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Genprodukte werden so nummeriert, dass das erste Methionin in der Aminoséauresequenz des
Wildtyp-Proteins mit ,,1 deklariert wird. N-terminal oder C-terminal fusionierte Affinitats-
Tags oder Linker-Sequenzen werden bei der Nummerierung nicht berticksichtigt.

Wenn nicht ausdriicklich anders vermerkt (z. B. B-Lysin), handelt es sich im Falle aller

erwéhnten Aminosdauren um L-Aminoséuren (z. B. L-Lysin).

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

korrespondierenden Aminoséure angefihrt (z. B. K163 oder Lys163).

Verkurzung bzw. variable Architektur von Proteinen wird so gekennzeichnet, dass zuerst das
entsprechende Gen/Protein angegeben wird, gefolgt von den Aminoséurepositionen, die die
ausgewahlten Proteinbereiche bilden (z. B. cadC107-512 oder CadC107-512).

Bei Aminosduresubstitutionen wird die native Aminosdure im Einbuchstabencode zuerst vor
der entsprechenden Aminoséaureposition genannt. Nach der Position wird die substituierte
Aminosdaure aufgefiihrt (z. B. K163A).

Zur vereinfachten Nomenklatur im Zuge der BACTH-Studie sind die T18- und T25-
Fragmente bei N-terminaler Fusion an das/die Protein/Chimére vor dem/die entsprechenden
Protein/Chimére aufgefiihrt (z. B. T18-LysP). Sind T18 oder T25 am C-Terminus des/der
Proteins/Chimare fusioniert, so werden die Fragmente nach dem/der korrespondierenden
Protein/Chimére genannt (z. B. LysP-T25). In Analogie wird die C-terminale Fusionierung
von MBP an die CadC-Chiméren durch Nennung von MBP im Anschluss an die
Doménenarchitektur der Chimare verdeutlicht (z. B. T25-CadC159-178-MBP).

LysP-Proteoliposomen enthalten ausschlieBlich rekonstituiertes LysP, wahrend LysP/CadC-

Proteoliposomen co-rekonstituierte LysP- und CadC-Proteine beinhalten.

Xl



1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In jingster Zeit mehren sich die Belege, wonach bei Bakterien Transportproteine als Co-
Sensoren von Signaltransduktions-Maschinerien fungieren. Diese einzigartige Kopplung
zwischen Stofftransport und Signaltransduktion erlaubt der Bakterienzelle im Zuge der
Transkriptionsregulation die raffinierte Integration von statischen Konzentrationsénderungen
und Stoffwechselflissen. Der erste Teil der vorliegenden Arbeit fokussiert auf die molekulare
Analyse des regulatorischen Wechselspiels zwischen der Lysinpermease LysP und dem
Membran-integrierten pH-Sensor und Transkriptionsaktivator CadC von Escherichia coli.
Beide Proteine sind Bestandteile des Cad-Systems, das die Lysin-abhéngige Adaptation von
E. coli an Séurestress vermittelt. In vivo Interaktionsstudien zeigten, dass CadC und LysP in
der Abwesenheit beider Cad-Stimuli (Lysin und niedriger pH-Wert) stabile heterooligomere
Komplexe bilden, die durch Lysin und niedrigen pH-Wert moduliert werden. Im Zuge von in
vivo Interaktionstests mit CadC-Varianten mit unterschiedlicher Domanenarchitektur wurde
die periplasmatische Domane von CadC (CadCpp) neben der TM-Helix (spezifisch Phel65)
des Sensors als essentiell fir die Interaktion mit LysP identifiziert. Zielgerichtete Mutagenese
definierte Arg265 und Arg268 in CadCpp sowie Asp275 und Asp278 in LysP als potentielle
periplasmatische Kontaktstellen. Die systematische detaillierte Analyse von zahlreichen
LysP-Varianten mit Einzel- und Mehrfach-Aminosauresubstitutionen implizierte, dass das
Lysinsignal von Co-Sensor (LysP) zu Sensor (CadC) tber Lysin-abhéngige konformationelle
Anderungen des Transporters nach Substratbindung und/oder -translokation transduziert wird
(konformationelle Kopplung). Die Integration aller Daten der in vivo Interaktions- und
Mutagenesestudie postuliert ein Modell, wobei die Aktivitdt von CadC durch LysP Uber
intramembrane und periplasmatische Kontakte in Abwesenheit beider Cad-Stimuli inhibiert
wird. Nach Induktion transferieren Lysin-abhéngige Konformationsanderungen von LysP das
Lysinsignal via einer direkten konformationellen Kopplung zu CadC ohne die CadC/LysP-
Interaktion komplett aufzulésen. Darliber hinaus resultiert die pH-abhéngige Protonierung
von periplasmatisch lokalisierten Aminosduren in beiden Proteinen in der Aufhebung von
additiven elektrostatischen Wechselwirkungen, die wiederum eine weitere Destabilisierung
der Sensor/Co-Sensor-Interaktion bedingt. Nun ist CadC zugénglich fiir die Aktivierung
durch niedrigen pH-Wert und kann die Expression der Zielgene cadBA induzieren.

Im Mittelpunkt des zweiten Teils dieser Arbeit steht die funktionale Charakterisierung von
LysP aus E. coli. In vivo und in vitro Analysen demonstrierten, dass LysP als hochaffine und

L-Lysin-spezifische Permease fungiert (Kmys-Wert = 2,5 UM; Vmax = 39,5 nmol*(min*mg
1



1 Zusammenfassung

Protein)™?). Als Triebkrafte fir den LysP-vermittelten Lysintransport wurde in vitro A¥Y mit
physiologischer Polaritdt (innen negativ) und ein nach innen gerichteter pH-Gradient (ApH)
identifiziert. Detaillierte stochiometrische/energetische Kalkulationen lassen auf zwei LysP-
katalysierte Transportmodi schlieen: (i) einen Lysin-Uniportmechanismus getrieben durch

AW und (ii) einen Lysin/H*-Symportmechanismus in Gegenwart von ApH.



2 Summary

2 Summary

There is increasing evidence that transport proteins are used as co-sensors for the bacterial
signal transduction machinery. The coordination of substrate transport and signal transduction
represents a sophisticated way to integrate information on metabolite fluxes into
transcriptional regulation. The first part of the thesis focusses on the analysis of the molecular
mechanism of the regulatory interplay between the lysine-specific permease LysP and the
membrane-integrated pH sensor and transcriptional activator CadC, which together induce
lysine-dependent adaptation of Escherichia coli under acidic stress. In vivo interaction studies
revealed that, in the absence of either stimulus (lysine and low pH), the two proteins form a
stable heterooligomeric association, which is modulated by lysine and low pH. Via in vivo
interaction assays using CadC variants with different domain architecture, besides its
transmembrane helix (specifically Phel65), the periplasmic domain of CadC (CadCpp) was
found to be involved in the interaction with LysP. Site-directed mutagenesis pinpointed
Arg265 and Arg268 in CadCpp as well as Asp275 and Asp278 in LysP as potential
periplasmic interaction sites. Moreover, a systematic analysis of several LysP variants with
single- and multiple-site replacements indicated that the lysine signal is transduced from co-
sensor (LysP) to sensor (CadC) via lysine-dependent conformational changes of LysP upon
substrate binding and/or translocation (conformational coupling). The integration of all results
of the in vivo interaction and mutagenesis study suggests a scenario in which CadC activity is
inhibited by LysP via intramembrane and periplasmic contacts in absence of either stimulus.
Upon induction, lysine-dependent conformational changes in LysP transduce the lysine signal
via a direct conformational coupling to CadC without resolving the interaction completely.
Moreover, concomitant pH-dependent protonation of periplasmic amino acids in both proteins
dissolves their electrostatic connections resulting in further destabilization of the CadC/LysP
interaction. Now, CadC is susceptible to low pH and is able to induce the expression of the
target genes cadBA.

The second part of this thesis deales with the detailed biochemical characterization of the lysP
gene product of E. coli. Functional analyses with intact cells and proteoliposomes
demonstrated that LysP functions as a lysine-specific high-affinity permease (Kmqys)-value =
2.5 UM; Vmax = 39.5 nmol* (min*mg protein)™). Using an in vitro approach, a membrane
potential (AW) with physiological polarity (inside negative) and an inwardly directed H*-
gradient (ApH) were found to cause accumulation of L-lysine in LysP-proteoliposomes.

These observations and detailed stoichiometric/energetic calculations suggest that the LysP-
3



2 Summary

mediated lysine transport occurs via two modes: (i) lysine-uniport driven by AY and (ii)

lysine/H"-symport in presence of ApH.



3 Einleitung

3 Einleitung

3.1 Definition von Saurestress bei Enterobakterien

Die Gram-negative Familie der Enterobacteriaceae inkludiert neben harmlosen
Kommensalen zahlreiche Pathogene wie z. B. diverse Arten der Gattungen Escherichia,
Salmonella oder Shigella. Mitglieder der Enterobacteriaceae werden trivialerweise als
Enterobakterien (enteron, gr. Darm) bezeichnet, da etliche Spezies den Gastrointestinaltrakt
von S&ugetieren als Habitat oder Infektionsort besiedeln. Um dort Gberleben und persistieren
zu kdnnen, mussen kommensale sowie pathogene Enterobakterien moderate oder extreme
Stresssituationen verschiedenster Art bewéltigen. Dabei sind sie besonders sowohl innerhalb,
als auch auRerhalb des Wirtes starken Schwankungen des umgebenden pH-Wertes ausgesetzt,
u. a. dem extrem niedrigen pH-Wert (pH 1-2) des Magens oder der Phagosomen bzw.
Phagolysosomen der Epithelzellen des Darmes wahrend der Pathogenese oder wéhrend des
Zersetzungsprozesses von organischen Material nach Verlassen des Wirtes (Slonczewski &
Foster, 1996, Bearson et al., 1997). Als S&urestress definiert man den biologischen Effekt der
Kombination von niedrigem pH und dem Vorhandensein von schwachen (organischen)
Sauren (Bearson et al., 1997). Schwache Sauren sind u. a. fliichtige Fettsduren wie Acetat,
Propionat und Butyrat, die im Zuge der bakteriellen Fermenation im Dinndarm gebildet
werden. In der ungeladenen protonierten Form sind schwache Sduren in der Lage, die
prokaryotische Zytoplasmamembran zu permeieren und durch intrazellulare Dissoziation den
zytoplasmatischen pH-Wert zu senken (Bearson et al., 1997). Diese intrazellulare
Akkumulation von schwachen Sauren bedingt neben der Beeintrachtigung der strukturellen
Integritdt und Funktionalitdat von Makromolekdlen einen Abbau der pH-Differenz (ApH) iiber
der Zytoplasmamembran. ApH ist eine Komponente der protonenmotorischen Kraft (PMF,
engl. proton motive force) und nimmt folglich eine zentrale Rolle in der zellulédren
Bioenergetik ein. Der Abbau von ApH resultiert in funktionellen Stérungen von z. B.
Transportprozessen, Zellmotilitat oder der Generierung von ATP (Foster, 2004). Daher ist die
Fahigkeit potentiell lethale Veranderungen des umgebenden pH-Wertes zu detektieren und
darauf mit geeigneten Strategien zu reagieren ausschlaggebend fiir das Uberleben von

Enterobakterien.
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3.2 Die Saurestressanpassung von E. coli

Das pH-Optimum fur das Wachstum des neutrophilen Enterobakteriums Escherichia coli liegt
im neutralen Bereich. Allerdings vermag E. coli ohne Beeintrachtigungen des bakteriellen
Wachstums bei extrazellularen pH-Werten von ~5-7 den zytoplasmatischen pH-Wert im
Bereich von ~7,5-7,7 aufrechtzuerhalten (Padan et al., 2005, Wilks & Slonczewski, 2007). Im
Gegensatz toleriert E. coli bei der Magenpassage sehr niedrige externe pH-Werte ~1-3 ohne
in dieser Nische zu wachsen (Foster, 2004). E. coli hat aktive und passive Strategien
entwickelt, um die Existenz wéhrend Exposition zu pH-Werten innerhalb oder auBerhalb des
Wachstumsbereiches zu gewahrleisten [Abb. 1, (Krulwich et al., 2011)].

Zum Erhalt der pH-Homd@ostase spielt die Impermeabilitat der Zytoplasmamembran fir
Protonen eine bedeutende Rolle. Abnahme der Protonenpermeabilitat durch strategische post-
synthetische Modifikationen der Lipid-Doppelschicht durch Bildung von Cyclopropan-
Fettsduren ist ein Hauptfaktor der pH-Homdoostase und Saureresistenz von E. coli (Cronan Jr,
2002). Die zytoplasmatische Pufferkapazitét ist ein passiver Schutzmechanismus, basierend
auf kleinen organischen Molekilen (z. B. Aminosduren) und ionisierbaren Gruppen von
Proteinen (Slonczewski et al., 2009, Krulwich et al., 2011). Des Weiteren tragen
anorganische Polymere (z. B. Polyphosphate) und Polyamine zur Pufferwirkung des
Zytoplasmas bei (Wortham et al., 2007, Seufferheld et al., 2008).

In Gegenwart von pH-Werten ~5-7 (moderater Séaurestress), die das bakterielle Wachstum
nicht beeintrachtigen, wird als Basis der pH-Homdostase in E. coli eine diverse Kollektion an
Genen transkriptionell hochreguliert (Abb. 1A). So wird unter aeroben Bedingungen die
Expression von NAD(P)H-abhéngigen  Substrat-Dehydrogenasen und von H'-
ausschleusenden Komplexen der Atmungskette erhoht, wahrend die Expression der FiFo-
ATP-Synthase reduziert wird, um den (Wieder-)Eintritt von Protonen zu limitieren (Hayes et
al., 2006). Dabei wird die Balance des Membranpotentials u. a. durch K*-Importsyteme
gewadbhrleistet (Roe et al., 2000, Buurman et al., 2004). Des Weiteren weisen Aminoséure-
Decarboxylase-Systeme und Hydrogenasen unter Anaerobiose eine Sadure-induzierte
Erhéhung der zugrundeliegenden Genexpression auf (Slonczewski et al., 2009, Noguchi et
al., 2010). Hydrogenasen katalysieren die Konversion von Protonen zu flichtigem
Wasserstoffgas (Hz) (Hayes et al., 2006). Degradative Aminoséure-Decarboxylasen
generieren unter Verbrauch von Protonen alkalische Polyamine, die durch entsprechende
Aminosaure/Polyamin-Antiporter aus der Zelle exkretiert werden. Wéhrend Polyamine neben

der puffernden Wirkung den Einstrom von Membran-géngigen organischen Sduren durch
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Blockade von Porinen in der daufReren Membran unterbinden (Samartzidou & Delcour, 1999),
spielt das produzierte CO> einen noch unbekannten Part in der pH-Homdoostase von E. coli
(Sun et al., 2005). E. coli verfugt Uber Decarboxylase-Systeme fur die Aminosauren Lysin
[Cad-System, Abb. 2, (Meng & Bennett, 1992a, Meng & Bennett, 1992b)], Arginin [Adi-
System, (Stim & Bennett, 1993)] Glutamat [Gad-System, (Hersh et al., 1996, Castanie-Cornet
et al., 1999)] und Ornithin [Spe-System, (Kashiwagi et al., 1992)]. Diese Systeme werden
durch unterschiedliche Mechanismen aktiviert und die entsprechenden Aminosaure-
Decarboxylasen weisen hinsichtlich der enzymatischen Aktivitdt Unterschiede in den pH-
Optima auf (Richard & Foster, 2004). Darauf basiert die Anpassung von E. coli tber einen
weiten pH-Bereich.

Um unter extremen und wachstumshemmenden Séurestress (pH-Werte ~1-3) die Existenz
sicherzustellen besitzt E. coli eine umfassende Anzahl an Protektions-Systemen, die diesem
Enterobakterium eine limitierte pH-Homdostase fiir mehere Stunden ermdglichen (Abb. 1B).
Diese herausragende Eigenschaft wird als S&ureresistenz bezeichnet (AR, engl. acid
resistance). Um die pH-Homdostase bei pH-Werten von ~1-3 zu gewahrleisten, verflgt E.
coli grundsatzlich tber drei AR-Systeme [AR1-3, (Foster, 2004)].

AR1 ist in der Abwesenheit von Aminosduren (Lin et al., 1996) aktiv und basiert auf der
inversen Funktion der FiFo-ATP-Synthase (Richard & Foster, 2003). In Gegenwart von
niedrigen pH-Werten von ~2,5-3 katalysiert diese Protonenpumpe unter der Hydrolyse von
ATP den Efflux von H* aus dem Zytoplasma (Richard & Foster, 2004). AR1 wird in der
stationdren Wachstumsphase RpoS- (alternativer Sigmafaktor ¢°) und CRP- (engl. CAMP
receptor protein) abhangig aktiviert (Castanie-Cornet et al., 1999). Daher wird AR1 auch als
Glucose-reprimiertes oder oxidatives AR-System betitelt. Allerdings ist das Verstandnis
molekularer Details des AR1-Systems noch sehr llickenhaft.

Im Falle von AR2 und AR3 handelt es sich um Aminosaure-Decarboxylase/Antiporter-
abhéngige Resistenzsysteme, die durch die Anwesenheit von extrazellularem Arginin (AR2)
und Glutamat (AR3) induziert werden. Bei externem pH-Wert ~2,5 halten beide
Uberlebensstrategien den zytoplasmatischen pH-Wert konstant bei ~4 [AR2: pH 4,7, AR3:
pH 4,2, (Richard & Foster, 2004)]. Der Antiport-Mechanismus, der mit beiden
Decarboxylase-Systemen assoziiert ist, ist elektrogen, d. h. bei einer stark ausgepragten
transmembranen pH-Differenz  besteht die Gefahr einer Hyperpolarisation der
Zytoplasmamembran (Foster, 2004). Um ApH zu kompensieren und die drohende
Hyperpolarisation zu vermeiden, bedient sich E. coli eines umgekehrten (innen positiven)
Membranpotentials [AWY, (lyer et al., 2002, Richard & Foster, 2004)]. Chlorid-Kandle vom

7
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CIC-Typ scheinen bei dieser Umkehrung von AY und bei der Wiederherstellung des
generellen innen negativen AY ab einem externen pH-Wert von ~4-5 eine Rolle zu spielen
(lyer et al., 2002, Foster, 2004, Slonczewski et al., 2009).
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Abb. 1: Die Saurestressanpassung des fakultativ aeroben neutrophilen Enterobakteriums E. coli [nach
Slonczewski et al. (2009) und Krulwich et al. (2011)]. A. Strategien der Sdurestressanpassung bei externen pH-
Werten von 5-7, die das bakterielle Wachstum nicht beeintrachtigen (n&here Details siehe Text). B.
Saureresistenzmechanismen fiur die Sicherstellung des bakteriellen Uberlebens bei extremen und
wachstumshemmenden S&urestress (pH-Werte 1-3) (ndhere Details siehe Text). + / -, Membranpotential AY;
griner Pfeil, transkriptionelle Aktivierung; roter Pfeil, transkriptionelle Reduktion; schwarzer Pfeil, Erh6hung.
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Folglich erweitert E. coli fur die Sicherstellung der Existenz bei extremen S&durestress
Strategien (z. B. Aminosaure-Decarboxylase-Systeme), die fiir das Uberleben und Wachstum
bei moderatem Sdurestress bendtigt werden, mit der Inversion von AY, einem Mechanismus,

der bei acidophilen Bakterien zu finden ist.

3.3 Das Cad-System von E. coli

Das Aminosaure-Decarboxylase-System fiir Lysin (Cad-System oder AR4-System) spielt eine
untergeordnete Rolle bei der Protektion von E. coli in Gegenwart von extrazellularen pH-
Werten von ~1-3 (lyer et al., 2003). Am effektivsten ist das Cad-Modul bei moderatem
Sdurestress (pH ~5-7). Die zentrale Komponente des Cad-Systems ist der Membran-
integrierte pH-Sensor und Transkriptionsaktivator CadC, der die Expression des cadBA
Operons reguliert, das die beiden Gene fur den Lysin/Cadaverin-Antiporter CadB und die
zytoplasmatische dekamere Lysin-Decarboxylase CadA umfasst [Abb. 2, (Sabo et al., 1974,
Watson et al., 1992, Meng & Bennett, 1992a, Meng & Bennett, 1992b, Soksawatmaekhin et
al., 2004, Soksawatmaekhin et al., 2006, Kanjee et al., 2011)].

cadBA ist auf dem E. coli Chromosom bei 93,5 min lokalisiert und wird bicistronisch
transkribiert (Auger et al., 1989, Meng & Bennett, 1992a). Unmittelbar stromaufwérts von
cadBA liegt cadC, dessen Expression konstitutiv ist (Watson et al., 1992, Dell et al., 1994).
Allerdings wurde in neuesten Studien gezeigt, dass CadC durch EF-P (engl. elongation factor
P) einer Regulation auf translationeller Ebene unterliegt (Ude et al., 2013). EF-P verstérkt die
Translation von Proteinen mit Polyprolin-haltigen Bereichen: In der Abwesenheit von EF-P
stoppen die Ribosomen an diesen Polyprolin-Regionen, wéhrend diese translationelle
Blockade in der Gegenwart von EF-P gemildert wird (Ude et al., 2013). Bei E. coli Wildtyp
betrdgt die CadC-Kopiennummer ~3-5 Molekiile pro Zelle, die in einer EF-P-unabhéngigen
CadC-Variante (CadC-PPPIP/AAAIS) drastisch auf ~11-14 CadC-Molekile pro Zelle
gesteigert wird. Die entsprechende CadC-Variante ist charakterisiert durch einen
Kontrollverlust der Regulation von cadBA, da diese Variante das Cad-Operon bereits in der
Anwesenheit eines Stimulus (niedriger pH oder Lysin) induziert (Ude et al., 2013). Folglich
ist die durch EF-P regulierte Feineinstellung der Kopienzahl von CadC essentiell fur eine

adaquate Stressantwort.
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Abb. 2: Das Cad-System von E. coli. Unter induzierenden Bedingungen (Lysin 1, H" 1) aktiviert der Membran-

integrierte pH-Sensor und Transkriptionsregulator CadC die Expression der Zielgene cadBA. Das cadBA Operon
kodiert flir die zytosolische Lysin-Decarboxylase CadA und den Membran-integrierten Lysin/Cadaverin-
Antiporter CadB. Wéhrend der niedrige pH-Wert direkt von der periplasmatischen Sensor-Doméne von CadC
detektiert wird, erfolgt die Wahrnehmung des Lysinsignals indirekt durch ein Wechselspiel mit der
Lysinpermease LysP. Eine Endprodukthemmung iber Cadaverin fihrt zur Deaktivierung von CadC. H-NS
fungiert als negativer Regulator der Transkription von cadBA, wohingegen Lrp aktivierend auf die cadBA
Expression wirkt. Lysin 1, hohe Lysinkonzentration; H* 1, hohe H*-Konzentration; PP, Periplasma; ZM,
Zytoplasmamembran; ZP, Zytoplasma.

Moderater Saurestress, externes Lysin und geringer Sauerstoffpartialdruck resultieren in einer
drastischen Erhéhung der CadA/B-Proteinlevel [CadA entspricht nach Induktion ~2% des
zelluldren Gesamtproteins, (Stim-Herndon et al., 1996)]. Die Expression von cadBA
unterliegt einer Feedback-Inhibition durch die Endprodukte der Lysin-Decarboxylierung,
Cadaverin (Dell et al., 1994, Neely et al., 1994, Haneburger et al., 2012) und CO; (Takayama
et al., 2006). Wahrend kirzlich die mechanistischen Details der Cadaverinhemmung
aufgeklart werden konnten (Haneburger et al., 2012), sind im Falle der CO2-Inhibition die
molekularen Grundlagen noch nicht bekannt (Takayama et al., 2006). Die Sauerstoff-
Abhéngigkeit von cadBA wird vermutlich durch den globalen Transkriptionsregulator H-NS
(Histon-ahnliches Nukleoid-strukturierendes Protein) vermittelt (Kiper & Jung, 2005). H-NS
fungiert in Enterobakterien als globaler Repressor, der neben dem Cad-System u. a. auch das
Gad- und das Adi-System unter nicht-induzierenden Bedingungen reprimiert (Shi et al., 1993,
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Giangrossi et al., 2005). Als zusatzlicher positiver Regulator der cadBA Expression wurde
Lrp (engl. leucine-responsive protein) identifiziert (Ruiz et al., 2011). Lrp scheint als
physiologisches Barometer der Zelle die Expressionslevel des Cad-Operons unter Cad-
aktivierenden Bedingungen an den physiologischen Status der Zelle anzupassen (Dillon &
Dorman, 2010, Ruiz et al., 2011).

Die Integration und Prozessierung der Signale niediger pH-Wert, Lysin und Cadaverin wird
auf bemerkenswerte Weise durch CadC vermittelt. CadC gehort zur Familie von ToxR-
ahnlichen Transkriptionsaktivatoren, die zahlreiche S&urestress-regulierte Aktivatorproteine
umfasst (Miller et al.,, 1987). Namensgeber fir diese Proteinfamilie ist ToxR, der
Hauptregulator der Virulenz von Vibrio cholerae und anderen Vibrio-Spezies. ToxR-ahnliche
Regulatoren sind durch einen konservierten modularen Aufbau gekennzeichnet. Die
Verankerung in der Zytoplasmamembran erfolgt durch eine einzelne Transmembran (TM)-
Doméne (CadC: AS (Aminosduren) 159-178), die eine zytoplasmatische N-terminale
Effektor-Doméne  (CadC: AS1-158) wvon einer periplasmatischen C-terminalen
Reizwahrnehmungsdoméne (CadC: AS179-512) separiert (K. Burdack, unveroffentlichte
Daten). Da die Aktivierung von ToxR-&hnlichen Regulatoren ohne chemische Modifikation
erfolgt (Miller et al., 1987), stellen diese Proteine Ein-Komponenten-Systeme dar, die
Sensor -, Signaltransduktions- und Effektorfunktion in einem Polypeptid vereinen (Ulrich et
al., 2005). Kdrzlich wurde die drei-dimensionale Struktur der periplasmatischen Sensor-
Domaéne von E. coli CadC (CadCpp) aufgeklart [Auflésung: 1,8 A, (Eichinger et al., 2011)].
Ein charakteristisches Merkmal von CadCpp ist der Aufbau aus einer N- und C-terminalen
Subdoméne (Eichinger et al., 2011). Eine weitere Besonderheit der CadCpp-Kristallstruktur
ist die Bildung von Dimeren (Eichinger et al., 2011). Durch detaillerte Mutagenesestudien
basierend auf der Struktur von CadCpp konnte die Detektion des niedrigen pH-Wertes einer
negativ geladenen, exponierten Region zugeordnet werden, die an der Grenzflache zwischen
zwei Monomeren lokalisiert ist (Eichinger et al., 2011, Haneburger et al., 2011). Dabei wird
die externe H*-Konzentration direkt durch titrierbare Seitengruppen einer konzertierten
Gruppe saurer Aminosauren sensiert (Haneburger et al., 2011). Es wird postuliert, dass ein
niedriger pH-Wert die Bildung von aktiven CadC-Dimeren durch H*-abhangige
Ladungsneutralisation an der Dimer-Grenzflache bedingt (Haneburger et al., 2011).

Dartiber hinaus fungiert CadC als direkter Sensor fir den negativen Rickkoppler Cadaverin
(Haneburger et al., 2012). Es wurden zwei Cadaverin-Bindestellen unterschiedlicher Lage in
CadCpp identifiziert, wobei eine exponierte Bindestelle in der zentralen Kavitat von CadCpp

lokalisiert ist, wahrend die andere verdeckte hoéher affine Bindestelle an der Dimer-
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Grenzflache teils mit dem pH-sensorischen Bereich Uberlappt (Eichinger et al., 2011,
Haneburger et al., 2012). Sequentielle Bindung von Cadaverin an beide Bindestellen resuliert
durch Konformationsédnderungen von CadCpp in Deaktivierung des CadC-Dimers oder in
Monomerisierung [kooperatives Kaskade-Modell der Cadaverin Feedback-Hemmung,
(Haneburger et al., 2012)].

Ein zusatzlicher funktionaler Bestandteil der pH-Aktivierung von CadC ist die S&ure-
abhangige Unterbindung der Bildung einer Disulfidbriicke in Subdoméne 1 von CadCrp
(Tetsch et al., 2011). Im Kontrast zur direkten Sensierung von niedrigem pH-Wert und
Cadaverin durch CadC wird das Lysinsignal durch ein Wechselspiel mit der Lysinpermease
LysP wahrgenommen [(Tetsch et al., 2008), siehe 3.4, Abb. 3].

Bei der Aktivierung von CadC scheint die Reihenfolge, in der die Cad-aktivierenden Signale
(moderater S&urestress, Lysin) detektiert werden, keine Rolle zu spielen [nicht-sequentielles
Modell der CadC-Aktivierung, (Neely & Olson, 1996)]. Uber den Mechanismus, wie CadC
die Signale von der periplasmatischen Input-Doméne Uber die Zytoplasmembran zur
zytoplasmatischen Effektor-Domaéne transloziert, kann zum derzeitigen Stand der Forschung
nur spekuliert werden. Bei der Signaltransduktion scheint eine unstrukturierte
zytoplasmatische Linker-Region (AS107-158), die die DNA-Bindedoméane und die
Transmembran-Doméne verbindet, von Bedeutung zu sein (S. Buchner, unverdffentlichte
Daten). Als mogliche Mechanismen der Signaltransduktion werden u. a. reversible Monomer-
Dimer-Ubergange von CadC oder reversible Konformationsanderungen wie Hub- oder
Drehbewegungen des Transkriptionsaktivtors diskutiert (Haneburger et al., 2011). Als
Konsequenz der Signalwahrnehmung und -transduktion bindet die aktivierte N-terminale
DNA-bindende-Domane von CadC, ohne proteolytische Abspaltung vom Membran-
integrierten Sensor (Fritz et al., 2009), Uber ein winged Helix-Turn-Helix-Motiv direkt an die
Bindestellen CAD1 und CAD2, stromaufwaértsgelegen vom Promotorbereich von cadBA
(Pcadea), und induziert die Expression des Cad-Operons (Kiper & Jung, 2005). Derzeit wird
folgende Hypothese favorisiert, nach der CadC durch rdumliche Ndhe zu Pcagsa standig (d. h.
Signal-unabhangig) an CAD1/CAD2 bindet und die Expression von cadBA Uber eine unter
Cad-induzierenden Bedingungen hervorgerufene direkte aktivierende Protein-Protein-
Interaktion (PPI) zwischen der a-Schleife des Helix-Turn-Helix-Motives der DNA-Binde-
Domane von CadC mit der a-Untereinheit der RNA-Polymerase induziert (S. Buchner,
unveroffentlichte Daten). Diese PPI ist transient, d. h. diese Interaktion wird unter Cad-
inhibierenden Bedingungen aufgeldst - resultierend im Transkriptionsstop von cadBA. Eine

derartige Stimulus-abhdngige Interaktion mit der RNA-Polymerase wurde fiir den
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Transkriptionsaktivator und Sensor von oxidativem Stress OxyR von E. coli experimentell
bestétigt (Tao et al., 1993, Tao et al., 1995).

In physiologischer Hinsicht erfillt das Cad-Modul von E. coli mehrere Funktionen. Die H*-
konsumierende und Cadaverin-produzierende Decarboxylierung von Lysin gefolgt von der
Exkretion des Polyamins bedingt eine Erhéhung des intra- und extrazellulédren pH-Wertes und
ermoglicht somit den Erhalt der zellularen pH-HomdGostase und garantiert damit eine
deutliche Verbesserung der Uberlebensrate von E. coli in Gegenwart von moderatem
Sdurestress (Watson et al., 1992, Dell et al., 1994, Neely et al., 1994, Neely & Olson, 1996,
Kiper, 2005). Ein weiterer Beitrag zur pH-Hom@ostase ist die Verringerung der Permeabili&t
der duReren Membran z. B. flr organische S&uren, die auf der Blockade der Porine OmpC
und OmpF durch Cadaverin beruht (Samartzidou & Delcour, 1999, Samartzidou et al., 2003).
Des Weiteren bietet das Cad-System im Vergleich zu anderen Decarboxylase-Systemen von
E. coli deutliche Uberlebensvorteile gegeniiber Membran-gangigen organischen Sauren unter
Nahrstoff-limitierenden Bedingungen [z. B. Phosphatmangel, (Moreau, 2007)]. Alle hier
aufgelisteten Funktionen des Cad-Systems verdeutlichen die Rolle dieses Decarboxylase-
Systems im Zuge der Anpassung an moderaten Sdurestress. Als zusétzliche physiologische
Funktion des Cad-Systems wird die Bereitstellung von CO: fiir die Biosynthese unter
Sauerstoff-limitierenden Bedingungen diskuiert (Boeker & Snell, 1972, Futatsugi et al., 1997,
Takayama et al., 2006). Dabei scheint die CO2-produzierende Lysin-Decarboxykasereaktion
den zelluldaren CO2-Mangel (Resultat der Aktivitdtshemmung des Citratzyklus) zu
kompensieren.

Daruber hinaus steht die Funktion des Cad-Systems im Zusammenhang mit der Pathogenitat
von einigen Enterobakterien und Vibrio-Spezies. So vermittelt Cadaverin u. a. bei dem
uropathogenen E. coli UPEC Resistenz gegenliber bei der Wirt-Immunantwort generierten
Stickoxiden und Nitrosoverbindungen (Bower & Mulvey, 2006). Im gastrointestinalen
Pathogen Vibrio vulnificus wird unter Superoxid-Stress die Expression von cadBA durch den
Transkriptionsregulator SoxR unabhangig von CadC induziert (Kim et al., 2006). Das
Decarboxylierungs-Endprodukt Cadaverin scheint als Antioxidans fiir die Beseitigung der
Superoxid-Radikale dem Pathogen V. vulnificus Schutz vor Superoxidstress zu gewahrleisten
(Kim et al., 2006). Interessanterweise ist das Cad-System trotz der Bedeutung bei der
Sdurestressanpassung bei einigen enteroinvasiven E. coli- und dysenterischen Shigella-
Spezies u. a. durch die Insertion von IS-Elementen in cadC auf Genomebene inaktiviert
(Casalino et al., 2003, Casalino et al., 2005, Prosseda et al., 2007). Fur beide Spezies ware ein

intaktes Cad-System sehr ungiinstig, da z. B. Cadaverin einen hemmenden Einfluss auf die fir
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den Besiedlungsprozess des Gewebes von Shigella notwendige Entziindungsreaktion ausubt
(Sansonetti, 2001) und da fur enteropathogene cadC-defiziente E. coli Stamme (EIEC)
gezeigt wurde, dass Komplementation mit dem intakten cad-Lokus in einer verringerten

Adharenz der Bakterien an Zellen der Gewebekulturen resultierte (Jores et al., 2006).

3.4 Das regulatorische Wechselspiel zwischen CadC und LysP

Bereits 1980 wurde durch zwei unabh&ngige Studien der Genlokus bei 46,5 min auf dem
Chromosom von E. coli mit der Regulation der induzierbaren Lysin-Decarboxylase CadA in
Zusammenhang gebracht (Popkin & Maas, 1980, Tabor et al., 1980). Mutation bzw. Deletion
dieses Genlokus bedingte einen pleiotropen Phanotyp, charakterisiert durch Erhéhung der
Proteinlevel von CadA in Abwesenheit von Lysin, Reduktion des Lysin-spezifischen
Transportes und Resistenz gegeniiber dem toxischen Lysinanalogon Thiosin [S-(2-
Aminoethyl)-L-Cystein, TsR, (Popkin & Maas, 1980, Tabor et al., 1980)]. Daher wurde
diesem Lokus die physiologische Funktion eines Regulators zugeordnet, der sowohl in die
Kontrolle des Lysintransportes, als auch der Lysin-Decarboxylase involviert ist. Darauf
basiert die Original-Bezeichnung dieses Genlokus cadR [Cad-Regulator, (Tabor et al., 1980)].
Erst die detaillierte genetische und biochemische Analyse einer Transposonmutante, die
dhnlich wie die cadR-Mutationen neben Ts® auch Defekte im Lysin-spezifischen Transport
aufwies, wurde der Lokus bei 46,5 min als Lysin-Permease (lysP) identifiziert (Steffes et al.,
1992). Das vorhergesagte Translationsprodukt von lysP ist ein Protein (LysP) bestehend aus
489 Aminosduren und einer molekularen Masse von 53,576 kDa (Steffes et al., 1992).
Computergestitzte Hydrophobizitats-Analysen und Topologie-Analysen mit lacZ- oder blaM-
Genfusionen implizieren fiir LysP eine Verankerung in der Zytoplasmamembran mittels 12
Transmembrandoménen (Steffes et al., 1992, Ellis et al., 1995). Es wurde postuliert, dass
LysP als Lysin-spezifischer Transporter fungiert [siehe 3.5, (Rosen, 1971)]. 1994 bestatigten
Neely und Mitarbeiter experimentell LysP als negativen Regulator der cadBA Expression in
Abwesenheit von externem Lysin, da Deletion von lysP in einer Lysin-unabh&ngigen
Expression von cadBA resultierte (Neely et al., 1994). Des Weiteren fihrte die
Uberproduktion von Plasmid-kodiertem LysP zu einer Repression der cadBA Expression
selbst unter Cad-aktivierenden Bedingungen (Neely et al., 1994). Basierend auf diesem
Resultat und auf den neuesten Erkenntnissen von Ude et al. (siehe 3.3) beruht das Balance-
Modell, gemaR dem die CadC/LysP-Ratio ausschlaggebend ist fiir eine adaquate Stress-
abhéngige Induktion von cadBA (Ude et al., 2013). Bereits frihe cadC-Mutagenesestudien
implizierten, dass beide Stimuli, niedriger pH-Wert und Lysin, zwar unabhéngig voneinander
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detektiert werden (niedriger pH: CadC, Lysin: LysP), aber ausschlieBlich durch CadC
integriert und prozessiert werden (Dell et al., 1994, Neely et al., 1994). Neueste biochemische
Experimente von Tetsch et al. zeigten, dass CadC eine sehr niedrige Affinitat fur Lysin
aufweist (Kp > 20 mM) und vermutlich nicht als direkter Sensor flr Lysin fungiert (Tetsch et
al., 2008). Stattdessen wird das Lysinsignal ausschlie8lich durch den Co-Sensor LysP sensiert
und auf noch nicht geklarte Weise zu CadC transduziert. Dieses regulatorische Wechselspiel
zwischen LysP und CadC basiert auf direkter Protein-Protein-Interaktion, die durch die TM-
Doméne von CadC (besonders Phel65) vermittelt wird [Abb. 3, (Tetsch et al., 2008)]. Es
wurde ein Modell postuliert, nach dem in Abwesenheit von Lysin die Hemmung von CadC
durch direkte PPl mit dem Co-Sensor LysP innerhalb der Zytoplasmamembran vermittelt
wird (Tetsch et al., 2008). Diese hemmende PPI wird unter Cad-aktivierenden Bedingungen
aufgelost, LysP fungiert als Lysin-Importer und CadC kann die Expression der Cad-Zielgene
induzieren [Abb. 3, (Tetsch et al., 2008)].

LysP vereint demnach zwei Funktionen in einem Polypeptid: Transport von Lysin und
Regulation des Transkriptionsaktivators CadC. Basierend auf dieser Bifunktionalitat z&hlt
LysP zu den Trigger-Transportern (Tetsch & Jung, 2009a). Sowohl primare, als auch
sekundare Transportsysteme sind als Trigger-Transporter an co-sensorischen Netzwerken
beteiligt (Tetsch & Jung, 2009b). Die Regulationskopplung zwischen einem Trigger-
Transporter und Komponenten der korrespondierenden Signaltransduktions-Kaskade erlaubt
der Bakterienzelle neben der Detektion von statischen Konzentrationsdnderungen auch die
Integration von Flux&nderungen und Stoffwechselflissen. Obwohl sich in jingster Zeit die
Belege mehren, wonach Transportproteine als Co-Sensoren fungieren und eine wichtige Rolle
bei der Transduktion von Signalen Uber die Zytoplasmamembran spielen (Tetsch & Jung,
2009b), ist das Verstandnis des zugrundeliegenden molekularen Wechselspiels noch sehr
luckenhaft. Fur alle Sensor/Co-Sensor-Paare wird eine direkte PPI postuliert, allerdings fehlt
dafur in den meisten Féllen ein experimenteller Beleg. Auch die Kontaktstellen an der
Grenzflache der heterooligomeren Komplexe sind fiir die meisten Paare noch nicht detailliert
charakterisiert. Dariiber hinaus ist noch unklar, ob die Transportfunktion von Trigger-
Transportern Vorraussetzung ist fir die akzessorische co-sensorische Funktion und ob
Trigger-Transporter komplett die sensorische Funktion fur das entsprechende Signal
ubernehmen oder nur eine Feinregulation des Sensors bewirken. Zu den am besten
untersuchten Beispielen von co-sensorischen Netzwerken zahlen die Sensor/Co-Sensor-Paare
CadC/LysP (Tetsch et al., 2008), MalT/MalK (Richet et al., 2012), DcuS/DctA (Witan et al.,
2012a) von E. coli und BceS/BceB von Bacillus subtilis (Kallenberg et al., 2013).
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A B
Nicht-induzierende Bedingungen: Induzierende Bedingungen:
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Abb. 3: Modell fur die Lysin-abhangige Regulation von CadC vermittelt durch ein Wechselspiel mit der
Lysinpermease LysP in E. coli (Lysin-Co-Sensorik, nach Tetsch et al., 2008). A. In Abwesenheit von
externem Lysin inhibiert die Lysinpermease LysP uber eine direkte transmembrane PPl die Aktivitat des pH-
Sensors und Transkriptionsregulators CadC. B. In Gegenwart von Lysin kommt es zur Auflosung der
CadC/LysP-Interaktion - CadC wird nun zuganglich fur die Aktivierung durch niedrigen pH-Wert und induziert
die Expression der Zielgene cadBA. CadA, Lysin-Decarboxylase; CadB, Lysin/Cadaverin-Antiporter; PP,
Periplasma; ZM, Zytoplasmamembran; ZP, Zytoplasma.

3.5 Transport der basischen Aminosaure L-Lysin in E. coli

E. coli verflgt Uber drei distinkte Transportsysteme fiir die Aufnahme von L-Lysin, die sich
hinsichtlich des Transportmechanismus, der Substratspezifitat, der apparenten Michaelis-
Konstanten (Km) und der Regulation der Biosynthese unterscheiden.
argT-hisJQMP kodiert fir das Lysin-Arginin-Ornithin- (LAQO) System, das als ein generelles
priméres Transportssystem fur die Gruppe der basischen Aminosauren fungiert (Rosen, 1971,
Celis et al., 1973). Dabei bildet HisQMP. den ABC-Transporter, wahrend HisJ und ArgT als
periplasmatische Bindeproteine die spezifische Bindung der Aminosdure Histidin (HisJ) und
die Bindung der basischen Aminosduren Lysin, Arginin und Ornithin (ArgT) vermitteln
(Nonet et al., 1987, Chu et al., 2013). ArgT weist fir Arginin die hochste Affinitat auf
(Kbarg) = 1,5 pM) und bindet Lysin (Kpys) = 3,0 pM) und Ornithin (Kpom) = 5,0 uM) mit
geringerer Affinitat (Rosen, 1971). hisJQMP z&hlt zum Arginin-Regulon von E. coli und steht
16
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unter der Kontrolle des Arginin-Repressors ArgR (Caldara et al., 2008). Im Gegensatz wird
die Expression von argT unter Stickstoff-limitierenden Bedingungen durch das Zwei-
Komponentensystem NtrBC induziert (Zimmer et al., 2000). Diese Kontrolle durch NtrBC
impliziert fur das ArgT/LAO-Modul eine Funktion als Anreicherungssystem fir Stickstoff-
reiche Aminosduren bei Stickstoffmangel. Das LAO-Transportmodul katalysiert die
Aufnahme von Lysin mit einem Ku-Wert von 0,1-05 pM und einer maximalen
Aufnahmerate (Vmax) von 1,5-1,8 nmol*(min*mg Protein)* (Rosen, 1971, Celis et al., 1973).
In Gegenwart von niedrigem pH-Wert und extrazellularem Uberschuss von Lysin induziert
der Transkriptionsaktivator CadC die Expression von cadBA. Unter diesen Bedingungen
vermittelt der sekundare Transporter CadB (Genprodukt von cadB) als Part des Cad-Systems
die Exkretion von Cadaverin tber einen elektrogenen Lysin/Cadaverin-Antiportmechanismus
(Soksawatmaekhin et al., 2004, Soksawatmaekhin et al., 2006). Somit spielt CadB in
physiologischer Hinsicht eine wichtige Rolle bei der S&urestressanpassung von E. coli [siehe
3.2 und 3.3, (Soksawatmaekhin et al., 2004, Tomitori et al., 2012)]. Im neutralen Milieu
arbeitet CadB als Protonen-Symporter, der die Aufnahme von Cadaverin Kkatalysiert
(Soksawatmaekhin et al., 2004).

Ein weiteres Importsystem fiir Lysin ist spezifisch fir diese Aminosdaure und wurde daher als
Lysin-spezifische Permease LysP betitelt (Steffes et al., 1992). LysP gehort zur APC- [engl.
amino acid/polyamine/choline (for organocation)] Superfamilie, spezifisch zur AAT- (engl.
amino acid transporter) Familie von Transportern (Jack et al., 2000). Im Zuge einer
komparativen Analyse von Genen, Operons und regulatorischen Elementen, die in die
Biosynthese von Lysin involviert sind, wurden orthologe LysP-Proteine sowohl in Gram-
negativen  Bakterien der Klasse vy-Proteobakteria (z. B. Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae) sowie in zahlreichen Gram-positiven Bakterien der Familien
Clostridiaceae, Lactobacillaceae und Listeriaceae identifiziert (Rodionov et al., 2003). Die
Gegenuberstellung der Genloki der identifizierten lysP-Orthologen zeigte, dass lysP in
keinem Fall eine potentielle Operonstruktur mit anderen Genen z. B. der Lysinbiosynthese
bildet, sondern ausschlieflich als einfaches Gen vorliegt (Rodionov et al., 2003). Die
Aktivitat von E. coli LysP ist durch das Lysinanalogon Thiosin hemmbar, unterliegt aber
keiner Inhibition durch Arginin oder Ornithin (Rosen, 1971). Mittels friher Transport-
kinetischer Studien wurde fur LysP ein  Kmwys)-Wert von 5-10 uM und eine maximale
Aufnahmerate von 2,5-2,8 nmol*(min*mg Protein)? bestimmt (Rosen, 1971, Celis et al.,
1973). Allerdings steht die detaillierte und spezifische Untersuchung der energetischen

Grundlage, der Triebkraft und der Transportcharakteristika des Lysintransportes durch
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Plasmid-kodiertes LysP im Hintergrund einer Lysintransport-defizienten E. coli Mutante oder
nach Reinigung und Rekonstitution von LysP in E. coli Phospholipide noch aus.

Neely und Olson zeigten, dass die Transkription von IlysP durch die exogene
Lysinkonzentration kontrolliert wird (Neely & Olson, 1996). Kirzlich identifizierten Ruiz
und Mitarbeiter den LysR-Typ Transkriptionsaktivator ArgP als Hauptregulator der
Expression von lysP, der vermutlich in Gegenwart von Lysinkonzentrationen > 25 pM im
Komplex mit dem Co-Effektor Lysin die Repression der Transkription von lysP vermittelt
(Ruiz et al., 2011). Bei Lysinmangel arbeitet ArgP im Komplex mit Arginin oder auch als
unbeladenes Protein als Aktivator und induziert die lysP Expression (Ruiz et al., 2011). Die
Transkription von lysP wird darlber hinaus durch das globale Regulatorprotein Lrp, auch
bezeichnet als physiologisches zellulares Barometer, fein abgestimmt an den physiologischen
Zustand der Bakterienzelle (Dillon & Dorman, 2010, Ruiz et al., 2011). Im Hinblick auf die
Regulation durch ArgP und Lrp scheint die hauptséchliche physiologische Funktion von LysP
die Aufnahme von Lysin flr biosynthetische Zwecke zu sein (Ruiz et al., 2011). AuRerdem
nimmt LysP bei der zellularen pH-Homdoostase von E. coli eine zentrale Stellung ein, da LysP
als Trigger-Transporter neben der Transportfunktion auch Uber eine zusatzliche regulatorische
Funktion verfligt und die Lysin-abhé&ngige Aktivierung des Transkriptionsaktivators CadC
vermittelt [siehe 3.4, Abb. 3, (Tetsch et al., 2008)].

