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Zusammenfassung

Aufgrund seiner auBBergewohnlichen stereochemischen Eigenschaften ist Prolin im Vergleich zu allen anderen
proteinogenen Aminosduren ein schlechtes Substrat fiir die ribosomale Peptidyltransferasereaktion. Bestimmte
X2 X-1)-PP-X+1) Motive (polyP) in der entstehenden Peptidsequenz induzieren einen Translationsarrest, welcher
nur durch die Beteiligung des bakteriellen Elongationsfaktors EF-P bzw. dessen Orthologe in Eukaryonten und
Archaea kompensiert werden kann. Wahrend die zugrunde liegenden Mechanismen bereits gut erforscht sind,
existieren nur wenige Erkldrungsansitze zur eigentlichen Bedeutung von polyP Motiven. Die Motive wirken auf
zwei Ebenen: als zeitliches Element wéhrend des Translationsprozesses, durch die Beeinflussung der

intramolekularen Translationsrate und rdumlich als strukturelles und funktionelles Element der Proteine selbst.

Diese Arbeit beinhaltet eine umfassende Analyse zur Verteilung von EF-abhidngigen polyP Motiven in E. coli. Die
Motive sind in einer grolen Bandbreite verschiedener Proteinfamilien vertreten. Dabei wird deutlich, dass polyP
Motive im Widerspruch zur Translationseffizienz stehen und daher unter negativer Selektion stehen. Tatsdchlich
sind die Motive unterreprésentiert. Eine Akkumulation in bestimmten Proteinregionen weist auf deren Beteiligung
an Translationsinitiation, Doménenfaltung und kotranslationaler Translokation von Membranproteinen hin. Der
Schwerpunkt einer experimentellen Untersuchung der Rolle von polyP Motiven wurde auf Signalproteine und
insbesondere die Histidinkinase EnvZ gelegt. Dabei zeigte sich, dass die Bedeutung der Motive individuell
verschieden ist und differenziert bewertet werden muss. Auch innerhalb derselben Proteinklassen ist eine
Generalisierung nicht moglich. EnvZ tragt zwei polyP Motive, welche Protein-Protein-Interaktionen vermitteln.
Ein stark translationsverzogerndes IPPPL Motiv in der cytoplasmatischen Doméne ist unabdingbar fiir die
Homodimerisierung des Proteins und damit dessen Fahigkeit zur Signaltransduktion an den zugehdrigen
Antwortregulator OmpR, der die Expression der Zielgene ompC und ompF reguliert. Das einen moderaten
Translationsarrest induzierende periplasmatische VVPPA Motiv ist Voraussetzung fiir die Bindung des
Modulatorproteins MzrA. Eine phylogenetische Analyse zeigt eine Koevolution von MzrA und des polyP Motivs
in y-Proteobakterien auf und untermauert damit diese These. Die stark translationsverzogernden polyP Motive der
Histidinkinase EvgS, der Diguanylatcyclase DgcC und der Lon Protease sind von unterschiedlicher Wichtigkeit
fir die jeweiligen Signalwege betreffende phénotypische Ausprigung. Wiahrend eine Substitution des
entsprechenden polyP Motivs in EvgS zu einer nichtfunktionellen Proteinvariante fiihrt und vermutlich mit der
Signalperzeption interferiert, hat der Austausch der Motive in DgcC und Lon Protease keinen erkennbaren Effekt.
Eine durch die starken polyP Motive gewihrleistete Limitation der Proteinkopienzahl kann im Fall von EnvZ,
EvgS und Lon Protease ausgeschlossen werden. Eine globale Regulation des Translationslevels von Proteinen mit
polyP Motiv als Antwort auf verschiedene Stressbedingungen findet in E. coli K-12 nur bedingt statt. Unter
anderem weisen Zellen im VBNC Zustand (viable but non-culturable) kein verdndertes Expressionsmuster von
Proteinen mit polyP Motiv auf, das darauf hinweisen wiirde. Die Aktivitdt von EF-P wird in E. coli K-12 durch
eine OxyR vermittelte transkriptionelle Regulation von epmA, welches fiir das EF-P modifizierende Enzym

B-Lysyltransferase kodiert, geringfiigig an oxydative Stressbedingungen angepasst.

Diese Arbeit trigt zum besseren Verstindnis der Bedeutung von EF-P abhéngigen X(.2)X(.1)-PP-X+1y Motiven in
E. coli bei und offenbart insbesondere am Beispiel von Rezeptorproteinen deren vielseitigen Einsatz als
regulatorisches und funktionelles Element. Aufgrund des universalen Charakters von polyP Motiven sind die
Schlussfolgerungen dieser Arbeit auch fiir ein besseres Verstindnis deren Auftretens in Proteomen anderer

Organismen relevant.



Summary

Compared to other proteinogenic amino acids, proline is only a poor substrate for the ribosomal peptidyltransferase
reaction due to its special stereochemical properties. Certain X(.2)X.1)-PP-X+1y motifs (polyP) in the nascent
peptide chain induce a translation arrest, which can only be compensated by the participation of the bacterial
translation elongation factor EF-P or its archaeal or eukaryotic orthologues, respectively. While the underlying
mechanisms are already well described, there exist only few explanatory approaches regarding the significance of
polyP motifs. The motifs act on two levels: as temporal element during the translation process, by influencing the

intramolecular translation rate and spational, by providing structural and functional elements for the protein itself.

This work provides a comprehensive analysis of the distribution of EF-P dependent polyP motifs in E. coli. The
motifs are represented in a broad range of different protein families. Their occurence conflicts with translation
efficiency, which sets them under selection pressure. Indeed, the motifs are underrepresented. An accumulation in
certain protein regions indicates their participation in translation initiation, domain folding and cotranslational
translocation of membrane proteins. The focus of the experimental investigation of the role of polyP motifs was
layed on signal proteins and especially the histidine kinase EnvZ. The data emphasises, that the role of polyP
motifs is individually different and has to be evaluated differentiated. A generalization is not possible, not even
for proteins of the same class. EnvZ harbours two polyP motifs, which participate in protein-protein interaction.
The cytoplasmic IPPPL Motiv, which induces a strong translation arrest is prerequisite for the homodimerisation
of the protein and therefore for its ability to transfer the signal to its cognate response regulator OmpR, that
regulates ompC and ompF expression. The periplasmic VVPPA is indispensable for the binding of the modulator
protein MzrA. A phylogenetic analysis supports this hypothesis by revealing a coevolution of MzrA and the polyP
motif in y-proteobacteria. The strong stalling polyP motifs of the histidine kinase EvgS, the diguanylate cyclase
DgcC and the Lon protease are of different importance for the phenotypic characteristics of the respective signaling
cascades. While the substitution of the polyP motif in EvgS leads to a nonfunctional protein variant and interferes
presumably with signal perception, its replacement in DgcC and Lon protease does not have any detectable effect.
A role of the polyP motifs in copy number control can be excluded for EnvZ, EvgS and Lon protease. In E. coli
K-12, polyP motifs are only marginal involved in regulating the translation level of proteins with polyP motif.
Amongst others, the expression pattern of proteins in the VBNC state (viable but non-culturable) does not imply
any changes. The activity of EF-P is slightly adjusted in response to oxidative stress conditions by OxyR mediated

transcriptional regulation of epmA, coding for the EF-P modifying enzyme B-lysyltransferase.

This work contributes to a better understanding of the significance of EF-P dependent X(.2)X.1)-PP-X(+1) motifs in
E. coli and reveals their broad effects on regulation and function, especially in receptor proteins. Due to the
universal character of polyP motifs, the conclusions of this thesis are relevant for a better understanding of their

occurence in proteomes of other organisms.
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Nomenklatur

Die Aminoséduren von Proteinsequenzen sind in aufsteigender Zahlenabfolge nummeriert. Dabei werden artifiziell

angefiigte N-terminale Peptidsequenzen nicht beriicksichtigt.

Die Position von Nukleotiden in Gensequenzen wird analog dazu in Relation zum Translationsstart ATG
beschrieben (A ist ,,1°). Nukleotide, die upstream des Startcodons liegen werden dementsprechend mit negativen
Zahlen beziffert (,,-1“ fiir das Nukleotid, welches upstream von ATG liegt). Nukleotide, dic downstream des
Stoppcodons liegen werden in fortfolgender Nummerierung mit ,,+ gekennzeichnet (,,+1° fiir das erste Nukleotid

downstream des Stoppcodons).

Gendeletionen sind durch das Symbol A beschrieben. Fiir Ersetzungen wird folgende Schreibweise verwendet:

Aersetztes Gen(:: “neues Gen®).

Basen werden im Ein-, Aminosduren im Ein- und Dreibuchstabencode abgekiirzt. Im Falle einer Substitution
wird die native Base, bzw. Aminoséure an erster Stelle genannt, gefolgt von ihrer Position und der Ersetzung.

Der Austausch von Prolinmotiven wird als XXPPX/XXXXX gekennzeichnet.

Translationale Fusionen werden entsprechend ihrer Zusammensetzung und ihrer N- bzw. C-terminalen

Positionierung benannt (z.B. ,,Protein-LacZ* oder ,,6His-Protein*).

Stamme, Vektoren und Oligonukleotide werden wie im Methodenteil aufgefiihrt durch die Buchstabenfolgen ,,St*,

,V<und ,,Pr mit anschlieBender Kennzahl bezeichnet.

EF-P abhéngige Prolinmotive wurden im Rahmen dieser Arbeit als X(2)X(.1)-nP-X(+1y definiert, wobei X jede

beliebige Aminoséure auller P sein kann und n>2 ist.
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1. EINLEITUNG

Die Proteinbiosynthese gehort zu den Grundvoraussetzungen des Lebens und ist durch das finale Argument im
1958 von Crick formulierten zentralen Dogma der Molekularbiologie beschrieben !. Es handelt sich um einen
universellen, sehr stark konservierten und hoch effizienten Mechanismus, der im Laufe der Evolution durch

2. Die Translation der durch mRNA kodierten Information in eine

Selektion maximal optimiert wurde
Peptidsequenz findet an den Ribosomen statt und gliedert sich in die vier Phasen Initiation, Elongation,
Termination und Recycling, welche durch zahlreiche, konzertierende Translationsfaktoren begleitet werden 4,
Wihrend der Elongationsphase werden in Bakterien im Durchschnitt 4-22 Codons pro Sekunde prozessiert > ©.
Jeder Elongationszyklus setzt sich zusammen aus der Bindung der Aminoacyl-tRNA an das zugehdrige Codon in
der A-site des Ribosoms, der Peptidbindungsreaktion zwischen Aminoacyl-tRNA und in der P-site lokalisierten
Peptidyl-tRNA, sowie der Translokation der beiden tRNAs (von A- zu P-site und von P- zu E-site) 3. Der Prozess
wird von verschiedenen Translations-Elongationsfaktoren begleitet. In Prokaryonten unterstiitzt EF-Tu mit dem
assoziierten nucleotide exchange factor EF-Ts die Bindung der Aminoacyl-tRNA an das Ribosom, wahrend
EF-G die Translokation der tRNA vermittelt ”> ® Einer Dislokation der Peptidyl-tRNA wird durch die
stabilisierende Wirkung von EF-P entgegengewirkt °. Obwohl EF-Tu einen ausgleichenden Effekt auf
Unterschiede beziiglich der Verfiigbarkeit der verschiedenen tRNAs hat und EF-P ungiinstige Stereometrien
kompensiert, ist die Elongation kinetisch variabel und die individuelle Translationsrate der einzelnen Codons von
mehreren Faktoren abhdngig. Wiahrend in einigen Féllen stereo- und elektrochemische Eigenschaften von

funktionell und strukturell essentiellen Aminosduren zugrunde liegen (z. B. Prolin) 1012

, bietet die Verzogerung
der Peptidyltransferasereaktion auch die Moglichkeit einer dynamischen Regulation der Translation. Diese ist
unter anderem Voraussetzung fiir die Anpassung der Proteinexpression oder die Anreicherung von

13,14 Die kotranslationale Faltung von Proteinen erfordert eine genaue

Zwischenprodukten der Proteinbiosynthese
zeitliche Taktung, bei der sich schnelle und langsame Phasen abwechseln und auf die parallel stattfindenden
Strukturierungsvorginge abgestimmt sind '°. Auch die kotranslationale Translokation von Membranproteinen
setzt ein Zeitfenster voraus, wiahrenddessen der Vorgang stattfinden kann. Eine langsame Anlaufphase der
Translation in den ersten 50 Aminosaurepositionen wirkt einer Akkumulation von Ribosomen an derselben mRNA
entgegen '®!7. In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche, translationsverzogernde Elemente beschrieben, die
in diesem Zusammenhang stehen (Abb. 1). Dazu zdhlen seltene Codons, deren zugehorige tRNAs aufgrund ihrer
im Vergleich zu anderen tRNAs signifikant schlechteren Verfiigbarkeit mit zeitlicher Verzogerung an das
Ribosom rekrutiert werden '® °, Die Bindungskriifte in Sekundérstrukturen der mRNA, wie zum Beispiel ribo

2023, Interne, Shine-Dalgarno-ihnliche Sequenzabschnitte

switches, verhindern einen konstanten Lesefluss
induzieren Translationsstopps 2. Eine Interaktion der neusynthetisierten Peptidkette mit dem ribosomalen exit
tunnel hemmt die Translokation und damit das Ankniipfen weiterer Aminosduren und wird unter anderem durch

spezifische leader peptides, wie secM, tnaC oder ermCL, vermittelt 252,

Schwerpunkt dieser Arbeit sind konsekutive Proline, deren Eingliederung in die entstehende Peptidkette einen
signifikanten Translationsarrest hervorruft 3% 3!, Ihre biologische Relevanz ist bislang nur bruchteilhaft verstanden.
Der Fokus der Forschung liegt momentan vor allem auf der Aufklarung der dem Translationsarrest zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen und nur hintergriindig bis gar nicht auf dem Sinn und Zweck des Auftretens

der Motive selbst. Diese Arbeit soll nun einen Beitrag zu deren Deutung leisten. Auch unter dem Aspekt, dass die



1. EINLEITUNG 2

weite Verbreitung von polyP Motiven und die hohe Spezifitit des assoziierten Translationselongationsfaktors
EF-P fiir die Entwicklung von neuartigen Antibiotika oder im Fall des eukaryontischen Orthologs eIF5A, in der

Etablierung neuer Tumormarker oder Krebstherapeutika von Bedeutung sein konnte.

leader peptides

Ff@o

seltene codons,

interne Shine-Dalgarno-
?O ahnliche Sequenzen

schwache
Aminosauresubstrate

mRNA Sekundarstrukturen,
riboswitches

Abb. 1: Schematische Ubersicht von translationsverzégernden Elementen und deren Wirkungsort (rot gekennzeichnet).

1.1 Strukturelle und dynamische Eigenschaften von Prolin
1.1.1 Stereochemische Eigenschaften von Prolin

Prolin nimmt aufgrund seiner kovalent an das o-N gebundenen Seitengruppe eine Sonderstellung unter den 20
proteinogenen Standardaminoséuren ein. Der dihedrale ® Winkel ist zwischen -68° und -75° fixiert, wahrend der
P-Winkel eingeschrinkt flexibel ist (Abb. 2A)*2. Auch die Freiheitsgrade von Peptidbindungen werden durch den
cyclischen Pyrrolidinring eingeschrinkt, wobei das Stickstoffatom durch eine sekundire Amidbindung an die
benachbarte Aminosdure gebunden ist 33, Das als proton hole 3¢ bezeichnete Phdinomen des fehlenden Protons

der Amingruppe hat mehrere Folgen.

Die alternative Ladungsverteilung fiihrt zu einer verlingerten Peptidbindung (1,36 A fiir X-Pro statt 1,33 A fiir
X-X) 37 und zu einer vergleichsweise niedrigen Aktivierungsenergie fiir eine cis/trans Isomerisierung (13 kcal/mol
statt 20 kcal/mol) 3%, Die Minima der Konformationsenergie liegen dabei bei -55° und +145° *!. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die anschlieBende Peptidbindung in trans Konformation vorliegt ist ca. 100 mal geringer,
als bei anderen Aminosiuren (p = 0,1 - 0,3 statt 0,001) 2. Prolin ist die einzige Aminoséure, die sowohl cis oder
trans Konformation einnimmt (Abb. 2B) 333243, Tatsichlich liegen ca. 90% aller Proline in Proteinstrukturen in

der trans Konformation vor ** 3. Eine Sequenz von konsekutiven Prolinen nimmt entweder die Form einer
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rechtsgewundenen cis Prolinhelix (PPI) ein, oder die einer linksgewundenen trans Prolinhelix II (PPII). Eine
Mindestanzahl von drei konsekutiven Prolinen oder prolinreiche Sequenzabschnitte, in welchen die Aminosédure
an jeder dritten Position steht, fiihren zur Ausbildung der PPII (Abb 2C und 2D) %% %, Dabei ist die PPII nach

a-Helix und B-Faltblatt die am héufigsten in gefalteten Proteinen anzufindende Sekundérstruktur 4748,

Prolin weist nicht nur selbst eine begrenzte Flexibilitét auf, sondern schrinkt auch die Konformation benachbarter
Aminosiuren in Peptidsequenzen ein 3*#!. Wihrend die ® und ¥ Winkel benachbarter Aminosiuren im Normalfall
weitgehend unabhingig voneinander sind, limitiert Prolin den zur Verfiigung stehenden Raum durch sterische
Konflikte zwischen der CH-N Bindung und den NH und CH, Gruppen der folgenden Aminosédure *!. Die
flankierenden Aminosduren haben ihrerseits einen Einfluss auf die cis/frans Isomerie des Prolins *. Die
Interkonversionsraten der X-Pro Peptidbindung variieren in Abhéngigkeit der folgenden Aminoséure um das bis
zu 10-fache, wobei die Isomerisierungskonstante k.- umso kleiner ist, je unflexibler die Seitenkette ist
(Gly > Ala > Val)*? und minimale Werte im Fall von aromatischen Aminosiuren einnimmt *°. Wihrend Aspartat
und Asparagin das Gleichgewicht Richtung cis Isomer verschieben, begiinstigen positiv geladene Aminoséduren
die trans Konformation®. Dariiber hinaus wiesen mehrere Studien nach, dass auch weiter entfernt liegende
Aminosduren in einem Abstand von bis zu vier Positionen die Konformation von Prolin beeinflussen 3% 3!-3!. Da
die Aminosduren eines Peptids unter stindiger gegenseitiger Wechselwirkung stehen, ldsst sich die endgiiltige

Konformation von Prolin nur durch das Zusammenspiel aller umliegenden Aminoséuren erklaren.

Das fehlende Proton der Amingruppe von Prolin und die daraus resultierende Ladungsverteilung in X-Pro
Bindungen hat eine erhohte Elektronegativitit der C=O Gruppe der benachbarten Aminosédure zur Folge. Damit
steigt deren Tendenz, starke Wasserstoffbriickenbindungen zu bilden 2. Aus diesem Grund ist Prolin hiufig in B-
und y-turns anzufinden 334, Innerhalb von a-Helices induziert Prolin einen strukturellen Knick im Winkel von
20-30° 5> %, da die X-Pro Peptidbindung keine Wasserstoffbriickenbindung mit benachbarten Carbonylgruppen
bilden kann. Folglich steigt in Helices das Potential der vier Aminosduren entfernt liegenden Carbonylgruppe,

alternative Bindungsmuster einzugehen 34,
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/; trans —» cis [

cis Prolinhelix (PPI)
¢ =-83°, y=158°, w=0°

trans Prolinhelix (PPII)
¢ =-78° w=149°, w=180°

B-Faltblatt PP Il a-Helix

M S DN @ Helikale Achse

ﬁ/\/\/\j } l@ Perspektivische Projektion

Hypothetische 10-Ala
Polypeptidkette

Abb. 2: Die Rolle von Prolin in der Strukturierung von Proteinen. (A) Darstellung von Prolin als Valenzstrichformel.
(B) Cis/trans-Isomerisierung der X-Pro Peptidbindung (modifiziert aus 37). (C) PPI und PPII in Vorder- und Seitenansicht
(modifiziert aus %). (D) Gegeniiberstellung der drei Hauptstrukturen B-Faltblatt, PPII und a-Helix (modifiziert aus ).
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1.1.2 Prolin als Substrat der ribosomalen Peptidyltransferasereaktion

Aufgrund seiner aufergewohnlichen Rigiditdt ist Prolin ein schlechtes Substrat fiir die ribosomale
Peptidyltransferasereaktion °. Zwei konsekutive Proline haben ein ausreichend groBes Potential, die Reaktion um
mindestens das 60-fache zu verlangsamen und damit einen Translationsarrest zu induzieren %% 3! °, Wihrend
elektrochemische Eigenschaften nur eine untergeordnete Rolle spielen, ist die Stereometrie von Prolin
ausschlaggebend fiir eine erschwerte Positionierung der Peptidyl-PP-tRNA im katalytischen Zentrum des

Ribosoms °.

Dabei werden vermutlich sowohl der dem nukleophilen Angriff der Peptidbindungsreaktion zugrunde liegende
Protonentransfer, als auch die Ausbildung von Ladungen beeintrichtigt > %°. Da sich umliegende Aminosiuren
und Prolin gegenseitig in ihrer Konformation beeinflussen, hdngt das AusmaB der Dislozierung von der Sperrigkeit
der flankierenden Peptidsequenz ab 3% 5%, Auch die Interaktion der bereits synthetisierten und sich im exit tunnel
befindenden Peptidsequenz mit ribosomalen Proteinen muss in Betracht gezogen werden. Zum Beispiel
schwichen Aminoséuren wie Cys oder Thr upstream von drei konsekutiven Prolinen den Translationsarrest ab,
withrend Arg und His ihn verstidrken 6!, Der Einfluss der Aminoséuren ist umso groRer, je geringer die Entfernung

30, 61 Dariiberhinaus sind auch intramolekulare Position der konsekutiven Proline und

zu Prolin
Proteinexpressionsrate von Bedeutung > ©, Vermutlich tragen Zugkrifte einer kotranslationalen Prozessierung
des bereits synthetisierten Peptidteils dazu bei, dass konsekutive Proline einen umso kleineren Effekt haben, je

weiter entfernt sie vom N-Terminus eines Proteins liegen *.

Zur Vereinfachung werden polyP Motive in dieser Arbeit als eine Abfolge konsekutiver Proline mit flankierenden
Aminoséduren definiert: X(.2)X.1-nP-Xe1). Dabei gilt n>2. X(.2), X(.1) und X1y konnen jede beliebige Aminoséure

auller Prolin sein.

1.2 Der bakterielle Translations-Elongationsfaktor EF-P

Im Fall eines durch polyP Motive induzierten Translationsarrests bindet der bakterielle Translations-
Elongationsfaktor EF-P reversibel zwischen P- und E-site des Ribosoms und beschleunigt die
Peptidyltransferasereaktion auf ein annihernd regulires MaB % % %-8 Dennoch ist die Reaktivitit im Vergleich

3, Die Reaktion wird von keinem anderen bekannten

zu anderen Peptidbindungen messbar kleiner
Translationsfaktor beeinflusst 7°. EF-P ist in Struktur und Funktionalitdt stark konserviert 7°. Mit Ausnahme einiger
symbiontischer Bakterien mit reduzierter Genomgrofe, findet sich der Translationsfaktor, bzw. dessen

vergleichbar wirkende eukaryontische und archaeale Orthologe eIF5A und alF5A, in allen lebenden Organismen

71, 45,7275
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1.2.1 Struktur und Funktionsweise

EF-P imitiert tRNA in Form und GréBe. Der Translations-Elongationsfaktor besteht aus drei B-Fassstrukturen,
wobei die Domiinen II und III sehr dhnlich strukturiert sind (Abb. 3A) 6766 65 ¢IF5A und alF5A haben im
Gegensatz dazu nur zwei Doménen, welche allerdings eine hohe Ubereinstimmung zu den entsprechenden EF-P

Doménen aufweisen 7% 77

EF-P bindet im Fall eines durch polyP Motive induzierten Translationsarrests reversibel zwischen P-site und E-
site im Reaktionszentrum des Ribosoms °. Inwiefern die damit einhergehende Stabilisierung der Peptidyl-tRNA
die Entropie der ribosomalen Peptidyltransferasercaktion positiv beeinflusst, wurde am Beispiel von E. coli
aufgeklirt (Abb. 3B)°. EF-P beriihrt beide ribosomalen Untereinheiten. Dabei ist die N-terminale Domine des
Translationsfaktors nahe des Aminoacyl-Akkzeptors der Peptidyl-tRNA und die C-terminale Doméne in néchster
Nihe der Anticodon-enthaltenden Haarnadelstruktur lokalisiert 7 °. Die Doméne II interagiert direkt mit dem
ribosomalen Protein L1, welches Translokation und Entlassung der tRNA vermittelt 8. Fiir eine Spezifitit von
EF-P gegeniiber Prolin spricht, dass die 9 Nukleotide lange D-stem Sequenz der tRNAP™, welche in dieser Form
sonst nur in tRNA™e vorkommt, in vitro eine wichtige Erkennungsstruktur darstellt . Eine konservierte
Aminosdure an der Spitze von Doméne I ist in fast allen bislang untersuchten Organismen durch eine einzigartige,
posttranslationale Modifikation verlingert 2. Am Beispiel von E. coli konnte gezeigt werden, dass die
B-Hydroxylysylierung von K34 eine Uberbriickung der Distanz zum Reaktionszentrum ermdglicht und
mutmaBlich die Orientierung des Prolinesters in der P-site und die Organisation elektrostatischer Interaktionen
optimiert ° (Abb. 3C). Dabei interagiert p-Hydroxylysyl-Lys-34 mit dem CCA Ende der tRNA in der P-site und
konstruiert eine alternative Konformation der daran gekoppelten Peptidkette 3°. Da EF-P in unmodifizierter Form
ebenfalls eine geringe Verbesserung der Translationsrate herbeifiihrt, wird vermutet, dass der Translationsfaktor
auch das Grundgeriist der tRNA stabilisiert ’® 8!, Zahlreiche Beispiele zeigen jedoch, dass die posttranslationale

Modifikation Voraussetzung fiir eine vollstindige Aktivitdt von EF-P und dessen Orthologe ist 8% 83-30. 84,

In vivo Studien zeigten, dass etwa 30% aller EF-P Molekiile in E. coli zeitgleich an Ribosomen gebunden sind *.
Das Verhiltnis zwischen Anzahl an EF-P Molekiilen und 70S Ribosomen betriigt in E. coli 1:4-10 337, Wihrend
ein durchschnittlicher Elongationszyklus eine Dauer von 50 ms hat, verbleibt EF-P nur ca. 7 ms am Ribosom .
Die Voraussetzung fiir die Rekrutierung von EF-P an das Ribosom ist dabei eine unbesetzte E-site &, Da EF-P
weit ofter im Komplex mit Ribosomen vorliegt, als es die Abundanz von Pro-Pro Motiven in den zeitgleich
vorliegenden mRNA Transkripten implizieren lieBe, wird vermutet, dass EF-P generell durch
Translationsverzogerungen rekrutiert wird %. Analog dazu wurde fiir EF-P und eIF5A zusitzlich zur
Unterstiitzung der Elongation an polyP Motiven auch eine gewisse Beteiligung an der Peptidbindung von

andersartigen, ebenfalls ungiinstigen Aminosiuresubstraten und der Translationstermination beschrieben 8 31- 8,
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C £ (Peptidyl—tRNA

508

308

EF-P

Peptidyl-tRNA

Abb. 3: Der bakterielle Translations-Elongationsfaktor EF-P erhoht die Effizienz der ribosomalen Peptidyltransferasereaktion
im Fall eines durch poyP Motive induzierten Translationsarrestes. (A) Modell der 3D Struktur von EF-P aus E. coli mit
Dominen I-III (DI-II). (B) Cryoelektronenmikroskopische Rekonstruktion von arretierten Ribosomen (modifiziert aus ).
(C) Relative Positionierung von EF-P und tRNAP™. Die fiir Interaktion mit der Peptidyl-tRNA relevanten Aminosiuren Y183
und R186 von EF-P sind hervorgehoben (modifiziert aus ).

L1: 508 ribosomales Protein L1 (RplA); PK: Peptidkette

1.2.2 Posttranslationale Modifikation

Obwohl die Wirkung von EF-P und eIlF5A, bzw. alF5A auf die Translationseffizienz universell ist und die Proteine
die Position einer konservierten Aminosdure gemeinsam haben, unterscheidet sich dennoch die Art von deren
Modifikation zwischen den einzelnen Spezies. Interessanterweise handelt es sich dabei immer um sehr

ungewdhnliche, in ihrer Form einzigartige Verbindungen (Abb. 4).

In Eukaryonten wird ein konserviertes Lysin durch die Anbindung von Spermidin durch das Enzym
Deoxyhypusinsynthase (DHS) und anschlieBende Hydroxylierung durch die Deoxyhypusinehydroxylase DOHH
in Hypusin (N*-(4-Amino-2-Hydroxybutyl)-Lysin) umgewandelt °* 8> 44, In Archaea liegt alF5SA ausschlieBlich in

deoxyhypusinylierter Form vor . Der Modifikationsweg ist noch unbekannt.

In Prokaryonten liegen im Gegensatz dazu diverse Modifikationssysteme vor. In 26% aller Bakterien - vor allem
y-Proteobakterien - wird die Aktivitdit von EF-P durch eine B-Lysin Modifikation des konservierten Lys34
gewihrleistet. Die Aminomutase EpmB wandelt a-Lysin in f-Lysin um, welches durch die Lysyltransferase EpmA
an EF-P angefiigt wird. Eine Hydroxylierung durch EpmC komplettiert die Modifikation °! %2,
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In 9% aller Bakterien (darunter Pseudomonas, Bordetella, Shewanella, Neisseria) findet eine durch die

t 93-95

Glycosyltransferase EarP vermittelte Rhamnosylierung eines konservierten Arginins (Arg32) stat In

Bacillus subtilis liegt eine 5-Aminopentanol Modifikation an Lys32 vor %7,

Ein groBer Teil der Bakterien besitzt keine Orthologen der bereits bekannten Modifikationsenzymen. Die Suche
nach neuen Modifikationssystemen ist damit noch nicht abgeschlossen. Es gibt Hinweise darauf, dass Bakterien
mit sehr wenigen polyP Motiven nicht auf eine Modifikation angewiesen sind, bzw. alternative Methoden
entwickelt haben, um Translationsarreste zu vermeiden. Ein Beispiel dafiir ist Lactobacillus jensenii, in welchem

ValS das einzige Protein mit drei konsekutiven Prolinen ist °%.

H H
EpmC
EpmA L T —— - NHa
(R)--Lysin yS O NH. Lys34 OH O NH:
Eme;t
S)alysi
(S)-a-Lysin NH o
)K A
EarP N N m\ ol
—> H H
dTP-Rhamnose Arg32
.
(18 H
L N NH:
Ymfl, ? \/W
*
- Lys32 OH
? ?
> >
H 4 OH
N N
< DHS AVAVANEN: (L1 \N\NH
2 é 2
E Spermidin Lys51 LysS1
(]
Hoo
% ? \A/\
T T> Lys42 NH
— ?

Abb. 4: Konservierte Aminoséduren an der Spitze von Doméne I von EF-P, bzw. elF5A und alF5A, werden posttranslational
durch einzigartige Modifikationen verlingert. Schematische Ubersicht der bekannten Modifikationssysteme.
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1.2.3 Phiinotypische Auswirkung einer Deletion von EF-P oder eIF5A

Eine Deletion von efp, bzw. a/elF5A, hat mit steigender Komplexitit der Organismen und in Korrelation zur
Anzahl der polyP Motive einschrinkende bis massive Auswirkungen auf die Zellviabilitit. Pleiotrope

phénotypische Merkmale illustrieren die Bandbreite und Relevanz der EF-P abhéngigen Proteine.

EF-P oder das modifizierende Enzym EpmA sind Voraussetzung fiir die Virulenz von Shigella flexneri. Die
Abwesenheit eines der beiden Proteine fiihrt zu einer Reduktion der Proteinlevel verschiedener
Virulenzregulatoren und damit zu starken Beeintrichtigungen der Fihigkeit, epitheliale Zellen zu invadieren %.
Die Deletion von efp in E. coli und Pseudomonas aeruginosa hat eine stark reduzierte Wachstumsrate zur Folge
100 EF-P spielt dariiberhinaus eine Rolle in der Virulenz und Stressresistenz von Salmonella enterica '°'. In
Eukaryonten existieren mehrere Isoformen von eIF5A, welche unterschiedlich stark exprimiert sind. In
multizelluldren Organismen wie dem menschlichen, ist eIFSA-1 allgegenwértig, wiahrend elF5A-2 nur in einigen
Geweben nachweisbar ist 9% 19 Hohe Expressionslevel von eIlF5A-1 und elF5A-2 werden mit verschiedenen
Krebsarten in Verbindung gebracht und beide Proteine werden als Tumormarker diskutiert 419 Eine
homozygote Deletion der genomischen loci von eIF5A-1 oder des modifzierenden Enzyms DHS ist in Mausen,

Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster lethal %% 110,

1.3 Strukturelle und funktionelle Bedeutung von polyP Motiven

Prolin findet sich in einem weiten Spektrum von Proteinstrukturen und ist Teil von loops, turns oder zufalligen
coils, B-Faltblattstrukturen bis hin zu o-Helices **. Tabelle 1 fasst experimentelle Untersuchungen zu Prolinen in
verschiedenen Proteinen und Organismen zusammen. Prolin wird eine Funktion als Helix-Initiator zugeschrieben
33, 111 112 Obwohl eine Positionierung von Prolin in Transmembranhelices energetisch ungiinstig ist, existieren
einige gut beschriebene Beispiele dafiir **. Nach auBen prisentierte Carbonylsauerstoffatome und die X-Pro
Peptidbindung bieten eine putative Angriffsfliche filir positiv geladene Liganden '3 !4 Die begrenzte
Beweglichkeit von Prolin und die hydrophobe Oberfliche des Pyrrolidinrings reduzieren zudem einen
iiblicherweise aus der Bindung resultierenden, ungiinstigen Entropieverlust ''°. Einer aktiven, durch spezifische
Prolin-Isomerasen (PPIasen) vermittelten cis/trans Isomerisierung von X-Pro Bindungen wird eine Funktion im
Transportmechanismus von Proteinkanilen zugeschrieben 3% 11640 Analog dazu wird eine Beteiligung von Prolin
an der stereoisometrischen Aktivierung bestimmter Proteine vermutet "> >, Auch eine Rolle im Schutz gegen

unspezifische Proteolyse wurde bereits diskutiert 4.

Andere MutmafBungen gehen auf den durch Prolin induzierten Knick in a-Helices zuriick, welcher eine strukturelle
Heterogenitit und damit die gegenseitige Interaktion von Transmembranhelices ermdglichen konnte 34, Die PPII
ist hiufig an den Rindern von a-Helices, in Linkerregionen oder Interaktionsoberflichen anzufinden #°. Die
unflexible Konformation der Helix und deren oft exponierte Lage hat eine niedrige Bindungsenergie zur Folge.
Kurze, prolinreiche Motive wurden bereits als Ziele von verschiedenen proteinbindenden Doménen identifiziert.
Dazu zdhlen zum Beispiel SH3 und WW Dominen !'® 1" Oft ist die PPII Teil von Protein- oder

Nukleinsdurebindestellen 120 46: 121,
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Tab. 1: Ubersicht von Proteinen, in welchen die Relevanz ausgewihlter Proline mittels SDM (site directed mutagenesis) bereits
experimentell beschriebenden ist. Art und Position von etwaigen polyP Motiven sind in der Spalte ,,polyP* zsammengefasst.
P = Lokalisisierung der substituierten Aminosiure; TM = transmembran; C = cytosolisch
(Referenzen: Strader et al., 1987 122; Sankara-Ramakrishnan et al., 1989 '23; Vilsen et al., 1989 124; Wess et al., 1993; Lummis
et al., 2005 '2%; Lolkema et al., 1988 126; Vik et al., 1988 '27; Miller et al., 1989 128)

Spezies Protein
ATP2A2
2+
Homo Ca” -ATPase
sapiens
ADRB2
Beta-
Adrenorezeptor
Ratt Chrm3
@ Lfs Acetylcholin
norvegicus Rezeptor 3
5-HT3
Xenopus 5-Hydroxy-
laevis tryptamin
Rezeptor
AtpE
FIF0-ATPase
Untereinheit C
AtpB
FIF0-ATPase
Untereinheit A
Escherichia
coli

LacY
lac Permease

polyP SDM
P308>A,G
LDPPR
(601/602)
NKPPR P802 > A
(819/820)
RMPPW
(925/926)
P312->A,GL
P323 > S
P22 > A
P505 > A
TVPPG
(126/127) P540 > A
P201 > A
2}771“112)7}; P308 >G, A, C,
(TRPPA) V.LN,
P-Anal
(388/389) e
P43 >S, A
QNPPA
P190 >Q,R
(34/35) Q
P31, 123, 280,
327
>A,G
P31, 123, 280,
327
>1

P61, 89, 97, 220
>A,GL

P28->A,G,L S

P

™

™

™

™

™

™

™

™

C

C

C

™

™

™

Phiéinotyp

reduzierte A ffinitit
gegeniiber ca**

reduzierte A ffinitit

gegeniiber ca”

. 2
stark reduzierter Ca”"
Transport

statt 67 kDa Genprodukt:
44 kDa und 50 kDa

35-100-fach reduziertes
Expressionslevel

35-100-fach reduziertes
Expressionslevel

35-100-fach reduziertes
Expressionslevel, auf
25% reduzierte
Stimulierung von
Inositol Hydrolyse

drastisch reduzierte
Bindeaffinitit gegeniiber
Agonisten und
Antagonisten
(~450-fach)

Bindeaffinitat
unverandert,
beeintrichtige
Transportaktivitdt und
Konformations-
anderung

reduziertes Wachstum
auf Glukose und
geringere Sensitivitét
gegeniiber DCCD
Inhibitor

reduziertes Wachstum
auf Glukose und
geringere Sensitivitét
gegeniiber DCCD
Inhibitor

Laktosetransport nicht
beeintrachtigt

kein Laktosetransport

Laktosetransport nicht
beeintrachtigt

kein Laktosetransport

Interpretation

Pro gewihrleistet Stabilitat
und damit Positionierung von
benachbarten Aminoséduren;
eventuelle direkte Beteiligung

an Ca2+ Bindung oder
indirekte Beteiligung durch
strukturellen "Knick"

"Knick", der die
Konformationstransition des
Phosphoenzyms erleichtert

Pro an Proteinprozessierung
beteiligt (evtl. Faltung)

Pro essentiell fiir
Rezeptorexpression

Pro essentiell fiir
Rezeptoraktivitat

Pro essentiell fiir
Ligandenbindung

Pro ausschlaggebend fiir
Transportmechanismus,
cis/trans Isomerisierung

Pro in F1-FO Bindung
involviert

Pro in F1-FO Bindung und
Protonentranslokation
involviert

hydropathische
Eigenschaften von Pro
Vorraussetzung fir
Transporterfunktionalitat

Referenz

Sankara-Ramakrishnan
etal ., 1989;
Vilsen et al ., 1989

Vilsen et al ., 1989

Vilsen et al ., 1989

Strader et al., 1987

Wess et al ., 1993

Wess et al ., 1993

Wess et al ., 1993

Wess et al ., 1993

Lummis et al ., 2005

Miller et al ., 1989

Vik et al ., 1988

Lolkema et al ., 1988;
Consleret al ., 1991

Lolkema et al ., 1988;
Consleret al ., 1991

Lolkema et al ., 1988;
Consleret al ., 1991

Lolkema et al ., 1988;
Consleret al ., 1991
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Die Faltung von Proteinen ist ein mehrstufiger Prozess, wobei die langsame Phase zu weiten Teilen nachweislich
auf eine enzymatisch katalysierte cis/trans Isomerisierung von Prolin zuriickgeht 4> '?°. Prolin wird deshalb auch
eine fiir die Dynamik der Bildung von Tertiérstrukturen essentielle Bedeutung zugeschrieben 3%+, Aufgrund seiner

eingeschrinkten Flexibilitdt spielt Prolin mutmaBlich eine stabilisierende Rolle in Proteinstrukturen ',

1.3.1 Experimentelle Untersuchungen zur Bedeutung von polyP Motiven in bakteriellen Proteinen

Wihrend die strukturelle und dynamische Rolle einzelner Proline in Proteinsequenzen bereits seit Mitte des 20.
Jahrhunderts beschrieben wird, existieren nur wenige Studien zu konsekutiven, in Polyprolinmotiven
akkumulierten Prolinen. Diese konzentrieren sich im Wesentlichen auf Proteine aus Salmonella enterica und
Escherichia coli (Tab. 2). Neben den strukturellen und funktionellen Aspekten muss hier unbedingt die
Auswirkung auf die Translationseffizienz mit in Betracht gezogen werden. Es erscheint unwahrscheinlich, dass
allein die strukturellen Eigenschaften von konsekutiven Prolinen diejenigen von singuldren derart {iberwiegen,
dass ein nur mit hohem energetischem Aufwand zu behebender Translationsarrest akzeptiert und im Laufe der

Evolution aufrechterhalten worden wére.

So wurde zum Beispiel fiir das polyP Motiv des Mg?" Transporter MgtB und die Akkumulation von Prolinen im

assoziierten leader peptide MgtL eine Funktion in der Regulation der Proteinkopienzahl nachgewiesen !31: 132,

Der membranintegrierte pH Sensor und Transkriptionsaktivator CadC aus Escherichia coli trigt in der
unstrukturierten cytosplasmatischen Linkerregion von Transmembran- und DNA-Bindedoméine zwei polyP
Motive (SPPPIP und ATPPE) 3> 134 An seinem Beispiel wurde der durch konsekutive Proline induzierte
Translationsarrest und die Rolle von EF-P an dessen Auflosung zum ersten Mal beschrieben . Ein
SPPPIP/SAAAIS Austausch in plasmidkodiertem und niedrigexprimiertem CadC fiihrt zu einer Erhéhung des
Proteinlevels. Da dadurch das numerische Gleichgewicht zu LysP, der interagierenden und als Cosensor
fungierenden Lysinpermease, und damit auch die Expression der Zielgene cadBA gestort wird, wurde die
Schlussfolgerung gezogen, dass das polyP Motiv in CadC eine Rolle in der Aufrechterhaltung und Feinjustierung

einer adiquaten Proteinkopienzahl spielt 3.

Die universell konservierte Val-tRNA Synthetase ValS trigt drei konsekutive Proline im katalytischen Zentrum,
welche nachweislich eine Rolle fiir eine effiziente Beladung von tRNA mit Valin und fiir die Vermeidung einer
falschlichen Beladung mit Threonin spielen 7!. Interessanterweise ist dieses Prolinmotiv in allen Orthologen und
damit allen Spezies der drei Lebensreiche zu finden, was eine Koevolution von EF-P und dem Prolinmotiv in ValS

vermuten lasst 7.
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Tab. 2: Ubersicht von Proteinen, in welchen die Relevanz ausgewihlter polyP Motive mittels SDM (site directed mutagenesis)
bereits experimentell beschriebenden ist. Art und Position der Motive sind in der Spalte ,,polyP* zsammengefasst.

P = Lokalisisierung der substituierten Aminosiure; TM = transmembran; C = cytosolisch

(Referenzen: Choi et al., 2017 '3!; Gall et al., 2016 132; Ude et al., 2013 *°; Starosta et al., 2013 ')

Spezies Protein polyP SDM P Phinotyp Interpretation Referenz
unverdnderte
MgtB Q;;I;LA Transporteigenschaften, Regulation d
) éDPP]i P555,556->A  C  keine Reduzierung des b fg,“ . on erh | Choi et al ., 2017
LIzglians ooy 555/556) Translations-levels in rotemkopienza
Salmonella ( Abwesenheit von EF-P
enterica
MgtL (MDPEPTP  P3->S Atqulﬂ dung VOE:,].RN A Sensor fiir die Konsentrati
leader petide  LPRWRIFL ~ P5->L @ |SUSOHOEIED ERERIEE | BEEai ey oo eio Gallet al ., 2016
B FR) P7>S von der von tRNA-Pro
Prolinkonzentration
P40 ->G
ValS IPPPN (40- P41 >G C Beeintrichtigung der  Pro essentiell fiir katalytische Starosta et al . 2014
tRNA Synthetase 42) P42 >G Beladungkapazitit Aktivitit v
Escherichia L2
coli SPPPIP . .
CadC e verstirkte Expression
a' . (- P120-122/124 der Zielgene cadAB, Feinjustierung
Transkriptions- 122/124) C N . R Ude et al ., 2013
Ktivat ATPPE >A erhohte Proteinkopienzahl
axtivator (146/147) Proteinkopienzahl

1.3.2 Mégliche Funktionen von polyP Motiven in Signalproteinen

Anderungen in der Proteinkopienzahl miissen umso stirker ins Gewicht fallen, je niedriger das jeweilige
Expressionslevel ist. Besonders fiir Proteine, die Teil von komplexen und quervernetzten
Signaltransduktionswegen sind, ist ein genau definiertes Verhéltnis aus Aktivatoren und Repressoren von grofer
Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von polyP Motiven exemplarisch an den E. coli K-12
Proteinen EnvZ, EvgS, DgcC und Lon untersucht (Abb. 5). Ausschlaggebend fiir die Auswahl dieser Proteine war
unter anderem die Verfiigbarkeit von etablierten Testsystemen zur phanotypischen Charakterisierung von isogenen

Mutanten.

1.3.2.1 Histidinkinasen

Auffilligerweise tragen 18 der 30 Histdidinkinasen (HKs) in E. coli K-12 mindestens ein polyP Motiv, wovon in
8 davon potentiell stark translationsverzogernde Motive vorzufinden sind: BaeS, CreC, CpxA, EnvZ, EvgS, QseC,

PhoR and ResD.

Zweikomponentensysteme, die sich typischerweise aus membranintegrierter Histidinkinase und zugehorigem,
16slichen Antwortregulator zusammensetzen, sind die Hauptakteure der Signalperzeption und -transduktion in
Prokaryonten und gewihrleisten eine schnelle und spezifische Anpassung an extrazelluldre Stimuli. Die
Information eines von der Histidinkinase detektierten Stimulus wird {iber eine intramolekulare
Konformationsinderung an deren Kinaseeinheit iibermittelt. In Folge eines durch Autophosphorylierung an einem
konservierten Histidin der Histidinkinase initiierten Phosphotransfers auf ein konserviertes Aspartat des

Antwortregulator wird dessen output Doméne aktiviert und damit eine zellulire Antwort angestoBen '3 136,
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Osmolalitat, pH pH, Alkalimetalle
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HATPase HATPase
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regulatorische Proteine
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43099
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Abb 5: Schematische Ubersicht der E.coli K-12 Signalproteine EnvZ (A), EvgS (B), DgcC (C) und Lon Protease (D), sowie
deren assoziierte Signaltransduktionskaskade.
AM = iuBere Zellmembran; PP = periplasmatischer Raum; IM = innere Zellmembran
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Sowohl Histidinkinase, als auch Antwortregulator liegen in homodimerer Form vor 3¢, Wihrend die
Sensordoméne der Histidinkinasen hoch variabel ist, ist der cytoplasmatischen Transmitterdoméne ein modularer
Aufbau aus einem definierten Satz von Dominen gemeinsam, wobei deren Organisation variabel ist 37> 133,
Unterschieden wird zwischen periplasmatisch sensierenden Histidinkinasen, die ihren Stimulus iiber eine
extrazelluldre Rezeptordoméne detektieren, Histidinkinasen, die auf die Erkennung von membranassoziierten
Stimuli durch ihre Transmembranregionen spezialisiert sind und Histidinkinasen, die Stimuli ausschlieBlich im

135 Periplasmatisch sensierende Histidinkinasen setzen sich iiblicherweise aus einer

Cytoplasma erfassen
periplasmatischen Sensordomédne und einer cytoplasmatischen Transmitterdoméne zusammen. Die
Transmitterdoméne beinhaltet eine variable Linkerdoméne und mindestens eine Dimerisierungs- und
Phosphotransferdoméne (DHp, bzw. HisKA) mit konserviertem Histidin und die katalytische ATPase Doméne
(HATPase). Der Antwortregulator besteht aus Phosphoakzeptordomine (REC) und einer output Doméne fiir
Protein-Protein Interaktionen oder die DNA-Bindung '3% 135, Der Aufbau von Histidinkinasen kann in
abgewandelter Form vorliegen, wie es auch in Hybridkinasen der Fall ist. Diese sind erweitert um die fiir den

Antwortregulator typische Phosphoakzeptordomiine und eine zusitzliche Transmitterdomine '*.

Histidinkinasen zeichnen sich durch eine niedrige Proteinkopienzahl aus. Wihrend in der exponentiellen
Wachstumsphase (LB-Medium) pro Zelle bis zu 100 Kopien von EnvZ anzufinden sind, sind es im Fall von EvgS

sogar nur 5 '40- 141,

1.3.2.1.1 Der Osmo- und Siurestressrezeptor EnvZ

Die Histidinkinase EnvZ (Abb. 5A) bildet zusammen mit dem dazugehdrigen Antwortregulator OmpR ein
Zweikomponentensystem, das osmotischen und Séurestress sensiert und prozessiert 42143 136,146, 147 Eny7 jst
durch zwei Transmembrandomaénen in der inneren Membran verankert. Der cytoplasmatische C-terminale Teil
besteht aus den drei Domédnen HAMP, HisKA und HATPase !3% 148, Obwohl davon ausgegangen wird, dass die
periplasmatische Doméne in die Reizwahrnehmung involviert ist, zeigten neuere Studien, dass der
cytoplasmatische Teil intrazellulidre Auswirkungen von externen osmotischen Schwankungen sensiert 146 147 149,
EnvZ ist bifunktional und fungiert unter Bedingungen mit hoher externer Osmolaritit als Kinase und bei niedriger
Osmolaritit als Phospatase !*°. Die Autophosphorylierung findet an His243 statt '>!. Phosphoryliertes OmpR
reguliert die Transkription der beiden fiir die Hauptporine der duleren Membran kodierenden Gene ompC und
ompF auf reziproke Art und Weise 2. Da OmpC und OmpF unterschiedliche Porendurchmesser haben, kann
durch eine Verschiebung deren numerischen Verhiltnisses die Durchléssigkeit fiir Molekiile bestimmter Grof3e
limitiert werden. Die Aktivitit von EnvZ wird durch das interagierende, ebenfalls in der inneren Membran
lokalisierte Protein MzrA moduliert '33. MzrA verbindet damit auBerdem das EnvZ/OmpR System mit den

Stressantwortsystemen CpxA/CpxR und oF 153 154,

EnvZ trigt zwei polyP Motive in der periplasmatischen und HAMP Doméne.
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1.3.2.1.2 Der pH-Stresssensor EvgS

Die Hybridsensorkinase EvgS (Abb. 5B) bildet zusammen mit dem Antwortregulator EvgA ein
Zweikomponentensystem zur Detektion von niedrigen extra- und intrazelluliren pH-Werten (~ pH 5,5) und
Alkalimetallen und reguliert eine damit verbundene spezifischen Stressantwort '3 136, Die Histidinkinase setzt sich
zusammen aus einer N-terminalen periplasmatischen Sensordoméne bestehend aus zwei VFT Doménen (venus fIy
trap), einer daran anschliefenden Transmembrandomine und den fiinf cytoplasmatischen Doménen PAS, HisKA,
HATPase, REC und Hpt 15619, Damit z&hlt EvgS zu den Hybridkinasen. Die Histidinkinase bildet oligomere

Cluster in der Zellmembran ¢!,

Nach Autophosphorylierung des His721 in der HisK A Doméne wird die Phosphorgruppe an ein Aspartat der REC
(receiver) Domine und von dort wiederum auf ein Histidin der Hpt Doméne tibertragen '%2. Von dort aus (output)
wird das Signal final an EvgA iibermittelt. EvgA reguliert die Transkription von einem weiten Spektrum an
Zielgenen %% 193 Die wichtigsten davon betreffen das effektivste der vier Saureresistenzsysteme in E. coli, AR2.
Dessen Hauptkomponenten sind die beiden Glutamatdecarboxylasen GadA und GadB, welche eine
a-Carboxylgruppe von Glutamat durch ein Proton aus dem Cytoplasma ersetzen und damit das intrazelluldre
Protonenlevel reduzieren, sowie der Glutamat/y-Aminobuttersiure (GABA) Antiporter GadC '*+1%°. GadA und
gadBC werden durch das Genprodukt von gadE aktiviert. Dessen Transkription steht wiederum unter der direkten
und indirekten {iber YdeO vermittelten Kontrolle von EvgA ', Weitere Zielgene von EvgA, welche ebenfalls in
die S#urestressantwort involviert sind, sind emrKY und ydeP 193197,

EvgA reguliert zudem die Transkription von saf4 und iraM, was EvgAS mit dem Zweikomponentensystem
PhoPQ, welches ebenfalls an die Sdurestressantwort beteiligt ist, auf verschiedenen Ebenen verkniipft. 155 168-170,
Die Aktivierung von EvgAS ist zudem an RcsB, den Antwortregulator des Dreikomponentensystems

RcsC/ResD/ResB, gebunden 174172,

EvgS tragt je zwei polyP Motive in den periplasmatischen Sensordoménen VFT1 und VFT2.

1.3.2.2 Andere Signalproteine

Um die Rolle von polyP Motiven in einem umfassenderen Kontext zu bewerten, wurden die beiden Proteine DgcC
und Lon hinzugezogen. Beide spielen maBgebende Schliisselrollen in mit Sekunddrmetaboliten assoziierten

Signalwegen. Funktionsweise und Signalweg unterscheiden sich jedoch grundsitzlich.

1.3.2.2.1 Die Diguanylatcyclase DgeC

Die Diguanylatcyclase DgcC (Abb. 5C) reguliert die c-diGMP vermittelte Cellulosesynthese. Die grofie
Bandbreite an c-diGMP bindenden Proteinen spiegelt die Diversitét dieses Signalweges wieder, welcher beinahe
jeden molekularen Prozess in Bakterien tangiert, darunter Transkription, mRNA Stabilitit, Translation, Protein-
Interaktionen oder -Degradation '73. Das Molekiil spielt dariiberhinaus eine Schliisselrolle in dem phinotypischen
Ubergang von freilebenden Einzelzellen zu koloniebildenden, sessilen Individuen in Biofilmen '7*. Ein komplexes

Netzwerk aus verschiedenen Diguanylatcyclasen mit charakteristischer GGDEF Doméne moduliert zusammen
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mit den antagonistisch wirkenden Phosphodiesterasen (gekennzeichnet durch EAL oder HD-GYP Domine) die

intrazelluldre, globale und lokale Konzentration des Sekunddrmetaboliten c-diGMP.

Die Art und Anzahl der Diguanlytcyclasen und Phosphodiesterasen ist innerhalb der E. coli Stimme sehr variabel.
Wenige davon sind Teil eines Kernproteoms und bilden ein zentrales, koreguliertes Netzwerk zur Aktivierung der
Biofilmproduktion. Dazu zdhlt unter anderem auch DgcC, was dessen Wichtigkeit unabhéingig von den
dkologischen Umweltbedingungen unterstreicht 7. In E. coli K-12 finden sich insgesamt 12 Proteine mit GGDEF

Domiéne und 10 mit EAL Domiéne '73.

Die C-terminale, cytoplasmatische GGDEF Doméne von DgcC weist die fiir die Enzymklasse der
Diguanylatcyclasen charakteristische Aktivitdt auf, wahrend N-terminal eine aus 6 Transmembrandoménen
bestehende MASE2 Rezeptordomiine lokalisiert ist 7% 73, Aus zwei Molekiilen GTP wird mit Hilfe der GGDEF
Domine Bis-(3¢-5¢)-cyklisches dimeres GMP (c-diGMP) katalysiert 17> 174, Die Homodimerisierung der GGDEF
Domine ist Voraussetzung fiir die Aktivierung von Diguanylatcyclasen 78179,

Zusammen mit den amyloiden curli Fibern bildet das Glycopolysaccharid Cellulose den Hauptbestandteil der
extrazelluliren E. coli Matrix '3% 18!, Die B-1,4 glycosidische Verbindung von UDP-Glucoseeinheiten zu Cellulose
findet in E. coli durch das Zusammenwirken der Einheiten des membranintegrierten Cellulosesynthase-Komplexes
statt. Dieser besteht aus den in den beiden konservierten Operons yAjR-bcsQABZC und bcsEFG kodierten
c-diGMPT sensitiven Cellulosesynthase BesA (C-terminale PilZ Doméne), dem akzessorischen, cokatalytischem
Membranprotein BesB, der periplasmatischen Lyase BesZ, einem in der dufleren Membran lokalisierten Porin mit
periplasmatischem Gertiistmotiv und zusétzlichen fiir die Struktur und Regulation bedeutenden Untereinheiten, wie
zum Beispiel BesQ 82713 In den gingigen E. coli Laborstimmen (u.a. K-12, BW25113) verhindert ein
Nukleotidmorphismus in bcsQ die Transkription des vollstindigen yhjR-bcsQABZC Operons. Durch eine
Wiederherstellung der Ursprungssequenz kann der Cellulosemetabolismus vollstindig reaktiviert werden '8,
DgcC reguliert die Cellulosesynthese, hat aber keinen Effekt auf die curli Bildung. In Abwesenheit von DgcC
findet keine Cellulosesynthese statt '*’. Da DgcC die intrazelluldre c-diGMP Konzentration lokal reguliert und
keinen Einfluss auf das globale Level hat, wird von einer direkten Interaktion mit der Cellulosesynthase
ausgegangen 17>,

Die Expression von dgcC steht unter der Kontrolle des temperatur- und RpoS-abhédngigen Biofilmregulators CsgD
und wird damit in der stationiren Wachstumsphase aktiviert !”> 138 189 Eine zusitzliche Regulation von DgcC

durch die Diguanylatzyklase DgcM fiigt dem Signaltransduktionsweg eine weitere Komplexititsstufe hinzu '%.

DgcC triagt zwei polyP Motive in der MASE2 Doméne.

1.3.2.2.2 Die AAA+ Protease Lon

Die ATP-abhingige Serinprotease Lon (Abb. 5D) gehdrt zur Familie der AAA+ Proteasen und ist der einzige
Vertreter, dessen Orthologe in allen lebenden Organismen anzufinden sind '°% !, In E. coli degradiert Lon die
Halfte aller missgefalteten Proteine und spielt damit unter anderem eine Rolle in der zelluldren Stressantwort auf
Umweltbedingungen, die zu Proteindenaturierung und Aggregation fiihren 1°271%, Dariiber hinaus spielt Lon durch
die spezifische Proteolyse von intakten, aber instabilen Signalproteinen eine essentielle regulatorische

Rolle 196—198.



1. EINLEITUNG 17

E. coli Lon gehort zur LonA Familie und zeichnet sich damit durch folgende drei Doménen aus: einer N-terminalen
Doméne N, der ATPase Doméne A mit in Nukleotidbindung und Hydrolyse involvierten Walker A und B Motiven
und der C-terminalen Proteasedomine P mit katalytisch aktivem Serin '**-2°, [n vivo liegt die Protease als Hexamer
oder Dodecamer vor, wobei das Homooligomer eine axiale Kammer formt und der Bereich fiir die Hydrolyse der
Peptidbindung im Inneren lokalisiert ist ' 1, Die Substrate werden iiber die aus den N-Dominen gebildete
Eingangspore aufgenommen und in ca. 3-15 Aminoséuren lange Peptidfragmente degradiert, welche iiber die
durch die P-Doménen gebildete Ausgangspore entlassen werden 202720519 Die Bindung und Hydrolyse von ATP
induziert eine Konformationsdnderung innerhalb des Lon-Komplexes, welche letztendlich die mechanische
Entfaltung, Diassemblierung und Translokation der assoziierten Substrate erméglicht 292, Die Spaltung der
Peptidbindung in der durch ein Serin-Lysin-Paar charakterisierten proteolytischen Doméne findet spontan und

ohne weiteren Energieaufwand statt 219212,

Regulatorische Zielproteine der spezifischen Proteolyse durch Lon sind zahlreich und divers. Sie betreffen unter

213, 214, 192 7ellmotilitdt 2'> 2, glutamatabhingige Siurestressantwort 216, das

anderem quorum sensing
Superoxidregulon 27, Antibiotikaresistenz 2'7 und die SOS-DNA-Schadensreparatur 2'® 21, Im Fall einer
Aminoséurelimitation werden die freien ribosomalen Proteine durch Lon degradiert, um Aminosduren zu

generieren, die fiir die Synthese von essentiellen Proteinen eingesetzt werden kénnen 229,

Lon ist nicht zuletzt an der Regulation des Mengenverhéltnisses von Typll Toxin-Antitoxin Systemen beteiligt.
Diese basieren auf in einem Operon kodiertem Toxin, welches inhibierend in den zelluldren Metabolismus
eingreift, und Antitoxin, welches das Toxin bindet und neutralisiert 22> 222, Antitoxine sind iiblicherweise hoch
flexibel und zeichnen sich durch eine thermodynamische Instabilitit aus, welche flir die Bindung des Toxins
erforderlich ist, sie auf der anderen Seite aber auch leicht zugdnglich fiir Proteasen macht 223, Die durch die Toxine
gehemmten Zellaktivititen, wozu unter anderem auch die globale Translationsrate zéhlt, erlauben letztendlich eine
Uberdauerung von akuten Stressbedingungen 22* 224, Toxine sind assoziiert mit phéinotypischen Erscheinungen
wie Persistenz, Wachstumsinhibition oder Biofilmbildung 2** ?2%, Lon ist nachweislich an der Proteolyse der
Antitoxine RelB, MazE, HipB und YefM unter Aminosiure- und Stickstofflimitation beteiligt 226 192 227-229,225 ynd

ist die einzige Protease, welche fiir die durch HipA/HipB vermittelte bakterielle Persistenz bendtigt wird !%°,

Da eine Uberproduktion den unspezifischen Abbau von intakten Proteinen zur Folge hat, ist eine strikte Regulation
der Expression und Aktivierung von Lon unerldsslich 2*°, Die Kopienzahl von Lon ist an die jeweils
vorherrschende Umweltbedingung angepasst, wobei die Regulation durch verschiedene Mechanismen stattfindet.
So wurde unter anderem beschrieben, dass die Expression von Lon durch den RNA Polymerase Sigmafaktor
RpoH, welcher eine Stressantwort auf Hitzestress induziert, reguliert wird 2! 232, Eine Méglichkeit der

Aktivierung von Lon ist durch das Polyphosphat (p)ppGpp gegeben 220233 19,

Lon tragt zwei polyP Motive in der N-terminalen und ATPase Doméne.
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1.4 Aufgabenstellung

PolyP Motive sind trotz ihres translationsverzogernden Potentials, dessen Abschwéchung mit einem erheblichen
energetischen Aufwand einhergeht, in einer groffen Bandbreite an Proteinen vertreten. Dies weist auf eine
iibergeordnete Funktion hin, deren Vorteile die evolutionsbiologisch ungiinstigen Eigenschaften iiberwiegen.
Diese Arbeit soll die funktionelle und regulatorische Bedeutung von polyP Motiven am Beispiel des
Modellorganismus E. coli K-12 ergriinden. Der Fokus liegt dabei auf Signalproteinen und insbesondere auf niedrig
exprimierten Rezeptorhistidinkinasen. Diese Auswahl begriindet sich aus der Beobachtung, dass polyP Motive in
dieser Proteinklasse sehr hiufig auftreten. Neben funktionellen Aspekten soll gekléart werden, ob die Motive zu

einer Limitation der Proteinkopienzahlen beitragen.

Eine umfassende Analyse des Auftretens von polyP Motiven in E. coli soll Aufschluss iiber deren Evolution geben.
Die putativ stark translationsverzégernden polyP Motive der niedrigexprimierten Histidinkinasen EnvZ und EvgS
aus E. coli K-12 sollen im Detail und im Vergleich zu den polyP Motiven der beiden Signalproteine DgcC und
Lon Protease untersucht werden. Durch eine Substitution der entsprechenden polyP Motive sollen Riickschliisse
auf deren Beteiligung an der Proteinfunktionalitit und -kopienzahl gezogen werden. Desweiteren soll die
Dimerisierung von EnvZ und dessen Interaktion mit MzrA in Abhéngigkeit zu den darin enthaltenen polyP
Motiven ergriindet werden. Eine mogliche translatorische Regulation des Expressionslevels von Proteinen mit
polyP Motiv durch die Modulierung der EF-P Aktivitdt bei bestimmten Wachstumsbedingungen soll mittels

Expressionsanalysen und der Identifizierung von putativ beteiligten Transkriptionsfaktoren untersucht werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

Sofern nicht anders gekennzeichnet und in den Tabellen 3, 4 und 5 aufgefiihrt, wurden Chemikalien und
Verbrauchsmittel von den Firmen Bayer (Leverkusen), Cargille (New York, USA), Eppendorf (Hamburg),
Gibco/BRL (Eggenstein), Kimberly-Clark (Irving, USA), Menzel (Ziirich, Schweiz), Merck (Darmstadt), Riedel-
de Héden (Seelze), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht) und Schott

(Mainz) bezogen.

Tabelle 3 fasst alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien zusammen, wihrend Enzyme in Tabelle 4
gelistet sind und Tabelle 5 Antikorper auffiihrt. Fiir enzymatische Reaktionen wurden vom Hersteller empfohlene

und vertriebene Puffer verwendet, sofern nicht anders beschrieben.

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien wurden von den Herstellern AppliChem (Darmstadt), BD (Franklin Lakes,
USA), Biomol (Hamburg), BioRad (Miinchen), Biozym (Hess. Oldendorf), Expedon (Over Cambridgeshire, England), Fluka
(Buchs, Schweiz), GE Healthcare (Braunschweig), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Qiagen (Hilden), Roth
(Karlsruhe), Remel (Lenexa, USA), Serva (Heidelberg), und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) im Reinheitsgrad pro analysis

bezogen.

