Strukturelle und funktionale Analyse der
Effektordomédne des pH-abhdngigen
Einkomponentensystems CadC in Escherichia coli

DISSERTATION
der Fakultat fir Biologie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

vorgelegt von
SOPHIE GLORIA BUCHNER

aus Minchen

Minchen
11. Mérz 2015



Gutachter:
1. Prof. Dr. Kirsten Jung
2. Prof. Dr. Marc Bramkamp

Tag der miundlichen Prifung: 06. Mai 2015



Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass die vorgelegte Dissertation von mir
selbstindig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt ist.

MUNCHEN, dEN woviiiciicccccerreieis ettt

(Unterschrift)

Erklirung
Hiermit erklire ich, *

[ ] dass die Dissertation nicht ganz oder in wesentlichen Teilen einer anderen
Priifungskommission vorgelegt worden ist.

dass ich mich anderweitig einer Doktorprifung ohne Erfolg nicht unterzogen
g p g g g
habe.
dass ich mich mit Erfolg der Doktorprifung im Hauptfach ......ccoevvvvvviivnvenennee.
g p g p
und in den NebenfaChern ..ottt ettt ere e ere st saeeene s

bei der Fakultat flr .ooooevevvveieicicrieneeeenee Q1 SRR
(Hochschule/Universitit)

unterzogen habe.

[ ] dassich ohne Erfolg versucht habe, eine Dissertation einzureichen oder mich
der Doktorpriifung zu unterziehen.

MUNCREN, ANttt ettt ettt ettt ettt ere bbb ra et e ssebesbesesbeseebessesessensasens
(Unterschrift)

*) Nichtzutreffendes streichen



FiUr meine Eltern



Publikation

Teile der Abbildungen, Tabellen und Textausziige der vorliegenden Arbeit wurden im

Vorfeld in verdnderter Form publiziert:

Buchner, S., Schlundt, A., Lassak, J., Sattler, M. & Jung, K. (2015)
Structural and functional analysis of the signal transducing linker in the pH-responsive one

component system CadC of Escherichia coli (J. Mol. Biol., submitted)



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
AbDbildUungSVerzZeiChniS.....ccciciveicisseicisnicssnisssanisssanessssnessssnessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssassss IX
TabelleNnVerzeiChniS......coueiiiiviiiriiiinsiiniiiniineennnissniiseissesssissseississsesssssssssssssssessssssssnes XI
ADKUIrZUnGSVErzZeiChIIS .....ucicrreicireisisnisssanisssanesssanesssanesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans XII
NOMENKIATUT cccueeeeiniiiiiieiiiniessatecssnnecssanecsssnecssseessssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssasssssasssssnssssas X1V
1 ZuSamMmMENTASSUNG.....veieirreicsssnrcssrnsssanssssanssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssassss 1
2 EINIEITUNG ..cccuveiiirrricnsrninsrancsssenesssanssssansssssssssssssssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssnsssssssssssasssssans 3
2.1 Sidurestressadaption in ESCREriCRIA COli..nuneconueeioseeessaresssurcssarossssssssnsssssssssasssssnns 3
2.2 Das Cad-SyStem QN E. COL ....ccoueiesseicssnisssnicssanisssanssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssass 6
2.3 Die Regulation des Cad-SYSteIMS .....ccceveierrrrcssanisssanisssanesssasessssssssasssssssssssssssssssssasssssass 8
2.4 Der Transkriptionsaktivator CadC........cuueicivueicirurisssancsssanesssancsssnssssssssssssssssssssssasssssans 9
2.5 Signalweiterleitende ProteindomInen .........coceeeivueecsseresssencsssancssnssssssssssssssssssssssnssssns 13
3 AUTZADENSLEIIUNG......uueierrreiiireinirninisnicssanisssanisssanessssnesssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssassss 16
4 Material und Methoden..........ueieeeniiisuiiseinieeisseinsniissennssesssisssnisssesssesssssssssssssssssesssssssanes 17
4.1 MaAaterialieNu. .. ieicneeiieiiiiiieininecseissniiseisssessssisssnssssnsssesssssssssssssssssesssssssssssssssssasssssssanss 17
4.2 Stimme, Plasmide und OligonuKIeotide ..........ccovvurerirurivirurcsssnrcssnrcssnnnssssesssssesssnsssons 18
4.3 Kultivierungsverfahren ........ceicineicsssnicssnicssnisssanisssasssssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 26
4.3.1 Bestimmung der CadC-vermittelten Signaltransduktion in vivo.........c.ccceeeveennee. 26
4.3.2 In vivo Protein-Protein-Interaktionsstudi€..........cceevvuveerieeerieeniieeeiie e 27
4.3.3 Lysindecarboxylase-Bestimmung (LDC-Differentialmedium) ...........ccceeeeuvennneee. 27
4.3.4 Uberproduktion VON ProOteINeN...........cccoveviveveeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 27
4.3.5 DaueTKUITUIEN ...couiiiiiiiiiiiieee et 28
4.4 Molekularbiologische und genetische Methoden .........cccccceerverercercssnrcssnnrcssnnscssnnecans 28
4.4.1 PlasmidiSOIETUNG. ....ccueiiiiieeiiieeiiee et ciee et e et eeste e et e e e e e esaeeseseeensseesnnseeennneas 28
4.4.2 Modifikation von DINA ........cooiiiiii e 28
4.4.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA ........ccccooiiiiiiiiiiieeeece e, 29
4.4.4 Extraktion von DNA aus AgaroSegelen........ccceevvueeeriieerieeeiieeeiieenieeenieeeevee e 29
4.4.5 Markierung von DNA fiir Gel-Retardationsexperimente ............cccecvveerveeeneeeennnen. 29
4.4.6 DNA-SEQUENZANALYSE ....c.vveeeiiieeiiieeiieeeiteeeieeesteeesaeeeseteeesreessaeessseeessseesnsseessneas 30
4.4.7 Kompetente Zellen und Transformation...........cccceeevvveerieeeiieesiieesiie e 30
4.4.8 Konstruktion der Plasmide...........ccocoiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 31
4.4.9 StammKONSTIUKTION ....ceuiiiiiiiiieiieeieete et st 32
4.5 Biochemische und analytische Methoden ..........coccevveievirercnssercssercssnncsssnscsssessssssssans 33
4.5.1 Priparation von Membranproteinen und Zytosol mittels Ultraschall..................... 33
4.5.2 Reinigung VON PrOteINeN.......c.ceeviiiiiiiiieciieeciie ettt 34



Inhaltsverzeichnis

4.5.2.1 Solubilisierung und Reinigung von CadC und CadCA108-151 .......ccoccvveuvennenne. 34
4.5.2.2 Solubilisierung und Reinigung von LysP ........cccooviiiiiiiiiiiicieeeee e, 34
4.5.2.3 Reinigung von 16slichen CadC-Varianten ............cccceevveeeeieencieenciieeniee e, 35
4.5.2.4 Reinigung von 16slichen MalE-CadC-Varianten...........cccccceevveencveenieeecveeennen. 35
4.5.2.5 Reinigung von 16slichen Trx-CadC-Varianten ............ccceeevveeeeeveencnieenieeeeeee e, 36
4.5.3 Rekonstitution CadC und LySP.......ccccoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 36
4.5.4 ProteINDESTIMIMUINE ......eevviieeiiieeiieeeieeeeieeesieeesteeesaeeessseeeareesssaeessseeensseesnsseesnssens 37
4.5.5 QUervernetZun@SStUAICN. .....cccuvieiriieeeiieeeiieeeiee et e erteeete e e e e ereeesereeesnaeeeeaaeeeaneas 37
4.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Proteinfarbung............ 37
4.5.7 Immunologischer Nachweis von Proteinen mit Hiso-Affinitdtstag: Western Blot 38
4.5.8 Gel-RetardationSEXPerimMENte ........ccecuveeeiieeeiieerieeerieeeiieeeieeeeeeeeseveeesnseesseveeennneas 38
4.5.9 Messung von DNA-Bindeaffinitdten mit Biacore T200..........cccceevevvierciveinieennnnen. 39
4.5.10 B-Galaktosidase-AktivitAtSbeStMMUNG.........cecveeeriieeiiieeieeeiie e 40
4.5.10.1 Nachweis der Aktivitidt von CadC iiber kolorimetrischen Plattentest ............... 40
4.5.10.2 B-Galaktosidase-Aktivitdtsbestimmung nach Miller (1972) ........cccecvvvveveeenneen. 41
4.5.11 Lysin-Decarboxylase-Aktivitatsbestimmung ...........cccccceeeviieeiieencieeniieeeiee e, 41
4.5.12 In vivo Studien zur Interaktion von Proteinen: Bacterial-Two-Hybrid System.... 42
4.6 Bioinformatische ANALySen .......ccceeveierrnicisnicssanicssanisssanssssansssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 43
5 Er@EDMISSE c.cuuueicrrrricssanisssanesssansssanesssassssssssssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssns 45
5.1 Charakterisierung des zytoplasmatischen Linkers in CadC ............c.coeueeeueesueennen. 45
5.1.1 Bioinformatische Analyse von CadC............cccouveeiiiiiiiieeiiieeie et 45
5.1.2 Aminosduresubstitutionen in der CadC-LinKerregion ...........ccceeeevveerveeenveeennnenns 46
5.1.2.1 Gerichtete Mutagenese in der CadC-Linkerregion .........ccceecvveeeeiveeeieeenveeennnenns 46
5.1.2.2 Untersuchungen zur Bildung einer transienten Helix im CadC-Linker............... 48
5.1.2.3 Charakterisierung von CadC-Hybridproteinen............cceccueeveieeenciieencieeeniee e 50
5.1.2.4 Einfluss von Polyprolin-Helices und Peptidyl-Prolyl-Isomerasen...................... 52
5.1.3 Variation der Linkerlédnge in E. coli CadC ..........cccceeeviiieiiiiniiecie e 54
5.1.4 Posttranslationale Modifikation von CadC...........cccceiiiiiiiiiiiiiiiniiieiceeeee 56
5.1.5 Homodimerisierung von CadC ...........cccvieriieeiiieeiieeeieeeite et eeree e eeaee e 57
5.2 Die Struktur der zytoplasmatischen Doméne von CadC .........c.ccceevuvrcrcnercssnescssanscnns 60
5.2.1 Reinigung I6slicher CadC-Varianten.............ceoveeerieeeiieeeiiieeeie e eeiee e 61
5.2.2 Funktionalitdt 16slicher CadC-Varianten ..............cocceevvieriiiiiiiiienieieenieeeeeeeee 63
5.2.3 NMR-Spektroskopie der zytoplasmatischen Domine von CadC........................... 64
5.2.4 Rontgenkristallographie der DNA-Bindedoméine von CadC ..........cccccooeeeieennenne 72
5.2.5 CadCj_jp7und CadC 59 liegen als MONOMETe VOI .......c..cevvveeriieeniieeeiee e 73
5.3 Interaktion von CadC mit der DNA.........coueiiviineriseinsseinsnnisnnsssncsnissnnssescssesssssssanes 74
5.3.1 Gel-Retardationsexperimente von CadC o7 und CadC_iso auf Peygpg.veeeevveeennnene. 75



Inhaltsverzeichnis

5.3.2 NMR-Studien zur DNA-BINAUNE .......ccc.cooviiieiiieeiieeieeereeeee et 76
5.3.3 Einfluss von Aminosduresubstitutionen auf die Interaktion mit DNA.................... 80
5.3.4 OberflichenplasmonenresonanzspektroSKOPI€ .........eeevvveeeeeieeriiieiniieeeiee e 84
5.3.4.1 Interaktion von CadCj_;s9, CadC;.159¢ E30R und CadCi.;s59 R96A mit P.ogp4 .... 84
5.3.4.2 Interaktion von CadC mit der RNA-Polymerase..........c.ccceevevveeriieiniveiniieciene 85
5.3.5 Einfluss der Lokalisation von cadC zu P_.454 auf die cadBA-Expression.............. 87
5.3.6 Interaktion von CadC mit der RNAPa-Untereinheit ............ccccceeeveiveeecieienieeenenn. 89
6 DISKUSSION ..cuuveierrriiniraninssenisssanssssanesssanssssnssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 92
6.1 Der CadC-Linker ist unStrukturiert ......c.ccceveeeiseesssanesssancsssansssesssssssssssssssssssssssssses 92
6.2 Der CadC-Linker toleriert eine Vielzahl an Aminosiure-Substitutionen............... 93
6.3 Der CadC-Linker reagiert sensitiv auf VerKkiirzungen ..........cceecceeecuercscvercssnescssanecnns 94
6.4 Die DNA-Bindedomiine in CadC umfasst ein winged Helix-Turn-Helix-Motiv..... 95
6.5 Aminosiurereste in der Erkennungshelix sind in die DNA-Bindung involviert..... 97
6.6 Permanente DNA-Bindung von CadC .........cuuiiervurinirnrcssnncssencsssnssssssssssssssssssssssssess 100
6.7 Der Linker beeinflusst die Disposition der DNA-Bindedomiinen im CadC-
Dimer nach ReizwahrneRmung ...........ccoueiciveinireninssnncsssnncsssencssnssssssssssssssssssssssssssses 103
AN E] 1] T 106
8 LILOIAtUT ..ccieiveierrericssanssssanessanssssnnsssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasessssssssssssssssssssnsssssnsssssssssssassss 108
ANNANG cuevriiirrriiiiiinniiniisnniicsssssniessssssisssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 117
DAnKSAGUNE ..ccoeeerivunriiniisnnicssssnnnessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 122

VI



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung S:
Abbildung 6:
Abbildung 7:

Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:

Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:
Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:
Abbildung 24:

Saureadaption in E. coli

Das Cad-System in E. coli

Die Kiristallstruktur der periplasmatischen Domine von CadC
Vergleich des modularen Aufbaus von CadC und NarX aus E. coli
Prinzip des Adenylatzyklase basierten Two-Hybrid Systems
Doménenarchitektur von E. coli CadC

Einfluss der Aminoséuresubstitutionen in CadC auf die Expression des
cadBA-Operons

Computergestiitzte Sekundéarstrukturanalyse

151
Stauf

Einfluss von Aminosiuresubstitutionen im Motiv '**PEQSPV
die cadBA-Expression
CadC_Hybrid-Varianten reprimieren die cadBA-Expression

Einfluss von repetitiven Prolinresten auf die cadBA-Expression

Sukzessive Verkiirzung und Verliangerung der CadC-Linkerregion
Spezifische CadA-Aktivitit in E. coli MG1655 und E. coli DC1185 in
Abhingigkeit von dulleren Bedingungen

pH-abhéngige Oligomerisierung von CadC/CadC und pH-abhingige
Aktivierung der cadBA-Transkription

pH-abhéngige Oligomerisierung von CadC-A108-151/CadC-A108-151
SDS-Gel nach Reinigung von CadCj_js9

Komplementation von BL21(DE3)AcadC durch CadC, CadC,_;o;

und CadCi.s9

'"H,">N-HSQC Spektren von CadC_o7 und CadCj .50

Domine von CadC im HNCACB-Spektrum

Die Sekundarstruktur von CadCj.;9; und CadCj.;s9 abgeleitet aus der
sekunddren chemischen Verschiebung

Die Dynamik von CadC_;so im 'H,"’N Hetero-NOE-Plot
Relaxationsdaten zur Rigiditit von CadC,.;s9

NMR-Struktur von CadCi.197

"H,3C-HNCACB-Planes der Aminosiuren 41-46 der DNA-bindenden

11
14
43
45

47
48

49
51
53

Deletion von Peptidyl-Prolyl-Isomerasen im Lysindecarboxylase-Assay 54

55

57

58
60
62

64
65

66

67
68
70
71



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 25:
Abbildung 26:

Abbildung 27:

Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:

Abbildung 31:
Abbildung 32:

Abbildung 33:

Abbildung 34:
Abbildung 35:

Abbildung 36:
Abbildung 37:
Abbildung 38:
Abbildung 39:

Kiristallisation von CadCj.jo7

Untersuchung der Oligomerisierung von CadC.o7 und CadC;.;s9
mittels Static light Scattering.

Bindung von CadC, CadC;. o7 und CadC;.;s9 an P 4454 und ein
Kontrollfragment (/ysP) in vitro

Interaktion von CadCi.197 und CadC;.;5o mit Peagpa

CadC.;s9 bindet unspezifisch an DNA

Verianderung der chemischen Verschiebung von Aminoséureresten in

CadC,_js9 nach Zugabe von P ,454-DNA

73

74

76

77

78

79

Einfluss von Aminosauresubstitutionen des DNA-Bindemotivs in CadC 81

Komplementation von BL21(DE3)AcadC durch CadC, CadCj_¢7,
CadC.10;_E30R, CadCy.1; R96A, CadC,. 5o E30R und CadC).iso RO6A
Bindung von CadC.;s9, CadCj.;s9 R96A und CadC,.;59 E30R an
die Promotorregion von cadBA

Interaktion von CadC und CadCA108-151 mit der RNA-Polymerase
Spezifische CadA-Aktivitét in E. coli LF1, E. coli LF1 2cadC und
E. coli LF1 _cadC Ins

Interaktion von CadC mit der RpoA

Interaktion von CadCA108-151 mit der RpoA

Struktur der DNA-Bindedoméne (CadC,.;¢7)

Lokalisation der Aminosédurepositionen in der Kristallstruktur von

CadCj.jp7im 3D-Homologiemodell mit PhoB-spezifischer DNA

(pho Box), die mittels zielgerichteter Mutagenese identifiziert wurden

Abbildung 40:

Modell fiir CadC-vermittelte Signaltransduktion nach

konformationellenVerdnderungen in der zytoplasmatischen Doméne

Abbildungen des Anhangs:

Abbildung A1l:

Abbildung A2:

Abbildung A3:

Abbildung A4:

Computergestiitzte Sekundéarstrukturanalyse von CadC aus E. coli
und ToxR aus V. cholerae

Calibration-free Concentration Analysis zur Bestimmung des Anteils
an biologisch aktivem CadC,.;s9-E30R

Computergestiitzter Sequenzvergleich von Transkriptionsregulatoren
der OmpR-Familie

Computergestiitzter Sequenzvergleich von CadC

83

85
87

88

89

91

97

100

103

117

117

118
121



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Verwendete Materialien
Tabelle 2: Verwendete E. coli Stimme
Tabelle 3: Verwendete Plasmide
Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 5: Reinigungsstudie mit I6slichen CadC-Varianten

17
18
19
22
63

Xl



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Ax
Abb.
Amp
AP
AR
As
ATR
BACTH
BCIP
bp, kb
BSA
bzw.

ca.

CAP
CFCA
Cm®
CSP
Da, kDa
d. h.
DNA
DNase
DSS
DTT
EDTA
EF-P

et al.
6-FAM
GABA
H-NS
IPTG
Kan®

R

LB
LDAO

MAD
MBP
mind.
MES
MOPS
mRNA
MU
ncRNA
Ni*"-NTA
NMR
ODx
oNPG

Absorption der Wellenldnge x nm
Abbildung
Plasmid-vermittelte Resistenz gegeniiber Ampicillin
Alkalische Phosphatase
engl. acid resistance
Aminoséure
engl. acid tolerance response
engl. bacterial adenylate cyclase two-hybrid
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Basenpaare, Kilobasenpaare
Rinderserumalbumin
beziehungsweise
ungefdhr
engl. catabolite activator protein
engl. calibration-free concentration analysis
Plasmid-vermittelte Resistenz gegeniiber Chloramphenicol
engl. chemical shift pertubation
Dalton, Kilodalton
das heif3t
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleinase
Disuccinimidylsuberat
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat
engl. elongation factor P
et alteri
6-Carboxyfluorecein
y-Aminobuttersidure
Histon-dhnliches Nukleotid-strukturierendes Protein
Isopropyl-1-thio-B,D-galaktopyranosid
Plasmid-vermittelte Resistenz gegeniiber Kanamycin
Dissoziations-/Bindungskonstante
engl. lysogeny broth
N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid
engl. leucine-responsive protein
Multiple anomale Dispersion
engl. maltose-binding protein
mindestens
2-(N-Morpholino)-Ethansulfonsédure
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsiure
engl. messenger RNA
Miller Units
engl. non coding RNA
N*"Nitrilotriessigsiure
engl. nuclear magnetic resonance
Optische Dichte der Wellenldnge x nm
ortho-nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid
Xl



Abkiirzungsverzeichnis

PAGE
PCR
PLP
PMF
PMSF
RNAP

X-Gal
/M
/P

Promotor des Gens x
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

engl. polymerase chain reaction
Pyridoxalphosphat

engl. proton motive force
Phenylmethan-sulfonylfluorid
RNA-Polymerase

Periplasma

engl. parts per million

engl. rotations per minute

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

engl. signaling helix

engl. static light scattering

engl. surface plasmon resonance

Zeit

T18-Fragmente der Adenylatzyklase von B. pertussis
T25-Fragmente der Adenylatzyklase von B. pertussis
Tabelle

Trinitrobenzolsulfonsdure

Plasmid-vermittelte Resistenz gegeniiber Tetracyclin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

unter anderem

vergleiche

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

zum Beispiel
5-Brom-4-chlor-3indoxyl-f3-D-galactopyranosid
Zytoplasmamembran

Zytoplasma

X



Nomenklatur

Nomenklatur

Genprodukte werden so beziffert, dass das erste Methionin im Wildtyp-Protein in der
Aminosduresequenz mit ,,1° bezeichnet wird, unabhingig ob N-terminal entsprechende

,Linker* oder ,,Histidin-Tags* vorausgehen.

Wenn von Hisj-CadC oder Hisg-CadC gesprochen wird, handelt es sich stets um das
Wildtyp-Protein, das einen Hiso- bzw. einem Hisg-Affinitditstag besitzt. Hierbei ist immer das
Protein mit einem N-terminalen Histidin-Affinititstag gemeint, welcher iiber eine linker
Sequenz von 9 Aminosduren (SGHIEGRH) mit dem ersten Methionin im CadC-Protein

verbunden ist.

Aminosduren sind entweder im Einbuchstaben- (z. B. K) oder Dreibuchstaben- (z. B. Lys)
Code angegeben. Spezifische Positionen in Proteinen werden als Zahlen hinter der jeweiligen

Aminosdure angefiihrt (z. B. K95 oder Lys95).

Alle Nummerierungen beziehen sich auf die CadC-Sequenz von Escherichia coli. Die native
Aminosdure wird bei Aminosduresubstitutionen im Einbuchstabencode zuerst vor der
entsprechenden Aminosdureposition genannt. Nach der Position wird die substituierte

Aminosdure aufgefiihrt (z. B. RO6A).
Es handelt es sich im Falle aller erwdhnten Aminosduren um L-Aminoséduren (z. B. L-Lysin).

Zur vereinfachten Nomenklatur im Zuge der BACTH-Studie sind die T18- und T25-
Fragmente bei N-terminaler Fusion an das/die Protein/Chiméire vor dem/die entsprechenden
Protein/Chimére aufgefiihrt (z. B. T18-CadC). Sind T18 oder T25 am C-Terminus des/der
Proteins/Chimére fusioniert, so werden die Fragmente nach dem/der korrespondierenden

Protein/Chimére genannt (z. B. RpoA-T25).

XV



1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Einkomponentensystem CadC in Escherichia coli zahlt zur Gruppe der ToxR-dhnlichen
Transkriptionsregulatoren und aktiviert bei niedrigem pH-Wert die Expression des cadBA-
Operons, einem Saure-induzierbaren Lysin-Decarboxylase-System. Transkriptionsregulatoren
der ToxR-Familie zeichnen sich durch einen gemeinsamen modularen Aufbau aus und
bestehen aus einer periplasmatischen Sensordoméne, einer Transmembranhelix und einer
zytoplasmatischen  Effektordomdne. Die Signalwahrnehmung, -weiterleitung und
-verarbeitung erfolgt bei den ToxR-dhnlichen Transkriptionsregulatoren innerhalb eines
einzelnen Proteins. Die molekularen Mechanismen der Reizwahrnehmung durch CadC sind
bekannt, die Signalweiterleitung und -verarbeitung im Zytoplasma sind hingegen weitgehend
ungeklédrt. In CadC ist ein zytoplasmatischer Linker (51 Aminosduren) essentiell fiir die
Signaltransduktion von der sensorischen Doméne zur DNA-Bindedomine.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Mechanismus der Signalweiterleitung von der
sensorischen  Domidne zur DNA-Bindedomédne  untersucht. Mit  Hilfe der
Kernspinresonanzspektroskopie konnte gezeigt werden, dass die Linkerregion unstrukturiert
vorliegt. Im Rahmen einer umfangreichen Mutagenesestudie wurde beobachtet, dass sowohl
eine Vielzahl an Aminosduresubstitutionen (Verdnderungen der Ladung, der Rigiditdt oder
der Wahrscheinlichkeit zur Bildung einer a-Helix) als auch die Verlingerung des CadC-
Linkers zu keiner funktionellen Beeintrachtigung fiihrte. Jedoch wurde die Signalverarbeitung
im Zytoplasma durch Verkiirzung des Linkers modifiziert und verursachte ein invertiertes
Expressionsprofil des Zieloperons cadBA oder die Entkopplung der Expression vom externen
pH. Der Linkerregion in CadC konnte keine Rolle in der Oligomerisierung zugeordnet
werden. Unabhingig vom Linker wurde in einer in vivo Interaktionsstudie eine pH-abhingige
Interaktion (pH < 6,8) zwischen CadC-Monomeren gezeigt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Réntgenkristallstruktur (2,0 Angstrém) und in einem
parallelen Ansatz die NMR-Struktur (0,46 backbone RMSD) der zytoplasmatischen
Effektordoméne in CadC als erste dreidimensionale Struktur der DNA-Bindedoméne eines
ToxR-dhnlichen Regulators aufgeklart. In der Struktur von CadC,.;p; wurde ein ,,winged
Helix-Turn-Helix*“-Motiv aus der Familie der OmpR-&hnlichen Transkriptionsregulatoren

beobachtet. Im Gegensatz zu der Topologie bereits geloster OmpR-dhnlichen Regulatoren
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enthilt CadC am Ubergang von DNA-Bindedomine und Linkerregion einen zusitzlichen f-
Strang (p-Strang 7), welcher sich stabilisierend auf die DNA-Bindung auswirken konnte.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde der DNA-Bindemechanismus von CadC an den cadBA-
Promotor untersucht. In in vitro Versuchen zur Bindung von I6slichen CadC-Varianten an
DNA konnte eine sehr geringe Dissoziationsrate beobachtet werden. Somit ist nicht die
Affinitdit zur DNA sondern die Stimulus-abhéngige Interaktion von CadC mit der o-
Untereinheit der RNA-Polymerase essentiell fiir die Aktivierung des cadBA-Operons.
AuBlerdem wurden, basierend auf der Kristallstruktur der DNA-Bindedomine von CadC
Aminoséduresubstitutionen durchgefiihrt. Die Aminosdure His66 in der Erkennungshelix a3 ist
an der Interaktion mit der groBen Furche der DNA beteiligt, wihrend die Aminosduren Lys95
und Arg96 die Interaktion mit der kleinen Furche der DNA vermitteln.

Die Ergebnisse dieser Arbeit postulieren ein Modell zur Signalverarbeitung in CadC, in
welchem die Signalwahrnehmung im Periplasma zu konformationellen Verdnderungen des
unstrukturierten CadC-Linkers fiihrt und somit die rdumliche Positionierung der DNA-

Bindedoménen im CadC-Dimer ermdglicht wird.
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2.1 Saurestressadaption in Escherichia coli

Escherichia coli ist ein Gram-negatives, peritrich begeilleltes Enterobakterium und wird zu
der Gruppe der y-Proteobakterien gezdhlt. Zu der Familie der Enterobakterien zéhlen neben
harmlosen Kommensalen auch Pathogene, darunter Vertreter der Gattungen Escherichia,
Salmonella, Yersinia und Shigella. Diese gehdren zu den neutrophilen Mikroorganismen und
bevorzugen Bedingungen eines neutralen pH-Wertes. Dennoch dient einem Grofteil der
Enterobakterien (enteron, griechisch fiir Darm) der Gastrointestinaltrakt von Menschen und
warmbliitigen Tieren als Habitat und Infektionsort. Bei der Besiedelung des
Gastrointestinaltrakts miissen Bakterien wechselnde Stresssitutionen bewdéltigen, besonders
sind diese mit starken Schwankungen des pH-Wertes des umgebenden Milieus konfrontiert.
Bei der Magenpassage sind die Zellen extrem sauren Bedingungen (pH 1,5-2,5) ausgesetzt,
auBerdem fiihren bakterielle Gérungsprozesse im Diinndarm zu der Produktion von
schwachen organischen Saduren, wie Essigsdure und Propionsédure, die den Sdurestress flir die
Zellen zusitzlich verstirken. Diese schwachen Sduren sind bei niedrigem pH-Werten
protoniert und ungeladen und kdnnen so frei iiber die Zytoplasmamembran diffundieren und
im neutralen Milieu des Zytoplasmas dissoziieren. Dies resultiert im Absinken des
zytoplasmatischen internen pH-Wertes, in der Beeintrdchtigung von Funktionalitdt und
Stabilitdt von Makromolekiilen und in der Zerstérung der protonenmotorischen Kraft (PMF,
Proton Motive Force), da der pH-Gradient iiber die Zytoplasmamembran nicht
aufrechterhalten werden kann. Die protonenmotorische Kraft wiederum wird fiir
Energiegewinnung, Motilitdt und Transportprozesse der Zelle benotigt (Foster 2004). Daher
ist eine rasche Anpassung an die ungiinstigen Bedingungen eines niedrigen externen pH-
Wertes eine essentielle Fihigkeit der Bakterien, um ihr Uberleben zu sichern. Zur
Aufrechterhaltung der pH-Homdostase haben Enterobakterien sowohl passive als auch aktive
Anpassungsstrategien entwickelt (Abb. 1). Diese Anpassungsstrategien erlauben bei plotzlich
wechselnden externen pH-Werten, das interne Milieu schnell auf neutrale pH-Werte
einzustellen. Diese schnelle Reaktion deutet darauf hin, dass einige Komponenten der pH-
Homoostase konstitutiv reguliert sind (Slonczewski et al. 1981). Wichtige passive
Sdureschutzmechanismen sind die Impermeabilitit der Zytoplasmamembran gegeniiber

geladenen Molekiilen und die Pufferkapazitit des Zytoplasmas, wodurch ein Absinken des
3
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internen pH-Wertes verhindert wird. Die Pufferkapazitit des Zytoplasmas wird durch die
Anwesenheit von Proteinen, Nukleinsduren, Glutamat und Polyaminen gewihrleistet
(Slonczewski & Foster 1996). Die aktiven Séureschutzmechanismen koénnen in
physiologische, metabolische und Protonen-verbrauchende Systeme untergliedert werden. Als
physiologische Anpassungsstrategie kann E. coli die Permeabilitit der Membran fiir Protonen
durch Aktivierung der Cyclopropan-Fettsdure-Phospholipid-Synthase CFA, welche die
Bildung von Cyclopropanfettsiuren in der Zytoplasmamembran katalysiert, verringern
(Brown et al. 1997). Durch die Bindung von Polyphosphat und Cadaverin an Porine (OmpC
und OmpF) der duBleren Membran wird der Protoneneinstrom in die Zelle reduziert (Rowbury
et al. 1992; Samartzidou et al. 2003). Aullerdem schiitzen die Chaperone HdeA und HdeB
Proteine des Periplasmas und das Chaperon Hsp31 Proteine des Zytoplasmas vor Degradation
(Gajiwala & Burley 2000). Ein saures externes Milieu kann Transkriptionsregulatoren wie
Fur und PhoP aktivieren, die zur Expression von etwa 50 Sdure-Shock-Proteinen (ASP - Acid
Shock Proteins) fithren. Da Sdure-Shock-Proteine der Reparatur und dem Schutz von
Makromolekiilen dienen, helfen diese in Sdurestresssituationen zu iiberleben (Bearson et al.
1997). Die DNA wird durch Bindung des Proteins Dps vor den Auswirkungen eines niedrigen
externen pH-Wertes geschiitzt. Als metabolische Anpassungsstrategie der Zelle wird bei
moderatem Sdurestress die Expression von Komponenten der Elektronentransportkette wie
der NADH-Dehydrogenase 1 und 1I, der Cytochrom bo Oxidase und der
Succinatdehydrogenase verstirkt (Maurer et al. 2005). Dies resultiert in einem Anstieg des
intrazelluldiren pH-Wertes durch Erhohung des Protonenexports. AuBlerdem werden bei der
aktiven pH-Homoostase Protonen durch primére Protonenpumpen unter Verbrauch von ATP
aus der Zelle transportiert. Die Ausschleusung von Protonen fiihrt zu einem Anstieg des
Membranpotentials, wodurch ein weiterer Protonentransport verhindert wird. Zur
Verringerung des Membranpotentials, werden gleichzeitig positive Ladungen mit Hilfe von
K -Transportsystemen, wie Trk und Kup, importiert (Bakker & Mangerich 1981). Um die
Existenz von E. coli bei extrem sauren pH-Werten von 1-3 fiir ein begrenztes Zeitfenster von
einigen Stunden zu sichern, wird die Expression von 160 Genen induziert. Dies bildet die
Grundlage der Saureresistenz (AR, Acid Resistance) (Maurer et al. 2005; Richard & Foster
2004).
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Abb. 1: Saureadaptation in E. coli. Um bei Bedingungen eines niedrigen externen pH-Wertes zu
iiberleben, haben Enterobakterien verschiedene passive und aktive Strategien der pH-Homoostase
entwickelt. Zu den passiven Mechanismen zdhlen die Pufferkapazitit des Zytoplasmas und die
Impermeabilitit der Zytoplasmamembran fiir Protonen. Der Einbau von Cyclopropanfettsduren in die
Zytoplasmamembran, die Synthese von Saure-Schock-Proteinen (ASP, Acid Shock Protein), die
Blockade von Porinen der dufleren Zellmembran, Protonenpumpen und Kaliumtransporter sowie der
Schutz durch Chaperone (HdeA, HdeB und Hsp31) gehdren zu den aktiven Mechanismen. Einen
weiteren wichtigen aktiven Schutz vor den Auswirkungen eines niedrigen pH-Wertes bieten

induzierbare Aminosdure-Decarboxylase-Systeme (Adi, Gad und Cad).

Insgesamt sind fiinf Systeme der Saureresistenz zum Erhalt der pH-Homdostase in der
stationdren Wachstumsphase von E. coli bekannt, welche das Bakterium vor den
Auswirkungen von niedrigen pH-Werten schiitzen. Das Glukose-reprimierende AR1-System
(AR1, Acid Resistance 1), das auch als oxidatives System bekannt ist, ist abhingig von
Sigmafaktor o°, kodiert durch 7poS, und von dem cAMP-Rezeptor-Protein CAP. 6° und CAP
regulieren die Expression von zahlreichen Sdure-Schock-Proteinen (Castanie-Cornet et al.
1999). Bei den induzierbaren Saure-Toleranz-Antworten AR2 (AR2, Acid Resistance 2), AR3
(AR3, Acid Resistance 3) und AR4 (AR4, Acid Resistance 4) handelt es sich um degradative
Aminosdure-Decarboxylase-Systeme. Das Gad-System (AR2), das Adi-System (AR3) und
das Cad-System (AR4) katalysieren die Decarboxylierung der Aminosduren Glutamat (Gad-
System), Arginin (Adi-System) und Lysin (Cad-System) zu den Polyaminen vy-

Aminobuttersdure, Agmatin und Cadaverin unter Freisetzung von CO;. Aulerdem wird bei
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der Decarboxylierung ein internes Proton verbraucht; dies fithrt zu einem Anstieg des
intrazellularen pH-Werts (Gale & Epps 1942). Die entsprechenden Polyamine werden aus der
Zelle transportiert und alkalisieren das umgebene Medium. In einigen E. coli-Stimmen
existiert ein weiteres Sadureschutzsystem (ARS, Acid Resistance 5) bestehend aus der
Ornithin-Decarboxylase SpeF und dem Ornithin-Putrescin-Antiporter PotE (Kashiwagi et al.
1991). Die Systeme ARI, AR2 und AR3 schiitzen E. coli unter extremen und
wachstumshemmenden Sdurestress (pH-Werte 1-3), wihrend die Systeme AR4 und ARS eher
in die Existenzsicherung bei moderatem Sdurestress (pH-Werte 5-7) involviert sind

(Applebaum et al. 1977; Sabo et al. 1974).