3.6 Fragestellungen der Arbeit

Die Kopplung von Signaltransduktion und Substrattransport ist bei Bakterien ein weit
verbreiteter Mechanismus. Allerdings ist im Falle der meisten Sensor/Co-Sensor-Paare der
zugrundeliegende molekulare Mechanismus der Co-Sensorik noch nicht bekannt. Obwohl das
CadC/LysP-Paar von E. coli zu den am besten untersuchten Co-Sensorik-Systemen zéhlt, ist
das Verstandnis der regulatorischen Wechselwirkung zwischen beiden Membranproteinen
noch sehr liickenhaft. Daher fokussiert der Hauptteil dieser Arbeit auf folgende Aspekte:

a) Invivo Nachweis der direkten Protein-Protein-Interaktion zwischen CadC und LysP.

b) Identifikation des Interaktionspartners in LysP fir CadC-Phel65 und Suche nach
weiteren Positionen in LysP, die an der Vermittlung der PPI beteiligt sind.

c) Screening von CadC nach Aminosdureresten, die neben der TM-Helix (Phel65)
essentiell sind fur die Interaktion mit LysP.

d) Beantwortung der Fragen, wie das Lysinsignal vom Co-Sensor zum Sensor
transduziert wird und ob die Transport- und Regulationsfunktion des Trigger-
Transporters voneinander unabhangig bzw. gekoppelt sind.
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e) Analyse der Rolle der CadC/LysP-Molekullevel und -ratio bei der Weiterleitung des
Lysinsignals Uber die Zytoplasmamembran.
Fur das Verstdndnis der dualen Funktion von LysP ist eine detaillierte funktionale
Charakterisierung des Trigger-Transporters unabdingbar. Folglich konzentriert sich der
zweite Part dieser Arbeit auf die in vivo und in vitro Analyse des Transportmodus und der
Triebkrafte der durch LysP katalysierten Transportreaktion.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Materialien und Chemikalien

Tab. 1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Materialien und Chemikalien.

Material/Chemikalie

Hersteller

Acrylamid (ProtoGel-Fertigldsung)
Agarose

L-Alanin

Alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase konjugiertes Anti-Maus-1gG

Amidoblack 10 B
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz

Alkalische Phosphatase-konjugiertes Anti-Hase 1gG

Anti-GFP 1gG

L(+)-Arabinose
L-Arginin-Monohydrochlorid
L-Asparagin-Monohydrat

BioBeads

Bovine Serum Albumin (BSA)

Brilliant Blau G250

Bromphenolblau Natriumsalz
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)
Cadaverin Dihydrochlorid

Calf Intestine Phosphatase (CIP)
Carbenicillin Dinatriumsalz
Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP)
Chloramphenicol

Chloroform

L-Citrullin

L-Cystein

Desoxyribonuklease | (DNAse)
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)
L-2,4-Diaminobuttersdure Dihydrochlorid
DL-2,3-Diaminopropionsaure Monohydrochlorid
N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid (LDAO)
2,4-Dinitrophenol (DNP)

1,4-Dithiothreitol (DTT)

DNA-Standard (2-Log DNA-Leiter)
DNA-Oligonukleotide

DNeasy 96 Blood & Tissue Kit
n-Dodecyl-B-D-maltosid (DDM)
EcoLume™ Liquid Scinitillation Cocktail
Folin-Ciocalteu’s-Phenol-Reagenz
L-Glutamin

L-Glutaminséure

Glycerol

L-Histidinhydrochlorid Monohydrat
HiYield® Plasmid Mini-Kit

HiYield PCR® Clean-up & Gel-Extraction Kit
Hybond-P Protein Transfermembran
DL-5-Hydroxylysin Hydrochlorid

National Diagnostics (Atlanta, USA)
Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

New England Biolabs (NEB, Frankfurt)
Rockland (Gilbertsville, USA)
Roth (Karlsruhe)

National Diagnostics (Atlanta)
Roth (Karlsruhe)

Rockland (Gilbertsville, USA)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

BioRad (Miinchen)

AppliChem (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

AppliChem (Darmstadt)

Fluka (Neu-Ulm)

New England Biolabs (Frankfurt)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Invitrogen (Karlsruhe)

Fluka (Neu-Ulm)

Fluka (Neu-Ulm)
Sigma-Aldrich

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

New England Biolabs (Frankfurt)
Sigma-Aldrich

Qiagen (Hilden)

Glycon (Luckenwalde)

MP Biomedicals

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sud-Laborbedarf (Gauting)
Stid-Laborbedarf (Gauting)

GE Healthcare (Braunschweig)
Fluka (Neu-Ulm)
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Imidazol

Isopropyl-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycinsulfat

Lipide (E. coli Polar Lipid Extract in CHCI5)
B-Lysin

D-Lysin Monohydrochlorid

L-Lysin Hydrochlorid

L-[*C]Lysin

Lysozym

B-Mercaptoethanol

L-Methionin

Natriumdesoxycholat

Natriumlaurylsulfat (SDS)

NiZ*-NTA Agarose

Nitro-Blue-Tetrazolium (NBT)
Nitrozellulose-Membran
Octyl-p-D-glucopyranosid

L-Ornithin
ortho-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid (0NPG)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Penta-His-Anti-Maus-1gG
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase
Putrescin Dihydrochlorid

Quick & Easy E. coli Gene Deletion Kit
Restriktionsenzyme

Spectinomycin Dihydrochlorid Pentahydrat
T4 DNA Ligase

Taq DNA-Polymerase
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
[*H]Tetraphenylphosphonium bromide

Thiosin (S-(2-Aminoethyl)-L-Cystein Hydrochlorid)

Triton X-100

Tween 20

Unstained Protein Molecular Weight Marker
Valinomycin

Roth (Karlsruhe)

PegLab (Erlangen)

Roth (Karlsruhe)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
PepTech (Bedford, USA)

Fluka (Neu-UIm)

Roth (Karlsruhe)

Hartmann Analytik (Braunschweig)
Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Biomol (Hamburg)

GE Healthcare (Braunschweig)
Calbiochem

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Thermo Sientific

Qiagen (Hilden)

Sigma-Aldrich

New England Biolabs (Frankfurt)
Sigma-Aldrich

Gene Bridges (Heidelberg)

New England Biolabs (Frankfurt)
Sigma-Aldrich

New England Biolabs (Frankfurt)
Peglab (Erlangen)

Sigma-Aldrich

American Radiolabeled Chemicals, Inc. (Saint
Louis, USA)

Sigma-Aldrich
Roche-Diagnostics (Mannheim)
GE Healthcare (Braunschweig)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Sigma-Aldrich

Alle hier nicht aufgelisteten Materialien und Chemikalien wurden von den Herstellern Bayer

(Leverkusen), Biomol (Hamburg), BioRad (Minchen), Biozym Diagnostics GmbH (Hess,
Oldendorf), Gibco/BRL (Eggenstein), ICN Biomedicals Inc. (Aurora, Ohio), Merck
(Darmstadt), Riedel-de Haen (Seelze), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe),

Serva (Heidelberg) and Sigma-Aldrich-Corporation mit Reinheitsgrad ,,pro analysis®

bezogen.

4.2 Verwendete Stamme von E. coli, Plasmide und Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tab. 2 aufgefihrt,

Plasmide in Tab. 3 und alle Oligonukleotide in Tab. 4.
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Tab. 2: Stammliste.

Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli Stamme
BL21(DE) F~ompT hsdSg(rs mg’) gal decm (DE3) (Studier &
Moffatt, 1986)
BL21(DE)AcadC BL21(DE) cadC::cat (CmF) Diese Arbeit
BL21(DE)pLysS F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dem (DE3) pLysS (Moffatt &
(CmR) Studier, 1987)
BTH101 Fcya-99 araD139 galE15 galK16 rpsL1 (Str')  Euromedex,
hsdR2 mcrAl mcrB1 Strallburg
DH5a F' endAl hsdR17(rk'mk™) glnV44 thi-1 Promega,
recAl relAl A(laclZYA-argF)U169 Mannheim
deoR(¢p80-AlaczM15) gyrA(NalR)
DHS5apir F' L::pir endAl hsdR17 (rmk*) ginV44 (Miller &
thi-1 recAl relAl A(laclZYA-argF)u169  Mekalanos, 1988)
deoR(¢p80-AlaczM15) gyrA(NalR)
EP314 F~ IN(rrnD-rrmE) A(laclOPZYA) exa- (Neely et al.,
1::MuDI1734 (KM lac) cadC1::Tn10 (Tet®, 1994)
KanF)
EPCD4 EP314AlysP (Tet?, KanR) Diese Arbeit
(nach Entfernung der CmR-Resistenzkassette
aus EP314 lysP::cat)
BW25113 A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), (Baba et al., 2006)
lambda’, rph-1, A(rhaDrhaB)568, hsdR514
JwW2307 BW25113 argT::npt (Baba et al., 2006)
(nach Entfernung der KanR-Resistenzkassette:
JW2307AargT)
JWCD247 JW2307AargT AcadB AlysP (KanR) Diese Arbeit
AcadB: JW2307AargT x P1 (AcadB)
AlysP: lysP::cat
(Entfernung der KanR- und CmR-
Resistenzkassetten)
MG1655 E. coli K12-Referenzstamm (Blattner et al.,
1997)
MG-CR MG1655 AlacZ::tet rpsL150 AcadBA (Ruiz et al., 2011)
cadBA::lacZ
MG-MR1 MG1655 lysP“:: ‘egfp (translationale C- Diese Arbeit
terminale Fusion von egfp an lysP, KanR)
MM39 araD lacl AU1269 malE444 (StrR) Jonathan
Beckwith,

Weitere Bakterienstdmme
Bacillus megaterium

Helicobacter pylori P12
Micrococcus luteus
Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii TTO1

Staphylococcus carnosus
subsp. carnosus

DSM-319 (de Bary 1884)

Isolat aus einem Patient mit

Zwolffingerdarmkrebs, Deutschland 1992

DSM-20030 (Schroeter 1872)

Wildtyp-Isolat, Trinidad und Tobago

DSM-20501 (Schleifer und Fischer 1982)

personliche Gabe

DSMZ,
Braunschweig
(Fischer et al.,
2010)

DSMZ,
Braunschweig
(Fischer-Le Saux
et al., 1999)
DSMZ,
Braunschweig
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Tab. 3: Plasmidliste.

Plasmid

Genotyp/Konstruktion

Referenz

Allgemeine Plasmide
pET16b

pPET16b-cadC2
PET16b-cadC_F165A
PET16b-cadC_AF159-165
pET16b-cadC_putP_TM4
pET16b-cadC_C208A,
C272A
pET16b-cadC_AS188-
R191
PET16b-cadC6_176-
RPQLV-177

pET21a

PET21a-egfp

pBAD33

pBAD33-lysP

pBAD24

pT7-5

pT-lysP
pT-cadC1-215-malE
pNPTS138-R6KT

PNPTS138-R6KT-egfp

Expressionsvektor, AmpR

cadC in pET16b, 5‘-Hisi-Tag

cadC_F165A in pET16b, 5‘-Hisio-Tag
cadC_AF159-165 in pET16b, 5¢-Hisio-Tag

Austausch der TM-Helix von CadC durch PutP-TM-Helix 4,
cadC_putP_TM4 in pET16b, 5‘-Hisio-Tag
cadC_C208A, C272A in pET16b, 5¢-Hisio-Tag
cadC_AS188-R191 in pET16b, 5¢-Hisio-Tag

Insertion von RPQLYV in TM-Helix von CadC zwischen
AS176/177, cadC6_176-RPQLV-177 in pET16b,
5¢-Hiso-Tag

Expressionsvektor, AmpR

egfp in pET21a, 5¢-Hiss-Tag

Expressionsvektor, CmR

lysP in pBAD33, 3°-Hise-Tag

Expressionsvektor, AmpR

Expressionsvektor, AmpR

lysP in pT7-5, 3‘-Hiss-Tag
cadC1-215-malE-Fusion in pT7-5
Suizidvektor (yori), fur die Konstruktion von Inframe

Deletionen Uiber doppelt homologe Rekombination
egfp in pNPTS138-R6KT

In vivo BACTH-Interaktionsstudie

puT18C
puUT18
pKT25
pKNT25
pKT25-zip
pUT18C-zip
pUT18C-lysP
pUT18-lysP

pKT25-1lysP

BACTH-Vektor, AmpR
BACTH-Vektor, AmpR
BACTH-Vektor, KanR
BACTH-Vektor, KanR
BACTH-Kontroll-Vektor
BACTH-Kontroll-Vektor

lysP in pUT18C uiber Xbal/BamHI
lysP in pUT18 Uber Xbal/BamHI

lysP in pKT25 Uber Xbal/BamH]I

Novagen (Merck
Millipore)
(Kiper & Jung,
2005)

(Tetsch et al.,
2008)

(Tetsch et al.,
2008)

(Tetsch et al.,
2008)

(Tetsch et al.,
2011)

L. Tetsch,
unveroffentlicht
S. Buchner,
unveroffentlicht

Novagen (Merck
Millipore)

J. Lassak,
unverdffentlicht
(Guzman et al.,
1995)

(Tetsch et al.,
2008)

(Guzman et al.,
1995)

(Tabor &
Richardson,
1985)

(Tetsch et al.,
2008)
(Kraxenberger,
2006)

(Lassak, 2010)

J. Lassak,
unverdffentlicht

Euromedex,
Strallburg
Euromedex,
Strallburg
Euromedex,
Strallburg
Euromedex,
Strallburg
Euromedex,
Stral3burg
Euromedex,
Stral3burg

S. Ude,
unverdffentlicht
S. Ude,
unverdffentlicht
S. Ude,
unverdffentlicht
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4 Material und Methoden

pKNT25-lysP
pUT18C-cadC
pKT25-cadC
pU18C-yjiY
pPKT25-yjiY
pKT25-yehU

pKT25-cadC_AF159-
F165
pKT25-cadC_F165A

pKT25-
cadC_C208A_C272A
pKT25-cadC_176-
RPQLV-177
pKT25-cadC_AS188-
R191
pKT25-cadC159-178-
malE
pKT25-cadC1-178-malE
pKT25-cadC1-192-malE
pKT25-cadC1-215-malE
pKT25-cadC107-512
pKT25-cadC159-512
pKT25-cadC1-159-
putPTM4-malE
pKT25-putPTM10-
cadC179-512
pUT18C-lysP-

D275A _D278A
pKT25-lysPTM7/Wt-
malE

pKT25-

lysPTM7/D275A_D278A-

malE

lysP in pKNT25 lber Xbal/BamHI
cadC in pUT18C liber Xbal/BamHI
cadC in pKT25 (ber Xbal/BamHI
yjiY in pUT18C Uber Xbal/BamHI
yjiY in pKT25 Uber Xbal/BamHI
yehU in pKT25 iber Xbal/BamHI

PCR-Produkt cadC_AF159-165 (Template pET16b-
cadC_AF159-165) in pKT25 Uber Xbal/BamHI

PCR-Produkt cadC_F165A (Template pET16b-cadC_F165A)
in pKT25 Uber Xbal/BamHI

PCR-Produkt cadC_C208A C272A (Template pET16b-
cadC_C208A, C272A) in pKT25 tber Xbal/BamHI
PCR-Produkt cadC_176-RPQLV-177 (Template pET16b-
cadC6_176-RPQLV-177) in pKT25 liber Xbal/BamH]I
PCR-Produkt cadC_AS188-R191 (Template pET16b-
cadC_AS188-R191) in pKT25 lber Xbal/BamHI
cadC159-178-malE-Fusion in pKT25, Konstruktion siehe
4494

cadC1-178-malE-Fusion in pKT25, Konstruktion siehe 4.4.9.4
cadC1-192-malE-Fusion in pKT25, Konstruktion siehe 4.4.9.4
cadC1-215-malE-Fusion in pKT25, Konstruktion siehe 4.4.9.4
PCR-Produkt cadC107-512 in pKT25 Uber Xbal/BamHI
PCR-Produkt cadC159-512 in pKT25 iber Xbal/BamHI
cadC1-159-putPTM4-malE-Fusion in pKT25, Konstruktion
siehe 4.4.9.4

putPTM10-cadC179-512-Fusion in pKT25, Konstruktion siehe
4494

PCR-Produkt lysP-D275A D278A (Template pPBAD33-lysP-
D275A D278A) in pUT18C iiber Xbal/Kpnl, 3‘-Hise-Tag
lysPTM7/Wt-malE-Fusion in pKT25, Konstruktion siehe
4494

lysPTM7/D275A_D278A-malE-Fusion in pKT25,
Konstruktion siehe 4.4.9.4

S. Ude,
unverdffentlicht
S. Ude,
unveroffentlicht
S. Ude,
unveroffentlicht
S. Behr,
unveroffentlicht
S. Behr,
unverdffentlicht
S. Behr,
unverdffentlicht
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

Zielgerichtete Substitution von Aminosaureresten in LysP, die mittels ungerichteter Mutagenese

identifziert wurden
pBAD33-lysP-S44F

pBAD33-lysP-1147F

pBAD33-lysP-Y157L

pBAD33-lysP-R243N
pBAD33-lysP-A297T
pBAD33-lysP-A311E
pBAD33-lysP-G315R

pBAD33-lysP-A348T

lysP punktmutiert in S44 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP (iber Ncol/SnaBl

lysP punktmutiert in 1147 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y157 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R243 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in A297 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP tiber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in A311 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in G315 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in A348 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

Diese Arbeit

(Weckerlein,
2010)

L.Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)
(Weckerlein,
2010)

Diese Arbeit

L.Tetsch,
unverdffentlicht
Diese Arbeit

L.Tetsch,
unverdffentlicht

24



4 Material und Methoden

pBAD33-lysP-W373R
pBAD33-lysP-S392N

pBAD33-lysP-1407T

pBAD33-lysP-M481T
pBAD33-lysP-A318E
pBAD33-lysP-A318D
pBAD33-lysP-A318L

PBAD33-lysP-A318V

lysP punktmutiert in W373 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in S392 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in 1407 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in M481 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in A318 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBl

lysP punktmutiert in A318 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBl

lysP punktmutiert in A318 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in A318 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBlI

Zielgerichtete Substitution von aromatischen Aminosauren in LysP

pBAD33-lysP-F37L
pBAD33-lysP-Y55L
pBAD33-lysP-
Y63L_F64L
pBAD33-lysP-Y75L
pBAD33-lysP-F82L

pBAD33-lysP-
Y85L_Y89L

pBAD33-lysP-F94L
pBAD33-lysP-F96L
pBAD33-lysP-W100L
pBAD33-lysP-Y102L
pBAD33-lysP-Y102F
pBAD33-lysP-W103L

pBAD33-lysP-Y104L

pBAD33-lysP-W106L
pBAD33-lysP-W106F

pBAD33-lysP-

W123L_W124L_F125L

pBAD33-lysP-W131L
pBAD33-lysP-W133L
pBAD33-lysP-

F137L_F142L
pBAD33-lysP-Y146L

lysP punktmutiert in R37 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y55 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y63 und F64 kodierenden Triplets, PCR-
Produkt in pBAD33-lysP (iber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in Y75 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP (iber Ncol/SnaBl

lysP punktmutiert in F82 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y85L und Y89L kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F94 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP (iber Ncol/SnaBl

lysP punktmutiert in F96 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W100 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y102 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in Y102 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in W103 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y104 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W106 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W106 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W123, W124 und F125 kodierenden
Triplets, PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W131 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W133 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F137 und F142 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y146 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

Diese Arbeit

(Weckerlein,
2010)

L.Tetsch,
unveroffentlicht
(Weckerlein,
2010)

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Schuppel,
2011)
(Schiippel,
2011)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Schuppel,
2011)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Schuppel,
2011)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)
(Schiippel,
2011)
(Schuppel,
2011)
(Schuppel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
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4 Material und Methoden

pBAD33-lysP-F152L

pBAD33-lysP-
Y157L_W158L_F159L

pBAD33-lysP-F170L
pBAD33-lysP-F182L
pBAD33-lysP-
W190L_W193L_F200L
pBAD33-lysP-F204L
pBAD33-lysP-F216L
pBAD33-lysP-F216Y
pBAD33-lysP-F218L
pBAD33-lysP-
F246L_W247L
pBAD33-lysP- F252L
pBAD33-lysP- F255L
pBAD33-lysP-Y253L
pBAD33-lysP-Y266L
pBAD33-lysP-F284L
pBAD33-lysP-F288L
pBAD33-lysP-Y317L
pBAD33-lysP-Y324L
pBAD33-lysP-F336L
pBAD33-lysP-Y350L
pBAD33-lysP-
F360L_F365L
pBAD33-lysP-Y371L
pBAD33-lysP-W373L
pBAD33-lysP-
F383L_W386L
pBAD33-lysP-
Y394L_F396L
pBAD33-lysP-Y400L
pBAD33-lysP-Y412L
pBAD33-lysP-F416L

PBAD33-lysP-F417L

lysP punktmutiert in F152 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y157, W158 und F159 kodierenden
Triplets, PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F170 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F182 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in W190, W193 und F200 kodierenden
Triplets, PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F204 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F216 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F216 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F218 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F246 und W247 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP lber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in F252 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F255 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y253 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in Y266 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F284 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F288 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y317 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y324 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F336 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y350 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in F360 und F365 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y371 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W373 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in F383 und W386 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y394 und F396 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP uber BsrGl/SnaBI (1-Stufen-
PCR)

lysP punktmutiert in Y400 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y412 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F416 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F417 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

(Schiippel,
2011)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)
(Schiippel,
2011)

Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)

Diese Arbeit

(Schuppel,
2011)
(Schuppel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schuppel,
2011)
Diese Arbeit

(Schuppel,
2011)
(Schiippel,
2011)

Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
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4 Material und Methoden

pBAD33-lysP-
F423L_F425L
pBAD33-lysP-
Y437L_F440L_W447L
pBAD33-lysP-Y454L
pBAD33-lysP-F460L
pBAD33-lysP-W464L
pBAD33-lysP-F465L
pBAD33-lysP-Y467L

pBAD33-lysP-
F475L_Y478L_F483L

lysP punktmutiert in F423 und F425 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in Y437L, F440 und W447 kodierenden
Triplets, PCR-Produkt in pBAD33-lysP tber BsrGI/Hindlll
lysP punktmutiert in Y454 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in F460 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in W464 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber BsrGI/Hindlll

lysP punktmutiert in F465 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber BsrGI/Hindlll

lysP punktmutiert in Y467 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber BsrGI/Hindlll

lysP punktmutiert in F475, Y478 und F483 kodierenden
Triplets, PCR-Produkt in pBAD33-lysP uber BsrGI/HindIll (1-
Stufen-PCR)

Zielgerichtete Substitution von positiv geladenen Aminosauren in LysP

pBAD33-lysP-R14L
pBAD33-lysP-R15L

pBAD33-lysP-R20L

pBAD33-lysP-R150L

pBAD33-lysP-K163A

pBAD33-lysP-K163R
pBAD33-lysP-K163L
pBAD33-lysP-K236A
pBAD33-lysP-R240L
pBAD33-lysP-R248L
pBAD33-lysP-R273L
pBAD33-lysP-R321L

pBAD33-lysP-
R334L_R341L

pBAD33-lysP-R346L
pBAD33-lysP-R395L
pBAD33-lysP-R397L
pBAD33-lysP-R398L
pBAD33-lysP-R413L

pBAD33-lysP-R477L

lysP punktmutiert in R14 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP
lysP punktmutiert in R15 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP
lysP punktmutiert in R20 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R150 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP
lysP punktmutiert in K163 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in K163 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in K163 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in K236 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in R240 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in R248 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R273 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R321 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R334 und R341 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R346 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R395 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP tiber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in R397 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R398 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in R413 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in R477 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

(Schiippel,
2011)
Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Schuppel,
2011)
(Schiippel,
2011)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)
(Schuppel,
2011)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

(Schippel,
2011)
(Schuppel,
2011)
(Schiippel,
2011)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)
(Schuppel,
2011)

Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
Diese Arbeit

(Schiippel,
2011)
(Schiippel,
2011)
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4 Material und Methoden

Zielgerichtete Substitution von negativ geladenen Aminosauren in LysP

pPBAD33-lysP-E16A

pBAD33-lysP-E71A

pBAD33-lysP-E91A
pBAD33-lysP-D113N
pPBAD33-lysP-D127A

pPBAD33-lysP-E154V

pBAD33-lysP-E156V

pBAD33-lysP-E197A

pBAD33-lysP-E222A

pBAD33-lysP-E222D
pBAD33-lysP-E222L

pBAD33-lysP-E230V

pBAD33-lysP-E230D
pBAD33-lysP-E230L
pBAD33-lysP-E232Q
pBAD33-lysP-D233N
pBAD33-lysP-D268A
pBAD33-lysP-
D275A_D278A
pBAD33-lysP-
D275E_D278E
pBAD33-lysP-D275A
pBAD33-lysP-D278A
pBAD33-lysP-E438A
pBAD33-lysP-D443A

pPBAD33-lysP-D446A

lysP punktmutiert in E16 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in E71 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in E91 kodierendem Triplet, PCR-Produkt in
pBAD33-lysP iber Ncol/HindllI

lysP punktmutiert in D113 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in D127 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBl

lysP punktmutiert in E154 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in E156 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

lysP punktmutiert in E197 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/HindlII

lysP punktmutiert in E222 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in E222 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in E222 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in E230 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP

lysP punktmutiert in E230 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in E230 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in E232 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/SnaBlI

lysP punktmutiert in E233 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in D268 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP Uber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in D275 und D278 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP tber Ncol/Hindlll

lysP punktmutiert in D275 und D278 kodierenden Triplets,
PCR-Produkt in pBAD33-lysP lber Ncol/SnaBI

lysP punktmutiert in D275 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/HindlII

lysP punktmutiert in D278 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/HindlII

lysP punktmutiert in E438 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP (ber Ncol/Hindlll

lysP punktmutiert in D443 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP tiber Ncol/HindllI

lysP punktmutiert in D446 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP tber Ncol/HindlIl

Zielgerichtete Substitution von allen Cysteinen in LysP

pBAD33-lysP-C328A

pBAD33-lysP-C359A

lysP punktmutiert in C328 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pPBAD33-lysP
lysP punktmutiert in C359 kodierendem Triplet, PCR-Produkt
in pBAD33-lysP

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

Diese Arbeit

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

Diese Arbeit
Diese Arbeit

L. Tetsch,
(Rauschmeier et
al., 2014)

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

Diese Arbeit

L. Tetsch,
unverdffentlicht
L. Tetsch,
unverdffentlicht
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4 Material und Methoden

pBAD33-lysP-C428A lysP punktmutiert in C428 kodierendem Triplet, PCR-Produkt L. Tetsch,
in pBAD33-lysP unveroffentlicht

Zielgerichtete Substitution von spezifischen Aminosaureresten in CadC

PET16b- cadC punktmutiert in R265 und R268 kodierenden Triplets, Diese Arbeit

cadC2_R265Q R268Q PCR-Produkt in pET16b-cadC2 iber Ncol/BamHI

PET16b-cadC2_N263K cadC punktmutiert in N263 kodierendem Triplet, PCR-Produkt  Diese Arbeit
in pET16b-cadC2 liber Ncol/BamHI

PET16b-cadC2_N263Q cadC punktmutiert in N263 kodierendem Triplet, PCR-Produkt  Diese Arbeit
in pET16b-cadC2 tber Ncol/BamHI

PET16b-cadC2_Q266P cadC punktmutiert in Q266 kodierendem Triplet, PCR-Produkt  Diese Arbeit
in pET16b-cadC2 tber Ncol/BamHI

PET16b-cadC2_Q266N cadC punktmutiert in Q266 kodierendem Triplet, PCR-Produkt  Diese Arbeit
in pET16b-cadC2 tber Ncol/BamHI

Klonierung von LysP-Orthologen

pBAD33-lysP-bme lysP-Ortholog aus Bacillus megaterium tber Ncol/Hindlll in (Wieland, 2013)
pBAD33-lysP, 3¢-Hiss-Tag

pBAD33-lysP-sca lysP-Ortholog aus Staphylococcus carnosus subsp. carnosus (Wieland, 2013)
tber Ncol/Hindlll in pBAD33-lysP, 3¢-Hiss-Tag

pBAD33-lysP-mlu lysP-Ortholog aus Micrococcus luteus tber Ncol/Hindlll in (Wieland, 2013)
pBAD33-lysP, 3‘-Hiss-Tag

pBAD24-lysP-hpy lysP-Ortholog aus Helicobacter pylori P12 (iber Ncol/Xbal in (Wieland, 2013)
pBAD24, 3‘-Hise-Tag

pBAD33-lysP-hpy lysP-Ortholog aus Helicobacter pylori P12 und Shine- (Wieland, 2013)
Dalgarno-Sequenz aus pBAD24 Uiber Nhel/Xbal in pPBAD33,
3¢-Hiss-Tag

pBAD33-lysP-plu lysP-Ortholog aus Photorhabdus luminescens tiber Diese Arbeit

Ncol/Hindlll in pPBAD33-lysP, 3¢-Hiss-Tag

Tab. 4: Primerliste. In dieser Tabelle sind alle Oligonukleotide aufgefihrt, die im Rahmen dieser Arbeit bei der
Konstruktion von Plasmiden/Stammen, Kontroll-PCR oder zur DNA-Sequenzierung verwendet wurden. Als
Gegenprimer (benannt mit den Buchstaben A-G) werden die zweiten Oligonukleotide bezeichnet (erste
Oligonukleotide = ,,Mismatch-Primer*), die im Zuge der korrespondierenden 1- bzw. 2-Stufen-PCR fiir die
Generierung der gewinschten PCR-Produkte bendtigt wurden.

Gegen-

Verwendung Oligonukleotid Oligonukleotidsequenz (5¢-3¢) orimer

Allgemeine Primer

Kontroll-PCR von E. coli lysP-control up -for CTGTACAAGAACATGCTGGTGCGT

EPCD4 lysP-control down-rev ATCCCAGAAAGCCGGAACAGCCTC
Konstruktion und pBAD24_sense TCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATA
Sequenzierung von LysP- Gegenprimer: A

Varianten

Konstruktion und pBAD24_anti ATATCGAAGGTCCCGCGGTGCAACAACCTG
Sequenzierung von LysP- Gegenprimer: B

Varianten

Konstruktion und pBAD33_for GACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCT
Sequenzierung von LysP- Gegenprimer: C CCATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGG
Varianten

Konstruktion und LysP_Mut_rev CGGCCCCAGTGGGAAGAAACCTGAACGGTA
Sequenzierung von LysP- Gegenprimer: D CGGCAGATCGTTAATGTCGTG

Varianten

Konstruktion und LysP-delTM-rev TGGGAAGAAACCTGAACGGTACGGCAGACT
Sequenzierung von LysP- Gegenprimer: E

Varianten

Konstruktion und T7 Promoter Primer (Invitrogen) TAATACGACTCACTATAGGG

Sequenzierung von CadC- Gegenprimer: F

Varianten
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4 Material und Methoden

Konstruktion und
Sequenzierung von CadC-
Varianten

lysP + 300 bp
Promotorregion in
pNPTS138-R6KT-egfp

Kontroll-PCR E. coli MG-
MR1

Sequenzierung aller pKT25-
Konstrukte

Sequenzierung aller
pUT18C-Konstrukte

T7 Terminator antisense
(Invitrogen)

Gegenprimer: G
LysP-BamHI-eGFP-Tag-for
LysP-PspOMI-eGFP-Tag-rev

LysP_R14L_for
M13_rev
Seq_pKT25_s
Seq_pKT25_as
pUT18C_seq_s
pUT18C_seq_as

In vivo BACTH-Interaktionsstudie

* pKT25-cadC_AF159-165

* pKT25-cadC_F165A

* pKT25-
cadC_C208A_C272A

* pKT25-cadC_176-RPQLV-
177

* pKT25-cadC_AS188-R191

pKT25-cadC159-178-malE

pKT25-cadC1-178-malE

pKT25-cadC1-192-malE

pKT25-cadC1-215-malE

pKT25-cadC107-512

pKT25-cadC159-512

pKT25-cadC1-159-
putPTM4-malE

pKT25-putPTM10-cadC179-
512

pUTI8C-lysP-
D275A D278A

* pKT25-lysPTM7/Wt-malE
« pKT25-
lysPTM7/D275A_D278A-
malE

Zielgerichtete Substitution von Aminosaureresten in LysP, die mittels ungerichteter Mutagenese
identifziert wurden (PCR-Template: pBAD33-lysP)

pBAD33-lysP-S44F

pBAD33-lysP-A297T
pBAD33-lysP-G315R
pBAD33-lysP-W373R
pBAD33-lysP-A318E
pBAD33-lysP-A318D
pBAD33-lysP-A318L

pBAD33-lysP-A318V

CadC_2hybrid_sense

C_CadC_2hybrid_antisense

CadC159-178-BamHI-for
CadC1-178-Nhel-rev
CadC1-192-BamHlI-for

CadC1-178-Nhel-rev
CadC1-192-BamHlI-for

CadC1-192-Nhel-rev
pT7-5CadC_BamHI_for

pT7-5MalE_EcoRI_rev

CadC107-512-Xbal-for
C_CadC_2hybrid_antisense

CadC159-512-Xbal-for
C_CadC_2hybrid_antisense

CadC1-192-BamHlI-for
CadC-PutP-TM4-Nhel-rev

PutP_H10_Xbal_for
PutP_H10_Kpnl_rev

CadC_Kpnl_for_H1
CadC_EcoRI_rev
LysP-Xbal-BACTH-for
LysP-Kpnl-BACTH-rev
LysP-H7_Ins-BamHI-for
LysP-H7_Ins-Nhel-rev

LysP_S44F_for
LysP_S44F _rev
LysP_A297T_for
LysP_A297T_rev
LysP_G315R_for
LysP_G315R_rev
LysP_W373R_for
LysP_W373R_rev
LysP_A318E_for
LysP_A318E_rev
LysP_A318D_for
LysP_A318D_rev
LysP_A318L_for
LysP_A318L_rev
LysP_A318V_for
LysP_A318V_rev

CCGTTTAGAGGCCCCAAGG

AAAGGATCCTTGTGGCGTATAC
TTTGGGCCCTTTCTTATCGTTC

CGCCGGGCTTACTCCGTGAATTAAAG
AACAGCTATGACCATG
AATGCCGCCGGTATTCCACTG
CTGACGGGGTGGTGCGTAACG
CGTTCGAAGTTCTCGCCGGAT
GGGGCTGGCTTAACTATGCGG

TTTCTAGAAATGCAACAACCTGTAGTTCGCGT
T
TTGGATCCTTATTCTGAAGCAAGAAATTTGTC
GAG

CGATTCGGATCCATTTTGGGTATG
CGTGTATCAAGGCTAGCAAACGCTAC
CATATCGAAGGTGGATCCAATGCAACAACCT
G

CGTGTATCAAGGCTAGCAAACGCTAC
CATATCGAAGGTGGATCCAATGCAACAACCT
G
CCGCGGATTGAGGCTAGCACGCGATTTGCTC
GTAATAAGGAAAGGATCCAATGCAACAACCT
G
CTTATCATCGATGAATTCTTACTTGGTGATAC
G

GGTTATCTCTAGAAAGCGAAG
TTGGATCCTTATTCTGAAGCAAGAAATTTGTC
GAG

CGATTCTCTAGAATTTTGGGTATG
TTGGATCCTTATTCTGAAGCAAGAAATTTGTC
GAG
CATATCGAAGGTGGATCCAATGCAACAACCT
G
CAAAATACGCGAGCTAGCACGCGCGCCTGC

ACCGAAGATTTGTCTAGAAGCGTTTCTGCGT
AAAGCCTGCCCACGGGTACCTCACTAAGCCC
AG

TACACGTCTTGGTACCAAAGCAAATCGC
ATCAACCCGGGAATTCTTATTCTGAAG
GCAGGAGGAATCTAGAAATGGCTGTTTCCG
GCCAAAACAGGGTACCTTAGTGGTGGTGG
ATCGGTATTGGATCCAGGCGAGT
CGCCGCCGCGCTAGCCAGACCCG

GCAACGATTTTTCAGGCAGGTC
GACCTGCCTGAAAAATCGTTGC
CTGCTCTCTGCGACGGCGGTGATG
CATCACCGCCGTCGCAGAGAGCAG
GGTAACTCCCGTATGTATGCG
CGCATACATACGGGAGTTACC
ACGGTATACCTGCGGCTGCTGAACACC
GGTGTTCAGCAGCCGCAGGTATACCGT
CTCCGGTATGTATGAGTCTACTCGTATG
CATACGAGTAGACTCATACATACCGGAG
CCGGTATGTATGACTCTACTCGTATG
CATACGAGTAGAGTCATACATACCGG
GTATGTATTTGTCTACTCG
CGAGTAGACAAATACATAC
CCGGTATGTATGTGTCTACTCGTATG
CATACGAGTAGACACATACATACCGG

B,C
A E
B,C
A E
A E
C,D
C,D

C,D
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Zielgerichtete Substitution von aromatischen Aminosauren in LysP (PCR-Template: pBAD33-lysP)

pBAD33-lysP-Y63L_F64L

pBAD33-lysP-Y75L
pBAD33-lysP-F94L
pBAD33-lysP-Y102L
pBAD33-lysP-Y102F
pBAD33-lysP-F182L
pBAD33-lysP-
F246L_W247L
pBAD33-lysP-Y253L
pBAD33-lysP-Y350L
pBAD33-lysP-W373L
pBAD33-lysP-
Y394L_F396L
pBAD33-lysP-
Y437L_F440L_W447L
pBAD33-lysP-W464L
pBAD33-lysP-F465L
pBAD33-lysP-Y467L

pBAD33-lysP-
FA75L_Y478L_F483L

LysP_Y63L/F64L_for
LysP_Y63L/F64L_rev
LysP_Y75L_for
LysP_Y75L_rev
LysP_F94L_for
LysP_F94L_rev
LysP_Y102L_for
LysP_Y102L_rev
LysP_Y102F_for
LysP_Y102F rev
LysP_F182L_for
LysP_F182L_rev
LysP_F246L/W247L_for
LysP_F246L/W247L_rev
LysP_Y253L_for
LysP_Y253L_rev
LysP_Y350L_for
LysP_Y350L_rev
LysP_W373L_for
LysP_W373L_rev
LysP_Y394L/F396L_rev

LysP_Y437L/F440L/WA447L_for
LysP_Y437L/F440L/WA447L_rev

LysP_W464L_for
LysP_W464L_rev
LysP_W465L_for
LysP_W465L_rev
LysP_Y467L_for
LysP_Y467L_rev
LysP_F475L/Y4A78L/FA83L_rev

GGCCTGATGGTTTTGTTGCTGATGACCAGTC
GACTGGTCATCAGCAACAAAACCATCAGGCC
GAACTGGCTGCATTGATGCCGGTTTCC
GGAAACCGGCATCAATGCAGCCAGTTC
GTTGAAGAAGGCTTGGGCTTCGCGCTG
CAGCGCGAAGCCCAAGCCTTCTTCAAC
GGCTGGAACTTATGGTACAACTGGGCG
CGCCCAGTTGTACCATAAGTTCCAGCC
GCTGGAACTTCTGGTACAAC
GTTGTACCAGAAGTTCCAGC
GATTATCGGTATCTTGAAAGGCGCGCAG
CTGCGCGCCTTTCAAGATACCGATAATC
GTACGTCAGGTGTTGTTGCGAATCCTGTTG
CAACAGGATTCGCAACAACACCTGACGTAC
CCTGTTGTTCTTAGTGTTCGCGATCC
GGATCGCGAACACTAAGAACAACAGG
CGTAATGCGCTGTTGGCGACGACGGTG
CACCGTCGTCGCCAACAGCGCATTACG
ACGGTATACCTGTTGCTGCTGAACACC
GGTGTTCAGCAGCAACAGGTATACCGTC
GTTAATGTCGTGTCCCTGCAATACGTAACCGC
GACGCAAGCGCAAGTGGCTAATGGC
CACTTTGGGCCAGAACTTGGAAGCGTTGCTG
AAAGATACTATTGACTTGGGCGGCGTAGCG
CGCTACGCCGCCCAAGTCAATAGTATCTTTCA
GCAACGCTTCCAAGTTCTGGCCCAAAGTG
GATTATTTTGTTCGGCTAC
GTAGCCGAACAAAATAATC
TTATTTGGTTGGGCTACAAGC
GCTTGTAGCCCAACCAAATAA
GGTTCGGCTTGAAGCTG
CAGCTTCAAGCCGAACC
CATCCGCCAAAACAGCCAAGCTTAGTGGTGG
TGGTGGTGGTGTTTCTTATCGTTCTGCGGCAA
CTTCATTTCGCTCAAGCGTACCAAGTGAGTTC
CTTTAATC

C,D
C,D
C,D
C,D
C,D
C,D
C,D
A E
C,D

B,C

B,C
B,C

B,C

Zielgerichtete Substitution von positiv geladenen Aminosauren in LysP (PCR-Template: pBAD33-lysP)

pBAD33-lysP-K163R
pBAD33-lysP-K163L
pBAD33-lysP-K236A
pBAD33-lysP-R240L
pBAD33-lysP-R395L

pBAD33-lysP-R398L

LysP_K163R_for
LysP_K163R_rev
LysP_K163L_for
LysP_K163L_rev
LysP_K236A_for
LysP_K236A_rev
LysP_R240L_for
LysP_R240L_rev
LysP_R395L_for
LysP_R395L_rev
LysP_R398L_for
LysP_R398L_rev

CTCACTGATCAGAGTCACGACAG
CTGTCGTGACTCTGATCAGTGAG
CACTGATCTTGGTCACGAC
GTCGTGACCAAGATCAGTG
GATCCGGCGGCAAACATTCCAC
GTGGAATGTTTGGCCGCCGGATC
CGAAAAACATTCCACTCGCGGTACGTCAGG
CCTGACGTACCGCGAGTGGAATGTTTTTCG
GCCACTATTTGTTCCGTCG
CGACGGAACAAATAGTGGC
GCTTCCGTTTGGGTTACG
CGTAACCCAAACGGAAGC

C,D
C,D
C,D
A E
C,D

C,D

Zielgerichtete Substitution von negativ geladenen Aminosauren in LysP (PCR-Template: pBAD33-lysP)

pBAD33-lysP-E91A

pBAD33-lysP-D113N
pBAD33-lysP-D127A
pBAD33-lysP-E197A
pBAD33-lysP-E222D
pBAD33-lysP-E222L
pBAD33-lysP-E230D
pBAD33-lysP-E230L

pBAD33-lysP-E232Q

pBAD33-lysP-D233N

LysP_E91A _for
LysP_E91A _rev
LysP_D113N_for
LysP_D113N_rev
LysP_D127A_for
LysP_D127A rev
LysP_E197A_for
LysP_E197A _rev
LysP_E222D_for
LysP_E222D_rev
LysP_E222L_for
LysP_E222L _rev
LysP_E230D_for
LysP_E230D_rev
LysP_E230L_for
LysP_E230L_rev
LysP_E232Q_for

LysP_E232Q _rev

LysP_D233N_for
LysP_D233N_rev

CTATGTTGCAGAAGGC
GCCTTCTGCAACATAG
GGTGACTATCGCCGTTAACCTGGTTGCAGC
GCTGCAACCAGGTTAACGGCGATAGTCACC
GTTCCCGGCTACACCGG
CCGGTGTAGCCGGGAAC
ATCGGCGCAGCGCCG
CGGCGCTGCGCCGAT
CAGGGAACCGATCTGATCGG
CCGATCAGATCGGTTCCCTG
CAGGGAACCTTGCTGATCGG
CCGATCAGCAAGGTTCCCTG
CTGCAGGCGATTCCGAAGATC
GATCTTCGGAATCGCCTGCAG
CTGCAGGCTTGTCCGAAG
CTTCGGACAAGCCTGCAG
GCTGCAGGCGAGTCCCAGGATCCGGCGAAAA
AC
GTTTTTCGCCGGATCCTGGGACTCGCCTGCAG
C
GCTGCAGGCGAGTCCGAAAATCCGGCGAA
TTCGCCGGATTTTCGGACTCGCCTGCAGC

B,C
A E
A D
B,C
C,D
C,D
C,D
C,D

A E

31
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pBAD33-lysP-D268A LysP_D268A_for GTACACCGCTCCGAGCC A D
LysP_D268A_rev GGCTCGGAGCGGTGTAC

pBAD33-lysP- LysP_D275A/D278A_for CGTAACGCTGTTAAAGCTATCAGC B,C

D275A_D278A LysP_D275A/D278A _rev GCTGATAGCTTTAACAGCGTTACG

pBAD33-lysP- LysP_D275E/D278E_for CGTAACGAGGTTAAAGAGATCAGC C.E

D275E_D278E LysP_D275E/D278E_rev GCTGATCTCTTTAACCTCGTTACG

pBAD33-lysP-D275A LysP_D275A_for GCGTAACGCTGTTAAAGAC B,C
LysP_D275A _rev GTCTTTAACAGCGTTACGC

pBAD33-lysP-D278A LysP_D278A _long_for AACGATGTTAAAGCTATCAGCGTTAGTCC B,C
LysP_D278A _long_rev GGACTAACGCTGATAGCTTTAACATCGTT

pBAD33-lysP-E438A LysP_E438A_for CAGAACTACGCTGCGTTCCTG A B
LysP_E438A _rev CAGGAACGCAGCGTAGTTCTG

pBAD33-lysP-D443A LysP_D443A _for CCTGAAAGCTACTATTGAC A B
LysP_D443A _rev GTCAATAGTAGCTTTCAGG

pBAD33-lysP-D446A LysP_D446A_for GATACTATTGCTTGGGGCGG A B
LysP_D446A _rev CCGCCCCAAGCAATAGTATC

Zielgerichtete Substitution von spezifischen Aminosaureresten in CadC (PCR-Template: pET16b-cadC2)

pET16b-
cadC2_R265Q_R268Q

CadC_R265Q/R268Q_for
CadC_R265Q/R268Q_rev

GTTAATCAGCAGCAATACCAGGCTCAAC
GTTGAGCCTGGTATTGCTGCTGATTAAC

F, G

pPET16b-cadC2_N263K CadC_N263K_for GTTTGTTAAACAGCGCC F.G
CadC_N263K_rev GGCGCTGTTTAACAAAC

pPET16b-cadC2_N263Q CadC_N263Q_for GTTTGTTCAGCAGCGCC F.G
CadC_N263Q_rev GGCGCTGCTGAACAAAC

pPET16b-cadC2_Q266P CadC_Q266P_for ATCAGCGCCCCTACCGCGC F.G
CadC_Q266P_rev GCGCGGTAGGGGCGCTGAT

pPET16b-cadC2_Q266N CadC_Q266N_for ATCAGCGCAACTACCGCGC FG
CadC_Q266N_rev GCGCGGTAGTTGCGCTGAT

Klonierung von LysP-Orthologen

pBAD33-lysP-plu

LysP_P.lumi_for

TATTCGCAGCTAACAGGAACACCATGGCTCA

ACAAC

TTTAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTGA
TTCTCGATATCAGGAAA

LysP_P.lumi_rev

4.3 Kultivierungsverfahren

Alle Kultivierungen von E. coli wurden bei 37°C durchgefiihrt, wenn nicht anders spezifisch
vermerkt. Um das Zellwachstum zu kontrollieren, wurde die optische Dichte bei 600 nm
(ODeoo) mit Hilfe des Ultrospec 2100 pro Photometers (Amersham Biosciences) bestimmt.
Bei Bedarf wurden den Kulturen zur Selektion Antibiotika zugesetzt: 100 pg*mL*
(Ampicillin, Carbenicillin), 50 pg*mL?* (Kanamycin, Spectinomycin) and 34 pg*mL*
(Chloramphenicol). Feste N&hrbdden wurden durch Zugabe von 1,5% (w/v) Agar hergestellt.