Bezeichnung Hersteller Bezeichnung Hersteller
Acetonitril [C,H3N] Roth Kupfersulfat [CuSOs] Roth
Agar BD Lachssperma-DNA Fluka
Agarose Serva Magermilchpulver Roth
Acrylamid [C;HsNO] Serva Magnesiumchlorid [MgCl,] Roth
Acrylamid 30%: Bisacrylamid 0,8% (37,1:1)  Roth Magnesiumsulfat [MgSOs] Roth
Ammoniumhydrogencarbonat [NH;HCO;] Roth Manganchlorid [MnCl,] Merck
Ammoniumchlorid [NH4Cl] Roth B-Mercaptoethanol [C,HsOS] Roth
Ammoniummolybdat [(NH4)sM0;70,4) Roth MES Roth
Ammoniumpersulfat [(NH4),S,0s] Roth Midori-Green® Advanced DNA Stain Biozym
L-Arabinose [CsH;0Os] Roth MOPS Roth
Bisacrylamid [C;H;N,O5] Serva Natriumacetat [Na(CH3;COO)] Merck
Borséure [H;BO;] Roth Natriumcarbonat [Na,COs] Roth
BSA AppliChem Natriumchlorid [NaCl] Roth
;iﬁ?;;gg;ﬁﬁ?}%l_&D_ AppliChem Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP)  AppliChem Natriumhydrogencarbonat [NaHCOs] Roth
Bromphenolblau Roth Natriumdihydrogenphosphat [NaH,PO;] Roth
Calciumchlorid [CaCl,] Roth Natriumhydroxid [NaOH] Roth
Calcofluor White Remel Natriumthiosulfat [Na,S,0;] Fluka
Chloroform [CHCl;] Roth Ni-NTA Agarose Quiagen
Cobaltchlorid [CoCL] Roth Nitroblau-Tetrazolium (NBT) Biomol
Coomassie Brilliant Blau G250 Roth o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (0NPG)  Roth
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Coomassie Instant Blue
2,6-Diaminopimelinsdure (DAP)
Dikaliumhydrogenphosphat [K,HPO,]
Dinatriumhydrogenphosphat [Na,HPO,]
Dithioerythritol (DTT)

Eisensulfat [FeSO4]

Essigsaure [CH;COOH]
Ethidiumbromid [C,;H0BrN3]
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd [CH,O]

Harnstoff [CH4N,O]

Hefeextrakt

HEPES

Hoechst

D-(+)-Glucose [C¢H206]

Glycerin [C;H30s5]

Glycin [C,HsNO;]

Imidazol
Isopropyl-B-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid [KCI]
Kaliumdihydrogenphosphat [KH,PO,]
Kaliumsulfat [K,SO4]

Kongorot

Expedon
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
BD

Roth
Sigma_Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth
AppliChem
Roth

Roth
AppliChem

Merck

P-20

Paraformaldehyd
P/C/1(25:24:1)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Percoll®

Poly-L-Lysin 0,1% (w/v)
Propidumiodid (PI)
D(+)-Saccharose [C1,H»01]
Salzséure [HCI]

Silbernitrat [AgNO;]
SYPRO®-Orange

SYTOX®

TEMED
2,2,2-Trichlorethanol [CCl3CH,OH]
Tricin [CeH13NOs]
Trifluoressigsaure [C,HF;0,]
TRIS

Triton-X100

Trypton

Tween-20
Wasserstoffperoxid (H,O,)
Xylencyanol

Zinksulfat [ZnSO4]

Roth

Roth

Roth

Roth

GE Healthcare
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth
Invitrogen
Invitrogen
Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

BioRad

Roth

GE Healthcare
Sigma-Aldrich
Roth

Merck

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Enzyme wurden von den Firmen New England BioLabs (Frankfurt), Thermo Scientific

(Schwerte) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

CIP (calf intestine phosphatase)

DNAse, RNAse-frei, 10 U/ul

OneTaq DNA Polymerase, 5 U/ul

Q5 Polymerase

[Restriktionsenzyme]

RNAse

rSAP (shrimp alkaline phosphatase)

T4 DNA Ligase

Ulp Protease (mit His-Tag)

New England BioLabs (Frankfurt)

Thermo Scientific (Schwerte)

New England BioLabs (Frankfurt)

New England BioLabs (Frankfurt)

New England BioLabs (Frankfurt)

Roth (Karlsruhe)

New England BioLabs (Frankfurt)

New England BioLabs (Frankfurt)

Ingrid Weitl (LMU, Miinchen)
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Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Antikorper. (AP = alkalische Phosphatase; HRP = horseradish peroxidase).

o-FLAG-HRP

o-His

o-EF-P

o-EpmA

o-EpmB

o-EnvZ

o-EnvZ

a-OmpR

a-EvgS

a-Lon

o-rpsB

o-mCherry

o-GFP

o-mNeonGreen

a-mCherry-Atto647N

0-GFP-Atto488

o-Mouse-AP

o-Rabbit-AP

a-Mouse-HRP

o-Rabbit- HRP

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

Mus musculus

Oryctolagus cuniculus

Mus musculus

Oryctolagus cuniculus

Maus

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Maus

Alpaka
(Nanobody)
Alpaka
(Nanobody)

Huhn

Ziege

Ziege

Ziege

1:5.000

1:5.000

1:5.000

1:500

1:5.000

1:4.000

1:4.000

1:5.000

1:10.000

1:5.000

1:7.500

1:5.000

1:1.000

1:1.000

1:200

1:200

1:4.000

1:4.000

1:4.000

1:4.000

Sigma Aldrich (Schnelldorf)

Qiagen (Hilden)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Prof. Dr. Linda Kenney (National
University of Singapore and University

of Illinois, Chicago)

Prof. Dr. Kirsten Jung (LMU, Miinchen)

Prof. Dr. Kirsten Jung (LMU, Miinchen)

Prof. Dr. Utsumi (Kinki University,
Nakamachi)

Prof. Dr. Baker (Massachusetts Institute
of Technology, Cambridge)

Fitzgerald Industries (North
Acton/USA)

Thermo Fisher Scientific

(Waltham/USA)

Roche (Karlsruhe)

Chromotek (Martinsried)

Chromotek (Martinsried)

Chromotek (Martinsried)

Rockland (Pottstown/USA)

Rockland (Pottstown/USA)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham/USA)
Thermo Fisher Scientific

(Waltham/USA)

Die Antikorper a-EF-P, a-EpmA und a-EpmB wurden von der Firma Eurogentec produziert und basieren auf einer

Immunisierung von Kaninchen mit gereingten, rekombinanten, His-getagten Volllangenproteinen (hergestellt von

Ingrid Weitl, LMU). Im Rahmen des ,,Speedy 28-Day* Programms wurden zwei Tiere mit Injektionen nach 0, 7,

10, 18, 21 und 28 Tagen behandelt. Die antigenspezifischen Antikorper aus einem der beiden Antiseren wurden

nach vorheriger Begutachtung im Western Blot von Eurogentec durch eine Affinitétsreinigung (,,AS-Puri-Small)

konzentriert.
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2.2 Stimme, Plasmide und Oligonukleotide

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Stimme und Plasmide sind in den Tabellen 6 und 7 aufgefiihrt.

Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Aldrich (Miinchen) bezogen und sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 6: Die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Stimme wurden wie unter 2.4.8 beschrieben konstruiert.

Bezeichnung Genotyp Konstruktion Referenz

E. coli F®80 lacZ AM15 A(lacZYA-argF)

<l | DHS5a Apir U169 recAl endAl hsdR17 (rK", mK") phoA Promega
supEA44 X" thi-1 gyrA96 relAl \pir
E. coli B F dem(DE3) ompT hsdS (rg'mg’) Studier &
BL21 DE3
gal Moffatt, 19863+
E. coli thrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZ
Siel . WM3064 AM15 RP4-1360 A(araBAD)567 W. Metcalf

AdapA1341::[erm pir]
E. coli A(araD-araB)567,

Baba et al.,
S BW25113 AlacZ4787(::rrnB-3), lambda, rph’™,
20062
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514
Baba et al.,
S BW25113 Aefp BW25113; Aefp(::FRT-kan_casette-FRT) 2006755
S| BW25113 Aefp Kan® BW25113; Aefp Lassak, 2011
Baba et al.,
S| BW25113 AenvZ (JW3367)  BW25113; AenvZ(::FRT-kan_casette-FRT) 200625
Baba et al.,
S| BW25113 AevgS (JW2367)  BW25113; AevgS(::FRT-kan_casette-FRT) 20062
Baba et al.,
S| BW25113 Alon (JW0429) BW25113; Alon(::FRT-kan_casette-FRT) 20062
Baba et al.,
Sl BW25113 AoxyR (JW3933)  BW25113; AoxyR(::FRT-kan_casette-FRT) 20062
BW25113 AepmA Baba et al.,
Stl1 BW25113; AepmA(::FRT-kan_casette-FRT)
(JW4116) 20062
BW25113 AepmB Baba et al.,
St12 BW25113; AepmB(::FRT-kan_casette-FRT)
(JW4106) 20062
Baba et al.,
il BW25113 ApgrR (JW2970)  BW25113; ApgrR(::FRT-kan_casette-FRT) 2006755
Baba et al.,
it BW25113 AulaR (JW4149)  BW25113; AulaR(::FRT-kan_casette-FRT) 200625
Baba et al.,
il BW25113 AargP (JW2883)  BW25113; AargP(::FRT-kan_casette-FRT) 200625
Baba et al.,
kg BW25113 ApurR (JW1650)  BW25113; ApurR(::FRT-kan_casette-FRT) 200625
pRED/ET™ Rekombination ) )
S0 | BW25113 AnagC Kan® BW25113; AnagC(::rpsL-neo) diese Arbeit
DNA-Fragment: Pr13 + Pr14
Einfach homologe
BW25113 BW25113;
Nk Rekombination diese Arbeit
EnvZ-PAGFP envZ::PAgfp::pNPTS(backbone)
Plasmid: V33
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Einfach homologe
BW25113 Aefp BW25113 Aefp;
St19 Rekombination diese Arbeit
EnvZ-PAGFP envZ::PAgfp: :pNPTS(backbone)
Plasmid: V33
Doppelt homologe
BW25113 BW25113;
St20 Rekombination diese Arbeit
MzrA-PAmCherry Kan® mzrA::PAmCherry
Plasmid: V36
Doppelt homologe
BW25113 Aefp BW25113 Aefp;
St21 Rekombination diese Arbeit
MzrA-PAmCherry Kan® mzrA::PAmCherry
Plasmid: V386
Doppelt homologe
Rekombination
BW25113 BW25113;
Plasmid: V36
<22 EnvZ-PAGFP envZ::PAgfp::pNPTS(backbone) diese Arbeit
Einfach homologe
MzrA-PAmCherry mzrA::PAmCherry
Rekombination
Plasmid: V33
Doppelt homologe
BW25113 Aef; BW25113 Aef Rekombination
¢ ejp;
4 v Plasmid: V36
si2ct EnvZ-PAGFP envZ::pagfp: :pNPTS(backbone) diese Arbeit
Einfach homologe
MzrA-PAmCherry mzrA-pamcherry
Rekombination
Plasmid: V33
Einfach homologe
BW25113 BW25113;
St24 Rekombination diese Arbeit
EvgS-PAGFP evgS::PAgfp::pNPTS(backbone) .
Plasmid: V34
Einfach homologe
BW25113 Aefp BW25113 Aefp; o . .
St25 Rekombination diese Arbeit
EvgS-PAGFP evgS::PAgfp: :pNPTS(backbone)
Plasmid: V34
Doppelt homologe
Rekombination Dr. Dagmar
BW25113 BW25113;
Plasmid: V36 Koschnitzki
<17 EnvZ-mNeonGreen envZ::mNeonGreen
Doppelt homologe (LMU,
MzrA-PAmCherry Kan® mzrA::PAmCherry
Rekombination Miinchen)
Plasmid: V35
Doppelt homologe
Rekombination Dr.Dagmar
BW25113 Aefp BW25113 Aefp;
Plasmid: V36 Koschnitzki
<1200 EnvZ-mNeonGreen envZ::mNeonGreen
Doppelt homologe (LMU,
MzrA-PAmCherry Kan® mzrA::PAmCherry
Rekombination Miinchen)
Plasmid: V35
Prof. Dr.
B. subtilis Bramkamp
St28 B. subtilis; divVIA::PAgfp
DivVIA-PAGFP (LMU,
Miinchen)
Prof. Dr.
B. subtilis Bramkamp
S29 B. subtilis; divVIA::PAmCherry
DivVIA-PAmCherry (LMU,
Miinchen)
E. coli K-12 Referenzstamm; Blattner et al.,
Sl MG1655
F A" ilvG rfb50 rphl 1997%%¢

w
—
w
—_

MG1655 rpsL150

F N ilvG rfb50 rphl rpsL150

Heermann et

al., 2008%7
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St32

St33

St34

St35

St36

St37

St38

St39

St40

St41

St42

St43

MG1655 rpsL150 AenvZ
Kan®

MG1655 rpsL150

EnvZipppriaaaL

MGL1655 rpsL150 AevgS

Kan®

MG1655 rpsL150

EvgSnyeroayaap

MGL1655 rpsL150 Alon

Kan®

MG1655 rpsL150

Lonvarreivaaac

MG1655 rpsL150 EvgS-
FLAG

MG1655 rpsL150
EvgSxyeronyaan-FLAG

MGI1655 Aefp

EPB273a

EPB273a AenvZ

EPB273a EIIVZIPPP]_/IAAAL

MG1655 rpsL150; AenvZ (80-1270)

MG1655 rpsL150;
envZ (C604G, G606A, C607G, GO609A,
C910G, G612A)

MG1655 rpsL150; AevgS (81-559)

MG1655 rpsL150;
evgS (C520G, C522A, C523G, C525A)

MG1655 tpsL150; Alon (81-2273)

MG1655 rpsL150;

lon (C1069G, G1071A, C1072G, G1074A)

MG1655 rpsL150; evgS::FLAG::rpsL-neo

MG1655 rpsL150; evgS (C520G, C522A,
C523G, C525A)::FLA::rpsL-neo

MG1655 rpsL150; Pyyy::lacZ, Aefp

MG1655 Y(ompR*-yfp*) envZ::kan

atth::(envZ" cat) ®(ompC'-cfp”) ®(ompF"-

/)

EPB273a; AenvZ (590-634)(::FRT-PGK-
gb2-neo-FRT)

EPB273a; envZ (C604G, G606A, C607G,

G609A, C910G, G612A)

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Prl + Pr2
Flp/FRT Rekombination
pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Prl + Pr2
Flp/FRT rekombination
Doppelt homologe
Rekombination

Plasmid: V30

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr5 + Pr6
Flp/FRT Rekombination
pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr5 + Pr6
Flp/FRT Rekombination
Doppelt homologe
Rekombination

Plasmid: V31

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr9 + Pr10
Flp/FRT Rekombination
pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr9 + Pr10
Flp/FRT Rekombination
Doppelt homologe
Rekombination

Plasmid: V32

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr7 + Pr8
pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr5 + Pr6
Flp/FRT Rekombination
Doppelt homologe
Rekombination

Plasmid: V31

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr7 + Pr8

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr3 + Pr4
pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr3 + Pr4
Flp/FRT Rekombination
Doppelt homologe
Rekombination

Plasmid: V29

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Dr. Hannah
Schramke
Prof. Dr. Mark
Goulian
(University of

Pennsylvania)

diese Arbeit

diese Arbeit
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Prof. Dr.
Regine Hengge
(Humboldt

St44

St45

St46

St47

St48

St49

St50

St51

St52

St53

W3110

AR3110

AR3110 AdrAmuprecipse

AR3110
AdrA-FLAG

AR3110
AdrAnpprcipsec. FLAG

AR3110 AcsgB
AdrA-FLAG

AR3110 AcsgB
AdrAppprcipspc. FLAG

Photorhabdus luminescens

subsp.
laumondi TTO01-1°

Salmonella enterica serovar

Typhimurium (S.

Typhimurium) strain 14028

MG1655 LysP-mCherry

thyA36, deoC2, IN(rrnD-rrnE)1

W3110; besQ*

AR3110; adr4 (C196T)

AR3110; adrA::FLAG: :pNPTS(backbone)

AR3110; adrd

(C196T)::FLAG: :pNPTS(backbone)

AR3110 AdrA-FLAG;
AcsgB(::cm)

AR3110 AdI'AHpr(;/HpspG_FLAG;

AcsgB(::cm)

Wildtyp

Wildtyp

MG1655; lysP::mCherry

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr11 + Pr12
Flp/FRT Rekombination
Doppelt homologe

Rekombination

Plasmid: V38

Einfach homologe

Rekombination

Plasmid: V37

pRED/ET™ Rekombination
DNA-Fragment: Pr11 + Pr12
Flp/FRT Rekombination
Doppelt homologe

Rekombination

Plasmid: V38

Einfach homologe

Rekombination

Plasmid: V37

Universitét zu
Berlin), Serra et
al.,2013'%
Prof. Dr.
Regine Hengge
(Humboldt
Universitét zu

Berlin)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Prof. Dr.
Regine Hengge
(Humboldt
Universitét zu
Berlin)

Prof. Dr.
Regine Hengge
(Humboldt
Universitét zu

Berlin)

Duchaud et al.,
2003%%

American Type
Culture
Collection
(ATCC)
Korinna
Burdack (LMU,
Miinchen)
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S5t MG1655 CadB-eGFP

St55

E. coli BTH101

MG1655; cadB::eGFP

F, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1

(Str "), hsdR2, mcrAl, merBl

Korinna
Burdack (LMU,
Miinchen)
Euromedex,
Karimova et al.,
2000%°

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Plasmide. Die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Plasmide wurden wie unter 2.4.7
beschrieben konstruiert.

\%

—_

A%

S}

<
)

N

< <
N

<
©

N W

\E

V10

V11

V12

V13

V14

V15

V16

V17

V18

Bezeichnung

pBBR1_MCS2

pBBR1_MCS2_lacZ

pBBR1_MCS2 lacZ
PcadC

pBBR1 MCS2 lacZ
Peaic_envZ

pBBR1 MCS2 lacZ
Poadc_evgS

pBBR1_MCS2 lacZ
Pcﬂdc_l on

pBBR1_MCS2 lacZ
Pcadciadr “Aua 1-65 (HPPPG)

pBBR1_MCS2 lacZ
PcadC_adr “Aua 1-65 (HPSPG)

PpBBR1 MCS2 Pe.uc

PBBR1_MCS2 Peuic
evgS-FLAG

PBBRI_MCS2 Peuic
adrA-FLAG

pBBR1_MCS3

pBBR1_MCS3_LacZ

pBBR1 MCS3 LacZ TF
030_CadC_3Pro_CCG

pBBR1 MCS3 LacZ TF

030_CadC

pBAD/HisA

pBAD24/HisA_lacZ

pBAD/HisA_SP LacZ

Beschreibung

Kan®, pBBR broad host range origin of
replication, mob™

pBBR1_MCS2; lacZ

pBBR1_MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal)

pBBR1_MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal),
translational envZ (full length, Smal/Xhol)
- lacZ fusion

pBBR1 MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal),
translational evgS (full length,
Smal/HindlIII) - lacZ fusion

pBBR1 MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal),
translational lon (full length, Smal/Xhol) -
lacZ fusion

pBBR1_MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal),
translational adrA (1-201, Smal/XhoI) -
lacZ fusion

pBBR1 MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal),
translational adrA4 (1-201, C193T,
Smal/Xhol) - lacZ fusion
pBBR1_MCS2; 500bp cadC promoter
region (BamHI/Smal)

pBBR1 MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal), full
length evgS-FLAG (Smal/HindIIT)
pBBR1 MCS2 LacZ; 500bp cadC
promoter region (BamHI/Smal), full
length adrA-FLAG (Smal/HindIII)

Tet®, pBBR broad host range origin of
replication, mob

pBBR1_MCS3; lacZ

pBBR1 MCS3 LacZ; translational
cadC(aa 1-30)-PPP-lacZ fusion

pBBR1 MCS3 lacZ; translational
cadC(aal-30)-lacZ fusion

AmpR, pPBBR322 origin, ara®, ara
operator, 6x His-Tag

pBAD/HisA; lacZ under control of Pgap

pBAD/HisA; PPP-lacZ under control of
Pgap

Amplifikation des Inserts

Pr49 + Pr50,
template St32

Pr49 + Pr50,
Pr51 + Pr52,
template St32

Pr49 + Pr50,
Pr53 + Pr54,
template St32

Pr49 + Pr50,
Pr55 + Pr56,
template St32

Pr49 + Pr50,
Pr59 + Pr60,
template St32

Pr49 + Pr50,
Pr59 + Pr61,
template St32

Pr49 + Pr50,
template St32

Pr49 + Pr50,
Pr53 + Pr57,
template St32
Pr49 + Pr50,
Pr59 + Pr66,
template St32

Referenz

Kovach et al.,
1995%4

Fried et al., 2012%*

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Kovach et al.,
1995%4

Fried et al., 20122

PD Dr. Jiirgen
Lassak (LMU
Miinchen)
PD Dr. Jiirgen
Lassak (LMU
Miinchen)

Guzman et al.,
1995242

PD Dr. Jiirgen
Lassak (LMU
Miinchen)
PD Dr. Jiirgen
Lassak (LMU
Miinchen)
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pBAD24

pBAD24_envZ-FLAG

pBAD24 adrA-FLAG

pBAD24_adrAwprecimpsec-
FLAG

pBAD24_evgS-FLAG

pBAD24 evgS-
PPD/AAD-FLAG

pFR29

pRedET

pCP 20

pNPTS138-R6KT

PNPTS_EnvZipppriaaaL

pNPTS
EnvZipppriaaar _500bp+

pNPTS
EvgSnvrronvaan_500bp+

pNPTS
Lonvyerroveaag_S00bp+

pNPTS_envZ PAgfp

PNPTS_evgS PAgfp k

pNPTS envZ mNeonGre
en_down

pNPTS mzrdA PAmCher
down

pNPTS_adrA-FLAG

pNPTS_adrA-PPP/PSP

PKT25

pKT25 MzrA

pKT25 EnvZ

pKT2 57EnVZ P/A (p)

pKT25_ EnvZ P/A (c)

pKT257 EnvZ P/A (p), P/A (c)

Amp®, pBBR322 origin, ara’, ara
operator

pBAD24; full length envZ-FLAG
(Smal/HindIII) under control of Pgap

pBAD?24; full length adr4-FLAG
(Smal/HindIII) under control of Pgap

pBAD24; full length adrA(C196T)-FLAG
(Smal/HindIII) under control of Pgap

pBAD24; full length evgS-FLAG
(Smal/HindIII) under control of Pgap

pBAD24; full length
evgS(C520G,C522A,C523G,C525A) )-
FLAG (Smal/HindIII) under control of

PB/\D

AmpR, ompR, envZ
Amp®, Red/ET expression plasmid
Amp®, flp, cat, ts-rep

Kan®, ori-R6K sacB, suicide plasmid

pNPTS138-R6KT; envZ(1-1350;
C604G,G606A,C607G,G609A,CI10G,
G612A)(Pstl/BamHI)
pNPTS138-R6KT; envZ(-508 to +501;
C604G,G606A,C607G,G609A,CI10G,
G612A)(Pstl/BamHI)
pNPTS138-R6KT; evgS(-503 to +476;
C520G,C522A,C523G,C525A)
(Pstl/BamHI)

pNPTS138-R6KT; lon(-449 to +484;
C1069G,G1071A,C1072G,G1074A)
(EcoRV/EcoRI)

pNPTS138-R6KT; envZ (1-
1350)(Pstl/BamHI)-(GCTGCC)-pagfp
(full length)(BamHI/EcoRI)

pNPTS138-R6KT; evgsS (3070-
3591)(Pstl/BamHI)-(GCTGCC)-pagfp
(full length)(BamHI/EcoRI)

pNPTS138-R6KT; envZ (1-1350)-
(GCTGCC)-mNeonGreen (full length)-
envZ downstream (611 bp)
pNPTS138-R6KT; mzrd (1-
381)(Pstl/BamHI)-(GCTGCC)-pamcherry
(full length)-mzr4 downstream (+1 to
+488)(BamHI/EcoRI)

pNPTS138-R6KT; adrA(476-1113)-FLAG
(Pstl/BamHI)

pNPTS138-R6KT; adrA(C196T; -494 to
1048) (Pstl/BamHI)

Kan®, cyad/T25 (aa 1-224) for C-terminal
in frame fusions, under the control of the
lac promoter

pKT25; mzrA(full length)-AA
(Pstl/BamHI)

pKT25; envZ(full length)-AA
(Pstl/BamHI)

pKT25; envZ(full length, C217G, T219A,
C220G, C2222A)-AA (Pstl/BamHI)

pKT25; envZ(full length,
C604G,G606A,C607G,G609A,C910G,G6
12A)-AA (Pstl/BamHI)

pKT25; envZ(full length, C217G, T219A,
C220G, C2222A,
C604G,G606A,C607G,G609A,C910G,G6
12A)-AA (Pstl/BamHI)

Pr51 + Pr58,
template St32

Pr59 + Pr66,
template St32

Pr59 + Pr63/ Pr64 + Pr66,
template St32

Pr54 + Pr54,
template St32

Pr53 + Pr20/ Pr21 + Pr54,
template St32

Pr27 + Pr16/ Pr17 + Pr28,
template St32

Pr29 + Pr16/ Pr17 + Pr30,
template St32

Pr32 + Pr20/ Pr21 + Pr33,
template St32

Pr34 + Pr24/ Pr25 + Pr35,
template St32

Pr38 + Pr39
Pr36 + Pr37
template St32,
pNPTS PAgfp
Pr40 + Pr41
Pr36 + Pr37
template St32,
pNPTS PAgfp

Pr42 + Pr43

Pr44 + Pr45/Pr47 + Pr48

template St32,
pNPTS_PAmCherry

Pr67 + Pr68

template St32

Pr67 + Pr62/Pr63 + Pr65
template St32

Pr75 + Pr76
template St32

PCR:

Pr79 + Pr78

template St32

Pr79 + Pr73/Pr74 + Pr78
template St32

Pr79 + Pr16/Pr17 + Pr78
template St32

Pr79 + Pr73/Pr73 + Pr74/
Pr74 + Pr78
template St32

Guzman et al.,
1995

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Russo & Silhavy,
19914

Gene Bridges

Cherepanov et al.,
199524

Lassak et al.,
2010%%

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Dr. Dagmar
Koschnitzki

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Euromedex

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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V45

A

Va7

V48

V49

V50

Vsl

V52

V53

V54

pUTISC

pUTI18_EnvZ

pUTl 8_ EnvZ P/A (p)

pUTl 8_ EnvZ P/A ()

pUTl 8_ EnvZ P/A (p), P/A (c)

pKT25-zip

pUT18C-zip

pET_SUMO

pET_SUMO_OxyR

pET_SUMO_OxyR-
C199S

AmpR, cyad/TI18 (aa 225-339) for C-
terminal in frame fusions, under the
control of the /ac promoter

pUT18C; envZ(full length)-A
(Pstl/BamHI)

pUTI18C; envZ(full length, C217G,
T219A, C220G, C2222A)-A (Pstl/BamHI)
pUTI18C; envZ(full length,
C604G,G606A,C607G,G609A,CI10G,
G612A)-A (Pstl/BamHI)

pUTI18C; envZ(full length, C217G,
T219A, C220G, C2222A,
C604G,G606A,C607G,G609A,CI10G,
G612A)-A (Pstl/BamHI)

translational 725-zip fusion

translational 7'/8-zip fusion
KanR®, expression plasmid, T7 promoter,
SUMO tag

pET_SUMO; His-SUMO-oxyR (full
length)

pET_SUMO; His-SUMO-oxyR(G596C)
(full length)

Pr77 + Pr78
template St32

Pr77 + Pr73/Pr74 + Pr78
template St32

Pr77 + Pr16/Pr17 + Pr78
template St32

Pr77 + Pr73/Pr73 + Pr74/
Pr74 + Pr78
template St32

Pr69 + Pr72
template St32

Pr69 + Pr70/Pr71 + Pr72
template St32

Euromedex

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Euromedex

Euromedex

Invitrogen

diese Arbeit

diese Arbeit

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Fiir die Klonierung relevante Nukleotidsequenzen wie
Restriktionsschnittstellen oder mit komplementiren DNA-Sequenzen iiberlappende Bereiche sind rot hervorgehoben.
Oligonukleotide, die im Rahmen der Untersuchung von DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren verwendet wurden, sind durch
die Vorsilbe ,,B“ gekennzeichnet. Oligonukleotide die fiir die Quantifizierung von Genexpressionsleveln im Rahmen einer

gPCR eingesetzt wurden, sind mit der Vorsilbe ,,Q“ gekennzeichnet.

Restriktions-
schnittstelle

Bezeichnung

Sequenz 5' - 3' (inklusive Modifikation, falls vorhanden)

Prl

Pr2

Pr3

Pr4

Pr5

Pr6

Pr7

envZ rpslKK fwd

envZ rpsIKK rev

envZ rpsLKK fwd EPB

envZ _rpsLKK rev EPB

EvgS rpsLKK fwd

EvgS rpsLKK rev

evgS KK FLAG fwd

evgS KK rev

lon_rpsIKK fwd

lon_rpsIKK rev

adrA_rpsLKK fwd

adrA_rpsLKK rev

nagC KK fwd

TTCATTTGCCCGTACGTTATTGCTCATCGTCACCTTGCTGTTCG
CCAGCCAATTAACCCTCACTAAAGGGCG

TACCGGCACTGGCAGCCAGGCGCGAATGGAAAGCCCGCCCCG
CTCGCTGGTAATACGACTCACTATAGGGCTC

TATCCAGAACCGACCGTTGGTCGATCTCGAACACGCAGCCTTG
CAGGTTGAATTAACCCTCACTAAAGGGCG

CTTAACACCAGCCGCCATATGGTTAAAGGCACGGGTAACGGA
ACGCACCTTAATACGACTCACTATAGGGCTC

TGTTGTGGTCTTTGGTCGACCATAAGTTTCGCAGACGAAGATT
ACATCGAAATTAACCCTCACTAAAGGGCG

AGCTGAGACGGATGCTAATGCCTGATATAAATTTGTAAAAGAG
ATAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCTC
GCTGGACCAGGAGATTGCTGTTTTCTGTCAGAAAAATGACgacta
caaggacgacgatgacaagTAAGGCCTGGTGATGATGGCGGGATCGTTG
TATATTTC

ATGGCCGCGAAAAGAGCCAGAGAGGGGCGCATGTCGATATAG
CGATGTTTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG

ATCCCCGTATTGCCGCTGCGCGATGTGGTGGTTTATCCGCACAT
GGTCATAATTAACCCTCACTAAAGGGCG

GTTCATTTTGCAGCGCCAGAGTCAGAACTTCCTCAATGCGCTTC
ACAGGATAATACGACTCACTATAGGGCTC

CTCACCCGAAATATCATACTTCTGCCTTTAGCTCCGTCTCTATA
ATTTGGAATTAACCCTCACTAAAGGGCG

GCCAGACGAACGCCCAGCCGACCAACACCAGCCACCACCATA
ATACGACTCACTATAGGGCTC

ACCAAGACCATCGTTAACGGTAACGAGGTCGTAACTCAATAAG
AGAAAGTGGCCTGGTGATGATGGCGGGATCG
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Pr14

Prl5

Prl6

Pr17

Pr18

Pr19

Pr20

Pr21

Pr22

Pr23

Pr24

Pr25

Pr26

Pr27

Pr28

Pr29

Pr30

Pr31

Pr32

Pr33

Pr34

Pr35

Pr36

Pr37

Pr38

Pr39

Pr40

nagC KK rev

envZ_upstream_fwd

envZ _upstream_rev

envZ downstream_fwd

envZ _downstream rev

evgS upstream_fwd

evgS_upstream_rev_B

evgS downstream fwd B

evgS_downstream_rev

lon_upstream_fwd

lon _upstream_neu_rev

lon _downstream fwd

lon _downstream_rev

envZ fwd_500bp_up

envZ _rev_500bp_down

envZ up_fwd

envZ_down_rev

envZ _rev

evgS_fwd 500bp_up

evgS rev_500bp_down

lon_fwd_500bp_up

lon_rev_500bp_down

PAGFP_fwd

PAGFP_rev

envZ fwd

envZ GS_rev

evgS_fwd kurz

CATGGACTACCCAGAATATTGACAACAATAAGCGCCACTATAA

AAGCACATCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG

atgAGGCGATTGCGCTTCTCGCCACGAAG

ACTCACGCAGTGCTGCTGCAATAATCCC

AGGGATTATTGCAGCAGCACTGCGTGAGT

CCTTCTTTTGTCGTGCCCTGCGCCCGCGT

atgAAGTTTTTACCCTATATTTTTCTTCTC

ACCTCGTCTGCTGCGTAATTTGCTACCCG

ATTACGCAGCAGACGAGGTAATTCATCAA

GTCATTTTTCTGACAGAAAACAGCAATCTCC

atgAATCCTGAGCGTTCTGAACGCATTGAA

GTTTTACCTACCCCTGCTGCCCCTACCAGG

GCCTGGTAGGGGCAGCAGGGGTAGGTAAAAC

TTTTGCAGTCACAACCTGCATACCAGACG

ATCTGCAGATGAGGCGATTGCGCTTCTC

ATGGATCCCCTTCTTTTGTCGTGCCCTGC

ATCTGCAGCAGAGCAACCCGATGCCG

ATGGATCCGAACCGACGCCAACCTTCTC

ATGGATCCCCTTCTTTTGTCGTGCCCTGCGCCCGCGT

ATCTGCAGGCGGGTGGAAACACTTAAGCCTGA

ATGGATCCCAATACTCAGGATAAGCCGATTACG

ATGATATCCTGATTCAGATCCTCAAAGAGCCG

ATGAATTCCGCTTAGTTTACCGCGTCTTTCAG

ATGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG

ATGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

ATCTGCAGATGAGGCGATTGCGCTTCTCGCCACG

ATGGATCC GCTGCCCCCTTCTTTTGTCGTGCCCTG

ATCTGCAGCTCCGTGAGCAAAATTCTTCCTTAC

Pstl

BamHI

Pstl

BamHI

BamHI

Pstl

BamHI

EcoRV

EcoRI

BamHI

EcoRI

Pstl

BamHI

Pstl
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Pr41

Pr42

Pr43

Pr44

Pra5

Pr46

Pra7

Pr58

Pr49

Pr50

Pr51

Pr52

Pr53

Pr54

Pr55

Pr56

Pr57

Pr58

Pr59

Pr60

Pr61

Pr62

Pr63

Pr64

Pr65

Pr66

Pr67

evgS GS rev

mzrA_fwd

mzrA_ GS_rev

PAmCherry _ fwd

PAmCherry rev_mzrA

PAmCherry rev_torS

mzrA_down_fwd mCher

mzrA_down_rev

cadC_Prom_fwd

cadC_Prom_rev

envZ fwd

envZ_rev

evgS  fwd

evgS_rev

lon_ fwd

lon_rev

evgS rev_FLAG_Stopp

envZ rev_FLAG_Stopp

adrA_ fwd

adrA WT__ rev

adrA UTI89_rev

adrA up_fwd

adrA_up_rev

adrA_down_fwd

adrA_down_rev

adrA _rev_FLAG Stopp

adrA_fwd

ATGGATCC GCTGCCGTCATTTTTCTGACAGAAAACAG

ATCTGCAGATGCAAATACCTCGCATGTCGCTTCG

ATGGATCC GCTGCC TCCGAAGCGATGAGAGTTAT

ATGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG

GATAACAGGAAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

GCTGATATTGATTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

CTGTACAAGTAACTTCCTGTTATCCGAAACATATC

ATGAATTCCAGCTCTTCCTGCGCTTCTGCCA

ATGGATCCAGCAATTTGCGGGCATATCCCAA

ATCCCGGGAATAGAAACTCATTCGAAAAGGG

ATCCCGGGatgAGGCGATTGCGCTTCTCGCC

ATCTCGAGTTCTTTTGTCGTGCCCTGCGC

ATCCCGGGatgAAGTTTTTACCCTATATTTT

ATAAGCTCTCATTTTTCTGACAGAAAACAGC

ATCCCGGGatgAATCCTGAGCGTTCTGAAC

ATCTCGAGTTGCAGTCACAACCTGCATACC

ATAAGCTTTTActtgtcategtegteetigtagtc GTCATTTTTCTGACAGAAA
ACAGCAATCTC

ATAAGCTTTTActtgtcatcgtegteettgtagtcCCCTTCTTTTGTCGTGCCCT
GCGCCCGCGTTAC

ATCCCGGGATGTTCCCAAAAATAATGAATGATGAAAAC

ATCTCGAGGCCCGGCGGCGGGTGTGAAAC

ATCTCGAGGCCCGGCGACGGGTGTGAAAC

ATCTGCAGGTTAGCAACCAGACTTAATGGCAGATCAC

CACCAGCCCGGCGACGGGTGTG

CCGGGCTGGTGGTGGCTGGTGTTGGT

ATGGATCCTCAACCACTCACGATAGTGACTCATTTGTG

ATAAGCTTTCActtgtcategtegtecttgtagic GGCCGCCACTTCGGTGCG
GTTACGTCCGGC

AAATCTGCAGCTGACGGGCATTACCGTGTCGTTC

BamHI

Pstl

BamHI

BamHI

EcoRI

BamHI

Smal

Smal

Xhol

Smal

HindIII

Smal

Xhol

HindIII

HindIII

Smal

Xhol

Xhol

Pstl

BamHI

HindIII

Pstl



2. MATERIAL UND METHODEN

31

Pr68

Pr69

Pr70

Pr71

Pr72

Pr73

Pr74

Pr75

Pr67

Pr77

Pr78

Pr79

Pr80

Pr81

Pr82

Pr83

Pr84

Pr85

Pr86

Pr87

Pr88

Pr89

Pro0

Pro1

Pr92

Pr93

Pro4

adrA _rev_FLAG Stopp

oxyR_up_fwd

oxyR up rev_II

oxyR_down_fwd II

oxyR_down_rev

EnvZ up_rev_VVPPA

EnvZ _down fwd VVPPA

MzrA_ fwd_Pstl+2

MzrA_rev_BamHI

EnvZ_fwd_Pstl+1

EnvZ rev_BamHI

EnvZ fwd_ Pstl+2

B _epmA_oxyR_fwd

B_epmA_oxyR

B_epmA_400bp

B _epmA -35 fwd

B_epmA_-35 rev Btn

B_epmA fwd Btn

B_epmA rev

B epmA_fwd

B_epmA _rev_6FAM

B_epmA_400_fwd 6FAM

B_epmA 400 _rev_6FAM

B katG fwd Btn

B _katG_rev

B katG fwd

B_katG_rev_6FAM

ATGGATCCTCActtgtcatcgtegtecttgtagtcGGCCGCCACTTCGGTGCG

GTTACGTCCGGC BamHI
ATGAATATTCGTGATCTTGAGTAC
GOCTGATCGCGCAAAGAGTGACCATCTTC
AGATGGTCACTCTTTGCGCGATC

TTAAACCGCCTGTTTTAAAACTTTATC
GAAAGCTGCTGCCACAACCAACTGCGTGCCGT
GTTGTGGCAGCAGCTTTCCGTCGGGAGATCTA
ATCTGCAGAAatgCAAATACCTCGCATGTCGCTTCG Pstl
ATGGATCCttaTCCGAAGCGATGAGAGTTATCCCG BamHI
ATCTGCAGAatgAGGCGATTGCGCTTCTC Psil
ATGGATCCttaCCCTTCTTTTGTCGTGCCCT BamHI
ATCTGCAGAAatgAGGCGATTGCGCTTCTC Pstl

ATTATCACTGAAGATGATTAATTTAATTACTAAACCATCAGAT
CGTGCTTTTTTTAGTCA

CGACAGCGGCGGAGCCCCCTTC

CGACAGCGGCGGAGCCCCCTTCTG

ATAGGTACAACAGTATAGTCTGATGGATAAGTCTGAAATTTGA
CGAGATCGATTTTTTTA

[Btn] TAAAAAAATCGATCTCGTCAAATTTCAGACTTATCC
ATCAGAC TATACTGTTGTACCTAT

[Btn] GCGCGGCAGCAATTGCAGCACG

AGTTAAATCTCCAGTTTTTGACAAGG

CCCACAGCCACGTACTTCAGGGTAAG

[6FAM] AATTTAGCCCTCTTGCGCACTAAAAAAATC

[6FAM] GCGCGGCAGCAATTGCAGCACG

[6FAM] TGACTAAAAAAAGCACGATCTG

[Btn]TTCTATACGCTTAACCGTGCTGAAATG

CAATGTGCTCCCCTCTACAGTGTTACC

GACTTCAAGGGTTAAAAGAGGTG

[6FAM] TCAAGATCACGAATATTCATTATC
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Pr95

Pr96

Pr97

Pro8

Pr99

Pr100

Pr101

Pr102

Pr103

Pr104

Pr105

Pr106

Pr107

Pr108

Pr109

Pr110

Prll11

Pr112

Pr113

Pr114

Pr115

Pr116

Pr117

Pr118

Pr119

Pr120

Pri21

Pr122

Pri23

B_katG_fwd 6FAM

B_katG_fwd_150bp_6FAM

B_epmA_P_NK rev_6FAM

B iolR 400 rev_6FAM

B_iolR_400 fwd

B iolR 150 fwd

Q_alaS_fwdll

Q_alaS revll

Q arcA fwd

Q_arcA rev

Q_efp_fwd

Q efp rev

Q _epmA_fwd

Q_epmA rev

Q _epmB_fwd

Q _epmB_rev

Q_oxyR fwd

Q_oxyR rev

Q lexA fwd

Q_lexA_rev

Q katG fwd

Q katG rev

Q_recN_fwd

Q_recN_rev

Q _uspE_fwd

Q_uspE_rev

Q gadE fwd

Q _gadE rev

Q_ydeO_fwd

[6FAM]TTCTATACGCTTAACCGTGCTGAAATG

[6FAM]CAAAAAAGCTTAATTAAGATC

[6FAM] TAAATCTCCAGTTTTTGACAAGGGC

[6FAM]CTGCGGATATCATCCTGCAGTAAGG

CATATCCTTAAAGTAATCAGTGT

GAAGGTAACCACAGCGCAATTT

TCGCTAACCAACAGCTTAACACC

GCTGAAAGGCGATAGCAATAATC

GAAGAACGTCGTAGCGTTGAAAG

GTCACGTCTACAGTACGGTCGTG

TAAAGGCCAGGCATTTGCT

GCTGCTCGAAAGTTTCGTTG

GTAATGAAGAGATGGGGCGTTAT

GTCAATTTCCAGATAACGCAAGA

ATCGCATGGAGAAAGGCAA

CCGCCTTTGACCAGCAA

ACATTGGTTTGATTCCCACAGTT

CATAGATAGCCAGCAACATTGGC

TTTGATCTCATCCGTGATCACAT

CTTCTTCCTCTTCCTGCAACAGA

TAACGTAAGCCTCGATAAAGCG

CAGTTAACATCCAGATCCGGTTC

TATGCTGGAAGAAGCTACCATCC

CAGTTGCTGCTGTTCTTCCAGTA

CATACGAAATGACCACCCTGC

GATCACTTCCTGAATGATGGCTT

TTCCCTGTCAGAGATCAAAAAAGTAG

CAAAATAAATAGGCGCTTTAGCTTTTA

GTGACGGTGCCTGTTCCTG
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Pr124

Pr125

Pr126

Pr127

Pr128

Pr129

Pr130

Pr131

Pr132

Pr133

Pr134

Pr135

Pr136

Pr137

Pr138

Pr139

Pr140

Pr141

Pr142

Pr143

Pr144

Pr145

Pr146

Q_ydeO_rev

Q_ydeP_fwd

Q_ydeP_rev

Q safA fwd

Q safA rev

Q_emrK fwd

Q emrK rev

Q yfdX_ fwd

Q_yfdX rev

Q evgS fwd

Q_evgS rev

Q ulaR_fwd

Q ulaR_rev

Q purR_fwd

Q_purR_rev

Q nagC fwd

Q _nagC_rev

Q_argP fwd

Q_argP rev

Q pgrR_fwd

Q_pgrR _rev

Q yfhH fwd

Q_ythH rev

TGTAATGAAACCTTTGCATGCG

CATTCGACATTTGTGAAAACGG

GTAACAGTCGCTGACGGCATC

CGACCACAGTGAAAAACAAAATC

CTATTGATAATGAAATGTGTAAGATCTCTTG

GAATTAGAAGACATGATTAGTACAGATGACG

CTTTATTGAGTGCGATAGTGGCAT

CACGATGGTCACAGCAATTCT

CATGAAACAGAGCCAGGCG

GTGGCATCAGTAGTAACAACCGTG

AGCATTAATACCACGAACCCG

CTCGCACAATTGGGCTTTGTG

CTGATGCAGATTCATCGGCG

GTCGCTGAAGAAACGCGCA

TTCTGGAAGCAATTTTTTTCAACTGC

GTAACCAAAATTACGCGTCAGCTTATC

CTTTGCTGCTGAGATCAAACAGAG

CAGAACATTACAGGCACTGGATGC

CAGTTTTTGCCCTTGTTCCGTC

GTTTGTCGTCGTTGCAGAGGAG

GCCAAGAACAGACAAAAGATGCTC

CTGGCGGATTATCTGCTGCTAC

ATTCCGGCTGGCTTGCC
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2.3 Kultivierungsverfahren

Dem jeweiligen Versuchsaufbau entsprechend und sofern nicht anders beschrieben wurden E. coli Stimme bei
37°C in LB Medium?*¢ [1% (w/v) Bacto-Trypton; 0.5 % (w/v) Hefeextrakt; 171 mM NaCl], M9 Medium?*®
[45 mM Na,HPO4:2H,0; 22 mM KH,POy4; 8,5 mM NaCl; 18,7 mM NH4Cl; 2 mM MgSO4; 22 mM Glucose; 0,1
mM CaCly], KE-Medium?*’ [8,5 mM K,HPOs; 91,5 mM KH,PO4; 2,3 mM Na3CsHsO7; 8,0 mM (NH4)2SO4; 6 pM
FeSOs; 400 uM MgSO0s; 22 mM Glucose; pH = 5,8], Citrat-gepuffertem Medium [,,CBM*: siche KE-Medium,
aber 100 mM Citratpuffer anstatt Phosphatpuffer: 45,6 mM C¢HsO7x2H,0x3Na; 54,4 mM C¢HsO7; pH =4,5] oder
GTM Medium [1,32 mM K,HPOy; 0,4% v/v Glycerol; 1% w/v Trypton; 40mM MOPS pH 7.4; 4 mM Tricine
pH 7,4; 10 uM FeSO4; 9,5 mM NH4Cl; 0,276 mM K»SO4; 0,5 uM CaCly; 0,528 uM MgCly; 50 mM NaCl;
Spurenelemente: 3,1 nM (NH4)sM07024; 403,2 nM HBO3; 53,8 nM CoCl,; 15,6 nM CuSQOyg; 126,4 uM MnCly;
18,1 uM ZnSO04] kultiviert. B. subtilis Stimme wurden aerob in Reagenzglasern bei 30°C in LB Medium oder MD
Medium?® [60 mM K,HPOu; 44 mM KH,PO4, 4 mM Naj Citrat, 111 mM Glucose; 0,2 mM L-Tryptophan;
75 mM Ammoniumeisen(I1l)-citrat; 150 mM L-Aspartat; 3 mM MgSOs; 1 mg/ml Casaminoséuren] kultiviert.
Sémtliche Medien wurden vor Verwendung durch Autoklavieren oder Sterilfiltrieren (Roth: Rotilab®
Spritzenfilter; PVDF; 0,22 um Porengrof3e) sterilisiert. Die Kultivierung von Fliissigkulturen erfolgte in erster
Linie aerob in Reagenzglidsern oder Schikanekolben. Mikroanaerobe Wachstumsbedingungen wurden durch
Kultivierung in luftdicht verschlossenen Hungate-Rohrchen simuliert. Hierfiir wurde der Sauerstoff zuvor mittels

Gasaustausch durch ein Gemisch aus 2% O; und 98% N, ersetzt.

Die optische Dichte einer Kultur (ODsoo) wurde mit Hilfe des ,,Ultraspec 2100 pro“-Photometers (Amersham
Biosciences) bestimmt. Zur Herstellung von Néhrbdden wurde LB Medium mit 1,5% (w/v) Agar versetzt. Aus
Griinden der Selektion wurden den Medien folgende Antibiotika zugefiigt: Kanamycin (25 pg/ml fiir chromosomal
kodierte Resistenzmarker, 50 pg/ml fiir plasmidkodierte Resistenzmarker), Ampicillin (100 pg/ml), Ofloxacin
(100 pg/ml), Chloramphenicol (10 pg/ml), Streptomycin (50 pg/ml) oder Tetracyclin (10 pug/ml). Das Medium
zur Kultivierung von WM3064 Zellen wurde durch 300 uM DAP ergénzt.

Zur Simulierung verschiedener Stressbedingungen wurden je 10 ml einer E. coli Zellkultur wie in Tabelle 9
zusammengefasst, kultiviert. Die Vorkultivierung fand jeweils aerob bei 37°C statt. Die Zellen wurden bei

Versuchsbeginn 1:1.000 in frisches Medium iiberfiihrt.

Bis in die exponentielle Wachstumsphase hinein bei 37°C kultivierte E. coli Stimme wurden durch anschlieBende
Langzeitkultivierung bei 4°C in LB Medium in einen Ruhezustand versetzt, aus welchem die Zellen nicht ohne
vorherige Induktion rekultivierbar sind (VBNC: viable but non-culturable, vgl. 2.8.3). Dauerkulturen wurden in
Glycerin-Freezing-Medium angesetzt [65% (v/v) Glycerin; 16 mM KCI; 16 mM NaCl; 0,2 mM MgSOs]. Dafiir
wurden in LB-Medium gewachsene Ubernachtkulturen 1:4 verdiinnt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80°C gelagert.

Um den Effekt von osmotischem Stress zu testen, wurde M9 Medium mit NaCl (0,0 bis 0,4 M NaCl) oder
Saccharose (0,4 oder 0,8 M) versetzt. Die Osmolalitit dieser Medien wurde mit einem Osmometer (Gonotec,

,,Osmomat 030%) gemessen.
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Tabelle 9: Simulation verschiedener Stressbedingung fiir das Screening nach Einflussfaktoren der efp, epmA und epmB

Expression. I = Induktion der Genexpression mit L-Arabinose

cadC-lacZ Reportergenassay unter Kontrolle des P, :

Wachs tums bedingung Medium
Kontrolle M9
Kiltestress M9
Hitzestress M9
Sédure-Stress M9; pH=4,5
Basen-Stress M9; pH=10,0
Osmotischer Stress M9; 0,6 M NaCl
N-Limitation M09; 0,0 M NH4Cl
C-Limitation M9; 0,02% Glucose

cadC-lacZ Reportergenassay unter Kontrolle des Pg,p:

Wachs tums bedingung Medium
Kontrolle M9
Kiltestress M9
Hitzestress I M9
Hitzestress II M9
Sédure-Stress M9; pH=4,5
Basen-Stress M9; pH=10,0
Osmotischer Stress M9; 0,6 M NaCl
N-Limitation M9; 0,0 M NH4Cl

Proteinexpression EF-P, EpmA und EpmC:

Wachs tums bedingung Medium
Kontrolle LB
Osmotischer Stress LB; 0,6 M NaCl
Séure-Stress LB; pH = 5,8 (gepuffert)
Oxydativer Stress LB+ 30 mM H202

UV-Stress LB

Genexpression efp , epmA und epmC:

Wachs tums bedingung Medium
Kontrolle LB
frithe exponentielle Phase LB
stationédre Phase LB
Absterbe-Phase LB
VBNC, Tag 120 LB
Oxydativer Stress LB+ 1 mM H202
DNA-Schédigung LB + 1 pg/ml Mitomycin ¢
Sdure-Stress Ia LB; pH=5,8
Séure-Stress Ib KE; pH=5,8
Sdure-Stress Ila LB; pH=4,5
Saure-Stress IIb CBM; pH=4,5
Hitzestress LB
Osmotischer Stress Ia M9 + 0,2 M NCI
Osmotischer Stress Ib M9 + 0,4 M Saccharose
Osmotischer Stress II MO + 0,4 M NCI
C-Limitation MO9; 0,02% Glucose
N-Limitation MO9; 0,0 M NH4Cl

Kontrolle M9

experimentelle Durchfiihrung

Vorkultivierung Stress
3,0h -
25h 1,0h 4°C
2,0h 0,25 h 65°C; 0,25 h 37°C
2,0h
2,75h 025h
2,0h 1,0h
- 3,0h
- 3,0h

experimentelle Durchfithrung

Vorkultivierung Stress
20h-I-1,0h -

2,0h 4°C: 10 min - I- 30 min
2,0h 42°C: 15min -1-1,0h
2,0h 65°C: 5 min - I - 37°C: 30 min
2,0h 15min -1-1,0h
2,75h 10 min - I - pH 7,5: 30 min
2,0h 15min-1-1,0h
2,0h 15min-1-1,0h

experimentelle Durchfiihrung

Vorkultivierung Stress
3,75h -
3,0h 0,75h
- 5,75h
3,0h 0,75h
UV-Licht (253 nm): 20 min;
3,0h ;
w/0: 40 min

experimentelle Durchfithrung

Vorkultivierung Stress
3,0h -
2,0h -
6,0h -
120h -

4,0 h (OD600 = 1) 120 Tage, 4°C
30h 45 min
2,0h 2, 0h; UV-Licht 253 nm

- 3,0h
- 3,0h
- 3,0h
- 3,0h
3,0h 1,0h
- 50h
- 50h
- 50h
- 50h
- 50h
50h -
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2.4 Molekularbiologische und gentechnologische Methoden

2.4.1 Isolierung von Plasmiden

Plasmidpréparationen wurden entsprechend der Herstelleranweisung des Kits ,,HiYield Plasmid Mini-Kit* (Szid-

Laborbedarf Gauting) durchgefiihrt. Isolierte Plasmide wurden in H,Ogq gelost und bei -20°C oder -80°C gelagert.

2.4.2 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA wurde mittels Phenol/Chloroform Extraktion wie folgt isoliert. Zuvor pelletierte Zellen (5 ml)
wurden in 1,7 ml TE-Puffer [10 mM Tris; ImM EDTA; pH 8] mit 0,5% SDS und 180 pg Proteinase K
aufgenommen und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl NaCl (5 M) und 240 pl
CTAB/NaCl-Losung [0,7 M NaCl; 10% CTAB (w/v)] folgte eine erneute Inkubation fiir 10 Minuten bei 65°C.
Nach Zugabe von 2 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wurden die Proben bei 15.000 x g zentrifugiert. Die
wissrige Phase wurde abgenommen und mit dem 0,6-fachen Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt. Nach erneuter Zentrifugation (15.000 x g, 5 Minuten, 4°C) und Phasentrennung wurde die DNA
durch Zugabe des 0,6-fachen Volumens an Isopropanol prazipitiert. Nach Zentrifugation (15.000 x g, 30 Minuten,
4°C) wurde das DNA Pellet zweimal mit Ethanol gewaschen (15.000 x g, 10 Minuten, 4°C) und schlielich in
H>044 gelost (Endkonzentration ~ Img/ml). Gelagert wurde die DNA bei -20 oder -80°C.

2.4.3 Isolierung von RNA

Ausgangsmaterial ist ein Zellpellet, das ca. 12 ml einer Fliissigkultur mit ODgoo~0,3 entspricht. Nach
Resuspendierung in 500 pl eiskaltem AE-Puffer [20 mM Na(CH3COO); 1 mM EDTA; pH 5,2] wurden 500 pl
eines 60°C warmen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1) hinzugefiigt und der Ansatz fiir 5
Minuten bei 60°C auf einem Schiittler (1.000 rpm) inkubiert. Nach zweistiindiger Abkiihlung auf Eis folgte eine
Zentrifugation (15.000 x g, 30 Minuten, 4°C). Der Uberstand wurde in ,,phase lock tubes* (Sigma) iiberfiihrt und
1/10 Volumen Natriumacetat [3M; pH 5,2], sowie ein dquivalentes Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
hinzugefiigt. Nach Abtrennung der wéssrigen Phase mittels Zentrifugation (15 Minuten, 4°C, 14.000 rpm) wurde
diese in ein frisches Eppendorf-Gefd3 iiberfithrt. Die Prézipitation erfolgte durch Zugabe von EtOH (70%
Endkonzentration) bei -80°C iiber Nacht. Nach Zentrifugation (15.000 x g, 30 Minuten, 4°C) wurde das Pellet
zweimal mit eiskaltem Ethanol (80%) gewaschen und anschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet, in 100-200

pl DEPC-Wasser (1ml DEPC/1; 12h Inkubation bei 37°C vor Autoklavieren) resuspendiert und bei -80°C gelagert.

2.4.4 Reverse Transkription

Nach RNA Extraktion wurde DNA mittels DN Ase (10 Units/ul) (New England Biolabs) nach Herstelleranweisung
verdaut. Zur cDNA Synthese wurde das Kit ,,iScriptAdvanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR*““ (Bio-Rad)
verwendet. cDNA wurde bei -80°C gelagert.
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2.4.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

DNA wurde mit Hilfe von OneTaq und Q5 Polymerase (New England Biolabs) amplifiziert. Die PCR wurde in
Anlehnung an die Methodenbeschreibungen von Mullis et al. (1986) ?* in Thermozyklern der Marke Eppendorf
(Mastercycler™) durchgefiihrt. Als template wurden gereinigte gDNA, Plasmid-DNA oder lineare DNA-
Fragmente verwendet. Zur extensiven Uberpriifung von auf LB-Agarplatten kultivierten Organismen mit
gentechnologischer Verdnderung wurden Bakterienkolonien mit Hilfe einer Pipettenspitze direkt in den
vorgelegten Reaktionsansatz iiberfiihrt. Nukleotidsubstitutionen wurden mittels overlap PCR verwirklicht. Dafiir
wurden Primer, die den Bereich der gewiinschten Substitution abdecken, so gewéhlt, dass in einer ersten PCR
unabhiingig voneinander zwei DNA Fragmente entstehen. Eine Uberlappung von ca. 20 bp im zu substituierenden
Bereich ist dabei Voraussetzung fiir die Fusionierung der beiden Fragmente in einem zweiten PCR Ansatz mit

Primern, die komplementér zu den beiden Enden der finalen Zielsequenz sind.

Die amplifizierte DNA wurde mittels Gelelektrophorese und anschlieBender Reinigung (vgl. 2.6.1) von

unspezifischen Nebenprodukten befreit.

2.4.6 DNA-Sequenzanalyse

Sequenzierungen von Plasmiden oder zuvor mittels PCR amplifizierten DNA Fragmenten wurden auf Basis des
von Sanger et al. (1977)*° beschriebenen Kettenabbruchverfahrens durch die ,,Genomics Service Unit“ des
Bereichs Genetik des Biozentrums der LMU unter Leitung von Dr. Andreas Brachmann durchgefiihrt. Fiir die
Analyse im ,,ABI 3730 capillary sequencer* (Applied Biosystems, 50 cm Kappilarlinge) kam das Prinzip des
,,Cycle Sequencing* (Programm: ,,Cycle, Clean and Run: Big Dye 3.1%) zur Anwendung. Proben wurden wie von

der ,,Genomics Service Unit* empfohlen vorbereitet.

2.4.7 Konstruktion von Plasmiden

Standard DNA-Techniken wurden basierend auf den Beschreibungen von Ausubel ef al. (1987) 2*' und Maniatis
et al. (1989)*? ausgefiihrt. Restriktionsenzyme und T4 DNA-Ligase wurden entsprechend der
Herstelleranweisungen eingesetzt (New England Biolabs). Zur Vermeidung einer Religation von linearisierten
Plasmiden wurden die offenen Enden mit alkalischer Phosphatase (CIP oder rSAP von New England Biolabs)
nach Herstelleranweisung dephosphoryliert. Die prédparative Auftrennung von DNA erfolgte mittels
Gelelektrophorese, wie in 2.6.1 beschrieben. Alle Plasmide wurden mittels PCR und Sequenzierung auf ihre

Korrektheit tiberpriift.

2.4.8 Konstruktion von Stimmen

Deletionen wurden mit Hilfe des pRED®/ET® Systems von Gene Bridges in das E. coli Genom eingefiihrt (,,Quick
& Easy E. coli Gene Deletion by Red®/ET® Recombination Kit oder ,,Counter Selection BAC Modification by
pRED®ET®* Kit). Das Prinzip beruht auf der zielgerichteten Integration einer Kanamycin-Kasette mit zuvor

mittels PCR angefiigten 50 bp langen Uberhingen, die homolog sind zu den entsprechenden genomischen Zielloci.
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Die Kanamycin-Kasette des ,,Quick & Easy E. coli Gene Deletion by Red®/ET® Recombination® Kit besitzt zwei
FRT Stellen, die die Entfernung des Resistenzmarkers mit Hilfe der auf dem Helferplasmid pCP20 kodierten und

iiber einen temperatursensitiven Promotor regulierten FLP Rekombinase erlauben®> .

Genomische Integrationen wurden mit Hilfe des Plasmides pNPTS138 R6KT und einfacher oder doppelter
homologer Rekombination realisiert?®®. Die zu integrierenden Sequenzen wurden zusammen mit 500 bp langen
flankierenden und den Zielloci entsprechenden DNA-Abschnitten in pNPTS138 R6KT kloniert. Das Plasmid
wurde mittels Konjugation iiber den Donorstamm WM3046 (William Metcalf, University of Illinois) und
homologer Rekombination in das Zielgenom integriert. Dafiir wurden Ubernacht-Kulturen des Donorstamms
(WM3064) mit zu tibertragendem pNPTS-Konstrukt und Rezeptorstamm 1:500 in 2 ml frisches LB-Medium (bzw.
in LB-Medium mit 300 uM DAP) iiberfiihrt und ca 3 Stunden bei 37°C bis in die friithe exponentielle
Wachstumsphase kultiviert. Beide Kulturen wurden abzentrifugiert und in je 200 pl frischem LB-Medium
resuspendiert. 200 ul von WM3064 wurden mit 100 pl des Rezeptorstammes vermischt und auf eine LB-
Agarplatte mit 300 uM DAP getropft. Nach vierstiindiger Inkubation bei 37°C, wihrend der die Konjugation und
homologe Rekombination erfolgten, wurden die Zellen in 2 ml frischem LB Medium ohne DAP resuspendiert und
3 mal gewaschen, bevor sie auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum zur Selektion aufgetragen
wurden. Das Plasmidgeriist wurde gegebenenfalls, wie von Lassak et al. (2010)** beschrieben, iiber eine negative
Selektion unter Ausnutzung der auf pNPTS138 R6KT durch sacB kodierten Levansucrase in einer zweiten
homologen Rekombination entfernt. Dafiir wurden die Stdmme fiir drei Stunden in LB-Medium ohne Antibiotika
aerob bei 37°C kultiviert und anschlieBend iiber einen Verdiinnungsausstrich auf LB-Platten ohne NaCl, aber mit
10% (w/v) D-(+)-Saccharose tiberfiihrt und {iber Nacht bei 30°C inkubiert. Kolonien wurden durch paralleles

Auftragen auf LB-Platten mit und ohne Antibiotika auf das Vorhandensein der Resistenz iiberpriift.

Alle Stimme wurden mittels PCR und Sequenzierung auf ihre Korrektheit iiberpriift.

2.4.9 Kompetente Zellen und Transformation

E. coli Stimme wurden mittels Hitzeschock oder Elektroporation mit verschiedenen DNA-Konstrukten

transformiert.

Im Zuge der Hitzeschockmethode wurden kompetente Zellen (100 pl) mit ca. 20 ng Plasmid-DNA fiir 30 Minuten
bei 4°C préinkubiert. Anschliefend wurden die Ansétze 45 Sekunden lang auf 42°C erwarmt und sofort auf Eis
abgekiihlt. Nach Zugabe von 750 pl frischem LB-Medium wurden die Zellen fiir zwei Stunden inkubiert und
schlieBlich auf LB-Agarplatten ausgestrichen. Die Kompetenz der Zellen wurde wie folgt erzielt. Kompetente E.
coli WM3964 Zellen wurden mittels CaCl,-Methode nach Dagert und Ehrlich (1979)** pripariert. Eine
Ubernachtkultur wurde 1:500 in frisches LB-DAP (300 uM DAP) Medium iiberimpft. Nach aerober Kultivierung
bei 37°C bis zu einer ODgoo von 0,3 wurden die Zellen 15 Minuten auf Eis abgekiihlt. Durch Zentrifugation (800
x g, 20 Minuten, 4°C) wurden die Zellen dann pelletiert und in 1/5 des Ausgangsvolumens an eiskaltem CaCl,
(0,1 M) resuspendiert. Nach einer weiteren zwanzigminiitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut
pelletiert und in 1/5 des vorherigen Volumens CaCl, (0,1 M) resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden fiir
hochstens zwei Wochen bei 4°C gelagert. Kompetente E. coli DH5a Zellen wurden auf eine dhnliche Art und

Weise nach Inoue et al. (1990)>5 hergestellt. Frisches LB-Medium wurde 1:500 mit einer Ubernachtkultur
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inokuliert und aerob bei 37°C kultiviert. Bei einer ODgoo von 0,3 wurden die Zellen fiir 10 Minuten auf Eis
abgekiihlt und anschlieBend mittels Zentrifugation (4.500 x g, 15 Minuten, 4°C) pelletiert. Nach Resuspendierung
in der 0,5-fachen Menge des Ausgangsvolumens an Transformationspuffer [10 mM PIPES pH 6,6; 50 mM CaCly;
15% Glycerin), wurden die Zellen erneut fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation
(4.500 x g, 15 Minuten, 4°C) wurde das Pellet in 1/10 des vorherigen Volumens Transformationspuffer

aufgenommen, zu je 100 pl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Fiir die Elektroporation wurden frisch in LB-Medium angezogene Zellen verwendet. Dafiir wurden 30 pl einer
Ubernachtkultur in 1,5 ml LB-Medium {iberfiihrt und aerob bei 37°C bis zu einer ODgg von 0,3 kultiviert. Die
Zellen wurden mittels Zentrifugation (15.000 x g, 1 Minute, 4°C) pelletiert, drei Mal in eiskaltem 10% Glycerin
gewaschen und zuletzt in 100 pl aufgenommen. Nach Zugabe von ca. 20 ng Plasmid-DNA oder 800 ng linearer
dsDNA (71,5 kb) wurden die Transformationsansitze in vorgekiihlte Elektroporationskiivetten (0,2 cm Spaltbreite)
iiberfiihrt. Die Elektroporation wurde in einem Gerét der Firma BioRad (MicroPulser Electroporator) bei 2,5 kV
durchgefiihrt. Nach Zugabe von 750 pl frischem LB-Medium wurden die Zellen fiir weitere zwei Stunden bei

37°C kultiviert, bevor sie auf LB-Agarplatten ausgestrichen wurden.