2.2 Das Cad-System in E. coli

Das Lysin-abhingige Decarboxylase-System AR4, das Cad-System, setzt sich aus der
zytoplasmatischen Lysin-Decarboxylase CadA, dem Membran-integralen Lysin-Cadaverin
Antiporter CadB und dem ebenfalls Membran-integralen Regulator CadC (Meng & Bennett
1992; Sabo et al. 1974) zusammen. Das Cad-System in E. coli bietet moderaten Schutz bei
Bedingungen eines extremen Saurestress (pH ~2), spielt jedoch eine wichtige Rolle im Schutz
der Zellen bei weniger extremen pH-Werten (pH ~5) (Iyer et al. 2003). Auch ist das Cad-
System bei Nahrstoff-limitierenden Bedingungen (z. B. Phosphatmangel) von Bedeutung
(Moreau 2007). CadB und CadA sind gemeinsam in dem cadBA-Operon (Lokalisation im
Chromosom: 93,5 min) kodiert, welches unter Kontrolle des cadBA-Promotors (P..uz4) liegt
(Auger & Bennett 1989). Die cadBA-Expression wird durch einen niedrigen externen pH-
Wert und der extrazelluldren Verfiigbarkeit von Lysin co-induziert (Dell et al. 1994). Die
Aktivierung des cadBA-Operons erfolgt durch den Transkriptionsregulator CadC, welcher
konstitutiv durch das unmittelbar stromaufwirts von cadBA liegende Gen cadC kodiert wird
(Watson et al. 1992). Die Lysin-Decarboxylase CadA katalysiert die Decarboxylierung von
Lysin zu Cadaverin und CO; unter Verbrauch eines zytoplasmatischen Protons. Die relative
MolekiilgroBBe von CadA betragt 81 kDa (715 Aminosduren). CadA liegt im aktiven Zustand
als Dekamer vor, bestehend aus finf Dimeren. Interaktion des CadA-Dekamers mit zehn
Molekiilen des Effektorproteins ppGpp blockiert die Decarboxylase-Aktivitit von CadA. Sind
die Zellen Siurestress unter Bedingungen einer Néahrstofflimitation ausgesetzt, werden
Aminosiure-Decarboxylase-Systeme zum Uberleben bei niedrigen pH-Werten bendtigt.
Gleichzeitig miissen die Zellen bei Néhrstofflimitation den Verbrauch von Aminosduren

durch die Decarboxylase-Systeme gering halten und die enzymatische Decarboxylase-
6
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Aktivitdit nach Erreichen eines neutralen internen pH-Wertes rasch reduzieren. Durch
Interaktion mit ppGpp kann eine Feinabstimmung der bakteriellen Saurestressantwort
erfolgen (Kanjee et al. 2011). Cadaverin, das entstandene Endprodukt der
Lysindecarboxylierung, wird durch den Lysin-Cadaverin Antiporter CadB in das Periplasma
transportiert.  Gleichzeitig wird Lysin durch CadB ins Zytoplasma befordert
(Soksawatmaekhin et al. 2004). Das exportierte Cadaverin und das bei der Reaktion
verbrauchte Proton fiihren zu einer Neutralisierung des umgebenden Mediums. Die relative
Molekiilmasse von CadB betragt 47 kDa (444 Aminosduren), aullerdem zeigt CadB
Ahnlichkeit mit dem Ornithin-Putrescin-Antiporter PotE des ARS5-Systems (Tomitori et al.
2012).

induzierende Bedingungen:
pH 5,8 + Lysin

H’ H’ H’ H’

/] Schan™

H+ @ > N +CO,
@ Lysin %:2% Cadaverin

Abb. 2: Das Cad-System in E. coli. Bei niedrigem externen pH (pH 5,8) und Vorhandensein von
Lysin aktiviert der Membran-integrale Transkriptionsregulator CadC die Transkription des cadBA-
Operons. CadA, eine Lysin-Decarboxylase, decarboxyliert Lysin unter Verbrauch eines Protons zu
Cadaverin und CO,. Cadaverin wird iiber den Lysin/Cadaverin Antiporter CadB aus der Zelle
exportiert. Die Transkription des cadBA-Operons wird unter nicht induzierenden Bedingungen
(neutraler externer pH-Wert, Abwesenheit von Lysin) durch die Lysinpermease LysP und den
globalen Regulator H-NS reprimiert. Der Regulator Lrp dient der positiven Regulation der cadBA-
Expression. PP: Periplasma; ZM: Zytoplasmamembran; ZP: Zytoplasma
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2.3 Die Regulation des Cad-Systems

Die Regulation des Cad-Systems in E. coli unterliegt diversen Proteinen und extrazelluldren
Signalen. Die Aktivierung der cadBA-Transkription erfolgt durch direkte Bindung des
Transkriptionsregulators CadC an die cadBA-Promotorregion (Kiiper & Jung 2006). Der
Transkriptionsregulator CadC steht unter der Kontrolle des cadC-Promotors und wird
konstitutiv exprimiert (Neely & Olson 1996). Unter neutralen und aeroben Bedingungen
reprimiert der globale Regulator H-NS (Histon-dhnliches Nukleoid Strukturierendes Protein)
die Transkription des cadBA-Operons (Shi et al. 1993) und von cadC (Krin et al. 2010). Die
relative MolekiilgroBe von H-NS betragt 15,5 kDa (137 Aminosduren). H-NS bindet
bevorzugt an AT-reiche und intrinsisch gekriimmte Bereiche der DNA. Fiir cadBA konnten
fiinf potentielle H-NS Bindestellen identifiziert werden. Die Bindung von H-NS an die
Promotorregionen generiert vermutlich einer Superspiralisierung der DNA, wodurch die
Transkription reprimiert wird (Kiiper & Jung 2006). Da die Bindung von H-NS von der
Topologie der DNA abhingig ist, konnen Anderungen der DNA-Topologie unter anaeroben
Bedingungen zu einer schwicheren Bindung von H-NS fithren und dadurch eine verstirkte
cadBA-Expression erlauben (Kiiper 2005). In Abwesenheit von Lysin wird der
Transkriptionsregulator CadC durch die Lysinpermease LysP gehemmt (Rauschmeier et al.
2014). LysP hat eine relative MolekiilgroBe von 54 kDa (489 Aminoséduren) und ist mit 12
Transmembrandoméinen in der Zytoplasmamembran verankert (Steffes et al. 1992). In
Abwesenheit des Lysin- und des pH-Stimulus geht LysP eine stabile heterooligomere
Interaktion mit CadC ein. Diese Interaktion wird auf Seiten des Sensors CadC iiber
aromatische Aminoséduren in der Transmembrandoméne (besonderes F165) und iiber geladene
Reste der periplasmatischen Doméne (R265 und R268) vermittelt. Das Lysinsignal wird von
LysP sensiert, anschlieBend wird das Signal {iber Lysin-abhéngige Konformationsdnderungen
zu CadC transferiert (Rauschmeier ef al. 2014; Tetsch et al. 2008). Die Endprodukte
Cadaverin und CO;, der Decarboxylase-Reaktion durch CadA haben einen zusdtzlichen
reprimierenden Einfluss auf die Expression des Cad-Systems (Neely & Olson 1996;
Takayama ef al. 1994). Der molekulare Mechanismus der Repression der cadBA-Expression
durch CO; ist bisher noch nicht verstanden. Cadaverin agiert als negativer Riickkoppler fiir
den Sensor CadC, indem Cadaverin direkt an die periplasmatische Domine von CadC bindet.
In CadC wurden zwei periplasmatische Cadaverin-Bindestellen identifiziert, eine hochaffine
Bindetasche an der Grenzfliche von CadC-Dimeren und eine weitere exponierte Bindestelle
in der zentralen Kavitit der periplasmatischen Domine (Haneburger et al. 2012). Als

8
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positiver Regulator der cadBA-Expression wurde Lrp (Leucine-Responsive Protein) detektiert,
welches die cadBA-Expression erhdht und an den physiologischen Status der Zelle anpasst
(Ruiz et al. 2011). EF-P (elongation factor P) wurde als weiteres Protein, das an der
translationellen Regulation des Cad-Systems beteiligt ist, identifiziert. Bei EF-P handelt es
sich um ein 20,5 kDa (187 Aminosduren) grof3es, 16sliches Protein, welches in allen Bakterien
hoch konserviert vorliegt (Aoki et al. 1991). EF-P interagiert neben den Proteinen EF-Tu und
EF-G direkt mit den Ribosomen (Glick & Ganoza 1975) und es wurde gezeigt, dass EF-P die
Translation von Proteinen mit Polyprolin-haltigen Regionen verbessert (Ude et al. 2013).
Prolin enthélt als einzige Aminoséure anstelle der primdren Aminogruppe eine Iminogruppe
und ist daher sowohl ein schwacher Akzeptor als auch ein schwacher Donor fiir
Peptidbindungen. Dies resultiert in der Arretierung des Ribosoms an Stellen, an denen
mehrere Proline verkniipft werden sollen. In Gegenwart von EF-P kann diese translationelle
Blockade gemildert werden. Eine weitere Funktion von EF-P liegt in der Regulation der
Feinabstimmung der Kopienzahl des Polyprolin-haltigen Regulators CadC. Diese
physiologische Funktion von EF-P ist essentiell fiir eine addquate Stressantwort (Ude et al.

2013).

2.4 Der Transkriptionsaktivator CadC

Der Regulator des cadBA-Operons, CadC, besteht aus 512 Aminosduren mit einem relativen
Molekulargewicht von 58 kDa. CadC gehort zur Klasse der ToxR-dhnlichen
Transkriptionsregulatoren, die anhand ihrer &hnlichen Topologie charakterisiert sind und
meist bei niedrigen pH-Werten aktiviert werden (Miller ef al. 1987). Zu dieser Familie zdhlen
der Masterregulator ToxR aus Vibrio cholerae (und aus anderen Vibrio-Spezies) (Miller et al.
1987), PsaE aus Yersinia pseudotuberculosis (Yang & Isberg 1997), WmpR aus
Pseudoalteromonas tunicata (Egan et al. 2002), TcpP aus Vibrio cholerae (Hise &
Mekalanos 1998) und neben CadC aus Escherichia coli auch CadC-Proteine aus Salmonella
typhimurium, Vibrio cholerae (Merrell & Camilli 2000) und Vibrio vulnificus (Rhee et al.
2002). ToxR ist essentiell fiir die Koordination der Expression von Virulenz-assoziierten
Genen in V. cholerae, die in die Kontrolle des Choleratoxins, der Pilusformation und die
Expression von Proteinen der duBBeren Membran involviert sind (Miller et al. 1987). ToxR
dimerisiert unter induzierenden Bedingungen und nicht induzierenden Bedingungen in vivo
und in vitro (Ottemann & Mekalanos 1995), allerdings konnte der Mechanismus der

Signaltransduktion nicht in Korrelation zu dem Mechanismus der Dimerisierung gebracht
9
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werden (Dziejman ef al. 1999). Da ToxR der Masterregulator der Pathogenitdt von V.
cholerae darstellt, liegt der Schliissel zum Verstindnis der durch V. cholerae verursachten
Krankheit Cholera in der Regulation dieses Aktivators. Es konnte gezeigt werden, dass die
Virulenzkaskade in V. cholerae die Rekrutierung von TcpP durch ToxR zu dem toxT7-
Promotor zur Aktivierung der Transkription involviert. Die Mechanismen dieser Protein-
Protein- und Protein-DNA-Interaktionen bleiben jedoch unverstanden (Haas et al. 2014).
Proteine aus der Familie der ToxR-dhnlichen Transkriptionsregulatoren sind aus einer N-
terminalen, zytoplasmatischen Doméne (CadC: Aminosdure 1-158), einer einzelnen
Transmembranhelix (CadC: Aminosdure 159-178) und einer C-terminalen, periplasmatischen
Signaleingangsdoméne (CadC: Aminosdure 179-512) aufgebaut (Watson et al. 1992). Die
ToxR-dhnlichen Transkriptionsregulatoren vereinen die Funktionen der Signalwahrnehmung,
-weiterleitung und -verarbeitung in einem einzelnen Protein und stellen somit die einfachste
Form der Signaltransduktion dar, das Einkomponentensystem. Im Einkomponentensystem
CadC findet die  Signalweiterleitung im  Gegensatz zu den  klassischen
Zweikomponentensystemen ohne chemische Modifikation statt. Einkomponentensysteme sind
evolutiondr  &lter, diverser und haufiger unter Prokaryoten vertreten als
Zweikomponentensysteme (Ulrich et al. 2005). Sowohl ToxR und TcpP aus V. cholerae,
PsaE aus Y. pseudotuberculosis und CadC aus E. coli sensieren einen niedrigen externen pH-
Wert im Periplasma und transferieren das Signal liber die Transmembrandoméne zur
zytoplasmatischen Domine. Fiir CadC in E. coli konnte neben der Detektion eines niedrigen
externen pH-Wertes auch die Wahrmehmung von externem Cadaverin {ber die
periplasmatische Doméne nachgewiesen werden (Haneburger ef al. 2012). Die Wahrnehmung
des Transkriptions-aktivierenden niedrigen pH-Werts erfolgt iiber die C-terminale Doméne im
Periplasma. Die Struktur der periplasmatischen Doméne von CadC konnte mittels multipler
anomaler Dispersion (MAD) mit einer Auflésung von 1,8 A geldst werden (Eichinger et al.
2011). Die periplasmatische Doméne von CadC besteht aus zwei Subdoménen. Subdoméne
eins ist aus einer Mischung von a-Helices und (3-Faltblittern aufgebaut, wihrend Subdoméne
zwel aus einem reinen o-Helix-Biindel besteht (Abb. 3). Die Stimulus-detektierende Funktion
der  periplasmatischen = Domédne von CadC  konnte anhand  verschiedener
Aminosdureaustausche identifiziert werden (Dell ef al. 1994). Weitere CadC-Varianten mit
Aminosdureaustauschen in der periplasmatischen Doméne konnten den fiir die pH-Sensorik
essentiellen Bereich auf eine negativ geladene Region (D198, D200, E461, E468 und D471)
an der Grenzfldche zwischen zwei Monomoren zuordnen (Haneburger et a/. 2011). In Losung

konnte fiir die periplasmatische Doméne von CadC die Bildung von Homodimeren iiber eine
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polare Grenzfliche zwischen zwei Monomeren beobachtet werden. Des Weiteren ist die
Dimerisierung der periplasmatischen Domine von CadC fiir die Aktivierung des cadBA-

Operons notwendig (Eichinger et al. 2011; Haneburger ef al. 2011; Lindner & White 2014).

Abb. 3: Die Kristallstruktur der periplasmatischen Domine von CadC. Die Kristallstruktur der
periplasmatischen Domine von CadC ist mit einer Aufldsung von 1,8 Angstrom geldst. Sie besteht aus
zwei Subdoménen. Subdoméne eins ist aus einer Mischung von o-Helices und p-Faltblittern
aufgebaut, wihrend Subdoméne zwei aus einem reinen a-Helix-Biindel besteht. Der C-Terminus (C)
und der N-Terminus (N) sind gekennzeichnet. Die Abbildung wurde mit dem Programm Pymol

(DeLano 2002) erstellt.

Es wird postuliert, dass die Protonierung der negativ geladenen Aminosduren die absto3enden
Krifte zwischen zwei Subdoménen und/oder zwischen zwei Monomeren im CadC-Dimer
reduziert und somit die Aktivierung des cadBA-Operons bei niedrigen externen pH-Werten
ermOglicht wird (Eichinger ef al. 2011). Auch konnte der Formierung eine Disulfidbriicke in
der periplasmatischen Domine eine Rolle fiir die pH-abhidngige Aktivierung der cadBA-
Expression zugeordnet werden. Unter neutralen externen Bedingungen fiihrt die Bildung der
Disulfidbriicke zu einer Inaktivierung von CadC, bei niedrigen externen pH-Werten wird die
Bildung der Disulfidbriicke verhindert und CadC befindet sich in semi-aktiven Zustand. Der
Transmembrandoméne in CadC konnte neben der Funktion der Membranverankerung eine
Rolle in der Interaktion mit der Lysinpermease LysP zugeordnet werden (Rauschmeier et al.
2014). Erst nach Perzeption des Lysin-Stimulus durch LysP aktiviert CadC die cadBA-
Expression (Tetsch et al. 2011). Die Reihenfolge der Wahrnehmung der Stimuli Lysin und pH
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ist fiir die Aktivierung durch CadC nicht relevant (Neely & Olson 1996). Die Bindung an den
cadBA-Promotor erfolgt mittels eines ,winged Helix-Turn-Helix“ Motivs der
zytoplasmatischen Effektordomédne von CadC, wie es Transkriptionsregulatoren der ROy-
Familie besitzen. Zu dieser Familie zihlen neben CadC, PhoB und OmpR aus E. coli auch
VirG aus Agrobacterium tumefaciens (Martinez-Hackert & Stock 1997; Parkinson & Kofoid
1992; Watson ef al. 1992). Neben der hochkonservierten DNA-bindenden Doméne besteht die
zytoplasmatische Domidne der ToxR-dhnlichen Regulatoren aus einer Linkerregion
(Aminosdure 107-158), welche die DNA-bindende Doméne mit der Transmembrandoméne
verbindet. Bisher konnte dieser zytoplasmatischen Region in CadC keine Funktion zugeordnet
werden. Uber den Mechanismus der Signaltransduktion von der periplasmatischen
Sensordomine zur zytoplasmatischen Effektordomine in CadC kann zum derzeitigen Stand
der Forschung nur spekuliert werden. Es werden sowohl reversible Konformationsdnderungen
wie Dreh- und synchrone oder unsynchrone Hubbewegungen als auch reversible Monomer-
Dimer-Ubergiinge des Transkriptionsaktivators CadC diskutiert (Haneburger et al. 2011).
CadC induziert die Aktivierung der cadBA-Expression iiber die direkte Bindung an die beiden
stromaufwérts des cadBA-Promotorbereichs gelegenen Bindestellen Cadl (-144 bp bis -112
bp vor dem Transkriptionsstart) und Cad2 (-89 bis -59 bp vor dem Transkriptionsstart) (Kiiper
& Jung 2006). Die Aktivierung der cadBA-Transkription ohne proteolytische Abspaltung
durch den Membran-integralen Transkriptionsaktivator CadC stellt einen seltenen
Mechanismus der Transkriptionsaktivierung in Prokaryoten dar (Haas et al. 2014). Auch die
in die Membran verankerten Regulatoren ToxR aus V. cholerae und ArnR aus Archaeen
aktivieren die Transkription ohne vorhergehende proteolytische Abspaltung (Haas et al. 2014;
Kolibachuk & Greenberg 1993; Lassak ef al. 2013). Fiir die Bindung von ToxR an die DNA
konnte ein ,,Tandem-Repeat“-Motiv von 7 bp (TTTTGAT) innerhalb des tox7-Promotors
identifiziert werden (Miller et al. 1987). Allerdings variieren die Strukturen der
Promotorregionen innerhalb der Familie der ToxR-&hnlichen Regulatoren stark und ein
einheitliches Bindemotiv ist nicht bekannt. Selbst ToxR reguliert eine Vielzahl verschiedener
Gene (Haas ef al. 2014), wodurch die Analyse des Aktivierungsmechanismus erschwert wird.
So kann ToxR als Repressor des ompT-Gens dienen. Dabei bindet ToxR an eine Bindestelle,
die mit dem ompT-Promotor iiberlappt und die Interaktion mit der RNA-Polymerase (RNAP)
verhindert (L1 et al. 2002).
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2.5 Signalweiterleitende Proteindoméinen

Fiir Prokaryoten ist es essentiell externe Umweltreize wahrzunehmen und sich an wechselnde
Bedingungen anzupassen. Daher exprimieren diese eine Vielzahl an sensierenden und Signal-
verarbeitenden Proteinen (Henry & Crosson 2011). Die Relevanz und Funktion von diversen
Doménenstrukturen dieser Proteine wurde in den vergangenen Jahren versucht aufzukléren.
So konnte experimentell bestitigt werden, dass einzelne Proteindomédnen in Ein- und
Zweikomponentensystemen ohne Verlust von Funktionalitdt ausgetauscht werden konnten
(Kanchan et al. 2010; Mondéjar et al. 2012). Viele dieser Domédnen spielen eine
entscheidende Rolle in der Signalwahrnehmung, doch wird ihnen oftmals auch eine
Bedeutung in der Signaltransduktion zugeschrieben (Henry & Crosson 2011).

Sowohl Bakterien als auch Eukaryoten und Archaeen weisen oftmals PAS-Domédnen
(Akronym aus den Proteinnamen Per-Arnt-Sim) auf (Zhulin et al. 1997). PAS-Doménen
reprasentieren eine grofle, ubiquitdr verbreitete Familie und fungieren als direkter Sensor von
externen Reizen (Taylor & Zhulin 1999), vermitteln Protein-Protein-Interaktionen (Lee ef al.
2008) und sind in die Signaltransduktion involviert (Oka ef al. 2008). Diese bestehen aus etwa
100 Aminosduren und sind meist am N-Terminus von Proteinen, wie Histidinkinasen (HK), c-
di-GMP-Synthasen (GGDEF) und Chemotaxis-Proteinen lokalisiert. Interessanterweise teilen
PAS-Doménen weniger als 20% Sequenzidentitit, jedoch weisen sie eine konservierte
dreidimensionale Faltungsstruktur auf (Henry & Crosson 2011). Die Bindung diverser kleiner
Molekiile (u.a. Flavin-Adenin-Dinukleotid, Him oder 4-Hydroxycinnamyl) dient als Cofaktor
und vermittelt die Wahrnehmung von externen Umweltreizen wie molekularer Sauerstoff
(Tuckerman et al. 2009), Licht (Swartz et al. 2007) und Redoxpotential (Ukaegbu et al.
2006). Da jedoch nicht alle PAS-Dominen kleine Molekiile binden, sind die
unterschiedlichen Mechanismen der Signalwahrnehmung bisher nicht verstanden.

Eine &dhnliche Faltungsstruktur wie PAS-Doménen weisen GAF-Dominen (Akronym aus
cGMP-spezifische Phosphodiesterase, Adenylylcyclase und FhlA) auf. Wie PAS-Doménen
sind auch cGMP-bindende GAF-Doménen ubiquitér in einer Vielzahl von Proteinen, die in
die Wahrnehmung und Weiterleitung von Signalen involviert sind, vertreten. Die strukturelle
Ahnlichkeit der GAF- und PAS-Dominen deutet auf eine evolutionire Verwandtschaft hin
(Ho et al. 2000).

Eine weitere signalverarbeitende Proteindoméne ist die HAMP-Doméne (Akronym aus
Histidinkinase, Adenylatcyclase, Methyl-akzeptierendes Protein und Phosphatase), bei dieser
handelt es sich um eine der am weitest verbreiteten Doménen. HAMP-Doménen bestehen aus
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etwa 55 Aminoséduren und sind in die Signaltransduktion von zahlreichen Proteinen aus allen
drei Bereichen des Lebens involviert (Aravind & Ponting 1999). Strukturanalysen von
HAMP-Doménen zeigen vier dimere, parallele und a-helikale Schrauben, welche zwischen
der Signaleingangsdomine und der Signalausgangsdomine lokalisiert sind (Hulko et al.
2006). Typischerweise enthalten HAMP-Motive charakteristische, hydrophobe und heptade
Wiederholungen und liegen in Membran-integralen Proteinen zytoplasmatisch vor (Aravind
& Ponting 1999). Momentan werden verschiedene molekulare Mechanismen der
Signaliibertragung in HAMP-Doménen diskutiert. Signaliibertragung kénnte durch eine axiale
Rotationsbewegung der a-helikalen Schrauben (,,Gearbox “-Modell) (Hulko et al. 2006),
einer Neuanordnung der a-Helices (,,Rearrangement“-Modell) (Airola et al. 2010) oder als
dynamisches, biphasisches Ereignis (,,7Three-State Biphasic Dynamic Bundle“-Modell)
(Stewart 2014) erfolgen.

CadC NarX

Nitrat

HAMP-Domanen

S-Helix

GAF-Domane

ATP

Abb. 4. Vergleich des modularen Aufbaus von CadC und NarX aus E. coli.
Signaleingangsdoménen sind in rot dargestellt, Signalausgangsdoménen in griin. CadC besteht aus
einer pH-sensierenden periplasmatischen Doméne (rot), einer Transmembrandoméne (schwarz), einer
Linkerregion (orange) und einer DNA-Bindedoméne (griin). NarX ist aus Nitrat-wahrnehmenden
periplasmatischen Doméne (rot), zwei HAMP-Dominen (weil}), einer S-Helix (grau), einer GAF-
Domaine (dunkles grau) und ATP-bindender Effektordoméne (griin) aufgebaut. Der C-Terminus (C)

und der N-Terminus (N) sind gekennzeichnet.
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Da der Nitratsensor NarX aus E. coli verschiedene Proteindoménen aufweist wurde der
modulare Aufbau von NarX mit dem modularen Aufbau von CadC verglichen. In NarX wird
die GAF-Domine mit der HAMP-Doméne {iiber eine direkt an die HAMP-Domédne
anschlieende und teilweise iiberlappende S-Helix (,,Signaling-Helix*) verbunden (Abb. 4).
Bei der S-Helix handelt es sich um ein etwa 40 Aminosduren grofles Segment, welches in
einer Vielzahl von Sensorproteinen in Prokaryoten, Eukaryoten und Archaeen vertreten ist.
Sie verbindet Signaleingangs- mit Signalausgangsdoméanen und liegt als dimere und parallele
a-helikale Schraube vor (Winkler ef al. 2012). Eine signaliibertragende Rolle der S-Helix
konnte mit Hilfe von Deletionsstudien in NarX verifiziert werden. So flihrten Deletionen der
heptaden Wiederholungen zu konstitutiv aktiven Phinotypen (Stewart & Chen 2010). CadC
umfasst weniger Proteindoménen als NarX. Die zytoplasmatische Doméne in CadC besteht
aus der DNA-Bindedoméne die durch eine wunstrukturierte Linkerregion mit der
Transmembranhelix verbunden ist. In CadC ibernimmt die Linkerregion die
Signaltransduktion im Zytoplasma, in NarX wird diese Rolle von diversen Proteindoménen
(HAMP-Domainen, S-Helix und GAF-Doméne) ibernommen.

In der Proteinstrukturbiologie wurde bisher angenommen, dass der dreidimensionale
Faltungszustand essentiell fiir die Funktionalitét eines Proteins ist (Uversky & Dunker 2008).
Jedoch wurden funktionale Proteine mit groBen unstrukturierten Regionen entdeckt, so
enthalten etwa 20% der Proteine in E. coli K-12 unstrukturierte Segmente von mehr als 30
Aminoséduren (Tompa et al. 2006). Unstrukturierte Proteine sind in die Signaltransduktion, in
die Regulation des Zellzyklus und in die Interaktion mit Bindepartnern involviert (Uversky &
Dunker 2008). Oftmals dienen unstrukturierte Linkerregionen auch als Verbindungselement
oder Abstandshalter zwischen strukturierten Proteindoménen und ermoéglichen deren freie
Orientierung und Rotation im Raum (Liu & Huang 2014). Ein Beispiel eines Linkers ist die
unstrukturierte Region in E. coli FtsZ (Filamentous Temperature-Sensitive Z). Substitutionen
des FtsZ-Linkers fithrten in in vivo Experimenten zu keinen funktionellen
Beeintrachtigungen. Es wurde infolgedessen angenommen, dass die Aminosduresequenz
keine Relevanz fiir die Funktionalitdt des Proteins hatte. Vielmehr sollte die unstrukturierte
Region als flexibler Linker zwischen der globuldren Doméne und der Transmembrandoméne
dienen (Gardner ef al. 2013). Auch in CadC wird die Transmembrandoméne mit der DNA-
bindenden Effektdoméne mittels einer Linkerregion verbunden (Abb. 4). Anders als fiir die
starre a-helikale S-Helix in NarX konnte diese Linkerregion Flexibilitit und Beweglichkeit

der zytoplasmatischen Doméine ermdglichen.
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3 Aufgabenstellung

Bei dem ToxR-dhnlichen Transkriptionsregulator CadC handelt es sich um ein sogenanntes

Einkomponentensystem. Dabei werden Signalwahrnehmung, -weiterleitung und -verarbeitung

in einem Protein vereint. Stimuliert durch Séurestress aktiviert CadC die Expression des

cadBA-Operons. Wihrend der Mechanismus der Reizwahrnehmung gut untersucht ist, sind

Signalverarbeitung und Signalweiterleitung bisher kaum verstanden. Daher fokussiert diese

Arbeit auf die Charakterisierung der Mechanismen der molekularen Signaliibertragung in

CadC unter folgenden Aspekten:

1.

Charakterisierung einer zytoplasmatischen Region unbekannter Funktion zwischen DNA -
bindender Doméne und Transmembrandoméne und Screening nach Aminosédureresten, die

essentiell fiir die zytoplasmatische Signalweiterleitung in CadC sind

Strukturanalyse der DNA-bindenden Doméne von CadC als Beispiel der ToxR-dhnlichen
Transkriptionsaktivatoren — mittels = Kernspinresonanzspektroskopie und  Rontgen-
kristallographie sowie Untersuchung der Dynamik der zytoplasmatischen Region
unbekannter Funktion mittels Kernspinresonanzspektroskopie in Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. Michael Sattler und Dr. Andreas Schlundt (Lehrstuhl fiir biomolekulare NMR-

Spektroskopie, Technische Universitdt Miinchen)

Aufkldarung des DNA-Bindemechanismus von CadC an den cadBA-Promotor mittels
Kernspinresonanzspektroskopie,  Gel-Retardationsexperimenten und  Oberflichen-
plasmonenresonanzspektroskopie in vitro und mittels gerichteter Mutagenese des ,,winged

Helix-Turn-Helix* DNA-Bindemotivs in vivo
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tab. 1 Verwendete Materialien

Materialien Hersteller
5-Bromo-4-Chloro-3-Indoxyl Phosphat (BCIP) AppliChem (Darmstadt)

Acrylamid National Diagnostics (Atlanta, USA)
Agarose Serva (Heidelberg)

Alkalische Phosphatase konjugierter Anti-Maus IgG GE Healthcare (Braunschweig)

Amidoblack 10 B
Ammonium-"N-chlorid

Ampicillin (Natriumsalz)
L(+)-Arabinose

BioBeads

Bovine Serum Albumin (BSA)
Brilliant Blau G250

Bromphenolblau Natriumsalz

Calf Intestinal Phosphatase (CIP)
Carbenicillin Dinatriumsalz
Chloramphenicol

Chloroform

Desoxyribonuklease I (DNAse)
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)
N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid, (LDAO)
Disuccinimidylsuberat (DSS)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
DNA-Standard (2-Log DNA-Ladder)
DNeasy 96 Blood & Tissue Kit

Folin-Ciocalteu’s-Phenol-Reagenz
Glycerol

HiYield PCR Clean-Up & Gel-Extraction Kit
HiYield Plasmid-Mini-Kit

Imidazol
Isopropyl-B8-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kanamycinsulfat

Lipide (E. coli)

L-Lysin Hydrochlorid

Lysozym

B-Mercaptoethanol

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Ni**-NTA Agarose

Nitro-Blue-Tetrazolium (NBT)
Nitrozellulosemembran

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

BioRad (Miinchen)

AppliChem (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

New England Biolabs (Frankfurt)
Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Pierce (Rockford)

Roth (Karlsruhe)

New England Biolabs (Frankfurt)
Qiagen (Hilden)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
SLG-Siid-Laborbedarf (Gauting)
SLG-Siid-Laborbedarf (Gauting)
Roth (Karlsruhe)

PeqLab (Erlangen)

Roth (Karlsruhe)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roth (Karlsruhe)

Quiagen (Hilden)

Biomol (Hamburg)

GE Healthcare (Braunschweig)
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Oligonukleotide
ortho-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid (o0NPG)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Penta-His-IgG

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase

Quick & Easy E. coli Gene Deletion Kit
Restriktionsenzyme

RNA-Polymerase Holoenzym E. coli

T4 DNA-Ligase

Taq DNA-Polymerase
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trinitrobenzolsulfonsdure (TNBS)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Qiagen (Hilden)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
New England Biolabs (Frankfurt)
Gene Bridges (Heidelberg)

New England Biolabs (Frankfurt)
Affymetrix (Ohio, USA)

New England Biolabs (Frankfurt)
Peqlab (Erlangen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Calbiochem (Lalolla, Kalifornien)

Tween 20

GE Healthcare (Braunschweig)

Alle hier nicht aufgefithrten Materialien wurden von den Firmen Alltech Grom GmbH

(Rottenburg-Hailfingen), Bayer (Leverkusen), Biomol (Hamburg), BioRad (Miinchen),
Biozym Diagnostics GmbH (Hess. Oldendorf), Fluka (Neu-Ulm), Gibco/BRL (Eggenstein),
ICN Biomedicals Inc. (Aurora, Ohio), Merck (Darmstadt), Riedel-de Hien (Seelze), Roche
Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht), Serva

(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) im Reinheitsgrad pro analysis bezogen.

4.2 Stamme, Plasmide und Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Staimme sind in Tabelle 2, die Plasmide

in Tabelle 3 und die verwendeten Oligonukleotide in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tab. 2 Verwendete E. coli Stamme

Stamm Genotyp Referenz

MG1655 F X ilvG rfb50 rph-1 (Blattner et al. 1997)

MG1655AlacZ MG1655 lacZ: :tet Jahreis (personl. Gabe)

MG1655AlacZ- MG1655 cadC::Kan [MG1655 X P1 (W3110- (Kiiper 2005)

AcadC AcadC)]

EP314 F~ IN(rmD-rmE) A(laclOPZYA) exa- (Neely et al. 1994)
1::MuDI1734 (Km lac)" cadC1::Tnl0

DH5a F~ endAl ginV44 thi-1 recAl reldl gyrA96 deoR (Meselson & Yuan 1968)
nupG ®80lacZAM1S5 A(lacZYA-argF) U169
hsdR17(rg mK+), A

IM109 recAl endA1l gyr4A96 hsdR17 supE44 relA1l (Yanisch-Perron ef al. 1985)
A(lac-proAB)/F ‘[traD36 proAB*
lacllacZAM15]

BL21(DE3)pLysS  FompT r s m g dem gal (DE3) pLysS (Cm") (Studier & Moffatt 1986)
tonA

BL21(DE3)AcadC  BL21(DE3)cadC::cat (Cm®) (Rauschmeier 2014)
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MC4100 F- araD139 (argF-lac)U169 rpsL150 relA flb- (Casadaban 1976)
5301 ptsF25 deoCl1
MC4100Atig MC4100 tig::npt Bukau (personl. Gabe)
BTH101 F~ cyad-99 araD139 galE15 galK16 rpsL1 (Karimova et al. 1998)
hsdR2 urAl prBl
BW25113 A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), (Baba et al. 2006)
lambda’, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514
JW4094 BW25113 cadC::npt (Baba et al. 2006)
JW1225 BW25113 hns::npt (Baba et al. 2006)
JW1328 BW25113 fur::npt (Baba et al. 2006)
JW2115 BW25113 mirA::npt (Baba et al. 2006)
JWO0075 BW25113 leuO: :npt (Baba et al. 2006)
JW0026 BW25113 fkpB::npt (Baba et al. 2006)
JW0514 BW25113 ppiB::npt (Baba et al. 2006)
JW3748 BW25113 ppiC.:npt (Baba et al. 2006)
JW3311 BW25113 slyD::npt (Baba et al. 2006)
JW2293 BW25113 ackA::npt (Baba et al. 2006)
DC1185 A(pta ackA)201 zfa::Tnl0 (Chang et al. 1994)
LF1 MG1655 rpsL150 Py :rpsL-neo-kan::lacZ"™'"  (Fried et al. 2012)

. Kan® Slrps

LF1 cadC Ins

KanR, Strps

LF1 2cadC

MG1655 rpsL150 P yyc-cadC::lac, AcadC,

MG1655 rpsL150 P yyc-cadC::lacZ, Kan®, SlrpR

diese Arbeit

diese Arbeit

Tab. 3 Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz  Genotyp Herkunft
Allgemein verwendete Plasmide
pET16b Amp Klonierungs- und Novagen
Expressionsvektor
pET16b-cadC Amp hisjg.cadC in pET16b (Kiiper 2001)
pET16b-cadC-Nhel Amp Nhel Restriktionsschnittstelle in diese Arbeit
cadC
pUCI19 Amp® Klonierungssvektor (Yanisch-Perron et

al. 1985)

Verkiirzung der CadC-Linkerregion

pET16b-cadC-A104-151 Amp" cadC-A104-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A105-151 Amp® cadC-A105-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A106-151 Amp® cadC-A106-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A107-151 Amp® cadC-A107-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A108-151 Amp® cadC-A108-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A109-151 Amp® cadC-A109-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A115-151 Amp® cadC-A115-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A120-151 Amp® cadC-A120-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A128-151 Amp® cadC-A128-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A133-151 Amp® cadC-A133-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A145-151 Amp® cadC-A145-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A146-151 Amp® cadC-A146-151 in pET16b diese Arbeit
pET16b-cadC-A152-158 Amp® cadC-A152-158 in pET16b diese Arbeit

Verliangerung der CadC-Linkerregion

pET16b-cadC-2x120-151
pET16b-cadC-2x145-151

Amp
Amp

R
R

cadC-2x120-151 in pET16b
cadC-2x145-151 in pET16b

diese Arbeit
diese Arbeit
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Aminosiauresubstitutionen im CadC-Linker

pET16b-cadC-E125A
pET16b-cadC-D131A
pET16b-cadC- E147A
pET16b-cadC-

109A A AGAA
pET16b-cadC-

19 RRGRR 4

pET16b-cadC-""ASAA'>
pET16b-cadC-""*ESEE'”

pET16b-cadC-

109RRRGRRI 14_1 SZESEEISS

Amp

cadC-E125A in pET16b
cadC-D131A in pET16b
cadC-E147A in pET16b
cadC-""AAAGAA'" in pET16b

cadC-""RRRGRR'"* in pET16b

cadC-">ASAA" in pET16b
cadC-""ESEE"” in pET16b
cadC-""RRRGRR'"* "?ESEE'”
in pET16b

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

Aminosiauresubstitutionen in der DNA-bindenden Domine

pET16b-cadC-R7A

pET16b-cadC-E10A
pET16b-cadC-R22A
pET16b-cadC-R25A
pET16b-cadC-E30A
pET16b-cadC-E30D
pET16b-cadC-E30R
pET16b-cadC-R32A
pET16b-cadC-E46A
pET16b-cadC-R50A
pET16b-cadC-E52A
pET16b-cadC-R60A
pET16b-cadC-V63A
pET16b-cadC-N65A
pET16b-cadC-H66A
pET16b-cadC-T69A
pET16b-cadC-E74A
pET16b-cadC-DS1A
pET16b-cadC-D81N
pET16b-cadC-D81E
pET16b-cadC-N§2A
pET16b-cadC-D83A
pET16b-cadC-E84A
pET16b-cadC-D85A
pET16b-cadC-K95A
pET16b-cadC-R96A
pET16b-cadC-Y98A

e e e e g
EE5E5EE5EE553585585853885888358¢8

~ A~ ®~ 2 ®~ R ®F 7 ®F 7 X X A XA AP A A”F A B A AA

cadC-R7A in pET16b

cadC-E10A in pET16b
cadC-R22A in pET16b
cadC-R25A in pET16b
cadC-E30A in pET16b
cadC-E30D in pET16b
cadC-E30R in pET16b
cadC-R32A in pET16b
cadC-E46A in pET16b
cadC-R50A in pET16b
cadC-E52A in pET16b
cadC-R60A in pET16b
cadC-V63A in pET16b
cadC-N65A in pET16b
cadC-H66A in pET16b
cadC-T69A in pET16b
cadC-E74A in pET16b
cadC-D81A in pET16b
cadC-D81N in pET16b
cadC-D81E in pET16b
cadC-N82A in pET16b
cadC-D83A in pET16b
cadC-E84A in pET16b
cadC-D85A in pET16b
cadC-K95A in pET16b
cadC-R96A in pET16b
cadC-Y98A in pET16b

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Generierung einer artifiziellen Helix

pET16b-cadC-
146AEQSPV151
pET16b-cadC-
146PEASPV15]
pET16b-cadC-
146PEQAPV151
pET16b-cadC-
146PEQSAV151
pET16b-cadC-
146PEQSPA15]
pET16b-cadC-
146AAAAPVISI
pET16b-cadC-
146AAAAAV151

cadC-"*AEQSPV""in pET16b
cadC-"*PEASPV"'in pET16b
cadC-"*PEQAPV"" in pET16b
cadC-"AEQSAV"'in pET16b
cadC-"* AEQSPA"" in pET16b
cadC-"AAAAAA"" in pET16b

cadC-"AAAAAV"" in pET16b

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pET16b-cadC- Amp
146PEQSLV151
pET16b-cadC- Amp
146LLLLPV151
pET16b-cadC- Amp

146LLLLLV151

cadC-"*PEQSLV"" in pET16b
cadC-"*LLLLPV"'in pET16b

cadC-"*LLLLLV""in pET16b

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Insertion von Prolinresten im CadC-Linker

pET16b-cadC- Amp"

19SpppPIE!®

pET16b-cadC- Amp

19SppppPE'»

pET16b-cadC- Amp"

19ppppppE'»

cadC-""SPPPPIE'” in pET16b
119 125 .
cadC-""SPPPPPE'” in pET16b

cadC-""PPPPPPE'” in pET16b

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Insertion einer S-Helix

pET16b-cadC- Amp

104 .1
%S _Helix'®

pET16b-cadC- Amp

'*°S_Helix Ins

cadC-"""S-Helix'® in pET16b

cadC-""S-Helix_Ins in pET16b

diese Arbeit

diese Arbeit

Insertion eines Elastin-Linkers

pET21a Amp"
pET21a cadC-E10 Amp"
pET21a cadC-V10 Amp
pET21a_cadC-V20 Amp®
pET21a_cadC-V4E Amp®
pET21a cadC-K10 Amp

Klonierungsvektor

cadCAlinker mit Insertion von 10
Whd VPGEG

cadCAlinker mit Insertion von 10
Whd VPGVG

cadCAlinker mit Insertion von 20
Whd VPGVG

cadCAlinker mit Insertion von 5
Whd VPGVG u. 5 Whd VPGEG
cadCAlinker mit Insertion von 10
Whd VPGKG

Novagen
Schiller
(personl. Gabe)
Schiller
(personl. Gabe)
Schiller
(personl. Gabe)
Schiller
(personl. Gabe)
Schiller
(personl. Gabe)

Protein-Protein-Interaktionsstudien

pUTI8 Amp

pUT18C Amp®
pKT25 Kan®
pKNT25 Kan®
pUT18C-zip Amp

pKT25-zip Kan®
pUT18C-cadC Amp

pKT25-cadC Kan®
pUT18C-cadC-A108-151 Amp®
pKT25- cadC-A108-151 Kan®
pUT18-RpoA Amp"
pUT18C-RpoA Amp

pKT25-RpoA Kan®
pKNT25-RpoA Kan®

ori-ColE1 T18 Fragment fiir N-
terminale Fusion

ori-ColE1 T18 Fragment fiir N-
terminale Fusion

ori-pl5a T25 Fragment fiir C-
terminale Fusion

ori-pl5a T25 Fragment fiir C-
terminale Fusion

N-terminale CyaA-T18 Hefe-
Leucinzipper Fusion
N-terminal CyaA-T25 Hefe-
Leucinzipper Fusion

cadC in pUT18C

cadC in pKT25

cadC-A108-151 in pUT18C
cadC-A108-151 in pKT25
rpoA in pUT18

rpoA in pUT18C

rpoA in pkt25

rpoA in p25N

(Karimova et al.
1998)
(Karimova et al.
1998)
(Karimova et al.
1998)
(Karimova et al.
1998)
(Karimova et al.
1998)
(Karimova et al.
1998)

(Rauschmeier et al.

2014)

(Rauschmeier ef al.

