
aus £. coli TKR2000/pKKLuxNb-6His und aus £. colf TKR2000/pMALp-LuxNb-6His bzw.
pMALc-LuxNb-6His iiberproduziert. Die Zellen wurden in KML-Medium bei 37°C aerob
bis zu einer ODswo~ 0,5 - 0,8 kultiviert. Die Expression der heterologen Proteine erfolgte
nach Induktion der Zellen mit 0,5 mM IPTG fiir 2 Stunden. Bei einer ODsowo ~1 wurden
die Zellen fiir 10 min bei 4.500xg und 4°C pelletiert. Die anschliefSende Préiparation der
Sphiéroplasten erfolgte nach dem Protokoll von Mendrola et a/ (2002). Die pelletierten
Zellen wurden in 90 pl Resuspensionspuffer [100 mM Tris/HCI (pH 7,5); 0,5M
Saccharose; 0,5 M EDTA; 2,5 mg/ml Lysozym] resuspendiert. Der Ansatz wurde fiir 5 min
bei RT inkubiert. Anschlieffend wurde 1 Volumen eiskaltes H2O bidest. zugegeben,
vermischt und auf FEis inkubiert. Dazu wurde 10 mM MgCl: zugegeben und fiir 5 min auf
Eis inkubiert. Die Sphéroplasten kann man im Lichtmikroskop beobachten. Danach
wurden die Sphiroplasten durch Zentrifugation bei 500xg und 4°C fiir 5 min pelletiert.
Der Uberstand (Periplasma) wurde abgenommen, das Pellet hingegen in 90 ul
Resuspensionspuffer (ohne Lysozym) aufgenommen und in 3 pl-Aliquots a 30 pl

aufgeteilt.

Proteolyse der Sphéroplasten: Die 30 pl-Aliquots wurden wie folgt behandelt: zu
einem Aliquot wurde 3 pl Resuspensionspuffer (ohne Lysozym) und Trypsin
[Trypsin:Protein = 1:10 (w/w)], zum zweiten Aliquot wurde 3 pl 10% (v/v) Triton X-100
und Trypsin [Trypsin:Protein = 1:10 (w/w)], und zum dritten Aliquot zur Kontrolle 3 pl
Resuspensionspuffer (ohne Lysozym) zugegeben. Die Proteolyse der drei Ansdtze wurde
fir 30 min bei 37°C durchgefithrt. Im Anschluss wurden die Proteine mit 3,5 pl
100% (w/v) TCA prazipitiert, bei 500xg fiir 5 min bei RT pelletiert und in 5x SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Zur Lokalisation der Proteine wurden alle drei Ansitze in

gleichen Volumina in einer SDS-PAGE aufgetrennt.
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25.8 Reinigung von LuxU mittels Ni?*-NTA-Affinititschromatographie

Fiir die Reinigung von LuxU wurden Zellen einer Kultur von £. coli JM109/pQELuxU-
6His verwendet. Die Ni*-NTA-Agarose wurde nach Angaben des Herstellers dreimal mit
dem  zehnfachen  Volumen  Aquilibrierungspuffer = [50 mM Tris/HCI (pH 7,5);
10% (v/v) Glycerol; 10 mM Imidazol; 200 mM NaCl; 2 mM B-Mercaptoethanol]
dquilibriert. Die fiir die Reinigung einzusetzende Menge Agarose ergab sich aus der
Proteinkonzentration und der Bindekapazitit der Ni**-NTA-Agarose (5-10 mg/ml
abgesetzte Agarose, nach Angaben des Herstellers). Fiir {iberproduzierte cytosolische
Proteine wird angenommen, dass sie ca. 10% der 16slichen Proteine ausmachen.

Zur Bindung des 6His-getaggten Proteins wurde der Proteinrohextrakt mit
500 mM NaCl und 10 mM Imidazol versetzt, zur dquilibrierten Agarose gegeben und
30 min bei 4°C geschwenkt. Nach Absetzen des Siulenmaterials wurde der Uberstand
entfernt und die Agarose dreimal mit dem zehnfachen Ausgangsvolumen
Agquilibrierungsspuffer gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte zweimal
mit Elutionspuffer (Aquilibrierungspuffer mit zusitzlich 250 mM Imidazol) in 1/20 des
Ausgangsvolumens. Das Eluat wurde bei 4°C fiir 4 h gegen TG-Puffer [50 mM Tris/HCl
(pH 8,0); 10% (v/v) Glycerol] dialysiert, um das Imidazol zu entfernen. Die Konzentration
des gereinigten Proteins wurde nach Bradford (Bradford, 1976) oder Lowry/Petersen
(Lowry et al, 1951; Peterson, 1977) bestimmt. Die Reinigungsfraktionen wurden

aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.5.9 Solubilisierung, Reinigung und Renaturierung von LuxO

Die Solubilisierung und Reinigung von LuxO erfolgte nach Protokoll 10 und 17 aus

»The QIAexpressionist™*“ von QIAgen.

Solubilisierung: Zundchst wurde LuxO aus dem LSP, wie in Protokoll 10
beschrieben, solubilisiert. Hierfiir wurde das LSP bei 4.500xg fiir 10 min und 4°C
abzentrifugiert, das Pellet gewogen und entsprechend 5 mg Nassgewicht/ml in Lysis-

Puffer [Puffer A: 100 mM KH:PO4; 10 mM Tris; 6 M Guanidinhydrochlorid; pH 8,0] fiir
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15 - 60 min bei RT geriihrt, bis die Losung lichtdurchlissig wurde. Das Solubilisat wurde
bei 10.000xg fiir 30 min bei RT zentrifugiert, das Pellet verworfen und der Uberstand

(Lysat) gereinigt.

Reinigung: Die Reinigung von LuxO erfolgte danach mittels Ni?*-NTA-
Affinititschromatographie durch Umpufferung mit 8 M Harnstoff und Herabsetzen des
pH-Wertes (nach Protokoll 17). Die fiir die Reinigung einzusetzende Menge Agarose
ergab sich aus der Proteinkonzentration und der Bindekapazitit der Ni**-NTA-Agarose
(5 - 10 mg/ml abgesetzte Agarose, nach Angaben des Herstellers). Die Agarose wurde mit
dem 10fachen Volumen Puffer A &quilibriert. Die Bindung des Lysats an die Agarose
erfolgte fiir 20 - 30 min bei RT durch Schwenken. Danach erfolgte die Umpufferung mit 8
M Harnstoff. Dieser war in Puffer C enthalten, mit dem die Agarose 3x im 3fachen
Volumen gewaschen wurde [100 mM KH2POs; 10 mM Tris; 8 M Harnstoff; pH 7,0]. Die
Elution erfolgte zunichst 4x in Y4 des Ausgangsvolumens mit Elutionspuffer D [100 mM
KH2PO4; 10 mM Tris; 8 M Harnstoff; pH 5,9] und danach 4x in Y des Ausgangsvolumens
mit Elutionspuffer E [100 mM KH:POs4 10 mM Tris; 8 M Harnstoff; pH 4,5]. Die
Elutionsfraktionen wurden um einen pH 7,5 zu erhalten, sofort in Puffer D mit pH 9,1

bzw. Puffer E mit pH 10,5 aufgefangen. Die Proben wurden bei 4°C aufbewahrt.

Renaturierung: Die Renaturierung des gereinigten LuxO erfolgte durch schrittweise
Reduktion des Harnstoffs in Dialysepuffer [50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 10% (v/v) Glycerol;
200 mM KCL; 1 mM DTT] iiber 6 - 3 — 2 — 0,5 M und 2x ohne Harnstoff bei 4°C fiir je
mindestens 3 h. Der erste Dialyseschritt gegen 6 M erfolgte meist {iber Nacht, ebenso der

erst 0 M-Dialyseschritt.

In einem weiteren Versuch wurde 20 uM Lysophosphatidylethanolamin zu 5 pM LuxO
in den Dialyseschritten 3 — 2 — 0,5 — 0 M Harnstoff zugegeben. Alternativ wurde LuxO
durch Zusatz von 10 mM B-Mercaptoethanol im Reinigungspuffer gereinigt und durch

Zugabe von 400 mM L-Arginin in allen Dialysepuffern renaturiert.
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2.5.10 Solubilisierung und Reinigung von LuxN mittels Ni?*-NTA-
Affinitdtschromatographie

Die Reinigung von LuxN aus Membranvesikeln erfolgte ,im batch® mittels Ni**-NTA-
Agarose. Die fiir die Reinigung einzusetzende Menge Agarose ergab sich aus der
Proteinkonzentration und der Bindekapazitit der Ni**-NTA-Agarose (5-10 mg/ml
abgesetzte Agarose, nach Angaben des Herstellers). Dazu wurde die Ni*-NTA-Agarose 3x
mit dem Aquilibrierungspuffer [50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 10% (v/v) Glycerol; 10 mM
Imidazol; 500 mM KCl; 10 mM B-Mercaptoethanol; 2 mM Pefabloc; 0,05% (w/v) n-
Dodecyl-B-D-maltosid] dquilibriert. Die Membranvesikel wurden in einer Proteinmenge
von 40 mg im Solubilisierungspuffer [50 mM Tris/HCl (pHS8,0); 10% (v/v) Glycerol;
500 mM KCl; 10 mM B-Mercaptoethanol; 2 mM Pefabloc] mit 2 ml 2% (v/v) LDAO durch
Portionsweise Zugabe [400 pl/min] fiir 30 min auf Eis solubilisiert. Nach Zentrifugation
der Proben bei 264.000xg und 4°C fiir 45 min wurde der Uberstand mit 10 mM Imidazol
versetzt, zur dquilibrierten Ni>*-NTA-Agarose gegeben und 30 min bei 4°C geschwenkt.
Die Reinigung erfolgte mit drei Waschschritten mit dem Aquilibrierungspuffer. Die
Elution der gebundenen Proteine erfolgte zweimal mit Elutionspuffer
[Aquilibrierungspuffer mit zusitzlich 250 mM Imidazol] in 1/20 des Ausgangsvolumens.
Das gereinigte Protein wurde vor der Weiterverwendung bei 4°C aufbewahrt.

Alternativ. wurde Lysophosphatidylethanolamin in einer Konzentration von

0,25 mg/ml zugesetzt.

2.5.11 Rekonstitution von LuxN

Nach der Reinigung wurde das solubilisierte Membranprotein LuxN, geméifd der von
Jung et al. (1997) abgewandelten Methode nach Rigaud et a/ (1995), in Liposomen aus £.
coli-Phospholipiden (aus: £. coli total Lipid-Extract) rekonstituiert. Hierfiir wurde das
gereinigte solubilisierte Protein zu den zuvor mit 0,47% (v/v) Triton X-100 solubilisierten
und in TG-Puffer [50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 10% (v/v) Glycerol] aufgenommenen E. coli-
Phospholipiden [10 mg/ml] in einem Lipid:Protein-Verhiltnis von 25:1 zugegeben. Der

Ansatz wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss daran erfolgte die
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Zugabe von BioBeads, um die Detergenzien zu entfernen. Die BioBeads in TG-Puffer [50
mM Tris/HCl (pH 7,5); 10% (v/v) Glycerol] wurden in einem BioBeads:Detergenz-
Verhiltnis von 5:1 zugegeben und 1h bei RT geriihrt. Danach wurde noch einmal die
gleiche Menge BioBeads zugegeben und eine weitere Stunde bei RT geriihrt.
Anschliefiend wurden zur Inkubation iiber Nacht bei 4°C BioBeads in einem
BioBeads:Detergenz-Verhiltnis von 10:1 zugegeben. Am nichsten Tag wurde der
Uberstand abgenommen, 1 h bei 289.000 x g und 4°C zentrifugiert, das Pellet in TG-Puffer
[50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 10% (v/v) Glycerol] resuspendiert und die Proteoliposomen in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Proteoliposomen erfolgte bei -20°C (fiir
kurze Zeit) bzw. bei -80°C.

Alternativ wurde LuxN mit extrahierten Phospholipiden aus V. harveyi BB120 (siehe
2.5.15) rekonstituiert. Die Solubilisierung des Proteins mit 2% (v/v) LDAO erfolgte wie in
2.5.10 beschrieben. Fiir die Rekonstitution wurden zwei Solubilisierungsstufen getestet:
die partielle Solubilisierung mit 0,09% (v/v) LDAO und totale Solubilisierung mit
0,15% (v/v) LDAO. Die V. harveyi-Lipide wurden hierzu wie in 2.5.15 extrahiert und
anstatt in 0,4 ml Chloroform/Methanol (2:1 v/v), in TG-Puffer [50 mM Tris/HCI (pH 8,0);
10% (v/v) Glycerol] aufgenommen. Anschliefend wurde, wie oben beschrieben, das

Detergenz durch BioBead-Zugabe entfernt und die Proteoliposomen behandelt.

2.5.12 In vitro-Phosphorylierung der Lux-Proteine

Alle Phosphorylierungsreaktionen enthielten die zu charakterisierenden Proteine von
Anfang an zusammen in einem Ansatz (alternativ wurde LuxU erst nach 1 min
Vorinkubation von LuxN zugegeben) und wurden in Phosphorylierungspuffer [50 mM
Tris/HCI (pH 8,0); 10% (v/v) Glycerol; 0,5 M KCl; 2 mM DTT] bei einer Temperatur von
25°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde (wenn nicht anders angegeben) durch Zugabe
von 100 uM [y-3?P]-ATP (spezifische Radioaktivitit = 0,94 Ci/mmol) und 110 uM MgCl2
gestartet (Timmen er al, 2006). Fir die in vitro-Phosphorylierung von LuxO wurde
zunichst die Reaktion zusammen mit LuxN und LuxU gestartet und nach 1 min LuxO

zugegeben. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden dem Ansatz Proben entnommen und die
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Reaktion durch Zugabe von 5x SDS-Probenpuffer gestoppt. Zur Bestimmung des
Einflusses von HAI-1 wurde 10% (v/v) zellfreier Kulturiiberstand aus V. harveyi BB120
(personliche Gabe von Claudia Anetzberger) oder gereinigter HAI-1 (entweder 50 pM
oder im Konzentrationsbereich 1 -2 -5 - 10 - 20 — 40 — 80 — 160 pM) zum Ansatz (wie
oben) gegeben. Nach ca. Sminiitiger Vorinkubation wurde die Reaktion mit [y-32P]-ATP
gestartet, zu bestimmten Zeitpunkten Proben entnommen und die Reaktion mit 5x SDS-
Probenpuffer beendet.

Die Proteinproben wurden anschlieffend mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Zur
Quantifizierung wurde kurz vor Ende des Gellaufs ein ATP-Standard ([y-*P]-ATP-
Losung, 1:5000 verdiinnt) aufgetragen. Die Gele wurden bei 80°C in einem Geltrockner
GD-4534 (Scie-Plas, UK) getrocknet und iiber Nacht auf einem ,Storage Phospho Screen®
(Molecular Dynamics) exponiert. Die radioaktiv markierten Proteine wurden mittels
~Phospholmager Storm 820 (Molecular Dynamics) detektiert und die Phosphorylierung
mittels der Software ImageQuant® (Version 5.0, Molecular Dynamics) anhand des ATP-

Standards quantifiziert.

25.12.1 Bestimmung der Kinaseaktivitit

Die Bestimmung der Kinaseaktivitit der Hybridsensorkinase LuxN erfolgte wie von
Timmen et al. (2006) beschrieben. Fiir die in vitro-Phosphorylierung von LuxN und den
Phosphotransfer auf das Phosphotransferprotein LuxU wurden LuxN-haltige invertierte
Membranvesikel des E. co/i-Stamms TKR2000 in einer Konzentration von 3 - 8 mg/ml
und gereinigtes LuxU in einer Konzentration von 0,1 mg/ml im Reaktionsansatz
[entspricht: 144 pmol/Spur] verwendet. Das molare Verhiltnis von Sensorkinase zu LuxU

betrug etwa 1:20 bzw. 1:30.

25.12.2  In vitro-Phosphorylierung mit [y-3?P]-Acetylphosphat

Fir die Phosphorylierung von LuxO mit dem niedermolekularen Phosphodonor

Acetylphosphat wurde [y-3?P]-Acetylphosphat nach einem modifizierten Protokoll nach
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Stadtman (1957) hergestellt. Hierzu wurden 190 pl Pyridin, 300 pl 0,33 M K:HPO+4 und
100 pl [32P]-ortho-Phosphat (1 mCi) auf Eis unter Riithren inkubiert. 22 ul 98%iges
Essigsdureanhydrid wurden langsam zugegeben und insgesamt 6 min auf Eis inkubiert.
Mit 4 M LiOH wurde der pH-Wert neutralisiert und das gebildete [y-3?P]-Acetylphosphat
mit 4,5 ml eiskaltem 100%igen Ethanol zur Prazipitation auf Eis inkubiert. Das Prazipitat
wurde pelletiert, zweimal mit je 5 ml Ethanol gewaschen und iiber KOH-Pellets {iber
Nacht getrocknet. Nach Aufnahme des getrockneten [y-32P]Acetylphosphat in TEGD-
Puffer [50 mM Tris/HCl (pH 7.5); 5% (v/v) Glycerol; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT] wurde
die Konzentration nach Lipman und Tuttle (1945) bestimmt. Die Ausbeute lag bei ca. 80 -
95%, die spezifische Radioaktivitdt des [y-32P]-Acetylphosphat betrug 10 - 13 mCi/mmol.
Fiir die in vitro-Phosphorylierung wurden 40 mM [y-3?P]-Acetylphosphat eingesetzt und
die Inkubation der Proteine erfolgte bei 25°C im Thermoblock fiir bis zu 60 min. Die
Reaktion wurde mit 5x SDS-Probenpuffer gestoppt und die Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. AnschliefSend wurden die Gele mittels ,Trans-Blot SD semidry“ Anlage
(BioRad, Miinchen) fiir 20 min bei 20 V auf eine Nitrocellulosemembran (Porengrdfie
0,45 pm) geblottet und auf einem ,Storage Phospho Screen“ (Molecular Dynamics)
exponiert. AnschlieBend wurden die radioaktiv markierten Proteine mittels

~Phospholmager Storm 820“ (Molecular Dynamics) detektiert.

2.5.13 DNA-Bindeexperimente

Gelretardationsexperimente wurden in Anlehnung an das Protokoll von Fried und
Crothers (1981) durchgefiihrt. Die DNA-Fragmente ,spezifische DNA®“ (bp -258
stromabwirts des Start-Codons von /uxO bis +116 stromaufwirts des Start-Codons von
luxO) und ,unspezifische DNA® (bp +1 bis +110 stromaufwirts des Start-Codons von
IuxO), wurden durch Annealing der Oligonukleotide Qrrl1-BamHI und Qrrl1Promotor-
EcoRI  (,spezifische DNA®), LuxONdelsense und LuxO(110)BamHI antisense
(,unspezifische DNA®) als Primern, wie in 2.4.8 beschrieben, hergestellt.

Die Markierung der DNA-Fragmente am 5-Ende erfolgte wie unter 2.4.8 beschrieben.

Die  Phosphorylierung  des  Antwortregulators LuxO im  Dialysepuffer



2 MATERIAL UND METHODEN 47

[50 mM Tris/HCl (pH 8,0); 50 mM KCl; 1 mM DTT; 10% Glycerol] erfolgte mit 40 mM
kaltem (micht-radioaktiv markierten) Acetylphosphat im Phosphorylierungspuffer
[50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM KCI; 1 mM DTT; 10% Glycerol; 20 mM MgCL:] fiir 1 h
bei 30°C in einem Volumen von 100 pl. LuxO hatte dabei eine Konzentration von 1,83
pM.

Fir das DNA-Bindeexperiment wurden verschiedene Proteinkonzentrationen (1,5 —
45 - 135 - 40,5 - 1215 - 3645 — 1093,5 nM LuxO) eingesetzt. Zur jeweiligen
Proteinkonzentration (Volumen: 21 pul) wurden fiir einen 30 pl Ansatz, 5,9 ul LuxO-Puffer
[50 mM Tris/HCl (pH 8,0); 50 mM KCI; 1 mM DTT; 10% (v/v) Glycerol)], 1,5 ul
Lachssperma-DNA [1 mg/ml], als unkompetitiver Inhibitor, und 1,5 pl [y-3?P]-ATP-
markierte DNA zugegeben. Der Versuchsansatz wurde 10 min bei 37°C inkubiert und
anschliefend durch Zugabe von 6 pl 3x Sucrose-Dye-Solution (0,25% (w/v)
Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylencyanol; 40% (w/v) Saccharose) abgestoppt. Die
Proben wurden auf ein 5%iges natives PAA-Gel [37,5:1 Acrylamid:Bisacrylamid]
aufgetragen. Als Laufpuffer diente 0,5fach TBE-Puffer [44,5 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA;
44,5 mM Borsdure; pH 8,3]. Der Gellauf erfolgte fiir 1-2 h bei konstant 200 V.
Anschliefend wurde das Gel 1 h bei 80°C unter Vakuum getrocknet. Die Exposition

erfolgte fiir 2 h im , Storage Phospho Screen“ (Molecular Dynamics).

2.5.14 Bestimmung der B-Galaktosidase- und Alkalische Phosphatase Reportergen-
Aktivititen

Fiir die Bestimmung der Reportergen-Aktivititen der f-Galaktosidase- oder Alkalische
Phosphatase-LuxN-Hybridproteine wurden Zellen mit dem zu testenden Plasmid
transformiert. Um die Expression der Hybridproteine zu steigern, wurde das
Helferplasmid pT7Pol26 (enthilt das Gen fiir die T7-Polymerase unter Kontrolle des Jac-
Promotors) cotransformiert. Die Zellen wurden in KML-Vollmedium aerob bei 37°C bis
zu einer optischen Dichte von 0,5 - 0,8 kultiviert und die Expression der T7-Polymerase
des Helferplasmids und der Hybridproteine dann fiir 2 - 3 h mit 0,5 mM IPTG induziert,

bevor ein Aliquot der Zellsuspension (0,25-2ml) bei 16.000xg fiir 1-3 min
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abzentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet eingefroren. Fiir
die Bestimmung der $-Galaktosidase-Aktivitdt (Miller, 1972) wurde das Zellpellet in 1 ml
200 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7,0) aufgenommen. Zum Aufschluss der Zellen wurde
100 pl 99% Chloroform und 50 pl 0,1% (w/v) SDS zugegeben, gemischt und 5 min bei
30°C inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl oNPG (4 mg/ml) wurde die Reaktion gestartet.
Nach Gelbfirbung wurde die Reaktion mit 500 pl 1 M Na:COs abgestoppt und
Zelltrimmer bei 16000xg fiir 10 min abzentrifugiert. Anschlieffend wurde die Intensitét
der durch die Reaktion hervorgerufenen Farbung als Absorption bei 420 nm (A4) im
Photometer bestimmt.

In &dhnlicher Weise wurde mit den Proben zur Bestimmung der Aktivitit der
Alkalischen Phosphatase verfahren (Brickman und Beckwith, 1975). Das Zellpellet wurde
in 1 ml Tris/Zink-Puffer [1 M Tris/HCl (pH 8,0); 1 mM ZnCl:] resuspendiert. Die Zellen
wurden mit 50 pl 99% Chloroform und 25 pl 0,1% (w/v) SDS aufgeschlossen. Durch
Zugabe von 200 pl pNPP (p-Nitrophenyl-Phosphat) (4 mg/ml) wurde die Reaktion
gestartet und nach Gelbfirbung mit 500 pl 2,5 M KaHPOs gestoppt. Vor der Messung der
Absorption bei 420 nm wurden die Zelltriimmer 10 min bei 16.000xg abzentrifugiert.

Die Aktivitit der Reporterproteine wurde nach folgender Formel berechnet:

Aktivitit [Units] = (A«ox 1000) / (t x V x ODew)

Asoist die Absorption der Reaktionslosung, t die Reaktionszeit, V das Probenvolumen

in ml und ODewo die optische Dichte der Zellsuspension.

2.5.15 Lipidextraktion und Diinnschichtchromatographie

Lipidextraktion: Die Extraktion der Phospholipide aus £. co/i MG1655 und V. harveyi
BB120 erfolgte nach Minnikin, er al (1984). Zunichst wurden die Zellen in
entsprechendem Medium kultiviert: £, coli in LB-Medium bei 37°C und V. harveyi in
LM-Medium bei 30°C. Das Wachstum erfolgte bis zur exponentiellen Phase (ODsoo ~1).
Danach wurden die Zellen fiir 15 min bei 7.000xg und 4°C abzentrifugiert. Anschlieffend
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wurden die Zellen in Waschpuffer [50 mM Tris/HCl (pH 8,0); 10 mM MgCl:] gewaschen
und erneut zentrifugiert. Die Pellets wurden gewogen, in 0,5g-Aliquots in N (l)
schockgefroren und bis zur nichsten Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Zur Analyse wurden 0,5 g Zellen (Feuchtgewicht) in Pyrex-Réhrchen mit 2,3 ml
Chloroform/Methanol/0,3% (w/v) NaCl-Losung (90:100:30 v/v) bei RT fir 1 h unter
Schiitteln ,End over end” inkubiert. Der Extraktionsansatz wurde anschlief}end 3 min bei
2.000xg und RT zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Pyrex-Réhrchen {iberfiihrt.
Mit dem Pellet wurde ein zweiter und dritter Extraktionsschritt durch Zugabe von
0,75 ml Chloroform/Methanol/0,3% (w/v) NaCl-Losung (50:100:40 v/v) mit jeweils 30 min
-End over end“-Schiitteln bei RT und anschlieflendes Zentrifugieren fiir 3 min bei
2.000xg und RT durchgefiihrt. Die Uberstinde wurden vereinigt, mit 1,3 ml Chloroform
und 1,3 ml 0,3% NaCl versetzt und die Réhrchen 2x vorsichtig gedreht. Danach wurden
die Lipid-Losung fiir 3 min bei 2.000xg und RT zentrifugiert. Von den zwei entstandenen
Phasen wurde die untere vorsichtig abgenommen; die obere Phase wurde verworfen. Die
untere Phase wurde durch Begasung mit Argon (g) zur Trockne eingeengt. Die Lipide

wurden gewogen und in 0,4 ml Chloroform/Methanol (2:1 v/v) aufgenommen.

Diinnschichtchromatographie: Von den Lipiden wurde je 1 mg auf eine Kieselgel 60
DC-Alufolie (10x10 cm) aufgetropft und einer 2-dimensionalen Chromatographie
unterzogen. Das Laufmittel fiir die erste Dimension enthielt
Chloroform/Methanol/Wasser  (65:25:4 v/v), das fiur die =zweite Dimension
Chloroform/Essigsdure/Methanol/Wasser (80:15:12:4 v/v). Nach Trocknung der Platten
wurden diese mit Ninhydrin-Reagenz bespritht und 5 min bei 100°C inkubiert. Nach
Abkithlung wurden die Platten mit Molybddnblau-Sprithreagenz (1,3% Molybdénoxid in
4,2 M H2SOs) bespriiht.