2.4.10 Proteiniiberexpression

OxyR Varianten wurden durch Klonierung in den Vektor pET_SUMO (Invitrogen: ,,Champion™ pET SUMO
Expression System®) N-terminal mit SUMO- und 6xHis-Tag fusioniert und unter die Kontrolle eines T7 Promotors
gestellt. Das Plasmid wurde durch Transformation in BL21 DE3 Zellen (Invitrogen), die das Gen fiir die T7 RNA
Polymerase unter Kontrolle des /acUVS Promotors tragen, eingebracht. Dies ermdglichte eine induzierbare
Uberexpression der OxyR Varianten. Dafiir wurde eine Ubernachtkultur 1:500 in frisches LB-Medium iiberimpft
und bis zu einer ODggo von 0,4 aerob bei 37°C kultiviert. Es folgte eine Induktion mit 1 mM IPTG, woraufhin die
Zellen fuir weitere vier Stunden inkubiert und anschlieBend mittels Zentrifugation (4.500 x g, 20 Minuten, 4°C)

geerntet wurden.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Zellaufschluss

E. coli Zellen wurden nach Kultivierung entweder mittels Hochdruck oder Ultraschall bei 4°C aufgeschlossen.
Dazu wurden Bakterienkulturen pelletiert (4.500 x g, 15 Minuten, 4°C) und in dem entsprechendem
Aufschlusspuffer resuspendiert. Dabei handelte es sich um Tris-HCl Puffer [20 mM Tris/HCl pH 7,5;
150 mM NacCl; 10% (v/v) Glycerin], HBS-EP Puffer [10 mM HEPES pH 7.,4; 150 mM NaCl; 3 mM EDTA; 0,05%
P-20] oder Puffer P20 (adaptiert von Teramoto et al., 2013)*° [20 mM Tris-HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 10%
Glycerin; 0,1 mM EDTA; 5 mM MgCI2; 0,05% Tween20] mit je ] mM DTT, 0,5 mM PMSF und 30 ng/ml DNAse.

Fiir den Aufschluss von E. coli Zellen mittels Hochdruck (LA Biosystems: ,,TS®“ Modell, French-Press-Prinzip)
wurden je 1 g Zellen in 5 ml Aufschlusspuffer resuspendiert und bei 1,5 kbar aufgeschlossen. Mittels Ultraschall
(Branson: Digital Sonifier®) wurden Zellen aufgeschlossen, die im jeweiligen Aufschlusspuffer auf eine

theoretische ODgoo von 10 konzentriert wurden. Dabei wurde ein maximales Volumen von 10 ml eingesetzt.
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Folgende Parameter kamen zur Anwendung: 30% Amplitude; 0,5 Sekunden Puls (on/off); 30 Sekunden
Gesamtdauer. Der Vorgang wurde drei Mal wiederholt. Zelldebris wurde iiber eine niedertourige Zentrifugation

bei 4.500 x g und 4°C entfernt.

2.5.2 Nickelchelat-Affinitatschromatographie

OxyR Varianten wurden nach Uberexpression in BL21 DE3 Zellen und Zellaufschluss aus einer zuvor mittels
Ultrazentrifugation (250.000 x g, 45 Minuten, 4°C) separierten cytosolischen Zellfraktion (vgl. 2.5.1) gereinigt.
Dabei wurde die 6xHis Markierung der OxyR Proteine und deren hohe Affinitit zu Nickelchelaten genutzt. Die
cytosolischen Proteine (5-10 mg/ml) wurden infolgedessen zusammen mit - zuvor mit H,044 gewaschener und mit
den entsprechenden Puffern dquilibrierten - Ni>*-NTA-Agarose (4 ul/mg Protein) fiir zwei Stunden bei 4°C auf
einem Rollenmischer inkubiert. AnschlieBend wurden die an die Ni>-NTA-Agarose gebundenen Proteine in einer
Saule (CrystalCruz® Chromatography: 1-2,5 cm x 10 cm) aufgefangen und mit dem 5-fachen Volumen an
Reinigungspuffer (Tris/HCl-Puffer, HBS-EP Puffer oder Puffer P20, vgl. 2.5.1, mit 20 mM Imidazol) gewaschen.
Die Elution erfolgte in 7 Schritten durch Inkubation mit je 1 ml des mit 250 mM versetzten Reinigungspuffers.

Imidazol wurde durch eine darauffolgende 4 stiindige Dialyse wieder entfernt.

Der iiber eine SUMO Schnittstelle vom Rest des Proteins getrennte 6x-His-Tag wurde mit Hilfe einer ebenfalls
His-markierten Ulp-Protease (produziert und bereitgestellt von Ingrid Weitl, LMU Miinchen AG K. Jung)
abgespalten. Fiir den Verdau wurden je 4 mg Protein (~2mg/ml) mit 1 mg Ulp-Protease (~5 mg/ml) fiir vier
Stunden bei 30°C inkubiert. Die His-markierten Peptide wurden wie oben beschrieben durch eine weitere

Nickelchelat-Affinitdtschromatographie vom nun unmarkierten Zielprotein separiert.

2.5.3 Size exclusion chromatography (SEC)

Um zuvor mittels Nickelchelat-Affinitdtschromatographie gereinigte Proteine auf ihren Reinheitsgrad zu
iiberpriifen und diesen gegebenenfalls zu erhéhen, wurden sie iiber eine” Superdex 200 300/10 increase™ Séule
(24 ml) mit Hilfe des AKTA purifier Systems (GE Healthcare, Software: ,,UNICORN 5.11°) und des ,,Fraction
Collector Frac-920“ (GE Healthcare) fraktioniert. Der Lauf wurde mit einer Durchflussrate von 0,5 ml/min in
Tris/HCI Puffer (vgl. 2.5.1) durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration wurde durch eine Absorptionsmessung bei
280 nm bestimmt und die GroBe der Molekiile mit Hilfe eines Filtrationsstandards (bereitgestellt von Dr. Yang

Wang, LMU Miinchen, AG K. Jung) bestimmt.

2.5.4 Praparation von Membranvesikeln

E. coli Zellen wurden wie in 2.5.1 beschrieben in Tris/HCl Puffer mit 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF und 30 ng/ml
DNAse aufgeschlossen, der Zelldebris wurde abzentrifugiert (4.500 x g, 30 Minuten, 4°C) und Membranproteine
von cytosolischen Proteinen durch Ultrazentrifugation separiert (250.000 x g, 45 Minuten, 4°C). Das

Membranpellet wurde in 1/10 des vorherigen Volumens Tris/HCI Puffer resuspendiert.
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2.5.5 Priaparation von Proteinen der dufleren Membran

Bakterienpellets wurden fiir den Zellaufschluss auf eine theoretische ODgoo von 10 in Tris-HCI Puffer (vgl. 2.5.1)
resuspendiert. Membranproteine wurden wie in 2.5.4 beschrieben in 1/5 des vorherigen Volumens Na-
Phosphatpuffer [10 mM, pH 7,2] mit 2% (w/v) Triton X-100 konzentriert und fiir eine Stunde bei 37°C unter
leichtem Schiitteln inkubiert, um die Proteine der cytoplasmatischen Membran zu 16sen. Die Suspension wurde
anschlieBend bei 390.000 x g fiir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
Na-Phosphatpuffer ohne Triton X-100 gewaschen. Es folgte eine weitere Zentrifugation (390.000 x g, 30 Minuten,
4°C) und das Pellet wurde in 1/20 des vorherigen Volumens PBS Puffer [8,1 mM Na,HPOy; 1,47 mM KH,POy;
137 mM NaCl; 2.68 mM KCIl] resuspendiert. Nach Zugabe von SDS-Probenpuffer [Endkonzentration: 50 mM
Tris/HCI pH 6,8; 2% (w/v) SDS; 0.1% (w/v) Bromphenolblau; 10% (v/v) Glycerin, 100 mM DTT] wurde den
Proben je 0,25 g/ml Harnstoff beigemengt und es folgte ein fiinfminiitiges Erhitzen bei 100°C. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in Polyacrylamidgelen mit 4 M Harnstoff (vgl. 2.6.3).

2.5.6 Praparation von Sphiiroplasten

E. coli Zellen wurden nach einer Ubernachtkultivierung 1:500 in frisches LB Medium iiberimpft und aerob bei
37°C bis zu einer ODggo von 0,5 kultiviert. Die Zellen wurden nach Zentrifugation (4.500 x g, 10 Minuten, 4°C)
in 80 ml/gzetieny Puffer 1 [25% (w/v) Saccharose; 30 mM Tris/HCI pH 8,0] resuspendiert. Nach Zugabe von
Lysozym (50 pg/ml) und 10 mM K»-EDTA (pH 7,0), wurden die Zellen auf einem Rollenmischer fiir 45 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Sphéroblastenbildung wurde wéhrenddessen stichprobenartig unter dem
Mikroskop iberpriift (Leica: ,,DMi 8“; Software ,LAS X*). Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden die

Sphéroblasten zuvor wie in 2.8.2 beschrieben fixiert, dabei jedoch in Puffer 1 belassen.

2.5.7 Préparation von right-side-out Vesikeln

100 ml zuvor préparierter Spharoplasten (vgl. 2.5.7) wurden pelletiert (12.000 x g, 20 Minuten, Raumtemperatur)
und in 1 ml Puffer 2 [25% (w/v) Saccharose; 100 mM Tris/HC1 pH 7,5; 20 mM MgSO4] resuspendiert. Der Ansatz
wurde in 15 ml auf 30°C vorgewédrmten Puffer 3 [20 mM Tris/HCI pH7,5; 2 mM DTT] tberfiihrt und fiir 15
Minuten bei 30°C inkubiert. Einer niedertourigen Zentrifugation (4.500 x g, 5 Minuten, 4°C) folgte eine weitere
Zentrifugation des Uberstandes (15.000 x g, 15 Minuten, 4°C) und eine Resuspendierung des Pellets in Puffer 4
[100 mM Tris/HCI pH 7,5; 10% (v/v) Glycerin; 10 mM MgCl,].

2.6 Analytische in vitro Methoden

2.6.1 DNA Gelelektrophorese

DNA wurde in Agarosegelen [1,5% (w/v) Agarose; 40 mM Tris-Acetat pH 7,6; ImM EDTA] mit 0,25 pg/ml
Ethidiumbromid oder 0,05 pl/ml Midori Green in Geréten der Firma BioRad (,,Mini-Sub® DNA Cell GT* oder
,»,Wide Mini-Sub® Cell GT* Laufkammer“ bei 100V elektrophoretisch aufgetrennt. Als GroBenstandard wurden
5 pl der ,,2-log ladder* von New England Biolabs aufgetragen und als Laufpuffer wurde TAE Puffer [40 mM Tris-
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Acetat pH 7,6; ImM EDTA] verwendet. Nach dem Gellauf wurden die in die DNA interkalierten
Fluoreszenzfarbstoffe bei UV-Strahlung in einem Transilluminator (BioRad; Software: ,,Gel Doc™ EZ Imager*)

visualisiert.

Die Isolation von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des Kits ,,Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragment
Extraction” (Siidlabor-Gauting). DNA-Konzentrationen wurden photometrisch mit dem ,UV/Vis-

Spectrophotometer NanoDrop® ND-100* (Nanodrop Technologies) bestimmt.

2.6.2 qRT-PCR

Ca. 200 bp lange cDNA Fragmente wurden in einem Cylcer der Firma BioRad (,,MyiQTM Single Color Real-
Time PCR Detection System®, Software ,,Bio-Rad iQ5%; 4titude® 96 well plates, polypropylene, 200 pul capacity)
amplifiziert. Reaktionsansétze zu je 25 ul wurden auf Eis vorbereitet und setzten sich folgendermaflen zusammen:
12,5 ul iQ™ SYBR® Green Supermix (BioRad), je 1 pl Primer (5 uM), 8,5 ul DEPC-H,0, sowie 50 ng template
DNA (25 ng/ul). Es wurde folgender Temperaturverlauf verwendet: 5 Minuten/95°C, 40 Zyklen aus 10
Sekunden/95°C und 30 Sekunden/60°C. Eine daran anschlieBende Schmelzkurve wurde folgendermafBen erstellt:
55°C — 95°C mit 1°C Temperaturanstieg/Minute. Der treshold wurde so definiert, dass die daraus resultierenden
C: Werte diejenigen Zyklen markieren, die den Beginn des exponentiellen Anstiegs der reaktionstypischen
Fluoreszenz widerspiegeln. Als Negativkontrolle isolierte RNA als template (25 ng/pl) eingesetzt. Die qRT-PCR
Ergebnisse wurden nur dann akzeptiert, wenn die C; Werte der Negativkontrollen grofer als 40 waren oder

auBlerhalb des messbaren Bereiches lagen.

Fiir die Quantifizierung von mRNA wurde RNA wie in 2.4.3 und 2.4.4 beschrieben in cDNA transkribiert und in
einer qRT-PCR genspezifisch amplifiziert. Dabei wurden sowohl Ziel- und Referenzgene, als auch Kontroll- und
Testwachstumsbedingungen miteinander verglichen. Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte nach
Pfaffl et al. (2001)*7. In der unten aufgefiihrten Formel ist £ die Primer-Effizienz, die fiir jedes verwendete
Primer-Paar ermittelt wurde. Sie basiert auf einer Eichgerade aus Ci-Werten aus qRT-PCR Reaktionen mit
definierter Menge an template DNA (E. coli MG1655 gDNA: 100 ng; 25 ng; 6,25 ng; 1,6 ng; 0,39 ng; 0,1 ng),
wobei m die Steigung dieser Geraden beschreibt. Die Effizienten aller verwendeten Primer-Paare lagen zwischen

1,8 und 2,0.

ACt 7
(EZielgen) Zielgen

realtive Genexpression = ACtR
(EReferenzg en ) eferenzgen

E = 10"Y/m

Ct

™= Tdcona[ng/ull)

ACt = CtKontrollbedingung - CtTesthedingung
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2.6.3 SDS-PAGE

Proteine wurden mittels denaturierender SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in Geréten der
Firma PeqLab (,,Perfect double gel system, Twin S/M/L*, 10 cm— 20 cm Lénge) nach einem Protokoll von Lammli
(1970)**® bei 140V aufgetrennt. Gele setzten sich zusammen aus Sammelgel mit 4,9% (w/v) und Trenngel mit je
nach GrofBe des zu untersuchenden Proteins 7,5% bis 12,5% (w/v) Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1). Zusétzlich
wurde dem Trenngel 0,5% (v/v) Trichlorethanol (TCE) hinzugefiigt, um Proteine ohne vorherige Anfarbung des
Gels unter UV-Strahlung nach vorheriger Quervernetzung im Transillumitator (BioRad; Software: ,,Gel Doc™
EZ Tmager)*“ zu visualisieren. Der Laufpuffer setzte sich zusammen aus 25 mM Tris, 192 mM Glycin und
0.1% (w/v) SDS (pH 8,3). Proteinproben wurden vor dem Lauf mit SDS-Ladepuffer versetzt [Endkonzentration:
50 mM Tris-HCI pH 6,8; 2% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 10% (v/v) Glycerin; 100 mM DTT] und 5
Minuten bei 95°C denaturiert. Als GroBenstandards wurden ,,Roti®-Mark Standard“ (Carl Roth) und ,,Page
Ruler™ Prestained Protein Ladder* (Invitrogen) verwendet. Angereicherte Proteine der duBeren Membran wurden

zur Vermeidung von Aggregation in einem Harnstoff-Gel nach Lugtenberg et al. (1975)*%°

aufgetrennt. Im
Unterschied zu den oben beschriebenen Gelen beinhaltet das Trenngel in diesem Fall 11,25% Acrylamid-

Bisacrylamid (44:1) und 4 M Harnstoff.

Die in den Gelen aufgetrennten Proteine wurden mit Coomassie-Blau (nach Weber und Osborn, 1969%¢),
,,Coomassie Instant Blue*“ (nach Herstelleranweisung: Expedon) oder Silbernitrat (nach Blum et al., 1987)%!

angeférbt, sofern sie nicht fiir einen Western Blot (vgl. 2.6.5) weiterverwendet wurden.

2.6.4 Isoelektrische Fokusierung

Gele der Firma BioRad wurden nach Herstelleranweisung rehydriert und in ein 2D-Elektrophoresesystem von
Pharmacia Biotec (,,Multiphor II*) montiert. Zur Etablierung eines pH-Gradienten fand vor Probenlauf eine
Vorfokussierung statt (700 V, 12 mA, 8 W, 20 Minuten). Zuvor mit Probenpuffer (50% v/v Glycerin, 10 mg/ml
Bromphenolblau) versetzte Proben wurden auf ein mittig platziertes Filterpapier aufgetragen. Der Probeniibergang
fand fiir 20 Minuten bei 500 V, 8 mA und 8 W statt, die isoelektrische Fokussierung fiir 4 Stunden bei 2000 V, 14
mA und 14 W. AnschlieBend wurden die Banden fiir 10 Minuten geschirft (2500 V, 14 mA, 18 W). Die Gele
wurden mit Hilfe eines Drahtes von der Kunststoffunterlage abgeldst und fiir die weitere Analyse durch einen

Western Blot (vgl. 2.6.5) vorbereitet.

2.6.5 Western Blot

Proteine, die zuvor {liber eine SDS-PAGE oder isoelektrische Fokusierung aufgetrennt wurden, wurden mittels
Nassblot auf eine Nitrocellulosemembran mit 0,45 pm Porendurchmesser (Sigma Aldrich: ,,Whatman™, Protran®
BA85) oder auf eine PVDF Membran mit 0,45 um Porendurchmesser (Sigma Aldrich: ,,Amersham™ Hybond P
0.45 PVDF blotting membrane®) iibertragen. Der Proteintransfer erfolgte fiir 90 Minuten bei 300 mA in einer
,,Mini Trans-Blot® Cell “ Kammer (BioRad), bzw. 120 Minuten bei 800 mA in einer ,,Hoefer TE62 tank transfer

unit*“ von Amersham.
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Die Membran wurde mit in TBS Puffer [20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl] gelostem 5% (w/v)
Magermilchpulver {iber Nacht bei 4°C abgesittigt. Der immunologische Nachweis der Proteine erfolgte mit Hilfe
von spezifischen Antikoérpern (vgl. Tabelle 5). Nach dreimaligem Waschen (je 5 Minuten) mit TBS-TT Puffer
[20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 500 mM NacCl; 0,05% (v/v) Tween 20; 0,2% Triton X-100] wurde die Membran fiir
2 Stunden bei Raumtemperatur mit einem primédren, in TBS-T Puffer [20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl;
0,05% (v/v) Tween 20] mit 0,75% Magermilchpulver verdiinnten Antikdper inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in TBS-TT Puffer (je 5 Minuten) folgte die Inkubation mit einem sekundéiren, ebenfalls in TBS-T Puffer
und 0,75% Magermilchpulver verdiinnten Antikdrper (1,5 Stunden, Raumtemperatur). Die Membran wurde drei
Mal fiir je 5 Minuten in TBS-TT Puffer und einmal fiir 10 Minuten in TBS Puffer gewaschen. Das Substrat wurde
je nach gewdhltem Antikorper-Konjugat gewdhlt. Antikorper mit alkalischer Phosphatase wurden durch die
Inkubation in Natriumcarbonat-Féarbelosung [SO mM Na,COs; 0,1% NBT; 0,5 mg/ml BCIP] detektiert. Antikorper
mit Peroxidase wurden mit Hilfe von ,,UptiLight™ HRP blot substrate (Uptima) nach Herstelleranweisung
detektiert und die Lumineszenz in einer Dunkelkammer mit Hilfe einer lichtsensitiven Kamera (PEQLAB,

Objektiv: ,,Spacecom®; Software: ,,Fusion‘) aufgezeichnet.

2.6.6 Thermophoretic Shift Assay

Die Stabilitdit von zuvor gereinigten OxyR Varianten in Abhéngigkeit von verschiedenen

)?%2 untersucht. Dafiir wurde

Pufferzusammensetzungen wurde mittels Thermofluor Screen nach Boivin ez al. (2013
in einer 96-well Platte (4titude: ,,96 well plate®, Polypropylene, 200 ul Kapazitit) 1ug des Proteins im zu testenden
Puffer verdiinnt. Zu einem Reaktionsvolumen von 23 pl wurden 2 pl des Farbstoffs SYPRO Orange (62x,
Invitrogen) gegeben. Im Zuge eines Temperaturgradienten von 30-95°C mit einem Temperaturanstieg von
1°C/Minute wurde die Fluoreszenz von SYPRO Orange miniitlich gemessen (BioRad: ,,MyiQTM Single Color

Real-Time PCR Detection System®, Software ,,Bio-Rad iQ5%).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Puffer (Tris-HClI 20-100 mM, PBS) und
Pufferzusammensetzungen getestet, wobei der Fokus auf die NaCl-Konzentration (0-500 mM), den pH-Bereich
(pH 6,5 - 8), sowie das Vorhandensein von verschiedenen Additiven, wie DTT, EDTA, MgCl,, ATP, Urea, Betain,
CaCl,, Glycin und D-Glucose als putative Stabilisatoren gelegt wurde.

2.6.7 Native PAGE und EMSA

Frisch gereinigtes Protein wurde in einem Reaktionsvolumen von 30 upl mit 30 ng 6-FAM markierter
doppelstringiger DNA in Puffer P20 (vgl. Teramoto et al., 2013)?% [20 mM Tris-HCI pH 7,5; 300 mM NaCl;
10% Glycerin; 0,1 mM EDTA; 5 mM MgCl2; 0,05% Tween20; 1 mM DTT; 0,05 mM PMSF],
150 ng Lachsperma-DNA und variierenden Mengen BSA fiir 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Bindung des
Proteins an die Ziel-DNA wurde in einem Gelretardationsassay, basierend auf den Methodenbeschreibungen von
Teramoto et al., (2013)?%°, nachgewiesen. Die Proben wurden dafiir in einem 10x10 cm groBem Polyacrylamidgel
(5,5% (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid — ohne SDS, sonst wie in 2.6.3 fiir Trenngel beschrieben) elektrophoretisch
analysiert. Die Gele wurden vor dem eigentlichen Probenlauf 45 Minuten bei 70 V édquilibriert. Nach dem Beladen

wurden die Proteine fiir eine Stunde bei 100 V aufgetrennt. Die Fluoreszenz des 6FAM DNA-Markers wurde bei
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488 nm in einem Fluoreszenzscanner (Amersham: ,,Typhoon TRIO Variable Mode Imager*; Filter: 520 BP40
Cy - 600/88 nm; Software: ,,Typhoon Scanner Control*) detektiert.

2.6.8 DNA-Affinititschromatographie

DNA-bindende Proteine wurden mit Hilfe von streptavidinummantelten Dynabeads™ M-280 (Thermo Fisher
Scientific) und daran gekoppelter dsDNA isoliert. Die Separierung der Beads erfolgte in einer magnetische
Halterung (Invitrogen: ,,DynaMag™-2 Magnet*). Vor Verwendung wurden je 5 mg der Beads drei Mal in DBB
Puffer [S mM Tris/HCI pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 1 M NaCl] gewaschen. Die Beads wurden anschlieBend mit
600 pmol biotinmarkierter, in 1 ml DBB Puffer vorliegender DNA fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur auf einem
Roller inkubiert. Zur Entfernung von ungebundener DNA wurden die Beads drei Mal mit DBB Puffer und zwei
Mal in PBB Puffer [20 mM Tris/HCl pH 8,9; 1 mM EDTA; 0,05% (v/v) Triton X-100; 10% (v/v) Glycerin; 1 mM
DTT; 100 mM NaCl] gewaschen und schlieBlich in 1 ml PBB Puffer aufgenommen.

E. coli Zellen einer 1 1 Kultur wurden in PBB Puffer aufgeschlossen und cytosolische Proteine mittels
Ultrazentrifugation separiert (vgl. 2.5.1). Zu 20 ml dieser Fraktion (Proteinkonzentration ~8-16 mg/ml) wurden
5 mg der beladenen Beads gegeben und diese flir zwei Stunden auf einem Rollenmischer inkubiert. Die Beads
wurden anschlieend in 1 ml PBB aufgenommen und drei Mal mit PBB Puffer gewaschen. Es folgte eine
abschlieBende Resuspendierung in 50 pl Elutionspuffer [PBB mit 1 M NacCl], ein griindliches Vortexen und
sofortiges Abkiihlen auf Eis. Nach finaler Separierung der Beads wurde der Uberstand in ein frisches

Reaktionsgefal iiberfiithrt und fiir die weitere Analyse mittels SDS-PAGE (vgl. 2.6.3) vorbereitet.

2.6.9 Oberflichenplasmonenresonanz-Spektroskopie

Frisch gereinigte OxyR Varianten wurden in HBS-EP-Puffer [10 mM HEPES pH 7,4; 150 mM NaCl; 3 mM
EDTA; 0,05% P-20] tiberfiihrt. Biotinmarkierte, doppelstringige DNA wurde durch eine PCR mit entsprechenden
Primern, bzw. durch das Annealing komplementirer Primer wihrend eines Temperaturgradienten von 95-25°C

generiert.

Zur Untersuchung der DNA-Affinidt von OxyR Varianten mittels Oberfldchenplasmonresonanz-Spektroskopie
wurde ein streptavidinbeschichteter Carboxymethyl-Dextran Sensorchip (,,SA Sensor Chip Series S*) zuerst
dquilibriert (drei Injektionen 1 M NaCl und 50 mM NaOH, 10 pl/min Flussrate) und anschlieBend mit ca. 200-300
DNA Molekiilen pro Flusszelle beladen und in dem Gerét ,,BiacoreT200* (GE Healthcare) analysiert. Dabei wurde
HBS-EP Puffer als Laufpuffer und ein Gemisch aus 1 M NaCl, 50 mM NaOH und 50% (v/v) Isopropanol als
Waschpuffer verwendet. Das Protein wurde in verschiedenen Konzentrationen (0,01 uM — 10 uM), sowie mit
einer Kontaktzeit von 180 Sekunden und einer Dissoziationszeit von 300 Sekunden iiber die Flusszellen geleitet.
Die Chipoberfldche wurde nach jedem Zyklus mit 2,5 M NaCl und 0,5% (w/v) SDS mit einer Flussrate von je
60 pl/min regeneriert. Die Auswertung der Sensorgramme erfolgte mit der Software ,,Biacore Control Software
1.0 (GE Healthcare), wobei alle Sensorgramme auf die Grundlinie 0 normalisiert wurden. Die Messungen wurden
in der Serviceeinheit Bioanalytik (PD Dr. Ralf Heermann) im Bereich Mikrobiologie des Biozentrums der LMU

durchgefiihrt.
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2.6.10 Dynamische Lichtstreuungsdetektoren (DLS)

Der Oligomerisationszustand von OxyR Varianten, wurde durch die Bestimmung der absoluten Molekiilmasse
sowie dem Molekiilradius mittels DLS (Dynamic Light Scattering) untersucht. Die Messungen wurden mit einem
DLS-Detektor (,,Wyatt DynaPro Nanostar®) in der Serviceeinheit Bioanalytik (PD Dr. Ralf Heermann) im Bereich
Mikrobiologie des Biozentrums der LMU durchgefiihrt.

2.6.11 Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS)

Proteine, die zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt wurden, wurden wie folgt
aufbereitet. Die entsprechenden Proteinbanden wurden mit Hilfe eines Skalpells aus dem Polyacrylamidgel
herausgelost. Fiir den Verdau der im Gel liegenden Proteine kam ein standardisiertes Protokoll zur Anwendung,
das auf Beschreibungen von Sheevchenko et al. (2000)%% und Wilm et al. (1996)%% basiert. Zuerst wurden die
Gelstiicke zweimal in je 100 pl HyOgq und dreimal in je 100 ml 25 mM NH4HCO; gewaschen und durch
dreimaliges Waschen in 100 pl Acetonitril dehydriert. AnschlieBend wurden die Gelstiicke fiir eine Stunde mit
50 ul 10 mM DTT in 25 mM NH4HCOj inkubiert. Um die reduzierten Cysteine zu carbomidomethylieren, wurden
die Stiicke fiir 30 Minuten im Dunkeln mit 50 pl 55 mM Jodoacetamid in 25 mM NH4HCO; inkubiert. Danach
wurden die Gelstiicke in 100 pl 25 mM NH4HCO3 gewaschen und in 100 ml Acetonitril rehydriert. Der Verdau
erfolgte durch Zugabe von 25 ng/ul Trypsin (geldst in 25 mM NH4HCO3) je nach GroBe des Gelstiickes und einer
Inkubation bei 4°C fiir 45 Minuten. Im Anschluss wurde nicht absorbiertes Trypsin entfernt und Gelstiicke mit
25 mM NH4HCOj3 bedeckt. Der Verdau erfolgte fiir 16 Stunden bei 37°C. Zur Extraktion der Peptide wurden die
Gelstiicke zweimal mit 50 pl einer Acetonitril:H>Ogq 1:1 Lésung mit 0,25% (v/v) Trifluoressigsdure und zwei
weitere Male in 50 pl Acetonitril gewaschen. Die Peptide wurden evaporiert und in 30 pl 0,1% (v/v)

Trifluoressigséure resuspendiert.

Proteine zuvor isolierter VBNCs (vgl. 2.8.3) wurden wie folgt fiir die MS-Analyse aufbereitet. 1x10° Zellen
wurden pelletiert, in 100 pl PBS Puffer [10 mM Na,HPOs; 1,8 mM KH,PO4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI;
pH 7,4] resuspendiert und durch dreimaliges Einfrieren in fliissigem Stickstoff und anschlieBender fiinfminiitiger
Inkubation im Ultraschall-Wasserbad bei Raumtemperatur aufgeschlossen. 10 pl der Proben wurden einem

tryptischen Verdau mit dem ,,iST Sample Preparation Kit* von Preomics unterzogen.

5 ul der Peptidldsungen wurden in ein ,,Ultimate 3000 RSLCnano® System (Thermo Scientific) injiziert und mit
einer analytischen C18 Nanosdule (Aurora, Ionopticks: 25 cm, 75 pm) mittels 120-miniitigem Acetonitril-
Gradienten (4-40%) in 0,1% Methanséure aufgetrennt. Der Durchlauf aus der HPLC wurde mittels Elektrospray
in ein ,,Q Exactive HF* System (Thermo Scientific) tibertragen. Das Instrument wurde in einem datenabhéngigen
Modus bedient, um automatisch zwischen ,,full scan“ MS und Tandemmods (,,MS/MS*) zu wechseln. ,,Survey
full scan MS* Spektren (m/z 375-1600) wurden mit einer Auflésung von R=60.000 bei einer m/z von 400 (AGC
target von 3x106) aufgezeichnet. Die zehn prominentesten Peptidionen mit Ladungszustdnden zwischen drei und
finf wurden fortlaufend isoliert (Zielwert 1x105) und bei 27% normalisierter Kollisionsenergie fragmentiert.
Typische Bedingungen der Massenspektrometrie waren: 1,5 kV Sprayspannung; kein Hiill- und Auxiliargasfluss;

250°C aufgeheizte Kapillartemperatur; 33.000 Zahlereignisse als Grenzwert fiir die lonenauswahl.
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Um die Proteine zu identifizieren und mittels LFQ zu quantifizieren, wurde die Software ,,MaxQuant 1.5.2.8" mit
den folgenden Parametern verwendet: uniprot Ecoli 3AUP000000625 180323 Datenbank; 10 ppm MS tol; 0,5
Da MS/MS tol; 0,1 Peptide FDR; 5 minimal peptide length; variable Modifikationen; Oxydation (M); fixierte
Modifikationen: Carbamidomethyl (C); Peptide fiir die Proteinquantifizierung: razor and unique; 1 minimal
peptides; 2 ratio count. Die identifizierten Proteine wurden als hoch- oder herunterreguliert bezeichnet, falls ihre
,MaxQuant LFQ* Werte log, 5 fach erhoht waren und ein p-Wert von 0,05 (t-Test fiir Mehrfachvergleich) im
Vergleich zur Kontrolle nicht iiberschritten wurde. Die Analyse wurde mit Hilfe der Perseus Plattform?6

durchgefiihrt und die Ergebnisse durh die Software Scaffold 4 (Proteomes Software) visualisiert und analysiert.

Die Proteomdaten zur massenspektrometrischen Analyse von VBNCs (vgl. 2.8.3) sind im ,,ProteomeXchange
Consortium*“ iiber die PRIDE?® Ablage hinterlegt (Daten-Identifikationsnummer PXD009463). Die
massenspektrometrische Analyse von verdauten Peptiden wurde von Dr. Ignasi Forné (Zentrallabor fiir
Proteinanalytik, Biomedizinisches Centrum Miinchen, LMU) und in Kooperation mit der AG Prof. Dr. Imhoff am
Biomedizinischen Centrum der LMU durchgefiihrt.

2.6.12 B-Galactosidase Assay

Sofern nicht anders beschrieben, wurden 1 ml bei 37°C kultivierter Zellen, deren ODgop zuvor bestimmt wurde,
durch eine Zentrifugation (15.000 x g, 5 Minuten, 4°C) pelletiert und in 1 ml Puffer Z [60 mM Na,HPO4; 40 mM
NaH,PO4; 10 mM KCI; 1 mM MgSOs; 50 mM B-Mercaptoethanol] resuspendiert. Nach Zugabe von 100 pl
Chloroform und 50 pl 0,1% (w/v) SDS, sowie griindlichem Vortexen wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 30°C
inkubiert. Die enzymatische Aktivitdt der B-Galactosidase wurde durch Zugabe von 200 pul des Substrats O-NPG
(4 mg/ml in Puffer Z) bestimmt, wobei die Reaktion nach Gelbfarbung mit 500 pl 1 M Na,COs3 abgestoppt wurde.
Nach Zentrifugation (15.000 x g, 10 Minuten, Raumtemperatur) wurde die Absorption des Uberstands bei 420 nm
bestimmt (Amersham Biosciences: ,,Ultraspec 2100 pro“-Photometer). Die f-Galactosidaseaktivitdt wurde mit

folgender Formel berechnet:
Ayzo x 1.000
Vol[ml]x tfmin]x OD 44,

Aktivitit [Miller-Units]=

2.7 Analytische in vivo Methoden

2.7.1 Separierung von intakten, lebenden Zellen aus Langzeitkulturen mittels Percoll

Das Verfahren wurde im Rahmen dieser Arbeit wie im Ergebnisteil beschrieben entwickelt und optimiert. 100 ml
einer VBNC-Kultur (ODggo = 1) (vgl. 2.8.3) wurden mittels Zentrifugation pelletiert und in 20 ml PBS Puffer [10
mM Na,HPOy; 1,8 mM KH>POj4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; pH 7,4], sowie 30 ml Percoll® (GE Healthcare
Sciences) resuspendiert, sodass die finale Konzentration der kolloidalen Silikaldsung bei 60% lag. Die Zellen
wurden iiber eine anschliefende Dichtegradientenzentrifugation in mehreren Schritten separiert. Zuerst wurden

die Proben bei 11.500 x g und 4°C fiir eine Stunde zentrifugiert, bis zwei verschiedene Zellschichten deutlich
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voneinander unterscheidbar waren. Die untere Zellschicht, welche aus lebenden, intakten Zellen besteht, wurde
mit Hilfe einer Pipette gesammelt und in 70 ml PBS iiberfiihrt. Die Zellen wurden in drei folgenden
Zentrifugationsschritten bei 4.500 x g und 4°C fiir je 45 Minuten gewaschen und final in PBS auf eine theoretische

ODgoo von 10 resuspendiert.

2.7.2 Zellanfirbung

Zur Bestimmung des Anteils an lebenden Zellen innerhalb einer Kultur wurden der in PBS Puffer verdiinnte
Farbstoff Propidiumiodid (1 uM) verwendet. Zur Anfarbung wurden 1 ml einer Zellkultur pelletiert und in 1 ml
des entsprechend verdiinnten Farbstoffes resuspendiert. Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur
folgte ein Waschschritt, bevor die Anfarbung der Zellen mittels Durchflusszytometer (vgl. 2.7.3) oder Mikroskopie

(2.9.5) untersucht wurden.

2.7.3 Durchflusszytometrie

Zur Erfassung und quantitativen Analyse von zuvor wie in 2.7.2 beschrieben gefarbten Zellen wurde ein
Durchflusszytometer der Firma Accuri (Software: ,,3D Accuri C6°) mit folgenden Einstellungen verwendet: Slow

Run; Backflush after each Measurement; 5000 = Count Limitation.

2.7.4 Bacterial-two-Hybrid Assay

Um die Interaktion von EnvZ und MzrA zu untersuchen, wurden die entsprechenden Gene C-terminal an die
komplementierenden Fragmente T18 und T25 der Adenylatcyclase CyaA in die Vektoren pT18 oder pKT25
kloniert (Euromedex)?®”- 28, Der Reporterstamm BTH101%%° wurde mit Kombinationen aus pT18-EnvZ/pT25-
EnvZ oder pT18-EnvZ/pT25-MzrA Varianten transformiert. Eine Komplementation der Adenylatcyclase-
Fragmente durch Interaktion der fusionierten Zielproteine fiihrt zur Synthese von cAMP, welches als
Signalmolekiil fungiert und in BTH101 die Expression des Reportergens lacZ aktiviert. Diese wurde mit zwei
verschiedenen Methoden quantifiziert: einem B-Galactosidase Assay und einem kolorimetrischen Vergleich von
Makrokolonien auf LB-IPTG/X-Gal Platten. Fiir den p-Galactosidase Assay wurden LB-Ubernachtkulturen 1:500
in 1 ml frisches LB-Medium {iberfiihrt und bei 37°C fiir zwei Stunden bei 950 rpm auf einem Thermoblock
(Eppendorf) inkubiert. Nach der Induktion mit 0,5 mM IPTG (durch Zugabe von 1 ml LB-Medium mit 1 mM
IPTG) wurden die Zellen fiir weitere 4-12 Stunden inkubiert und anschlieBend geerntet. Die
B-Galactosidaseaktivitit wurde wie in 2.6.12 beschrieben bestimmt. Alternativ dazu wurden 5 pl einer Zellkultur,
die zuvor bei 37°C und 950 rpm auf einem Thermoblock (Eppendorf) bis auf eine ODgoo von 0,2 inkubiert wurde,
auf LB-Agarplatten mit 1 mM IPTG und 40 pg/ml X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-p-D-Galactopyranosid)
aufgetropft. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 30°C wurde die relative B-Galactosidaseaktivitdt basierend auf der

Intensitdt der Blaufdrbung der Kolonien bewertet.
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2.7.5 Porinexpressionsassay

Der Assay zur Quantifizierung der Expression von ompC und ompF basiert auf einer von Batchelor et al. (2006)>7

publizierten Methode. Der Reporterstamm EPB273a!#* | bzw. dessen Derivat EPB273a EnvZ 1pppLiasar, wurden
iiber Nacht in M9 Medium vorkultiviert. Aus dieser Kultur wurde frisches M9 Medium inokuliert (1:500) und die
Zellen wurden bis zu einer ODggo von ~0,7 bei 37°C und 950 rpm in einem Thermoblock (Eppendorf) inkubiert.
Die Kultur wurde 1:500 in frisches M9 Medium iiberfiihrt, das je nach Versuchsfragestellung mit NaCl oder
Saccharose versetzt war. Aliquots von je 200 pl wurden in 96-well Platten (Corning Incorporated: ,,Costar® 3610
96 Well Assay Plate, Black, Clear Bottom®) iberfiihrt und bei 37°C auf einem Schiittler bis zu einer ODggo von
0,2 inkubiert. Nach 15 miniitiger Inkubation auf Eis wurde die Fluoreszenz von CFP mit einem TECAN

Plattenleser (,,Infinite 200Pro*, Programm: ,,Tecan i-control*) bestimmt.

2.7.6 Erstellung von Wachstumskurven

Eine LB-Ubernachtkultur wurde auf eine ODggo von 0,01 verdiinnt und zu je 200 pl in eine 96-well Platte {iberfiihrt
(Corning Incorporated: ,,Costar® 3610 96 Well Assay Plate, Black, Clear Bottom™). Die Platte wurde
kontinuierlich in einem TECAN Plattenleser (,,Infinite 200Pro*, Programm: ,,Tecan i-control*) bei 37°C und

staindigem Schiitteln inkubiert. Alle 30 Minuten erfolgte eine automatische Messung der ODgop.

2.8 Phinotypische Charakterisierung

2.8.1 Siureresistenz Assay

Der Assay zur Analyse der Siureresistenz basiert auf einer von Masuda und Church (2002)?’! beschriebenen
Methode. Eine Vorkultur, die an zwei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils in frischem LB-Medium angezogen
wurde, wurde 1:200 in 20 ml LB-Medium verdiinnt und bei 37°C aerob bis zu einer ODgoo von 0,7 kultiviert. Nach
Einstellung eines pH-Wertes von 3,0 durch Zugabe von LB-Medium mit einem pH von 1,75 wurden die Zellen
weiter bei 37°C kultiviert. Unmittelbar nach Einstellung des pH-Wertes (to), sowie stiindlich danach wurden
Aliquots von 100 ul entnommen, um durch das Ausplattieren von Verdiinnungsreihen auf LB-Agar und
anschlieBende 12-stiindige Inkubation bei 37°C die Zahl der noch lebenden und kultivierbaren Zellen zu
bestimmen (CFU/ml = colony forming units/ml). Nach Abschluss des Versuchs wurde mit einem pH-Meter

(inoLab) verifiziert, dass die Anderung des pH-Werts wiihrend des Versuchsverlaufs nicht groBer als 0,1 war.

Alternativ zu dieser Methode wurden Zellen in Anlehnung an Ma et al. (2004)'% durch Kultivierung in LB-
Medium mit einem pH von 5,5 an den Sdurestress adaptiert, bevor der pH-Wert durch Zugabe von LB-Medium
mit pH 1,75 bei einer ODgoo von 0,7 auf 2,5 eingestellt wurde. Unmittelbar danach, sowie nach 1,5 Stunden

Inkubation bei 37°C, wurden Verdiinnungsreihen auf LB-Agar ausplattiert, um die CFU/ml zu bestimmen.
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2.8.2 Persistenzassay

Eine Vorkultur, die an zwei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils in frischem LB-Medium angezogen wurde,
wurde 1:100 in 50 ml frisches LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin, respektive 100 pg/ml Ofloxacin, tiberimpft
und bei 37°C aerob kultiviert. Stiindlich wurde eine Probe von 100 pl entnommen und Verdiinnungsreihen davon
auf LB-Agar ausplattiert. Nach 12 Stunden Inkubation bei 37°C wurden die Kolonien gezéhlt und die CFU/ml

(colony forming units/ml) bestimmt.

2.8.3 Generierung von VBNCs

Zellen wurden wie folgt in einen Ruhezustand (VBNC, viable but non-culturable) versetzt, aus welchem eine
Kultivierung mit Standardmethoden, wie LB-Agarplatten, per se unmoglich ist. Eine aerob bei 37°C kultivierte
LB-Ubernachtkultur wurde 1:1.000 in frisches LB-Medium verdiinnt und die Zellen bis zu einer ODgg von 1,0
aerob bei 37°C kultiviert. Die Zellen wurden anschlieBend zentrifugiert (4.500 x g, 20 Minuten, 4°C) und das
Pellet in 1,0 I frischem LB-Medium in Glasflaschen (1,0 1; Schott) resuspendiert. Die Kulturen wurden ab diesem
Zeitpunkt fiir die gesamte Dauer des Experiments oder maximal 120 Tage bei 4°C gelagert. In regelméBigen
Abstinden wurde der Zustand der Kultur kontrolliert. Die Kultivierbarkeit wurde durch Ausplattieren von
Verdiinnungsreihen auf LB-Agar festgestellt, die Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe von Thoma-Zahlkammern
(0,0025 mm?; 0,1 mm Tiefe) ermittelt und die Viabilitit der Zellen mittels Firbung mit Propidiumiodid (1 puM,
vgl. 2.7.2) und anschlieBender Durchflusszytometrie (vgl. 2.7.3) und Fluoreszenzmikroskopie (vgl. 2.9.5)

untersucht.

2.8.4 Visuelle Detektion der Cellulosesynthese von Makrokolonien

Die Synthese von Cellulose und Curli wurde nach einer Methode der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hengge!®% 272

untersucht. Frisches LB-Medium wurde 1:500 mit einer Ubernachtkultur inokuliert und bei 37°C aerob bei
950 rpm auf einem Thermblock (Eppendorf) bis zu einer ODgoo von ~0,3 kultiviert. 5 pl dieser Kultur wurden auf
LB-Agarplatten ohne NaCl getropft, luftdicht mit Parafilm verschlossen und fiir bis zu 14 Tage bei 30°C inkubiert.
Als Ergénzung dazu wurden Makrokolonien zur Visualisierung von Curli auf LB-Agarplatten mit 40 pg/ml des
amyloidbindenden Farbstoff Kongorot kultiviert oder, um die Cellulose hervorzuheben, auf LB-Agarplatten mit
0,01% ,,Calcofluor White M2R “ (remel) angezogen. Die Fluoreszenz wurde dabei in einem Transilluminator

BioRad; Software: ,,Gel Doc™ EZ Imager*) detektiert.
g

2.9 Mikroskopie

2.9.1 Probenvorbereitung

Zellen wurden zur Vermeidung von Fluoreszenzartefakten unter komplettem Ausschluss von Detergenzien in
Glasrohrchen inkubiert. Medien und Puffer wurden ausschlieBlich in mit Wasser gespiilten Glasflaschen

hergestellt.
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2.9.1.1 Agarpads

Um die Mobilitdt von Zellen fiir die Mikroskopie einzuschrianken, wurden 5 pl einer Bakterienkultur auf zuvor
auf Glasobjekttriagern vorbereitete Agarpads [1% (w/v) Agar in PBS] mit einer Schichtdicke von ~1 mm getropft

und mit einem Deckglédschen bedeckt.

2.9.1.2 Ibidi-Kammern

Bakterienzellen in Flissigkultur, bzw. Puffer, wurden mittels Poly-L-Lysin auf die Glasoberfliche eines
gekammerten Objekttriagers (u-Slide 8 well, glass bottom, sterilized von ibidi®) adhériert. Dazu wurden die Wells
mit Poly-L-Lysin beschichtet, indem pro Kammer je 300 pl einer 0,02% (w/v) Poly-L-Lysin-Losung iiber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Nicht gebundenes Poly-L-Lysin wurde durch dreimaliges Waschen mit
H204q entfernt. AnschlieBend wurden die Kammern mindestens eine Stunde lang mit 300 pl des
versuchsspezifischen Mediums bzw. Puffers dquilibriert. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation (2.000 x g,
10 Minuten) in eigens dafiir angefertigten Zentrifugationsadaptern aus Schaumstoff an die Oberfldche angeheftet.
Uberschiissige Zellen wurden durch fiinfmaliges Waschen mit dem bereits fiir das Aquilibrieren verwendeten
Medium bzw. Puffer entfernt. Die Kammern wurden fiir die Mikroskopie mit einem finalen Volumen von 300 pl

aufgefiillt.

2.9.2 Zellfixierung

Zellen wurden durch Zugabe von 25% (w/v) Paraformaldehyd (gelost in PBS Puffer pH 7,5) mit einer
Endkonzentration von 4% fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Glycin
(15 mM; Stockkonzentration 1,5 M) wihrend einer zehnminiitigen Inkubatin bei 37°C abgestoppt. Nach
Zentrifugation (15.000 x g, 1 Minute) wurde das Zellpellet in PBSG Puffer (PBS mit 20 mM Glucose)

resuspendiert.

2.9.3 Kultivierung von Zellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie

E. coli Stamme wurden iiber Nacht in LB Medium angezogen und am nichsten Tag 1:500 in frisches M9 Medium
uberfiihrt, in welchem sie fiir ca. 4 Stunden bei 37°C aerob bis zu einer ODgoo von 0,4 kultiviert wurden. 1 ml der
Kultur wurde wie in 2.9.3 beschrieben mit 1-4% Paraformaldehyd fixiert. Nach Pelletieren und Resuspendierung
in 100 pl PBSG Puffer wurden 30 pl in bereits mit Poly-L-Lysin priparierten, gekammerten Objekttragern (vgl.
2.9.1.2) vorliegenden 300 pl PBSG Puffer iiberfithrt. Die Zellen wurden wie in 2.9.1.2 beschrieben mittels

Zentrifugation an die Glasoberflache adhériert.
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2.9.4 Immunofluoreszenz

Zuvor fixierte und in IBIDI-Kammern immobilisierte Zellen oder Sphiroblasten wurden iiber Nacht in PBS Puffer
mit je nach Versuchsfragestellung entsprechend verdiinnten Antikérpern inkubiert. Nicht gebundene Antikorper
wurden durch dreimaliges Waschen mit PBSG Puffer entfernt. Die Fluoreszenz wurde im hochauflosenden

Mikroskop ,,Delta Vision Elite (GE Healthcare, Applied Precision) untersucht.

Um das Fluoreszenzsignal von EnvZ-PAGFP oder MzrA-PAmCherry Konstrukten zu amplifizieren, wurden diese
mit spezifischen, mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Einzeldoméinenantikérpern (Nanobodies, Firma
Chromotek) detektiert. Die Durchléssigkeit der bakteriellen Zellwand von zuvor immobilisierten und fixierten
Zellen wurde durch eine fiinfminiitige Inkubation mit Lysozym (1 mg/ml) bei 30°C erhéht 273, Es folgte ein
Blocken mit 2% (w/v), in PBST gelostem BSA. Anschliefend wurde der 1:200 in PBST mit 2% BSA (w/v)
verdiinnte Antikdrper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen mit PBST
wurden die Zellen durch Zugabe von 4% Paraformaldehyd ein zweites Mal fixiert. AbschlieBend wurden die

Proben sechs Mal in PBST gewaschen und fiir die Mikroskopie mit PBSG Puffer bedeckt.

Bakterien wurden alternativ nach einem adaptierten Protokoll von Di Paolo et al. (2016)?7 mittels Elektroporation
mit Einzeldoménenantikérpern (Nanobodies, Firma Chromotek) transformiert. Dafiir wurden E. coli Stimme bis
zu einer ODggo von 0,5 in 1 ml M9 Medium inkubiert, anschlieend geerntet (15.000 x g, 30 Sekunden, 4°C) und
drei Mal in eiskaltem 10% (v/v) Glycerin gewaschen. Nach Resuspendierung in 100 pl 10% (v/v) Glycerin wurden
Nanobodies in einer 1:500 Verdiinnung hinzugegeben. Die Proben wurden vorsichtig vermischt und fiir 10
Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine Elektroporation in vorgekiihlten Kiivetten (12 kV/cm). Nach Zugabe von
1 ml auf 30°C erwdrmten M9 Medium wurden die Proben in ein Eppendorf-Gefaf3 iiberfiihrt und fiir 30 Minuten
bei 30°C in einem Thermomixer (Eppendorf) bei 450 rpm inkubiert. Die Proben wurden darauthin dreimal mit

PBSG Puffer gewaschen und wie in 2.9.3 beschrieben fixiert.

2.9.5 Weitfeldmikroskopie mit ,,DMi8“

Fiir die Fluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskopie mittels Weitfeldmikroskopie wurde ein ,,DMi8“ Mikroskop
(Leica; Software ,LAS X“) in Kombination mit der Kamera ,,DFC365 FX 337“ (Leica) verwendet. Rote
Fluoreszenz wurde bei 546 nm angeregt die Emission bei 365 nm mit einem entsprechenden Filter mit 75 nm
Bandbreite detektiert. Fiir grilne Fluoreszenz wurde eine Anregungswellenlinge von 485 nm gewihlt, der

Emissionsfilter entsprach 510 nm mit 75 nm Bandbreite.

2.8.6 Hochauflosende Mikroskopie mit ,,Delta Vision Elite*

Das hochauflésende Mikroskop ,,Delta Vision Elite” (GE Healthcare, Applied Precision) basiert auf dem System
der 3D-Dekonvulation (,,Jmage Restoration*). Dabei kamen ,,Standard Insight SSI™* Vierfarben-Modul, ein X4
Lasermodul und die ,,CoolSnap HQ2 CCD* Kamera zur Anwendung. Die Proben wurden in einer Klimakammer
bei konstanter Temperatur von 30°C mit dem Ojektiv ,,100x oil PFS U-Plan S-Apo 1.4 NA® unter Verwendung
eines Immersionsdls mit Brechungsindex 1,52 (Cargille) untersucht. Fluoreszenz wurde mit Hilfe von passenden

Filtern visualisiert (Griin/GFP: 475/28 nm Anregungsfilter und 523/36 nm Emissionsfilter; Rot/mCherry: 575/25
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nm Anregungsfilter und 632/60 nm Emissionsfilter, Rot/Atto647N: 632/22 nm Anregungsfilter und 676/34 nm
Emissionsfilter). Photoaktivierbare Fluorophore wie PAGFP oder PAmCherry wurden durch Belichtung bei
390/18 nm mit 100% Intensitét fiir 45 Sekunden aktiviert.

2.9.7 Photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie (PALM)

Zur Lokalisation von EnvZ-PAGFP, EnvZ-mNeonGreen, sowie MzrA-mCherry mittels 3D PALM/STORM
wurde das Mikroskop ,,Elyra P1 von Zeiss mit dem Ojektiv ,,Alpha Plan-Apochromat 100x/1.46 oil objective
DIC M27% in Kombination mit der EM-CCD Kamera ,,iXon DU 897 (Andor) verwendet. Die Aufnahmen wurden
mit Hilfe der Software ,,ZenBlack® (Zeiss) verrechnet, wobei eine laterale Verschiebung des Bildausschnitts durch
die Verwendung von fluoreszierenden Beads (,,TetraSpeckTN Microspheres; 0,1 pm, fluorescent
blue/green/orange/dark red“ von Thermo Fisher Scientific) korrigiert wurde. Diese wurden wihrend der
Probenvorbereitung zusammen mit den Zellen durch Zentrifugation an die Glasoberfliche von gekammerten

Objekttrigern (ibidi) adhériert (vgl. 2.9.1.2).

Die PALM-Mikroskopie, sowie die Auswertung der daraus resultierenden Datensétzen wurde von Giacomo
Giacomelli aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Marc Bramkamp im Bereich Mikrobiologie des Biozentrums der

LMU durchgefiihrt.

PAmCherry wurde mit Hilfe eines Lasers bei 405 nm Lichtwellenlinge (HR Diode, 50 mW Laser) aktiviert und
bei 561 nm angeregt. Die Fluoreszenz wurde wie von Bach ef al. beschrieben unter Verwendung eines passenden
Filters detektiert (570 nm)?’>. Dabei kamen folgende Parameter zur Anwendung: peak size: 9 pixel (1 pixel =
100 nm), peak intensity to noise ratio: 6. Zur Stabilisierung der Z-Achse wurde das ,,.Definite Focus® System
verwendet. PAmCherry wurde bei 405 nm unter Verwendung eines linearen Gradienten in zwei Phasen (0,1 — 1%
und 1 — 10% Laserintensitdt) von je 2.000 frames aktiviert. Die Laserintensitdt wurde so gewihlt, dass die
Wahrscheinlichkeit einer zeitgleichen Konversion von zwei PAmCherry Molekiilen in geringer rdumlicher
Entfernung minimiert wurde. Aktiviertes PAmCherry wurde bei 561 nm angeregt (15%, 50 ms Belichtungzeit,
EMCCD gain = 200). Die Fluoreszenzereignisse wurden nach Photonenanzahl (60-350 Photonen) und PSF (half
maximum width = 60 — 160 nm) gefiltert, um unspezifische Hintergrundsignale und das gleichzeitige Auftreten

mehrerer PAmCherry Molekiile auszusparen.
mNeonGreen wurde bei 488 nm angeregt (15%, 50 ms Belichtungzeit, EMCCD gain = 200).

Um PAGFP zu detektieren, wurden verschiedene Parameter ausgetestet, was jedoch kein ausreichend hohes Signal
zur Folge hatte. Grund dafiir ist vermutlich, dass PAGFP auch in Abwesenheit des 405 nm Lasers aktiviert wird

und bei Belichtung mit 488 nm Aktivierung und Anregung zusammenfallen 276,

Fir jeden untersuchtem E. coli Stamm wurden etwa 500 Zellen ausgewertet. Die Koordinatenbasierte-
Kolokalisationsanalyse (CBC, coordinate-based colocalization analysis) wurde nach Malkusch et al. (2012)*”

durchgefiihrt.
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2.10 Bioinformatische Methoden

2.10.1 Datenbanken

Fiir die Planung der Experimente wurden DNA Sequenzen von der NCBI Datenbank ,,Genomes‘ heruntergeladen.
Informationen beziiglich Proteinsequenz und Vorhersage der molekularen Masse wurden von Uniprot’’® bezogen.
Stoffwechselwege wurden unter anderem bei Ecocyc?”” und KEGG Pathway?®” 28! recherchiert. Proteinnetzwerke,
bzw. indirekte oder direkte Zusammenhidnge von mehreren Proteinen, wurden mit Hilfe der Datenbank ,,STRING*

(Version 10.5) analysiert 22,

Das Gesamtproteom von E. coli K-12 MG1655 wurde von der Datenbank ,,UniProt“?’® bezogen (UniProt
Proteome ID: ECOLI - UP000000625, letzte Modifikation 2.4.2018).

Zur Erstellung eines phylogenetischen Stammbaumes von EnvZ, EvgS und DgcC wurden nichtredundante
Orthologe durch eine BLAST Suche der UniProt?’® Datenbank ,,Microbial Proteomes® ermittelt, indem die
Gesamtsequenz des jeweiligen Proteins aus E. coli K-12 MG1655 (UniProt Proteome ID: ECOLI - UP000000625,
letzte Modifikation 2.4.2018) als Vorlage verwendet wurde (Expect value: 1; auto matrix; allow gaps). Sequenzen,
die kiirzer als 90% der entsprechenden E. coli K-12 Proteinsequenzen waren, wurden ausgeschlossen. Orthologe

der E. coli K-12 Lon Protease wurden analog dazu aus der UniProt Datenbank ,,Reference Proteomes* ermittelt.

Nach Orthologen von EnvZ und MzrA in definierten Organismen wurde mit Hilfe der NCBI Datenbank ,,Protein
BLAST*“?3 gesucht. Folgende Parameter kamen zur Anwendung: blastp algorithm; expect threshold 10; matrix

BLOSUMS62.

Teile der Analyse zur Verteilung und Konservierung von polyP Motiven wurden von Dr. Fei Qi (Technische
Universitdt Miinchen, Department of Genome-Oriented Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij
Frishman) durchgefiihrt. Dafiir wurden Proteome von 43 ausgewihlten E. coli Stimmen (33 Wildtypstimme,
10 Laborstimme, darunter E. coli K-12 MG1655: Proteome ID ECOLI, letzte Modifikation am 3.3.2009) und
Informationen beziiglich orthologer Gruppen mit Hilfe der unabhingigen ,,OMA* Software?®* von der ,,OMA“2%
Datenbank bezogen. OMA Gruppen sind als zueinander orthologe Gensets definiert und schlieBen damit
Genduplikationen aus. Proteindominen in E. coli K-12 MG1655 wurden mit Hilfe der Datenbank CATH?3¢ und
der Datenbank ,,Gene3D“?®” lokalisiert. Transmembrandominen wurden separat untersucht. Dazu wurden
Transmembranproteine und die Informationen zur Lokalisation der Transmembranabschnitte aus E. coli K-12

MG1655 (UniProt Proteome ID: ECOLI - UP000233379) von der UniProt*’® Datenbank heruntergeladen.

2.10.2 Auswahl reprisentativer E. coli Stimme

E. coli Stimme wurden nach Clermont et al. (2013)?% in phylogenetische Gruppen klassifiziert. Dafiir wurden die
Genome der Stimme von der NCBI Datenbank ,,Genomes* heruntergeladen und ein in silico Annealing der

empfohlenen Primer-Sequenzen zur Amplifizierung der Markergene arpA, chuAd, yja4 und TspE4 durchgefiihrt.



2. MATERIAL UND METHODEN 55

Tab. 10: Aufstellung und Klassifizierung der im Rahmen dieser Studie verwendeten E. coli Stimme in phylogenetische
Serogruppen.

taxonomy id OMA id Bezeichnung Phylogenetische Gruppe Pathoge nitit

1133853 ECOIE Escherichia coli 0104:H4 (strain 2009EL-2071) A ja (EAEC)
511693 ECOBB Escherichia coli (strain B / BL21) A nein
469008 ECOBD Escherichia coli (strain B / BL21-DE3) A nein
413997 ECOBR Escherichia coli (strain B / REL606) A nein
595496 ECOBW Escherichia coli (strain K12 / MC4100 / BW2952) A nein
536056 ECOD1 Escherichia coli (strain ATCC 33849 / DSM 4235/ NCIB 12045 / K12 / DH1) A nein
316385 ECODH Escherichia coli (strain K12/ DH10B) A nein
316401 ECOH1 Escherichia coli O78:H11 (strain H10407) A ja (ETEC)
331112 ECOHS Escherichia coli O9:H4 (strain HS) A nein
481805 ECOLC Escherichia coli (strain ATCC 8739 / DSM 1576 / Crooks) A nein
511145 ECOLI Escherichia coli (strain K12 / MG1655) A nein
1040638 ECOLX Escherichia coli 0104:H4 LB226692 A ja (EHEC)
585395 ECO10 Escherichia coli O103:H2 (strain 12009) B1 ja (EHEC)
585396 ECOI1A Escherichia coli O111:H- (strain 11128) Bl ja (EHEC)
331111 ECO24 Escherichia coli O139:H28 (strain E24377A) B1 ja (ETEC)
573235 ECO26 Escherichia coli O26:H11 (strain 11368) Bl ja (EHEC)
585055 ECO55 Escherichia coli (strain 55989) B1 ja (EAEC)
585034 ECO8A Escherichia coli O8 (strain IAIl) B1 nein
595495 ECOKO Escherichia coli (stran ATCC 55124 / KO11) B1 nein
566546 ECOLW 'scherichia coli (strain ATCC 9637 / CCM 2024 / DSM 1116 / NCIMB 8666 / NRRL B-766 / W B1 nein
409438 ECOSE Escherichia coli (strain SE11) Bl nein
574521 ECO27 Escherichia coli O127H6 (strain E2348/69) B2 ja (EPEC)
585035 ECO45 Escherichia coli O45K1 (strain S88) B2 ja (EXPEC)
585057 ECOT7I Escherichia coli OTK1 (strain IAI39) B2 ja (ExPEC)
585397 ECO81 Escherichia coli O81 (strain ED1a) B2 nein
685038 ECO8N Escherichia coli O83:H1 (strain NRG 857C) B2 ja (AIEC)
655817 ECOAB Escherichia coli OR:K5H- (strain ABU 83972) B2 ja (ABU)
885275 ECOC1 Escherichia coli (strain clone D il4) B2 ja (UPEC)
885276 ECOC2 Escherichia coli (strain clone D i2) B2 ja (UPEC)
405955 ECOK1 Escherichia coli O1K1 B2 ja (APEC)
714962 ECOKI Escherichia coli O18:K1:H7 (strain IHE3034) B2 ja (EXPEC)
362663 ECOL5 Escherichia coli O6K15:H31 (strain 536) B2 ja (UPEC)
199310 ECOL6 Escherichia coli O6:H1 (strain CFT073 / ATCC 700928) B2 ja (UPEC)
431946 ECOS5 Escherichia coli O150:H5 (strain SE15) B2 nein
869729 ECOUM Escherichia coli (strain UM146) B2 ja (AIEC)
364106 ECOUT Escherichia coli (strain UTI89) B2 ja (UPEC)
216592 ECO44 Escherichia coli O44:H18 (strain 042 ) D ja (EAEC)
585056 ECOLU Escherichia coli O17K52:H18 (strain UMNO026) D ja (ExPEC)
439855 ECOSM Escherichia coli (strain SMS-3-5) D nein
155864 ECO57 Escherichia coli O15TH7 E ja (EHEC)
444450 ECOSE Escherichia coli O157HT7 (strain EC4115) 1 ja (EHEC)
544404 ECOST Escherichia coli O157:H7 (strain TW14359C) B ja (EHEC)
701177 ECOCB Escherichia coli O55H7 (strain CB9615) F ja (EPEC)

2.10.3 Clusterformierung von Proteinen

Proteine wurden mittels ,,CD-HIT“?® zu Clustern zusammengefasst. Der Grenzwert fiir eine Sequenzidentitit
wurde auf 0,8 gesetzt und der Grenzwert fiir die Sequenzliange auf 0,7. Die Analyse wurde von Dr. Fei Qi
(Technische Universitdt Miinchen, Department of Genome-Oriented Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr.

Dmitrij Frishman) durchgefiihrt.