2014)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Reinigung von zytoplasmatischen CadC-Varianten

pBad24-cadC_1-103 Amp"

cadC 1-103 in pPBAD24

(Kiiper 2005)
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pBad24-cadC 1-159 Amp" cadC 1-159 in pPBAD24 (Kiiper 2005)

pET16b-cadC 1-103 Amp® cadC 1-103 in pET16b diese Arbeit

pET16b-cadC 1-107 Amp® cadC 1-107 in pET16b diese Arbeit

pET16b-cadC 1-114 Amp® cadC 1-114 in pET16b diese Arbeit

pET16b-cadC 1-159 Amp® cadC 1-159 in pET16b diese Arbeit

pET16b-cadC 1- Amp® cadC 1-107_E30R in pET16b diese Arbeit

107_E30R

pET16b-cadC 1- Amp® cadC 1-107_R96A in pET16b diese Arbeit

107_R96A

pET16b-cadC 1- Amp® cadC 1-159_E30R in pET16b diese Arbeit

159 E30R

pET16b-cadC 1- Amp® cadC 1-159_R96A in pET16b diese Arbeit

159 R96A

pETMI11 Kan® Klonierungs- u. Expressionsvektor ~ Schlundt
(personl. Gabe)

pETM11-cadC_1-107 Kan® cadC-A108-512 in pETM11 Schlundt
(personl. Gabe)

pETM11-cadC_1-159 Kan® cadC-A160-512 in pETM11 Schlundt
(personl. Gabe)

pETTrxla Kan® Klonierungs- u. Expressionsvektor ~ Schlundt

mit Trx-Fusion (personl. Gabe)

pETTrxla-cadC _1-107 Kan® cadC-A108-512 in pETTrxla Schlundt
(personl. Gabe)

pETTrxla-cadC 1-159 Kan® cadC-A160-512 in pETTrx1a Schlundt
(personl. Gabe)

pET32a Amp" Klonierungs- u. Expressionsvektor =~ Novagen

pET32a cadC_1-159 Amp® cadC 1-159 in pET32a diese Arbeit

pMal-c2 Amp® Expressionsvektor mit Maltose- NEB

Bindeprotein-Fusion

pMal-c2_cadC 1-159 Amp® cadC 1-159 in pMal-c2 diese Arbeit

pTCadC 1-215 MalE Amp® cadC 1-215 malE Fusion in pT7-5  (Kraxenberger 2006)

pTCadC 1-159 MalE Amp® cadC 1-159 malE Fusion in pT7-5  diese Arbeit

pBad33-lysP Cm"® lysP in pBad33 (Rauschmeier et al.
2014)

Gel-Retardationsexperimente

pUC19-P 54 Amp" Peaass in pUCT9 (Ruiz et al. 2011)

Tab. 4 Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz

Allgemein verwendete Oligonuleotide

T7 Promoter Primer TAATACGACTCACTATAGGG

T7 Terminator Primer CCGTTTAGAGGCCCCAAGG

CadC_SOE2_Spel anti GAAAACGCTACTAGTGCTACACAG

MBP sequ GATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAG

Verkiirzung der CadC-Linkerregion

CadC-""Nhel™ fw CCCCAGTTGCTAGCAAAAGCA

CadC_"'Nhel'”* rev TTGCTTTTGCTAGCAACTGGGG

CadC-Nhel A104-151 rev.  TTGCTTTTGCTAGCCGGCACCATT
CadC-Nhel A105-151 rev.  TTGCTTTTGCTAGCAACCGGCACC
CadC-Nhel A106-151 rev.  TTGCTTTTGCTAGCGATAACCGGC
CadC-Nhel A107-151 rev.  TTGCTTTTGCTAGCCCAGATAACC
CadC-Nhel A108-151 rev.  TTGCTTTTGCTAGCGTACCAGATA
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CadC-Nhel A109-151 rev
CadC-Nhel A115-151 rev
CadC-Nhel A120-151 rev
CadC-Nhel A128-151 rev
CadC-Nhel A133-151 rev
CadC-Nhel A145-151 rev
CadC-Nhel A146-151 rev
CadCI-A152-158 fw

CadC-A152-158 rev

TTGCTTTTGCTAGCGCTGTACCAG
TTGCTTTTGCTAGCTTCCTCTCCC
TTGCTTTTGCTAGCCGAAGATAGC
TTGCTTTTGCTAGCAACCGCCTCT
TTGCTTTTGCTAGCAGAATCTGTG
TTGCTTTTGCTAGCCGTTGCGGTG
TTGCTTTTGCTAGCTGGCGTTG
CAATCCCCAGTTTGGGTATGGT
ACCATACCCAAACTGGGGATTG

Verlingerung der CadC-Linkerregion

CadC-2x120-151 2 fw
CadC-2x120-151 2 rev
CadC-2x120-151_3 fw

CadC-2x120-151_3 rev

CadC-2x145-151 fw
CadC-2x145-151 rev

CCACCCCGCCGGAGCAGTCTCCGGTCCCTCCCCCTATACCA
GGGACGGCTTCCGGGATCGGCGGCGGCGAAGATAGCATTAT
GCCGTCTCATAGCCTGAATATCCAGAATACGGCCACCCCGCC
GGAGC
TATTCAGGCTATGAGACGGCGAGTCGGTCGCCGGGACGGCTT
CCGGG

CCGCCGGAGCAGTCTCCGGTCCCACCTGAACAATCC
GACCGGAGACTGCTCCGGCGGCGTTGCGGTGTTTTG

Aminosiauresubstitutionen im CadC-Linker

CadC-E125A_fw
CadC-E125A rev
CadC-DI31A_fw
CadC-D131A rev

CadC- E147A_fw

CadC- E147A rev
CadC-'""AAAGAA' fw
CadC-""AAAGAA'" rev
CadC-'""RRRGRR'* fw
CadC-'""RRRGRR'""* rev
CadC-"ASAA'™ fw
CadC-"ASAA'™ rev
CadC-""ESEE'” fw
CadC-""ESEE'” rev

CTATACCAGCGGCGGTTCC
GGAACCGCCGCTGGTATAG
CTGCCACAGCTTCTCCCTC
GAGGGAGAAGCTGTGGCAG
CGCCACCTGCACAATCCCC
GGGGATTGTGCAGGTGGCG
TGGTACAGCGCAGCAGCGGCAGCGGCAATAATGCTA
TAGCATTATTGCCGCTGCCGCTGCTGCGCTGTACCA
TGGTACAGCAGGAGGAGAGGAAGAAGGATAATGCTA
TAGCATTATCCTTCTTCCTCTCCTCCTGCTGTACCA
TCCCCAGTTGCAGCCGCAGCATTCACTACC
GGTAGTGAATGCTGCGGCTGCAACTGGGGA
TCCCCAGTTGAAAGCGAATTCACTACC
GGTAGTGAATTCTTCGCTTTCAACTGGGGA

Aminosiauresubstitutionen in der DNA-bindenden Domaine

CadC-R7A_fw
CadC-R7A _rev
CadC-E10A_fw
CadC-E10A _rev
CadC-R22A fw
CadC-R22A rev
CadC-R25A fw
CadC-R25A rev
CadC-E30A_fw
CadC-E30A rev
CadC-E30D_fw
CadC-E30D rev
CadC-E30R_fw
CadC-E30R _rev
CadC-R32A fw
CadC-R32A rev
CadC-E46A_fw
CadC-E46A rev
CadC-R50A fw
CadC-R50A rev
CadC-E52A fw

CCTGTAGTTGCCGTTGGCGA
TCGCCAACGGCAACTACAGG
GCGTTGGCGCATGGCTTGT
ACAAGCCATGCGCCAACGC
AAATTAGCGCCAATGGGCG
CGCCCATTGGCGCTAATTT
GCAATGGGGCTCAACTTAC
GTAAGTTGAGCCCCATTGC
TTACCCTTGCACCGAGATT
AATCTCGGTGCAAGGGTAA
TTACCCTTGACCCGAGATT
AATCTCGGGTCAAGGGTAA
TTACCCTTAGGCCGAGATT
AATCTCGGCCTAAGGGTAA
TTGAGCGGGCATTAATCGA
TCGATTAATGCCCGCTCAA
ACAGTGGCGCAGTACTTAG
CTAAGTACTGCGCCACTGT
TACTTAGCGCGGATGAACT
AGTTCATCCGCGCTAAGTA
GCAGGGATGCACTTATCGA
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CadC-E52A rev
CadC-R60A_fw

CadC-R60A rev
CadC-V63A_fw
CadC-V63A rev
CadC-N65A_ fw
CadC-N65A _rev
CadC-H66A _fw
CadC-H66A rev
CadC-T69A _fw

CadC-T69A rev
CadC-E74A_fw

CadC-E74A rev
CadC-D81A_fw
CadC-D81A_rev
CadC-D8IN_fw
CadC-D8IN_rev
CadC-D81E_fw

CadC-D8I1E _rev
CadC-N82A fw
CadC-N82A rev
CadC-D83A_fw
CadC-D83A _rev
CadC-E84A fw

CadC-E84A rev
CadC-D85A_fw
CadC-D85A _rev
CadC-R96A_fw

CadC-R96A rev
CadC-Y98A fw
CadC-Y98A rev

TCGATAAGTGCATCCCTGC
TCTGGAAGGCAAGTATTGT
ACAATACTTGCCTTCCAGA
GAAGTATTGCCACCAATCA
TGATTGGTGGCAATACTTC
ATTGTCACCGCTCACGTTGTG
CACAACGTGAGCGGTGACAAT
GTGACCAATGCCGTTGTGACG
CGTCACAACGGCATTGGTGAC
ACGTTGTGGCGCAGAGTAT
ATACTCTGCGCCACAACGT
GTATCTCAGCACTACGTAA
TTACGTAGTGCTGAGATAC
TCATTAAAAGCTAATGATGAA
TTCATCATTAGCTTTTAATGA
TCATTAAAAAATAATGATGAA
TTCATCATTATTTTTTAATGA
TCATTAAAAGAGAATGATGAA
TTCATCATTCTCTTTTAATGA
TTAAAAGATGCTGATGAAGAT
ATCTTCATCAGCATCTTTTAA
AAAGATAATGCTGAAGATAGT
ACTATCTTCAGCATTATCTTT
GATAATGATGCAGATAGTCCT
AGGACTATCTGCATCATTATC
AATGATGAAGCTAGTCCTGTC
GACAGGACTAGCTTCATCATT
TACCAAAGGCCGGCTATAA
TTATAGCCGGCCTTTGGTA
AGCGCGGCGCTAAATTAAT
ATTAATTTAGCGCCGCGCT

Generierung einer artifiziellen Helix

CadC-""AEQSPV"' fw
CadC-'"*AEQSPV"' rev
CadC-'"*PEASPV"! fw
CadC-'"*PEASPV"! rev
CadC-'"*PEQAPV"' fw
CadC-'"*PEQAPV"' rev
CadC-'"*PEQSAV"' fw
CadC-'"*PEQSAV"' rev
CadC-'"*PEQSPA"!' fw
CadC-'"*PEQSPA"' rev
CadC-"*AAAAPV"' fw
CadC-"*AAAAPV"' rev
CadC-""AAAAAV"' fw
CadC-""AAAAAV"' rev
CadC-'"*PEQSLV"' fw
CadC-"*PEQSLV"' rev
CadC-""LLLLPV"' fw
CadC-"“LLLLPV"' rev
CadC-""LLLLLV"' fw
CadC-""LLLLLV"' rev

CAACGCCAGCTGAACAATC
GATTGTTCAGCTGGCGTTG
CACCTGAAGCATCCCCAGT
ACTGGGGATGCTTCAGGTG
CTGAACAAGCCCCAGTTAA
TTAACTGGGGCTTGTTCAG
AACAATCCGCAGTTAAAAG
CTTTTAACTGCGGATTGTT
AATCCCCAGCTAAAAGCAA
TTGCTTTTAGCTGGGGATT
CCAGCTGCAGCAGCCCCAGTTAAAAGC
TGGGGCTGCTGCAGCTGGCGTTGCGGT
CCAGCTGCAGCAGCCGCAGTTAAAAGCAAA
AACTGCGGCTGCTGCAGCTGGCGTTGCGGT
AACAATCCCTAGTTAAAAG
CTTTTAACTAGGGATTGTT
CCACTTCTACTACTCCCAGTTAAAAGC
TGGGAGTAGTAGAAGTGGCGTTGCGGT
CCACTTCTACTACTCCTAGTTAAAAGCAAA
AACTAGGAGTAGTAGAAGTGGCGTTGCGGT

Insertion von Prolinresten im CadC-Linker

CadC-'"SPPPPIE'® fw
CadC-""SPPPPIE'® rev

TTCGCCTCCCCCTCCAATAGAGGCG
CGCCTCTATTGGAGGGGGAGGCGAA

24



4 Material und Methoden

CadC-'"SPPPPPE'® fw
CadC-'""SPPPPPE'® rev
CadC-'"PPPPPPE'® fw
CadC-'""PPPPPPE'® rev

TTCGCCTCCCCCTCCTCCAGAGGCG
CGCCTCTGGAGGAGGGGGAGGCGAA
CTATCTCCTCCTCCCCCTCCACCAGAGG
CCTCTGGTGGAGGGGGAGGAGGAGATAG

Insertion einer S-Helix

S-Helix_fw

S-Helix-rev

CadC-'"*S-Helix'® 1 fw
CadC-'"*S-Helix'® 2 fw
CadC-'"S-Helix'® 3 fw
CadC-'"'S-Helix'® 1 rev
CadC-'"*S-Helix'¥ 2-rev

CadC-'"'S-Helix'® 3 rev

CadC-""S-Helix_Ins_fw
CadC-""S-Helix Ins rev

CTGCTACAACCGTGGCGGCAAC
GCAGGCTAACCGCCGTTTGCAT
AATCAGATCCTCTCTTTTTTATGGCAGGCTAACCGCCGTTTGC
ATTGGGTATGGTTTTTT
CTTGAGCAGCGGGTTCAGGAGAAAACCGCCGGGCTGGAGCAT
AAAAATCAGATCCTCTCT
TGAACAATATGTCTGCAGAACTGGCCGAAAGTTATGCCGTAC
TTGAGCAGCGGGTT
CACTCGCCATTGCCAGCAGTTGCCGCCACGGTTGTAGCAGCG
GCACCATTAATTT
GCCCGCTGATGTTTGCGCGTTGGGTAAAATCGCGATGACTGAC
GGCACTCGCCATTGCCA
CAGACATATTGTTCAACGCAGTTCCAAGCATCGCCATTTCGTT
GCGCCCGCTGATGTTTG
AACCGCCGTTTGCATTGGGTATGGTTTTTT
CCACGGTTGTAGCAGAAAGGTAGTGAATCC

Protein-Protein-Interaktionsstudien

CadC-2hybrid_sense
N-CadC-2hybrid_as

C-CadC-2hybrid_as

RpoA_ fw

RpoA rev

TTTCTAGAAATGCAACAACCTGTAGTTCGCGTT
TTGGATCCCCTTCTGAAGCAAGAAATTTGTCGAGGATA
TTGGATCCTTATTCTGAACCAAGAAATTTGTCGAG
GTCGACTCTAGAAATGCAGGGTTCTGT
ACCCGGGGATCCGCCTCGTCAGCGATG

Zytoplasmatische CadC-Varianten

CadC_1-107_fw
CadC _1-107 rev
CadC_1-114 fw
CadC 1-114 rev

ATCTGGTACTAATAATAAAGCGAAG
CTTCGCTTTATTATTAGTACCAGAT
GGAGAGGAATAATAATAAATAATGC
GCATTATTTATTATTATTCCTCTCC

CadC-Hybridproteine

CadC Trx_fw

CadC_Trx_rev
CadC_MalE fw
CadC_MalE rev

GCGGCTAGCCTGGTGCCACGCGGTTCTTCTTCTGGTATGAGCG
ATAAAATT

CGCGGATCCGGCCAGGTTAGCGTC
GCGCCTAGGCATCATCATCATCAT
CGCGCTAGCACCAGAAGAAGAACCGCGTGGCACCAGAAAGG
TAGTGAATCGTTTGC

Gel-Retardationsexperimente

6-FAM uni24
rev24

[6-FAM]JACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG
TTCACACACAGGAAACAGCTATGACC

SPR-Messungen

Biotin_P.,s54 41 sense

[Btn] GGGGTTGTAAACATTAAATGTTTATCTTTTCATGATATCA
ACTTGGGGG

PdeA—4 1-anti

CCCCCAAGTTGATATCATGAAAAGATAAACATTTAATGTTTAC
AACCCC

[BTN] yjiY YehT sense

[Btn] GGGGCCTTTGCCGCTCAACCGCAAAACTGACCGCTTACA
TCCCTAAAATAACCACTCAGTTAGGGG

yji¥ YehT anti

CCCCTAACTGAGTGGTTATTTTAGGGATGTAAGCGGTCAGTTT
TGCGGTTGAGCGGCAAAGGCCCC

NMR-Messungen

NMR Cadl_sense
NMR Cadl anti

TAAACATTAAATGTTTA
TAAACATTTAATGTTTA
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NMR /ysP_sense GTTCCAGCACGCGGGTC
NMR /ysP anti GACCCGCGTGCTGGAAC

4.3 Kaultivierungsverfahren

Als Komplexmedium wurde Lysogeny-Broth (LB)-Medium (Miller 1972) verwendet. Dieses
setzte sich zusammen aus 1% (w/v) Bacto-Trypton, 1% (w/v) NaCl und 0,5% (w/v)
Hefeextrakt (Maniatis ef al. 1989) und wurde gegebenenfalls mit 100 mM
Natriumphosphatpuffer auf pH 5,8 oder 7,6 gepuffert. Als Minimalmedien (KE-Medium)
wurden Phosphat-gepufferter Medien nach (Epstein & Kim 1971) verwendet, die 0,4% (w/v)
Glukose als Kohlenstoff-Quelle enthielten und mit 100 mM Kalium-Phosphatpuffer bei pH
7,6 bzw. pH 5,8 oder fiir die pH-Bereichsmessungen auf pH 5,4; pH 5,6; pH 5,8; pH 6,0; pH
6,2; pH 6,4; pH 6,6; pH 6,8; pH 7,0; pH 7,2; pH 7,4; pH 7,6; pH 7,8 oder pH 8,0 gepuffert
waren. Fir die NMR-Studien erfolgte die Kultivierung in Phosphat-gepufferten '“N-
markiertem M9 Minimalmedium (9,35 mM 15NH4C1), das 0,4% Glukose oder 0,2% Be-
Glukose als Kohlenstoffquelle enthielt. Nahrboden wurden durch Zugabe von 1,5% (w/v)
Agar hergestellt. Antibiotika wurden in einer Endkonzentration von 100 pg/mL (Ampicillin,
Carbenicillin), 50 pg/mL (Kanamycin, Streptomycin) und 34 pg/mL (Chloramphenicol)
zugesetzt. Aerob erfolgte die Kultivierung bei 37°C, 200 rpm in Schikanekolben oder im
Reagenzglas (5 mL, geschiittelt). Zur Kontrolle des Zellwachstums wurde die Optische Dichte
bei einer Wellenldnge von 600 nm in einem ,,Ultrospec 2100 pro‘“-Photometer der Firma

Amersham Biosciences bestimmt.

4.3.1 Bestimmung der CadC-vermittelten Signaltransduktion in vivo

Mikroaerophile Kultivierung wurde sowohl fiir die Bestimmung der (-Galaktosidase-
Aktivitdat (vgl. 5.5.10), als auch zur Bestimmung der Lysin-Decarboxylase-Aktivitit (vgl.
5.5.11) genutzt. Hierfiir wurden Ansdtze mit einem Volumen von 10 mL in KE-
Minimalmedium (Epstein & Kim 1971) unter leichtem Schwenken inkubiert, um das
Sedimentieren der Zellen zu verhindern. Dadurch wurden in den fast vollstindig gefiillten
Reaktionsgefdlen mikroaerophile Bedingungen hergestellt. Fiir die Bestimmung der f3-
Galaktosidase-Aktivitit wurden die Ansitze mit einer aeroben Ubernachtkultur inokuliert
(eingestellt: ODggo ca. 0,05). Zusdtzlich wurden in verschiedenen Ansdtzen 10 mM Lysin zu

den Medien zugesetzt. Bei ODggpo 0,3-0,7 wurden 1 ml der Zellen durch Zentrifugation
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geerntet (Eppendorf Zentrifuge 5804R, Rotor Eppendorf A-4-44; 3 min, 4500 g, 37°C).
Zellpellets wurden bei -20°C gelagert.

4.3.2 In vivo Protein-Protein-Interaktionsstudie

Fiir B-Galaktosidase-Messungen wurde E. coli BTH101 mit Plasmiden, kodierend fiir die
entsprechenden T18- und T25-Fusionsproteine, co-transformiert. Die VK wurden in 5 mL
LB-Medium, versetzt mit 0,5 mM Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG), aerob im
Roller bei 30°C iiber Nacht inkubiert. Die Inkubation der Hauptkultur erfolgte bei 30°C in
KE-Minimalmedium, das mit Ampicillin, Kanamycin und IPTG supplementiert wurde. Die
Zellernte erfolgte bei ODggo 0,5-0,9 durch Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5804R, Rotor
Eppendorf A-4-44; 3 min, 4500 g, 37°C) und anschliefend wurden die Zellen bei -20°C
gelagert.

4.3.3 Lysindecarboxylase-Bestimmung (LDC-Differentialmedium)

Um die Funktionalitdt von CadA in verschiedenen Stimmen nachweisen zu konnen, wurden
die Kulturen iiber Nacht in Lysin-Decarboxylase-Medium [0,5% Pepton (w/v), 0,3%
Hefeextrakt (w/v), 0,1% Glukose (w/v), 1% L-Lysin (w/v), 0,002% Bromkresolpurpur, pH
5,0] (Brooker et al. 1973; Meller 1955) anaerob bei 37°C kultiviert. Bei einer Funktionalitét
des Enzyms CadA wurde das Medium durch die Reaktion von L-Lysin zu Cadaverin und den
dadurch resultierenden Antiport von Lysin in die Zelle und den Export von Cadaverin aus der

Zelle alkalisiert (Neely & Olson 1996). Es kommt zu einem Farbumschlag von gelb zu blau.

4.3.4 Uberproduktion von Proteinen

Zur Untersuchung der Lokalisation des Wildtyp-CadC und der CadC-Varianten wurden
20 mL steriles LB-Medium mit einer aeroben Ubernachtkultur des jeweiligen Stammes
inokuliert (eingestellt: ODggo ca. 0,05) und aerob bei 37°C inkubiert. Die Ansédtze wurden bei
einer ODgpo » 0,5 mit 0,5 mM IPTG induziert und CadC somit iiberproduziert. Nach einer
weiteren dreistiindigen, aeroben Wachstumsphase wurden die Zellen geerntet (Eppendorf
Zentrifuge 5804R, Rotor Eppendorf A-4-44; 10 min, 4500 g, 4°C). Fiir die Préparation von
Zellmembranen bzw. Zytosol und die anschlieBende Reinigung von His;p-CadC und Hjo-
CadC-Varianten wurden 1000 mL steriles M9-Minimalmedium mit einer aeroben
Ubernachtkultur ~ des  entsprechenden  Stammes  (BL21(DE3)pLysS-pET16b-cadC,
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BL21(DE3)pLysS-pETM11-cadC oder BL21(DE3)pLysS-pETTrx1la-cadC (Wildtyp-His;o-
CadC und die Hisjp-CadC-Varianten CadC,.jp;, CadCjj;4 und CadC,.;s9) inokuliert
(eingestellt: ODggo 0,05) und aerob bei 37°C kultiviert. Die Ansédtze wurden bei einer ODggg
0,5 mit 0,5 mM IPTG induziert und His;o-CadC somit iiberproduziert. Nach einer weiteren
aeroben Wachstumsphase iiber Nacht bei 20°C wurden die Zellen geerntet (Zellernte Sorvall®
Evolution™ RC; Rotor Sorvall SLC-6000; 7100 x g; 15 min; 4°C), einem Waschschritt
unterzogen (50 mM Tris/HC1 pH 7,5; 10 mM MgCly; Sorvall® Evolution™ RC; Rotor Sorvall
SLC-6000; 7100 x g; 15 min; 4°C) und anschlieBend das Zellfeuchtgewicht bestimmt.
Zellpellets wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.3.5 Dauerkulturen

Die Lagerung von Bakterienstimmen erfolgte in Glycerolkulturen. Hierfiir wurden frisch
kultivierte, stationdre Kulturen mit 17% (v/v) Glycerol versetzt und in fliissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Dauerkulturen wurden wihrend der Laborzeit bei -20°C gelagert.

4.4 Molekularbiologische und genetische Methoden

4.4.1 Plasmidisolierung

Plasmid-DNA wurde aus 5 mL aeroben Ubernachtkulturen mittels des HiYield ,,Plasmid
Mini-Kit*“ (Siid-Laborbedarf, Gauting) nach Angaben des Herstellers isoliert, in 30 uL. EB
Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8,5) oder Milli-Q H,O aufgenommen und bei -20°C gelagert.

4.4.2 Modifikation von DNA

Die Standard DNA-Techniken wurden, falls nicht anders beschrieben, nach (Maniatis et al.
1989) und (Ausubel et al. 1987) und die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR) nach (Mullis et al. 1986) durchgefiihrt. Die in vitro-Verdanderungen von DNA-
Molekiilen, wie Restriktion und Ligation, wurden unter den vom jeweiligen Hersteller
empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt. Linearisierte Vektoren wurden zur Verhinderung

einer Religation mit Alkalischer Phosphatase (AP) behandelt.
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4.4.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die analytische und préparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dafiir wurden Gele mit 1% (w/v) Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris; 40
mM Essigsdure; | mM EDTA) verwendet, die mit 0,2 pg/mL Ethidiumbromid versetzt waren.
Vor dem Lauf wurde zu den Proben 10x DNA-Probenpuffer (50% Glycerol (v/v); 0,1 M
EDTA; 1% SDS (w/v); 0,1% Bromphenolblau (w/v)) gegeben. Zur Bestimmung der Grof3e
der DNA-Fragmente diente ein 2-log-Leiter-Standard der Firma New England Biolabs (NEB,
Frankfurt). Der Gellauf wurde in einer ,,Mini Sub DNA Cell GT*- bzw. ,,Wide Mini-Sub Cell
GT*“-Agarosegel-Lautkammer (BioRad, Miinchen) bei 100 V fiir 25-35 min durchgefiihrt. Die
Detektion der aufgetrennten DNA erfolgte auf einem UV-Transilluminator bei 304 nm und
die Dokumentation der Gele mit einer ,,Gel Doc™ EZ Imager“-Fotodokumentationsanlage

(Bio-Rad, Miinchen).

4.4.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden mittels des HiYield ,,PCR Clean-Up & Gel-Extraction Kit* (Siid-
Laborbedarf, Garching) nach Angaben des Herstellers aus Agarosegelen extrahiert. Die
Konzentration an DNA wurde mit Hilfe des ,,NanoDrop ND-100 Spectrophotometer*
(NanoDrop Technologies) bestimmt.

4.4.5 Markierung von DNA fiir Gel-Retardationsexperimente

Fir in vitro Protein:DNA Wechselwirkungsexperimente mit gereinigtem Protein und
Promotorbereichen wurde die DNA mit 6-FAM (6-Carboxyfluorescein) markiert. Die
entsprechenden DNA-Fragmente wurden jeweils in den Vektor pUC19 kloniert und mit den
Oligonukleotiden rev-24 und 6-FAM-uni24 amplifiziert. Dazu wurde PHIRE-Polymerase
verwendet. Das Oligonukleotid 6-FAM-uni24 war am 5'-Ende mit den Farbstoff 6-FAM
konjugiert. Dieser Farbstoff weist eine Absorptionswellenldnge von 495 nm und einer
Emissionswellenldnge von 517 nm auf. 6-FAM markierte PCR-Produkte wurden mittels
Diffusion aus TAE-Polyacrylamid-Gelen extrahiert. Die TAE Gelstiicke wurden zerkleinert
und fiir mindestens 6 h in Gel-Diffusionspuffer (0,1 % (w/v) SDS; 1 mM EDTA; 10 mM
Magnesiumacetat; 500 mM Ammoniumacetat; pH 8,0) inkubiert (Sigma 2003). Die Gelstiicke
wurden zentrifugiert und die DNA im Uberstand mit 0,7-1 Volumen Isopropanol gefillt. Die
DNA wurde 30 min auf Eis prézipitiert, pelletiert (Eppendorf Tischzentrifuge, 4°C, maximale

29



4 Material und Methoden

Geschwindigkeit, 20 min), zweimal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50

uL sterilem H,O aufgenommen.

4.4.6 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von doppelstringiger Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip des ,,Cycle
Sequencing, welches auf dem nach (Sanger etr al. 1977) Dbeschriebenen
Kettenabbruchverfahren mit Didesoxynukleotiden basiert. Die Sequenzierung wurde von
Andreas Brachmann, Institut fiir Genetik, Ludwig-Maximilians-Universitit, Miinchen mit
Hilfe des ,,ABI Prism Model 3730 (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die verwendeten
Oligonukleotide sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

4.4.7 Kompetente Zellen und Transformation

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 (LB) iiberimpft und aerob bei 37°C bis zu einer
Optischen Dichte bei 600 nm von 0,3-0,6 kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen bei 4500
x g (Eppendorf Kiihlzentrifuge) fiir 4 min abzentrifugiert und in dem halben Volumen kalter
Losung A (10 mM MOPS, pH 7,0; 10 mM RbCI) resuspendiert. Nach erneuter flinfminiitiger
Zentrifugation bei 4500 x g wurden die Zellen im gleichen Volumen kalter Losung B (100
mM MOPS, pH 7,5; 50 mM CaCl2; 10 mM RbCIl) resuspendiert und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in Losung B (10%
des Ausgangsvolumens) aufgenommen und dann direkt fiir die Transformation verwendet.
Fiir die Transformation wurden 200 pL kompetente Zellen zusammen mit 300 ng Plasmid-
DNA oder einem kompletten Ligationsansatz eine Stunde auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock (1,5 min bei 42°C) wurde zu jedem Ansatz 1 mL LB gegeben und fiir eine
Stunde aerob bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf geeigneten
Selektionsndhrboden ausplattiert. Bei Plasmidtransformation wurden 100 uL  des
Transformationsansatzes, bei Transformation mit Ligationsansdtzen wurde der gesamte
Ansatz in einem Volumen von 100 pL ausplattiert. Es folgte eine Inkubation der Platten {iber

Nacht bei 37°C.
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4.4.8 Konstruktion der Plasmide

Die Amplifizierung der Fragmente wurde mit Hilfe der Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (NEB, Frankfurt) durchgefiihrt. Fiir die Konstruktion der Plasmide mit
schrittweise verkiirzter Linkerregion wurde der Vektor pET16b-cadC-Nhel verwendet,
welcher eine zusitzliche Klonierungsschnittstelle (iiber 2 Stufen-PCR eingefiigt) zwischen
dem zytoplasmatischen Linker und der Transmembrandoméne in CadC enthilt. Die
zusétzliche Restriktionsschnittstelle ermdglichte  schnelles Klonieren der Linker-
Verkiirzungen. cadC wurde mit den Oligonukleotiden T7-Promotor und CadC -Nhel A104-
151 rev (bzw. CadC-Nhel A105-151 rev, CadC-Nhel A106-151 rev, CadC-Nhel A107-
151 rev, CadC-Nhel A108-151 rev, CadC-Nhel A109-151 rev, CadC-Nhel A115-151 rev,
CadC-Nhel A120-151 rev, CadC-Nhel A128-151 rev, CadC-Nhel A133-151 rev, CadC-
Nhel A145-151 rev und CadC-Nhel A146-151 rev) amplifiziert, mit den
Restriktionsendonukleasen Ndel und Nhel verdaut und in den mit denselben Enzymen
verdauten Vektor pET16b-cadC-Nhel kloniert. Dabei wurden Teile der Linkersequenz
entfernt. pET16b-cadC-A152-158 wurde mittels 2-Stufen-PCR mit den Oligonukleotiden
CadC-A152-158 fw und CadC-A152-158 rev amplifiziert, mit Ndel und BamH]I verdaut und
in den mit den gleichen Enzymen verdauten Vektor pET16b-cadC kloniert. Die Konstruktion
der CadC-Varianten mit verldngerter Linkerregion erfolgte auf die gleiche Weise. Ebenso
wurden die Plasmide mit Aminosduresubstitutionen in der zytoplasmatischen Doméne iiber 2-
Stufen-PCR amplifiziert, mit den Enzymen Ndel und BamHI geschnitten und in den Vektor
pET16b-cadC ligiert. Zur Insertion der S-Helix in bzw. statt des Linkers in CadC wurde in
einem ersten Schritt die S-Helix mit den Oligonukleotiden S-Helix fw und S-Helix rev aus
MG1655 genomischer DNA amplifiziert. Die zusdtzliche Insertion der S-Helix erfolgte liber
2-Stufen PCR mit der amplifizierten S-Helix als Vorlage und den Primern CadC-'*’S-
Helix_Ins_fw und CadC-'"’S-Helix_Ins_rev. AnschlieBend wurde mit den Enzymen Ndel und
Spel verdaut und in den Vektor pET16b-cadC kloniert. Die Insertion der S-Helix statt des
Linkers erfolgte iiber 4-Stufen-PCR  mit den Oligonukleotiden —CadC-'"'S-
Helix'® 1 fw/CadC-SOE2 Spel anti, CadC-'"*S-Helix'® 1 rev/T7 Promotor, CadC-'"'S-
Helix'® 2 fw/ CadC-SOE2_Spel anti, CadC-'"*S-Helix'® 2-rev/T7 Promotor, CadC-'"'S-
Helix'® 3 fw/CadC-SOE2 Spel anti und CadC-'"*S-Helix'® 3 rev/T7 Promotor. Die
Fragmente wurden mit Ndel und Spel verdaut und in pET16b-cadC kloniert. pUT18-RpoA,
pUT18C-RpoA, pKT25-RpoA und PKnT25-RpoA fiir Protein-Protein-Interaktionsstudien

wurden mit den Oligonukleotiden RpoA fw und RpoA rev amplifiziert und mit den
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Restriktionsendonukleasen Xbal und BamHI1 verdaut und in die mit den gleichen Enzymen
verdauten Vektoren pUTI18, pUTI8C, pKT25 und pKNT25 kloniert. pUT18C-cadC-A108-
151 und pKT25-cadC-A108-151 wurden mit Hilfe der Oligonukleotide CadC-2hybrid sense
und N-CadC-2hybrid as bzw. C-CadC-2hybrid as amplifiziert. Die Restriktion und Ligation
erfolgte wie fir pUT18-RpoA, pUTI18C-RpoA, pKT25-RpoA und PKnT25-RpoA. Die
Vektoren pBad24-cadC 1-103 und pBad24-cadC 1-159 diente als Vorlage fiir die
Klonierung von pET16b-cadC 1-103 und pET16b-cadC 1-159. Beide Vektoren wurden mit
den Enzymen Ncol und BamHI verdaut und die CadC-Fragmente in den Vektor pET16b
kloniert. pET16b-cadC 1-107 und pETI16b-cadC 1-159 wurden mit Hilfe der
Oligonukleotide CadC 1-107 fw und CadC 1-107 rev bzw. CadC 1-114 fw und CadC 1-
114 rev iiber 2-Stufen PCR kloniert. Die Restriktion erfolgte mittels den Enzymen Ndel und
Spel. Als Vektor diente pET16b, welcher zuvor mit den gleichen Enzymen verdaut wurde.
pET16b-cadC 1-107 E30R und pET16b-cadC 1-159 E30R wurden mit Hilfe der
Oligonukleotide CadC-E30R fw und CadC-E30R rev hergestellt. Nach Verdau mit den
Enzymen Ndel und BamHI erfolgte die Ligation in pET16b-cadC 1-107 bzw. pET16b-
cadC 1-159. pTCadC 1-159 MalE mit einer C-terminalen CadC-MalE Fusion wurde mit
Hilfe des Primerpaares CadC MalE fw und CadC MalE rev kloniert und {iber die
Restriktionschnittstellen Nkel und BamHI in den mit den gleichen Enzymen verdauten Vektor
pTCadC 1-215 MalE kloniert. pMal-c2 cadC 1-159 wurde iiber Restriktion erstellt.
pET16b-cadC 1-159 wurde mit den Enzymen Xbal und Hindlll verdaut und das Fragment in
den mit denselben Endonukleasen geschnitten Vektor pMal-c2 kloniert. pETTrx1a-cadC 1-
107 und pETTrx1a-cadC 1-159 wurden wie pMal-c2 cadC 1-159 konstruiert, jedoch wurden
die Enzyme Ncol und BamHI1 verwendet und als Vektor diente pET32a. Die konstruierten
Plasmide wurden durch Sequenzierung (vgl. 4.4.6) {iberpriift.

4.4.9 Stammkonstruktion

Um den Einfluss der Lokalisation von cadC zu untersuchen, wurde in einem ersten Schritt
chromosomal ein zusétzliches cadC-Gen inseriert. Der Stamm LF1 (Fried et al. 2012) diente
als Vorstufe zur Herstellung der chromosomalen Mutation. Die Transformation der Zellen mit
linearer DNA wurde mittels Elektroporation nach Angaben des ,,Quick and Easy E. coli
Deletion and Bac Modification Kits* (Gene Bridges) Protokoll durchgefiihrt. Dafiir wurden
1,4 mL einer LF1-pRed/ET Vorkultur bei 30°C und 950 rpm im Schiittler bis zu einer ODggo

von 0,3 kultiviert. Zur Induktion des Red/ET Plasmids wurde L-Arabinose in einer finalen
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Konzentration von 0,35% (w/v) zugegeben. Nach einer einstiindigen Induktionsphase (37°C,
950 rpm) wurden die Zellen geerntet (Eppendorf Zentrifuge 5415R, Rotor Eppendorf F-45-
24-11), zwei Mal mit 1 mL 10% (v/v) Glycerol gewaschen und in 3% des Ausgangsvolumen
resuspendiert. Die Zellen wurden 2 min mit linearer DNA (300 ng in einem Gesamtvolumen
von 1,5 pL) auf Eis inkubiert und elektroporiert [MicroPulser (BioRad, Miinchen), 0,2 mm
Kiivetten, 2,5 kV, 1 Puls]. Das lineare DNA-Produkt wurde mit den Oligonukleotiden
lacl 583bp_sense/lacl anti, lacZ sense/lacZ 500bp anti und lacl-cadC sense/cadC
lacZ anti mittels 2-Stufen PCR hergestellt. Die Zellen wurden unmittelbar mit 1 mL LB-
Medium versetzt, 3 h bei 37°C (950 rpm) inkubiert und auf entsprechenden Selektionsmedien
ausgestrichen. Klone mit korrekt inseriertem zusitzlichen cadC-Gen wurden anhand von
Streptomycin-Resistenz und Kanamycin-Sensitivitit und Kontroll-PCR identifiziert. Um die
chromosomale Lokalisation von cadC zu veriandern, sollte in einem zweiten Schritt das native
cadC-Gen des Stammes LF1-2xcadC deletiert werden. Durch erneute Red/ET vermittelte
Rekombination wurde anschliefend das native cadC-Gen durch eine rpsL-neo-Kassette
ersetzt. Die (Gegen)-Selektion erfolgte mittels Resistenz gegeniiber Kanamycin und
Streptomycin-Sensitivitdt. Zum Nachweis der korrekten Insertion wurde eine Kontroll-PCR

durchgefiihrt und die PCR Produkte sequenziert (vgl. 4.4.6).