4.3.1 Medien

Lysogeny broth- (LB) Medium [Komplexmedium, (Maniatis & Fritsch, 1982)]
1% (w/v) Trypton

1% (wi/v) NaCl

0,5% (w/v) Hefeextrakt

(pH 7,0)

KE-Minimalmedium (Epstein & Kim, 1971)

Stammldsung: Gepuffert mit 100 mM Kalium-Phosphatpuffer auf pH 5,8 oder pH 7,6
0,58 g*L* Trinatriumcitrat
1,06 g*L'*  Ammoniumsulfat
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Zusatze: Kohlenstoffquelle: Effektor:
0,4 mM MgSO4 0,2% (w/v) Glucose oder 10 mM L-Lysin Monohydrochlorid
6 UM FeSO4 0,2% (wi/v) Fructose

Die Stamml6sung, Zusatze, C-Quellen und der Effektor wurden jeweils getrennt angesetzt
und autoklaviert bzw. steril filtriert. Unmittelbar vor Gebrauch wurde die Stammlésung mit

den Zusatzen angereichert und mit der entsprechenden C-Quelle und dem Effektor versetzt.

M9-Minimalmedium (Miller, 1992)

Stammldsung: Zusatze: Kohlenstoffquelle:

(5-fach konzentriert) 0,1 mM CaCl; 0,4% (w/v) Maltose

64 g*L'* Na,HPO; x 7H,0 2 mM MgSO,

15g*Lt KH:PO,

2,5g*L" NaCl

5g*L"  NH4CI

(pPH 7,0)

Die Stammlosung, Zusatze und C-Quelle wurden jeweils getrennt angesetzt und autoklaviert
bzw. steril filtriert. Unmittelbar vor Gebrauch wurde die Stammldsung mit den Zusatzen

angereichert (erweitertes M9-Minimalmedium, eM9) und mit Maltose versetzt.

Super optimal broth with catabolite repression- (SOC)-Medium (Hanahan, 1983)

20g*Lt  Trypton
5g*L? Hefeextrakt
0,5g*L* NaCl

0,95 g*Lt MgCl,
0,186 g*L KCI

3,96 g*L* Glucose
(pH 7,0)

4.3.2 Bestimmung der CadC-vermittelten Signaltransduktion in vivo

Fur in vivo Bestimmungen der B-Galaktiosidaseaktivitat als MaR fiir die cadBA Expression
wurden die Vorkulturen (VK) in 5 mL KE-Medium pH 7,6 plus 0,2% (w/v) Glucose aerob
uber Nacht im Roller inkubiert. Fir die mikroaeroben Hauptkulturen (HK) wurden die
Bakterien in KE-Medium pH 7,6 und pH 5,8, supplementiert mit und ohne 10 mM Lysin, auf
ein optische Dichte von ~0,05 angeimpft und in maximal gefullten 10 mL-Greiner-Réhrchen
vorsichtig auf einer Wippe geschwenkt (2 rpm), um ein Sedimentieren der Zellen zu
vermeiden. Nach Kultivierung bis zu einer ODsoo von 0,3-0,5 wurde 1 mL der Zellen in einem
2 mL Eppendorf-Roéhrchen mittels Zentrifugation (10 min, 13.200 rpm, 4°C, Eppendorf
5415R) geerntet. Bis zur Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitat wurden die Zellpellets bei
-20°C aufbewabhrt.
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Um den Effekt von erhdhten LysP-Mengen unter induzierenden Bedingungen (pH 5,8 plus 10
mM Lysin) auf die CadC-vermittelte cadBA Expression zu untersuchen, wurde bei den
korrepondierenden HK 0,2% (w/v) Fructose als C-Quelle verwendet und die Expression von
lysP wahrend der kompletten Kultivierungsdauer mit 0,2% (w/v) Arabinose (da pBAD33-
basiert) induziert.

Fur die Analyse der Abhangigkeit der cadBA Expression von der externen Lysinkonzentration
wurde die HK von E. coli MG-CR in KE-Medium pH 5,8 plus 0,2% Glucose in Gegenwart

von steigenden Lysinkonzentrationen (0-128 mM) kultiviert.
4.3.3 Lysintransportassay mit intakten Zellen

Fur die Messung von aktivem Lysintransport wurden VK von E. coli JWCD247 nach
Transformation mit Plasmiden, kodierend fir die gewinschten LysP-Varianten, in LB-
Medium aerob tiber Nacht im Roller inkubiert. Diese Ubernachtkulturen wurden 70-fach mit
50 mL frischem LB-Medium verdinnt und aerob im Schikane-Erlenmeyerkolben auf dem
Schittler (200 rpm) bis zu einer ODa42 von 1,0 kultiviert (HK). Nach Ernte durch
Zentrifugation (10 min, 10.000 rpm, 4°C, Eppendorf 5804R) wurden die Zellen mit 100 mM
Tris/2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES) -Puffer (pH 7,6, 5 mM MgCl,) 1x gewaschen.
Das Pellet wurde in so viel Volumen des gleichen Puffer resuspendiert (aufkonzentriert), so
dass eine Gesamtproteinkonzentration von 0,35 mg*mL™ (entspricht einer ODazo von ~5,0)
eingestellt wurde. Die Zellen wurden unmittelbar fiir die in vivo Transportmessungen

verwendet.

4.3.4 In vivo Protein-Protein-Interaktionsstudie

Fur B-Galaktosidase Messungen wurde E. coli BTH101 mit Plasmiden, kodierend fir 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 uber Nacht inkubiert. Mit diesen Bakterienkulturen wurde die gleiche
Medienkomposition (5 mL HK) auf eine ODsgo von ~0,05 inokuliert und unter Aerobiose im
Roller bei 30°C bis zu einer ODggo von 0,3-0,5 kultiviert. Dann wurde 1 mL der HK-Kultur in
einem 2 mL Eppendorf-Réhrchen mittels Zentrifugation (10 min, 13.200 rpm, 4°C,
Eppendorf 5415R) geerntet und bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

Um den Einfluss von externem Lysin und pH auf die CadC/LysP- und LysP/LysP-Interaktion
zu testen, erfolgte die Kultivierung der Ubernacht-VK von BTH101, co-transformiert mit

pUT18C-lysP/pKT25-cadC, pUT18C-lysP/pKT25-lysP  bzw. pUT18C-zip/pKT25-zip
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(Kontrolle), aerob bei 30°C in 5 mL LB-Medium supplementiert mit 0,5 mM IPTG. Diese
Bakterienkulturen wurden dann in KE-Medium pH 7,6 und pH 5,8 (plus 0,2% Glucose),
supplementiert mit variierenden Lysinkonzentrationen (0-128 mM) und 0,5 mM IPTG, auf
eine ODeoo Von ~0,05 angeimpft und in maximal gefullten 10 mL-Greiner-Roéhrchen bei 30°C
vorsichtig auf einer Wippe geschwenkt (2 rpm), um mikroaerobe Bedingungen zu garantieren
und ein Sedimentieren der Zellen zu vermeiden. Nach Kultivierung bis zu einer ODegoo VOn
0,3-0,5 wurde 1 mL der Bakteriensuspension in einem 2 mL Eppendorf-Réhrchen mittels
Zentrifugation (10 min, 13.200 rpm, 4°C, Eppendorf 5415R) geerntet und bis zur
Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

Anhand von Komplementationsstudien mit dem malE-defizienten E. coli Stamm MM39 nach
Transformation mit Plasmiden kodierend fur die MBP (engl. maltose-binding protein)-
Hybridproteine fusioniert an T25 wurde Uberpruft, ob die MBP-Hybridkonstrukte in
adaquaten Mengen exprimiert und korrekt in die Zytoplasmamembran inseriert wurden.
Dabei wurde das Wachstum der Bakterien auf eM9-Minimalmedium-Agarplatten mit 0,4%

(w/v) Maltose als einzige C-Quelle tUberprift.

4.3.5 Rolle der LysP-Menge bei der Lysin-Co-Sensorik

Fur die fluoreszenzmikroskopische Verifizierung der Biosynthese und Insertion des LysP-
eGFP-Fusionsproteins in die Zytoplasmamembran von E. coli MG-MR1 erfolgte die VK der
Bakterien in 5 mL KE-Medium pH 7,6 plus 0,2% Glucose aerob tber Nacht im Roller. Damit
wurde die 5 mL HK mit derselben Komposition auf eine ODeoo von ~0,05 angeimpft und
unter Aerobiose im Roller bis zu einer ODgoo von 0,3-0,5 inkubiert. Ein Aliquot dieser
Bakteriensuspension wurde sofort auf einen Objekttrdger mit Agarpad aufgetropft und
mikroskopisch analysiert.
Fur die Quantifizierung der CadC- und LysP-Mengen unter induzierenden und nicht
induzierenden Bedingungen wurde eine 5 mL VK von MG-MR1 in KE-Medium pH 7,6 plus
0,2% Glucose aerob uber Nacht im Roller kultiviert. Damit wurde eine 50 mL Tageskultur
(KE-Medium pH 7,6 plus 0,2% Glucose) im Schikane-Erlenmeyerkolben 1%ig inokuliert und
unter Schutteln (200 rpm) aerob inkubiert. Mit dieser Kultur wiederum wurden 2x1 L KE-
Medium pH 7,6 versetzt mit 0,2% Glucose in groRen 2 L-Schikane-Erlenmeyerkolben erneut
1%ig Uberimpft und Gber Nacht im Schdttler (200 rpm) unter Aerobiose bis zum Erreichen
der stationdren Phase kultiviert. Nach Aufteilung der 2 L-Kultur in vier 500 mL Portionen
erfolgte die Ernte der Zellen via Zentrifugation (15 min, 5000 rpm, 30°C, Sorvall®
Evolutiongrc). Die erhaltenen vier Pellets wurden dann in vier sterilen 500 mL Schottflaschen
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in vier unterschiedlichen Minimalmediumkompositionen (plus 0,2% Glucose) resuspendiert:
1) pH 5,8 + 10 mM Lysin, 2) pH 5,8 ohne Lysin, 3) pH 7,6 + 10 mM Lysin und 4) pH 7,6
ohne Lysin. Durch einfaches Stehenlassen der Schottflaschen im 37°C-Brutraum wurden die
Zellen 1 h mikroaerob inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (15 min, 5000
rpm, 4°C, Sorvall® Evolutionrc) und die generierten Zellpellets wurden nach Schockfrostung

bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

4.3.6 Uberproduktion von Proteinen

Alle VK fir die im Folgenden aufgelisteten Uberproduktions-HK wurden pauschal in LB-
Medium in fur die Inokulation der HK ausreichenden Volumina aerob tber Nacht im
Roller/Schittler (200 rpm) kultiviert. Im Falle von HK 1)-3) wurden die Zellen vor der Ernte
1x mit niederionischen Waschpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5 plus 10 mM MgCly)
gewaschen und dann mittels Zentrifugation (10 min, 6000 rpm, 4 °C, Sorvall® Evolutiongc)
geerntet. Nach Schockfrostung erfolgte die Lagerung der Pellets bei -80°C. Bei HK 4)-5)
wurden die Zellen via Zentrifugation (10 min, 4500 rpm, 4°C, Eppendorf 5804R) geerntet und
nach Schockgefrierung bei -20°C oder -80°C verwahrt.
1) Fir die Uberproduktion von LysP fiir anschlieBende Reinigung und Rekonstitution wurde
die HK (LB-Medium in 2 L-Schikane-Erlenmeyerkolben) mit Zellen von BL21(DE)pLysS-
pT-lysP auf eine ODsoo von 0,1 angeimpft und aerob auf dem Schuttler (200 rpm) bis zu einer
ODsoo von 0,5 inkubiert. Dann erfolgte die Induktion der Genexpression mit 0,5 mM IPTG fur
3h.
2) Fir die Uberproduktion von CadC fiir anschlieRende Reinigung und Co-Rekonstitution
wurde die HK (LB-Medium in 2 L-Schikane-Erlenmeyerkolben) mit Zellen von
BL21(DE)pLysS-pET16b-cadC2 auf eine ODeoo von 0,1 angeimpft und aerob auf dem
Schdttler (200 rpm) bis zu einer ODsoo von 0,5 inkubiert. Dann erfolgte die Induktion der
Genexpression mit 0,5 mM IPTG fir 3 h.
3) Fur die Uberproduktion von eGFP fiir anschlieBende Reinigung wurde die HK (LB-
Medium in 2 L-Schikane-Erlenmeyerkolben) mit Zellen von BL21(DE)pLysS-pET21a-egfp
auf eine ODsgo von 0,1 angeimpft und aerob auf dem Schuttler (200 rpm) bis zu einer ODsoo
von 0,5 inkubiert. Dann erfolgte die Induktion der Genexpression mit 0,5 mM IPTG fiir 3 h.
4) Fur den Nachweis der Biosynthese und Membranintegration von allen T18-/T25-CadC-
Varianten in  BL2I(DE)AcadC und der Chimdre T18-LysP-D275A D278A in
BL21(DE)pLysS wurden je 20 mL HK (LB-Medium in 50 mL-Falcons) 1%ig inokuliert und
aerob im Schittler (200 rpm) bei 30°C bis zu einer ODegoo Von ~2 inkubiert. Anmerkung:
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Sowohl die entsprechenden VK (Inkubation bei 30°C!), als auch die HK enthielten wéhrend
der kompletten Kultivierungsdauer 0,5 mM IPTG als Induktor fur die Genexpression.

5) Fur die Kontrolle der Produktion und Membraninsertion von allen LysP-Varianten
(pBAD33-basiert) in EPCD4 und allen CadC-Varianten (pET16b-basiert) in BL21(DE)pLysS
wurden 20 mL LB-Medium in 50 mL-Falcons mit 200 pL VK angeimpft und aerob im
Schiittler (200 rpm) bis zu einer ODegoo von 0,5 kultiviert. Nun wurde die Genexpression durch
Zugabe von 0,2% Arabinose (pBAD33) oder 0,5 mM IPTG (pET16b) fir 3 h induziert.

4.3.7 Dauerkulturen

Fur die langerfristige Lagerung von Bakterienstdmmen wurde eine frische aerob inkubierte
Ubernacht-VK (LB-Medium) mit 17% (v/v) Glycerol versetzt und unmittelbar in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -20°C oder -80°C.

4.4 Molekularbiologische und genetische Methoden

4.4.1 Isolation von Plasmid- und genomischer DNA

Plasmidisolationen wurden durch Verwendung des ,,HiYield® Plasmid Mini-Kit (Siid
Laborbedarf) unter Berlicksichtigung der Angaben des Herstellers ausgefiihrt. Die so isolierte
Plasmid-DNA wurde in 30 pL ddH20 aufgenommen und bei -20°C oder -80°C gelagert.
Chromosomale DNA wurde mit Hilfe des ,,DNeasy 96 Blood & Tissue Kit* (Quiagen) gemal
der Anleitung des Herstellers isoliert. Gereinigte DNA wurde in 200 pL ddH20 verdinnt und
bei -20°C verwahrt.

4.4.2 Modifikation von DNA

Die Standard-DNA-Techniken wurden, falls nicht anders vermerkt, gemaR des Werkes
,Molecular cloning: A laboratory manual durchgefihrt (Sambrook & Russell, 2001). In vitro
Modifikationen von DNA-Molekilen, wie Restriktionen und Ligationen, erfolgten gemaR den
Empfehlungen des jeweiligen Enzymherstellers. Um unerwiinschte Religationen zu
vermeiden, wurden die Enden von linearisierten Vektoren durch das Enzym Alkalische
Phosphatase (CIP) dephosphoryliert (30 min, 37°C). DNA-Konzentrationen wurden
photometrisch mit dem UV/Vis-Spectrophotometer NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop
Technologies) bei einer Wellenldnge von 260 nm (A2e0) ermittelt. Als Mal} fur die Reinheit
der DNA-Probe diente der Quotient aus Azso/Azso.
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4.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in vitro Amplifikationsreaktionen erfolgten mit Hilfe der Taq (selbsthergestellt oder von
Peglab) und Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase (NEB). Die eingesetzte Menge an
Template-DNA, die Komponenten der PCR-Reaktionsansatze und die PCR-Profile wurden
gemal der Herstellerangaben ausgewdhlt und eingestellt. Alle PCR-Reaktionen wurden in
Analogie zu den Ausfuhrungen von Mullis et al. durchgefihrt (Mullis et al., 1986). Die
verwendeten PCR-Cycler stammten von Eppendorf (Mastercycler).

4.4.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die analytische und préaparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Die Gele bestanden aus 1% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris,
40mM Essigsaure, 1 mM EDTA) und 0,2 pg*mL™ Ethidiumbromid. Vor dem Auftragen der
DNA auf das Gel wurden die Proben mit 10x DNA-Ladepuffer [50% Glycerol (v/v), 0,1 M
EDTA, 1% SDS (w/v), 0,1% Bromphenolblau (w/v)] gemischt. Als Standard-DNA-Marker
wurde pauschal die 2-Log DNA-Leiter von NEB (0,1-10,0 kb) zur Bestimmung der Proben-
DNA-FragmentgroRen herangezogen. Der Gellauf wurde konstant bei 100 VV fiir 30-45 min
in einer ,Mini-Sub® DNA Cell GT*- oder einer ,,Wide Mini-Sub® Cell GT*-Agarosegel-
Laufkammer (BioRad) ausgefiihrt. Die aufgetrennte DNA wurde mit Hilfe eines UV-
Transilluminators bei 304 nm  sichtbar gemacht und das ,,Cybertec-Gel-
Dokumentationssystem (Peglab) bzw. das ,,Gel Doc™ EZ Imager“-System (BioRad) diente
zur Dokumentation der Gele.

4.4.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit Hilfe des ,,HiYield® PCR Clean-up/Gel
Extraction Kit“ (Siid-Laborbedarf) unter Beriicksichtigung der Angaben des Herstellers
gereinigt. Die Elution/Konzentrierung der extrahierten DNA erfolgte je nach Starke der
Bande im Agarosegel mit 15-30 pL ddH20.

4.4.6 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse wurde von dem Sequenzierungsservice des Instituts fir Genetik der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU) unter Verwendung des ,,ABI Prism Model
3730 (Applied Biosystems) mit dem Sequenzierungsprotokoll ,,Cycle, Clean & Run“

durchgefiuihrt. Die Konzentration der DNA-Probe und der Sequenzierungsprimer, sowie die
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Pufferzusammensetzung des Reaktionsansatzes wurden gemaR der Vorgaben der
Serviceeinheit eingestellt (www.gi.bio.Imu.de/sequencing/help/protocol). Die Sequenzierung
basierte auf dem Prinzip des ,,Cycle Sequencing® nach dem von Sanger et al. beschriebenen

Kettenabbruchverfahren mit Didesoxynukleotiden (Sanger et al., 1992).

4.4.7 Praparation kompetenter E. coli Zellen und Transformation

Fur den Transfer von replikativen Plasmiden wurden chemisch kompetente E. coli Zellen
nach einer modifizierten RbCl-Methode prapariert (Hanahan et al., 1991). Zu diesem Zweck
wurde eine Ubernacht-VK 1:100 in frisches LB-Medium tiberimpft und bis zu einer ODeoo
von 0,3-0,5 kultiviert und mittels Zentrifugation geerntet (5 min, 5000 rpm, 4°C, Eppendorf
5804R). Das so generierte Zellpellet wurde in halben Volumen kalter Losung A (10 mM N-
Morpholinopropansulfonat (MOPS), pH 7,0, 10 mM RbCI) resuspendiert und erneut
abzentrifugiert. Nach Aufnahme der Zellen im gleichen Volumen kalter Losung B (100 mM
MOPS, pH 6,5, 50 mM CaClz, 10 mM RbCI) erfolgte ein Inkubationsschritt fir 30 min auf
Eis. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in kalter Losung B (10% des
Ausgangsvolumens) aufgenommen und dann direkt fur die Transformation verwendet. Dazu
wurden 200 pL kompetente Zellen mit 100-200 ng Plasmid-DNA (bzw. pauschal mit 1 pL
Plasmid-DNA) oder einem kompletten Ligationsansatz fur 1 h auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock (max. 90 sec, 42°C) wurden die Ansdtze nach unmittelbarer 2-mintiger
Inkubation auf Eis mit je 1 mL LB-Medium oder SOC-Medium (siehe 4.3.1) versetzt und
unter Schitteln (11.000 rpm) 1 h bei 37°C aerob inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pL (bei
Plasmidtransformationen) oder der komplette abzentrifugierte und in 100 pL LB-Medium
aufgenommene Ansatz (bei Transformation von Ligationsansdtzen) auf geeigneten
Selektionsnahrbdden ausplattiert und ber Nacht bei 37°C inkubiert.

Fur die Herstellung superkompetenter E. coli Zellen wurde eine 200 mL-HK im Schikane-
Erlenmeyerkolben mit 2 mL der entsprechenden Ubernacht-VK angeimpft und unter
Schiitteln (200 rpm) bis zu einer ODsoo von 0,3-0,5 kultiviert. Nach einer 10-mindtigen
Inkubation auf Eis wurden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 5000 rpm, 4°C, Eppendorf
5804). Das Pellet wurde dann in 100 mL kaltem Transformationspuffer (50 mM CaCl,, 15%
(v/v) Glycerol, 10 mM PIPES-Puffer, pH 6,6) resuspendiert und fiir 20 min auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 5000 rpm, 4°C) wurde das Zellpellet in 10 mL
Transformatiospuffer aufgenommen und in Aliquots zu je 100-200 L in sterilen Eppendorf-

Rohrchen portioniert, sofort mit fllissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung
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bei -80°C gelagert. Das Verfahren der Transformation durch Hitzeschock wurde im Falle der
superkompetenten Zellen wie oben fur normale kompetente Zellen beschrieben durchgefthrt.
Fur die Transformation von pNPTS138-R6KT-egfp-lysP wurden elektrokompetente E. coli
MG1655 geméal des technischen Protokolls des ,,Quick & Easy E. coli Gene Deletion Kit*
(Gene Bridges, www.genebridges.com/gb/pdf/K006_Ecoli_Gene_Deletion_Kit.pdf)
prapariert. 30 puL der kompetenten Zellen wurden mit 400 ng Plasmid-DNA versetzt und in
eine eiskalte Elektroporationskivette berfiihrt. Die unverzugliche Elektroporation erfolgte
mit einem elektrischen Puls von ~2,5 kV unter Verwendung des ,MicroPulser™-
Elektroporators (BioRad). Die weitere Behandlung der elektroporierten Zellen erfolgte in
Analogie zum oben skizzierten Protokoll flr hitzegeschockte Zellen.

4.4.8 Stammkonstruktion

Die Analyse der CadC- und LysP-vermittelten in vivo Signaltransduktion erfolgte mit dem
Reporterstamm E. coli EPCD4, der durch Deletion von lysP in E. coli EP314 (Neely et al.,
1994) unter Verwendung der pRED®/ET® Rekombinationstechnologie in Kombination mit
der ,,rpsL Counter Selection” (Heermann et al., 2008) gemaf dem technischen Protokoll des
»Quick  and Easy E. coli Gene  Deletion  Kit”  (Gene  Bridges,
www.genebridges.com/gh/pdf/K006_Ecoli_Gene_Deletion_Kit.pdf) generiert wurde. Die
Entfernung der inserierten CmR-Resistenzkassette aus EP314lysP::cat wurde ebenfalls
entsprechend dem ,,Quick and Easy E. coli Gene Deletion Kit” (Gene Bridges) ausgefuhrt.
Der E. coli Stamm JWCD247 fur in vivo Transportassays stammt von E. coli JW2307
(AargT) ab (Baba et al., 2006). Die Einfiihrung des cadB::Kan®-Allels mittels Plvir-
vermittelter Phagen-Transduktion (Thomason & Costantino, 2007) und Deletion von lysP via
der pRED®/ET®-Technik (Heermann et al., 2008) resultierte in JWCD247 ohne jegliches
Aufnahmesystem fiir L-Lysin. Sowohl die Kan® (AargT)- und CmR (AlysP)-Resistenzkassette
wurden entsprechend dem ,,Quick and Easy E. coli Gene Deletion Kit” (Gene Bridges)
entfernt.
Im Zuge der Konstruktion von E. coli BL21(DE)AcadC fur die Verifizierung der Biosynthese
und Membraninsertion von CadC-Varianten wurde die Deletion von cadC in BL21(DE)
ebenfalls mit Hilfe der pRED®/ET® Rekombinationstechnologie nach Heermann et al.
ausgefuhrt (Heermann et al., 2008).
Zur Generierung von E. coli MG-MR1 (lysP‘::‘egfp) bendtigt fur die Bestimmung der
zelluldren LysP-Menge wurden ca. 300 bp stromaufwérts des Startkodons von lysP [Piysp,
(Ruiz et al., 2011)] inklusive der fur LysP kodierenden Sequenz ohne Stoppcodon mittels
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PCR amplifiziert und zwischen die Schnittstellen BamHI und PspOMI des Suizidvektors
PNPTS138-R6KT-egfp (J. Lassak, unverdffentlichte Daten) kloniert (pNPTS-R6KT-egfp-
lysP). Nach Transformation von pNPTS-R6KT-efgp-lysP via Elektroporation in E. coli
MG1655 erfolgte die ortsspezifische Integration des Plasmids in das Genom (C-terminales
chromosomales translationales egfp-Tagging von lysP). Die Selektion der Bakterien mit
chromosomal integriertem Plasmid fand durch Wachstum auf LB-Agar unter Zusatz von
Kanamycinsulfat statt. Kanamycinsulfatresistente Stimme wurden mittels Kontroll-PCR auf

Integration von lysP ‘:: ‘egfp untersucht.

4.4.9 Plasmidkonstruktion

Alle verwendeten Plasmide und die Konstruktionswege der im Rahmen dieser Arbeit neu
generierten Vektoren sind in Tab. 3 aufgelistet. Die Nukleotidsequenzen aller hergestellten

Plasmide wurden mittels Sequenzanalyse (siehe 4.4.6) Uberpriift.

4.4.9.1 Ungerichtete Mutagenese von lysP

Die im Rahmen dieser Arbeit betreute Diplomarbeit von B. Weckerlein fokussierte auf die
ungerichtete Mutagenese von lysP (Weckerlein, 2010). Dabei wurden (i) in vitro chemische
Mutagenese mit Hydroxylaminhydrochlorid (Rimon et al., 1995), (ii) der Mutagenese-Stamm
E. coli XL1-Red (Greener et al., 1997) und (iii) in vitro PCR-Mutagenese mit limitiertem
dATP (Kuipers, 1996) als Mutagenesemethoden herangezogen (detaillierte Darstellung dieser
Techniken inklusive dem Screeningtest siehe Weckerlein, 2010). Alle auf diesem Wege
identifizierten Aminosaurepositionen in LysP, deren Substitution einen veranderten/defekten
regulatorischen Phanotyp bedingte, wurden dann in einem weiteren Mutageneseansatz in
Kooperation mit B. Weckerlein und Dr. L. Tetsch zielgerichtet ausgetauscht (siehe 4.4.9.2).

4.4.9.2 Zielgerichtete Mutagenese von lysP

Zielgerichtete Mutagenese des lysP-Gens wurde mittels 1- oder 2-Stufen-PCR mit
synthetischen Primern, die die gewiinschten Mutationen enthielten, erzielt (Ho et al., 1989).
Alle verwendeten ,,Mismatch-Primer sind in Tab. 4 zusammengefasst. Das Plasmid
pBAD33-lysP (Tetsch et al., 2008) fungierte als Template fiir die jeweiligen PCR-Reaktionen
und als Empfanger-Vektor fur die auf diesem Wege generierten mutierten DNA-Fragmente.
Die verwendeten unterschiedlichen Restriktionsenzyme sind in Tab. 3 in Spalte

Genotyp/Konstruktion aufgelistet. Somit stand die Expression aller LysP-Varianten unter der
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Kontrolle des Arabinose-induzierbaren Promotors. Alle LysP-Varianten wiesen nach
Klonierung in pBAD33-lysP eine C-terminale Fusion mit einem Hise-Tag fir die
Immunodetektion auf. Die Substitution der aromatischen Aminosauren von LysP erfolgte in
Kooperation mit V. Schiippel, deren Diplomarbeit im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde
(Schuppel, 2011). Einige in Tab. 3 aufgelisteten LysP-Varianten wurden in Zusammenarbeit
mit Dr. L. Tetsch hergestellt.

4.4.9.3 Zielgerichtete Mutagenese von cadC

Die CadC-Varianten CadC-R265Q R268Q, CadC-N263K/Q und CadC-Q266P/N wurden
ebenfalls mittels 2-Stufen-PCR und ,,Mismatch-Primern* konstruiert. Als Template fur die
PCR fungierte der Vektor pET16b-cadC2 (Kiper & Jung, 2005). Die so resultierenden DNA-
Fragmente wurden zwischen die Restriktionsstellen fir Ncol und BamHI des
Expressionsvektors pET16b-cadC2 kloniert, so dass die Expression aller CadC-Varianten
unter der Kontrolle des T7-Promotors stand und alle Varianten einen N-terminalen Hisio-Tag

trugen.

4.4.9.4 Konstruktion von CadC- und LysP-Chimaren fir in vivo BACTH-Studien

Protein-Protein-Interaktionen wurden mit Hilfe des Bacterial adenylate cyclase two-hybrid
(BACTH)-Systems analysiert, das auf der funktionalen Rekonstitution der Adenylatzyklase
von Bordetella pertussis beruht (Karimova et al., 1998). Fir die Generierung der BACTH-
Vektoren wurden die Zielgene lysP und cadC via PCR von der genomischen DNA von E. coli
MG1655 als Template amplifiziert und zwischen die Xbal und BamHI Schnittstellen der
Plasmide pKT25, pKNT25, pUT18C und pUT18 (Euromedex, Strallburg) kloniert (pKT25-
lysP, pKNT-lysP, pUT18C-lysP, pUT18-lysP, pKT25-cadC, pUT18C-cadC, S. Ude,
unvergffentlicht).

Die korrespondierenden Volllangen cadC-PCR-Fragmente im Zuge der Konstruktion der
BACTH-Plasmide pKT25-cadC_AF159-F165, pKT25-cadC_F165A, pKT25-
cadC_C208A C272A, pKT25-cadC_176-RPQLV-177 und pKT25-cadC AS188-R191
stammten von den Template-Plasmiden pET16b-cadC AF159-165, pET16b-cadC_F165A
(Tetsch et al., 2008), pET16b-cadC_C208A,C272A (Tetsch et al., 2011), pET16b-
cadC6_176-RPQLV-177 (S. Buchner, unverdffentlicht) und pET16b-cadC_AS188-R191 (L.
Tetsch, unver6ffentlicht) und wurden nach Restriktion mit den Enzymen Xbal und BamHI in
pKT25 integriert.
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Die verkirzte CadC-Variante CadC1-215, 3’-fusioniert mit malE, exisierte bereits in Vektor
pT7-5 [pT-cadCl-215-malE, (Kraxenberger, 2006)] und konnte daher einfach nach
Amplifikation via PCR (PCR-Produkt: cadC1-215-malE) zwischen die BamHI und EcoRl
Schnittstellen von pKT25 inseriert werden. Der so generierte Vektor pKT25-cadC1-215-malE
diente fur alle weiteren konstruierten malE-Fusionen (siehe unten) im Zuge des Screenings
nach Positionen in CadC, die an der Interaktion mit LysP Dbeteiligt sind, als
Empfangerplasmid fur die korrespondierenden PCR-Produkte. Dabei resultierte die generelle
Restriktion mit BamHI und Nhel in der Exzision von cadC1-215. Basierend auf der MalE-
Fusionsstrategie nach Jung et al. (Jung et al., 2007) wurden verkirzte CadC-Varianten mit
unterschiedlichem Doménenaufbau (CadC159-178, CadC1-178, CadC1-192, CadC1-159-
PutPTM4) C-terminal mit dem Signalsequenz-defizienten malE-Gen (MBP) und N-terminal
an das T25-Fragment (pKT25) fusioniert. Die Nukleotidsequenzen, kodierend fiir CadC159-
178, CadC1-178 und CadC1-192 wurden via PCR vom Plasmid pET16b-cadC2 (Kuper &
Jung, 2005) amplifiziert. Als Matrize fir die Amplifikation der chimaren Nukleotidsequenz
CadC1-159-PutPTM4 diente der Vektor pET16b-cadC_putP_TM4 (Tetsch et al., 2008).
Jedes so erhaltene CadC-PCR-Fragment wurde zwischen die Restriktionsstellen BamHI und
Nhel in pKT25-cadC1-215-malE kloniert, um die Fusion mit malE und T25 zu generieren.
Die verkirzten Varianten CadC107-512 und CadC159-512 wurden nach PCR-Amplifizierung
der entsprechenden cadC-Teile von pET16b-cadC2 und Klonierung in pKT25 (via Xbal und
BamHI) generiert.

Fur die Konstruktion von pKT25-PutPTM10-CadC179-512 wurde der korrespondierende Teil
von cadC ebenfalls von pET16b-cadC2 (flankiert von Kpnl und EcoRI) und der Part von
putP, kodierend fur TM-Helix 10, von genomischer DNA von E. coli MG1655 (flankiert von
Xbal und Kpnl) amplifiziert und durch eine Doppelligation zwischen die Xbal und EcoRl
Stellen in pKT25 inseriert.

Das Konstrukt T18-LysP-D275A_D278A wurde durch Amplifikation der Nukleotidsequenz
lysP-D275A_D278A via PCR von Plasmid pBAD33-lysP-D275A_D278A und Klonierung
dieses Fragments zwischen die Schnittstellen Xbal und Kpnl von pUT18C hergestellt. Diese
Chimadre trug auBerdem einen C-terminalen Hiss-Tag zur Immunodetektion.

Als Matrize fiir die PCR im Zuge der Generierung der ,,Single-Helices”-LysP-Chimaren T25-
LysPTM7/Wt-MPB und T25-LysPTM/D275A_D278A-MBP diente pBAD33-lysP bzw.
pBAD33-lysP-D275A _D278A. Nach Amplifikation des entsprechendenen Teils von lysP, der

fur die TM-Helix 7 inklusive der darauffolgenden periplasmatischen Schleife mit und ohne
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Mutationen kodiert, erfolgte die Ligation dieser Fragmente (flankiert von BamHI und Nhel)
zwischen die Schnittstellen BamHI und Nhel von pKT25-cadC1-215-malE.
Die Plasmide pKT25-zip und pUT18C-zip wurden als Bestandteil des BACTH-Kits

(Euromedex, Strallburg) bezogen und dienten als Positivkontrollen fiir Interaktion.

4.49.5 Klonierung von lysP-Orthologen

Um den Effekt von LysP-Orthologen auf die CadC-vermittelte cadBA Expression in E. coli zu
untersuchen, wurde lysP von Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 mittels PCR
von genomischer DNA von P. luminescens amplifiziert und nach Restriktion mit Ncol und
Hindlll mit pBAD33-lysP ligiert (0 BAD33-lysP-plu). Fur die spatere Immunodetektion trug
dieses lysP-Ortholog einen Hiss-Tag.

Als weitere alternative LysP-Proteine wurden die LysP-Orthologen von Micrococcus luteus,
Bacillus megaterium, Staphylococcus carnosus subsp. carnosus und Helicobacter pylori P12
ausgewahlt. Die Konstruktion der Plasmide pBAD33-lysP-mlu, pBAD33-lysP-bme,
pBAD33-lysP-sca und pBAD33-lysP-hpy erfolgte im Zuge der im Rahmen dieser Arbeit
betreuten Bachelor-Arbeit von M. Wieland (Wieland, 2013).

4.5 Biochemische und analytische Methoden

4.5.1 Praparation von invertierten Membranvesikeln und Zytosol

45.1.1 Préaparation von CadC-Membransvesikeln fur die Reinigung von CadC

Die Praparation von CadC-Membranvesikeln (E. coli BL21(DE)pLysS-pET16b-cadC?2)
basierte auf dem Protokoll von Siebers und Altendorf (Siebers & Altendorf, 1988) mit
leichten Modifikationen gemald Jung und Mitarbeitern (Jung et al., 1997). 0,2 g Zellpellet
(Feuchtgewicht) wurden je in 1 mL Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10% (v/v)
Glycerol, 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 10 mM MgClz, 1 mM Dithiothreitol
(DTT), 30 ng*mL? DNAse A) resuspendiert und nach Zugabe von 10 pg*mL? Lysozym 30
min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (25 sec, Puls 0,5 sec/0,5 sec,
Amplitude 20%, Digital Sonifier® W-205D, Branson) aufgeschlossen und die Zelltrimmer
wurden via niedertouriger Zentrifugation abgetrennt (10 min, 16.000 rpm, 4°C, Eppendorf
5804R). Der Uberstand wurde einer Ultrazentrifugation unterzogen (1 h, 45.000 rpm, 4°C,
Sorvall® WX Ultra 90 oder Beckman Coulter Optima™ L-90K). Nach einem Waschschritt
des Membranpellets mit niederionischem Waschpuffer (1 mM Tris/HCI, pH 7,5, 3 mM
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EDTA, pH 8,0, 0,5 mM PMSF) und eines erneuten Ultrazentrifugationsschrittes (1 h, 45.000
rpm, 4°C) wurde das Pellet in TG-Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10% (v/v) Glycerol)
aufgenommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C

gelagert.

45.1.2 Praparation von LysP-Membransvesikeln fur die Reinigung von LysP

Die Praparation von LysP-Membranvesikeln (BL21(DE)pLysS-pT-lysP) erfolgte in Analogie
zum Protokoll von Jung et al. (Jung et al., 2002). 0,2 g Zellpellet wurden je in 1 mL
Aufschlusspuffer (50 mM KP;i-Puffer, pH 7,5, 2 mM B-Mercaptoethanol, 0,5 mM PMSF, 30
ng*mL? DNAse A) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mittels
Ultraschall (25 sec, Puls 0,5 sec/0,5 sec, Amplitude 20%, Digital Sonifier® W-205D,
Branson) aufgeschlossen und Zelltrimmer wurden via niedertouriger Zentrifugation
abgetrennt (15 min, 10.000 rpm, 4°C, Eppendorf 5804R). Der Uberstand wurde einer
Ultrazentrifugation unterzogen (1 h, 45.000 rpm, 4°C, Zentrifugen siehe 4.5.1.1). Nach einem
Waschschritt des Membranpellets mit Waschpuffer (50 mM KP;-Puffer, pH 7,5, 2 mM j-
Mercaptoethanol) folgte ein weiterer Ultrazentrifugationsschritt (1h, 45.000 rpm, 4°C). Das
Pellet wurde in Waschpuffer aufgenommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis

zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert.

4.5.1.3 Isolation von Zytosol fir die Reinigung von eGFP

Der Aufschluss der Zellen (BL21(DE)pLysS-pET21a-egfp), die Abtrennung der Zelltrummer
und die Separation von Membranen und Zytosol wurde wie in 4.5.1.1 beschrieben
durchgefiihrt. Nach einem Ultrazentrifugtionsschritt wurde der Uberstand (Zytosol), der das

I6sliche eGFP enthielt, schockgefroren und bei -80°C verwahrt.

45.1.4 Separation von Membranen und Zytosol zur Kontrolle der Membraninsertion

Die generierten Zellpellets wurden pauschal in 3 mL Aufschlusspuffer aufgenommen. Die
Pufferzusammensetzungen, der Zellaufschluss und die Separation von Membranvesikeln und
Zytosol wurden wie in 4.5.1.1 skizziert eingestellt und ausgefiihrt. Ein 1 mL-Aliquot des
Zytosols und das Membranpellet [je nach GroRe resupendiert in ca. 50 pL TG-Puffer (siehe
4.5.1.1)] wurden nach Schockfrostung bei -20°C aufbewahrt.
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4.5.2 Reinigung von Proteinen

45.2.1 Reinigung von Hisi-CadC

Hisio-CadC wurde mittels Ni2*-Affinitatschromatographie gemaR des bereits beschriebenen
Protokolls von Kiper und Jung gereinigt (Kuper & Jung, 2005): Die gewaschenen
Membranvesikel wurden durch Zugabe des Solubilisierungspuffers (50 mM Tris/HCI, pH 7,5,
10% (v/v) Glycerol, 10 mM pB-Mercaptoethanol, 0,15 M NaCl) auf eine finale
Proteinkonzentration von 4 mg*mL™ eingestellt (Volumen des Solubilisierungsansatzes: 10
mL). Unter Rihrem auf Eis erfolgte die Extraktion von CadC aus den Membranen durch
schrittweises Zutropfen von 3 mL 6,67% N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid [LDAO, finale
Konzentration: 2% (v/v)]. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die solubilisierten Proteine
durch einen Ultrazentrifugationsschritt (1h, 45.000 rpm, 4°C, Zentrifugen siehe 4.5.1.1) von
den Membranen separiert. Aus dem so erhaltenen Uberstand wurde Hisio-CadC via
Affinitatschromatographie unter Verwendung einer Séule mit 400 pL (ergibt 200 pL
abgesetzte Matrix) des Ni?*-NTA-Agarosegemisches bei 4°C gereinigt. Nach zweimaligem
Waschen der Matrix mit je 10 mL ddH20 und zweimaliger Aquilibrierung mit je 10 mL
Aquilibrierungspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10% (v/v) Glycerol, 0,2% (v/v) LDAO, 30
mM Imidazol, 600 mM NaCl, 10 mM B-Mercaptoethanol) wurde der Uberstand (mit Hisio-
CadC, versehen mit 600 mM NaCl und 30 mM Imidazol) auf die Sdulenmatrix gegeben. Die
Durchflussfraktion wurde unmittelbar ohne Inkubationsschritt abgenommen. Das Waschen
der S&ule zur Entfernung von unspezifisch oder locker gebundenem Protein erfolgte dreimal
mit 4 mL Aquilibrierungspuffer. CadC wurde in 6 Fraktion zu je 1 mL eluiert. Bei jedem
Elutionsschritt wurde vor der eigentlichen Elution die Saulenmatrix mit 1 mL Elutionspuffer
(= Aquilibrierungspuffer, 250 mM Imidazol) versetzt, gut durchmischt und ca. 5-10 min
inkubiert. Bis zur Verwendung wurde gereinigtes CadC nach Schockgefrierung bei -80°C

gelagert.

4.5.2.2 Reinigung von LysP-Hiss

Die gewaschenen Membranvesikel wurden durch Zugabe des Solubilisierungspuffers (50 mM
KPi, pH 8,0, 10% (v/v) Glycerol, 2 mM p-Mercaptoethanol) auf eine finale
Proteinkonzentration von 5 mg*mL™ eingestellt (Volumen des Solubilisierungsansatzes: 10
mL). Unter Ruhrem auf Eis erfolgte die Extraktion von LysP aus den Membranen durch
schrittweises Zutropfen von 0,81 mL 20% n-Dodecyl-p-D-maltosid [DDM, finale
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Konzentration: 1,5% (w/v)]. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die solubilisierten
Proteine durch einen Ultrazentrifugationsschritt (1h, 45.000 rpm, 4°C, Zentrifugen siehe
4.5.1.1) von den Membranen separiert. Aus dem so erhaltenen Uberstand wurde LysP-Hiss
via Affinitatschromatographie unter Verwendung einer Séule mit 2 mL (ergibt 1 mL
abgesetzte Matrix) des Ni**-NTA-Agarosegemisches bei 4°C gereinigt. Nach Waschen der
Matrix mit 100 mL ddH20 und Aquilibrierung mit 50 mL Aquilibrierungspuffer (100 mM
KPi, pH 8,0, 10% (v/v) Glycerol, 0,04% (w/v) DDM, 10 mM Imidazol, 300 mM KCI, 2 mM
B-Mercaptoethanol) wurde der Uberstand (mit LysP-Hisg, versehen mit 300 mM KCI und 10
mM Imidazol) auf die Sdulenmatrix gegeben. Die Durchflussfraktion wurde unmittelbar ohne
Inkubationsschritt abgenommen. Das Waschen der S&ule zur Entfernung von unspezifisch
oder locker gebundenem Protein erfolgte mit 15 mL Waschpuffer (Aquilibrierungspuffer, 10
mM Imidazol). LysP wurde in 6 Fraktion zu je 1 mL eluiert. Bei jedem Elutionsschritt wurde
vor der eigentlichen Elution die Sdulenmatrix mit 1 mL Elutionspuffer (100 mM KP;, pH 7,5,
10% (v/iv) Glycerol, 0,04% DDM, 250 mM Imidazol, 300 mM KCI, 2 mM -
Mercaptoethanol) versetzt, gut durchmischt und ca. 5-10 min inkubiert. Bis zur Verwendung

wurde gereinigtes LysP nach Schockgefrierung bei -80°C gelagert.

4.5.2.3 Reinigung von eGFP-Hiss

Aus dem zytosolischen Uberstand nach Abtrennung der Membranen wurde eGFP-Hisg via
Affinitatschromatographie unter Verwendung einer Sdule mit 1 mL (ergibt 0,5 mL abgesetzte
Matrix)  des  Ni?*-NTA-Agarosegemisches  bei ~ 4°C  gereinigt  (eingesetzte
Proteinkonzentration: 20 mg*mL™). Nach Waschen der Matrix mit 100 mL ddH-0 und
Aquilibrierung mit 30 mL Aquilibrierungspuffer [50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10% (v/v)
Glycerol, 10 mM Imidazol, 150 mM NaCl, 1 mM DDT] wurde das Zytosol (mit eGFP-Hiss,
versehen mit 150 mM NaCl und 10 mM Imidazol) auf die S&ulenmatrix gegeben. Die
Durchflussfraktion wurde unmittelbar ohne Inkubationsschritt abgenommen. Das Waschen
der Saule zur Entfernung von unspezifisch oder locker gebundenem Protein erfolgte mit 30
mL Waschpuffer (Aquilibrierungspuffer, 20 mM Imidazol). eGFP wurde in 6 Fraktion zu je 1
mL eluiert. Bei jedem Elutionsschritt wurde vor der eigentlichen Elution die Sdulenmatrix mit
1 mL Elutionspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10% (v/v) Glycerol, 250 mM Imidazol, 150
mM NaCl, 1 mM DDT) versetzt, gut durchmischt und ca. 5-10 min inkubiert. Bis zur

Weiterverwendung wurde gereinigtes eGFP nach Schockgefrierung bei -80°C gelagert.
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4.5.3 Rekonstitution von LysP und Co-Rekonstitution von CadC und LysP

Gereinigtes LysP und CadC wurde in Liposomen (co-)rekonstituiert, die nach dem Protokoll
von Jung et al. aus Aceton-/Ether-gewaschenen E. coli Phospholipiden préapariert wurden
(Jung et al., 1998). Abwandlung der Liposomen-Préparation: die Pufferkomponente bestand
aus 50 mM KP;j, pH 7,6. Die Detergenz-vermittelte (Co-)Rekonstitution wurde gemaf der von
Jung et al. modifizierten Methode basierend auf dem Protokoll von Rigaud und Mitarbeiter
durchgefuhrt (Rigaud et al., 1995, Jung et al., 1998). LysP wurde in einem Lipid:Protein-
Verhaltnis von 100:1 bzw. LysP und CadC wurden im Verhaltnis von 100:1:1,11 (co-)
rekonstituiert. Fur die Entfernung der verwendeten Detergenzien [Triton X-100 (Liposomen),
DDM (LysP), LDAO (CadC)] wurden BioBeads in spezifischem Verhaltnis zu der
eingesetzten Menge an Detergenz zu den Lipid-Protein-Ansatzen gegeben (BioBeads:Triton
X-100 -> 5:1; BioBeads:DDM -> 10:1; BioBeads:LDAO -> 10:1). Die fertigen
Proteoliposomen wurden in 100 mM KP;, pH 7,6, 2 mM B-Mercaptoethanol aufgenommen,
mit flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zu der Weiterverwendung im Zuge von in
vitro Transportmessungen bei -80°C verwahrt. Zur Uberpriifung der LysP- und LysP/CadC-
Proteoliposomen wurden Aliquots beider Proben per Immunoblot analysiert. Die prozentualen
Anteile von LysP und CadC in den LysP/CadC-Proteoliposomen wurden anhand dieser Blots
visuell abgeschédtzt und unter Beriicksichtigung der experimentell bestimmten
Gesamtproteinmenge kalkuliert.