2.10.4 Unterscheidung zwischen Kernproteom und akzessorischem Proteom

Kernproteom und akzessorisches Proteom wurden auf Basis der methodischen Beschreibungen von Lukjancenko
et al. (2010)**° und Friis et al. (2010)*! definiert. Dafiir wurden die in orthologe Gruppen eingeteilten Proteine
hinsichtlich ihrer Abundanz verglichen. Eine orthologe Gruppe wurde dem Kernproteom zugeordnet, wenn sie in
allen untersuchten E. coli Stimmen préasent war, andernfalls wurde sie in das akzessorische Proteom klassifiziert.

Alle Proteine, die nicht Teil einer orthologen Gruppe sind, wurden zum akzessorischen Proteom gezéhlt. Die
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Analyse wurde von Dr. Fei Qi (Technische Universitit Miinchen, Department of Genome-Oriented

Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman) durchgefiihrt.

2.10.5 Identifikation und Klassifizierung von polyP Motiven

Ein polyP-Motiv wurde durch das Auftreten von mindestens zwei konsekutiven Prolinen definiert.
Polyprolinmotive, X.2X.1)-nP-X@+1), wurden entsprechend ihrem vorhergesagtem Potential, einen
Translationsarrest zu induzieren, wie von Qi ef al. (2018)*% und in dieser Arbeit beschrieben, in drei Gruppen
eingeteilt: stark, moderat und schwach. Diese Vorhersage basiert auf systematischen in vivo und in vitro Analysen

30, 61,293

mit E. coli . In Anlehnung an die bereits untersuchten Motive, wurde ein Regelsatz fiir die Vorhersage des

Translationsstopps durch alle iibrigen Aminosdurekombinationen erstellt.

PolyP Motive im zuvor von der der UniProt Datenbank “Proteomes” bezogenenen Proteom von E. coli K-12

MG1655 wurden mit der Software “Excel” (Microsoft) ausgezahlt.

Im Rahmen einer umfassenden Analyse des Auftretens der Motive in insgesamt 43 E. coli Stimmen oder
spezifischen Proteindoméinen wurden PolyP Motive mit Hilfe des Programms ,,fuzzpro“** (EMBOSS package)
identifiziert (Dr. Fei Qi, Technische Universitdit Miinchen, Department of Genome-Oriented Bioinformatics,

Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman).

Das Arrestpotential der polyP Motive wurde von Dr. Fei Qi (Technische Universitdt Miinchen, Department of
Genome-Oriented Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman) durch folgende mathematische

Modelle beschrieben.

Das Gesamtpotential eines gegebenen Proteins, einen Translationsarrest zu induzieren wurde durch die Anzahl

und Art der darin vorkommenden polyP Motive definiert:

Stalling_score ;= 3xNgx2xNy x1xNy

Dabei beschreiben Ng, Nv und Nw die Anzahl von starken (strong: S), moderaten (moderate: M) und schwachen

(weak: W) polyP Motiven in einem bestimmten Protein.

Die von Starosta et al. (2014)%! erhobenen Daten zur Translationseffizienz eines CadC-XPPP-LacZ Konstruktes

wurden mit folgender Formel quantitativ beschrieben:

REA;
Motif score;= (1 — x100
REA positive_control

REA, = EA; acsp

EAL’ wild_type

Dabei ist REA die relative B-Galactosidase-Enzymaktivitét. EA steht fiir die Enzymaktivitdt in Miller-Units. Diese

Einordnung wurde durch folgende Formel auf HOGs iibertragen:

Y. Motif _score;
Protein_number;

HOG _Score; =
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HOGs (hierarchical orthologous groups) wurden von der OMA Datenbank?®’ erhoben, sind als ein Set von Genen
definiert, die auf einen gemeinsamen Vorfahren innerhalb einer taxonomischen Gruppe zuriickgehen und
beinhalten sowohl Orthologe, als auch Paraloge. Y, Motif _score; ist die Summe der Scores aller XPPP Motive im

HOG i.

2.10.6 Untersuchungen zur Akkumulation von polyP Motiven

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer bestimmten Aminoséure X im Proteom von E. coli K12 MG1655
(UniProt Proteome ID: ECOLI - UP000000625) wurde basierend auf der Gesamtanzahl aller Aminosduren
ermittelt. Die Anzahl der bei einer Zufallsverteilung erwarteten Aminoséduredopplungen wurde in Anndherung an
die Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Motive an jedmoglicher Position im Proteom bestimmt. Dabei wurde
miteinberechnet, dass ein Motiv XX nicht an letzter Position eines Proteins lokalisiert sein kann:

Maminosiure X
X (nalle Aminosiuren — NMpProteine )

n(XX)erwartet = (

Naille Aminosauren

Darauf basierend wurde das Verhiltnis zwischen tatsdchlicher und erwarteter Anzahl an XX berechnet (Frequenz):

N(XX) tatsachiich

F Xx) =
requenz (XX) n(XX) erwartet

Die Haufigkeit von polyP Motiven in weiteren 42 ausgewdhlten E. coli Stimmen und in spezifischen
Proteinstrukturen wurde von Dr. Fei Qi (Technische Universitit Miinchen, Department of Genome-Oriented
Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman) wie folgt analysiert. Zur Normalisierung des Auftretens
von polyP Motiven in Volllingenproteinen wurden durch eine zufallsbasierte Aneinanderreihung der
Aminosduren eines gegebenen Proteins hypothetische Proteinsequenzen generiert. Dieses Verfahren wurde mit
dem Programm ,,shuffleseq* 2** (EMBOSS package) durchgefiihrt und wurde pro Protein 1.000 mal wiederholt.
Die Werte wurden in einem Vektor zusammengefasst, der das Verhéltnis der tatsédchlichen zur zuféllig generierten
Anzahl an polyP Motiven beschreibt. Mit Hilfe des Mann-Whitney-Wilcoxon-Tests wurde die Signifikanz eines

Unterschiedes zwischen zwei Vektoren bestimmt. Die Methode wurde fiir jeden E. coli Stamm separat angewandt.

Mit Hilfe des Algorithmus ,,SPatt“?>*> wurde die Hiufigkeit von polyP Motiven in spezifischen Proteinstrukturen
analysiert. Die Methode basiert auf einem Markov-Kettenmodell der Ordnung m (,,model Mm ). Fiir ein Motiv
der Lénge / ist m dquivalent zu /-2. Da ein polyP Motiv vorrangig durch zwei Aminoséuren (PP) definiert ist,
wurde das Modell MO gewéhlt. Dabei wurde die tatséchliche Anzahl von polyP Motiven mit der erwarteten Anzahl
verglichen und ein p-Wert fiir die Signifikanz einer Abweichung berechnet. Frequenzen jeder einzelnen

S294

Aminosiure X und deren Dopplung XX wurden mit Hilfe des Programms compseq des EMBOS package

berechnet.

Die n-fache Verdnderung des Auftretens, bzw. die Frequenz von polyP Motiven wurde wie im ersten Absatz
beschrieben definiert. Fiir die Bestimmung der Haufigkeit in E. coli Proteomen ist n(XX)erwartet der Mittelwert aus

dem zufallsgenerierten Datensatz aus 1.000 Sequenzen. Fiir die Analyse der Frequenz von polyP Motiven in
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spezifischen Proteindomidnen, Doménenlinkern oder Transmembranhelices wurde auf den durch den ,,SPatt“

Algorithmus ermittelten Mittelwert der erwarteten Anzahl an polyP Motiven zuriickgegriffen.

2.10.7 Sequenzalignment
2.10.7.1 Sequenzalignment von EnvZ, EvgS, DgcC und Lon Protease

Ein paarweises Alignment von E. coli K-12 MG1655 EnvZ, EvgS, DgcC und Lon Protease Sequenzen wurde mit
einem progressiven Algorithmus der Software ,,CLC Workbench 7.6 (CLC Bio Qioagen) mit den folgenden

Parametern durchgefiihrt: gap open cost 10; gap extension cost 1; high acuracy.

2.10.7.2 Multiples Sequenzalignment von Proteinclustern

Das Alignment von verschiedenen weiteren Proteinsequenzen zur Untersuchung des Auftretens von polyP
Motiven wurde mit ,,Clustal Omega“?*® durchgefiihrt (Dr. Fei Qi, Technische Universitit Miinchen, Department
of Genome-Oriented Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman). Die Sequenz mit den meisten
konsekutiven Prolinen wurde als Referenz verwendet und mit allen anderen Sequenzen verglichen. Identische
Sequenzen wurden nur einmal gezdhlt und die verdnderten Sequenzen klassifiziert. Ein polyP Motiv wurde als

konserviert bezeichnet, falls alle betrachteten Sequenzen in dieser Region identisch sind.

Die Konservierung eines Motivs, bzw. das Verhiltnis zwischen Anzahl an verdnderten und unverdnderten

Motiven, wurde mit folgender Formel beschrieben:

Ni,s
2iNis

Zs Ni,s
Zi,s Ni,s

Ratio; s =

Delta_ratio; = ratio; conserved — Tatio; changea

Dabei ist N; s die Anzahl der Motive i im Zustand s. Mit Hilfe des Programms ,,Needle* (EMBOSS package)®**
wurden alle moglichen paarweisen Alignments der Proteinsequenzen eines gegebenen Clusters, sowie deren
Sequenziibereinstimmungen bestimmt. Die durchschnittliche Sequenzidentitit dieses Clusters wurde als das

arithmetische Mittel der Sequenzidentititen aller moglichen paarweisen Alignments definiert.

2.10.8 Rekonstruktion von phylogenetischen Stammbéaumen
2.10.8.1 Phylogenetische Stammbiume von EnvZ, EvgS, DgcC und Lon Protease

Phylogenetische Stammbaume von E. coli K-12 MG1655 EnvZ, EvgS, DgcC und Lon Protease wurden auf Basis
zuvor erstellter Sequenzalignments mit dem ,,high-acuracy, distance based, neighbour joining* Algorithmus der
Software ,,CLC Workbench 7.6 konstruiert (default paramters: 100 bootstrap replicates, Jukes-Cantor distance

correction). Die Stammbiume wurden alternativ mit Hilfe des Web-Tools iTo/?*” visualisiert.
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2.10.8.2 Phylogenetischer Stammbaum von weiteren Proteinclustern aus 43 E. coli Stimmen

Phylogenetische Stammbéume aller polyP enthaltenden Proteine aus 43 E. coli Stimmen wurden mit der Software
,PhyML*“?®®  rekonstruiert. Deren Wurzel wurde zentriert definiert. Um  Verdnderungen im
translationsarrestinduzierenden Potentials eines polyP Motivs im Laufe der Evolution nachzuverfolgen, wurden
zuerst die externen Knotenpunkte des phylogenetischen Stammbaumes untersucht und der jeweiligen polyP
Motivklasse zugeordnet (,,stark”, ,,moderat®, , schwach® und , kein Motiv*). Mit Hilfe des Maximum Likelihood

Algorithmus®*

wurden dann die internen Knotenpunkte, welche die evolutiondren Vorginger beschreiben,
rekonstruiert. Die normalisierte Anzahl von Ereignissen, die zu einer Verdnderung eines polyP Motivs fiithren

wurden mit Hilfe der folgenden Formel beschrieben:

Number;

Number_normalized; =
Total_branch_length;

Dabei ist Number; die Anzahl an Ereignissen innerhalb eines spezifischen COGs (cluster of orthologous groups)
und Total _branch_length; die Gesamtlidnge des phylogenetischen Stammbaumes aus dem COG i. COGs, deren
Gesamtlénge <0,01 ist, wurden ausgeschlossen, da eine Normalisierung eine iiberproportional grole Anzahl an
Ereignissen zur Folge hitte. Die Analyse wurde von Dr. Fei Qi (Technische Universitdt Miinchen, Department of

Genome-Oriented Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman) durchgefiihrt.

2.10.9 Propensity of Gene Loss (PGL) und Propensity of Stalling Effect Change (PSEC)

Die Neigung zum Genverlust (propensity of gene loss: PGL), wird mit einer von Krylov et al. (2003)%
beschriebenen Methode berechnet. Diese basiert auf der Annahme, dass die Wahrscheinlichkeit eines Genverlusts
mit der Dauer der Zeit sinkt, wihrend der das Gen hétte verloren gehen konnen, es jedoch nicht tat. Die PGL ist
daher definiert als Verhiltnis aus Gesamtlinge der Aste, in welchen das Gen tatsichlich verloren geht und der
Gesamtlinge an Asten, in welcher das Gen hitte verloren gehen konnen 3°'- 3?2, Dadurch kénnen die Zweige des
phylogenetischen Stammbaumes identifiziert werden, in welchen die jeweiligen Gene verloren (Bi) oder

beibehalten (Bp) wurden. Die PGL wird wie folgt berechnet:

LB,

PGL= — =L
XBp+ XB,

Analog dazu wurde hier die Neigung zu einer Verdnderung in der Klassifizierung von polyP Motiven als PSEC
(propensity of stalling effect change) definiert. Da im Fall von polyP Motiven sowohl ,,Verlust®, als auch
,L,Zugewinn® an putativ translationsarretierendem Potential in Betracht gezogen werden muss, gestaltet sich die
Formel etwas komplexer und PSEC ist definiert als die Differenz zwischen propensity of stalling effect gain (g)
und Joss (1):

ZBg ZBl

PSEC = -
Z Bcg Z Bcl

Dabei sind Bg und B, die Zweigldngen, in denen das Motiv verstérkt (g, gain) oder abgeschwécht (/, loss) worden

ist. Bee und B, sind die Zweiglingen, wihrend der die Anderung potentiell hitte stattfinden konnen. Damit
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beschreibt eine positive PSEC eine Neigung des Motivs, wiahrend der Evolution ,,stirker” zu werden, wihrend

eine negative PSEC den umgekehrten Fall bedeutet.

Die Analyse wurde von Dr. Fei Qi (Technische Universitit Miinchen, Department of Genome-Oriented

Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman) durchgefiihrt.

2.10.10 Berechnung von Proteinabundanz und Translationseffizienz

Daten beziiglich der Abundanz von Proteinen wurden von Wisniewski ef al. (2014)3* bezogen. Microarray Daten
iiber Gentranskriptionslevel in E. coli MG1655 wurden von der ASAP3% Datenbank heruntergeladen. Die

Translationseffizienz eines gegebenen Proteins wurde durch folgende Formel berechnet:

Protein_abundance;

Translation_ef ficiency; = Transkription level,
— i

Die Analyse wurde von Dr. Fei Qi (Technische Universitit Miinchen, Department of Genome-Oriented

Bioinformatics, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dmitrij Frishman) durchgefiihrt.

2.10.11 Vorhersage von Bindestellen von Transkriptionsfaktoren

Sequenzen von je 500 bp upstream des Startcodons bis zum Stoppcodon des zu untersuchenden Gens wurden mit
Hilfe des Programms BPROM?% von Softberry auf potentielle Bindestellen von Transkriptionsfaktoren untersucht.
Das Programm erkennt bakterielle Sigma70 Promotorregionen mit 80% Spezifitit und Genauigkeit und sagt

potentielle Bindestellen partial (8 bp) voraus.

2.10.11 Modellierung von dreidimensionalen Proteinstrukturen

Dreidimensionale Proteinstrukturen von EF-P, EnvZ, und Lon Protease wurden mit Hilfe des Tools ,,Phyre2‘3
auf Basis von Vollldngen-Proteinsequenzen aus E. coli K-12 MG1655 (UniProt Proteome ID: ECOLI -
UP000000625, letzte Modifikation 2.4.2018) vorhergesagt und modelliert. Bereits verdffentlichte
Kristallstrukturen wurden aus dem ,,PDB* Archiv der RCSB Proteindatenbank bezogen **’. Die dreidimensionale
Proteinstruktur der periplasmatischen EvgS Dominen wurde 2017 von Sen et al.'*® basierend auf der vorhandenen
Kristallstruktur des homologen Bordetella pertussis Proteins BvgS modelliert und freundlicherweise als Datei zur

Verfiigung gestellt.

2.10.12 Bildanalyse und graphische Darstellung

Intensitdten von Proteinbanden auf Polyacrylamidgelen und Western Blots wurden mit Hilfe der Software

’,ImageJ“SO& 309

ausgewertet. Banden im Western Blot wurden normalisiert auf die Intensitét einer unverdnderten
Proteinbande im zugehdrigen, mit TCE versetzten SDS-Gel. Proteinstrukturen wurden mit der Software
,,Chimera“ (UCSF Resource for Biocomputing)®!® dargestellt, wiihrend Graphiken und Illustrationen mit den

Softwares ,,Il1lustrator CC* (Adobe) und ,,SigmaPlot 12.5 (Systat) erstellt wurden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Verteilung, Konservierung und Evolution von polyP Motiven in E. coli

Da trotz der bestehenden Gefahr eines Translationsarrestes zahlreiche Beispiele fiir eine Akkumulation von
Prolinen in Proteinen bekannt sind, stellt sich die Frage, inwiefern das Auftreten von konsekutiven Prolinen einem
bestimmten Muster folgt. Bislang konzentrierten sich Untersuchungen dazu hauptsidchlich exemplarisch auf

118,46 sowie einzelne

eukaryontische Proteindoménen im Zusammenhang mit substratbindenden Eigenschaften
prokaryontische Proteine, wie CadC und ValS 3% 7!, Fiir ein besseres globales Verstindnis wurde in dieser Arbeit
ein Schwerpunkt auf die systematische Analyse der Verteilung von Prolinen im Proteom des Modellorganismus
E. coli gelegt. Von besonderem Interesse war die mit polyP Motiven verbundene Limitation der

Translationseffizienz.

3.1.1 Klassifizierung von polyP Motiven

Eine minimale Einheit aus zwei aufeinanderfolgenden Prolinen, in der vom Ribosom translatierten Peptidsequenz
ist ausreichend, um die Effizienz der ribosomalen Peptidyltransferasereaktion signifikant herabzusetzen 3% 3!1 31
75, In vitro und in vivo Studien von Peil et al. (2013)*°, Starosta et al. (2014)%' und Woolstenhulme et al. (2015)*3

zeigten, inwiefern bestimmte, an die Proline angrenzende Aminoséuren dieses Ereignis verstirken.

Da der Einfluss der benachbarten Aminosiduren umso kleiner wird, je weiter entfernt sie von den Prolinen
liegen ¢!, wurde die Betrachtung auf zwei Aminosiuren upstream und eine Aminosiure downstream der Proline
begrenzt und ein EF-P abhingiges polyP Motiv als X X(.1)-nP-X+1) definiert (mit n > 2; im Folgenden auch als
polyP bezeichnet). Eine Vielzahl der Motive wurde in den oben genannten Studien bereits experimentell
charakterisiert. Um das translationsarrestinduzierende Potential jedes moglichen X(.2X(.1)-nP-X+1) Motivs (mit
n>2) vorhersagen zu konnen, wurden diese Daten kombiniert und in Zusammenarbeit mit PD Dr. Jiirgen Lassak
(LMU Miinchen) ein Regelsatz fiir die Klassifizierung der Motive in ,,stark®, ,,moderat* und ,,schwach* aufgestellt
(publiziert in Qi et al., 2018 ?°2). Dazu wurde den zur Verfligung stehenden Datensitzen zuerst der Einfluss jeder
Aminosdure X an Position (-2), (-1) oder (+1) entnommen. Prolinflankierende Aminosduren, die das
Proteintranslationslevel des betreffenden Proteins in einem E. coli Aefp Stamm um mehr als 70% im Vergleich
zum Wildtyp herabsenken, wurden als “’stark” bezeichnet. Eine Verringerung um 30-70% wurde als “moderat”
und alle anderen Fille als “schwach” determiniert (Tabelle 11). Darauf basierend wurden Regeln formuliert, die
den Gesamteinfluss jeder moglichen Kombination an konsekutiven Prolinen und flankierenden Aminosduren

vorhersagen (Tabelle 12).

Um die Qualitdt der Vorhersage zu verifizieren, wurde diese mit einer experimentell durch ribosome profiling
bestimmten Rangfolge der Translationsverzogerung in zahlreichen E. coli Proteine mit polyP Motiv von
Woolstenhulme et al. (2015)*°3 verglichen. Der in dieser Studie beschriebene assymetry score steht fiir die

Haufigkeit, mit der Ribosomen wihrend der Translation in einem Wildtyp E. coli Stamm im Vergleich zu einem
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Aefp Stamm an bestimmten Proteinmotiven vorzufinden sind. Wenn ein assymetry score von 2 als Grenzwert flir

die Zuordnung eines Motivs in die Kategorie ,,stark” zugewiesen wird, fallen mehr als 75% dieser Motive auch

mit Hilfe der hier beschriebenen Vorhersage in diese Klasse, bei einem assymetry score Grenzwert von 3 und 5

sind es bereits 80% bzw. 90% (vgl. Qi et al., 2018%?).

Tabelle 11: Charakterisierung flankierender Aminosduren beziiglich deren Einflusses auf das arretierende Potential von
konsekutiven Prolinen, basierend auf drei experimentellen Studien 2%% 61 30 (Klassifizierung 1) und Kombination dieser
Datensitze (Klassifizierung I). (Referenzen: Peil et al., 20133%; Starosta et al., 20146!; Woolstenhulme et al., 2015%3)

Klassifizierung 1 X-2) X1 PP
K,E,IL V,H,R,P, A P,G,D PP
stark
P,Y,E,K,Q,H, W,R P,D, A PP
GN,Q,Y,D A PP
moderat
D,V,G I,M,F,N G,S,E PP
S,E,R,Q,V,[,C,W
B RQV.LEW,  pp
SMFETLC K,N,M,H,F,L, T, Y
schwach
K,F,V,H,Q,M, I, Y
B VL H, QM LY, pp
ALST.C T,L,W,R,C,N
Klassifizierung 11 X-2) X1 PP
A,D,E,G H,ILK,Q
,D,E, G H, I, K, Q, PP
stark R.V.W. Y. (P) A,D,G, (P)
moderat F,M,N S,E PP
F,H,LK,L,M,N
schwach CL,S, T CEHLKLMN, PP

QR T,V,W,Y

X+ Referenz

W,N,D,P,K,E, S Woolstenhulme et al., 2015

P,W,D,N,G Peil et al ., 2013; Starosta et al., 2014

A,Q,G Woolstenhulme et al., 2015

E,S, T,Q Peil et al ., 2013; Starosta et al ., 2014

T,V,H,R,C,I,L, M,

Y.F Woolstenhulme et al., 2015
K,C,V,ILM,A,F, L, . .
Y.R.H Peil et al ., 2013; Starosta et al ., 2014
X+ Referenz
D,E,G, N, (P), S, W kombiniert
AK,Q, T kombiniert
C,F,H,LL,LM,R,V, ..
kombiniert

Y
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Tabelle 12: Regelsatz zur Vorhersage der ,,Stirke* des durch jedes mogliche X(.2)X(-1ynP X+1) Motiv hervorgerufen putativen
Translationsarrestes. (n>2)

Nr. Regeln zur Klassifizierung von X-2) X-y-nP-X¢1
1. wenn n*P mit n > 3, dann "stark"
P wenn n*P mit n = 3, dann gilt X(-2) P(-n-PP-X+1) und Nr. 2.1-2.3

wenn X-2) = "stark", dann "stark"

21 Xe2) Xe X Klassifizierung Beispiel
stark P PP stark stark KPPPD
stark P PP moderat stark KPPPK
stark P PP schwach stark KPPPC

wenn X2) = "moderat", dann "stark", wenn X "stark", sonst "moderat"

29 Xe2) X X Klassifizierung Beispiel
moderat P PP stark stark FPPPD
moderat P PP moderat moderat FPPPK
moderat P PP schwach moderat FPPPC

wenn X(-2) = "schwach", dann X+ determinierend
Xe2) Xe X Klassifizierung Beispiel

23 schwach P PP stark stark SPPPD
schwach P PP moderat moderat SPPPK
schwach P PP schwach weak SPPPC

3. wenn n*P mit n = 2, dann gilt X(-2) X(-n-PP-X¢+1) und Nr. 3.1-3.4

wenn X+ = "stark", dann betrachte X als X2): X2-PPX) und X2) ist determinierend
31 X-2) Xen X+ Klassifizierung Beispiel
stark - PP stark stark KPPD
moderat - PP stark moderat FPPD
schwach - PP stark schwach SPPD
wenn X = "moderat" und X2) oder X-» # "schwach", dann "stark", wenn X-2) und X ="stark",
sonst "moderat"
X-2) Xen X+ Klassifizierung Beispiel

32 stark stark PP moderat stark KGPPK

stark moderat PP moderat moderat KEPPK
moderat stark PP moderat moderat FGPPK
moderat moderat PP moderat moderat FEPPK
wenn X¢) = moderat und X2 oder Xy = "schwach", dann betrachte X als X2): X¢-2-PP-X,
"moderat", wenn X(-2) "stark" oder "moderat", sonst "schwach"
313 X(-2) Xen X+ Klassifizierung Beispiel
stark - PP moderat moderat TIPPK
moderat - PP moderat moderat AFPPK
schwach - PP moderat schwach ACPPK
wenn X+)= schwach, dann "stark", wenn X2) und Xc) = "stark"; "schwach", wenn X-2) oder X =
"schwach", sonst "moderat"
X(-2) X X+ Klassifizierung Beispiel
stark stark PP schwach stark KGPPC
stark moderat PP schwach moderat KEPPC

3.4 stark schwach PP schwach schwach KCPPC
moderat stark PP schwach moderat FGPPC
moderat moderat PP schwach moderat FEPPC
moderat schwach PP schwach schwach FCPPC
schwach stark PP schwach schwach SGPPC
schwach moderat PP schwach schwach SEPPC

schwach schwach PP schwach schwach SCPPC
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3.1.2 Haufigkeit von polyP Motiven in E. coli

Die Héufigkeit von polyP Motiven im Proteom von E. coli soll Aufschluss geben iiber die Signifikanz der Motive.

3.1.2.1 Frequenz von polyP Motiven in E. coli K-12 MG1655

E. coli K-12 MG1655 zéhlt zu den am besten untersuchten Modellorganismen. Das Proteom ist vollstindig
entschliisselt und in der Datenbank UniProt als Referenzproteom vermerkt (UniProt Proteome ID: ECOLI -
UP000000625), weshalb dieser Datensatz ausgewihlt wurde, um exemplarisch das Vorkommen von polyP
Motiven zu untersuchen. Das Proteom von E. coli K-12 MG1655 zdhlt 4.313 Proteine mit insgesamt 2.087
X2)X1-nP-X(+1) Motiven. Tabelle S1 zeigt eine vollstindige Aufstellung dieser polyP Motive. 478 (22,9%) der
polyP Motive sind als ,,stark®, 446 (21,4%) als ,,moderat* und 1.163 (55,7%) als ,,schwach* definiert.

Nicht alle denkbaren polyP Varianten treten gleich oft im Proteom von E. coli K-12 MG1655 auf. Vielmehr weicht
die tatsdchliche Verteilung der individuellen X.2X.1)-nP-X+1) Motive innerhalb einer Definitionsklasse
signifikant von der Normalverteilung ab (Shapiro-Wilk-Test, p-Werte < 1e-4). Per Definition fallen 29,4%, 24,9%
und 45,7% der theoretisch moglichen X(.2)X(.1)-PP-X+1) Kombinationen in die Klassifizierung ,,stark®, ,,moderat™
und ,,schwach®. Der Anteil der tatsdchlich auftretenden ,,starken* und ,,moderaten* an der Gesamtzahl der polyP

Motive in E. coli K-12 MG1655 ist damit deutlich kleiner.
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Abb. 6: Auftreten von polyP Motiven im Proteom von E. coli K12 MG1655. (A) Anzahl an polyP Motiven je Protein relativ
zur Sequenzldnge. (B) Anzahl jeder Aminosdure X und deren Frequenz (ntatsichlich/Nerwartet) als repetitives Element.
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Unter Beriicksichtigung der 19 betroffenen Phagenproteine (davon sieben Kopien der Transposase InsD: InsD1-6
und InsD8), sind die X(.2)X.1)-nP-X(+1) Motive auf 1.458 Proteine verteilt, womit 33,8% aller E. coli K-12 MG1655
Proteine mindestens ein polyP Motiv aufweisen. 1.003 (68,8%) dieser Proteine tragen ein polyP Motiv, wéhrend
318 (21.8%) und 137 (9,4%) Proteine zwei bzw. mehr als zwei Motive aufweisen. Die Anzahl von polyP Motiven
je Protein ist direkt proportional zur Lange der Aminosduresequenz (Abb. 6A), wobei eine maximale Anzahl von
7 Motiven in der DNA Translokase FtsK vorzufinden ist. ,,Starke Motive verteilen sich auf 425 Proteine (9,8%),
wihrend ,,moderate* und ,,schwache® Motive in 409 (9,5%) bzw. 952 (22,1%) Proteinen zu finden sind.

Die Frequenz von zwei aufeinanderfolgenden Prolinen ist deutlich geringer als bei einer zufilligen Verteilung der
Aminosiuren in den Proteinen zu erwarten wire (Frequenz = Nussichlich/Nerwartet = 0,796; Berechnung basierend auf
der Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Prolin an x-beliebiger Position, Abb. 6B). Im Vergleich dazu kommen
Repetitionen der tlibrigen Aminosduren hédufiger als erwartet oder nur sehr weniger selten vor (Minimalwert

Glycin: 0,923).

3.1.2.2 Frequenz von polyP Motiven in 43 ausgewihlten E. coli Stimmen

Um einen repréasentativen Datensatz zu generieren, aus dem sich allgemein giiltige Vorhersagen ableiten lassen,
wurden die Proteome von 43 E. coli Stimmen ausgewahlt (Kapitel 2.3, Tab. 10) und hinsichtlich der darin
vorkommenden polyP Motive analysiert (vgl. Fei et al., 2018 2°2). Dabei wurden 11.356 orthologe Gruppen mit
insgesamt 195.056 Proteinen erfasst. Zu den E. coli Staimmen zéhlen sowohl Laborstimme, als auch Wildtyp-
Isolate, um natiirliche Selektionsbedingungen zu beriicksichtigen. Die Stimme wurden nach Clermont et al.
(2013)*8 in phylogenetische Gruppen klassifiziert. Dafiir wurden die Genome der Stimme von NCBI Datenbank
heruntergeladen und ein in silico Annealing der empfohlenen Primer-Sequenzen zur Amplifizierung der
Markergene arpA, chuAd, yjaA und TspE4 durchgefiihrt. Die ausgewdhlten Stdmme reprédsentieren 6 der 7
phylogenetischen E. coli Gruppen.

Die Proteome der Stimme zdhlen 99.386 polyP Motive in 68.710 Proteinen (33,3% aller Proteine). Davon tragen
47.056 (68,5%) ein Motiv, wihrend 15.027 (21,9%) und 6.627 (9,6%) der Proteine zwei bzw. mehr als zwei
Motive tragen. 22.253 (22,4%), 21.953 (22,1%) und 55.146 (55,5%) der Motive sind als ,,stark®, ,,moderat™ und
,schwach definiert. Die Verteilung entspricht damit den oben beschriebenen Beobachtungen in E. coli K-12
MG1655. Im Vergleich zu einer zufillig generierten Verteilung der Aminoséuren in den Proteinsequenzen sind
die polyP Motive unterreprisentiert. Zwei aufeinanderfolgende Proline weisen in allen untersuchten Stdmmen eine
signifikant niedrigere Frequenz im Vergleich zum auf 1.000 zufdllig generierten Sequenzen basierenden
Mittelwert auf (durchschnittliche PP Frequenz der 43 E. coli Stimme 0,82; p-Werte < 2,2e-16). Dabei zihlt E.
coli O157:H7 die meisten polyP Motive (0,85) und E. coli UM146 die wenigsten Motive (0,79).

Wird die Klassifizierung der polyP Motive mit in Betracht gezogen, zeigt sich, dass deren Frequenz negativ mit
der Motivstirke korreliert. Die Frequenzen von ,,starken®, ,,moderaten® und ,,schwachen® Motiven betragen in E.
coli K-12 MG1655 das 0,55-fache, 0,71-fache und 1,04-fache der erwarteten Frequenz (Abb. 7A). Ein dhnliches
Muster ist auch bei den restlichen 42 E. coli Stimme zu erkennen. Damit erhértet sich die Vermutung eines

Selektionsdrucks gegen polyP Motive in Relation zu deren Potential, einen Translationsarrest zu induzieren.
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Ein weiterer Punkt, der fiir diese These spricht, ist die unterschiedliche Haufigkeit von polyP Motiven in
Kernproteom und akzessorischem Proteom. Ausgehend von den 43 E. coli Stimmen konnten insgesamt 73.745
Proteine dem Kernproteom und 132.615 Proteine dem akzessorischen Proteom zugeordnet werden. Im
evolutionsgeschichtlich dlteren Kerngenom finden sich signifikant weniger Gene, die fiir Proteine mit polyP Motiv
kodieren, als im akzessorischen Genom (Abb. 7B und 8; Mann-Whitney-Wilcoxon Test, p-Werte < 2,2e-16). Dies
gilt unabhéngig von der ,,Stirke” der Motive und es kann nicht vollig ausgeschlossen werden, dass diese
Beobachtung auf unterschiedlichen Funktionen und Expressionslevel der kodierten Proteine beruht (Mittelwert
logio: Translationseffizienz = 1,68 vs. 1,57; Proteinabundanz = 2,05 vs. 1,86). Die Frequenz der polyP Motive des
Kernproteoms ist fiir alle untersuchten Stdimme sehr dhnlich, wahrend im akzessorischen Proteom eine grofere
Diversitit festgestellt wurde. Zudem korreliert die Frequenz von polyP Motiven mit der ProteomgrdfBie (Abb. 7C,

Pearson’s r = 0,68, p-Wert = 4,82¢-7).
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Abb. 7: Hiufigkeit von polyP Motiven in 43 reprisentativen E. coli Stdimmen. (A) Frequenz von polyP Motiven in
Abhingigkeit von deren Klassifizierung in E. coli K-12 MG1655. (B) Hiufigkeit von polyP Motiven in Kern- und
akzessorischem Proteom von 43 ausgewihlten E. coli Stimmen. (C) Korrelation zwischen der Haufigkeit von polyP Motiven
und der ProteomgroBe von 43 ausgewdhlten E. coli Stimmen.

(A und B: Dr. Fei Qi, modifiziert aus Qi et al., 2018 22; C: Dr. Fei Qi )
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3.1.3 Antikorrelation zwischen dem Auftreten von polyP Motiven und der Translationseffizienz

Proteine mit polyP Motiv aus E. coli K-12 MG1655 (OMA Datenbank, Proteome ID: ECOLI) weisen eine
signifikant niedrigere Translationseffizienz auf, als Proteine ohne Motiv (vgl. Qi et al., 2018 2°2; Abb. 9A,
Spearman’s tho = -0,105; p-Wert = 1,13e-5). Je hoher die Translationseffizienz eines Proteins, desto
unwahrscheinlicher ist das Auftreten von polyP Motiven. Diese Beobachtung wird besonders deutlich fiir Proteine
mit ,,starkem* polyP Motiv. Die Prisenz von polyP Motiven antikorreliert mit zunehmender ,,Stirke* auBerdem
mit der relativen Proteinabundanz (vgl Qi ef al., 2018 2°2; Abb. 9B, Spearman’s rho = -0,135, p-Wert = 1,47¢-8).
Dies bedeutet einerseits, dass polyP Motive im Laufe der Evolution zugunsten einer hohen Proteinkopienzahl
vermieden wurden, was einen durch die Translationseffizienz begriindeten Selektionsdruck gegen polyP Motive
impliziert und die niedrige Frequenz erkldren wiirde. Andererseits konnten polyP Motive eine Moglichkeit
darstellen, die Kopienzahl einiger Proteine gezielt herabzusetzen, was zum Beispiel fiir die Aufrechterhaltung
eines numerischen Gleichgewichts zwischen wechselwirkenden Komponenten einer Signaltransduktionskaskade
von Vorteil wire. Ebenso denkbar ist, dass die Vorteile, die mit einer bestimmten durch polyP Motive vermittelten
strukturellen Konformation oder Funktion einhergehen, die Nachteile hinsichtlich der Translationseffizienz

iiberwiegen und polyP Motive bis zu einem gewissen Grad toleriert werden.

3.1.4 Evolution von polyP Motiven

Die Konservierung von polyP Motiven wurde durch ein Sequenzalignment aller Proteine der ausgewéhlten
43 E. coli Stimme mit mindestens einem X2 X1y nP X(+1y Motiv analysiert (vgl. Qi et al., 2018 2°2). Die Proteine
bilden 3.280 orthologe, aus mindestens drei Proteinen bestehende Gruppen. Darin enthalten sind insgesamt 4.980
Sequenzabschnitte mit polyP Motiv, wovon 1.568 eine uneinheitliche Motivstirke aufweisen. Im Detail handelt
es sichum 1.923 Einzelereignisse, wovon 955 aus einer Anderung in eine ,,stirkere* Klasse resultieren (gain event)
und 968, bei denen es sich um eine ,,Abschwichung® handelt (/oss event). Daraus wurde ein Index berechnet, der
die Neigung eines Motivs sich im Laufe der Evolution zu verdndern beschreibt (PSEC, propensity for stalling
effect change). Im Kerngenom verlieren signifikant mehr polyP Motive an ,,Stérke®, als dass ein Zugewinn zu
verzeichnen ist (Abb. 9C; 63,03% vs. 36,97%; Chi-Quadrat-Test, p-Wert = 8, 15e-4). Im Gegensatz dazu treten
gain und loss events im akzessorischen Proteom dhnlich hiaufig auf (Abb. 9C; 48,52% vs. 51,48%).

Ergénzend wurde in einer zweiten Analyse die Konservierung von X PPP Motiven untersucht, deren
Auswirkung auf das Translationslevel des betreffenden Proteins bereits experimentell von Starosta et al. (2014)°!
unter Verwendung eines CadC-LacZ Reporterkonstruktes untersucht wurde. Darauf basierend wurde ein score
bestimmt, der das Verhéltnis der B-Galactosidaseaktivitdt zwischen E. coli Wildtypstamm und Aefp Stamm fiir
jedes der 20 Motive beschreibt und eine Sortierung beziiglich der ,,Stirke* der Motive ermdglicht. Fiir die
bioinformatische Analyse der Konservierung dieser Motive wurden die in der OMA Datenbank hinterlegten
E. coli Proteome verwendet. Mit Hilfe eines Sequenzalignments der zu orthologen Gruppen zusammengefassten
Proteine wurde die Konservierung der polyP Motive bestimmt. Dabei zeigte sich eine Korrelation zwischen der
experimentell bestimmten ,,Stirke” der XPPP Motive und der Konservierung. Je ,stirker” ein Motiv, desto

weniger konserviert ist es (Abb. 9D).
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Abb. 9: Zusammenhang zwischen dem Auftreten von polyP Motiven und der Translationseffizienz. (A) Anzahl von polyP
Motiven in Abhéngigkeit zur Translationseffizienz in E. coli K-12 MG1655. (B) Anzahl von polyP Motiven in Abhéngigkeit
zur Proteinabundanz E. coli K-12 MG1655. (C) Vergleich des PSEC (propensity of stalling effect change) zwiscen Kern und
akzessorischen Proteom von 43 repésentativen E. coli Stimmen. Ein positiver PSEC beschreibt die Neigung eines Motivs, im
Laufe der Evolution durch Aminoséuresubstitutionen an ,,Stirke* hinzuzugewinnen, ein negativer PSEC die Neigung zur
Abschwiéchung. (D) Korrelation zwischen Konservierung eines X1)PPP Motivs und experimentell bestimmter Wertung des
durch das selbe Motiv induzierten Translationsarrestes.

(A, B und C: modifiziert aus Qi et al., 2018 2*2; D: Dr. Fei Qi )

3.1.5 Ontologie von Proteinen mit polyP Motiv

Da die Translationseffizienz durch den Translations-Elongationsfaktor EF-P maBgeblich beeinflusst wird, stellt
sich die Frage, ob polyP Motive als regulatorische Elemente fungieren, um die Expressionslevel bestimmter
Proteingruppen in Abhéngigkeit von EF-P spezifisch an bestimmte Umweltbedingungen anzupassen. Eine
derartige Funktion kdnnte durch ein Muster in der Verteilung von polyP Motiven ersichtlich werden. Proteine aus
E. coli K-12 MG1655 (UniProt ID: ECOLI - UP000000625) wurden auf eine Akkumulation von ,,starken® polyP
Motiven in bestimmten Proteinfamilien und Stoffwechsel- bzw. Signaltransduktionswegen untersucht.
Dariiberhinaus wurde die intrazelluldre Lokalisation der betreffenden Proteine beriicksichtigt. Die Motive sind
nicht ausschlielich auf Membranproteine oder cytosolische Proteine beschrinkt, sondern treten in beiden
Gruppen dhnlich hdufig auf (38% und 44%). Damit sind polyP Motive iiberdurchschnittlich oft Teil von

Membranproteinen, welche insgesamt nur etwa 25% aller Proteine des Gesamtproteoms von E. coli K-12



3. ERGEBNISSE Verteilung, Konservierung und Evolution von polyP Motiven 70

ausmachen 3'2, Die restlichen Proteine mit starken polyP Motiven sind zu jeweils geringen Anteilen in der duBeren
Membran (7%), dem Periplasma (2%), in der Zellwand (1%) oder extrazellulér (1%) lokalisiert. Daneben sind 3%

der Proteine bakteriophagischen Ursprungs oder konnen nicht zugeordnet werden (11%).

Bei Betrachtung der von UniProt zugewiesenen gene ontologies wird deutlich, dass die 425 Proteine eine grofie
Bandbreite hinsichtlich molekularer Funktion und der Zuordnung in Enzymklassen abdecken (Tab. 13). Am

héufigsten vertreten sind die Klasse der Hydrolasen und ionenbindenden Proteine.

Tabelle 13: Ontologien der 425 Proteine aus E. coli K-12 MG1655 mit ,,starkem* polyP Motiv. (Mehrfachnennungen)

Molekulare Funktion
Catalytic activity

Hits

Stoffwechselweg
Amino-acid biosynthesis

Hits

oo

Hydrolase activity 103 Cell wall/peptidoglycan biosynthesis 8
Transferase activity 77  Glycan metabolism 6
Oxidoreductase activity 41 Carbohydrate metabolism 5
Catalytic activity, acting on a protein 36  Bacterial outer membrane biogenesis 4
Catalytic activity, acting on RNA 24 Amine and polyamine biosynthesis 3
Lyase activity 22 Amine and polyamine degradation 3
Catalytic activity, acting on DNA 21 Aromatic compound metabolism 3
Ligase activity 12 Carbohydrate acid metabolism 3
Isomerase activity 8  Carbohydrate degradation 3
Peptidoglycan muralytic activity 3 Purine metabolism 3
Glycogen debranching enzyme activity 2 Sulfur metabolism 3
Adenylate cyclase activity 1 Carnitine metabolism 2
Peroxidase activity Amino-acid degradation 2
Catalase activity 1 Cofactor biosynthesis 2
Cytochrome-c peroxidase activity 1 Glycan degradation 2
Signal transducer activity Lipid metabolism; fatty acid beta-oxidation 2
Histidine phosphotransfer kinase activity 8  Metabolic intermediate biosynthesis 2
Molecular transducer activity 5 Porphyrin-containing compound metabolism 2
Transporter activity Carbohydrate biosynthesis; gluconeogenesis 1
Transmembrane transporter activity 61  Energy metabolism; nitrogen metabolism 1
Protein transporter activity 3 Glycan biosynthesis; trehalose biosynthesis 1
Binding Isoprenoid biosynthesis 1
lon binding 161 Metabolic intermediate (oxalate) degradation 1
Heterocyclic compound binding 156  Organic acid metabolism; propanoate degrad. 1
Organic cyclic compound binding 147  Pyrimidine metabolism 1
Small molecule binding 100 Quinol/quinone metabolism 1
Carbohydrate derivative binding 78  Siderophore (enterobactin) biosynthesis 1
Drug binding 75 Extracellular polysaccharide biosynthesis 1
Protein binding 45

Cofactor binding 44

Iron-sulfur cluster binding 19 Enzymklasse Hits
Sulfur compound binding 9  Hydrolases 69
Amide binding 6  Transferases 68
Ribonucleoprotein complex binding 3 Oxidoreductases 31
Lipid binding 2 Lyases 22
Carbohydrate binding 2 Ligases 8
Toxic substance binding 1 Isomerases 7
Polyamine binding 1

Phosphopantetheine binding 1

Virion binding 1

Carbon monoxide binding 1

Enzyme regulator activity

Endopeptidase inhibitor activity 1

DNA polymerase processivity factor activity 1

Peptidase regulator activity 1

Transcription regulator activity

DNA binding transcription factor activity 13

Bacterial sigma factor activity 2
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Die Proteine sind Teil unterschiedlicher Stoffwechselwege, was darauf hinweist, dass der Grund fiir das Auftreten
der ,,starken polyP Motive primér nicht in der Regulation spezifischer zelluldrer Prozesse liegt. Dennoch handelt
es sich nicht um eine Zufallsverteilung, wie eine Analyse der direkten und indirekten Interaktion der Proteine
durch die Datenbank STRING ergab. Das errechnete Proteinnetzwerk hat 1477 Verkniipfungen statt 1345, wie
erwartet. Damit besteht zumindest teilweise eine biologische Verbindung zwischen den Proteinen (PP enrichment

p-value: 0,000531).

Die Analyse der molekularen Funktion von Proteinen mit polyP Motiv wurde auf die Proteome der 43
repriasentativen E. coli Stimme ausgeweitet, um auch Proteine spezifischer Okologischer Nischen oder
Lebensweisen, insbesondere pathogener Spezies, in Betracht zu ziehen (Abb. 10, Analyse durchgefiihrt von Dr.
Fei Qi). Dabei wurden speziell diese Cluster von orthologen Gruppen untersucht, in welchen die X2 X.1)-nP-X+1)
Motive konserviert sind. Auch hierbei zeigte sich, dass die Motive hédufig in Proteinen vorkommen, die

substratbindende Eigenschaften haben.
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Abb. 10: Ontologien von Proteinen aus 43 E. coli Stimmen mit konserviertem polyP Motiv der Klassifizierung ,,stark*.
(Dr. Fei Qi)
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3.1.6 Akkumulation von polyP Motiven an strategisch giinstigen intramolekularen Loci
3.1.6.1 Gehiuftes Auftreten von polyP Motiven innerhalb der ersten 50 Aminosiiuren eines Proteins

Unabhingig von der Gesamtlidnge einer Proteinsequenz handelt es sich bei der relativen intramolekularen
Positionierung der polyP Motive in E. coli K-12 MG1655 (UniProt ID: ECOLI - UP000000625) um eine
Zufallsverteilung. Dasselbe gilt fiir separat untersuchte ,,starke* Motive, die aufgrund ihres Einflusses auf die
Translationsgeschwindigkeit mit hoherer Wahrscheinlichkeit an regulatorischen kotranslationalen Prozessen

beteiligt sind (Abb. 11A und B; Chi-Quadrat-Test, p-Wert < 0,005).

Eine reduzierte Translationseffizienz innerhalb der ersten 50 Aminosduren eines Proteins wird von Tuller et al.
(2010)'° als spite Phase der Translationsinitiation beschrieben und ist durch eine Kombination aus mehreren
Faktoren, wie sekunddre mRNA Strukturen, positiv geladene Aminoséuren und seltene Codons begriindet. Es ist
denkbar, dass auch Proline, welche einen dhnlichen Effekt auf die Translationsgeschwindigkeit haben, daran
beteiligt sind. Eine Analyse der Proteine mit polyP Motiv aus E. coli K-12 MG1655 (OMA Datenbank, Proteome
ID: ECOLI) zeigte nach Normalisierung eine Anhdufung innerhalb der ersten 50 Aminoséuren (Abb. 11C, Mann-
Whitney-Wilcoxon Test, p-Wert < 2,2e-16, vgl. Qi et al., 2018%?). Von den 2.115 untersuchten polyP Motiven

sind 325 innerhalb der ersten 50 Aminosauren lokalisiert und 1.771 in der restlichen Proteinsequenz.
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Abb. 11: Intramolekulare Verteilung von polyP Motiven in E. coli K-12 MG1655. (A) Relative Position zum N-Terminus mit
normalisierter Proteinldnge. Darstellung als Boxplot. (B) Relative intramolekulare Verteilung von polyP Motiven in Relation
zur Sequenzlidnge. (C) Akkumulation von polyP Motiven innerhalb der ersten 50 Aminosduren einer Proteinsequenz.
(C: modifiziert aus Qi et al., 20182°%)
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3.1.6.2 Akkumulation von polyP Motiven zwischen Doménen

Da es sich bei der kotranslationalen Faltung von Proteinen um einen fein abgestimmten Vorgang handelt, in
welchem sich bereits bestehende Strukturen auf die Faltung neu synthetisierter Abschnitte auswirken, ist eine
zeitliche Abstimmung des Translationsprozesses unabdinglich '>3!3 314, Unter anderem dient der durch seltene
Codons herbeigefiihrte Zeitgewinn nachweislich der kotranslationalen Faltung bereits synthetisierter Doménen,
withrend eine hohe Translationsrate in strukturellen Regionen Fehlfaltungen vorbeugt 3!% 316314317 Da aquch polyP
Motive einen Einfluss auf den zeitlichen Ablauf der Translation haben, wurde deren Position in Relation zu
Proteindoménen untersucht (vgl. Qi et al., 2018 2°2). In der Gene 3D Datenbank sind 7.398 strukturelle Doménen
und deren Positionen aus 4.080 E. coli K-12 MGI1655 Proteinen hinterlegt. Darunter sind 1.868
Multidoménenproteine. Interdoménenlinker wurden hier als Sequenzabschnitte zwischen zwei Doménen definiert,
die mindestens 5 Aminosduren lang sind, was der Lange eines X2 X.)-PP-X+1) Motivs entspricht. Im Fall einer
kiirzeren Sequenz wurde diese fiir die folgende Analyse downstream verldngert. Im Zuge dessen wurden 3.318
Linker zwischen 5.186 Doménen identifiziert. PolyP Motive kommen signifikant seltener in strukturellen
Domiénen, als in Linkerregionen vor (p-Wert = 7,86e-80; Frequenz 0,56 vs. p-Wert = 0,912; Frequenz 1,10). Dabei
akkumulieren die Motive -12 bis -2 Aminosduren relativ zum Doménenstart und -2 bis +9 Aminoséuren relativ
zum Doménenende (Abb. 12A; p-Werte < 0.05; Frequenzen von 1,19 and 1,23). Eine dhnliche Verteilung wurde
fiir langsam translatierte Codons gezeigt 3!7-3!8 314319 was vermuten lésst, dass polyP Motive eine vergleichbare

Funktion haben.

3.1.6.3 Akkumulation von polyP Motiven in der Nihe von Transmembranhelices

Eine zeitliche Koordination der Translation ist auch fiir die kotranslationale Integration von a-helikalen
Membranproteinen durch Translokons von essentieller Bedeutung 2% 32!, Fluman et al. ? zeigten 2014, dass zwei
Shine-Dalgarno-dhnliche Elemente in der E. coli mRNA Translationsstopps induzieren, die maBigeblich zur
zielgerichteten Translokation von Transmembranproteinen durch signal recognition particles (SRP) beitragen. Die
erste Translationsverzogerung tritt dabei kurz bevor das neusynthetisierte Peptid aus dem ribosomalen exit tunnel
hervortritt ein. Nach dem Erscheinen der ersten Transmembranhelix (-5 bis -1 Codons relativ zur nachfolgenden
Transmembranhelix) kommt es zum zweiten Stopp. Im Fungus Emericella nidulans wurden durch Dessen et al.
(2000)’?? zwei Translationsarreste im Abstand von 45 und 70 Codons von der Transmembrandomine

nachgewiesen.

Analog dazu wurde hier analysiert, ob auch polyP Motive an diesem Prozess beteiligt sind (vgl. Qi et al.,
2018 22). In der Datenbank UniProt sind fiir E. coli K-12 MG1655 912 Transmembranproteine mit insgesamt
5.672 Transmembranhelices annotiert. 39,3% (358) der Proteine tragen polyP Motive. Im Vergleich dazu finden
sich signifikant weniger polyP Motive in loslichen Proteinen (32,6%, Qhi-Quadrat-Test, p-Wert = 1,6e-4). Es
konnte keine Akkumulation in den von Fluman et al. 2> beschricbenen Regionen nachgewiesen werden.
Stattdessen wurde festgestellt, dass polyP Motive einerseits wie erwartet nur sehr selten innerhalb von
Transmembranhelices vorkommen (signifikant, p-Wert = 1,65¢-27, Frequenz = 0,39), andererseits aber in vier
distinkten Regionen gehéuft auftreten. Dabei handelt es sich um die vier Sequenzabschnitte von -17 bis -1, 23 bis

32, 49 bis 59 und 77 bis 87 Aminoséuren relativ zum Start der Transmembranhelix (Abb. 12B; Position I-IV).
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Unter Ausschluss derjenigen Sequenzabschnitte, die innerhalb einer benachbarten Helix liegen, wurde eine
signifikante Anreicherung von polyP Motiven in Position III festgestellt (p-Wert = 0,035; Frequenz = 1,39). Diese
Region stimmt mit dem von Dessen et al. 32? beschriebenen Translationsstopp iiberein. Der Translationsstopp tritt
in dem Moment ein, in dem die Transmembranhelix, welche durchschnittlich 21 Aminosduren lang ist, aus dem
ribosomalen exit tunnel, welcher eine Kapazitit fiir 28 Aminoséuren hat 2, austritt. Bei dieser Gelegenheit konnte

die Helix durch das Translokon in die Membran integriert werden.
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Abb. 12: Auftreten von polyP Motiven in E. coli K-12 MG1655 relativ zu Proteindoménen und Transmembranhelices.
(A) PolyP Motive akkumulieren 12 bis -2 Aminoséuren relativ zum Doménenstart und -2 bis +9 Aminosduren relativ zum
Domiénenende. Die Doménengrenzen sind als gstrichelte Linie dargestellt, wihrend Regionen mit relativ hohem polyP
Vorkommen hellrot hinterlegt sind. (B) Die Frequenz von polyP Motiven relativ zur Startposition von Transmembranhelices
ist in vier Regionen (I, II, IIT und IV) erhdht und hellrot hinterlegt. Die Transmembranhelix ist unter der Annahme einer
Sequenzlénge von 21 Aminosduren griin hinterlegt. Zur besseren Visualisierung wurden die Werte iiber je drei Datenpunkte
geglittet. (modifiziert aus: Qi et al., 20182°%)
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3.2 Die Rolle von polyP Motiven fiir Signalproteine

Proteine, die Teil eines komplexen Signaltransduktionsnetzwerkes sind, miissen sowohl in ihrer Kopienzahl, als
auch in ihrer Aktivitit genau aufeinander abgestimmt sein, um eine effiziente Weiterleitung eines spezifischen
Signals ohne Informationsverlust zu gewihrleisten 324 325, Unter diesem Gesichtspunkt wurde untersucht, ob polyP
Motive, die einen starken Translationsarrest induzieren, eine Rolle fiir die Kopienzahl von bestimmten
Signalproteinen spielen und inwiefern sie an der proteintypischen Funktionalitdt beteiligt sind, bzw. eine

strukturelle Bedeutung haben.

Dabei wurden exemplarisch die putativ stark EF-P abhéngigen polyP Motive aus vier E. coli K-12 MG155
Proteinen betrachtet: der Diguanylatcyclase DgcC, der ATP-abhéngigen, toxindegradierenden Serinprotease Lon
und den beiden Histidinkinasen EvgS und EnvZ.

DgcC steht stellvertetend fiir Proteine mit polyP Motiv, das innerhalb einer Spezies in verschiedener Auspragung
auftritt. Lon reprdsentiert hoch konservierte Proteine, die Teil von zentralen Signalnetzwerken sind. Die
Histidinkinasen EvgS und EnvZ vermitteln die zelluldre Antwort auf spezifische Umweltreize. Die Tatsache, dass
Proteine dieser Klasse iliberdurchschnittlich oft polyP Motive tragen und sich durch eine niedrige Expression

auszeichnen, weist auf eine besondere Bedeutung der Motive hin.

3.2.1 Die Bedeutung von HPPPG fiir die Diguanylatcyclase DgcC

In DgcC finden sich zwei polyP Motive: das am cytoplasmatischen N-Terminus lokalisierte ,,moderate” EEPPL
(polyPi) und das ,starke” HPPPG (polyP.), welches die erste und zweite Transmembrandomine im

periplasmatischen Raum unterteilt (Abb. 13A).

3.21.1 Position und Konservierung der polyP Motive in DgeC

Beide polyP Motive sind in der N-terminalen, insgesamt sechs Transmembrandominen umfassenden MASE2
Domiine lokalisiert '’°. Bedingt durch die hohe Anzahl an Transmembrandoménen existiert bislang weder eine
Kristallstruktur des betreffenden Bereichs, noch ist eine Modellierung der Tertidrstruktur moglich. Die beiden
Motive sind in E. coli unterschiedlich stark konserviert. Wahrend EEPPL (polyP;) in allen betrachteten 43 E. coli
Stammen (vgl. Kapitel 2.3, Tabelle 10) auftritt, findet sich in 9 E. coli Stimmen anstelle des HPPPG Motivs
(polyP2) HPSPG: den EXPEC 045:K1 (strain S88) und O18:K1:H7 (strain IHE3034), dem EPEC O127:H6 (strain
E2348), den AIEC O83:H1 (strain NRG 857C) und UM164, den UPEC O6:K15:H31 (strain 536) und UTI89,
sowie dem kommensalen O81 (strain ED1a) und dem APEC O1:K1. Alle Stdmme sind Teil der hier insgesamt 15
Stimme umfassenden phylogenetischen Serogruppe B2, was darauf hindeutet, dass es sich bei der zugrunde
liegenden Punktmutation C193T im dgcC Gen um ein einmaliges Ereignis handelt. Die Konservierung der polyP

Motive wurde anhand eines Alignments der homologen DgcC Sequenzen aus E. coli visualisiert (Abb. 13A).
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Abb. 13: Lokalisation der polyP Motive der Adenlyatcyclase DgcC aus E. coli K-12 MG1655 und deren Konservierung. (A)
Schematische Darstellung der Doménen von DgcC, sowie der Konservierung der MASE2 Doméne, sowie der darin enthaltenen
EEPPL und HPPPG Motive. Transmembranregionen sind grau hinterlegt. Alignment von orthologen Proteinsequenzen aus 43
repdsentativen E. coli Stimmen (vgl. Tab. 10). (B) Rekonstruktion eines phylogenetischen Proteinbaumes aus DgcC
Orthologen mit mindestens 44% Sequenzidentitit und 90% Sequenzlidnge der E. coli K-12 MG1655 Variante zur
Nachverfolgung der Evolution der DgcC polyP Motive (polyP1 = EEPPL, polyP> = HPPPG). Die farbige Hinterlegung der
polyP Motive beschreibt deren Klassifizierung. Griin = ,,schwach®, orange = ,,moderat, rot = ,,stark*

Durch die Unterbrechung des Tripleprolin-Motivs durch  Serin  wird  voraussichtlich  das
translationsarrestinduzierende Potential reduziert und das Motiv féllt in die Klasse der ,,schwachen‘ polyP Motive.
P65 zahlt damit zu den 2,16% aller Aminosauren aus DgcC, welche innerhalb der betrachteten 43 E. coli Stimme
nicht zu 100% konserviert sind. Die Hauptfunktion von DgcC ist die Regulierung der Biofilmbildung durch die
Synthese des Sekundirsignalmolekiils c-diGMP, welches unter anderem die Cellulosesynthese durch BcsABC
induziert. Alle acht Stimme mit DgcC HPSPG Motiv tragen eine funktionelle Version des bcsQ Gens, welches
im Gegensatz dazu in Laborstimmen wie E. coli K-12 MG1655 eine Punktmutation bzw. ein Stoppcodon nach
Aminosdure 5 (TAG -> TTG) aufweist. Damit kann ausgeschlossen werden, dass eine daraus resultierende
Behinderung der Expression des downstream gelegenen bcsA Gens, eine definierte Kopienzahl von DgcC obsolet
macht.

Ein Alignment von 381 orthologen Proteinsequenzen (Tab. S2) aus y-Proteobakterien mit mindestens 44%
Ubereinstimmung und hochstens 10% Sequenzlingenabweichung zu DgcC aus E. coli K-12 zeigt, dass EEPPL
(polyPy) konservierter ist als HPPPG (polyP2) (Abb. 13B). Wahrend ein Motiv der Form X(2)X(.1) PP X(+1) in den
Gattungen Escherichia und Shigella (,,moderat™: EEPPL), Pectobacterium (,,moderat: ASPPT) sowie in der
Spezies Citrobacter koseri (,,schwach*: SEPPH) auftritt und in der Gattung Salmonella sogar bis auf wenige

Ausnahmen durch zwei zusitzliche konsekutive Proline verstérkt ist (,,stark®: VAPPD, hier VAPPDPPD), ist das
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X1y PPP X(+1y) Motiv ausschlielich in den nahe verwandten Gattungen Escherichia und Shigella vorzufinden
(HPPPG). Interessanterweise ist das polyP Motiv in anderen DgcC Orthologen komplett verschwunden, bzw.
findet sich in der entsprechenden Region nur ein einzelnes Prolin. In weiter entfernt verwandten Homologen von
Spezies der Gattung Cedecea, Lelliota, Serratia, Klebsiella und Chania finden sich wiederum Prolincluster an

dhnlicher Position, was auf eine unabhingige Entstehungsgeschichte hindeutet.

3.2.1.2 Einfluss des putativ ,,starken“ HPPPG Motivs auf Lokalisation und Kopienzahl von DgcC

Um zu testen, ob das Translationslevel von DgcC durch die natiirlich vorkommende HPPPG/HPSPG Substitution
beeinflusst wird, wurde ein plasmidbasiertes Reporterkonstrukt aus dem verkiirzten (Aminosdure 1-65) nativen
E. coli K-12 MG1655 dgcC, bzw. einer dgcC Variante mit P65S Substitution (CCG->TCG), wie sie in einigen
anderen E. coli Stimmen, wie UTI89, vorkommt, und /acZ konstruiert. Die Genexpression wurde analog zu
vorhergehenden, bereits veroffentlichten Ergebnissen (cadC, amiB, nipD, rzoR, tonB, uvrB)*° unter die Kontrolle
des nativen P..ac Promotors aus E. coli K-12 MG1655 gestellt. Die Level des Fusionsproteins wurden indirekt
iiber die Analyse der B-Galactosidaseaktivitdt von transformierten E. coli BW25113 Wildtyp und Aefp Zellen
bestimmt (Abb. 14A).

Die Translation von DgcCi.es,uppr-LacZ ist in Abwesenheit von EF-P auf ca. 15% des Wildtyplevels reduziert,
wihrend das abgeschwiéchte polyP Motiv in der Proteinvariante DgcCis,npsp-LacZ die EF-P Abhdngigkeit zu
einem gewissen Mall authebt und Translationslevel von 60% des Wildtyplevels zu beobachten sind. In
Anwesenheit von EF-P hat die Art des polyP, Motivs (HPPPG oder HPSPG) keine Auswirkung auf das

Translationslevel.

Das chromosomal in E. coli K-12 MG1655, am nativen Lokus mit FLAG-Tag markierte dgcC Gen hat eine sehr
niedrige Expressionsrate, weshalb das Protein im Western Blot mit spezifischen anti-FLAG-Antikérpern nicht
detektierbar ist. Dies war weder im Fall von Gesamtzellextrakten, noch nach Anreicherung von Membranproteinen
moglich. Um die Expression von dgcC zu erhdhen, wurden die Zellen alternativ auf Agar-Néhrboden zwei Tage
lang bei 28°C kultiviert (vgl. Sommerfeldt et al., 200932°), was jedoch ebenfalls nicht zu ausreichend hohen
DgcC-FLAG Kopienzahlen fiihrte.

Aus diesem Grund wurden die dgcC-FLAG Varianten unter der Kontrolle des konstitutiv exprimierten cadC-
Promotors in pBBR1 kloniert. Da auch die Erhohung der Genkopienzahl fiir einen Nachweis von DgcC-FLAG
nicht ausreichend war, wurde letztendlich auf ein durch L-Arabinose induzierbares Plasmidkonstrukt mit Pg4p
Promotor zuriickgegriffen. Um den Einfluss der beiden polyP Motive auf die finale Proteinkopienzahl von DgcC
in Abhangigkeit von EF-P zu testen, wurden E. coli BW25113 Wildtyp und Aefp Derivate transformiert. Die Zellen
wurden aus einer Ubernachtkultur 1:500 in frisches LB Medium iiberfiihrt, zwei Stunden lang bis zu einer ODsoo
von 0,2 bei 37°C aerob inkubiert und die Genexpression mit L-Arabinose induziert (0,1%). Nach weiterer
zweistiindiger Inkubation wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen, fraktioniert und die beiden DgcC-Varianten
(DgcCrprprg-FLAG und DgcCrpspg-FLAG) in einem anschlieBenden Western Blot relativ quantifiziert (Abb. 14B).
Beide Proteinvarianten sind sowohl nach Expression im Wildtypstamm, als auch in der Aefp Mutante Teil der
Membranfraktion. In der cytosolischen Fraktion finden sich hingegen keine nachweisbaren spezifischen Banden.

Daher konnen verkiirzte oder nicht-membranintegrierte, aber 16sliche DgcC-Varianten, die aus dem
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HPPPG/HPSPG Austausch resultieren, ausgeschlossen werden. Dasselbe gilt fiir eine maBgebliche Rolle von
EF-P in der Membranintegration von DgcC. Im Vergleich zwischen Wildtyp und Aefp Stamm zeigt sich, dass die
Translation von DgcCrpppg-FLAG massiv von der Anwesenheit von EF-P abhdngt. Wahrend sowohl im
Gesamtzelllysat, als auch in der Membranfraktion des Wildtyps deutliche Banden vorliegen, liegt das Level von
DgcCrpppg-FLAG im Aefp Stamm unter der Nachweisgrenze. Nach Substitution des ,,starken HPPPG Motivs
durch das ,,schwache® HPSPG ist das Proteinlevel im Wildtyp nur geringfiigig hoher als im Aefp Stamm und
vergleichbar mit dem Level von DgcCrpppg-FLAG im Wildtyp. Die leichte EF-P Abhéngigkeit der DgcCrpspg-

FLAG Variante ist vermutlich auf das zusétzliche, hier unveridnderte ,,moderate’ EEPPL Motiv zuriickzufiihren.