4.5 Biochemische und analytische Methoden

4.5.1 Priaparation von Membranproteinen und Zytosol mittels Ultraschall

Die Kultivierung zur Praparation von CadC und CadC-Varianten wurde wie unter Punkt 4.3.4
beschrieben durchgefiihrt. Die Zellpellets wurden in Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI, pH
7,5; 10% (v/v) Glycerol; 0,5 mM PMSF; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT,; 30 ng/mL DNase)
resuspendiert und in Gegenwart von 10 pg/mL Lysozym 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden darauthin durch Ultraschallbehandlung mit einem Modell der Firma Branson
(Sonifier® W-250D) aufgeschlossen (Amplitude 10%; 20 s; Puls 0,5 /0,5 s), Zelltriimmer
sowie nicht aufgeschlossene Zellen wurden durch eine niedertourige Zentrifugation bei 16000
x g (10 min, 4°C) entfernt. Bei einer darauf folgenden Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge
Sorvall® Discovery M120; Rotor S100AT4; 84.144 x g; 60 min; 4°C) wurden die
zytosolischen Proteine von den Membranen getrennt. Die Membranvesikel wurden in 30 puL
TG-Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5; 10% (v/v) Glycerol) aufgenommen. Zytosol und

Membranen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert.
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4.5.2 Reinigung von Proteinen
4.5.2.1 Solubilisierung und Reinigung von CadC und CadCA108-151

Fiir die Solubilisierung wurden die Membranvesikel in einer Endkonzentration von 4-5
mg/mL Protein mit 2% (v/v) Lauryldimethylaminoxid (LDAO) in 50 mM Tris/HCI (pH 7,5)
600 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol und 2 mM DTT versetzt. Dazu wurde eine 6,67%ige (v/v)
Detergenzlosung innerhalb von 5 min schrittweise zum Solubilisierungsansatz gegeben,
insgesamt wurde 30 min unter Riithren auf Eis solubilisiert. AnschlieBend folgte ein
Ultrazentrifugationsschritt (Ultrazentrifuge Sorvall® Discovery M120; Rotor S100AT4;
84.144 x g; 60 min; 4°C), der Uberstand enthielt die solubilisierten Proteine. Die Reinigung
von CadC und CadCA108-151 aus dem Solubilisat erfolgte nach dem Prinzip der Metall-
Chelat-Affinititschromatographie mit Ni*"-NTA-Agarose. Hierfiir wurde Ni*'-NTA-Agarose
auf eine Reinigungssidule (Qiagen, Hilden) geladen, mit H,O gewaschen und mit
Reinigungspuffer [SO0 mM Tris/HCI (pH 7,5); 2 mM DTT; 10% (v/v) Glycerol; 600 mM
NaCl; 0,05 % (v/v) LDAO] &quilibriert. Zur Bindung des gelosten Proteins wurde die
aquilibrierte Agarose zum Solubilisat [nach Zugabe von NaCl (Endkonzentration: 600 mM)
und Imidazol (Endkonzentration: 30 mM)] gegeben, in einem 50 mL-Falcon-Réhrchen
vereinigt und 30 min bei 4°C auf einer Wippe geschwenkt. Nach Verwerfen der nicht-
gebundenen Proteine und Waschen der Matrix mit Reinigungspuffer wurde die Elution mit
Reinigungspuffer, der 250 mM Imidazol enthielt, durchgefiihrt. Gereinigtes Protein wurde in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.5.2.2 Solubilisierung und Reinigung von LysP

Fiir die Quervernetzungsstudien erfolgte die Solubilisierung von LysP aus invertierten
Membranvesikeln von E. coli BL21(DE3)pLysS-pBad33-/ysP wie unter 4.5.2.1 fiir CadC
beschrieben, allerdings wurde als Solubilisierungspuffer 50 mM Kaliumphosphatpufter (pH
8,0), 10% (v/v) Glycerol, 2 mM (v/v) B-Mercaptoethanol und 1% (w/v) n-Dodecyl-B-D-
maltosid verwendet. Die Reinigung von LysP aus dem Solubilisat wurde dhnlich wie fiir
CadC beschrieben durchgefiihrt, der Reinigungspuffer setzte sich jedoch aus 100 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,6), 10% (v/v) Glycerol, 2 mM B-Mercaptoethanol, 300 mM
KCl, 0,04% (w/v) n-Dodecyl-B-D-maltosid und 15 mM Imidazol zusammen. Fiir die Elution
wurde die Imidazol-Konzentration im Reinigungspuffer auf 250 mM erhoht. Solubilisiertes

und gereinigtes LysP wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.
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4.5.2.3 Reinigung von loslichen CadC-Varianten

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Michael Sattler (Lehrstuhl fiir
Biomolekulare = NMR-Spektroskopie der TU Miinchen) wurden Versuche zur
Strukturaufkldrung von CadCj;p; und CadCi.s9 mittels NMR-Spektroskopie und
Rontgenkristallographie durchgefiihrt. Die Reinigung von 16slichen CadC-Varianten fiir die
NMR-Experimente, Protein-DNA-Interaktionsstudien und Kiristallisationsversuche wurde
- ohne vorhergehende Solubilisierung - wie unter 4.5.2.1 fiir CadC beschrieben, durchgefiihrt.
Der Reinigungspuffer setzte sich aus 50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 1 mM DTT; 12 mM Imidazol
und 280 mM NaCl zusammen. Fiir die Elution wurde die Imidazol-Konzentration auf 350
mM erhoht. Der Hisg-Tag von CadC_197 und CadC,.;s9 fiir die NMR-Studien konnte mittels
einer TEV-Protease abgespalten werden. Hierfiir mit 500 pg/L TEV-Protease fiir 3 h bei RT
unter leichtem Schiitteln inkubiert und anschlieBend wurde der Uberstand ankonzentriert
(Vivaspin 20) und einer Gelfiltration (Séule: Superdex 75 10/300 GL von GE Healthcare,
Braunschweig) mit anschlieBender Ionenaustauschchromatographie (Sdule: MonoQ HR 5/5
von GE Healthcare, Braunschweig) unterzogen. Die Durchfiihrung der Gelfiltration und der
Ionenaustauschchromatographie erfolgte am Lehrstuhl fiir biomolekulare NMR-
Spektroskopie am Department Chemie der TU Miinchen. Um fiir DNA-Protein-
Interaktionsstudien das Imidazol aus der Proteinldsung zu entfernen, wurde eine schrittweise
Dialyse gegen 50 mM Tris/HCI pH 7,5 und 150 mM NacCl bei 4°C durchgefiihrt. Gereinigtes
Protein wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die
Kristallisation wurde von Dr. Andreas Schlundt und Dr. Robert Janowski am deutschen

Elektronen-Synchroton DESY der Helmholtz-Gemeinschaft in Hamburg durchgefiihrt.

4.5.2.4 Reinigung von loslichen MalE-CadC-Varianten

Die Reinigung von MalE-CadC; 159 und CadC;.;s9 MalE aus dem Zytosol von E. coli
BL21(DE3)pLysS, transformiert mit pMal-c2-CadC1-159 bzw. pTCadC 1-159 MalE,
erfolgte nach dem Prinzip der Metall-Chelat-Affinititschromatographie mit Ni*-NTA-
Agarose. Hierfir wurde in der Regel 1 mL Ni*-NTA-Agarose auf eine Reinigungssiule
(Qiagen) geladen, mit H,O gewaschen und mit 60 mL Reinigungspuffer (50 mM TrisHCI, pH
7; 150 mM NacCl; 5% (v/v) Glycerol; 2 mM (v/v) f—Mercaptoethanol, 10 mM Imidazol)
aquilibriert. Zur Bindung des geldsten Proteins wurde die dquilibrierte Agarose zu 20 mL
Zytosol [nach Zugabe von NaCl (Endkonzentration: 150 mM) und Imidazol

(Endkonzentration: 10 mM)] gegeben, in einem 50 mL-Falcon-Rdhrchen vereinigt und 1 h bei
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4°C auf einer Wippe geschwenkt. Nach Verwerfen der nicht-gebundenen Proteine und
Waschen der Agarose mit 60 mL Waschpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7; 150 mM NacCl; 5%
(v/v) Glycerol; 2 mM (v/v) f—Mercaptoethanol, 30 mM Imidazol) erfolgte die Elution 7 x mit
je 1 mL Elutionspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7; 150 mM NaCl; 5% (v/v) Glycerol; 2 mM
(v/v) P—Mercaptoethanol, 250 mM Imidazol). Gereinigtes Protein wurde in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.5.2.5 Reinigung von loslichen Trx-CadC-Varianten

Die Reinigung von Trx-CadCi.;s9 aus dem Zytosol von E. coli BL21(DE3)pLysS,
transformiert mit pET32a-cadC 1-159 Trx erfolgte ebenfalls nach dem Prinzip der Metall-
Chelat-A ffinitdtschromatographie mit Ni*"-NTA-Agarose. Die Reinigung von Trx-CadC_;so
wurde dhnlich wie fiir CadC beschrieben durchgefiihrt (4.5.2.1), der Reinigungspuffer setzte
sich jedoch aus 100 mM Tris/HCI (pH 7,0), 150 mM NaCl, 2 mM (v/v) B-Mercaptoethanol,
und 20 mM Imidazol zusammen. Die Elution erfolgte 5 x mit je 1 mL Elutionspuffer (100
mM Tris/HCI, pH 6,3; 150 mM NaCl, 2 mM p—Mercaptoethanol und 100 mM Imidazol).

Gereinigtes Protein wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.5.3 Rekonstitution CadC und LysP

Gereinigtes LysP bzw. CadC oder CadCA108-151 wurde geméal der von (Jung et al. 1997)
abgewandelten Methode nach (Rigaud et al. 1995) in Liposomen aus E. coli-Phospholipiden
rekonstituiert. Bei dieser Detergenz-vermittelten Rekonstitution wurden die Liposomen durch
Zugabe des Detergenz Triton X-100 [0,47% (v/v)] partiell solubilisiert. AnschlieBend wurde
in einem dquimolaren Verhéltnis gereinigtes CadC, CadCA108-151 und LysP in einem
Lipid:Protein-Verhdltnis von 25:1 zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss daran erfolgte die Zugabe von BioBeads, um die
Detergenzien zu entfernen. Die BioBeads wurden in einem BioBeads:Detergenz-Verhéltnis
von 5:1 zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur (RT) geriihrt, danach wurde noch einmal die
gleiche Menge BioBeads zugegeben und eine weitere Stunde bei RT geriihrt. Uber Nacht
wurden bei 4°C die BioBeads in einem BioBeads:Detergenz-Verhiltnis von 10:1 zugegeben,
das Protein-Lipidgemisch wurde nach Inkubation mit einer Kaniile abgenommen. Nach einem
Ultrazentrifugationsschritt (Ultrazentrifuge Sorvall® Discovery M120; Rotor S100AT4;
84.144 x g; 60 min; 4°C) wurden die fertigen Proteoliposomen in TG-Puffer [SO mM Tris/HCI
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(pH 7,5); 10% (v/v) Glycerol] aufgenommen, und die Proteoliposomen in fliissigem

Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Proteoliposomen erfolgte bei -80°C.

4.5.4 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden nach dem Protokoll von (Lowry et al. 1951) durchgefiihrt. Der
Proteingehalt in Membranen wurde mit Hilfe des modifizierten Protokolls nach (Peterson
1977) durchgefiihrt. Als Standardprotein fiir die Erstellung von Eichgeraden von 0 bis 25 ug

Protein wurde BSA (Bovine Serume Albumine, AppliChem, Darmstadt) verwendet.

4.5.5 Quervernetzungsstudien

Fiir Quervernetzungsstudien wurden 10 uM co-rekonstituiertes CadC + LysP eingesetzt. Als
Reaktionspuffer wurde 20 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,2) und 10% (v/v) Glycerol
verwendet. Die unter 4.5.3 hergestellten Proteoliposomen wurden mehrmals mit diesem
Puffer gewaschen und darin resuspendiert. Zu den co-rekonstituierten Proteinen wurden
jeweils 100 uM Disuccinimidylsuberat (DSS) gegeben. Die Ansdtze wurden 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieend wurde die Reaktion mit 50 mM Tris/HCI (pH 7.5)
fiir 15 min bei Raumtemperatur abgestoppt. Die Analyse der Proteine erfolgte mittels 7,5%
SDS-PAGE (4.5.6). Als Negativkontrolle wurde CadC mit PutP (personliche Gabe Dr.

Martina Rauschmeier) co-rekonstituiert und ebenfalls mit DSS inkubiert.

4.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Proteinfirbung

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach (Laemmli 1970). Nicht-
kovalente Wechselwirkungen der nativen Proteine wurden durch die Zugabe von
Sodiumdodecylsulfat (SDS) zerstort. Dazu wurden 0,75 mm dicke Flachgele der Grofe
10 x 10 cm bzw. 14 x 16 cm verwendet. Die Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel
4,9%, im Trenngel 12,5%. Die Proben wurden vor dem Lauf mit SDS-Probenpuffer (25 mM
Tris/HCI pH 6,8; 2% (v/v) Glycerol; 2% (w/v) SDS; 5% (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,005%
(w/v) Bromphenolblau) versetzt und anschlieBend auf das SDS-Gel aufgetragen. Als Standard
wurde PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Der
Gellauf wurde in einer ,Perfect Blue Doppelsystem TwinS bzw. M*“- Anlage (BioRad,
Miinchen) bei 200 V in Lammli-Puffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH
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8,2-8,3) durchgefiihrt. Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieend mit Serva Blau G-250
(Coomassie-Blau) nach (Weber & Osborn 1969) detektiert, die Entfarbung der Gele erfolgte
in 5% (v/v) Methanol und 7,5% (v/v) Essigsdure. Alternativ wurde eine sensitivere Detektion

der Proteine mittels Silberfarbung (Blum et al. 1987) erzielt.

4.5.7 Immunologischer Nachweis von Proteinen mit His;o-Affinititstag: Western Blot

Die in einer SDS-PAGE nach (Laemmli 1970) aufgetrennten Proteine wurden mittels
Nassblot-Apparatur (Peqlab) durch horizontale Elektrophorese fiir 120 min bei 300 mA bzw.
iiber Nacht bei 100 mA (Flachgele der Grofle 10 x 10 cm) und fiir 90 min bei 800 mA bzw.
iber Nacht bei 200mA (Flachgele der Groe 14 x 16 cm), 4°C auf eine
Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell; Porendurchmesser 0,45 um) transferiert:
Western Blot, Protokoll nach (Towbin et al. 1979). Dafiir wurden die Membran und das
Filterpapier kurz zuvor in Blot-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol)
eingelegt. Nach dem Blot-Vorgang wurde die Nitrozellulosemembran fiir 1 h in TBS-Puffer
(10 mM Tris/HCL, pH 7,5; 150 mM NaCl) mit 3% (w/v) BSA zur Absittigung unspezifischer
Bindestellen inkubiert. Als erster Antikdrper wurde ein Penta-His-AntikGrper in einer
Endkonzentration von 1:2000 zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur (RT) in TBS mit 3%
(w/v) BSA inkubiert. Als zweiter Antikorper diente ein mit alkalischer Phosphatase (AP)
konjugierter Anti-Maus-IgG Antikdrper, der in einer Endkonzentration von 1:5000 eingesetzt
und 1h bei RT in TBS mit 3% (w/v) BSA inkubiert wurde. Fiir den mit alkalischer
Phosphatase konjugierten Antikdrper 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-indolylphoshat) entwickelt.

4.5.8 Gel-Retardationsexperimente

DNA:Protein Interaktionen wurden mittels Gel-Retardationsexperimenten visualisiert. Die
Versuchsanordnungen orientierten sich an (Hellman & Fried 2007). CadC und CadC-
Varianten wurden seriell verdiinnt (1:2), mit 30 fmol 6-FAM-markierter DNA inkubiert und
anschliefend elektrophoretisch  aufgetrennt. DNA-Protein-Komplexe wandern bei
gelelektrophoretischer Auftrennung langsamer als freie DNA. Gereinigtes CadC wurde
zunéchst in Verdiinnungspuffer (50mM Tris/HCI pH 7,5; 50 mM NacCl; 10% (v/v) Glycerol)
seriell verdiinnt und anschlieBend mit 150 ng Lachssperma DNA (unspezifischer Kompetitor)

und dem zu testenden DNA Fragment (30 fmol) inkubiert. Das Probenvolumen betrug 27,5
38



4 Material und Methoden

uL. Die Endkonzentrationen im Reaktionsansatz waren 50 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI (pH
7,5), 6 % (v/v) Glycerol, 5,45 ng/uL Lachssperma DNA, 1,1 nM 6-FAM-markierte DNA,
0,136 pg/mL BSA und variable Konzentrationen an CadC. Die Reaktionsansédtze wurden 15
min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf ein 7,5%-iges (w/v)
natives 0,5-fach gepuffertes TAE-Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Laufpuffer diente
ebenso 0,5xTAE. Der Gellauf wurde 3 h bei 70 V durchgefiihrt. Das Gel wurde anschlieend
mit Hilfe eines Typhoon Scanners (,,Typhoon Trio Variable Mode Imager 1 Scanner®,
Amersham Bioscience) unter einer Anregungswellenlinge von 488 nm und einem

Emissionsfilter der Wellenlédnge 526 nm aufgenommen (Zianni et al. 2006).

4.5.9 Messung von DNA-Bindeaffinitiiten mit Biacore T200

Die Analyse der DNA-Affinitit von CadC und CadC-Varianten erfolgte durch
Oberfldchenplasmonresonanz-Spektroskopie am BiacoreT200 der Firma GE Healthcare.
Dazu wurde ein mit Streptavidin beschichteter Carboxymethyl Dextran Sensorchip (SA
Sensor Chip Series S) verwendet. Alle Experimente fanden bei 25°C mit HBS-EP als
Laufpufter pH 7,4 oder pH 6,0 (10 mM HEPES, 150 mM NaCl; 3 mM EDTA) und einer
Flussrate von 30 pL/min statt. Als DNA-Fragment wurde ein Bereich von 41 bp des cadBA-
Promotors, der die Cadl Bindestelle komplett abdeckt, gewéhlt. Als DNA-Kontrollfragment
wurde ein Fragment des yjiY-Promotors verwendet. Zur Generierung einer Doppelhelix
wurden entsprechende komplementidre Primerpaare 10 min bei 95 °C inkubiert und
anschlieBend auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Aquilibrierung der Sensorchips fand vor der
Immobilisierung der DNA-Fragmente (cadBA-DNA und yjiY-DNA) mit drei Injektionen 1 M
NaCl und 50 mM NaOH bei einer Flussrate von 10 pL/min statt. Zum Waschen des Chips
wurden 1 M NaCl, 50 mM NaOH und 50% (v/v) Isopropanol verwendet. Etwa 200-300 RU
der jeweiligen DNA-Fragmente wurden auf die Oberfliche der Flusszellen gebunden. Das
Protein floss in verschiedenen Konzentration (0,01 uM- 10 uM) mit einer Kontaktzeit von
180 sec gefolgt von 300 sec Dissoziationszeit in HBS-EP-Puffer iiber alle Flusszellen. Nach
jedem Zyklus erfolgte die Regeneration der Oberflache des Chips mittels Injektion von 2,5 M
NaCl fiir 30 sec bei 60 pL/min Flussrate und einem zweiten Schritt mit 0,5 % (w/v) SDS bei
60 pL/min. Sensorgramme wurden mit Hilfe der Biacore Control Software 1.0 (GE
Healthcare, Braunschweig) aufgezeichnet und mit Hilfe der Biacore T200 Evaluation
Software 1.0 (GE Healthcare, Braunschweig) analysiert. Die Oberfliche der Flusszelle 1
wurde mit yjiY-DNA als Leerwert flir die Substraktion des ,,Bulk Refractive Index
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Hintergrunds®“ beladen. Alle Sensorgramme wurden auf die Grundlinie 0 normalisiert.
»calibration-free concentration analysis” (CFCA) wurde mit 5 uM CadC,.;s9 E30R, welches
schrittweise 1:2, 1:5, 1:10 und 1:20 verdiinnt wurde, durchgefiihrt. Jede Proteinverdiinnung
wurde zweimal injiziert, sowohl bei einer Flussrate von 5 pl/min als auch bei 100 pl/min. Die
aktive Flusszelle wurde mit einem 41 bp Fragment des cadBA-Promotors zur Bindung von
CadC,.;s59_E30R beladen, die Referenzzelle mit yjiY-DNA. Im Allgemeinen beruht CFCA auf
dem Stofftransport. Unter Stofftransport wird ein Diffusionsphdnomen verstanden, welches
die Bewegung von Molekiilen zwischen einer Losung und der Oberfliche beschreibt. CFCA
beruht daher auf der Messung der beobachteten Bindungsrate wiahrend der Probeninjektion
unter teilweise oder vollstindig Stofftransport-limitierenden Bedingungen. Die initiale
Bindungsrate (dR/dt) wird abhéngig von der Diffusionskonstante des Proteins unter zwei
verschiedenen Flussraten gemessen. Der Diffusionskoeffizient von CadC;.;s9 E30R wurde
mittels des ,Biacore diffusion constant calculator® and ,,converter webtools*
(https://ww.biacore.com/lifesciences/Application_Support/online support/ Diffusion
Coefficent Calculator/index.html) analysiert. Die ,,aktive* Proteinkonzentration wurde fiir die
Kalkulation der Bindekinetikkonstanten verwendet. Alle Messungen erfolgten in Kooperation

mit PD Dr. Ralf Heermann am Department Biologie I der Ludwig-Maximilians-Universitét.

4.5.10 B-Galaktosidase-Aktivititsbestimmung

4.5.10.1 Nachweis der Aktivitit von CadC iiber kolorimetrischen Plattentest

Fir den kolorimetrischen Plattentest wurde der Reporterstamm EP314 mit den
entsprechenden Plasmiden transformiert. Dieser verfiigt liber eine chromosomal kodierte
cadA-lacZ Fusion (Neely et al. 1994). Die Zellen wurden auf Agarplatten mit
Minimalmedium nach Epstein und Kim (1971), pH 5,8 und pH 7,6 mit 1 mg/20 mL (w/v) X-
Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid) und in An- oder Abwesenheit von
Lysin in einer Endkonzentration von 10 mM bei 37°C inkubiert. Das Enzym (-Galaktosidase
(kodiert durch /acZ) wandelt X-Gal in Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl um, welches
mit dem Sauerstoff der Luft zum blau pigmentierten Farbstoff 5,5 -Dibrom-4,4"- Dichlor-

indigo wird.
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4.5.10.2 B-Galaktosidase-Aktivititsbestimmung nach Miller (1972)

Die B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde nach dem Protokoll von Miller bestimmt (Miller 1972).
Fiir den Test wurde je 1 mL Zellkultur der Proben bei 16000 x g zentrifugiert und in 1 mL
Puffer Z (60 mM Na,HPO4; 40 mM NaH,PO4; 10 mM KCI; 1 mM MgSQO4; 50 mM B-
Mercaptoethanol; pH 7,0) resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von 100 uL
Chloroform und 50 uL 0,1% (w/v) SDS permeabilisiert, gevortext und 5 min bei 30°C
inkubiert. Zur Bestimmung der Aktivitit wurden 200 pL. ortho-Nitrophenyl-B-D-
galaktopyranosid [4 mg/mL] zu den Proben gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
500 pL Na,CO;3; [1 M] nach ausreichender Gelbfirbung der Proben abgestoppt und die
Reaktionszeit notiert. Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation bei 16000 x g fiir 10 min
entfernt. Die Intensitit der durch die Reaktion hervorgerufenen Farbung wurde photometrisch
durch Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 420 nm bestimmt. Die Aktivitat

wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet:

B-Galaktosidase-Aktivitdt [ Miller-Units ] = (A420nm ¢ 1000)/(t [min] * V [mL] ¢ ODg0o)

4.5.11 Lysin-Decarboxylase-Aktivititsbestimmung

Die Bestimmung der Lysin-Decarboxylase-Aktivitdt erfolgte wie bei (Lemonnier & Lane
1998) beschrieben, allerdings in einer verkiirzten Version. Diese wurde mit intakten Zellen
durchgefiihrt, wie es durch (Phan et al. 1982) erstmalig beschrieben wurde. Die Zellen
wurden wie unter Punkt 4.3 beschrieben, kultiviert. 1 mL Zellkultur der jeweiligen Proben
wurden in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefdlen bei 16000 x g fiir 5 min zentrifugiert, das
Zellpellet in 1 mL kaltem Waschpuffer (1 M NaCl in 0,05 M Kalium-Phosphatpuffer, pH 6,5)
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die ODgpo wurde bestimmt und die Proben bei -20°C
gelagert. Die Pellets wurden in dem entsprechenden Volumen 20 mM Kalium-
Phosphatpuffers (pH 5,6) resuspendiert, so dass sich eine Optische Dichte bei 600 nm von 1
ergab. Zu 200 uL der Suspension wurden 20 uL Chloroform gegeben, gevortext und der
Ansatz auf Eis inkubiert. CadA hat eine maximale Aktivitéit bei einem pH-Wert von 5,8. Aus
diesem Grund war der Reaktionsansatz fiir die Lysin-Decarboxylase-Aktivitdtsbestimmung
mit 16 mM Kalium-Phosphatpuffer (pH 5,8) gepuffert. Als Substrat der Reaktion wurden 5
mM Lysin zugesetzt, auBerdem Pyridoxalphosphat, ein essentieller Cofaktor fiir die Reaktion,
in einer Endkonzentration von 0,1 mM. Zu den vorgewédrmten Reaktionsanséitzen (37°C,

Endvolumen 120 pL) wurden 10 pL der mit Chloroform aufgeschlossenen Probe gegeben.
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Parallel zu den Ansdtzen mit Lysin wurden Reaktionsansidtze ohne Lysin entsprechend
durchgefiihrt. Beide wurden fiir 15 min bei 37°C inkubiert und dann auf Eis gestellt. In
diesem Schritt wird Lysin zu Cadaverin und CO, umgesetzt. Durch die Zugabe von 120 pLL
Na,COs; [1 M] erhielt der Ansatz einen alkalischen pH-Wert und wurde auf die anschlieBende
Derivatisierung durch TNBS (120 pL einer 10 mM Losung) vorbereitet. Die Ansdtze wurden
fiir 4 min bei 40°C inkubiert und darauthin sofort auf Eis gestellt. Durch die Zugabe von 2,4,6
Trinitrobenzolsulfonsdure entstehen die Derivate N,N-bis-nitrophenyllysin und N,N-bis-
nitrophenylcadaverin. Das Cadaverin-Derivat ist in organischen Losungsmitteln wie Toluol
16slich, wihrend das Lysin-Derivat aufgrund der Carboxylgruppe in Toluol unldslich ist. Um
eine Trennung der beiden Derivate zu erreichen, wurden die Proben mit 1 mL Toluol
extrahiert (Vortexen jeder Probe fiir 20 s). Nach einer Zentrifugation (16000 x g, 2 min, RT)
wurde die gebildete Cadaverinmenge photometrisch bestimmt, da die Nitrophenylgruppen der
Cadaverinderivate ein Absorptionsmaximum bei 340 nm aufweisen. Fiir die photometrische
Messung wurde die organische Phase der Ansdtze in Quarzkiivetten (Helma, Miillheim)
iiberfithrt. Anhand einer TNBS-Cadaverin-Eichgeraden konnte die TNBS-Cadaverin-
Konzentration in der Probe bestimmt und daraus die Lysin-Decarboxylase-Aktivitit errechnet
werden, wobei eine Absorption von 1 bei 340 nm etwa 106 nmol Cadaverin entsprach

(personliche Kommunikation Dr. Ina Haneburger).

Die spezifische Aktivitidt wurde definiert als pmol /min * mg Protein.

4.5.12 In vivo Studien zur Interaktion von Proteinen: Bacterial-Two-Hybrid System

Dieses System basiert auf der Spaltung der zwei komplementidren Untereinheiten der
Adenylatzyklase aus Bordella pertussis in die zwei Fragmente T18 und T25 (Karimova et al.
1998). Die Fragmente T18 und T25 alleine haben keine Adenylatzyklase-Aktivitit, kommen
beide jedoch in unmittelbare Néhe zueinander wird vollstindige Adenylatzyklase-Aktivitat

erreicht.
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Abb. 5: Prinzip des Adenylatzyklase basierten 7wo-Hybrid Systems (BACTH) (Karimova et al.
1998). Protein-Protein-Interaktionen wurden mit Hilfe des BACTH-Systems analysiert. Dieses System
beruht auf der funktionalen Rekonstitution der T18- und T25- Untereinheiten der Adenylatzyklase von
Bordetella pertussis, deren katalytische Aktivitdt die Basis der CAP-induzierten Expression von lacZ
reprasentiert. Die resultierende B-Galaktosidase-Aktivitat stellt ein Maf3 fir die Stirke der Protein-

Protein-Interaktion dar und wurde wie unter 4.5.10.2 beschrieben bestimmt.

Bei Protein-Interaktion komplementieren die Untereinheiten und es entsteht eine
funktionsfahige Adenylatzyklase, die cAMP aus ATP herstellt. CAP bindet im Komplex mit
cAMP an die Promotorregion des Reportergens, in diesem Fall das /ac-Operon. Dies erlaubt
Expression von lacZ und p-Galaktosidase-Aktivitdit kann gemessen werden. Die p-
Galaktosidase-Aktivitdt stellt ein Mal3 fiir die Stirke der Protein-Protein-Interaktion dar.
Proteine lassen sich N-terminal (pKT25 und pUTI8C) oder C-terminal (pKNT25 und
pUT18C) an die jeweilige Untereinheit fusionieren. Hierfiir wurden rpoA in pKNT25, pKT25,
pUT18 und pUT18C und cadCA108-151 in pKT25 und pUT18C kloniert. Der E. coli Stamm
BTH101 wurde mit den Plasmiden co-transformiert und p-Galaktosidase-Aktivitit wurde wie

unter 4.5.10.2 beschrieben gemessen.

4.6 Bioinformatische Analysen

Oligonukleotide fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden mit Hilfe des Programms
OligoCalc (Oligonucleotide Properties Calculator, http://www.basic.northwestern.edu
/biotools/oligocalc.html) (Kibbe 2007) konstruiert. Solange ein direkter experimenteller
Funktionsnachweis nicht moglich ist, stellen computergestiitzte Sekundirstrukturanalysen von

Aminosduresequenzen den ersten Schritt zur Charakterisierung von unbekannten,
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ausschlieBlich aus der Gensequenz abgeleiteten Proteinen dar. Die Sekundirstrukturanalyse
von CadC erfolgte computergestiitzt mit Hilfe des Moduls PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.
uk/psipred) (Jones 1999) des “ExPASy Proteomics Server”. Um die CadC-Sequenz von E.
coli mit homologen Proteinen weiterer Mikroorganismen zu vergleichen, wurden Sequenz-
Alignments mit Hilfe der NCBI Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/entrez /query.
fcgi?db=Protein&itool=toolbar)  (Sayers et al. 2011) wund Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) (Sievers et al. 2011) erstellt. Zum Erstellen von

molekularen Graphiken wurde Pymol (www.pymol.org) (DeLano 2002) verwendet.
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S Ergebnisse

5.1 Charakterisierung des zytoplasmatischen Linkers in CadC

Die Doménenstruktur des Transkriptionsaktivators CadC gliedert sich in eine N-terminale
DNA-bindende Doméne (As 1-107), eine C-terminale periplasmatische Sensordoméne (As
179-512) und eine einzelne Transmembranhelix (As 159-178) (Dell ef al. 1994; Haneburger
et al. 2011; Watson et al. 1992). Eine zytoplasmatische Linkerregion (As 108-158) verbindet
die DNA-bindende Doméne und die Transmembranhelix in CadC (Abb. 6). Da diese Region
als verbindendes Glied zwischen zwei elementaren Doménen agiert, ist eine Rolle dieses
Bereichs in der Signalweiterleitung zu vermuten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels
bioinformatischer Analysen und molekularbiologischer Experimente erstmals der Fokus auf
die Linkerregion von CadC gelegt und der Mechanismus der Signaltransduktion von der

Transmembranhelix via des Linkers zur DNA-Bindedoméne untersucht.

HTH Linker TM Sensordoméne

1 1(l)7 159178 512
I 1
I 1 1 1

Abb. 6. Dominenarchitektur von E. coli CadC. E. coli CadC ist aus einer N-terminalen DNA-
Bindedoméne (As 1-107), einer zytoplasmatischen Linkerregion (As 108-158), einer C-terminalen

Sensordoméne (As 179-512) und einer einzelnen Transmembranhelix (As 159-178) aufgebaut.

5.1.1 Bioinformatische Analyse von CadC

In einem ersten Schritt wurden CadC-Proteine aus der Familie der Enterobakterien mit CadC-
Proteinen aus weiteren Familien verglichen. Fiir die bioinformatische Analyse von CadC
wurden CadC-Proteinsequenzen aus Escherichia coli, Salmonella enterica, Shewanella
piezotolerans, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hydrophila, Vibrio fischeri, Yersina
ruckeri, Vibrio vulnificus, Serratia odorifera, Edwardsiella tarda und Vibrio harveyi mit einer
Sequenzhomologieanalyse mittels BLAST (McGinnis & Madden 2004) und CLUSTALW
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(Larkin et al. 2007) untersucht. Es konnten signifikante Homologien fiir die DNA-bindende
Domine und die periplasmatische Sensordoméne festgestellt werden, jedoch war die
Aminosduresequenz des Linkers nicht konserviert (Abb. A4) und die Liange der
Linkerregionen variierte signifikant (z. B. 51 As in E. coli, aber 76 As in V. fischeri). Um
Sekundéarstrukturelemente (a-Helices und p-Faltbldtter) zu identifizieren, wurde CadC
zusdtzlich einer Sekundérstrukturvorhersage mit Hilfe von PSIPRED (McGuffin et al. 2000)
unterzogen. Wihrend die DNA-bindende Doméne, die TM-Doméne und die Sensordoméne
von CadC stets von strukturgebenden Elementen geprigt waren, konnte die Unstrukturiertheit
der Linkerregion als mogliches verbindendes Element bestimmt werden. Demgemal3 konnte
die Reizweiterleitung im Zytoplasma eher durch strukturelle Eigenschaften des Linkers in
CadC als durch sequentielle Eigenschaften beeinflussen werden. Diese Annahme wird
dadurch gestiitzt, dass Proteindoménen oft durch unstrukturierte Linker verbunden sind.
Linkerregionen halten den Abstand zwischen der signalaufnehmenden wund der
signalverarbeitenden Doméne konstant und bieten Raum zur Rotation der Proteindoménen

(Liu & Huang 2014).

5.1.2 Aminosiuresubstitutionen in der CadC-Linkerregion

5.1.2.1 Gerichtete Mutagenese in der CadC-Linkerregion

Zur Identifikation von Aminosduren des zytoplasmatischen CadC-Linkers, die an der
Signalweiterleitung beteiligt sind, wurde cadC einer gerichteten Mutagenese-Studie
unterzogen. Im Rahmen dieser Analyse wurden konservierte geladene Aminosdurereste in
CadC gerichtet gegen Alanin, Glutamat und Arginin ausgetauscht. Fiir die Charakterisierung
der CadC-Varianten wurde der E. coli lacZ-Reporterstamm EP314 mit den
korrespondierenden Plasmiden transformiert und die B-Galaktosidase-Aktivitdt von Zellen,
welche in KE-Minimalmedium (Epstein & Kim 1971) unter induzierenden und nicht
induzierenden Bedingungen kultiviert wurden, bestimmt (vgl. 4.5.10.2). Das Plasmid
pET16b-cadC kodierte fiir ein funktionelles CadC und diente als Positivkontrolle. Als
Negativkontrolle diente EP314 pET16b. Die cadBA-Expression von WT-CadC wurde bei pH
5,8 und Anwesenheit von 10 mM Lysin induziert. Es erfolgte keine Aktivierung des cadBA-
Operons unter nicht induzierenden Bedingungen (Abb. 7). In dem Stamm mit dem
Leerplasmid (EP314/pET16b-Negativkontrolle) kam es unter keiner der getesteten
Bedingungen zu einer Aktivierung der cadBA-Expression (Abb. 7).
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Abb. 7: Einfluss der Aminosiuresubstitutionen in CadC auf die Expression des cadBA-Operons
in Abhiingigkeit des pH-Wertes. Quantifizierung der cadBA-Transkription in E. coli EP314 unter
Verwendung des Reportergens /acZ. Die Zellen wurden in KE-Minimalmedium bei pH 5.8 und pH 7.6
unter Zugabe von 10 mM Lysin bis zur logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und die f-

Galaktosidase-Aktivitit bestimmt. Es wurden jeweils drei unabhéngige Experimente ausgewertet.

Zunichst lag der Fokus auf den Aminosduren E125, D131, E147 und den zwei Clustern
1®EEEGEE"* und ?KSKR"’. Sowohl Wildtyp CadC als auch die Varianten CadC_E125A,
CadC DI31A und CadC E147A aktivierten die cadBA-Expression bei moderater
Ansduerung des Mediums und der Anwesenheit von Lysin (Abb. 7). Die mittleren f-
Galaktosidase-Aktivititen lagen unter induzierenden Bedingungen bei 462 (+ 50) Miller Units
fir WT-CadC, 529 (= 62) Miller Units fiir CadC _DI125A, 504 (£ 412) Miller Units fiir
CadC _E131A, bzw. 518 (= 45) Miller Units fiir CadC_147A. Ebenso fithrte die Verkiirzung
der Seitenkette der Varianten CadC '"AAAGAAM™* und CadC ?ASAA' oder die
Substitution von CadC_"?KSKR' zu CadC "2ESEE'’ zu keinen Auswirkungen auf die
cadBA-Expression (Abb. 7). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass eher die
Struktur des zytoplasmatischen Linkers als die Anwesenheit spezifischer Aminosauren die
Funktionalitit von CadC beeinflussen. Wurde ein positiv geladenes Aminosiurecluster

CadC-1°9RRRARR1 14 mseriert oder erfolgte eine Invertierung der geladenen Cluster (CadC-
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'RRRARR'" ?ESEE'”), so wurde keine Induktion des cadBA-Operons erzielt (Abb. 7).
Konformationsédnderungen in diesen CadC-Varianten konnten in vivo die Bindung an die
DNA verhindern. Alle CadC-Varianten wurden wie Wildtyp-CadC produziert und in die
Membran integriert (Daten nicht gezeigt).

5.1.2.2 Untersuchungen zur Bildung einer transienten Helix im CadC-Linker

Sekundarstrukturanalysen mittels PSIPRED (McGuffin et al. 2000) haben einen Bereich im
CadC-Linker offenbart, der sich durch niedrige Konfidenz (engl. confidence) fiir ein
strukturgebendes Element auszeichnet (‘**PEQSPV'"). Die Prisenz des Motivs in anderen
Proteinen wurde mit Hilfe des BLAST-Algorithmus (McGinnis & Madden 2004) analysiert.

In manchen Proteinen, z. B. in NspA (neisserial surface protein A), ist diese Sequenz Teil von
Strukturelementen. Konformationsdnderungen nach Reizwahrnehmung kénnten die Bildung

einer geordneten Struktur im CadC-Linker forcieren.
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Abb. 8: Computergestiitzte Sekundirstrukturanalyse von CadC und CadC-Varianten mittels

PSIPRED (McGuffin ef al. 2000). Zu sehen ist die Aminosduresequenz (Aminosdure 121-160) in
CadC. In griin wurde das mutierte Motiv '*“*PEQSPV "' markiert. H: a-Helix und C: Coil; Konfidenz

der Aminosduren wird als blauer Balken dargestellt.
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Die Anderung von einem ungeordneten zu einem geordneten Zustand eines Proteins wurde
auch fiir den Rezeptor ACTR (activator for thyroid hormone retinoid receptors) in
Eukaryoten beschrieben. In ACTR findet die spontane Ausbildung von drei a-Helices nach
Komplexbildung mit einer weiteren Doméne statt (Kjaergaard et al. 2011). Die
computergestiitzte Analyse der Auswirkungen der Substitutionen auf die Sekundirstruktur
von CadC mittels PSIPRED (McGuffin et al. 2000) zeigte, dass die Substitutionen
HPEQSAV!, MAAAAAV"! und "*LLLLLV"' im virtuellen Modell zur Bildung einer a-

helikalen Struktur fiihrten (Abb. 8).
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Abb. 9: Einfluss von Aminosiuresubstitutionen im Motiv '*PEQSPV"' auf die cadBA-
Expression in Abhiingigkeit des pH-Wertes und der Verfiighbarkeit von Lysin. Quantifizierung der
cadBA-Transkription in E. coli EP314 unter Verwendung des Reportergens lacZ. Die Zellen wurden in
KE-Minimalmedium bei pH 5,8 und pH 7,6 - wenn angegeben unter Zugabe von 10 mM Lysin - bis
zur logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und die f-Galaktosidase-Aktivitdt nach Miller (1972)
bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte sowie Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei

unabhingigen Experimenten.

AnschlieBend wurde eine Alanin-Mutagenese-Studie von '**PEQSPV"! durchgefiihrt, da
Alanin fiir die Bildung von Helices préadestiniert ist (Padmanabhan et al. 1990). Die Effekte

wurden in vivo mit Hilfe des Reporterstammes E. coli EP314 im B-Galaktosidase-Aktivitats-
49



5 Ergebnisse

Test analysiert. Die CadC-Varianten CadC-'*°’AEQSPV"', CadC-'*PEASPV"!, CadC-
MPEQAPV"!, CadC-""PEQSAV"™', CadC-"**PEQSPA"™', CadC-'"*AAAAPV"', CadC-
“SAAAAAV"!,  CadC-"LLLLPV"' und CadC-"“LLLLLV"' induzierten die cadBA-
Expression wie WT-CadC mit mittleren P-Galaktosidase-Aktivititen von ca. 400 (£ 40)
Miller-Units (Abb. 9). Da die Insertion von o-helikalen Strukturen keinen Einfluss auf die
Aktivitdt des cadBA-Operons hervorrief, wird die Annahme eines flexiblen Linkers, der den
Abstand zwischen Zytoplasmamembran und DNA-Bindedomine konstant hélt, weiter

unterstiitzt.