4.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Membranvesikeln, Zytosol und von gereinigten Proteinen
(LysP, CadC, eGFP) wurde geméall Lowry et al. mit Modifikationen bestimmt (Lowry et al.,
1951, Peterson, 1977). Alternativ wurde die Konzentration von gereinigtem CadC via UV-
Absorption mittels des UV/Vis-Spectrophotometers NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop
Technologies) bei einer Wellenlédnge von 280 nm (Azg0) geméaR dem Gesetz von Lambert und
Beer anhand der Gleichung A280 = g*c*d ermittelt, wobei &: Extinktionskoeffizient
[L*(mol*cm)™?], c: Proteinkonzentration [mol*L*], d: Schichtdicke der Kiivette [cm].

Die Bestimmung niedrigerer Proteinkonzentrationen (0,5-30 ug) der LysP/CadC- und LysP-
Proteoliposomen erfolgte nach dem Prinzip der Amidoblack-Proteinbestimmung nach Kaplan
und Pedersen (Kaplan & Pedersen, 1985).
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4.5.5 SDS-PAGE

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
erfolgte mittels Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) gemaR
Laemmli (Laemmli, 1970). Die Acrylamidkonzentration der Sammelgele betrug 4,9% (w/v)
und der Trenngele 12,5% (w/v). Vor Beladen der Gelspuren wurden die Proben mit SDS-
Ladepuffer [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. Als Marker wurde entweder der
,uUnstained Protein Molecular Weight Marker (14-116 kDa, Fermentas) oder der
,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-170 kDa, Thermo Scientific) aufgetragen. Der
Gellauf wurde in den Kammern , PerfectBlue™ Doppelgelsystem Twin S oder Twin M*
(Peglab) bei 200 V in Laemmli-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH
8,4-8,9) ausgefuhrt. Die aufgetrennten Proteine wurden anschliefend mittels folgender
Prozedur angefarbt:

1) Herstellung der Coomassie Brilliant Blau (CBB)-Farbeldsung: 60-80 mg Brilliant Blau
G250 (Roth) in 1 L ddH20 lésen (2-3 h bei Raumtemperatur). Dann HCI mit einer finalen
Konzentration von 35 mM dazugeben (nicht mehr als 50 mM!) und vor Licht geschitzt
verwahren.

2) Farben der Gele: Gel mit ca. 20-30 mL ddH20 versetzen und ca. 30 sec in der Mikrowelle
erhitzen, dann 2-5 min auf der Wippe schwenken (Schritt 3x wiederholen). Nach Zugabe der
CCB-Losung 10 sec in der Mikrowelle erhitzen und anschliefend unter Schwenken 10-15

min farben. Mit ddH>O waschen.

4.5.6 Western Blot-Analyse

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels einer Nassblot-Apparatur
(Mini Trans-Blot Cell, BioRad) auf eine Nitrozellulosemembran (0,45 pum Porendurchmesser,
Whatman™, Protran BA85) transferiert. Die horizontale Elektrophorese erfolgte 90 min bei
300 mA (oder (ber Nacht bei 100 mA) fur kleine Gele (10 x 10 cm) und 90 min bei 800 mA
(oder Gber Nacht bei 200 mA) fiir groRBe Gele (14 x 16 cm). Die immunologische Detektion
der Proteine wurde gemaR dem Protokoll 8 des ,,QlAexpress Detection and Assay Handbook
10/2002” der Firma Qiagen durchgefinhrt.

Fir den Nachweis von Proteinen mit Histidin (His)-Tags wurde als primarer Antikorper der

Penta-His-Anti-Maus-1gG-Antikérper  (Qiagen) in einer Endkonzentration von 1:2000
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verwendet. Als sekundarer Antikorper diente ein mit alkalischer Phosphatase-konjugierter
Anti-Maus-1gG-Antikorper (Rockland) in einer finalen Konzentration von 1:5000.

Bei der Detektion von CadC wurde die Blotmembran zuerst mit einem spezifischen
praabsorbierten CadC-Antikorper (Hase, 1:10.000) inkubiert. Dann folgte der Zusatz eines
mit alkalischer Phosphatase-konjugiertem Anti-Hase-1gG-Antikorpers (1:2500, Rockland).
Fur den Nachweis von eGFP fand als primarer Antikorper der Anti-GFP-Maus-1gG-
Antikorper der Firma Roche Diagnostics Anwendung (1:1000). Als sekundarer Antikorper
wurde ein mit alkalischer Phosphatase-konjugierter Anti-Maus-1gG-Antikdrper (Rockland) in
einer finalen Konzentration von 1:5000 verwendet.

Als finaler Schritt wurde der Immunoblot durch Zugabe von Farbelésung [50 mM
Natriumcarbonatpuffer, pH 9,5, 0,01% (w/v) Nitro-Blue-Tetrazolium (NBT), 0,045% (w/v) 5-
Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP)] entwickelt (Entwicklungszeit ~5-15 min).

4.5.7 Quantitative p-Galaktosidase-Aktivitatsbestimmung

Der durchgefuhrte Assay zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat basierte auf den
Ausfihrungen von Tetsch et al. (Tetsch et al., 2008). Das Zellpellet wurde in 1 mL Puffer Z
(60 mM NaHPOs, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCI, 1 mM MgSOs, 50 mM B-
Mercaptoethanol, pH 7,0) resuspendiert. Nach Zugabe von 100 pL Chloroform und 0,1%
(v/v) SDS wurden die Zelllysate 5 min bei 30°C inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 200
uL ortho-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid (oNPG, 4 mg*mL™?) als Substrat der p-
Galaktosidase. Beim Eintreten sichtbarer Gelbfarbung wurde die Reaktion mit 500 pL
Natriumcarbonat (1 M) gestoppt (maximale Reaktionsdauer: 10 min). Das Zelllysat wurde
unmittelbar nach dem Abstoppen zentrifugiert (5 min, 13.200 rpm, Raumtemperatur,
Eppendorf 5424). Die Intensitat der Gelbfarbung wurde photometrisch durch Messung der
Aso determiniert. Die Kalkulation der Enzymaktivitaten [in Miller Units (MU)] erfolgte
gemaR Miller (Miller, 1992).

4.5.8 In vivo Studien zur Interaktion von Proteinen (BACTH)

Protein-Protein-Interaktionen wurden mit Hilfe des BACTH-Systems analysiert (Karimova et
al., 1998). Dieses System beruht auf der funktionalen Rekonstitution der T18- und T25-
Untereinheiten der Adenylatzyklase von Bordetella pertussis, deren katalytische Aktivitat die
Basis der CRP- (engl. cAMP receptor protein) induzierten Expression von lacZ reprasentiert
(siehe Abb. 6). Die resultierende zytosolische B-Galaktosidase-Aktivitat kann so als Mald fur
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die Stérke der Protein-Protein-Interaktion durch die Spaltung von oNPG ermittelt werden. Die
[-Galaktosidase-Aktivitatsbestimmung erfolgte wie in 4.5.7 beschrieben.

4.5.9 In vivo Fluoreszenzmikroskopie

Fur den Nachweis der Produktion und Membraninsertion des LysP-eGFP-Fusionsproteins
wurden bei Raumtemperatur Fluoreszenzbilder von einem Aliquot der frischen
Zellsuspension von E. coli MG-MR1 (lysP ::‘egfp) mit Hilfe des ,Leica DMI 6000 B*-
Mikroskops, einem Ol-Immersions Objektiv und der monochromen ,,Leica DFC365 FX*-
Digitalkamera aufgenommen. Bei der Fluoreszenzmikroskopie wurde der Bandpass-Filter
BP470/40 (grin) und der Emissions-Filter 525/50 (griin) verwendet.

4.5.10 Invivo Transportmessungen

4.5.10.1 In vivo Transportassay

Die Aufnahme von 10 uM L-[**C]Lysin (26 Ci*mol™, Hartmann Analytik) in 200 pL E. coli
JWCD247 (transformiert mit den korrespondierenden LysP-Varianten in pBAD33) wurde in
Gegenwart von 20 mM D-Laktat (Na*-Salz) als Elektronendonor bei 25°C unter aeroben
Bedingungen getestet (Start der Reaktion mit Zugabe von L-[**C]Lysin). Zu definierten
Zeitpunkten (0, 0,17, 0,5, 1, 2, 5, 10, 30 min) resultierte die Zugabe von 2,5 mL eiskaltem
Stopp-Puffer (100 mM KH2POs;, 100 mM LIiCl, pH 6,0) in der Termination der
Transportreaktion. Unverziiglich wurde der Transportansatz mit Hilfe der Schnell-Filtrations-
Methode gemal Quick et al. filtriert [(Quick et al., 1996), Filter: Macherey-Nagel MN GF-5].
Die Bestimmung der Radioaktivitat erfolgte nach Zugabe von 4,5 mL ,,EcoLume™ Liquid
Scinitillation Cocktail” (MP Biomedicals) im B-Counter (Liquid Scintillation Analyzer Tri-
Carb® 2910 TR, Perkin Elmer). Die Kalkulation der Initialraten basierte auf dem linearen

Bereich der Zeitverlaufe (angegeben in nmol*(min*mg Protein) ™).

4.5.10.2 Kinetische Studien

Fur  kinetische  Analysen  wurde der  L-[**C]Lysin-Transport —mit  Lysin-

Substratkonzentrationen von 0,125 bis 250 UM gemessen.
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4.5.10.3 Substratspezifitat von LysP

Ausgewahlte L-Aminosduren, Polyamine und Lysinanaloga (siehe Abb. 24) wurden in 100
mM Tris/MES-Puffer (pH 7,6, 5 mM MgCly) geltst. Die nicht radioaktiven Testsubstrate
wurden dann im 100-fachen Uberschuss (finale Endkonzentration: 1 mM) unmittelbar vor
Start der Transportreaktion mit 10 pM L-[**C]JLysin zu 200 pL Bakteriensuspension
(JWCD247-pBAD33-lysP) gegeben.

4.5.10.4 Inhibitoranalyse

Die Wasser-16slichen Substanzen 2,4-Dinitrophenol (DNP) und Kaliumcyanid wurden in 100
mM TrissMES-Puffer (pH 7,6, 5 mM MqgCly) gelost, wahrend die Stocklésung von
Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP) mit absolutem EtOH als Losungsmittel
hergestellt wurde. Die Verdinnung dieser EtOH-Stockldsungen in Tris/Mes-Puffer (pH 7,6, 5
mM MgCl>) garantierte eine finale EtOH-Konzentration in den Zellsuspensionen von weniger
als 1% (v/v). 200 pL Zellen (JWCD247-pBAD33-lysP) wurden mit den oben aufgelisteten
Inhibitoren in unterschiedlichen Endkonzentrationen (siehe Abb. 25) und als Kontrolle mit
1% (v/v) EtOH geméal Mendz et al. fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert (Mendz et al., 1998).
Danach erfolgte der Start der Transportreaktion mit 10 pM L-[**C]Lysin.

4.5.11 Invitro Transportmessungen

4.5.11.1 In vitro Transportassay mit LysP- und LysP/CadC-Proteoliposomen

Ein Aliquot der eingefrorenen Proteoliposomen (in 100 mM KP;, pH 7,6, 2 mM -
Mercaptoethanol) wurde aufgetaut und mit Puffer 1 auf eine Proteinkonzentration von 0,1
mg*mL? eingestellt. Nach Extrudieren mit 400 nm Membranen, um unilamellare
Proteoliposomen der gleichen GroRe zu erhalten, wurden die Proteoliposomen durch einen
Ultrazentrifugationsschritt (30 min, 80.000 rpm, 20°C, Mini-Ultrazentrifugen: Beckman
Coulter Optima™ TLX oder Sorvall® Discovery M120) konzentriert. Um eine
Proteinkonzentration von 1 mg*mL™ zu erhalten wurde das weillliche Pellet in dem
entsprechenden VVolumen Puffer 1 resuspendiert. Die Proteoliposomen wurden bis zu den in
vitro Transportassays bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Transportansétze setzten sich aus
je 400 pL Puffer (Puffer 1-7, siehe 4.5.11.2) versetzt mit 10 uM L-[**C]Lysin und 0,2 uM

Valinomycin (in EtOH) zusammen. Der Start der Transportreaktionen erfolgte durch Zugabe
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von 1 pL LysP- oder LysP/CadC-Proteoliposomen (in Puffer 1). Nach Inkubation der
Reaktionsansatze bei 25°C wurde das Abstoppen der Reaktionen und das unverzugliche
Filtrieren der Proteoliposomensuspension durch ,,Millipore® GSTF02500*- Filter (0,22 um

Porengrofie) wie in 4.5.10.1 beschrieben ausgefuhrt.

4.5.11.2 Effekt von artifiziell generierten (lonen-)Gradienten auf den Lysintransport

Um den Effekt von artifiziell erzeugten (lonen-)Gradienten auf den LysP-vermittelten
Lysintransport zu analysieren, wurden die LysP- bzw. LysP/CadC-Proteoliposomen 400-fach
in den folgenden Puffern 1-7 verdunnt:

Puffer 1 (Kontrolle): Puffer 2 (Apn*): Puffer 3 (Apn*+Na*):
100 mM KP;, pH 7,6 100 mM Tris/Mes, pH 5,8 100 mM Tris/Mes, pH 5,8
5mM  MgCl 5mM  MgCl; 50 mM NaCl

2mM  B-Mercaptoethanol 2mM  B-Mercaptoethanol 5mM  MgCl;

2mM  B-Mercaptoethanol

Puffer 4 (AY): Puffer 5 (Apna®): Puffer 6 (ApLi*):
100 mM Tris/Mes, pH 7,6 100 mM Tris/Mes, pH 7,6 100 mM Tris/Mes, pH 7,6
5mM  MgCl, 50 mM NaCl 50 mM LiCl
2mM  B-Mercaptoethanol 5mM  MgCl; 5mM  MgCl;
2mM  B-Mercaptoethanol 2mM  B-Mercaptoethanol

Puffer 7 (ApH):

100 mM KP;, pH 5,8

5mM  MgCl;

2mM  B-Mercaptoethanol

Die in Klammern angegebenen durch die korrespondierenden Puffer generierten (lonen-)
Gradienten beziehen sich auf die Analyse der LysP- und LysP/CadC-Proteoliposomen in 100
mM KPj, pH 7,6.

4.5.11.3 Effekt von variierenden AW auf den Lysintransport

Verschiedene Membranpotentiale wurden mittels unterschiedlicher Kaliumkonzentrationen
der Reaktionspuffer (Puffervolumen: 400 uL) generiert. Folgende Konzentrationen der KP;-
Pufferkomponente (pH 7,6) wurden ausgewéhlt: 0, 0,38, 1,5, 6,25, 25 bzw. 100 mM.
Dementsprechend wurden 0, 1,5, 6, 25, 100 bzw. 400 pL des 100 mM KP;-Puffers (pH 7,6) in
die Reaktionsgefale gegeben und mit 100 mM Tris/Mes-Puffer (pH 7,6) auf 400 pL
aufgefiillt und mit 5 mM MgCl,, 10 pM L-[**C]Lysin und 0,2 uM Valinomycin (in EtOH)
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versetzt. Durch Zugabe von 1 pL LysP-Proteoliposomen (in 100 mM KPj, pH 7,6) wurden die
Transportreaktionen gestartet.

Unter Berlicksichtigung der 1 puL LysP-Proteoliposomensuspension (in 100 mM KP;, pH 7,6),
mit der die Transportreaktion gestartet wurde, und der Nernst-Gleichung wurden die
korrespondierenden Membranpotentiale berechnet: -153,52, -130,04, -103,66, -70,04, -35,27
bzw. 0 mV.

4.5.11.4 Effekt von variierenden pH-Werten auf den Lysintransport

Um den Einfluss verschiedener pH-Werte auf die LysP-vermittelte Transportaktivitat zu
testen, wurden die LysP-Proteoliposomen (in 100 mM KPi, pH 7,6) 400-fach in 100 mM
Tris/Mes, pH 5-9, versetzt mit 2 mM B-Mercaptoethanol, 5 mM MgClz, 0,2 uM Valinomycin
und 10 uM L-[**C]Lysin, verdunnt.

4.5.11.5 Counterflow- und Antiportexperimente

Fur Austauschexperimente wurden die LysP-Proteoliposomen (in 100 mM KP;, pH 7,6) mit je
10 mM L-Lysin, B-Lysin und Cadaverin (jeweils gelost in 100 mM Tris/Mes, pH 7,6)
aquilibriert und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen wurden die
Proben durch 400 nm Membranen extrudiert und mittels Ultrazentrifugation (30 min, 80.000
rpm, 20°C, Mini-Ultrazentrifugen siehe 4.5.11.1) konzentriert und mit Puffer 1 auf eine
Proteinkonzentration von 1 mg*mL? eingestellt. Aliquots (1 uL) dieser
Proteoliposomensuspension wurden dann in 400 pL Puffer 1 plus 10 pM L-[*C]Lysin
verdunnt. Folglich ergab sich beim L-Lysin-Counterflowexperiment (Vorladen mit 10 mM L-

Lysin) eine externe finale L-Lysinkonzentration von 35 pM.

4.5.11.6 Generierung von Proteoliposomen in 100 mM KPi, pH 5,8

Die Herstellung von LysP-Proteoliposomen in 100 mM KP;, pH 5,8 erfolgte durch
Aquilibrierung der Proteoliposomen (in 100 mM KP;, pH 7,6) mit Puffer 7. Nach mehreren
Schockgefrierungs- und Auftauzyklen wurden die Proteoliposomen nach Extrudieren mit 400
nm Membranen durch Ultrazentrifugation konzentriert und mit Puffer 7 auf eine
Proteinkonzentration von 1 mg*mL™* justiert. Diese LysP-Proteoliposomensuspension wurde
dann 400-fach in Puffer 7 (Kontrolle), 4 (Aun®), 2 (A¥) und 1 (ApH), supplementiert mit 0,2
UM Valinomycin und 10 uM L-[**C]Lysin, verdinnt. Die in Klammern angegebenen durch
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die korrespondierenden Puffer generierten (lonen-)Gradienten beziehen sich auf die Analyse
der LysP-Proteoliposomen in 100 mM KP;, pH 5,8.

4.5.11.7 Bestimmung des internen Proteoliposomenvolumens

Die Bestimmung des internen Proteoliposomenvolumens basierte auf dem Protokoll von
Garcia et al. (Garcia et al., 1983). Die Aquilibrierung der LysP-Proteoliposomen (in 100 mM
KPi, pH 7,6) erfolgte mit der Original L-[**C]Lysin-Losung (0,347 mM, 288 Ci*mol™).
GemaR der Kalkulation von Garcia et al. haben demnach 1 pL Proteoliposomen, die 0,288 ug
Protein (LysP) enthalten, ein internes Volumen von 0,0406 uL (Garcia et al., 1983).

4.5.11.8 Bestimmung des Membranpotentials AW

Die experimentelle Quantifizierung der artifiziell generierten elektrischen Potentiale (iber der
LysP-Proteoliposomenmembran (siehe 4.5.11.3) beruhte auf der Eigenschaft des lipophilen
Tetraphenylphosphonium Kations (TPP*) die Proteoliposomenmembran passieren zu kénnen.
Die Akkumulation und Aquilibrierung von TPP* ist abhangig von der jeweiligen GroRe des
Membranpotentials. GemaR den Ausfilhrungen von Eisenbach wurde die Verteilung von TPP*
basierend auf der Akkumulation von [*H]JTPP* im Proteoliposomenlumen mit Hilfe der
Schnell-Filtrations-Methode ermittelt (Eisenbach, 1982, Quick et al., 1996). Die
Versuchsansétze setzten sich aus je 400 pL Puffer (siehe 4.5.11.3) versetzt mit 0,1 uM
[PH]TPP* und 0,2 uM Valinomycin (in EtOH) zusammen. Der Start der Reaktionen erfolgte
durch Zugabe von 1 pL LysP-Proteoliposomen (in Puffer 1). Nach Inkubation der
Reaktionsansatze bei 25°C wurde das Abstoppen der Reaktionen (nach 0, 2, 5, 15 min) und
das unverziigliche Filtrieren der Proteoliposomensuspension durch Cellulose-Acetat-
Membranfilter (Sartorius, 1110725N, Porengrofle: 0,2 pum) wie in 4.5.10.1 beschrieben
ausgefuhrt.

Basierend auf der Verteilung von [*H]TPP* zwischen Proteoliposomenlumen und
Reaktionsansatz kann unter Bertcksichtigung der Nernst-Gleichung die GroRe des

korrespondierenden Membranpotentials kalkuliert werden.
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4.6 Bioinformatische Methoden

Datenbanken:

EcoCyc: http://www.ecocyc.org

BsubCyc: http:///lwww.bsubcyc.org

KEGG: http://www.genome.jp/kegg/
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
RCSB PDB: http://www.pdb.org

STRING: string-db.org/

PhotoList: http://genolist.pasteur.fr/PhotoList/

Aminosauresequenzvergleiche:

BLAST: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
KEGG-BLAST: http://www.genome.jp/tools/blast/
ClustalW2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
Spidey: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/
GeneDoc: http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/

Topologievorhersage:
TOPCONS: http://topcons.cbr.su.se/
MEMSAT-SVM:http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

3D-Strukturvorhersage:
PHYREZ: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

Visualisierung von 3D-Strukturen:
PYyMOL: http://www.pymol.org

Western Blot Quantifizierung:
ImageJ: http://rsb.info.nih.gov/ij/

Primerkonstruktion:

Oligo Calc: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

Klonierungssimulation:

Clone Manager: http://www.scied.com/index.ht
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5 Ergebnisse

5.1 Topologie von LysP aus E. coli

5.1.1 In silico Topologievorhersage von LysP

Fur die Experimente, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefthrt wurden und fiir die fundierte
Diskussion und Einordnung der erhaltenen Resultate war die Analyse und Kenntnis der
Topologie von LysP eine Grundvoraussetzung. Frihe Topologiestudien mit lacZ- und blaM-
Fusionen von Ellis et al. implizieren eine Sekundérstruktur bestehend aus 12 TM-Helices mit
zytoplasmatisch lokalisierten N- und C-Termini [Abb. Al, blaue Topologie, (Ellis et al.,
1995)]. Als Erganzung fir diese experimentelle Bestimmung wurde in der vorliegenden
Arbeit eine in silico Vorhersage der Topologie von LysP mittels finf unterschiedlichen
Algorithmen durchgefiihrt (Abb. Al): SCAMPI-seq (Bernsel et al., 2008), SCAMPI-msa
(Bernsel et al., 2008), PRODIV (Viklund & Elofsson, 2004), PRO (Viklund & Elofsson,
2004) und OCTOPUS (Viklund & Elofsson, 2008). Die Integration der erhaltenen putativen
Topologien mittels des Programmes TOPCONS (Bernsel et al., 2009) resultierte in einer
Konsens-Sekundérstruktur (Abb. Al, magenta Topologie). Alle Algorithmen prognostizierten
flr LysP eine einheitliche Sekundarstruktur bestehend aus 12 TM-Helices, verbunden durch
sechs periplasmatische Schleifen und finf zytoplasmatische Schleifen, mit ins Zytoplasma
ragenden N- und C-terminalen Enden (Abb. Al). Der Vergleich der in silico Vorhersagen mit
der Topologie nach Ellis et al. zeigte eine Ubereinstimmung hinsichtlich der Zahl und der
ungefahren Lage der TM-Helices, lediglich die genaue Lage der TM-Domaénen variierte teils
um einige Aminosaurepositionen [Abb. Al, (Ellis et al., 1995)].

Basierend auf der Strukturvorhersage (Konsens-Topologie) von TOPCONS (Bernsel et al.,
2009) wurde zur graphischen Veranschaulichung ein Modell der Sekundarstruktur von LysP
erstellt (Abb. 4).

Des Weiteren wurde die Aminosauresequenz von LysP mit Hilfe des neu entwickelten
computergestutzten Algorithmus MEMSAT-SVM (Nugent & Jones, 2012) hinsichtlich
besonderer struktureller Eigenschaften analysiert. In Analogie zu allen durchgefihrten
Vorhersagen prognostizierte MEMSAT-SVM ebenfalls 12 TM-Doménen mit &hnlicher Lage
bzw. Aminosdurekomposition (Abb. Al, griine Topologie). Als Charakteristika von LysP
ermittelte das Programm MEMSAT-SVM finf TM-Helices, die mdglicherweise an der
Bildung des periplasmatisch und zytoplasmatisch zuganglichen Transportkanals beteiligt sind:
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Helix 1 (AS22-37), Helix 2 (AS49-75), Helix 3 (AS94-120), Helix 6 (AS202-221) und Helix
8 (AS296-318). Interessanterweise wurden eben diese TM-Helices 1, 3, 6 und 8 anhand von
vergleichenden  Analysen der Kiristallstrukturen und biochemischen funktionalen
Charakterisierungen von mehreren Transportproteinen mit ahnlicher Proteinfaltung und
Pseudosymmetrie wie der Na*/Leucin-Symporter LeuT von Aquifex aeolicus [LeuT-Faltung,
(Yamashita et al., 2005)] als Transportkanal-bildende TM-Doménen identifiziert, die die
Bindung des Substrates (und des Kopplungsions) vermitteln (Abramson & Wright, 2009). Via
MEMSAT-SVM wurde die Existenz von einer Transportpore pro LysP-Monomer

vorhergesagt.
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Abb. 4: Topologiemodell von LysP basierend auf der in silico Vorhersage von TOPCONS (Bernsel et al.,
2009). Die 12 TM-Doménen sind als Rechtecke dargestellt und nummeriert mit rémischen Zahlen [I-XII.
Verbunden werden die a-helikalen Bereiche durch sechs periplasmatsiche Schleifen (P1-P6) und durch flnf
zytoplasmatische Schleifen (Z1-z5). N- und C-Terminus sind im Zytoplasma lokalisiert und blau bzw. rot

hervorgehoben. NHz, N-Terminus; COOH, C-Terminus; PP, Periplasma; ZM, Zytoplasmamembran; ZP,
Zytoplasma.
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5.1.2 3D-Strukturvorhersage von LysP

Der PHYREZ2-Server [engl. protein homology/analogy recognition engine, (Kelley &
Sternberg, 2009)] identifizierte den Na*-unabhangigen Aminosauretransporter ApcT aus
Methanocaldococcus jannaschii als das am nachsten zu LysP phylogenetisch verwandte
Transportprotein mit aufgeklarter Struktur (Shaffer et al., 2009). Als weitere Treffer wurden
von PHYRE? der Glutamat/y-Aminobuttersaure (GABA)-Antiporter GadC (Ma et al., 2012)
und der Arginin/Agmatin-Antiporter AdiC (Gao et al., 2009) aufgefiihrt. Daher wurde ein
3D-Homologiemodell von LysP (Sequenzbereich: Argl4 bis Lys481) basierend auf der
Kristallstruktur (Auflésung: 2,32 A) von ApcT (PDB (engl. protein data bank): 3GIA) als
Matrize mittels dem PHYRE?2-Server generiert (Abb. 5). Sowohl LysP, als auch ApcT sind
Mitglieder der APC-Transportersuperfamilie (Jack et al., 2000). Beide Proteine gehdren
allerdings zu verschiedenen Subfamilien [LysP: AAT-Familie, ApcT: ABT  (engl.
archaeal/bacterial/transporter)-Familie, (Jack et al., 2000)]. Der computergestitzte
Sequenzvergleich von LysP und ApcT mittels CLUSTALW?2 (Larkin et al., 2007) offenbarte
eine Aminoséauresequenzidentitat von 20% und eine Sequenzahnlichkeit von 40%.

ApcT weist eine typische LeuT-Proteinfaltung auf, bestehend aus zwei penta-helikalen
Wiederholungen mit den pseudosymmetrischen TM-Helices 1-5 und 6-10 (Shaffer et al.,
2009). Den inneren Proteinbereich bzw. den Transportkanal bilden die TM-Doménen 1, 3, 6,
8 und 10, umgeben von den Helices 2, 4, 5, 7, 9, 11 und 12 (Shaffer et al., 2009). Die
MEMSAT-SVM-Vorhersage von TM-Helices in LysP, die im Zentrum des Transportproteins
lokalisiert sind und moglicherweise an der Bildung der Transportpore beteiligt sind (TM-
Helix 1, 2, 3, 6 und 8, Abb. A1, griine Topologie), zeigt somit deutliche Ubereinstimmung mit
dem LysP-Homologiemodell (Abb. 5C). Bei der Gegeniberstellung des LysP-3D-Modells
und der LysP-Struktur nach Ellis et al. (Ellis et al., 1995) bzw. den eigenen in silico
Prognosen (Abb. Al) wird ersichtlich, dass die Lage der hydrophoben 12 Membransegmente
im 3D-Modell trotz geringer Abweichungen im Hinblick auf die jeweilige genaue
Aminosaurekomposition deutlich mit den Gbrigen Sekundéarstrukturen tbereinstimmt (Abb.
Al, orange Topologie). Interessanterweise ist im Falle des LysP-3D-Modells als
Charakteristikum von Transportproteinen mit LeuT-Proteinfaltung die Diskontinuitat der TM-
Helices 1 und 6 erkennbar. Beide TM-Helices setzen sich aus zwei o-helikalen Bereichen
zusammen, die ungefahr in der Mitte der Zytoplasmamembran durch ein kurzes

ungewundenes Segment verknupft sind (Abb. Al, orange Topologie).
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Abb. 5: 3D-Homologiemodell von LysP basierend auf der Kiristallstruktur des Na*-unabhéngigen
Aminosduretransporters ApcT aus M. jannaschii (Shaffer et al., 2009). Die Generierung des
Homologiemodells erfolgte mittels dem PHYRE?-Server (Kelley & Sternberg, 2009). Die TM-Helices 1-12 sind
im Regenbogenfarbverlauf von blau (TM-Helix 1) nach rot (TM-Helix 12) dargestellt und der Reihenfolge nach
nummeriert (1-12). A. und B. LysP-Modell in paralleler Ansicht zur Zytoplasmamembran (A) und nach Rotation
um 90° (B). C. LysP-Modell aus periplasmatischer Sicht. Nummeriert sind die Transportkanal-sdumenden TM-
Helices 1, 3, 6 und 8. N, N-Terminus; C, C-Terminus; PP, Periplasma; ZM, Zytoplasmamembran; ZP,
Zytoplasma.
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5.2 Invivo Analyse der Protein-Protein-Interaktion zwischen CadC und
LysP

In vitro Quervernetzungsstudien mit gereinigten und rekonstituierten CadC und LysP
Proteinen implizieren eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen Sensor und Trigger-
Transporter (Tetsch et al., 2008). Diese Arbeit fokussierte auf den in vivo Nachweis dieser
PPI und auf der Analyse von Stimulus-abhéngigen (Lysin, niedriger pH-Wert) Effekten auf
diese regulatorische Interaktion. Fur diesen Zweck wurde das BACTH-System nach
Karimova et al., eine Methode fiir den Nachweis von PPI’s, verwendet (Karimova et al.,
1998). Basis dieser Methodik ist die funktionale Interaktions-vermittelte Rekonstitution der
Adenylatzyklase (CyaA) von Bordetella pertussis in dem cyaA-defizienten E. coli Stamm
BTH101. CyaA besteht aus den zwei komplementdren T18- und T25-Untereinheiten, die im
Falle physikalischer Separierung enzymatisch inaktiv sind. Fusion von T18 und T25 an
miteinander interagierende Polypeptide resultiert in der funktionalen Rekonstitution von
CyaA und folglich in der Synthese von zyklischem AMP (engl. cyclic AMP, cAMP, Abb. 6).
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Abb. 6: Prinizip des Bacterial adenylate cyclase two-hybrid-Systems nach Karimowa et al. am Beispiel von

CadC und LysP (Karimova et al., 1998). In diesem Beispiel-Szenario ist das T18-Fragment der
Adenylatzyklase (CyaA) von B. pertussis N-terminal an LysP fusioniert und die korrespondierende T25-Einheit
an den N-Terminus von CadC. Die funktionale Rekonstitution von CyaA bedingt durch physikalische
Interaktion der beiden Membranproteine resultiert in der Produktion von cAMP. Nach Bindung von cAMP an
CAP induziert der pleiotrope Regulatorkomplex cAMP/CAP die Expression des lac Operons. Die quantitative
Bestimmung der PB-Galaktosidase dient als MaR fir die Interaktionsstdrke zwischen den beiden zu

analysierenden Proteinen. PP, Periplasma; ZM, Zytoplasmamembran; ZP, Zytoplasma.
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Nach Bindung von cAMP an CAP (engl. catabolite activator protein) induziert der pleiotrope
Regulator-Komplex cAMP/CAP die Expression zahlreicher Gene, eingeschlossen der Gene
des lac Operons (lacZYA). Basierend auf der erhéhten Expression von lacZ und der damit
verbundenen gesteigerten Enzymaktividt der p-Galaktosidase, kann die Interaktion zwischen

zwei Proteinen quantitativ mit Hilfe des chromogenen Farbstoffes oONPG bestimmt werden.

5.2.1 CadC interagiert mit LysP

Um optimale Bedingungen flr die Verwendung des BACTH-Systems im Hinblick auf die in
vivo Analyse der CadC/LysP-PPI zu definieren, wurden die N- und C-terminalen Enden
beider Proteine in allen moglichen Kombinationen an die T18- und T25-CyaA-Untereinheiten
fusioniert. Da der N- und C-Terminus von LysP ins Zytosol ragen (siehe Abb. 4) wurden vier
LysP-Hybridproteine generiert (T18-LysP, LysP-T18, T25-LysP, LysP-T25). Die Topologie
von CadC erlaubte ausschlieBlich die Fusion der CyaA-Fragmente an das N-terminale Ende
(T18-CadC, T25-CadC).

Die gemessen [-Galaktosidase-Aktivitdten von allen getesteten Kombinationen der
Hybridproteine waren im gleichen Bereich wie die Aktivitdt der Positivkontrolle
(Dimerisierung des zytosolischen Transkriptionsfaktors GCN4 aus Saccharomyces cerevisiae,
Zip), die auf eine starke Interaktion zwischen CadC und LysP unter nicht-Cad-induzierenden
Konditionen hindeuteten (Abb. 7, Sdulen 1, 4-7). Dariiber hinaus war die CadC/LysP-PPI
spezifisch: CadC interagierte nicht mit einem anderem sekund&ren Transporter [Y]iY,
(Kraxenberger et al., 2012), Abb. 7, Saule 2] und LysP bildete kein Heterooligomer mit einer
anderen Membran-verankerten Histidinkinase [YehU, (Kraxenberger et al., 2012), Abb. 7,
Séule 3].

Transportstudien mit intakten Zellen demonstrierten, dass die Hybridproteine T18-LysP und
LysP-T18 die Aufnahme von Lysin katalysieren konnten und dementsprechend funktional in
die Zytoplasmamembran integriert wurden (Abb. 8A). Mittels Western Blot-Analysen mit
CadC-spezifischen priméren Antikérpern wurde die Produktion und Membraninsertion der
beiden Hybridproteine T18-CadC (76 kDa) und T25-CadC (83 kDa) nachgewiesen (Abb.
8B). Es ist anzumerken, dass CadC Wildtyp ein Molekulargewicht von 58 kDa aufweist. Die
Bezeichnung der CyaA-Fragmente T18 und T25 beruht auf den entsprechenden molekularen
Grolken von 18 kDa bzw. 25 kDa.
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Abb. 7: Quantifizierung der CadC/LysP-Interaktion mit Hilfe des BACTH-Systems. CadC und LysP
wurden in allen mdglichen Kombinationen an die komplementdren T18- und T25-Fragmente der
Adenylatzyklase von B. pertussis fusioniert. E. coli BTH101 wurde mit den Plasmidpaaren, die fiir die
angebenen Kombinationen von T18- und T25-Hybridproteinen kodieren, co-transformiert. Die Kultivierung der
Bakterien erfolgte unter aeroben Bedingungen in LB-Medium supplementiert mit 0,5 mM IPTG bei 30°C bis zu
einer ODggo von 0,3-0,5. Die nach Miller bestimmten Aktivititen des Reporterenzyms -Galaktosidase dienten
als MaR fir die Interaktionsstarke (Miller, 1992). Die Standardabweichung (Fehlerbalken) errechnet sich aus drei
unabhéngigen Experimenten. Die Dimerisierung des Transkriptionsaktivators GCN4 (Zip) diente als
Positivkontrolle fur PPI (S&ule 1). Die Paare T25-CadC/T18-YjiY (Saule 2) und T25-YehU/T18-LysP (Saule 3)
fungierten als Spezifitatskontrollen. Die Aktivitdt von Zellen, die die unfusionierten T18- und T25-
Untereinheiten exprimierten, wurde als Interaktions-Schwellenwert (Hintergrundaktivitat) definiert und ist
gekennzeichnet durch die gepunktete Linie.
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Abb. 8: Funktionalitatskontrolle der CadC- und LysP-BACTH-Fusionsproteine. A. Die Aufnahme von L-
[*C]Lysin (10 pM finale Konzentration) durch E. coli JWCD247 (AargT, AcadB, AlysP) wurde nach
Komplementation mit pPBAD33-lysP (LysP Wildtyp) oder pUT18C-lysP (T18-LysP) bzw. pUT18-lysP (LysP-
T18) nach Inkubation mit 20 mM D-Laktat (Na*-Salz) als Elektronendonor bei 25°C unter Aerobiose mit Hilfe
einer Schnell-Filtrier-Methodik bestimmt. Die Initialraten der Lysinaufnahme sind in Prozent bezogen auf den
entsprechenden Wert fiir LysP Wildtyp [10,5 nmol*(min*mg Protein)™] dargestellt. Die Standardabweichung
(Fehlerbalken) errechnet sich aus drei unabhdngigen Experimenten. B. Verifizierung der Produktion und
Integration der CadC-Hybridproteine in die Zytoplasmamembran von E. coli BL21(DE3)AcadC. Dieser Stamm
wurde mit Plasmiden transformiert, die fir die T18- bzw. T25-CadC-Chimaéren kodierten. Pro Bande wurden 25
Mg an Membranprotein aufgetragen. Primérer Antikdrper: Préabsorbierter Rabbit Anti-CadC Antikdrper
(1:10.000); Sekundarer Antikorper: Alkalische Phosphatase-konjugierter Anti-Rabbit-1gG-Antikdrper (1:2500).
T18-CadC: ~76 kDa, T25-CadC: ~83 kDa.

5.2.2 Stimulus-abhangige Interaktion zwischen CadC und LysP

Die Aktivierung des Cad-Systems bendtigt zwei Stimuli: einen pH-Wert unter 6,8 sensiert
durch CadC und extrazelluléres Lysin (> 0,5 mM) wahrgenommen durch LysP (Fritz et al.,
2009). Wie bereits einleitend erwahnt ist die CadC/LysP-Ratio von grof3er Bedeutung fiir eine
adaquate Stressantwort in Gegenwart von moderatem Saurestress und Lysin (Neely & Olson,
1996, Ude et al., 2013). Die molare Konzentration von LysP ist normalerweise 2-5-fach hoher
als die Konzentration von CadC [(Ude et al., 2013), siehe 5.6]. Unter Berlcksichtigung dieser
Beobachtungen wurde T18-LysP von einem high-copy Plasmid (pUT18C) und T25-CadC
von einem low-copy Vektor (pKT25) exprimiert (Karimova et al., 1998). Der Effekt von
Variationen im externen pH-Wert (pH 58 vs. pH 7,6) und von variierenden
Lysinkonzentrationen (0-128 mM) auf die PPl zwischen diesen beiden Hybridproteinen

wurde detailliert in vivo untersucht. Generell kann festgehalten werden, dass die gemessenen
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B-Galaktosidase-Aktivitdten unter allen getesteten Bedingungen den Interaktions-
Schwellenwert deutlich Gbertrafen (Abb. 9A).
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Abb. 9: Effekte von Lysin und pH auf die CadC/LysP-Interaktion (A) und die Zip/Zip-Dimerisierung (B).
Die Interaktion der Hybridpaare T25-CadC + T18-LysP (A) und T25-Zip + T18-Zip (B) wurde detaillierter in
Abhangigkeit der beiden Cad-Stimuli untersucht. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in KE-
Minimalmedium (pH 5,8 und pH 7,6), supplementiert mit variierenden Lysinkonzentrationen (0-128 mM) und
0,5 mM IPTG, unter mikroaeroben Bedingungen bis zu einer ODsoo von 0,3-0,5. Die Aktivitdt des
Reporterenzyms [B-Galaktosidase wurde als MaR flr die Interaktionsstarke bestimmt (Miller, 1992). Der
Interaktions-Schwellenwert ist durch die gepunktete Linie gekennzeichnet. Die Standardabweichung

(Fehlerbalken) errechnet sich aus drei unabhdngigen Experimenten.

Dieses erstaunliche Resultat deutet auf eine permamente Assoziation von CadC und LysP.
Allerdings wurden signifikant hohere f-Galaktosidase-Aktivitaten in Gegenwart von pH 7,6
und Lysinkonzentrationen bis 1 UM verzeichnet (Abb. 9A, graue Punkte). Diese Beobachtung
impliziert eine deutlich starkere PPI zwischen Sensor und Trigger-Transporter unter nicht-
Cad-induzierenden Bedingungen. Interessanterweise setzte ein steiler Abfall der p-
Galaktosidase-Aktivitaten bei Lysinlevel von > 2 pM (pH 7,6) ein, der auf eine
Destabilisierung der CadC/LysP-Interaktion ab dieser Schwellenwert-Konzentration
hindeutete (Abb. 9A, graue Punkte). Ahnliche PB-Galaktosidase-Aktivititen wurden in
Gegenwart von pH 5,8 unabhéngig von der externen Lysinkonzentration detektiert (Abb. 9A,
schwarze Punkte). Die niedrigeren B-Galaktosidase-Aktivitaten bei (i) pH 7,6, Lysinlevel > 2
UM und (ii) pH 5,8 belegen eine weniger stabile PPl zwischen CadC und LysP in Gegenwart
einer der beiden Cad-Stimuli. Um die Mdoglichkeit auszuschlieBen, dass bereits die

Assoziation der beiden T18- und T25-CyaA-Untereinheiten sensitiv ist gegentiber externem
65



5 Ergebnisse

pH-Wert und/oder variierenden Lysinkonzentrationen, wurde die Interaktion der
Positivkontroll-Hybridproteine T18-Zip und T25-Zip unter den entsprechenden Konditionen
analysiert. Es konnte kein Einfluss von pH und Lysin auf die Assoziation der CyaA- bzw.
Zip-Fragmente festgestellt werden (Abb. 9B).

In vivo Experimente und die Integration der in vivo Daten in ein theoretisches
mathematisches Modell im Zuge der Studien von Fritz et al. zeigten, dass das Cad-Modul in
Gegenwart von Lysinkonzentrationen < 0,5 mM nicht aktiviert wird, wahrend sehr hohe
Lysinlevel > 5 mM zur vollen Aktivierung des Moduls flhrten (Fritz et al., 2009). Im
Hinblick auf diese Lysinkonzentration, benotigt fur die CadC-vermittelte Induktion von
cadBA, offenbart der Vergleich mit dem durch die BACTH-Methodik ermittelten
Lysinkonzentration-Schwellenwert (> 2 uM) fur die Attenuation der CadC/LysP-Interaktion
eine signifikante Diskrepanz zwischen den entsprechenden Lysinleveln. Die den Dosis-
Antwort-Kurven von Fritz et al. zugrundeliegenden in vivo-Analysen (Bestimmung der
CadA-Aktivitat) wurden mit dem Wildtyp E. coli Stamm MG1655 durchgefihrt (Fritz et al.,
2009). Um den Effekt von sehr niedrigen Lysinkonzentrationen (uM-Bereich) auf das Cad-
System zu untersuchen, wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit die Abhéngigkeit der cadBA
Expression von der externen Lysinkonzentration (0-128 mM) in Gegenwart von pH 5,8 unter
Verwendung des neu konstruierten und sensitiveren E. coli Reporterstammes MG-CR
[AcadBA, cadBA::lacZ, (Ruiz et al., 2011)] untersucht. Die Bestimmung der -Galaktosidase-
Aktivitaten als Mal3 fur die Expression von cadBA machte deutlich, dass die Cad-Zielgene
bereits ab einem Lysin-Schwellenwert von 0,125 mM exprimiert werden (Abb. 10).
Ubereinstimmend mit den Daten von Fritz et al. wurde eine volle Induktion von cadBA ab
einem Lysinlevel zwischen 4-8 mM verzeichnet [Abb. 10, (Fritz et al., 2009)] . Ebenso
konnte die cadBA Expression nicht durch héhere Lysinkonzentrationen (> 8 mM) gesteigert
werden (Abb. 10). Es kann festgehalten werden, dass die (beginnende) Aktivierung des Cad-
Moduls 63 mal mehr Lysin bendtigt als die beobachtete Destabilisierung der CadC/LysP-PPI.
Geht man im Falle des CadC/LysP-Paares davon aus, dass die experimentell bestatigte
Attenuation der PPI ab Lysinlevel > 2 uM die Transduktion des Lysinsignals von Co-Sensor
zu Sensor représentiert, so konnte leider diese Liicke im Verstdndnis der Lysin-Co-Sensorik
hinsichtlich der Diskrepanz  der  Lysin-Schwellenwerte nicht durch in vivo
Reportergenanalysen mit E. coli MG-CR und in vivo BACTH-Studien gefullt werden.
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Abb. 10: Abhéngigkeit der cadBA Expression von der externen Lysinkonzentration. E. coli MG-CR
(AcadBA, cadBA::lacZ) wurde in KE-Minimalmedium (pH 5,8) unter Mikroaerobiose in Gegenwart von
steigenden Lysinkonzentrationen (0-128 mM) bis ODeg ~0,3-0,5 kultiviert. Die bestimmten p-Galaktosidase-

Aktivitaten dienten als MalR flr die Expression von cadBA. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von

Doppelbestimmungen.

5.2.3 Identifikation von Positionen/Domanen in CadC involviert in die

Interaktion mit LysP

Fur den in vivo Nachweis des Einflusses von CadC-Varianten auf die Interaktion mit LysP
und fur das Screening von weiteren Positionen/Domanen in CadC, die in die CadC/LysP-PPI
involviert sind, wurde erneut die in vivo BACTH-Methode angewandt. Zunéchst wurden
CadC-Varianten, die im Zuge friherer Mutagenese- und in vivo Expressionsstudien
identifiziert wurden und einen Lysin-unabhangigen Phanotyp bedingten, nach N-terminaler
Fusion an T25 hinsichtlich der physikalischen Interaktion mit dem Hybridprotein T18-LysP
analysiert (Abb. 11A). Es muss angemerkt werden, dass alle ausgewéhlten CadC-Varianten
bei in vivo Funktionalitatstests keine Defekte in der Sensierung des externen pH-Wertes und
korrekte Membran-Topologie aufwiesen [(Tetsch & Jung, 2009b, Tetsch et al., 2011); L.
Tetsch, unveroffentlichte Daten; S. Buchner, unveroffentlichte Daten].

Die bestimmten p-Galaktosidase-Aktivitaten fir die CadC-AF159-F165/LysP und CadC-
F165A/LysP Hybridprotein-Kombinationen lagen unter dem Interaktions-Schwellenwert
(Abb. 11B, S&ulen 3 und 4) und deuteten auf eine effektive Pravention der Interaktion. Im
Zuge eines detaillierten Transposonmutageneseansatzes fir die Kartierung von CadC zur
Aufklarung  des  zugrundeliegenden  Signaltransduktions-Mechanismus  Uber  die

Zytoplasmamembran wurde u. a. das Pentapeptid RPQLV zwischen die Positionen Vall76
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und Alal77 in der TM-Helix des pH-Sensors inseriert (S. Buchner, unverdffentlichte Daten).
Die Insertion dieses Pentapeptides resultierte in einem Verlust der PPl mit LysP (Abb. 11B,
Sdule 6). Diese Beobachtungen bekréftigten die Wichtigkeit eines aromatischen Clusters in
der TM-Domane, spezifisch von Phel65, sowie der strukturellen Integritat der TM-Helix von
CadC fir die Heterooligomerisierung mit LysP.