Um eine Proteinakkumulation weitgehend zu vermeiden, wurde die Genexpression durch die Verwendung von

niedrigeren L-Arabinosekonzentrationen reduziert.

Wihrend L-Arabinose selbst einen leichten wachstumsinhibierenden Effekt auf E. coli BW25113 Zellen hat, fihrt
die Uberexpression der plasmidkodierten dgcC-FLAG Varianten zu einer erheblichen Beeintrichtigung der
Zellteilungsrate in Wildtyp, wie auch in Aefp Zellen (Abb. 14D). Dies unterstreicht die Bedeutung einer
kontrollierten, begrenzten Kopienanzahl von DgcC. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass das niedrigste
artifiziell erhohte dgcC-Expressionslevel, welches hier zur Anwendung kam, nur geringe pleiotrope
Auswirkungen hat.  Bereits 0,00002% Arabinose fiihrt zu detektierbaren DgcC-Mengen, welche die
Zellteilungsrate jedoch nicht beeintrachtigen (Abb. 14C). Aufgrund einer gewissen Durchldssigkeit des Pgap-

Promotors kann sogar vollig auf eine Induktion verzichtet werden.

Mit abnehmender Expressionsrate kristallisiert sich heraus, dass die DgcCrupspg-FLAG Proteinlevel in
Wildtypzellen etwas hoher sind, als die der DgcCupppg-FLAG Variante (1,51+0,10-fach bei 0,00002%
L-Arabinose; 2,77+1,10-fach bei 0,0% L-Arabinose, Abb. 14C). Unter diesen Bedingungen scheint das HPPPG
Motiv die Translationseffizienz von DgcC so weit zu beeintrachtigen, dass dies eine Auswirkung auf die

Proteinkopienzahl hat.
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Abb 14: Beschreibung auf folgender Seite.
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Abb 14: Beurteilung der Auswirkungen einer DgcC HPPPG/HPSPG Substitution (WT oder P/S) auf Translationslevel und
Proteinfunktionalitét. (A) Quantifizierung des Translationslevels von verkiirzten (Aminosdure 1-65), plasmidkodierten dgcC
Varianten in Abhéngigkeit von EF-P mittels B-Galactosidaseassay. (B) Western-Blot zur zelluldren Lokalisation der
DgcCuppr-FLAG und DgcCrpspg-FLAG Varianten in Abhéngigkeit von EF-P. Die plasmidkodierten dgcC-FLAG Varianten
stehen unter der Kontrolle des durch 0,1% L-Arabinose induzierten Pg4p . (C) Relative Quantifizierung derselben DgcCupppc-
FLAG und DgcCupspc-FLAG Varianten in Abhéngigkeit zu EF-P und verschiedener Expressionsevel. (D) Wachstumskurven
zur Beurteilung des Effekts verschiedener Expressionslevel der dgcC-FLAG Varianten auf die Zellteilungsrate in Wildtyp und
Aefp Hintergrund. (E) Phénotypische Charakterisierung der Celluloseproduktion des Reporterstammes AR3110 nach
chromosomaler HPPPG/HPSPG Substitution. Makrokolonien nach sechstigiger Inkubation bei 28°C auf LB-Agarplatten ohne
NaCl. (F) Phénotypische Charakterisierung der Celluloseproduktion des Reporterstammes AR3110 nach chromosomaler
HPPPG/HPSPG Substitution und Deletion des fiir die Curlibildung essentiellen Gens csgB. Makrokolonien nach viertdgiger
Inkubation bei 28°C auf Kongorot gefirbten LB-Agarplatten ohne NaCl (Alexandra Possling, AG Prof. Dr. Regine Hengge,
Humboldt Universitit zu Berlin). (G) Phinotypische Charakterisierung der Celluloseproduktion des Reporterstammes AR3110
nach chromosomaler HPPPG/HPSPG Substitution. Makrokolonien nach viertdgiger Inkubation bei 28°C auf Kongorot oder
Calcofluor gefirbten LB-Agarplatten ohne NaCl (Material und Methoden: DgcCwr =St46, DgcCpa = St47). (H)
Sedimentationsassay.

Material und Methoden: (A) NK = V3, pDgcCi-ssowt)= V7, pDgcCissers)= V8, WT =St4, Aefp = St6. (B-D) pDgcCwr = V21,
pDgcCris=V22, WT (efp?) =St4, Aefp (efp’) = St6. (E-H) AR3110 DgcCwr =St45, AR3110 DgcCp/a = St46, AR3110 csgB::cm
DgcCwr =St49, AR3110 csgB::cm DgeCpss = St50, W3110 DgcCwr =St44, MG1655 rpsL150 = St31.

Die gezeigten Resultate reprasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfithrungen.

3.2.1.3 Einfluss des putativ ,,starken“ HPPPG Motivs auf die Proteinfunktionalitit von DgcC

Es ist davon auszugehen, dass eine verdnderte DgcC Kopienzahl oder eine Beeintrachtigung der Funktionalitit des
Proteins Auswirkungen auf die assoziierten Signalwege hat. Deshalb wurde getestet, inwiefern diese durch die
DgcC HPPPG/HPSPG Substitution beeinflusst werden und ob der Austausch zu einer phénotypischen
Verdanderung der Bakterienzellen fiihrt, die unter bestimmten, fiir Stimme mit natiirlicher HPPPG/HPSPG
Substition relevanten Umweltbedingungen vorteilhaft ist. Vor diesem Hintergrund wurde die Cellulosesynthese

eines E. coli AR3110 Stammes nach chromosomaler HPPPG/HPSPG Substitution untersucht.

Der Reporterstamm AR3110 (basierend auf W3110) ist durch eine Wiederherstellung des besQ Gens in der Lage,
das Operon yhjR-bcsQABZC der fuir die Cellulosesynthase kodierenden Gene zu transkribieren. Da Cellulose ein
Hauptbestandteil der extrazelluldren Matrix ist, ldsst sich die Aktivitit der Cellulose-Synthese durch eine visuelle
Betrachtung der Oberfliche von Makrokolonien auf Agarplatten beurteilen. Dafiir wurden die Zellen in LB-
Medium bis in die frithe exponentielle Wachstumsphase (ODgoo ~ 0,2) bei 37°C vorkultiviert und nach dem
Auftropfen auf LB-Agarplatten bei 28°C fiir bis zu 16 Tage inkubiert. Zur Anfarbung der Cellulose wurden

zusétzlich mit Kongorot und Calcofluor versetzte LB-Agarplatten verwendet.

Nach spitestens vier Tagen bildeten sich auf den Kolonien von beiden AR3110 Stdmmen (DgcCupppg und
DgcCrpspg) wulstige Erhebungen, in denen sowohl Kongorot, als auch Calcofluor akkumulierten (Abb. 14E und
G). Die fiir Cellulose charakteristischen Erhebungen in der Oberfliche der Makrokolonien konnten in den als
Negativkontrolle verwendeten Staimmen W3110 und MG1655 nicht nachgewiesen werden und bildeten sich auch

nicht unter anderer, als der fiir die Cellulosesynthese als optimal beschricbenen Temperatur aus. Uber den
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gesamten Zeitraum des Experiments lie} sich kein Unterschied zwischen AR3110 DgcCrpppg und DgcCrpsps in

Art oder Umfang der als Cellulose identifizierten Matrix erkennen (Abb. 15).

Um das Auftreten anderer struktureller Komponenten zu minimieren, wurde in beiden Stimmen zusétzlich das
Gen csgB deletiert (AcsgB(::cm)), welches fiir die Haupteinheit des Curlins kodiert und damit essentiell ist fiir die
Ausbildung von extrazelluldren Curli. Doch auch diese Stimme zeigten keinen unterschiedlichen Phénotyp
(Abb. 14E). Erginzend wurden AR3110 DgcCrpppg und DgcCrpsps in einem Sedimentationsassay charakterisiert.
Dabei wurden Kulturen iiber Nacht bei 37°C aerob kultiviert und am folgenden Tag hinsichtlich der Sedimentation
der Bakterien innerhalb von einer Stunde verglichen. Im Vergleich zu einer E. coli K-12 MG1655 Zellkultur,
welche sich durch eine homogene Verteilung im Medium und damit ein trilbes Erscheinungsbild auszeichnet,
kommt es in den beiden cellulosebildenden Stdmmen, unabhingig von der Art der DgcC Variante zu einem

Absetzen der Zellen. Das Medium erscheint klar (Abb. 14H).

SchluBfolglich schlégt sich die Substitution des ,,starken HPPPG Motivs im genetischen Hintergrund von E. coli

AR3110 nicht in einer detektierbaren phénotypischen Varianz nieder.
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Abb. 15: Verlauf der Cellulosesynthese von AR3110 Reporterstimmen mit und ohne chromosomal kodierter HPPPG/HPSPG
Substitution (WT oder P/S). Makrokolonien wurden bei 28°C und als Negativkontrolle bei 37°C und 22°C auf LB-Agarplatten
ohne NaCl kultiviert. (W3110 DgcCwr = St44, AR3110 DgcCwr =St45, AR3110 DgcCpss = St46, W3110 DgcCwr = St44)
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3.2.2 Die Bedeutung von VGPPG fiir die Lon Protease

Die E. coli K-12 MG1655 Protease Lon tragt zwei ,,starke* polyP Motive: KIPPE in der N-terminalen Region
und VGPPG in der ATP bindenden Doméne.

3.2.1.1 Position und Konservierung der polyP Motive in Lon

Die Kristallstruktur von Lon ist zum GroBteil aufgelst und deckt das Motiv KIPPE ab (PBD 3LJC*?7). Das Motiv
trennt zwei a-Helices und ist Teil einer Schleife. Der VGPPG beinhaltende Sequenzabschnitt ist bislang noch nicht
aufgelost, weshalb die betreffende 3D-Struktur mittels Phyre2 modelliert wurde. Dabei zeigte sich, dass das Motiv
zentral und offen in der ATP bindenden Domaéne liegt, was auf eine Beteiligung an der Substratbindung hindeutet
(Abb. 16A und B). Lon aus E. coli ist zu einem hohen Mal} konserviert. Nur 0,26% aller Aminosdurepositionen
aus 43 reprisentativen E. coli Stimmen sind nicht zu 100% konserviert (Abb. 17A). Die beiden polyP Motive sind

unverandert.

Abb. 16: Lokalisation der polyP Motive der Protease Lon aus E. coli K-12 MG1655. (A) Kristallstruktur (PBD 3LJC,
aa 8-245)%?7 der N-terminalen Domiine der E. coli K-12 Lon Protease mit darin enthaltenem KIPPE Motiv. (B) 3D Modell der
Struktur der E. coli K-12 Lon ATPase Doméne mit darin enthaltenem VGPPG Motiv (aa 248-771).
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Abb. 17: Konservierung der polyP Motive der Protease Lon aus E. coli K-12 MG1655 (A) Schematische Darstellung der
Doménen von Lon, sowie der Konservierung der N-terminalen Doméne und der ATPase Doméne, sowie der darin enthaltenen
KIPPE und VGPPG Motive. Walker A und B Motive sind grau hinterlegt. Alignment von orthologen Proteinsequenzen aus 43
repasentativen E. coli Stimmen (vgl. Tab. 10). (B) Rekonstruktion eines phylogenetischen Proteinbaumes aus Lon Orthologen
mit mindestens 44% Sequenzidentitdt und 90% Sequenzldnge der E. coli K-12 MG1655 Variante zur Nachverfolgung der
Evolution der Lon polyP Motive (polyP: = KIPPE, polyP2 = VGPPG). VGPPG ist mit Ausnahme der Gattungen Glossina und
Doolittlea unverdndert. Die farbige Hinterlegung der Gattungen beschreibt die Klassifizierung des polyP1 Motivs in der N-
terminalen Region. Griin = ,,schwach®, orange = ,,moderat®, rot = ,,stark".

Unter Beriicksichtigung von 203 Orthologen (Tab. S3) zu E. coli K-12 MG1655 Lon mit mindestens 44%
Sequenzidentitdt und hochstens 10% Abweichung in der Sequenzlidnge, zeigte sich, dass die beiden Motive auch
iiber mehrere Gattungen hinweg sehr konserviert sind (Abb. 17B). Aufgrund der hohen Konservierung von Lon
in sémtlichen lebenden Organismen wurde das Alignment auf Referenz-Proteome beschrankt. Das Motiv KIPPE
ist mit Ausnahme der Gattungen Doolittlea (KIPFE), Baumannia (KIPLE), Wigglesworthia (KIPTE), Moritella
(KIPAE) Buchnera (KIPLE) und Riesia (KISPE), in fast allen Orthologen zu finden. In diesen ist eines der beiden
konsekutiven Proline substituiert und der translationsarretierende Effekt daher vorraussichtlich nicht gegeben. Im
Gegensatz dazu findet sich VGPPG unverédndert in allen hier untersuchten homologen Proteinsequenzen, aufler in
Spezies der Gattungen Glossina, Wigglesworthia und Doolittlea wo das Motiv eine Varianz in den flankierenden

Aminosduren aufweist (MGPPG) oder gar nicht mehr vorhanden ist (VGSPG).
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3.2.1.2 Einfluss des putativ ,,starken* VGPPG Motivs auf Lokalisation und Kopienzahl von Lon

Das an prominenterer Position gelegene und konserviertere ,,starke* polyP Motiv VGPPG wurde auf seine Rolle
in der Funktionalitit und Kopienzahl von Lon untersucht. Eine Analyse der EF-P Abhingigkeit des
Translationslevels eines Lon-LacZ Fusionsproteins durch [-Galactosidase-Aktivitatsbestimmung verlief

vermutlich aufgrund der proteolytischen Eigenschaften von Lon ergebnislos.

Aufgrund eines ausreichend hohen nativen Proteinlevels kann Lon mittels Western Blot relativ quantifiziert
werden (Abb. 18A). Dabei zeigte sich unter der Verwendung von Gesamtzelllysaten von Wildtyp und Aefp Zellen,
dass das Translationslevel nicht von der EF-P Prisenz abhingt. Ein Austausch des chromosomal kodierten Lon
VGPPG durch VGAAG hat keinen messbaren Effekt auf die Gesamtkopienzahl von Lon, wie eine Analyse von
Gesamtzellextrakten und cytosolischer Fraktion der betreffenden E. coli K-12 MG1655 Stamme zeigte. Eine
Aggregation und das Vorhandensein von unldslichen Einschlusskérpern kdnnen damit ebenfalls ausgeschlossen

werden.

3.2.1.3 Einfluss des putativ ,,starken“ VGPPG Motivs auf die Proteinfunktionalitit von Lon

Die Rolle des VGPPG Motivs fiir die Funktionalitdt von Lon, bzw. fiir die damit assoziierten physiologischen
Mechanismen, wurde mittels phénotypischer Charakterisierung eines E. coli K-12 MG1655 Stammes mit
chromosomal kodierter, markerloser VGPPG/VGAAG Substitution untersucht. Lon spielt eine Schliisselrolle in
der Degradierung von Antitoxinen, die Teil von Toxin/Antitoxin Paaren sind und fiir die Etablierung von
persistenten Einzelzellen wéhrend anhaltender Stressbedingung sind. Der hier angewendete Persistenz-Assay
basiert auf der antibiotikabasierten Selektion von nichtteilenden Zellen. Das B-Lactam-Antibiotikum Ampicillin
blockiert die Neusynthese von Murein und damit die Ausbildung einer intakten Zellwand, wéhrend das
Fluorchinolon Ofloxacin die bakteriellen Topoisomerasen II und IV hemmt und damit die DNA-Replikation
inhibiert 328, Wihrend einer fiinfstiindigen Inkubation wurden die verbleibenden Zellen durch Ausplattieren auf
LB-Agar ausgezéhlt und damit Riickschliisse auf deren Eigenschaft, unter den gegebenen Verhiltnissen in einen

persistenten Zustand liberzugehen, gezogen (Abb. 18B).

Dabei zeigte sich, dass die LonCvgaac Variante zu keiner Beeintrachtigung fiihrt. Der entsprechende Stamm
verhilt sich in diesem Assay unabhédngig von der Art des eingesetzten Antibiotikums wie der Wildtyp E. coli
K-12 MG1655. Im Gegensatz dazu zeigt ein E. coli BW25113 Alon Stamm erheblich reduzierte Zellzahlen, was

auf eine massive Einschriankung der Fahigkeit, Persister-Zellen auszubilden, hindeutet.

Auf LB-Agarplatten gewachsene Makrokolonien des E. coli K-12 MG1655 Stammes mit Lonygaag Variante
zeigen das gleiche Erscheinungsbild, wie der Wildtyp. E. coli BW25113 Alon Zellen unterscheiden sich durch
ihren, aus einer Uberproduktion des Kapselpolysaccharids Cholansdure resultierenden, mukoiden Phinotyp

deutlich davon (Abb. 18C)**.

Die Resultate weisen auf eine untergeordnete Rolle des VGPPG Motivs in der Funktion von Lon hin. Mégliche

phénotypische Effekte liegen unter der Nachweisgrenze der hier verwendeten Assays.
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Abb. 18: Beurteilung der Auswirkungen einer chromosomal kodierten Lon VGPPG/VGAAG Substitution (WT oder P/A) auf
Translationslevel und Proteinfunktionalitdt. (A) Western-Blot zur relativen Quantifizierung der Lon Proteinlevel in
Abhingigkeit des polyP Motivs oder der Prisenz von EF-P. (B) Persistenz-Assay zur phénotypischen Charakterisierung von
E. coli Stammen nach chromosomaler Lon VGPPG/VGAAG Substitution. CFU = colony forming units. (C) Erscheinungsbild

von Makrokolonien nach Lon VGPPG/VGAAG Substitution und zweitégiger Inkubation bei 37°C auf LB-Agarplatten.

Material und Methoden: (A-C) WT/efp” = St4, WT/efp™ = St6, Alon = St36, Lonwr = St31, Lonp/a= St37.

Die gezeigten Resultate reprasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander

unabhingig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfithrungen.
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3.2.3 Die Bedeutung von NYPPD fiir die Histidinkinase EvgS

Die periplasmatische Sensordoméne der Histidinkinase EvgS beinhaltet zwei VFT-Doménen (venus fly trap) und
tragt vier polyP Motive unterschiedlicher ,,Stirke“: das ,,schwache® TSPPL (polyP;) und das ,,starke NYPPD
(polyP») in VFTI1, sowie das ,,moderate YSPPY (polyPs), welches allerdings eventuell durch ein upstream
liegendes weiteres Prolin verstarkt wird (PYSPPY) und das ,,starke® AIPPS (polyP4) in VFT2.

3.2.1.1 Position und Konservierung der polyP Motive in EvgS

Die Kristallstruktur der periplasmatischen EvgS Doménen aus E. coli K-12 legt die Position der darin enthaltenen
polyP Motive offen!>® (Abb. 19A und B). TSPPL, NYPPD und YSPPD formen Schleifenstrukturen. TSPPL und
NYPPD liegen in relativ geringer rdumlicher Entfernung (Abstand von P129 zu P175: 7,0 A; S128 zu P175: 2,8
A) in zwei gegeniiberliegenden unterschiedlichen globuliren Einheiten. YSPPD liegt in einer zentralen Region
von VFT2 und wird umrahmt von zwei a-Helices und einer B-Faltblattstruktur. EvgS liegt als Dimer vor. Die
Strukturen der beiden periplasmatischen Domédnen sind dabei komplementir und passen ineinander. Dabei
formieren die VFT Doménen einen Kern aus insgesamt sechs a-Helices. In dieser Struktur liegen sich die AIPPS
Motive der beiden EvgS Molekiile gegeniiber, wobei der Abstand zwischen den beiden S509 6,35 A betrigt und
die Proline selbst voneinander abgewandt positioniert sind (P508: 17,7 A).

Abb. 19: Lokalisation der polyP Motive der Histidinkinase EvgS aus E. coli K-12 MG1655 (A) Kristallstruktur'® der
periplasmatischen EvgS Dominen mit darin enthaltenen polyP Motiven. Darstellung als Dimer (aa 26-519). (B)
Kristallstruktur'>® der periplasmatischen EvgS Doménen aus E. coli K-12 mit darin enthaltenen polyP Motiven. Darstellung
als Monomer (aa 26-519).
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Die Motive sind innerhalb von 43 représentativen E. coli Stimmen unterschiedlich stark konserviert (Abb. 20A).
Mit Ausnahme des E. coli Stammes O78:H11 (strain H10407) tragen Stimme der phylogenetischen Gruppen A
und B1 ausschlieBlich TSPPL (polyP;), wéhrend sich in allen untersuchten Stimmen der phylogenetischen
Gruppen B2, D, E und F an analoger Position das ,,moderate” Motiv ASPPL vorfindet. Diese Zweiteilung spricht
fiir ein einmaliges Substitutionsereignis, welches zur Anderung der Motivstirke fiihrte. NYPPD (polyP,) ist zu
100% konserviert und in allen EvgS Homologen anzufinden. Dasselbe gilt fiir PYSPPY (polyP3) und AIPPS

(polyPs). Insgesamt sind 4,76% aller Aminoséduren nicht zu 100% in allen 43 E. coli Stimmen konserviert.
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Abb. 20: Konservierung der polyP Motive der Histidinkinase EvgS aus E. coli K-12 MG1655. (A) Schematische Darstellung
der Doménen von EvgS, sowie der darin enthaltenen polyP Motive TSPPL, NYPPD (P)YSPPY und AIPPS. Alignment von
orthologen Proteinsequenzen aus 43 reprisentativen E. coli Stimmen und Darstellungen der Konservierung von VFT1 und
VFT2 Doménen (vgl. Tab. 10). (B) Rekonstruktion eines phylogenetischen Proteinbaumes aus Orthologen mit mindestens 44%
Sequenzidentitdt und 90% Sequenzlidnge zu EvgS aus E. coli K-12 MG1655 zur Nachverfolgung der Evolution der polyP
Motive (polyP1=TSPPL, polyP>=NYPPD, polyPs; = (P)YSPPY, polyPs = AIPPS). Die farbige Hinterlegung der polyP Motive
beschreibt deren Klassifizierung. Griin = ,,schwach®, orange = ,,moderat®, rot = ,,stark.
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Ein Alignment von 183 Orthologen (Tab. S4) mit mindestens 44% Sequenzidentitdt und hdchstens 10%
Sequenzldngenabweichung von EvgS aus E. coli K-12 MG1655 verdeutlicht die Evolution der Motive (Abb. 20B).
Die Proteinsequenzen der einzelnen Gattungen (ausgenommen Escherichia und Shigella) unterscheiden sich sehr
stark voneinander. TSPPL (polyP;), bzw. ASPPL finden sich ausschlieBlich in Spezies der Gattungen Escherichia
und Shigella, wahrend in weiter entfernt verwandten Gattungen keine konsekutiven Proline an analoger Position
auftreten. NYPPD (polyP») findet sich ebenfalls in Escherichia und Shigella, wobei zwei konsekutive Proline mit
abweichenden, flankierenden Aminosduren ebenfalls in Serratia (DFPPK/E, ,,moderat”) auftreten. (P)YSPPY
(polyPs) ist starker konserviert und exisitiert unverandert in EvgS Orthologen der Gattungen Escherichia, Shigella
und der Spezies Yersinia frederiksenii (PYSPPF, ,moderat™). In den Gattungen Enterobacter und Klebsiella
(SFHPPF, ,,schwach®), sowie Serratia, Chania, Yersinia und Hafnia (PYYAPL/F, ,kein Effekt®) liegt das polyP
Motiv in abgeschwiéchter Form oder gar nicht vor. Ein polyP Motiv an analoger Position zu AIPPS (polyP4) in
EvgS aus E. coli K-12 MG1655 ist in allen Gattungen auBler Yersinia (NIPQK, kein Effekt) anzufinden. Eine
abgeschwichte Form findet sich in Serratia (DIPPK, ,,moderat*) und Hafnia (NIPPK, ,,moderat). Die EvgS polyP

Motive sind umso konservierter, je starker der vorhergesagte Translationsarrest ist.

3.2.1.2 Einfluss des putativ ,,starken“ NYPPD Motivs auf Lokalisation und Kopienzahl von EvgS

Das Translationslevel eines plasmidbasierten und unter der Kontrolle des konsekutiven cadC Promotor stehenden
EvgS-LacZ Reporterkonstruktes ist in Abwesenheit von EF-P auf ca. 60% des Wildtyplevels reduziert (Abb. 21A).

Die Translation von EvgS ist demnach von EF-P abhingig.

Die Detektion von nativen EvgS Proteinleveln im Western Blot mit spezifischen a-EvgS Antikorpern ist aufgrund
dessen niedriger Expression auch nach Anreicherung von membrangebundenen Proteinen nicht moglich. Eine
FLAG-Markierung stellt eine einfache Moglichkeit dar, ein Protein mit einer bekannten Struktur zu ergénzen, die
mit hoher Affinitit von Antikérpern gebunden wird. Jedoch konnte auch ein C-terminal an EvgS fusionierter

FLAG-Tag im Westernblot mittels spezifischem a-FLAG Antikorper nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Aus diesem Grund wurde die Expression von evgsS artifiziell erhoht. Da ein unter der Kontrolle des konsekutiven
cadC-Promotor stehendes evgS-FLAG Konstrukt nicht zu einer ausreichend hohen Expressionsrate fiihrte, wurde
auf den L-Arabinose-induzierbaren Pz4p-Promotor zuriickgegriffen. Dabei wurde neben dem nativen EvgS Protein
eine Variante getestet, in welcher eines der beiden ,,starken* polyP Motive, NYPPD, durch NYAAD substituiert
wurde. Beide Proteine, EvgSxyppp-FLAG und EvgSnyaap-FLAG, kénnen nach Induktion mit 0,1% L-Arabinose
im Western Blot detektiert werden (Abb. 21B). Dabei stellt sich eine deutliche EF-P-Abhingigkeit des
Proteinlevels dar. Die spezifische Bande von EvgSnyrep-FLAG ist im Wildtyphintergrund deutlich stérker, als es
bei einer Aefp Mutante der Fall ist. Beide EvgS-Varianten sind sowohl in Wildtyp-, als auch in Aefp Zellen Teil

der Membranfraktion, wihrend keine 16slichen Derivate nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 21: Beurteilung der Auswirkungen einer EvgS NYPPD/NYAAD Substitution (WT oder P/A) auf Translationslevel und
Proteinfunktionalitit. (A) Quantifizierung des Translationslevels eines plasmidkodierten EvgS-LacZ Reporters in
Abhingigkeit von EF-P mittels B-Galactosidaseassay. (B) Western-Blot zur relativen Quantifizierung von plasmidkodierten,
unter der Kontrolle des Psap Promotors stehenden EvgSnyrpp-FLAG und EvgSnyaap-FLAG in Abhéngigkeit von EF-P. (C)
Wachstumskurven zur Beurteilung des Effekts verschiedener Expressionslevel der EvgS-FLAG Varianten auf die
Zellteilungsrate in Wildtyp und Aefp Hintergrund. (D) SDS-PAGE von angereicherten Membranproteinen zur relativen
Quantifizierung der Proteinlevel von plasmidkodierten EvgSnyppp-FLAG und EvgSnvaap-FLAG Varianten in Abhéngigkeit
von EF-P bei verschieden hohen Expressionsleveln. (E) Auf (D) basierender Western-Blot. (F) Phénotypische
Charakterisierung einer chromosomal kodierten EvgSnyaap Variante. Anteil der verbleibende CFUs nach 90-miniitiger
Inkubation (teo)bei pH 2 nach vorheriger Adaptation an moderate S&urestressbedingungen von pH 5,5 (to). (G)
Stichprobenartige Analyse der Anzahl verbleibender CFUs wihrend der Kultivierung bei pH 3,1 iiber einen Zeitraum von sechs
Stunden. (H) qPCR Analyse des Expressionslevels der durch EvgS/EvgA regulierten Gene gadE, emrK und ydeP nach
zweistlindiger Inkubation bei moderatem Saurestress (pH 5,5) im Vergleich zu pH 7,5. Vergleich von Stimmen mit EvgSnyppp
oder EvgSnyaap Variante.

Material und Methoden: (A) pEvgS-LacZ = V5, WT = St4, Aefp = St6. (B-E) pEvgSxyeep-FLAG = V23, pEvgSnyaap-FLAG
=V24, WT = St4, Aefp = St6. (F-H) EvgSwr = St31, EvgSe/a = St35, AevgS = St34.

Die gezeigten Resultate repriasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfiihrungen.
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Eine artifiziell erhohte Kopienzahl der EvgS-Varianten wirkt sich auf die Teilungsrate der transformierten
Zelllinien aus, wie Wachstumskurven mit unterschiedlich induzierten Kulturen zeigten (Abb. 21C). Dabei ndhern
sich die Werte von mit 0,00002% L-Arabinose induzierten Kulturen, denen von nicht-induzierten an. Aus diesem
Grund entsprechen die dazugehdrigen Westernblot-Ergebnisse am wahrscheinlichsten dem tatsdchlich
vorherrschenden Zustand eines nativ exprimierten evg$S Gens. Aufgrund der Durchléssigkeit des P4p-Promotors
kann auch hier vollig auf den Induktor verzichtet werden. Die EvgS-Varianten kdnnen bei diesem Expressionslevel
nach Anreicherung von Membranproteinen im Western Blot detektiert werden (Abb. 21E). Da die EvgS-
spezifische Bande nach SDS-PAGE an sehr prominenter Position zu finden ist, ist es moglich, die Proteinbande

bereits im Gel mittels TCE-Féarbung zu identifizieren und quantifizieren (Abb. 21D).

Nach Induktion mit 0,2% L-Arabinose ist das Proteinlevel von EvgSnyaap-FLAG in Wildtyp und Aefp Stimmen
gleich. Im Gegensatz dazu ist das Proteinlevel der EvgSnyrep-FLAG Variante in Abwesenheit von EF-P stark
reduziert (basierend auf Proteinfarbung im Gel: 0,12+0,06-fach). Die Entfernung des ,,starken* polyP Motivs filihrt
demnach zu einer EF-P unabhingigen Translation. Bei derartig hohem Expressionslevel ist allerdings auch zu
vermerken, dass die EvgSnyaap-FLAG Variante in beiden Stimmen in niedrigerer Kopienzahl translatiert wird,
als die native EvgSnyppp-FLAG Variante in Wildtypzellen (basierend auf Proteinfirbung im Gel: 0,40+0,12-fach,
bzw. 0,43+0,08-fach in Aefp Mutante, bzw. Wildtyp). Bei niedrigerem Expressionslevel und damit einer
geringeren Akkumulation bereits translatierter Proteine, ergibt sich ein leicht abweichendes Bild. Hier wird
deutlich, dass EvgSnyaap in Abwesenheit von EF-P in geringerer Kopienzahl auftritt, als in Wildtypzellen
(basierend auf Proteinfirbung im Gel: 0,16+0,05-fach statt 0,86+£0,21 bzw. 0,10+0,07-fach statt 0,88+0,25 bei
0,00002%, bzw. 0,0% L-Arabinose). Grund dafiir sind die verbliebenen, ebenfalls putativ EF-P abhéngigen drei
polyP-Motive (TSPPL, PYSPPY und AIPPS). Eine Anhebung des Translationslevels in Folge der
NYPPD/NYAAD Substitution konnte in keinem der Fille beobachtet werden.

3.2.1.3 Einfluss des putativ ,,starken“ NYPPD Motivs auf die Proteinfunktionalitiit von EvgS

Um zu kléren, welche Rolle das ,,starke NYPPD Motiv auf die Funktionalitdt von EvgS hat, wurde das Motiv
markerlos auf chromosomaler Ebene durch NYAAD substituiert und der resultierende E. coli K-12 MG1655
EvgSnyaap Stamm phénotypisch charakterisiert. Dabei wurde der Fokus auf die durch das

Zweikomponentensystem EvgAS regulierte Antwort auf moderaten Saurestress gelegt.

Der zur Anwendung gekommene Sdurestress-Assay ist ein gut beschriebenes Testsystem zur Bewertung von
EvgS-Mutanten 27! 16161 Zellen wurden dafiir bis in die friihe exponentielle Wachstumsphase (ODeoo ~ 0,2) in
LB-Medium angezogen und der pH-Wert bei Start des Experimentes (to) auf 3,0 eingestellt. Die iiber die Zeit
verbleibenden koloniebildenden Individuen (CFU, colony forming units) spiegeln die Séaureresistenz der Zellen
wieder. Die Zahl der koloniebildenden E. coli K-12 MG1655 EvgSnyaap Zellen war iiber einen Zeitraum von 5
Stunden vergleichbar mit der einer AevgS Mutante. Wildtypzellen mit nativem EvgS wiesen einen signifikant
hoheren Anteil an stressresistenten Zellen auf (Abb. 21G). Ergénzend wurde die Fahigkeit der Séureadaptation
des EvgSnyaap exprimierenden Stammes getestet. Dafiir wurden Zellen in LB-Medium mit einem pH-Wert von
5,0 vorkultiviert, bevor der pH auf 3,0 eingestellt wurde. Die Zahl der liberlebenden und koloniebildenden Zellen
wurde nach drei Stunden Inkubationszeit ausgezéhlt (Abb. 21F). Auch hier bestitigte sich, dass der
NYPPD/NYAAD Austausch in EvgS denselben Phénotyp induziert, wie es bei einer AevgS Mutante der Fall ist.
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Zellen des Wildtyp-Stammes sind signifikant resistenter gegeniiber der getesteten Stressbedingung und bei
Versuchsende wurden etwa 6-mal mehr Kolonien gezdhlt. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass EvgSnyaap nicht

funktionell ist.

Dartiiberhinaus zeigte eine qPCR Analyse, dass NYPPD auch fiir die Expression der durch EvgA regulierten Gene
gadE, emrK und ydeP bei moderatem Séurestress von Bedeutung ist (Abb. 21H). Die Expressionslevel von gadE
und emrK sind auf ca. 18%, bzw. 25% des Wildtyplevels reduziert und vergleichbar mit denen der AevgS Mutante.

3.2.4 Die Bedeutung von IPPPL fiir die Histidinkinase EnvZ

EnvZ triagt zwei polyP Motive unterschiedlicher ,,Stiarke*: das in der periplasmatischen Doméne lokalisierte

,,moderate’ VVPPA (polyP;) und das ,,starke* IPPPL (polyP,) in der HAMP Doméne.

3.2.1.1 Position und Konservierung der polyP Motive in EnvZ

Die periplasmatische Domine wurde bereits kristallisiert (PDB 5XGA) 3*° und die 3D Proteinstruktur zeigt, dass
VVPPA nach aul3en orientiert positioniert ist und ein B-Faltblatt von einer a-Helix trennt (Abb. 22A). Die EnvZ
HAMP Doméne wurde mit Hilfe des Tools Phyre2 modelliert (Abb. 22B). Die daraus resultierende
Strukturvorhersage ergab, dass IPPPL in einer unstrukturierten Verbindungssequenz zwischen den beiden fiir

HAMP Domaénen charakteristischen antiparallelen a-Helices liegt.

53

Abb. 22: Lokalisation der polyP Motive der Histidinkinase EnvZ aus E. coli K-12 MG1655. (C) Kristallstruktur (PDB 5XGA,
aa 36 - 125)* der periplasmatischen EnvZ Domine aus E. coli K-12 und Markierung des darin enthaltenen VVPPA Motivs.
(D) Modell der 3D Struktur der cytoplasmatischen HAMP Doméne (aa 183 —238) von EnvZ aus E. coli K-12 und Markierung
des darin enthaltenen IPPPL Motivs.
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In Homologen aus 43 représentativen E. coli Stimmen sind beide Motive unverdndert, wobei insgesamt nur 1,56%
der EnvZ Aminoséuren nicht zu 100% konserviert sind (Abb. 23A). Ein Alignment von EnvZ aus 793 Orthologen
(Tab. S5) mit mindestens 44% Identitét und hochstens 10% Sequenzlangenabweichung ergab, dass IPPPL stérker
konserviert ist, als VVPPA (Abb. 23B). In insgesamt 32 Gattungen liegt in der zu VVPPA analogen Position ein

polyP Motiv vor (mit leichter Abweichung von VVPPA: wie EVPPA, AVPPA und PVPPA) — unter anderem in
Escherichia, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Cronibacter, Erwinia, Edwardsiella, Yersinia, Sodalis,
Brenneria und Budvicia. In allen EnvZ Orthologen dieser Gattungen ist zugleich auch ein zweites polyP Motiv in

der HAMP Domine vorzufinden. Die Gattungen Vibrio, Aliivibrio, Salinivibrio, Photobacterium, Proteus und
Cosenzae tragen dagegen nur ein zur Position von IPPPL analoges polyP Motiv. Die ,,Stirke™ dieses XPPPX
Motivs ist dabei variabel, so dass die Erhaltung der Proline selbst vermutlich eine wichtigere Rolle spielt, als deren
translationsverzdgernder Effekt. Der phylogenetische Stammbaum lésst offen, ob die XPPPX Motive auf einen

gemeinsamen Vorfahren zuriickgehen, oder ob es sich um eine unabhéngige Entwicklung handelt
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Abb. 23: Konservierung der polyP Motive der Histidinkinase EnvZ aus E. coli K-12 MG1655. (A) Schematische Darstellung
der Doménen von EnvZ, sowie der darin enthaltenen polyP Motive VVPPA und IPPPL. Alignment von orthologen
Proteinsequenzen aus 43 représentativen E. coli Stimmen und Darstellung der periplasmatischen und der HAMP Doméne (vgl.
Tab. 10). (B) Rekonstruktion eines phylogenetischen Proteinbaumes aus Orthologen mit mindestens 44% Sequenzidentitét und
90% Sequenzlinge zu EnvZ aus E. coli K-12 MG1655 zur Nachverfolgung der Evolution der EnvZ polyP Motive (polyPi

VVPPA, polyP> = IPPPL). Die farbige Hinterlegung der polyP Motive beschreibt deren Klassifizierung. Griin = ,,schwach®,
orange = ,,moderat*, rot = ,,stark".
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3.2.1.2 Einfluss des putativ ,,starken* IPPPL Motivs auf Lokalisation und Kopienzahl von EnvZ

Eine indirekte Bestimmung des Translationslevels eines plasmidbasierten und unter der Kontrolle des cadC
Promotors stehenden EnvZ-LacZ Reporterkonstruktes durch Messung der B-Galactosidaseaktivitdt von
transformierten Wildtyp E. coli BW25113 und BW25113 Aefp Zellen ergab, dass das Proteinlevel von EnvZ in
Abwesenheit von EF-P auf etwa 75% reduziert ist (Abb 24A). Damit konnte die vorhergesagte EF-P Abhdngigkeit

der EnvZ Translation bestétigt werden.

Um zu untersuchen, welche Rolle das ,,starke” IPPPL Motiv auf das Translationslevel und die Lokalisation von
EnvZ hat, wurde das Motiv auf chromosomaler Ebene durch IAAAL ersetzt. Die relative Kopienzahl von EnvZ
wurde mittels Western Blot und spezifischen o-EnvZ- Antikdrpern quantifiziert (Abb. 24C). Das Proteinlevel der
EnvZiaaar Variante unterschied sich nicht von dem des nativen EnvZ des Wildtypstamms. Die EnvZiaaar Variante
konnte ebenso wie das native EnvZ nach Fraktionierung in der Membranfraktion festgestellt werden. Losliche
Derivate der EnvZiaaar Variante konnen ausgeschlossen werden. Die Proteinbande der EnvZiaaar Variante lauft
in der SDS-PAGE etwa 1.250 Da niedriger, als die des Wildtyp EnvZipppr. Vermutlich spiegelt dies ein aus dem
fehlenden polyP Motiv resultierendes, verdndertes Laufverhalten des Proteins im Polyacrylamidgel wider.

Eine EF-P Abhéngigkeit des Proteinlevels der Wildtyp EnvZipppr Variante wurde erst nach plasmidbasierter
Expression von envZ unter der Kontrolle des Pg4p Promotors sichtbar. Je hoher die Expression, desto deutlicher
der Unterschied zwischen Wildtyp und Aefp Zellen. Allerdings beeintrachtigt eine erhdhte Genexpression, wie im

Fall von evgS und dgcC die Teilungsrate von Wildtyp und Aefp E. coli Zellen gleichermaBien (Abb. 24B).

3.2.1.3 Einfluss des putativ ,,starken*“ IPPPL Motivs auf die Proteinfunktionalitit von EnvZ

Um die Bedeutung des IPPPL Motivs fiir die Signalaktivitdt von EnvZ zu untersuchen, wurde die Féhigkeit einer
E. coli K-12 MG1655 Mutante, in welcher das Motiv in EnvZ auf chromosomaler Ebene durch IAAAL
ausgetauscht wurde, auf osmotischen Stress durch die OmpR vermittelte Regulation der Expression von ompC

und ompF zu reagieren, beurteilt.

In einem ersten Ansatz wurden die Porine von Wildtyp und isogener EnvZiaaarL , sowie AenvZ Mutante nach
Exposition mit steigenden NaCl-Konzentrationen isoliert und anschlieend in einem Coomassieblau-gefarbten
SDS-Harnstoffgel detektiert und quantifiziert (Abb. 24D und E). Wie erwartet steigen bzw. sinken die OmpC und
OmpF Proteinlevel in Wildtypzellen als Reaktion der steigenden Mediumosmolaritit. Im Gegensatz dazu sind in
der AenvZ Mutante stressunabhéngige, konstant reduzierte OmpC Level zu verzeichnen. Die EnvZiaaar Variante
zeigt unter Normalbedingungen hingegen hohen OmpC Leveln niedrige OmpF Level. Mit steigender Osmolaritét
findet nur ein minimaler Anstieg, bzw. Abfall der OmpC und OmpF Level statt. Daraus ldsst sich schlieBen, dass
die Kinaseaktivitdt der EnvZiaaar Variante im ,,ON* Status fixiert ist.

In einem ergénzenden Versuchsansatz wurde die Fluoreszenz des Reporterstammes EPB273a mit verschiedenen

chromosomal kodierten EnvZ-Varianten, bzw. mit envZ Deletion untersucht (Abb. 24F).
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Abb. 24: Beurteilung der Auswirkungen einer EnvZ IPPPL/IAAAL Substitution (WT oder P/A) auf Translationslevel und
Proteinfunktionalitdt. (A) Quantifizierung des Translationslevels eines plasmidkodierten EnvZ-LacZ Reporters in
Abhéngigkeit von EF-P mittels B-Galactosidaseassay. (B) Wachstumskurven zur Beurteilung des Effekts verschiedener
Expressionslevel von EnvZ-FLAG auf die Zellteilungsrate in Wildtyp und Aefp Hintergrund. (C) Western-Blot zur relativen
Quantifizierung der Proteinlevel von chromosomal kodiertem EnvZwr und EnvZp/a oder plasmidkodiertem, unter der Kontrolle
des Ppap stehenden EnvZ-FLAG in Abhéngigkeit von EF-P. (D) Reinigung und Visualisierung von Proteinen der &dufleren
Membran auf einem Coomassieblau-gefarbten Harnstoffgel. Vergleich der Proteinlevel von E. coli K-12 Wildtyp und isogener
EnvZiaaaL bzw. AenvZ Mutante nach Exposition mit verschieden hohen NaCl-Konzentrationen in M9 Medium. (E)
Quantifizierung der Bandenintensititen aus (D). (F) Auf OmpC-CFP basierender Reporterassay zur Untersuchung der
Verdnderung des OmpC Expressionslevels als Reaktion auf Osmostress. Vergleich der Fluoreszenz von EPB273a Stimmen
mit chromosomal kodierter EnvZipppL, bzw. EnvZiaaaL Variante oder envZ Deletion. Der Zusatz von 0,2 M NaCl oder 0,4 M
Saccharose entspricht einem Anstieg der Medium-Osmolalitdt von 0,200 auf 0,460 Osmol/kg, sowie 1,080 Osmol/kg nach
Zugabe von 0,8 M Saccharose.

Material und Methoden: (A) pEnvZ-LacZ = V4, WT = St4, Aefp = St6. (B) pEnvZwr = V20, WT = St4, Aefp = St6.
(C) EnvZwr = St31, EnvZpa = St33, AenvZ = St32, Aefp = St6 - Uberexpression envZ: pEnvZwr = V20 in WT = St4 oder
Aefp = St6 St32 - Kontrolle: pEnvZwr =V25 in AenvZ = St32. (D+E) EnvZwr = St31, EnvZp/a«) = St33, AenvZ = St32.
(F) EnvZwr = St41, EnvZp/a«) = St43, AenvZ = St42.

Die gezeigten Resultate repriasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfithrungen. Die
Ergebnisse wurden 2018 publiziert 33!,
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Der Assay basiert auf einer chromosomalen ompC-cfp Fusion, durch welche das relative Expressionslevel von
OmpC als Antwort auf unterschiedliche osmotische Stressbedingungen beobachtet werden kann. Wie bereits
beschrieben 4, fiihrt die Kultivierung von Wildtypzellen mit 0,2 M NaCl zu erhdhten OmpC-CFP Leveln, welche
durch eine weitere Erhdhung der Osmolaritit noch gesteigert werden kann. Die AenvZ Mutante produziert nur
geringe OmpC-Level und reagiert minimal auf osmotischen Stress. Im Gegensatz dazu sind die OmpC-CFP Level

der EnvZiaaaL Mutante im Vergleich zum Wildtyp unter allen getesteten Bedingungen signifikant erhoht.

Folglich kann geschlossen werden, dass IPPPL eine essentielle Rolle in der Signalperzeption und -weiterleitung

durch EnvZ spielt.
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3.3 Die Rolle von EnvZ polyP Motiven in der Proteininteraktion

Ein Alignment von 62 EnvZ Orthologen mit mindestens 44% Sequenzidentitit zu EnvZ aus E. coli K-12 MG1655
aus Organismen externer Knotenpunkte eines kiirzlich verdffentlichten phylogenetischen Stammbaums von
Gammaproteobakterien®3? gibt Aufschluss iiber das MaB der Konservierung der polyP Motive (Abb. 25A). Dabei
zeigte sich, dass das periplasmatische polyP; Motiv (Valy 30%, Valz, 56%, Pross 59%, Pross 62%, Alass 60%)
weniger stark konserviert ist, als das cytoplasmatische polyP> Motiv (Ilezo1 60%, Proze: 89%, Prosos 68%, Proses
81%, Leuzos 87%). Bei Letzterem ist das flankierende Isoleucin in vielen Fillen durch Phenylalanin ersetzt, was

generell zu einer Abschwéchung des vorhergesagten Translationsarrests fiihrt.

3.3.1 Die Beteiligung des IPPPL Motivs an der Homodimerisierung von EnvZ

Die EnvZ HAMP Domiéne bildet eine typische homodimere, sich aus vier a-Helices zusammensetzende, parallele
coiled-coil Struktur 3¥3%, HAMP Dominen sind entscheidend fiir die Signaltransduktion von
Rezeptorproteinen 33, Ein polyP Motiv wie im Fall von EnvZ tritt in dieser Doméne nur in Einzelfillen auf 337> 3%,
Der Frage, ob IPPPL ecin stabilisierendes, strukturformendes Element oder durch eine direkte Beteiligung an der
Proteininteraktion wichtig fiir die Dimerisierung von EnvZ ist, wurde mit Hilfe eines bacterial-two-hybrid Assays
nachgegangen (Abb. 25C und D). Dabei wurde die Dimerisierungskapazitit der geteilten Adenylatcyclase CyaA
(T18 und T25) von Bordetella pertussis®®” 333 in Abhingigkeit der C-terminal und translational an die beiden
Fragmente fusionierten EnvZ Varianten bestimmt (Abb. 25B). Die Reassemblierung hat eine funktionelle
Adenylatcyclase zur Folge, welche die cAMP Signalkaskade induziert und damit die Transkription des lac
Operons im mit verschiedenen Plasmidkombinationen transformierten E. coli Reporterstamm BTH101 aktiviert.
Fiir die relative Quantifizierung des Expressionslevels wurde die f-Galactosidaseaktivitit bestimmt. Alternativ

dazu wurde die Blaufdrbung von auf X-Gal/IPTG kultivierten Makrokolonien verglichen.

Als Positivkontrolle fungierte die Dimerisierung des Transkriptionsfaktors GCN4 (Zip)**

aus Saccharomyces
cerevisiae und als Negativkontrolle wurde gezeigt, dass T18 und T25 allein nicht interagieren. Eine Kombination
von zwei EnvZ Wildtypproteinen fiihrte zu hohen B-Galactosidasewerten, womit eine Dimerisierung des nativen
Proteins bestitigt wurde. Eine Substitution des IPPPL Motivs durch IAAAL in einem der beiden EnvZ Konstrukte
fiihrt hingegen zu signifikant kleineren Werten. Ein dramatischer Abfall der Dimerisierung ist im Fall eines in
beiden Interaktionspartnern ausgetauschten IPPPL Motivs zu verzeichnen. Ein Austausch des periplasmatischen
VVPPA Motifs in VVAAA hat hingegen kaum einen Effekt auf die Dimerisierung von EnvZ. Die Beobachtungen

gelten auch bei einem Austausch der Motive in beiden Interaktionspartnern (Abb. 25E und F).
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Abb. 25: Beschreibung auf folgender Seite.
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Abb. 25: Die Rolle von periplasmatischem VVPPA (polyPp) und cytoplasmatischem IPPPL (polyP.) Motiv der E. coli K-12
MG1655 Histidinkinase EnvZ fiir Homodimerisierung und Interaktion mit dem Modulatorprotein MzrA. P/A = Prolin-Alanin-
Substitution innerhalb des betreffenden polyP Motivs. (A) Aminosédurekonservierung der periplasmatischen und HAMP
Doméne aus orthologen EnvZ Sequenzen aus 63 verschiedenen Vertretern von y-Proteobakterien, die dieses Protein aufweisen.
Auswahl basierend auf einem kiirzlich verdffentlichten tree of life 332. (B) Prinzip des bacterial-two-hybrid Assays zur
Untersuchung der EnvZ-EnvZ Dimerisierung oder EnvZ-MzrA Interaktion. (C -H) Bacterial-two-hybrid Assay zur
Determinierung der EnvZ Dimerisierung, bzw. der EnvZ-MzrA Interaktion in Abhéingigkeit der beiden polyP Motive mittels
B-Galactosidaseassay oder Vergleich der Blaufiarbung von auf IPTG/X-Gal gewachsenen Makrokolonien.

Material und Methoden: T18 = V45, T25 = V39, T18-zip = V50, T25-zip = V51, T25-MzrA = V40, T18-EnvZwr = V46,
T18-EnvZp/a o) = V47, T18-EnvZp/a () = V48, T18-EnvZp/a (ptc) =V49, T25-EnvZwr =V41, T25-EnvZpa ) = V42, T25-
EnvZpia ()= V43, T25-EnvZp/a (p+c)= V44, in: E. coli BTH101 (St53).

Die gezeigten Resultate repriasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhdngigen Versuchsdurchfiihrungen. Die
Ergebnisse von wurden 2018 publiziert 33!,

3.3.2 Beteiligung von VVPPA und IPPPL an der Bindung des Modulatorproteins MzrA

Aufgrund seiner exponierten Lage im Periplasma wurde das EnvZ VVPPA Motiv auf seine Beteiligung an der
Interaktion zwischen EnvZ und dem membranintegrierten Modulator MzrA hin untersucht. Es ist bereits bekannt,
dass zwei Aminosduresubstitutionen in der periplasmatischen Domédne von MzrA ausreichen, um dessen
Bindeaffinitit gegeniiber EnvZ signifikant herabzusenken '33. Ein bacterial-two-hybrid Assay mit C-terminal an
das Adenylatcyclase-Fragment T25 fusioniertem MzrA und verschiedenen EnvZ Varianten unterstreicht die
Wichtigkeit des EnvZ VVPPA Motivs (Abb. 25G und H). MzrA und das native EnvZ interagieren wie erwartet
und fithren den hohen -Galactosidaseaktivititen des Reporterstammes BTH101 nach zu urteilen zu einer stabilen
Komplementation der Adenylatcyclase-Fragmente T18 und T25. Eine Substitution des VVPPA Motivs durch
VVAAA fiihrt dagegen zu einem Abfall der B-Galactosidaseaktivitaten auf 60%, was auf eine reduzierte Affinitét
der EnvZVyvaaa Variante gegeniiber MzrA hindeutet. Die IPPPL/IAAAL Substitution des in der HAMP Doméne
lokalisierten polyP Motivs fiihrt zu einer kompletten Aufhebung der EnvZ-MzrA Interaktion und
B-Galactosidasewerten, die nur etwa 10% der Kontrolle entsprechen. Es bleibt zu diskutieren, ob die 13
cytoplasmatischen MzrA Aminoséuren, welche fiir eine direkte Interaktion mit der EnvZ HAMP Doméne in Frage
kommen, eine Rolle spielen, oder ob eine Dimerisierung von EnvZ Voraussetzung fiir die Interaktion mit MzrA

ist.

3.3.3 Die Bindungsaffinitit von MzrA zu EnvZ in Abhéngigkeit zur Mediumosmolarit:it

Die Affinitdt von EnvZ und MzrA ist stark abhéngig von der Osmoloraitét, wie eine weitere bacterial-two-hybrid
Analyse mit den oben beschriebenen Komponenten zeigt (Abb. 26). Die Zugabe von bis zu 0,4 M NaCl senkt die
Interaktion der Positivkontrolle T18-Zip/T25-Zip, sowie die Dimerisierung von T18-EnvZ/T25-EnvZ nur leicht
und mit linearem Charakter herab. Moglicherweise ist dies eine Folge der Verdrangung von Wassermolekiilen auf

den Proteinoberfldchen und einer damit einhergehenden Verdnderung der Proteinstabilitit. Im Gegensatz dazu fallt
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die T18-EnvZ/T25-MzrA Interaktion exponentiell ab. Bereits der Zusatz von 0,2 M NaCl hat eine Reduzierung
der B-Galactosidaseaktivitdt auf 22% zur Folge, wéhrend eine weitere Erhdhung der Osmolaritét durch 0,4 M NaCl
zu Werten von 13,6% des Normallevels fiihrt (Abb. 26A und B). Um den fraglichen Bereich zwischen 0,0 M und
0,2 M NaCl besser aufzuldsen, wurden in einem folgenden Versuchsansatz 11 Konditionen mit um je 0,02 M
abweichenden NaCl Konzentrationen getestet (Abb. 26C). Ein entscheidender Abfall der Bindestirke zwischen
MzrA und EnvZ findet demnach zwischen dem Zusatz von 0,0 M und 0,02 M NaCl statt. Dies ldsst Riickschliisse
auf die Funktion von MzrA als Modulator der Aktivitit von EnvZ zu. Anscheinend bindet MzrA unter
Normalbedingungen an EnvZ, wihrend die Bindung unter osmotischen Stressbedingungen aufgeldst wird, was

der Funktionsweise eines Repressors entsprechen wiirde.
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Abb. 26: Bacterial-two-hybrid Assay zur Analyse der EnvZ-MzrA Interaktion in Abhéngigkeit zur Mediumosmolaritit.
(A + B) Vergleich der MzrA-EnvZ Interaktion mittels f-Galactosidaseassay und Vergleich der Blaufarbung von auf IPTG/X-
Gal gewachsenen Makrokolonien. (C) Detaillierte Untersuchung der relevanten Mediumosmolaritéten.

Material und Methoden: T18 = V45; T25 = V39, T18-zip = V50, T25-zip = V51, T25-MzrA = V40, T18-EnvZwr = V46,
in: E. coli BTH101 (St53).

Die gezeigten Resultate repriasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfithrungen.
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3.3.4 Visualisierung von EnvZ und MzrA auf Einzelzellebene

Eine Analyse der Lokalisation von EnvZ und MzrA auf Einzelzellebene gibt neben Informationen zu Lage und
Oligomerisierung der beiden Proteine auch Aufschluss dariiber, inwiefern eine korrekte Membranintegration von
EnvZ von einer zeitlichen Taktung dessen Translation, bzw. der Prisenz von EF-P, abhédngt. Zwar konnte gezeigt
werden, dass EnvZ auch in Abwesenheit von EF-P in der Membran verankert ist, unklar ist jedoch, ob dies
kotranslational geschieht und ob ein definiertes Zeitfenster Voraussetzung fiir das Zusammenfinden von
Interaktionspartnern ist. Ein ebenfalls mogliches Szenario ist, dass EnvZ in Abwesenheit von EF-P nur

unvollstdndig und unter Verlust der fiir Proteininteraktionen relevanten Strukturen in die Membran integriert wird.

3.3.4.1 Konstruktion und Charakterisierung von Stiimmen mit translationaler MzrA-PAmCherry und
EnvZ-PAGFP/mNeonGreen Fusion

Um EnvZ und MzrA im E. coli K-12 MG1655 Wildtyp und in einer Aefp Mutante auf Einzelzellebene hinsichtlich
Lokalisierung und Clusterbildung zu untersuchen, wurden die beiden Proteine mittels chromosomal am nativen
Lokus angefiigten Fluorophoren C-terminal markiert (Linkeraminosduresequenz: GSGS). Obwohl der
C-Terminus von MzrA nachweislich im periplasmatischen Raum liegt, zeigt ein von Gerken et al. (2010) '3
publiziertes Beispiel (MzrA-PhoA), dass die Voraussetzung fiir die Funktionalitdt von daran fusionierten Proteinen
gegeben ist. PAmCherry weist im Gegensatz zu GFP Derivaten keine Cytosine auf und ist damit resistent
gegeniiber den oxydierenden Bedingungen des Periplasmas **. Eine effektive Translokation und nachfolgende
Faltung findet nachweislich iiber verschiedene Zweige des Sec Transportweges statt 3*!. Die hier gewihlte
Konstellation von cytoplasmatisch und periplasmatisch fusionierten Fluorophoren hat den Vorteil, dass die
Fluoreszenzproteine sich nicht rdumlich behindern. Die Verwendung der Fluoreszenzproteine PAGFP und
PAmCherry erlaubt grundsitzlich eine photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie (PALM) mit sehr hoher
Auflésung 27°. Im Laufe der hier durchgefiihrten Experimente kristallisierte sich heraus, dass PAGFP aufgrund der
Autofluoreszenz von E. coli in einem dhnlichen Wellenldngenbereich ungeeignet ist, weshalb auf das auch ohne

vorherige Aktivierung fluoreszierende mNeonGreen zuriickgegriffen wurde.

Mittels Westernblot-Analyse wurde verifiziert, dass die fusionierten Fluoreszenzproteine keine Auswirkung auf
die relativen Proteinlevel von EnvZ und MzrA haben (Abb. 27A). EnvZ-PAGFP und EnvZ-mNeonGreen werden
in Wildtyp E. coli Zellen und Aefp Zellen gleich stark translatiert. Dies entspricht der Beobachtung von nativen
EnvZ Kopienzahlen. Das Proteinlevel von MzrA-PAmCherry ist in Aefp Zellen etwas kleiner, als in Wildtypzellen
(~ 0,9-fach). Untersucht wurden Stimme, in welchen mzrA4 und envZ zugleich markiert sind. Als Kontrolle wurden

die bereits charakterisierten Konstrukte mCherry-Lys und CadB-eGFP detektiert.

Die Funktionalitit der Konstrukte wurde iiberpriift, indem die Fahigkeit der Stimme, auf steigende NaCl-
Konzentrationen des Mediums mit einer Regulation der Expression der Porine ompC und ompF zu reagieren,
getestet wurde (Abb. 27B). Nach Kultivierung der Stimme in entsprechend modifiziertem M9-Medium wurden
die Proteine der duBeren Membran isoliert, mittels Harnstoff-SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Blau
angefarbt. Als Referenz dienten E. coli BW25113 Wildtyp und Aefp Mutante. Beide Stimme zeigten dasselbe
Expressionsmuster. Unter normalen Wachstumsbedingungen ist die Kopienzahl von OmpF hoher als die von

OmpC. Mit steigender Osmolaritit (durch Zugabe von 0,2 und 0,4 M NaCl) sinkt das Level von OmpF und steigt
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das Level von OmpC. Eine chromosomal kodierte envZ-PAGFP, bzw. envZ-mNeonGreen und mzrA-PAmCherry

Fusion hat weder im Wildtyp, noch im Aefp Hintergrund einen Einfluss darauf.
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Abb. 27: Verifizierung der Expression und Funktionalitit von EnvZ-PAGFP, bzw. EnvZ-mNeonGreen und
MzrA-PAmCherry. (A) Vergleich der Translationslevel der chromosomal kodierten Konstrukte mittels Western Blot mit
spezifischen Antikdrpern. Untersuchung von zuvor isolierten Membranfraktionen. (B) Untersuchung der Fiahigkeit der
Stdmme, auf variierende Mediumosmolaritdten mit einer Verdnderung der EnvZ/OmpR regulierten Expression der fiir die
Porine OmpC und OmpF kodierenden Gene zu reagieren. Isolierung von Proteinen der dufleren Membran und Harnstoff-SDS-

PAGE mit anschlieender Coomassie-Blaufarbung.

Material und Methoden: WT = St4, Aefp = St6, AenvZ = St7, MzrA-PAmCherry/EnvZ-PAGFP/efp™ = St22, MzrA-
PAmCherry/EnvZ-PAGFP/efp- = St23, MzrA-PAmCherry/EnvZ-mNeonGreen/efp” = St26, MzrA-PAmCherry/EnvZ-
mNeonGreen/efp” = St27, mCherry-LysP/efp” = St53, CadB-eGFP/efp* = St54.

Die gezeigten Resultate reprasentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfiihrungen.
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3.3.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Visualisierung von MzrA-PAmcherry und EnvZ-PAGF/mNeonGreen

Bevor die Stimme mittels PALM untersucht wurden, wurde die Fluoreszenz der konstruierten Fusionsproteine
durch Epifluoreszenzmikroskopie iiberpriift (Abb. 28). Dafiir wurden E. coli Wildtyp und Aefp Zellen mit
chromosomal kodierter MzrA-PAmCherry und EnvZ-mNeonGreen, bzw. EnvZ-PAGFP Fusion bis in die frithe

exponentielle Phase kultiviert, anschlieBend fixiert und auf eine mit PBSG bedeckte Glasoberfliche immobilisiert.

Durch Priifung verschiedener Werte der Parameter zur Anregung und Detektion der photoaktivierbaren
Fluorophore wurden geeignete Bildaufnahmebedingungen herausgearbeitet, um die Proteine zu detektieren. Als
Positivkontrolle wurde das bereits bekannte Fluoreszenzverhalten der Proteine DivIVA-PAmCherry und

DivIVA-PAGFP aus B. subtilis, welche am Teilungsseptum lokalisiert sind, herbeigezogen 342,

Eine Aktivierung der Fluorophore wurde durch eine 45 sekiindige Exposition mit Licht der Wellenldnge 400 nm
simuliert. Direkt im Anschluss konnten in einigen der zentral im Bildausschnitt liegenden Zellen ein bis zwei griin,
bzw. rot fluoreszierende Foci detektiert werden (Abb. 28A). Aufgrund der geringen Proteinkopienzahlen konnte
das Signal nur bei sehr intensiver und langer Belichtung detektiert werden, welche gleichzeitig zu einem hohen
Hintergrundsignal fiihrte. Dabei ist das Signal von MzrA-PAmCherry deutlich stirker, als das von EnvZ-PAGFP,
fiir welches ldngere Belichtungszeiten verwendet werden miissen. Der verwendete Wellenldngenbereich zur
Anregung und Detektion von PAmCherry und PAGFP induziert hier auch im nicht fluoreszenzmarkierten Wildtyp
unspezifische, punktférmig konzentrierte Signale. Diese erschweren eine eindeutige Identifizierung der
Fluorophore, wobei der Hintergrund im Fall von PAGFP deutlich hoher ist. Durch die Belichtung der Zellen mit
einer Glithlampe (Farbtemperatur 2700°K) wahrend der Kultivierung konnten unspezifische Signale geringfiigig

reduziert werden.

Im Vergleich zu EnvZ-PAGFP konnten fiir Envz-mNeonGreen deutlich hohere und spezifische
Fluoreszenzintensititen beobachtet werden (Abb. 28B). Allerdings limitiert mNeonGreen aufgrund seiner

konstanten Fluoreszenz die durch PALM Mikroskopie maximal erreichbare Auflosung.

Um das Signal zur Detekion der Fluorophore zu amplifizieren, wurden ergénzend spezifische a-mCherry und
a-mNeonGreen Nanobodies mit gekoppeltem fluoreszierendem Farbstoff verwendet (a-GFP-Atto488 und
a-mCherry-Atto647N). Durch ihre geringe GroBe sollten in der Theorie mehrere Nanobodies intrazelluldr an ein
Fluoreszenzprotein binden. Weder eine Vorbehandlung der Zellen mit Lysozym, die Verwendung von zuvor
priparierten Sphéroblasten und right-side-out Vesikeln, noch das Einbringen der Nanobodies in intakte Zellen
mittels Elektroporation flihrten zu einer reproduzierbaren und gleichméBigen intrazelluldren Verteilung der

Nanobodies.