5.1.2.3 Charakterisierung von CadC-Hybridproteinen

Sekundirstrukturvorhersagen deuten auf keine strukturgebenden a-helikalen Elemente oder
B-Faltblatter hin (vgl. 5.1.1). Nach Wahrnehmung des Reizes im Periplasma wird die
Signaltranduktionskaskade aktiviert. Im Zytoplasma besteht die Mdoglichkeit, dass der CadC-
Linker als flexibles Element oder auch als starres Glied zwischen der DNA-bindenden
Domine und der Transmembrandoméne fungieren kann. Um die Auswirkungen von Rigiditét,
bzw. Flexibilitdt auf die Aktivitit von CadC zu untersuchen, wurden CadC-Hybridproteine
aus bekannten Proteinstrukturen konstruiert. Als rigides Element wurde die S-Helix (signaling
helix) aus NarX gewdhlt, einem Nitratsensor in E. coli. In NarX iiberlappen HAMP-Doméne
und S-Helix, daher wurden fiir die Konstruktion der Hybridproteine Bereiche gewéhlt, die
diese Region vollstindig abdecken. Es wurden Hybridproteine mit vollstindigem Austausch
des zytoplasmatischen Linkers gegen die S-Helix (und HAMP-Doméne) von NarX
(CadC_'""S-Helix'®*) und Hybridproteine mit Insertion der S-Helix zwischen dem
zytoplasmatischen Linker und der Transmembranhelix (CadC_"*’S-Helix_Ins) erstellt.
Um die Auswirkung von Flexibilitdt auf die Aktivitdt von CadC zu iiberpriifen, wurden in
Kooperation mit der Gruppe von Dr. Stefan Schiller, Universitit Freiburg, CadC-Elastin-
Hybrid-Proteine generiert. Zum Austausch wurde das Motiv VPGVG aus Elastin-dhnlichen
Polypeptiden (ELP) ausgewdhlt, da dies die hdufigste Sequenz im menschlichen Tropoelastin
darstellt und sich durch besondere Flexibilitdt auszeichnet (Daamen et al. 2007). Aullerdem
wurde der CadC-Linker gegen zehn Wiederholungen der Motive VPGEG (CadC E10),
VPGVG (CadC_V10) oder VPGKG (CadC K10) ersetzt, so dass die native Lénge des Linker
nicht erheblich beeinflusst wurde. Zusitzlich wurde ein Konstrukt mit je flinf
Wiederholungen aus sowohl VPGVG als auch VPGEG (CadC V4E) konstruiert. Des
Weiteren wurde ein Konstrukt mit 20 Wiederholungen des Motives VPGVG (CadC V20)
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kloniert, be1 welchem ein deutlich lingerer ELP-Linker inseriert wurde. CadC V10 und
CadC V20 zeichnen sich durch eimnen hydrophoberen Charakter als CadC K10 oder
CadC_VA4E aus. CadC_E10 weist ebenso wo CadC K10 eine stirkeres Ladungsverhiltnis als
der native CadC-Linker auf. Die Substitution des Linkers gegen repetitive Einheiten ist
aufgrund ihrer Flexibilitit vielversprechend.
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Abb. 10: CadC_Hybrid-Varianten reprimieren die cadBA-Expression. A, Nachweis der
Lokalisation von His,y-CadC-Varianten mittels Inmunodetektion. Detektion nach Uberproduktion in
BL21(DE3)pLysS mittels Penta-His Antikorper in der Membranfraktion. Es wurden pro Spur 25 ug
Gesamtprotein aufgetragen. Spur 1: Standard; Spur 2: WT-CadC; Spur 3: CadC-'"S-Helix'®;
Spur 4: CadC-"°S-Helix_Ins; Spur 5: CadC_E10; Spur 6: CadC_V10; Spur 7: CadC_V20; Spur 8:
CadC_V4E; Spur 9: CadC_K10. B, Quantifizierung der cadBA-Transkription in E. coli EP314 unter
Verwendung des Reportergens /acZ. Die Zellen wurden in KE-Minimalmedium bei pH 5.8 und pH 7.6
- wenn angegeben unter Zugabe von 10 mM Lysin - bis zur logarithmischen Wachstumsphase
kultiviert und die p-Galaktosidase-Aktivitdt nach Miller (1972) bestimmt. Die p-Galaktosidase-
Aktivitdt stellt ein indirektes MaB fiir die cadBA-Transkription dar. Die angegebenen Mittelwerte

sowie Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei unabhéngigen Experimenten.

51



5 Ergebnisse

Die Charakterisierung aller CadC-Hybrid-Proteine erfolgte mittels [-Galaktosidase-
Aktivitdtsbestimmung im /acZ-Reporterstamm E. coli EP314. Die Zellen wurden dafiir in
Phosphat-gepuffertem KE-Minimalmedium (Epstein & Kim 1971) mikroaerob bei pH 5,8
bzw. 7,6 bis zu Beginn der stationdren Wachstumsphase bei 37°C kultiviert (vgl. 4.3.1). Die
Insertion einer S-Helix in die Linkerregion von CadC resultierte in einem inaktiven CadC-
Protein (Abb. 10 B). Dabei war es unerheblich, ob der Linker vollstindig substituiert wurde
(CadC_'™*S-Helix'®) oder die S-Helix zusitzlich zum Linker (CadC_"*’S-Helix_Ins) inseriert
wurde. Ebenso konnten alle CadC-Varianten mit Insertionen von flexiblen ELP-Elementen
die cadBA-Expression nicht induzieren (Abb. 10 B). Es konnten weder Variationen in der
Lénge des eingebrachten synthetischen Linkers noch in dessen Hydrophobizitit eine
Aktivierung des cadBA-Operons bewirken. In einem weiteren Experiment wurden die CadC-
ELP-Varianten im Reporterstamm E. coli EP314 bei 30°C kultiviert, da es sich in friitheren
Arbeiten zeigte, dass ELP temperaturabhdngigen Konformationséinderungen unterliegt (Urry
et al. 1984). Es erfolgte jedoch auch bei Kultivierung der Zellen bei 30°C keine Aktivierung
der cadBA-Expression (Daten nicht gezeigt). Alle CadC_S-Helix-Varianten und
CadC_Flastin-Varianten wurden produziert und in die Membran integriert (Abb. 10 A).

5.1.2.4 Einfluss von Polyprolin-Helices und Peptidyl-Prolyl-Isomerasen

Der Elongationsfaktor EF-P verbessert die Translation von Proteinen, welche Cluster aus
Prolinresten enthalten, und hat eine bedeutende Rolle in der Feinabstimmung der
Expressionsrate bei der Stressantwort von CadC (Ude 2013). Ein konserviertes Prolincluster
(*'PPPIP'*") wurde im Linker von CadC gefunden. Proteine, welche Motive aus
Wiederholungen der Aminosdure Prolin enthalten, konnen eine rigide Polyprolin-Helix
formieren. Eine Polyprolin-Helix kann sowohl als cis-Isomer (Polyprolin-Helix I) als auch als
trans-Isomer (Polyprolin-Helix II) auftreten, wobei die linksdrehende Polyprolin-Helix II
(PPII) energetisch favorisiert wird (Adzhubei et al. 2013). Besonders in unstrukturierten
Bereichen von Proteinen sind hdufig PPII-Helices lokalisiert, da PPII-Helices sich trotz ihrer
Rigiditdit durch eine groBere strukturelle Flexibilitdit als a-Helices und p-Faltblatter
auszeichnen (Liu & Huang 2014). Neben ihrer strukturellen Funktion haben PPII-Helices
auch eine Rolle in der Signaltransduktion (Adzhubei ef al. 2013). Durch Insertion zusédtzlicher
Prolinreste wurde das native Prolincluster in CadC vergréfert und der Einfluss auf die
Proteinaktivitidt iberpriift. Es wurden CadC-Varianten mit vier, fiinf und sechs sich

wiederholenden Prolinresten konstruiert (CadC-''’SPPPPIE'?, CadC-'"’SPPPPPE'*’ und
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CadC-'""PPPPPPE'* ) und auf ihre Fahigkeit P.,4z4 zu aktivieren, analysiert. Hierfiir wurde
erneut der E. coli Reporterstamm EP314 verwendet. Alle CadC-Varianten mit Insertionen
zusdtzlicher  Prolinreste  (CadC-'""SPPPPIE'®,  CadC-'""SPPPPPE'® und CadC-
""PPPPPPE'*) hatten keinen Effekt auf die cadBA-Expression und induzierten die cadBA-
Expression bei pH 5,8 und Anwesenheit von Lysin (Abb. 11). Die mittleren [3-Galaktosidase-
Aktivititen lagen bei ca. 400 (= 50) Miller-Units. Die erhohte strukturelle Rigiditit des
Linkers nach der Insertion von zusdtzlichen Prolinresten hatte keinen FEinfluss auf die

Signaltransduktion in CadC.

pH 5,8
pH 5,8; Lysin
pH 7,6
pH 7,6; Lysin

B-Galaktosidase-Aktivitat
[Miller-Units]

Leervektor Wildtyp CadC_ CadC_ CadC_
"*SPPPPIE"” ""SPPPPPE'* "*PPPPPPE'”

Abb. 11: Einfluss von repetitiven Prolinresten auf die cadBA-Expression. Quantifizierung der
cadBA-Transkription in E. coli EP314 unter Verwendung des Reportergens lacZ. Die Zellen wurden in
KE-Minimalmedium bei pH 5,8 und pH 7,6 unter Zugabe von 10 mM Lysin bis zur logarithmischen
Wachstumsphase kultiviert und die p-Galaktosidase-Aktivitit nach Miller (1972) bestimmt. Die
angegebenen Mittelwerte sowie Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei unabhédngigen

Experimenten.

Die cis-trans-Isomerisierung zwischen den Polyprolin-Helices I und II wird durch Peptidyl-
Prolyl-Isomerasen (PPlasen) katalysiert (Lin ef al. 1988). Im Zytoplasma von E. coli konnten
mittels computergestiitzter Datenbankanalysen (www.ecocyc.org) fiinf Isomerasen
identifiziert werden (FkpB, PpiB, PpiC, SlyD und Tig). SlyD und FkpB zeichnen sich neben
threr Funktion als PPlasen auch als Chaperone aus (Knappe et al. 2007; Quistgaard et al.
2012). Besonders Triggerfaktor Tig ist ein unerldssliches Chaperon bei der Faltung von
Proteinen im Zytoplasma und besteht aus drei Doménen, wovon eine Peptidyl-Prolyl-cis-

trans-Isomerase-Aktivitit zeigt (Stoller et al. 1996). Die CadA-Aktivitit der E. coli Stimme
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BW25113, JW4094 (AcadC), IW0026 (AfkpB), IW0514 (AppiB), IW3748 (AppiC), IW3311
(AslyD) und MC4100Atig wurde mit Hilfe eines CadA-Schnelltests im Lysindecarboxylase-
Medium iiberpriift (Punkt 4.3.3). Hierbei wurde die Funktionalitdt von CadC mittels eines
Farbumschlags von gelb zu violett nachgewiesen. Als Positivkontrolle wurde E. coli
BW25113 verwendet, als Negativkontrolle JW4094 (AcadC). Die E. coli Stamme JW0026
(AfkpB), IW0514 (AppiB), IW3748 (AppiC), IW3311 (AslyD) und MC4100Atig zeigten einen
Farbumschlag von gelb nach violett (Abb. 12). Die getesteten PPlasen waren fiir die
Funktionalitit des Cad-Systems nicht erforderlich.

AcadC cadC AfkpB AppiB AppiC AslyD Atig

Abb. 12: Deletion von Peptidyl-Prolyl-Isomerasen im Lysindecarboxylase-Assay. Die Kulturen

wurden in Lysindecarboxylase-Medium iiber Nacht anaerob bei 37°C kultiviert und der Farbumschlag
dokumentiert. Von links nach rechts: Negativkontrolle (AcadC), Positivkontrolle (BW25113), JW0026
(AfkpB), JIW0514 (AppiB), IW3748 (AppiC), IW3311 (AslyD) und MC4100Atig.

5.1.3 Variation der Linkerlinge in E. coli CadC

Vorausgegangene Beobachtungen implizieren, dass der CadC-Linker eine Vielzahl von
Aminoséduresubstitutionen toleriert. Daher wurden anschlieBend CadC-Varianten mit
verkiirzter oder verldngerter Linkerregion generiert (Abb. 13). Hierzu wurde E. coli EP314
mit den cadC-Varianten transformiert und die Zellen in Phosphat-gepuffertem
Minimalmedium (Epstein & Kim 1971) kultiviert. Alle verkiirzten und verldngerten CadC-
Varianten wurden wie Wildtyp-CadC produziert und in die Membran integriert (Abb. 13 B).
Zunichst wurden zwei verldngerte CadC-Varianten (CadC _2x120-151 und CadC 2x145-151)
untersucht, welche die cadBA-Expression unter induzierenden Bedingungen aktivierten (Abb.
13 A). Die p-Galaktosidase-Aktivitdten lagen bei 172 (£ 50) Miller-Units, bzw. 434 (= 74)
Miller-Units.

Die Verkiirzung des zytoplasmatischen Linkers resultierte in diversen Phidnotypen. Wurden
nur wenige Aminosduren des Linkers deletiert (CadCA145-151, CadCA146-151 und
CadCA152-158), so hatte dies keinen Einfluss auf das cadBA-Operon (Abb. 13 A). Diese

Aminosaduren waren entbehrlich fiir die Funktionalitit des CadC-Linkers.
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Abb. 13: Sukzessive Verkiirzung und Verlingerung der CadC-Linkerregion. A, Quantifizierung
der cadBA-Transkription in E. coli EP314 unter Verwendung des Reportergens lacZ. Die Zellen
wurden bei den angegebenen Bedingungen, mikroaerob bis zur logarithmischen Wachstumsphase
kultiviert. AnschlieBend wurde die B-Galaktosidase-Aktivitit nach Miller (1972) bestimmt. Die B-
Galaktosidase-Aktivitét stellt ein indirektes Mal3 fiir die cadBA-Transkription dar. Die angegebenen
Mittelwerte sowie Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei unabhingigen Experimenten.
B, Nachweis der Lokalisation von His;o-CadC-Varianten mittels Immunodetektion. Detektion nach
Uberproduktion in BL21(DE3)pLysS mittels Penta-His Antikorper in der Membranfraktion. Es
wurden pro Spur 25 pg Gesamtprotein aufgetragen. C, Schematische Prisentation der
zytoplasmatischen Linkerregion in CadC. Die Zahlen zeigen die Aminosdurepositionen und die
korrespondierende Verkiirzung bzw. Verlingerung in CadC an. Zusitzlich wurden zwei

Polyprolinmotive markiert.

Jedoch induzierten CadC-Varianten mit Verkiirzung von grofen Bereichen des Linkers
(CadCA120-151, CadCA128-151 und CadCA133-151) die cadBA-Expression unabhingig
vom externen pH-Wert (Abb. 13 A). Die $-Galaktosidase-Aktivitdten lag bei pH 5,8 bzw. pH

7,6 und Anwesenheit von Lysin bei 158 (+ 3) bzw. 269 (+ 51) Miller Units fir CadCA120-
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151, bei 265 (+ 37) bzw. 181 (£ 31) Miller Units fiir CadCA128-151 und bei 555 ( 52) bzw.
465 (+ 45) Miller Units fir CadCA133-151. Die Beobachtung lie den Schluss zu, dass diese
Verkiirzungen CadC in eine Konformation zwangen, welche zu einem unabhidngig vom pH-
Stimulus aktiven Zustand fiihrte.

Die CadC-Varianten CadCA107-151, CadCA108-151, CadCA109-151 und CadCAl115-151
fiihrten zu einer pH-deregulierten cadBA-Expression (Abb. 13 A). [-Galaktosidase-
Aktivitaten wurden bei pH 7,6 in Anwesenheit von Lysin gemessen, jedoch nicht bei pH 5,8.
Die Aktivititen bei pH 7,6 lagen fir CadCA107-151 bei 452 (+ 36) Miller Units, fiir
CadCA108-151 bei 417 (= 16) Miller Units, fiir CadCA109-151 bei 469 (+ 41) Miller Units
und fiir CadCA115-151 bei 485 (£ 49) Miller Units (Abb. 13 A). Demzufolge war die cadBA-
Expression fiir CadCA107-151, CadCA108-151, CadCA109-151 und CadCA115-151 bei pH-
Wert 7,6 und der Anwesenheit von Lysin zu beobachten, wéhrend keine Aktivierung des

cadBA-Operons bei pH 5,8 und der Anwesenheit von Lysin stattfand.

5.1.4 Posttranslationale Modifikation von CadC

Die Acetylierung von Lysinresten ist ein dynamischer, reversibler posttranslationaler
Modifikationsmechanismus in eukaryotischen und prokaryotischen Zellen. Oftmals sind
Transkriptionsregulatoren und unstrukturierte Regionen von diesem Mechanismus betroffen
(Uversky 2015; Zhang et al. 2009). In E. coli CadC befinden sich insgesamt fiinf Lysinreste
in der DNA-Bindedomine (K59, K77, K80, K95 und K99) und zwei Lysinreste sind im
zytoplasmatischen Linker (K152 und K154) lokalisiert. Im Stamm E. coli DC1185 liegen
Mutationen in den fiir den Acetatmetabolismus wichtigen Genen pta und ack vor, welche fiir
die Phosphatacetyltransferase und die Acetatkinase kodieren (Chang et al. 1994). Eine
Charakterisierung von E. coli DC1185 wurde iiber die Bestimmung der spezifischen CadA-
Aktivitét aus zellfreien Extrakten als MaB fiir die Expression des cadBA-Operons erzielt. Als
Positivkontrolle diente der E. coli Stamm MG1655. Hierzu wurden die Zellen in LB-
Komplexmedium bei pH 5,8 und pH 7,6 bis zu Beginn der stationiren Wachstumsphase
kultiviert, anschlieBend wurden Proben entnommen und die spezifische CadA-Aktivitit wie
unter 4.5.11 beschrieben bestimmt. Nur unter induzierenden Bedingungen konnte CadA-
Aktivitdat gemessen werden, diese lag fiir den Stamm E. coli MG1655 bei 4,6 pmol * min-1 *
(mg Protein)-1. Wurde E. coli DC1185 bei pH 7,6 kultiviert, wurde keine CadA-Aktivitit

gemessen. Erfolgte die Kultivierung bei pH 5,8 so wurde die cadBA Expression induziert
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(Abb. 14). Die spezifische CadA-Aktivitit lag fiir £. coli DC1185 bei pH 5,8 bei 4,4 pmol *
min-1 * (mg Protein)-1, bei pH 7,6 betrug die spezifische Aktivitit 0,14 pumol * min-1 * (mg
Protein)-1. Acetylierung als posttranslationale Modifikation von CadC konnte in diesem

Experiment nicht detektiert werden.
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Abb. 14: Spezifische CadA-Aktivitit in E. coli MG1655 und E. coli DC118S in Abhiingigkeit von
Aufleren Bedingungen. E. coli MG1655 und DC1185 wurden in LB-Komplexmedium mikroaerob bei
pH 5,8 und pH 7,6 bis zu Beginn der stationdren Phase kultiviert und anschlieBend die spezifische
CadA-Aktivitdt als MaB fiir die cadBA-Expression bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte sowie

Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei unabhingigen Experimenten.

5.1.5 Homodimerisierung von CadC

In fritheren experimentellen Befunden deutete vieles darauf hin, dass die
Homooligomerisierung von CadC/CadC eine Rolle fiir die Transkriptionsaktivierung von
cadBA spielt (Rauschmeier 2014). Die Kristallstruktur der periplasmatischen Doméne von
CadC konnte als Homodimer gelost werden. Die Interaktion wird iiber eine polare
Grenzfliche zwischen zwei CadC-Monomeren und die Protonierung von negativ geladenen
Aminosdureresten vermittelt (Eichinger et al. 2011; Haneburger et al. 2011). AuBlerdem sind
zwei CadC-Bindestellen Cadl und Cad2 im cadBA-Promotor experimentell bestitigt worden.
Um die Rolle des Linkers in der Positionierung der DNA-Bindedoméinen zu untersuchen,
wurde die Fahigkeit zur Homodimerisierung von CadC/CadC bei unterschiedlichen duferen
Bedingungen in vivo mit dem Bacterial-Adenylatzyklase-Two-Hybrid-System (BACTH)
untersucht. Dazu wurden die N-terminalen Hybride T18-CadC (cadC im Vektor pUT18C)
und T25-CadC (cadC im Vektor pkt25) verwendet (Rauschmeier et al. 2014). Wenn sich die

T18- und T25-Fragmente aufgrund von Interaktion der zu untersuchenden Proteine in

57



5 Ergebnisse

unmittelbarer Nihe zueinander befinden, kann B-Galaktosidase-Aktivitat als Mal} fiir die
Interaktionsstiarke der Proteine gemessen werden. Dazu wurden die Zellen im E. col/i Stamm
BTHI101 (AcyA4) mikroaerob bei 30°C bis zur logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und
anschlieBend die B-Galaktosidase-Aktivitat bestimmt (Punkt 4.5.10.2). Als Positivkontrolle
fir die Komplementation dienten die Hybridproteine T25-zip und T18-zip (2000 Miller
Units).
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Abb. 15: pH-abhiingige Oligomerisierung von CadC/CadC (@) und pH-abhiingige Aktivierung
der cadBA-Transkription ( [ ). Eine in vivo BACTH-Analyse wurde zur Identifikation der
Interaktion von T18-CadC und T25-CadC verwendet. Die Zellen wurden mikroaerob bis zur
logarithmischen Wachstumsphase bei 30°C in KE-Minimalmedium bei pH 5.6-8.0 unter Zugabe von
100 mM Lysin und 0,5 mM IPTG kultiviert. AnschlieBend wurde die B-Galaktosidase-Aktivitat als
MalB fiir die Interaktion von CadC/CadC bestimmt. Die B-Galaktosidase-Aktivitit wurde in drei
unabhingigen Experimenten bestimmt. Die CadC-vermittelte Aktivierung der cadBA-Transkription

wurde aus einer fritheren Arbeit {ibernommen (Fritz ef al. 2009).

Starke Interaktion zwischen T18-CadC und T25-CadC konnte unter cadBA induzierenden
Bedingungen (pH 5.6; 5.,8; 6,0; 6,2; 6,4 und 6,6) [721 (* 62) Miller-Units, 698 (+ 47) Miller
Units, 648 (£ 61) Miller Units, 707 (£ 53) Miller Units, 737 (x 87) Miller Units und 651 (%
83) Miller Units] festgestellt werden (Abb. 15). Die CadC Monomere waren in unmittelbarer
Nihe zueinander. Keine Interaktion von CadC-Proteinen konnte bei neutralen pH-Werten (pH
6,8;7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8 und 8,0) beobachtet werden (Abb. 15). Die Interaktion von zip-T18
und T25-zip wurde nicht durch den externen pH-Wert beeinflusst (Rauschmeier et al. 2014).

Die CadC-vermittelte Aktivierung der cadBA-Transkription in Abhéngigkeit vom externen
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pH wurde in einer fritheren Arbeit beschrieben (Fritz ef al. 2009). Dazu wurde die intrinsische
CadA-Aktivitit des E. coli Stammes MG1655, als Mal} fiir die Transkriptionsaktivierung
durch CadC, bestimmt. Das Cad-System wurde unter neutralen bzw. leicht alkalischen
Bedingungen, auch bei Vorhandensein von Lysin, nicht aktiviert (Abb. 15). Unter
induzierenden Bedingungen (Anwesenheit von Lysin und mikroaerophile Bedingungen) war
bereits bei pH 6,8 CadA-Aktivitidt messbar (Abb. 15). Bei Abwesenheit von Lysin wurde die
Expression des cadBA-Operons auch bei niedrigem externen pH nicht induziert (Daten nicht
gezeigt). Die B-Galaktosidase-Aktivitdit im BACTH-System und die Produktion von CadA
zeigten Abhédngigkeit vom externen pH-Wert. Beide Aktivititen nahmen bei pH-Werten > 6,8
zu (Abb. 15) und Homodimerisierung von CadC fand ausschlieBlich bei induzierenden
Bedingungen statt.

Des Weiteren wurde die Féahigkeit zur Homodimerisierung von CadC-A108-151 bei pH 5,8
und 7,6 mittels in vivo BACTH-Analyse untersucht. CadC-A108-151 induzierte die [3-
Galaktosidase-Aktivitit bei pH 7,6 und filihrte zu keiner cadBA-Transkription unter
induzierenden Bedingungen (vgl. 5.1.3). Zur Charakterisierung der Interaktion von CadC-
A108-151/CadC-A108-151 wurden die Hybridproteine T18-CadC-A108-151 und T25-CadC-
A108-151 konstruiert und die P-Galaktosidase-Aktivitit wie unter 4.5.10.2 beschrieben
bestimmt. T18-CadC und T25-CadC interagierten unter induzierenden Bedingungen [879 (%
64) Miller Units], keine Interaktion war bei neutralem pH-Wert messbar (Abb. 16). T18-
CadC-A108-151 und T25-CadC-A108-151 interagierten deutlich stirker bei pH 7,6 [811 (£
55) Miller Units], als bei pH 5,8 [404 (= 51) Miller Units] (Abb. 16). Die Homodimerisierung
von CadC-A108-151 fand, anderes als die Homodimerisierung von WT-CadC, unter nicht
induzierenden Bedingungen statt (Abb. 16) und CadC-A108-151 wies im Vergleich zu WT-

CadC ein invertiertes Interaktionsprofil auf.
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Abb. 16: pH-abhiingige Oligomerisierung von CadC-A108-151/CadC-A108-151. Eine in vivo
BACTH-Analyse wurde zur Identifikation der Interaktion von T18-CadC-A108-151 und T25-CadC-
A108-151 verwendet. Die Zellen wurden mikroaerob bis zur logarithmischen Wachstumsphase bei
30°C in KE-Minimalmedium bei pH 5.8 und 7.6 unter Zugabe von 100 mM Lysin und 0.5 mM IPTG
kultiviert. Die p-Galaktosidase-Aktivitdt wurde nach Miller (1972) als MaB fiir die Interaktion von
T18-CadC-A108-151 und T25-CadC-A108-151 bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte sowie

Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei unabhédngigen Experimenten.

5.2 Die Struktur der zytoplasmatischen Doméine von CadC

Die Struktur von CadC ist noch nicht vollstandig gelst. Da es sich als einfacher erwiesen hat,
Kristalle einzelner Proteindoménen zu erhalten, wurde bisher nur die Kristallstruktur der
periplasmatischen Sensordoméne von CadC (As 188-512) mittels 3D-Kristallisation mit 1,8 A
aufgeklirt (Eichinger ef a/. 2011; Haneburger et al. 2011). Zur Struktur der zytoplasmatischen
Effektordomine in CadC ist bisher wenig bekannt. Sekundérstrukturvorhersagen mittels
PSIPRED (McGuffin ef al. 2000) identifizieren den Bereich von Aminoséure 1-103 als DNA-
bindende Domine, die Linkerregion von Aminosdure 104-159 zeigt keine
Sekundirstrukturelemente. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Struktur der zytoplasmatischen
Domine von CadC gelost werden und die Dynamik der Linkerregion untersucht werden.
Zusitzlich sollen Informationen zum Faltungszustand der zytoplasmatischen Doméne nach
DNA-Bindung bereitgestellt werden. Die Rontgenstrukturauflosung erfolgt tiber die Analyse

eines charakteristischen Beugungsmusters von Rontgenstrahlen, da im Proteinkristall atomare
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Bausteine in dreidimensionaler periodischer Weise angeordnet sind. Des Weiteren sollte in
einem zweiten parallelen Ansatz die Strukturauflosung des DNA-Bindemotivs in CadC mit
Hilte der Kernspinresonanz-Spektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance - NMR-
Spektroskopie) erfolgen. Die NMR-Spektroskopie erlaubt die Untersuchung der
elektronischen Umgebung einzelner Atome und der Wechselwirkungen mit den
Nachbaratomen (Kwan et al. 2011). Die Methode beruht auf dem Phidnomen der
magnetischen Kernresonanz. Die Proteinprobe befindet sich dazu in einem starken
Magnetfeld und die Wechselwirkung zwischen dem magnetischen Moment der Atomkerne
der Probe und des magnetischen Wechselfelds kann gemessen werden. Proteine sind keine
starren Gebilde, sondern konnen innerhalb gewisser Grenzen dynamische Bewegungen
vollziehen (Vranken 2014). Die Dynamik von Proteinen wird vor allem mit Hilfe der
Losungs-NMR-Spektroskopie untersucht, da nur in Ldsung ein quasi-natives, d.h.
dynamisches Bild des Proteins vorliegt, wihrend Kristallstrukturen eine Momentaufnahme
des Proteins reprédsentieren. Die NMR-Messungen wurden von Dr. Andreas Schlundt am
Lehrstuhl fiir biomolekulare Spektroskopie am Department Chemie der Technischen
Universitdt Miinchen durchgefiihrt und die Rontgenstrukturauflosung erfolgte durch Dr.
Andreas Schlundt und Dr. Robert Janowski am deutschen Elektronen-Synchroton DESY der

Helmholtz-Gemeinschaft in Hamburg.

5.2.1 Reinigung loslicher CadC-Varianten

Fiir die Versuche zur Strukturaufklirung wurden CadC-Varianten der DNA-Bindedoméne
(CadCy.103, CadCj1p7 und CadCi.;14) und die Variante CadC;s¢ (enthdlt die DNA-
Bindedoméne und den Linker) verwendet. Da sowohl fiir die Rontgenkristallographie als auch
fiir die NMR-Spektroskopie eine sehr reine, hochkonzentrierte Proteinlosung bendtigt wird,
wurden Affinitdtschromatographie-Reinigungsstudien wie unter 4.5.2 beschrieben mit
l6slichen zytoplasmatischen CadC-Varianten durchgefiihrt (Tab. 5). Die Reinigung des
Konstrukts CadCi.jo3 ergab eine vergleichsweise geringe Proteinausbeute von ca. 60 uM
Protein. Um auszuschlieBen, dass im Konstrukt CadC;.;p; Bereiche der DNA-bindenden
Domine separiert wurden, wurden die Varianten CadCi.;o; und CadC, ;14 gereinigt. Fiir
CadCj.107 konnte eine Endkonzentration der Proteinlosung von 250 puM erzielt werden
(BL21(DE3)pLysS pET16b-basierendem Expressionssystem). Dies kann als Hinweis
gedeutet werden, dass PSIPRED (McGuffin et al. 2000) die DNA-bindende Doméne von

CadC in nicht ausreichender Léange vorhersagt. Die Reinigung fiir CadCi.;;4 im
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BL21(DE3)pLysS pET16b-basierendem Expressionssystem ergab geringere Proteinmengen
als fir CadCi.jo7 (Tab. 5). Daher wurden Folgeexperimente mit dem Konstrukt CadCi.1¢7
durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration von CadCis¢ (BL21(DE3)pLysS pET16b-
basierendem Expressionssystem) betrug nach der Reinigung 200 puM, die Reinheit des
eluierten Proteins lag bei ~ 95% (Abb. 17, Spur 2, Tab. 5). Da die Proteinmenge von 200 uM
fiir zweidimensionale NMR-Messungen ausreichte, erfolgten diese Versuche nach Expression
von CadC;.1s59 im BL21(DE3)pLysS pET16b-basierendem Expressionssystem. Um die CadC-
Proteinmengen fiir dreidimensionale NMR-Messungen weiter zu steigern, wurden CadCj.;so-
MBP-Fusionsproteine und CadC,_jso-Trx-Fusionsproteine generiert (Tab. 5). Die Protein-
ausbeute von CadCy.;so nach Uberproduktion im Expressionssystem BL21(DE3)pLysS
pMalC2-cadC}_;so, BL21(DE3)pLysS pTcadCi.159 MalE oder  BL21(DE3)pLysS
pET32a cadC_is9 erwies sich als gering (Tab. 5). Zusétzlich wurden CadC_o7 und CadCj_;s9
im Plasmidsystem pETM11 exprimiert (Proteinmengen iiber 200 uM), da der His-Tag vor
CadC auf diese Weise mittels der TEV-Protease effizient abgespalten werden kann.
Anschlieend wurden die Plasmide pETTrx1a cadC;.jp7 und pETTrx1la cadC,.;s9 konstruiert,
da die Gruppe von Prof. Dr. Sattler in friiheren Experimenten hohe Proteinausbeuten im
Expressionssystem BL21(DE3)pLysS pETTrxla erzielte und ebenfalls eine Abspaltung des
His-Tags von CadC mittels TEV-Protease moglich ist. Die Reinigung von CadC,.jo; und
CadC;.150 im Expressionssystem BL21(DE3)pLysS pETTrxla erzielte Proteinmengen von 2
mM fiir CadC;.jp7und 800 uM fiir CadC;_;s59 (Abb. 17, Spur 3; Tab. 5).

kDa 1 2 3
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Abb. 17: SDS-Gel nach Reinigung von CadCi,s¢ iiber Affinititschromatographie und
Gelfiltration. CadC,_;5o wurde mit Hilfe von Ni2+—NTA—Afﬁnitétschromatographie und Gelfiltration
wie unter 4.5.2.3 beschrieben gereinigt und ankonzentriert. Gezeigt ist CadC;_jso nach Kultivierung
und Uberproduktion in verschiedenen Expressionssystemen. Spur 1: Standard; Spur 2: CadC,_so
(pET16b-basierendem Expressionssystem), 200 pM; Spur 3: CadC,;so (pETTrxla-basierendem
Expressionssystem), 800 uM
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Sowohl die Rontgenkristallographie als auch die dreidimensionalen Messungen zur NMR-
Strukturauflosung  wurden mit den  CadC-Proteinen nach  Expression in
BL21(DE3)pLysS pETTrxla durchgefiihrt. Die Reinigung von pETTrxla CadC;.;o; und
pETTrxla CadCj.;s9 und die Abspaltung des Thioredoxins mit Hilfe der TEV-Protease
erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Sattler am Lehrstuhl fiir
biomolekulare NMR-Spektroskopie Department Chemie, Technische Universitdt Miinchen.
Um den Reinheitsgrad der Proteinlosung zu steigern, wurde fiir CadC,.;97 und CadC;_;s¢ eine
weitere Reinigung liber Gelfiltration (Sédule: Superdex 75 10/300 GL, GE Healthcare) und
Ionenaustauchchromatographie (Sdule: MonoQ HR 5/5, GE Healthcare) durchgefiihrt.
Proteine mit unterschiedlichen relativen MolekiilgroB3en kdnnen mit dieser Methode getrennt

werden. Die relative MolekiilgroBBe von CadCi.j¢7 betrdgt 12,4 kDa, von CadC;. 59 18,0 kDa.

Tab. 5: Reinigungsstudie mit loslichen CadC-Varianten

Vektor Promotor Tag(s) Protease Proteinkonzentration
pET16b_cadC, o3 T7/1ac N-His Faktor Xa 60 uM
pET16b_cadC,_jo; T7/1ac N-His Faktor Xa 250 uM
pET16b cadCi.i14 T7/1ac N-His Faktor Xa 76 uM
pET16b_cadC,_;s9 T7/1ac N-His Faktor Xa 200 uM
pMalC2-cadCy_;s9 tac/lac N-His Faktor Xa 33 uM
N-MBP
pTcadCy.js9 MalE T7/1ac N-His - 10 uM
C-MBP
pET32a cadCj_;s9 T7/1ac N-His Thrombin 15 uM
N-TrxA
C-His
pETM11 _cadCi.io7 T7/1ac N-His TEV 280 uM
pETMl l_cadC]_|59 T7/1ac N-His TEV 210 MM
pETTrxla_cadC,. o7 T7/1ac N-His TEV 2 mM
N-TrxA
pETTrxla_cadC,.;s9 T7/1ac N-His TEV 800 uM
N-TrxA

5.2.2 Funktionalitit loslicher CadC-Varianten

Die Funktionalitdt der CadC-Varianten CadCi.197 und CadC,.;59 wurde mit Hilfe eines CadA-
Schnelltests im Lysindecarboxylase-Medium (Punkt 4.3.3) iiberpriift. Hierfiir wurde der
Stamm E. coli BL21(DE3)AcadC mit den Plasmiden pET16b-cadC, pET16b (Leervektor),
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pET16b-cadC; 197 und pET16b-cadC;. 59 komplementiert. Fiir CadC;.;97 und CadC,.;s9 konnte
kein Farbumschlag detektiert werden, fiir WT-CadC erfolgte ein Farbumschlag von gelb zu
violett (Abb. 18). Die Kopienzahl von CadC im Wildtyp liegt bei 3-5 Molekiilen pro Zelle
(Ude et al. 2013), durch Induktion kann die Kopienzahl von CadC stark erhoht werden. Nach
Induktion mit IPTG konnte fiir CadC;.1p7 und CadCj.;s9 ein Farbumschlag von gelb nach
violett beobachtet werden (Abb. 18). Fiir eine Aktivierung des cadBA-Operons durch die
l6slichen Varianten CadCi.;o7 und CadC, ;59 wurden hohere Kopienzahlen bendtigt als fiir

WT-CadC.
CadC AcadC CadC,,, CadC,,

- — -— =y
'
+0,5mM
|8 s 8

Abb. 18: Komplementation von BL21(DE3)AcadC durch CadC, CadC;.y; und CadCj 59 im
Lysindecarboxylase-Assay. Die Kulturen wurden in Lysindecarboxylase-Medium {iber Nacht
anaerob bei 37°C kultiviert und der Farbumschlag dokumentiert. Von links nach rechts: CadC,
Negativkontrolle (AcadC), CadC,.jo; und CadCy.s9. A, ohne Induktion B, nach Induktion mit 0,5 mM
IPTG

5.2.3 NMR-Spektroskopie der zytoplasmatischen Doméine von CadC

Um die Struktur und Dynamik der zytoplasmatischen Domdne von CadC zu untersuchen,
wurden NMR-Spektroskopie-Analysen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sattler am
Lehrstuhl fiir biomolekulare NMR-Spektroskopie Department Chemie der Technischen
Universitdt Miinchen von Dr. Andreas Schlundt durchgefiihrt. Biomakromolekiile, wie
Proteine, sind aus einer Vielzahl an unterschiedlichen Nuclei aufgebaut. Mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie kann das Verhalten eines Molekiils auf atomarer Ebene betrachtet werden. Die
Markierung, Reinigung und Ankonzentrierung der CadC-Varianten erfolgte wie unter 4.3 und
4.5.2.3 beschrieben. Die NMR-Spektren von CadC;.;p; und CadCi.;s9 wurden mit der
Software Topspin 3.1 an den Spektrometern Bruker Avance mit 500, 600 und 800 MHz
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Protonenlarmorfrequenz und einem Cryoprobenkopf aufgenommen. Die Resonanzen eines
NMR-Spektrums werden als chemische Verschiebung als Faktor p.p.m. (parts per million)
angegeben. Zundchst wurden zweidimensionale NMR-Spektren von CadCi.j97 und CadC;.;s9
aufgenommen. Als zweidimensionale Methode wurde das 'H,"’N-HSQC (heteronuclear
single quantum correlation)-Spektrum ausgewdhlt, in welchem direkt gebundene 'H- und
'*N- Nuklei korreliert werden (Kwan et al. 2011). Jedes Amid des zu untersuchenden Proteins

kann in einem HSQC-Spektrum dargestellt werden.
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Abb. 19: 1H,ISN-HSQC Spektren von CadC;y; und CadCy.s. Die N-terminale Region von
CadC,.50 weist eine Tertidrstruktur auf, wiahrend die C-terminale Region von CadC,_;s¢ unstrukturiert
und in Losung flexibel ist (markiert in schwarz). CadC,.jo; (markiert in rot) weist eine strukturierte
DNA-bindende Doméne auf und zeigt keine unstrukturierte Region. Dargestellt ist zusétzlich eine
schematische Abbildung der vorhergesagten Sekundirstruktur von CadC;.;o; und CadC, se. Pfeile
markieren p-Stringe, Zylinder repréisentieren o-Helices und Linien stellen unstrukturierte Bereiche

dar. Die Abbildung wurde durch Dr. Andreas Schlundt, Technische Universitdt Miinchen, erstellt.