Die Kombination CadC-C208A C272A/LysP produzierte -Galaktosidase-Aktivitaten, die
ungefahr 2-fach héher ausgepragt waren als die Schwellenwert-Aktivitat (Abb. 11B, Séule 5).
Demnach bedingte semiaktives CadC (Tetsch et al., 2011) durch die Unterbindung der
Bildung der intramolekularen Disulfidbriicke (C208-C272) in CadCep via Aminoséaure-
Substitutionen eine schwdchere Interaktion mit LysP.

Dem positiv geladenen Motiv Ser188_Lys189 Ser190 Argl191 (SKSR-Motiv) am Ubergang
von der TM-Domane zur Subdoméne 1 von CadCprp wurde eine potentielle Funktion bei der
pH- oder Lysin-abhdngigen CadC-vermittelten Signaltransduktion (z. B. bei der postulierten
pH-abh&ngigen Homooligomerisierung des Sensors oder der Heterooligomerisierung mit
LysP) zugesprochen. Die Deletion des SKSR-Motives (AS188-R191) hatte keinen Effekt auf
die pH-abhangige Transkriptionsaktivierung von cadBA, wéhrend die Expression der
Zielgene unabh&ngig von Lysin induziert wurde (L. Tetsch, unvertffentlichte Daten). Diese
Destabilisierung der PP1 mit LysP wurde mit Hilfe der vorliegenden BACTH-Studie bestétigt,
da die Deletion von SKSR ungefahr 1,4-fach erhohte B-Galaktosidase-Aktivitaten im
Vergleich zu den Schwellenwert-Aktivitaten produzierte (Abb. 11B, Séule 7). Die Rolle des
SKSR-Motives bei der Lysin-abh&ngigen Regulation von CadC ist derzeit noch unklar, aber
die Funktion als direkte Kontaktstelle an der Grenzflache des Heterooligomers kann
ausgeschlossen werden, da der zielgerichtete Austausch von SKSR durch verschiedene
Aminosaure-Kombinationen (AAAA, AQAQ, SQSQ) keine Defekte in der pH- und Lysin-
abhangigen Induktion von cadBA generierte (L. Tetsch, unvertffentlichte Daten).
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mittels BACTH-Analysen die bereits
postulierte Destabilisierung der Interaktion mit LysP im Hintergrund aller getesteten CadC-
Varianten im Rahmen dieser Arbeit in vivo nachgewiesen werden konnte. Dabei ist der
Verlust oder die Abschwachung der Interaktion eindeutig auf die entsprechenden
Aminoséure-Substitutionen, -Deletionen und -Insertionen in CadC zuriickzufthren, da alle

T25-CadC-Varianten produziert und in die Zytoplasmamembran inseriert wurden (Abb. 11C).
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Abb. 11: Einfluss von CadC-Varianten, charakterisiert durch Defekte in der LysP-vermittelten Lysin-
abhéngigen Regulation, auf die Interaktion mit der Lysinpermease. A. Schematische Repréasentation der
Architektur der T25-CadC-Varianten, die hinsichtlich der Interaktion mit T18-LysP getestet wurden. B.
Reportergen-Analysen wurden nach Co-Transformation des E. coli Stammes BTH101 mit Plasmidpaaren,
kodierend flir T18-LysP und den angegebenen T25-CadC-Varianten, in Analogie zur detaillierten Beschreibung
in Legende von Abb. 7 durchgefiihrt. C. Immunologischer Nachweis der Biosynthese und Membranintegration

der analysierten CadC-Varianten (siehe Legende von Abb. 8B).
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Fur die Kartierung von zusatzlichen Interaktionspositionen und -domanen in CadC wurde ein
Set an CadC-Chiméaren mit unterschiedlicher Aminosduren- und Domanenkomposition
konstruiert (Abb. 12A) und im Hinblick auf die PPl mit T18-LysP untersucht (Abb. 12B).
Alle verkirzten CadC-Chimaren, die Uber keine bzw. keine komplette periplasmatische
Doméne verfiigten, wurden C-terminal an malE ohne Signalpeptid (MBP) fusioniert, um eine
korrekte Membrantopologie zu gewéhrleisten (Abb. 12A). Darlber hinaus diente MBP als
Membrantopologie-Indikator, da die Biosynthese und Membranintegration jeder Chimare auf
einfache Weise durch Screening nach Komplementation des MBP-defizienten E. coli
Stammes MM39 verifiziert werden konnte. Das Wachstum dieses Stammes mit Maltose als
einziger Kohlenstoffquelle ist nur moglich, wenn der MBP-Part der zu analysierenden
Chiméaren im Periplasma lokalisiert ist (Jung et al., 2007). Basierend auf diesem
Wachstumstest konnte gezeigt werden, dass alle MBP-Chiméren korrekte Membrantopologie
aufwiesen (Abb. 12C). Die Produktion und Integration der Chimaren T25-CadC159-512 (~65
kDa), T25-CadC-PutPTM10-CadC179-512 (~65 kDa) sowie T25-CadC107-512 (~71 kDa)
wurde mittels Western Blot-Analysen mit CadC-spezifischen Antikdrpern nachgewiesen
(Abb. 12D).

Da im Zuge von in vivo Reportergen- (Tetsch et al., 2008) und Interaktionsanalysen (diese
Arbeit) bereits die TM-Helix (spezifisch Phel65) von CadC als potentielle
Interaktionsdomane identifiziert wurde, wurde die separierte TM-Helix von CadC (T25-
CadC159-178-MBP) hinsichtlich der Interaktion mit LysP untersucht. Interessanterweise
deutete die fehlende Interaktion auf die Beteiligung von zusétzlichen Positionen/Domaénen in
CadC bei der Generierung und/oder Stabilisierung der Assoziation mit LysP (Abb. 12B, Saule
3). Die Paare (i) T18-LysP/T25-CadC1-159-PutPTM4-MBP und (ii) T18-LysP/T25-
PutPTM10-CadC179-512, wobei (i) ausschlieBlich die zytoplasmatische (CadCzp) und (ii) die
periplasmatische Domdne von CadC umfasste, produzierten ebenfalls sehr niedrige f-
Galaktosidase-Aktivitaten im Bereich der Hintergrundaktivitat (Abb. 12B, Séule 9 und 10).
Die Membranverankerung dieser beiden Chiméren wurde durch Fusion der entsprechenden
CadC-Doméne an separierte Helices (TM4 und TM10) des Na*/Prolin-Symporters PutP von
E. coli erzielt (Jung, 1998). Allerdings kann nicht eindeutig aus diesem Resultat abgeleitet
werden, dass weder CadCzp, noch CadCpp allein in der Lage sind, eine
Heterooligomerisierung mit LysP zu vermitteln, da bereits Domanen-Austausch-Experimente,
bei denen die TM-Doméne von Volllangen-CadC mit einer TM-Helix von PutP ersetzt wurde,

einen Lysin-unabhangigen Phanotyp bedingten (Tetsch et al., 2008).
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MM39 (AmalE) T25-CadC1-178-MBP v
MM39 (AmalE) T25-CadC1-192-MBP v
MM39 (AmalE) T25-CadC1-215-MBP v
MM39 (AmalE) T25-CadC1-159-PutPTM4-MBP v
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3 T25-CadC159-512

4 T25-PutPTM10-CadC179-512
5 T25-CadC107-512

Abb. 12: Kartierung von Positionen/Domanen in CadC, die an der Heterooligomerisierung mit LysP
partizipieren. A. Schematische Représentation der Architektur der T25-CadC-Chiméren unterschiedlicher
Aminosduren- und Doméanenkomposition, die hinsichtlich der Interaktion mit T18-LysP getestet wurden. B.
Reportergen-Analysen wurden nach Co-Transformation des E. coli Stammes BTH101 mit Plasmidpaaren,
kodierend fur T18-LysP und die angegebenen T25-CadC-Chiméren, in Analogie zur detaillierten Beschreibung
in Legende von Abb. 7 durchgefiihrt. C. Kontrolle der Biosynthese und Membraninsertion der MBP-CadC-
Chiméren. Der malE-defiziente E. coli Stamm MM39 wurde mit den aufgelisteten Plasmid-kodierten MBP-
CadC-Chimaren transformiert und hinsichtlich des Wachstums auf eM9-Minimalmedium-Agarplatten mit
Maltose als einziger C-Quelle kontrolliert. Dabei diente E. coli MG1655 (Wildtyp) als Positivkontrolle. D.
Immunologischer Nachweis der Produktion und Membranintegration der CadC-Chiméren T25-CadC159-512,
T25-PutPTM10-CadC179-512 und T25-CadC107-512 (siehe Legende von Abb. 8B).

Folglich kann ausschlieBlich das Fehlen der CadC-TM-Domane im Falle beider Chiméren der
Grund flr das Ausbleiben der Interaktion mit LysP sein. Diese Vermutung ist konsistent mit
der Beobachtung, dass das Paar bestehend aus T18-LysP und einer CadC-Variante,
zusammengesetzt aus CadCzp und der CadC-TM-Doméne (T25-CadC1-178-MBP) -
Galaktosidase-Aktivitaten erzeugte, die 2-fach hoher waren als die Hintergrundaktivitat und
demnach eine schwache Interaktion andeuteten (Abb. 12B, Sdule 4). Die Extension von
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CadC1-178 mit Aminosdureresten, die in der periplasmatischen Sensordomane lokalisiert sind
(T25-CadC1-192-MBP, T25-CadC1-215-MBP), erhohten sukzessive die [-Galaktosidase-
Aktivitaten (Abb. 12B, Saule 5 und 6). Ein weiterer Anstieg der Interaktionsstarke wurde bei
der CadC-Chimaére beobachtet, die aus der unstrukturierten Linkerregion, der TM-Domaéne
und der kompletten periplasmatischen Doméne aufgebaut war (T25-CadC107-512, Abb. 12B,
Sdule 7). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass neben der TM-Helix, Aminosduren in der
periplasmatischen Sensordoméne von CadC eine wichtige Rolle bei der Vermittlung und/oder
Stabilisierung der CadC/LysP-Heterooligomerisierung spielen. Unerwarteterweise produzierte
das Paar T18-LysP/T25-CadC159-512 sehr niedrige B-Galaktosidase-Aktivitaten ahnlich des
Interaktions-Schwellenwertes (Abb. 12B, Sdule 8). Diese fehlende Interaktion trotz des
positiven Nachweises der Integration in die Zytoplasmamembran (Abb. 12D) kann auf
Membranassoziation auf zytoplasmatischer Seite anstatt Membraninsertion der CadC-
Chimadre zurlckzufiihren sein. Mittels Western Blot-Analyse der Membranfraktion von E. coli
BL21(DE)AcadC nach Uberproduktion von T25-CadC159-512 konnte nicht zwischen

membrandser Assoziation oder transmembraner Verankerung differenziert werden.

5.2.4 Stimulus-abh&ngige Homooligomerisierung von LysP

Zahlreiche Transportproteine bilden Homooligomere. Allerdings ist in den meisten Féllen die
funktionale und/oder strukturelle Bedeutung der oligomeren Komplexe nicht bekannt, aber
die Modulation der Quartarstruktur scheint oft in die Regulation der Transportaktivitét
involviert zu sein (Veenhoff et al., 2002). Daher wurden alle LysP BACTH-Kombinationen
(T18-LysP, LysP-T18, T25-LysP, LysP-T25) hinsichtlich der Oligomerisierung analysiert.
Die gemessenen [B-Galaktosidase-Aktivitaten implizieren eine Homooligomerisierung von
LysP (Abb. 13A, S&ulen 3-6). Die Bildung von Homooligomeren ist eine spezifische
Eigenschaft von LysP, da die Lysinpermease keine oligomeren Komplexe mit einem anderen
Transportprotein bildete (YjiY, (Kraxenberger et al., 2012), Abb. 13A, Séule 2). Durch in
vivo Transportassays wurde die Funktionalitdt von T18-LysP und LysP-T18 nachgewiesen,
da beide Hybride die Aufnahme von Lysin in E. coli JWCD247 katalysierten (siehe Abb. 8A).
Im Hinblick auf die Funktion von LysP als Lysin-Co-Sensor im Rahmen des Cad-
Séureresistenzsystems  wurde der Effekt wvon verschiedenen pH-Werten und
Lysinkonzentrationen auf die LysP-Oligomerisierung des Paares T18-LysP und T25-LysP
untersucht. Die B-Galaktosidase-Aktivitaten, die bei pH 7,6 bestimmt wurden, waren 2-3-fach
hoher als der Interaktions-Schwellenwert und deuten demnach auf eine schwache Interaktion
von LysP-Monomeren in Gegenwart von physiologischem pH (Abb. 13B, graue Punkte). Bei
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Exponierung der Bakterienzellen gegeniiber niedrigem pH (5,8) wurde die Oligomerisierung
von LysP signifikant erhoht, wahrend steigende Lysinkonzentrationen (0-128 mM) keinen
Effekt auf die Interaktion von T18-LysP und T25-LysP hatten (Abb. 13B, schwarze Punkte).
Leider konnte basierend auf der bindren Natur des BACTH-Systems nicht die Anzahl an
LysP-Monomeren bestimmt werden, die an der pH-abhangigen Bildung von homooligomeren
Komplexen beteiligt sind.

>

B
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Abb. 13: Quantifizierung der LysP/LysP-Oligomerisierung unter Verwendung des BACTH-Systems. A.
LysP wurde in allen mdglichen Kombinationen an die komplementdren T18- und T25-Fragmente der
Adenylatzyklase von B. pertussis fusioniert. E. coli BTH101 wurde mit den Plasmidpaaren, die fiir die
angebenen Kombinationen von T18- und T25-Hybridproteinen kodieren, co-transformiert. Reportergenanalysen
wurden analog zur Beschreibung in Legende von Abb. 7 durchgefiihrt. Das Paar T25-YjiY/T18-LysP (Saule 2)
fungierte als Spezifitatskontrolle. B. Effekte von Lysin und pH auf die LysP/LysP-Homooligomerisierung. Die
Ausfuhrung der Reportergenanalyse erfolgte wie in Legende zu Abb. 9 detailliert beschrieben.

5.2.5 Homooligomerisierung von CadC

Mehrere experimentelle Befunde deuten darauf, dass die Dimerisierung von CadC eine Rolle
bei der Transkriptionsaktivierung von cadBA spielt: (i) im Pcasga Promotor wurden zwei
CadC-Bindestellen (CAD1 und CAD?2) identifiziert (Kiper & Jung, 2005) und (ii)
Kristallisation und Strukturanalysen von CadCpep deckten die Existenz von Dimeren der

CadC-Sensordoméne auf (Eichinger et al., 2011). Es wird postuliert, dass bei S&urestress die
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Protonierung von negativ geladenenen Aminoséauren der CadCpp zu einer Verénderung der
Position der beiden CadC-Monomere zueinander innerhalb eines funktionalen Dimers flhrt
(Haneburger et al., 2011). Leider ist diese Signal-abhdngige Modulation des oligomeren
Komplexes sehr schwer experimentell zu untersuchen, da CadC in der Zelle in sehr geringer
Kopienzahl [3-5 Molekiile/Zelle, (Ude et al., 2013)] vorliegt. Um weitere Einblicke in die
pH- und/oder Lysin-regulierte  Homooligomerisierung von CadC zu bekommen, wurde die
pH- und Lysin-Abhéangigkeit der Interaktion des Hybridpaares T25-CadC und T18-CadC
mittels BACTH untersucht. Die sehr hohen bestimmten p-Galaktosidase-Aktivitaten
implizieren eine persistente Oligomerisierung von CadC unabh&ngig von den beiden Cad-
Stimuli (Abb. 14). Basierend auf dieser Beobachtung scheint die Signaltransduktion durch
subtile  Positionsverdnderungen der CadC-Monomere innerhalb des persistenten

Homooligomers vermittelt zu werden.

T25-CadC + T18-CadC

5000

4000 1

3000 H

2000

1000 1

B-Galaktosidase-Aktivitat [MU]

Abb. 14: Effekte von Lysin und pH auf die CadC/CadC-Homooligomerisierung. E. coli BTH101 wurde mit
dem Plasmidpaar T25-CadC/T18-CadC co-transformiert. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in KE-
Minimalmedium (pH 5,8 und pH 7,6), mit und ohne Supplementation von 10 mM Lysin und 0,5 mM IPTG,
unter mikroaeroben Bedingungen bis zu einer ODesyo von 0,3-0,5. Die gepunktete Linie représentiert den
Interaktionsschwellenwert (unfusionierte T18- und T25-Fragmente). Die Standardabweichung errechnet sich aus

drei unabhé&ngigen Experimenten.
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5.3 Identifikation von Positionen in LysP essentiell fiir die Lysin-

abhangige Regulation von CadC

5.3.1 Ungerichtete Mutagenese von lysP

Fur die Analyse der funktionalen Kopplung beider Funktionen, Transport und Regulation, des
Trigger-Transporters LysP und fiir die Identifikation von Aminoséuren, die als Kontaktstellen
an der Interaktion mit CadC beteiligt sind, wurde lysP anfénglich durch ungerichtete
Mutagenese modifiziert (Diplomarbeit B. Weckerlein, 2010). Dabei wurden drei
unterschiedliche Methoden eingesetzt: (i) in vitro chemische Mutagenese mit
Hydroxylaminhydrochlorid [C>T- und G->A-Transitionen, (Rimon et al., 1995)], (ii)
Verwendung des Mutagenese-Stammes E. coli XL1-Red, der Defekte in den drei elementaren
DNA-Reparatursystemen aufweist (Greener et al., 1997) und (iii) in vitro PCR-Mutagenese
mit limitiertem dATP (Kuipers, 1996) und Zusatz von MnCl, und B-Mercaptoethanol. Ein
colorimetrischer blau-weill Test mit dem chromogenen Farbstoff 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-
B-D-galactopyranosid (X-Gal) ermdglichte das Screening nach Mutationen in lysP, die eine
Lysin-unabhéngige Expression von cadBA hervorriefen und folglich durch Defekte in der
Regulation von CadC und/oder durch Verlust der Fahigkeit mit CadC zu interagieren
charakterisiert waren (Weckerlein, 2010).

Allerdings wurden mittels ungerichteter Mutagenese fast ausschlief3lich falsch-positive Klone
identifiziert, die nach darauffolgendem zielgerichtetem Austausch der entsprechenden
Aminoséurepositionen im Zuge von in vivo Reportergenanalysen mit E. coli EPCD4 keine
Defekte in der Regulation von CadC aufwiesen (Tab. 5). Die einzigen drei Varianten, die
nach zielgerichteter Substitution noch einen Lysin-unabhangigen Phénotyp bedingten, waren
LysP-A297T, -A318E und -W373R. Leider war im Falle von LysP-A297T und -W373R der
Defekt in der Lysin-abh&ngigen Regulation von CadC auf die fehlende Biosynthese der
Varianten zurlickzufiihren (Tab. 5). Die detaillierte Analyse der Position Ala318 durch
weitere zielgerichtete Austausche (LysP-A318E/D/V/L) implizierte, dass die gestorte Lysin-
Co-Sensorik nicht auf der Mutationsposition (Ala318) per se beruhte, sondern auf der
Insertion von geladenenen (LysP-A318E/D) und langerkettigen (LysP-A318L) Aminosauren
in  hydrophobe Proteinbereiche basierte, die mdglicherweise in weitreichenden
konformationellen Anderungen des Transporters resultierten (Tab. 5).

Da mittels des initialen ungerichteten Mutageneseansatzes lediglich falsch-positive Klone

oder sehr artifizielle Insertionen generiert wurden, erfolgte die weitere Suche nach méglichen
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Interaktionspositionen durch zielgerichtete Mutagenese von spezifisch ausgewahlten
Aminosdureresten in LysP (siehe 5.3.2).

Tab. 5: Einfluss von Aminosauresubstitutionen in LysP auf die Lysin-abhéngige Regulation der CadC-
vermittelten cadBA Expression und auf die Lysintransportaktivitat. Die Aminosaurepositionen wurden via
ungerichteter Mutagenese identifiziert und dann anschlieBend erneut zielgerichtet substituiert.
Reportergenanalysen wurden mit E. coli EPCD4 nach Co-Transformation mit pET16b-cadC2 und pBAD33-lysP
oder den aufgelisteten LysP-Varianten durchgefihrt. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte unter
Mikroaerobiose bei 37°C in KE-Minimalmedium (pH 5,8 ohne oder mit 10 mM Lysin) bis zu einer ODgoo VOn
0,3-0,5. Die bestimmten B-Galaktosidase-Aktivitaten (Miller, 1992) dienten als Mal fur die cadBA Expression.
Die Standardabweichung des Durchschnittswertes errechnet sich aus drei unabhangig ausgefiihrten
Experimenten. Die Aufnahme von L-[**C]Lysin (finale Endkonzentration: 10 uM) durch E. coli JWCD247 nach
Komplementation mit pBAD33-lysP oder den aufgelisteten LysP-Varianten wurde in Gegenwart von 20 mM D-
Laktat (Na*-Salz) als Elektronendonor bei 25°C unter aeroben Bedingungen unter der Verwendung einer
Schnell-Filtrations-Methode bestimmt. Die Initialraten sind in Prozent bezogen auf den Durchschnittswert von
Wildtyp LysP [10,5 nmol*(min*mg Protein)™] angegeben. Mit Ausnahme von Wildtyp LysP und der Kontrolle
(Dreifachbestimmung) sind jeweils die Mittelwerte einer Doppelbestimmung angegeben. Die Produktion und
Integration der LysP-Varianten in die Zytoplasmamembran von E. coli EPCD4 wurde mittels Western Blot-
Analysen untersucht. Primarer Antikorper: Penta-His-Anti-Maus-1gG-Antikdérper  (1:2000); Sekundarer
Antikorper: Alkalische Phosphatase-konjugierter Anti-Maus-1gG-Antikérper (1:5000). v/, Membranintegration;

x, keine Membranintegration.

p-Galaktosidase-Aktivitat

[MU]
LysP-Varianten pH 5,8 + 10 mM Lysin pH 5,8 ohne Lysin Lysintransport Membran-
' ' Initialrate (%0) integration
LysP Wildtyp 269 + 23 714 100+9 v
Kein LysP 258 + 39 214 + 29 2+0,3 X
S44F 400%0,1 101 156 v
1147F 406 £ 34 1+1 89 v
Y157L2 391+5 31 28 v
R243N? 243+0,1 2+0 77 v
A297T 237 45 170+ 72 - X
A311E? 143 +2 2+0.2 1 v
G315R 173+0,1 210 3 v
A348T? 359 + 77 31 63 v
W373R 204 + 13 114 +43 - X
S392N!? 260 + 33 2+1 110 v
1407T2 438 £17 3%£0,2 108 v
M481T? 205+£0,1 5+0 67 v
A318E 322 + 27 71+11 2 v
A318D 300 +21 152 + 32 2 v
A318L 254 + 62 74+32 24 v
A318V 228 + 58 3+2 100 v

!LysP-Varianten konstruiert von B. Weckerlein.
2l ysP-Varianten konstruiert von L. Tetsch.

Alle in Tab. 5 aufgelisteten LysP-Varianten wurden im Rahmen dieser Arbeit nach Kontroll-Sequenzierung
phéanotypisch (Regulation und Transport) charakterisiert.
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5.3.2 Zielgerichtete Mutagenese von lysP

Eigene in vivo Interaktionsstudien und in vivo Reportergenanalysen von Tetsch et al.
implizieren eine auf intramembranen Wechselwirkungen basierende direkte Interaktion
zwischen CadC und LysP [siehe 5.2.3, (Tetsch et al., 2008)]. Phel65 in der TM-Helix von
CadC spielt bei dieser Heterooligomerisierung eine essentielle Rolle [siehe 5.2.3, (Tetsch et
al., 2008)]. Es ist bekannt, dass aromatische Aminoséuren miteinander via n-m-
Wechselwirkungen ihrer planaren Ringe interagieren konnen und u. a. in die
Oligomerisierung von Membranproteinen oder der Selbstassemblierung von l6slichen
Proteinen involviert sind (Sal-Man et al., 2007). Daher lag bei der Suche nach potentiellen
Interaktionspartnern fur CadC-F165 der Fokus des zielgerichteten Mutageneseansatzes
zunachst auf der Substitution aller aromatischen Aminoséuren von LysP. LysP verfligt uber
71 aromatische Aminosauren, die alle einzeln gegen Leucin ausgetauscht wurden (Abb. 15,
Tab. 6, 8). Nach Transformation des Reporterstammes E. coli EPCD4 mit den entsprechenden
Plasmid-kodierten LysP-Varianten und Wildtyp CadC wurde die regulatorische Funktionalitét
von allen Varianten getestet. Dabei diente die gemessene -Galaktosidase-Aktivitat als Ma
flr die Expression des cadBA Operons. Die meisten im Zuge des individuellen Austausches
aller Aminosauren mit aromatischem Charakter generierten LysP-Varianten behielten eine
regulatorische Aktivitat dhnlich wie der Wildtyp (Tab. 8). Die Einfuhrung von Leucin an den
Positionen Y102, W106 und F216 (LysP-Y102L, LysP-W106L, LysP-F216L) beeintrachtigte
allerdings signifikant die cadBA Expression unter Cad-aktivierenden Bedingungen. Somit
waren diese LysP-Varianten im Gegensatz zu Wildtyp LysP verstarkt in der Lage, CadC in
der Gegenwart von extrazellularem Lysin zu inhibieren (Tab. 6).

Um die L-[*C]Lysin-Transportaktivitat dieser LysP-Varianten zu analysieren wurde E. coli
JWCD247 als Transformations-Wirtstamm verwendet. Die Komplementation dieses Stammes
mit der Wildtyp Lysinpermease axresultierte in einer initialen Transportrate von 10,5
nmol*(min*mg Protein)?* (Tab. 6). Enzymkinetische Studien zeigten, dass Wildtyp LysP als
hochaffiner Lysintransporter fungiert (Kmwys-Wert = 2,5 pM) und Lysin mit einer maximalen
Geschwindigkeit von 39,5 nmol*(min*mg Protein)™ transportiert (Tab. 7). Im Fall von LysP-
F216 war die initiale Aufnahmerate signifikant reduziert (13% der Wildtyp-Rate, Tab. 6),
obwohl der Kmys)-Wert kaum beeintrachtigt war (Tab. 7). Die 12-fache Reduktion von Vmax
deutete allerdings auf eine Beteiligung von Phe216 an der Translokation des Substrates durch

die Zytoplasmamembran (Tab. 7).
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Tab. 6: Detaillierte Analyse aller Aminosaurepositionen in LysP, die mittels zielgerichteter Mutagenese
identifiziert wurden und deren Substitution in Defekten der Lysin-abhangigen Regulation von CadC
resultierte (schwarzer Fettdruck). Die Reportergenanalysen, die Transportassays und die Verifizierung der
Produktion und Membraninsertion aller LysP-Varianten wurden in Analogie zur detaillierten Beschreibung in
der Legende von Tab. 5 durchgefiihrt. Die farbliche Hervorhebung der nach ihren physikalisch-chemischen
Eigenschaften gruppierten Aminosauren entspricht dem Farbschema in Abb. 15. Alle Standardabweichungen

errechnen sich aus drei unabhangigen Experimenten. v, Membranintegration; x, keine Membranintegration.

B-Galaktosidase-Aktivitat

[MU]

LysP-Varianten pH 5,8 + 10 mM Lysin pH 5,8 ohne Lysin Lysintransport Membran-
Initialrate (%0) integration

LysP Wildtyp 269+ 23 7+4 100+ 9 v
Kein LysP 258+ 39 214+ 29 2+0,3 %
Substitution von aromatischen Aminosauren
LysP-Y102L 89+9 2+1 4+04 v
LysP-Y102F 277+ 84 4+1 87+19 v
LysP-W106L1! 30+13 3+2 20+4 v
LysP-W106Y* 225+31 5+2 158 + 37 v
LysP-F216L1 94+6 5+4 13+3 v
LysP-F216Y* 222+31 5+2 86 + 13 v
Substitution von positiv geladenen Aminosauren
LysP-K163A2 28+8 342 24402 v
LysP-K163R 195 + 48 4+1 112+2 v
LysP-K163L 39+7 3+0 2442 v
Substitution von negativ geladenen Aminosauren
LysP-E222A2 49+5 4+0 1+0,2 v
LysP-E222D 214 + 26 20 96 + 15 v
LysP-E222L 13+4 6+2 203 v
LysP-E230V? 316 +29 189 #11 1£0.2 v
LysP-E230D 29731 2+0 100+1 v
LysP-E230L 214 +6 131+ 17 9+6 v
LysP-D275A_D278A 208+1 100+0,4 88+ 22 v
LysP-D275E_D278E 198+ 3 3x1 89+2 v
LysP-D275A 205+3 2+04 106 + 14 v
LysP-D278A 211+83 5+2 116 +13 v
LysP-E438A 233+ 16 99+4 14+2 v
LysP-D443A 253+ 29 156 + 28 11+2 v
LysP-D446A 262+8 136+ 15 13+2 v

1L ysP-Varianten konstruiert und experimentell charakterisiert von V. Schiippel.
2LysP-Varianten konstruiert von L. Tetsch.

Alle in Tab. 6 aufgefiilhrten im Rahmen dieser Arbeit konstruierten und alle von L. Tetsch generierten LysP-
Varianten wurden im Zuge dieser Arbeit phénotypisch (Regulation und Transport) charakterisiert.

Die Varianten LysP-Y102L und LysP-W106L zeigten ebenfalls signifikante Defekte in der
Transportaktivitat (4% und 20% der Wildtyp-Aktivitat), die moglicherweise auf der 11- und
4-fachen Erhohung der Kmwys)-Werte basierten (Tab. 6, 7). Beide Substitutionen resultierten
daruber hinaus in einer 11- und 14-fachen Reduktion von Vmax (Tab. 7). Somit scheinen Y102
und W106 an der Bindung des Substrates und/oder dem Translokationsprozess beteiligt zu

sein. Varianten mit Austauschen, die den aromatischen Charakter dieser
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Aminosdurepositionen beibehielten (LysP-Y102F, LysP-W106Y, LysP-F216Y), fungierten
als Co-Sensor und Transporter wie Wildtyp LysP (Tab. 6). Y102, W106 und F216 scheinen
daher als Kopplungsstellen wahrend der Lysin-Sensierung und/oder bei der konformationell-
getriggerten Weiterleitung des Lysinsignals zu CadC von Bedeutung zu sein.

Aromatische Aminosdauren sind des Weiteren an der Vermittlung von auf Kation-n-
Wechselwirkungen basierten PPI1 beteiligt (Dougherty, 1996, Crowley & Golovin, 2005).
Daher konzentrierte sich die weitere Suche nach Interaktionspartnern fir Phel65 von CadC
auf die gerichtete Substitution von allen Argininen und den Lysinresten an den Positionen 163
und 236 in LysP (Abb. 15). Allerdings waren weder alle Argininreste noch Lys236 wichtig
fir die Lysin-Co-Sensorik (Tab. 8). Die Selektion von K236 beruht auf der Nahe zu den
Positionen Glu222 und Glu230, die im Hinblick auf die Co-Sensorik und
Lysintransportaktivitdat entscheidende Rollen spielen (siehe unten). K163 wurde als
Aquivalent zu K158 von ApcT wegen der putativen funktionalen Wichtigkeit in Transport
und/oder Co-Sensorik ausgewahlt (Shaffer et al., 2009). Mittels der Kristallstruktur des Na*-
unabhéngigen Aminoséuretransporters ApcT von M. jannaschii zeigten Shaffer et al., dass die
Aminogruppe der Seitenkette von ApcT-Lys158 in einer Position dquivalent zu dem in LeuT
(Na*/Leucin Symporter von A. aeolicus) gebundenem Na*-Kopplungsion lokalisiert ist
(Shaffer et al., 2009). Basierend auf dieser Beobachtung wurde schlussgefolgert, dass ApcT-
K158 fir Natrium-unabhangigen Transport ausschlaggebend ist, da die Seitenketten-
Aminogruppe das Na*-lon von LeuT imitiert (Shaffer et al., 2009). Tatsachlich wurde LysP-
K163 als essentiell fur die regulatorische Aktivitat von LysP identifiziert, da die Varianten
LysP-K163A und LysP-K163L eine reduzierte cadBA Expression unter Cad-induzierenden
Bedingungen hervorriefen (Tab. 6). AuRerdem waren beide Varianten gekennzeichnet durch
Storungen in der Transportaktivitat (24% der Wildtyp-Aktivitdt, Tab. 6). Die 3-fache
Erhohung des Kmwys)-Wertes und die 15-fache Erniedrigung von Vmax von LysP-K163A (Tab.
7) bekréftigt die Hypothese der funktionalen Wichtigkeit dieser Aminosaureposition beim
LysP-katalysierten Transportprozess. Durch Insertion einer positiven Ladung an dieser
Position durch einen Lys zu Arg Austausch konnte die Wildtyp Regulations- und
Transportfunktion von LysP wiederhergestellt werden (Tab. 6). Folglich ist die positive
Ladung von K163 substanziell fir die konformationell-getriggerte Transduktion des
Lysinsignals zu CadC.
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Tab. 7: Lysinaufnahme-Kinetik von LysP-Varianten mit Aminosduresubstitutionen, die deutliche Defekte
in der Lysin-abhéngigen Regulation von CadC zeigten (siehe Tab. 6). Die Aufnahme von L-[**C]Lysin durch
E. coli JWCD247 nach Komplementation mit pBAD33-lysP oder den aufgelisteten LysP-Varianten wurde in
Gegenwart von 20 mM D-Laktat (Na*-Salz) als Elektronendonor in Gegenwart von Lysinkonzentrationen von

0,125 uM bis 250 uM gemessen. Die erhaltenen Daten wurden nach Lineweaver-Burk ausgewertet.

Km(Lys) Vmax
Relative Relative

LysP-Varianten [uM] Veranderung im [nmol*(min*mg Verénderung im

Vergleich zum Protein)?] Vergleich zum

Wildtyp (-fach) Wildtyp (-fach)
LysP Wildtyp 25+04 39,5+0,7
LysP-Y102L 26,4+£9,9 +11 2905 -14
LysP-W106L 9215 +4 3,7+0,6 -11
LysP-F216L 2,7+0,1 1 32%0,1 -12
LysP-K163A 8,2+0,1 +3 2,7+0,1 -15
LysP-E222A 229+04 +9 04+0,1 -99
LysP-E230V 775+159 +31 1,2+£0.2 -33

Die Primdrsequenz von LysP enth&lt eine betrachtliche Anzahl von negativ geladenen
Aminoséuren (Asp und Glu, Abb. 15), die moglicherweise an der Vermittlung der
CadC/LysP-Heterooligomerisierung durch polare Wechselwirkungen und/oder an der
Bindung der a- oder e-Aminogruppen des Substrates Lysin beteiligt sind. Auf dieser
Vermutung basiert der zielgerichtete individuelle Austausch aller konservierten und einiger
ausgewahlten Asp und Glu (Abb. 15, Tab. 6, 8). Im Zuge dieses Mutageneseansatzes
resultierte die Substitution des konservierten Glu an Position 222 durch Ala in der Variante
LysP-E222A, die selbst unter Cad-induzierenden Bedingungen CadC extrem inhibierte und
somit die cadBA Expression in der Gegenwart von Lysin radikal reduzierte (Tab. 6). LysP-
E222A war als Transporter nahezu inaktiv (1% der Wildtyp-Aktivitat, Tab. 6) und war
charakterisiert durch einen 9-fachen Anstieg des Kwmys)-Wertes und durch eine drastisch 99-
fach verringerte maximale Transportrate (Vmax, Tab. 7). Diese immensen Defekte in der
Transportfunktion deuten darauf, dass E222A eine putative Mutation in der Lysin-Bindestelle
représentiert. Die Charakterisierung von LysP-Varianten mit anderen Substitutionen von
E222 (LysP-E222D/L) belegen die Bedeutsamkeit der negativ geladenen Seitenkette an dieser
Position (Tab. 6). Die Entferung der negativ geladenen Seitenkette des konservierten Glu230
(Abb. 15) durch Insertion von Val oder Leu (LysP-E230V/L) erzeugte einen Lysin-
unabhéngigen Phanotyp (signifikant verringerte Inhibition von CadC in Abwesenheit von
Lysin), obwohl beide LysP-Varianten synthetisiert und in die Zytoplasmamembran inseriert
wurden (Tab. 6).
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Abb. 15: Computergestitzter Vergleich der Aminosauresequenz der Lysinpermease LysP aus E. coli mit
Transportproteinen der AAT-Familie (Jack et al., 2000) mittels CLUSTALW2 (Larkin et al., 2007).
Farbliche Markierung der zielgerichtet substituierten Aminosauren: I, aromatische Aminosiuren; I, negativ
geladene Aminosduren; M | positiv geladene Aminosauren; M, Asp275 und Asp278; , Cysteine; [, alle
identifizierten Aminosaurepositionen, die nach zielgerichtetem Austausch einen Defekt in der Lysin-Co-
Sensorik zur Folge hatten. Farbliche Markierungen des Sequenzvergleiches nach Bearbeitung des Alignments
mittels GeneDoc (Nicholas et al., 1997): M, identische oder sehr strukturverwandte Aminosauren in allen
Sequenzen; M, identische oder sehr verwandte Aminoséuren in mindestens 80% der Sequenzen; [, identische
oder sehr verwandte Aminosduren in mindestens 60% der Sequenzen. Ecoli, Escherichia coli; Bacil, Bacillus
subtilis; LysP_Ecoli, Lysin-Permease LysP von E. coli; CycA Ecoli, Serin/Alanin/Glycin/Cycloserin/H*-
Symporter CycA von E. coli; PheP_Ecoli, Phenylalanin/H*-Symporter PheP von E. coli; AroP_Ecoli,
Phenylalanin/Tyrosin/Tryptophan/H*-Symporter AroP von E. coli; ProY_Ecoli, kryptischer Prolin/H*-Symporter
ProY von E. coli; AnsP_Ecoli, putativer Asparagin/H*-Symporter AnsP von E. coli; AapA_Bacil, putative
Serin/Alanin/Glycin-Permease AapA von B. subtilis; RocE_Bacil, Arginin/Ornithin/y-Aminobuttersaure-
Permease RocE von B. subtilis; HutM_Bacil, putative Histidin-Permease HutM von B. subtilis; RocC_Bacil,
Arginin/Ornithin-Permease RocC von B. subtilis; GabP_Bacil; y-Aminobuttersdure-Permease GabP von B.
subtilis (Keseler et al., 2005, Karp et al., 2011).

Die Transportaktivitat von LysP-E230V und LysP-E230L war ebenfalls extrem reduziert (1%
und 9% der Wildtyp-Aktivtat, Tab. 6). Es wird vermutet, dass der 31-fach erhdhte Kmys)-
Wert und die 33-fache Abnahme von Vmax, die bei der kinetischen Charakterisierung von
LysP-E230V beobachtet wurden (Tab. 7), eine maligebliche Rolle der negativ geladenen
Seitenkette von Glu230 an der Substratbindung und/oder einem darauffolgenden Schritt im
Transportzyklus reflektieren. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass eine
LysP-Variante, die die saure Seitenkette an Position 230 durch eine Glu zu Asp Substitution
(LysP-E230D) beibehielt, eine Wildtyp-ahnliche Co-Sensorik- und Lysinaufnahmeaktivitat
aufwies (Tab. 6).

Da mittels in vivo Interaktionsstudien (siehe 5.2.3) gezeigt wurde, dass sich zusatzliche
CadC/LysP Kontaktstellen in der periplasmatischen Doméne von CadC befinden, wurden alle
acht negativ geladenen periplasmatisch-exponierten Aminoséuren von LysP einzeln gerichtet
ersetzt. Die Lokalisation dieser Reste wurde von dem LysP-Topologiemodell nach
TOPCONS (siehe Abb. 4) und dem Homologiemodell basierend auf ApcT aus M. jannaschii
(siehe Abb. 5) abgeleitet. Durch die Substitution von E438, D443 und D446 konnten
Varianten (LysP-E438A, LysP-D443A, LysP-D446A) generiert werden, die einen Lysin-
unabhangigen Phénotyp ausbildeten, der in der signifikant verringerten Hemmung von CadC

in Abwesenheit von Lysin begriindet war (Tab. 6). Alle drei LysP-Varianten zeichneten sich
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durch deutliche Defekte in der Transportaktivitdt aus (14%, 11% und 13% der Wildtyp-
Aktivitat, Tab. 6). Da die Produktion und die Membranintegration nicht beeintrachtigt waren,
partizipieren die Positionen E438, D443 und D446 scheinbar an der konformationell-
getriggerten Lysinsignalweiterleitung zu CadC. Es muss abschlielend angemerkt werden,
dass Western Blot-Analysen mit dem Reporterstamm E. coli EPCD4 ergaben, dass alle LysP-
Varianten, die im Rahmen dieser Arbeit erzeugt und charakterisiert wurden, in &hnlichen
Mengen wie Wildtyp LysP synthetisiert und in die Zytoplasmamembran inseriert wurden
(Tab. 6, 8).

Im Falle aller bislang beschriebenen LysP-Varianten (Tab. 6) war sowohl die Lysinbindung
und/oder der Translokationsprozess signifikant beeintréchtigt. Diese LysP-Varianten waren
nicht mehr in der Lage, das Lysinsignal zu CadC weiterzuleiten, da sie in potentiellen
permanent inhibitorischen (LysP-Y102L, LysP-W106L, LysP-F216L, LysP-K163A, LysP-
E222A) oder nicht-inhibitorischen (LysP-E230V, LysP-E438A, LysP-D443A, LysP-D446A)
Signalzusténden fixiert waren (Tab. 6). Basierend auf diesen Beobachtungen wird spekuliert,
dass durch Lysinbindung und/oder -transport induzierte konformationelle Anderungen von
LysP eine Voraussetzung sind fiir die Transduktion und Kommunikation des Signals von Co-
Sensor zu Sensor (konformationelle Kopplung/Hemmung).

Cysteine spielen durch die Fahigkeit sowohl intra-, als auch intermolekulare Disulfidbriicken
ausbilden zu koénnen eine wichtige Rolle fur die Integritat von Proteinstruktur und -funktion.
Es sind zahlreiche Beispiele bekannt und beschrieben, bei denen die Bildung von
Disulfidbriicken u. a. fir die Proteinstabilitdt, Ligandenbindung, Dimerisierung oder
Aktivierung wichtig ist (Zheng et al., 1998, Bekker et al., 2010, Tetsch et al., 2011, Fengler et
al., 2012). Daher wurden im Zuge des zielgerichteten Mutageneseansatztes alle drei
Cysteinreste von LysP durch Alanin ersetzt (Abb. 15, Tab. 8). Jedoch hatten die
Substitutionen in LysP keinen Effekt auf die Lysin-abhangige Regulation von CadC (Tab. 8).
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Tab. 8: Zusammenfassung aller LysP-Varianten, die mittels zielgerichteter Mutagenese generiert wurden
und keinen Effekt auf die Lysin-abhéngige Regulation von CadC zeigten (Wildtyp Phé&notyp). Die
Reportergenanalysen, Transportassays und die Verifizierung der Produktion und Membraninsertion aller LysP-
Varianten wurden in Analogie zur detaillierten Beschreibung in der Legende von Tab. 5 durchgefiihrt. Die
farbliche Hervorhebung der nach ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften gruppierten Aminosauren
entspricht dem Farbschema in Abb. 15. Alle Initialraten, die ohne Standardabweichung aufgelistet sind,
reprasentieren  die  Mittelwerte  von  Doppelbestimmungen. v/,  Membranintegration;  x, keine

Membranintegration.

B-Galaktosidase-Aktivitat

[MU]

LysP-Varianten pH 5,8 + 10 mM Lysin pH 5,8 ohne Lysin Il_riliilig:::?es?‘% )t il\:tee?rbal:[?gn
LysP Wildtyp 269 + 23 7+4 100+9 v
Kein LysP 258 + 39 214 £ 29 2+0,3 X
Substitution von aromatischen Aminosauren

LysP-F37L2 224 + 34 24 £13 42 +11 v
LysP-Y55L2 286 + 37 11+5 5+2 v
LysP-Y63L_F64L 268 + 33 14 £10 56 + 14 v
LysP-Y75L 217 £ 40 3+2 82+12 v
LysP-F82L2 290 + 42 15+17 64 +£2 v
LysP-Y85L_Y89L! 315+ 43 3+1 16 v
LysP-F94L 292 £ 59 9+3 60+0 v
LysP-F96L2 234+ 28 41 180 + 14 v
LysP-W100L? 224+ 8 2+0.3 97 +14 v
LysP-W103L? 190+ 19 7+2 44 + 4 v
LysP-Y104L! 282+2 64 164 v
wlsgéL_le AL F125L2 294 + 26 20+8 44+ 15 v
LysP-W131L2 241 + 47 2+1 124 £ 40 v
LysP-W133L? 239+ 17 00 30+23 v
LysP-F137L_F142L? 312+18 25+14 71+£20 v
LysP-Y146L? 255+ 48 8+6 39+3 v
LysP-F152L2 232 +31 10+ 10 16+4 v
LysP-Y157L W158L_F159L! 409 + 15 9+7 10 v
LysP-F170L2 314+42 20+13 66 +12 v
LysP-F182L 194 + 41 14+10 73+13 v
\|7\)l/159p(_)L_W193L_F200L2 236+ 36 6x4 30+6 v
LysP-F204L2 147+ 6 5+1 35+16 v
LysP-F218L2 301 +48 35+17 17+1 v
LysP-F246L_W247L 166 + 21 41 57+3 v
LysP-F2521.2 217+10 3+1 3+2 v
LysP-F255L2 221 +£22 00 182+ 76 v
LysP-Y253L 259 +0.1 2+0 26 v
LysP-Y266L? 247+ 19 26 +24 90 + 30 v
LysP-F284L2 163 + 23 542 8+3 v
LysP-F288L? 242 + 17 6+2 58 +6 v
LysP-Y317L? 277 + 40 0+0 12+3 v
LysP-Y324L? 269 £ 45 1+£0 77 + 22 v
LysP-F336L2 254 £ 3 19+ 22 117+£21 v
LysP-Y350L 201 £ 62 12+4 48 +1 v
LysP-F360L_F365L? 249 + 38 21+13 73 +19 v
LysP-Y371L? 265 + 39 13+4 11+3 v
LysP-W373L 265+0.1 2+0 95 v
LysP-F383L_W386L2 192 + 22 25+12 78 +11 v
LysP-Y394L_F396L 199 + 38 25+2 19+11 v
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LysP-Y400L2 239 + 26 27 +39 71+10 v
LysP-Y4121.2 253 + 32 21 43+18 v
LysP-F416L2 270+ 21 2+1 169 + 55 v
LysP-F41712 208 +2 4+3 112+ 35 v
LysP-F423L_F425L.2 225+ 17 35+19 901 v
LysP-Y437L_F440L_WA447L 186 + 33 17 +10 101+ 28 v
LysP-Y4541.2 197 +40 32+32 124 +7 v
LysP-F460L2 309 + 32 23+8 54 +3 v
LysP-W464L 269 + 20 7+7 62 v
LysP-F465L 215+ 41 242 97 v
LysP-Y467L 348 + 4 14+8 67 v
LysP-F475L_Y478L_F483L 302+5 8+1 609 v
Substitution von positiv geladenen Aminoséuren

LysP-R14L2 257 +57 35+19 49 + 14 v
LysP-R15L2 299 + 15 11+8 38+6 v
LysP-R20L! 338 +43 3+3 10 v
LysP-R150L2 248 + 41 7+3 68+3 v
LysP-K236A 300+ 28 2+1 138 v
LysP-R240L 436 + 29 3+1 128 v
LysP-R248L2 251+ 23 8+3 2+1 v
LysP-R273L2 263 +40 7+3 54 +2 v
LysP-R321L2 258 + 44 42 +24 2+0 v
LysP-R334L_R341L! 387+5 0+0 103 v
LysP-R346L2 243 +31 11+5 53+4 v
LysP-R395L 258 + 12 10+3 11 v
LysP-R397L2 249 + 33 3744 17+5 v
LysP-R398L 291 +15 12+3 70 v
LysP-R413L2 219+ 23 3+1 40 £5 v
LysP-R477L2 317+12 27£25 55+5 v
Substitution von negativ geladenen Aminosauren

LysP-E16Al 286 + 80 0+0 105 v
LysP-E71A! 325+ 35 32 8 v
LysP-E91A 229 +2 22+2 64 v
LysP-D113N 354 +0.1 3+0.1 5 v
LysP-D127A 244+ 6 7+0.2 131 v
LysP-E154V/* 308 +7 0+0 141 v
LysP-E156V! 358 + 12 0+0 16 v
LysP-E197A 234+0.1 6+1 74 v
LysP-E232Q 383+ 10 19+13 71 v
LysP-D233N 407 + 64 4+1 71 v
LysP-D268A 171 +£3 4+3 138 v
LysP-C328A! 273+ 16 00 108 v
LysP-C359A! 287 +92 00 132 v
LysP-C428Al 285 + 29 0+0 150 v

ILysP-Varianten konstruiert von L. Tetsch.
2LysP-Varianten konstruiert und experimentell charakterisiert von V. Schiippel.