Obwohl die oben beschriebenen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen keine eindeutigen Aussagen zur
Lokalisation von MzrA-PAmCherry und EnvZ-PAGFP, bzw. EnvZ-mNeonGreen zulassen, konnte die
Fluoreszenz der Fusionsproteine bestitigt werden, womit die Voraussetzung fiir eine Analyse mittels PALM

gegeben ist.
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Abb. 28: Uberpriifung der Fluoreszenz von MzrA-PAmCherry und EnvZ-PAGFP, bzw. EnvZ-mNeonGreen Konstrukten
mittels Epifluoreszenzmikroskopie (Delta Vision Elite). (A) Photoaktivierung der chromosomal kodierten Fluorophore MzrA-
PAmCherry (,rot*, roter Pfeil) und EnvZ-PAGFP (,griin“, griiner Pfeil) in intakten E. coli BW25113 Stimmen.
(B) Fluoreszenz von chromosomal kodiertem EnvZ-mNeonGreen (,,griin®, griiner Pfeil) in E. coli BW25113.

Material und Methoden: E. coli WT = St4, E. coli MzrA-P Amcherry/EnvZ-PAGFP = St22, E. coli MzrA-PAmcherry/EnvZ-
mNeonGreen = St26.
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3.3.4.3 Hochauflésende Lokalisation von MzrA-PAmcherry und EnvZ-PAGFP/-mNeonGreen

Die intrazelluldre Lokalisation von MzrA-PAmCherry und EnvZ-mNeonGreen wurde in Zusammenarbeit mit
Giacomo Giacomelli (AG Prof. Dr. M. Bramkamp, Bereich Mikrobiologie, LMU Miinchen) durch PALM
Mikroskopie untersucht. E. coli Wildtyp und Aefp Zellen mit zugleich chromosomal kodierter MzrA-PAmCherry
und EnvZ-mNeonGreen Fusion wurden wie oben beschrieben bis in die frithe exponentielle Phase kultiviert, fixiert

und immobilisiert.

MzrA-PAmCherry und EnvZ-mNeonGreen konnten sowohl in E. coli BW25113 Wildtyp, als auch Aefp Mutante
identifiziert und lokalisiert werden. Damit wurde das nativ exprimierte EnvZ Volllangenprotein entgegen der
gingigen Erwartung®®® zum ersten Mal auf Einzelzellebene visualisiert. Bis dato wurden verkiirzte und
plasmidkodierte EnvZ Derivate verwendet '*°. Im Fall von MzrA exisitieren bislang keinerlei Daten zur
intrazelluldren Lokalisation der einzelnen Molekiile, sodass die hier vorliegenden Ergebnisse erstmals einen

Einblick gewéhren.

3.3.4.3.1 Grofie und Lokalisation von MzrA-PAmcherry und EnvZ-mNeonGreen Proteincluster

Obwohl die konstante Fluoreszenz von mNeonGreen die Auflosung limitiert und somit keine Unterscheidung von
Einzelmolekiilen in Proteinclustern zuldsst, konnten dennoch wichtige Informationen zur intrazelluldren
Verteilung und Lokalisation von EnvZ-mNeonGreen gesammelt werden. EnvZ-mNeonGreen formt mehrere
Cluster pro Zelle, wobei sich deren Grofle und Anzahl im Wildtyp und Aefp Hintergrund unterscheidet
(Abb. 29A). Dabei sind die Cluster heterogen verteilt und ihr Vorkommen ist auf einen Teil der Zellen beschrénkt.
Der Anteil an Wildtypzellen, in welchem Cluster auftreten ist groBer als der der Aefp Zellen. Wéhrend
Wildtypzellen durchschnittlich 2,65 Fluoreszenzereignisse pro um? aufweisen, sind es in Abwesenheit von EF-P
nur 1,12 Fluoreszenzereignisse pro um?. Da die per Western Blot bestimmten Werte zur relativen Kopienzahl von
EnvZ-mNeonGreen keine Abweichungen in Abhdngigkeit von EF-P aufweisen, muss fiir den Anteil an EnvZ-
mNeonGreen Molekiilen, welcher hier nicht als Fluoreszenzereignis erfasst wurde, eine verdnderte Faltung und
damit einhergehende Fluoreszenzeigenschaft von mNeonGreen in Abwesenheit von EF-P in Betracht gezogen

werden.

Auch MzrA-PAmCherry formt mehrere Cluster pro Zelle. Nur 50% der Zellen weisen Cluster auf und auch hier
ist deren Anzahl in Wildtypzellen hoher, als in Aefp Zellen (Abb. 29B). Dabei wurde in Wildtypzellen eine deutlich

hohere Dichte an Fluoreszenzereignissen festgestellt, als im Aefp Hintergrund (3,66 events/pum?

Vs.
0,56 events/um?). Auch die Anzahl der Fluoreszenzereignisse pro Zelle ist im Wildtyp 29,95% groBer, als in der
Aefp Mutante (13,15 vs. 10,12 Fluoreszenzereignisse/Zelle). Da anndhernd davon ausgegangen werden kann, dass
jedes Molekiil aufgrund des Ausbleicheffekts nur einmal detektiert wird, kann direkt auf die Anzahl der MzrA-
PAmCherry Molekiile riickgeschlossen werden. Der Unterschied zwischen den beiden Stimmen entspricht der
Westernblot-basierten relativen Quantifizierung. Ein GroBteil der Zellen trdgt ein bis zwei Cluster, die maximale
Anzahl liegt bei sieben. Die Cluster setzen sich im Mittel aus 10 Fluoreszenzereignissen zusammen und haben

einen Durchmesser von etwa 40 nm (Abb. 29C und D).
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Abb 29: Detektion von MzrA-PAmCherry und EnvZ-mNeonGreen in doppelmarkierten E. coli BW25113 Wildtyp und Aefp
Stamm mittels PALM. (A) Anzahl und Verteilung der Fluoreszenzcluster pro Zelle, kumulative Verteilung und mittlere Dichte
der mit EnvZ-mNeonGreen assoziierten Fluoreszenzereignisse (events). (B) Anzahl und Verteilung der Fluoreszenzcluster pro
Zelle, kumulative Verteilung und mittlere Dichte der mit MzrA-PAmCherry assoziierten Fluoreszenzereignisse (events).
(C) MzrA-PACherry Cluster pro Zelle. (D) Fluoreszenzereignisse (events) pro MzrA-PAmCherry Cluster.

Material und Methoden: E. coli BW25113 Wildtyp MzrA-PAmCherry/EnvZ-mNeonGreen (,, WT*) = St26, E. coli BW25113
Aefp MzrA-PAmCherry/EnvZ-mNeonGreen (,,Aefp “) = St27.

Analyse und Darstellung durch Giacomo Giacomelli (AG Prof. Dr. M. Bramkamp, Bereich Mikrobiologie, LMU Miinchen).
Die Daten beruhen auf der Auswertung der Fluoreszenz von ca. 500 Zellen.
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3.3.4.3.2 Kolokalisation von MzrA-PAmCherry und EnvZ-mNeonGreen

Cluster von EnvZ-mNeonGreen und MzrA-PAmCherry sind zufillig in der Zellmembran verteilt. Es kann weder
im Wildtyp, noch im Aefp Hintergrund eine Akkumulation in bestimmten Regionen festgestellt werden
(Abb. 30A). Die vorangegangenen in vivo Versuche zeigten, dass EnvZ und MzrA im Wildtyp unter den hier
angewendeten Wachstumsbedingungen interagieren. Durch die Berechnung der relativen Position der
fluoreszierenden Molekiile zueinander nach einer von Malkusch et al. (2012)?"” beschriebenen Methode wurde die
Kolokalisation von EnvZ-mNeonGreen und MzrA-PAmCherry in Abhdngigkeit von EF-P auf Einzelzellebene
untersucht (Abb 30B).

Entgegen der Erwartung stellte sich heraus, dass EnvZ-mNeonGreen und MzrA-PAmCherry in Wildtypzellen
nicht kolokalisieren. Nur ein Bruchteil der griin fluoreszierenden Cluster liegt in ausreichend geringer Distanz zu
roten und umgekehrt. Dasselbe gilt flir die Aefp Mutante. Grund dafiir konnte die Fixierung der Zellpréiparate sein,
welche die Proteinstrukturen moglicherweise so veréndert, dass die Interaktion aufgeldst wird, bevor die Proteine
durch Quervernetzung vollstindig immobilisiert sind. Wie bereits gezeigt, ist die Interaktion zwischen EnvZ und
MzrA dynamisch. Denkbar wére daher auch, dass eine temporire Bindung zum Zeitpunkt der Zellfixierung nicht
sichtbar ist. Die hier angewendeten Versuchsbedingungen lassen keine verlédsslichen Aussagen zur Kolokalisation

von EnvZ und MzrA auf Einzelzellebene zu.
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Abb 30: Lokalisation von MzrA-PAmCherry (,,rot) und EnvZ-mNeonGreen (,,griin“) in doppelmarkierten E. coli BW25113
Wildtyp und Aefp Stdmmen mittels PALM. (A) Visualisierung der Proteincluster am Beispiel einzelner Zellen.
(B) Koordinatenbasierte Kolokalisationsanalyse (CBC)?’”: Werte von 0 bedeuten keine Kolokalisation, wihrend eine
vollstdndige Kolokalisation durch den Wert 1 beschrieben wird. Nur bis zu etwa 30% aller erfassten Fluoreszenzereignissen
(events) haben einen Abstand von weniger als 300 nm zum néichsten andersfarbigen Event. (Wildtyp: ,,griin® -> ,rot*
27.63307% - ,rot* ->,eriin“ 46.90476%; Aefp: ,,grin“ -> ,rot 18.43003% - ,,rot“ >, griin 28.77698%).

Material und Methoden: E. coli BW25113 Wildtyp MzrA-PAmCherry/EnvZ-mNeonGreen (,, WT*) = St26, E. coli BW25113
Aefp MzrA-PAmCherry/EnvZ-mNeonGreen (,,Aefp “) = St27.

Analyse und Darstellung durch Giacomo Giacomelli (AG Prof. Dr. M. Bramkamp, Bereich Mikrobiologie, LMU Miinchen).
Die Daten beruhen auf der Auswertung der Fluoreszenz von ca. 500 Zellen.



3. ERGEBNISSE Die Rolle von EnvZ polyP Motiven in der Proteininteraktion 109

3.3.5 Die phylogenetische Analyse des Auftretens der EnvZ polyP Motive weist auf eine Koevolution mit
MzrA hin

Unter der Annahme, dass das periplasmatische EnvZ polyP Motiv VVPPA auch in anderen Organismen als E. coli
die Interaktion mit MzrA unterstiitzt, wurde untersucht, ob das Auftreten von MzrA mit der Prasenz dieses Motivs
oder mindestens zwei konsekutiver Proline an entsprechender Position korreliert. Obwohl das Motiv in der
unstrukturierten Linkerregion der Doméne liegt und damit ungeeignet fiir die Erstellung von {iiblichen

Homologiemodellen ist 344

, wurde aufgrund seiner hohen Konservierung in EnvZ Orthologen aus verschiedenen
Gammaproteobakterien und seiner Rolle in der Signalaktivitdt des Rezeptors ein detaillierterer Blick auf seine

Evolution geworfen.

In E. coli existieren keine Paraloge zu EnvZ. Um die Verteilung von EnvZ polyP Motiven zu visualisieren, wurde
der in Kapitel 3.3.4 gezeigte phylogenetische Protein-Stammbaum aus EnvZ Orthologen mit einer
Sequenziibereinstimmung von mindestens 44% und einer Léngenabweichung von hochstens 10% zum E. coli K12
EnvZ verwendet. Mittels NCBI BLAST wurde innerhalb der ausgewéhlten Proteome nach Orthologen von MzrA
aus E. coli K-12 MG1655 gesucht, wobei eine Sequenziibereinstimmung von mindestens 31% empirisch als
Grenzwert fir die Definition einer Proteinsequenz als ,,MzrA* festgelegt wurde. Unter Verwendung eines
Farbschemas wurde das Auftreten des periplasmatischen polyP;, (analog zu VVPPA in E. coli K12 MG1655) und
des cytoplasmatischen polyP. (analog zu IPPPL in E. coli K12 MG1655) Motivs in den betreffenden Organismen
markiert (Abb. 31A). Ein cytoplasmatisches polyP. Motiv mit drei konsekutiven Prolinen ist weit verbreitet. Dies
unterstreicht die Wichtigkeit eines Triple-Prolins in der EnvZ HAMP Doméne und dessen hohen
Konservierungsgrad. Im Gegensatz dazu findet sich das periplasmatische polyP, Motiv ausschlieBlich in néher
verwandten EnvZ Orthologen, und insbesondere in Repriasentanten der Enterobacteriaceae. Interessanterweise
existieren MzrA Orthologe exklusiv in Organismen, in welchen EnvZ dieses polyP Motiv tragt. Ausnahmen sind
Pragia, Leminorella und Budvicia, welche ein periplasmatisches polyP Motiv aufweisen, jedoch nicht MzrA. Dies

spricht fiir eine Adaptation von EnvZ an seinen Modulator MzrA.

Um die Entwicklung der beiden EnvZ polyP Motive im Laufe der Evolution nachzuverfolgen, wurde auf einen

Spezies-Stammbaum von Gammaproteobakterien zuriickgegriffen 332

. Die Proteome der Organismen der
Knotenpunkte wurden mit Hilfe der BLAST Homologiensuche auf das Vorhandensein von EnvZ Orthologen hin
untersucht, welche entsprechend ihrer Sequenziibereinstimmung farblich markiert wurden (Abb. 31B).
Gleichzeitig wurde das Vorhandensein von MzrA Orthologen mit mindestens 31% Sequenziibereinstimmung zu
MzrA aus E. coli K-12 MG1655, sowie der beiden polyP Motive dargestellt. Dabei wird verdeutlicht, dass beide
polyP Motive spit wihrend der Evolution entstanden und das periplasmatische Motiv zusammen mit MzrA in

Erscheinung tritt.



3. ERGEBNISSE Die Rolle von EnvZ polyP Motiven in der Proteininteraktion 110

A Shewan?/

O kein MzrA

O MzrA

blau EnvZ: PolyPyp,; neins POlYPe: nein
orange EnvZ: PolyPp ein, PolyPc: xppex
rot EnvZ: PolyPp, xxppx. PolyPec. xppex

[ e—
0.1

tree scale

Escherichia,
Shigella
Salmonella,

Citrobacter
Enterobacter, \
Trabusiefla,

Lectercia, \\

//P/esiomonas

T ———

Photorhabdus  Frowidencia, Moraerelia

Moellerella
Leliota /-’\ %Pectabactelm J b
Enterobacter, Brenneria eminorella
Raoultella, Buttiauxella, - Pragia, Budvicia

Serratia,

Klebsiella  Cronobacter, Erwinia A
Mang(ov:baczen Edwardsjella, Logsdalea
Atlantibacter A

Enterobacteriaceae,
Rahnellal Sodalis,
Serratia
Frankliniella,
Tatumella

\ ) %%é %?%% T [ 3 e &
NN\

tree scale: 0.1
—

: - o i CAB
v o o
o o100ecte 15
¥ group AZOO T LG 248
B emonss morlE 0TS e
Zooahkar 3D 21967
Qe hacter opicus DSM 19543
108 salexigens DSM 19753

Crome. . S
Cronobicpe o
honets rage

Halea sale) s DSM 19537
e ”&ﬂ% o Conmgtacer st 17
J; hyiroca {

Saccimenas s Sag s UCTG 139

S8 et
i gig PolyPp/PolyPc in Envz
.g§ ;ii [ kein polyP Motiv
§§§ 254 ] ,starkes* polyP Motiv
Egde5 & "
EnvZ Orthologe: g2 gg §§§% [ ,moderz:\es J pollyll:’l»‘lﬂotly
rot. 100-44% Identitat mit E. coli K-12 EnvZ R E [J  .schwaches® polyP Motiv
orange: 34% Identitat mit £. coli K-12 EnvZ E H1 31 MzrA
31-28% Identitat mit £. coli K-12 EnvZ § i [J kein MzrA Ortholog
schwarz:  kein EnvZ Ortholog % § ] Proteom mit MzrA Ortholog
L]

Abb. 31: Beschreibung auf folgender Seite.
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Abb. 31: Koevolution von MzrA und der beiden EnvZ polyP Motive. (A) Phylogenetischer Protein-Stammbaum, basierend
auf einem Sequenzalignment von orthologen EnvZ Sequenzen (>44% Sequenzidentitit zu E. coli K-12 MG1655 EnvZ).
Stamme, die zugleich Orthologe des E. coli K-12 MG1655 Proteins MzrA (< 31% Sequenzidentitidt) tragen, sind durch einen
roten Hintergrund hervorgehoben. Die Art der EnvZ polyP Motive ist durch die Schriftfarbe, sowie die Farbe der Aste
gekennzeichnet. (B) Speziesbaum der Gammaproteobakterien aus einem von Hug et al. (2016)33? veroffentlichten ,,tree of life*.
EnvZ Orthologe der verschiedenen bakteriellen Spezies sind durch die Schriftfarbigkeit unterteilt nach dem Grad der
Sequenziibereinstimmung zu EnvZ aus E. coli K-12 MG1655. Die Anwesenheit von MzrA Orthologen ist durch eine blaue
Hinterlegung gekennzeichnet. Die polyP Motive sind durch eine ihrer vorhergesagten ,,Stirke™ entsprechenden farbigen
Hinterlegung dargestellt.

Die Daten wurden 2018 publiziert 33!,
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3.4 Regulation der Expression und Aktivitit von EF-P

PolyP Motive stellen durch ihre Abhédngigkeit von einem spezifischen Translations-Elongationsfaktor (EF-P) ein
potentielles Instrument dar, um das Translationslevel von Proteinen gezielt zu manipulieren. Eine an bestimmte
Umweltbedingungen angepasste Expression oder Aktivierung von EF-P konnte die Kopienzahl von Proteinen

bestimmter Signalwege oder Stoffwechselwege zugunsten einer Adaptation der Bakterienzelle beeinflussen.

Efp und epmB sind benachbarte, entgegengesetzt ausgerichtete Gene mit einem Abstand von 42 bp, deren von
Aoki et al. (1991)% und Huerta et al. (2003)**° vorhergesagte Promotorregionen sich iiberschneiden und in das
jeweils andere Gen hineinragen. EpmA liegt 325 bp vom ebenfalls entgegengesetzt ausgerichtetem Gen fidA

entfernt. Im Gegensatz zu efp und epmB wurde der Promotor von epmA experimentell bestimmt (Mendoza-Vargas
et al. 2009349,

Die Genexpression von efp, epmA und epmB steht unter der Kontrolle des Sigmafaktor70 34> 346, Dies erlaubt die
Vorhersage der zugehdrigen Promotorsequenzen und putativen Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren mit Hilfe
des Tools BPROM (Tab. 14). Die ermittelten Positionen des Transkriptionsstarts entsprechen im Fall von efp und
epmB exakt den bereits publizierten Vorhersagen (Huerta et al., 2003 3%°), weichen im Fall von epmA jedoch stark
davon ab (Vorhersage durch Mendoza-Vargas et al., 2009 346: 25 bp upstream von ATG). Dabei ist der hohe score
von 7,02 der BPROM Vorhersage fiir einen epmA Transkriptionsstart im Abstand von 142 bp vom Startcodon des

Gens hervorzuheben, der die Wahrscheinlichkeit dieses Ergebnisses bekréftigt.

Tab. 14: Putative Bindestellen von Transkriptionsfaktoren in den Promotorregionen von efp, epmA und epmB, wie sie in einer
Analyse mittels BPROM vorhergesagt werden. Die ,,Position” beschreibt, wieviele Nukleotide die erste Base des genannten
DNA-Motivs upstream vom Startcodon des betreffenden Gens entfernt liegt. TSS = transcriptional start site.

efp epmA
Promotor #1 Position Sequenz Score  Promotor #1 Position Sequenz Score
TSS -44 3,73 TSS -142 7,07
-10 Box -59 GGTTACAAT 74 -10 Box -159 GGCTAAATT 58
-35 Box -80 TTCTCT 28 -35 Box -176 TTTTTA 26
TF Bindestellen: TF Bindestellen:
Crp -89 TAACCAAT 6 Lrp -179 ATTTTTTT 11
epmB LexA -178 TTTTTTTA 16
Promotor #1 Position Sequenz Score  RpoD -165 CAAGAGGG 7
TSS -45 3,32 RpoD -124 CTAAACCA 6
-10 Box -60 TGCTATAGT 64 OxyR -138 GATTAATT 9
-35 Box -83 TTTAAG 35 Ihf -136 TTAATTTA 12
TF Bindestellen: Hns -135 TAATTTAA 9
SoxS -28 ATTTGTTA 9 PhoB -132 TTTAATTA 11
RpoD -40 AGGCCCTC 7 Promotor #2 Position Sequenz Score
TSS -492 2,23
-10 Box -508 TGTCATGAT 51
-35 Box -528 GTGAAA 27
TF Bindestellen:
SoxS -537 TACTGTAT 9

RpoS -508 TGTCATGA 7
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Die Analyse zeigt fiir efp und epmB einige wenige putative Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren auf. Im Fall
der mittels BPROM fiir efp identifizierten Bindestellen handelt es sich um die partiale Consensussequenz der
Bindestelle von Crp, einem durch cAMP aktivierten globalen Regulator von iiber 300 Genen, die iiberwiegend an
der Katabolisierung von sekundiren Kohlenstoffquellen beteiligt sind 347348, In der Promotorsequenz von epmB
befinden sich mogliche Bindestellen fiir RpoD und SoxS. Der Sigmafaktor70 (RpoD) spielt zusammen mit der
RNA Polymerase Sigma70 vor allem wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase eine groBe Rolle und ist
assoziiert mit Genen, die essentiell fiir ein normales Wachstum sind 34 3%°, SoxS ist an der Aktivierung von Genen,

die Teil der Stressantwort gegen Super- und Stickoxide sind, beteiligt 3.

Die Lange des nichtkodierenden Bereichs zwischen epmA und dessen Nachbaroperon firdABCD deutet bereits auf
das Vorhandensein von regulatorischen Elementen hin. Dem 93 bp langen Promotor des frd4ABCD Operons werden
Bindestellen fiir NarL, Fnr und DcuR zugeordnet 332735, Auffilligerweise finden sich mit Hilfe von BPROM
upstream von epmA mdgliche Bindestellen fiir insgesamt 7 Transkriptionsfaktoren: Lrp, LexA, RpoD, OxyR, Ihf,
Hns und PhoB. Die Bindestellen fiir den Sigmafaktor70 (RpoD), sowie fiir Lrp weisen auf eine globale Regulation
des Promotors hin. Lrp reguliert die Transkription von mehr als 10% und wéhrend der stationdren Phase sogar bis
zu dreiviertel aller E. coli Gene. 3. Dazu ziihlen Gene die mit Aminosiurekatabolismus und — synthese assoziiert
sind, sowie Gene fiir Stofftransport, Pilisynthese oder Kohlenstoffimetabolismus *77%°, Hns und IHF sind in erster
Linie an der Stabilisierung der DNA-Architektur beteiligt. Im Gegensatz zu diesen universalen Mechanismen
regulieren die Transkriptionsfaktoren PhoB, LexA und OxyR die Expression ihrer Zielgene spezifisch als Antwort
auf bestimmte Umweltreize. PhoB agiert in Abgéngigkeit von extrazellularem Phosphatkonzentrationen und spielt
eine Rolle in der Virulenz pathogener E. coli Spezies 3039 LexA reprimiert im Rahmen der SOS
Schadensantwort die Transkription von Genen, die mit der DNA-Reparatur und -Replikation in Verbindung stehen
363,364 Der oxydative Stressregulator OxyR aktiviert oder reprimiert Gene, die an der zelluldren Antwort gegen
oxydativen Stress, bzw. erhohten Konzentrationen von Wasserstoffperoxid beteiligt sind, sowie bei nitrosativem

Stress die Gene des Regulons der S-Nitrosylierung 33-3¢7

. In einer zweiten, jedoch mit einer geringeren
Wahrscheinlichkeit vorhergesagten Promotorregion (score 2,23) befinden sich Bindestellen fiir LexA und RpoS.
Der alternative Sigmafaktor ¢S (RpoS) ist Hauptregulator in der allgmeinen Stressantwort von E. coli 3*°. Mit
OxyR, LexA, PhoB und RpoS ist die Expression von epmA potentiell mit extremen, sowie spezifischen
Stressbedingungen assoziiert. Eine Absenkung der epmA Expression konnte dazu fiihren, dass in Folge die Anzahl
an aktivierten EF-P Molekiilen derart sinkt, dass dies eine Auswirkung auf die Translationsrate von Proteinen mit
polyP Motiv hat. Demzufolge wiirde das Translationslevel dieser Proteine ebenfalls sinken. Eine verminderte
Translation von Proteinen, die keinen positiven Beitrag zur Beseitigung der Stresssituation leisten, konnte von
Vorteil sein. Es ist aber ebenso denkbar, dass die Transkriptionsfaktoren die Expression von epmA erhéhen. Durch

eine hohere Anzahl von aktivierten EF-P Molekiilen konnte die Translationseffizienz von Proteinen mit polyP

Motiv, die zu einer Adaptation an die verdnderte Umweltbedingung beitragen, moglicherweise gesteigert werden.



3. ERGEBNISSE Regulation der Expression und Aktivitit von EF-P 114

3.4.1 Hinweise auf eine transkriptorische Regulation unter verschiedenen Stressbedingungen

Um festzustellen, ob die Aktivitdt von EF-P tatséchlich variabel ist, wurden Transkription und Translation von
EpmA, aber auch EpmB und EF-P unter verschiedenen Wachstumsbedingungen untersucht. Eine quantitative,
massenspektrometrische Untersuchung des Proteoms von E. coli durch Schmidt et al. (2016)%7 zeigt, dass die
Kopienzahl der drei Proteine durch die Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen nur wenig beeinflusst
werden (Abb.32). Ein dhnliches Muster zeigt sich fiir das ribosomale Protein RpsB. Hitzestress und Osmostress
scheinen sich auf EpmA und EpmB Level im Vergleich zu RpsB moderat auszuwirken. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde der Einfluss weiterer Stressbedingungen auf das Transkriptions- und Translationslevel von EF-P, EpmA
und EpmB untersucht. Die dafir angewandten Kultivierungsmethoden sind im Kapitel 2.3

(Kultivierungsverfahren) aufgefiihrt.
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Abb. 32: Zusammenfassung der von Schmidt et al. (2016)%7 veroffentlichten Daten zur Kopienzahl der E. coli K-12 Proteine
EF-P, EpmA, EpmB und RpsB unter verschiedenen Wachstumsbedingungen.
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3.4.1.1 Translationslevel eines CadC-LacZ Reporterkonstruktes unter verschiedenen Stressbedingungen

Im natiirlichen Habitat ist E. coli zahlreichen Stressfaktoren ausgesetzt. Dazu zdhlen extreme pH-Werte,
Temperaturschwankungen, hohe Osmolaritdten und Limitation der Verfligbarkeit von Stickstoff und Kohlenstoff.
In einem ersten Test wurde daher unabhéngig von den oben ermittelten putativen Bindestellen fiir
Transkriptionsfaktoren untersucht, ob diese Bedingungen einen Einfluss auf das Translationslevel von Proteinen
mit polyP Motiv haben, was einen indirekten Riickschluss auf die Aktivitit von EF-P erlaubt. Stellvertretend wurde
fiir diese Analyse ein plasmidkodiertes CadC-PPP-LacZ Reporterkonstrukt mit PPP-Motiv gewihlt und die

relative Abundanz des Proteins durch die Bestimmung der B-Galactosidaseaktivitit ermittelt.

In einem ersten Ansatz wurde das Konstrukt unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors Pc.c in einem
Wildtyp E. coli BW25113 Stamm und in einem Aefp Stamm untersucht. Die Zellen wurden aus einer
Ubernachtkultur in M9 Medium (Start-ODgoo = 0,1) iiberfiihrt und bis in die exponentielle Wachstumsphase
kultiviert, bevor die Stressoren durch einen Austausch des Mediums eingesetzt wurden. Ein Kontrollversuch mit
einem CadC-LacZ Reporterkonstrukt ohne polyP-Motiv bestitigte, dass das Motiv zu einer EF-P Abhingigkeit
des Translationslevels fiithrt (Abb. 33A). Obwohl nach Kultivierung in den gewéhlten Wachstumsbedingungen
leichte Schwankungen in der aus CadC-PPP-LacZ resultierenden B-Galactosidaseaktivitit zu erkennen sind,

konnte unter keiner der getesteten Bedingungen eine signifikante Abweichung beobachtet werden (Abb. 33B).

Erginzend wurde das CadC-PPP-LacZ Reporterkonstrukt unter Kontrolle des arabinoseinduzierbaren PBAD-
Promotors untersucht. Damit wird gewihrleistet, dass die Translation des Reporterkonstruktes wéhrend der
definierten Zeitspanne des Stresseinflusses stattfindet. Geringe Unterschiede lassen sich auf diese Weise deutlicher
aufldsen und bereits davor translatierte Proteine fallen nicht ins Gewicht. Eine Induktion mit 0,33% L-Arabinose
und eine 30 - 60 miniitige Inkubation erwiesen sich als geeignete Parameter. Allerdings konnte auch mit dieser
Methode bei keiner der getesteten Bedingungen eine signifikante Anderung des Translationslevels des EF-P

abhéngigen Reporterkonstruktes festgestellt werden (Abb. 33C).

PolyP Motive werden bei keiner der hier getesteten Stressbedingungen translational reguliert. Eine

Feinabstimmung l4sst sich dennoch nicht vollig ausschlieBen.

3.4.1.2 Translationslevel von EF-P und EpmA unter verschiedenen Stressbedingungen

Mittels Western Blot Analyse wurden die Proteinlevel von EF-P und EpmA aus E. coli BW25113 unter

verschiedenen Stressbedingungen direkt quantitativ miteinander verglichen.

3.4.1.2.1 Etablierung eines Westernblot-Protokolls zur Immundetektion von EF-P, EpmA und EpmB

Durch die Immunisierung von Kaninchen mit gereinigten, His-markierten EF-P, EpmA und EpmB wurden
spezifische Antikorper generiert. Die Antikorper wurden durch eine Affinititsreinigung der Antiseren

konzentriert. Das in den Methoden (Kapitel 2.6.5) beschriebene Standard-Westernblot-Protokoll erwies sich als
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geeignet, um die EF-P und EpmA im Western Blot zu analysieren. Bei einer Verdiinnung von 1:5.000 konnten die
jeweiligen Zielproteine durch a-EF-P und a-EpmA mit ausreichender Sensitivitit und Spezifitit detektiert werden.
Dies gilt sowohl fiir gereinigte Proteine, als auch fiir E. coli Gesamtzellextrakte (Abb. 33D). Der Antikorper
a-EpmB zeigte eine starke unspezifische Reaktivitdt gegeniiber anderen E. coli Proteinen, die eine eindeutige

Detektion von EpmB im Western Blot unmoglich machte.
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Abb. 33: Auswirkungen verschiedener Stresskonditionen auf die Translationslevel von EF-P und des modifizierenden Enzyms
EpmA in E. coli BW25113. Kultivierungsbedingungen wie in Kapitel 3.2, Tabelle 9 beschrieben. (A) B-Galactosidase-Assay
zur Verifizierung der EF-P Abhingigkeit eines CadC-PPP-LacZ Reporterkonstruktes. (B) Quantifizierung des
Translationslevels eines unter der Kontrolle des konstitutiven Pcasc Promotors stehenden CadC-PPP-LacZ Reporterkonstruktes
nach Exposition mit verschiedenen Stressbedingungen. Unten: absolute B-Galactosidase-Aktivitdt, oben: Verhéltnis der -
Galactosidase-Aktivititen zwischen WT und Aefp. (C) Quantifizierung des Translationslevels eines unter der Kontrolle des
induzierbaren Ppsp Promotors stehenden CadC-PPP-LacZ Reporterkonstruktes nach Exposition mit verschiedenen
Stressbedingungen. (D) Priifung von Spezifitit und Sensitivitit von fiir diese Arbeit generierten spezifischen Antikorpern gegen
EF-P, EpmA und EpmB im Western Blot. (,,EF-P“ und ,,EpmA*: gereinigte, His-markierte Proteine, ,,Z.E.“=E. coli BW25113
Zellextrakt) (E) Relative Quantifizierung der nativen EF-P und EpmA Proteinlevel aus E. coli BW25113 Gesamtzellextrakten
nach Exposition mit verschiedenen Stressbedingungen mittels Western Blot. Relative Quantifizierung der Bandenintesitéten.

Material und Methoden: (A) Leervektor = V13, pCadC-PPP-LacZ = V14, pCadC-LacZ = V15, WT =St4, Aefp = St6.
(B) pCadC-PPP-LacZ = V14, WT =St4, Aefp = St6. (C) pCadC-PPP-LacZ = V18, WT =St4, Aefp = St6. (D+E) St4.

Die gezeigten Resultate repriasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Versuchen.
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3.4.1.2.2 Auswirkung von oxydativem Stress auf EF-P und EpmA Proteinlevel

Um die Ergebnisse des Reportergenassays zu bestétigen und den Einfluss weiterer Stressfaktoren, insbesondere
der durch die Promotoranalyse plausibel erscheinenden oxydativen Stressbedingung und DNA-Schidigung, zu
testen, wurde E. coli K-12 MG1655 in LB Medium angezogen und die Stressbedingungen durch verschiedene
Kultivierungsmethoden und UV-Licht simuliert (Kapitel 2.3). Nach Ernte und Zellaufschluss wurden die
Proteinlevel von EF-P und EpmA im Western Blot analysiert. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden, aufler fiir den oxydativen Stress. Die im Western Blot detektierten
Banden von EF-P und EpmA weisen hier eine 1,5-fach, bzw. 1,6-fach stirkere Intensitit auf, als die Kontrollen

(Abb. 33E, zweiseitiger t-Test, Signifikanzniveau 5%).

3.4.1.3 Auswirkung von Nihrstofflimitation auf die Genexpression von efp, epmA und epmB

Um eine mogliche Anpassung der Expression von efp, epmA und epmB auf transkriptioneller Ebene festzustellen,
wurden mRNA-Level von E. coli K-12 MG1655 nach Exposition mit verschiedenen Stressfaktoren mittels
quantitativer real-time PCR (qQRT-PCR) relativ zu in LB-Medium aerob bei 37°C bis zu einer ODggo von 0,7
kultivierten Zellen quantifiziert. Die Werte wurden normalisiert auf das Expressionslevel der Aminoacyl-tRNA-
Synthetase alaS (Abb. 34A). Die Kultivierung erfolgte im Einzelnen bei den bereits zuvor untersuchten
Bedingungen Kohlenstoff- und Stickstofflimitation, hoher Osmolaritét, pH-Stress, Hitzestress, oxydativem Stress

und DNA-Schidigung. Zusétzlich wurden verschiedene Wachstumsphasen und die anaerobe Atmung betrachtet.

Das Level von epmA-Transkripten ist in der frithen exponentiellen Phase leicht erhoht (2,9-fach), wéihrend alle
drei Gene in der spdten stationdren Phase um das 0,3 bis 0,8-fache weniger stark exprimiert sind. Nach einer
langeren Kultivierung iiber 12 Stunden und dem Erreichen der Absterbephase, wihrend der es bereits zu
Abbauprozessen kommt, steigen die mRNA Level aller drei Gene deutlich an. Dies gilt jedoch nicht fiir 120 Tage
alte Zellkulturen, die bereits vor Erreichen der stationdren Phase bei einer ODgoo von 1,0 in einen Ruhezustand
versetzt wurden (VBNC). In diesen Zellen dhneln die Transkriptionslevel denen der frithen exponentiellen Phase
(0,1 bis 0,5-fache Expression). Dies ldsst vermuten, dass die fiir die Absterbephase typischen Faktoren wie
Néhrstofflimitation, hohe Konzentrationen an sezernierten Stoffwechselprodukten und die aus
Degradationsprozessen resultierende Akkumulation von Toxinen und reaktiven Sauerstoffspezies 3% 3 den
entscheidenden Ausschlag geben. Unter mikroanaeroben Wachstumsbedingungen und bei Verfligbarkeit von
Stickstoff findet der Energiestoffwechsel von E. coli hauptséchlich iiber die dissimilatorische Nitratreduktion statt,
wobei Stickstoffmonoxyd als Nebenprodukt entsteht 37 37! Reaktive Spezies treten sowohl in dieser
Wachstumsbedingung, als auch in der Absterbephase auf, moglichweise ist diese Gemeinsamkeit der Grund fiir
die erhohte Genexpression von efp, epmA und epmB (3,2-, 10,1- und 8,7-fach). Sowohl oxydativer, als auch

nitrosativer Stress werden in E. coli durch den Transkriptionsfaktor OxyR beantwortet 393367,

Das niedrige Expressionslevel des Kontrollgens katG (6,1+3,80-fach) bei Konfrontation mit 1 mM
Wasserstoffperoxid verdeutlicht, dass die hier gewidhlte oxydative Stressbedingung sehr mild war. Unter diesen
Umsténden ist keine Verdnderung der Transkriptionslevel von efp, epmA oder epmB zu beobachten. Die
Induzierung der DN'A-Schadensreparatur durch Mitomycin C (recN: 342,8+ 53,0-fach) hatte keinen Einfluss auf
die Transkription von efp, epmA oder epmB.
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Ebenso wenig konnten die Transkriptionslevel der drei Gene durch Sdurestress, Hitzestress, Osmostress oder
Stickstofflimitation verdndert werden. Eine Limitation der Kohlenstoffquelle fiihrte hingegen zu einer leichten
Erhohung des Levels an efp-Transkripten (4,5+0,5-fach) und epmA-Transkripten (16,4+4,1-fach). Dies ist
konsistent mit den Resultaten zur stationiren Wachstumsphase. Unter beiden Bedingungen herrscht
Nahrstoffknappheit. Zusammenfassend ergibt sich eine méBige Erhohung der Transkription von efp, epmA und
epmB unter der Voraussetzung von Nihrstofflimitation und der Pridsenz von Degradationsprodukten und

Radikalen.
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Abb. 34: Auswirkungen verschiedener Stresskonditionen auf die Genexpressionslevel von efp, epmA und epmB in E. coli
BW25113. Kultivierungsbedingungen wie in Kapitel 3.2 beschrieben. (A) Quantifizierung der relativen Genexpression von
efp, epmA und epmB aus E. coli BW25113 in Abhdngigkeit verschiedener Stressbedingungen mittels qPCR. Sofern nicht anders
gekennzeichnet, wurden die Zellen in LB-Medium kultiviert. Normalisierung der Genexpression auf die Abundanz von alaS
kodierender mRNA und normale Wachstumsbedingungen (LB, 37°C, aerob, OD¢oo = 0,7). Als Negativkontrolle wurde
bestitigt, dass in Stimmen mit Deletion einer der drei untersuchten Gene keine entsprechenden mRNA Level nachgewiesen
werden kdnnen (Aefp/St6, AepmA/St11, AepmB/St12). (B) Quantifizierung der relativen Genexpression von epmA unter
oxydativen Stressbedingungen und in Abhingigkeit von OxyR mittels qPCR.

Material und Methoden: (A) St4 (B) WT = St4, AoxyR = St10.

Die gezeigten Resultate repriasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen.
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3.4.1.3.1 Beteiligung von OxyR an der Transkription von epmA

Um zu priifen, ob die Genexpression von epmA wie durch BPROM vorhergesagt und durch die vorangegangene
Analyse impliziert von dem Transkriptionsfaktoren OxyR und LexA reguliert wird, wurden damit assoziierte
Stressbedingungen ndher analysiert. Dafiir wurden ein Wildtyp E. coli Stamm (BW25113), sowie eine AoxyR
Mutante (JW3933) in 20 ml LB Medium bei einer Ausgangsverdiinnung von 1:2.000 bis in die friihe exponentielle
Phase kultiviert. Nach zwei Stunden wurden die Ansétze entweder mit einer Endkonzentration von 1 mM H;O;
oder 1 pg/ml Mitomycin C versetzt. Nach weiterer zweistiindiger Kultivierung unter den verdnderten
Wachstumsbedingungen wurden die Zellen geerntet, die RNA extrahiert und in cDNA transkribiert. Mittels gPCR
wurden die relativen Level der mRNA-Transkripte von epmA, sowie der als Positivkontrolle fungierenden Gene
katG und recN quantifiziert (Abb. 34B). Als Referenz diente eine unbehandelte Kultur. Die oxydativen
Stressbedingungen konnten erfolgreich induziert werden, wie die 4250+1800-fache Erhohung der Expression von
katG im Wildtypstamm verdeutlichen. Auch das Markergen fir DNA-Schidden, recN, zeigte unter der
entsprechenden Bedingung im Wildtypstamm eine 17,8+1,9-fach hohere Expression, als in der Kontrolle. Wie zu

erwarten, konnte in der AoxyR Mutante JW3933 kein Transkript von oxyR nachgewiesen werden.

Durch Mitomycin C und UV-Strahlung induzierte DNA-Schédigungen fithren zu einem leicht erhdhten
Transkriptionslevel von epmA (3,0+0,7-fach). Unter oxydativem Stress (1 mM H»0,) ist das Level von epmA-
Transkripten im E. coli Wildtyp signifikant auf das 1,74+0,31-fache erhoht (zweiseitiger t-Test, Signifikanzniveau
2,5%). Dies ist in JW3933 hingegen nicht der Fall (0,7+0,4-fach), was darauf hindeutet, dass die Anhebung des
epmA Transkriptionslevels abhdngig von OxyR ist.

3.4.2 Analyse der Bindeaffinitit von OxyR an Peym4

Der Schwerpunkt der weiteren Analyse wurde auf OxyR gelegt. OxyR bindet mit mittlerer Affinitét als Tetramer

372, 373 Bei der

an vier aufeinanderfolgende, jeweils vier Nukleotide lange Erkennungssequenzen
Konsensussequenz der OxyR-Bindestelle handelt es sich um um eine sogenannte degenerate recognition site, was
bedeutet, dass die tatsdchlichen Bindestellen nicht hundertprozentig iibereinstimmen, jedoch ohne dass diese
Abweichungen eine Auswirkung auf die Stirke der DNA-Bindung hat. Ausschlaggebend ist vielmehr das
Verteilungsmuster der Nukleotide im betreffenden DNA-Sequenzabschnitt 373, Die durch BPROM vorhergesagte
Bindestelle von OxyR liegt in einer Region upstream von epmA, die Teile der OxyR Konsensussequenz
ATAGnnnnnnnCTATnnnnnnnATAGnnnnnnnCTAT enthélt.  Sieben der jeweils vier Nukleotide langen
Erkennungssequenzen der OxyR-Untereinheiten tauchen dabei in unregelmifligen Abstdnden von 6-19
Nukleotiden auf. Interessanterweise findet sich upstream in einiger Entfernung eine DNA-Region, die mit groferer
Genauigkeit mit der Konsensussequenz iibereinstimmt: ATAGnnnnnnnnGTATnnnnnnATGGnnnnnnCTGA.
OxyR ist bifunktional und agiert sowohl als Repressor als auch als Aktivator, wobei die Zielpromotoren zum Teil
iibereinstimmen. Die Aktivitdt wird iiber den Oxydationszustand zweier Cysteine (C199 und C208) vermittelt.
Unter oxydierenden Bedingungen bilden gegeniiberliegende Cysteine im OxyR Dimer intermolekulare (C199)
und intramolekulare (C208) Disulfidbriickenbindung aus, die eine Konformationsinderung zur Folge

haben 37437, So finden sich im Promotor von oxyRS leicht alternierende Bindestellen fiir OxyR im oxydierten
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und im reduzierten Zustand, wihrend der Promotor von katG hauptsidchlich von oxydiertem OxyR gebunden

wird 372, Eine C199S Substitution fixiert das Protein im reduzierten Zustand 7% 376 375,

Um die Bindestelle fiir OxyR in der Promotorregion von epmA zu verifizieren, wurde OxyR gereinigt und dessen
Bindeaffinitét zu der betreffenden DNA-Sequenz in vitro getestet. Dafiir wurden plasmidkodierte und unter der
Kontrolle des durch IPTG induzierbaren T7 Promoters stehende OxyR Varianten mit His-Tag in E. coli BL21 DE3
exprimiert und anschlieBend iiber eine Nickelchelat- Affinitdtschromatographie gereinigt. Bei den OxyR Varianten
handelte es sich zum einen um das Wildtypprotein aus E. coli K-12 MG1655, zum anderen wurde eine Variante
mit C199S Substitution generiert. Wihrend die C199S Variante in der fiir den reduzierten Zustand typischen
Konformation fixiert ist, liegt das native Protein durch die hier angewendete Reinigungsmethode im oxydierten
Zustand vor. Dies ermdglicht Riickschliisse auf die Situation unter normalen Wachstumsbedingungen und bei

oxydativem Stress.

3.4.2.1 Uberexpression und Reinigung von OxyR-Varianten

Die Expression der OxyR-SUMO/His Varianten wurde mittels Western Blot mit spezifischen a-His Antikdrpern
iiberpriift (Abb. 35B). Die Trennung von cytosolischen und membranassoziierten Proteinen zeigte, dass sowohl
Wildtyp OxyR-SUMO/His, als auch die OxyR-C199S-SUMO/His Proteinvariante zu iiber 90% in Losung
vorliegen (Abb. 35A). Nach Reinigung mittels Nickelchelat-Affinitdtschromatographie und Abspaltung der His-
Markierung unter Verwendung der Ulp-Protease wurde die Reinheit der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel
iberpriift (Abb. 35A und C). Bereits im zweiten Elutionsschritt konnten die Proteine mit einer Reinheit von tiber
90% und in hoher Konzentration (ca. 2 mg/ml) gewonnen werden. Durch eine sdulenchromatographische
GroBenauftrennung der eluierten Proteine und einem Vergleich mit einem GroBenstandard konnte verifiziert
werden, dass der Hauptanteil der Molekiile eine GroB3e von 134 kDa aufweist, was der GroBe, des in vivo als

Tetramer vorliegenden OxyR-Oligomers entspricht.

Durch ein Screening mittels Thermofluor-Assay wurde ein Puffer fiir eine adédquate Proteinstabilitit identifiziert,
der auf den methodischen Beschreibungen von Teramoto et al. (2013)?*° basiert (20 mM Tris-HC1 pH 7,5; 300
mM NacCl; 10% Glycerin; 0,1 mM EDTA; 5 mM MgCl,; 0,05% Tween20; 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF) . Um ein
Umpuffern nach Uberexpression und Reinigung der OxyR-Varianten zu vermeiden, wurden die OxyR-Varianten
fiir folgende Affinititsuntersuchungen direkt in diesem Puffer gereinigt. Eine Analyse der gereinigten Proteine
mittels Dynamic Light Scattering (DLS) bestétigte den hohen Reinheitsgrad der monodispersen Losung und
konnte das Vorliegen von Aggregaten, bzw. maflgeblichen Anteilen von degradierten oder unspezifischen
Proteinen ausschlieBen. Die beiden OxyR-Varianten weisen einen Durchmesser von 86 A (OxyR) und 84 A
(OxyR-C199S) auf (Abb. 35D), was mit den Abmessungen der Kristallstruktur des OxyR-Oligomers (PDB-ID:

1169) in etwa {ibereinstimmt.
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Abb. 35: Reinigung von OxyR und der Variante OxyR-C199S nach Expression in E. coli BL21 DE3. (A) Ubersicht der
Reinigungsschritte nach Zellaufschluss im mit Silbernitrat gefirbten SDS-Gel. Die Spuren ,,Zelllysat* bis ,,HS Uberstand*
enthalten dquivalent konzentrierte Proben von je 20 ul aus in 50 ml resuspendierten Zellen einer 1 1 Kultur. Die Spuren ,,Eluat
1-6“und ,,Ulp-Verdau® enthalten je 10 pl der Eluationsschritte bzw. des Verdaus mit einer Proteinkonzentration von ~ 2 mg/ml.
LS: Probe nach low speed Zentrifugation zur Separierung von Zelldebris, HS: Probe nach high speed Zentrifugation zur
Trennung von 16slichen und membrangebundenen Proteinen. (B) Verifizierung der Expression der auf pET_SUMO Plasmiden
kodierten und His-markierten oxyR-Varianten nach Induktion und einstiindiger Kultivierung bei 37°C mittels Western Blot und
spezifischen o-His Antikdrpern. Pro Spur wurden je 150 pg Protein aus Gesamtzellextrakten verwendet. NK:
nichttransformierte BL21 DE3 Zellen. (C) SDS-Gelektrophorese zur Verifizierung der Abtrennung des SUMO/His Tags nach
Reinigung von OxyR und OxyR-C199S. O: OxyR, C: OxyR-C199S, ,,SUMO-Tag*: Proteine vor Ulp-Verdau, ,,w/o Tag™:
Proteine nach Ulp-Verdau und Reinigung. Es wurden unterschiedliche Proteinmengen aufgetragen (I und II). (D) Dynamic
Light Scattering zur Uberpriifung des Reinheitsgrades und der Dispersitit der Proteinlosungen.

Material und Methoden: pOxyR = V53, pOxyR-C199S = V54, in: St2.
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3.4.2.2 Bindeaffinitiit von gereinigtem OxyR zu Pepma

Die Bindeaffinitit der gereinigten OxyR-Varianten zu DNA-Sequenzabschnitten aus der putativen epmA
Promotorregion wurde mit zwei verschiedenen Methoden untersucht: einem Gelretardationsassay, welcher die
unterschiedlichen Laufeigenschaften von freier und gebundener 6FAM-markierter DNA wihrend der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese ausnutzt und der direkten Detektion der Protein-DNA-Interaktion mittels
Oberfldchen-Plasmonen-Resonanz (SPR, surface plasmon resonance), welche auf Lichtbrechungsindizes von
immobilisierter dSSDNA mit oder ohne gebundenem Protein basiert. Dabei wurden bekannte DNA-Binderegionen
als Positivkontrolle und Promotoren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht von OxyR reguliert werden, als

Negativkontrolle herbeigezogen, sowie verschiedene DNA-Fragmentliangen getestet (Abb. 36).

Die Versuchsaufbau des Gelretardationsassays basierte auf den methodischen Beschreibungen zur Identifizierung
der E. coli OxyR Bindestelle von Tartaglia et al. (1992)*7. Es konnte bestitigt werden, dass OxyR wie erwartet
an ein 400 bp langes DNA-Fragment bindet, das im Genom von E. coli K-12 MG1655 direkt upstream von katG
liegt und die bekannte OxyR-Konsensussequenz enthélt. Je hoher die Proteinkonzentration, desto weniger
ungebundene DNA. Auch das die im reduzierten Zustand vorliegende Konformation simulierende OxyR-C199S
zeigt eine gewisse, jedoch geringere Affinitdt gegeniiber dieser DNA-Sequenz (Abb. 37A). Im Gegensatz dazu
kann dies im Fall der Negativkontrolle - ein 400 bp langes Fragment aus der Promotorregion des Salmonella
enterica Gens i0lR - eindeutig ausgeschlossen werden. Beide OxyR Varianten zeigen im Gegensatz dazu eine
gewisse Bindeaffinitit zur 400 bp langen epmA Promotorsequenz. Die im Gel ersichtliche Bandenverschiebung
ist deutlich erkennbar, aber schwécher als im Fall der katG DNA-Sequenz. Um die Binderegion schirfer
einzugrenzen, wurde auf 150 bp lange DNA-Fragmente zuriickgegriffen. Beide OxyR Varianten zeigen eine
gewisse Bindeaffinitdt gegeniiber einem 150 bp langen Fragment aus der oxyRS Promotorsequenz mit bekannter
OxyR Bindestelle. Es besteht ebenfalls eine geringe Bindung an eine epmA Promotorsequenz (Pepma 1) mit durch

BPROM vorhergesagter OxyR Bindestelle.

Eine Analyse mittels Oberflichen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie bestétigte diese Ergebnisse groftenteils.
Beide OxyR-Varianten zeigen eine hohe Affinitit zu 400 bp langen Promotorsequenzen von katG und epmA (Abb.
38B und C). Allerdings zeichnet sich die Bindung in diesem Assay durch eine sehr hohe Sensitivitdt und geringe
Spezifitit aus, was sich durch die in allen Fillen sehr hohen Assoziations- und Dissoziationskoeffizienten
widerspiegelt. Deshalb wurde auf die Berechnung eines Ky-Wertes verzichtet. Als eindeutige Negativkontrolle

fungierte eine 188 bp lange Promotorregion von io/R aus Salmonella enterica (Abb. 37D).

Die Ergebnisse untermauern die These einer geringen, aber nachweisbaren Affinitdt von OxyR beziiglich der
putativen epmA Promotorregion und weisen damit auf eine regulatorische Rolle von OxyR in der Genexpression
von epmA hin. Dies gilt sowohl fiir die fiir oxydierende, als auch die fiir reduzierende Bedingungen typische

Konformation des Proteins.
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400 bp (Pr 91195 +92)

katG (E. coliK-12)  TTCTATACGC 'l'I'AACCGTGC TGAAATGAGT TACGCGATTT GCCATACGCT GGGGGTTCGA CCTGGTTTAT AAATAGTGTG GCTTTTGTGA AAATCACACA GT-

GATCACAA ATTTTAAACA GAGCACAAAA TGCTGCCTCG AAATGAGGGC GGGAAAATAA GGTTATCAGC CTTG CT CCCTCATTAC TTGAAGGATA TGAAGC-

CAACTATC GCATCCGTGG ATTAATTCAA TTATAACTTC TCTCTAACGC TGTGTATCGT AACGGTAACA CTGTAGAGGG GAGCACATTG ATGAGCACGT CAGAC-

GATAT CCATAACACC ACAGCCACTG

150 bp (Pr 95+ 96)

OXyRS (E. coliK-12) GCAGTGACTTCAAGG GTTAAAAGAG GTGCCGCTCC GTTTCTGTGA GCAATTATCA GTCAGAATGC TTGATAGGGA TAATCGTTCA TTGCTATTCT ACCTATCGCC
—

ATGAACTATC GTGGCGATGG AGGATGGATA ATGAATATTC GTGATCTTGA GTACCTGGTG GCATTGGCTG
—_

400 bp (Pr 8559+ 86)

epmaA (E. coli K-12) GCGCGGOAGE AATTGCAGCA CGTAATCCCG CGOCACCGGC GCCTACAATG GCAAGATCGG CTTGAAAGGT TTGCACGACA TTCCTCCAGA TGTTTTTAT Co-
150 bp | (Pr 87 + 88)

CCCACCGCTG TTTGATTCCT GCGTAAAATT TGTGTCGCCG TCGCGTTGCG AGTAGACTTC GTGCCCTTGT CAAAAACTGG AGATTTAACT ATGAGCGAAA CG-
—_

GCATCCTG GCAGCCGAGC GCATCCATTC

400 bp (Pr 100 + 98)

iolR (S. enterica CATATCCTTA AAGTAATCAG TGTAATACAC TAAGAGTGTT CCGCCGGTTG CCGTATGCGG GACGAAAAGA GCCAGTTCGC AATAACAGAT GAAGGTTTCG
ser. typhimurium)

TGATTTATAA ACGTCATCTT CTGCCTTTCA ACGTTTGCGA TGCCGCCTGG CTGCGGGCAT CGTCCAGTCA TAACAATGCT GATCCTGTCG CATTTATGCG GTCA-
150

Abb. 36: Verifizierte und putative OxyR Erkennungssequenzen in den Promotor-Regionen von katG, oxyRS, epmA und iolR
(Gene grau hinterlegt). Die Konsensussequenzen sind durch rot, die zu testenden moglichen Bindestellen durch griin
hervorgehobene Basen markiert. Die fiir Gelretardations-Assay und Oberfldchen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie
verwendeten Sequenzabschnitte sind durch gestrichelte Linien dargestellt. Die zur Amplifikation der jeweiligen Sequenzen aus
E. coli (St31) und S. enterica (St52) verwendeten Primer sind oberhalb davon aufgefiihrt. Violett: 400 bp lange
Sequenzabschnitte, griin: 150 bp lange Sequenzabschnitte, blau: 188 bp lange Sequenzabschnitte.
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Abb. 37: Analyse der Bindeaffinitdt von OxyR an die putative Promotor-DNA von epmA. (A) Gelretardationsassay zum
Nachweis der Bindung von OxyR oder OxyR-C199S an Promotor-DNA-Fragmente der Lénge 400 bp und 150 bp.
(B) SPR Analyse zum Nachweis der Bindung von OxyR oder OxyR-C199S an 400 bp lange DNA-Fragmente aus dem katG
Promotor (Positiv-Kontrolle). Kinetischer Screen (Modell: 1:1 Bindung) und Affinitéts-Screen. (C) SPR Analyse zum
Nachweis der Bindung von OxyR oder OxyR-C199S an 400 bp lange DNA-Fragmente aus dem epmA Promotor. Kinetischer
Screen (Modell: 1:1 Bindung) und Affinitéts-Screen. (D) SPR Analyse mit 400 bp langen DNA-Fragmenten aus dem iolR
Promotor und OxyR-C199S (Negativ-Kontrolle).
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3.4.2.3 Identifizierung von Pem4 bindenden Proteinen mittels DNA-Affinititschromatographie

Um die vorherigen Ergebnisse zu bestitigen und weitere Proteine, die an die Promotorregion von epmA binden,
zu identifizieren, wurde eine DNA-Affinitdtschromatographie durchgefiihrt. Dafiir wurden 400 bp lange,
doppelstrangige DNA-Fragmente aus genomischer DNA amplifiziert, mittels Biotin-Strepavidin-Bindung an
magnetische Beads gekoppelt und in einer zytosolischen Zellfraktion von E. coli inkubiert. Losliche Proteine, die
an die jeweilige DNA binden, konnten auf diese Weise isoliert werden, sowie in einer SDS-PAGE und

anschlieBender massenspektrometrischen Analyse identifiziert werden.

3.4.2.3.1 Bindung von NagC, PurR und PgrR an Pepm4

Bei den getesteten DNA-Fragmenten handelt es sich um Sequenzabschnitte, die direkt upstream an das Startcodon
der betreffenden Gene anschlie8en. Als Positivkontrolle wurde die Promotorregion von katG (E. coli BW25113)
mit der bekannten OxyR Bindestelle und als Negativkontrolle ein entsprechendes Fragment der Promotorregion
des Photorhabdus luminescens (TT01) Gens antA verwendet. AntA ist an der Synthese von Antraquinon beteiligt
und, soweit bekannt, nicht mit OxyR assoziiert 37’.

Zuerst wurden die DNA-Fragmente mit einer cytosolischen Zellfraktion von E. coli BW25113
(Proteinkonzentration 16 mg/ml) aus der frilhen exponentiellen Wachstumsphase inkubiert. Die gebundenen
Proteine wurden nach einer Elution mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 38A). Im coomassieblaugefirbten Gel
zeigen sich sowohl Proteinbanden, die nur in einem der drei Eluate auftauchen (im Fall der katG Promotor-DNA
z. B. bei 35 kDa), unterschiedlich prominente Banden (z. B. bei 50 kDa in allen drei Eluaten) oder Banden, die in
allen drei Proben gleich stark sind (z. B. bei 30 kDa). Unspezifisch an die leeren Beads bindende Proteine treten

nur in vernachldssigbarer Anzahl auf.

Mittels Massenspektrometrie wurden die eluierten Proteine identifiziert und relativ quantifiziert. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 14 gelistet. Neben Proteinen, die an der DNA-Modifikation beteiligt sind (z. B. Topoisomerase
TopA), und sehr abundanten Proteinen, die durch die Waschschritte nicht vollstindig entfernt werden konnten
(z.B. ribosomale Proteine wie RpsC), wurde auch eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren identifiziert. So konnte
unter anderem die Bindung von OxyR an die katG Promotor-DNA bestétigt werden. Der Transkriptionsfaktor
bindet dariiber hinaus in signifikanter Weise die Promotorregion von epmA. Die relative Anzahl der eluierten
Proteine ist zwar ungefdhr 9-mal geringer als es flir Piug der Fall ist, jedoch 10-mal hoher, als bei der
Negativkontroll-DNA P4, fir welche die Anzahl an OxyR-spezifischen Peptiden am unteren Limit der
Nachweisgrenze liegt. Transkriptionsfaktoren, die priferentiell an die Promotorregion von epmA binden, sind

NagC, ArgP, MraZ, PurR und PgrR.
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Abb. 38: Verifizierung der Bindung von OxyR an Peyma und Identifizierung weiterer Pepma bindender Transkriptionsfaktoren.
(A) DNA-Affinititschromatographische Identifizierung von Pema bindenden Proteinen aus E. coli MG1655. Als
Positivkontrolle wurden DNA-Sequenzen aus Pru und als Negativkontrolle aus Pana verwendet. Analyse der DNA-bindenden
und nichtbindenden Proteine mittels SDS-PAGE und Anfirbung mit Coomassie-Blau. ,,Cytosol*: 16sliche Proteine vor
Inkubation mit DNA-gekoppelten beads, ,,.Durchfluss*: nicht gebundene Proteine, ,,Eluat: an DNA-gekoppelte beads
bindende Proteine nach Eluation. (B) DNA-Affinititschromatographische Identifizierung von Peyms bindenden Proteinen aus
OxyR-His iiberexprimierenden E. coli BL21 DE3. Oben: Coomassie-Blaufirbung des SDS-Gels, unten: Westernblot-Analyse
desselben mittels spezifischer a-His Antikorper zur Verifizierung von OxyR-His. (C) qPCR Analyse der Genexpression von
epmA in E. coli BW25113 Stimmen mit Deletion ausgewdhlter, putativ Pgms bindender Transkriptionsfaktoren.
(D) Westernblot-Analyse des Proteinlevels von EF-P und EpmA in Abwesenheit dieser Transkriptionsfaktoren mit spezifischen
a-EF-P oder a-EpmA Antikdrpern.

Material und Methoden: (A) St31. (B) St2, V53. (C und D) WT = St4, Aefp = St5, AnagC = St17, ApgrR = St13, AulaR = St14,
ApurR = StSt16, AoxyR = St10.

Die gezeigten Resultate reprasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfithrungen.



3. ERGEBNISSE Regulation der Expression und Aktivitit von EF-P 127

Tab. 14: Massenspektrometrische Identifizierung der mittels DNA-Affinitdtschromatographie  ermittelten
Transkriptionsfaktoren, die von Beads mit gekoppelter Promotor-DNA von antA, epmA und katG, bzw. unbeladenen Beads
eluiert wurden.

Total Unique Peptide Count: Total Unique Peptide Count:
Accession Number MW empty Puna  Pepma  Prarc Accession Number MW  empty Powa  Popma  Prarc
HNS ECOLI 16kDa 0 170 48 78 DEOR ECOLI 29 kDa 8 1 14
STPA_ECOLI 15kDa 0 117 19 53 LACI_ECOLI  39kDa 2 1 2
LRP_ECOLI 19 kDa 15 16 35 AAER ECOLI  35kDa 1 1 3
NAGC_ECOLI 45 kDa 0 15 YAFC ECOLI  34kDa 11 0 1
NSRR_ECOLI  16kDa 0 28 12 21 DICA_ECOLI  16kDa 3 0 0
OXYR ECOLI  34kDa 1 11 87 MURR _ECOLI  31kDa 0 2
CYTR _ECOLI  38kDa 8 10 7 YCIT ECOLI  28kDa 16
ARGP_ECOLI 33 kDa 4 9 CPXR ECOLI  26kDa 6 0
NADR ECOLI  47kDa 6 8 4 PAAX ECOLI 35kDa 6
MRAZ ECOLI 17 kDa 1 8 2 YGBI_ECOLI  27kDa 5 62
PGRR_ECOLI 33 kDa 2 7 0 CRA_ECOLI  38kDa 5 4
RCSB_ECOLI 24 kDa 11 5 4 OMPR ECOLI  27kDa 5 1
INTS ECOLI 44kDa 0 1 4 0 YIEP_ECOLI 26 kDa 5
YFHH_ECOLI 31 kDa 31 3 GALR _ECOLI  37kDa 4 1
GNTR_ECOLI  36kDa 6 3 6 DCTR_ECOLI  20kDa 3
ALLR_ECOLI 29 kDa 5 3 3 FUCR _ECOLI  27kDa 2 1
PURR_ECOLI 38 kDa 1 2 NHAR ECOLI 34 kDa 2
ULAR _ECOLI 28 kDa 0 2 2 YJHU ECOLI 36 kDa 1 6
CYSB_ECOLI  36kDa 14 1 10 KDGR _ECOLI  30kDa 3

Die Bindung von OxyR an die Promotorregion von epmA wurde in einem zweiten Versuchsansatz unter der
Annahme, dass die zuvor beobachtete OxyR-DNA Bindung noch keine Séttigung erreicht hat, verifiziert. Diesmal
wurden die an Beads gekoppelten DNA-Fragmente mit cytosolischen Proteinen eines mit pET SUMO_OxyR
transformierten und damit OxyR-His iiberexprimierenden E. coli BL21 Stammes (Proteinkonzentration 10,33
mg/ml) inkubiert (Abb. 38B). Tatsdchlich ist OxyR das prominenteste der eluierten Proteine. Die entsprechende
Bande ist nach SDS-PAGE und Anfiarbung des Gels mit Coomassie-Blau im Fall von Pyuc und Pep4 ca. 100-fach
stirker als es bei P4 und den leeren Beads der Fall ist. Unspezifisch bindende Proteine sind vermutlich eine Folge
der iiberproportional hohen Konzentration von OxyR-His. Durch einen Western Blot mit spezifischen anti-His

Antikdrpern wurde bestétigt, dass es sich bei der Proteinbande tatséchlich um OxyR-His handelt.

Ein Screening nach unter verschiedenen Stressbedingungen wie Phosphat- (6,7 mM), Stickstoff- (1,8 mM) oder
Sauerstofflimitation spezifisch bindenden Transkriptionsfaktoren lieferte keine iiber die obigen Versuche

hinausgehenden Ergebnisse.