2.5.16 Triibungsmessung der Solubilisierung von V. harveyi BB120-Phospolipiden

Fir die Tritbungsmessung der Solubilisierung von Phospholipiden wurde zunichst der

Lipidgehalt von V. harveyi mit dem von E. coli gleichgesetzt. Der Phospholipidgehalt in
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E. coli wurde von Ames er al. (1968) untersucht und betrigt 3,4% des Trockengewichts.
Das Trockengewicht wiederum macht 20 - 30% des Feuchtgewichts aus. Fiir 0,5 g Zellen
(Feuchtgewicht) von V. harveyi wurde angenommen, dass 20% (w/w) ca. 0,1 g Zellen
Trockengewicht und damit 3,4 mg Lipiden entsprechen.

Die V. harveyi-Phospholipide wurden entsprechend 2.5.15 kultiviert und extrahiert,
sodass sie in einem Phospholipidgehalt von ca. 1,5 mg/ml in H2O bidest. und 2 mM f-
Mercaptoethanol aufgenommen werden konnten. Die Lipidsuspension wurde in einer
Kiivette in einem Volumen von 1 ml durch schrittweise Erhéhung von 1 pl bzw. 5 pl
Zugabe von 30% (v/v) LDAO bzw. 3% (v/v) Triton X-100 solubilisiert. Die Solubilisierung
wurde durch Absorptionsmessung bei 600 nm in einem Spektralphotometer (Beckman
DU640) durchgefiihrt. Die Anderung der Absorption wurde kontinuierlich bis zur
Einstellung eines Gleichgewichts verfolgt. Entsprechend der Zugabe konnte die
eingesetzte Menge der Detergenzien errechnet und graphisch gegen die Absorption

dargestellt werden.

2.6 Biophysikalische Methoden

2.6.1 Circulardichroismus-Analyse von LuxO

Das Fern-UV-Circulardichroismus-Spektrum des gereinigten und renaturierten
Proteins LuxO wurde mit dem Spektropolarimeter Jasco J-810 des Botanischen Instituts
der LMU mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. Dr. Hugo Scherr (Emeritus des
Botanischen Instituts) durchgefiihrt. Hierfiir wurden 250 pl der einzelnen Dialyseschritte
aus 2.5.9 mit einer Absorption von 0,2 bei 280 nm verwendet. Die Extinktionen wurden
im ,Spekol 1100“ Photometer (Analytic Jena, Jena) gemessen. Das CD-Spektrum wurde

bei 10°C in einem Absorptionsbereich von 250 — 190 nm durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Das Quorum sensing-System in V. harveyi ist bisher hauptsichlich mittels
genotypischer Studien untersucht worden. Biochemische Studien wurden bisher kaum
durchgefiihrt. Erste Arbeiten zur Hybridsensorkinase LuxN zeigten eine vom
Autoinduktor HAI-1 abhdngige Kinaseaktivitit und eine Phosphataseaktivitdt unabhingig
von HAI-1. Ebenso konnte das Protein LuxU charakterisiert werden (Timmen, 2005;
Timmen et al, 2006). Auch die Hybridsensorkinase LuxQ wurde mittlerweile zusammen
mit LuxP ndher charakterisiert und zeigte ebenfalls eine vom Autoinduktor AI-2
abhdngige Kinaseaktivitdt, aber unabhidngige Phosphataseaktivitdt (Stambrau, 2008). Ziel
dieser Arbeit war es, die Proteinkomponenten LuxN und LuxO beziiglich ihrer Rolle in

der Signaltransduktionskaskade weiter zu charakterisieren.

3.1 Untersuchungen zur Topologie von LuxN mittels Reportergenfusionen

Fiir das Membranprotein LuxN wurde mit Hilfe diverser Analyse-Programme [TopPred
(Claros und Heijne, 1994), TMpred (Hofmann und Stoffel, 1993), SOSUI (Hirokawa et al,
1998) und TMHMM (Krogh et al, 2001)] eine Sekundérstruktur mit bis zu neun
transmembranen Domédnen vorhergesagt.

Zur genauen Bestimmung der Topologie von LuxN wurden Reportergenfusionen von
luxN in den vorhergesagten transmembranen Dominen bzw. cytoplasmatischen und
periplasmatischen Schleifen an die Reportergene /acZund phoA vorgenommen (Timmen,
2005). Die schon untersuchten Reportergenfusionen wurden in der vorliegenden Arbeit
durch folgende Fusionspunkte erginzt: E40, Q150 und P276 (/acZ-Konstrukt), sowie A190
(phoA-Konstrukt). Hierfiir wurden wie unter 2.4.11 beschrieben /ux/V-Fragmente
unterschiedlicher Linge (ausgehend vom Startcodon) mit dem JacZ- bzw. phoA-Gen
fusioniert. Zur Bestimmung der Aktivitdt und zum Nachweis der Hybridproteine wurden
die Stimme £. coli IM109 (fir /acZ) bzw. E. coli CC181 (fir phoA) wie in Timmen (2005)

beschrieben, mit den Plasmiden, die fiir die vier Reporterproteine codieren, zusammen
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mit dem Helferplasmid pT7Pol26 transformiert und die Zellen kultiviert (siehe 2.5.5). Das
Helferplasmid pT7Pol26 codiert fiir die T7-Polymerase und wurde verwendet, um die
Produktion der Hybridproteine zu steigern und den immunologischen Nachweis,
besonders der inaktiven Derivate, zu ermdglichen (Mertens et al., 1995).

Die Reportergenaktivititen der f-Galaktosidase (BG)- und alkalische Phosphatase (AP)
wurden wie unter 2.5.15 beschrieben gemessen. In Tab. 3.1 sind die BG- und AP-
Aktivititen in Miller Units, das Verhiltnis der einzelnen Aktivititen zueinander und die
daraus ermittelte Lokalisation der Fusionspunkte aufgelistet. Fiir die Berechnung des
Mittelwertes und der Standardabweichung wurden je 3 unabhingige Messwerte
herangezogen. Dabei deutet das Verhiltnis BG:AP mit einem Wert >6 auf eine
cytoplasmatische Lokalisation der Fusionspunkte, ein Verhiltnis <6 auf eine
periplasmatische Lokalisation hin. Fiir den Fusionspunkt S305 wurde keine alkalische
Phosphatase-Reportergenaktivitit getestet, da sich dieser Fusionspunkt durch die
Lokalisation der Histidinkinase- (H471) und Aspartatkinasedoméine (D771) im Cytoplasma
befinden muss. Die hohen Standardabweichungen, z. B. fiir den Fusionspunkt V114 (203 +
133 Miller Units), deuten auf starke Schwankungen der Messwerte hin. Dies liegt
wahrscheinlich an diversen Ungenauigkeiten im Mess-System. So wurden die
Proteinderivate wahrscheinlich nicht bei jeder Kultivierung im gleichen Mafie
exprimiert, da konstant gleiche Kultivierungsbedingungen nicht gewihrleistet werden
konnten. Zum anderen wurden die Aktivititen auf die Zeit bezogen, die bendtigt wird,
um eine ausreichende Gelbfirbung zu erhalten, was bei verschiedenen Messreihen zu

unterschiedlichen Ergebnissen fithren kann.
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Tab. 3.1: B-Galaktosidase- (BG) und Alkalische Phosphataseaktivititen (AP) der LuxN-LacZ- und LuxN-
PhoA-Hybridproteine. Die entlang des /ux/V-Gens stromabwirts gelegenen Fusionspunkte sind im
Einbuchstabencode mit der Position der entsprechenden Aminosdure angegeben. Die Aktivititen sind in
Miller Units angegeben. Ein Verhiltnis BG:AP > 6 entspricht einer Lokalisation im Cytoplasma, < 6 einer

Lokalisation im Periplasma.

Konstrukt

(Fusionspunkt)
Kontrolle
LuxN1-40 (E40)
LuxN1-50 (Y50)
LuxN1-61  (I61)
LuxN1-69 (T69)
LuxN1-109 (Q109)
LuxN1-114 (V114)
LuxN1-150 (Q150)
LuxN1-183 (N183)
LuxN1-190 (A190)
LuxN1-217 (M217)
LuxN1-247 (Y247)
LuxN1-276 (P276)

LuxN1-305 (S305)

1 Daten dieser Arbeit

BG-Aktivitit
[Miller Units]
2+ 212
1768 + 162!
465 + 1012
102 £ 522
1+12
858 + 2637
203 + 1332
857 + 265!
378 + 2452
412 + 662
48 + 247
986 + 2082
220 + 23!

1113 + 9312

AP-Aktivitdt
[Miller Units]
1+012
25 + 912
2 +(?

179 + 612

312
150 + 20?
25 + 312

14 £ 2!

18 + 412

Verhiltnis

BG:AP

70

233

0.6

70

76

15

28

Lokalisation

Cytoplasma
Cytoplasma
Periplasma
Periplasma
Cytoplasma
Cytoplasma
Periplasma
Cytoplasma
Cytoplasma
Periplasma
Periplasma
Periplasma

Cytoplasma

2Daten von Melanie Timmen bzw. Matthias Polkehn (unveroffentlichte und veroffentlichte Daten aus:

Timmen, 2005)

3n.i.: nicht Gberpriift

Die LuxN-LacZ/PhoA-Hybridproteine der Fusionspunkte E40, Y50, Q109, V114, Q150,
N183, A190, L229, Y247 und S305 zeigten eine mittlere bis hohe BG-Aktivitit,

wohingegen die Hybridproteine der Fusionspunkte 161, Q150 und P276 eine hohe AP-



3 ERGEBNISSE 54

Aktivitdt aufwiesen. Da das Hybridprotein LuxN1-40-LacZ die hochst gemessene BG-
Aktivitdt zeigte, muss sich dieser im Cytoplasma befinden. Fiir LuxN1-50 wurde eine
mittlere BG-Aktivitit (465 + 110 Miller Units), sowie eine niedrige AP-Aktivitdt (2 +0
Miller Units) gemessen. Das Hybridprotein LuxN1-69-LacZ/-PhoA war in beiden
Aktivitdten inaktiv. LuxN1-109 wiederum hatte eine hohe BG-Aktivitit und demnach
eine cytoplasmatische Lokalisation. Die Sekundirstruktur-Vorhersagen fiir den Bereich
zwischen E40 und Q109 sind allerdings unterschiedlich. In Abb. 3.1 sind zwei
Sekundarstruktur-Vorhersage-Modelle dargestellt: PSIPRED (McGuffin et al, 2000) gibt
fir den Bereich von Aminosiure 49 — 62 eine o-Helix an (Abb. 3.1A), GOR IV (Garnier er
al., 1996) ein B-Faltblatt (Abb. 3.1B). Aufgrund der ermittelten Daten der Hybridproteine
der Fusionspunkte E40, 161 und Q109, miissten sich allerdings zwischen E40 und Q109,

zwei transmembrane Domédnen befinden, was der Vorhersage von PSIPRED entspricht.

A B
conf : 1lmaanzmnnIT1000000000000000000000000=0aF :|L 4|0
Pred: g — MFDFSIIEAIVYAKAISLLATVAVVMMWLFYY{:@_‘KQKNE
Pred: CCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCC ccccechhhihhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheedecccec
AR I\‘]FDFSLEAI\;"YI&KAISLLA’:E'\."A'\."\,’T“]I‘/II‘ILF')I’YCYRLKQKNE::

10 20 30 40 ﬁl BP
Conf : Jomaadnmeadd00000000009: 0000090 00F @GTHSNAYFHTDL
Pred: =) NS OD— (N cecee cececececechhhhhhbh

Pred: EEECCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCHHCCCCHHHCCCHHH

AL: VIFGTHHARYTAYSVCITAWISSNAYFHTDLLPELGASAG
1 1 1 1 81 120
1] 60 70 20 | |
| MFMAKFANLASFFAFAFAYYFSCQLAAE QRkGKVHRWQQG
cont : J100030010000000000000=ma 22020000052 00000F hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheccccecccee
Pred: N 5|

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEEEECCCCCCCHHHHHH
AR: MFMAKFANLASFFAFAFAYYFSCQLAAEQRKGKVHRWQOG
1 1 1 1

90 100 110 120

Abb. 3.1: Sekundirstruktur-Vorhersage der Aminosduren 1-120 von LuxN. A: Sekundérstruktur-Vorhersage
nach PSIPRED (McGuffin er al, 2000). Conf.: confidence — Vorhersagesicherheit: je hoher der Balken, desto
sicherer ist die Aminosédure Bestandteil der vorhergesagten Struktur; Pred.: prediction — Strukturvorhersage:
griiner Balken: a-Helix, gelber Pfeil: $-Faltblatt, diinne Linie: ,coiled‘-Struktur. AA: Aminosiuresequenz im
Ein-Buchstaben-Code. B: Sekundarstruktur-Vorhersage nach GORIV (Garnier er al, 1996). Balken: o-
Helix, Pfeil: f-Faltblatt. Vorhersage fiir Einzelaminosiure: C, c: ,,coiled‘-Struktur; H, h: a-Helix; E, e: -
Faltblatt.

Der Nachweis der Hybridproteine erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen die f3-

Galaktosidase bzw. alkalische Phosphatase (Abb. 3.2). Aufgrund der entlang des /ux/V-
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Gens stromabwirts gelegenen Fusionspunkte wurden die Hybridproteine in zunehmender
Grofle produziert. Abbaubanden, die der Grofie der Reporterproteine entsprachen,
wurden in nahezu allen Proteinproben detektiert. Trotz der Verwendung des
Helferplasmids konnte eine gewisse Instabilitit der Hybridproteine nicht verhindert
werden. Derartige Ergebnisse wurden auch schon in anderen Studien beschrieben (Buhr
und Erni, 1993; Haardt und Bremer, 1996; Jung er al, 1998; Pourcher er al, 1996). Die
Hybridproteine LuxN1-50-PhoA, LuxN1-69-PhoA, LuxN1-114-PhoA und LuxN1-183-

PhoA waren so instabil, dass sie nicht detektiert werden konnten (Abb. 3.2B).

TN o S
FES LI e
A
W PETENY TR e R el
-4 RS- .- <LacZ
O % O O A A o
o S > D N DA
FLSLF LTI
B
=
|
|||lI |
-
|II
<—PhoA

Abb. 3.2: Immunologische Detektion der LuxN-LacZ- und LuxN-PhoA-Hybridproteine. Dargestellt sind in
(A) die LuxN-LacZ-Hybridproteine, in (B) die LuxN-PhoA-Hybridproteine. Die entlang des /ux/V-Gens
stromabwirts gelegenen Fusionspunkte an /acZ bzw. phoA sind im Einbuchstabencode mit der Position der
entsprechenden Aminosiure angegeben: E40, Y50, 161, T69, Q109, V114, Q150, N183, A190, M217, Y247,
P276. Mittels 7,5%iger SDS-PAGE wurden je 200 pug Protein/Spur aufgetrennt. Die immunologische
Detektion erfolgte mit Anti-B-Galaktosidase-Antikérper gegen LacZ und Anti-Alkalische Phosphatase-
Antikérper gegen PhoA. Die Hybridproteine sind mit schwarzen Strichen markiert. Die Abbaubanden
entsprechen den Reporterproteinen LacZ und PhoA. Die Konstrukte, die trotz des Einsatzes des
Helferplasmids pT7Pol26 nicht nachgewiesen werden konnten, waren LuxN1-50-PhoA, LuxN1-69-PhoA,
LuxN1-114-PhoA und LuxN1-183-PhoA.

Zusammen mit den Ergebnissen der Reportergenaktivititen und der Verteilung positiv

und negativ geladener Aminosduren, entsprechend der ,positive inside rule“ (von Heijne,
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1992), konnen 8 Transmembrandomédnen mit dazwischen liegenden periplasmatischen
und cytoplasmatischen Schleifen im Bereich der Aminosiuren 40 — 305 (TM II-IX;
Abb. 4.1) als gesichert angenommen werden. Die Lokalisation des N-Terminus blieb
weiterhin unklar, sodass dieser anderweitig untersucht werden musste, um die Topologie
von LuxN vollstindig aufkliren zu konnen (Kap. 3.2). Erste Untersuchungen
diesbeziiglich von Timmen (2005) wiesen auf eine periplasmatische Lage des N-Terminus

und damit auf 9 Transmembrandominen hin.

3.2 Untersuchung der Lokalisation des N-Terminus mit dem Maltosebinde-
protein

Zur Aufklirung des N-terminalen Bereichs von LuxN (Aminosduren 1 - 40) wurde eine
neue Strategie verfolgt. In diesem Experiment wurde der N-Terminus von LuxN an das
Maltosebindeprotein (MBP) fusioniert. Zum Vergleich wurden hierbei zwei
unterschiedliche MBPs angewendet. Zum einen wurde LuxN an das MBP mit der
Signalsequenz fiir den Transport des Proteins ins Periplasma (MBPp-LuxN), zum anderen
an das MBP ohne Signalsequenz (MBP.-LuxN) fusioniert (siehe 2.4.11). Anschliefend
wurden die beiden Hybridproteine MBPy-LuxN - mit dem N-Terminus im Periplasma -
und MBPc-LuxN - mit dem N-Terminus im Cytoplasma - heterolog in E. coli
iberproduziert. Aufgrund der postulierten 9 Transmembrandomidnen wurde
angenommen, dass sich der N-Terminus im Periplasma befindet. Entsprechend wire ein
Hybridprotein mit dem MBP im Periplasma korrekt gefaltet und damit das Protein
enzymatisch aktiv (Abb. 3.3A). Das Hybridprotein MBP.-LuxN mit dem im Cytoplasma
lokalisierten MBP wire hingegen nicht korrekt gefaltet und dementsprechend inaktiv

(Abb. 3.3B).
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Periplasma

Cytoplasma

Periplasma

Cytoplasma

Abb. 3.3: Vorhersage der Orientierung der MBP-LuxN-Hybridproteine. Dargestellt sind das Hybridprotein
mit dem MBP im Periplasma (MBPp-LuxN), das aufgrund der Vorhersage von 9 Transmembrandoménen
von LuxN durch die Position des MBP im Periplasma wahrscheinlich korrekt gefaltet ist (A), sowie das
Hybridprotein mit dem MBP im Cytoplasma (MBP.-LuxN) und der dadurch vermutlich inkorrekten Faltung
von LuxN (B). MBP: Maltosebindeprotein, H: konservierter Histidinrest, A: konservierter Aspartatrest.

3.2.2  malF-Komplementation von £. coli MM39

Durch Komplementation von E. coli MM39, einem Stamm ohne MBP, konnte die
Lokalisation und Aktivitit des MBP in den MBP-LuxN-Hybridproteinen nachgewiesen
werden. Der malE-defiziente Stamm wichst nur dann, wenn Maltose in die Zelle
transportiert werden kann. Das Maltosebindeprotein muss hierfiir im Periplasma
lokalisiert und aktiv sein, um die Maltose dort zu binden und an den Maltosetransporter
MalFGK: abzugeben, iiber den sie ins Cytoplasma transportiert wird. Die malE-
Komplementation wurde daher beziiglich der Wachstumsfihigkeit des Stammes MM39
auf M9-Minimalmedium mit 0,1% Maltose als einziger Kohlenstoffquelle untersucht.
Zum Vergleich wurde der Wildtyp-Stamm £. co/if MG1655, der Stamm E. coli MM39,
transformiert mit den Leerplasmiden pMAL-p2X und pMAL-c2X, sowie den Plasmiden
pMAL;-LuxN und pMALc-LuxN, als auch nicht-transformierte £ co/if MM39 auf dem
Agar ausgestrichen (siehe 2.4.10.1). Wie erwartet, konnten nur solche Stimme wachsen,

bei denen das Maltosebindeprotein periplasmatisch lokalisiert und aktiv war: E. coli
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MG1655, und der Stamm £ co/i MM39 mit dem periplasmatisch lokalisierten MBP
(£. coli MM39/pMAL-p2x und E. coli MM39/pMAL;-LuxN). Stimme, bei denen das MBP
cytoplasmatisch lokalisiert war, konnten nicht wachsen: £. co/if MM39/pMALc-LuxN und

E. coli MM39/pMAL-c2x (Abb. 3.4).

E. coli A E. coli
MG1655 MM39/pMAL-c2X

E. coli , E. coli
MM39 | MM39/pMAL-p2X

4

E. coli \._'/E/ col
MM39/pMAL -LuxN MM39/pMAL -LuxN

Abb. 3.4: Komplementation von E. coli MM39 (malE-) mit den MBP-LuxN-Hybridproteinen. Transformiert
wurden MM39-Zellen mit den Plasmiden pMAL-p2X, pMAL-c2X, pMALy-LuxN und pMALc-LuxN. Als
Kontrolle dienten E. coli MG1655, nicht-transformierte und die mit den Leerplasmiden (pMAL-p2X,
pMAL-c2X) transformierte MM39-Zellen.

3.2.3  Autokinase- und Phosphotransferaseaktivitit der MBP-LuxN-Hybridproteine

Mit dem Test auf die Autokinase- und Phosphotransferaseaktivitit von LuxN wurde
untersucht, ob die MBP-LuxN-Hybridproteine enzymatisch aktiv sind. Wie in Abb. 3.3
dargestellt, wurde erwartet, dass nur das Hybridprotein enzymatisch aktiv ist, bei dem der
N-Terminus auf der Seite der Membran lokalisiert ist, die die korrekte Faltung von LuxN
bedingt (Abb. 3.3A). Ausgehend von den 9 postulierten Transmembrandominen wire
dies der Fall, wenn der N-Terminus im Periplasma lokalisiert ist. Fiir die Messung des
Phosphotransfers von LuxN auf LuxU wurden die Hybridproteine im FiFo-ATP-Synthase-
defizienten Stamm £. colfi TKR2000 iiberproduziert (2.5.5) und in Form von
Membranvesikeln fiir die 7in vitro-Phosphorylierung eingesetzt (siehe 2.5.12 und 2.5.12.1).
Das Hybridprotein mit dem periplasmatisch tiberproduzierten MBP (MBPp-LuxN) zeigte
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sowohl Autokinase- als auch Phosphotransferaseaktivitdt in dhnlicher Groéfienordnung
wie LuxN-WT (Abb. 3.5A, Spur 3 bzw. 1). Dabei war eine zeitabhingige
Phosphorylierung von LuxU zu beobachten. Das autophosphorylierte LuxN ist wie schon
zuvor von Timmen et al. (2006) gezeigt, im Gegensatz zum phosphorylierten LuxU bei
dem in vitro-Versuch kaum detektierbar. Die Menge der {iberproduzierten Proteine war
dabei sehr unterschiedlich. Fiir den Phosphotransfer wurden gleiche Mengen von LuxN
eingesetzt, woraus allerdings unterschiedliche Mengen eingesetzter Membranvesikel pro
Spur resultierten (Abb. 3.5B). Das Hybridprotein mit dem cytoplasmatisch lokalisierten
MBP (MBP.-LuxN) hingegen zeigte, wenngleich in ausreichenden Mengen produziert,
keine enzymatische Aktivitdt. Diese Ergebnisse werden durch die immunochemische
Detektion mit dem Penta-His-Antikorper verdeutlicht (Abb. 3.5B, Spur 1-3) und zeigen,
dass LuxN nur dann richtig in der Membran gefaltet ist, wenn MBP periplasmatisch
fusioniert ist. Da der Penta-His-Antikorper nicht sehr sensitiv ist, wurden zur Kontrolle
Membranvesikel aus £ coli TKR2000 ohne Plasmid und Zusatz von LuxU
immunochemisch mitbehandelt, die aufSer LuxN die gleichen Proteinbanden aufwiesen

wie die Membranvesikel aus den transformierten Zellen (Abb. 3.5B, Spur 4).

A B
1 2 3
kDa kDa 1 2 3 4
530 5 30 5 30 min
250 _ |
148 T 180 — ¢« = = MBPLuxN-6His
98 116 —{ i bing .
64 — 84 — : s LuxN-6His
50 _| 58
48.5 —
36 —
36.5 —
oo | 26.6
16 — <« 6BHis-LuxU
6 — o (<« LuxU~P

Abb. 35: Autokinase- und Phosphotransferaseaktivitit von LuxN-WT und den MBP-LuxN-
Hybridproteinen. LuxN-haltige Membranvesikel wurden mit 100 pM [y-32P]-ATP fiir 1 min bei RT
vorinkubiert, bevor gereinigtes LuxU (2 pg/Spur) zugegeben wurde. Nach 5 und 30 min wurden Proben
genommen, mit 5x SDS-Probenpuffer vermischt und durch eine 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Exposition erfolgte mit einem Phosphor-Screen. Der immunologische Nachweis wurde mit dem Penta-His-
Antikérper durchgefiihrt. Fiir die Phosphorylierung wurden gleiche Mengen an LuxN eingesetzt. Zur
Kontrolle wurden Membranvesikel aus £. co/f TKR2000 ohne Plasmid und Zusatz von LuxU aufgetragen. A:
Autoradiogramm, B: Western Blot. 1: MBPp-LuxN-6His (9,6 pg/Spur), 2: MBP.-LuxN-6His (70 pg/Spur), 3:
LuxN-6His (51 pg/Spur), 4: £. coli TKR2000 (25 pg/Spur).



3 ERGEBNISSE 60

3.2.4  Zuginglichkeitsstudien an den MBP-LuxN-Hybridproteinen

Zur weiteren Bestimmung der Lokalisation des N-Terminus von LuxN wurden
Protease-Zugdnglichkeitstudien an den MBP-LuxN-Hybridproteinen und dem Wildtyp-
Protein durchgefithrt. Mit dem Programm ,Peptide Cutter’ (Gasteiger et al, 2005)
(http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter/) wurde die Protease Trypsin ermittelt, deren
Schnittstellen die Aminosduren Lysin (K) und Arginin (R) sind. Diese Aminosiuren
kommen nur im Maltosebindeprotein, in den vorhergesagten Transmembrandoménen
und cytoplasmatischen Schleifen vor. Die vorhergesagten periplasmatischen Schleifen
dagegen bleiben vom Trypsin unberiihrt (Abb. 3.6). Das Hybridprotein MBPp-LuxN mit
den postulierten 9 Transmembrandomidnen hat die entsprechenden Schnittstellen im
MBP, in den Transmembrandoménen und im Cytplasma (Abb. 3.6A). In Abb. 3.6B ist das
Hybridprotein MBP.-LuxN mit acht Transmembrandoménen gezeigt, bei dem sich drei
Trypsin-Schnittstellen im Periplasma im Bereich vor der zweiten vorhergesagten

Transmembrandomine befinden wiirden.

A MBP -LuxN: 9 Transmembrandoménen B MBP_-LuxN: 8 Transmembrandoménen

3 Trypsin- T™2?
Schnittstellen

Periplasma Periplasma

N-Terminus

N-Terminus > C-Terminus

A>C-Terminus

Cytoplasma Cytoplasma

Abb. 3.6: Vorhersage der Anzahl der Transmembrandominen in LuxN. Dargestellt sind in (A) das MBPp-
LuxN mit 9 Transmembrandominen und dem N-Terminus im Periplasma, in (B) das MBPc-LuxN mit 8
Transmembrandominen und dem MBP im Cytoplasma. Griin markiert sind die Bereiche mit den
vorhergesagten  Trypsin-Schnittstellen. Blau gekennzeichnet ist der Bereich der zweiten
Transmembrandomine (TM2), vor dem sich 3 Trypsin-Schnittstellen befinden wiirden. MBP:
Maltosebindeprotein, H: konservierter Histidinrest, A: konservierter Aspartatrest.