Alle in Tab. 8 aufgefiihrten im Rahmen dieser Arbeit ausgetauschten positiv und negativ geladenen
Aminosduren und alle von L. Tetsch generierten LysP-Varianten wurden im Zuge dieser Arbeit phénotypisch
(Regulation und Transport) charakterisiert. Die im Zuge dieser Arbeit konstruierten LysP-Varianten LysP-
Y63L_F64L, -Y75L, -F94L, -F182L, -F246L_W247L, -Y350L, -Y394L F396L und -F475L_Y478L_F483L
wurden an V. Schippel fur die phanotypische Charakterisierung tibergeben.
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5.3.3 Transportdefiziente LysP-Varianten

Alle in Tab. 5 und 8 aufgelisteten LysP-Varianten wurden neben der regulatorischen
Fahigkeit und Membraninsertion auch hinsichtlich der Transportaktivitat analysiert. So
wurden Positionen in LysP identifiziert, die, ohne die Lysin-Co-Sensorik zu beeintrachtigen,
Defekte in der Lysinaufnahme bedingten (siehe Tab. 5, 8). Wéhrend die deutliche Reduktion
des Lysinimports (< 10% der Wt-Aktivitat) von LysP-A311E, -G315R und -A318E/D (siehe
Tab. 5) vermutlich auf der artifiziellen Einfihrung von geladenen und l&ngerkettigen
Aminosauren und damit verbundenen groben Konformationsanderungen von LysP beruhen,
kann derzeit Uber die Ursache der Transportdefekte der in Tab. 8 aufgefuhrten Varianten nur
spekuliert werden. Ohne kinetische Analyse dieser Varianten kann keine valide Aussage
daruber getroffen werden, ob die korrespondierenden Positionen eher an der Lysinbindung
oder an einem anderen Schritt des alternierenden-Zugangsmechanismus beteiligt sind.

In einer kirzlich publizierten Studie von Kaur et al. wurde mittels Ligandendockanalysen/-
kalkulationen basierend auf dem Homologiemodell des LysP-Orthologs STM2200 aus
Salmonella typhimurium LT2 eine potentielle Lysinbindestelle fur STM2200 vorgeschlagen,
die durch die polaren, aromatischen und aliphatischen Reste M61, V62, 165, N105, M212,
G215, F216, F218, Q219, G220, T221, E222, A385, W386, G388, 1389, 1391, S392, R395,
1431 und T432 ausgekleidet wird (Kaur et al., 2013). Die Bindung des Substrats L-Lysin
scheint spezifisch auf ionischen Wechselwirkungen mit der Carboxylgruppe von E222 und
der Guanidingruppe von R395, sowie auf Wasserstoffbriickenbindungen mit den
Carbonylsauerstoffatomen von G215 und G388 zu beruhen (Kaur et al., 2013). Da E. coli
LysP und S. typhimurium STM2200 eine Sequenzidentitat von 94% und -&hnlichkeit von 97%
aufweisen [Sequenzanalyse mittels CLUSTALW?2 (Larkin et al., 2007) und GeneDoc
(Nicholas et al., 1997)], konnte diese Postulation durch die in vivo Transportdaten mit E. coli
LysP-Varianten der vorliegenden Studie teilweise gestutzt und auf E. coli LysP Ubertragen
werden: Die Entfernung der negativ geladenen Seitenkette an Position E222 (LysP-E222A,
siehe Tab. 6) und der positiv geladenen Seitenkette an Position R395 (LysP-R395L, siehe
Tab. 8) resultierte in drastischen Defekten der Transportaktivitat (1% bzw. 11% der Wildtyp-
Aktivitat). Diese Beobachtung impliziert in Analogie zu STM2200 eine Funktion von E222
und R395 als mogliche direkte Substratbindestellen (G215 und G388 wurden im Zuge der
vorliegenden detaillierten lysP-Mutagenesestudie nicht substituiert).

Von den von Kaur et al. postulierten Aminosduren, die an der Bildung der Lysinbindetasche
beteiligt sind (Kaur et al., 2013), wurden die Aromaten F216, F218 und W386 [siehe Tab. 6,
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8, (Schuppel, 2011)] und S392 [siehe Tab. 5, (Weckerlein, 2010)] ausgetauscht (LysP-F216L,
-F218L, F383L_W386L und -S392N). Wéhrend F216 und F218 vermutlich in noch
unbekannter Weise an der Translokation des Substrats involviert sind (13% bzw. 17% der Wt-
Aktivitét), hatte die Mutation der Positionen W386 und S392 keinen Effekt auf die LysP-
vermittelte Transportaktivitat (78% bzw. 110% der Wt-Aktivitat).

5.3.4 Funktionale Signifikanz der Aspartate 275 und 278 von LysP fur die
Interaktion mit CadC

Der detaillierte Vergleich der Aminosauresequenz von E. coli LysP mit Primérsequenzen von
anderen Mitgliedern der AAT-Subfamilie [siehe Abb. 15, (Jack et al., 2000)] lieR einen LysP-
spezifischen Bereich bestehend aus acht Aminosduren erkennen. Das LysP-Topologiemodell
nach TOPCONS (siehe Abb. 4) und das LysP-Homologiemodell (siehe Abb. 5) implizieren
eine Lokalisation dieses Segments innerhalb der periplasmatischen Schleife 4 (P4), die die
TM-Helices 7 und 8 verbindet. Diese LysP-spezifische Region umfasst die Aspartate 275 und
278 (siehe Abb. 15). Da mittels in vivo Interaktionsstudien (siehe 5.2.2) gezeigt wurde, dass
die physikalische CadC/LysP-Interaktion durch externen pH beeinflusst wird und durch
zusatzliche periplasmatische Wechselwirkungen vermittelt und/oder stabilisiert wird, wurde
angenommen, dass diese beiden periplasmatisch exponierten negativ geladenen Aminosauren
in LysP fur die Regulation von CadC funktional wichtig sind. Die simultane Substitution von
D275 und D278 resultierte in einer LysP-Variante (LysP-D275A D278A), die eine
verringerte Inhibition von CadC in der Abwesenheit von Lysin aufwies (siehe Tab. 6), aber
keine Defekte in der Katalyse der Lysinaufnahme zeigte (88% der Wildtyp-Aktivitat, siehe
Tab. 6). Die korrespondierenden Einfach-Austausche (LysP-D275A, LysP-D278A) und die
konservative Doppel-Substitution (LysP-D275E_D278E) verhielten sich in Bezug auf
Transport und Regulation wie Wildtyp LysP (siehe Tab. 6). Auf diesen Resultaten beruht die
Hypothese, dass beide Asp als potentielle periplasmatische Kontaktstellen innerhalb der
heterooligomeren Grenzflache fungieren.
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B-Galaktosidase-Aktivitdt [MU]

B
kDa 1 2
1000 g 1200
1 Marker -
800 2 T18-LysP-D275A_D278A i 4000 4
>
e 800 f
600 i:l‘
4 600
400 S
2 400 -
o
200 1 £ 200
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 8
0 & 0
& 225-Cadc +\r T18-CadC +
¥ ¥ 0‘\:\“, A8 A‘g §§3 x4
S «\,‘*’ & & ,@f" o &
AR 3 Q" Q o'{'\
o oY » & oS
A £ &V ~§$ “fo
&
S
)
<V
LysP LysP
zytoplasmatische LysP periplasmatische
Schleife 3 TM-Helix 7 Schleife 4
. 228-22 246-262 .263'293.
L]

N C T25-lysP TM7/Wt-MBP
N C T25-lysP TM7/D275A_D278A-MBP

D275A_D278A

Wachstum auf eM9

Stamm LysP-Chimare Minimalmedium-Agarplatten mit
Maltose als C-Quelle

MG1655 (Wildtyp) v

MM39 (AmalE) X

MM39 (AmalE) T25-LysPTM7/Wt-MBP v

MM39 (AmalE) T25-LysPTM7/D275A_D278A-MBP v

89



5 Ergebnisse

Abb. 16: Funktionale Signifikanz der periplasmatisch exponierten Aspartatreste 275 und 278 in LysP fur
die Interaktion mit CadC. A. Reportergenanalysen wurden nach Co-Transformation des E. coli Stammes
BTH101 mit Plasmidpaaren, kodierend fir T25-CadC und den angegebenen T18-(Volllangen-)LysP-
Hybridkonstrukten, in Analogie zur detaillierten Beschreibung in Legende von Abb. 7 durchgefiihrt. Nebenbild
von A. Nachweis der Produktion und Integration von T18-LysP-D275A_D278A in die Zytoplasmamembran von
E. coli BL21(DE)plysS. Priméarer Antikdrper: Penta-His-Anti-Maus-1gG-Antikdrper (1:2000); Sekundéarer
Antikorper: Alkalische Phosphatase-konjugierter Anti-Maus-1gG-Antikorper (1:5000). B. E. coli BTH101 wurde
mit Plasmidpaaren co-transformiert, die fiir T18-CadC und die angegebenen T25-LysPTM7-Chiméaren kodieren.
Die Reportergenanalysen erfolgten gemaR der Beschreibung in Legende von Abb. 7. C. Schematische
Représentation der Architektur der T25-LysP-TM7-MBP-Chimaéren, die hinsichtlich der Interaktion mit T18-
CadC getestet wurden. D. Kontrolle der Biosynthese und Membraninsertion der T25-LysPTM7-MBP-Chimaren
(siehe Legende von Abb. 12).

Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurde die Interaktion zwischen den Hybridproteinen
T18-LysP-D275A D278A und T25-CadC mittels BACTH getestet. T18-LysP-
D275A_D278A umfasst Volllangen-LysP mit den Ala-Austauschen an Position Asp275 und
Asp278, N-terminal fusioniert an T18. Die unter dem Interaktions-Schwellenwert gelegenen
B-Galaktosidase-Aktivitaten deuteten tatsachlich auf eine Abhéngigkeit der CadC/LysP-
Interaktion von diesen negativ geladenen Aminosauren (Abb. 16A). Fur die Verifizierung der
Biosynthese und Membraninsertion wurde dem Konstrukt T18-LysP-D275A_D278A C-
terminal ein Hise-Tag angefugt. Western Blot-Analysen mit Penta-His Antikorpern zeigten,
dass das Hybridprotein (~72 kDa [54 kDa (LysP Wildtyp) + 18 kDa (T18)] produziert und in
die Zytoplasmamembran verankert wurde (Abb. 16A, Nebenbild).

Dartiber hinaus wurde die funktionale Bedeutung von D275 und D278 mit Hilfe von T25-
LysP-Hybriden analysiert, die neben der zytoplasmatischen Schleife 3, die TM-Helix 7 und
die darauffolgende periplasmatische Schleife 4 (Wildtyp oder mit den Austauschen
D275A _D278A) umfasste (Abb. 16B). Fir eine korrekte Membrantopologie und die
Kontrolle der Membraninsertion wurde MBP an das C-terminale Ende dieser LysP-TM7-
MBP-Chiméren funsioniert (Abb. 16C). Komplementations- und Wachstumstests mit E. coli
MM39 mit Maltose als einziger C-Quelle implizierten eine korrekte Lokalisation von MBP
im Periplasma und von TM7 in der Zytoplasmamembran (Abb. 16D). Interessanterweise
waren die gemessenen [-Galaktosidase-Aktivitdten des Plasmidpaares T18-CadC/T25-
LysPTM7/Wt-MBP 50% hoher (schwache Interaktion) als die des Paares T18-CadC/T25-
LysPTM7/D275A_D278A-MBP, das B-Galaktosidase-Aktivitaten unterhalb des Interaktions-

Schwellenwertes produzierte (keine Interaktion, Abb. 16B). Die Resultate dieses artifiziellen

90



5 Ergebnisse

BACTH-Ansatzes unterstiitzen die funktionale Signifikanz von D275 und D278 fur die
CadC/LysP-Interaktion als mogliche Kontaktstellen.

5.3.5 Effekt der Uberproduktion der LysP-Varianten auf die CadC-vermittelte

cadBA Expression

Neely und Mitarbeiter zeigten, dass die Uberproduktion von Plasmid-kodiertem LysP unter
Cad-induzierenden Bedingungen in einer Hemmung der CadC-Aktivitadt und somit in einer
Repression der cadBA Expression resultierte (Neely et al., 1994). Infolgedessen wurden die
LysP-Varianten LysP-E230V, -D275A D278A, -E438A, -D443A und -D446A, die durch
einen Lysin-unabh&ngigen Phénotyp charakterisiert waren (siehe Tab. 6) daraufhin getestet,
ob der Verlust der Hemmung von CadC durch Uberproduktion dieser LysP-Varianten
aufgehoben werden kann. Die Uberexpression von lysP wurde mit Hilfe des artifiziellen
pBAD Expressionssystems erzielt (Guzman et al., 1995). Western Blot-Analysen zeigten,
dass alle LysP-Varianten in gleichen Mengen produziert und in die Zytoplasmamembran
inseriert wurden (siehe Tab. 6). Wildtyp LysP-Uberproduktion verringerte die Wildtyp cadBA
Expression um 61% (Tab. 9). Durch Erhéhung der Proteinlevel der Varianten LysP-E230V, -
D275A D278A, -E438A, -D443A und -D446A wurde unter induzierenden Bedingungen
keine bzw. sehr geringe Hemmung der CadC-Aktivitét erreicht (Tab. 9). Die Defekte in der
Inhibition von CadC bzw. die permanent nicht-inhibitorischen Signalzustdnde konnten
folglich nicht durch Uberproduktion dieser LysP-Varianten (iberwunden werden. Im
Gegensatz hatte die Uberproduktion der CadC-permanent hemmenden LysP-Varianten LysP
-Y102L, -W106L, -F216L, -K163A und -E222A einen verstarkten inhibierenden Effekt auf
die CadC-vermittelte cadBA Expression (90-97% Inhibition, Tab. 9).

Diese beobachtete Blockade der Wildtyp CadC-Aktivitat unter Cad-aktivierenden
Bedingungen durch artifizielle Veranderung (Uberproduktion) des Gleichgewichtes zu
Gunsten von Wildtyp LysP bzw. der permanent inhibitorischen LysP-Varianten kann durch
die auf erhohten  LysP-Mengen  basierte  mdgliche  Unterbindung  von
Konformationsédnderungen des CadC-Monomers bzw. -Dimers erklart werden, die flr eine
unbeeintrachtigte CadC-vermittelte Signaltransduktion nétig sind.

Die Uberproduktion von LysP-E222A (permanent inhibitorisch) konnte im Hintergrund von
CadC-F165A (Tetsch et al., 2008) den auf dieser CadC-Mutation basierten Lysin-
unabhdngigen Phdnotyp nicht kompensieren (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung
bekréftigt die Funktion von Phe 165 als Kontaktstelle zwischen CadC und LysP.
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Tab. 9: Einfluss der Uberproduktion von Wildtyp LysP und LysP-Varianten unter Cad-induzierenden
Bedingungen auf die CadC-vermittelte cadBA Expression. Die Reportergenanalysen wurden in Analogie zur
detaillierten Beschreibung in der Legende von Tab. 5 durchgefiihrt. Die Uberexpression von lysP wurde durch

die Zugabe von 0,2% (w/v) Arabinose induziert.

B-Galaktosidase-Aktivitat [MU]
pH 5,8 + 10 mM Lysin

LysP-Varianten Keine LysP-Uberproduktion LysP-Uberproduktion Grad der Hemmung (%)
LysP Wildtyp 269 + 23 106+ 9 61

Kein LysP 258 + 39 270 + 38 Keine Hemmung
LysP-Y102L 89+9 3+2 97
LysP-W106L! 30+13 3x1 90
LysP-F216L! 94+6 4+3 96
LysP-K163A 28+8 2+0,1 93
LysP-E222A 49+5 5+1 90
LysP-E230V 316+ 29 298 + 26 6
LysP-D275A_D278A 208+ 1 217 £ 17 Keine Hemmung
LysP-E438A 233+ 16 328 + 17 Keine Hemmung
LysP-D443A 253+ 29 3807 Keine Hemmung
LysP-D446A 262+8 37217 Keine Hemmung

'LysP-Varianten experimentell charakterisiert von V. Schiippel.

5.4 Einfluss von LysP-Orthologen auf die cadBA Expression in E. coli

Die PPI zwischen CadC und LysP beruht neben periplasmatischen (Rauschmeier et al., 2014)
auf transmembranen Wechselwirkungen (Tetsch et al., 2008). Wahrend in der TM-Helix von
CadC die Aminosaureposition Phel65 als potentielle direkte Kontaktstelle zwischen Sensor
und Transporter identifiziert wurde (Tetsch et al., 2008), ist der korrespondierende
intramembrane Interaktionspartner fur CadC-F165 in LysP noch nicht bekannt. In mehreren
Versuchsansdtzen fur das Screening nach TM-Helices/-Positionen in LysP, die an der
Interaktion mit CadC-F165 beteiligt sind, fuhrte die Deletion kompletter TM-Helices von
LysP zu fehlerhafter Biosynthese und Membraninsertion (Daten nicht gezeigt). Um diese
Probleme zu umgehen und korrekte Produktion bzw. Topologie in der Membran zu
gewadhrleisten, sollten chimdre Transportproteine konstruiert werden, wobei jeweils die 12
TM-Helices eines zu E. coli LysP orthologen Transportproteins, das durch fehlende
Interaktion mit CadC charakterisiert ist, durch die entsprechenden 12 LysP-TM-Domaénen
ersetzt werden sollten. Darauffolgende in vivo Reportergenanalysen mit E. coli EPCD4
sollten dann Aufschluss dariber geben, ob auf diesem Wege ein nicht mit CadC
interagierendes LysP-Ortholog zu einer Transporterchimére mit der Fahigkeit die Aktivitat
des Sensors in Abwesenheit von Lysin zu inhibieren umgewandelt werden kann. Diese

maogliche Eingrenzung von potentiellen Interaktions-TM-Bereichen in LysP sollte im
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anschlieBenden gerichteten Mutageneseansatz (Einzelaustausche aller Aminosdurereste der
entsprechenden TM-Regionen von LysP) die spezifische Suche nach Partnern fur CadC-
Phel65 erleichtern. Im Hinblick auf die Konstruktion dieser Transporterchimaren mussten
zundchst in Vorversuchen orthologe Transportproteine zu E. coli LysP ausgewahlt, in den
Arabinose-induzierbaren Vektor pBAD33 kloniert und hinsichtlich der Lysin-abhangigen
Regulation von CadC charakterisiert werden.

LysP-Orthologe sind innerhalb der Doméne der Bacteria weit verbreitet und sind u. a. in
anderen Gram-negativen Proteobacteria und zahlreichen Gram-positiven Klassen wie
Actinobacteria und Bacilli zu finden. Im Gegensatz dazu ist das Vorkommen von CadC auf
kommensale Gram-negative Enterobacteria (Ausnahme: Vibrionaceae) beschrankt. Fur den
initialen Test, ob alternative LysP-Orthologe eine lysP-Deletion in E. coli kompensieren
kénnen, wurden finf orthologe Proteine (Tab. 10) aus Photorhabdus luminescens (82%
Aminosduresequenzidentitdt zu E. coli LysP), Micrococcus luteus (58% ldentitét), Bacillus
megaterium (60% Identitat), Staphylococcus carnosus subsp. carnosus (51% Identitat) und
Helicobacter pylori P12 (32% ldentitét) ausgewéhit.

Tab. 10: Statistischer Report: Analyse des Sequenzalignments diverser LysP-Orthologe (siehe Abb. 18)
hinsichtlich konservierter (Identitat) und konservativ substituierter (Ahnlichkeit) Aminosauren (Nicholas
et al., 1997). Angegeben sind die prozentuale Identitdt und die prozentuale Ahnlichkeit der aufgelisteten LysP-
Orthologen in Relation zu E. coli LysP (100%). -, keine Identifikation eines homologen Proteins.

) ) LysP-ldentitat LysP-Ahnlichkeit ~ CadC-ldentitat
Bakterienspezies

[%0] [%0] [%0]
Escherichia coli 100 100 100
Photorhabdus luminescens 82 91 -
Micrococcus luteus 58 77 -
Bacillus megaterium 60 77 -
Staphylococcus carnosus subsp. carnosus 51 70 -
Helicobacter pylori P12 32 55 -

Wihrend das LysP-Ortholog aus P. luminescens mit und ohne Uberproduktion ahnliche
regulatorische Kapazitaten wie E. coli LysP aufwies (Abb. 17A), konnte im Falle der LysP-
Orthologen aus M. luteus, B. megaterium, S. carnosus und H. pylori ohne Uberproduktion
keine Lysin-abhdngige Regulation von CadC erzielt werden (Abb. 17A). Interessanterweise
resultierte die Erhéhung der Proteinlevel (mit Uberproduktion) von M. luteus LysP in einer zu
E. coli LysP (ohne Uberproduktion) dhnlichen Regulation von CadC (Abb. 17A).
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Abb 17: Heterologe Expression von LysP-Orthologen (pBAD33-basiert) in dem lysP-defizienten E. coli
Stamm EPCDA4. A. Einfluss von LysP-Orthologen auf die CadC-vermittelte cadBA Expression in E. coli
EPCD4. Die Reportergenanalysen wurden entsprechend zur detaillierten Beschreibung in der Legende von Tab.
5 durchgefiihrt. Die Uberexpression von lysP wurde durch die Zugabe von 0,2% (w/v) Arabinose induziert
(dunkelgraue und weil’e Balken). B. Die Verifizierung der Produktion und Integration der LysP-Orthologen in
die Zytoplasmamembran von E. coli EPCD4 erfolgte gemal der Darstellung in der Legende von Tab. 5. *, LysP-
Orthologe kloniert und experimentell charakterisiert von M. Wieland, deren Bachelorarbeit im Rahmen dieser
Arbeit betreut wurde (Wieland, 2013); n.b., nicht bestimmt.

Diese Beobachtung ist im Einklang mit der Western Blot-Analyse (Abb. 17B), die deutlich
zeigt, dass M. luteus LysP selbst mit Uberproduktion nur in sehr geringen Mengen in die
Zytoplasmamembran inseriert wurde, und impliziert daher, dass sich die E. coli CadC/M.
luteus LysP-Ratio ohne M. luteus LysP-Uberproduktion zu Gunsten von CadC verschoben hat
und folglich keine Hemmung des Sensors in Abwesenheit von Lysin erreicht werden konnte
(siehe 5.3.5). Uberproduktion von B. megaterium und S. carnosus LysP hatte im Vergleich zu
E. coli LysP eine signifikante Erhohung der in die Zytoplasmamembran inserierten
Proteinmenge zur Folge (Abb. 17B) und bewirkte selbst unter Cad-induzierenden
Bedingungen eine drastische Reduktion der cadBA Expression (Abb. 17A). Obwohl in diesen
initialen Experimenten durch das verwendete pBAD33-Expressionssystem im Falle von B.
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megaterium und S. carnosus LysP noch kein addquates zelluldres Proteinlevel der Transporter
fur eine korrekte Lysin-abhdngige Regulation von CadC eingestellt werden konnte,
implizieren die Resultate, dass beide LysP-Orthologe in der Lage sind mit E. coli CadC zu
interagieren. Die Beobachtung, dass trotz Biosynthese und Membraninsertion von H. pylori
LysP (Abb. 17B) und Erhéhung der Proteinmenge dieses LysP-Orthologs (mit
Uberproduktion; Abb. 17A) keine Komplementation der lysP-Deletion von E. coli EPCD4
erzielt werden konnte, deutet auf fehlende Interaktion dieses Orthologs mit E. coli CadC.
Demnach repréasentiert H. pylori LysP das einzige getestete LysP-Ortholog, das fur die
Konstruktion der oben beschriebenen Transporterchimaren in Frage kommt.

*
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Abb. 18: Computergestitzter Sequenzvergleich von LysP-Orthologen aus Escherichia coli (E.coli),
Photorhabdus luminescens (P.luminesc), Micrococcus luteus (M.luteus), Bacillus megaterium (B.megateri),
Staphylococcus carnosus subsp. carnosus (S.carnosus) und Helicobacter pylori P12 (H.pylori) mittels
CLUSTALW2 (Larkin et al.,, 2007) und GeneDoc (Nicholas et al., 1997). Alle durch zielgerichtete
Mutagenese identifizierten Aminosdurepositionen in LysP von E. coli, die fur die Regulations- und
Transportfunktion essentiell sind, sind im Sequenzalignment hervorgehoben. Die farblichen Markierungen

entsprechen dem Farbschema in Abb. 15.
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Der Vergleich der Sequenzen aller getesteter LysP-Orthologen zeigt, dass die
Aminosdurepositionen Y102, W106, F216, K163, E222, E230 und D446, die als essentiell fur
die konformationell-getriggerte Weiterleitung des Lysinsignals von E. coli LysP zu CadC
identifiziert wurden, konserviert vorliegen (Abb. 18; identische Aminosauren in 100% der
Sequenzen). Den Positionen E438 und D443 in E. coli LysP, deren Austausch in LysP-
Varianten mit fixierten nicht-inhibitorischen Signalzustanden resultierte (siehe 5.3.2),
entsprechen nur in mindestens 60% der analysierten Sequenzen identische oder sehr
verwandte Aminosauren (Abb. 18). Interessanterweise weist ausschlieBlich die Sequenz von
H. pylori LysP C-terminal eine Liicke von acht Aminosduren auf, die die korrespondierenden
Positionen zu LysP-E438 und -D443, umfasst (Abb. 18). Die fehlende Interaktion von H.
pylori LysP mit E. coli CadC spricht diesen beiden Aminosaurepositionen eine (noch
unbekannte) Rolle bei der Bildung der E. coli CadC/LysP-Komplexe zu.

Basierend auf dem Sequenzvergleich (Abb. 18) und den Resultaten der heterologen
Expression (Abb. 17) kann festgehalten werden, dass an den Positionen, die den potentiellen
periplasmatischen Kontaktstellen D275 und D278 in E. coli LysP entsprechen, als
Voraussetzung flir eine Lysin-abhdangige Regulation bzw. Interaktion von/mit CadC
mindestens eine negativ geladene Aminosaure (Asp oder Glu) vorhanden sein muss. Fir E.
coli LysP wurde gezeigt, dass ein Asp (D275 oder D278) in der periplasmatischen Schleife 4
bereits ausreicht, um eine Interaktion mit CadC zu gewahrleisten (siehe 5.3.2). Die
Beobachtung, dass nur im Falle von H. pylori LysP an den korrespondierenden Positionen
keine negativ geladenen Aminoséuren lokalisiert sind (Abb. 18), impliziert, dass das
Ausbleiben der Hemmung von E. coli CadC potentiell im Fehlen dieser polaren Aminoséuren
begriindet ist. Dies bekraftigt die funktionale Signifikanz der beiden negativ geladenen
periplasmatischen Aminosduren (D275 und D278) als Kontaktstellen innerhalb der
heterooligomeren Grenzfldche zwischen CadC und LysP. Ist diese ,,Minimalausstattung® in
einer LysP(-Orthologen)-Sequenz zu finden, so kann unter Berticksichtigung der Einstellung
der adaquaten Proteinmenge auch ohne simultane Existenz eines CadC-Orthologs im
entsprechenden Genom die lysP-Deletion in E. coli EPCD4 durch heterologe Expression der

alternativen LysP-Proteine kompensiert werden.

5.5 Identifikation von periplasmatischen Kontaktstellen in CadC

involviert in die Interaktion mit LysP

Da elektrostatische Wechselwirkungen zur Stabilitdt und Spezifitdt von Interaktionen von

Untereinheiten innerhalb homooligomerer Komplexe beitragen (Ali & Imperiali, 2005, Binter
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et al., 2009) wurde die strukturell definierte elektrostatische Oberflache von CadCep
(Eichinger et al., 2011) hinsichtlich potentieller positiv geladenener Interaktionsbereiche/-
partner flr Asp275 und Asp278 von LysP analysiert. Interessanterweise wurde so in der N-
terminalen Subdoméne 1 der CadCpp eine positiv geladene Region identifiziert, die die beiden
exponierten Arginine an Position 265 und 268 beinhaltet (Abb. 19).

Abb. 19: Lokalisation von Arg265 und Arg268 innerhalb der dreidimensionalen Struktur der
periplasmatischen Domane von CadC. A. Elektrostatisches Oberflachenmodell von CadCpp. Der N-Terminus
weist in Richtung Zytoplasmamembran und setzt sich in die TM-Doméne von CadC fort (Eichinger et al., 2011).
Rot markiert sind Proteinbereiche, die negativ geladen sind und blaue Markierungen kennzeichnen positiv
geladene Sektionen. B. Tertiarstruktur von CadCpp. CadCpp besteht aus einer N-terminalen Subdoméne 1 (griine
Markierung) und einer C-terminalen Subdoméne 2 (orange Markierung). Arg265 und Arg268 befinden sich in

Subdoméne 1. N, N-Terminus von CadCpp; C, C-Terminus von CadCpp.

Eine CadC-Variante ohne diese beiden positiv geladenen Seitenketten (CadC-
R265Q_ R268Q) bedingte ein Lysin-unabhangiges, aber pH-reguliertes Expressionsmuster
von cadBA (Abb. 20A), obwohl die eingefuhrten Mutationen die Biosynthese und
Membranintegration der CadC-Variante nicht beeintrachtigten (Abb. 20B). Diese
Beobachtung bestatigt die Notwendigkeit beider Arginine flr die Interaktion zwischen CadC
und LysP und impliziert, dass neben intramembranen Wechselwirkungen die Bildung von
periplasmatischen Salzbriicken und/oder Wasserstoffbriickenbindungen zwischen CadC-
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R265/R268 und LysP-D275/D278 die Heterooligomerisierung zwischen Sensor und Trigger-

Transporter vermittelt und/oder stabilisiert.
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Abb. 20: Arg265 und Arg268 in Subdoméne 1 von CadCrp sind essentiell fir die Lysinabhangigkeit der
cadBA Expression. A. Reportergenstudien wurden mit E. coli EPCD4 nach Co-Transformation mit Plasmid-
kodiertem Wildtyp LysP (pBAD33) und Wildtyp CadC bzw. CadC-R265Q R268Q (pET16b) durchgefiihrt. Die
Kultivierung der Bakterien erfolgte bis zu einer ODgoo von 0,3-0,5 unter Mikroaerobiose in KE-Minimalmedium
(pH 5,8 oder pH 7,6, mit oder ohne 10 mM Lysin). Die bestimmten B-Galaktosidase-Aktivitdten dienten als MaR
fur die cadBA Expression (Miller, 1992). Die Enzymaktivitdten sind in Prozent bezogen auf den
Durchschnittswert fiir Wildtyp CadC in Gegenwart von pH 5,8 und 10 mM Lysin (269 Miller Units) angegeben.
Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung, die sich aus drei unabhangigen Experimenten
errechnet. B. Die Produktion und Integration von CadC-R265Q_R268Q in die Zytoplasmamembran von E. coli
BL21(DE3)AcadC wurde mittels Western Blot-Analysen untersucht. Primarer Antikdrper: Penta-His-Anti-
Maus-1gG-Antikorper (1:2000); Sekundérer Antikdrper: Alkalische Phosphatase-konjugierter Anti-Maus-1gG-
Antikorper (1:5000).

Der Proteinbereich um Arg265 in Subdoméne 1 von CadCpp wurde bereits in friiheren
Studien als funktional signifikant fir die Detektion des Lysinsignals beschrieben (Dell et al.,
1994, Neely et al., 1994). Allerdings wiesen alle mittels ungerichteter Mutagenese generierten
CadC-Varianten Aminosauresubstitutionen auf, die die entsprechenden Seitenketten drastisch
verénderten: CadC-R265C (Neely et al., 1994), CadC-N263K und CadC-Q266P (Dell et al.,
1994). Diese gravierenden Modifikationen lassen den Schluss zu, dass nicht die Austausche
per se die Sensierung des Lysinsignals storen, sondern dass die eingefiihrten Aminosauren
weitrdumige strukturelle und konformationelle Anderungen von CadC zur Folge haben, die
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sich indirekt negativ auf die Detektion des Lysinsignals auswirken. Diese Hypothese wurde
bereits von Tetsch et al. im Hinblick auf die CadC-Variante CadC-R265Q durch eine
detaillierte Mutagenesestudie bestétigt (Tetsch et al., 2008). Um zu uberprifen, ob es sich nun
im Falle von N263 und Q266 in CadC um potentielle Kontaktstellen fir LysP handelt,
wurden diese Aminosauren im Rahmen der vorliegenden Arbeit gegen konservative Reste
ausgetauscht (CadC-N263Q und CadC-Q266N). Beide CadC-Varianten wurden in die
Zytoplasmamembran inseriert (Abb. 21B) und induzierten die Expression der Zielgene wie

der Wildtyp (Abb. 21A).
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Abb. 21: Einfluss von Aminosauresubstitutionen in Subdomane 1 von CadCprp auf die cadBA Expression.
A. Reportergenanalysen wurden in Analogie zur detaillierten Beschreibung in Legende von Abb. 20 ausgefuhrt.
B. Der immunologische Nachweis der Produktion und Membraninsertion der aufgelisteten CadC-Varianten

erfolgte entsprechend der Beschreibung in Legende von Abb. 20.

Nur CadC-N263K und CadC-Q266P (Dell et al., 1994) bedingten in Analogie zu CadC-
R265C (Neely et al., 1994, Tetsch et al., 2008) einen Lysin-unabhangigen Phanotyp ohne in
Biosynthese und Membranintegration gestort zu sein (Abb. 21). Folglich sind weitreichende
Konformationsdnderungen von CadC basierend auf den korrespondierenden drastischen
Aminosauresubstitutionen (CadC-N263K und CadC-Q266P) Ursache flr die Defekte in der
Lysin-Co-Sensorik. Im Hinblick auf diese Beobachtungen scheint nur die simultane
Entfernung der positiv geladenen Seitenketten von R265 und R268 in Subdoméne 1 (siehe
Abb. 20) zur Lysinunabh&ngigkeit der cadBA Expression zu fuhren, wéhrend die Einfach-

Substitution von CadC-R265 (CadC-R265Q) keinen Effekt mit sich bringt (Tetsch et al.,
99



5 Ergebnisse

2008). Im Falle von CadC-R265Q scheinen die potentiellen elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen der verbleibenden positiv geladenen Seitenkette von CadC-
R268 und LysP-D275/D278 fir eine unbeeintrachtigte Lysin-Co-Sensorik (bzw. CadC/LysP-

Interaktion) verantwortlich zu sein.

5.6 Analyse der Rolle des zellularen LysP-Molekullevels in der Lysin-Co-

Sensorik

Zahlreiche experimentelle Befunde implizieren eine Korrelation zwischen den zelluldren
CadC/LysP-Molekilmengen und einer addquaten CadC-vermittelten Stressantwort [(Neely et
al., 1994, Tetsch et al., 2008, Ude et al., 2013), siehe 5.3.5]. Daruiber hinaus zeigten Neely et
al. und Ruiz et al., dass die Expression von lysP durch externes Lysin reprimiert wird, aber
nicht unter dem Einfluss von variierenden pH-Werten steht (Neely & Olson, 1996, Ruiz et al.,
2011). Diese Beobachtungen stlitzen die Hypothese, dass Lysin neben der Rolle als direkter
Stimulus im Zuge der konformationellen Hemmung (siehe 5.2.2 und 5.3.2) eine zusétzliche
reprimierende Funktion im Rahmen der Endprodukthemmung der lysP Expression austibt, um
so durch eine Verminderung des zelluldren LysP-Levels in Gegenwart von Lysin den
inhibierenden Effekt von LysP auf CadC zu eliminieren (,,LysP-Ausdiinnungseffekt®).

Fur die Uberpriifung dieser Hypothese wurde die CadC/LysP-Ratio in Abhangigkeit von
Lysin und/oder pH mittels quantitativem Western Blot analysiert. Die immunologische
Detektion von CadC in préparierten Membranvesikeln von E. coli MG-MR1 (lysP‘:: ‘egfp)
erfolgte mittels CadC-spezifischer Antikorper (~58 kDa, Abb. 22). LysP wurde basierend auf
dem chromosomalen translationalen C-terminalen Tagging mit dem promotorlosen eGFP
(LysP-eGFP-Fusionsprotein) durch Anti-GFP Antikdrper nachgewiesen (~81 kDa, Abb. 22).
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von E. coli MG-MRL1 zeigte, dass das LysP-eGFP-
Fusionsprotein synthetisiert und in homogener Verteilung in die Zytoplasmamembran
inseriert wurde (Daten nicht gezeigt). In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wurde
LysP-eGFP in der Western Blot-Analyse ausschlieBlich in den Membranfraktionen detektiert
(Abb. 22B). Die Quantifizierung der Proteinlevel erfolgte mittels der Software Imagel
(Schneider et al., 2012). Die Kopienanzahl von CadC-Proteinen lag unabh&ngig von den
getesteten externen Bedingungen bei 1-4 Molekilen pro Zelle (Abb. 22A), wéhrend fir LysP
8-12 Kopien ebenfalls unabhangig von den Parametern pH und Lysin ermittelt wurden (Abb.
22B). Diese bestimmten Mengen implizieren das Vorhandensein von 1-2 CadC-Dimeren und

4-6 LysP-Dimeren bzw. 2-3 LysP-Tetrameren pro Zelle. Der LysP-Oligomerisierungsgrad
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muss allerdings noch in zukinftigen Experimenten analysiert werden, da mittels BACTH
leider keine Aussage dartber getroffen werden konnte (siehe 5.2.4).

A B
[CadC: 1-4 Molekiile pro Zelle J [LysP: 8-12 Molekiile pro Zelle]
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
kDa M Z M Z M Z M Z kDa M Z M Z M Z M Z
70 - 70 A
55 A 55 -
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2 pH 5,8 + 10 mM Lysin
3 pH 5,8 ohne Lysin
4 pH 7,6 + 10 mM Lysin
5 pH 7,6 ohne Lysin

Abb 22: Western Blot-Analyse fiir die Quantifizierung der zellularen CadC- und LysP-Level in
Abhangigkeit von externem pH und Lysin. E. coli MG-MR1 Zellen wurden nach aerober Kultivierung in KE-
Minimalmedium (pH 7,6 ohne Lysin) in folgenden Minimalmedien aufgenommen und eine Stunde
mikroanaerob kultiviert: 1) pH 5,8 + 10 mM Lysin, 2) pH 5,8 ohne Lysin, 3) pH 7,6 + 10 mM Lysin, 4) pH 7,6
ohne Lysin. Nach Préaparation der Membranvesikel und der Zytosolfraktion wurden pro Bande je 200 ug
Gesamtprotein aufgetragen. A. Detektion von CadC: Primérer Antikorper: Praabsorbierter Rabbit Anti-CadC
Antikorper (1:10.000); Sekundarer Antikorper: Alkalische Phosphatase-konjugierter  Anti-Rabbit-1gG-
Antikorper (1:2500). B. Detektion von LysP: Primarer Antikoérper: Anti-GFP-Maus-1gG-Antikorper (1:1000);
Sekundarer Antikorper: Alkalische Phosphatase-konjugierter Anti-Maus-1gG-Antikdrper (1:5000). Die
Quantifizierung wurde mit Hilfe der Software ImageJ durchgefiihrt (Schneider et al., 2012). M,
Membranfraktion; Z, Zytosol.

Die beobachtete Lysinunabhangigkeit des LysP-Proteinlevels ist im Einklang mit neuesten
Resultaten von Lassak et al. (unveroffentlichte Daten), die LysP als sehr stabiles
Membranprotein identifizierten und demnach in Ermangelung des oben postulierten ,,LysP-
Ausdiinnungseffektes® (trotz Lysin-abhéngiger Repression der lysP Expression) gegen die
Hypothese der Aufhebung der LysP-vermittelten CadC-Hemmung sprechen, die auf der
Verringerung des LysP-Levels in Gegenwart von Lysin basiert. Folglich scheint unter Cad-
induzierenden Bedingungen die Auflésung der LysP-abhangigen Repression der CadC-
Aktivitat ausschlieflich auf i) Lysin-abhdngigen Konformationséanderungen (nach Bindung
und/oder Transport von Lysin) von LysP, die in der Abschwéchung der PPI zwischen Sensor

und Transporter resultieren (konformationelle Hemmung, siehe 5.2.2 und 5.3.2) und ii) auf
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der pH-abhdngigen zusétzlichen Aufhebung von periplasmatischen elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen CadC und LysP (siehe 5.3.4 und 5.5) zu beruhen.

5.7 Funktionale Charakterisierung von LysP

5.7.1 LysP fungiert als L-Lysin-spezifischer hochaffiner Transporter

Fur das Verstandnis des molekularen Mechanismus des Zusammenspiels von LysP und CadC
ist eine umfassende Charakterisierung der Transportaktivitat von LysP unabdingbar. Daher
wurde fur die in vivo Analyse der Transportcharakteristika von Wildtyp LysP der E. coli
Stamm JWCD247 konstruiert, der Deletionen aller Lysin-Transportsysteme tragt. Die
Komplementation dieses Stammes mit Plasmid-kodiertem Wildtyp LysP (pBAD33-lysP)
resultierte in einer typischen Michaelis-Menten-Aufnahmekinetik mit einer initialen
Transportrate von 10,5 nmol*(min*mg Protein)™ (Abb. 23A).
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Abb. 23: Zeit- und Lysinkonzentrations-abhangige LysP-vermittelte Lysinaufnahme in E. coli IWCD247.
A. Zeitabhangige Lysinaufnahme. Die Aufnahme von L-[**C]Lysin (finale Endkonzentration: 10 puM) durch E.
coli JWCD247 nach Komplementation mit pBAD33-lysP (LysP Wildtyp) oder pBAD33 (kein LysP) wurde in
Gegenwart von 20 mM D-Laktat (Na*-Salz) als Elektronendonor bei 25°C unter aeroben Bedingungen unter der
Verwendung einer Schnell-Filtrations-Methode bestimmt. Die Transportreaktionen wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten abgestoppt. Die Standardabweichungen errechnen sich aus drei unabh&ngigen Experimenten. B.
Lysinaufnahme-Kinetik. Die Aufnahme von L-[**C]Lysin durch E. coli JWCD247 nach Komplementation mit
pBAD33-lysP wurde in Gegenwart von 20 mM D-Laktat (Na*-Salz) als Elektronendonor in Gegenwart von
Lysinkonzentrationen von 0,125 pM bis 250 pM gemessen. Die Transportreaktionen wurden jeweils nach 10 s
abgestoppt. Die erhaltenen Daten sind gemal Michaelis-Menten aufgetragen. Die Standardabweichungen

errechnen sich aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Enzymkinetische Studien identifizierten LysP als hochaffine Permease (Kmys-Wert = 2,5
pHM), die Lysin mit einer maximalen Geschwindigkeit (Vmax) von 39,5 nmol*(min*mg
Protein)™* transportiert (Abb. 23B). JWCD247 Zellen, die mit pBAD33 ohne lysP (Kontrolle)
komplementiert wurden, zeigten keine Aufnahme von L-[**C]Lysin (Initialrate = 0,04
nmol*(min*mg Protein), Abb. 23A).

Um Aussagen Uber die Spezifitdt von LysP machen zu kdnnen, wurde der Effekt von
ausgewahlten L-Aminosauren, Polyaminen und Lysinanaloga auf den LysP-vermittelten

Lysintransport analysiert (Abb. 24).
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Abb. 24: Effekt von ausgewahlten L-Aminosauren (1), Polyaminen (11) und Lysinanaloga (111) auf den
LysP-vermittelten Lysintransport. Die Aufnahme von L-[**C]Lysin (finale Endkonzentration: 10 uM) durch
E. coli JWCD247 nach Komplementation mit pBAD33-lysP wurde in Gegenwart von 20 mM D-Laktat (Na*-
Salz) als Elektronendonor bei 25°C unter aeroben Bedingungen unter der Verwendung einer Schnell-Filtrations-
Methode bestimmt. Die nicht radioaktiven Testsubstrate wurden im 100-fachen Uberschuss vor Start der
Transportreaktion zugegeben (finale Endkonzentration: 1 mM). Als Kontrolle wurde die initiale
Lysintransportrate ohne Zugabe einer potentiell hemmenden Substanz bestimmt. Die Initialraten sind in Prozent
bezogen auf den Durchschnittswert der Kontrolle (kein Zusatz einer kompetitiven Testsubstanz) dargestellt. Die
Standardabweichung errechnet sich aus drei unabhangigen Experimenten.

Dieser Test beruht auf der potentiellen kompetitiven Hemmung der Lysinaufnahme durch
Substrate, deren Import ebenfalls durch LysP katalysiert wird bzw. die in der Lage sind, an
LysP zu binden. Die einzige Substanz, die eine signifikante Inhibition der Lysintransportrate
bedingte, war das toxische Lysinanalogon Thiosin, das bereits in frihen Studien von Popkin
und Maas und Tabor et al. als Substrat von LysP entdeckt wurde [(Popkin & Maas, 1980,

Tabor et al., 1980), Abb. 24]. Im Vergleich zum LysP-Ortholog STM2200 aus S.
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typhimurium, flr das in vitro mittels ITC (engl. isothermal titration calorimetry)-Messungen
eine Bindung von D-Lysin ermittelt wurde (Kaur et al., 2013), konnte im Falle von E. coli
LysP keine kompetitive Inhibition der Lysinaufnahme durch Zugabe von D-Lysin beobachtet
werden (Abb. 24). Allerdings ist die Bindung von D-Lysin durch STM2200 45x schwacher
ausgepragt als die der L-chiralen Form (Kaur et al., 2013). Der vorliegenden
Spezifitatsanalyse zur Folge arbeitet LysP von E. coli als L-Lysin-spezifisches
Transportsystem.

Der Transport-hemmende Effekt von Entkopplern [Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon
(CCCP), 2,4-Dinitrophenol (2,4-DNP)] und Inhibitoren (Kaliumcyanid) der Atmungskette auf
LysP, deren Transport-interferierende Funktionen durch zahlreiche Beispiele in der Literatur
belegt sind, impliziert eine Abhangigkeit des LysP-vermittelten Lysintransportes von dem

elektrochemischen Protonenpotential iiber der Zytoplasmamembran Aun™ (Abb. 25).

ohne Inhibitor
EtOH-Kontrolle (1 %)
CCCP (20 uM)
2,4-DNP (2 mM)

Kaliumcyanid (2 mM)

0 20 40 60 80 100 120

Lysintransport (Initialrate %)
Abb. 25: Effekt von Inhibitoren und Entkopplern auf den LysP-vermittelten Lysintransport
(Inhibitoranalyse). Vor Start der Transportreaktion wurden Zellen von E. coli JWCD247, komplementiert mit
pBAD33-lysP, mit den aufgelisteten Inhibitoren in unterschiedlichen Endkonzentrationen fiir 30 Minuten bei
37°C inkubiert (Mendz et al., 1998). Die Aufnahme von L-[**C]Lysin (finale Endkonzentration: 10 pM) wurde
bei 25°C unter aeroben Bedingungen unter der Verwendung einer Schnell-Filtrations-Methode bestimmt. Die
Initialraten sind in Prozent bezogen auf den Durchschnittswert der Kontrolle (ohne Inhibitor) dargestellt. Die
Standardabweichung errechnet sich aus drei unabhé&ngigen Experimenten. Die EtOH-Kontrolle (1 %) wurde
durchgefiihrt, da CCCP in absoluten Ethanol geldst wurde. Die Verdinnung dieser Stockldsung in Tris/Mes-
Puffer (pH 7,6, 5 mM MgCI,) garantierte eine finale EtOH-Konzentration in der Zellsuspension von weniger als
1%.