3.4.2.3.2 Verifizierung des Einflusses von NagC, UlaR und PgrR auf die Expression von efp und epmA

Der Einfluss von Transkriptionsfaktoren, welche nachweislich an die Promotor-DNA von epmA binden, wurde
mittels quantitativer realtime PCR iiberpriift. Dazu wurden Stimme untersucht, in welchen die fiir die

Transkriptionsfaktoren kodierenden Gene durch die Insertion einer Kanamycin-Kasette deletiert sind.
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Das Expressionslevel von epmA ist in Abwesenheit von nagC, ulaR und pgrR signifikant um das 0,3-, 0,5- und
0,3-fache reduziert (Abb. 38C). Alle drei Transkriptionsfaktoren besitzen ein helix-turn-helix Bindemotiv und
regulieren wichtige metabolische Prozesse 378381, Wihrend NagC am Kohlenhydratmetabolismus beteiligt ist,
kontrolliert UlaR den L-Ascorbatmetabolismus 38> 383, PgrR spielt eine Rolle in der Peptidoglykandegradierung
384 Die Verinderung des Expressionslevels von epmA in Folge einer Deletion der Gene, die fiir diese
Transkriptionsfaktoren kodieren, ist allerdings nicht grof3 genug, um Auswirkungen auf das EpmA Proteinlevel

im Western Blot auflésen zu konnen (Abb. 38D).

3.4.3 Expressionsmuster von Proteinen mit polyP Motiv in VBNCs

Wie es fiir die meisten Bakterien der Fall ist, wird auch E. coli aus praktischen Griinden im Labor standardméBig
unter moglichst optimalen Wachstumsbedingungen kultiviert und die exponentielle Wachstumsphase als
Referenzzustand herbeigezogen. Dabei gerit jedoch die Tatsache in den Hintergrund, dass Bakterien in ihrem
natiirlichen Habitat die meiste Zeit einer Substratlimitation ausgesetzt sind und sich in einem katabolischen
Ruhezustand befinden, bis sich eine Gelegenheit zur Zellteilung ergibt 38> 3% Aus diesem Grund konnen
Freilandisolate verschiedener Bakteriengattungen oftmals nicht im Labor kultiviert werden. Der Verlust der
Kultivierbarkeit (VBNC, viable but non-culturable cells), kann nur durch das Vorhandensein bestimmter Reize

387 Dieses Phinomen wurde zuerst in E. coli und V. cholerae erkannt 3% 338 Durch verschiedene

beendet werden
externe Stimuli, wie Langzeitkultivierung bei niedriger Temperatur, Nahrstofflimitation, hohe Osmolaritét oder
Strahlung konnen Bakterienzellen kiinstlich in einen voriibergehend unkultivierbaren Zustand (VBNC) versetzt

werden 3%,

Der Wachstumsstillstand von VBNCs manifestiert sich vor allem in einer verlangsamten Ribosomenbiogenese
und damit einhergehenden Proteinbiosynthese, der vermehrten Synthese von Membranphospholipiden, einer
Kondensierung des Nukleoids und schlieBlich einem reduzierten Gesamtzellvolumen %7, Dieser Phénotyp wird
maBgeblich durch den Sigmafaktor S (RpoS) und den Sekundirmetaboliten (p)ppGpp hergestellt 3%7. Weitere
lebensnotwendige Prozesse, wie die Aufrechterhaltung des elektrochemischen Protonengradienten, werden

beibehalten 3% 31,

Das pathogene Bakterium Pseudomonas aeruginosa liegt in infiziertem Lungengewebe in einem Ruhezustand vor,
der eine Uberdauerung der konstanten Sauerstofflimitation erlaubt. Eine Simulierung der anaeroben Bedingungen
im Labor fiihrt zu erhdhten Proteinleveln von GreA, S10 und EF-P (2,02-, 3,50- und 2,35-fach)**2. Daraus wurde
der Riickschluss gezogen, dass die durch Substratlimitation ins Stocken geratene Transkription und Translation
mit Hilfe einer Anhebung der Kopienzahl bestimmter Transkriptions- sowie Translationselongationsfaktoren

ausgeglichen werden kann 37,

Entgegen dieser Hyptothese wire jedoch auch denkbar, dass eine Absenkung der Anzahl an aktiven EF-P
Molekiilen die Translation von Proteinen, die nicht relevant zur Uberbriickung des Ruhezustandes sind, reduziert,
womit wertvolle Ressourcen eingespart werden konnten. Wie bereits gezeigt, ist efp in E. coli und in zahlreichen
anderen Bakterien nicht essentiell, bzw. fiihrt eine Deletion des Gens zwar zu Wachstumsdefiziten, ist aber nicht
lethal ' %°, Daraus lésst sich ableiten, dass keines der von EF-P (im Gegensatz zu elF5A, bzw. alF5A) abhingigen

Proteine eine essentielle, lebensnotwendige Rolle spielt.



3. ERGEBNISSE Regulation der Expression und Aktivitit von EF-P 129

3.4.3.1 Etablierung eines Verfahrens zur Separierung von viablen E. coli Zellen aus Langzeitkulturen

Um zu klédren, ob und welche Rolle EF-P wihrend der Dormanz von E. coli spielt, wurden die Zellen durch

Langzeitkultivierung bei 4°C in einen voriibergehend unkultivierbaren Zustand (VBNC) versetzt.

Ahnlich wie bei der Persistenz besteht fiir das Auftreten von VBNCs eine stochastische Wahrscheinlichkeit,
wihrend ein GroBteil der Bakterien abstirbt 3>, Um VBNCs separat untersuchen zu kénnen, ist es notig, sie von
der restlichen Kultur abzutrennen. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen dieser Arbeit eine auf einer

Dichtegradienten-Zentrifugation basierende Methode entwickelt.

Bereits 1981 beschrieb Killik 3%*, dass sich die kolloidalen, polyvinylpyrrolidonummantelten Silikatpartikel der
von Pertoft et al. (1987)*° entwickelten Percoll-Losung dazu eignen, um verschiedene sich in ihrer Form
unterscheidende Phéanotypen derselben Zellen zu separieren. Dabei handelte es sich um Dyctiostelium discoideum
Sporen und Sténgelzellen. Fine dhnliche Methode wurde fiir eine erfolgreiche Separierung von Caulobacter
crescentis Schwirmer- und sessilen Zellen angewandt 3% . Es stellte sich daher die Frage, ob die Unterschiede in
der Partikelform und -groBe von intakten, viablen und abgestorbenen oder bereits degradierten  E. coli Zellen

grof} genug sind, um eine &hnliche Trennung durchzufiihren.

Mit Hilfe einer Testreihe wurde nach einer geeigneten Percoll-Verdiinnung und Zentrifugationsmethode geforscht,
welche alle Voraussetzungen flir einen geeigneten Gradienten erfiillt. Dabei kamen E. coli K-12 MG1655
Kulturen, welche bis zu einer ODgoo von 1 bei 37°C kultiviert und anschlieBend durch fiinfminiitiges Aufkochen
bei 95°C, bzw. Hochdruck aufgeschlossen oder zur Induktion des VBNC Zustands anschlieBend 31 Tage bei 4°C
inkubiert wurden, zur Anwendung. Letztere setzt sich zusammen aus intakten, lebenden und abgestorbenen Zellen
(Abb. 39A). Zur Ermittlung geeigneter Parameter wurde deren Separierung in verschieden konzentrierten Percoll-
Losungen (25-100% in PBS-Puffer pH 8,0) untersucht. Der Dichtegradient wurde durch eine einstiindige

Zentrifugation erstellt, wobei Geschwindigkeiten von 180 — 7.800 x g getestet wurden.

In allen Féllen bildete sich mindestens eine distinkte Zellschicht aus, in einigen Ansitzen konnte im Fall der bei
4°C inkubierten Zellen eine zweite Zellschicht festgestellt werden (Abb. 39B). Eine optimale Trennung fand in
einer 60% Percoll-Losung bei 7.800 x g statt. Zellen aus beiden Schichten wurden mit einer Pipette entnommen,
mit Propidiumiodid zur Unterscheidung von abgestorbenen Zellen angefdrbt und mikroskopisch untersucht
(Abb. 39C). Die im oberen Bereich des Dichtegradienten liegende Zellschicht besteht vollstindig aus
abgestorbenen Zellen und Zellfragmenten. Im Gegensatz dazu finden sich in der darunter liegenden Schicht {iber
95% lebende Zellen. Zwar finden sich vereinzelt auch abgestorbene Zellen, diese sind aber moglichweise eine
Folge der harschen Zentrifugationsbedingung. Die Separierung von viablen Zellen und den eine geringere Dichte
aufweisenden abgestorbenen, sowie fragmentierten Zellen ist mittels der hier beschriebenen, auf Percoll

basierenden Dichtegradienzentrifuation moglich.
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Abb. 39: Analyse des Anteils an intakten und potentiell lebenden im Vergleich zu abgestorbenen und fragmentierten E. coli
K-12 MG1655 Zellen aus Langzeitkulturen nach Induzierung des VBNC Zustandes. (A) Zustand einer E. coli K-12 MG1655
Zellkultur nach Kilte-Induzierung des VBNC Zustandes und 38-tdgiger Inkubation im Vergleich zu Zellen in der
exponentiellen Wachstumsphase (exp. WP). Anfiarbung von abgestorbenen Zellen mit Propidiumiodid und
Fluoreszenzmikroskopie (DMi8) von auf Agar-Pads immobilisierten Zellen. (B) Vergleichende Dichtegradientenzentrifugation
von Zellen nach Induktion des VBNC Zustandes und 38-tdgiger Inkubation, sowie hitzeinaktivierten (H!) oder
aufgeschlossenen (F!) Zellen der spéten exponentiellen Wachstumsphase. Beispielparameter. (C) Verifizierung des Zustands
der nach Dichtegradientenzentrifugation in zwei distinkten Schichten enthaltenen Zellen (38 Tage Inkubation bei 4°C).
Anfarbung von abgestorbenen Zellen mit Propidiumiodid und Fluoreszenzmikroskopie. (D) Nachverfolgung der
Verdnderungen der Zellzahlen von lysierten (,,lysiert™), abgestorbenen (,,PI positiv*), lebenden und kultivierbaren (,,CFU®),
sowie lebenden und unkultivierbaren (,,VBNC®) Zellen in E. coli K-12 MG1655 Kulturen nach 38 und 80 Tagen Inkubation
bei 4°C.

Material und Methoden: WT = St31 Aefp = St40.
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3.4.3.2 Einfluss von EF-P auf das Erreichen des VBNC Zustands

Um die Rolle von EF-P, bzw. von EF-P abhédngigen polyP Motiven in der Etablierung von VBNCs zu testen
wurden ein E. coli K-12 MG1655 Wildtypstamm, sowie eine Aefp Mutante untersucht.

Der VBNC Zustand wurde wie im Methodenteil beschrieben mittels Kilte (4°C) und 120-tdgiger
Langzeitkultivierung induziert. Eine Kontamination wurde durch eine Sequenzierung der Stimme bei
Versuchsende ausgeschlossen. Durch die Verfiigbarkeit aller Nahrstoffe ist wihrend der gesamten Versuchsdauer
eine funktionelle Proteinbiosynthese gewéhrleistet. Die niedrige Temperatur verlangsamt jedoch alle
enzymatischen Reaktionen und stellt eine enorme Stresssituation fiir das Bakterium dar 3%, Wihrend des gesamten
Zeitraums der Inkubation bei 4°C wurden regelmiBig Proben entnommen und die Kultivierbarkeit der Bakterien
iiberpriift. Dabei lieB sich kein Unterschied zwischen Wildtyp und Aefp Mutante feststellen. Nach 38 Tagen war
die Anzahl der koloniebildenden Bakterien in beiden Kulturen auf 50% gesunken, nach 80 Tagen auf 5% und nach
120 Tagen auf 0,001%. Durch eine Bestimmung der Gesamtzellzahl und Propidiumiodidanfarbung mit
anschlieBender fluoreszenzmikroskopischer und durchflusszytometrischer Analyse wurden die Zellen auf ihren
physiologischen Zustand hin untersucht (Abb. 39 D). Nach 38 Tagen waren noch 50% und nach 80 Tagen noch
35% der Bakterienzellen intakt und damit z&hlbar. Davon waren nach 38 Tagen nur noch 70% kultivierbar,
wihrend es nach 80 Tagen 10% waren. Im Gegensatz dazu fanden sich in einer E. coli Kultur in der exponentiellen
Wachstumsphase iiber 99% viable und kultivierbare Zellen. Unter Beriicksichtigung eines Fehlers im Auszéhlen
der Zellzahl von 10%, wurde die Anzahl der weder kultivierbaren, noch durch Propidiumiodid anfarbbaren Zellen
berechnet. Demnach befanden sich nach 38 Tagen 0% und nach 80 Tagen 1% der Ausgangspopulation in einem

viablen, aber unkultivierbaren Zustand (Abb 39D).

Da die Menge an abgestorbenen Zellen und Zellfragmenten nach 120 Tagen trotz der konservierenden
Bedingungen {iberproportional hoch war, war eine Bestimmung der Gesamtzellzahl und Anfirbung mit
Propidiumiodid in diesem Zustand weder sinnvoll noch zielfiihrend. Parallel in dieser Arbeitsgruppe durchgefiihrte
und von Vilhéna et al. (2018)*7 publizierte Untersuchungen zeigten, dass nach 120 Tagen 8% der verbleibenden

intakten Zellen in einem VBNC Zustand vorliegen.

3.4.3.3 Zusammenhang zwischen der EF-P Aktivitit und der Anzahl von Proteinen mit polyP Motiv im
VBNC Zustand

Um die Proteinbiosynthese von viablen Wildtyp und Aefp Zellen zu untersuchen, wurden diese nach 38 und 80
Tagen mittels Percoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert und membranstimmige, sowie 16sliche Proteine
durch eine SDS-PAGE analysiert (Abb. 40A und B). Bereits nach 38 Tagen zeigte sich ein deutlich von Zellen
aus der exponenticllen Wachstumsphase abweichendes Muster. Die Proteine besonders prominenter Banden
wurden massenspektrometrisch identifiziert. Folgende Membranproteine waren stirker présent, als in der
exponentiellen Wachstumsphase: das Chaperon ClpB und die die NADH Dehydrogenase Ndh. Im Wildtyp ist eine
der ATP-Synthaseuntereinheit AtpD zugeordnete Proteinbande nach 38 Tagen schwicher, als in der
Vergleichsprobe aus der exponentiellen Wachstumsphase. Die cytosolische Tryptophanase TnaA und die Alanyl-
tRNA-Syntherase AlaS wiesen bereits nach 38 Tagen erhohte, bzw. reduzierte Level auf.
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Abb. 40: Charakterisierung des Proteoms von lebenden E. coli K-12 MG1655 Wildtyp (St31) und Aefp Zellen (St40) nach 38

(A), bzw. 80 (B) Tagen Langzeitkultivierung bei 4°C. SDS-PAGE mit anschlieender Silbernitrat-Farbung zur Analyse der

gesamten, 16slichen und membrangebundenen Proteine. Rote Pfeile markieren Proteinbanden, die sich von der entsprechenden

Bandenintensitit der Kontrollprobe, Zellen aus der mittleren exponentiellen Wachstumsphase (exp. WP), unterscheiden.

Membrangebundene Proteine: a = ClpB, b = Ndh, ¢ = AtpD; 16sliche Proteine: a = TnaA, b = AlaS.

Mittels Western Blot wurden ausgewéhlte Proteine der nach 38 und 80 Tagen entnommenen Zellen

immunologisch detektiert und relativ quantifiziert (Abb. 41A). Als Referenz wurde das ribosomale Protein RpsB

(S2) herangezogen, welches nach 38 Tagen keine Verdnderung zur exponentiellen Wachstumsphase aufweist und
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nach Tag 80 in geringfligig kleineren Kopienzahlen vorliegt. Die Proteine EnvZ und Lon tragen polyP Motive,
welche laut Vorhersage einen ,,starken” Translationsarrest induzieren und damit potentiell abhdngig von EF-P
sind. Es konnte jedoch weder nach 38 noch nach 80 Tagen eine Verdnderung deren Proteinlevels festgestellt
werden. Auch das Proteinlevel von EF-P blieb konstant. Eine leichte Absenkung der Kopienzahl von EpmA lies
sich hingegen in Wildtyp und Aefp Zellen nach 38 und 80 Tagen beobachten.

Um zu tberpriifen, inwiefern das nach 38 Tagen reduzierte EpmA-Level eine Auswirkung auf den
Modifikationszustand von EF-P hat, wurde das Protein nach einem tryptischen Verdau massenspektrometrisch
untersucht (Abb. 41B). Als Referenz dienten die EF-P Peptidsequenzen ,,VPLFVQIGE®, ,FWHFMNNE® und
-EWHFM[+16]NNE®“, wobei letztere eine Methioninoxydierung beinhaltet, welche typisch fiir die hier
angewendete Probenaufbereitung ist. Relativ dazu wurden je zwei Peptide unterschiedlicher Linge mit Lysin-
(128,1 Da) bzw. Oxylysinmodifikation (144,1 Da) an Position K34 quantifiziert: ,,FVKPGK[+128.1]GQAFAR"
und ~ASEFVKPGK[+128.1]GQAFAR, bzw. »FVKPGK[+144.1]GQAFAR* und
~ASEFVKPGK][+144.1JGQAFAR". Unter der Annahme, dass die Anzahl der Referenzpeptide konstant bleibt, ist
nach 38-tidgiger Inkubation im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase eine 20,77+1,73-fache Anhebung
des Levels der B-Lysilierung zu verzeichnen. Im Vergleich dazu bleibt das Level der Hydroxylysinmodifikation
gleich (0,85+0,20-fache Verdnderung). Diese Modifikation begriindet sich sowohl durch EpmA vermittelte [3-
Lysylierung (128,1 Da), als auch durch die EpmC vermittelte Hydroxylierung (15,995 Da). Bezeichnenderweise
konnten keine Peptide mit unmodifiziertem K34 identifiziert werden. Dabei ist allerdings nicht auszuschlie3en,
dass unmodifizierte Peptide weniger stabil, damit zugénglicher fiir den tryptischen Verdau sind und deshalb nicht
erfasst wurden. Die Ergebnisse widerlegen demnach eine Absenkung der EpmA Kopienzahl im Zuge der
Langzeitkultivierung. Moglicherweise ist eine erhohte Zahl an Peptiden mit K34 Lysinmodifikation im Vergleich
zu Referenzpeptiden eine Folge der bei 4°C verlangsamten Proteindegradation. Ein erhdhtes Level an Peptiden

mit K34 Lysinmodifikation kdnnte andererseits auch auf eine geringere Aktivitdt von EpmC hindeuten.

Der Modifikationszustand von EF-P nach Tag 38 wurde ergénzend mittels isoelektrischer Fokussierung und
anschlieBendem Western Blot untersucht. (Abb. 41C) Als Referenz dienten zwei bis in die exponentielle
Wachstumsphase kultivierte Stimme: ein Wildtyp E. coli Stamm und eine AepmA Mutante, in welcher EF-P nur
in unmodifizierter Form vorliegt. Dabei zeigte sich, dass sowohl in der exponentiellen Wachstumsphase, als auch
nach Tag 38 ausschlieflich EF-P Molekiile mit identischer Aminosédurezusammensetzung vorliegen, welche der
einer gereinigten EF-P Variante mit K34-Hydroxy-f-lysinmodifikation entspricht. Eine Auflésung zwischen
Proteinen mit B-Lysin- und solchen mit Hydroxy-B-lysimodifikation ist mit dieser Methode nicht méglich. Alles

deutet darauf hin, dass EF-P unter beiden Bedingungen zu anndhernd 100% modifiziert ist.
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Abb. 41: Charakterisierung der Level von ausgewéhlten Proteinen in lebenden E. coli K-12 MG1655 Wildtyp und Aefp Zellen
nach Langzeitkultivierung bei 4°C. (B) Western-Blot Analyse mit spezifischen Antikdrpern zur Analyse ausgewdhlter
Proteinlevel nach 38 und 80 Tagen. (C) Isoelektrische Fokusierung von Proteinen aus einem Gesamtzellextrakt von E. coli K-
12 MG1655 Wildtypzellen und anschlieSende Detektion im Western Blot mit spezifischen a-EF-P Antikorpern zur Ermittlung
des Modifikationszustandes von EF-P nach 38 Tagen. (D) Massenspektrometrische Bestimmung des Modifikationslevels von
EF-P nach 38 Tagen. Prozentualer Anteil von EF-P Peptiden mit K34 Modifikation im Vergleich zu Referenzpeptiden aus
einem anderem Proteinabschnitt (vergleiche Text).

Material und Methoden: (A und C) WT = St31, Aefp = St40. (B) WT= St4, AepmA = St11.

Die gezeigten Resultate reprasentieren jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus drei voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen, bzw. reprisentieren eine von drei unabhingigen Versuchsdurchfithrungen.

Nach 120-tdgiger Inkubation wurde das gesamte Proteom des Wildtyp E. coli Stamms mittels
Massenspektrometrie untersucht. Dabei wurden 2.399 verschiedene Proteine erfasst (Tab. 15). Der vollstindige
Datensatz ist im ,,ProteomeXChange Consortium* iiber das Archiv ,,PRIDE* (http://www.ebi.ac.uk/pride) mit der
Datenidentifikationsnummer PXD009463 hinterlegt.

Im Vergleich zu Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase sind die Level einzelner Proteine um bis zu
418,65-fach erhoht (YdfK) und um bis zu 0,0051-fach reduziert (TtcA). In insgesamt 1.455 Proteinen konnten
signifikant abweichende Proteinzahlen festgestellt werden (t-Test, Mehrfachvergleich, p-Wert < 0,05), wobei
565 Proteine erhohte und 658 Proteine reduzierte Level im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase
aufwiesen (Abb. 42). Dabei bestitigten sich die bereits nach 38 und 80 Tagen festgestellten verdnderten
Kopienzahlen von ClpB (6,13-fach), TnaA (14,16-fach) und AlaS (0,53-fach). Die Level von EF-P, EpmA, EpmB
und EpmC sind auf das je 0,48-, 0,45-, 0,33- und 0,94-fache reduziert (nicht signifikant) und gleichen damit den
Leveln von anderen fiir die Proteinbiosynthese wichtigen Proteinen. Dazu zdhlen die Alanyl-tRNA-Synthetase
AlaS (0,53-fach), 21 der ribosomalen 30S-Untereinheit Proteinen RpsA-U (0,1 1-fache bis 0,49-fache Proteinlevel
im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase), oder die Translationselongationsfaktoren TufB (0,59-fach)
und Tsf (0,73-fach). Das Level des mit der stationiren Wachstumsphase assoziierten RpsV Proteins der

30S-Untereinheit ist dagegen um das 42,26-fache erhoht.
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Unter den 656 Proteinen mit signifikant erhohter Kopienzahl finden sich 268 (40,9%) Proteine mit polyP Motiv,
davon je 62 (10,9%) mit starken, 64 (9,7%) mit moderaten und 142 (21,6%) mit schwachem Motiv. Im Vergleich
dazu finden sich in den 799 Proteinen mit signifikant reduzierter Kopienzahl 286 Proteine mit insgesamt 68 (8,5%)
starken, 79 (9,9%) moderaten und 149 (18,6%) schwachen polyP Motiven. Es kann keine signifikante Abweichung

von einer Zufallsverteilung festgestellt werden (zweiseitiger t-Test, 95% Konfidenzintervall).

Die relativen Level von 52 bzw. 47 Proteinen sind im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase um je das
mindestens 10-fache erhdht bzw. reduziert (Tab 16). Bei den Proteinen mit derartig erhéhter Kopienzahl handelt
es sich in erster Linie um solche, die mit Stress und insbesondere Kéltestress assoziiert sind, wie BhsA,YdfK,
CspB, Cspl, CspG, BIuF und BluR. Dazu zdhlt aulerdem eine aufféllig hohe Zahl an Proteinen, die Teil des
Glycerophospholipidmetabolismus (GIpA, GlpB, GlpD, GIpT, GIlpQ, SraA, YtfE, BhsA) und des
Zuckermetabolismus (LacZ, TreC, SrlD, FucO) sind. Deutlich reduzierte Proteinlevel finden sich im Fall von mit
andersartigem Stress assoziierten Proteinen (SodC, HslJ, HdeA) und den ribosomalen Proteinen RpmG und
RpmH, sowie Transportern wie Yojl und PlaP. Proteine, die im im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase
weniger abundant sind haben unterschiedlichen Funktionen und sind Teil eines breiten Spektrums an
Stoffwechselwegen. Interessanterweise sind Level von Proteinen des Pyruvatmetabolismus (PflA 5,6-fach; PckA
4,6-fach) und des Pyruvattransporters BtsT (7,68-fach) in VBNCs erhoht, was im Rahmen einer darauf
aufbauenden Analyse zur Bedeutung der Pyruvat-Wahrnehmung fiir das Beenden des VBNC Zustands detaillierter
untersucht wurde (vgl. Vilhena et al., 2018 3%7).

Tab. 15: Verteilung von polyP Motiven in allen Proteinen mit signifikant verdnderten Proteinleveln nach 120-tdgiger

Inkubation bei 4°C im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase.

Anzahl Proteine mit Anzahl Proteine mit Anzahl Proteine mit Anzahl Proteine mit
Gesamtanzahl Proteine n "starken" polyP "moderaten" polyP "schwachen' polyP
polyP Motiven . 0 q
Motiven Motiven Motiven

absolut relativ npolyP absolut relativ npolyP absolut relativ npolyP absolut relativ npolyP absolut relativ n polyP
Gesamtproteom 4313 100% 2087 1458  338% 2087 425 9,8% 478 409 9,5% 446 952 22,1% 1163

VBNC Tag 120;
erhohte Proteinlevel

VBNC Tag 120;
reduzierte Proteinlevel

656 100% 307 229 349% 307 62 9,5% 69 64 9,7% 67 142 21,6% 171

799 100% 346 286  358% 346 68 8,5% 81 79 9,9% 86 149 186% 179

Anzahl Proteine mit Anzahl Proteine mit
n=1 polyP Motiven n>1 polyP Motiven

absolut relativ npolyP absolut relativ n polyP
Gesamtproteom 1003 233% 1003 455 10,5% 1084

VBNC Tag 120;
erhohte Proteinlevel

VBNC Tag 120;
reduzierte Proteinlevel

167  255% 167 62 9,5% 140

195 244% 195 91 114% 197
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Abb 42: Massenspektrometrische Analyse des Proteoms von lebenden E. coli K-12 MG1655 Wildtypzellen nach 120-tigiger
Inkubation bei 4°C im Vergleich zu Zellen aus der mittleren exponentiellen Wachstumsphase. Die n-fache Anderung der
Proteinlevel wird als das log2-Verhiltnis der relativen Proteinabundanzen der beiden Proben dargestellt. Die Signifikanz dieser
Anderung wird durch den negativen Logarithmus der p-Werte eines t-Tests (Mehrfachvergleich) beschrieben. Exemplarische
Proteinlevel, die im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase nach 120 Tagen um das iiber 10-fache reduziert, bzw.
erhoht sind, sind in rot markiert. Die flir diese Arbeit relevanten Proteinlevel von EF-P, EpmA, EpmC und der Signalproteine
EnvZ und Lon Protease sind blau hervorgehoben, wobei deren Verdnderung nicht signifikant ist.

Die Daten basieren auf drei voneinander unabhéngig durchgefiihrten Versuchen. Das Diagramm wurde erstellt von Dr. Ignasi
Forné (Biomedizinisches Centrum, LMU Miinchen) und 2018 publiziert®’.

Tab. 16: Detaillierte Ubersicht iiber die massenspektrometrisch identifizierten Proteine, deren Level im Vergleich zur
exponentiellen Wachstumsphase nach 120-tégiger Inkubation bei 4°C um das iiber 10-fache erhdht, bzw. reduziert sind. Die
Anzahl der in den Proteinen auftretenden polyP Motive, sowie deren Klassifizierung (W = schwach, M = moderat, S = stark)
sind im Einzelnen aufgefiihrt.
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4. DISKUSSION

Prolin unterscheidet sich von allen anderen proteinogenen Standard-Aminosduren durch besondere strukturelle
Eigenschaften, die mit einer hohen Rigiditét von X-Pro Peptidbindungen einhergehen. Dies gilt insbesondere fiir
konsekutive Proline. X(2X(1-nP-X1y Motive wirken nicht nur posttranslational auf rdumlicher Ebene als
strukturgebendes Element in Proteinen, sondern auch kotranslational durch eine zeitliche Beeinflussung der
ribosomalen Peptidyltransferasereaktion und einer erheblichen Beeintrdchtigung der Translationsrate. Beide

Wirkebenen sind untrennbar miteinander verbunden.

Der durch konsekutive Proline induzierte Translationsarrest wird durch die Art der flankierenden Aminoséuren
moduliert. In Anbetracht der Tatsache, dass diese den verzogernden Effekt oft verstirken, erscheint es
unwahrscheinlich, dass konsekutive Proline allein von struktureller Bedeutung sind. Vielmehr muss analog zu
bereits gut beschriebenen Elementen wie seltenen Codons oder leader peptides eine kotranslational regulatorische

Funktion berticksichtigt werden.

Bereits publizierte Fallbeispiele einiger ausgewahlter Proteine unterstreichen die biologische Signifikanz von
konsekutiven Prolinen, sind jedoch nicht ausreichend fiir ein weitgreifendes Verstindnis deren Auftretens 37! 131,
Globale proteomische Analysen beriicksichtigten bislang nur einzelne polyP Motive 4> 33, Diese Arbeit umfasst
eine breit angelegte Untersuchung des Auftretens und der Evolution von allen putativ arretierenden
Polyprolinmotiven in E. coli und liefert damit einen umfangreichen Datensatz, der allgemeingiiltige Aussagen
ermoglicht. Gleichzeitig wurden spezifische Fragestellungen beziiglich der Rolle von polyP Motiven in

ausgewahlten E. coli K-12 Rezeptorproteinen beantwortet.

4.1 Proteine mit polyP Motiv sind hoch divers

In E. coli treten polyP Motive in einer groen Bandbreite von Proteinfamilien unterschiedlichster Funktion auf.
Eine 2014 von Mandal et al.** publizierte proteomweite Analyse des Aufiretens von PPP und PPG Motiven in
Organismen aus sechs taxonomische Gruppen — Archaea, Eubakteria, Protista, Fungi, Plantae und Animalia —
zeigte, dass diese Beobachtung universell zutreffend ist. Die Funktionen von Proteinen mit diesen Motiven sind
sehr divers und betreffen nahezu alle wichtigen zelluldren Prozesse. Dazu zdhlen DNA/RNA-Bindung,
Signaltransduktion, Replikation und Transkription, Zellzyklus und Morphologie, aber auch die Bildung von

strukturellen Komponenten wie dem Cytoskelett und der extrazelluliren Matrix *°.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in E. coli dariiberhinaus bei Betrachtung der katalytischen Aktivitit und der
substratbindenden Eigenschaften eine leichte Akkumulation von polyP Motiven in der Enzymklasse der
Hydrolasen und Transferasen, sowie in Proteinen, die niedermolekulare Molekiile binden, festgestellt werden.
Zudem sind in Membranproteinen mehr polyP Motive anzufinden, als es eine Zufallsverteilung vermuten lief3e.
Dies konnte auf eine besondere Funktion in diesen Proteinen hindeuten. Das Proteom von E. coli beinhaltet ca.
25% putativ membranintegrierte Proteine®!2, auf welche sich mehr als die Hélfte aller ,,starken* polyP Motive

verteilen. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass das Auftreten konsekutiver Proline in Transmembrandoménen
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aufgrund der strukturellen Eigenschaften per se unwahrscheinlich ist, wenn die Proline nicht wie im Fall der

cis/trans-Isomerisierung von Xaa-Pro Peptidbindungen in Transportproteinen eine iibergeordnete Funktion haben.

4.2 polyP Motive stehen unter Selektionsdruck

Die Effizienz ist ausschlaggebendes Merkmal fiir die Art aller an der Translation beteiligten Komponenten 3%% 400,

Hier konnte am Beispiel von E. coli gezeigt werden, dass polyP Motive aufgrund ihrer der Translationseffizienz

entgegenwirkenden Eigenschaften unter negativem Selektionsdruck stehen.

Das Auftreten von polyP Motiven antikorreliert mit Translationseffizienz und Proteinabundanz. Motive, die einen
starken Translationsarrest hervorrufen sind signifikant unterreprésentiert. Je ,,stirker* ein Motiv, desto niedriger
ist seine Frequenz, insbesondere mit steigender Translationseffizienz der Proteine. Gleichzeitig gilt: je ,,starker*

ein Motiv ist, desto weniger konserviert ist es.

Hinzu kommt, dass evolutionsgeschichtlich é&ltere Proteine weniger polyP Motive tragen und diese
wahrscheinlicher durch eine ,,schwéchere® Variante substituieren, als jiingere. Dies wird durch die Erkenntnis
bestitigt, dass auch evolutionsgeschichtlich ,,jiingere” und komplexere Organismen — Animalia und Plantae im
Vergleich zu Archaea und Eubakteria - eine hohere Frequenz an PPP und PPG Motiven aufweisen 4°. Wihrend
eine Deletion von efp Eubakterien in den meisten Fillen beeintréachtigt, ist eine Deletion von elF5A in Eukaryonten

aufgrund des hohen Anteils an betroffenen Proteinen lethal %9101 109, 110,

Je geringer die Translationsrate eines Proteins, bzw. die Anzahl an translatierten Proteinkopien innerhalb einer
gegebenen Zeit, desto kleiner ist der Einfluss von einzelnen translationsverzogernden Elementen auf dessen
Gesamtkopienzahl pro Zelle. Eine Auswirkung auf die finale Proteinabundanz kann nur bei geniigend kurzen
zeitlichen Abstéinden zwischen den Translationszyklen, bzw. einer Akkumulation von Polysomen stattfinden. Dass
die arretierende Wirkung von polyP Motiven mit der Translationsinitiationsrate eines Proteins sinkt, wurde bereits
von Hersch et al. (2014) nachgewiesen ®. Eine geringe Proteinabundanz wire unter diesem Aspekt keine Folge

von polyP Motiven, sondern der Grund, wieso diese im Laufe der Evolution nicht verloren gegangen sind.

Der auf Translationseffizienz basierende Evolutionsdruck formt die Proteinsequenz und ist daher vermutlich
treibende Kraft fiir den Verlust von polyP Motiven. Gleichzeitig bedeutet dies, dass konsekutive Proline trotz der
damit verbundenen negativen Auswirkungen auf die Translationseffizienz bestimmte iibergeordnete Vorteile

bieten, auf welche nicht ohne weiteres verzichtet werden kann.

4.3 PolyP Motive haben verschiedene kotranslationale Funktionen

Trotz des {iibergeordneten Bestrebens nach einer groftmoglichen Effizienz, handelt es sich bei der
Translationselongation um einen nonuniformen Prozess “: 42, Im Rahmen dieser Arbeit wurden am Beispiel von
E. coli mehrere Bereiche innerhalb von Proteinsequenzen identifiziert, welche wihrend der Translation
typischerweise mit verlangsamter Peptidbindungsrate synthetisiert werden und in welchen auch polyP Motive

vermehrt auftreten. Dabei handelt sich um die zur spiaten Phase der Translationsinitiation zdhlenden ersten 50
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Aminosduren eines Proteins, um Interdomdnenregionen und Regionen, die mit der Translokation von
Membranproteinen assoziiert sind (Abb. 43). Das Phanomen lisst sich auch in dem Gram-positiven Bakterium
B. subtilis beobachten (vgl. Qi et al., 2018%?), sodass davon ausgegangen werden kann, dass die polyP vermittelte

Translationsregulation in Bakterien universal ist.

Translations-
geschwindigkeit

Wahrscheinlichkeit
fur das Auftreten von
polyP Motiven

mRNA [codons]

Domaéne 2

Transmembranhelix ; Domadne 1
(N2-()2a ) )2-9aa
N 93922 ———— C

e [Ep—— Lmmmmd e

i (-)12-(-)2aa
Protemseq uenz [aa) 2.9 20

Abb 43: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Translationsgeschwindigkeit und des Auftretens von polyP
Motiven (hypothetische Werte). PolyP Motive sind generell unterreprisentiert, treten jedoch gehéduft in Proteinbereichen auf,
in welchen eine reduzierte Translationsgeschwindigkeit von Vorteil ist. Dabei handelt es sich um die ersten 50, mit der
Translationsinitiation assoziierten Aminosduren, einen Bereich 49-59 Aminosduren downstream von Transmembranhelix-
Starts und Interdoménenregionen.

Die Akkumulation von polyP Motiven in den ersten 50 Aminosduren eines Proteins gleicht dem vermehrten
Auftreten von anderen, bereits beschriebenen regulatorischen Elementen, die einen langsamen Start der
Translation gewihrleisten 4°* !, Dieser zur spiten Phase der Translationsinititation zihlende Proteinbereich
zeichnet sich durch ein hohes Vorkommen an seltenen Codons, positiv geladenen Aminoséuren und starken
mRNA  Strukturen aus und dient vermutlich der Vermeidung von Ribosomenstaus “*. Die
translationsverzogernden Eigenschaften von polyP Motiven machen eine dhnliche Funktion wahrscheinlich,
kdnnten aber auch der Grund dafiir sein, wieso sie in diesem Sequenzabschnitt mit hoher Wahrscheinlichkeit

toleriert werden.

PolyP Motive akkumulieren in nichtstrukturierten Bereichen eines Proteins und in Interdoménenregionen. Eine
Anpassung der Translationsrate steht hier vermutlich mit kotranslationalen Faltungsprozessen bestimmter
Doménenstrukturen in Verbindung. Ein Alterieren von schnellen und langsamen Phasen der Peptidbiosynthese ist
Voraussetzung fiir die Faltung bestimmter Doménenstrukturen*®. Wihrend der Faltung eines Proteins
beeinflussen sich dessen strukturelle Elemente gegenseitig, weshalb eine zeitliche Koordination deren Auftretens

unabdingbar fiir eine korrekte Faltung ist “°® 47, Eine schnelle Translation der mRNA Abschnitte, welche fiir
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strukturelle Doménen kodieren vermeidet missgefaltete Intermediate, wéhrend Translationspausen zwischen den

Dominen eine unabhiingige Faltung der einzelnen Doménen vereinfacht 408: 406, 409,

PolyP Motive akkumulieren in einem Bereich von 49-59 Aminosauren downstream des Transmembranhelixstarts.
Unter der Annahme, dass die meisten Transmembranhelices 21 Aminosduren lang sind und der ribosomale exit
tunnel etwa 28 Aminosduren einschlief3t, findet der durch polyP Motive induzierte Translationsarrest vermutlich
dann statt, wenn die Transmembranhelix aus dem exit tunnel austritt und durch das Translokon in die Membran
integriert wird 32> 321-410, Die Leitung von a-helicalen Transmembranproteinen an die Translokons durch signal
recognition particles (SRP) und deren Insertion in die Membran ist ein weiterer, parallel zur Translation
stattfindender Prozess, welcher durch die Gewihrleistung eines gewissen Zeitfensters vereinfacht wird 320 321 18
19,411,322,412.22_Der hier identifizierte Locus stimmt nicht mit der von Fluman et al. (2014)?? beschriebenen Position
von Shine-Dalgarno-dhnlichen Sequenzabschnitten in E. coli mRNAs iiberein. Allerdings identifizierten Dessen

et al. (2000)*? in E. nidulans 45-70 Aminosiuren downstream von Transmembranhelices einen Cluster aus

seltenen Codons, welcher dem hier beschriebenen Bereich entspricht 3222,

Der intramolekulare Translationsrythmus wird im Allgemeinen durch verschiedene Elemente reguliert. Zum einen
wird die Konformation der entstehenden Peptidkette direkt durch das Ribosom beeinflusst, indem positiv geladene
Aminosduregruppen von der negativ geladenen Ribosomenoberfliche angezogen, wihrend negativ geladene
abgestoBen werden #'3. Zum anderen wird die Translationsrate durch die kodierende Sequenz selbst determiniert.
Ausschlaggebend dafiir sind tRNA-Level, synonyme Codons mit unterschiedlicher Translationsrate und
vermutlich Shine-Dalgarno-dhnliche Sequenzen in der mRNA 408, 22, 414, 313, 415417 ' yarijberhinaus haben bereits
synthetisierte Peptidsequenzen das Potential, die Translationsrate zu beeinflussen — entweder durch eine direkte
Interaktion mit dem ribosomalen exit tunnel oder durch die fiir die Peptidyltransferase relevante Substrateignung
der jeweiligen Aminosduren 418 12:311.293 Tm Gegensatz zu den oben beschriebenen Elementen hat der Einbau von
polyP Motiven jedoch einen zusétzlichen Begleiteffekt. Konsekutive Proline determinieren eine spezifische,
unflexible Proteinstruktur, die aus diesem Grund nur in wenigen Doménen oder Sequenzabschnitten sinnvoll und
nicht stérend ist 3. Translationsarrest und Struktur bedingen sich hier gegenseitig. Falls die primire Funktion eines
polyP Motivs die Manipulation der Translationsrate ist, so muss das Motiv an einer Position innerhalb eines
Proteins lokalisiert sein, an dem es dessen Tertidrstruktur nur marginal beeinflusst oder gleichzeitig einen positiven

Beitrag dazu leistet.

4.4 Die Bedeutung von polyP Motiven in den Signalproteinen EnvZ, EvgS, DgcC und Lon

Protease

Die hier ndher untersuchten Signalproteine DgcC, Lon Protease, EvgS und EnvZ tragen jeweils mehrere polyP
Motive unterschiedlicher ,,Stiarke. Deren intramolekulare Lokalisation ist sehr divers. Keines der Motive befindet
sich in einer der fiir Translationsinitiation, Doménenfaltung oder Membranintegration in Frage kommenden
Positionen. Die vier Proteine sind Initiationspunkte von Signaltransduktionswegen, die eine Adaptation der
Bakterienzelle an definierte Umweltbedingungen vermitteln. Unter diesem Aspekt wurde die Rolle der EF-P

abhéngigen polyP Motive individuell bewertet.
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Der Fokus wurde hier auf die Rolle von putativ stark translationsverzogernde polyP Motive gelegt. Dabei handelt
es sich im Einzelnen um VGPPG (Lon), HPPPG (DgcC), NYPPD (EvgS) und IPPPL (EnvZ) Auf Basis der
gewonnen Erkenntnisse und zur Komplettierung des Datensatzes wurde auch das zweite polyP Motiv (VVPPA)

der Histidinkinase EnvZ genauer untersucht.

4.4.1 PolyP Motive in Signalproteinen sind unabhingig von ihrer ,Stirke“ unterschiedlich stark

Kkonserviert

Die polyP Motive der vier ausgewdhlten Proteine sind unabhidngig von ihrer vorhergesagten ,,Stérke*
unterschiedlich stark konserviert. Der Trend, dass putativ stark translationsverzogernde Motive weniger
konserviert sind, ldsst sich aufgrund der kleinen Stichprobengrofie nicht erkennen. Dies impliziert aber
andererseits, dass die Motive eine iibergeordnete Funktion haben, welche ihren individuellen Verbleib entgegen

dem negativen Selektionsdruck erklart.

Das VGPPG Motiv der Lon Protease ist sehr stark konserviert. Alle untersuchten homologen Proteine mit 44%
Sequenzidentitét zur E. coli K-12 Protease weisen zwei konsitutive Proline an analoger Position auf. Dies konnte
auf die Wichtigkeit des Motivs hinweisen. Das ,starke® HPPPG Motiv der Diguanylatzyklase DgcC ist
ausschlieBlich in Stdimmen der Spezies E. coli zu finden. In Stimmen der phylogenetischen Serogruppe B2 ist das
Motiv durch eine Prolin-Serin Substitution abgeschwécht (HPSPG) und gleichzeitig an einen engen genomischen
Kontext gebunden. Die starken polyP Motive NYPPD und IPPPL in EvgS und EnvZ sind neben einer 100%
Konservierung in E. coli dagegen auch in anderen Organismen zu finden und demnach Grundelemente dieser

Histidinkinasen.
4.4.2 Die native Proteinkopienzahl wird nicht durch polyP Motive limitiert

Unabhéngig von der Frage, ob die Kopienanzahl eines Proteins mit polyP Motiv durch das Level an aktiven EF-P
Proteinen moduliert werden kann, tragen polyP Motive das Potential, die Translationsrate durch eine
Verminderung der Translationseffizienz konstant niedrig zu halten. Dies wiirde einen zusdtzlichen
Kontrollmechanismus zu Genexpression darstellen, um eine definierte Anzahl von Proteinen pro Zelle nicht zu
iiberschreiten. Besonders fiir Signalproteine, die Teil eines komplexen und fein abgestimmten
Signaltransduktionsnetzwerks sind, konnte dies von Bedeutung sein. Im Fall von niedrigexprimierten Proteinen,
konnten bereits geringe Anderungen in der Kopienzahl signifikante, phinotypische Effekte haben. Obwohl die fiir
Histidinkinase und zugehdrigen Antwortregulator kodierenden Gene iiblicherweise in einem Operon organisiert
sind und damit unter der Kontrolle desselben Promotors stehen, ist die Proteinkopienzahl der beiden Komponenten
sehr verschieden. Die Stochiometrie von EnvZ — OmpR liegt bei bei 1:35 (ca. 100 Kopien EnvZ/Zelle und 3.500
Kopien OmpR/Zelle) '*!, die von EvgS — EvgA bei etwa 1:6 (ca. 5 Kopien EvgS/Zelle'*® und ca. 30 Kopien
EvgA/Zelle #1*%7), Eine differenzierte Proteinbiosynthese von Proteinen deselben Operons wird in Bakterien und
Archaea durch eine unterschiedliche Translationseffizienz der einzelnen Einheiten erzielt 42°. PolyP Motive wiren
neben den bereits beschriebenen Instrumenten wie seltenen Codons oder mRNA Sekundirstrukturen eine

Moglichkeit, die Translationseffizienz von EvgS und EnvZ zu reduzieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der Einfluss von polyP Motiven auf die Proteinkopienzahl der ausgewihlten

Proteine EnvZ, EvgS, Lon Protease und DgcC untersucht.
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Der Einfluss von putativ stark translationsverzogernden polyP Motiven auf das native Proteinlevel von EnvZ und
Lon wurde unter Verwendung von Wildtyp und Aefp E. coli Stimmen mit chromosomal kodierten
Proteinvarianten mit Pro-Ala substituierten polyP Motiven untersucht. Hervorzuheben ist, dass die
Gegeniiberstellung im Gegensatz zu vorangegangenen Studien auf den nativen Genexpressionsleveln basiert, um

eine unbeabsichtigte Verfalschung der Ergebnisse durch die Manipulation der Transkriptionsrate zu vermeiden.

Die Lon Protease steht stellvertretend fiir Proteine mit hohem Translationslevel. Hier konnte gezeigt werden, dass
das native Proteinlevel der Lon Protease nicht abhéingig von EF-P ist. Auch ein chromosomaler Austausch des
putativ ,,starken* VGPPG Motivs in VGAAG beeinflusst es nicht. Das native Proteinlevel der niedrigexprimierten
Histidinkinase EnvZ ist ebenfalls nicht EF-P abhingig. Eine chromosomal exprimierte Proteinvariante, in welcher
das putativ stark translationsverzogernde IPPPL Motiv durch IAAAL substituiert ist, weist dieselbe Kopienzahl
auf, wie das native Protein. Die Motive haben im Kontext der chromosomal kodierten und unter der Kontrolle

ihres nativen Promotors stehenden Genvarianten keinen Einfluss auf die Translationsrate.

Wird die Genexpression hingegen durch die Verwendung von plasmidkodierten envZ Varianten artifiziell erhoht,
lasst sich die EF-P Abhédngigkeit des Proteinlevels feststellen. Sofern allerdings ein kritischer Punkt erreicht ist,
und es zu einer starken Anreicherung des Proteins kommt, gleichen sich die Proteinlevel wieder an. Damit wird
zum einen die Wichtigkeit der Verwendung von chromosomal kodierten envZ Varianten unterstrichen und zum
anderen verdeutlicht, dass das zelluldre Proteinlevel von verschiedenen Parametern beeinflusst wird und ein
Resultat der turn over Rate ist, die sich aus Neusynthese und Degradierung, bzw. Proteinstabilitit zusammensetzt
421 Durch die Induktion der Uberexpression eines Gens zu Versuchsbeginn wird das Gleichgewicht in Richtung
Neusynthese verschoben. Eine erhohte Transkriptkonzentration fiihrt dazu, dass die Translationsrate erhoht wird
und verzogernde Elemente wie polyP Motive die maximal erreichbare Anzahl an Translationsprozessen innerhalb
eines bestimmten Zeitabschnitts limitieren. Demnach hat IPPPL translationsverzogernde Eigenschaften, die

jedoch keine Auswirkung auf die native Kopienzahl von 50 EnvZ Molekiilen pro Zelle'*! haben.

Am Beispiel des membranintegrierten pH-Sensors und Transkriptionsaktivators CadC wurde in vorangegangenen
Studien eine Relevanz von polyP Motiven fiir die Aufrechterhaltung eines fiir die Signaltransduktion notwendigen
Gleichgewichts demonstriert 3°. In diesem Fall wurde nachgewiesen, dass der Austausch des stark
translationsverzdgernden PIPPP Motivs zu einer Erhdhung der Kopienzahl von CadC fiihrte, welches unter nativer
Promotorkontrolle auf einem low copy Plasmid und damit in anndhernd originaler Expressionsrate kodiert ist >°.
Eine damit einhergehende Erhoéhung der Expressionsrate der Zielgene cadAB wurde mit der, nun
unverhéltnisméBig kleineren, Anzahl des unverénderten inhibierenden Cosensors LysP in Verbindung gebracht.
Fiir EnvZ, das ebenfalls mit einer membranintegrierten Komponente interagiert (MzrA)'**, konnte ein derartiges

Konzept nicht nachgewiesen werden.

EvgS und DgcC konnen im nativen Expressionlevel nicht mittels Western Blot detektiert werden. Im Fall von
EvgS liegt dies augenscheinlich an der geringen Kopienzahl von etwa 5 Molekiilen pro Zelle '°. Zu DgcC liegen
diesbeziiglich keine Daten vor. Eine Erhohung des Expressionslevels durch die Verwendung von
plasmidkodierten, induzierbaren dgcC und evgS Varianten ermdglichte die Untersuchung der Relevanz der
,starken” polyP Motive NYPPD und HPPPG. Wie bereits fiir EnvZ gezeigt, lassen sich Unterschiede beziiglich

der EF-P Abhingigkeit der Proteinlevel bei moderaten Expressionsleveln besser auflosen, als bei sehr hohen.
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Beide Proteine sind in der Wildtypform stark abhiéngig von EF-P und nur schwach EF-P abhéngig nach
NYPPD/NYAD, bzw. HPPPG/HPSPG Substitution. Interessanterweise ist das Proteinlevel der EvgSnyaap
Variante im Wildtyphintergrund geringer, als das des nativen Proteins. Das polyP Motiv scheint einen positiven
Effekt auf den Translationsprozess zu haben. Mdglicherweise behindert sein Fehlen die kotranslationale
Prozessierung des Proteins, wodurch es zu Verzdgerungen kommt. Die Ergebnisse bestatigen die Vorhersage, dass
HPPPG und NYPPD in DgcC und EvgS die Translationsgeschwindigkeit reduzieren. Da allerdings keine
Ergebnisse zu chromosomal kodierten Varianten vorliegen, konnen keine Aussagen beziiglich der Auswirkungen

der Motive auf die tatséchliche native Proteinkopienzahl gemacht werden.

Im Fall der Diguanylatcyclase DgcC konnte bei moderatem Expressionslevel eine leichte Erhéhung der
Kopienzahl nach Substitution des ,,starken” HPPPG Motivs festgestellt werden. Fiir EnvZ, EvgS und Lon Protease
wurde jedoch unter keiner getesteten Bedingung — weder fiir natives noch fiir erhdhtes Genexpressionslevel — eine
Erhohung der Proteinkopienzahl als Folge eines Austauschs der ,starken* polyP Motive im genetischen
Hintergrund des Wildtyps festgestellt. Der negative Einfluss der polyP Motive auf die Translationseffizienz dieser

Proteine muss daher durch die Anwesenheit von EF-P relativiert sein.

31, 69, 293’ wird

Da EF-P den durch polyP Motive induzierten Translationsarrest nicht vollstdndig nivellieren kann
deren translationsverzdgernde Wirkung hier vermutlich auch durch andere Komponenten iiberlagert, welche
ebenfalls einen Einfluss auf die Synthesekapazitét eines Proteins haben. Dazu zdhlen Gentranskription, mRNA
Prozessierung und Halbwertszeit, Primér- und Sekundirstruktur der mRNA, Verfiigbarkeit an ribosomalen
Untereinheiten, Anzahl an beladenen tRNAs und Translationsinitiation “?2. Die Architektur von
Signaltransduktionsnetzwerken beinhaltet oftmals feed back loops und damit die Selbstregulation der
Expressionslevel von einzelnen Komponenten. Im Fall des Zweikomponententensystems EvgAS ist bekannt, dass

der Antwortregulator EvgA die Transkription des evg4S Operons reguliert 2’ 423, Eine feed back Inhibition von
Diguanylatcyclasen, wie DgcC findet iiber deren Produkt c-diGMP statt "4,

Mehrere Studien stellten fiir verschiedene metabolische Stoffwechselwege und Signaltransduktionswege die
Hypothese auf, dass die Architektur des zugrunde liegenden Netzwerkes eine groflere Rolle fiir dessen Stabilitét

424426 Goulian et al. bewiesen 2003 ein

spielt, als die jeweilige Anzahl der einzelnen Komponenten
mathematisches Modell, wonach Schwankungen in der Expression von EnvZ keine Auswirkungen auf die
Phosphorylierung des Antwortregulators OmpR haben, solange die Kopienanzahl von OmpR deutlich hdher ist,
als die von EnvZ **7. Zwei-Komponenten-Systeme wie EnvZ/OmpR und EvgS/EvgA weisen demnach eine
gewisse Robustheit gegeniiber einer stochiometrischen Varianz der beteiligten Komponenten auf. Eine Regulation
der Proteinkopienzahl der Rezeptorproteine hitte demnach keine groBe Auswirkung auf den assoziierten

Signalweg.

Hier konnte gezeigt werden, dass polyP Motive in Proteinen mit niedrigem Translationslevel keine oder nur
geringe Auswirkungen auf die native Proteinkopienzahl haben. Damit wiirde ein geringerer Selektionsdruck
zugunsten der Translationseffizienz einhergehen, was wiederum die Etablierung von polyP Motiven in diesen
Proteinen erkliaren wiirde. Vor diesem Hintergrund muss das vorhergesagte translationsarretierende Potential des

VGPPG Motivs der Lon Protease neu bewertet werden.
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4.4.3 PolyP Motive sind fiir die Proteinfunktionalitit von EvgS und EnvZ von essentieller Bedeutung

Zur Bewertung der Rolle von polyP Motive fiir die Funktionalitdt der untersuchten Proteine EnvZ, EvgS, Lon
Protease und DgcC wurden isogene Mutanten mit chromosomal kodierten Proteinvarianten erstellt. Auch hier

wurde Wert darauf gelegt, das native Expressionslevel der Proteine nicht zu verfalschen.

Trotz seiner starken Konservierung ist das VGPPG Motiv der Lon Protease nicht essentiell fiir die phanotypische
Ausprigung von E. coli K-12 und dessen Fahigkeit, in einen Zustand der Persistenz tiberzugehen. Die Proline sind
Teil des universell konservierten Walker A Motivs (Consensussequenz: GXXXXGKT/S, hier: GPPGVGKS) der

428

Protease Doméne “*°. Der charakteristische P-loop dieser Doméne vermittelt die Bindung von Phosphat, bzw. ATP

und initiiert damit die Nukleotidhydrolyse 4> 4°, Ausschlaggebend fiir die Phosphatbindung ist Lysin 4*!-432, Da
ein grofer Teil der Proteine der AAA+ Proteasefamilie ein Walker A Motiv ohne Prolin trdgt, aber dhnliche

4% Diese konnte

Substratbindeeigenschaften zeigt, hat Prolin vermutlich primir eine andere Funktion
beispielsweise in der Stabilisierung der /oop-Struktur liegen. Dabei ist das VGPPG Motiv der Lon Protease

vermutlich nur von geringer Bedeutung fiir die Proteinfunktionalitit.

Das HPPPG Motiv der Diguanylatcyclase DgcC hat ebenfalls keine erkennbare Relevanz fiir die Funktionalitét
des Proteins, bzw. den assoziierten Signalweg im genetischen Kontext eines celluloseproduzierenden
Reporterstammes. Pathogene E. coli Stimme kolonisieren zum Teil sehr diverse 6kologische Nischen, was sich
auch in deren Genomen bzw. Proteomen widerspiegelt. Das Pangenom von E. coli beinhaltet mindestens 35 Gene,
die fiir putative DGCs (GGDEF Doméne) und PDEs (EAL Domine) kodieren. Abgesehen von abweichenden
Proteinvarianten, fehlen E. coli K-12 im Vergleich zu pathogenen Stimmen vier PDE Gene !73. DgcC ziihlt zu den
8 konservierten Genen und spielt demnach eine Schliisselrolle in dem Signaltransduktionsnetzwerk. Das HPPPG
Motiv von DgcC aus E. coli K-12 ist in der MASE2 Doméne lokalisiert, fiir welche eine Rezeptorfunktion fiir ein
bislang nicht identifiziertes Signal vorhergesagt wird '7®. Moglicherweise spielt das jeweilige Habitat und die
Architektur des Signaltransduktionsnetzwerkes der unterschiedlichen Stimme eine Rolle in der Auspragung des
polyP Motivs dieser Domine. Es bleibt daher offen, welche Auswirkungen ein stark translationsverzogerndes
HPPPG Motiv, das wie hier gezeigt im Vergleich zu HPSPG mit einer Reduzierung der Proteinkopienzahl

einhergeht, in diesem Kontext hitte.

Die individuelle Funktion der polyP Motive unterscheidet sich selbst in Vertretern derselben Proteinklasse, wie

das Beispiel der beiden Histidinkinasen EvgS und EnvZ zeigt (Abb. 44).

Das putativ stark translationsverzogernde NYPPD Motiv aus EvgS ist essentiell fiir die Funktionalitit des
Zweikomponentensystems EvgSA. Eine chromosomal kodierte EvgSnayyp Variante fiihrt zu einer verminderten
Resistenz gegeniiber moderatem Saurestress. Der Phinotyp des entsprechenden E. coli K-12 Stammes gleicht dem
einer AevgS Mutante. Das Motiv ist Teil der periplasmatischen VFT1 Domine. Obwohl das Substratmolekiil noch
nicht experimentell nachgewiesen wurde, deutet vieles darauf hin, dass die Doméne direkt an der Signalerkennung
beteiligt ist **3. Eine particlle Deletion der VFT1 hat nachweislich den Verlust der Aktivierbarkeit der
Histidinkinase bei niedrigen pH Werten zu Folge °% 158, Einen dhnlichen Effekt kénnte die NYPPD/NYAAD
Substitution haben. Dies weist auf die Beteiligung des Motivs an der Substratbindung hin; entweder direkt oder

indirekt durch die Stabilisierung von beteiligten Strukturen.
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Das cytoplasmatische IPPPL Motiv in EnvZ determiniert die enzymatische Aktivitdt der Histidinkinase. EnvZ ist
bifunktional und agiert den extra- und intrazelluldren Stimuli entsprechend als Phosphatase oder als Kinase. Bei
hohen Osmolarititen iiberwiegt die Kinaseaktivitit '°. Das enzymatische Reaktionsgleichgewicht einer
EnvZiaaaL Variante ist im Vergleich zum Wildtypprotein stark auf die Seite der Kinaseaktivitit verschoben. Die
Substitution des cytoplasmatischen polyP Motivs interferiert moglicherweise mit der homodimeren, parallelen
coiled-coil Struktur der HAMP Doméne und behindert damit deren konfomelle Struktur, was den Rezeptor
letztendlich im ,,ON“ Kinasezustand ,einfriert”. Verschiedene Studien untermauern diese These. Die
Konformation der HAMP Doméne ist abhidngig von der Signalperzeption und vermittelt die Signalweiterleitung

an die cytoplasmatischen enzymatischen Doméinen +*

. Der genaue Mechanismus wurde am Beispiel des Tar
Rezeptors aufgeklart. Wahrend eine kompakte Anordnung der Helixbiindel mit dem ,,OFF* Zustand assoziiert ist,
hat eine lockere Anlagerung der Helices den ,,ON“ Status zur Folge #**. Aminosiuresubstitutionen innerhalb der
HAMP Doméne eines chimeren Tar-EnvZ Rezeptors arretieren die enzymatische Aktivitdt des Proteins im
Kinasezustand und fiihren zu einer konstitutiven, von der osmotischen Bedingung unabhingigen Expression von
OmpC . Dieser Phinotyp ist auch charakteristisch fiir eine A193V Substitution innerhalb der EnvZ HAMP
Doméne und tritt ebenfalls auf, wenn das Tar Fragment N-terminal direkt up- oder downstream der drei
konsekutiven Proline fusioniert wird 43¢ 333, Deshalb wurde vorgeschlagen, dass diese Aminoséuresubstitutionen
die ohnehin dynamische HAMP Doméne destabilisieren und/oder deren Fahigkeit, externe Stimuli an die HisKA
Domiine zu iibertragen, entgegenwirken 333, Einen dhnlichen Effekt hat vermutlich die hier analysierte Substitution
des IPPPL Motivs. Dass die Funktionalitit von EnvZ primér von den strukturellen Eigenschaften dieses Motivs
und nicht von dessen translationsverzogernden Eigenschaften abhédngt, wird dadurch untermauert, dass eine

Deletion von efp keinen Einfluss auf die Signaltransduktion und das Expressionsmuster der beiden Zielgene ompC

und ompF hat.

Das hohe Auftreten von polyP Motiven in Histidinkinasen weist auf deren grof3e Bedeutung fiir diese Proteinklasse
hin. Im Rahmen dieser Arbeit konnte am Beispiel zweier wichtiger Vertreter die Notwendigkeit der Motive fiir
die Proteinfunktionalitit gezeigt werden. Die Aktivitit von EnvZ und EvgS hingt malgeblich von der Priasenz der
darin auftretenden ,,starken* polyP Motive ab. Inwiefern die Funktionalitdt anderer Histidinkinasen von dem
Auftreten von polyP Motiven abhingt, muss aufgrund der Lokalisierung in unterschiedlichen Doménen individuell

untersucht werden.

4.4.4 Die polyP Motive von EnvZ vermitteln Protein-Protein-Interaktionen

Die Wichtigkeit des polyP IPPPL Motivs in der EnvZ HAMP Doméne fiir die Proteinfunktionalitdt hangt mit
dessen Beteiligung an der Proteindimerisierung zusammen. Die Homodimerisierung von EnvZ wird in erster Linie
iiber die HisKA Doméne vermittelt, die gesamte cytoplasmatische Beriihrungsfliache besteht jedoch sowohl aus
HisKA, als auch aus HAMP Domine 7 *38, In vitro Studien zeigten, dass die HAMP Domine entbehrlich fiir die
Dimerisierung einer trunkierten HisK A Domine ist **° und dass deren primire Funktion in der Transduktion des

extrazelluliren Stimulus zu den cytoplasmatischen, enzymatischen Doménen von EnvZ liegt 440- 441,

Das membranintegrierte Modulatorprotein MzrA interagiert mit EnvZ bekanntermaBen im periplasmatischen
Raum '3, Eine Substitution der Proline des cytoplasmatischen IPPPL Motivs in der EnvZ HAMP Domine
verhindert die EnvZ-MzrA Interaktion jedoch vollstdndig. Nach einem Konzept von Williams und Steward (1999)
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ist die HAMP Helix I parallel zur Membranoberflidche angeordnet, anstatt ins Cytoplasma hineinzuragen, was eine
physische Interaktion zwischen MzrA und dem polyP Motiv erlauben wiirde 2. Auf der anderen Seite hat eine
Deletion der ersten fiinf cytosolischen Aminosduren von MzrA keine Auswirkungen auf das Zusammenspiel
zwischen EnvZ und MzrA und eine kiirzlich verdffentliche biophysikalische Studie zeigte, dass die Helix I von
EnvZ nicht mit einer bicelle Oberfldche interagiert, wie es bei Tar und NarX der Fall ist !3% *3, Daher kann davon
ausgegangen werden, dass die Verringerung der EnvZ-MzrA Interaktion in Folge einer Substitution des
cytoplasmatischen EnvZ polyP Motivs wahrscheinlicher eine Konsequenz der verdnderten Konformation der

EnvZiaaaL Variante ist.

HATPase

Abb. 44: Ubersicht der Funktionen von polyP Motiven in den Histidinkinasen EnvZ (links) und EvgS (rechts). Das
periplasmatische EnvZ VVPPA Motiv ist nachweislich an der Interaktion mit dem Modulator MzrA beteiligt. Das
periplasmatische EnvZ IPPPL Motiv ist fiir die Homodimerisierung erforderlich, sowie an der Signalweiterleitung und damit
der Determinierung der enzymatischen Aktivitit von EnvZ beteiligt. Das periplasmatische EvgS NYPPD ist ebenfalls
Voraussetzung fiir die Funktionalitit des Proteins. Inwiefern das Motiv an der Signalperzeption oder der Homodimerisierung
der VFT Doménen beteiligt ist, bleibt noch zu klaren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass das periplasmatische EnvZ VVPPL Motiv an der Interaktion mit
MzrA involviert ist (Abb. 44). Ob die auf Seiten von MzrA an der Interaktion beteiligten Aminosduren D51 und
17853 das polyP Motiv direkt binden, bleibt noch zu untersuchen. Die Wichtigkeit des periplasmatischen EnvZ
polyP Motivs fiir die Interaktion mit MzrA wird von einer phylogenetischen Analyse gestiitzt, welche eine
Koevolution zwischen MzrA und dem Auftreten eines periplasmatischen polyP Motivs in EnvZ aufzeigt. Damit
zdhlen die beiden EnvZ polyP Motive zu der Vielzahl an prolinenthaltenden Peptidsequenzen, deren Beteiligung
an der Protein-Proteininteraktion bereits beschrieben sind. Konsekutive Proline sind héufig exponiert in

Proteinstrukturen und ihre stabile Konformation erlaubt eine Bindung mit nur kleinen entropischen
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Verdnderungen. Daher erleichtern prolinreiche Regionen eine schnelle und unspezifische Bindung, im Gegensatz
zu der langsamen, aber spezifischen Bindung von globuliren Interaktionspartnern #*. In Ubereinstimmung mit
dieser Idee wurde die Bindeaffinitét zahlreicher Proteine, wie den humanen Speichelproteinen oder dem
actinbindenden Protein von Dictyostelium discoideum in fritheren Studien bereits mit deren prolinreichen

Sequenzmotiven in Verbindung gebracht 113445,

Eine Beteiligung der EvgS polyP Motive an inter- und intramolekularen Wechselwirkungen der periplasmatischen
VFT Doménen ist aufgrund der geringen Distanzen der Aminoséuremotive innerhalb des Homodimers ebenfalls
denkbar (Abb. 44). Es bleibt noch nachzuweisen, ob die reduzierte Funktionalitit der EvgSxyppp Variante Folge

einer verdnderten oder gelockerten Doménenanordnung aufgrund fehlender Bindungen ist.