Fir die Zuginglichkeitsstudien wurden wie in 2.5.7 beschrieben Sphiroplasten aus

E. coli TKR2000 mit dem Wildtyp-Protein und den beiden Hybridproteinen prépariert.
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Diese wurden einmal mit und einmal ohne Trypsin fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Der
anschlieffende immunologische Nachweis mit dem Penta-His-Antikérper dokumentierte,
dass das Hybridprotein MBPc-LuxN durch die Behandlung mit Trypsin vollstindig
erhalten blieb, wohingegen beim MBP;-LuxN das Maltosebindeprotein abgebaut wurde
(Abb. 3.7). Zusitzlich wurden die Sphiroplasten mit dem Detergenz Triton X-100
permeabilisiert, sodass MBP-LuxN komplett durch die Protease zuginglich wurde,

wodurch ein vollstandiger Abbau erfolgte.

kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9

180 D - — < MBPLUxN-6His

84 — - e —— <+— LuxN-6His
5
48.5

36.5
26.6—

Abb. 3.7: Zuginglichkeitsstudien an den MBP-LuxN-Hybridproteinen mit Trypsin. MBPp-LuxN-6His
(Spur 1-3), MBP.-LuxN-6His (Spur 4-6), und LuxN-6His (Spur 7-9) wurden mit bzw. ohne Trypsin (1:10,
w/w), sowie zur vollstindigen Permeabilisierung der Proteine mit dem Detergenz Triton X-100 (10% v/v)
fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Aufgetragen wurden 30 pg Protein/Spur. Die Proben wurden in einer
12,5%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Der immunologische Nachweis erfolgte mit dem Penta-His-Antikorper.
1/4/7: Behandlung ohne Trypsin, 2/5/8: Behandlung mit Trypsin, 3/6/9: Behandlung mit Trypsin und
Triton X-100.

Die unter 3.2 dargestellten Ergebnisse weisen daraufhin, dass es sich bei LuxN um ein
Membranprotein mit neun Transmembrandoméinen handelt, dessen N-Terminus

periplasmatisch lokalisiert ist.
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3.3 Versuche zur Identifizierung der HAI-1-Bindestelle in LuxN

Fiir die weitere Charakterisierung des Proteins LuxN sollte die Bindestelle des
Autoinduktors HAI-1 identifiziert und ndher untersucht werden. Freeman er al (2000)
entdeckten bei einer ungerichteten Mutagenese des Gens /ux/Veine Mutation, die zu dem
Aminosédureaustausch im Protein an Position 166 durch Arginin fithrte (L166>R). Diese
Mutation bewirkte, nach Ersetzen des A/ux/N-CmR®-Allels mit dem /ux/VL166->R-Allel im
Chromosom von V. harveyi BNL63, einen dunklen Phénotyp des Bakteriums. Die
Autoren vermuteten hier eine sensorische Domidne, die an der Wahrnehmung des
Autoinduktors beteiligt ist, und postulierten weiter, dass dies ein Hinweis auf eine
potentielle Bindestelle ist. Anhand dieses Postulats wurde in der vorliegenden Arbeit auf
Proteinebene nach der Bindestelle in LuxN gesucht.

Grundlage fiir die Identifizierung der Autoinduktor-Bindestelle war die von Timmen et
al. (2006) nachgewiesene Hemmung der Kinaseaktivitit von Wildtyp-LuxN (LuxN-WT)
durch Zugabe des Autoinduktors HAI-1 und die dadurch erfolgte Abnahme der LuxU~P-
Menge. Durch Punktmutationen, die zu entsprechenden Aminosdureaustauschen im
Protein fiihrten, wurde die Bindestelle biochemisch mittels Phosphorylierungsreaktion
von LuxN-Membranvesikeln untersucht. Ein erster Schritt hierzu war der oben erwihnte

Hinweis auf die Aminosiure L166.

3.3.2  Untersuchung der potentiellen Bindestelle L166 in LuxN

Zunichst wurde die Aminosdure L166 durch gezielte Punktmutation in /ux/V durch
Arginin ausgetauscht (L166R). Das dadurch entstandene LuxN-Derivat wurde in E. coli
TKR2000 heterolog iiberproduziert und die nach 2.5.5 erhaltenen Membranvesikel fiir
den Phosphotransfer auf LuxU (nach 2.5.12 und 2.5.12.1) eingesetzt. Als Autoinduktor
wurde bei diesem Experiment 10% (v/v) Kulturiiberstand von V. harveyi BB120

eingesetzt. Dies entspricht einer Konzentration von ca. 20 uM HAI-1 (Timmen, 2005).
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Fiir LuxN-WT konnte abermals gezeigt werden, dass die Zugabe von Autoinduktor die
Kinaseaktivitdt von LuxN hemmt, wodurch die Menge an LuxU~P abnimmt (Abb. 3.8A).
Zur Verdeutlichung der Reaktionsgeschwindigkeit wurden die LuxU~P-Werte auf 100%
des jeweiligen Hochstwertes normalisiert (Abb. 3.8B,D). Der Aminosdureaustausch L166R
zeigte bei der in vitro-Phosphorylierung mit LuxN-L166R-haltigen Membranvesikeln
hingegen ein gegenteiliges Bild des Postulats von Freeman ez al (2000) (Abb. 3.8C). Ohne
Autoinduktor war die Kinaseaktivitit zwar niedriger als die des Wildtyp-Proteins, sobald
jedoch Autoinduktor zugesetzt wurde, stieg die Kinaseaktivitit an und die Menge an
LuxU~P nahm stark zu. Die eingesetzten Proteinmengen waren dabei gleich (Abb. 3.8E).
Die Kinaseaktivitit wird demnach durch die Zugabe von HAI-1 angeregt und nicht, wie
erwartet, gchemmt. Dieser Effekt weist darauf hin, dass es sich hier nicht um eine an der

Bindung von HAI-1 beteiligte Aminosdure handelt.

A LuxN-WT LuxN-WT Cc LuxN-L166R LuxN-L166R
- HAI-1 + HAI-1 - HAI1 + HAI-1
1 5 15 30 1 5 15 30 1 5 15 30 1 5 15 30 Zeit [min]
- . B -
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B 120 D1zo .
LuxN-WT —— Ak LuxN-L166R |- -
= 100 —a +HAM[] = 100 —m— +HAH[]
E 80 E 8o /\
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0 . . . 0
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Abb. 3.8: Rolle des Aminosdureaustausches L166R in LuxN beziiglich der HAI-1-Bindung. LuxN-haltige
Membranvesikel wurden zusammen mit LuxU (2 pg/Spur) bei 25°C vorinkubiert. HAI-1 wurde in Form von
10% (v/v) Kulturiiberstand von V. harveyi BB120 zugegeben. Die Kontrolle ohne HAI-1 erfolgte mit AB-
Medium. Die Reaktion wurde erst nach 5 min Vorinkubation mit dem Autoinduktor mit 100 pM [y-3*P]ATP
gestartet. Nach 1 —5 - 15 und 30 min wurden Proben entnommen, mit 5x SDS-Probenpuffer vermischt und
durch eine 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Trocknung und Exposition auf einem Phosphor-Screen
wurde aus dem Autoradiogramm die Menge an LuxU~P in pmol bestimmt. Die Werte wurden auf 100% des
jeweiligen Hochstwertes normalisiert. Fiir die Phosphorylierung wurde die gleiche Menge von LuxN
eingesetzt, je 160 pg MV/Spur.

A/C: Autoradiogramm, B/D: Quantifizierung der Menge an LuxU~P. A/B: LuxN-WT, C/D: LuxN-L166R;
blau: ohne HAI-1, rot: mit HAI-1. E: Western Blot, 1: LuxN-WT, 2: LuxN-L166R.
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3.3.3 Identifizierung der HAI-1-Bindestelle anhand weiterer Aminoséuren

Zur weiteren Suche nach moéglichen Bindestellen wurden die Sequenzen mehrerer
Proteine der LuxR-Familie mit den Sequenzen von LuxN-Proteinen verglichen. Bei einem
Alignment von 16 Proteinen der LuxR-Familie mit dem Programm MAFFT (Katoh et al,
2002; Katoh et al, 2005) konnten mehrere identische Aminosduren des Musters Y-X3-W-
X3-Y-Xs-D-P ermittelt werden (Abb. 3.10, fett gedruckt). Fiir das Protein LasR aus
P. aeruginosa, das ebenfalls ein Acylhomoserinlacton (AHL) bindet (3-Oxo-Ci2-
Acylhomoserinlacton (Abb. 3.9A)) sind die Bindestellen mittlerweile bekannt (Abb. 3.10,
rot markiert) (Bottomley er al, 2007). Bottomley et al. (2007) konnten die Struktur von
LasR kristallographisch aufkliren, wobei die Loslichkeit des Proteins abhéngig von der
Anwesenheit des Autoinduktors war. Dies nahmen sie zum Anlass, eine detaillierte
Analyse der AHL-Bindetasche vorzunehmen. Einige Aminosiduren der AHL-Bindetasche
liegen in anderen Proteinen der LuxR-Familie zum Grofdteil konserviert vor, was
bedeutet, dass der durch die Bindung der AHLs entstehende Aktivierungsmechanismus
der Proteine auf identischen HSL-Kopfgruppen beruht (Bottomley ez al, 2007). Ein
struktureller Vergleich der Autoinduktoren von LasR und LuxN aus V. harveyi ist in
Abb. 3.9 dargestellt. Deutlich erkennbar ist die Ahnlichkeit der HSL-Kopfgruppen bis zur
Amidgruppe. Zu den konservierten Aminosduren gehoren die in LasR vorkommenden
Aminosduren Y56, W60, Y64, D73, P74 und die weniger konservierte Aminosdure 5129
(Abb. 3.10).

Abb. 3.9: Vergleich der Autoinduktoren von LasR und LuxN.
A: LasR, 3-Oxo-Ci2-Acylhomoserinlacton, B: LuxN, N-(D-3)-Hydroxybutanoyl-Homoserinlacton.
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In einem Alignment mit dem Programm ClustalW (Thompson et al, 1994) von LuxN
aus V. harveyi mit 9 homologen LuxN-Proteinen (LuxN aus Vibrio splendidus, VanN aus
Vibrio anguillarum, OpaN aus Vibrio parahaemolyticus, LuxN aus Vibrio alginolyticus,
LuxN aus Vibrio campbellii, LuxN aus Vibrio fischeri, LuxN aus Vibrio angustum, LuxN
aus Photobacterium profundum, LuxN aus Photobacterium phosphoreum) wurde ein
dhnliches Aminosduremuster (Y-Xe-W-Xs-Y-X3-D-X2-P) identifiziert, das in fast allen
LuxN-Proteinen vorkommt und daher an der Bindung des Acylhomoserinlactons beteiligt
sein konnte (Abb. 3.11). Im Protein LuxN aus V. harveyi handelt es sich um die
Aminosduren Y53, W60, Y66, D70 und P73. Die Aminosduren Y53, W60 und Y66 liegen
dabei in allen dargestellten LuxN-Proteinen konserviert vor. Die Aminosdure D70 ist in
den LuxN-Proteinen zu 60% identisch, P73 zu 40%. Interessanterweise handelt es sich
hierbei um Aminosduren im Bereich der Transmembrandoméne II, fiir den die
Sekundirstruktur-Vorhersagen nur ungenaue Angaben machen konnten und sogar eine
Faltblatt-Struktur vorhersagten (Abb. 3.1), sowie der nachfolgenden periplasmatischen

Schleife.
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sp:P25084:LASR_PSEAE pKDSQDEENEFEvCNErAARRE HEER A BHER VBB S Bl os VL P I FliE-——-PSTHQTR

Sp:Q46751:CARR PECCC SKNS--TSQPYIISN¥PEAWMKEYIKKEMFLSDBI IVASLARITPFSWD--DNDIVTLRA
sp:046967:ECHR_ERWCH NKKK--PTDVVIISN¥PSEWVEI¥RSNNYQHIDBVILTAINKISPFSWD--DDLVISSKL
sp:P54293:ESAR ERWST SKKN--PSNVLIISSY¥PDEWIRLYRANNFQLTDBVILTAFKRTSPFAWD--ENITLMSDL
Sp:Q47188:EXPR_DICD3 NKKK--PTDVVIISN¥PTEWVDI¥RNNNYQHIDRVILTAINKISPFSWD--DDLVISSKL
sp:P12746:LUXR VIBFI YPHSMVKSDISILDNYPKKWRQYMDDANLIKYDRIVDYSNSNHSPINWNIFENNAVN--K
sp:P54303:PHZR PSECL SVTPFMRPRTYMYGNYPEDWVORMOAANYAVIDPTVKHSKVSSSPILAS----NELF--R
sp:051786:PHZR PSEFL SVTPFMRPKTYMYGNYPEHWLORYQAANYALIDBTVKHSKVSSAPILWS----NELF--R
Sp:054452:RATR RHIET  —=—=—=—=—=—=——=== LMLTY¥PPEWVKQ¥RDRDYFSTDRVVRLGRRGFLPVEWS ~ASGWD-~~SG
sp:P54292:RHLR PSEAE HTIPFTRPKTEVHGTY PKAWLER¥OMONYGAVDPAILNGLRSSEMVVIWS——--DSLF--D
sp:P58590:SOLR1 RALSO  VPLPVSKPAVAIFDTN¥PAGHMEHYOASGFLEIDBTVRTGASSSDLIIWP----VSIR--D
sp:P33905:TRAR AGRTU Q-—--- HRHITAVTNYHROWQST¥FDKKFEALDPVVKRARSRKHIFTWS-GEHERPTLSK
Sp:P33909:TRAR AGRVI Q-——-- HKHI IAVTNYHHDWRSL¥FDKKFDALDRVVKRARSRKQVFANS-GEQERPKLSE
sp:P55407: TRAR RHISN D----- GTQVRTFHS¥PGPWESI¥LGSDYFNIDPVLAEAKRRRDVFFWT-ADAWPARGSS
sp:P74946:VANR VIBAN FQPTLKTSETLVTDNY¥PNSWRQO¥DESGFMHIDRIVKYSITNFLPIRWD--DAKRVN--N
sp:P54295:YENR YEREN NKKT--PLHPTIISN¥PLDWVKKYKKNSYHLIDBVILTAKDKVAPFAWD--DNSVINKKS
* * * * x
sp:P25084:LASR PSEAE KOHEMHEERSAAGH-vYGLEvPLHGARGEHEH §1.SVEAENR- - AEANRFME SVLPTLWM
sp:Q46751:CARR PECCC KNQDVFISSVQHDI-SSGYTFVLHDHDNNVATLSIA-NHLED--ANFEKCMKNHENDLQM
sp:046967:ECHR ERWCH KFSRIFNLSKEYDI-VNGYTFVLHDPGNNLATLSFMFEENRS--GELEEIVQONNKEKLQM
sp:P54293:ESAR_ERWST RFTKIFSLSKQYNI-VNGFTYVLHDHMNNLALLSVIIKGNDO--TALEQRLAAEQGTMOM
Sp:Q47188:EXPR DICD3 KFSRIFNLSKDYDI-VNGYTFVLHSPGNNLAALSFMIEEHRS--EELEET IQNNKDKLQM
sp:P12746:LUXR VIBFI KSPNVIKEAKTSGL-ITGFSFPIHTANNGFGMLSFAHSEKDN--Y-IDSLFLHACMNIPL
sp:P54303:PHZR PSECL GCPDLWSEANDSNL-RHGLAQPSFNTQGRVGVLSLARKDNPI--SLQEFEALKVVTK--A
sp:Q51786:PHZR PSEFL NCPDLWSEANDSSL-CHGLAQPSFNTQGRVGVLSLARKDNAT --SLQEFEALKPVTK--A
Sp:054452:RATR RHIET RAYGFFKEAMAFGVGRQGVTLPVRGPQGERSLFTVTSNHPDAYWRQFRMDSMRDLQFLAH
sp:P54292:RHLR PSEAE QSRMLWNEARDWGL-CVGATLPIRAPNNLLSVLEVARDQONI--SSFEREEIRLRLR--C
sp:P58590:SOLR1 RALSO  EAARLWSDARDFGL-NIGVARSSWIAHGAFGLLTLARRADPL--TAAELEQLSATTN--W
sp:P33905: TRAR_AGRTU DERAFYDHASDFGI-RSGITIPIKTANGFMSMFTMASDK-—--—— PVIDLDREIDAVAAAA
Sp:P33909:TRAR AGRVI EERAFYAQAADFGI-RSGITIPIRTANGSMSMFTLASER-———- TATIPLDREIDAVARAA
sp:P55407:TRAR RHISN PLRRFRDEAISHGI-RCGVTIPVEGSYGSAMMLTFASPE----- RKVDISGVLDPKKAVQ
sp:P74946:VANR VIBAN DGRVIFEEARCNGL-KAGFSIPIHGLRGEFGMIBFATSDTKS--YDLNQQSIHTSQ---L

sp:P54295:YENR YEREN TDSAVFKLAREYNI-VNGYTFVLHDNSNNMATLNISNGSDDS--ISFDERIEINKEKIQM

* . .

Abb. 3.10: Alignment von Proteinen der LuxR-Familie (Ausschnitt). Dargestellt sind die
Aminosduresequenzen im Ein-Buchstaben-Code von: LasR aus P. aeruginosa (LASR _PSEAE) (grau
markiert), CarR aus Pectobacterium carotovorum (CARR_PECCC), EchR aus Erwinia chrysanthemii
(ECHR_ERWCH), EsaR aus Erwinia stewartii (ESAR_ERWST), ExpR aus Dickeya dadantii (Erwinia
chrysanthemii) (EXPR_DICD3), LuxR aus V. fischeri (LUXR_VIBFI), PhzR aus Pseudomonas chlororaphis
(Pseudomonas aureofaciens) (PHZR_PSECL), PhzR aus Pseudomonas fluoreszens (PHZR_PSEFL), RaiR aus
Rhizobium etli (RAIR_RHIET), RhIR aus Pseudomonas aeruginosa (RHLR_PSEAE), SolR1 aus Ralstonia
solanacearum (SOLR1_RALSO), TraR aus Agrobacterium tumefaciens (TRAR_AGRTU), TraR aus
Agrobacterium vitis (TRAR_AGRVI), TraR aus Rhizobium sp. (TRAR_RHISN), VanR aus V. anguillarum
(VANR_VIBAN) und YenR aus Yersinia enterocolitica (YENR_YEREN). Die Aminosduren Y56, W60, Y64,
D73, P74 und S129 aus LasR, die identisch in anderen LuxR-Proteinen sind, sind griin markiert.
Aminoséuren, die die AHL-Bindetasche in LasR bilden, sind rot markiert. Das Alignment wurde mit dem
Programm MAFFT FFT-NS-2 (Version 6.240) (Katoh er al, 2002; Katoh et al, 2005) erstellt.

Identische Aminosduren sind durch einen Stern (*), dhnliche durch einen Doppelpunkt (:) bei einer
Abweichung bzw. durch einen Punkt (.) bei mehr als einer Abweichung gekennzeichnet. Das vollstindige
Alignment befindet sich im Anhang.
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LuxN Vibrio harveyi --MFDFSLEATVYAKATSLLATVAVVMMWLEYYCYRLKQKNEVI-FGTHH 47
LuxN Vibrio splendidus MNMFDFGLEATVYAKATTLLATVATVVMWLLYYCYRLRQKNKVI-FGTHH 49
VanN Vibrio anguillarum --MLNLNLDPILYPKATTLIAAVAMVLVWLTYYCYRLKQKNEVI-FGTHH 47
OpaN Vibrio parahaemolyticus MNMLDIGLSGLLYPKAITLFATVAVVLVWLLYYCYRLKQKNEVI-LGSYH 49
LuxN Vibrio alginolyticus --MLDVHLHGLFYPKAMALYATVLIVFAWLLYYCYRLKQKSEST-LGSHH 47
LuxN Vibrio campbellii --MTETFITHMLYSKATVLTLASFLVLTWVSFFCRSLYLNRGPR-SIGNY 47
LuxN Vibrio fischeri --MLTT------ LSKVYLLLTTSATILLWVGYFVRSLYKERTKV-NPYIY 41
LuxN Vibrio angustum ~-MADLYQAVTTNVIAIFLIAISAVIAVWTGYFARFLHSKPSLSHDKRIY 48
LuxN Photobacterium profundum --MHDFTQSTLANMVATFLVATALVVVIWATYFARTLAKHLPGS-SRQVY 47
LuxN Photobacterium phosphoreum --MPDLPLLLFSEPRGALLFFAAGI ILAWLGYFSFTLFTSRPGA-NRNVY 47
* * .. * .. * .
LuxN Vibrio harveyi ARYTAYSVCIIAWISSNAYFHTDLLPELGASAGMFMAKFANLASFFAFAF 97
LuxN Vibrio splendidus APYIA¥SICIVAWICSNARFHTDLLBELGASAAVYAAKLANLASFCAFAF 99
VanN Vibrio anguillarum ASYTA¥SSCTITAWIGSNAYFHTDWLVELGVNRATFMAETANTSASLAFVE 97
OpaN Vibrio parahaemolyticus APYIA¥STCITIWISSNAYFHTDLLBLLGSEGGIFMAKLANLASFFAFAF 99
LuxN Vibrio alginolyticus APYTA¥SSCITVWISSNAMFHTDLIBELGSVGGIFMAKLANLASFFAFAF 97
LuxN Vibrio campbellii TFYTI¥TIGLFFRILSNAYFHSGFLLLYSKQAATKMATLANTSAYTAFAA 97
LuxN Vibrio fischeri SSYIF¥ALFIILWILSNA¥FQSPLLTYFDESAATFMALFANMTSYLAFAF 91
LuxN Vibrio angustum FPYTI¥TSFISLHILSNA¥FOSSLLIERSDIVAVNIALAANIFSGLAFIF 98
LuxN Photobacterium profundum FPYTL¥SVFISARILSNA¥YFOSBLLVYFGADTAIIMALLANIFSGLAFAY 97
LuxN Photobacterium phosphoreum YPYLA¥SVSTFLWILSNAYFQSPLLTYYSESTAVTMALFANLVSFCAFTS 97
* *: * x *****:: * . .o * **: : * Kx
Abb. 3.11: Alignment von LuxN-dhnlichen Proteinen (Ausschnitt). Dargestellt sind die

Aminosduresequenzen von LuxN aus V. harveyi und 9 LuxN-homologen Proteinen aus der Datenbank von
NCBI im Ein-Buchstaben-Code. Das Alignment wurde mit dem Programm ClustalW (Version 1.83)
(Thompson et al, 1994) erstellt. Die zu den in LuxR-Proteinen vorkommenden &hnlichen Aminoséuren
sind griin markiert (in LuxN aus V. harveyi gelb markiert: Y53, W60, Y66, D70, P73). Aminoséduren, die zur
Identifizierung der HAI-1-Bindestelle in LuxN untersucht wurden, sind gelb markiert: Y50, Y53, S54, C56,
158, W60, S62, S63, Y66, T69, D70, P73, E74, S78, K85.

Identische Aminosduren sind durch einen Stern (*), dhnliche durch einen Doppelpunkt bei einer
Abweichung (:) bzw. durch einen Punkt bei mehr als einer Abweichung (.) gekennzeichnet. Zahlen geben
die Position der Aminosduren an. Das vollstindige Alignment befindet sich im Anhang.

3.3.3.1 Untersuchung der Aminosiduren Y66, D70 und P73 in einem Dreifachaustausch

Aufgrund des dhnlichen Musters der Aminosiuren Y66, D70, P73, sowie ihrer
Lokalisation in der periplasmatischen Schleife nach TM II, wurde /ux/V durch gezielte
Punktmutation modifiziert, so dass ein dreifacher Aminosdureaustausch durch je einen
Cysteinrest entstand: Y66C-D70C-P73C (einfach: Y66D70P73C). Das so erhaltene LuxN-
Derivat wurde in E. coli TKR2000 heterolog exprimiert. Die nach 2.5.5 erhaltenen
Membranvesikel wurden fiir den Phosphotransfer auf LuxU, entsprechend 2.5.12 und
2.5.12.1, eingesetzt. Als Autoinduktor wurde in diesem Fall gereinigter HAI-1 in der

Konzentration von 50 uM verwendet.
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Abb. 3.12: Einfluss von HAI-1 auf die Phosphotransferaktivitit von LuxN-Y66D70P73C. Fiir die
Phosphorylierung wurden von LuxN-WT 66 pg/Spur und von LuxN-Y66D70P73C 126 pg/Spur eingesetzt
(entspricht gleicher Menge von LuxN, Vgl. Abb. 3.14). Die LuxN-haltigen Membranvesikel wurden
zusammen mit LuxU (2 pg/Spur) bei 25°C vorinkubiert. Als Autoinduktor wurde 50 pM gereinigter HAI-1
zugegeben. Die Kontrolle ohne HAI-1 erfolgte mit H20O. Die Reaktion wurde bei Zugabe von HAI-1 erst
nach 5 min Vorinkubation mit dem Autoinduktor mit 100 pM [y-32P]-ATP gestartet. Bei Zugabe von H20
wurde die Reaktion sofort gestartet. Nach 0,5 -1 -2 — 5 und 10 min wurden Proben genommen, mit 5x
SDS-Probenpuffer vermischt und durch eine 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Trocknung und
Exposition auf einem Phosphor-Screen wurde aus dem Autoradiogramm der Umsatz von LuxU~P in
pmol/(mg * min) bestimmt. In (C) sind die Initialgeschwindigkeiten als Balkendiagramm dargestellt.

A: LuxN-WT, B: LuxN-Y66D70P73C; blau: ohne HAI-1, violett: mit HAI-1.

Auch in diesem Experiment kann die Abnahme der LuxU~P-Menge bei Zugabe von
HAI-1 zu LuxN-WT bestitigt werden (Abb. 3.12A,C). Im Gegensatz dazu bleibt die
Initialgeschwindigkeit der Phosphorylierung durch das Derivat LuxN-Y66D70P73C
nahezu auf dem gleichen Level (Abb. 3.12B,C). LuxU wird durch LuxN-WT, solange kein
Autoinduktor vorhanden ist, in einer Initialgeschwindigkeit von 4 pmol/(mg * min) zu
LuxU~P umgesetzt. Diese Geschwindigkeit verringert sich bei Zugabe von HAI-1 um das
4fache. Demnach wird die Kinaseaktivitit von LuxN-WT durch HAI-1 bis zu 75%
gehemmt. Bei LuxN-Y66D70P73C dagegen bleibt diese ungefihr gleich
(3,6 pmol/(mg * min) zu 3,1 pmol/(mg * min)). Durch den Dreifachaustausch Y66D70P73C
bleibt die Initialgeschwindigkeit von LuxN unverindert, was auf eine Bindestelle in einer

der drei oder allen drei Aminosiuren hinweist.
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3.3.3.2 Untersuchung weiterer Aminoséuren in LuxN beziiglich HAI-1-Bindung

Nachdem das Ergebnis des Dreifachaustauschs auf eine potentielle Bindung in diesem
Bereich hindeutete, wurden die drei Aminosiuren Y66, D70 und P73 noch einmal einzeln
gegen Cystein ausgetauscht. Auflerdem wurden weitere Aminosduren in LuxN
untersucht. Da die Bindetasche in LasR hauptsichlich aus hydrophoben Aminosiuren
gebildet wird, wurden in LuxN u. a. mehrere hydrophobe Aminosduren und andere, den
Bereich der zweiten Transmembrandomine und der nachfolgenden periplasmatischen
Schleife abdeckende Aminosduren, ausgetauscht: Y50->F, Y53->F, S54>A, C56->A,
I58>A, W60->F, S62>A, S63>A, T69>V, E74>Q, S78>A und K85->L. Wie bisher
beschrieben, wurden die verschiedenen LuxN-Derivate in £. co/i TKR2000 heterolog
iberproduziert, Membranvesikel pripariert (2.5.5) und diese in der in vitro-
Phosphorylierung von LuxU (nach 2.5.12 und 2.5.12.1) eingesetzt. Auch in diesem Fall
war die Menge der iiberproduzierten Proteine sehr unterschiedlich, so dass fiir den
Phosphotransfer zwar gleiche Mengen von LuxN eingesetzt, aber unterschiedliche
Mengen eingesetzter Membranvesikel pro Spur aufgetragen wurden (Abb. 3.14).