104



5 Ergebnisse

Diese thermodynamische Grofle setzt sich aus einer elektrischen und chemischen
Komponente geméR folgender Gleichung zusammen:

At = AW — [(2,3*R*T)*F1]*ApH;

wobei [(2,3*R*T)*F1] = ~59 mV/;

Dabei représentiert AY das elektrische Potential iiber der Zytoplasmamembran und ApH die
chemische Differenz der Protonenkonzentration (Ramos et al., 1976). Basierend auf dieser in
vivo Inhibitoranalyse konnte nicht spezifiziert werden, welche dieser beiden Komponenten

(AY oder ApH) als (Haupt-) Triebkraft flir die LysP-vermittelte Lysinaufnahme agiert.

5.7.2 Eigenschaften von LysP in Proteoliposomen

5.7.2.1 Reinigung und (Co-)Rekonstitution von LysP und LysP/CadC

Fur die detaillierte biochemische in vitro Analyse (i) des Transportmodus und der Triebkréfte
der durch LysP katalysierten Transportreaktion und (ii) des Effektes von CadC auf den LysP-
vermittelten Lysinimport wurden nach (zwei separaten) Uberexpressionsansitzen von lysP
und cadC mittels IPTG-abhéngiger Induktion der T7 Promotoren von Plasmid pT-lysP
(Tetsch et al., 2008) und pET16b-cadC2 (Kiper & Jung, 2005) unter Verwendung des
Uberproduktionsstammes E. coli BL21(DE)pLysS und nach Solubilisierung der
Membranproteine aus den Membranfraktionen dieses Stammes LysP-Hise bzw. Hisio-CadC
mit Hilfe der Ni**-Chelat-Affinitatschromatographie gereinigt (Abb. 26 A, B) und in E. coli
Phospholipide rekonstituiert.

So wurden ausgehend von 50 mg Gesamtmembranprotein ~3-4 mg gereinigtes LysP erhalten
bzw. von 40 mg Gesamtmembranprotein ~0,6 mg gereinigtes CadC. Die Rekonstitution von
LysP bzw. die Co-Rekonstitution von LysP/CadC erfolgte nach Inkubation der
entsprechenden gereinigten Proteine mit Detergenz-destabilisierten Liposomen aus E. coli
Phospholipiden durch die Detergenz-Entfernungsmethode nach Jung et al. (Jung et al., 1998).
LysP-Rekonstitution: Bei einem Lipid/Protein-Verhaltnis von 100:1 (w/w) wurden ~58% des
gereinigten und solubilisierten Proteins in die LysP-Proteoliposomen rekonstituiert.
LysP/CadC-Rekonstitution: Bei einem Lipid/LysP/CadC-Verhéltnis von 100:1:1,11 (w/w/w)
wurden je ~51% des gereinigten und solubilisierten LysP bzw. CadC in die LysP-

Proteoliposomen rekonstituiert. AnschlieBende Western Blot-Analyse diente zur visuellen
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Kontrolle des Erfolgs der (Co-)Rekonstitution und zur Berechnung der prozentualen Anteile
an CadC und LysP (essentiell fur die spatere Kalkulation der Transportaktivitat, Abb. 26C).
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Abb. 26: Reinigung von LysP-Hiss (A) und Hisio-CadC (B) durch Ni?*-Chelat-Affinitatschromatographie
und Rekonstitution in E. coli Phospholipide (C). A. und B. Proteinproben von verschiedenen Stufen der
Reinigungsprozedur wurden mittels SDS-12,5% Polyacrylamidgele aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant
Blau angeférbt. Pro Spur wurden je 10 pL der entsprechenden Probe aufgetragen. C. Die Rekonstitution von
LysP-Hiss bzw. die Co-Rekonstitution von LysP-Hiss und Hisio-CadC in E. coli Phospholipide wurde mittels
Western Blot-Analyse Uberprift. Primérer Antikorper: Penta-His-Anti-Maus-1gG-Antikorper  (1:2000);
Sekundarer Antikdrper: Alkalische Phosphatase-konjugierter Anti-Maus-1gG-Antikorper (1:5000).

5.7.2.2 In vitro Charakterisierung von LysP

Die Funktion von isoliertem und (co-)rekonstituiertem LysP bzw. LysP/CadC wurde mit Hilfe
der Aufnahme und Akkumulation von L-[**C]Lysin in die LysP- bzw. LysP/CadC-
Proteoliposomen analysiert. Die Generierung eines Membranpotentials (A¥Y) und

elektrochemischer lonengradienten (ber der Proteoliposomenmembran wurde mittels einem
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nach auflen gerichteten (innen negativen) K*-Diffusionsgradienten in der Gegenwart des K*-
lonophors Valinomycin und durch Verdnderung der lonenkomponenten und/oder des pH-
Wertes der korrespondierenden Verdunnungspuffer erzielt.

Die Einstellung eines Membranpotentials (AY = -153,52 mV, pHinnen 7,6, pHauzen 7,6) hatte
die hochste maximale Lysinakkumulation zur Folge, wéhrend in der Abwesenheit jeglicher
Triebkraft (Kontrolle: kein AW, kein ApH, kein lonengradient) keine signifikante
Lysinakkumulation zu beobachten war (Abb. 27A). Durch Experimente mit variierenden,
durch unterschiedliche externe K*-Konzentrationen und durch Zugabe von Valinomycin
generierten, K*-Diffusionspotentialen (Nernst-Potentiale, innen negativ, pHimen 7,6, pHaugen
7,6) wurde zwischen dem Lysintransport und AY eine lineare Abhéngigkeit identifiziert: Je
negativer AY, desto hoher die maximale Lysinakkumulation (Abb. 28). Gleiche K-
Konzentrationen auf beiden Seiten der Proteoliposomenmembran (AY = 0 mV) hatten keine
Akkumulation von L-[**C]Lysin zur Folge (Abb. 28). Die Korrelation zwischen A¥ (innen
negativ) und der Transportaktivitdt impliziert eine LysP-vermittelte Katalyse eines
elektrogenen Transportvorgangs mit einer Nettoladungsverschiebung. Im Hinblick auf die
pKs-Werte der Aminogruppen von Lysin (pKcoo™ = 2,20, pKenn* = 8,90, pKeni®* = 10,28)
werden somit bei externem pH 7,6 zumindest (ohne Berticksichtigung moglicher
Kopplungsionen) eine positive Ladung pro Lysin (Lys*) transloziert. In Gegenwart von AY
konnten zusétzliche Na'- (Auna®) und Li*- (Apw*) Gradienten die Transportaktivitdt nicht
steigern (Abb. 27A).

Ein elektrochemischer H*-Gradient (Aun®, pHinnen: 7,6, pHaugen 5,8) resultierte trotz Présenz
der A¥-Komponente in einer deutlichen Verringerung der Lysinakkumulation, die durch
einen zusétzlichen Na*-Gradienten nicht stimuliert wurde (Apn*+Na®, Abb. 27A). Das
ermittelte pH-Profil (Apn®, pHinnen 7,6, pHaugen 5-9) der LysP-Transportaktivitat steht mit
dieser Beobachtung der Inhibition durch niedrigen externen pH-Wert im Einklang: das pH-
Optimum liegt bei ~7,5-8,0, wahrend niedrigere pH-Werte (5-7) sowie alkalischere pH-Werte
(ab pH ~8,5) einen hemmenden Effekt auf die maximale Lysinakkumulation austbten (Abb.
29). Diese Abnahme der Transportaktivitat bei niedrigen externen (und internen) pH-Werten
ist ein bekanntes Phdnomen bei Aminoséauretransportern (Broer & Kramer, 1990).

In Relation zu der hohen maximalen Lysinakkumulation in Gegenwart von AYW (entspricht
100%) verursachte ein nach innen orientierter pH-Gradient (ApH, pHinnen 7,6, pHaugen 5,8;
kein AW) eine signifikante Reduktion der maximalen Lysinakkumulation um ~96% (Abb.
27A). Diese Erniedrigung spiegelte sich auch in der verringerten initialen Transportrate wider

(231 nmol*(min*mg Protein)?, Abb. 27C). Im Gegensatz zu der initialen Transportrate bei
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ApH waren trotz deutlicher Unterschiede im Verlauf der katalysierten Transportreaktionen bei
allen weiteren Testbedingungen (Apn®, AY, Apna*, Apdi, Apns™+Na*) keine signifikanten
Unterschiede der Initialraten zu erkennen (810, 705, 846, 843, 933 nmol*(min*mg Protein)™,
Abb. 27C). Trotz Hemmung durch niedrigen pH zeigte LysP in Anwesenheit von ApH im
Hinblick auf das Kontrollexperiment (Kontrolle: keine Triebkraft - kein Transport (0
nmol*(mg Protein)™?) eine deutliche maximale Lysinakkumulation (146,5 nmol*(mg Protein)”
1,

In weiteren in vitro Experimenten mit LysP-Proteoliposomen in 100 mM KP;j, pH 5,8 konnten
die bereits skizzierten Resultate der Versuche mit LysP-Proteoliposomen in 100 mM KP;, pH
7,6 bestétigt werden (Abb. 30): 1) AY¥ (innen negativ, PHinnen 5,8, pHauren 5,8) stimulierte die
Lysinaufnahme. Der niedrige interne pH-Wert (5,8) bewirkte allerdings generell deutlich
reduzierte Transportaktivitaten (- Ph&nomen der Hemmung durch niedrigen pH). 2) Die
Erhohung des externen pH-Wertes resultierte in Gegenwart von AY (innen negativ, entspricht
Apn", pHinnen 5,8, pHaugen 7,6) in signifikant hoheren Transportaktivitaten. 3) Ein nach auflen
gerichteter pH-Gradient (ApH, pHinnen 5,8, pHauren 7,6) fulhrte zu keiner Lysinaufnahme.

Die auf den oben dargestellten in vitro Versuchen mit rekonstituiertem LysP basierte
Identifikation von AY mit physiologischer Polaritdt (innen negativ) und einem ebenfalls
physiologisch nach innen orientiertem ApH (trotz der Transport-hemmenden Wirkung von
niedrigem pH) als Triebkraft der Lysinaufnahme ist konsistent mit den Daten der in vivo
Inhibitorstudie, die eine Abhéngigkeit des LysP-vermittelten Lysintransportes von dem
elektrochemischen Protonenpotential Apn* impliziert (siehe 5.7.1). Die Abhéangigkeit von
LysP von Na*- und Li*-Gradienten konnte ausgeschlossen werden.

Da die vorliegende Arbeit auf die Analyse der regulatorischen Wechselwirkung zwischen
LysP und CadC fokussiert, wurden beide Proteine co-rekonstituiert, um den moglichen Effekt
von CadC auf die Transportaktivitdt von LysP zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser
Transportanalyse deuten darauf hin, dass Transportmodus und -rate von LysP nicht durch
CadC beeinflusst werden, da LysP bei allen getesteten artifiziellen Gradienten Uber der
LysP/CadC-Proteoliposomenmembran annahernd den LysP-Proteoliposomen entsprechende
Transportaktivitaten aufwies (Abb. 27B). Ob es sich im Falle des co-rekonstituierten CadC
um funktionales CadC handelte, konnte leider im Zuge dieses Versuchsansatzes nicht

bestimmt werden.
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Abb. 27: Effekt von artifiziell erzeugten (lonen-)Gradienten auf den LysP-vermittelten Lysintransport in
Proteoliposomen (innen: 100 mM KPi, pH 7,6). Die Proteoliposomen (in 100 mM KP;, pH 7,6, 1 mg
Protein*mL) wurden 400-fach verdinnt in: 1) 100 mM KP;, pH 7,6 (Kontrolle, schwarze Kreise), 2) 100 mM
Tris/Mes, pH 5,8 (Aun*, weiBe Kreise), 3) 100 mM Tris/Mes, pH 5,8, supplementiert mit 50 mM NaCl
(Apnt+Na*, schwarze Rauten), 4) 100 mM Tris/Mes, pH 7,6 (AW, schwarze Dreiecke), 5) 100 mM Tris/Mes, pH
7,6, supplementiert mit 50 mM NaCl (Auna*, schwarze Vierecke), 6) 100 mM Tris/Mes, pH 7,6, supplementiert
mit 50 mM LiCl (Apyi*, weilBe Vierecke), 7) 100 mM KP;, pH 5,8 (ApH, weil3e Dreiecke). Alle Reaktionspuffer
wurden vor dem Start der Transportreaktion durch Zugabe der Proteoliposomen mit 2 mM [-Mercaptoethanol, 5
mM MgCl;, 0,2 uM Valinomycin und 10 uM L-[**C]Lysin versetzt. Die Transportreaktionen wurden unter der
Verwendung einer Schnell-Filtrations-Methode abgestoppt. A. Zeitabhangige L-[**C]Lysin-Aufnahme in
Proteoliposomen, die gereinigtes LysP enthalten (LysP-Proteoliposomen). B. Zeitabhangige L-[**C]Lysin-
Aufnahme in Proteoliposomen, die gereinigtes LysP und CadC enthalten (LysP/CadC-Proteoliposomen). C.
Vergleich der initialen Transportraten (basierend auf den Zeitverlaufen von A und B). Je Pufferkomposition (1-

7) sind jeweils die Mittelwerte einer Doppelbestimmung dargestellt.
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Abb. 28: Effekt von variierenden
Kaliumdiffusionspotentialen (A¥) auf die maximale
Lysinakkumulation in LysP-Proteoliposomen.
Verschiedene AY wurden durch theoretisch kalkulierte
Volumina der 100 mM Tris/Mes- und 100 mM KP;-
Pufferkomponenten (je pH 7,6), aus denen sich der
jeweilige  Transportreaktionsansatz ~ zusammensetzte,
generiert. Die GroRe der Kaliumdiffusionspotentiale
wurde mit Hilfe der Nernst-Gleichung berechnet. Die
Proteoliposomen (in 100 mM KP;, pH 7,6, 1 mg
Protein*mL™) wurden 400-fach in dem entsprechenden
Puffermix, versetzt mit 2 mM B-Mercaptoethanol, 5 mM
MgCl, 0,2 uM Valinomycin und 10 pM L-[**C]Lysin,
verdunnt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte einer

Doppelbestimmung.

Abb. 29: Effekt von variierenden pH-Werten auf die
maximale Lysinakkumulation in LysP-
Proteoliposomen. Die Proteoliposomen (in 100 mM KP;,
pH 7,6, 1 mg Protein*mL"1) wurden 400-fach in 100 mM
Tris/Mes, pH 5-9, versetzt mit 2 mM B-Mercaptoethanol,
5 mM MgCl,, 0,2 pM Valinomycin und 10 pM L-
[**C]Lysin, verdiinnt. Dargestellt sind jeweils die

Mittelwerte einer Doppelbestimmung.

Abb. 30: Effekt von artifiziell erzeugten (lonen-)
Gradienten auf den LysP-vermittelten Lysintransport
in Proteoliposomen (innen: 100 mM KPi, pH 5,8). Die
Proteoliposomen (in 100 mM KP;, pH 5,8, 1 mg
Protein*mL) wurden 400-fach verdinnt in: 1) 100 mM
KP;, pH 5,8 (Kontrolle, schwarze Kreise), 2) 100 mM
Tris/Mes, pH 7,6 (Apn*, weile Kreise), 3) 100 mM
Tris/Mes, pH 5,8 (AY, schwarze Dreiecke), 4) 100 mM
KP;, pH 7,6 (ApH, weile Dreiecke). Alle Reaktionspuffer
wurden vor dem Start der Transportreaktion durch
Zugabe der Proteoliposomen mit 2 mM f-
Mercaptoethanol, 5 mM  MgCl;, 0,2 pM Valinomycin
und 10 uM L-[**C]Lysin versetzt. Dargestellt sind jeweils

die Mittelwerte von Doppelbestimmungen.
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Nach Vorladen der LysP-Proteoliposomen mit nicht-radioaktiven potentiellen
Gegensubstraten, die im Hinblick auf das Cad-System von E. coli eine physiologische Rolle
spielen (Lysin, B-Lysin, Cadaverin), hatte nur Lysin im Inneren der Proteoliposomen einen
signifikanten stimulatorischen Einfluss auf den LysP-vermittelten Transport von L-[**C]Lysin
(Lysin-Counterflow, Abb. 31). Basierend auf diesen Austausch-Versuchen konnte eine
mdogliche Antiportfunktion fur die getesteten Gegensubstrate von LysP ausgeschlossen

werden.

Abb. 31: Lysin Aufnahme in LysP-Proteoliposomen
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MgCl; und 10 pM L-[**C]Lysin, verdiinnt. Dargestellt
sind jeweils die Mittelwerte von Doppelbestimmungen.
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5.7.2.3 LysP: Lysin-Uniporter oder Lysin/H+-Symporter?

Die in vitro Versuche mit rekonstituiertem LysP (siehe 5.7.2.2) identifizierten AY mit
physiologischer Polaritat (innen negativ) und einen ebenfalls physiologisch nach innen
orientierten ApH als Triebkraft fir die LysP-vermittelte Lysinaufnahme. Basierend auf diesen
Resultaten stellt sich die essentielle Frage, ob LysP einen Lysin-Uniport- oder einen
Lysin/H*-Symportmechanismus katalysiert. Fungiert LysP als Membranpotential-getriebener
Uniporter, so wird pro Transportzyklus eine Ladung (Lys®) transportiert. Der
korrespondierende (elektro-)chemische Lysingradient sollte in diesem Falle AY nicht
ubertreffen (R. Kaback, personliche Mitteilung). Wird Lysin allerdings im Symport mit einem
Proton pro Zyklus Uber die Zytoplasma- bzw. Proteoliposomenmembran transferiert, so
werden zwei Ladungen pro Lysin transportiert und der (elektro-)chemische Lysingradient
sollte theoretisch 10-fach hoher sein als AY (R. Kaback, personliche Mitteilung).
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Im Hinblick auf alle folgenden experimentellen und theoretischen Kalkulationen fiir das
Verstandnis der Energetik/Stochiometrie der LysP-katalysierten Lysinaufnahme war die
Bestimmung des internen Volumens der LysP-Proteoliposomen unabdingbar. Gemals dem
Versuchsset von Garcia et al. konnte nach einstiindiger Aquilibrierung mit L-[**C]Lysin
(0,374 mM, 288 pCi*umol™) und anschlieRender Verdinnung durch den Verdiinnungs-
basierten Verlust an L-[**C]Lysin (Daten nicht gezeigt) und dessen spezifischen Aktivitat die
Stoffmenge an ausgestromten L-[**C]Lysin bestimmt werden [= 0,0017 nmol L-[**C]Lysin,
(Garcia et al.,, 1983)]. Durch in Relationssetzen dieser Stoffmenge mit der externen
Konzentration an L-[**C]Lysin im Reaktionssansatz (= 0,0408 mM) konnte dann das interne
Volumen der Proteoliposomen berechnet werden: 1 pL Proteoliposomen, die 0,288 pug Protein
(LysP) enthalten, haben ein internes Volumen von 0,0406 pL.

Durch Einbeziehung des experimentell bestimmten internen Volumens der LysP-
Proteoliposomen und der maximalen Stoffmenge an L-[**C]Lysin, die in Gegenwart der
variierenden Membranpotentiale durch LysP in die Proteoliposomen transportiert wurde
(siehe Abb. 28), kann so die korrespondierende maximale Lysinakkumulation und daraus mit
Hilfe der Nernst-Gleichung  der  (elektro-)chemische  Lysingradient  (externe

Lysinkonzentration = 10 uM) kalkuliert werden (Tab. 11, Spalten 6 und 7).

Tab. 11: Experimentelle Bestimmung des Membranpotentials A¥ (Spalten 2 und 3) und rechnerische
Kalkulation des Effektes von variierendem AY auf die maximale Lysinakkumulation (Spalte 6) und den
korrespondierenden (elektro-)chemischen Lysingradienten Apys* (Spalte 7). Detaillierte Skizzierung der
entsprechenden Rechenwege siehe Text. Die Anzahl der co-transportierten Kationen (n, Spalte 8) wurde
basierend auf der GroRe der PMF Uber der Proteoliposomenmembran (Spalte 5) und dem (elektro-)chemischen
Lysingradienten (Spalte 7) mit Hilfe der Mitchell-Gleichung bestimmt (Driessen et al., 1987). PMF, Protonen-
motorische Kraft (PMF = AY-Z*ApH, wobei Z = (2,3*R*T)*F! = ~59 mV; R, universelle Gaskonstante; T,

absolute Temperatur; F, Faraday-Konstante).

1 2 3 4 5 6 7 8
. elektro-)
AY 3 . max. Lysin- (elek
berechnet rzixku[rr']_'u]l-; I;(F))n besﬁamt Z*ApH PMF  akkumulation L(;/rs]?r?g;lrs;giee;t
[mV] [MM] [mV] [mV] [mV] [mM] (AnLys?) n
(siehe Abb. 28) (siehe Abb. 28) [ r‘;] \j]

-153 0,10 -177 - =177 9,9 =177 0
-130 0,08 -171 - -171 8,2 -172 0
-103 0,03 -148 - -148 6,6 -166 0,1
-70 0,02 -130 - -130 3,0 -146 0,1
-35 0,01 -118 - -118 0,5 -100 0
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Da es sich im Falle der durch Valinomycin generierten Kaliumdiffusionsgradienten (A,
innen negativ, pHinnen 7,6, PHauwen 7,6) Uber der Proteoliposomenmembran um Nernst-
Potentiale handelt, kénnen folglich die entsprechenden (elektro-)chemischen Lysingradienten
mit AY verglichen werden.

Fur diese Gegenberstellung und der theoretischen Kalkulation der Anzahl an potentiellen co-
transportierten Kationen wurden alle artifiziell generierten Membranpotentiale (siehe Abb.
28) Uber der LysP-Proteoliposomenmembran mittels der AW-abhangigen Akkumulation des
lipophilen [*H]TPP*-Kations experimentell quantifiziert. Es wurde eine Korrelation zwischen
der maximalen [®*H]TPP*-Akkumulation und der GroRenzunahme [AY (1) < AY (2) < AY (3)
< AY (4) < AY (5)] der durch Valinomycin erzeugten Membranpotentiale beobachtet (Abb.
32).

Abb. 32: Effekt von variierenden
Kaliumdiffusionsgradienten auf die [*H]TPP*-

Akkumulation in LysP-Proteoliposomen.
¢  AY¥Y (0mV)
o AW (1) Verschiedene AY (1) bis (5) wurden durch
0,12 T TAYQ) theoretisch  kalkulierte Volumina der 100 mM
—_— A AY {3)
,Ec_ o10l| * A¥@ Tris/Mes- und 100 mM KP;-Pufferkomponenten (je
g ' ° AY() pH 7,6), aus denen sich der jeweilige
li 0,08 1 Transportreaktionsansatz zusammensetzte, generiert
5 0,06 1 (siche Abb. 28). Die Proteoliposomen (in 100 mM
itf 0,04 - KPi, pH 7,6, 1 mg Protein*mL"?) wurden 400-fach in
E 0.02 - dem entsprechenden Puffermix (1) bis (5), versetzt
«E °© mit 2 mM B-Mercaptoethanol, 5 mM MgCl,, 0,2 uM
0,00 « -

0 2 ; ;5 é 1'0 1'2 1;1 16 Valinomycin und 0,1 uM [BH]TPP*, verdiinnt. Die

Zeit [min) Reaktionen wurden unter der Verwendung einer
Schnell-Filtrations-Methode abgestoppt. Dargestellt
sind jeweils die Mittelwerte von
Doppelbestimmungen.

Zeitabhangige Messungen der Aufnahme von [BH]TPP* zeigten, dass nach 15 min
Reaktionszeit die komplette Aquilibrierung des lipophilen Kations erreicht wurde (Abb. 32).
In Abwesenheit von AY (0 mV) erfolgte keine Akkumulation von TPP* (Abb. 32, schwarze
Kreise). Basierend auf der Verteilung von [?H]TPP* (externe [*H]TPP*-Konzentration = 0,1
UM, max. [*H]TPP*-Akkumulation siehe Tab. 11, Spalte 2) konnten so mit Hilfe der Nernst-
Gleichung die GroRen der entsprechenden Membranpotentiale berechnet werden (Tab. 11,
Spalte 3). Interessanterweise iibertrafen die so experimentell ermittelten GroBen fiir AY (Tab.
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11, Spalte 3) deutlich die theoretisch kalkulierten Potentiale (Tab. 11, Spalte 1). Anhand
dieser hoheren Werte der generierten Potentiale konnten die Diskrepanzen, die im Zuge der
Gegenlberstellung der kalkulierten theoretischen maximalen Lysinakkumulation (basierend
auf den AW-GroRen Tab. 11, Spalte 1) mit der experimentell bestimmten maximalen
Lysinakkumulation (Tab. 11, Spalte 6) offensichtlich wurden, erklart werden (Tab. 12,
Spalten 2B und 3B). Wahrend in diesem Falle die experimentell bestimmte maximale
Lysinakkumulation die theoretisch moégliche Akkumulation um den Faktor 3-19 (bertraf
(Tab. 12, Spalte 4B), zeigte der Vergleich der auf der AY-Quantifizierung (Tab.11, Spalte 3)
basierten Kalkulation der theoretischen maximalen Lysinakkumulation mit der experimentell
ermittelten Lysinakkumulation (Tab. 12, Spalten 2A und 3A) nur sehr geringe Unterschiede
in der GrofRenordnung um Faktor 2 (Tab. 12, Spalte 4A). Im Hinblick auf diese
Ubereinstimmung zwischen Experiment und theoretischer Berechnung wurden im Folgenden
fur alle stochiometrischen Kalkulationen die Werte der experimentellen Quantifizierung von
AY herangezogen (Tab. 11, Spalte 3).

Tab. 12: Gegenuberstellung der berechneten theoretischen maximalen Lysinakkumulation und der
experimentell bestimmten maximalen Lysinakkumulation in den LysP-Proteoliposomen (siehe Abb. 28).
Detallierte Darstellung der zugrundeliegenden Rechenwege siehe Text. Die theoretische maximale
Lysinakkumulation (Spalte 2) wurde A. basierend auf AW-bestimmt (siehe Tab. 11, Spalte 3) und B. AY-
berechnet (siehe Tab.11, Spalte 1) kalkuliert.

1 2 3 4
berechnete theoretische bestimmte max.
AY - . Lysinakkumulation Abweichung
max. Lysinakkumulation
[mV] [MM] [mM] (Faktor)
(siehe Abb. 28)
AY
bestimmt
-177 10,0 9,9 1
-171 7.9 8,2 1
A -148 32 6,6 2
-130 14 3,0 2
-118 1,0 0,5 2
AY
berechnet
-153 3,9 9,9 3
B -130 14 8,2 6
-103 0,5 6,6 13
-70 0,2 3,0 19
-35 0,04 0,5 13
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Der Vergleich der bestimmten Potentiale (Tab. 11, Spalte 3) mit den korrespondierenden
(elektro-)chemischen Lysingradienten (Tab. 11, Spalte 7) macht deutlich, dass alle Apys* die
generierten Membranpotentiale nicht/kaum (bersteigen. Diese Resultate implizieren einen
AW¥-abhéngigen LysP-vermittelten Lysin-Uniportmechanismus, wobei pro Transportzyklus
maximal ein einfach positiv geladenes Lysin (Lys") transloziert wird.
Kation-Aminosdure-Stéchiometrien koénnen mit Hilfe der Mitchell-Gleichung durch
Berechnung von Apsubstrat Und der Protonen-motorischen Kraft (PMF= AY-Z*ApH) kalkuliert
werden [(Driessen et al., 1987), Tab. 11, Spalten 5, 7 und 8]:

n= AMSubstrat*PM F_l;

n, Anzahl der co-transportierten Kationen;

Die maximale Akkumulation von Lysin bei pH 7,6 (Lys") bei einer PMF von -177, -171,
-148, -130 und -118 mV prognostiziert eine Kation:Lys*-Stochiometrie von 0-0,1:1 (Tab. 11,
Spalte 8). Dieses rechnerische Ergebnis spricht ebenfalls fiir einen LysP-vermittelten
Uniportmechanismus (Translokation von 1x Lys* pro Zyklus).

Die Beobachtung, dass die Lysinaufnahme neben AY durch ApH getrieben wird (siehe Abb.
27A), impliziert fur LysP eine mogliche Funktion als Lysin/H*-Symporter. Daher wurde fiir
die Kalkulation der H":Lys*-Stéchiometrie in Analogie zu der detaillierten Analyse des
Einflusses von AY auf die maximale Lysinakkumulation (Tab. 11) der Effekt von
variierenden pH-Gradienten auf den (elektro-)chemischen Lysingradienten rechnerisch
ermittelt (Tab. 13).

Tab. 13: Rechnerische Kalkulation des Effektes von ApH (A. nach innen und B. nach auf3en orientiert) auf
die maximale Lysinakkumulation (Spalte 6) und den korrespondierenden (elektro-)chemischen
Lysingradienten Apiyst (Spalte 7). Detaillierte Skizzierung der entsprechenden Rechenwege siehe Text.

Berechnung der co-transportierten Kationen (n, Spalte 8) siehe Legende von Tab. 11.

1 2 3 4 6 7 8
max. Lysin- (elektro-)
N akkumulation chemischer
LysP-Proteoliposomen [rAn\\P/] Z[n?\l;]H [Pn':/IV'; (mM) Lysingradient
(siehe Abb. 27A (Apoys®)
und Abb. 30) [mV]
PHinnen 7,6
A - 100 -100 0,4 -93 0
pHaugen 5,8
pHinnen 58
B - -100 100
pHaugen 7,6
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Allerdings wurde basierend auf diesen theoretischen Berechnungen im Falle des nach innen
gerichteten pH-Gradienten (pHimen 7,6, pHauwen 5,8, kein AWY) unerwarteterweise eine
H*:Lys*-Stéchiometrie von 0:1 ermittelt (Tab. 13, Spalte 8A). Da bereits im Hinblick auf die
artifiziell generierten Membranpotentiale durch experimentelle Quantifizierung im Vergleich
zu den entsprechenden theoretischen Kalkulationen signifikant hohere Werte fiir AW
bestimmt wurden (siehe Tab. 11, Spalten 1 und 3), kénnte auch die theoretische Berechnung
von ApH mit Fehlern behaftet sein. Daher ist fir detaillierte stochiometrische Kalkulationen

die experimentelle Quantifizierung der pH-Gradienten unabdingbar (siehe 7. Ausblick).
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6 Diskussion

6.1 Biochemische Charakterisierung von LysP

Die APC-Superfamilie repréasentiert die zweitgroRte Superfamilie von sekundéren
Transportern (Wong et al., 2012). Mitglieder dieser Superfamilie sind présent in Bakterien,
Archaeen, Hefen, Pilzen, unizellularen eukaryotischen Protisten, Schleimpilzen, Pflanzen und
Tieren (Saier Jr, 2000). Mitglieder der Superfamilie fungieren als Solut/Kation-Symporter
und Solut/Solut-Antiporter (Saier Jr, 2000, Schweikhard & Ziegler, 2012, Wong et al., 2012).
Basierend auf neuesten phylogenetischen bioinformatischen Studien inkludiert die APC-
Superfamilie 11 Familien, u. a. die APC-Familie [(Wong et al., 2012), TC (engl. transporter
classification database)-Nummer: 2.A.3]. Die APC-Familie wiederum umfasst 15
Subfamilien - darunter befindet sich die AAT-Familie (TC-Nummer: 2.A.3.1), zu der die
Lysinpermease LysP von E. coli z&hlt [TC-Nummer: 2.A.3.1.2, (Saier et al., 2009)]. 36
Transportproteine bilden die auf Bakterien-beschrankte AAT-Familie, die durch eine GroRe
von 433-586 Aminosauren (LysP: 489 AS), durch einen transmembranen Aufbau aus 12 a-
Helices und durch eine breite Substratspezifitat (d. h. keine Restriktion auf Aminosduren mit
gleichen chemisch-physikalischen Eigenschaften) charakterisiert ist (Jack et al., 2000). Die
Aufnahme von Aminosauren in die Bakterienzelle entgegen eines Konzentrationsgradienten
durch AAT-Mitglieder ist assoziiert mit der Dissipation des elektrochemischen
Protonengradienten Aux™ Uber der Zytoplasmamembran und erfolgt im Symport mit Protonen
(Jung et al., 2006). Im Hinblick auf die phylogenetische Zugehérigkeit von E. coli LysP zur
AAT-Familie wurde daher bislang der Lysinpermease eine Funktion als Lysin/H*-Symporter
zugesprochen (Keseler et al., 2005).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Vermutung Gberprift und die erste
umfassende detaillierte biochemische Charakterisierung von LysP durchgefiihrt. Die Studien
mit intakten Zellen identifizierten LysP als hochaffines (Kmys-Wert = 2,5 uM, Vmax = 39,5
nmol*(min*mg Protein)™) und L-Lysin-spezifisches Transportprotein. Die initialen in vivo
Experimente ermittelten eine energetische Kopplung des LysP-vermittelten Lysintransportes
an das elektrochemische Protonenpotential iiber der Zytoplasmamembran (Apy*). Um nun zu
differenzieren, ob der Lysintransport an den chemischen Protonengradienten (ApH) und/oder
an die elektrische Komponente (A¥) von Apx* gekoppelt ist, wurde die Transportaktivitat
von LysP mit Hilfe eines in vitro Proteoliposomensystems in Gegenwart genau definierter
artifiziell generierter lonengradienten getestet. Als primére Triebkraft fur den Lysintransport
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wurde AY mit physiologischer Polaritdt (innen negativ) identifiziert. Zunehmend negative
Membranpotentiale resultierten in Erhéhung der maximalen Lysinakkumulation (lineare
Abhangigkeit zwischen der Lysinakkumulation und AY¥). Diese Kopplung an AY reprasentiert
den einfachsten Aufnahmemechanismus einer kationischen Aminosaure gemaR eines
unidirektionalen Uniportmechanismus, der z. B. im Falle des Lysintransportes bei Bacillus
stearothermophilus (Heyne et al., 1991) und Staphylococcus aureus (Niven & Hamilton,
1974) verwirklicht ist. Allerdings stellte sich im Gegensatz zu B. stearothermophilus und S.
aureus auRerdem ein nach innen orientierter pH-Gradient (pHinnen 7,6, pHaugen 5,8, kein AW)
im Vergleich zu AY als weniger effiziente Triebkraft fur den LysP-vermittelten
Lysintransport heraus - diese Beobachtung spricht LysP eine Funktion als Lysin/H*-
Symporter zu. Ein invertierter pH-Gradient (pHinnen 5,8, pHauzen 7,6, kein AW) flihrte zu keiner
Lysinaufnahme. Solch ein  Proton(en)/Symport-Mechanismus als Grundlage der
Lysinaufnahme wurde fur Lactococcus lactis beschrieben, wobei sowohl ApH, als auch
speziell AY als Triebkréfte fur die Transportreaktion identifiziert wurden (Driessen et al.,
1989). Studien mit L. lactis zeigten, dass im Vergleich zu A¥Y oder ApH als einzige
Gradienten die zeitgleiche Anwesenheit von A¥ und ApH (entspricht Aun®) in signifikant
hoherer Lysinakkummulation in den Membranvesikeln resultierte (Driessen et al., 1989).
Diese Aun*-abhangige (AY und ApH, pHinnen 7,6, pHauen 5,8) Erhdhung des Lysintransportes
wurde im Falle von LysP nicht beobachtet, da, wie auch das pH-Profil offenbarte, niedrige
pH-Werte (pHawen < 7,5) selbst in Gegenwart von AW per se inhibierend auf die LysP-
Aktivitat wirkten. In Anbetracht der co-sensorischen Rolle von LysP im Cad-System, das die
Lysin-abhdngige Adaptation von E. coli an Sdurestress vermittelt, kann derzeit tber die
physiologische Funktion des pH-Optimums der LysP-Aktivitat im leicht alkalischen Bereich
(pPHaugen ~7,5-8,0) nur spekuliert werden. So kann z. B. die pH-abhéngige
Protonierung/Offnung der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten periplasmatischen
Salzbriicke (Asp-Arg, siehe 5.3.4) zwischen dem Co-Sensor LysP und dem pH-Sensor CadC
durch damit einhergehende Konformationsanderungen des Transportproteins die LysP-
Transportaktivitdt indirekt beeinflussen. Die Entdeckung dieser pH-abhangigen
protonierbaren Postionen (Asp) in LysP sprechen dem Trigger-Transporter neben den beiden
Funktionen als Lysin-Transporter und -Co-Sensor eine weitere Funktion als ,,pH-Sensor* im
Cad-System zu. Inwiefern die beobachtete Reduktion der LysP-Transportaktivitdt durch
niedrige externe pH-Werte mit dieser zusitzlichen Rolle als ,,pH-Sensor* korreliert, ist noch
unklar. Trotz der regulatorischen und sensorischen Rolle von LysP im Cad-System und der

nachgewiesenen Lysin- und pH-abhéngigen direkten Interaktion zwischen CadC und LysP

118



6 Diskussion

hatte nach Co-Rekonstitution in E. coli Phospholipide CadC keinen Einfluss auf die LysP-
Transportaktivitat.

Neben dem Membranpotential (innen negativ) fungiert ein pH-Gradient mit physiologischer
Orientierung als Triebkraft fir die LysP-vermittelte Lysinaufnahme. Mittels detaillierter
stochiometrischer/energetischer Kalkulationen wurde in Gegenwart aller getesteten
variierenden AY (pHawen 7,6) unter Bertcksichtigung der korrespondierenden (elektro-)
chemischen Lysingradienten H*:Lys*-Stdchiometrien von 0-0,1:1 ermittelt. Diese
rechnerischen Resultate implizieren einen AW-getriebenen elektrogenen  Lysin-
Uniportmechanismus in Gegenwart von pHaugen 7,6. Diese Hypothese ist konsistent mit den
thermodynamischen Betrachtungen nach Rottenberg, nach denen beruhend auf der
chemiosmotischen Hypothese gemal Mitchell (PMF = AY-Z*ApH) die Kopplung des aktiven
Transports positiv geladener Substrate (z. B. basischer Aminoséauren) nicht zwingend an den
Symport mit Protonen gekoppelt sein muss, da AY in diesem Fall fiir den Substrattransport
entgegen eines Konzentrationsgradienten ausreichend ist (Rottenberg, 1976). GemaR
Rottenberg folgt die Triebkraft fir den Uniport von positiv geladenen Substraten folgender
Gleichung (Rottenberg, 1976):

Z*(logAinnen ?*(10gAaugen?) ) = Z*AY;
wobei Z = (2,3*R*T)*F1 = ~59 mV;
A, Substrat;
(+)z, Ladung des positiv geladenen Substrates A;

Damit steht die Beobachtung im Einklang, nach der die bestimmten (elektro-)chemischen
Lysingradienten die korrespondierenden Membranpotentiale nicht Gbertrafen (siehe Tab. 11).
Des Weiteren implizieren die theoretischen Ausfiihrungen von Rottenberg eine in Gegenwart
von niedrigen externen pH-Werten eine zusétzliche Abhingigkeit dieser Uniporter von ApH
(Rottenberg, 1976):

Z*(logAinnen ?*(10gAauten*?)?) = -(n+z)*AW¥ + n*Z*ApH;
wobei Z = (2,3*R*T)*F1 = ~59 mV;
A, Substrat;
(+)z, Ladung des positiv geladenen Substrates A;

n, Anzahl der co-transportierten Protonen;
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Interessanterweise wurde bei der in vitro Charakterisierung von LysP diese von Rottenberg
postulierte zusétzliche, wenn auch im Vergleich zur Abhéngigkeit von AW geringer
ausgepragte Korrelation zwischen der Lysinaufnahme und ApH (pHawen 5,8) beobachtet
[siehe Tab. 13, (Rottenberg, 1976)]. Leider war in Ermangelung einer experimentellen
Quantifizierung von pHinen Uund pHawen die Kalkulation der korrespondierenden H*:Lys'-
Stochiometrie moglicherweise fehlerhaft, da eine H*:Lys*-Stdchiometrie von 0:1 berechnet
wurde (siehe Tab. 13).

Basierend auf den Ausfuhrungen von Rottenberg (Rottenberg, 1976) und den Ergebnissen der
vorliegenden biochemischen Charakterisierung scheint die LysP-Transportaktivitat in
Gegenwart von alkalischen externen pH-Werten hauptsidchlich von AY abhingig zu sein,
wahrend in Gegenwart von niedrigen pH-Werten ApH bzw. beide Komponenten (ApH und
AY) von Aun* als Triebkraft fir die LysP-vermittelte Lysinaufnahme fungieren konnen. Da
elektrochemische Na*- und Li*-Gradienten (Auna" und Apii*) in Gegenwart von AY keinen
steigernden Einfluss auf den LysP-vermittelten Lysintransport in Proteoliposomen hatten,
spricht die Integration aller rechnerischen und experimentellen Resultate der in vivo und in
vitro Analysen inklusive aller energetischer Betrachtungen Ubereinstimmend dafiur, dass
LysP in Abh&ngigkeit des externen pH-Wertes den Lysinimport auf zwei unterschiedliche
Weisen katalysieren kann: Lysin-Uniport (pH 7,6) und Lysin/H*-Symport (pH 5,8).

Frihe experimentelle Befunde von Ramos und Kaback zeigten, dass unabhangig von pHaugen
der (elektro-)chemische Lysingradient den generierten elektrischen Gradienten AW Uber der
Membran von E. coli Membranvesikeln deutlich uberstieg (Ramos & Kaback, 1977).
Stochiometrische Kalkulationen basierend auf den Resultaten von Ramos und Kaback
implizieren unabhangig von pHaugen eine H*:Lys*-Stdchiometrie von 1:1 (Ramos & Kaback,
1977) und sprechen fiir einen LysP-vermittelten Lysin/H*-Symport. Allerdings konnte im
Falle des Versuchssets (E. coli Membranvesikel) gemaR Ramos und Kaback nicht spezifiziert
werden, ob der beobachtete Lysinimport ausschlieBlich auf die Aktivitdt von LysP
zurckzufuhren war und ob folglich die bestimmten GrofRen des (elektro-)chemischen
Lysingradienten durch die Aktivitat weiterer Lysinaufnahmesysteme verfalscht wurden.

Im Gegensatz zu der im Rahmen der vorliegenden Arbeit in vitro erzielten Hemmung der
LysP-Transportaktivitat durch niedrige pH-Werte beobachteten Steffes und Mitarbeiter nach
Kultivierung der Bakterien in Gegenwart von niedrigem pH-Wert, Anaerobiose und der
Anwesenheit von Lysin eine deutliche Steigerung der Lysinaufnahme in E. coli Zellen
(Steffes et al., 1992). Diesen Effekt fiihrten Steffes et al. auf die durch diese Faktoren
hochregulierte Aktivitat/Genexpression von LysP/lysP zurlick (Steffes et al., 1992).
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Allerdings muss in diesem Falle angemerkt werden, dass die Experimente von Steffes et al.
mit Wildtyp E. coli Zellen im Hintergrund aller Lysintransportsysteme durchgefiihrt wurden
(Steffes et al., 1992). Die bestimmten Transportraten représentieren folglich tberlappende
Transportaktivitdten von LysP, CadB und des LAO-Systems von E. coli. Die Summe aus
niedrigem pH, hohen Konzentrationen an Lysin und niedrigem Sauerstoffpartialdruck bildet
die Induktorkombination fur die Aktivierung der Expression des cadBA Operons von E. coli
(Sabo et al., 1974). Somit ist die gesteigerte Lysinakkumulation eher der erhdhten zelluldren
Proteinmenge an CadB und der damit verbundenen Zunahme des durch CadB katalysierten L-
Lysin/Cadaverin-Antiports (Meng & Bennett, 1992a, Meng & Bennett, 1992b) zuzuordnen
als der erhohten Aktivitdt von LysP bzw. der gesteigerten Expression von lysP. Diese
Aussage ist auBerdem konsistent mit den Ergebnissen von Ruiz et al., die eindeutig belegen,
dass die Expression von lysP einer negativen Feedback-Hemmung durch das Substrat Lysin
unterliegt, wéhrend der niedrige extrazellulare pH-Wert keinen Expressions-regulierenden
Effekt auf lysP hatte (Ruiz et al., 2011).

6.2 Das regulatorische Wechselspiel zwischen CadC und LysP

6.2.1 Die konstitutive physikalische CadC/LysP-Interaktion

Die Hauptfunktion von Membran-integrierten Transportproteinen ist die Translokation von
spezifischen Substraten Uber die bakterielle Zytoplasmamembran. Derzeit mehren sich die
Belege, dass Transportproteine neben dem eigentlichen Soluttransport zusatzliche
regulatorische Funktionen akquiriert haben und daher als Trigger-Transporter fungieren
(Tetsch & Jung, 2009b). Trigger-Transporter sind in der Lage, Signale innerhalb/tber der/die
Zytoplasmamembran zu Komponenten der korrespondierenden Transduktionskaskade zu
transferieren und dabei spezifische adéquate zellulare Antworten zu generieren. Fir alle
beschriebenen bifunktionalen Transporter werden direkte Protein-Protein-Interaktionen (PPI)
mit Membran-integrierten oder loslichen Komponenten der gekoppelten Signaltransduktions-
Kaskaden postuliert (Tetsch & Jung, 2009a). Allerdings fehlen im Falle der meisten
Sensor/Co-Sensor-Paare aussagekréftige experimentelle Beweise fiir diese prognostizierte
PPI. Dartiber hinaus mangelt es an Kenntnissen Uber Proteinpositionen, die die PPI innerhalb
der putativen heterooligomeren Grenzflache vermitteln. In Signal-Kaskaden involvierte PPI
sind zumeist durch transienten oder metastabilen Charakter gekennzeichnet, da deren

(regulatorische) Funktion auf rascher Assoziation bzw. Dissoziation der Monomere basiert
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(Nooren & Thornton, 2003). Die vorliegende Arbeit fokussiert auf die detaillierte molekulare
Analyse der PPl zwischen der Lysinpermease LysP und dem Membran-integrierten pH-
Sensor CadC von E. coli. Interessanter- und unerwarteterweise implizieren die Daten der
durchgefuhrten in vivo BACTH-Interaktionsanalysen eine stabile und permanente Interaktion
zwischen dem Sensor und dem Transporter des CadC/LysP-Systems. Allerdings unterliegt
diese PPI durch Lysin- und niedrigen pH-Wert-getriggerten subtilen Modulierungen. Die
starke CadC/LysP-Interaktion unter nicht-Cad-induzierenden Bedingungen (pH 7,6, kein
Lysin) erfahrt eine deutliche Abschwachung in Gegenwart von Cad-aktivierenden
Konditionen (pH 5,8, Lysinkonzentrationen > 2 puM). Der im Zuge der BACTH-Studien
ermittelte Lysinkonzentrations-Schwellenwert steht im Einklang mit dem apparenten Kmys)-
Wert fir LysP Wildtyp (2,5 uM) und deutet darauf, dass konformationelle Anderungen von
LysP nach Bindung und/oder Translokation von Lysin in einer verminderten Interaktion
zwischen Sensor und Co-Sensor resultieren. Jedoch kommt es erst ab Lysinkonzentrationen
hoher als 0,5 mM zu einer vollen Aktivierung des Cad-Systems, da eine effiziente
Saurestress-Adaptation groRer Mengen an Lysin fiir den Decarboxylierungsschritt bedarf
(Fritz et al., 2009). Folglich besteht zwischen Kmys) von LysP sowie der Schwellenwert-
Lysinkonzentration fiur die Attenuation der CadC/LysP-PPI und dem fir die Induktion von
cadBA bendtigtem Lysinlevel eine deutliche Diskrepanz. Tetsch und Mitarbeiter zeigten, dass
CadC nicht als direkter Lysinsensor arbeitet und der Lysinstimulus ausschlieBlich durch LysP
wahrgenommen wird (Tetsch et al., 2008). Weiterhin kann die Beteiligung von zuséatzlichen
Komponenten an dem Lysin-Detektions- und Transduktionsprozess ausgeschlossen werden,
da die Lysin-unabhdngige Expression von cadBA exklusiv in einem LysP-defizienten E. coli
Stamm beobachtet wurde (Neely et al., 1994). Die Befunde, dass die Uberproduktion von
LysP die cadBA Expression durch Inhibition von CadC unter Cad-aktivierenden Bedingungen
drastisch reduziert (Neely et al., 1994) und dass gewisse CadC-Varianten diesen hemmenden
Effekt aufheben konnen (Tetsch et al., 2008), machen die Partizipierung von weiteren
Faktoren in der Lysin-abhéngigen Signaltransduktion logisch nicht notwendig und daher
hdchst unwahrscheinlich. Diese kontraren Feststellungen kénnen durch die Postulation in
Einklang gebracht werden, nach der ein LysP-Monomer zwei unterschiedlich affine
Bindestellen fir Lysin aufweist. Grundlage dieser Hypothese ist die Annahme, dass die
Bindung des  Substrates an  eine  hochaffine  Bindestelle  weitreichende
Konformationsanderungen in LysP hervorruft, die die im Zuge der BACTH-Analyse
beobachtete Attenuation der CadC/LysP-PPI bedingten. Fur die regulatorische Funktion von
LysP bzw. fir die Weiterleitung des Lysinsignals zu CadC scheint allerdings dariiber hinaus
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die Besetzung einer zweiten niedrigaffinen Lysin-Bindestelle erforderlich zu sein. Es wird
vermutetet, dass diese Bindung eines zweiten Lysinmolekils in deutlich geringeren
strukturellen Verénderungen von LysP resultiert, die anhand des BACTH-Systems nicht
detektiert werden kodnnen. Obwohl fir einige Mitglieder der LeuT-Strukturfamilie zwei
Substratbindestellen postuliert werden, wird derzeit die Présenz bzw. die Rolle einer zweiten
Bindestelle innerhalb eins Transportermonomers sehr kontrovers diskutiert (Yamashita et al.,
2005, Shi et al., 2008).