Das HSQC-Spektrum von CadC .7 zeigte eine gefaltete Domine, dies wurde durch sehr gute
Signaldispersion der Resonanzsignale im Spektrum unterstiitzt (Abb. 19). Da das 'H,'’N-
HSQC-Spektrum von CadC).so keine grofien Unterschiede zu dem 'H,'"N-HSQC-Spektrum

von CadCj_jo7 aufwies, wurde angenommen, dass der zytoplasmatische Linker in CadC keinen

65



5 Ergebnisse

Einfluss auf die Doméanenstruktur der DNA-bindenden Domine von CadC hatte (Abb. 19). Es
konnte eine fast vollstindige Uberlagerung der Resonanzen der Aminosiuren 1-105 in
CadCj.j07 und CadCi.;s9 festgestellt werden. Zusétzliche Resonanzen des Linkers von
CadCj_;s59 sind um die Protonenregion 7,5 bis 8,5 ppm zentriert (schwarze Signale in Abb. 19),
Signale in dieser Region weisen auf fehlende Sekundérstrukturelemente hin (Abb. 19).
AnschlieBend wurden NMR-Resonanz-Untersuchungen mit drei markierten Kernen (‘H, "°N,

1C) durchgefiihrt.
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Abb. 20: 'H,”’C-HNCACB-Planes der Aminosiduren 41-46 der DNA-bindenden Doméne von
CadC im HNCACB-Spektrum. Ca- und CpB-Resonanzen von Ala41 sind schwécher als Ca- und Cf-
Resonanzen von GIn42. Ca-Resonanzen wurden griin gekennzeichnet, Cp-Resonanzen wurden violett
markiert. Die Abbildung wurde durch Dr. Andreas Schlundt, Technische Universitdt Miinchen,

erstellt.

Die Expression von CadCj_jp7 und CadC,.;s9 fand in Minimalmedium, welches mit SNH,CI1
und C-Glukose versetzt wurde, statt (Punkt 4.3). Die Zuordnung der Aminoséurereste in
CadC erfolgte durch Korrelation der Resonanzen benachbarter Reste in einem HNCACB-
Spektrum. In einem HNCACB-Spektrum werden, wie im zweidimensionalen 'H,’N-HSQC-
Experiment, Amidprotonen mit Stickstoffmolekiilen korreliert (Gil-Caballero et al. 2014).
Jedoch wird als dritte Ebene die °C chemische Verschiebung der Ca- und Cp-Resonanzen
eines ausgewdhlten Aminosdurerestes und des vorhergehenden Aminosdurerestes betrachtet.
Co-Kohlenstoffatome zeigen meist stirkere Signale als Cf3-Kohlenstoffatome und die Signale

von Ca-Kohlenstoffatomen und Cp-Kohlenstoffatomen desselben Nucleus sind ebenfalls
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meist stirker als die Signale des benachbarten Nucleus (Gil-Caballero et al. 2014). Daher
konnen stirkere Signale fiir die Cao. und C3 Resonanzen der gleichen Aminosédure beobachtet
werden, als fiir den unmittelbar folgenden Rest (Abb. 20). Eine Ausnahme bilden Proline, die
iiber keine amiden Wasserstoffmolekiile verfiigen.

Nach Zuordnung der Aminosiurereste mittels des Programms CcpNmr Analysis (Vranken et
al. 2005) in CadCi.197 und in CadC,_ ;59 konnten Sekundarstrukturelemente mit Hilfe der B¢
chemischen Verschiebung analysiert werden (Lindeman & Adama 1971). In diesem
Experiment wurde der relative Abstand der Resonanzlinie des zu untersuchenden Proteins zur
Resonanzlinie eines Standards untersucht. Der Resonanzlinie des Standards wird die
chemische Verschiebung 0 zugewiesen (Wishart & Sykes 1994). Als NMR-Standard dienten
die Resonanzlinien von DSS (Natriumsalz der 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsiure), da
DSS hohe Wasserldslichkeit aufweist und die Resonanzen leicht identifizierbar sind (Wishart
& Sykes 1994). Negative Werte der chemischen Verschiebung der zu untersuchenden
Aminosdurereste in Relation zu DSS als Standard weisen auf B-Strdange hin, positive Werte
weisen auf a-Helices hin (Wishart & Sykes 1994). Fiir die Region von As 1-107 konnten fiinf
B-Stringe (negative Werte) und vier a-Helices (positive Werte) identifiziert werden (Abb.
21). Die Region von As 108-159 wies keine Sekundarstruktur auf (Abb. 21). Die
Sekundarstruktur von CadCi.j97 und CadC,.;s9, abgeleitet aus der chemischen Verschiebung,

zeigte einen (3-Strang C-terminal der DNA-Bindedomine (Abb. 21).
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Abb 21: Die Sekundirstruktur von CadC;,¢; und CadC,, 59 abgeleitet aus der sekundiren
chemischen Verschiebung. Zusammensetzung der Sekundérstruktur von CadC;_;s¢ abgeleitet von der
Analyse der kombinierten sekundéren chemischen Verschiebungen von Ca und Cf. Pfeile markieren
B-Strange, Zylinder repréasentieren a-Helices und Linien stellen unstrukturierte Bereiche dar. Abfolgen
negativer Werte der sekundédren chemischen Verschiebung repridsentieren [-Stringe, Abfolgen
positiver Werte deuten auf a-Helices hin. Die Abbildung wurde durch Dr. Andreas Schlundt,

Technische Universitdt Miinchen, erstellt.
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Des Weiteren sollte die Flexibilitdt von CadCi.is59 untersucht werden. Dazu wurde ein 1H,]5N
heteronukleares NOE (Nuclear Overhauser Effect)-Experiment durchgefiihrt. Hetero-NOE-
Effekte reagieren sensitiv auf die Beweglichkeit von Aminosdureresten. Ist diese Bewegung
schneller als die Gesamtbewegung des Proteins, so steigt der Austausch mit gesittigten
Protonen und der Wert sinkt unter 0,8. Dies ist der Fall, wenn sich Aminosaurereste aul3erhalb
von Sekundérstrukturen des Proteins befinden. So weisen strukturierte Doménen auf Werte
von ca. 0,8 hin, geringere Werte implizieren Flexibilitdt im Piko- bis Nanosekundenbereich
(personliche Kommunikation Dr. Andreas Schlundt). Letzteres konnte fiir CadCios.159
beobachtet werden (Abb. 22). Die N-terminale DNA- Bindedomine (As 1-107) wies in
groflen Bereichen keinen Protonenaustausch in diesem Zeitfenster auf (Abb. 22). Jedoch
wurde ein Protonenaustausch fiir die Region zwischen Aminosidure 66-70 vermutet, da ein
deutlicher Abfall der Werte zu erkennen ist (Abb. 22). Dies spricht fiir eine rigide und
kompakte Domine in CadCi.;9p;. Am N-Terminus (As 1-3) und am C-Terminus (As 158-159)
von CadC konnten negative Werte gemessen werden, diese Werte lagen deutlich unter den
Werten von CadCips.157 (Abb. 22). Interessanterweise zeichnet sich der unstrukturierte
Bereich von CadCjs.157 durch eine gewisse Stabilitdt im Vergleich zu frei beweglichen

Aminosduren am N-Terminus aus.

{H}*N

Abb 22: Die Dynamik von CadC,.s¢ im 1H,ISN Hetero-NOE-Experiment. Werte von 0,8 weisen
auf Sekundirstrukturelemente hin, geringere Werte deuten auf flexible Regionen hin. Bei der
Standardabweichungen (markiert in rot) handelt es sich um eine Fehlerfortsetzung, welche sich auf die
GroBenabweichungen der Messpunkte bezieht. Die Abbildung wurde durch Dr. Andreas Schlundt,

Technische Universitdt Miinchen, erstellt.

Um die Flexibilitdt der Region CadCs.159 weiter einzugrenzen, wurden >N-Relaxationsraten
(R; und R>) von CadC.;s59 aufgenommen. Der Vorgang der Relaxation beschreibt das Streben
eines Kernspins nach Anregung (Magnetisierung) zuriick zum Gleichgewichtszustand und

wird als Relaxationszeit angegeben. Die longitudinale Relaxationszeit (7;) bestimmt die Zeit
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nach Anregung der Probe bis der Gleichgewichtszustand parallel zum &uBleren Feld erreicht
wird. Die transversale Relaxationszeit (7) beschreibt den Abbau einer zum magnetischen
Feld senkrechten Polarisation bis zum Gleichgewichtswert und gibt die Beweglichkeit der
Molekiile in ihrer Umgebung an, dies wird als Relaxationsrate R, angegeben. Je stirker die
Beweglichkeit der Probe eingeschrinkt ist, desto geringer ist 7> (Bloembergen et al. 1948).
GroB3e Molekiile, z. B. Proteine, zeigen in Losung eine geringe Beweglichkeit, dies spiegelt
sich in hohen 7;- und geringen 7>-Werten wieder (Kay et al. 1989). Die Messungen wurden
bei 600 MHz 1H Larmorfrequenz durchgefiihrt. Die longitudinalen Relaxationswerte (R;)
waren fiir CadC;.197 und CadCj_;s9 sehr dhnlich (Abb. 23). Transversale Relaxationswerte (R;)
unterlagen in CadC.;s9 Schwankungen (Abb. 23). Die Region CadCips.159 zeichnete sich
durch einen geringeren Grad an transversaler Relaxation aus, die longitudinale
Relaxationsrate zeigte geringere Schwankungen (Abb. 23 A und B).

Da die Relaxationszeiten von der Grofe eines Molekiils abhidngig sind, konnen
Relaxationsexperimente Aufschluss iiber Grofle und Homodimerisierung eines Proteins geben
(Kay et al. 1989). Zur Groflenbestimmung wird die totale Korrelationszeit (fotal correlation
time t;) aus R; und R, bestimmt (Farrow et al. 1994). Die Kalkulation des Molekulargewichts
von CadC,_jo7 aus 7. erfolgte mittels einer Protein-Eichgeraden (personliche Kommunikation
Dr. Andreas Schlundt). Allerdings stehen die Relaxationsdaten nur fiir gefaltete
Proteindoménen in direktem Verhéltnis zum Molekulargewicht. Daher konnte 7. fiir CadC,.;¢7
und nicht fiir die unstrukturierte Linkerregion in CadC (As 108-158) bestimmt werden
(Abb. 23 C). Das kalkulierte Molekulargewicht von CadC;.197 (13,4 + 2,2 kDa) entsprach dem
theoretischen Molekulargewicht von 12,4 kDa und CadC,.;o7 lag im Relaxationsexperiment in
Losung als Monomer vor. Die totale Korrelationszeit von 7; und 7, resultierte in
unterschiedlichen Beweglichkeitsmustern von CadCjos.159 im Vergleich zu CadC,.;¢;. Fiir die
Aminosdurereste 108-159 des zytoplasmatischen CadC-Linkers (z. ~ 5,5 ns) konnte eine
stiarkere Rotation verzeichnet werden, als fiir die Aminosdurereste 1-107 der DNA-bindenden
Domine (7. ~ 8,2 ns) (Abb. 23 C). Diese Beobachtung implizierte, dass der zytoplasmatische
Linker in CadC keine Sekundirstruktur aufwies und sich durch geringe Rigiditit

auszeichnete.
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Abb 23: Relaxationsdaten zur Rigiditit von CadC,,s. A, Longitudinale >N-Relaxationsdaten (R))
von CadCy_s. B, Transversale °N-Relaxationsdaten (R,) von CadCy.iso. C, Total correlation time (z.)
aus R; und R, von CadCiig; (7. 8.2 =1.5 ns) basierend auf CadCiiso. Das kalkulierte
Molekulargewicht von CadC,.io7 betrug 13,4 + 2.2 kDa. Die Standardabweichung (< 2,6 ns) von z.
beruht auf der Fehlerfortpflanzung der Fitfehler fiir die Relaxationsraten-Standardabweichungen in R;
und R,. Die Abbildung wurde durch Dr. Andreas Schlundt, Technische Universitat Miinchen, erstellt.

Die Strukturberechnung der DNA-bindenden Doméne von CadC (CadCi.97) basierend auf
2021 zugeordneten NOEs erfolgte mit Hilfe der Software CYANA3 (Giintert 2004).
Basierend auf NOEs und Winkelinformationen aus der Zuordnung von CadCjjo; wurden
automatisch 100 Strukturen berechnet. Anschlieend fand die computergestiitzte Auswahl der
20 energiedrmsten Strukturen von CadCj o7 statt. Insgesamt wurde der Rechenprozess 15-mal
wiederholt, wobei zunehmend NOEs aus sichtbaren Sekundirstrukturen miteinbezogen
wurden. Die derzeitige Qualitit der Konvergenz der NMR-Struktur von CadC;_jo7 liegt bei
0,46 backbone RMSD (root-mean-square deviation). RMSD gibt den durchschnittlichen

Abstand zwischen Atomen an.
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Abb 24: NMR-Struktur von CadCy.o7. A, Stereo-Ribbon-Ansicht der NMR-Struktur von CadC;._;o7.
Gezeigt ist ein Ensemble der 20 energiedrmsten Strukturen errechnet durch das Programm Cyana
(Giintert 2004) mit den Aminoséduren 4-107. Der Proteinriickgrat-RMSD betrédgt 0.46. * kennzeichnet
Bereiche mit geringerer Konvergenz B, Cartoon-Ansicht der energiedrmsten Struktur von oben mit
farbkodierten Sekundarstrukturelementen (rot: a-Helix; gelb: p-Strang; griin: unstrukturierte Region).
Abgebildet ist die komplette Struktur. Der C-Terminus (C) und der N-Terminus (N) sind
gekennzeichnet. Alle Abbildungen wurden mit dem Programm Pymol (DeLano 2002) erstellt.
CadCi.;7 wurde mittels Ni2"-NTA-Afﬁnit%itschromatographie, Gelfiltration und Ionenaustausch-
chromatographie wie unter 4.5.2.3 beschrieben gereinigt. Fraktionen der Gelfiltration, bzw. der
Ionenaustauschchromatographie wurden vereinigt, auf 800 uM Proteinlosung ankonzentriert und fiir
NMR-Messungen verwendet. Insgesamt wurden 2021 zugeordnete NOEs fiir die Strukturberechnung
verwendet. Die NMR-Spektroskopie und die Strukturauswertung wurden am Lehrstuhl fiir
biomolekulare NMR-Spektroskopie der Technischen Universitdt Miinchen von Dr. Andreas Schlundt
durchgefiihrt.

Die NMR-Struktur von CadCj_jp7 umfasste ein ,,winged Helix-Turn-Helix“-Motiv und N- und
C-terminale B-Faltblattstrukturen (Abb. 24). Fiir die CadC-Linkerregion in CadCj ;59 konnte
aufgrund der Dynamik des Linkers und fehlender Sekundirstrukturelemente keine
einheitliche NMR-Struktur festgelegt werden. Die Stereo-Ribbon-Ansicht der NMR-Struktur
von CadCj o7 zeigte weniger Konvergenz in den Bereichen um Aminosdure N65 und um
Aminosdure D85 in CadC. Diese zwei Bereiche zeichneten sich durch verstiarkte Flexibilitét
im Hetero-NOE-Experiment aus und sind potentiell beweglicher als andere Bereiche der
DNA-bindenden Domine in CadC. Aufgrund der verstirkten Flexibilitdt konnten diese
Bereiche an der DNA-Bindung beteiligt sein.
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5.2.4 Rontgenkristallographie der DNA-Bindedoméne von CadC

Die DNA-Bindedoméne von CadC (CadC,.;97) wurde wie unter 4.5.2.3 beschrieben gereinigt
und ankonzentriert. AnschlieBend wurde die CadC,.7-Proteinlésung (25 mg/mL) mit Hilfe
des Pipettier-Robotors Mosquito Nanodrop Dispenser (TTP Labtech) an der X-ray
Crystallography Plattform des Helmholtz-Zentrum Miinchen in 96 Well-Mikrotiterplatten
pipettiert und mit verschiedenen Fillungsreagenzien versetzt. Die Platten wurden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Ldslichkeit des Proteins wird herabgesetzt, indem die
Konzentration der Féllungsreagenzien hoher vorliegt als die eingesetzte Proteinkonzentration.
Nach etwa einer Woche entstanden mit 10 mM Zinksulfat; 10 mM MES pH 6,5 und 25%
Polyethylenglycol (PEG) 550 Methylmonoether (MME) Kristalle. Um groflere Kristalle zu
erhalten, wurden die Kristallisationsbedingungen veréndert: 10 mM Zinksulfat, 10 mM MES
pH 6,5 und 27,5% PEG 550 MME. Zusitzlich fand eine Derivatisierung der Kristalle mit
Schwermetall statt [(TasBri,)* x2Br ]. Der Kristall, der am Synchroton vermessen wurde ist
in Abb. 25 A unter dem Mikroskop dargestellt. Die Kristallstruktur von CadC.;¢7 konnte mit
einer Aufldsung von 2,0 Angstrom geldst werden (Abb. 25 B). Die Messung wurde von Dr.
Andreas Schlundt und Dr. Robert Janowski am deutschen Elektronen-Synchroton DESY der
Helmholtz-Gemeinschaft in Hamburg durchgefiihrt. Die Kristallstruktur von CadC,.;¢7 zeigte,
wie auch die NMR-Struktur, ein ,,winged Helix-Turn-Helix“-Motiv (Abb. 24 und 25), wie es
Transkriptionsregulatoren der OmpR-Familie besitzen. In CadC;.;o; werden drei a-Helices N-
terminal von vier antiparallelen $-Strdngen und C-terminal von drei antiparallelen $-Stringen
flankiert. Der dritte C-terminale -Strang (f-Strang 7) in CadCj.jo7 stellt eine Besonderheit
innerhalb der Familie der OmpR-dhnlichen Transkriptionsregulatoren dar, da die Topologien
der OmpR-dhnlichen Regulatoren nur zwei C-terminale 3-Stringe aufweisen (Abb. 25). pB-
Strang 7 ist am Ubergang zwischen DNA-bindender Domine und zytoplasmatischer
Linkerregion lokalisiert und konnte aufgrund der exponierten Lage in die Stabilisation bei der
DNA-Bindung involviert sein. Wie in PhoB (Blanco et al. 2002) wird das Helix-Turn-Helix-
Motiv in CadC von den Helices a2 und a3 und der dazwischenliegenden a-Schleife gebildet.
Helix a3 interagiert in PhoB mit der groen Furche der DNA, eine Linkerregion zwischen

zwel B-Strangen (B-Strang 5 und 6) interagiert mit der kleinen Furche der DNA.
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Abb. 25: Kristallisation von CadCy,¢;. Die DNA-bindende Doméne von CadC (CadCy.jp7) wurde
mittels Ni**-NTA-Affinititschromatographie und Gelfiltration wie unter 4.5.2 beschrieben gereinigt.
Die Messung der Streuung des Kristalls wurde am X-ray Crystallography Plattform des Helmholtz-
Zentrums Miinchen durchgefiihrt. A, Die Abbildung zeigt einen CadCi.jo;-Kristall unter dem
Mikroskop, der Kristall entstand in Gegenwart von 10 mM Zinksulfat; 10 mM MES pH 6,5 und
27,5% PEG 550 MME. B; Die Kiristallstruktur von CadC; ;o; konnte mit einer Auflosung von 2.0
Angstrom gelost werden. CadCy o7 setzt sich aus einem ,,winged Helix-Turn-Helix“ DNA-Bindemotiv
(a-Helix 1, a-Helix 2, und o-Helix 3) und N-terminalen (B-Strang 1, p-Strang 2, -Strang 3 und -
Strang 4) und C-terminalen p-Faltblattstrukturen (B-Strang 5, p-Strang 6 und p-Strang 7) zusammen.
Der C-Terminus (C) und der N-Terminus (N) sind gekennzeichnet. Abbildung 25A wurde am
Lehrstuhl fiir biomolekulare Spektroskopie am Department Chemie der Technischen Universitét
Miinchen von Dr. Andreas Schlundt aufgenommen, Abbildung 25B wurde mit dem Programm Pymol
(DeLano 2002) erstellt.

5.2.5 CadCj.j97 und CadCy_ 50 liegen als Monomere vor

Unstrukturierte Linker spielen bei der Oligomerisierung und damit bei der Reizweiterleitung
eine wichtige Rolle in Prokaryoten (Little ef a/. 2012). In fritheren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass CadC als Homodimer agiert und die Dimerisierung iiber die periplasmatische
Domine in CadC vermittelt wird (Eichinger ef al. 2011; Haneburger ef a/. 2011; Lindner &
White 2014). Um zu untersuchen, ob die CadC-Linkerregion an der Oligomerisierung der
zytoplasmatischen DNA-bindenden Domine beteiligt ist, wurden Static Light Scattering
(SLS)-Messungen am Lehrstuhl fiir biomolekulare NMR-Spektroskopie der Technischen
Universitat Miinchen von Dr. Andreas Schlundt durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der
Kalkulation des Molekulargewichts eines Molekiils abhiangig von den Eigenschaften der
spezifischen Lichtstreuung in Losung (Zimm 1948). Fir CadCj 97 und CadC, 59 konnte
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Homogenitit der Probe festgestellt werden, da beide Proteine im Gelfiltrationsprofil einen
einzelnen UV-Peak aufwiesen (Abb. 26 A und B). Der Brechungsindex zeigte bei einer
Konzentration von 5 mg/mlL, dass CadC; ;o7 und CadCj ;s unabhingig von dem Linker in
CadC monomerisch vorlagen (Abb. 26 A und B). Das kalkulierte Molekulargewicht mittels
der OmniSEC Software (www.malvern.com) von CadCjjo7; (12,6 kDa) und CadCjs¢
(18,3 kDa) entsprach den theoretischen Molekulargewichten (siehe Legende Abb. 26). Es
findet unabhingig von der Linkerregion keine Oligomerisierung der zytoplasmatischen

Domine von CadC statt.

A ;‘;gg"MWﬂZ\-G kDa 1200 Abb. 26: Untersuchung der Oligomerisierung von
1600 - A sg 1000 R CadCy.9; und CadCys mittels Static light Scattering.
% 1:32 4_~_ :g 800 z UV-Absorption (blaue Kurve) und Brechungsindex (rote
E 400 - 15} 600 g Kurve) im analytischen Gelfiltrationschromatogramm
07 - 400 von CadCy.j97 (A, theoretisches Molekulargewicht 12.6
:gg T 200 kDa, 5 mg/mL) und CadC,;5s (B, theoretisches
“CadC, .y . Molekulargewicht 18.3 kDa, 5 mg/mL) mit mittels der
B 16007 jyy=18.3 kDa 1200 OmniSEC Software (www.malvern.com) ermittelten
-~ 1000 Molekulargewichten. Der Pfeil markiert den Peak und
600 — die Kurven zum Molekulargewicht wurden mit einem
g 800+ o0 ;; bindrem Logarithmus (log;MW) ermittelt. Es wurde eine
E 400 3 semi-analytische SD200 Séule mit einem Volumen von
400 23 mL (GE Healthcare) verwendet. Die Abbildung
" L wurde von Dr. Andreas Schlundt, Technische

-400 . CadC,, . S0 Universitat Miinchen, angefertigt.
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5.3 Interaktion von CadC mit der DNA

Die Struktur der DNA-Bindedoméine von CadC konnte mittels NMR-Spektroskopie und
Rontgenkristallographie gelost werden (vgl. 5.2.3 und 5.2.4). Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde anschlieBend eine gerichtete Mutagenesestudie des DNA-Bindemotivs
von CadC durchgefiihrt, um Aufschluss iiber Protein-DNA Interaktionsstellen zu erhalten.
AuBerdem wurde der Bindemechanismus von CadC an die DNA und die Fahigkeit der
verkiirzten CadC-Varianten CadCj ;o7 und CadCj 59 zur Bindung an die DNA untersucht.

Dazu wurde in einem ersten Schritt die Bindung von CadC;_jo7 und CadCj_ 150 an P 4484 mit
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Hilfe von Gel-Retardationsexperimenten analysiert (Punkt 4.5.8). Um genauere Aussagen zur
Bindekinetik treffen zu konnen, wurde eine Charakterisierung der
CadCy.107:Pcaaps- und CadCj_is59:P.ugp4-Interaktion mittels NMR-Spektroskopie analysiert.
Ferner wurden Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie-Experimente (SPR-Surface
Plasmon Resonance) durchgefiihrt (Punkt 4.5.9) und die Kinetik zu CadCi.107:Pcaana,
CadCj.159:Pcuaps, und der Varianten CadCi.jo; E30R:P.us34 und CadCi.jop7 R96A:P..4p4
aufgenommen. Um den Einfluss der RNA-Polymerase (RNAP) auf die Bindung von 16slichen
CadC-Varianten an P..s54 zu untersuchen, wurden Bindekinetiken mit der a-Untereinheit der
RNA-Polymerase (RNAPa) vorgenommen. AufBlerdem wurde der Einfluss der

chromosomalen Lokalisation von cadC zu P44 auf die cadBA-Expression untersucht.

5.3.1 Gel-Retardationsexperimente von CadCj.197 und CadCj.;59 auf P54

Die Gel-Retardationsexperimente wurden mit gereinigtem CadC als Positivkontrolle und mit
den gereinigten Varianten CadCj.jo; und CadC,.;s9 in steigenden Konzentrationen (0 nM -
2400 nM) durchgefiihrt. Als DNA-Fragmente dienten 6-Fam markierter cadBA-Promotor
(umfasste die Sequenz von bp -328 bis +72 der cadBA-Promotorregion) und ein 6-Fam
markiertes Kontrollfragment (umfasste 258 bp im kodierenden Bereich von lysP). Der cadBA-
Promotor konnte durch CadC gebunden werden, die Bindung an das Kontrollfragment durch
CadC war deutlich schwicher (Abb. 27). Die Varianten CadC,.jo; und CadCi.;s9 zeigten
sowohl an den cadBA-Promotor als auch an das unspezifische Kontrollfragment /ysP Bindung
(Abb. 27). Die Bindung der 16slichen CadC-Varianten CadCi.jo7 und CadCi.;s9 an das
unspezifische DNA-Fragment war stirker ausgeprigt war als die Bindung des Membran-
integralen Wildtyp-Proteins CadC an das unspezifische DNA-Fragment. Jedoch waren keine
Unterschiede in der Bindung von CadC, CadC,.;p; und CadC,.;s9 an den cadBA-Promotor zu
beobachten (Abb. 27).
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Abb. 27: Bindung von CadC, CadCi.107 und CadCj.js0 an Peap4 und ein Kontrollfragment (lysP)
in vitro. 6-FAM markierte DNA-Fragmente des P4 oder des Kontrollfragments wurden mit
gereinigtem His;p-CadC, His;o-CadC,_197 bzw. His p-CadCy_ ;50 in steigenden Konzentrationen zwischen
0 und 2400 nM inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte auf einem 7,5%-igen (w/v) TAE
gepuffertem Polyacrylamid-Gel und wurde wie beschrieben (vgl. 4.5.8) visualisiert. Freie DNA-
Fragmente konnten bei den Experimenten in das Gel einlaufen, DNA-CadC-Komplexe verblieben
aufgrund der groferen Masse in den Taschen bzw. wanderten nur geringfiigig in das Gel ein. Der

schwarze Pfeil indiziert nicht-gebundene DNA, der rote Pfeil indiziert durch CadC gebundene DNA.

5.3.2 NMR-Studien zur DNA-Bindung

Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie kénnen Interaktionen zwischen Proteinen und Liganden
untersucht werden (Cavanagh 2007). Bindet ein Ligand an das zu untersuchende Protein, so
verschiebt sich das Resonanzprofil aufgrund der verinderten Umgebung der Kerne
(Heydenreich 2013). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Bindung von CadCj.jo7 und von
CadCy1s9 an P.gps (Ligand) mit Hilfe der NMR-Spektroskopie am Lehrstuhl fiir
biomolekulare NMR-Spektroskopie der Technischen Universitit Miinchen untersucht werden.

Dafiir wurden 'H,"N-HSQC-Spektren mit unterschiedlichen Konzentrationen des Liganden
76



5 Ergebnisse

aufgenommen. Um die GroBe des Protein-DNA-Komplexes in den NMR-Experimenten
gering zu halten, wurde ein 17 bp groBes Fragment aus P.ups [enthielt das
Wiederholungsmotiv (TAAACATTAAATGTTTA) der Cadl Bindestelle, eingesetzt als
Doppelstrang, ca. 11 kDa] ausgewihlt, welches die Bindestelle Cadl umfasste und
monomerische Bindung von l6slichen CadC-Varianten ermdglichen sollte. Die “N-
Markierung, Reinigung und Ankonzentrierung der CadC-Varianten erfolgte wie unter 4.3 und
4.5.2.3 beschrieben. Die Generierung der DNA-Doppelhelix erfolgte wie unter 4.5.9
beschrieben. Steigende Konzentrationen an doppelstrangiger P..q54-DNA wurden im NMR-
Experiment zu 300 uM BN-CadCy.197 bzw. 300uM BN-CadCy_;so titriert. P.,gp4+-DNA wurde
mm Verhaltnis 1:0; 1:0,125; 1:0,25; 1:0,5; 1:1,1; 1:1,25 und 1:1,58 zu CadCj.1s9 titriert. Die
NMR-Spektren von CadCj ;o7 (blaue Peaks) und CadC, 59 (schwarze Peaks) mit P_z4
wurden anschlieBend tiberlagert (Abb. 28). Die Bindung von CadCi-107 und CadCi.159 an das
spezifische P.p4-DNA-Fragment fithrte zu Linienverbreitung der Resonanzen. Dies
implizierte, dass CadC;jo7 und CadCjso das DNA-Bindemotiv erkannten (Abb. 28).
Aminoséurereste, welche nicht an der Bindung an die DNA beteiligt waren, bzw. nicht Teil
der kompakten Struktur waren, sind in blau (fiir CadC;.197) und schwarz (fir CadC;_;so)
erkennbar. Die C-terminale Linkerregion in CadC; ;s war nicht an der DNA-Bindung

beteiligt (Abb. 28).
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Abb. 28: Interaktion von CadCy;o; und CadCy,50 mit dem cadBA-Promotor. Uberlagerung der
"H,’N-HSQC Spektren von CadCy.197 (300 uM, blaue Peaks) und CadCy_ys50 (300 pM, schwarze Peaks)
nach Titration von steigenden Konzentrationen P,;3,--DNA (17 bp). Die C-terminale unstrukturierte
Doméne von CadCj.;se ist nicht in die Bindung an P_,z4 involviert. Die Abbildung wurde von Dr.
Andreas Schlundt, Technische Universitit Miinchen, angefertigt.
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Ferner wurde die Bindung von CadC;j ;50 an ein unspezifisches DNA-Fragment (17 bp in der
kodierenden Sequenz von /ysP) analysiert. Dafiir wurden "H,""N-HSQC Spektren von CadC;.
150 ohne DNA, mit P.,s84-DNA (P aap4-DNA-Fragment, 17 bp) und mit unspezifischer DNA
(IysP-DNA-Fragment, 17 bp) aufgenommen. /ysP-DNA wurde im Verhaltnis 1:0; 1:0,125;
1:0,25; 1:0,5; 1:0,79; 1:1,1 und 1:1,22 zu CadCj.is9 titriert. P..s3+~-DNA wurde erneut im
Verhiltnis 1:0; 1:0,125; 1:0,25; 1:0,5; 1:1,1; 1:1,25 und 1:1,58 eingesetzt. Die Uberlagerung
der Spektren zeigte, dass CadCj.150 sowohl an das spezifische DNA-Fragment als auch an das
unspezifische DNA-Fragment bindet (Abb. 29). An der Bindung von CadCj.159 an P54 und

an /ysP waren die gleichen Aminoséurereste involviert (Abb. 29).
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Abb. 29: CadCy,s bindet unspezifisch an DNA. Uberlagerung der 'H,”"N-HSQC Spektren von
CadCy.1s0 ohne DNA, mit P,45,-DNA (17 bp) und mit unspezifischer DNA (/ysP-DNA-Fragment, 17
bp). Die N-terminale Region von CadC;sy (schwarze Peaks) weist eine Tertidrstruktur auf, die
Bindung an P4p4 filhrte zur Linienverbreitung. Ungebundene Aminosdurereste sind im Spektrum
nach Zugabe von Pcuss (tote Peaks), bzw. unspezifischer DNA (grine Peaks) zu erkennen. Die

Abbildung wurde von Dr. Andreas Schlundt, Technische Universitit Miinchen, erstellt.
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Die chemische Verschiebung reagiert sehr sensitiv auf Verdnderungen der Umgebung des zu
untersuchenden Nukleus. Diese Verdnderungen treten bei Konformationsdnderungen des
Proteins auf, jedoch fithren auch Interaktionen mit Liganden zu Verdnderungen der
chemischen Verschiebung (chemical shift pertubation-CSP) (Heydenreich 2013). Zur Analyse
von Aminoséduren in CadC,_;s9 die potentiell an der Bindung an DNA involviert sind, wurden
die Verdnderungen der chemischen Verschiebung nach Zugabe eines Liganden - in diesem
Experiment wurde ein spezifisches cadBA-Promotor-Fragment von 17 bp verwendet -
untersucht. Dazu wurden Unterschiede zwischen gebundenen und freien Aminosdureresten
nach Titration von DNA beobachtet (Williamson 2013). Zunichst wurde ein 'H,"’N-HSQC-
Spektrum von CadC,_js9 aufgenommen, nach Zugabe von DNA wurden Verdnderungen der
chemischen Verschiebung der Aminosdurereste dokumentiert. Aminosduren mit groflen
Unterschieden sind nahe an der Interaktionsfliche zwischen Protein und Ligand lokalisiert.
Daher kénnen Aminosdurereste mit groBen Verdnderungen der chemischen Verschiebung als
potentielle Proteinbindestellen an einen Liganden betrachtet werden (Williamson 2013). Der
zytoplasmatische Linker in CadCj.;s9 ist nicht an der DNA-Bindung beteiligt (Abb. 30). In der
DNA-bindenden Doméne von CadCi.s59 wiesen Aminosdure 190-V104 und in der
Erkennungshelix 3 die Aminosdurereste H66-T69 und E74-R76 groBe Unterschiede der
chemischen Verschiebung auf (Abb. 30).

R : . ol
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Abb. 30: Verinderung der chemischen Verschiebung von Aminoséiureresten in CadC,_ ;59 nach
Zugabe von P_p4-DNA. Interaktion mit P,z konnte iiber Verdnderungen in der chemischen
Verschiebung (CSP - 8A) von Aminosdureresten in CadCy.sy detektiert werden. Potentielle
Bindestellen an P44 sind um Aminosdure 90-104, H66-T69 und E74-R76 in CadC,_ 5o lokalisiert.
Die Abbildung wurde von Dr. Andreas Schlundt, Technische Universitdt Miinchen, erstellt.
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5.3.3 Einfluss von Aminosiuresubstitutionen auf die Interaktion mit DNA

Sowohl die Kristallstruktur als auch die NMR-Struktur der DNA-Bindedomédne von CadC
wurden in dieser Arbeit gelost. Im Folgenden sollten mogliche Kontaktstellen von CadC mit
der DNA identifiziert werden. Um geeignete Aminoséurereste in CadC fiir eine gerichtete
Mutagenese-Studie auszuwihlen, wurden basierend auf der Struktur von CadC,.1¢7 (vgl. 5.2.3
und 5.2.4) auch die Ergebnisse aus den NMR-Studien von CadC;.;s9 nach DNA-Zugabe
hinzugezogen (vgl. 5.3.2). Der zytoplasmatische Linker ist nicht in die Bindung an DNA
involviert, daher wurde auf Aminosdurereste der DNA-bindenden Domidne von CadC
fokussiert (vgl. 5.3.2). Besonders geladene Aminosduren sind in Proteinen als Kontaktstellen
mit der DNA préidestiniert (Luger ef al. 1997). In einem ersten Schritt wurden diese in CadC
gegen Alanin substituiert. AnschlieBend wurden ausgewidhlte Aminosdurereste in CadC gegen
weitere Aminosduren ausgetauscht. Die Aminosduren R7, E10, R22 und R25 sind in CadC in
N-terminalen B-Stringen (p-Strang 1-4) und den verbindenden Schleifen lokalisiert. Im
Bereich der Helix a1l und o2 wurden die Aminosiurereste E30, R32, E46, R50, R60 und V63
gegen Alanin ausgetauscht. Da die Helix a3 mit der groBen Furche der DNA interagiert,
wurden zusitzlich die Aminosduren N65, H66, T69 und E74 in der Erkennungshelix a3 von
CadC ausgewdhlt. Die Aminosduren H66, T69 und E74 in CadC zeigten auch in den NMR-
Messungen nach DNA-Zugabe grofle Unterschiede in der chemischen Verschiebung und
konnten Protein-DNA-Interaktion vermitteln (vgl. 5.3.2). Die Aminosduren D81, N82, D83,
E84 und D85 liegen in einer unstrukturierten Schleife, die C-terminal der Erkennungshelix a3
lokalisiert ist. In PhoB interagiert eine Linkerregion zwischen zwei (-Stringen (f3-Strang 5
und 6) mit der kleinen Furche der DNA (Blanco ef al. 2002). Auch in CadC ist dieser Bereich
fiir Protein-DNA-Wechselwirkungen zugénglich. Daher wurden in CadC abschlieBend die
Aminosduren K95, R96 und Y98, die zwischen p-Strang 5 und 6 liegen, gerichtet
ausgetauscht.

Fiir die Charakterisierung der CadC-Varianten wurde der E. coli lacZ Reporterstamm EP314
mit den korrespondierenden Plasmiden transformiert und die f-Galaktosidase-Aktivitdt von
Zellen, welche in KE-Minimalmedium unter induzierenden und nicht induzierenden

Bedingungen kultiviert wurden, bestimmt (Punkt 4.3.1).
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Abb. 31: Einfluss von Aminosiiuresubstitutionen des DNA-Bindemotivs in CadC auf die
Expression des cadBA-Operons. A, Dargestellt ist eine schematische Abbildung der
Sekundarstruktur von CadCy.;9; (DNA-Bindedomaéne). Die Positionen der Aminosaureaustausche in
der DNA-Bindedomine wurden markiert. Pfeile markieren B-Stringe, Zylinder reprisentieren o-
Helices und Linien stellen unstrukturierte Bereiche dar. Die Abbildung wurde nach Dr. Andreas
Schlundt, Technische Universitdt Miinchen, modifiziert. B, Quantifizierung der cadBA4-Transkription
in E. coli EP314 unter Verwendung des Reportergens /acZ. Die Zellen wurden in KE-Minimalmedium
bei pH 5.8 und pH 7.6 unter Zugabe von 10 mM Lysin bis zur logarithmischen Wachstumsphase
kultiviert und die p-Galaktosidase-Aktivitat nach Miller (1972) bestimmt. Es wurden jeweils drei

unabhéngige Experimente ausgewertet.

Sowohl CadC-Varianten (CadC R7A, CadC E10A, CadC R22A) in N-terminalen f-
Strangen (pB-Strang 1-3) und den verbindenden Schleifen als auch die CadC-Varianten
CadC_E46A und CadC E52A in der a-Helix 1 induzierten die cadBA-Expression unter
induzierenden Bedingungen, unter nicht-induzierenden Bedingungen fand keine cadBA-
Expression statt (Abb. 31). Auch zwei CadC-Varianten mit Aminosauresubstitution in der
Erkennungshelix a3 (CadC N65A, CadC E74A), CadC-Varianten mit Aminoséiure-
substitutionen eines negativ geladenen Clusters (CadC N82A, CadC D83A, CadC ES84A,
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CadC _D85A) und die Variante CadC_Y98A in (-Strang 6 induzierten die cadBA-Expression
wie WT-CadC (Abb. 31). Die NMR-Struktur von CadC,.¢7 zeigte weniger Konvergenz und
verstarkte Flexibilitdt in den Bereichen um Aminosdaure N65 und um Aminosdure D85,
dennoch wurde die Bindung an DNA nicht durch N65 und D85 in CadC vermittelt (vgl.
5.2.3). Die Varianten CadC_R25A in -Strang 4, CadC R32A in a-Helix 1, CadC_R50A in
a-Helix 2, CadC_R60A und CadC V63A in einer Schleife zwischen a-Helix 2 und a-Helix
3, CadC H66A und CadC T69A in der Erkennungshelix a3, CadC D81A in einer C-
terminalen Schleife und die Varianten CadC K95A und CadC R96A in einer Schleife
zwischen P-Strang 5 und 6 konnten die cadBA-Expression unter keiner Testbedingung
induzieren (Abb. 31). Diese Ergebnisse suggerieren eine Rolle der Aminosduren R25, R32,
R50, R60, V63, H66, T69 D81, K95 und R96 in der Interaktion von CadC mit der DNA.

Die Variante CadC_E30A induzierte die cadBA-Expression unabhingig vom pH-Wert (Abb.
31). Die PB-Galaktosidase-Aktivitit lag fiir CadC E30A bei pH 5,8 und Anwesenheit von
Lysin bei 415 (+ 45) Miller-Units, bei pH 7,6 und Anwesenheit von Lysin bei 392 (+ 48)
Miller-Units (Abb. 31). Wurde an Position 30 in CadC Glutamat zu Aspartat substituiert, so
fand keine cadBA-Expression statt (Abb. 31). Im Gegensatz dazu aktivierte die Variante
CadC_E30R die cadBA-Expression unabhingig von pH-Wert und der Anwesenheit von Lysin
(Abb. 31). Die B-Galaktosidase-Aktivititen lagen bei pH 5,8 ohne Lysin bei 382 (+ 47)
Miller-Units, bei pH 5,8 und Anwesenheit von Lysin bei 608 (+ 9) Miller-Units, bei pH 7,6
ohne Lysin bei 415 (+ 44) Miller-Units und bei pH 7,6 und Anwesenheit von Lysin bei 615 (+
35) Miller-Units (Abb. 31).