Um den inhibitorischen Effekt von HAI-1 auf die spezifische enzymatische Aktivitit
der einzelnen LuxN-Derivate zu untersuchen, wurde gereinigter HAI-1 in steigender
Konzentration (0-160 pM) zu der Phosphorylierungsreaktion zugegeben. Zur Bestimmung
der Initialgeschwindigkeit wurde die Reaktion nach 30 s und 1 min, durch Vermischung
der einzelnen Proben mit 5x SDS-Probenpuffer, abgestoppt. Die Werte wurden auf 100%
des Kontrollwertes (Abwesenheit von HAI-1) normalisiert. In Abb. 3.13 und Tab. 3.2 ist
ersichtlich, dass sich vier der 18 LuxN-Derivate schon bei duflerst niedriger HAI-1-
Konzentration (1 pM) deutlich von LuxN-WT unterscheiden: LuxN-L166R (s. auch Kap.
3.3.1), LuxN-Y53F, LuxN-D70C und LuxN-Y66D70P73C. Die Phosphotransferaktivitit
von LuxN-WT wurde durch HAI-1 um 70% inhibiert (siehe auch Timmen, et al (2006));
bei LuxN-Y53F wund LuxN-Y66D70P73C lag die maximale Abnahme der
Initialgeschwindigkeit nur bei ca. 40% und bei LuxN-D70C bei ca. 30%.

Da sich die Werte ab einer Konzentration von 5 pM HAI-1 nicht mehr effektiv

anderten, wurde in Abb. 3.13 zur besseren Ersichtlichkeit nur der Konzentrationsbereich
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von 0 — 20 pM dargestellt. In Tab. 3.2 sind auch die Werte fiir die Konzentrationszugabe
von 160 pM dargestellt, mit der die maximale Inhibition erreicht wurde. Fiir LuxN-L166R
konnte auch in diesem Experiment ein Ansteigen der Kinaseaktivitit nachgewiesen
werden. Die Abnahme der Kinaseaktivitit um gerade einmal 30 bzw. 40% von LuxN-
Y53F und LuxN-D70C deuten auf eine Bindungsstelle dieser Aminosduren hin. Die
Aminosdure D70 wurde zusitzlich noch gegen Glutamat ausgetauscht (D70E). LuxN-
D70E wies aber die gleiche Kinaseaktivitdt auf wie LuxN-WT. Dies liegt wahrscheinlich
an der dhnlichen Struktur der Aminosduren Aspartat und Glutamat, die sich nur durch
eine zusitzliche Methylen-Gruppe im Glutamat unterscheiden. Das Ergebnis des
Einzelaustauschs LuxN-D70C bestitigte die zuvor erworbenen Daten mit dem

Dreifachaustausch LuxN-Y66D70P73C.
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Abb. 3.13: Versuche zur Identifizierung der HAI-1-Bindestelle in LuxN. LuxN-haltigen Membranvesikel
(LuxN-WT, LuxN-Y50F, LuxN-Y53F, LuxNS54A, LuxN-C56A, LuxN-I58A, LuxN-W60F, LuxN-S62A,
LuxN-S63A, LuxN-Y66C, LuxN-T69V, LuxN-D70C, LuxN-D70E, LuxN-P37C, LuxN-E74Q, LuxN-S78A,
LuxN-K85L, LuxN-L166R, LuxN-Y66D70P73C) wurden zusammen mit LuxU (2 pg/Spur) bei 25°C
vorinkubiert. Gereinigter HAI-1 wurde in steigender Konzentration zum Reaktionsansatz zugegeben:
0(H20)-1-2-5-10-20-40 - 80 — 160 pM HAI-1. Dargestellt ist der Konzentrationsbereich von 0-
20 uM. Die Reaktion wurde nach 5 min Vorinkubation mit HAI-1 mit 100 uM [y-3?P]-ATP gestartet. Bei
Zugabe von H20 wurde die Reaktion sofort gestartet. Nach 30 s und 1 min wurden Proben genommen, mit
5x SDS-Probenpuffer vermischt und durch eine 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Trocknung und
Exposition auf einem Phosphor-Screen wurden aus den Autoradiogrammen die Initialgeschwindigkeiten
von LuxN~P mittels ImageQuant® (Version 5.0, Molecular Dynamics) quantifiziert und in pmol/(mg * min)
bestimmt. Fiir die Phosphorylierung wurden gleiche Mengen von LuxN eingesetzt (s. Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Mengenvergleich der LuxN-haltigen Membranvesikel, entsprechend dem Phosphotransfer auf
LuxU (Vgl. Abb. 3.13). Die Proteinbande von LuxN ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die LuxN-haltigen
Membranvesikel wurde in folgender Konzentration eingesetzt: 1: LuxN-WT [63 ug/Spur], 2: LuxN-Y50F [31
pg/Spur], 3: LuxN-Y53F [31 pg/Spur], 4: LuxNS54A [63 pg/Spur], 5: LuxN-C56A [31 pg/Spur], 6: LuxN-I58A
[31 pg/Spur], 7: LuxN-W60F [63 pg/Spur], 8: LuxN-S62A [63 pg/Spur], 9: LuxN-S63A [63 pg/Spur], 10:
LuxN-Y66C [92 pg/Spur], 11: LuxN-T69V [63 pg/Spur], 12: LuxN-D70C [190 pg/Spur], 13: LuxN-D70E [63
pg/Spur], 14: LuxN-P37C [94 pg/Spur], 15: LuxN-E74Q [31 pg/Spur], 16: LuxN-S78A [31 pg/Spur], 17: LuxN-
K85L [31 pg/Spur], 18: LuxN-Y66D70P73C [126 pg/Spur], 19: LuxN-L166R [94 pg/Spur].

Tab. 3.2: Maximale Inhibition der Kinaseaktivitit der LuxN-Derivate in Prozent [%] nach Zugabe von 1, 2,
5, 10, 20 und 160 pM HAI-1. Die Derivate LuxN-Y53F, LuxN-D70C und LuxN-Y66D70P73C wurden gelb
markiert. Werte, die aufgrund zu hoher Hintergrundstrahlung auf dem Phosphor-Screen zu niedrig
quantifiziert wurden, sind in Klammern angegeben.

HAI-1 [uM] 1 2 5 10 20 || 1e0
LuxN-WT 61 61 67 68 63
LuxN-Y50F 39 61 68 71 74
LuxN-Y53F 34 45 (32) 44 (34)
LuxN-S54A 71 71 79 77 82
LuxN-C56A 85 86 88 89 920
LuxN-I58A 56 64 72 76 75
LuxN-W60F 14 44 56 64 71
LuxN-S62A 73 83 84 88 88
LuxN-S63A 72 81 88 85 80
LuxN-Y66C 38 41 56 65 67
LuxN-T69V 75 83 82 82 87
LuxN-D70C 34 (18) 25 (13) 24
LuxN-D70E 68 71 76 78 81
LuxN-P73C 43 61 70 67 69
LuxN-E74Q 82 85 88 20 92
LuxN-S78A 66 81 80 83 81
LuxN-K85L 84 79 73 (56) 77
LuxN-L166R (4) - - - -

LuxN-Y66D70P73C 14 16 16 22 28
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3.3.4 Komplementation von V. harveyi BB170

Um die einzelnen LuxN-Derivate in vivo untersuchen zu konnen, wurden die Derivate
mittels des Plasmid pFED368 (Neiditch et al, 2006) via 7riparental Mating in V. harveyi
BB170 konjugiert. Zundchst wurden die pFED-LuxN-Derivate wie in 2.4.11 beschrieben
hergestellt. V. harveyr BB170 wurde mit den Plasmiden pFEDLuxNb-6His,
pFEDLuxNbL166R-6His, pFEDLuxNbY66C-6His, pFEDLuxNbD70C-6His,
pFEDLuxNbP73C-6His und pFEDLuxNbY66D70P73C-6His via Triparental Mating nach
der Methode aus 2.4.10.2 transformiert. Fiir den in vivo-Biolumineszenz-Assay wurden
einzelne V. harveyi-Klone in AB-Medium, alternativ mit 266 uM FeCls zur Verbesserung
des Wachstums (Vilchez er al, 2007), iiber Nacht kultiviert. Aus der UNK wurden die
Wells von Mikrotiterplatten in einem Volumen von 200 pl in AB-Medium und beimpft.
Die Mikrotiterplatten mit den komplementierten BB170-Zellen wurden fiir 17-20 h bei
30°C aerob inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Biolumineszenz der Konjugate im
Platten-Luminometer (Centro 960, Berthold) bestimmt. Es zeigte sich bei allen
untersuchten Zellen eine erhohte Biolumineszenz, die moglicherweise durch das
zusdtzlich vorhandene AI-2 entstand (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden die

weiteren pFED-LuxN-Derivate mit diesem Stamm nicht mehr getestet.

3.4 Reinigung und Rekonstitution von LuxN

Fiir die vollstindige Charakterisierung eines Proteins ist dessen Reinigung ein
wesentlicher Faktor. Bisher konnte LuxN lediglich in Membranvesikeln fiir die
Untersuchungen eingesetzt werden. Da LuxN schitzungsweise aber nur zu 1% in den
Membranvesikeln enthalten ist, ist es empfehlenswert andere, die Tests storenden
Proteine, zu entfernen. In dieser Arbeit sollte nun das Protein LuxN gereinigt werden, um
die Signaltransduktionskaskade mit gereinigten Proteinkomponenten in vitro

rekonstruieren zu konnen.
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Da Membranproteine kaum l6slich sind und eine Lipid-haltige Umgebung benétigen,
miissen sie zundchst durch Solubilisierung mit einem Detergenz aus der Membran
herausgelost werden. Fiir die anschliefSende Rekonstitution des Proteins werden E. coli-
Phospholipide verwendet. Durch gleichzeitige Entfernung des Detergenz lagern sich die
einzelnen Proteinmolekiile mit den Phospholipiden zu einem so genannten

Proteoliposom zusammen.

3.4.1 Reinigung und Rekonstitution von LuxN

Zunidchst wurde das in der Membran verankerte Protein LuxN mit Hilfe des Detergenz
LDAO (2%) aus der Membran solubilisiert (siehe 2.5.10). Dadurch werden die
hydrophoben Anteile des Proteins LuxN von der wissrigen Losung des Cytosols
abgeschirmt. AnschlieRend wurde das solubilisierte Protein auf der Ni>*-NTA-Agarose-
Matrix mit 0,05% Dodecylmaltosid umgepuffert und mit 250 mM Imidazol entsprechend
der Methode nach 2.5.10 eluiert. Das Protein wurde zu 30-60% aus den
Membranvesikeln gereinigt. Die anschlieffende Rekonstitution des gereinigten LuxN
erfolgte mit £. coli-Phospholipiden im Verhiltnis 25:1 (Lipid:Protein); das Entfernen des
Detergenz im Verhiltnis 5:1 (BioBead:Detergenz). Der Nachweis der Reinigung und
Rekonstitution erfolgte mittels Silberfarbung nach Blum ez al (1987) (Abb. 3.15, Spur 1-4)
und immunochemischer Behandlung mit dem Penta-His-Antikorper (Abb. 3.15, Spur 5).
Die rekonstituierten Proteoliposomen wurden wie in 2.5.12 bzw. 2.5.12.1 beschrieben fiir
einen Phosphotransfer in einem molaren Verhiltnis LuxN zu LuxU von 1:20 eingesetzt.
Eine enzymatische Aktivitit der LuxN-Proteoliposomen war im Gegensatz zur Kontrolle

mit LuxN-Membranvesikeln allerdings nicht detektierbar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.15: Reinigung und Rekonstitution von LuxN. Dargestellt ist die Solubilisierung von LuxN mittels 2%
LDAO, die Reinigung mittels NiZ*-NTA-Affinititschromatographie durch Umpufferung mit 0,05%
Dodecylmaltosid und Elution mit 250 mM Imidazol, und die anschliefSende Rekonstitution mit £. coli-
Phospholipiden im Verhiltnis 25:1 (Lipid:Protein). Spur 1-4: Silberfarbung nach Blum ez a/ (1987), Spur 5:
Immunodetektion von LuxN in Proteoliposomen mit dem Penta-His-Antikérper. 1: Membranvesikel
(20 pg/Spur) 2: LDAO-solubilisierte Proteine (20 pg/Spur), 3: Dodecylmaltosid-solubilisierte Proteine nach
Reinigung iiber die Ni*-NTA-Agarose mit 250 mM Imidazol (3 pg/Spur), 4/5: Rekonstituiertes LuxN in
Proteoliposomen (3 pg/Spur).

3.4.2 Lipidanalyse von V. harveyi BB120 und E. coli MG1655

Da fiir das Protein LuxN nach der Rekonstitution keine enzymatische Aktivitit
nachweisbar war, bestand die Mdglichkeit, dass es nicht in seiner nativen Form
rekonstituiert wurde. Ein Grund hierfiir konnte sein, dass fiir die Rekonstitution E£. co/i-
Phospholipide verwendet wurden, die dem Protein moglicherweise nicht seine natiirliche
Umgebung bieten. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob sich die
Lipidzusammensetzung von V. harveyi und E. coli voneinander unterscheiden. Hierzu
wurden die Phospholipide aus V. harveyi BB120 und £. coli MG1655 nach der Methode
von Minnikin, er al (1984) wie unter 2.5.15 beschrieben, extrahiert und mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Die Phospholipide wurden anschlief’end
durch Firbung mit Ninhydrin und Molybddnoxid sichtbar gemacht (Abb. 3.16).
Ninhydrin firbt primdre Amine, weshalb die Phospholipide Phosphatidylethanolamin
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und Lysophosphatidylethanolamin Ninhydrin-positiv sind; Molybddnoxid farbt die
Phosphatgruppe, sodass Cardiolipin und Phosphatidylglycerol erst dadurch sichtbar

werden.

V. harveyi BB120 E. coli MG1655

— Cardiolipin —>

. [l Phosphatidylethanolamin —, ‘

«—— Phosphatidylglycerol —»

l— Lysophosphatidylethanolamin

Abb. 3.16: Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie von extrahierten V. harveyi- und E. coli-
Lipiden. Die Firbung erfolgte durch Ninhydrin und Molybdidnoxid nach Minnikin er al (1984). Die
einzelnen Phospholipide wurden mit Pfeilen gekennzeichnet: Cardiolipin, Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylglycerol und Lysophosphatidylethanolamin.

Der prozentuale Gehalt der einzelnen Phospholipide wurde mit dem Analyse-
Programm ImageQuant® (Version 5.0, Molecular Dynamics) ausgewertet (Tab. 3.3). Beide
Bakterienarten unterscheiden sich vor allem dadurch, dass V. harveyi BB120 das
Phospholipid Lysophosphatidylethanolamin (LPE) enthilt, das in £ co/f MG1655 nicht
nachgewiesen wurde. Prozentual macht LPE einen Gehalt von 32% der
Gesamtphospholipide in V. harvey:i BB120 aus. Seit den 1970er Jahren ist bekannt, dass
LPE zu einem grofien Anteil in der Lipidzusammensetzung von diversen Vibrio-Spezies
und nicht differenzierten marinen Bakterien vorkommt (Bhakoo und Herbert, 1979;
Danevcic et al., 2005; Diervo und Reynolds, 1975; Oliver und Colwell, 1973). Den grofiten
Anteil in beiden Bakterienarten hat das Phospholipid Phosphatidylethanolamin: in £. coli
mit 66% und in V. harveyi mit 43%. Der Gehalt an Cardiolipin ist in beiden
Bakterienarten gleich (11 bzw. 12%). Phosphatidylglycerol ist in £. coli zu 23% enthalten,

in V. harveyi nur zu 13%.
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Tab. 3.3: Vergleich des Phospholipidgehalts von E. coli MG1655 und V. harveyi BB120. Die Mittelwerte aus

zwei unabhéngigen Lipidextraktionen sind in Prozent angegeben.

Phospholipid E. coliMG1655
Cardiolipin 11 %
Phosphatidylglycerol 23 %
Phosphatidylethanolamin 66 %

Lysophosphatidylethanolamin

3.4.2.1 Rekonstitution von LuxN mit V. harveyi-Phospholipiden

V. harveyi BB120

Da bei der Phospholipidzusammensetzung von V. harveyi und E. coli ein deutlicher

Unterschied besteht, sollten die extrahierten V. harveyi-Phospholipide zur Rekonstitution

des gereinigten LuxN eingesetzt werden. Zuvor war es allerdings notwendig, den Prozess

der Solubilisierung der Liposomen in Abhdngigkeit von der Detergenz-Konzentration zu

bestimmen. In diesem Fall wurden die beiden Detergenzien Triton X-100 und LDAO

verwendet (siehe 2.5.16). Die Liposomen-Solubilisierung erfolgte nach dem ,Drei-Stufen-

Modell“, wonach die beginnende, partielle und totale Solubilisierung unterschieden

werden (Lichtenberg, 1985). Die Triibung der Solubilisierung wurde dabei photometrisch

bei 600 nm verfolgt (Abb. 3.17).



3 ERGEBNISSE 77

0.8 0.8
beginnende Solubilisierung

5&/ 0.7

0.7

o
o
.
o
o
.

partielle Solubilisierung beginnende Solubilisierung

totale Solubilisierung
0.2 4 / .2
0.1 0.1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
% Triton X-100 % LDAO

artielle Solubilisierun

o
w

o
w

Absorption [600 nm]
o
£
Absorption [600 nm]
o
£

/

o
[N)

totale Solubilisierung

Abb. 3.17: Bestimmung der Abhingigkeit der Solubilisierung der V. harveyi-Phospholipide von der
Detergenz-Konzentration. Die V. harveyi-Phospholipide wurden wie in 2.5.15 beschrieben extrahiert. Zur
Solubilisierung der Phospholipide [1,5 mg/ml] wurden die Detergenzien 3% Triton X-100 (A) und 30%
LDAO (B) verwendet. Die Tritbung wurde nach 2.5.16 photometrisch bei 600 nm verfolgt.

Eine partielle Solubilisierung mit Triton X-100 wurde bei ca. 0,034% und die totale
Solubilisierung ab einer Konzentration von 0,115% erreicht (Abb.3.17A). Mit LDAO
erfolgte die partielle Solubilisierung bei einer Konzentration zwischen 0,06 und 0,09%,
wohingegen die totale Solubilisierung ab einer Konzentration von 0,15% erreicht wurde
(Abb. 3.17B). Die Phospholipide in LDAO wurden dann zur Rekonstitution von LuxN
eingesetzt (siehe 2.5.11). Hierfiir wurden zwei Solubilisierungsstufen getestet: partiell mit
0,09% LDAO und total mit 0,15% LDAO. LuxN wurde zunichst entsprechend 2.5.10 mit
2% LDAO solubilisiert, durch Umpufferung mit 0,05% Dodecylmaltosid tiber die Ni?-
NTA-Agarose gereinigt und wie alternativ in 2.5.11 beschrieben, rekonstituiert. Das
Protein wurde dabei zu 10-20% aus den Membranvesikeln gereinigt und zu ca. 1% in den
V. harveyi-Lipiden rekonstituiert. Die gereinigten und rekonstituierten Proteinfraktionen
wurden mittels Silberfirbung nach Blum ez a/ (1987) nachgewiesen (Abb. 3.18). Fiir die
Kontrolle auf das Vorhandensein und die enzymatische Aktivitit von LuxN in den
Proteoliposomen wurden gleiche Mengen fiir die Silberfirbung und die in vitro-
Phosphorylierung auf LuxU eingesetzt. Eine enzymatische Aktivitit von LuxN in den
Proteoliposomen wie fiir die LuxN-haltigen Membranvesikel (Vgl. Abb. 3.5A, Spur 3)

konnte nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.18: Rekonstitution von LuxN mit extrahierten V. harveyi-Phospholipiden. Dargestellt ist die
Reinigung von mit 2% LDAO solubilisiertem LuxN mittels Ni?*-NTA-Affinitdtschromatographie durch
Umpufferung mit 0,05% Dodecylmaltosid und Elution mit 250 mM Imidazol, und die anschlieSende
Rekonstitution mit 0,09% und 0,15% LDAO-solubilisierten V. Aarveyi-Phospholipiden im Verhiltnis 25:1
(Lipid:Protein). Der Nachweis erfolgte durch Silberfirbung nach Blum er al (1987). Die Proteinbande von
LuxN ist mit einem Kreis und einem Pfeil gekennzeichnet. 1: Membranvesikel (20 pg/Spur), 2: Eluat 1 der
Dodecylmaltosid-solubilisierten Proteine nach Reinigung tiber die Ni?*-NTA-Agarose mit 250 mM Imidazol
(0,8 pg/Spur), 3: Eluat 2 (0,4 pg/Spur), 4: Proteoliposomen nach partieller Solubilisierung der Phospholipide
mit 0,09% LDAO, 5: Proteoliposomen nach totaler Solubilisierung der Phospholipide mit 0,15% LDAO.

3.4.2 Reinigung von LuxN mit Lysophosphatidylethanolamin

Neben dem Versuch extrahierte V. harveyi-Phospholipide zur Rekonstitution zu
verwenden, wurde in Betracht gezogen, dem Protein bei der Reinigung das zu 32% in
V. harveyi vorhandene Phospholipid Lysophosphatidylethanolamin zuzusetzen. Das von
Sigma verwendete Lysophosphatidylethanolamin besteht aus 30 - 34% Palmitinsdure und
60 - 65% Stearinsdure, und wurde wihrend der Reinigung mittels Ni*-NTA-
Affinititschromatographie zum Aqulibrierungspuffer (siehe 2.5.10) mit einer
Konzentration von 0,25 mg/ml eingesetzt. Die Rekonstitution erfolgte wie unter 2.5.11
angegeben. Anschlieffend wurde das Vorhandensein von LuxN in den Proteoliposomen

mittels Silberfirbung untersucht. Hierzu wurden der Rekonstitutionsansatz vor der
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Ultrazentrifugation, der Uberstand und die pelletierten Proteoliposomen im gleichen
Volumen auf das SDS-Gel aufgetragen (Abb. 3.19). Die Proteoliposomen hatten dabei eine
Proteinkonzentration von 0,4 mg/ml, was einer Rekonstitution des aus den
Membranvesikeln gereinigten Proteins von ca. 50% entsprach. Die Hilfte des Proteins
wurde nicht in den Proteoliposomen rekonstituiert und war im Uberstand der
Ultrazentrifugation zu finden. Zum Test der enzymatischen Aktivitit wurden die auf
diese Weise erhaltenen Proteoliposomen fiir den Phosphotransfer auf LuxU eingesetzt.
Zur Kontrolle wurden auch LuxN-haltige Membranvesikel verwendet. In diesem Fall
wurde die Phosphorylierung in einem Verhiltnis von 1:4 - 1:10 und 1:20 von LuxN zu
LuxU durchgefiihrt. Die eingesetzte LuxN-Proteinmenge entsprach bei 1:4 einer Menge
von 29,6 pmol/Spur (Proteoliposomen) und 6,1 pmol/Spur (Membranvesikel); bei 1:10
einer Menge von 11,8 pmol/Spur (Proteoliposomen) wund 2,6 pmol/Spur
(Membranvesikel); bei 1:20 einer Menge von 5,9 pmol/Spur (Proteoliposomen) und
1,3 pmol/Spur (Membranvesikel). Trotzdem konnte nur der Phosphotransfer ausgehend
von den LuxN-haltigen Membranvesikeln (Vgl. Abb. 3.5A, Spur 3) nachgewiesen werden

(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.19: Rekonstitution von mit Lysophosphatidylethanolamin gereinigtem LuxN. Die Proteinbande von
LuxN ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. 1: Rekonstitutionsansatz vor der Ultrazentrifugation (10 pl/Spur),
2: Uberstand nach der Ultrazentrifugation (10 pl/Spur), 3: LuxN-haltige Proteoliposomen [0,4 mg/ml]
(10 pl/Spur).
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3.5 Der Antwortregulator LuxO

Der Antwortregulator LuxO der Phosphorylierungskaskade LuxN - LuxU - LuxO
wurde von Timmen (2005) in den Vektor pET16b kloniert und in £ coli
BL21(DE3)/pLysS-Zellen iiberproduziert. Das 10His-getaggte LuxO hat eine theoretische
Molekiilmasse von 52,880 kDa und befindet sich laut Hydrophobizititsanalysen im
Cytosol. Es wird immunologisch mit dem Penta-His-Antikorper nachgewiesen. Wie
schon von Timmen (2005) beschrieben, wird LuxO heterolog in £. coli zum gréfsten Teil
in Form von Inclusion Bodies (Einschlusskorperchen) iiberproduziert. Nachweisbar ist es
in der niedertourigen Fraktion (LSP), sowie zu einem geringen Anteil in der
Membranfraktion. Timmen konnte nachweisen, dass es sich bei den Proteinen in der
niedertourigen Fraktion tatsichlich um /nclusion Bodies handelt. Verschiedene Versuche
wurden bisher unternommen, um LuxO in l8slicher Form zu exprimieren (Timmen, 2005;
Stambrau, 2008). Auch in dieser Arbeit sollte das Protein entweder im l6slichen Zustand

iiberproduziert, oder alternativ aus den /nclusion Bodies gereinigt werden.