Neben der Lysin-abhéngigen Kontrolle unterliegt die CadC/LysP-Interaktion dem Einfluss
von Verdnderungen des extrazelluldren pH-Wertes, dem zweiten Stimulus des Cad-Systems.
Es wird vermutet, dass pH-abhangige konformationelle Anderungen (Haneburger et al., 2011)
und die Reduktion der periplasmatischen Disulfidbriicke in CadC (Tetsch et al., 2011) die
Interaktion zwischen beiden Proteinen vermindern. AuRerdem ist die pH-abhédngige
Abschwéchung der PPI konsistent mit den beobachteten Effekten der zielgerichteten Mutation
von D275 und D278 in der vierten periplasmatischen Schleife von LysP. Beide Aspartate sind
vermutlich an der Bildung von Salzbriicken mit den entsprechenden Partnern R265 und R268
innerhalb der periplasmatischen Doméne von CadC beteiligt. In Gegenwart von niedrigen pH-
Werten scheinen die hohen Protonenkonzentrationen fur die Auflésung dieser
periplasmatischen Briicken verantwortlich zu sein, die eine zusétzliche Attenuation der PPI
zur Folge hat.

In Konsistenz wurde dartber hinaus eine Erhohung der LysP-Oligomerisierung durch
niedrige externe pH-Werte verzeichnet. Leider konnte basierend auf der bindren Natur des
BACTH-Systems die exakte Anzahl an LysP-Monomeren in der homooligomeren Struktur
nicht abgeleitet werden. So bildet z. B. der detailliert strukturell und biochemisch
charakterisierte Arginin/Agmatin-Antiporter AdiC von E. coli, ebenfalls ein Mitglied der
APC-Transporter-Superfamilie, eine tetramere Struktur, die sich aus zwei asymmetrischen
Homodimeren zusammensetzt (Gao et al., 2009). Momentan sind sehr wenig Informationen
uber die physiologische Funktion von oligomeren Zustdnden von Transportproteinen
verfiigbar (Veenhoff et al., 2002, Jung et al., 2006). Neben der Regulation kénnen der pH-
abhangigen Homooligomerisierung von LysP weitere Funktionen zugesprochen werden, wie
z. B. die korrekte Faltung und Stabilisierung des Proteins innerhalb der Zytoplasmamembran
unter Stressbedingungen &hnlich wie im Falle des Natrium/Proton-Antiporters NhaA von E.
coli (Herz et al., 2009).
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6.2.2 Konformationelle Kopplung zwischen der Regulations- und

Transportfunktion von LysP

Um die Fragen zu beantworten, wie LysP das Lysinsignal zu CadC transduziert und ob beide
Funktionen des bifunktionellen Transporters voneinander abhéngig sind, wurden zahlreiche
LysP-Varianten mit einfachen und mehrfachen Aminosaureaustauschen hinsichtlich der Co-
Sensorik- und der Transportfunktion analysiert. Basierend auf dieser detaillierten
Mutagenesestudie kann festgehalten werden, dass beide Funktionen des Trigger-Transporters
konformationell gekoppelt sind, da die Seitenketten von Y102, W106, F216, K163, E222,
E230, E438, D443 und D446 als essentiell fur Regulation und Transport identifiziert wurden.
Computergestiitzte Modellierungsstudien zeigten, dass ein Homologiemodell von LysP auf
der Basis des APC-Aminoséuretransporters ApcT von M. jannaschii als Template generiert
werden kann [siehe 5.1.2, (Shaffer et al., 2009)]. Im Hinblick auf die Proteinfaltung sowie
auf die strukturelle Pseudosymmetrie von TM-Helix 1-5 (Wiederholung 1) und TM-Helix 6-
10 (Wiederholung 2) weist ApcT typische Charakteristika eines Transportproteins mit
konservierter APCS (engl. APC-superfamily)-Faltung auf [Abb. 33, (Yamashita et al., 2005,
Wong et al., 2012)].

Wiederholung 2

Abb. 33: Architektur des Na*-unabhédngigen Aminosduretransporters ApcT von M. jannaschii (PDB:
3GIA). A. Kiristallstruktur von ApcT aus extrazelluldrer Sicht. Das Farbschema der nummerierten 12 TM-
Helices folgt dem Regenbogenfarbverlauf (TM-Helix 1: blau, TM-Helix 12: orange-rot). B. 2D-Modell der
pseudosymmetrischen APCS-Faltung von ApcT (Koloration siehe A.). Das rosa Dreieck reprasentiert die
strukturelle Wiederholung 1 (TM-Helices 1-5) und das blaue Dreieck umfasst die Wiederholung 2 (TM-Helices
6-10). Z1, zytoplasmatische Schleife 1 mit a-helikalem Segment; P4a/b; periplasmatische Schleife bestehend aus
zwei a-Helices, separiert durch einen ungewundenen Bereich; 1a/b und 6a/b, diskontinuierliche TM-Helices 1

und 6; PP, Periplasma; ZM, Zytoplasmamembran; ZP, Zytoplasma.
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Diese generelle pseudosymmetrische APCS-Proteinfaltung wurde durch die seit Kurzem
zunehmende Anzahl an aufgeklarten 3D-Strukturen von Transportproteinen aus den Domanen
der Archaeen und Bakterien aufgedeckt (siehe Review von Schweikhard und Ziegler, 2012),
obwonhl die strukturell analysierten Transporter kaum Identitaten in der Aminosduresequenz,
verschiedene Transportmodi bzw. Kopplungsionen und Spezifitdt fur Substrate mit
unterschiedlichstem Charakter aufweisen (Chang et al., 2004, Rudnick, 2011). Folglich
erlaubt diese penta-helikale Basisproteinfaltung eine enorme mechanistische Flexibilitét
innerhalb des gleichen strukturellen Rahmens (Forrest & Rudnick, 2009). Das
Strukturalignment von verschiedenen APC-Transportproteinen mit geloster APCS-Faltung
{(i) nach aufl’en gedffnete Konformation von AdiC [PDB: 30B6, (Fang et al., 2009)], (ii)
okkludierter Zustand von ApcT [PDB: 3GIA, (Shaffer et al., 2009)] und (iii) nach innen
gedffnete Struktur von GadC [PDB: 4DJI, (Ma et al., 2012)]} lasst in Analogie zum
Natrium/Leucin-Symporter LeuT [erste aufgeklarte Struktur mit APCS-Faltung, (Yamashita
et al., 2005, Krishnamurthy & Gouaux, 2012)] signifikante Konformationsédnderungen des
Bundle-Motives (TM-Helices 1-2 und 6-7) erkennen (Schweikhard & Ziegler, 2012). Dabei
fihren die Substrattranslokationspfad-saumenden Bundle-Helices relativ zur angrenzenden
und ebenfalls den Transportkanal einrahmenden Gerist-Hash-Domane (TM-Helices 3-4 und
8-9) eine rechtsgéngige starre Rotation (,,Rocking”) aus, die das Offnen und SchlieRen der
nach auflen bzw. nach innen gerichteten Hohlrdume des Translokationskanals bewirkt
[Modell des alternierenden-Zugangsmechanismus, (Abramson & Wright, 2009, Ma et al.,
2012)]. Interessanterweise sind die identifizierten Aminosdurepositionen, die bei beiden
Funktionen des Trigger-Transporters eine essentielle Rolle spielen, im LysP-3D-
Homologiemodell in TM-Helix 3 (Gerlst-Hash-Motiv: Y102, W106), der diskontinuierlichen
TM-Helix 6 (Bundle-Motiv: F216, E222) sowie der darauffolgenden zytoplasmatischen
Schleife 3 (E230) lokalisiert (Abb. 34). Im Falle von ApcT sind die Aminosauren L93 und
Y97 in TM-Helix 3 entscheidend fiir die Substratspezifitit des Transporters (Shaffer et al.,
2009). Die entsprechenden Reste in LysP - Y102 und W106 - scheinen daher ebenfalls im
Hinblick auf die erhdhten Kwmys)-Werte der korrespondierenden LysP-Mutanten Part der
Lysinbindestelle zu sein. Dariiber hinaus entsprechen die Reste F216 und E222 von LysP den
Aminoséuren W202 und E208 des Arginin/Agmatin-Antiporters AdiC von E. coli (Zomot &
Bahar, 2011). In AdiC sind W202 und E208 ebenfalls im ungewundenen Bereich der
diskontinuierlichen TM-Helix 6 (Bundle-Motiv) lokalisiert und sind am Prozess der
Substrattranslokation beteiligt (Zomot & Bahar, 2011). In Analogie spricht der erhéhte

Km(Lys)-Wert von LysP-E222A dem Glutamatrest eine Funktion in der Bindung der a- oder e-
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Aminogruppe des Substrates Lysin zu. Diese Hypothese wird durch neueste Resultate von
Kaur et al. gestutzt, nach denen der Position Glu222 des LysP-Orthologs STM2200 von S.
typhimurium eine Rolle als Substratbinderest zukommt [siehe 5.3.3, (Kaur et al., 2013)].
Hingegen impliziert der verringerte Vmax-Wert der Variante LysP-F216L eine Beteiligung des
aromatischen Restes im Transportzyklus von LysP, vermutlich tber die Kontrolle der
extrazellularen Pforte &hnlich wie AdiC-W202 (Zomot & Bahar, 2011). Die Beobachtung,
dass der LysP-E222 und AdiC-E208 entsprechende Glutamatrest E208 (TM-Helix 6) des
Glutamat/GABA-Antiporters GadC von E. coli durch die raumliche Nahe zum Transportpfad
als sog. Pfortenrest fungiert (Ma et al.,, 2012), betont die generelle Funktion dieses

konservierten Glutamatrestes in Substratbindung und/oder -translokation.

PP

E438
D443
D446

Abb. 34: Lokalisation der Aminosaurepositionen im 3D-Homologiemodell von LysP, die mittels
zielgerichteter Mutagenese identifiziert wurden und deren Seitenketten in die Lysin-Co-Sensorik und die
Transportfunktion von LysP involviert sind. Die potentiellen periplasmatischen Interaktionsstellen D275 und
D278 befinden sich innerhalb der periplasmatischen Schleife 4 (P4). Die farbliche Darstellung der TM-Helices 1
(blau) bis 12 (rot) folgt dem Regenbogenfarbverlauf. N; N-Terminus; C, C-Terminus; PP, Periplasma; ZM,

Zytoplasmamembran; ZP, Zytoplasma.

Vergleichende strukturelle Analysen (z. B. mit LeuT) und die biochemische
Charakterisierung der Variante ApcT-K158A des Aminosdure/Proton-Symporters ApcT
implizieren, dass die e-Aminoguppe von K158 (TM-Helix 5) die besetzte zweite Natrium

(Na2)-Bindestelle in  Natrium-unabhdngigen sekundéren Transportern mit APCS-
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Proteinfaltung imitiert [Abb. 35, (Shaffer et al., 2009, Schulze et al., 2010, Shi & Weinstein,
2010)].

Abb. 35: Konformationsanderungen der von
TM-Helices 1, 5 und 8 gesdumten zweiten
Na* (Na2)-Bindestelle von LeuT in (A) An-
und (B) Abwesenheit des Kopplungsions und
des korrespondierenden Proteinbereichs um
Lys158 in ApcT mit (C) protonierter und (D)
deprotonierter s-Aminogruppe (Quelle: Shi
und Weinstein, 2010). Die Bindung von Na2 in
LeuT und die Protonierung von ApcT-K158

modulieren die Disposition der
diskontinuierlichen ~ TM-Helix ~ 1a  beim
Ubergang zum nach innen gewandten
Konformationszustand [,,Rocking Bundle”,
blauer Pfeil symbolisiert die enstprechende
Knickbewegung, (Shi & Weinstein, 2010)].

Diese Beobachtungen bekraftigen die Wichtigkeit der positiven Ladung exakt an dieser
Position in Natrium-unabh&ngigen Transportproteinen und schlagen fir Transportproteine mit
APCS-Faltung unabhangig vom katalysierten Transportmodus einen generellen molekularen
Mechanismus fur die Transition zum nach innen weisenden Konformationszustand vor
(molekulare Flexibilitat). Die Ubereinstimmung von LysP-K163 (TM-Helix 5) mit ApcT-
K158 sowie die signifikante Verringerung von Vmax der Variante LysP-K163A postuliert in
Analogie zu ApcT-K158 die Beteiligung von LysP-K163 an der Isomerisierung zum nach
innen gerichteten Konformationszustand im Verlauf des Transportprozesses in Abhéangigkeit
der De-/Protonierung der e-Aminogruppe. Diese Relevanz von LysP-K163 steht im Einklang
mit der Hypothese, dass LysP dhnlich wie ApcT in Gegenwart von niedrigem externen pH-
Wert als Natrium-unabhéngiger Protonen-gekoppelter Aminosaure-Symporter fungiert.

Alle bislang beschriebenen Aminosauresubstitutionen in LysP resultierten in Defekten beider
Funktionen des bifunktionellen  Transporters. Computergestitzte Sequenz- und
Strukturvergleiche von LysP mit anderen APC-Transportproteinen (ApcT, AdiC, GadC) und
die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten kinetischen Studien sprechen den Resten Y102,
W106, F216, K163 und E222 eine Bedeutung bei der Ligandenbindung und/oder beim
Offnen/SchlieRen der extra-/intrazellularen Transportpforte zu, wihrend die genaue

funktionale Rolle von LysP-E230 im Zuge der Substratbindung/-translokation und der Lysin-
127



6 Diskussion

Co-Sensorik derzeit noch unbekannt ist. Demzufolge basiert die co-sensorische Fahigkeit von
LysP auf der strukturellen und konformationellen Integritét des Transportproteins.

Die Aminosauren LysP-E348, -D443 und -D446, die ebenfalls als essentiell fiir beide
Funktionen des Trigger-Transporters entdeckt wurden, sind am periplasmatischen Ende der
TM-Helix 11 (E438) und in TM-Helix 12 (D446) und der diese Helices verbindenden
periplasmatischen Schleife 6 (D443) lokalisiert (siehe Abb. 34). Beide TM-Helices 11 und 12
sind vermutlich nicht direkt in den Transportzyklus von ApcT involviert (Shaffer et al.,
2009). Allerdings ist die Homodimerisierung von AdiC begriindet in der Interaktion von TM-
Helix 11 des einen Monomers und der TM-Helix 12 des benachbarten Monomers. Diese
durch die TM-Helices 11 und 12 vermittelte Dimerisierung ist vermutlich ein einzigartiges
Charakteristikum der APC-Superfamilie (Gao et al., 2009). Diese Beobachtung regte die
Vermutung an, dass die negativ geladenen Aminosauren E438, D443 und D446 von LysP in
noch nicht bekannter Weise an der pH-abhéngigen Oligomerisierung von LysP partizipieren.

6.2.3 Die periplasmatischen Interaktionsstellen zwischen Sensor und Co-Sensor

BACTH-Analysen mit zahlreichen CadC-Varianten, charakterisiert durch Einzel- und
Mehrfachsubstitutionen, variierenden Domanenaufbau oder unterschiedlichen
Verkurzungsgrad zeigten, dass neben der TM-Helix die periplasmatische Doméne des pH-
Sensors an der Vermittlung oder Modulation der physikalischen PPl zwischen CadC und
LysP partizipiert. In Konsistenz zur in vivo Interaktionsstudie wurden durch gerichtete
Mutagenese R265 und R268 in der periplasmatischen Doméne von CadC identifiziert, die
vermutlich spezifisch das Heterooligomer tber die Bildung von Salzbricken mit D275 und
D278 in LysP stabilisieren. Laut LysP-3D-Homologiemodell sind diese beiden Aspartate in
der periplasmatischen Schleife 4 (P4) lokalisiert, die die TM-Helices 7 und 8 verbinden (siehe
Abb. 34). P4 scheint bei anderen Transportproteinen mit APCS-Faltung nach der Bindung des
entsprechenden  Liganden eine  Schlisselrolle in  der Zugangsregulierung der
Substratbindestelle von der periplasmatischen Seite her zu Ubernehmen (Krishnamurthy &
Gouaux, 2012). Ein allgemeingiiltiges Kennzeichen dieser Schleife ist der Aufbau aus zwei o-
helikalen Doménen, die durch einen kurzen unstrukturierten Bereich verknupft sind.
Erstaunlicherweise sind bei phylogenetisch eng verwandten Transportproteinen der AAT-
Familie keine korrespondierenden Aquivalente zu LysP-D275 und -D278 zu finden (siehe
Abb. 15). Beide Aspartatreste sind eindeutig nicht in die konformationelle Kopplung von
Transport- und Regulationsfunktion von LysP involviert, da die simultane Substitution der
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negativ geladenen Seitenketten keinen Einfluss auf die Lysintransportaktivitat austbte.
Stattdessen resultierte der Awustausch dieser Reste in einer LysP-Variante (LysP-
D275A _D278A), die aufgrund von fehlender Interaktion mit CadC dessen Aktivitat in
Abwesenheit von Lysin nicht mehr (ausreichend) hemmen konnte. Diese Beobachtung wird
gestutzt durch den Befund, dass beim BACTH-Test keine PPl zwischen der Variante LysP-
D275A _D278A und CadC Wildtyp dokumentiert werden konnte. Zusammengefasst kann
festgehalten werden, dass die periplasmatische Schleife 4 von LysP zusétzlich zur Funktion
beim alternierenden-Zugangsmechanismus im Zuge des Lysintransportes eine weitere
Aufgabe bei der Bildung von heterooligomeren CadC/LysP-Komplexen annektiert hat.

R265 und R268 von CadC sind Oberflachen-exponierte Aminosauren, die in der N-terminalen
Subdoméne 1 der periplasmatischen pH-Sensierungsdomane lokalisiert sind (siehe Abb. 19).
Der Austausch beider Arginine hatte eine CadC-Variante zur Folge (CadC-R265A R268A),
die eine pH-abhdngige Aktivierung der Zielgene bedingte, aber nicht mehr dem
inhibitorischen Einfluss von LysP unterstand. Dieses Resultat spricht fir die Hypothese, dass
sich LysP-D275, -D278 und CadC-R265, -R268 in ausreichender Néhe zueinander befinden,
um innnerhalb der CadC/LysP-Heterooligomergrenzfliche Wasserstoffbriicken oder
lonenpaare ausbilden zu konnen. Ein lonenpaar ist als Salzbriicke definiert, wenn das
Seitenketten-Carbonylsauerstoffatom von Asp/Glu und der Seitenketten-Stickstoff von
Arg/Lys/His durch weniger als 4,0 A voneinander separiert sind (Kumar & Nussinov, 1999).
Angesichts der pH-induzierten Rolle des Cad-Systems bei der Saurestressanpassung von E.
coli ist eine Bildung einer LysP-Asp/CadC-Arg Salzbriicke bei pH 7,6 denkbar (Asp in
deprotonierter Form, Arg in protonierter Form), wahrend die Protonierung von Asp bei
niedrigem pH (5,8) die ionische Wechselwirkung zwischen Sensor und Transporter aufhebt
(Onufriev et al., 2001, Lu et al., 2006). Der Proteinregion um R265 in CadC wurde bereits im
Rahmen friherer Studien eine bedeutende Stellung bei der Wahrnehmung des Lysinsignals
zugeordnet (Neely et al., 1994, Dell et al., 1994, Tetsch et al., 2008, Tetsch et al., 2011).
Allerdings waren in allen Féllen die Aminoséauresubstitution-bedingten Stérungen der Lysin-
Co-Sensorik auf die dramatische artifizielle Veranderung der Seitenketten [z. B. CadC-
N263K und -Q266P (Dell et al., 1994)] und der damit verbundenen indirekten
Beeintrachtigung der Konformation der benachbarten R265 und R268 zurtickzufthren. In
Anbetracht der (i) Identifikation von D275/D278 in LysP und R265/R268 in CadC als
potentielle Interaktionsstellen, (ii) der Attenuation der CadC/LysP-PPI bei pH 5,8 oder
Lysinkonzentrationen > 2 uM und (iii) der pH-abhangigen Formierung der periplasmatischen

Disulfidbriicke in CadC [Offnung dieser Briicke partizipiert vermutlich an der Abschwéchung
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der CadC/LysP-PPI (Tetsch et al., 2008)] ist es sehr wahrscheinlich, dass der Co-Sensorik-
Mechanismus nicht nur auf der Lysin-abhangigen konformationellen Kopplung, sondern
dartiber hinaus auf pH-abhangigen Modifikationen der Kontaktflache zwischen CadC und
LysP beruht.

Mit Hillfe einer STRING- [engl. search tool for the retrieval of interacting genes/proteins
(Franceschini et al., 2013)] Datenbankanalyse wurde ermittelt, dass CadC neben dem E. coli-
Taxon in anderen Enterobakterien (z. B. Klebsiella pneumoniae 342, Salmonella enterica
Ty2, Serratia proteamaculans), aber auch in verschiedenen Vibrio-Spezies vorkommt.
Interessanterweise sind im Falle aller Enterobakterien, die auch Gber den Co-Sensor LysP
verfugen, die korrespondierenden Argininreste zu E. coli CadC-R265/R268 bzw. die
aquivalenten Phenylalaninreste zu E. coli CadC-F165 hdchst konserviert (Anhang Abb. A2),
wahrend bei den Vibrio-Spezies (z. B. Vibrio harveyi, Vibrio vulnificus YJ016, Vibrio
cholerae 0395), deren Genom kein Ortholog zu lysP aufweist, interessanterweise keine
Aquivalente zu R265/R268 bzw. Phel65 zu finden sind (Anhang Abb. A2). Allerdings
befindet sich an der zu E. coli CadC-R268 analogen Aminosaureposition bei V. cholerae und
V. vulnificus ein Lysinrest mit gleicher physikalisch-chemischer Eigenschaft wie Arg. Leider
konnte in der Literatur trotz der detaillierteren experimentellen Analyse des Cad-Systems bei
Vibrio cholerae (Merrell & Camilli, 2000) und Vibrio vulnificus (Rhee et al., 2005) keine
Information zur Lysinabhéngigkeit der cadBA Expression bei Vibrio-Spezies gefunden
werden. Trotz dieser Wissensliicke scheinen beide Arg-Reste und der Phe-Rest eine
spezifisch akquirierte Eigenschaft der periplasmatischen Subdoméne 1 von CadC bei
gleichzeitig vorhandenem LysP zu sein. Diese Vermutung und die Tatsache, dass bei
zahlreichen LysP-Orthologen (z. B. Staphylococcus carnosus subsp. carnosus) auch ohne
simultanes genomisches cadC-Vorkommen zumindest ein negativ geladener Aminosaurerest
(Glu oder Asp) entsprechend den Positionen von E. coli LysP-D275/D278 konserviert ist,
implizieren die hochst spekulative Hypothese, nach der sich evolutiondr CadC durch die
Akquisition von R265/R268 und F165 als potentielle Interaktionsstellen auf molekularer

Ebene an den Co-Sensor LysP ,,angendhert hat.

6.2.4 Modell fur das regulatorische Wechselspiel zwischen CadC und LysP

Die Integration der Ergebnisse friherer Studien und aller Resultate der BACTH-
Interaktionanalyse bzw. der detaillierten Mutagenesestudie von CadC und LysP postuliert das

Modell der konformationellen Hemmung, nach dem LysP (ber transmembrane und
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periplasmatische Kontakte durch direkte PPI in Abwesenheit von Lysin die CadC-Aktivitat
inhibiert (Abb. 36).

A B

Nicht-induzierende Bedingungen: Induzierende Bedingungen:
pH>6,8 pH<6,8

< 0,5 mM Lysin > 0,5 mM Lysin

LysP-D275/D278
CadC-R265/R268

LysP-

Y102

W106
F216

K163 Aktivierung
E222 Lysp H cadc-Fies | -
E230
E438
D443
D446

dC

Keine Expression von cadBA Expression von cadBA

Abb. 36: Modell fur das co-sensorische Wechselspiel zwischen CadC und LysP. A. Unter nicht-
induzierenden Bedingungen hemmt LysP die Aktivitdt von CadC durch transmembrane und periplasmatische
Interaktionen. B. Durch Bindung/Translokation von Lysin induzierte Konformationsanderungen von LysP
schwéchen die Interaktion mit CadC, ohne die PPl komplett aufzulésen. CadC ist nun zugénglich fir die
Aktivierung durch niedrigen pH-Wert. Uberdies destabilisieren pH-abhingige Modulationen der
periplasmatischen ionischen Wechselwirkungen die CadC/LysP-PPI. LysP und CadC, die vermutlich in der
Zytoplasmamembran als Heterodimere oder -oligomere vorliegen, sind im Modell als Monomere dargestellt. PP,
Periplasma; ZM, Zytoplasmamembran; ZP, Zytoplasma.

Dabei kommt bei der Bildung der CadC/LysP-Heterooligomeren Phel65 in der TM-Helix
von CadC eine besondere Rolle als Kontaktstelle zwischen beiden Proteinen zu. Trotz
intensiver Mutationsanalyse sind die Positionen in LysP, die die Interaktion mit CadC-F165
vermitteln, noch unbekannt. In Anwesenheit von Lysin bedingt die Anlagerung des Substrates
an die Bindestelle(n) und/oder die Substrattranslokation konformationelle Anderungen von
LysP, die das Lysinsignal durch subtile Modulationen der CadC/LysP-PPI, ohne Dissoziation
beider Proteine, zu CadC transferieren. Nun ist CadC zuganglich fir die Aktivierung durch
niedrigen pH-Wert, und es kommt zur Induktion der Zielgene cadBA, falls dieser zweite
Stimulus des Cad-Systems préasent ist. Die infolge von Ansduerung des umgebenden Milieus
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getriggerte Offnung der periplasmatischen Disulfidbriicke (Cys208-Cys272) in CadC und der
Salzbriicke zwischen LysP-D275/D278 und CadC-R265/R268 schwécht zudem die
Interaktion zwischen Sensor und Co-Sensor und garantiert somit eine maximale Aktivierung
von CadC unter Cad-induzierenden Bedingungen (pH < 6,8, Lysinkonzentrationen > 0,5
mM).

6.2.5 Vergleich des CadC/LysP-Paares mit dem DcuS/DctA-DcuB-System aus E.

coli und dem BceS/BceB-Modul von B. subtilis

Ein weiteres sehr gut untersuchtes Beispiel flir einen sekundaren Trigger-Transporter ist
neben LysP der Cs-Dicarboxylat/H*-Symporter DctA von E. coli, der neben der
Transportfunktion die Regulation der Membran-integrierten Sensor-Histidinkinase DcuS
unter Aerobiose akquiriert hat (Witan et al., 2012a). Das Zwei-Komponentensystem DcuSR
aktiviert in Gegenwart von extrazelluldren C4-Dicarboxylaten die Expression der Gene fir die
anaerobe Fumaratatmung (dcuB, fumB, frdABCD) und unter aeroben Bedingungen die
Transkription von dctA (Golby et al., 1999). Die Bildung von DcuS/DctA-Sensoreinheiten
basiert im Gegensatz zu den transmembranen und periplasmatischen ionischen Interaktionen
des CadC/LysP-Paares auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen der zytoplasmatischen
PASc-Doméne von DcuS und einem LDXXXLXXXL-Motiv innerhalb der putativen
zytosolischen Helix 8b am C-Terminus von DctA (Witan et al., 2012a). Da die spezifische
Detektion und Bindung von Cy-Dicarboxylaten Uber die periplasmatische sensorische PASp-
Doméne von DcuS erfolgt (Kneuper et al., 2005), spielt die PASc-Domane durch die
Integration der eingehenden Signale von PASp und DctA und deren Transfer zur
Kinasedomane von Dcus eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion (Witan et al., 2012b).
Unter anaeroben Bedingungen fungiert der Fumarat/Succinat-Antiporter DcuB als Co-Sensor
von DcuS (Kleefeld et al., 2009, Bauer, 2010). Wahrend die Transport- und
Regulationsfunktion von LysP funktionell miteinander gekoppelt sind, werden bei DcuB
beide Aufgaben durch unterschiedliche Proteinbereiche unabhangig voneinander ausgefihrt
(Kleefeld et al., 2009). Im Kontrast zum DcuS/DctA-DcuB-System steht beim Cad-Modul die
Expression von lysP nicht unter der Kontrolle des regulierten Sensorpartners CadC (Ruiz et
al., 2011) und das Lysinsignal wird ausschlieBlich durch den Co-Sensor LysP
wahrgenommen (Tetsch et al., 2008). Interessanterweise wird im Falle beider Sensor/Co-
Sensor-Paare eine konstitutive PPI postuliert, die nach Stimulusdetektion und -transfer nicht
vollstéandig aufgelost wird (Bauer, 2010, Witan et al., 2012a).
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Neben sekundéren Transportern sind in der Literatur auch primére Transportsysteme als Co-
Sensoren von Membran-integrierten Sensoren beschrieben (siehe Review Tetsch & Jung,
2009a). Ein sehr gut untersuchtes Beispiel ist der ABC-Transporter BceAB von B. subtilis,
der im Rahmen des Bacitracin-Resistenz-Moduls (BceRS-BceAB-Modul) eine duale
Funktion als Bacitracin-Detoxifizierungspumpe und als (Co)-Sensor fir das Polypeptid-
Antibiotikum ausiibt (Rietkotter et al., 2008). Ahnlich dem CadC/LysP-Paar aus E. coli
ubernimmt dabei ausschlieflich BceB die Stimulusperzeption und transferiert das Signal in
noch unbekannter Weise zu der Histidinkinase BceS (Kallenberg et al., 2013). Diese
Wechselwirkung zwischen BceB und BceS beruht ebenfalls auf direkter PPI (Kallenberg et
al., 2013). Neueste Mutagenesestudien implizieren eine funktionale Kopplung beider
Funktionen des Trigger-Transporters BceB (Kallenberg et al., 2013). Allerdings scheinen im
Unterschied zu LysP beide Eigenschaften von BceB nicht strikt miteinander gekoppelt zu
sein, da diese durch die Einfihrung von Einfach-Aminosdauresubstitutionen (partiell)
genetisch separiert werden konnten (Kallenberg et al., 2013). Die so identifizierten
Aminosaurepositionen, die fur Transport- und Sensoraktivitdit von BceB wichtig sind,
befinden sich im C-terminalen Bereich, besonders in TM-Helix 8 (Kallenberg et al., 2013).
Analog zum DcuS/DctA-DcuB-System induziert BceS nach BceAB-abhangiger Aktivierung
und Signalperzeption in Gegenwart von Bacitracin die Expression von bceAB (Staron et al.,
2011).

Die Kombination von Transportproteinen als co-sensorische Komponenten —mit
nachgeschalteten Signaltransduktions-Maschinerien ist bei Bakterien ein weit verbreitetes
generelles Prinzip (siehe Review Tetsch & Jung, 2009a). Allerdings macht besonders der
Vergleich der CadC/LysP- und DcuS/DctA-DcuB-Systeme deutlich, dass der molekulare
Mechanismus (z. B. die Interaktionsstellen innerhalb der PPI) der Co-Sensorik nicht nur
abhangig ist von den spezifischen molekularen Charakteristika der korrespondierenden
Transportproteine und der Signaltransduktions-Kaskade, sondern auch von der Natur der
durch das Sensor/Co-Sensor-Paar detektierten Stimuli.

6.2.6 Das Konzept der Transzeptoren bei Eukaryoten

In Analogie zum Konzept der bifunktionellen Trigger-Transporter bei Bakterien sind fur die
Doméne der Eukaryoten zahlreiche Beispiele von Plasmamembran-integrierten aktiv
transportierenden Né&hrstofftransportern mit zusétzlichen Rezeptor- und Sensorfunktionen
bekannt, die direkt an der Detektion von extrazellularen N&hrstoffen und der Transduktion
eines adaquaten Signals zu Komponenten von korrespondierenden Signaltransduktions-
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Kaskaden partizipieren (Thevelein & Voordeckers, 2009). Fur eine klare Abgrenzung von
klassischen Rezeptoren wurden diese Transporter-Rezeptoren als Transzeptoren betitelt
(Holsbeeks et al., 2004). Die duale Funktion von verschiedensten Aminoséure-Transzeptoren
wurde z. B. bei niederen Eukaryoten wie Saccharomyces cerevisiae [z. B. Gapl, (Donaton et
al., 2003)], aber auch bei Sdugetieren [HeLa-Zelllinien; z. B. SNAT2, (Hyde et al., 2007)]
experimentell demonstriert und postuliert.

Ein auf molekularer Ebene sehr gut untersuchter eukaryotischer aktiv transportierender
Transzeptor ist die Aminosaurepermease Gapl von S. cerevisiae (Donaton et al., 2003, Van
Zeebroeck et al.,, 2008). Zeebroeck und Mitarbeiter zeigten, dass Transport- und
Sensierungsfunktion von Gap1l, dhnlich wie fur LysP postuliert, von der Ligandenbindung an
die gleiche Substratbindestelle(n) innerhalb des Transportproteins abhédngig sind (Van
Zeebroeck et al., 2008). Substratbindung und/oder -translokation generiert in Analogie zu
dem fir LysP vorgeschlagenen molekularen Mechanismus der konformationellen Hemmung
ein durch Konformationsédnderungen von Gapl getriggertes Signal, das zu nachgeschalteten
Komponenten der korrespondierenden Signaltransduktionskaskade transferiert wird. Es wird
postuliert, dass dieser Vorgang der Signalweiterleitung Uber die Plasmamembran keinen
kompletten Transportzyklus bendtigt, sondern scheinbar nur von der Initiation des
Translokationsprozesses abhéngig ist (Van Zeebroeck et al., 2008).

Neben der Identifikation von aktiv transportierenden Transzeptoren wurden sowohl bei
Eukaryoten (z. B. Ssyl von S. cerevisiae), als auch bei Prokaryoten (z. B. UhpC von E. coli)
Membranproteine entdeckt, die hohe Sequenz- und Strukturidentitit zu N&hrstofftransportern
aufweisen, aber keine (bzw. Rest-) Transportaktivitat zeigen (Thevelein & Voordeckers,
2009). Auch im Falle von Ssyl und UhpC scheint ahnlich zu LysP und Gapl eine Korrelation
zwischen Transport und Sensierungsfunktion zu bestehen, wobei die initialen
konformationellen Anderungen nach Bindung des Liganden an die Substratbindestelle(n) die
entsprechende Signaltransduktions-Konformation der Proteine représentieren (Schwoppe et
al., 2003, Wu et al.,, 2006). Auf der Entdeckung von transportierenden und nicht-
transportierenden Transzeptoren basiert die Hypothese, nach der sich Rezeptoren fiir
chemische Signale aus evolutionérer Sicht ber intermedidre Transzeptorstadien aus reinen
Né&hrstofftransportern entwickelt haben (Thevelein & VVoordeckers, 2009).

Interessanterweise zéhlen alle bislang als transportierende und nicht-transportierende
Transzeptoren identifizierten eukaryotischen Membranproteine zur APC-Superfamilie von
Transportern (Hundal & Taylor, 2009). Gapl (TC-Nummer: 2.A.3.10.2) und Ssyl (TC-
Nummer: 2.A.3.10.12) von S. cerevisiae sind Mitglieder der YAT (engl. yeast amino acid
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transporter)-Familie (Subfamilie der APC-Familie, TC-Nummer: 2.A.3.10). Wie bereits
erwéhnt gehort der prokaryotische Trigger-Transporter LysP ebenfalls zu den Mitgliedern der
APC-Familie, allerdings im Unterschied zu Gapl und Ssyl zu einer anderen Subfamilie
(AAT-Subfamilie, TC-Nummer: 2.A.3.1). Demnach zeichnen sich  derartige
Transportproteine (Transzeptoren/Trigger-Transporter) mit dualer Funktion ungeachtet ob eu-
oder prokaryotischer Herkunft im Verlauf der Evolution durch einen hohen

Konservierungsgrad aus.

135



7 Ausblick

7 Ausblick

Obwohl fur die Transduktion des Lysinsignals von LysP zu CadC ein konformationell
getriggerter  Mechanismus  postuliert  wird, ist noch nicht bekannt, welcher
Konformationszustand wvon LysP im Verlauf des Transportzyklus die tatsachliche
Signaltransferkonformation reprasentiert. Vergleichende 3D-Kristallstrukturanalysen von
LysP Wildtyp in An- und Abwesenheit von Lysin, sowie von LysP-E222A (permanent
inhibitorische Konformation), LysP-E230V (permanent nicht-inhibitorische Konformation)
und z. B. LysP-D113N (Transport-defiziente Konformation) waren das Mittel der Wahl fir
die strukturelle Erfassung von konformationellen Anderungen des Trigger-Transporters nach
Ligandenbindung. Trotz der zunehmenden Verdffentlichung von 3D-Strukturen wvon
Transportproteinen handelt es sich bei diesem Versuchansatz zur Strukturaufklarung eines
stark hydrophoben Membranproteins um ein sehr schwieriges Unterfangen. Eine praktikable
Alternative fir die Visualisierung der Lysin- und pH-abhéngigen transmembranen
Konformationséanderungen/Proteindynamik von LysP und CadC bzw. LysP/CadC-Komplexen
ist die Methode der multi-dimensionalen Festkérper NMR (engl. solid-state nuclear magnetic
resonance, sSNMR), die die Analyse molekularer 3D-Strukturen von Ligand-Protein- und
Protein-Protein-Komplexen in nichtkristallinen Systemen ermdglicht (Baldus, 2006). Im Zuge
der ssNMR konnen Membranproteine nach Reinigung und Rekonstitution bzw. Co-
Rekonstitution in kiunstlichen Lipiddoppelschichten studiert werden. Sowohl flr LysP, als
auch fiir CadC existieren etablierte Reinigungs- und (Co-)Rekonstitutionsprotokolle.

Die genaue Lage innerhalb der Tertiarstruktur von LysP und die Rolle als potentielle
Substratbindestellen der identifizierten Aminosaurepositionen Y102, W106, F216, K163,
E222 und E230, kann mittels Cystein-Zuganglichkeits-Analysen definiert werden. Ein
Cystein-freies LysP (LysP-ACys) mit unbeeintrachtigter Regulations- und Transportaktivitat
ist bereits vorhanden. Nach Einfiihrung von Cys-Resten an den aufgelisteten Positionen in
LysP-ACys und anschlieBender 2-Stufen in vivo-Markierung der Sulfydrylgruppen mit
Membran-permeablen und -impermeablen Reagenzien [1. Stufe: z. B. AMS und NEM, 2.
Stufe: PEGmal (Bauer et al., 2011)] kann anhand von Massenverschiebung via SDS-PAGE
und Western Blot-Analyse die Lokalisation der Aminosdurepositionen als extra- oder
intrazellular prazisiert werden. Diese Technik erlaubt auRerdem durch Insertion weiterer Cys-
Reste die Determination der Topologie von LysP und des vermutlichen
Substrattranslokationskanals. Ergénzend zur experimentellen Verifizierung der LysP-

Topologie kann die auf computergestitzten Modellierungs- und Ligandenandocktechniken
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basierte Validierung des generierten LysP-Homologiemodells (Template: 3D-Struktur von
ApcT, PDB: 3GIA) neue Einsichten in die 3D-Struktur und Lage der Ligandenbindestelle(n)
der Lysinpermease liefern (Olkhova et al., 2011).

Nach wie vor ist der Partner in LysP fiir die Interaktion mit CadC-F165 nicht bekannt. Die
Lage von F165 innerhalb der hydrophoben TM-Helix des pH-Sensors impliziert ebenfalls
eine transmembrane Lokalisation der korrespondierenden direkten Interaktionsstelle in LysP.
Fur das Screening der 12 TM-Helices von LysP nach einem Partner fir CadC-F165 bieten
sich z. B. die in vivo TOXCAT- und GALLEX-Two-Hybrid-Techniken an, mit denen die
Assoziation von einzelnen Transmembranhelices untersucht werden kann (Russ & Engelman,
1999, Schneider & Engelman, 2003, Lis & Blumenthal, 2006). So kann im besten Fall die
Suche auf eine TM-Helix in LysP eingegrenzt werden. Der systematische Austausch aller
Aminosauren dieser Helix und erneute Analyse der Interaktion der generierten LysP-TM-
Helix-Varianten mit der TM-Domadane von CadC mittels TOXCAT oder GALLEX kodnnte
zum Aufspuren des spezifischen Partners fur Phel65 fiihren. Die Verwendung dieser Two-
Hybrid-Methoden ermdglicht auch im Hinblick auf die Homooligomerisierung von LysP neue
Erkenntnisse Uber die Rolle der TM-Helices 11 und 12 bzw. der entsprechenden Helices mit
Mutationen an Position E438, D443 und D446 bei der Bildung von homooligomeren
Komplexen.

Als fehlendes Bindeglied zwischen dem Kmys-Wert von LysP (~2,5 uM), dem Lysinlevel (>
2 UM) fir die Attenuation der CadC/LysP Interaktion und der Lysinkonzentration (> 0,5 mM)
benotigt fur die CadC-vermittelte Induktion von cadBA wurde die Présenz einer zweiten
niedriger affinen Bindestelle (S2) fir Lysin postuliert. In Analogie zu LeuT kann die
Kombination von computergestitzten molekularen dynamischen Simulationen (Template:
3D-Struktur bzw. validiertes 3D-Homologiemodell von LysP), zielgerichteter Mutagenese der
vermuteten S2 und Transport- und Bindungsstudien mit Wildtyp LysP bzw. den LysP-S2-
Mutanten [z. B. SPA, engl. scintillation proximity binding assay (Quick & Javitch, 2007) oder
Durchfluss-Dialyse (Veldhuis et al., 2004)] zur Quantifizierung der Lysin:LysP-Ratio neue
Erkenntnisse Uber die Existenz einer zweiten Substratbindestelle in LysP bringen (Shi et al.,
2008).

Die in vitro Identifikation von ApH als Triebkraft fiir den LysP-vermittelten Lysintransport
impliziert einen durch LysP katalysierten Lysin/H*-Symportmechanismus bei niedrigen
externen pH-Werten. Fir genaue stochiometrische Kalkulationen hinsichtlich des ApH-
getriebenen Lysintransports ist die experimentelle Quantifizierung von ApH und somit der

H*-Konzentration im Lumen der LysP-Proteoliposomen nétig. Eine Mdglichkeit fir die
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Quantifizierung der inneren Protonenkonzentration ist die Analyse der auf der pH-abhéngigen
lonisierung der 8-Hydroxylgruppe (pKs = 7,2) basierten Fluoreszenzintensitat des im Lumen
der LysP-Proteoliposomen eingeschlossenen pH-sensitiven Fluorophors Pyranin (8-Hydroxy-
1,3,6-pyrentrisulfonat) (Clement & Gould, 1981). Neben der Grofle von pHinnen kann, sollte
LysP als Protonensymporter fungieren, mit Hilfe des pH-Reporters Pyranin der mdgliche
Lysin-induzierte H™-Influx nach der externen Zugabe von Lysin (zum Zeitpunkt Null) und die
damit verbundene potentielle innere Azidifizierung quantitativ und zeitabhéngig bestimmt

werden.
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Abb. Al: Vergleich der experimentell ermittelten LysP-Topologie [(Ellis et al., 1995), violette Topologie] mit computergestiitzten in silico Vorhersagen der LysP-Sekundarstruktur und
dem 3D-Homologiemodell von LysP. Die putative TM-Doméanen-Topologie wurde mit Hilfe von fiinf unterschiedlichen Algorithmen vorhergesagt: SCAMPI-seq (Bernsel et al., 2008), SCAMPI-
msa (Bernsel et al., 2008), PRODIV (Viklund & Elofsson, 2004), PRO (Viklund & Elofsson, 2004) und OCTOPUS (Viklund & Elofsson, 2008). Das Programm TOPCONS (Bernsel et al., 2009)
integrierte alle vorausgesagten Topologien und generierte eine Konsens-Vorhersage fur LysP (magenta Topologie). Die Funktion der TM-Helices 1, 2, 3, 6 und 8 als Transportporenbildner wurden
mit MEMSAT-SVM (Nugent & Jones, 2012) vorhergesagt (griine Topologie). Das LysP-3D-Homologiemodell basiert auf der Kristallstruktur von ApcT von M. jannaschii und wurde mittels dem
PHYRE?-Server generiert [(Kelley & Sternberg, 2009), orange Topologie]. Die TM-Helices sind mit von 1 bis 12 nummeriert. M mit korrespondierender Farbhinterlegung, putative a-helikale
Membrandoméne; i, (engl. inside) zytoplasmatisch lokalisierter Proteinanteil; o, (engl. outside) periplasmatisch lokalisierter Proteinanteil; L, (engl. loop) zytoplasmatischer bzw. periplasmatischer a.-

helikaler Bereich; U, (engl. unwound) ungewundenes transmembranes Segment.
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Anhang
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Abb. A2: Computergestitzter Sequenzvergleich von CadC-Orthologen aus Escherichia coli (Ecol),

Klebsiella pneumoniae 342 (Klebs), Serratia proteamaculans (Serr), Salmonella enterica Ty2 (Sal), Vibrio
cholerae 0395 (Vchol), Vibrio vulnificus YJ016 (Vvul) und Vibrio harveyi (Vhar) mittels CLUSTALW?2
(Larkin et al., 2007) und GeneDoc (Nicholas et al., 1997). Arg265/ArgR268 (rot) und Phel65 (violett), die im

Falle von E. coli CadC als potentielle periplasmatische/transmembrane Kontaktstellen fiir die PPl mit LysP

identifiziert wurden und die d&quivalenten Positionen bei

den anderen CadC-Orthologen sind

im

Sequenzalignment farblich hervorgehoben. Ecol, Klebs, Serr und Sal weisen in ihrem Genom lysP auf, wéahrend

Vchol, Vvul und Vhar kein LysP-Ortholog besitzen.
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