CadC D81 ist in einem Bereich von CadC lokalisiert, welcher mit der grofen Furche der
DNA interagiert (Abb. 31). CadC D81A konnte die cadBA-Expression unter allen
Testbedingungen nicht induzieren (Abb. 31). Die Variante CadC DS8IN fiihrte zu einer
partiellen cadBA-Expression unter induzierenden Bedingungen (Abb. 31). Die f-
Galaktosidase-Aktivitidt durch CadC_D8IN lag fiir pH 5,8 und Anwesenheit von Lysin bei
184 (+ 26) Miller-Units (Abb. 31). Wurde an Position 81 in CadC Aspartat zu Glutamat
substituiert, so fand keine cadBA-Expression statt (Abb. 31). Weniger die Ladung an Position
81 als die GroBe der Aminosdureseitenkette war flir die cadBA-Expression von Bedeutung.
Alle CadC-Varianten wurden wie Wildtyp-CadC produziert und in die Membran integriert
(Daten nicht gezeigt).

Konstitutive Aktivierung der cadBA-Expression durch CadC E30R (Abb. 31) konnte
aufgrund gesteigerter Affinitit zu P.gp4 erfolgen. Diese Hypothese sollte in einem

Lysindecarboxylase-Schnelltest untersucht werden (Punkt 4.3.3). Zusitzlich wurde eine
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CadC-Variante analysiert, die die cadBA-Expression nicht induzierte und daher auch an die
Bindung an die DNA beteiligt sein konnte. Dafiir wurde die Variante CadC R96A
ausgewahlt. AnschlieBend wurden die Konstrukte CadC; o7, CadCi.;s9, CadCj_197 E30R,
CadCj.107_R96A, CadC,.;59 E30R, CadC;.159 R96A untersucht.

Sowohl fir CadCi.jp; als auch fur CadC,.;s9 konnte in diesem Testverfahren erst nach
Uberproduktion CadA-Aktivitit mittels eines Farbumschlages von gelb zu violett beobachtet
werden (Abb. 32). Fiir die Varianten CadC,.;o; E30R und CadC,.;s9 E30R erfolgte der
Farbumschlag nach violett auch ohne Uberproduktion (Abb. 32). CadCi.;p7 R96A und
CadCj.;59 R96A bewirkten auch nach Induktion mit 0,5 mM IPTG keinen Farbumschlag zu
violett (Abb. 32). Dies konnte aus verringerter Affinitdit von CadC R96A zu P..4
resultieren. Da durch die Varianten CadC;.p; E30R und CadC;.;s9 E30R auch ohne
Uberproduktion ein Farbumschlag des Lysindecarboxylase-Mediums erfolgte, konnte sich die
konstitutive Aktivierung durch die Variante CadC _E30R aufgrund gesteigerter Affinitdt zum

cadBA-Promotor ereignen.

CadC CadC,,, CadC,, CadC,,, CadC,, CadC, i
_E30R _R96A _E30R _R96A

>
nicht induziert

+0,5mM IPTG

Abb. 32: Komplementation von BL21(DE3)AcadC durch CadC, CadC,,y;, CadCy9; E30R,
CadCy.197_R96A, CadCyy59 E30R und CadCi.1s9 R96A im Lysindecarboxylase-Schnelltest. Die
Kulturen wurden in Lysindecarboxylase-Medium iiber Nacht anaerob bei 37°C kultiviert und der
Farbumschlag dokumentiert. Von links nach rechts: CadC, CadC,,p;, CadC;.0; E30R,
CadCy.107_ R96A, CadC; ;59 E30R und CadC,.;59 R96A A, ohne Induktion B, nach Induktion mit 0,5
mM IPTG
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5.3.4 Oberfléiichenplasmonenresonanzspektroskopie

5.3.4.1 Interaktion von CadCj.;59, CadCi.159 E30R und CadCi.150 R96A mit
PcadBA

Um den molekularen Bindemechanismus von CadC-Varianten (CadC;.;s9, CadC;_ 159 E30R
und CadCj.;s9 R96A) an den cadBA-Promotor zu untersuchen, wurden Bindekinetiken mit
Hilte von Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie-Messungen in  Echtzeit in
Kooperation mit PD Dr. Ralf Heermann am Department Biologie I der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen durchgefiihrt. Sowohl die Ergebnisse des Lysindecarboxylase-
Schnelltest als auch die Ergebnisse der Aktivitdtsbestimmung nach Miller (1972) fiihrten zu
der Annahme, dass die Variante CadC E30R gesteigerte Affinitdt zu P.,4z4 aufweist (vgl.
5.3.3). Im Gegensatz dazu wurde vermutet, dass die Variante CadC_R96A nicht mit der DNA
interagierte. Uber die Bindung der CadC-Varianten an den cadBA-Promotor sollte die durch
die  Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie-Messungen  ermittelte  Dissoziations-
konstante Aufschluss geben. Bei der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie wird
monochromatisches Licht, welches durch ein Prisma gebrochen wird, in einem bestimmten
Winkel auf einem mit Gold beschichteten SA Sensorchip reflektiert (Guo 2012). Uber
spezifische Streptavidin-Biotin-Wechselwirkungen hatte 5’-Biotin-markierte P ,454-DNA
(Ligand) an eine Streptavidinschicht des Sensorchips gebunden. AnschlieBend wurde
CadCj.j59, CadCjis9 E30R bzw. CadCi.;s9 R96A (Analyt) {iiber den mit DNA
immobilisierten Sensorchip geleitet. Molekiilbindungen an der Matrix des SA Sensorchips
fiihren zu einem verdnderten Brechungswinkel des monochromatischen Lichts. Die Antwort,
ausgedriickt in Resonance Units (RU), ist proportional zu der gebundenen Molekiilmasse an
der Sensorchipoberfliche (Guo 2012). Visualisiert wurde die Interaktion der CadC-Varianten
an P44 durch ein Sensorgramm, welches RU als Funktion der Zeit darstellt. His;o-CadC;-;so,
His;o.CadCj_159 E30R und His;p-CadCi.;159 R96A wurden iiberproduziert und iiber NiZ*-NTA-
Affinitdtschromatographie gereinigt (Punkt 4.5.2.3). Fiir die Messungen wurde ein 41 bp
DNA-Fragment des cadBA-Promotors gewdhlt, welches die Cadl- und die Cad2-Bindestelle
umfasste. Als DNA-Kontrollfragment fiir unspezifische Protein-DNA-Wechselwirkungen
wurde der yjiY-Promotor aus E. coli eingesetzt.

Um den Anteil an biologisch aktivem Protein, d.h. Protein welches an DNA bindet, zu
bestimmen, wurde eine Calibration-free concentration-Analyse durchgefiihrt. Das CFCA-
Experiment fiir CadC;.159 E30R zeigte, dass 3% des Proteins aktiv mit der DNA interagierten
(Abb. A2). Bindekinetiken wurden mit steigenden Konzentrationen (0,01 pM- 10 uM) von
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CadCj_;s59, CadCy.159 E30R und CadC;.;59 R96A und einer Assoziationszeit von 180 sec mit
anschlieender Dissoziationszeit von 300 sec aufgenommen. Der Diffusionskoeffizient von
CadCy.1s9 E30R wurde als D=1,179x10"" m?%s bestimmt. Die Initialraten der
Proteinverdiinnungen die mindestens Unterschiede des Faktors 1,5 zeigten, wurden fiir die
Kalkulation der ,aktiven* Konzentration verwendet, welche 1,5x10"M fiir CadC., so. E30R
betrug. Es konnte beobachtet werden, dass CadC,.;s9 sowohl mit spezifischer P ,s54-DNA als
auch mit unspezifischer DNA interagierte. Eine starke Bindung von CadC;.;s9 an DNA wurde
detektiert, da sich die Dissoziation des CadCi.;s9 von P45+ langsam ereignete (Abb. 33 A).
Die Affinitit von CadCi.;s9 R96A an P54 war deutlich schwicher, als die Bindung von
CadCj_is9 an P 444. Die stirkste Interaktion mit P.,454 konnte fiir CadC,.;s9 E30R detektiert
werden (Abb. 33 C). Basierend auf dem CFCA-Experiment wurde die Dissoziationskonstante
(Kq4) von CadCj_j50 mit 11,5 nM, von CadCi.;s9 R96A mit 28,7 nM und von CadC;_ 159 E30R
mit 0,4 nM bestimmt.

A 400 B 400 c 400
300 300 300
Z 200 2 200 2 200
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__[gf: S —= — = 0
0 200 400 0 200 400 0 200 400
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Abb. 33: Bindung von CadC,,;s9 (A), CadCy 59 R96A (B) und CadCi 59 E30R (C) an die
Promotorregion von cadBA. Ein Biotin-markiertes P.,.3,-DNA-Fragment wurde auf einen SA
Sensorchip immobilisiert. AnschlieBend wurden gereinigtes CadCj.se, CadCi.ys59 R96A oder
CadCj.159_E30R in steigenden Konzentrationen von 0,01 uM (violette Linie), 0,02 uM (rosa Linie),
0,05 uM (dunkelgriine Linie), 0,1 pM (hellgriine Linie), 0,25 pM (blaue Linie), 0,5 puM (orange
Linie), 1 uM (rote Linie), 5 pM (dunkelblaue Linie) und 10 uM (lila Linie) titriert. Die
Assoziationszeit betrug 180 sec, die anschlieBende Dissoziationszeit 300 sec. Die ermittelten
K4-Werte betrugen basierend auf dem CFCA-Experiment 11,5 nM fiir CadCy ;59 (A), 28,7 nM fiir
CadCy.159¢ R96A (B) und 0,4 nM fiir CadC,.;59¢ E30R (C).

5.3.4.2 Interaktion von CadC mit der RNA-Polymerase

In Gel-Retardationsexperimenten und bei den Messungen zur NMR-Spektroskopie konnte
eine unspezifische Bindung von zytoplasmatischen CadC an DNA beobachtet werden (vgl.

5.3.1 und 5.3.2). Eine permanente Bindung von CadC an den cadBA-Promotor wiirde
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Spezifitit gewdhren, jedoch miisste ein weiterer Regulationsmechanismus stattfinden um
konstitutive Promotoraktivitit zu verhindern. In E. coli findet eine permanente Bindung des
Transkriptionsregulators OxyR an die DNA statt. Die Regulation der Expression erfolgt durch
Interaktion mit der RNA-Polymerase nach Stimulus-abhéngiger Konformationsinderung
(Chot et al. 2001). Um die Interaktion zwischen der RNAP und CadC-Varianten bei pH 6,0
und bei pH 7,4 zu untersuchen, wurden SPR-Experimente in Kooperation mit PD Dr. Ralf
Heermann am Department Biologie I der Ludwig-Maximilians-Universitit durchgefiihrt.
Uber spezifische Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung hatte 5’-Biotin-markierte P.qi34-DNA
(Ligand) an eine Streptavidinschicht des SA Sensorchips gebunden. Als Analyt wurde E. coli
RNAP (Affymetrix, USA), rekonstituiertes CadC und rekonstituiertes CadCA108-151
ausgewdhlt und tber den mit DNA immobilisierten Sensorchip geleitet. CadCA108-151
aktivierte in in vivo Aktivititsmessungen die cadBA-Expression bei neutralen Bedingungen,
wihrend CadC die cadBA-Expression bei neutralen externen Bedingungen induzierte (vgl.
5.1.3). Visualisiert wurde die Interaktion der CadC-Varianten mit der RNAP an P54 durch
ein Sensorgramm, welches RU als Funktion der Zeit darstellt. His;o-CadC und His;o.
CadCA108-151 wurden iiberproduziert, iiber Ni*"-NTA-A ffinititschromatographie gereinigt
und wie unter Punkt 4.5.3 in E. coli Proteoliposomen rekonstituiert. Fiir die Messungen wurde
ein 41 bp DNA-Fragment des cadBA-Promotors gewdhlt, welches die Cadl-Bindestelle
umfasste. Als DNA-Kontrollfragment fiir unspezifische Protein-DNA-Wechselwirkungen
wurde der yjiY-Promotor aus E. coli eingesetzt. Eine Losung aus CadC bzw. CadCA108-151
in verschiedenen Konzentration (0,01 uM - 1 uM) und RNAP (1 uM) floss mit einer
Kontaktzeit von 180 sec gefolgt von 300 sec Dissoziationszeit in HBS-EP-Puffer (pH 6,0
bzw. pH 7.4) iiber alle Flusszellen.

Es konnte beobachtet werden, dass sowohl CadC als auch CadCA108-151 stiarker mit der
RNAP bei niedrigem pH-Wert (pH 6,0) interagierten als bei physiologischen Bedingungen
(pH 7,4) (Abb. 34). Auch war die Interaktion bei pH 6,0 von CadC mit der RNAP deutlich
starker als von CadCA108-151 mit der RNAP (Abb. 34 A und B). Bei physiologischem pH-
Wert konnte keine Protein/RNAP-Interaktionen gemessen werden (Abb. 34 C und D). In
weiteren SPR-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Bindung der RNAP aus E. coli

an DNA nicht von der Anwesenheit von CadC abhéngig ist (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 34: Interaktion von CadC und CadCA108-151 mit der RNA-Polymerase aus E. coli bei pH
6,0 und pH 7.4. Ein Biotin-markiertes P.,,-DNA-Fragment wurde auf einen SA Sensorchip
immobilisiert. AnschlieBend wurden rekonstituiertes CadC bzw. CadCA108-151 in steigenden
Konzentrationen von 0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,25 uM, 0,5 uM, 1 pM und 1 uM RNAP iiber den
Sensorchip geleitet. A, Interaktion zwischen CadC und der RNAP bei pH 6,0 B, Interaktion zwischen
CadCA108-151 und der RNAP bei pH 6,0 C, Interaktion zwischen CadC und der RNAP bei pH 7,4
D, Interaktion zwischen CadCA108-151 und der RNAP bei pH 7,4

5.3.5 Einfluss der Lokalisation von cadC zu P54 auf die cadBA-Expression

In DNA-Bindeexperimenten konnte eine unspezifische Bindung an DNA gezeigt werden (vgl.
5.3.1 und 5.3.2). Eine permanente Bindung des Transkriptionsregulators CadC an die
Promotorregion des cadBA-Operons ist vorstellbar. Nach Wahrnehmung des externen Reizes
durch CadC konnten Umlagerungen im unstrukturierten Linker in der Interaktion zwischen
RNA-Polymerase und CadC resultieren und somit konnte Transkription des cadBA-Operons
stattfinden. Um die Rolle der Lokalisierung von cadC hinsichtlich der Aktivierung des
cadBA-Operons unter dem Aspekt der gekoppelten Transkription und Translation (Amster-
Choder, 2011) und der unmittelbar folgenden Membranintegration von CadC in der Néhe des
cadBA-Operons zu untersuchen, wurde ein Stamm erstellt, der eine Verdnderung der
chromosomalen Position des cadC-Gens aufweist. Im Rahmen eines Forschungspraktikums

wurde in einem ersten Schritt iiber Red/ET Rekombination (Gene Bridges, Heidelberg) in den
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E. coli Stamm LF1 (Fried et al. 2012) ein weiteres chromosomales cadC-Gen inseriert
(Rausch 2013). AnschlieBend wurde das native cadC-Gen des konstruierten E. coli Stammes
LF1 2cadC mit Hilfe von erneuter homologer Red/ET Rekombination deletiert. Der
resultierende Stamm E. coli LF1 cadC Ins und der Stamm LF1 2cadC wurde tiber die
Bestimmung der spezifischen CadA-Aktivitit aus zellfreien Extrakten als Mal} fiir die
Expression des cadBA-Operons charakterisiert. Hierfiir wurden die Zellen bei pH 5,8 und pH
7,6 bis zu Beginn der stationdren Wachstumsphase kultiviert (vgl. 4.3), anschlieBend wurden
Proben entnommen und die spezifische CadA-Aktivitit wie unter 4.5.11 beschrieben
bestimmt. Als Positivkontrolle diente der E. coli Stamm LF1 (Fried et al. 2012). CadA-
Aktivitdat konnte fiir die Stamme LF1, LF1 2cadC und LF1 cadC Ins unter induzierenden
Bedingungen gemessen werden (Abb. 35). Diese lag fiir den Stamm E. coli LF1 bei pH 5,8
und Anwesenheit von Lysin bei 0,8 (£ 0,1) umol * min-1 * (mg Protein)-1, fiir £. coli
LF1 2cadC bei 1,0 (= 0,1) pmol * min-1 * (mg Protein)-1 und fiir E£. coli LF1 _cadC Ins bei
0,9 (= 0,1) pmol * min-1 * (mg Protein)-1 (Abb. 35). Die spezifische CadA-Aktivitit
unterschied sich in Lfl 2cadC und Lfl cadC-Ins nicht wesentlich von der gemessenen
CadA-Aktivitdit in E. coli Lfl (Abb. 35) und die Lokalisation von cadC zur cadBA-

Promotorregion im Chromosom spielte keine Rolle fiir die Aktivierung des Cad-Systems.
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Abb. 35: Spezifische CadA-Aktivitit in E. coli LF1, E. coli LF1_2cadC und E. coli LF1_cadC Ins
in Abhingigkeit von dufleren Bedingungen. E. coli LF1, LF1 2cadC und LF1 _cadC Ins wurden in
LB-Komplexmedium mikroaerob bei pH 5,8 und pH 7,6 bis zu Beginn der stationdren Phase kultiviert
und anschlieBend die spezifische CadA-Aktivitdt als MaB fiir die cadBA-Expression bestimmt. Die

Standardabweichungen beruhen auf drei unabhéngigen Experimenten.
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5.3.6 Interaktion von CadC mit der RNAPa-Untereinheit

In DNA-Bindeexperimenten wurde unspezifische Bindung der zytoplasmatischen Doméne
von CadC an DNA detektiert (vgl. 5.3.1). Daher wurde hypothetisiert, dass nicht die Affinitat
von CadC zur DNA die cadBA-Transkription vermittelt sondern die Interaktion mit der RNA-
Polymerase zur cadBA-Expression fiihrt. Die Transkription in Prokaryoten bendtigt
koordinierte  Protein-Protein-und  Protein-DNA-Interaktionen, zusitzlich zu den
Untereinheiten der RNAP sind oftmals auch Transkriptionsfaktoren beteiligt. Die RNAPa-
Untereinheit (rpoA) ist eines der regulatorischen Schliisselelemente der Gentranskription und
interagiert direkt mit anderen Proteinen (Rippa et al. 2010). Die Interaktion der RNAP mit
CadC wurde bei unterschiedlichen dufleren Bedingungen in vivo mit dem BACTH-System

untersucht.
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Abb. 36: Interaktion von CadC mit RpoA in Abhéngigkeit des pH-Wertes. Eine in vivo BACTH-
Analyse wurde zur Identifikation der Interaktion von T18-CadC/RpoA-T25, T18-CadC/T25-RpoA,
T25-CadC/RpoA-T18 und T25-CadC/T18-RpoA verwendet. Die Zellen wurden mikroaerob bis zur
logarithmischen Wachstumsphase bei 30°C in KE-Minimalmedium bei pH 5,8 und 7,6 und 0,5 mM
IPTG kultiviert. Die p-Galaktosidase-Aktivitit wurde als Mal fiir die Interaktion von CadC und
RNAPa bestimmt. Die gestrichelte Linie zeigt die Hintergrundaktivitit an. Die angegebenen

Mittelwerte sowie Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei unabhiangigen Experimenten.
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Zur Analyse wurden die Hybridproteine T18-CadC und T25-CadC verwendet (Rauschmeier
et al. 2014) und die Hybridproteine T18-RpoA (rpo4 im Vektor pUT18C), RpoA-T18 (rpoA
im Vektor pUT18), T25-RpoA (rpoA im Vektor pKNT25) und RpoA-T25 (rpoA im Vektor
pKT25) konstruiert. Als Kontrolle fiir die Komplementation dienten die Proteine T25-zip und
T18-zip (Dimerisierung des Transkriptionsfaktors GCN4, zip). Die Kultivierung der Zellen
erfolgte wie unter 5.1.5 beschrieben. CadC und die RNAPa interagierten bei niedrigem pH-
Wert und bei physiologischem pH-Wert (Abb. 36). Die 3-Galaktosidase-Aktivititen lagen bei
ca. 200 (£ 20) Miller-Units (MU) bei pH 7,6. Die Interaktion zwischen CadC und RpoA lag
bei pH 5,8 bei ca. 320 (= 25) Miller Units (Abb. 36). Die gemessenen (-Galaktosidase-
Aktivitdten lagen iiber der Hintergrundaktivitit (gestrichelte Linie, Abb. 36).

In einem weiteren Experiment wurde eine Interaktionsstudie zu CadCA108-151 und RpoA
durchgefiihrt. Dazu wurden die Hybridproteine T18-CadCA108-151 und T25-CadCA108-151
und T18-RNAPa, RpoA-T18, T25-RpoA und RpoA-T25 verwendet. AnschlieBend wurde die
Interaktion von RpoA mit CadCA108-151 in vivo mittels BACTH untersucht. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte im E. coli Stamm BTH101 unter mikroaeroben Bedingungen
bei 30°C bis zur logarithmischen Wachstumsphase (vgl. 4.3.2). AnschlieBend wurde die 3-
Galaktosidase-Aktivitdt als Mal} fiir die Interaktion zwischen CadCA108-151 und RpoA
bestimmt (Punkt 4.5.10.2). Als Kontrolle fiir die Komplementation dienten die
Hybridproteine T25-zip und T18-zip, welche unter allen Testbedingungen stark interagierten
(Abb. 37). T18-CadCA108-151 und T25-RpoA und RpoA-T25, bzw. T25-CadCA108-151
und T18-RpoA und RpoA-T18 zeigten Interaktion bei pH 5,8 und pH 7,6 (Abb. 37). Die -
Galaktosidase-Aktivititen lagen unter induzierenden Bedingungen fiir die Interaktionspartner
T18-CadCA108-151 und T25-RpoA bei 121 (£ 30) Miller-Units, fiir T18-CadCA108-151 und
RpoA-T25 bei 139 (+ 30) Miller-Units, fiir T25-CadCA108-151 und T18-RpoA bei 140 (+
14) Miller-Units und fiir T25-CadCA108-151 und RpoA-T18 bei 121 (= 12) Miller-Units
(Abb. 37). Die Hintergrundaktivitit (gestrichelte Linie, Abb. 37) lag unter den gemessenen [3-
Galaktosidase-Aktivitéten.
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Abb. 37: Interaktion von CadCA108-151 mit RpoA in Abhiingigkeit des pH-Wertes. Eine in vivo
BACTH-Analyse wurde zur Identifikation der Interaktion von T18-CadCA108-151/RpoA-T25, T18-
CadCA108-151/T25-RpoA, T25-CadCA108-151/RpoA-T18 und T25-CadCA108-151/T18-RpoA
verwendet. Die Zellen wurden mikroaerob bis zur logarithmischen Wachstumsphase bei 30°C in KE-
Minimalmedium bei pH 5.8 und 7.6 und 0.5 mM IPTG kultiviert. Die p-Galaktosidase-Aktivitit
wurde als MaB fiir die Interaktion von CadCA108-151 und RpoA bestimmt. Die angegebenen

Mittelwerte sowie Standardabweichungen beruhen auf mindestens drei unabhéngigen Experimenten.
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6 Diskussion

6.1 Der CadC-Linker ist unstrukturiert

Der Transkriptionsregulator CadC besteht aus einer N-terminalen zytoplasmatischen DNA-
Bindedoméne (As 1-107), einer C-terminalen periplasmatischen Sensordomine (As 179-512)
und einer einzelnen Transmembranhelix (As 159-178) (Merrell & Camilli 2000; Miller et al.
1987; Rauschmeier et al. 2014). Eine Linkerregion (As 108-158) verbindet die DNA-
Bindedoméne und die Transmembranhelix. Eine bioinformatische Analyse zeigte signifikante
Homologie fiir die DNA-bindende Doméne und die periplasmatische Sensordoméne aus
Escherichia coli, Salmonella enterica, Shewanella piezotolerans, Klebsiella pneumoniae,
Aeromonas hydrophila, Vibrio fischeri, Yersina ruckeri, Vibrio vulnificus, Serratia odorifera,
Edwardsiella tarda und Vibrio harveyi, jedoch war die Aminosduresequenz der Linkerregion
nicht konserviert und unterschied sich in der Linge. Die Analyse der zytoplasmatischen
Doméne (As 1-159) mittels NMR-Spektroskopie konnte keine Sekundarstrukturelemente in
der Linkerregion identifizieren. Die NMR-Spektroskopie offenbarte eine kompakte und rigide
Faltung der DNA-Bindedoméne, wihrend sich die Region von As 108-159 durch Flexibilitat
auszeichnete. Unstrukturierte Proteinregionen konnen eine Vielzahl von Funktionen, wie die
Reduktion von Proteinressourcen, als individuelles Bindetarget fiir Liganden, die Steigerung
der Bindespezifitit bei geringer Affinitdt, die Erhohung der Binderate, die Exposition von
posttranslationalen Modifikationsstellen, als flexible Linker, die Verhinderung von
Proteinaggregation und eine erhdhte Stressresistenz innehaben (Liu & Huang 2014). Das Cad-
System in E. coli wird bei niedrigen pH-Werten exprimiert. Sdurestress wirkt sich allerdings
negativ auf die Struktur und Funktion von gefalteten Proteinen aus. Unstrukturierte
Proteinregionen sind bei ungiinstigen &duBeren Umwelteinfliissen stabiler als gefaltete
Proteindoménen (Liu & Huang 2014). So konnte fiir das humane, unstrukturierte
Prothymosin a gezeigt werden, dass die Proteinaktivitit nach starkem Hitzestress erhalten
blieb (Uversky 2013). Agieren unstrukturierte Proteinregionen als flexible Linker, so dienen
sie als verbindendes Element zwischen Signaleingangs -und Signalausgangsdomine und

offerieren freie Rotation im Raum (Liu & Huang 2014).
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6.2 Der CadC-Linker toleriert eine Vielzahl an Aminosaure-
substitutionen

Unstrukturierte Proteinregionen (> 50 Aminosduren) treten in funktionalen Proteinen haufig
auf (Dunker et al. 2002). Jedoch wurde erst kiirzlich die Rolle dieser Regionen in der
Regulation der Transkription, der Translation und in der Signaltransduktion erkannt (Wright
& Dyson 1999). Oftmals sind unstrukturierte Proteinregionen durch einen niedrigen Gehalt an
hydrophoben Aminosduren (Val, Leu, Ile, Met, Phe, Trp und Tyr) und einen hohen Gehalt an
polaren und geladenen Aminosduren (Gln, Ser, Pro, Glu und Lys) gekennzeichnet (Dyson &
Wright 2005). Eine Beteiligung von geladenen Aminosdureresten (E125, D131, E147,
"EEEGEE"* und "?KSKR'*®) an der Signaltransduktion konnte mit Hilfe einer gerichteten
Mutagenese-Studie im zytoplasmatischen CadC-Linker ausgeschlossen werden. Auch wurden
Insertionen von zusétzlichen Prolinresten toleriert. Fiir unstrukturierte Proteine oder
Proteinregionen konnte die Faltung in eine geordnete Struktur nach Bindung an einen
Liganden oder nach Signalrezeption nachgewiesen werden. So ist die phosphorylierte Kinase-
induzierbare Domédne (pKID) des Transkriptionsfaktors CREB (Cyclic-AMP-Response-
Element-Binding Protein) in Losung unstrukturiert, jedoch findet eine Faltung nach
Komplexbildung mit der KID-Bindedoméne des CREB-Bindeproteins statt (Radhakrishnan et
al. 1998). Die Substitution einer kurzen Region mit niedriger Konfidenz zur Bildung einer o-
Helix im zytoplasmatischen Linker von CadC (‘**PEQSPV'') widerlegte die Bildung einer
transienten a-Helix in dieser Region nach Signalwahrnehmung durch CadC. Dies unterstiitzte
die Idee, dass die Unstrukturiertheit und die Flexibilitdt des Linkers fiir die Aktivitdt von
CadC entscheidender waren, als die Aminosdurekomposition. Daher wird die
Signaltransduktion mittels des CadC-Linkers eher durch strukturelle als durch sequentielle
Eigenschaften vermittelt. In E. coli FtsZ konnte ein flexibler Linker ohne Funktionsverlust
gegen unstrukturierte Regionen anderer Organismen ausgetauscht werden (Gardner et al.
2013).

Wurde der CadC-Linker gegen eine konservierte S-Helix aus dem E. coli Nitratsensor NarX
substituiert, so konnte keine cadBA-Expression detektiert werden. In HAMP-Doménen wird
ein Modell favorisiert, in welchem Signaltransduktion durch eine Rotationsbewegung der
helikalen Elemente vermittelt wird (Hulko ef al. 2006). Durch Insertion der S-Helix in CadC,
welche mit der HAMP-Domiéne aus NarX iiberlappt, konnte nach Signalperzeption eine
Drehbewegung im Zytoplasma erfolgen und die Interaktion mit der RNA-Polymerase oder die

Bindung an den cadBA-Promotor verhindern.
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Auch nach Austausch des Linkers in CadC gegen flexible Elastin-dhnliche Polypeptide (ELP)
konnte keine cadBA-Expression detektiert werden. ELPs enthalten Wiederholungen der
Aminosduren VPGXG (Smits et al. 2014). Es wurden CadC-Hybridproteine mit zehn oder
zwanzig Wiederholungen der Motive VPGVG, VPGEG und VPGKG generiert. Elastin
verleiht einer Vielzahl von humanen Gewebearten, wie der Lunge, der Haut oder den Arterien
thre Elastizitdit (Daamen et al. 2007). Das Cad-System wird bei saurem externen Milieu
induziert. Werden geladene ELPs neutralisiert, so konnen ELPs bei isothermen Bedingungen
einer Konformationsdnderung unterliegen (MacKay et al. 2010). Daher wird fiir geladene
CadC-Hybridproteine (Motive VPGEG und VPGKG) eine Rolle des pH-Werts bei
konformationellen ~ Anderungen innerhalb der ELPs angenommen. Strukturelle
Verdnderungen innerhalb des inserierten ELP-Linkers in CadC konnten die
Signaltransduktion stéren und zum Erliegen der cadBA-Expression bei aktivierenden
Bedingungen fiihren. So konnte bei pH-Werten unter 6,4 Bildung von Mizellen bei Elastin-
dhnlichen Polypeptiden beobachtet werden (Callahan ef al. 2012). AuBBerdem ist bekannt, dass
ELPs in Abhéngigkeit von der Temperatur Konformationséinderungen von unstrukturierten
Schleifen zu strukturierten P-Strangen vollziehen. Da die untere kritische Losungstemperatur
der ELP-Polypeptide von der Polaritit und der Linge der eingesetzten ELPs abhédngig ist
(Smits et al. 2014), konnte nicht ausgeschlossen werden, dass CadC-Elastin-Hybridproteine
die cadBA-Expression aufgrund von temperaturabhéngigen Konformationsdnderungen nicht

induzieren konnten.

6.3 Der CadC-Linker reagiert sensitiv auf Verkiirzungen

Substitution des Linkers in E. coli FtsZ gegen Linkerregionen anderer Prokaryoten oder sogar
gegen eukaryotische Linkerregionen wirkte sich nicht auf die Funktionalitit des Proteins aus,
jedoch erwies sich die Lange des Linkers als limitierender Faktor fiir die Funktionalitit von
FtsZ. So fiihrten Linkerregionen mit einer Linge von weniger als 43 Aminosdureresten oder
mehr als 95 Aminosdureresten zum Aktivititsverlust von FtsZ. Es wurde hypothetisiert, dass
der C-terminale Linker in FtsZ als flexible Verkniipfung zwischen der globuldren Doméne in
FtsZ am Protofilament und FtsA/ZipA an der Membran fungiert (Gardner ef al. 2013). In
CadC hatte die Verkiirzung der Linkerregion Einfluss auf die strukturelle Integritit von CadC.
Diese Auswirkungen konnten zu drei moglichen Szenarien fithren. Es ist vorstellbar, dass die
Signaltransduktion durch die Linker-Verkiirzungen unterbunden wird und in einem inaktiven

CadC-Phinotyp resultiert. Des Weiteren kann durch konformationelle Anderungen ein
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konstitutiv aktiver Phinotyp entstehen. Ferner ist eine Invertierung der Signalverarbeitung im
Zytoplasma moglich. Alle genannten Auswirkungen waren nach Verkiirzung des
zytoplasmatischen Linkers in CadC zu beobachten. Die vollstindige Deletion des Linkers
resultierte in pH-deregulierter CadC-Aktivitit, wéhrend die Verkiirzung von grof3en
Bereichen des Linkers zur konstitutiv aktiver cadBA-Expression fiihrte. Die Verkiirzung
kleiner Linkerregionen und die Verlingerung des zytoplasmatischen Linkers iibte keinen
Einfluss auf die Aktivitit des Cad-Systems aus. Verringerte, jedoch konstitutive cadBA-
Aktivitdt in zwei CadC-Varianten (CadCA120-151 und CadCA128-151) konnte auch
aufgrund von Effekten auf die Kopienzahl in Abhédngigkeit des Translationsfaktors EF-P
resultieren (Ude et al. 2013), da sich diese Verkiirzungen im Bereich von zwei Polyprolin-
haltigen Regionen (As 120-124 und As 145-146) befanden. Die invertierte pH-Antwort in
CadCA115-151 suggeriert, dass in Abwesenheit groBer Linkerbereciche das externe Signal
durch die periplasmatische Doméne sensiert wird, jedoch im Zytoplasma fehlerhaft
interpretiert wird. Die Linkerregion (~ 50 As) in E. coli EnvZ, einer Membran-integralen
Sensorkinase, unterliegt einer Konformationsinderung um die korrekte Positionierung der
EnvZ Monomere zu sichern (Park & Inouye 1997). Auch die Bindung von CadC an den
cadBA-Promotor oder Interaktion mit der RNAP konnte durch Konformationsdnderung im
zytoplasmatischen Linker modelliert werden. In NifLL aus Azotobacter vinelandii werden zwei
PAS-Doménen durch eine Linkerregion verbunden und Verkiirzungen des Linkers
verifizierten eine Rolle dieser Region in der Signalweiterleitung. Verkiirzungen von wenigen
Aminosduren hatten keinem Effekt auf die Aktivitit von NifL, die Deletion von groflen
Linkerregionen resultierte in inaktivem Phanotyp oder in Wildtyp-Aktivitit. Mit beinahe
vollstindiger Verkiirzung des NifL-Linkers konnte auch unter nicht induzierbaren
Bedingungen Aktivitit gemessen werden. NifL inhibiert NifA bei Anwesenheit von
Sauerstoff, die Aktivitdt unter nicht induzierbaren Bedingungen wurde auf eine mangelhafte

Inhibierung durch NifL zuriickgefiihrt (Little ez al. 2012).

6.4 Die DNA-Bindedomine in CadC umfasst ein winged Helix-Turn-
Helix-Motiv

Bisher konnte die vollstindige Struktur eines Transkriptionsregulators aus der Familie der
ToxR-dhnlichen Proteine nicht gelost werden. In einer frilheren Arbeit wurde die
Kristallstruktur der periplasmatischen Sensordomédne von CadC (As 188-512) mittels
Rontgenstrukturanalyse mit 1,8 A aufgeklirt (Eichinger et al. 2011). Im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit konnte die Struktur des N-terminalen DNA-Bindemotivs mittels
Kernspinresonanz-Spektroskopie  und  in  einem  parallelen  Ansatz ~ mittels
Rontgenstrukturanalyse  geldst ~ werden.  Kristallstrukturen  reprdsentieren  eine
Momentaufnahme des zu untersuchenden Proteins, widhrend die NMR-Spektroskopie ein
dynamisches Bild des Proteins aufzeigt (Hennig & Sattler 2014). Vorteile der
Rontgenstrukturanalyse sind in einer hohen Auflosung bis zu 1 A gegeben und dass im
Gegensatz zur NMR-Spektroskopie auch die Untersuchung grofer Proteine und Komplexe
moglich ist. Allerdings werden die Dynamiken der Proteine in Losung vernachléssigt. Die
NMR-Spektroskopie ist durch die Groe des zu untersuchenden Proteins eingeschréankt, so
konnten bisher nur Proteine mit einem maximalen Molekulargewicht von etwa 25 kDa gelost
werden (Kwan ef al. 2011). Die Stirken und Schwichen der beiden Methoden der
Strukturaufkldrung ergénzen sich, so dass anhand der parallelen Durchfiihrung beider
Techniken die Aufkldrung unterschiedlicher Fragestellungen bei der Strukturanalyse eines
Proteins ermdglicht wird. Fiir die Aufkldrung der Struktur der DNA-Bindedoméne mittels
NMR-Spektroskopie wurden 2021 zugeordnete NOEs miteinbezogen. Daraus wurden 100
Strukturen berechnet und die 20 energiedrmsten Strukturen computergestiitzt ausgewidhlt. Da
die Strukturanalyse auf einer Vielzahl von Messungen besteht, konnten die Dynamiken von
CadCj_j97 ideal betrachtet werden. Dem zytoplasmatischen CadC-Linker wurde aufgrund
fehlender Sekundarstrukturelemente keine einheitliche NMR-Struktur zugeordnet. Die NMR-
Struktur von CadC,.jo; umfasste ein ,,winged Helix-Turn-Helix*“-Motiv aus der Familie der
OmpR-dhnlichen Regulatoren und vier N-terminalen und drei C-terminalen f-
Faltblattstrukturen (Abb. 38 A). Die Topologie des OmpR-dhnlichen Regulators PhoB zeigt
zwei C-terminale -Faltblattstrukturen, der dritte C-terminale (3-Strang (3-Strang 7) in CadC
stellt eine Besonderheit innerhalb dieser Familie dar. Ein Sequenzvergleich von Proteinen der
OmpR-Familie zeigte keine Sequenzhomologie im Bereich des -Strangs 7 von CadC (Abb.
A3). Aufgrund seiner exponierten Lage am Ubergang zwischen der DNA-Bindedomiine und
der zytoplasmatischen Linkerregion konnte dieser B-Strang in die Stabilisation bei der DNA-
Bindung beteiligt sein. Die Aufldsung der Kristallstruktur von CadCj.17 betrug 2,0 Angstrom.
Aus der Familie der ToxR-dhnlichen Transkriptionsregulatoren lag bisher keine
Kristallstruktur eines DNA-Bindemotivs vor. Die Kristallstruktur von CadC,.jo7 zeigte, wie
auch die NMR-Struktur, ein ,,winged Helix-Turn-Helix“-Motiv aus der Familie der OmpR-
dhnlichen Transkriptionsregulatoren (Abb. 38 B). Zu der Familie der OmpR-&hnlichen
Transkriptionsregulatoren zdhlen neben CadC und PhoB aus E. coli auch ToxR aus V.

cholerae (Mt  -Hackert & Stock 1997). Die Mitglieder der OmpR-Familie teilen einen
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dhnlichen strukturellen Aufbau, jedoch unterscheiden sie sich in den Mechanismen der
Transkriptionsaktivierung (Blanco ef al. 2002). Die Struktur der zytoplasmatischen DNA-
bindenden Doméne konnte sowohl fir OmpR mit 1,95 A (Martinez-Hackert & Stock 1997)
als auch fiir PhoB mit 2,0 A (Blanco ef al. 2002) geklart werden. Der Vergleich der
Rontgenstruktur und der NMR-Struktur von CadCj.1o7 zeigte eine hohe Ubereinstimmung in
allen strukturgebenden Bereichen (Abb. 38 C). Die Struktur von PhoB, einem weiteren
Mitglied der OmpR-ahnlichen Regulatoren, konnte im Komplex mit DNA (23 bp) mit einer
Auflésung von 2,5 A geldst werden (Blanco ef al. 2002). Im Modell aus der Kristallstruktur
von CadCy_1o7 mit PhoB-spezifischer DNA interagiert die Helix a3 mit der groBen Furche der
DNA, das ,,winged Helix-Turn-Helix“-Motiv wird von den Helices a2 und o3 und der
dazwischenliegenden «-Schleife gebildet (Abb. 38 D). In PhoB sorgen weitere
Linkerregionen des Bindemotives fiir die korrekte Positionierung des DNA-Bindemotives zur

RNA-Polymerase (Blanco ef al. 2002).