3.5.1 Optimierungsexperimente zur Loslichkeit von LuxO

Um die Léslichkeit von LuxO bei der heterologen Uberproduktion in E. coli zu
verbessern, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei Strategien verfolgt. Eine bisher noch
nicht angewandte Methode war die Verkiirzung des Proteins. Hart und Tarendeau (2006)
beschreiben dies als eine gute Moglichkeit fiir die Expression 16slicher Produkte. Im Fall
von LuxO wurden daher zwei unterschiedlich verkiirzte Formen von LuxO hergestellt
(siehe 2.4.11): LuxO1-130, das nur die Empfingerdomdne mit dem Aspartatrest D47
enthilt, und LuxO1-386, das um die DNA-Bindedomine verkiirzt wurde. Das Protein
LuxO1-130 hat eine relative Molekiilmasse von 16,5 kDa, die verkiirzte Form LuxO1-386
eine relative Molekiilmasse von 46,6 kDa. Die weitere Idee dahinter war, ein Protein zu
erhalten, dem die méglicherweise bei der in vitro-Phosphorylierung stérenden Domidnen

AAA+*ATPase und HTH-Motiv fehlen. Die beiden Fusionsproteine wurden analog zu
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LuxO in E. coli BL21(DE3)/pLysS iiberproduziert und die einzelnen Zellfraktionen wie
unter 2.5.5 beschrieben pripariert. Der immunologische Nachweis erfolgte mit dem
Penta-His-Antikérper, zeigte aber auch hier die Uberproduktion des Proteins in Form von
Inclusion Bodies (niedertourige Fraktion, LSP) (Abb. 3.20A,B).

Alternativ wurde das Protein mit dem periplasmatischen Maltosebindeprotein (MBP;)
fusioniert (wie unter 2.4.11 beschrieben). Hintergrund der Idee war, dass im Periplasma
von E. coli kaum reduzierende Bedingungen herrschen, wodurch die Ausbildung von
Disulfidbriicken erleichtert wird (Riggs, 1994; Nallamsetty et al, 2005). In der
Aminosduresequenz von LuxO sind insgesamt 6 Cysteine enthalten, die moglicherweise
zur Ausbildung von Disulfidbriicken genutzt werden. Das an das MBP mit Signalsequenz
fusionierte LuxO mit N-terminalem 10His-Tag (MBP,-LuxO) wurde ebenfalls in £. coli
BL21(DE3)/pLysS iiberproduziert (nach 2.5.5). MBPp,-LuxO hat dabei eine relative
Molekiilmasse von 95,5 kDa. Die E. coli-Zellen mit dem iiberproduzierten MBP,-LuxO
wurden nach der Methode aus 2.5.6 in die Fraktionen Periplasma, Uberstand und Pellet
(LSP) aufgetrennt. Die nachfolgende Immunodetektion mit dem Penta-His-Antikorper
zeigte auch hier wieder die Uberproduktion des Hybridproteins hauptsichlich in der
unloslichen Fraktion, bestehend aus unaufgeschlossenen Zellen und /Inclusion Bodies
(Abb. 3.20C, LSP). Ein kleiner Anteil war auch im Uberstand (bestehend aus Cytosol und
Membranen) nachweisbar, wohingegen im Periplasma kaum Protein detektiert wurde.
Die Fraktionen Uberstand und Pellet wiesen zusitzliche Abbaubanden auf. Eine
Kontamination der einzelnen Fraktionen untereinander kann ausgeschlossen werden, da

der grofite Anteil in aggregierter Form in der unloslichen Fraktion zu finden ist.

C LSP MF C LSP MF PP US LSP
— =-

Abb. 3.20. Heterologe Uberproduktion von LuxO in verkiirzter Form und als Fusionsprotein mit
periplasmatischem Maltosebindeprotein. Der immunochemische Nachweis wurde mit dem Penta-His-
Antikorper durchgefithrt. A: LuxO1-130, B: LuxO1-386, C: MBP,-LuxO. C: Cytoplasma, LSP: Low Speed
Pellet, niedertourige Fraktion, MF: Membranfraktion, PP: Periplasma, US: Uberstand.
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Da LuxO in beiden Strategien wiederum hauptsichlich nur in der niedertourigen
Zentrifugation und somit in Form von /nclusion Bodies produziert werden konnte, wurde
das Experiment zur Optimierung der Loslichkeit nicht weiter verfolgt und LuxO aus den
Inclusion Bodies der Préparation aus £. coli BL21(DE3)/pLysS/pETLuxO-10His gereinigt
(Kap. 3.5.2).

3.5.2 Reinigung und Renaturierung von LuxO aus /nclusion Bodies

Um LuxO in lgslicher Form zu erhalten, wurde das Protein aus den /nclusion Bodies
gereinigt und diverse Versuche unternommen, es in ldslicher und nativer Form
wiederherzustellen. Die meisten Proteine in /nc/usion Bodies werden durch Detergenzien
oder denaturierende Stoffe, wie z. B. 8 M Harnstoff oder 6 M Guanidinhydrochlorid, vor
dem Reinigungsschritt solubilisiert.

Die Solubilisierung von LuxO aus dem Pellet der niedertourigen Zentrifugation (LSP)
wurde nach dem Protokoll 10 des QIA Express Systems (QIAgen) vorgenommen (siehe
2.5.9). Die Solubilisierung erfolgte mit 6 M Guanidinhydrochlorid. Dieses Reagenz
ermoglicht eine effizientere Solubilisierung als Harnstoff. In der anschlieflenden
Reinigung mittels Ni?*-NTA-Affinitdtschromatographie wurde das Protein in 8 M
Harnstoff umgepuffert. Dabei konnte LuxO in ausreichendem Mafle angereichert werden
(Abb. 3.21). Das Protein wurde in 0,5 ml- bzw. 1 ml-Schritten eluiert. Die grofite
Proteinmenge wurde mit den Elutionsfraktionen mit pH 4,5 erreicht. Um das Protein
moglichst kurz den sauren Bedingungen auszusetzen, wurden die Elutionsfraktionen im
gleichen Volumen eines Puffers aufgefangen, mit dem ein neutraler pH erreicht wurde
(siehe 2.5.9). In Abb. 3.21 und 3.22 ist zu sehen, dass LuxO nicht vollstindig an die
Agarose bindet. Die Fraktionen der Elution mit pH 4,5 wurden, um eine grofiere
Proteinmenge zu erhalten, vermischt und zur Renaturierung eingesetzt. Der
Renaturierungsprozess erfolgte iiber schrittweise Reduktion des Harnstoffs mittels Dialyse
(Li und Plamann, 1996). Je nach Reinigung wurden zwischen 0,6 und 1,6 mg/ml erhalten.

Der in der Elutionsfraktion enthaltene 8 M Harnstoff wurde dabei gegen 6 -3 -2 - 0,5
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und zweimal gegen 0 M Harnstoff im Dialysepuffer ausgetauscht. Wihrend der Dialyse

fiel das Protein bis zu 85% aus (Abb. 3.23). Nach dem ersten 0 M-Dialyseschritt blieb das

Protein stabil.

kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
205 —

116 —
84 —

58 —

48,5 —

36,5 —]

Abb. 3.21: Reinigung von LuxO mittels Ni>*-NTA-Affinitdtschromatographie. Die Elution erfolgte je nach
Reinigungsprozess in 0,5 ml- bzw. 1 ml-Schritten. Gezeigt ist ein 10%iges SDS-Gel nach Coomassie-
Farbung. Aufgetragen wurden jeweils 20 pl/Spur. Die Proteinbande von LuxO ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet. 1: Sdulendurchfluss, 2-4: Waschschritt mit pH 7,0, 5-8: Elution mit pH 5,9, 9-12: Elution
mit pH 4,5.

A «kpa 12 3 4 B kDa 1 2 3 4
212_[ = N T 1 250 —]
158— - hS
116 — 130 —|
97,2—| 95—
66,4— 72 —|
55,6 h —— — | — 55—
42,7— L -—
3467 36 —
27—
28 —|
20—
17—
14,3—

Abb. 3.22: Silberfirbung und Western-Blot des mittels Ni?*-NTA-Affinitdtschromatographie gereinigten
LuxO. Gezeigt ist jeweils ein 10%iges SDS-Gel nach Silberfirbung (Blum er al, 1987) (A) und
Immunodetektion mit Penta-His-Antikérper (B). Aufgetragen wurden jeweils 5 pg/Spur. Die Proteinbande
von LuxO ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. 1: Pellet der niedertourigen Zentrifugation (LSP), 2: Eluat mit
pH 4,5 (nach Reinigung des mit 8 M Harnstoff solubilisierten Proteins), 3: renaturiertes Protein des ersten
0 M-Dialyseschritts, 4: renaturiertes Protein des zweiten 0 M-Dialyseschritts.
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Abb. 3.23: Dialyse von LuxO. Gezeigt ist ein 10%iges SDS-Gel nach Coomassie-Farbung. Aufgetragen
wurden jeweils 5 pl/Spur. 1: LuxO [1,6 mg/ml] in 8 M Harnstoff vor der Dialyse, 2: LuxO in 6 M Harnstoff,
3: LuxO in 3 M Harnstoff, 4: LuxO in 2 M Harnstoff, 5: LuxO in 0,5 M Harnstoff, 6: LuxO [0,26 mg/ml] in
0 M Harnstoff.

3.5.2.1 Strukturaufklirung des renaturierten LuxO mittels Circulardichroismus-Analyse

Um die Renaturierung von LuxO biophysikalisch zu verfolgen, wurde entsprechend
2.6.1 mit dem Spektropolarimeter Jasco J-810 des Botanischen Instituts der LMU mit
freundlicher Unterstiitzung von Prof. Dr. Hugo Scherr (Emeritus des Botanischen
Instituts) ein Circulardichroismus (CD) - Spektrum des Renaturierungsprozesses der
verschiedenen Dialysestufen erstellt. Mit einem CD-Spektrum kann gekldrt werden, ob
ein Protein ungefaltet, eher helikal oder B-Faltblatt-artig aufgebaut ist. Die Methode
beruht darauf, dass die chromophoren Gruppen in den Proteinen mit den beiden
Komponenten des zirkular polarisierten Lichts unterschiedlich wechselwirken und daher
unterschiedlich absorbiert werden. Dies ist dann der Fall, wenn optisch aktive
Verbindungen vorliegen. Die Absorption ist dabei abhidngig von der Wellenldnge.
Messbar sind zwei Spektralbereiche: (1) Fern-UV: 180 - 240 nm (Amidregion), wodurch
der Sekundarstrukturgehalt eines Proteins bestimmt wird; (2) Nah-UV: 250 - 290 nm
(Aromatenbereich), welcher der Charakterisierung der Tertidrumgebung von

aromatischen Seitenketten dient (Kelly ez a/, 2005; Kelly und Price, 1997).
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Zur Aufklirung der Struktur von LuxO wurde eine Fern-UV-Circulardichroismus-
Analyse vorgenommen. Die Proteinkonzentration wurde hierfiir auf eine Absorption von
0,2 bei 280 nm eingestellt. Gemessen wurde der Absorptionsbereich von 250 — 190 nm bei
10°C (Abb. 3.24). Es zeigte sich die Ausbildung einer a-helikalen Struktur wihrend des
Renaturierungsprozesses, erkennbar an dem negativen Peak im Bereich von 205 -
220 nm. Die Daten sind Mittelwerte aus 3 Messungen einer Probe. In der noch
denaturierenden Konzentration von 3 M Harnstoff ist das Protein noch nicht vollstindig
zuriickgefaltet, aber auch nicht mehr komplett entfaltet, wohingegen im Bereich von 2 M
Harnstoff eine eindeutige o-helikale Strukturausbildung erkennbar ist. Das bedeutet, dass
sich LuxO auch unter denaturierenden Bedingungen (ab 3 M) beginnt zuriickzufalten. Ein
negativer Peak bei 205 nm der 2 M-Losung deutet auf eine gute o-helikale
Strukturausbildung hin (pers. Kommunikation Prof. Dr. Scherr). Bei 0,5 und 0 M
Harnstoff ist kein Peak mehr erkennbar, was wahrscheinlich daran lag, dass das Protein
zum Grofdteil in diesen Losungen aggregiert vorlag. Die Aggregation des Proteins
wihrend der Dialyse wurde schon in Kap. 3.5.2 erwihnt. Zur Kontrolle der
Proteinkonzentration nach der CD-Spektroskopie wurde eine Absorptionsmessung im
Bereich von 280 - 320 nm durchgefiihrt. Dabei sollte die zuvor eingestellte Extinktion von
0,2 bei 280 nm bei der Wellelinge von 320 nm gegen Null gehen. Tatsiachlich lag die
Konzentration der Proben von LuxO in 0,5 und 2 M Harnstoff bei hdheren
Extinktionswerten (Daten nicht gezeigt). Zur Berechnung wurden diese Werte

normalisiert.
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Abb. 3.24: Fern-UV-Circulardichroismus vom Renaturierungsprozess von LuxO. Gemessen wurden die
Probenin 6 - 3—2 - 0,5 - 0 M Harnstoff bei 10°C in einem Bereich von 200 — 250 nm. Der CD-Wert wird in
Millidegree [mdeg] angegeben. Linien: blau: LuxO in 0 M Harnstoff, rot: LuxO in 0,5 M Harnstoff, gelb:
LuxO in 2 M Harnstoff, griin: LuxO in 3 M Harnstoff, schwarz: LuxO in 6 M Harnstoff.

Das Programm GOR IV (Garnier er al, 1996) sagt folgende Strukturverteilung im
Protein LuxO voraus: 40,4% o-Helix (183 AS), 44,59% p-Faltblatt (202 AS) und 15,01%
Random Coil (68 AS). Basierend auf der Voraussage von 40,4% konnte der o-helikale
Anteil in den einzelnen Renaturierungsstufen anhand der erhaltenen Extinktionswerte
rechnerisch nach der vereinfachten Formel (1) nach Greenfield und Fasman (1969)
bestimmt werden.

(- [O] 5o nm — 4000)
270

(1) % a-Helix =

Hierbei ist [0]208 nm (0, Elliptizitit) der Circulardichroismus bei 208 nm, bezogen auf

einen Aminosdurerest. Er errechnet sich nach Formel (2):

0
(2) [8]208 nm &

*

c n,

Der Wert 0208 nm ist dabei der gemessene CD-Wert in einer 1 mm-Kiivette, c ist die
Konzentration in [M] und na die Zahl der Aminosiuren (LuxO: 453 AS). Die

Konzentration c erhilt man nach Formel (3):
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E280 nm

3) c =

€580 nm

Die Extinktion bei 280 nm wird fiir 1 cm Schichtdicke bestimmt. Der Wert fiir den
Extinktionskoeffizienten e betrdgt fiir LuxO: €20 = 40255 / (M * cm) [aus der Datenbank
von ProtParam (Gasteiger, 2005)].

Zur abschitzenden Berechnung des a-helikalen Anteils in einem Protein verwendet
man die CD-Signalwerte bei 208 bzw. 220 nm (Barrow et al, 1992; Kelly et al, 2005;
Kelly und Price, 1997). Aufgrund der gemessenen Daten wurde fiir LuxO der Wert bei
220 nm verwendet. Trotz der Aggregation eines Grofiteils des Proteins in der 0,5 M- und
0 M-Losung sind einige riickgefaltete Proteinmolekiile vorhanden, die eine «-helikale
Struktur im CD-Spektrum aufweisen. Ausgehend von 40,4% o-Helix, gleichgesetzt
maximaler o-helikaler Struktur (entspricht 100%), wurde der prozentuale Anteil an -
Helix in den verschiedenen Proben berechnet. Das Protein LuxO wurde dabei im Verlauf
der Renaturierung bis zu 100% [in O M Harnstoff] in seiner o-helikalen Struktur
renaturiert (Tab. 3.4). Das renaturierte Protein in 0 — 0,5 — 2 M Harnstoff wurde
enzymatisch in der in vitro-Phosphorylierung von LuxN - LxuU - LuxO (entsprechend
2.5.12) eingesetzt. Trotz der protokollierten Ausbildung von o-helikalen Bereichen
konnte allerdings keine enzymatische Aktivitit des renaturierten Proteins nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).

Tab. 3.4: Prozentualer a-helikaler Anteil im Protein LuxO wihrend des Renaturierungsprozesses.

Protein-Probe % o-Helix % renaturiertes Protein
in x M Harnstoff (basierend auf 40,4%)
3M 9 22
2M 14 35
05M 31 75

oM 45 100
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3.5.2.2 Renaturierung von LuxO mit verschiedenen Additiven

Da das Protein trotz des anscheinend funktionierenden Riickfaltungsprozesses keine
enzymatische Aktivitit aufwies, wurde versucht die Renaturierung durch Zusatz von
Additiven zu verbessern. Additive, wie z. B. L-Arginin, unterstiitzen die Riickfaltung von
denaturierten Proteinen, indem sie die Aggregatbildung, ein hédufiges Problem,
unterdriicken. Dabei erh6hen sie vermutlich die Loslichkeit der Faltungsintermediate
durch Abschirmung hydrophober Bereiche (Tsumoto et al, 2004; Umetsu er al, 2003;
Vallejo und Rinas, 2004). Bei Proteinen, die wie LuxO Cysteine enthalten, kénnen die
Inclusion Bodies willkiirlich Disulfidbriicken zu anderen Proteinen ausbilden. Durch die
Zugabe von reduzierenden Agenzien (z. B. Dithiotreitol, f-Mercaptoethanol) kénnen
solche unerwiinschten Disulfidbriicken reduziert werden (Rudolph und Lilie, 1996). Aus
diesem Grund wurde ein Experiment durchgefiihrt, bei dem das Protein wie unter 2.5.9
beschrieben gereinigt wurde, und mit dem Zusatz von 10 mM B-Mercaptoethanol im
Reinigungspuffer, sowie durch Zugabe von 400 mM L-Arginin im Dialysepuffer
renaturiert wurde. Die anschlieffende Phosphorylierung von LuxO iiber LuxN und LuxU
ergab aber auch hier keine enzymatische Aktivitit des renaturierten LuxO (Daten nicht
gezeigt).

Ein weiteres Experiment war der Versuch, die Renaturierung mit dem Phospholipid
Lysophosphatidylethanolamin (LPE) zu unterstiitzen. Dieses wird auch als eine Art
Chaperon zur Faltung von Proteinen angewendet, die zuvor mit Harnstoff denaturiert
wurden (Kern er al, 2001). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob sich LuxO mit Hilfe
dieses Phospholipids in eine aktive Form riickfalten ldsst. Fiir die Renaturierung der
Citrat-Synthase konnte mit 20 pM LPE eine maximale Renaturierung erreicht werden
(Kern er al, 2001). Aus diesem Grund wurde 20 pM LPE zu 5 pM LuxO in den
Dialyseschritten 3 — 2 — 0,5 — 0 M Harnstoff gegeben. Fiir den anschlieffenden
Phosphotransfer (nach 2.5.12) wurde LuxO aus den Puffern mit 0 - 0,5 und 2 M Harnstoff
(Restharnstoff im Reaktionsansatz: aus 0,5 M-Puffer - 0,11 M; aus 2 M-Puffer - 0,362 M)
eingesetzt. Zunichst zeigte sich eine schwichere Phosphorylierung von LuxU durch das

LuxO in 0,5 M Puffer im Gegensatz zur Pufferkontrolle mit Dialysepuffer, was bei einem
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weiteren Test aber nicht bestitigt werden konnte. Moglicherweise war LuxU~P im ersten
Fall prazipitiert. Demnach wurde auch durch Zusatz von LPE wihrend der Renaturierung

keine Aktivitdt von LuxO als Antwortregulator nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

3.5.3 Markierung von LuxO mit [y-32P]-Acetylphosphat

Um die Aktivitit des Antwortregulators in der Signaltransduktionskaskade
nachzuweisen, wurde untersucht, ob sich LuxO mit niedermolekularen Phosphodonoren,
wie z.B. [y-32P]-Acetylphosphat, phosphorylieren ldsst. Dieses wurde auch schon
erfolgreich fiir andere Proteine eingesetzt wurde (Feng et al,, 1992; Heermann et a/., 2003;
Lukat et al, 1992; McCleary und Stock, 1994). Aus diesem Grund wurde [y-32P]-
Acetylphosphat wie unter 2.5.12.2 beschrieben synthetisiert und zur Markierung von
LuxO eingesetzt. Als Nachweis fiir die Aktivitit des synthetisierten radioaktiv markierten
Acetylphosphats wurde KdpE-10His verwendet, das nach 30 min eine starke Markierung
aufwies (Abb. 3.25A). Das gereinigte und renaturierte LuxO aus den Dialysestufen 0 - 0,5
und 2 M Harnstoff wurde wie folgt getestet. Bei der Reaktion mit dem Protein in der
Losung ohne Harnstoff wurde nach jeweils 5 — 15 - 30 und 60 min eine Probe entnommen
und die Reaktion mit 5x SDS-Probenpuffer abgestoppt. Die Proteinproben wurden
anschlieffend mittels Semidry-Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Nach
Exposition auf einem Phosphor-Screen konnten Banden detektiert werden (Abb. 3.25A).
Zum ersten Mal konnte eine schwache Aktivitit des renaturierten Proteins nachgewiesen
werden. Bis 5 min ist das radioaktiv markierte Protein stabil, die Aktivitit nahm aber
schon nach weiteren 10 min ab (Abb. 3.25A). Die Markierung von LuxO in 0,5 und 2 M
Harnstoff wurde deshalb bereits nach 0,67 - 2 — 5 - 10 und 15 min mit 5x SDS-
Probenpuffer abgestoppt und erneut auf die Nitrocellulosemembran transferiert
(Abb. 3.25B). Fiir das Protein in der 0,5 M-Losung ist eine dhnlich hohe Markierung
erkennbar wie fiir das Protein in der Harnstoff-freien Losung. Das Protein bleibt auch in
der 2 M-Harnstoff-Losung stabil und zeigt eine stirkere Markierung, die aber auf die

6fach hoher eingesetzte Proteinmenge zuriickzufiihren ist. Tatsichlich war bei allen drei
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LuxO-Dialysestufen eine Phosphorylierung des Proteins nachzuweisen. Der Test mit dem
Acetylphosphat gibt demnach erste Hinweise darauf, dass das wie in Kap. 3.5.2
beschrieben, aus den /nclusion Bodies gereinigte und renaturierte LuxO, tatsichlich aktiv
ist bzw. dass zumindest die Phosphatbindestelle frei zugénglich ist. Eine Detektion der
Phosphorylierung anhand eines Autoradiogramms war nicht moglich, da die

Hintergrundstrahlung anscheinend hoher war als die Strahlung des markierten LuxO.

A «kDa
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72
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Abb. 3.25: Phosphorylierung von LuxO mit [y-3?P]-Acetylphosphat. Getestet wurden LuxO-Proben aus den
Dialysestufen mit 0 - 0,5 und 2 M Harnstoff. Die Reaktion wurde mit 40 mM [y-32P]-Acetylphosphat
gestartet, und nach gegebenen Zeitpunkten mit 5x SDS-Probenpuffer vermischt. Danach wurden die
Proteinproben in einem 12,5%igen SDS-Gel aufgetrennt und nach dem Gellauf durch einen Semidry-Blot
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Der Blot wurde auf einem Phosphor-Screen exponiert. Als
Kontrolle fiir die Radioaktivitit des synthetisierten [y-3?P]-Acetylphosphats wurde das Protein KdpE-10His
mitgefiithrt (Probenentnahme nach 30 min), das mit einem Rechteck gekennzeichnet wurde (A, Spur 1:
47 pg/Spur). Die Proteinbanden von LuxO sind mit einem Pfeil und einer Ellipse markiert.

A: LuxO in 0 M (Spur 2-5; 2,7 pg/Spur), 1: nach 5 min, 2: nach 15 min, 3: nach 30 min, 4: nach 60 min.
B: LuxO in 0,5 M (Spur 1-5; 6 pg/Spur) und 2 M Harnstoff (Spur 6-10; 17 pg/Spur); 1/6: nach 0,67 min, 2/7:
nach 2 min, 3/8: nach 5 min, 4/9: nach 10 min, 5/10: nach 15 min.
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3.5.4 DNA-Bindungsexperiment mit LuxO in vitro

Vor kurzem wurden fiir V. choleraeund V. harveyi zum ersten Mal vier bis fiinf kleine
regulatorische sSRNA-Molekiile beschrieben, die an der Regulation von LuxR durch LuxO
beteiligt sind (Lenz er al, 2004). Mittlerweile hat man in V. cholerae vier und in
V. harveyi fiinf sSRNA-Molekiile identifiziert (Tu und Bassler, 2007). Diese kleinen sRNAs
werden zusammen mit dem Sigma-Faktor 0 durch das aktive LuxO (LuxO~P) reguliert.
Mittels genetischer Analysen der Regionen stromaufwirts der sRNA-Loci wurde eine
hoch konservierte Region mit der Konsensussequenz TTGCAW3TGCAA (mit W als A/T)
stromaufwirts der hypothetischen o°*-Bindestelle identifiziert. Diese Region wird als
hypothetische LuxO~P-Bindestelle vermutet (Lenz et al, 2004). Ein Auszug aus der DNA-
Sequenz des luxOU-Operons mit der Konsensussequenz von grr/, der hypothetischen o%4-
Bindestelle und der hypothetischen LuxO~P-Bindestelle, sowie ein Teil von /uxO (bp +1

bis +216 bp stromaufwirts des Start-Codons), ist in Abb. 3.26 dargestellt.

Konsensussequenz von grr1

GCCCACATCT GCAGAC.
CGGGTGTAGA CGTCTG

hynothet.c -Bingestelle -258 ypothet. LuxO~P-Bindestelle
CAAAAGTATA CAGCATGGTT TGTGCCATAA TTTAACCTGT TGATATTCGG TTTACTTTGT TTAGAATACC CACAGTCTAA CAAATGATTA GCGTA

GTTTTCATAT GTCGTACCAA ACACGGTATT AAATTGGACA ACTATAAGCC AAATGAAACA AATCTTATGG GTGTCAGATT GTTTACTAAT TCGCAT
+1_luxO
—>

ATGCGATTAT TATTTAAAAC ACAACGAAAA ATCGGCTAGG CTATACAACA AATAACAGAA GGTCAAAAGT CTCGTTATCT ACTTATGGTA GAAGACACCG CATCCGTTGC
TACGCTAATA ATAAATTTTG TGTTGCTTTT TAGCCGATCC GATATGTTGT TTATTGTCTT CCAGTTTTCA GAGCAATAGA TGAATACCAT CTTCTGTGGC GTAGGCAACG

+116

GGCACTTTAC CGCTCTTACC TCACGCCACT TGGCATCGAT ATCAATATTG TTGGAACAGG CAGAGACGCC ATTGAAAGCC|TGAACCATCG CATTCCTGAT CTTATTCTGC
CCGTGAAATG GCGAGAATGG AGTGCGGTGA ACCGTAGCTA TAGTTATAAC AACCTTGTCC GTCTCTGCGG TAACTTTCGG|ACTTGGTAGC GTAAGGACTA GAATAAGACG

TCGATCTTCG TCTACCTGAT ATGACGGGGA TGGACGTATT GCACGCGGTG AAGAAAAGCC ACCCAGACGT GCCAATCATC
AGCTAGAAGC AGATGGACTA TACTGCCCCT ACCTGCATAA CGTGCGCCAC TTCTTTTCGG TGGGTCTGCA CGGTTAGTAG

Abb. 3.26: Auszug aus der DNA-Sequenz des [uxOU-Operons. griin: Konsensussequenz von grrl, rosa:
hypothetische o>*-Bindestelle, blau: hypothetische LuxO~P-Bindestelle, gelb: ein Teil der DNA von /uxO
(bp +1 bis +216 bp stromaufwirts des Start-Codons), rote Pfeile: Bindestellen der Primer zur Amplifizierung
von spezifischer DNA (bp -258 stromabwirts des Start-Codons von /uxO bis bp +116 stromaufwirts des
Start-Codons von /uxO).

Ausgehend von den Untersuchungen mit radioaktivem Acetylphosphat, in denen das
renaturierte LuxO eine frei zugingliche Phosphatbindestelle aufwies, wurde die Aktivitat

des renaturierten LuxO dahingehend untersucht, ob das aktivierte LuxO (LuxO~P) an die
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DNA bindet. Fiir diese Untersuchung wurde LuxO wie unter 2.5.13 beschrieben mit nicht
radioaktiv markiertem Acetylphosphat markiert und mit spezifischer DNA (aus 2.4.8:
bp -258 stromabwirts des Start-Codons von /uxO bis bp +116 stromaufwirts des Start-
Codons von /uxO) inkubiert. Als Kontrolle dienten H20 und unspezifische DNA (aus
2.48: bp +1 bis +110 stromaufwirts des Start-Codons von JuxO). LuxO mit der
Konzentration von 0,12 mg/ml [entsprechend 1,83 uM] wurde wie unter 2.5.13 angegeben
in aufsteigender Konzentration (0 — 1,5 — 4,5 - 13,5 — 40,5 — 121,5 — 364,5 — 1093,5 nM)
mit Acetylphosphat phosphoryliert, zu der markierten DNA gegeben und fiir 10 min bei
37°C inkubiert. Zur Kontrolle wurde die Reaktion mit H2O anstatt Acetylphosphat
durchgefithrt. Anschliefend wurden die Proben in 6x Sucrose-Dye-Solution
aufgenommen und in einem 5%igen nativen Gel aufgetrennt. Anhand Abb. 3.27 ist zu
sehen, dass das renaturierte LuxO nur an die spezifische DNA, aber nicht an die
unspezifische DNA bindet, erkennbar an der Abnahme der freien DNA bei Zunahme der
LuxO-Menge. LuxO bindet dabei sowohl im phosphorylierten als auch im
unphosphorylierten Zustand an die DNA. Ein Bandshift ist dabei nicht erkennbar,
sondern eine Verteilung der gebundenen DNA {iber einen gréfieren Bereich des Gels,
erkennbar an einer dunkleren Verfirbung des Gellaufs von 1093,5 nM LuxO
(Abb. 3.27A). Die Bindung des phosphorylierten Proteins zeigt allerdings durch die
beginnende Abnahme der freien DNA im Konzentrationsbereich von 364,5 nM eine
hohere Affinitit zur DNA als das unphosphorylierte Protein. Im Gegensatz dazu bindet
das unphosphorylierte LuxO die freie DNA erst bei einer 3fach héheren Zugabe von LuxO
(1093,5 nM). Eine hohere Molaritit von LuxO konnte aufgrund der niedrigen
Proteinkonzentration nicht getestet werden. Hierfiir miisste die Renaturierung noch
weiter optimiert werden. Mit diesem Experiment konnte zum ersten Mal gezeigt werden,

dass das renaturierte LuxO in einer aktiven Form vorliegt.
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Konzentration von LuxO mit spez. DNA Konzentration von LuxO mit unspez. DNA
n n
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Abb. 3.27: Bindung von LuxO an die spezifische DNA des /uxUO-Operons in vitro. Radioaktiv markierte
DNA-Fragmente (spezifische DNA (A) und unspezifische DNA (B)) wurden mit gereinigtem und
renaturiertem LuxO (in 0 M-Harnstoff) in steigender Konzentration: 0 — 1,5 — 4,5 — 13,5 — 40,5 — 1215 -
3645 — 1093,5 nM (markiert mit einem schwarzen Dreieck), mit Acetylphosphat (mit ACP) bzw. zur
Kontrolle mit destilliertem H20 (ohne ACP) inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem
5%igen nativen Gel. Aufgetragen wurden jeweils 4,5 nM LuxO/Spur. Die freie DNA wurde mit einem Pfeil
markiert.
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4 Diskussion

Das Interesse an der Forschung iiber Quorum sensing ist in den letzten Jahren
gestiegen. Die Aufklirung von Quorum sensing ist dabei nicht nur vom akademischen
Standpunkt aus interessant, sondern auch fiir die Industrie. Quorum sensing wird von
Bakterien betrieben, um Prozesse zu regulieren, die fiir einzelne Bakterien ineffizient
wiren. Dazu zdhlen z. B. die Produktion von Antibiotika, Proteasen und Siderophoren,
sowie Toxinen, die Biolumineszenz und die Bildung von Biofilmen. Die Genregulation
dieser Prozesse wird erst durch die Sekretion und Resorption von Signalmolekiilen, so
genannter Autoinduktoren, ermdglicht. Das Zelldichte-abhidngige System ist bei Gram-
positiven und Gram-negativen Bakterien unterschiedlich aufgebaut. Seit einiger Zeit ist
ein System bekannt, das beide Systeme vereinigt: das Phosphorelay-System, bei dem die
Phosphorylgruppe iiber mehrere Histidin- und Aspartatreste (His > Asp > His > Asp),
unter Beteiligung eines Phosphorelay-Proteins (HPt-Protein) und des Antwortregulators,
geleitet wird. Dieses System kommt z.B. in dem marinen solitir lebenden Gram-
negativen Bakterium V. harveyi vor. Das Quorum sensing-System in V. harveyi ist bisher
fast ausschliefdlich durch genetische Analysen wuntersucht worden. Fir die
Charakterisierung der Signalaufnahme und —weiterleitung stehen nun auch biochemische
Untersuchungen im Vordergrund. Die Aktivitit der Hybridsensorkinase LuxN und des
Phosphorelay-Proteins LuxU konnten von Timmen et al (2006) schon weitestgehend
geklart werden; ebenso die der Hybridsensorkinase LuxQ (Stambrau, 2008). Weiterhin
interessant blieb die Strukturaufklirung der Hybridsensorkinasen in Bezug auf die
Signalaufnahme. Erste Untersuchungen zur Topologie von LuxN wurden von Timmen
(2005) vorgenommen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Charakterisierung von LuxN und LuxO fortzusetzen und

zu erganzen.
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4.1 Die Hybridsensorkinase LuxN

4.1.1 Aufklirung der Membrantopologie von LuxN mit Bestimmung der Lokalisation
des N-Terminus

Um ein Protein genau charakterisieren zu konnen, sollte man seine Topologie kennen.
Anhand der Aminosidurensequenz kann man mit Hilfe von Hydropathieuntersuchungen
mittels Computerprogrammen schon einiges ableiten. Eine genaue Analyse mit Hilfe von
molekularbiologischen und proteinbiochemischen Methoden ergibt dann ein endgiiltiges
Bild vom Protein.

Fiir das Protein LuxN mit 849 Aminosduren sagten diverse Hydropathieanalysen bis zu
neun transmembrane Doménen im Bereich der ersten 300 Aminoséuren voraus. In einer
fritheren Arbeit (Timmen, 2005) wurden erste Untersuchungen aufgrund dieser Angaben
vorgenommen. Die angewandte Methode hierfiir war die Reportergenfusion des /ux/V-
Fragmentes unterschiedlicher Linge an die Reportergene /JacZ und phoA. Das
Reportergen JacZ codiert fiir die B-Galaktosidase (LacZ; BG), die nur im Cytoplasma aktiv
ist. phoA codiert fiir die alkalische Phosphatase (PhoA; AP), die erst durch die nicht-
reduzierende Umgebung im Periplasma dimerisieren kann und dadurch aktiv wird. Durch
die Bestimmung der Aktivititen der beiden Reporterproteine dienen diese als Indikatoren
fur die Lokalisation der verkiirzten Proteindominen (Manoil, 1991; Manoil, 1990; Manoil
und Beckwith, 1986).

Durch die Lokalisation der Histidin- (H471) und Aspartatkinasedoméine (D771) im
Cytoplasma, und die sehr hohe BG-Aktivitdt (1113 + 93 Miller Units) des Hybridproteins
LuxN1-305-LacZ, konnte davon ausgegangen werden, dass sich dieser Aminosdurerest im
Cytoplasma befindet (Abb. 4.1). Fusionspunkte deren entsprechende Hybridproteine
bisher keine eindeutigen Ergebnisse aufwiesen, wurden in dieser Arbeit um folgende
Reportergenfusionen erginzt: E40, Q150 und P276 (/acZ-Konstrukt), sowie A190 (phoA-
Konstrukt). Das Hybridprotein LuxN1-40-PhoA aus Timmen (2005) zeigte eine zwar
niedrige AP-Aktivitit, die Messung der BG-Aktivitit des in dieser Arbeit hergestellten

Hybridproteins LuxN1-40-LacZ hingegen erwies eine der hochst gemessenen BG-
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Aktivititen mit 1768 + 162 Miller Units. Damit ist der Fusionspunkt E40 eindeutig
cytoplasmatisch lokalisiert. Fiir die Hybridproteine des Fusionspunktes Q150 wurde eine
hohe AP- (150 + 20 Miller Units), aber ebenso eine hohe BG-Aktivitdt (857 + 265 Miller
Units) nachgewiesen. Die AP-Aktivitdt von LuxN1-150-PhoA ist im Vergleich zu allen
hier gemessenen AP-Aktivititen die zweithochste; auch das Verhiltnis von BG zu AP-
Aktivitdt ist sehr niedrig, sodass von einer falsch-positiven BG-Aktivitdt auszugehen ist
(Tab. 3.1).

Derartige Ergebnisse wurden auch fiir die Proteine CorS aus Pseudomonas syringae
(Smirnova und Ullrich, 2004) oder MntB aus Synechocystis sp. (Bartsevich und Pankrasi,
1999) erzielt. Es ist bekannt, dass LacZ nicht so zuverlissige Reporteraktivititen aufweist
wie PhoA (Bartsevich und Pakrasi, 1999). LacZ-Fusionen an periplasmatischen Doménen
weisen oftmals hohe Aktivititen auf, da durch das grofse Reporterprotein die
Membranintegration des Hybridproteins gestért wird (Bartsevich und Pakrasi, 1999). Da
der  Fusionspunkt  QI50  zusdtzlich  inmitten von  zwei  postulierten
Transmembrandominen liegt und von drei negativ geladenen Aminosduren (Aspartat (D)
und Glutamat (E)) umgeben ist, ist nach der , positive inside rule“ nach von Heijne (1992)
eine periplasmatische Lokalisation eindeutig. Fiir das von Timmen (2005) hergestellte
Hybridprotein LuxN1-190-PhoA wurde eine duflerst niedrige Aktivitit bestimmt (14 + 2
Miller Units). Im Vergleich dazu hat das LacZ-Hybridprotein (LuxN1-190-LacZ) aus
dieser Arbeit an diesem Punkt eine mittlere Aktivitit (412 + 66 Miller Units), sodass
dieser Fusionpunkt tatsichlich cytoplasmatisch lokalisiert ist. Das in dieser Arbeit
untersuchte Hybridprotein LuxN1-276 mit einer LacZ-Fusion hatte eine niedrige
Aktivitdt (220 + 23 Miller Units) im Vergleich zu der von Timmen (2005) bestimmten
hohen AP-Aktivitit von LuxN1-276-PhoA (90 + 5 Miller Units). Demnach ist dieser
Punkt einer periplasmatischen Lokalisation zuzuweisen. Aufgrund der Ergebnisse fiir die
Fusionspunkte E40, 161 und Q109, missen sich zwischen E40 und Q109 zwei
transmembrane Domédnen befinden. So bestdtigen die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
die von Timmen erhaltenen (2005) als einen Nachweis iiber das Vorhandensein von

zumindest 8 Transmembrandoménen im Bereich der Aminosiauren 40-305 (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Sekundirstrukturmodell von LuxN ausgehend von den Aktivititsbestimmungen der LuxN-f-
Galaktosidase- und der LuxN-Alkalische Phosphatase-Hybridproteine. Die Sequenz von LuxN ist im Ein-
Buchstaben-Code fiir Aminosiuren wiedergegeben. Geladene Aminosiuren wurden schwarz unterlegt
(gelb: negative Ladung (D, E), hellgriin: positive Ladung (K, R)). Die goldfarbenen Kreise kennzeichnen die
Position der Fusionspunkte. Hybridproteine aus dieser Arbeit sind: LuxN1-40-LacZ, LuxN1-150-LacZ,
LuxN1-190-PhoA und LuxN1-276-LacZ; alle anderen Hybridproteine wurden in Timmen (2005)
untersucht. Die blauen Fahnchen markieren die Aktivitit der p-Galaktosidase, die griinen Kéistchen die
Aktivitdt der alkalischen Phosphatase: ausgefiillt: hohe Aktivitit, gestreift: mittlere Aktivitdt, ohne Fiillung:
keine Aktivitdt. Aminosduren, die zu einer Transmembrandomine gehéren, wurden mit einem schwarzen
Rahmen versehen. Die Transmembrandoménen sind mit rémischen Zahlen gekennzeichnet.

PP: Periplasma, CM: Cytoplasmamembran, CP: Cytoplasma, H471: Histidinkinasedoméne mit dem
konservierten Histidinrest H471, D771: Aspartatkinasedoméne mit dem konservierten Aspartatrest D771.

Mit der Bestimmung der Reportergenaktivititen konnte das Vorhandensein von 8
transmembranen Domédnen in LuxN abgesichert werden. Die Lokalisation des N-Terminus
konnte mit dieser Strategie nicht verfolgt werden, da der Bereich der Aminosiduren 1-10
zu kurz ist, ein entsprechendes Reporterprotein zu fusionieren und dieses als
Hybridprotein zu detektieren.

Eine erfolgsversprechende Strategie diese Annahme zu bestitigen, war die in dieser
Arbeit verwendete Fusion des N-Terminus an das Maltosebindeprotein, die auch schon
fiir andere Membranproteine angewendet wurde (Dassa und Lambert, 1997; Miller er a/,
1993). Das Maltosebindeprotein (MBP oder MalE) wird von dem Gen malF codiert und

besteht aus 369 Aminosduren mit einem relativen Molekulargewicht von 40,661. Es wird
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bei Gram-negativen Bakterien fiir den Transport von Maltose und Maltodextrin bendtigt
und hierfiir posttranslational {iber das Sec-System ins Periplasma transportiert. Dort
werden die beiden Zucker durch MalE komplexiert und iiber einen ABC-Transporter,
bestehend aus den Proteinen MalF, MalG und MalK>, ins Cytoplasma transportiert. Die
Struktur des MBP wurde Anfang der 1990er Jahre aufgekldrt (Spurlino er al, 1991). Es
handelt sich um ein monomeres Protein mit zwei getrennten globuliren Doménen,
zwischen denen sich die Substratbindestelle befindet.

Fiir die Untersuchung des N-Terminus wurde das 5"-Ende von /ux/Vzum einen an das
fir das MBP mit Signalsequenz codierende mal/E fusioniert, woraus das Hybridprotein
MBP,-LuxN resultierte. Zum anderen wurde das 5'-Ende von /ux/Van das fiir das MBP
mit deletierter Signalsequenz (di Guana er al, 1988) codierende mal/E fusioniert, woraus
das Hybridprotein MBP.-LuxN gebildet wurde. Das periplasmatische MBP (MBPj)
bewirkt, dass der N-Terminus eines Proteins ins Periplasma transportiert wird, wihrend
dieser mit dem cytoplasmatischen MBP (MBP.) im Cytoplasma lokalisiert ist. Grund fiir
die Verwendung der unterschiedlich lokalisierten Reporterproteine war die Annahme,
dass LuxN nur dann richtig gefaltet ist, wenn der N-Terminus auf der richtigen Seite der
Membran positioniert ist. Da von 9 Transmembrandominen auszugehen war, wurde
angenommen, dass sich das Protein LuxN nur dann richtig faltet, wenn das MBP ins
Periplasma transportiert wird (Abb. 3.3). Um diese Annahme zu bestitigen, wurden
mehrere Tests durchgefiihrt.

Die Lokalisation des MBP der Hybridproteine MBPp-LuxN und MBP.-LuxN wurde
zunichst durch Komplementationsstudien mit ma/E-defiziente E. coli MM39 untersucht,
die mit den entsprechenden Plasmiden (pMALp-LuxN und pMALc-LuxN) transformiert
wurden. Als Kontrolle dienten £ coli MG1655 (Wildtyp mit funktionellem
Maltosetransportsystem) und zwei mit den Leerplasmiden (pMAL-p2X und pMAL-c2X)
transformierte £. coli MM39. Die komplementierten E. coli wurden auf M9-
Minimalmedium-Agar, der 0,1% Maltose als einzige Kohlenstoffquelle enthielt,
ausgestrichen. Nur Bakterien mit periplasmatisch lokalisiertem MBP (£. coli MG1655,

E. coli MM39/pMAL-p2X, E. coli MM39/pMALy-LuxN) waren in der Lage auf dem
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Minimalagar zu wachsen (Abb. 3.4). Damit wurde gezeigt, dass die Hybridproteine
tatsichlich in der richtigen Form iiberproduziert wurden und aktiv Maltose
transportieren, sofern das MBP periplasmatisch lokalisiert ist (Jung et aZ, 2007). Ahnliche
Ergebnisse durch die Anwendung der Komplementation ma/E-defizienter E. coli MM39-
Zellen wurden auch in Topologiestudien der Proteine ToxR (Russ und Engelman, 1999)
und ErbB (Mendrola ez al., 2002) erzielt.

Die Hypothese, dass nur ein korrekt gefaltetes Hybridprotein, bei dem der N-Terminus
auf der richtigen Seite der Membran lokalisiert ist, auch enzymatisch aktiv ist, wurde mit
Hilfe des Kinase-Assays untersucht. Die in £ coli TKR2000 iiberproduzierten
Hybridproteine wurden in Form von invertierten Membranvesikeln fiir die in vitro-
Phosphorylierung von LuxN auf LuxU eingesetzt. Eine dem LuxN-WT é&hnlich grofie
Autokinase— und Phosphotransferaseaktivitit war nur fiir das Hybridprotein mit dem
periplasmatisch fusioniertem MBP (MBPp-LuxN) detektierbar. Wobei lediglich
phosphoryliertes LuxU zu beobachten war; autophosphoryliertes LuxN ist in diesem in
vitro-Versuch kaum detektierbar (Timmen er al, 2006). Die Expression der
Hybridproteine mit C-terminalem 6His-Tag wurde immunochemisch mit dem Anti-His-
Antikorper nachgewiesen. MBP.-LuxN wurde zwar in ausreichender Menge produziert,
zeigte aber keine enzymatische Aktivitit (Abb. 3.5). Demnach ist dies ein weiterer
Hinweis auf die Position des N-Terminus im Periplasma (Jung et aZ, 2007).

Ein weiterer Test zur Bestimmung der Lokalisation des MBP in den Hybridproteinen
war die Zuginglichkeit einer Proteasen-Schnittstelle zu untersuchen. Mit Hilfe des
Programms ,, Peptide Cutter* (http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter/) (Gasteiger et al,
2005) wurde Trypsin als geeignete Protease ermittelt, die nur im Maltosebindeprotein und
den vorhergesagten cytoplasmatischen Schleifen bzw. Transmembrandominen
(Schnittstellen sind die Aminosduren Lysin (K) und Arginin (R)) von LuxN schneidet
(Abb. 3.6). Hierfiir wurden Sphiroplasten, die die beiden Hybridproteine und LuxN-WT
enthielten, pripariert und mit bzw. ohne Trypsin behandelt. Da Sphéroplasten Zellen mit
defekter oder sogar vollkommen aufgeloster Zellwand aber noch intakter

Cytoplasmamembran sind, wurde das periplasmatische MBP durch das Trypsin abgebaut,
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das cytoplasmatische MBP hingegen nicht, wie in Abb. 3.7 zu sehen ist. Durch
Permeabilisierung der Sphiroplasten mit dem Detergenz Triton X-100 konnte gezeigt
werden, dass auch das cytoplasmatische MBP durch die Protease Trypsin abgebaut wird.
Alle Resultate der Studien aus Kap. 3.2 zusammengefasst, zeigen, dass LuxN ein
Membranprotein mit neun Transmembrandominen ist, dessen N-Terminus sich im
Periplasma befindet (Jung et al, 2007).

Die Lokalisation eines N-Terminus im Periplasma ist dufderst ungewdhnlich, da die
meisten Sensorkinasen aus zwei transmembranen Doménen aufgebaut sind, wobei solche
mit mehr als zwei Doménen meistens aus einer geraden Anzahl bestehen (vier bis sechs)
und daher auch einen cytoplasmatisch lokalisierten N-Terminus besitzen (Ethier und
Boyd, 2000; Piazza et al, 1999; Smirnova und Ullrich, 2004; Zimmann et a/, 1995). In den
letzten Jahren wurde schon héufiger iiber periplasmatisch lokalisierte N-Termini
berichtet. Das Protein PutP in £ coli zum Beispiel besteht aus 13 Helices, was
charakteristisch ist fiir Proteine der Na*/Solut-Kotransporter-Familie (SCF) (Jung et al,
1998). Das Protein AgrC, eine Histidinkinase aus Staphylococcus aureus und ebenfalls ein
Quorum sensing-Protein mit fiinf prognostizierten transmembranen Doménen, von denen
drei Domiénen durch alkalische Phosphatase-Experimente nachgewiesen wurden, ist die
bisher einzige Histidinkinase, fiir die ein periplasmatischer N-Terminus bekannt ist (Lina

et al., 1998).

4.1.2 Identifizierung der HAI-1-Bindestelle in LuxN

Fir das Verstindnis der Signaltransduktionskaskade ist es wichtig die
Reizwahrnehmung und Signalweiterleitung zu kennen. Die Struktur des von LuxN
detektierten Autoinduktors HAI-1 (MN-3-Hydroxybutanoyl-Homoserinlacton) ist schon
seit Ende der 1980er Jahre bekannt (Abb. 3.9B) (Bassler er al, 1993; Cao und Meighen,
1993; Cao und Meighen, 1989; Henke und Bassler, 2004). Die Bindestelle in LuxN war
bisher noch unklar. Als potentielle an der Bindung beteiligte Aminosidure wurde Leucin

an Position 166 von der Arbeitsgruppe Bassler mittels genotypischer Analysen
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identifiziert (Freeman er al, 2000). Die Autoren vermuteten an dieser Stelle eine
sensorische Domine in LuxN, die an der Erkennung des Autoinduktors beteiligt ist. Diese
Untersuchung war der Ausgangspunkt zur Identifizierung der Bindestelle auf
Proteinebene in der vorliegenden Arbeit. Fiir den Nachweis der potentiellen Bindestelle
wurden Membranvesikel pripariert und die Bindung von HAI-1 mittels Phosphotransfer
von LuxN-haltigen Membranvesikel auf LuxU untersucht. Grund fiir die Anwendung
dieser Methode war die Tatsache, dass HAI-1 den Phosphotransfer nachweisbar hemmt,
wodurch die LuxU~P-Menge abnimmt (Timmen ez al, 2006). So konnte anhand einer
gleich bleibenden LuxU~P-Menge die Bindung des Autoinduktors bestimmt werden.

Durch gezielte Punktmutation von /ux/V wurde ein Aminosdureaustausch von L166
gegen Arginin erreicht. Bei der in vitro-Phosphorylierung von LuxU durch LuxN-L166R
stieg die Kinaseaktivitdt von LuxN-L166R durch Zugabe von HAI-1 und es kam zu einer
hoéheren LuxU~P-Menge als ohne Autoinduktor (Abb. 3.8). Erwartet wurde nach dem
Postulat von Freeman et al (2000), dass die LuxU~P-Menge gleich bleibt, wenn diese
Aminosdure an der Bindung des Autoinduktors beteiligt ist. Das Ergebnis hier deutet aber
daraufhin, dass es sich auf keinen Fall um eine potentielle Bindestelle handelt, sondern
dass der Aminosdureaustausch eine Erhohung der Kinaseaktivitit HAI-1-abhéingig von
LuxN bewirkt.

Nachdem die Aminosdure L166 nicht an der Bindung des HAI-1 beteiligt zu sein
schien, wurden die Sequenzen von 16 Acylhomoserinlacton-bindenden Proteine der
LuxR-Familie mit den Sequenzen von LuxN-Proteinen verglichen. Das Protein LasR aus
P. aeruginosa zum Beispiel bindet das 3-Oxo-Ci2-Acylhomoserinlacton, dessen Struktur
bis zur Amidgruppe identisch ist zum N-(D-3)-Hydroxybutanoyl-Homoserinlacton aus
V. harveyi. Bei dem Alignment der LuxR-Proteine fiel ein Aminosduremuster auf (Y-Xs-
W-X3-Y-Xs-D-P), das sich dhnlich auch im Alignment von nahezu allen LuxN-Proteinen
fand (Y-Xe-W-Xs5-Y-X3-D-X2-P) (Abb. 3.10 und 3.11). Die Aminosiduren dieses Musters
sind an der Bindung des AHLs in LasR beteiligt, wie bei der Strukturaufklirung des
Proteins durch Kristallographie und detaillierter Analyse der AHL-Bindestellen von

Bottomley et al (2007) herausgefunden wurde. Dabei wurde festgestellt, dass das AHL in
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einer so genannten Bindetasche aus 33 Aminosduren gebunden wird. Die Acylkette ragt
in die von hydrophoben Aminoséuren gesiumte Bindetasche, die zum Teil nur in LasR
aber nicht in anderen LuxR-Homologen vorkommen. Einige an der Bindung beteiligten
Aminosduren (Y56, W60, D73, S129 in LasR) sind auch in anderen LuxR-Homologen
konserviert. Der Homoserinlactonring bindet in LasR u. a. an der Aminosdure W60, der
Stickstoff der Amidgruppe an D73 und T75, der Sauerstoff der Amidgruppe an den
Aminosduren Y56 und S129 (Bottomley ez al, 2007).

Bei dem Alignment mit Hilfe des Programms ClustalW (Thompson er al, 1994) von
LuxN aus V. harveyi mit neun homologen LuxN-Proteinen (LuxN aus V. splendidus,
VanN aus V. anguillarum, OpaN aus V. parahaemolyticus, LuxN aus V. alginolyticus,
LuxN aus V. campbellii, LuxN aus V. fischeri, LuxN aus V. angustum, LuxN aus
P. profundum, LuxN aus P. phosphoreum) wurde das oben erwihnte Aminosiduremuster
Y-X6-W-Xs5-Y-X3-D-X2-P identifiziert. Die Aminosduren Y53, W60 und Y66 des Proteins
LuxN aus V. harveyi liegen dabei konserviert in allen dargestellten LuxN-Proteinen vor.
Die Aminosdure D70 ist zu 60% und P73 zu 40% in den dargestellten LuxN-Proteinen
enthalten (Abb. 3.11). Aufgrund des zu den LuxR-Proteinen dhnlichen Musters in LuxN
aus V. harveyi wurde davon ausgegangen, dass die Aminosduren Y53, W60, Y66, D70 und
P73 in LuxN an der Bindung von HAI-1 beteiligt sein konnten. Um die Bindestelle in
LuxN besser eingrenzen zu koénnen, wurden zunidchst drei Aminosduren, die sehr eng
beieinander liegen in einem Dreifachaustausch durch Cystein dberpriift: Y66D70P73C
Mit dem daraus entstandenen Derivat LuxN-Y66D70P73C wurde zum ersten Mal ein
nahezu gleich bleibender Level der Kinaseaktivitdt bei Vorhandensein des Autoinduktors
im Gegensatz zu LuxN-WT protokolliert (ohne HAI-1: 3,6 pmol/(mg * min), mit HAI-1:
3,1 pmol/(mg * min) (Abb. 3.12). Aufgrund dieses Ergebnisses wurde anschlieffend eine
detaillierte Analyse der Aminosduren Y66, D70 und P73 durch Einzelaustausch gegen
Cystein durchgefiihrt.