A

Abb. 38: Struktur der DNA-Bindedomiine (CadCyj7). A, NMR-Struktur von CadC;.q;. Die
derzeitige Qualitit der Konvergenz der NMR-Struktur von CadC_197 liegt bei 0.46 backbone RMSD.
B, Kiistallstruktur von CadCj.;7 mit einer Auflosung von 2,0 A. C, Uberlagerung der NMR- (griin)
und der Kristallstruktur (blau) von CadCi.jo7. Es wurden die 20 energiedrmsten NMR-Strukturen
ausgewihlt. D, Uberlagerung der Kristallstrukturen aus CadC (blau) und PhoB (gelb) im Komplex mit
PhoB-spezifischer DNA (grau). Alle Abbildungen wurden mit dem Programm Pymol (DeLano 2002)
erstellt. Dargestellt ist jeweils die komplette Struktur.

6.5 Aminosiurereste in der Erkennungshelix sind in die DNA-Bindung
involviert

Um die Frage zu beantworten, welche Aminosaurereste der zytoplasmatischen Doméne in
CadC an der Bindung an den cadBA-Promotor beteiligt sind, wurden zahlreiche CadC-
Varianten mit einfachen Aminoséiureaustauschen in vivo hinsichtlich der Auswirkungen auf

die DNA-Bindung analysiert. Basierend auf dieser detaillierten Mutagenesestudie wurde
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beobachtet, dass die Seitenketten von R25, E30, R32, R50, R60, V63, H66, T69, D81, K95
und R96 essentiell fiir die Bindung an die DNA waren, wihrend die Seitenketten R7, E10,
R22, E46, E52, N65, E74, N82, D83A, E84, D85 und Y98 keine Protein-DNA-Interaktion

vermittelten.

Computergestiitzte Modellierungsstudien der Kristallstruktur von CadC;.;7 auf PhoB-
spezifischer DNA (Blanco et al. 2002) lieBen genauere Beobachtungen zur
Lokalisation der Aminosdurereste R25, E30, R32, R50, R60, V63, H66, T69, D8I,
K95 und R96 zu. Alle oben genannten Aminosduren waren in einem Modell aus der
Kristallstruktur von CadC,.jp; mit dem phoB-Promotor der DNA zugewandt (Abb.
39). Die pho-Box stellt die spezifische DNA-Sequenz fiir PhoB dar und besteht aus
zwei direkten Wiederholungssequenzen (11 bp). PhoB bindet als Dimer an DNA,
wobei je eine Wiederholungseinheit von einem PhoB-Monomer besetzt wird. Nach
Bindung von PhoB wird die o’’-Untereinheit der RNAP rekrutiert und die
Transkription initiiert.

H66 und T69 sind in CadC in Helix a3 lokalisiert, diese interagiert in PhoB mit der
groflen Furche der DNA (Blanco ef al. 2002). In PhoB wurde der Aminosédurerest
R193 als Kontaktstelle des Proteins mit der grolen Furche DNA beschrieben (Blanco
et al. 2002). In CadC ist an dieser Stelle des Proteins H66 lokalisiert, dessen
Seitenkette ebenfalls Interaktion mit der DNA vermitteln konnte. Auch ist T69 in
CadC optimal fiir Protein-DNA-Interaktionen positioniert, in PhoB liegt an dieser
Position ein Aminosdurerest (V197) der mittels Van-der-Waals-Wechselwirkungen
Interaktion mit der DNA vermittelt (Blanco et al. 2002). Das Modell der
Kristallstruktur von CadCj.;97 an PhoB-spezifischer DNA (pho-Box) zeigte, dass auch
in CadC die Interaktion mit der groBBen Furche der DNA iiber die Helix a3 vermittelt
wird (Abb. 39). GroBe Unterschiede in der chemischen Verschiebung in NMR-
Spektroskopie-Analysen bestitigten eine potentielle Rolle der Aminosduren H66-E74
in die Bindung an die DNA.

Obwohl die Aminosdure E74 in der Erkennungshelix a3 von CadC in NMR-
Messungen nach DNA-Zugabe grofle Unterschiede in der chemischen Verschiebung
zeigte, konnte in vivo keine Auswirkung auf die DNA-Bindung detektiert werden. Die
Seitenkette von E74 zeigt, basierend auf den Modellierungsstudien der Kristallstruktur
von CadCj_jop7 auf PhoB-spezifischer DNA, in die groBe Furche der DNA, jedoch ist
die Ausrichtung der Seitenkette fiir eine Interaktion mit der DNA nicht pridestiniert.
In PhoB ist an dieser Position des Proteins die Aminosdure Arginin (R201) lokalisiert.

98



6 Diskussion

Die Seitenkette von R201 in PhoB kann direkten Kontakt zur pho-Box aufnehmen
(Blanco et al. 2002).

R60 und V63 sind in einer Schleife N-terminal zu Helix a3 lokalisiert. Diese a-
Schleife ist in die Interaktion mit der RNAP involviert, fiir PhoB wurde auch die
Ausbildung einer Wasserstoftbriickenbindung zwischen E191, in der a-Schleife
lokalisiert, und der DNA beschrieben (Blanco ef al. 2002). V63 konnte aufgrund der
pradestinierten Lage im Modell Protein-DNA-Interaktion vermitteln (Abb. 39).
Interaktion mit der kleinen Furche der DNA konnte durch die CadC-Aminoséurereste
K95 und R96 vermittelt werden, die in einer Schleife und dem Beginn eines -Strangs
lokalisiert sind (Abb. 39). Protein-DNA-Interaktion mit der kleinen Furche der DNA
wird in PhoB ebenfalls {iber einen B-Strang, insbesondere iiber R219, vermittelt. R219
zeichnet sich durch einen hohen Grad an Flexibilitdt aus und wird durch Interaktion
mit dem phoB-Promotor stabilisiert (Blanco et al. 2002).

Die Aminosdure E30 in CadC liegt in einer N-terminalen Schleife (Abb. 39) und tritt
im Modell der Kristallstruktur von CadC;.97 auf PhoB-spezifischer DNA in direkten
Kontakt mit dem DNA-Riickgrat. Die Substitution von Glutamat zu Aspartat an
Position 30 in CadC resultierte in einem inaktiven Protein. Wurde Glutamat zu Alanin
oder Arginin substituiert, so wurde die cadBA-Expression unabhidngig vom pH-
Stimulus komplementiert. In vivo und in vitro Experimente bestitigten eine
gesteigerte Affinitdt der Variante CadC_E30R zum cadBA-Promotor.

Aminosdure R50 ist in CadC zu Beginn der Helix a2 lokalisiert und aufgrund der
Lage vermutlich nicht in die DNA-Bindung involviert (Abb. 39). Auch die
Aminosdurereste R25, am Anfang eines (-Strangs lokalisiert, und R32, in Helix al
lokalisiert, konnen vermutlich aufgrund der Lage und Ausrichtung ihrer Seitenketten
keine DNA-Kontakte vermitteln (Abb. 39).

CadC D8I liegt in einer C-terminalen Schleife neben der Erkennungshelix und kann
im Modell mit der pho-Box keinen Kontakt zur DNA herstellen. Die Substitution von
Aspartat zu Alanin an Position 81 in CadC resultierte in einem inaktiven Protein.
Wurde Aspartat zu Asparagin an Position 81 in CadC substituiert, so konnte cadBA-
Expression komplementiert werden. Vorstellbar wire, dass es nach Detektion des pH-
Signals zu einer Konformationsdnderung der zytoplasmatischen Doméne kommt.
Strukturelle Verdnderungen in CadC D81A konnten die Intradominenverdnderung

storen. Auch fiir PhoB konnte gezeigt werden, dass die DNA-Bindedomine nach der
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Wahrnehmung des Stimulus (niedrige Phosphatkonzentration) konformationellen

Anderungen unterliegt (Blanco et al. 2002).

R25
E30
R32
R60

V63
H66
T69
E74
D81

Abb. 39: Lokalisation der Aminosdurepositionen in der Kristallstruktur von CadCy.;p; im 3D-
Homologiemodell mit PhoB-spezifischer DNA (pho Box), die mittels zielgerichteter Mutagenese
identifiziert wurden. Die potentiellen zytoplasmatischen Interaktionsstellen H66, T69 und E74
befinden sich innerhalb der Erkennungshelix (a3). V63 und D81 liegen in benachbarten
naheliegenden Schleifen. Auch das Cluster R22, E30, R32 und R60 sowie das Cluster R50, K95 und
R96 konnen potentiell mit der DNA interagieren. Die Kristallstruktur von CadCj_j¢7 ist in rot, PhoB-
spezifische DNA ist in grau dargestellt. Die Aminosdurepositionen der zielgerichteten Mutagenese

sind blau markiert. N: N-Terminus, C: C-Terminus.

6.6 Permanente DNA-Bindung von CadC

Es konnte gezeigt werden, dass CadC stromaufwirts der -35/-10 Box des cadBA-Promotors
bindet. Zudem wurde in frilheren Gel-Retardationsexperimenten gezeigt, dass CadC mit
5-10 fach niedrigeren Affinititen unspezifisch an DNA bindet als an spezifische DNA.
Damals wurde die Transmembrantopologie von CadC fiir die geringen Unterschiede zwischen
spezifischer und unspezifischer DNA-Bindung verantwortlich gemacht, da in Phospholipiden
rekonstruiertes CadC nicht in das Gel einlduft und somit auch Protein-DNA-Komplexe in den
Taschen verbleiben (Kiiper 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bindung von l6slichen
CadC-Varianten an spezifische und unspezifische DNA mit Hilfe von in vitro Gel-

100



6 Diskussion

Retardationsexperimenten, SPR- und NMR-Spektroskopie-Messungen untersucht. Die

Bindung von allen untersuchten CadC-Varianten an das cadBA-Promotorfragment war

vergleichbar mit WT-CadC. Jedoch war die Affinitit der CadC-Varianten zu unspezifischer

DNA vergleichbar mit der Affinitit zu spezifischer DNA und die Affinitit der ldslichen

Varianten zu unspezifischer DNA war hoher als die Affinitdt von WT-CadC zu unspezifischer

DNA. Als Ursache fiir diese Befunde konnen verschiedene Parameter betrachtet werden:

Kurzzeitig wurde eine Arbeitshypothese vertreten, die eine proteolytische Prozessierung
von CadC favorisiert. So findet in Salmonella enterica serovar Typhimurium eine
proteolytische Spaltung von CadC statt (Lee et al. 2013). Auch RseA aus E. coli wird im
Zuge der Signaltransduktion proteolytisch gespalten (Hizukuri & Akiyama 2012). CadC
liegt Membran-integriert vor und kann daher nicht durch freie Diffusion die cadBA-
Promotorregion finden. Eine rdumliche Nihe von CadC zur cadBA-Promotorregion
konnte trotz Membranintegration eine Bindung ermoglichen (Neely & Olson 1996). Die
Bindung an DNA kdnnte durch proteolytische Abspaltung der N-terminalen Doméne von
CadC erfolgen. Versuche zur Lokalisation von cadC zu P54 konnten eine Rolle der
rdaumlichen Ndhe von CadC zur cadBA-Promotorregion nicht bestdtigen. Dennoch
erscheint eine proteolytische Spaltung von CadC in E. coli als Aktivierungsmechanismus
unwahrscheinlich. Zum einen widerspricht die unspezifische Bindung von 16slichen
CadC-Varianten an DNA dieser Hypothese, zum anderen konnten l6sliche CadC-
Varianten die cadBA-Expression nicht induzieren. Das  Auftreten eines
Abspaltungsprodukts von CadC (etwa 20-25 kDa) bei der Ni**-NTA-
Affinitdtschromatographie von His;o-CadC als Resultat der proteolytischen Spaltung
konnte mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen widerlegen werden. Auflerdem
gelang es nie, die N-terminale Doméne von CadC 16slich im Zytoplasma zu detektieren
(Kiiper 2005). Auch ist Cadaverin als Inhibitor fiir CadC beschrieben ist (Fritz et al. 2009)
und proteolytisch prozessiertes CadC konnte diesen Feedback-Mechanismus nicht
vermitteln.

Fiir den Transkriptionsregulator OxyR aus E. coli, welcher H,O, sensiert, konnte ein
neuer Regulationsmechanismus detektiert werden. Dieser Mechanismus beruht auf einen
Redoxswitch, in der oxidierten Form findet die Formierung einer Disulfidbriicke statt, dies
fiihrt zu Konformationsédnderungen innerhalb des Proteins. Dadurch wird die Interaktion
mit der RNAP ermoglicht und die Transkription findet statt. Auch in der reduzierten Form
bindet OxyR an DNA, ohne die Formierung der Disulfidbriicke kann jedoch trotz der
Interaktion mit der DNA keine Interaktion mit der RNAP stattfinden (Choi et al. 2001).
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Eine derartige transiente Stimulus-abhingige Interaktion mit der oa-Untereinheit der
RNAP wire auch fiir CadC vorstellbar. So ist nicht die Affinitdt zur DNA, sondern die
Interaktion von CadC mit der RNAP essentiell fiir die Aktivierung des cadBA-Operons.
SPR-Experimente sollten Aufschluss liber die Interaktion zwischen der RNAP und CadC-
Varianten bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 6,0 und pH 7,4) geben.
Interessanterweise war die Interaktion von CadC und CadCA108-151 mit der RNAP bei
niedrigem pH-Wert stirker als bei physiologischem pH-Wert. Sind E. coli Zellen einem
saurem Milieu ausgesetzt, so fillt der zytoplasmatische pH-Wert kurzzeitig auf Werte von
pH 6,2 bis pH 6,8 (Martinez ef al. 2012). Allerdings war die Bindung der RNAP an P54
nicht von der Anwesenheit von CadC abhéngig.

* Unter Beriicksichtigung der in dieser Arbeit erzielten Resultate wird ein Modell der
permanenten Bindung von CadC an die cadBA-Promotorregion favorisiert. In SPR-
Messungen konnte eine sehr geringe Dissoziation von CadC und CadC-Varianten von der
DNA beobachtet werden. Diese Beobachtung spricht fiir eine sehr starke Bindung des
Proteins an die DNA und stiitzt das Modell der permanenten Bindung von P..454 durch
CadC. Auch konnte eine proteolytische Prozessierung von CadC im Rahmen dieser und
auch in fritheren Arbeiten (Kiiper 2005) ausgeschlossen werden. Des Weiteren wurde
bereits fiir andere Proteine aus E. coli eine permanente Bindung an die DNA detektiert.
Neben OxyR aus E. coli bindet auch der Sensor SoxR aus E. coli in reduzierter und
oxidierter Form an die soxS-Promotorregion. Jedoch ermoglicht nur die oxidierte Form
von SoxR die Formierung eines aktiven Komplexes mit der RNAP und die Expression des
Transkriptionsfaktors SoxS findet statt (Ding et al. 1996).

Des Weiteren wurde die Affinitdt der CadC-Varianten CadC;.;s9 E30R (konstitutiv aktiv im

in vivo Test) und CadCj.;s9 R96A (inaktiv im in vivo Test) zum cadBA-Promotor in vitro

mittels SPR-Messungen analysiert. Die Affinitdt von CadC;.;s9 E30R zu spezifischer DNA
war deutlich stirker als von CadC,.;s9 zu spezifischer DNA. Im Gegensatz dazu konnte
beobachtet werden, dass CadC.;s9 R96A schwicher als CadC;.s9 mit dem cadBA-Promotor
interagierte. Die Auswirkungen von Aminosduresubstitutionen auf Protein-DNA-

Interaktionen wurden auch in fritheren Arbeiten beschrieben. So ist bekannt, dass die Affinitat

der Variante H-NS D68V D71V zu dem #hns-Promotor in Gelretardationsexperimenten

deutlich geringer ist als die Affinitit des Wildtyp-Proteins H-NS zu dem #Ans-Promotor.

Aufgrund dieser Resultate wurde angenommen, dass die Anwesenheit der hydrohoben

Valinreste in H-NS die Oligomerisierung des Proteins begiinstigt und dadurch Regulation der

Genexpression erzielt wird (Giangrossi et al. 2014).
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6.7 Der Linker beeinflusst die Disposition der DNA-Bindedominen im
CadC-Dimer nach Reizwahrnehmung

Die Rolle unstrukturierter Linkerregionen in der Oligomerisierung von Proteindoménen fiir
die Signaltransduktion in Prokaryoten ist bekannt (Little et al. 2012). Fir CadC wurde
kiirzlich gezeigt, dass sich die Dimerisierung im Periplasma des Proteins ereignet (Eichinger
et al. 2011; Lindner & White 2014). Mittels SLS-Messungen wurde die Fihigkeit der
zytoplasmatischen Linkerregion in CadC zur Oligomerisierung der zytoplasmatischen
Domine untersucht. Sowohl CadCj.;o; (DNA-Bindedoméne) als auch CadC,.;s9 (DNA-
Bindedoméne und Linkerregion) wurden als Monomer detektiert und die Linkerregion hatte
keinen Einfluss auf die Oligomerisierung der zytoplasmatischen Doméne in CadC.

A . B

Wildtyp CadC ! CadCA108-151

pH-Stress / ' pH- Stress

Q O Periplasma
I Zytoplasma

membran

@ <@ Zytoplasma

| v |

cadBA-Expression cadBA-Expression ‘ cadBA-Expression cadBA-Expression

Abb. 40: Modell fiir CadC-vermittelte Signaltransduktion nach Kkonformationellen
Veridnderungen in der periplasmatischen Doméne. Der Transkriptionsregulator CadC ist aus einer
periplasmatischen  Sensordomédne (ON-State: grin; OFF-State: rot), einer einzelnen
Transmembrandoméne (schwarz), einem zytoplasmatischen Linker (schwarze Linie) und einer DNA-
Bindedomine (ON-State: grin; OFF-State: rot), aufgebaut. A, Wildtyp CadC aktiviert die cadBA-
Expression nach Reizwahrnehmung durch die periplasmatische Doméne. Konformationsdnderungen
im zytoplasmatischen Linker positionieren die DNA-Bindedomidnen zueinander (ON-State).
B, CadCA108-151 induziert die cadBA-Expression ohne pH-Stress. Die Verkiirzung des
zytoplasmatischen Linkers forciert einen ON-State bei physiologischen pH-Werten. Bei niedrigen pH-
Werten fiihrt die Wahrmmehmung des Stimulus durch die periplasmatische Doméne zu
Konformationsianderungen, welche auf die DNA-Bindedomine iibertragen werden und resultiert in

einem OFF-State.
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Um die Rolle des zytoplasmatischen CadC-Linkers in der Positionierung der DNA-
Bindedoméne zu untersuchen, wurde die Oligomerisierung von CadC analysiert.
Interessanterweise implizieren die Daten zur durchgefiihrten BACTH-Interaktionsstudie eine
pH-abhingige Interaktion zwischen CadC-Monomeren. Starke CadC/CadC-Interaktion
konnte bei induzierenden Bedingungen (niedrige pH-Werte und Anwesenheit von Lysin) ab
einem Schwellenwert kleiner als pH 6,6 und nicht bei physiologischen pH-Werten festgestellt
werden. Dies steht im Einklang damit, dass auch CadC-abhiangige CadA-Aktivitét nicht bei
pH-Werten grofler als pH 6,8 induziert wurde (Fritz et al. 2009). CadC-Homodimerisierung
ereignet sich unter pH-Stress und die Homodimerisierung von CadC ist die Voraussetzung fiir
die enzymatische Aktivitdt von CadA. Da die Deletion des CadC-Linkers (CadCA108-151) in
inverser cadBA-Expression zum Wildtyp resultierte, wurde diese CadC-Variante ebenfalls mit
Hilte einer BACTH-Interaktionsstudie analysiert und ein zum Wildtyp invertiertes
Interaktionsprofil fiir T18-CadCA108-151 und T25-CadCA108-151 detektiert. Starke
T18-CadCA108-151/T25-CadCA108-151-Interaktion wurde bei physiologischen pH-Werten
beobachtet, erfahrt jedoch eine deutliche Abschwéchung bei niedrigen pH-Werten. In DeskK,
eine Histidinkinase in Bacillus subtilis, wird Signaltransduktion durch den Wechsel zweier
Konformationen vermittelt (Inda et al. 2014). Die Integration aller aktuellen Ergebnisse
postuliert das Modell der permanenten DNA-Bindung, in welchem ein niedriger externer pH
zu konformationellen Anderungen in der periplasmatischen Domine und anschlieBend im
zytoplasmatischen Linker fiihrt. Dies ermdglicht die korrekte Positionierung der DNA-
Bindedoménen im CadC-Dimer zur DNA und fiihrt zur Aktivierung des cadBA-Operons
(Abb. 40 A). Die Ansduerung der Umgebung der Zelle fiihrt zur Protonierung von negativ
geladenen Aminosduren an der Grenzfliche des CadC-Dimers in der periplasmatischen
Domine (Haneburger et al. 2011). Die Protonierung der negativ geladenen Aminosduren
stabilisiert die Dimerisierung von Wildtyp CadC und fiihrt im Zytoplasma zu strukturellen
Veridnderungen des Linkers. Dadurch kénnte die Homodimerisierung der DNA-Bindedoméne
stimuliert werden und anschlieend cadBA-Expression ermoglicht werden (Abb. 40 A). In
CadCA108-151  mit  verkiirzter = Linkerregion  findet  cadBA-Expression  und
Homodimerisierung bei neutralen Bedingungen statt. Der fehlende zytoplasmatische Linker
forciert in CadC artifizielle Dimerisierung und einen An-Zustand des Proteins bei neutralen
Bedingungen. Nach Wahrnehmung des externen Reizes im Periplasma wirkt der saure pH-
Stimulus diesem Zustand entgegen und cadBA-Expression ist nicht moglich (Abb. 40 B). Der
CadC-Linker iibertragt die Konformation der periplasmatischen Domine zur DNA-
Bindedoméne und die Verkiirzung des Linkers fiihrt zu einer Fehlinterpretation des Signals.
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6 Diskussion

Die Ubertragung des Signals ist jedoch nicht abhiingig von Aminosiuresubstitutionen oder
der Verldngerung des Linkers. Es ist nachvollziehbar, dass Variation der Linkerldnge in
verschiedenen Organismen notwendig ist, um unterschiedliche Abstinde zwischen DNA und
Zytoplasmamembran zu iiberbriicken. Die Flexibilitdt des Linkers kann diese Verbindung

ermOglichen und die Positionierung der DNA-Bindedoménen aufeinander abzustimmen.
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7 Ausblick

Trotz der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zum molekularen Mechanismus der zur
Aktivierung der cadBA-Transkription durch CadC fiihrt, sind zum besseren Verstdndnis
weitere Untersuchungen notwendig. Der biologischen Funktion von unstrukturierten
Proteinen wurde in der Vergangenheit wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Das Verstdndnis
wie strukturell ungeordnete Proteinregionen Funktionalitit vermitteln, stellt eines der Ziele
fiir die Zukunft dar. So wird in CadC eine Rolle der Linkerregion in der korrekten
Positionierung der DNA zum cadBA-Promotor postuliert. Dafiir wére eine Stimulus-
abhingige Konformationsdnderung innerhalb der zytoplasmatischen Domédne noétig. Die
Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse der kompletten Struktur von CadC im Komplex
mit DNA konnte Hinweise auf eine verdnderte Positionierung der DNA-Bindedoméne zur
DNA in Abhingigkeit des externen Stimulus liefern. Jedoch hat die Kristallisation von
Membranproteinen eine deutlich verringerte Erfolgsrate als die Kristallisation von 16slichen
Proteinen. Besonders unstrukturierte Proteinregionen stellen ein Hindernis fiir die
Kristallisation dar. Mittels der Fusion von CadC mit einem Affinitits-7ag, wie MBP (maltose
binding protein) oder Trx (Thioredoxin), konnte eine Stabilisation des Proteins fiir die
Reinigung erzielt werden. Auch die CadC-Variante mit verkiirzter Linkerregion (CadC-A108-
151) konnte aufgrund der kompakten Sekundirstruktur fiir die Rontgenkristallographie
herangezogen werden. NMR-Spektroskopie-Messungen sind fiir die Strukturaufkldrung der
kompletten Struktur von CadC weniger geeignet, da die molekulare GroBBe eines CadC/DNA -
Komplexes die gingigen GrofBenbegrenzungen der NMR-Spektroskopie (>30 kDa)
iiberschreitet. Jedoch ermoglicht die Bereitstellung des neuen 1,2 GHz NMR-Spektrometers
am Institut fiir biomolekulare NMR-Spektroskopie der Technischen Universitit Miinchen
zukiinftig auch die Messung von groeren dynamischen Molekiilen durch Verbesserung der
Sensitivitit. Eine weitere Aufgabe des zytoplasmatischen Linkers konnte die Interaktion mit
weiteren Bereichen von CadC darstellen. So ist es vorstellbar, dass hydrophile
Aminosédurereste der zytoplasmatischen Doméne in CadC mit der Membran interagieren
konnten. Die Interaktion des zytoplasmatischen Linkers mit der Transmembrandoméne oder
der DNA-Bindedoméne von CadC widre durch BACTH-Experimente realisierbar. Fiir die
Transkriptionsaktivierung von cadBA spielt die Homooligomerisierung von CadC/CadC eine
Rolle (Rauschmeier et al. 2014). Elektronenspinresonanz-Messungen mit Spin-markierten
Cysteinen in CadC konnten Aufschluss liber einen Wechsel vom CadC-Monomer zum CadC-
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Dimer geben und somit Dynamiken von CadC nach Reizwahrnehmung im Periplasma zeigen.
Um zu verstehen, wie sich die einzelne Zelle bei Bedingungen eines moderaten Sdurestress
verhélt, muss die Verteilung der Komponenten des Cad-Systems in der Gesamtzellpopulation
analysiert werden. In der Vergangenheit wurden bereits auf chromosomaler Ebene
fluoreszierende CadA-, CadB- und LysP-Hybridproteine generiert. Wéhrend alle verfiigbaren
LysP-Hybride ohne die Anwesenheit von Lysin konstitutiv exprimiert wurden, zeigte sich
eine heterogene Verteilung von CadA und CadB. Chromosomale fluoreszierende CadC-
Fusionen sind zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht verfiigbar gewesen, sie sind allerdings
essentiell, um die Verteilung des Transkriptionsregulators zu untersuchen. Es wird spekuliert,
dass der Lysin/Cadaverin-Antiport bei homogener Verteilung von CadB zum Erliegen
kommen koénnte, da der Export von Cadaverin von einem Konzentrationsgradienten iiber die
Membran abhingig ist. Um diese Hypothese zu untersuchen, miisste CadB beziiglich der
Lysin/Cadaverin-Transportaktivitit untersucht werden und der zeitliche Verlauf der externen

Lysinkonzentration bei konstitutiv exprimierten cadB beobachtet werden.
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Anhang
CadC ToxR

onc: JNNNRRNRNRNRRNNNN R RRRRNA NN RN NN
o —=eh > e

red: CCCCEEEECCEEEECCCCEEEECCEEEECCHHHHHHHHHH

'ont: JIININENsnononnnnnsdBRan=0RaniianEnnit
red: 3 ———

rcd: CCCCCCCCHHHCCCCCCCEEEEECCEEEECCCCEEECCCC

AA: MOOPVVRVGEWLVTPSINQISRNGRQLTLEPRLIDLLVEE RA: MFGLGHNSKEISMSHIGTKEILAEKFTFDPLSNTLIDKED
10 20 30 40 10 20 30 40

ont : JInlNNanNRNENNNNNnNNNE s RONNNNNNENN:NE § .. . JAN=nB-0aniNRRNENRenNNin-on NRNNNNnannnN
Frod: B— - | —— - s —
[Pred: HHCCCCEECHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHC red: CCCEEEECHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHCCCC
AN AOHSGEVLS?DELID.\IUWXRSIUTNIIWTOSISELRKSLK AA: SEEIIRLGSNESRILWLLAQRPNEVISRNDLHDFVWREQG

. . . ' O O .

50 60 70 80 50 60 70 80

cont : JINNNRNNERRNNsNnaN0Nnnnnnnnnnnnnnnnniiint §.. . InnniNanRERRNRERRRRanniRiRRnnNannnn0nN
pred: ———e=)—o Ted: I ———————

fPred: CCCCCCCCEEEEECCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
AA: DNDEDSPVYIATVPKRGYKLMVPVIWYSEEEGEEIMLSSP

90 100 110 120

red: CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCEEEEECCCCEEEE
AA: FEVDDSSLTQAISTLRKMLKDSTKSPQYVKTVPKRGYQLI

90 100 110 120
ons: JENNEEERRRRRRNNRRRRRNERNNNanonnonndlnnnlBt | ¢ JonRiNnononnnnnnnnniNNRN0NsnnnnnnnRnRNnNt
[Pred: ! red A

fPred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHEH
AA: PPIPEAVPATDSPSHSLNIQNTATPPEQSPVKSKRFTTEFW
' g ' '

130 140 150 160

red: EEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCcCccccccceeecee
AA: ARVETVEEEMARESEAAHDISQPESVNEYAESSSVPSSAT

130 140 150 160

tonf: JnNIENERERmnnaRniinsnniNRRNENRR R nnanlit
red: e

red: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHAAHCCC
AA: V‘.’NTPQPF\N‘{‘.’TNKSF\PNL(_ENRLLILIF\\-'I.,LPLF\\-'LLLTI\I!

170 180 190 200

SENRRR| || [[ [[ ][] [ FEmeeeerreesl FEREEEeEr] | ][
[fred: I

[Pred: HHHHHHHHHHHHHHEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCE
AA: ‘UFFFLLSLGICVALVAFQSLDTRLPM_)KSRILLNPRDID

1}0 180 190 200

Abb. Al: Computergestiitzte Sekundirstrukturanalyse von CadC aus E. coli und ToxR aus
V. cholerae. Zu sehen sind die Aminosduresequenzen (As 1-200) der beiden Organismen. Die
zytoplasmatische Linkerregion ist griin markiert. H: a-Helix ( _) E: p-Faltblatt ( [ und C:
,Coil“. Die Sekundérstrukturanalyse wurde mittels PSIPRED (McGuffin et al. 2000) angefertigt.

m ! =

W“"’l °""'J EXADd l SR e e (uTn:-)l was | Tm'l (pa) | (mi/s) i R I (Ma:e&:nc)l

Fc=2-1 cadBA-DNA 41er CadC_1-159¢ 1 1,3E-07 1,38-07 0,583 25 18000  1,179€10 2E+02 3,16-09
v 6 5 2,7 4
v 7 100 0,00653 5

Fc=2-1 cadBA-DNA 41er CadC_1-159¢ 2 7,2E-08 1,4E-07 ,0758 25 18000  1,179E-10 1,1E+02 9,6€-10
v 8 5 13,5 4
v 9 100 1,8 5

Fc=2-1 cadBA-DNA 41er CadC_1-159¢ 5 3,2E-08 1,6€-07 0,758 25 18000  1,179€10 1,1E+02 1,3€-10
v 10 5 5,84 4
v 11 100 13,4 5

Fcm2-1 cacBA-DNA 41er CadC_1-159¢ 10 1,5E-08 1,5607 1 25 18000 1,179¢€10 33 5,56-11
v 12 5 2,96 4
v 13 100 8,09 5

Fe=2-1 cadBA-DNA 41er CadC_1-159( 20 7,709 1,507 1 25 18000 1,179€-10 14 4,1E-11
¥ 14 5 1,5 4
v 15 100 4,07 5

Abb. A2: Calibration-free Concentration Analysis zur Bestimmung des Anteils an biologisch
aktivem CadC,,5-E30R. Dazu wurden 5 pM CadCys5-E30R in den Verdiinnungsstufen 1:2, 1:5,
1:10 und 1:20 eingesetzt. Die aktive Flusszelle wurde mit cadBA4 -DNA beladen, als Referenz diente
yjiY-DNA. Die Flussrate lag bei 5 pl/min als auch bei 100 pl/min. Der Diffusionskoeffizient von
CadCy.159 E30R  wurde als D=1,179x10"° m?s bestinmmt. Die aktive Konzentration von
CadCyy5o E30R betrug 1.5x10"M. Alle Messungen erfolgten in Kooperation mit PD Dr. Ralf
Heermann am Department Biologie I der Ludwig-Maximilians-Universitét.
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¥ CadC Escherichia coli MQQPVVRVGEWLVTPSINQTISRNGRQ- - ~LTLEFR LIDLLVFF 40
% ToxR Vibrio cholerae MSHIGTKFILAERFTFDPLSNTLIDKEDSEEI IRLGSN ESRILWLL. 46
OmpR_Escherichia_coli MQENYNILVVDDDMRLRALLERYLTEQGFQ-~VRSVAN AEQMDRLL 44
VirG_Agrobacterium tumefaciens MKH---VLVIDDDVAMRHLIVEYLTIHAFK--VTAVAD--—-SKQFNRVL 41
PhoB_Escherichia_coli RILVVEDEAPIREMVCFVLEQNGFQ--PVEAED--—-YDSAVNQL 42
VanR_Enterococcus_faecalis KILIVDDEHEIADLVELYLENENYT--VEFKYYT--—-AKEALECI 42
% PsaE_Yersinia pestis ———-------MSHCVVLNKLESVLIIGDSR--YALSKN----EVLLLECL 34
% TcpP_Vibrio_cholerae MGYVRVIYQFPDNLWWNECSNQVYYAQDPMKPERLIGTPSIMQAKLLKIL 50
* CadC Bscherichia coli AQHSGEVLSRDELIDNVWRKRS~IVINHVVTQSIS - ELRKSLKDNDEDSP 87
% ToxR Vibrio_cholerae AQRPNEVISRNDLHDFVWREQGFEVDDSSLTQAIS-TLREMLEDSTK-SP 94
OmpR_Escherichia_coli TRESFHLMVLDLMLFE GEDGLSICRRLESQSNP--MPIIMVTAKGEEV 89
VirG Agrobacterium tumefaciens CSETVDVVVVDLNLG-——REDGLEIVRSLATKSDV--PIIIISGARLEEA 86
PhoB_Escherichia_coli NEPWPDLILLDWMLP-——GGSGIQFIKHLKRESMTRDIPVVMLTARGEEE 89
vanR_Enterococcus_faecalis DKXSEIDLAILDIMLP-——-GTSGLTICQKIRDKHTY -
* PsaE_Yersinia pestis YLRAGDVISHDELLT /SPTS--LPVAIKHIRDVFR 74
% TcpP_Vibrio_cholerae CEYHPSPCPNDQIIK—————— ALWPHGFISSESLTQAIKRTRDFLNDEHK 94
% CadC Escherichia coli VYIA’I‘V?KFGYRUJVW 107
% ToxR Vibrio cholerae QYVKTVPRRGYQLTARVETVEEEMARESEAAHDT SQPESVNEYAESSSVE 144
OmpR_Escherichia coli DRIVGLEIGADDYTIPRPFNPRELLARIRAVLRRQANELPGAPSQEEAVIA 139
VirG_Agrobacterium tumefaciens DEVIALELGATDFIAKPFGTREFLARIRVALRVE SVARTKDRRSFS 133
PhoB_Escherichia_coli DEVRGLETGADDY ITKPFSPKELVARIXKAVMERIS—————— PMAVEEVIE 133
vanR_Enterococcus_faecalis DKITGLTIGADDYITKPFRPLELIARVKAQLRRYX-KFSGVKEQNENVIV 135
% PsaE Yersinia pestis KITRSEVIKTYKNEGYSYQKDSVLIIIDDGSTEKESHSAAYTRKEKPDIP 124
% TcpP_Vibrio_cholerae TLIENVKLQGYRINIIQVIVSENIVDEADCSQKKS-————————— VKERIK 135

Abb. A3: Computergestiitzter
OmpR-Familie. Die DNA-Bindedoméane von CadC (As 1-107) aus Escherichia coli wurde mit den

Sequenzvergleich von Transkriptionsregulatoren der

DNA-Bindedominen von ToxR aus Vibrio cholerae, OmpR aus Escherichia coli, VirG aus
Agrobacterium tumefaciens, PhoB aus Escherichia coli, VanR aus Enterococcus faecalis, Psae aus
Yersinia perstis und TcpP aus Vibrio cholerae verglichen. Die Sequenz des B-Strang 7 in CadC aus
E. coli wurde schwarz markiert. * kennzeichnet Proteine der ToxR-Familie. Die Aminosduren im
Bereich des B-Strangs aus E.coli CadC zeigten keine Sequenzhomologie zu den Aminosduren aus
weiteren Mitgliedern der OmpR-Familie. Der Sequenzvergleich wurde mittels CLUSTALW?2
(Larkin et al. 2007) angefertigt.
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CadC_Vibric_harveyi

CadC Vibrio vulnificus
CadC_vibrio_fischeri
CadC_Reromonas_hydrophila
CadC_Serratia odorifera
CadC_Yersinia_ ruckeri
CadC_Edwardsiella_ tarda
CadC Escherichia coli
CadC_Klebsiella_pneumoniae
CadC_Salmcnella_entsrica
CadC_Shewanella_piezotolerans

CadC_vibrio_harveyi
CadC_Vibric_vulnificus
CadC Vibrio fischeri
CadC_Reromonas_hydrophila
CadC_Serratia odorifera
CadC Yersinia ruckeri
CadC_Edwardsiella_tarda
CadC_Escherichia_coli

CadC Flebsiella pneumoniae
CcadC_salmonella_enterica
CadC_Shewanella piezotolerans

CadC_Vibric_harveyi
CadC_Vibrio_vulnificus
CadC_Vibrio_fischeri
CadC_Aeromcnas_hydrophila
CadC_Serratia_odorifera
CadC_Yersinia_ ruckeri

CadC Edwardsiella tarda
CadC_Escherichia_coli
CadC_Klebsiella pneumcnias
CadC Salmonella enterica
CadC_shewanella_piezotolerans

CadC_Vibric_harveyi
CadC_Vibrio vulnificus
CadC_vibrio_fischeri
CadC_Aeromonas_hydrophila
CadC_Serratia odorifera
CadC_Yersinia_ruckeri
CadC_Edwardsiella tarda
CadC_Escherichia_ccli
CadC_Klebsiella pneumonias
CadC_Salmeonella_snterica
CadC_Shewanella piezotolerans

CadC_Vibrio_ harveyi
CadC_Vibric_vulnificus
CadC_Vibrio_fischeri
CadC_aeromonas_hydrophila
CadC_Serratia_odorifera
CadC_Yersinia_ruckeri
CadC_ Edwardsiella tarda
CadC_Escherichia_ccli
CadC_Klebsiella_pneumonias
CadC_Salmecnella_ snterica
CadC_Shewanella_piezotolerans

CadC_Vibrio_harveyi
CadC_Vibric_vulnificus
CadC Vibrio fischeri
CadC_Aeromonas_hydrophila
CadC_Serratia_odorifera
CadC_Yersinia_ ruckeri
CadC_Edwardsiella tarda
CadC_Escherichia coli
CadC_Klebsiella_pneumonias
CadC_Salmonella enterica
CadC_Shewanella_piezotolerans
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Anhang

CadC_Vibrio harveyi
CadC_vibrio_vulnificus
CadC_Vibrio_fischeri
CadC_Aeromcnas_hydrophila
CadC_Serratia odorifera
CadC_Yersinia_ruckeri
CadC_Fdwardsiella tarda
CadC_Escherichia_coli
CadC_Klebsiella pneumoniae
CadC_salmonella_enterica
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Anhang

CadC_Vibrio_harveyi AVHPSVVRML- 523
CadC_Vibrio_vulnificus SVHPSVVRIM- 524
CadC_Vibrio_fischeri AVNPSEVRIMG 541

CadC_RAeromonas_hydrophila
CadC_Serratia_pdorifera
CadC_Yersinia_ ruckeri
CadC_Edwardsiella tarda
CadC_Escherichia_coli
CadC_Klebsiella_ pnesumoniae
CadC_salmonella enterica
CadC_shewanella_piszotolerans QLESVVEDQNK 512

Abb. A4: Computergestiitzter Sequenzvergleich von CadC aus Escherichia coli, Vibrio harveyi,
Vibrio vulnificus, Vibrio fischeri, Aeromonas hydrophila, Serratia odorifera, Yersinia ruckeri,
Edwardsiella tarda, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica und Shewanella piezotolerans. Der
Bereich der DNA-Bindedomaéne ist blau, die Linkerregion rot, der Bereich der Transmembranhelix
grau und die Sensordomine griin markiert. Sequenzhomologie wurde fiir die DNA-Bindedoméane und
die periplasmatische Sensordomine festgestellt, die Aminosauresequenz der Linkerregion ist nicht

konserviert. Der Sequenzvergleich wurde mittels CLUSTALW?2 (Larkin et al. 2007) angefertigt.
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