Da die Bindetasche in LasR {iberwiegend aus hydrophoben Aminoséduren gebildet wird,
wurden zur Untersuchung in LuxN ebenfalls hauptsichlich hydrophobe Reste

herangezogen [Ausnahmen: Aspartat (D70), Glutamat (E74) und Lysin (K85)]. Als duf3erst
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interessant galt nach dem Ergebnis mit dem Dreifachaustausch der Bereich der zweiten
Transmembrandoméne und der nachfolgenden periplasmatischen Schleife. Der Bereich
der zweiten Transmembrandomidne wird in verschiedenen Proteinstrukturvorhersage-
Programmen wie z. B. PSIPRED (McGuffin et aZ, 2000) und GOR IV (Garnier et al,, 1996)
unterschiedlich definiert (Abb. 3.1). PSIPRED gibt eine helikale Struktur im Bereich der
Aminosdure 49-62 an, was den Ergebnissen der Topologie-Studie und der
Lokalisationsstudie des N-Terminus entspricht (Abb. 3.1A). Im Gegensatz dazu gibt das
Programm GOR IV in diesem Bereich keine Helix, sondern eine Faltblatt-Struktur an
(Abb. 3.1B). Faltblatt-Elemente sind ungewohnlich fiir Proteine, die in der
Cytoplasmamembran integriert sind; aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden,
dass es sich hierbei eher um eine Transmembranhelix handelt.

Weitere Reste, die deshalb untersucht wurden, waren Einzelaustausche der
Aminosduren Y66, D70 und P73 gegen Cystein, sowie die Aminosduren Y50>F, Y53->F,
S54->A, C56>A, I58>A, W60->F, S62>A, S63>A, T69->V, E74>Q, S78>A und K85->L.
Alle Aminosduren wurden gegen solche ausgetauscht, bei denen die Linge und Art der
Seitenkette erhalten bleibt, aber eine Bindung des Autoinduktors, z. B. durch eine
Wasserstoffbriicke, nicht mehr moglich ist. Die erhaltenen LuxN-Derivate wurden in der
in vitro-Phosphorylierung von LuxU mit einem grofen Konzentrationsbereich des
Autoinduktors (0 — 160 uM) getestet (Abb. 3.12). Hierbei zeigte sich schon mit 5 pM
gereinigtem HAI-1 keine Anderung mehr. Von allen untersuchten Derivaten wurden nur
LuxN-Y66D70P73C, LuxN-D70C und LuxN-Y53F durch eine signifikante Abnahme der
Kinaseaktivitdt von LuxN gehemmt: um 30 - 40%. Die Kinaseaktivitit von LuxN-WT
hingegen wird durch den Autoinduktor um ca. 70% gehemmt. Da der Autoinduktor
keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitdt der Derivate LuxN-Y66C und LuxN-P73C
hatte (Abb. 3.13 und Tab. 3.2), kann davon ausgegangen werden, dass der Austausch
D70C der kritische Faktor beim Dreifachaustausch ist. Zum Vergleich wurde die
Aminosdure D70 gegen Glutamat (D70->E) ausgetauscht, der sich nur durch eine
zusdtzliche CH:-Einheit vom Aspartat unterscheidet. LuxN-D70E hatte die gleiche

Kinaseaktivitdt wie LuxN-WT, womit gezeigt wurde, dass durch den Austausch mit dem
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hydrophoben Cystein die Bindung des Autoinduktors zu einem Grofdteil womdglich
durch die Thiolgruppe im Cystein bzw. die fehlende negative Ladung des Cysteins
unterbunden wird. Die Menge von LuxN in den Derivaten war bei allen in vitro-
Phosphorylierungen gleich, wie anhand des Western Blots zu erkennen ist (Abb. 3.14).
Die einzige Ausnahme bildet hierbei das Derivat LuxN-D70C, das in vergleichbar
geringerem Mafe iiberproduziert wurde.

Ungewohnlich ist die Tatsche, dass die TM II aus 8 hydrophilen (S, N, H, T) und drei
hydrophoben Aminosduren mit hydrophilen Eigenschaften (Y, W) besteht, umrahmt von
11 hydrophoben Aminosduren (A, I, C, V). Derart viele hydrophile Aminosduren konnten
moglicherweise eine hydrophile Spalte in dieser TM bilden. Interessanterweise ist die
Aminosdure Y53 eher in der Ndhe der cytoplasmatischen Seite in der TM lokalisiert.
Verglichen mit der Bindetasche in LasR konnte dies der Grund dafiir sein, dass der
Autoinduktor an die Aminosdure Y53 zu binden scheint. Um diese Hypothese zu
iiberpriifen, sollten weitere Untersuchungen diesbeziiglich unternommen werden.

Kiirzlich wurden von Swem et al. (2008) 14 Aminosduren identifiziert, die ebenfalls an
der Bindung von HAI-1 beteiligt sind. Die Autoren fiihrten allerdings genetische Studien
durch, um die HAI-1-Bindestellen zu ermitteln. Mit Hilfe von direkter Mutagenese der
ersten 950 bp von /ux/NV, die fiir den Bereich der Membrandomine codiert, wurden
Mutanten generiert, die phénotypisch beziiglich einer Reduktion der Biolumineszenz
charakterisiert wurden. Bei den dadurch ermittelten Aminosduren handelt es sich um
solche im Bereich der TM IV — VIII mit den dazwischenliegenden periplasmatischen
Schleifen II und IIT: T139, V143, 1153, F155, F163, S184, T206, T241, F220, W224, P226,
P227, R245 und G271. Anhand dieser Daten ist erkennbar, dass LuxN mehrere
Bindestellen, die iiber einen groflen Membranbereich verteilt sind, zur Verfiigung hat,
wodurch womoglich eine schnellere Signalweiterleitung erreicht wird. Tatsdchlich hat
die Hybridsensorkinase LuxN die grofste Signalstirke der drei vorhandenen Sensorkinasen
(Vgl. Kap. 1.3.1).

Um die in vitro-Ergebnisse in vivo bestitigen zu konnen, wurden zunichst die

Plasmide pFEDLuxNb-6His, pFEDLuxNbL166R-6His, pFEDLuxNbY66C-6His,
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pFEDLuxNbD70C-6His, pFEDLuxNbP73C-6His und pFEDLuxNbY66D70P73C-6His in
den Vektor pFED368 kloniert, der schon erfolgreich fiir Untersuchungen zu LuxPQ in
V. harveyi angewendet wurde (Neiditch er a/, 2006). Dieser Vektor basiert auf dem
Plasmid pEVS143, welches aus dem Plasmid pES213 generiert wurde. Letzteres wurde aus
einem V. fischeri-Stamm aus dem Tintenfisch Euprymna scolopes isoliert (Boettcher und
Ruby, 1994) und enthilt damit einen fiir Vibrios speziellen Replikationsursprung, ein 0-
artiges Replikon. pES213 und dessen Derivate sind in mehreren Vibrio-Stimmen stabil
(V. fischeri, V. splendidis, V. campbellil) und erlauben nun in vivo-Untersuchungen von
Vibrio-Proteinen, die bisher stets in £. coli untersucht wurden (Dunn er a/, 2005; Dunn
et al, 2006). Die Transformation der Vibrio-Spezies erfolgte mittels Konjugation
(Triparental Mating) mit dem Helferplasmid pRK2013, das den £. co/i-Donor-Stamm, der
das Plasmid mit dem Vibrio-Gen trdgt, durch Vorhandensein der ¢ra-Gene zur
Konjugation befdhigt.

Der Versuch, die in vitro-Ergebnisse in vivo in V. harveyi BB170 zu bestdtigen,
scheiterte wahrscheinlich am zusdtzlich von BB170 synthetisierten AI-2. Die
untersuchten Zellen wiesen eine erhohte Biolumineszenz auf. Der Versuch kénnte mit
einem LuxS-negativen Stamm wiederholt werden, z. B. mit dem Stamm V. harveyi
JMHG610, der aus dem mit dem Plasmid pKAS46-A/uxS mutierten Stamm BB170 generiert
wurde (Neiditch et al, 2006).

4.1.3 Reinigung und Rekonstitution von LuxN

Um die Natur eines Proteins genau charakterisieren zu konnen, ist es von Vorteil,
wenn es in reiner Form vorliegt. Bisher konnte LuxN nur in Form von Membranvesikeln
fir die Untersuchungen eingesetzt werden. Da LuxN aber nur zu ca. 1% in den
Membranvesikeln enthalten ist, sollten mogliche stérende Proteine und andere
Substanzen entfernt werden. Aus diesem Grund wurde die Reinigung von LuxN durch
Erhalt der nativen und enzymatisch aktiven Form angestrebt. Losliche Proteine werden

meist mittels Affinititschromatographie oder Ionenaustauschchromatographie gereinigt.
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Die Reinigung eines Membranproteins ist dagegen schwieriger, da sich Membranproteine
in einer natiirlichen Lipiddoppelschicht befinden, die sehr komplex, heterogen und
dynamisch ist. Zusitzlich lassen sich Membranproteine im Allgemeinen in wissrigen
Losungen nicht 16sen. Zu experimentellen Studien miissen die Membranproteine daher
aus der Lipiddoppelschicht in eine kiinstliche Lipid-haltige Umgebung transferiert
werden, bei der die hydrophoben Regionen in der ihnen natiirlichen Umgebung
verbleiben kénnen. Die Herauslosung der Proteine gelingt mit Hilfe von Detergenzien -
amphipathische Molekiile, die aus einer polaren Kopfgruppe und einer hydrophoben
Kette bestehen und sich in wissrigen Losungen spontan zu kugeligen mizelliren
Strukturen ausbilden. Da Membranproteine in solchen Mizellen meist 16slich sind, bietet
die Verwendung solcher Liposomen den zuvor mit Detergenzien aus der Membran
gelosten und anschliefSend gereinigten Proteine eine Art natiirliche Lipiddoppelschicht
(Proteoliposomen). Hierfiir wurde die nach Rigaud (1995) abgewandelte Methode von
Jung et al. (1997) verwendet.

Das Protein LuxN wurde erfolgreich gereinigt und in ausreichender Menge in Form
von Proteoliposomen rekonstituiert. Eine enzymatische Aktivitit von LuxN war
allerdings in dieser Form nicht mehr nachweisbar. Eine mogliche Erklirung hierfiir
konnte die Tatsache sein, dass Membranproteine zwar in vielen Detergenzien 16slich,
nach der Rekonstitution jedoch nicht unbedingt aktiv sind. Das richtige Detergenz zu
finden kann daher eine langwierige Arbeit sein. Bisher sind weniger als 1% aller
charakterisierten Proteine Membranproteine (Seddon er al, 2004). Problematisch konnte
auch sein, dass LuxN heterolog in E. coli exprimiert und in £. coli-Phospholipiden
rekonstituiert wurde. Um dem Protein eine mdglichst natiirliche Umgebung bieten zu
koénnen, wurde deshalb eine Lipidanalyse von V. Aarveyi BB120, verglichen mit £. coli
MG1655 (beides Wildtyp-Stimme), vorgenommen (Abb. 3.16). Hierbei wurde festgestellt,
dass sich die Zusammensetzung der Phospholipide in E. coli MG1655 und V. harveyi
BB120 unterscheiden. Nach dieser Analyse enthilt die Membran von V. harveyi BB120
die Phospholipide Phosphatidylethanolamin (PE) (43%), Phosphatidylglycerol (PG) (13%)

und Cardiolipin (CL) (12%), sowie zu einem Drittel das Lysophospholipid
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Lysophosphatidylethanolamin (LPE) (32%), das bei E. coli nicht detektiert wurde
(Tab. 3.3). Phosphatidylethanolamin wurde in der vorliegenden Arbeit zu 66% in E. coli
MG1655 nachgewiesen. Dies entspricht dem von DeChavigny et al. (1991) publizierten
Anteil von 70 - 80% des Gesamtglycerophospholipidgehalts in E. coli. Lysophospholipide
entstehen entweder de Novo aus der Reaktion von Glycerol-3-Phosphat mit Fettsdure-
Acyl-CoA oder durch Umwandlung von Glycerophospholipiden durch die Al- und A2-
Phospholipasen. Umgekehrt werden die Lysophospholipide durch die Lysophospholipid-
Acyltransferase wieder in Phospholipide umgewandelt (Kern er a/, 2001). Wie schon fiir
andere Vibrio-Spezies beschrieben, enthilt die Membran von V. Aarveyi zu einem grofien
Anteil das Lysophospholipid Lysophosphatidylethanolamin (Bhakoo und Herbert, 1979;
Danevcic et al, 2005; Diervo und Reynolds, 1975; Oliver und Colwell, 1973).
Interessanterweise =~ wurde bei der  Spezies V.  parahaemolyticus  kein
Lysophosphatidylethanolamin nachgewiesen (Danevcic et al, 2005), obwohl dieser ein
naher nicht-biolumineszenter Verwandter von V. harveyiist (Jiang et al., 2006).

Durch die Lipidanalyse war nun bekannt, dass in den Z£. co/i-Phospholipiden ein
moglicherweise entscheidendes Phospholipid zur Rekonstitution von LuxN aus V. harvey:
in ausreichender Menge fehlt: Lysophosphatidylethanolamin. Daher wurde in einem
weiteren Versuch LPE bei der Reinigung von LuxN zugesetzt, hatte aber keinen Einfluss
auf die enzymatische Aktivitit des Proteins. Moglicherweise wurden die optimalen
Bedingungen hierfiir noch nicht gefunden. Um dem Protein bestmdgliche Bedingungen
zu bieten, wire es daher angebracht, V. harveyi-Lipide zu verwenden, anstatt den £. coli-
Lipiden. Als Vorversuch wurden daher die extrahierten V. harveyi-Lipide auf ihre
Abhingigkeit der Solubilisierung von der Detergenzkonzentration der Detergenzien
Triton X-100 und LDAO bestimmt. Fiir die Rekonstitution von LuxN wurden zwei
Solubilisierungsstufen des Detergenz LDAO getestet: partielle Solubilisierung (0,09%
LDAO) und totale Solubilisierung (0,15% LDAO). Beim anschliefenden in vitro-
Phosphorylierungstest konnte allerdings fiir das in dieser Form rekonstituierte LuxN

keine enzymatische Aktivitit nachgewiesen werden.
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4.2 Der Antwortregulator LuxO

4.2.1 Optimierungsexperimente zur Loslichkeit von LuxO

Zur  Vervollstindigung der  Signaltransduktionskaskade  mit  gereinigten
Proteinkomponenten sollte der Antwortregulator LuxO in dieser Arbeit charakterisiert
werden. Voruntersuchungen hierzu wurden bereits von Timmen (2005) durchgefiihrt.
Schwierig war allerdings, dass das im Cytoplasma lokalisierte LuxO durch die heterologe
Expression in E. coli zum grofiten Teil in Form von Inclusion Bodies iiberproduziert
wurde. Zur Vermeidung dieses Problems wurden von Timmen (2005) und Stambrau
(2008), sowie in der vorliegenden Arbeit, verschiedene Versuche unternommen, das
Fusionsprotein in loslicher Form zu exprimieren. So fithrt zum Beispiel die Expression
verkiirzter Proteine oftmals zu 16slichen Produkten (Hart und Tarendeau, 2006). Die in
dieser Arbeit verkiirzten Derivate LuxO1-130 und LuxO1-386 wurden allerdings ebenfalls
in der niedertourigen Zentrifugation (LSP) nachgewiesen, so dass diese hier nicht ndher
untersucht wurden (Abb. 3.20A, B). Die heterologe Uberproduktion im reduzierenden
Cytoplasma von E. coli kénnte Grund dafiir sein, dass es zu einer Fehlausbildung von
Disulfidbriicken, ausgehend von den 6 Cysteinen im Protein LuxO, kommt. Solche
Fehlausbildungen konnen zu einer fehlerhaften Konformation des Proteins fithren
(Makrides, 1996). Aufgrund dessen wurde eine weitere Strategie verfolgt, das LuxO N-
terminal mit dem periplasmatisch exprimierten Maltosebindeprotein zu fusionieren
(MBPy-LuxO). E. coli-Proteine bilden Disulfidbriicken eher im Periplasma aus, eine
Umgebung, bei der manche ,Fremdproteine” anndhernd natiirliche Bedingungen finden
(Riggs, 1994). Das MBPp-LuxO wurde allerdings kaum im Periplasma, sondern wiederum
hauptsédchlich in der niedertourigen Zentrifugation (LSP) in Form von /Inclusion Bodies
detektiert (Abb. 3.20C). Da sowohl die verkiirzten Derivate, als auch das MBP-LuxO-
Fusionsprotein nicht die erwartete losliche Lokalisation aufwiesen, wurden diese

Konstrukte nicht niher untersucht.
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4.2.2 Reinigung und Renaturierung von LuxO aus Inclusion Bodies

Neben den Versuchen zur Verbesserung der Loslichkeit wurde die Reinigung und
Renaturierung von LuxO aus den Inclusion Bodies optimiert. Nach der Methode von
QIAgen werden die /nclusion Bodies mit 6 M Guanidinhydrochlorid oder alternativ 8 M
Harnstoff solubilisiert. Die Anwendung mit Guanidinhydrochlorid soll allerdings bessere
Solubilisate erzielen, weshalb auch LuxO damit behandelt wurde. In der anschlief}enden
Ni?*-NTA-Affinitdtschromatographie wurde das Protein gleichzeitig mit 8 M Harnstoff
umgepuffert. Der Harnstoff wurde danach schrittweise durch Dialyse entfernt (6 -3 —2 -
0,5 — 0 M). Das Protein aggregierte zu 80% wihrend der Dialyse, sodass nur noch mit
einer geringen Proteinkonzentration im Bereich von 0,15 - 0,3 mg/ml weitergearbeitet
werden konnte. Der Versuch, die Aggregation durch den Zusatz von L-Arginin als
Aggregat-unterdriickendes Additiv (De Bernardez et a/, 1998; Rudolph und Lilie, 1996)
zu verhindern, war nicht erfolgreich. Fiir die weiteren Versuche war die
Proteinkonzentration ausreichend. Mittels eines Fern-UV-Circulardichroismus-
Spektrums wurde der Renaturierungsprozess von LuxO verfolgt. Das CD-Spektrum gibt
Aufschluss iiber den Anteil bestimmter Sekundirstrukturelemente in einem Protein, da
sich der Dichroismus von a-Helix, f-Faltblatt und Random Coil-Strukturen voneinander
unterscheidet. Anhand der Tertidrstruktur von LuxO, die anhand ausreichender
Identititen der Aminosduresequenzen von LuxO und dem homologen Protein NtrC mit
Hilfe des Programms PyMol [Delano Scientific LLC (http://pymol.sourceforge.net/)]
erstellt wurde, ist erkennbar, dass der Bereich der Aminosduren 1 - 378 in LuxO zu einem
Grofdteil aus helikalen Strukturen besteht (Abb. 1.8). Die Ausbildung o-helikaler
Strukturen in LuxO konnte wihrend des Renaturierungsprozesses nachgewiesen werden.
Dabei zeigte das selbst in 2 M Harnstoff geloste LuxO eine a-helikale Strukturausbildung,
wohingegen bei 0,5 M und 0 M Harnstoff das Protein, wie schon zuvor beschrieben,
aggregiert vorlag (Abb. 3.25). LuxO wurde wihrend des Renaturierungsprozesses zu 100%
o-helikal renaturiert (Tab. 3.4), wobei das nicht bedeutet, dass alle Proteinmolekiile
komplett riickgefaltet wurden. Es bedeutet eher, dass einige komplett gefaltet waren,

andere nur zum Teil oder {iiberhaupt nicht. Hierbei handelt es sich lediglich um
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Mittelwerte aller in Losung vorkommenden Proteinmolekiile. Moglicherweise ist dies
auch eine Erklirung dafiir, dass die enzymatische Aktivitit von LuxO in der
Phosphorylierungskaskade LuxN - LuxU - LuxO bisher nicht nachgewiesen werden
konnte.

Auch das Phospholipid Lysophosphatidylethanolamin, das als ,Chaperon® zur
Riickfaltung von in Harnstoff denaturierten Proteinen eingesetzt wird (Kern et al, 2001)
brachte nicht den gewiinschten Erfolg, ein fiir die in vitro-Phosphorylierung aktives
Protein zu erhalten. Interessanterweise wurde bei der Lipidanalyse von V. harvey: BB120
festgestellt, dass die Membranen von V. harveyi genau dieses Phospholipid zu 32%
enthalten, wohingegen es in den Membranen von £. coli iiberhaupt nicht vorkommt.
Moglicherweise wiirde der Einsatz von nativem V. harveyi-Lysophosphatidylethanolamin

die Riickfaltung eher unterstiitzen.

4.2.3 Untersuchung der enzymatischen Aktivitidt und DNA-Bindefihigkeit des
renaturierten LuxO

Da eine enzymatische Aktivitit des renaturierten Proteins bei dem Phosphotransfer
von LuxN iiber LuxU auf LuxO bisher noch nicht nachgewiesen werden konnte, wurde
untersucht, ob es sich in vitro mit niedermolekularen Phosphodonoren, wie z.B.
Acetylphosphat, phosphorylieren ldsst. Entsprechende Experimente mit Acetylphosphat,
Carbamoylphosphat und Phosphoramidat wurden schon fiir andere Antwortregulatoren
wie CheB und CheY, KdpE, NtrC, PhoB und OmpR erfolgreich durchgefiihrt (Feng et al,
1992; Heermann er al, 2003; Lukat et al, 1992; McCleary und Stock, 1994). Tatsichlich
wurde fiir das gereinigte und renaturierte LuxO nicht nur die Ausbildung o-helikaler
Strukturen nachgewiesen, sondern konnte auch mit [y-3P]-Acetylphosphat
phosphoryliert werden (Abb. 3.26). Im Gegensatz dazu wies das Protein KdpE~P, das bei
diesem Versuch als Kontrollprotein fiir das synthetisierte [y-3?P]-Acetylphosphat
eingesetzt wurde, eine nachweisbar stirkere Aktivitit auf als LuxO~P. Die

Phosphorylierung des Proteins in O0M Harnstoff mit dem radioaktiv markierten
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Acetylphosphat blieb bis zu einem Zeitraum von 5 min stabil, die Aktivitit nahm aber
nach weiteren 10 min ab. Gleiches wurde auch schon bei der Phosphorylierung von NtrC
mit [y-32P]-Acetylphosphat festgestellt (Weiss et al, 1991). Es wurde gefolgert, dass die
Abnahme an NtrC~P mit dem Verbrauch von Acetylphosphat zusammenhingt. Mit
diesem Experiment konnte zum ersten Mal selbst fiir das in 2 M Harnstoff vorliegende
LuxO eine enzymatische Aktivitit in vitro nachgewiesen werden. Die vermeintlich
stirkere Markierung des Proteins in 2 M Harnstoff war auf die 6fach hoéher eingesetzte
Proteinmenge zuriickzufiihren.

Da LuxO neben der Receiver-Domine (REC) mit dem konservierten Rest D47, aus
einer AAA*-ATPase-Domiéne (AAA: “ATPases associated with a variety of cellular
activities’) und einem Helix-turn-Helix-Motiv (HTH) besteht, wurde untersucht, ob das
renaturierte Protein an die DNA bindet. Eine hypothetische Bindestelle fiir das aktivierte
Protein (LuxO~P) und eine hypothetische o4-Bindestelle wurden von Lenz er al (2004)
im /uxOU-Operon identifiziert (Abb. 4.2). Die Bindung von LuxO an die DNA wurde nun
in dieser Arbeit mit Hilfe eines Gelretardationsexperimentes untersucht. Es konnte
nachgewiesen werden, dass das gereinigte und renaturierte LuxO (in 0 M Harnstoff)
sowohl im phosphorylierten als auch im unphosphorylierten Zustand an die spezifische
DNA bindet und damit enzymatische Aktivitdt besitzt (Abb. 3.28). Die Bindung des
phosphorylierten Proteins zeigte aber eine hohere Affinitit zur DNA als das
unphosphorylierte LuxO. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir andere
Antwortregulatoren nachgewiesen, so z. B. fiir die Proteine PhoR aus Corynebacterium
glutamicum (Schaaf und Bott, 2007) oder CitB aus Klebsiella pneumoniae (Meyer et al.,
1997).

Obwohl die Aktivitit von LuxO in dieser Arbeit durch die Phosphorylierung mit dem
niedermolekularen Phosphodonor Acetylphosphat und durch Bindungsexperimente an
die DNA in vitro nachgewiesen werden konnte, war ein Nachweis dieser Aktivitit in der
Signaltransduktionskaskade mit den Proteinen LuxN und LuxU noch nicht moglich. Aus
diesem Grund besteht der Verdacht, dass bei der in vitro-Phosphorylierung aller

Proteinkomponenten ein entscheidender Faktor fehlt, der die Aktivitit von LuxO
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bestimmt. Erst kiirzlich wurde im Quorum sensing-System von V. cholerae das Protein
Fis (Factor for inversion stimulation) identifiziert, das wahrscheinlich direkt an die grz-
Promotoren bindet (Lenz und Bassler, 2007). Fis ist ein in y-Proteobakterien nukleoid-
assoziiertes Regulator-Protein (positiver und negativer Regulator) fiir die Transkription
einer groflen Anzahl von Genen (Finkel und Johnson, 1992; McLeod et al, 1999).
Phylogenetisch hat Fis seinen Ursprung in der COOH-terminalen Doméne eines
Vorfahren des o-proteobakteriellen Proteins NtrC und wurde durch lateralen Transfer
zusammen mit dem Gen yAdG in die Bakterienfamilien Pasteurelaceae und
Enterobacteriaceae eingeschleust. Das Gen yhdG ist homolog zu dem Gen nifR3, welches
in einigen a-Proteobakterien ein Operon mit dem Gen ntrC bildet (Morett und Bork,
1998). Fis liegt als Dimer vor und bindet mit einer Konsensussequenz von 15 bp an die
DNA [GNNYRNNTNNYRNNC (Hiibner und Arber, 1989)]. Dadurch wird diese um ca.
90° verbogen, sodass sie in eine dreidimensionale Form gebracht wird, an die verschiedene
Proteine binden konnen (Dorman und Deighan, 2003; Finkel und Johnson, 1992). In
V. cholerae wird so wahrscheinlich die DNA zwischen der LuxO-Bindestelle und der o>-
Bindestelle durch Verbiegung beeinflusst, wodurch die o°*-abhingige grr-Expression
gefordert wird (Lenz und Bassler, 2007). Interessanterweise gehért das HTH-Motiv von
LuxO aus V. harveyi ebenfalls zum HTH-Motiv der Fis-Familie. Eine mogliche Bindestelle
fir Fis ist in der Sequenz des /uxOU-Operons in Abb. 4.2 (grau) dargestellt. Die
Wahrscheinlichkeit, dass dieser Faktor ebenso auch entscheidend zum Quorum sensing-

System in V. harveyibeitragt, ist grofs.
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Konsensussequenz von grr1

GCCCACATCT GCAGAC.
CGGGTGTAGA CGTCTG

hynothet. [ -Bingestelle -258 . LuxO~P-Bindestelle
CAAAAGTATA CAGCATGGTT TGTGCCATAA TTTAACCTGT TGATATTCGG TTTACTTTGT TTAGAATACC CACAGTCTAA CAAATGATTA GCGTA
GTTTTCATAT GTCGTACCAA ACACGGTATT AAATTGGACA ACTATAAGCC AAATGAAACA AATCTTATGG GTGTCAGATT GTTTACTAAT TCGCAT

. .
pot. Bindestelle fiir, Fis? ) luxO

ATGCGATTAT TATTTAAAAC ACAACGAAAA ATCG
TACGCTAATA ATAAATTTTG TGTTGCTTTT TAGC]

AATAACAGAA GGTCAAAAGT CTCGTTATCT ACTTATGGTA GAAGACACCG CATCCGTTGC
TTATTGTCTT CCAGTTTTCA GAGCAATAGA TGAATACCAT CTTCTGTGGC GTAGGCAACG

+116

GGCACTTTAC CGCTCTTACC TCACGCCACT TGGCATCGAT ATCAATATTG TTGGAACAGG CAGAGACGCC ATTGAAAGCC|TGAACCATCG CATTCCTGAT CTTATTCTGC
CCGTGAAATG GCGAGAATGG AGTGCGGTGA ACCGTAGCTA TAGTTATAAC AACCTTGTCC GTCTCTGCGG TAACTTTCGG|ACTTGGTAGC GTAAGGACTA GAATAAGACG

TCGATCTTCG TCTACCTGAT ATGACGGGGA TGGACGTATT GCACGCGGTG AAGAAAAGCC ACCCAGACGT GCCAATCATC
AGCTAGAAGC AGATGGACTA TACTGCCCCT ACCTGCATAA CGTGCGCCAC TTCTTTTCGG TGGGTCTGCA CGGTTAGTAG

Abb. 4.2: Auszug aus der DNA-Sequenz des JuxOU-Operons. griin: Konsensussequenz von grrl, rosa:
hypothetische o>*-Bindestelle, blau: hypothetische LuxO~P-Bindestelle, gelb: ein Teil der DNA von fuxO
(bp +1 bis +216 bp stromaufwirts des Start-Codons), grau: potentielle Bindestelle fiir Fis (?), rote Pfeile:
Bindestellen der Primer zur Amplifizierung von spezifischer DNA (bp -258 stromabwirts des Start-Codons
von JuxO bis bp +116 stromaufwirts des Start-Codons von /uxO).

4.3 Ausblick

Bei der Untersuchung der HAI-1-Bindestelle in LuxN wurde festgestellt, dass die
Aminosduren Y53 und D70 an der Bindung beteiligt sind. Die Aminosdure D70 befindet
sich in der periplasmatischen Schleife, Y53 hingegen in TM II in der Nihe des
Cytoplasmas. Verglichen mit der AHL-Bindetasche von LasR, die hauptsichlich aus
hydrophoben =~ Aminosduren  besteht,  sprechen  die = Ergebnisse  dieser
Aminosdureaustausche fiir eine ebensolche Bindetasche bzw. hydrophile Spalte in LuxN.
Um dies zu iiberpriifen, konnten in einem Cysteinfreien LuxN (LuxN besitzt 8 Cysteine)
alle Aminosduren der TM II durch Cysteinreste ausgetauscht und mit dem membran-
impermeablen Reagenz PEG-Maleimid (0-(2-Maleimidoethyl)-o’-Methyl-
Polyethylenglycol) markiert werden. Durch die Markierung von frei zuginglichen
Cysteinresten erhoht sich das Molekulargewicht des Proteins um 10 - 15 kDa (Lu und
Deutsch, 2001). Diese hohermolekularen Proteinbanden sind aufgrund der langsameren
Laufgeschwindigkeit in einer SDS-PAGE sichtbar. Da PEG-Maleimid membran-
impermeabel ist, konnten bei Vorhandensein einer Spalte nur Cysteine innerhalb der TM

markiert werden. Ahnliche Experimente zu Transmembrandominen von z. B. PutP in
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FE. coli (Pirch er al, 2003) und V-ATPasen (vakuolare Protonen-translozierende
Adenosintriphosphatasen) der Hefe (Wang et al, 2008), wurden ebenfalls mit PEG-
Maleimid bzw. NEM (N-Ethylmaleimid, membran-permeabel) erfolgreich vorgenommen.
Die von Pirch et al (2003) auf eine hydrophile Spalte untersuchte TM II von PutP wurde
kiirzlich durch Kristallisierung des homologen V. parahaemolyticus Na*-/Galaktose-
Symporters (vSGLT) bestitigt (Faham er aZ, 2008).

Zur Untersuchung der HAI-1-Bindung in vivo sollte die Komplementation von
V. harveyi BB170 optimiert werden. Hierzu konnte ein Al-2-negativer Stamm, wie z. B.
V. harveyi JMH610 (Neiditch et al, 2006), verwendet werden.

Zur  Vervollstindigung der  Signaltransduktionskaskade  mit  gereinigten
Proteinkomponenten sollte die Reinigung des Proteins LuxN weiter optimiert werden.
Der Einsatz von nativen V. harveyi-Phospholipiden wire eine gute Moglichkeit, das
Protein moglichst natiirlichen Bedingungen auszusetzen. Daher wire es von Vorteil, die
Extraktion der V. harveyi-Phospholipide in einem grofierem Mafdstab zu optimieren.

Auch wenn der gereinigte und renaturierte Antwortregulator LuxO durch die Bindung
an den niedermolekularen Phosphodonor Acetylphosphat markiert wurde, konnte fiir das
Protein in der in vitro-Phosphorylierung mit allen Komponenten (LuxN, LuxU und LuxO)
keine enzymatische Aktivitit nachgewiesen werden. Moglicherweise reichen die
Renaturierungsbedingungen zur vollstindigen Riickfaltung des Proteins noch nicht aus,
sodass dessen Reinigung weiter optimiert werden sollte. Es konnte aber auch sein, dass das
in der Form renaturierte Protein schon richtig gefaltet und aktiv ist, aber dass ein
entscheidender Faktor fehlt, der den Phosphotransfer vom Protein LuxU auf LuxO erst
ermoglicht. Dieser Faktor konnte das Protein Fis sein, fiir das eine wichtige Rolle im
Quorum sensing-System von V. cholerae nachgewiesen wurde. Die Rolle von Fis bei der
Phosphorylierung des V. harveyi-LuxO zu untersuchen, wire daher eine interessante

Aufgabe fiir weitere Forschungen in diesem Bereich.



5 ZUSAMMENFASSUNG 115

5 Zusammenfassung

Die Signaltransduktionskaskade des komplexen Quorum sensing-Systems von
V. harveyi umfasst die drei Hybridsensorkinasen LuxN, LuxQ und CgsS, das
Histidinphosphotransferprotein LuxU und den Antwortregulator LuxO. Bei niedriger
Zelldichte funktionieren die Hybridsensorkinasen als Autokinasen. Die Phosphorylgruppe
wird zunidchst intramolekular iibertragen und anschliefend auf LuxU und LuxO
weitergeleitet. Phosphoryliertes LuxO aktiviert die Expression von fiinf regulatorischen
RNAs, die im Zusammenspiel mit dem RNA-Chaperon Hfq die Translation der mRNA des
Masterregulators LuxR inhibieren. Bei hoher Zelldichte wird die Kinaseaktivitdt der
Hybridsensorkinasen durch die jeweiligen Autoinduktoren inhibiert, sodass es zum
Abschalten der Phosphorylierungskaskade und zur Anreicherung von LuxR kommt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die von Timmen (2005) begonnene biochemische

Charakterisierung der Proteine LuxN und LuxO fortgesetzt und erginzt.

» Mit Hilfe diverser Methoden konnte die Topologie von LuxN, zusammen mit der Lage
des N-Terminus, gelost werden:

o Basierend auf den Ergebnissen von Reportergenfusionen des Jux/V-Fragments
unterschiedlicher Linge an die Reportergene /acZ und phoA und dem von Timmen
(2005) ermittelten cytoplasmatischen C-Terminus von LuxN, wurde die Anzahl von 8
Transmembrandominen fiir den Aminosdurebereich 40 - 305 bestétigt.

e Der N-terminale Bereich (AS 1 - 40) wurde durch Fusion des N-Terminus von LuxN
an das Maltosebindeprotein (MBP) mit Signalsequenz (MBPy,-LuxN) und ohne
Signalsequenz (MBP.-LuxN) charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass der N-
Terminus periplasmatisch lokalisiert ist, wodurch auch die durch Sekundérstruktur-
Vorhersagen und von Timmen (2005) postulierten 9 Transmembrandominen
nachgewiesen wurden. Hierzu wurde zunidchst durch Komplementationsstudien
eines malE-defizienten Stammes die Lokalisation des MBP im Periplasma bzw.

Cytoplasma in den MBP-LuxN-Hybridproteinen bestitigt. Mit Hilfe von in vitro-
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Phosphorylierungen wurde nur fiir das Hybridprotein mit dem periplasmatisch
lokalisierten MBP (MBP,-LuxN) eine Autokinase- und Phosphotransferaseaktivitdt in
der Grofienordnung von LuxN-WT nachgewiesen. Durch Zuginglichkeitsstudien an
den Hybridproteinen und LuxN-WT konnte die Protease-Zuginglichkeit des
periplasmatisch lokalisierten MBP im enzymatisch aktiven MBP,-LuxN im Gegensatz
zum nicht zugdnglichen cytoplasmatischen MBP in MBP.-LuxN gezeigt werden. Die
periplasmatischen Domidnen waren in beiden Hybridproteinen nicht zuginglich,
womit das Vorhandensein von 9 Transmembrandoménen in LuxN mit einem

periplasmatisch lokalisierten N-Terminus abgesichert wurde.

» Im Zuge der biochemischen Charakterisierung von LuxN wurde die Bindestelle fiir
den Autoinduktor HAI-1 untersucht. Es wurden zwei Aminosduren identifiziert, die
an der Bindung beteiligt sind: Y53 und D70. Die postulierte Bindestelle L166 (Freeman
et al, 2000) konnte biochemisch als solche nicht nachgewiesen werden. Das Protein
LuxN-L166R war durch eine in Anwesenheit von HAI-1 stimulierbare Kinaseaktivitit
gekennzeichnet.

e Im Rahmen der biochemischen Charakterisierung wurde das Membranprotein LuxN
mittels Ni2*-NTA-Affinitdtschromatographie erfolgreich gereinigt und in £ co/i- und
V. harveyi-basierten Proteoliposomen rekonstituiert; eine enzymatische Aktivitit
konnte aber nicht nachgewiesen werden. In einer zur Optimierung der
Rekonstitution durchgefiihrten Lipidanalyse von V. harveyi BB120 wurde festgestellt,
dass V. harveyi ein in grofier Menge vorhandenes Phospholipid enthilt (32%), das in
E. coli nicht nachgewiesen wurde und daher moglicherweise bei der Rekonstitution

mit £. coli-Phospholipiden fehlte: Lysophosphatidylethanolamin.

» Die Reinigung mittels Ni**-NTA-Affinitdtschromatographie und Renaturierung des
heterolog in Inclusion Bodies iiberproduzierten Antwortregulators LuxO wurde
optimiert. Ein Fern-UV-Circulardichroismus-Spektrum zeigte fiir das renaturierte
Protein die Ausbildung o-helikaler Strukturen zu 100%. Die Phosphorylierung dieses

Proteins beim Phosphotransfer von LuxU auf LuxO konnte zwar nicht gezeigt werden,
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doch wurde dieses erstmalig mit dem niedermolekularen Phosphodonor [y-32P]-
Acetylphosphat markiert. Mittels eines Gelretardationsexperiments wurde eine
Bindung des renaturierten LuxO an die DNA in phosphorylierter und nicht
phosphorylierter Form im Bereich der hypothetischen o0°- und LuxO-Bindestelle

gezeigt.
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Abb. 1: Alignment von Proteinen der LuxR-Familie. Dargestellt sind die Aminosduresequenzen im Ein-
Buchstaben-Code beginnend mit der ersten Aminosdure (M, Methionin) von: LasR aus P. aeruginosa
(LASR_PSEAE) (grau markiert), CarR aus Pectobacterium carotovorum (CARR_PECCC), EchR aus Erwinia
chrysanthemii (ECHR_ERWCH), EsaR aus Erwinia stewartii (ESAR_ERWST), ExpR aus Dickeya dadantii
(Erwinia chrysanthemii) (EXPR_DICD3), LuxR aus V. fischeri (LUXR_VIBFI), PhzR aus Pseudomonas
chlororaphis (Pseudomonas aureofaciens) (PHZR_PSECL), PhzR aus Pseudomonas fluoreszens
(PHZR_PSEFL), RaiR aus Rhizobium etli (RAIR_RHIET), RhIR aus Pseudomonas aeruginosa
(RHLR_PSEAE), SolR1 aus Ralstonia solanacearum (SOLR1_RALSO), TraR aus Agrobacterium tumefaciens
(TRAR_AGRTU), TraR aus Agrobacterium vitis TRAR_AGRVI), TraR aus Rhizobium sp. (TRAR_RHISN),
VanR aus V. anguillarum (VANR_VIBAN) und YenR aus Yersinia enterocolitica (YENR_YEREN). Die
Aminosduren Y56, W60, Y64, D73, P74 und S129 aus LasR, die identisch in anderen LuxR-Proteinen sind,
sind griin markiert. Aminosduren, die die AHL-Bindetasche in LasR bilden, sind rot markiert. Das
Alignment wurde mit dem Programm MAFFT FFT-NS-2 (Version 6.240) (Katoh er al, 2002; Katoh er al,
2005) erstellt.

Identische Aminosduren sind durch einen Stern (*), dhnliche durch einen Doppelpunkt (:) bei einer
Abweichung bzw. durch einen Punkt (.) bei mehr als einer Abweichung gekennzeichnet.
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—--MLNLNLDPILYPKAITLIAAVAMVLVWLTYYCYRLKQKNEVI-FGTHH
MNMLDIGLSGLLYPKAITLFATVAVVLVWLLYYCYRLKQKNEVI-LGSYH
—--MLDVHLHGLFYPKAMALYATVLIVFAWLLYYCYRLKQKSESI-LGSHH
—--MTETFITHMLYSKAIVLTLASFLVLTWVSFFCRSLYLNRGPR-SIGNY
--MLTT------ LSKVYLLLTTSAIILLWVGYFVRSLYKERTKV-NPYIY
--MADLYQAVTTNVIAIFLIAISAVIAVWTGYFARFLHSKPSLSHDKRIY
—--MHDFIQSTLANMVAIFLVAIALVVVIWATYFARILAKHLPGS-SRQVY
—--MPDLPLLLFSEPRGALLFFAAGIILAWLGYFSFTLFTSRPGA-NRNVY
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AAYTAYSVCIIAWISSNAYFHTDLLPELGASAGMFMAKFANLASEFFAFAF

APYIA¥MSICIVAWICSNAXFEFHT LLIELGASAAVYAAKLANLASFCAFAF
ASYIAYSSCITIAWIGSNAYXFHTDWLVELGVNRAIFMAEIANISASLAFVE
APYIAYSTCIIIWISSNAYFHTDLLPLLGSEGGIFMAKLANLASFFAFAF
APYIAMSSCIIVWISSNAYXFHTDLLPELGSVGGIFMAKLANLASFFAFAF
TEYIIMTIGLFFWILSNA¥FHSGFLLLYSKQAAIKMAILANISAYIAFAA
SSYIF¥ALFIILWILSNAYXFOSPLLTYFDESAAIFMALFANMTSYLAFAF
FPYIINTSFISLWILSNAYXFQOSSLLIERSDIVAVNIALAANIFSGLAFIF
FPYTL¥SVEFISAWILSN FQSILLVYFGADTAIIMALLANIFSGLAFAY
YPYLAMSVSIFLWILSNA¥FQOSPLLTYYSESTAVITMALFANLVSFCAFIS
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AFLFSCRLASKHPDKRLSKWQFGLTSITTFAALIVNVIPNLTVIGVTIQA
AYLFSCRITSKKDNFSLTFTQKFLLYTSIIITLLTNIIPRINITSIDIKA
AFLFSCRLVSERTSFQLKTWQWILFSLTCIIILVTNCVPGLNVKSVDIEG
AYSFSCRLISTQOPDSNLSLYQKLFISIISLYALIINSSPGLTVKHVDIVA
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PSQFITIEFGPHTSYFFIGLVSEFVVLTLVNLVAMRTNSSKLTLAKTNYMIA
PSEFVIEFGPYTPYFFTGVISLIILTLLNLLAMRANSSKLILAKTNYMIT
PSEFVIEFGPHTPYFFNAMLCSVILTLENLVVMRTNSSKLALAKTNYIIA
PSQFVIEFGPHTSYFFMGLVTFVVMTLTNLISMRANSSKLSIAKNNYMIA
PSQFVIEFGPHTSYFFISLLAFVVLTLLNLIAMRANSSKLTLAKSNYMIA
PSQFSIVFGPYTKFFEFYVLTFLIALTFMNLLYLRNASGRLGQTKSNYMIA
PSVFTIEFGPFAPLFFLNAFLEVILTSINFFKLRKSNIKLNKEKSIYLMV
IGVEFYINFGELSFIFFGMLIIILLSTIINLLILHKNNTCINRVKAKYMIT
IGSFVIHFGPTIGVFFGNLLLLLILTLGNFILSSRSQLKLKQIKANYMIF
PGDFVIIFGPQTSWFFLCLMSAVFLTFHNFLIYKKAGSPLIQKKSQYMIL
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GIAIFMTSTAIFQLGFTYILHDFSLTWLPPALSISEMFFVGYALLTSREFY
GIFIYMISTIASQIIIPVIWADFSYTWVPPALSVTEALLIGYTLLYHRLY
GIIAFISSTFLIHFIAAVIFHDFTAAWLPPALSVIEVFLIGYALEFNSREY
GMMAFIISTFFAHFLIPIFLNDFSKAWLPPALSIIEVIIVGYALLHHRFY
GVIIFMLSTLIVHLIIPFMLDDFSLTWVPPALAIFETLLIGYALLENRFY
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SVKYIAYLALSVLLVCAIFVLPLGAIFIPLTESNQWLIAIPICALIGITW
SVKYLAYMSLNTLLVCAILVIPFGAIFIPLTDDNQWLIAIPICAVIGITW
SVKYLAYLCLNTALVCGVLFIPLGAIFIPLTDSNQWLIAIPLCALIGITW
SAKYLAYLTISVLFVCTIFVLPLGAVFIPMSEDNQWLISIPICALIGITW
SAKYLTYLTVSALLVCAIFVLPLGAIFIPISEDNQWLVAVPLCALIGITW
STKHIAFITLSVIGTSAVFALSISSLSTMFSTYNETVVAGTLCFLVGLTW
SFKYLLFWSLSYSINLILYLIPITIIIYDLTTPSDLLYICIIEIIFTGLEW
SLKYIIFITSSTFINIIFYTAPVILLELYHIKET-PFFLVLWILITGEFFW
SIRYIGLITLSEVINAAIYIIPIASVGEFVGTODS-TLLLVIWTLITGICW
SPRYIISQFISHLVNVTLYLSPYLLITAIGYEDN-PLLIGLWIALIGLGW
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KSSLIQIKRGTNRLLYGKNGSPSENIQRVIGHFQYSTEYGLGKLNELLNT
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VSEQLHKMGVTLVVPILDESKKITHFYIASKEMSNVLFSCEEIMGLQRLF
VTREMVNMGVSLVLPITNERNEVTQLYMVSKEKENVLFSSEEIMGLQLLF
LKKNMDANNSALVLPIVSKNGDISHLFMVSKKDRDGLFSSEEIDALQVLE
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TRVQSTIEADRRIRQSRALANSIAHEMRNPLAQVQLQFEALKQHIENHAP
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TRIQSIIEADRRVCQSRALANSIAHEMRNPLAQVQLHFEILKQHIDSQAP
TIRVONTIESDRKIRQSRALANSTIAHEMRNPLAQVQLQFEALKQHIDSNAS
VRIQSTIEADRKVRQSRALANSIAHEMRNPLAQVQLOFEALKQHIESNAS

SKVQTYINANRKVSKSQALANSIAHEMRNPLAQVQLQFEHLKLQVSNEEP
TKVQGYIESERKVRQSQALANSIAHEMRNPLSQLOYHFEKIKHHYQKNTE
ERANRFIDTEEKVRKSQVLAGSIAHEIRNPLSKIKYHFEKIDSDFLSVHK
DKANCFIVTEDKIRKSQVLVGTIAHEIRNPLTKIKYHFERIDADMFGIEN
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VEQ-—--———--——- ITLDIENGQAAIQRGRQLIDIILREVSDSSPEHEPIA
AKQ-—==—————— ILLDIENGQAAIQRGRQLIDIILREVSDSSPEHGPIT
AQQ-—————————— IKODIENGQAAIQRGRQLIDIILREVSDSSPEHEPIT
DDK-======—=—— IRSDIEKGQAATIQRGRQLIDIILREVSDTSAVHEPLS
LDT---=—————— LKREIDKGEAAIQRGRQLIDITILREVSDSSPEHEPLA
VQS-——==—————— ILGSIDKGTSAVLRGQQLIDIILREARHTSLQQEPTS
HEKQ------ EQLTIKNELNQGCLAIQKGAQLIDIILSEAKNTAISDDLFH

ESINSLATLEIEKIHQELTEGKKALQLGTKEFSDVILDELRGSSISTSFFQ
TSLSPFASKEMKKIYQELSEGQKAVQLGSRFIDAILDELRGESIGTTLFD
NSAHPFLSEQMKGLYKELTESKKAVQLGTRFIDIIIDEIKGNSINSQTFES

* . * * ke Kk .

MTSIHKAVDQAVSHYGFENEKIIERIRLPQHTDFVAKLNETLFNFVIFEFNL
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NYSVAKLTHQALNDFCFNSEEHKLRINIDTQSDFFFHGSDTLYSFVLENL
SHSAGRLTEQALSEYGFVGNTYQARIIANTONDFQFWGNETLESEFVMENL
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VLVVDDKEVQRVLVKMYLEQLDINVIQADNGETAVSIFHSNDVDLVLMDI 776
VLIVDDKKVQRMLIHTFINKDNLTLLQAENGEEAVEIATNNKLDLIFMDS 757
VLVVDDMHANRLLVKAYLSKEGINVIQAASGYEAIEQVKKNNIDLIFMDI 894
VLVVDDMQVNRMLVQAYLASEGITVVQASSGDEAIEKVKKEPFNLVLMDI 896
VLVVDDMQINRMLVQSYLAQEGITVLQAHNGSVALCIAEQERPDLILMDI 893
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ANHANG

VI

LuxN Vibrio harveyi OMPVMNGFDASQRIKELSPQTPIVALSGESGERELDMINKLMDGRLEKPT 822
LuxN Vibrio splendidus QMPIMNGFDASQITIKARSPQTPITALSGESGQHELDMI SKLMDGRLEKPT 842
VanN Vibrio anguillarum QOMPVMNGFEASQIIKAHSPQVPITALSGESGERELEMISKLMDGRLEKPT 829
OpaN Vibrio parahaemolyticus OMPVMNGFDASEKIKQCSPTTPITIALSGESGEKELEMIAKLMDGRLEKPT 823
LuxN Vibrio alginolyticus OMPVMNGFDASQRIKQITSSVPIIALSGESGARELELISKLMDDRLEKPT 822
LuxN Vibrio campbelliil QMPKMNGFEASKLIKEISPLIPITALSGESGEHELDMVNELMDGRLEKPT 826
LuxN Vibrio fischeri RMPVMNGIDAAKKIKIIYPNLPITALTGESSHEEISAITQVMDGYLTKPV 807
LuxN Vibrio angustum HMPGMNGIETAKQLKELDSTKPITIAISGEYGEKIVSDIHKVMDDYIVKPI 944
LuxN Photobacterium profundum OMPGMSGIEATHQIRHLFDAIPIVALSGEYNEEITRAISETMNDHLVKPI 946
LuxN Photobacterium phosphoreum HMPEMDGLEVSRILRQRGYNIPITALSGECCNEVTKEISQYMNAYLMKPI 943
:** *'*::':' .. **:*::** . : . * * *
LuxN Vibrio harveyi TLNALRHVLGNWLNKNTAS-SACEAERE-———— 849
LuxN Vibrio splendidus SLKALQHVLDNWLEKGWASNTSKETESEE---- 871
VanN Vibrio anguillarum SLNALQQVISHWLNKDIVPNAHTAKSGTVI--- 859
OpaN Vibrio parahaemolyticus TLNALRDVLVRWLHFDKISVTINSYQIANE---- 852
LuxN Vibrio alginolyticus TLNALQVVIQRWLONENFAPSNTF-—-——————— 846
LuxN Vibrio campbellii SLNALRHTLDNWLSRDIVLSSIETERG--—-~-~— 853
LuxN Vibrio fischeri SKAQLQQVVDKWL-——————=————=———————— 820
LuxN Vibrio angustum EKSTLVSLTSKWLIINKVKD---=-——==————-—— 964
LuxN Photobacterium profundum NKQOLLQTLTKWMT - —=======——=—=——————— 960
LuxN Photobacterium phosphoreum 976

TRQOLIQKLQYWIPESEADKVISKQDIHIVHSI
* * .

Abb. 2: Alignment von LuxN-dhnlichen Proteinen. Dargestellt sind die Aminosduresequenzen von LuxN aus
V. harveyi und 9 LuxN-homologen Proteinen aus der Datenbank von NCBI im Ein-Buchstaben-Code. Das
Alignment wurde mit dem Programm ClustalW (Version 1.83) (Thompson et al, 1994) erstellt. Die zu den
in LuxR-Proteinen vorkommenden dhnlichen Aminoséuren sind griin markiert (in LuxN aus V. harveyr
gelb markiert: Y53, W60, Y66, D70, P73). Aminoséduren, die zur Identifizierung der HAI-1-Bindestelle in
LuxN untersucht wurden, sind gelb markiert: Y50, Y53, S54, C56, 158, W60, S62, S63, Y66, T69, D70, P73,
E74, S78, K85.

Identische Aminosduren sind durch einen Stern (*), dhnliche durch einen Doppelpunkt bei einer
Abweichung (:) bzw. durch einen Punkt bei mehr als einer Abweichung (.) gekennzeichnet. Zahlen geben
die Position der Aminosiuren an.
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