Der Modulator MzrA ist nachweislich an der Justierung der enzymatischen Aktivitit von EnvZ und der damit
einhergehenden Regulation der Porinexpression unter verschiedenen osmotischen Bedingungen beteiligt, spielt
jedoch keine Rolle bei der pH-abhéngigen oder Procain-abhingigen Signalantwort !>, Hier konnte erstmals
gezeigt werden, dass diese Spezifitit durch die Bindeeigenschaften von MzrA an EnvZ unter verschiedenen
osmotischen Bedingungen vermittelt wird. Hohe Natriumchloridkonzentrationen veréndern die Bindeaffinitat von

MzrA an EnvZ.

Die Interaktion und Kolokalisation von MzrA und EnvZ auf Einzelzellebene konnte mittels hochauflésender
Fluoreszenzmikroskopie nicht bestdtigt werden. Die dafiir ndtige Probenpréparation setzt eine Zellfixierung
voraus, was vermuten ldsst, dass es sich bei der EnvZ-MzrA Interaktion um eine transiente Bindung handelt,
welche auf diese Weise nicht visualisiert werden kann. Aus diesem Grund sollten zukiinftige mikroskopische
Analysen in vivo durchgefithrt werden. Nichtsdestotrotz stellt der im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Versuchsaufbau einen wichtigen Beitrag zur Etablierung der erst kiirzlich fiir Prokaryonten beschriebenen

Methoden zur intrazelluliren Lokalisierung zweier Fluorophore mittels PALM dar 27

Dariiberhinaus wurden
sowohl EnvZ, als auch MzrA zum ersten Mal bei nativem Epressionslevel auf Einzelzellebene visualisiert. Es
konnte gezeigt werden, dass beide Proteine distinkte Cluster in der Zellmembran formieren, wobei deren Anzahl
pro Zelle bei etwa 2-3 liegt. Dies stimmt mit der von Sommer ef al. (2013) gezeigten Clusterbildung von EvgS
iiberein 9!, MzrA liegt wie die Histidinkinasen als Dimer vor; eine Oligomerisierung zu Clustern erscheint daher

plausibel '3,

4.5 Die Aktivierung von EF-P ist nicht Teil einer zentralen Stressantwort

In ihrer natiirlichen Umweltumgebung sind Bakterien sich stindig verdndernden Wachstumsbedingungen
ausgesetzt. Um auch ungiinstige Stresssituationen zu bewéltigen, haben sie zahlreiche Strategien fiir eine schnelle
Adaptation entwickelt. Wahrend eine spezifische Signaltransduktion als Antwort auf ausgewéhlte Umweltreize
durch ein als Regulon bezeichnetes Set aus Regulator und ausgewihlten Zielgenen vermittelt wird, umfasst die
globale Stressantwort ein weitverzweigtes Signaltransduktionsnetzwerk, welches umfassende Anpassungen auf
metabolischer und transkriptorischer Ebene ermdglicht und wéhrend verschiedener Stresssituationen aktiviert
wird . Die translationsverzogernden Eigenschaften von konsekutive Prolinen machen sie potentiell zu einem

wirkungsvollen Instrument zur Regulation der Proteinexpression. Sofern polyP Motive konstante Zielelemente
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einer Translationsregulation sind, muss EF-P als Variable fungieren — entweder durch eine flexible Kopienzahl
oder eine angepasste Aktivierung. Eine translatorische Regulation der Expression von Proteinen mit polyP Motiv
durch EF-P als Reaktion auf spezifische Umweltreize ist aufgrund der hohen Diversitit der potentiellen

Zielproteine sehr wahrscheinlich eine globale Stressantwort.

In E. coli spielt der alternative Sigmafaktor RpoS eine ausschlaggebende Rolle sowohl fiir Stressadaptation, als
auch fiir Stressresistenz gegeniiber einem breiten Spektrum an ungiinstigen Umweltbedingungen. RpoS wird durch
diverse Adaptoren, die unter verschiedenen Stresssituationen induziert werden, hinsichtlich Transkription,
Translation, Degradierung, und Aktivitit beeinflusst *4’. Im Komplex mit der RNA Polymerase RNAP reguliert
RpoS etwa ein Zehntel des gesamten E. coli Proteoms #*3. Dies entspricht in etwa der Anzahl der Proteine mit
,stark® EF-P abhéngigem polyP Motiv. Stressbedingungen, welche zur Induktion von RpoS fiithren und auch im
natiirlichen Habitat von E. coli anzufinden sind - wie DNA Schidigung*?®, Stickstoff- und Kohlenstofflimitation
430,447 Temperaturen auBerhalb des Toleranzberiches ! 42, extreme pH-Werte 433 4 hohe Osmolaritit 4> und

oxydativer Stress 4*® — wurden hier auf deren Wirkung auf die Expression und Aktivitit von EF-P getestet. Es

wurden jedoch nur wenige Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung von EF-P an einer globalen Stressantwort gefunden.

Eine leichte Erhohung des Transkriptionslevels von efp, sowie epmA und epmB konnte in der spiten stationdren
und Absterbephase, unter anaeroben Wachstumsbedingungen und bei Kohlenstofflimitation festgestellt werden.
Diese Stressbedingungen haben eine Limitation von Ressourcen gemeinsam, wahrend welcher eine Reduzierung
der Proteinbiosynthese von nicht essentiellen Proteinen von Vorteil sein konnte. Gleichzeitig zeichnen sie sich
durch eine Akkumulation von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS und RNS) aus. Dementsprechend
konnte eine transkriptorische Regulation von epmA durch OxyR nachgewiesen werden. Unter durch H,O»
induziertem oxydativen Stress kommt es zu einer geringfiigigen Erhohung des mRNA Levels von epmA. Die
Interaktion von OxyR mit der Promotor-DNA von epmA konnte mittels DNA-Affinitdtschromatographie
verifiziert werden. Dariiberhinaus deuten Expressionsanalysen darauf hin, dass die Transkriptionsfaktoren NagC
und UlaR an der Transkription von epmA beteiligt sind. Demnach findet unter Bedingungen, die eine generelle

Stressantwort induzieren, eine Feinjustierung der Anzahl von EF-P modifizierendem EpmA statt.

Aufgrund der nur sehr geringen Verdnderungen der epmA Transkription handelt es sich wahrscheinlich nicht um
eine Stressantwort, sondern um eine Reaktion auf die allgmein verédnderte Proteintranslation unter den getesteten
Bedingungen. Im Detail handelt es sich dabei um limitierte Kohlenstoffquellen, oxydativen oder nitrosativen
Stress (OxyR), Glucosemetabolismus (NagC) und anaerobe Wachstumsbedingungen (UlaR). Analog dazu wurde
bereits eine moderate (p)ppGP vermittelte Anpassung der efp Transkription in Folge von Aminoséurelimitation

und einer damit einhergehenden reduzierten Proteinbiosynthese beschrieben 4%7.

Ein metabolischer Zustand, wahrend dem eine Reduzierung des Translationslevels von nicht essentiellen Proteinen
besonders denkbar ist, existiert in VBNCs — lebenden, aber nicht kultivierbaren Zellen (viable but non-culturable),
welche sich in einem metabolischen Ruhezustand befinden. Durch Langzeitkultivierung bei konstantem
Kiltestress geht ein geringer Prozentsatz der Individuen einer Zellkultur in einen Uberdauerungszustand iiber. Der
Phinotyp gleicht dabei dem der Persistenz %, Die Bakterien sind unempfindlich gegeniiber Antibiotika, was
insbesondere im Fall von Pathogenen ein enormes Gesundheitsrisiko darstellt 3%, Wihrend des
Wachstumsstillstands ist die allgemeine Genexpression sehr niedrig und die Proteinbiosynthese auf das Notigste

beschrinkt 38387 Zusitzlich ist die Anzahl an Ribosomen, welche um Aminosiuresubstrate konkurrieren, stark
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reduziert 38% 387

. Daraus ergibt sich theoretisch auch eine geringere Notwendigkeit von EF-P. In Pseudomonas
aeruginosa wurde dagegen ein leicht EF-P Level nachgewiesen, dem eine puffernde Wirkung in einer
substratlimitierten Umwelt zugeschrieben wurde *¥7. Da der VBNC Zustand in dieser Arbeit mit Hilfe von Kilte
herbeigefiihrt wurde und eine Substratlimitation ausgeschlossen werden kann, muss die Rolle von EF-P hier neu

bewertet werden.

Dank einer im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methode zur Separierung von VBNCs nach Langzeitkultivierung
und einer anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse von iiber 50% des Proteoms gelang es, umfassende
Aussagen tliber deren proteinogene Zusammensetzung zu treffen. Die Proteinlevel von EF-P, EpmA, EpmB und
EpmC sind in VBNCs im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase nicht signifikant verdndert. Trotzdem
konnte nach 38 Tagen Inkubation bei 4°C ein Abfall der fir EpmC typischen Hydroxylierung der EF-P K34 (-
Lysin Modifikation festgestellt werden. EpmC spielt fiir die Aktivitdt von EF-P jedoch nur eine untergeordnete
Rolle *2 3, Insofern bleibt die Bedeutung dieser Beobachtung unklar. Es konnte kein allgemeiner Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von polyP Motiven und der relativen Kopienzahl der betreffenden Proteine im VBNC

Zustand festgestellt werden.

Dariiberhinaus lieferten die Daten aber wichtige Informationen zur Charakterisierung der Proteinexpression
in E. coli VBNCs und leisten damit einen Beitrag zum besseren Verstindnis dieses Zustandes. VBNCs
unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase. Zu den
Charakteristika zdhlen unter anderem Verdnderungen in Morphologie, Zellwand und -membranzusammensetzung,
Metabolismus und Resistenzen 3%. Die Resultate der hier gezeigten Analyse stimmen damit iiberein. Neben
einigen Kélteschockproteinen (cold shock) sind im metabolischen Ruhezustand vermehrt Proteinlevel einzelner
Stoffwechselwege im Vergleich zum Gesamtproteom und der exponentiellen Wachstumsphase signifikant erhoht.
Dabei handelt es sich um Proteine des Glycerophospholipidmetabolismus und des Zuckermetabolismus. Eine
Anpassung der Membranfluiditit durch den Einbau alternativer Glycerophospholipide ist eine typische Reaktion
der Bakterienzelle auf Kiltestress 4. Im Ruhezustand konzentriert sich der energetische Haushalt auf wenige,
aber essentielle Komponenten. In diesem Fall handelt es sich um den Zuckermetabolismus. Es konnte bestitigt
werden, dass die Kopienzahl von ribosomalen Proteinen reduziert ist. Die Wiederaufnahme der Zellteilung bei
Wiederherstellung giinstiger Wachstumsbedingungen wird nachweislich durch Pyruvat angestoBen 38 460, Hier
konnte gezeigt werden, dass die Level von Proteinen des Pyruvatmetabolismus und des Pyruvattransporters BtsT
in VBNCs im Vergleich zur exponentiellen Wachstumsphase erhoht sind. Diese Beobachtung trug zur Aufklarung
der Bedeutung der Pyruvataufnahme fiir das Beenden des VBNC Zustandes bei (vgl. Vilhena et al., 2018%7).

Die hier durchgefiihrten Versuche betreffen den Laborstamm E. coli K-12. Es ist nicht auszuschlie3en, dass EF-P
in pathogenen Stimmen insbesondere wihrend der Infektion, welche mit einer starken phénotypischen
Verdnderung einhergeht, eine grofere regulatorische Rolle spielt. So wurde beispielsweise beschrieben, dass
EF-P und EpmA essentiell fiir die Virulenz von Shigella flexneri sind *°. Andere Studien zeigten hingegen eine
Herrunterregulierung von EF-P in Salmonella enterica wihrend der Infektion 4!, Inwiefern es sich dabei um eine
gezielte Manipulation der Translationslevel von mit der Pathogenitét assoziierten Proteinen handelt oder ob dies

in Folge einer allgemeinen Anpassung der Proteinbiosynthese geschieht, bleibt noch zu kliren.
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5. Ausblick

Diese Arbeit leistet einen Beitrag zum besseren Verstindnis der Rolle von polyP Motiven, insbesondere in

Signalproteinen aus E. coli und verdeutlicht deren weites Wirkspektrum.

Der durch polyP Motive induzierte Translationsarrest stellt aufgrund der Beeintriachtigung der
Translationseffizienz prinzipiell einen selektiven Nachteil dar. Theoretisch reicht die Existenz eines einzigen
essentiellen Proteins mit stark translationsverzogerndem polyP Motiv aus, um die Anwesenheit eines
unterstiitzenden Translationsfaktors zu begriinden. Tatsdchlich sind EF-P und dessen Orthologe e/alF5A an das
Auftreten einer minimalen translationsarretierenden, aber essentiellen Einheit gekniipft — dem Triprolinmotiv der
Valyl-tRNA-Synthetase ValS 7. Dieses ist universell konserviert, in allen bislang untersuchten Organismen zu
finden und macht die Anwesenheit des Translations-Elongationsfaktors erforderlich. Damit geht vermutlich ein

gewisser Toleranzbereich fiir das Auftreten weiterer polyP Motive einher (Abb. 45).

Kotranslationales Zeitfenster:
Translationsinitiation
Domanenfaltung

Translokation von Membranproteinen

Translationale Kontrolle:

Definierte Proteinkopienzahl

Funktionelle Einheit:

Integration von polyP Motiven
Vermeidung von polyP Motiven

Enzymatische Aktivitat Selektionsdruck:
Signaltransduktion Translationseffizienz
Protein-Protein-Interaktion Proteinabundanz
Stabilisierendes Strukturelement Translationsrate

Abb. 45: Modell fiir das Auftreten und die Funktion von polyP Motiven. PolyP Motive stehen aufgrund ihrer
translationsverzogernden Eigenschaften, welche der Translationseffizienz, sowie einer hohen Proteinabundanz und
Translationsrate entgegenwirken, unter negativer Selektion. Durch die Existenz von EF-P und dessen Orthologe wird der
arretierende Effekt von polyP Motiven abgeschwicht, so dass deren Integration in Proteinsequenzen weniger stark ins Gewicht
féllt. PolyP Motive wirken sowohl auf kotranslationaler Ebene, als auch im reifen Protein und haben vielfaltige Funktionen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Ergdnzung zu den bereits bekannten Funktionen zahlreiche und vielfdltige
weitere Wirkweisen von polyP Motiven beschrieben. Diese sind ebenso divers, wie die Art der betreffenden
Proteine und polyP Motive stellen sich als universelles Instrument dar, das sowohl kotranslational, als auch
funktional im reifen Protein wirkt. PolyP Motive agieren wahrend der Translation als regulatorisches Element,
welches die Translationsgeschwindigkeit von strategisch relevanten Proteinbereichen @hnlich wie andere bereits
beschriebene cis-agierende Faktoren, wie seltene codons oder sekundire mRNA Strukturen, moduliert. Hier
konnte eine Assoziation mit Translationsinitiation, Doménenfaltung und Translokation von Membranproteinen
gezeigt werden. Dariiberhinaus wurde eine Rolle von polyP Motiven in der Funktionalitit und Signaltransduktion,
sowie der Dimerisierungskapazitit und Protein-Protein-Interaktion von Rezeptorhistidinkinasen nachgewiesen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Anhaltspunkte fiir eine generelle Bewertung von polyP Motiven. Aufgrund
der zahlreichen méglichen Einsatzgebiete muss deren spezifische Bedeutung letztendlich aber in jedem Protein

individuell betrachtet werden.

EnvZ und MzrA wurden bei nativer Expression erfolgreich in E. coli K-12 auf Einzelzellebene visualisiert und
detektiert. Die damit einhergehenden Erkenntnisse koénnen fiir eine darauf aufbauende in vivo Analyse
herangezogen werden. Sollte es gelingen, die Kolokalisation der beiden Proteine in lebenden Zellen nachzuweisen,

kann im néchsten Schritt die Dynamik der EnvZ-MzrA Interaktion untersucht werden.
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Tabelle S1:

Ubersicht aller polyP Motive in E. coli K-12 MG1655.

Anzahl Motive

Art starke Motive

Art moderate Motive

Art schwache Motive

S M W X |proteinID Beschreibung Motivl  Motiv2  Motiv 3 | Motivl Motiv2 Motiv 3 | Motivl Motiv2 Motiv 3  Motiv4
2 2 3  7|sppaessg| FTSK_ECOLI DNA translocase FtsK. APPPF  TPPPS - DVPPA  PVPPQ - ARPPL  AVPPV  QTPPV -
2 0 3 5|sp|P19319| NARZ_ECOLI Respiratory nitrate reductase 2 alpha chain RVPPG QIPPN - - - - DLPPA NRPPR YRPPI -
2 0 3  s|spparey) RBBA_ECOLI Ribosome-associated ATPase EIPPN  EAPPV - - - - PVPPV  VIPPY  EQPPL -
2 0 3 5|sp|P76655| YQIG_ECOLI Putative outer membrane usher protein YqiG NVPPG IQPPN - - - - MLPPD SHPPL WTPPE -
0 1 4  5|spP09s3y| GLTB_ECOLI Glutamate synthase [NADPH] large chain - - - LVPPA - - IRPPV  NNPPF  SPPPH  TNPPI
3 0 1 4]sp|P37650] BCSC_ECOLI Cellulose synthase operon protein C GAPPE QQPPS SQPPS - - - DLPPQ - - -
3 1 0 4]sp|P00936| CYAA_ECOLI Adenylate cyclase YVPPG AAPPD QDPPK NMPPA - - - - - -
3 1 0 4]sp|P09549| DEDD_ECOLI Cell division protein DedD VAPPK EAPPA TQPPE VEPPK - - - - - -
2 1 1 4]sp|P11454| ENTF_ECOLI Enterobactin synthase component F PVPPG TWPPE - LPPPA - - TLPPH - - -
2 1 1 4fsplp3osss| EVGS_ECOLI Sensor protein EvgS AIPPS  NYPPD - YSPPY - - TSPPL - - -
2 0 2 4]sp|P30130| FIMD_ECOLI Outer membrane usher protein FimD YIPPE TVPPG - - - - ELPPG QLPPE - -
2 0 2 4]sp|P52647| NIFJ_ECOLI Probable pyruvate-flavodoxin oxidoreductase VVPPE SRPPS - - - - ALPPD NRPPV - -
2 1 1 4]sp|P27431| ROXA_ECOLI 50S ribosomal protein L16 3-hydroxylase IAPPE YIPPG - PEPPY - - DVPPR - - -
2 1 1 4]sp|P76393| YEGI_ECOLI Uncharacterized protein Yegl VAPPA KPPPR - TPPPA - - FTPPE - - -
2 0 2 4]sp|P76616| YGAQ_ECOLI Putative uncharacterized protein YgaQ 1IPPG GEPPN - - - - ITPPL QIPPV - -
1 1 2 4]sp|P31553| CAIT_ECOLI L-carnitine/gamma-butyrobetaine antiporter NEPPE - - EEPPL - - FFPPL STPPF - -
1 0 3  4fspp2iigy DPO2_ECOLI DNA polymerase 11 VRPPE - - - - - EVPPH  NVPPH  YRPPL -
1 2 1 4]sp|P30015| LHR_ECOLI Probable ATP-dependent helicase Ihr TIPPW - - VNPPA RNPPD - LTPPH - - -
1 2 1 4]sp|PODP69| PHNE1_ECOL | Putative cryptic phosphonate transport system permease protein PhnE1l IAPPK - - FAPPV FFPPD - STPPA - - -
1 2 1 4]sp|P39321| TAMB_ECOLI Translocation and assembly module subunit TamB SGPPD - - EIPPA KMPPS - TVPPM - - -
1 0 3 4Ysp|P77196] YFCU_ECOLI Putative outer membrane usher protein YfcU WDPPS - - - - - MLPPN SHPPF TDPPV -
12 1 4fspP76223 YNJB_ECOLI Protein YnjB PRPPD - - DFPPS  PQPPQ - DLPPV - - R
0 1 3 4]sp|P30131| HYPF_ECOLI Carbamoyltransferase HypF - - - GKPPA - - ALPPG HCPPL NVPPV -
0 0 4 4]sp|POAFI2| PARC_ECOLI DNA topoisomerase 4 subunit A - - - - - - VLPPQ TLPPG DIPPH VMPPV
0 1 3 4]sp|P76577| PBPC_ECOLI Penicillin-binding protein 1C - - - SQPPT - - RLPPA RLPPR SCPPY -
0 0 4 4JsplPOAAAL| YAGU_ECOLI Inner membrane protein Yagu - - - - - - PLPPR LNPPY LTPPL QTPPN
0 2 2 4sp|P77504| YBBP_ECOLI Uncharacterized ABC transporter permease Y bbP - - - NWPPK TNPPG - ALPPA QLPPE - -
0 1 3 41sp|P33666] 'YDBA_ECOLI Putative exported protein YdbA - - - PVPPT - - PLPPT PTPPD PTPPK -
0 1 3  4splpesdzs| YDDW_ECOLI  UPF0748 lipoprotein YddW - - - SKPPA - - STPPE  VTPPA  DWPPV -
0 2 2 4]sp|P33346| YEHI_ECOLI Uncharacterized protein Yehl - - - SAPPK TEPPA - IMPPF VSPPW - -
3 0 0 3|sp|P18956| GGT_ECOLI Glutathione hydrolase proenzyme MPPPS PAPPV AAPPA - - - - - - -
3 0 0 3|sp|P33341| YEHB_ECOLI Outer membrane usher protein YehB EVPPG YVPPE EVPPS - - - - - - -
2 1 0 3|sp|P36683| ACNB_ECOLI Aconitate hydratase B RVPPG  VAPPT - KNPPA - - - - - R
2 0 1 3|sp|P37653| BCSA_ECOLI Cellulose synthase catalytic subunit [UDP-forming] IAPPT YGPPT - - - - LIPPV - - -
2 1 0 3|sp|POAES2| CPXA_ECOLI Sensor histidine kinase CpxA WAPPG NDPPN - NFPPG - - - - - -
2 1 0 3|sp|P54901| CSIE_ECOLI Stationary phase-inducible protein CsiE PVPPD LAPPS - FSPPL - - - - - -
2 0 1 3|sp|P76541| EUTL_ECOLI Ethanolamine utilization protein EutL VAPPL VPPPS - - - - KLPPH - - -
2 0 1  3lspPp1s2sg| FLK_ECOLI Flagellar regulator flk GPPPG  GQPPG - - - - PFPPM - - -
2 1 0 3|splPOAAIZ| FTSH_ECOLI ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH GEPPE VGPPG - VRPPA - - - - - -
2 0 1 3|sp|P77650] HCAD_ECOLI phenylpropic i ferredoxin-NAD(+) reductase component APPPV LPPPW - - - - ERPPL - - -
2 0 1  3lspPoABCY| HFLK_ECOLI Modulator of FtsH protease HfIK QGPPD  ARPPE - - - - RLPPA - - -
2 0 1 3|sp|P43337| NUDL_ECOLI Uncharacterized Nudix hydrolase NudL AIPPS 1IPPD - - - - VLPPV - - -
2 1 0 3|sp|P02918] PBPA_ECOLI Penicillin-binding protein 1A TPPPG QIPPE - NSPPQ - - - - - -
2 0 1 3|sp|P75864| RLMKL_ECOL | Ribosomal RNA large subunit methyltransferase K/L YAPPK IDPPT - - - - SNPPY - - -
2 0 1 3|sp|P52043| SCPC_ECOLI Propionyl-CoA:succinate CoA transferase RIPPE GAPPR - - - - VIPPF - - -
2 0 1 3|sp|P13482| TREA_ECOLI Periplasmic trehalase YVPPE PQPPD - - - - SQPPF - - -
2 0 1 3|sp|P75750] YBGQ_ECOLI Uncharacterized outer membrane usher protein YbgQ KVPPG WAPPS - - - - QFPPL - - -
2 0 1 3|sp|P31126| YDEE_ECOLI Uncharacterized MFS-type transporter YdeE IGPPL IAPPE - - - - SLPPS - - -
2 1 0 3|sp|P22787| YIFB_ECOLI Uncharacterized protein YifB LPPPG IGPPG - NAPPI - - - - - -
1 0 2 3|sp|P31224| ACRB_ECOLI Multidrug efflux pump subunit AcrB IAPPA - - - - - GLPPK GTPPV - -
10 2  3fsppaese BCSB_ECOLI Cyclic di-GMP-binding protein APPPG - - - - - NLPPD  TMPPV - -
1 0 2 3|splPOAD99| BRNQ_ECOLI Branched-chain amino acid transport system 2 carrier protein IAPPM - - - - - IFPPM IYPPC - -
10 2  3fspprarirg CATE_ECOLI Catalase HPII TPPPD - - - - - ETPPG  PTPPG - -
1 1 1 3|sp|P52095| DCLZ_ECOLI Constitutive lysine decarboxylase PYPPG - - WQPPQ - - ITPPF - - -
1 0 2 3|sp|P21169| DCOR_ECOLI Constitutive ornithine decarboxylase PYPPG - - - - - LLPPF FIPPV - -
10 2  3fsprooss2 DPO1_ECOLI DNA polymerase | GVPPE - - - - - AFPPL  HRPPM - -
1 1 1 3|sp|P10443| DPO3A_ECOL | DNA polymerase |11 subunit alpha LIPPD - - GEPPL - - ILPPD - - -
12 0 3[sp|P06710] DPO3X_ECOL | DNA polymerase I11 subunit tau EEPPE - - QVPPQ  TIPPT - - - - -
1 0 2 3|sp|POCB39| EPTC_ECOLI Phosphoethanolamine transferase EptC HVPPG - - - - - ALPPL DTPPH - -
1 0 2 3|sp|P38134| ETK_ECOLI Tyrosine-protein kinase etk QVPPN - - - - - NTPPG DTPPM - -
1 1 1 3|splP52612] FLII_ECOLI Flagellum-specific ATP synthase GYPPS - - GEPPA - - ITPPF - - -
1 0 2 3|sp|P15067| GLGX_ECOLI Glycogen debranching enzyme DAPPR - - - - - AIPPF NFPPL - -
11 1 3fspp2atsiy| MALZ_ECOLI Maltodextrin glucosidase EDPPQ - - RMPPA - - PVPPF - - -
1 0 2 3|sp|P76398| MDTB_ECOLI Multidrug resistance protein MdtB ADPPI - - - - - VLPPS PNPPV - -
1 1 1 3|sp|P76080| PAAD_ECOLI Putative 1.2-phenylacetyl-CoA epoxidase. subunit D IAPPQ - - ISPPA - - HLPPE - - -
1 1 1 3|sp|P69434| PGAA_ECOLI Poly-beta-1.6-N-acetyl-D-glucosamine export protein 1IPPW - - YSPPL - - TSPPF - - -
1 1 1 3|sp|P16687| PHNI_ECOLI Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-triphosphate synthase subunit Phnl IDPPG - - GEPPH - - RTPPV - - -
1 0 2 3|sp|P24230] RECG_ECOLI ATP-dependent DNA helicase RecG RPPPT - - - - - ELPPG  LLPPE - -
1 1 1 3|sp|P37634| RLMJ_ECOLI Ribosomal RNA large subunit methyltransferase J IDPPY - - INPPW - - KLPPV - - -
1 0 2 3splPOAB12| RUVB_ECOLI Holliday junction ATP-dependent DNA helicase RuvB FGPPG - - - - - ITPPE DLPPF - -
1 1 1 3|sp|P58041| RZOD_ECOLI Prophage outer membrane lipoprotein RzoD QPPPD - - PRPPA - - VKPPR - - -
1 0 2 3|sp|P33018| SFGH2_ECOL | S-formylglutathione hydrolase YeiG TQPPW - - - - - LPPPR TPPPV - -
1 01 1 3|sp|P37025| THPR_ECOLI RNA 2'.3-cyclic phosphodiesterase IPPPG - - HFPPE - - RQPPR - - -
1 2 0 3|sp|P02929| TONB_ECOLI Protein TonB QPPPE - - LEPPQ  PEPPK - - - - -
11 1 3fsplpos6izl TOP1_ECOLI DNA topoisomerase 1 VAPPK - - TKPPA - - ALPPK - - -
1 1 1 3fspPoAABY UBID_ECOLI F4-hy carboxy-ly GRPPD - - PEPPK - - YLPPE - - -
1 1 1 3|sp|P76387| WZC_ECOLI Tyrosine-protein kinase wzc QVPPN - - NKPPA - - DTPPI - - -
1 0 2 3|sp|P77221| YAHG_ECOLI Uncharacterized protein YahG AGPPI - - - - - WTPPG VHPPF - -
1 01 1 3|splP75822| YBJT_ECOLI Putative NAD(P)-binding protein YhjT QAPPH - - SVPPT - - LTPPR - - -
1 0 2 3|sp|P76065| YDAU_ECOLI Uncharacterized protein YdaU AIPPG - - - - - LNPPR TDPPL - -
1 0 2 pl | YDBH_ECOLI Uncharacterized protein YdbH LVPPD - - - - - VLPPS NQPPV - -
1 0 2 3|sp|P76186| YDHK_ECOLI Uncharacterized transporter YdhK QAPPQ - - - - - PSPPG TNPPV - -
1 0 2 3|sp|P33342| YEHC_ECOLI Probable fimbrial chaperone YehC DIPPN - - - - - SLPPE LTPPV - -
1 0 2 3|sp|P77656| YFDK_ECOLI Uncharacterized protein YfdK IPPPT - - - - - GLPPK PTPPA - -
10 2  3fspiQassiy YGFK_ECOLI Putative oxidoreductase YgfK NVPPE - - - - - GCPPH  KQPPM - -
1 2 0 3|sp|P39407| YJJU_ECOLI Uncharacterized protein Yju EKPPG - - IYPPK VIPPA - - - - -
1 1 1 3|sp|P09154| YMFS_ECOLI Uncharacterized protein YmfS VIPPD - - VFPPS - - PTPPA - - -
1 0 2 3|sp|P76193| YNHG_ECOLI Probable L.D-transpeptidase YnhG YYPPG - - - - - KLPPV PLPPT - -
1 1 1 3|splP77173] ZIPA_ECOLI Cell division protein ZipA QQPPE - - QVPPQ - - YQPPY - - -
0 2 1  3|spPOAEL2| AMN_ECOLI AMP nucleosidase - - - NEPPF  TNPPK - VLPPD - - -
0 0 3 3|sp|P23908| ARGE_ECOLI Acetylornithine deacetylase - - - - - - ECPPN KLPPF LHPPI -
0 0 3  3lspP25549| ASLA_ECOLI Arylsulfatase - - - - - - EVPPH  KYPPR  LMPPM -
0 1 2 3|sp|P76215| ASTE_ECOLI Succinylglutamate desuccinylase - - - GNPPA - - LTPPQ RTPPL - -
0 1 2 3|sp|P20099| BISC_ECOLI Biotin sulfoxide reductase - - - FEPPA - - ELPPF VVPPR - -
0 0 3 3|splPOABIg| CYOB_ECOLI Cytochrome bo(3) ubiquinol oxidase subunit 1 - - - - - - FLPPH AYPPL SPPPF -
0 1 2 3|splPOACNT| CYTR_ECOLI HTH-type transcriptional repressor CytR - - - PQPPT - - CDPPL NLPPM - -
0 0 3 3|sp|P21693| DBPA_ECOLI ATP-dependent RNA helicase DbpA - - - - - - ALPPI VLPPA QTPPA -
0 0 3 3|sp|P38097| DGCE_ECOLI Probable diguanylate cyclase DgcE - - - - - - EIPPH IVPPL PLPPR -
0 1 2 3|splPOAEJO| EMRB_ECOLI Multidrug export protein EmrB - - - NYPPA - - GLPPE AKPPF - -
0 0 3 3|sp|P31697| FIMC_ECOLI Chaperone protein FimC - - - - - - ALPPD LVPPM VTPPL -
0 0 3 3|sp|P33195| GCSP_ECOLI Glycine dehydrogenase (decarboxylating) - - - - - - ATPPQ QLPPV FCPPE -
0 0 3 3|sp|P08194| GLPT_ECOLI Glycerol-3-phosphate transporter - - - - - - GIPPL GLPPI GWPPC -
0 2 1 3|sp|P37024| HRPB_ECOLI ATP-dependent RNA helicase HrpB - - - DNPPA EEPPR - DQPPV - - -
0 1 2 3|sp|P23482| HYFB_ECOLI Hydrogenase-4 component B - - - FAPPF - - NTPPA AIPPL - -
0 1 2 3|sp|P71229| HYFR_ECOLI DNA-binding transcriptional activator HyfR - - - FAPPQ - - ELPPL LPPPF - -
0 2 1 3]sp|P45800| IGAA_ECOLI Putative membrane protein IgaA homolog - - - DYPPQ FAPPA - HLPPF - - -
0 1 2 3]sp|P21865| KDPD_ECOLI Sensor protein KdpD - - - DEPPA - - GLPPG DLPPD - -




7. ANHANG 179

Anzahl Motive Art starke Motive Art moderate Motive Art schwache Motive
S M W X |Protein-1D Beschreibung Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 4
0 1 2 3|sp|P69741| MBHT_ECOLI Hydrogenase-2 small chain - - - GKPPK - - GCPPN QRPPV - -
0 1 2  3|sppocoTs| MEPA_ECOLI Penicillin-insensitive murein i - - - FEPPK - - PLPPS  TPPPL - -
0 1 2 3|sp|P13009| METH_ECOLI Methionine synthase - - - GFPPE - - RTPPV YTPPV - -
0 0 3 3|sp|P30958| MFD_ECOLI Transcription-repair-coupling factor - - - - - - PLPPL ATPPA LLPPQ -
0 3 0 3|splPOADSG5| MRDA_ECOLI Peptidoglycan D.D-transpeptidase MrdA - - - EVPPQ HEPPV VYPPA - - - -
0 2 1 3|sp|P76342| MSRP_ECOLI Protein-methionine-sulfoxide reductase catalytic subunit MsrP - - - DRPPA ERPPT - ALPPQ - - -
0 0 3 3|sp|P07648| RECC_ECOLI RecBCD enzyme subunit RecC - - - - - - ALPPV TCPPG RFPPL -
0 0 3 3spPi6o1g RHSD_ECOLI Protein RhsD - - - - - - PLPPY  ALPPD  SLPPV -
0 0 3 3|sp|P75782| RLMF_ECOLI Ribosomal RNA large subunit methyltransferase F - - - - - - NLPPL CNPPF LCPPV -
0 0 3 3|sp|P36929| RSMB_ECOLI Ribosomal RNA small subunit methyltransferase B - - - - - - ILPPL QRPPM RIPPH -
0 2 1 3|splPOAGT76| SBCD_ECOLI Nuclease ShcCD subunit D - - - NFPPA QEPPV - GSPPS - - -
0 2 1 3|sp|P27253| SCPA_ECOLI Methylmalonyl-CoA mutase - - - IYPPK VIPPQ - GLPPY - - -
0 2 1 3lspPp21507| SRMB_ECOLI ATP-dependent RNA helicase SrmB - - - AIPPA  GVPPQ - SGPPR - - R
0 2 1 3|sp|P75853| SSUA_ECOLI Putative aliphatic sulfonates-binding protein - - - VEPPK HRPPT - DIPPI - - -
0 1 2 3|sp|P37610] TAUD_ECOLI Iph: dependent taurine di - - - DNPPD - N ETPPA KNPPL - -
0 1 2 3|sp|P33225| TORA_ECOLI Trimethylamine-N-oxide reductase 1 - - - VVPPQ - - KLPPL SIPPV - -
0 1 2 3|sp|P23841| XAPR_ECOLI HTH-type transcriptional regulator XapR - - - TEPPT - - SQPPL TMPPV - -
0 0 3 3|splPOACI3| XYLR_ECOLI Xylose operon regulatory protein - - - - - - LVPPV SYPPV TLPPQ -
0 1 2 3|sp|P36682| YACH_ECOLI Uncharacterized protein YacH - - - LPPPA - - AYPPV SAPPV - -
0 1 2 3|sp|P77328| YBBY_ECOLI Putative purine permease YhbY - - - VVPPT - - ALPPV QLPPF - -
0 1 2 3|splP77779| YBFO_ECOLI Putative uncharacterized protein YbfO - - - NKPPT - - QLPPG VFPPV - -
0 1 2 3splP75783| YBIO_ECOLI Moderate conductance mechanosensitive channel YbiO - - - IVPPT - - ATPPA PLPPG - -
0 2 1 3|sp|P22525| YCBB_ECOLI Probable L.D-transpeptidase YcbB - - - NVPPT VNPPW - ATPPL - - -
0 2 1 3|sp|P76176| YDGD_ECOLI Uncharacterized serine protease YdgD - - - IVPPA RNPPS - LTPPK - - -
0 0 3 3|sp|P33349] YEHM_ECOLI Uncharacterized protein YehM - - - - - - HCPPQ PQPPL WLPPR -
0 1 2 3|splP77775| YFCH_ECOLI Epimerase family protein YfcH - - - EEPPH - - DTPPS MLPPF - -
0 2 1 3|sp|Q46892 YGBN_ECOLI Inner membrane permease YgbN - - - INPPG LMPPS - AVPPH - - -
0 1 2 3splQ46798| YGER_ECOLI Uncharacterized lipoprotein YgeR - - - ISPPY - - SWPPV YLPPQ - -
0 0 3  3|spp52062| YGGW_ECOLI  Oxyg proporphyrinogen-111 oxidase-like protein YggW - - - - - - KLPPL  LNPPH  SRPPV -
0 0 3 3|sp|P45537| YHFK_ECOLI Uncharacterized protein YhfK - - - - - - ALPPL ALPPE MFPPM -
2 0 0 2)sp|P58042| RZOR_ECOLI Prophage outer membrane lipoprotein RzoR PPPPP QPPPD - - - - - - -
2 0 0 2)sp|P76518| ACOCT_ECOL | Acetyl-CoAoxalate CoA-transferase VEPPG DAPPV - - - - - - - -
2 0 0 2)sp|P31552| CAIC_ECOLI Crotonobetaine/carnitine--CoA ligase YAPPL VQPPS - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P00864| CAPP_ECOLI Phosphoenolpyruvate carboxylase LPPPE SQPPG - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P38038| CYSJ_ECOLI Sulfite reductase [NADPH] flavoprotein alpha-component GEPPE QVPPS - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P29680| DCUP_ECOLI Uroporphyrinogen decarboxylase YAPPA DVPPE - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P45523| FKBA_ECOLI FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FkpA VIPPE GIPPN - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P46846| GNTX_ECOLI DNA utilization protein YhgH YAPPL KPPPW - - - - - - - -
2 0 0 2|splPOAAK]| HYCB_ECOLI Formate hydrogenlyase subunit 2 PAPPA KAPPA - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|POAIMO| LON_ECOLI Lon protease VGPPG KIPPE - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P41052| MLTB_ECOLI b bound lytic murein lase B GVPPE VKPPS - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P17802] MUTY_ECOLI Adenine DNA glycosylase AQPPS QRPPS - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|lPOADE4| TAMA_ECOLI Translocation and assembly module subunit TamA KVPPD RPPPK - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P07913| TDH_ECOLI L-threonine 3-dehydrogenase GAPPA GIPPS - - - - - - - -
2 0 0 2|sp|P76192| YDHV_ECOLI Uncharacterized oxidoreductase YdhV EVPPG EIPPG - - - - - - - -
1 1 0 2|splp25516| ACNA_ECOLI Aconitate hydratase A VVPPG - - ASPPL - - - - - -
1 0 1 2|sp|P24177| ACRD_ECOLI Probable aminoglycoside efflux pump LAPPN - - - - - SSPPA - - -
1 0 1 2|sp|P24181| ACRF_ECOLI Multidrug export protein AcrF IAPPA - - - - - KLPPK - - -
1 0 1 2|sp|P31440| ADEQ_ECOLI Adenine permease AdeQ SIPPD - - - - - IVPPY - - -
1 0 1 2|sp|P28629| ADIA_ECOLI Biodegradative arginine decarboxylase PYPPG - - - - - LLPPL - - -
1 0 1 2|sp|P25550] ASLB_ECOLI /Anaerobic sulfatase-maturating enzyme homolog AsIB DGPPE - - - - - HLPPY - - -
1 1 0 2|splPOABBS| ATMA_ECOLI Magnesium-transporting ATPase. P-type 1 VVPPS - - LDPPK - - - - - -
1 0 1 2|sp|P30847| BAES_ECOLI Signal transduction histidine-protein kinase BaeS PIPPD - - - - - GMPPH - - -
1 0 1 2|splPOABCY| BETT_ECOLI High-affinity choline transport protein MQPPE - - - - - SLPPE - - -
1 1 0 2|sp|Q46896| CAS1_ECOLI CRISPR-associated endonuclease Casl PAPPE - - IQPPA - - - - - -
1 0 1 2|sp|P38036| CAS3_ECOLI CRISPR-associated endonuclease/helicase Cas3 DIPPD - - - - - QLPPR - - -
1 1 0 2|sp|P36659| CBPA_ECOLI Curved DNA-binding protein TIPPG - - VMPPK - - - - - -
1 0 1 2|sp|P76175| CLCB_ECOLI Voltage-gated CIC-type chloride channel ClcB LAPPW - - - - - TAPPL - - -
1 1 0 2|splPOAEA?| CSGG_ECOLI Curli i t CsgG SVPPE - - TAPPK - - - - - -
1 1 0 2|sp|P36649| CUEO_ECOLI Blue copper oxidase CueO 1IPPG - - GKPPA - - - - - -
1 0 1 2|sp|P38054| CUSA_ECOLI Cation efflux system protein CusA KIPPE - - - - - WVPPI - - -
1 0 1 2|sp|P22255| CYSQ_ECOLI 3'(2).5'-bisphosphate nucleotidase CysQ EDPPG - - - - - ARPPL - - -
1 0 1 2|splPOAED?7| DAPE_ECOLI Succinyl-diaminopimelate desuccinylase VVPPG - - - - - INPPF - - -
1 0 1 2|sp|P24169| DCOS_ECOLI Inducible ornithine decarboxylase PYPPG - - - - - LRPPF - - -
1 1 0 2|splPOAAP1| DGCC_ECOLI Probable diguanylate cyclase DgcC HPPPG - - EEPPL - - - - - -
1 0 1 2|sp|P37349| DHAM_ECOLI Protein-lysine deacetylase VAPPT - - - - - PVPPV - - -
10 1 2|spPoABSS| DNAG_ECOLI  DNA primase FAPPG - - - - - LVPPL - - R
1 0 1 2)sp|P76129| DOSP_ECOLI Oxygen sensor protein DosP HVPPS - - - - - SSPPF - - -
1 0 1 2)sp|P75858| ELFG_ECOLI Uncharacterized fimbrial-like protein EfG GVPPE - - - - - VIPPM - - -
1 0 1 2)sp|P52600| EMRY_ECOLI Probable multidrug resistance protein EmrY NYPPE - - - - - AKPPF - - -
1 0 1 2)sp|P24077| ENTS_ECOLI Enterobactin exporter EntS LPPPP - - - - - QTPPQ - - -
1 1 0 2|sp|POAEJ4| ENVZ_ECOLI Osmolarity sensor protein EnvZ IPPPL - - VVPPA - - - - - -
1 0 1 2|sp|P39176| ERFK_ECOLI Probable L.D-transpeptidase ErfK/SrfK YYPPD - - - - - PLPPE - - -
1 1 0 2|splPOASW3| ETTA_ECOLI Energy-dependent translational throttle protein EttA FIPPG - - VVPPK - - - - - -
1 0 1 2|sp|POAATS| EXUT_ECOLI Hexuronate transporter IAPPL - - - - - YLPPL - - -
1 0 1 2|sp|P77399| FADJ_ECOLI Fatty acid oxidation complex subunit alpha DAPPA - - - - - GFPPF - - -
1 0 1 2|sp|P07821| FHUC_ECOLI Iron(3+)-hydroxamate import ATP-binding protein FhuC HQPPS - - - - - QLPPA - - -
1 0 1 2|sp|P76298| FLHA_ECOLI Flagellar biosynthesis protein FIhA GAPPV - - - - - FLPPV - - -
1 1 0 2|splPOABY7| FLHC_ECOLI Flagellar transcriptional regulator FIhC CQPPS - - SPPPK - - - - - -
1 1 0 2|sp|POACO5| FLIP_ECOLI Flagellar biosynthetic protein FliP SAPPN - - MVPPA - - - - - -
10 1 2fsplPosi3g| FTSQ_ECOLI Cell division protein FtsQ SVPPE - - - - - PLPPE - - -
10 1 2fspP3gs2gl GARD_ECOLI dehyd (L-threo-forming EAPPL - - - - B PLPPL . B R
1 0 1 2|sp|P75883| GFCC_ECOLI Uncharacterized protein GfcC EPPPG - - - - - SNPPL - - -
10 1 2fsplp2730s| GLUQ_ECOLI Glutamyl-Q tRNA(Asp) synthetase IDPPR - - - - - MLPPY - - -
10 1 2fspp2sss2 GPPA_ECOLI G 5-tri 3-di P DIPPS R R R R - AVPPR - - R
1 1 0 2|sp|P75797| GSIB_ECOLI Glutathione-binding protein GsiB VVPPS - - NWPPT - - - - - -
1 1 0 2|sp|P45763| GSPL_ECOLI Putative type Il secretion system protein L LIPPE - - QFPPE - - - - - -
1 0 1 2|sp|P37651| GUN_ECOLI Endoglucanase GYPPE - - - - - YLPPT - - -
11 0 2|splQ47140] HCAF_ECOLI phenylpropi innamic acid di subunit beta EEPPS - - VQPPT - - - - - -
1 0 1 2|sp|P45753] HOFM_ECOLI DNA utilization protein HofM LPPPG - - - - - RQPPL - - -
11 0 2|splP45750] HOFP_ECOLI DNA utilization protein HofP FKPPE - - CEPPQ - - - - - -
1 1 0 2|sp|P28631| HOLB_ECOLI DNA polymerase 111 subunit delta’ APPPE - - EEPPA - - - - - -
1 1 0 2|sp|POAGHS5| HSLU_ECOLI ATP-dependent protease ATPase subunit HsIU MAPPG - - LIPPA - - - - - -
1 0 1 2|sp|P33129| HTRE_ECOLI Outer membrane usher protein HtrE TVPPG - - - - - MLPPT - - -
1 0 1 2|sp|P77668| HYFI_ECOLI Hydrogenase-4 component | QIPPS - - - - - GCPPT - - -
1 0 1 2|sp|P39344| IDNT_ECOLI Gnt-11 system L-idonate transporter KAPPE - - - - - FLPPH - - -
1 1 0 2|sp|P63183| KUP_ECOLI Low affinity potassium transport system protein kup EIPPN - - KSPPV - - - - - -
1 0 1 2|sp|POAIH3| LDCI_ECOLI Inducible lysine decarboxylase PYPPG - - - - - ILPPL - - -
1 1 0 2|sp|P39398| LGOT_ECOLI Probable L-galactonate transporter PVPPD - - VSPPI - - - - - -
1 0 1 2|sp|P15977| MALQ_ECOLI 4-alpha-glucanotransferase GAPPD - - - - - GLPPM - - -
1 0 1 2Jsp|P31121| MARB_ECOLI Multiple antibiotic resistance protein MarB VVPPS - - - - - EHPPF - - -
1 0 1 2)sp|P15005| MCRB_ECOLI 5-methylcytosine-specific restriction enzyme B QGPPG - - - - - VIPPM - - -
1 0 1 2|sp|P37637| MDTF_ECOLI Multidrug resistance protein MdtF IAPPT - - - - - KLPPK - - -
1 0 1 2)sp|P32715| MDTO_ECOLI Multidrug resistance protein MdtO AKPPS - - - - - NTPPT - - -
1 1 0 2|sp|POA9I35| MLTA_ECOLI bound lytic murein A 1IPPG - - RMPPK - - - - - -
1 0 1 2|sp|POAGUS| MNMG_ECOLI tRNA uridine 5- enzyme MnmG GDPPS - - - - - GTPPR - - -
1 0 1 2)sp|P31677| OTSA_ECOLI Trehalose-6-phosphate synthase IAPPD - - - - - PLPPK - - -
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1 0 1 2|sp|P16256| PANF_ECOLI Sodium/pantothenate symporter WKPPE - - - - - VLPPF - - -
1 1 0 2|sp|P42588| PAT_ECOLI Putrescine aminotransferase LPPPG - - IEPPL - - - - - -
1 1 0  2|spPOABFI| PCNB_ECOLI Poly(A) polymerase | SAPPD - - DIPPA - - - - - -
1 1 0 2|sp|P21514| PDEL_ECOLI Cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeL. 1IPPD - - YSPPV - - - - - -
1 0 1 2|sp|P06999| PFKB_ECOLI ATP-dependent 6-phosphofructokinase isozyme 2 VPPPV - - - - - SLPPG - - -
1 0 1 2|sp|P16692| PHNP_ECOLI Phosphoribosyl 1.2-cyclic phosphate phosphodiesterase YGPPD - - - - - SHPPR - - -
1 1 0 2|sp|P07001| PNTA_ECOLI NAD(P) transhydrogenase subunit alpha PAPPI - - KVPPA - - - - - -
1 0 1 2|sp|P31135| POTH_ECOLI Putrescine transport system permease protein PotH SKPPG - - - - - AIPPY - - -
1 1 0  2|spPOADRS| PPNN_ECOLI Pyrimidi ine nucleotide 5'- AEPPN - - INPPE - - - - - -
1 1 0 2|sp|P43671| PQIB_ECOLI Paraquat-inducible protein B LAPPD - - DSPPL - - - - - -
1 0 1 2|sp|P37344| PSPF_ECOLI Psp operon transcriptional activator RRPPE - - - - - QLPPL - - -
1 0 1 2|sp|P32154| PTFLB_ECOL | Fructose-like PTS system EIIBC component TIPPS - - - - - LMPPV - - -
10 1 2fsplPogsas| PUTA_ECOLI Bifunctional protein PutA GVPPG - - - - - ATPPA - - -
1 1 0 2|splPOAAZ4| RARA_ECOLI Replication-associated recombination protein A WGPPG - - YFPPE - - - - - -
1 0 1 2|sp|P08394| RECB_ECOLI RecBCD enzyme subunit RecB APPPD - - - - - GCPPL - - -
1 1 0 2|sp|POAG30] RHO_ECOLI Transcription termination factor Rho VAPPK - - IRPPK - - - - - -
1 1 0 2|sp|P06992| RSMA_ECOLI Ribosomal RNA small subunit methyltransferase A EVPPS - - TPPPK - - - - - -
1 0 1 2|sp|P75892| RUTG_ECOLI Putative pyrimidine permease RutG VPPPE - - - - - LMPPV - - -
1 0 1 2|splPOAGHS| SAPC_ECOLI Putrescine export system permease protein SapC KRPPG - - - - - LLPPS - - -
1 0 1 2|sp|P14081| SELB_ECOLI Selenocysteine-specific elongation factor DVPPE - - - - - LNPPR - - -
1 0 1 2|sp|P80645| SSUD_ECOLI Alkanesulfonate monooxygenase GEPPE - - - - - PYPPL - - -
1 0 1 2)sp|P08956| TIRK_ECOLI Type | restriction enzyme EcoKI R protein QDPPI - - - - - NIPPC - - -
1 0 1 2|sp|P76155| TFAQ_ECOLI Prophage tail fiber assembly protein homolog TfaQ IAPPD - - - - - YIPPH - - -
1 0 1 2)sp|P77163| TFAR_ECOLI Prophage tail fiber assembly protein homolog TfaR IAPPD - - - - - YIPPH - - -
1 1 0 2)sp|P07464| THGA_ECOLI Galactoside-acetyltransferase DIPPN - - VEPPV - - - - - -
10 1 2fsplp52097| TILS_ECOLI tRNA(lle)-lysidine synthase GVPPW - - - - - IRPPR - - -
1 0 1 2|sp|P62601| TREF_ECOLI Cytoplasmic trehalase GRPPN - - - - - SQPPV - - -
1 0 1 2)sp|POABT7| TRPA_ECOLI Tryptophan synthase alpha chain AAPPL - - - - - ICPPN - - -
1 0 1 2)sp|P008I5| TRPE_ECOLI Anthranilate synthase component 1 AAPPL - - - - - RFPPV - - -
10 1 2fspPo7o3 TYRA_ECOLI  T-protein GVPPD - - - - - KLPPL - - -
1 0 1 2Jsp|POAGAQ| UBIB_ECOLI Probable protein kinase UbiB WVPPD - - - - - LFPPH - - -
1 1 0 2|sp|P12295| UNG_ECOLI Uracil-DNA glycosylase AIPPS - - IYPPQ - - - - - -
10 1 2fspPOADNO| VIAA_ECOLI Protein ViaA RVPPE - - - - - LLPPE - - R
10 1 2fsplp3essi YADI_ECOLI Putative enzyme lIA Yadl GAPPY - - - - - KNPPF - - -
1 0 1 2|sp|P77324| YAGS_ECOLI Putative xanthine dehydrogenase YagS FAD-binding subunit YHPPG - - - - - LPPPL - - -
1 0 1 2|sp|P46890| YBAE_ECOLI Uncharacterized protein YbaE SAPPG - - - - - ITPPL - - -
1 1 0 2|sp|P40876| YCBF_ECOLI Uncharacterized fimbrial chaperone YcbF AAPPL - - VVPPK - - - - - -
1 0 1 2|sp|P75954| YCFS_ECOLI Probable L.D-transpeptidase YcfS YYPPG - - - - - PLPPA - - -
1 0 1 2|sp|P75961| YCFZ_ECOLI Inner membrane protein YcfZ NAPPG - - - - - STPPL - - -
1 0 1 2|sp|P76010| YCGR_ECOLI Flagellar brake protein YcgR VPPPT - - - - - LHPPY - - -
1 0 1 2|sp|P77156| YDCU_ECOLI Inner membrane ABC transporter permease protein YdcU VGPPG - - - - - RLPPS - - -
1 0 1 2|sp|P77748| YDIJ_ECOLI Uncharacterized protein YdiJ CVPPE - - - - - ICPPE - - -
10 1 2fsplP7essy YFAS_ECOLI Putative UPF0192 protein YfaS YAPPA - - - - - TMPPV - - -
1 0 1 2|sp|P67729| YFEO_ECOLI Putative ion-transport protein YfeO PVPPS - - - - - QQPPH - - -
10 1 2fsplP52060] YGGU_ECOLI UPF0235 protein YggU QIPPE - - - - - TAPPV - - -
1 1 0 2|sp|P28638| YHDJ_ECOLI DNA adenine methyltransferase YhdJ ADPPY - - KNPPQ - - - - - -
1 0 1 2|sp|P36677| YHDN_ECOLI Uncharacterized protein YhdN HVPPE - - - - - CLPPE - - -
1 0 1 2|sp|P45549| YHFW_ECOLI Uncharacterized protein Yhfw APPPQ - - - - - PLPPL - - -
1 0 1 2|splPOAGH1| YHHJ_ECOLI Inner membrane transport permease YhhJ NIPPN - - - - - FLPPE - - -
1 1 0 2|sp|P37197| YHJA_ECOLI Probable cytochrome ¢ peroxidase GGPPL - - TMPPT - - - - - -
1 0 1 2|sp|P37675| YIAN_ECOLI 2.3-diketo-L-gulonate TRAP transporter large permease protein YiaN 1IPPS - - - - - ITPPI - - -
1 1 0 2|sp|POABCS| YIDD_ECOLI Putative membrane protein insertion efficiency factor PVPPG - - MAPPL - - - - - -
1 1 0 2|splPOADNS| YIFL_ECOLI Uncharacterized lipoprotein YifL APPPT - - YFPPA - - - - - -
1 0 1 2|sp|P32688| YJIBG_ECOLI Uncharacterized protein YjbG GPPPS - - - - - GNPPL - - -
1 1 0 2|sp|032528] YPDI_ECOLI Uncharacterized lipoprotein Y pdl DAPPL - - MPPPF - - - - - -
1 1 0 2|sp|Q46871| YQJH_ECOLI NADPH-dependent ferric-chelate reductase PRPPS - - FVPPT - - - - - -
1 0 1 2|sp|P64612| ZAPE_ECOLI Cell division protein ZapE NIPPD - - - - - STPPA - - -
0 0 2 2|sp|POAIQS5| ACCD_ECOLI tyl yme A carboxyl subunit beta - - - - - - KLPPG VVPPV - -
0 0 2 2|sp|POCK95| ACFD_ECOLI Putative lipoprotein AcfD homolog - - - - - - DTPPV NRPPR - -
0 2 0 2Jsp|P21515| ACPH_ECOLI Acyl carrier protein phosphodiesterase - - - DSPPR SFPPD - - - - -
0 0 2 2|sp|P23872| AES_ECOLI Acetyl esterase - - - - - - DLPPW EVPPC - -
o 2 o0 2|splP33224) AIDB_ECOLI Putative acyl-CoA dehydrogenase AidB - - - ASPPM  VNPPE - R - . R
0 0 2 2|sp|P77434| ALAC_ECOLI Glutamate-pyruvate aminotransferase AlaC - - - - - - ATPPH RLPPY - -
0 1 1 2|spp3vess| ALDB_ECOLI Aldehyde dehydrogenase B - - - NNPPS - - LLPPG - - -
0 0 2 2|sp|P77671] ALLB_ECOLI Allantoinase - - - - - - CSPPI PCPPE - -
0o 1 1 2|splP0osiy| AMPC_ECOLI Beta-lactamase - - - NVPPA - - ITPPT - - -
0 1 1 2)sp|POAEQ| ARAC_ECOLI Avrabinose operon regulatory protein - - - LFPPG - - LHPPM - - -
0 0 2 2)sp|POABS1| ARGP_ECOLI HTH-type transcriptional regulator ArgP - - - - - - DLPPG TVPPR - -
0 0 2  2|spPoAsD3 AROA_ECOLI 1 Vi - - - - - - ITPPE  NYPPL - R
0 0 2 2|sp|POA9E2| ASPG1_ECOL | L-asparaginase 1 - - - - - - NLPPL NTPPA - -
0 0 2 2sp|QO606S| ATOC_ECOLI Regulatory protein AtoC - - - - - - ILPPL DLPPQ - -
0 0 2 2|sp|P00722| BGAL_ECOLI Beta-galactosidase - - - - - - AHPPF VNPPF - -
0 0 2 2spP12999| BIOC_ECOLI Malonyl-[acyl-carrier protein]-meth - - - - - B FLPPD  LSPPM - R
0 2 0 2|sp|P12998| BIOF_ECOLI 8-amino-7-oxononanoate synthase - - - IRPPT SMPPA - - - - -
0 0 2 2|sp|P06611| BTUD_ECOLI Vitamin B12 import ATP-binding protein BtuD - - - - - - LTPPN QTPPF - -
0 1 1 2|spParozg BTUF_ECOLI Vitamin B12-binding protein - - - DYPPQ - - INPPF - - -
0 0 2 2|sp|P23890| CADC_ECOLI Transcriptional activator CadC - - - - - - SPPPI ATPPE - -
0 0 2 2|sp|P77808| CINAL_ECOL I NMN amidohydrolase-like protein YfaY - - - - - - QLPPG PQPPV - -
0 1 1 2|splPOAET74| CITT_ECOLI Citrate/succinate antiporter - - - GMPPQ - - NLPPL - - -
0 1 1 2|sp|P76113| CURA_ECOLI NADPH-dependent curcumin reductase - - - YSPPV - - ELPPG - - -
0 0 2 2|sp|P77463| DDPC_ECOLI Probable D.D-dipeptide transport system permease protein DdpC - - - - - - SLPPL LLPPS - -
0 0 2  2spPoAsrs| DER_ECOLI GTPase Der - - - - - B HQPPL  YNPPI B R
0 0 2 2|sp|P15877| DHG_ECOLI Quinoprotein glucose dehydrogenase - - - - - - FTPPS TSPPI - -
0 0 2 2|sp|P00393| DHNA_ECOLI NADH dehydrogenase - - - - - - ALPPR FVPPR - -
0 0 2  2|spp2r29g| DING_ECOLI ATP-dependent DNA helicase DinG - - - - - - AFPPI TIPPL - -
0 0 2  2|sppo6149| DLD_ECOLI inone-dependent D-lactate - - - - - - HLPPE  HLPPR - -
0 2 0 2|splPOAEGI| DPPC_ECOLI Dipeptide transport system permease protein DppC - - - AQPPT LAPPA - - - - -
0 0 2 2|sp|P75901| EFEU_ECOLI Putative inactive ferrous iron permease EfeU - - - - - - ALPPR IWPPL - -
0 0 2 2|sp|P19636| EUTC_ECOLI Ethanolamine ammonia-lyase light chain - - - - - - ILPPL GTPPV - -
0 1 1 2|splPOAAIS| FABF_ECOLI 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 2 - - - AVPPT - - TSPPE - - -
0 0 2 2|sp|P21177| FADB_ECOLI Fatty acid oxidation complex subunit alpha - - - - - - GFPPF YYPPV - -
0 0 2 2|splQ47146| FADE_ECOLI Acyl-coenzyme A dehydrogenase - - - - - - DLPPE  VMPPM - -
0 1 1 2|sp|P76503| FADI_ECOLI 3-ketoacyl-CoA thiolase Fadl - - - PVPPA - - FIPPY - - -
0 0 2  2splp13oes FDHE_ECOLI  Protein FdhE - - - - . . GKPPL  MIPPL . ,
0 0 2 2|sp|P19323] FHLA_ECOLI Formate hydrogenlyase transcriptional activator FhIA - - - - - - ETPPA HLPPL - -
0 0 2 2|sp|P75933| FLGA_ECOLI Flagella basal body P-ring formation protein FIgA - - - - - - TLPPR LLPPC - -
0 0 2 2|sp|P25798| FLIF_ECOLI Flagellar M-ring protein - - - - - - GLPPG STPPA - -
0 0 2 2|splPOABHO| FTSA_ECOLI Cell division protein FtsA - - - - - - GRPPR GTPPS - -
0 1 1 2|sp|POA9S]| FUCO_ECOLI Lactaldehyde reductase - - - GMPPA - - GIPPH - - -
0 1 1 2|sp|POACS3| G6PD_ECOLI Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase - - - AMPPS - - MSPPS - - -
0 0 2 2|sp|POAEP3| GALU_ECOLI UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase - - - - - - KTPPG ICPPH - -
0 0 2 2|sp|P75913| GHRA_ECOLI Glyoxylate/hydroxypyruvate reductase A - - - - - - PLPPE WHPPV - -
0 1 1 2|splPOA6V1| GLGC_ECOLI Glucose-1-phosphate adenylyltransferase - - - ANPPS - - SLPPA - - -
0 0 2 2Jsp|POAICS| GLN1B_ECOL | Glutamine synthetase - - - - - - PVPPV DLPPE - -
0 1 1 2|spPp3esy GPMI_ECOLI 23 mutase - - - AYPPA - - DTPPR - - -
0 0 2 2)sp|P06988| HISX_ECOLI Histidinol dehydrogenase - - - - - - KLPPV SPPPI - -
0o 1 1 2|splP43329] HRPA_ECOLI ATP-dependent RNA helicase HrpA - - - KKPPK - - KLPPA - - -
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0 0 2 2|sp|P19932| HYAF_ECOLI Hydrogenase-1 operon protein HyaF - - - - - - LPPPI RQPPL - -
0 1 1 2|sp|P77437| HYFF_ECOLI Hydrogenase-4 component F - - - AKPPQ - - GMPPF - - -
0 1 1  2splPoaBso| ILVE_ECOLI Branched-chain-amino-acid - - - VNPPA R - FTPPE . - .
0 0 2 2|sp|POCF91| INSL1_ECOL | Putative transposase InsL for insertion sequence element 1S186A - - - - - - SLPPE DFPPR - -
0 0 2 2|sp|POCF92| INSL2_ECOL | Putative transposase InsL for insertion sequence element 1S186B - - - - - - SLPPE DFPPR - -
0 0 2 2|sp|POCF93| INSL3_ECOL | Putative transposase InsL for insertion sequence element 1S186C - - - - - - SLPPE DFPPR - -
0 0 2 2|sp|P75987| IRAM_ECOLI Anti-adapter protein IraM - - - - - - ECPPG FLPPG - -
0 0 2 2|sp|POAT754] KEFF_ECOLI Glutathione-regulated potassium-efflux system ancillary protein KefF - - - - - - SIPPL. WLPPF - -
0 0 2 2|sp|P30125| LEU3_ECOLI 3-isopropylmalate dehydrogenase - - - - - - PLPPA HLPPD - -
0 0 2  2spp2s772 LIGB_ECOLI DNA ligase B - - - - - - PTPPE  MMPPL - -
0 0 2 2|sp|P33231| LLDP_ECOLI L-lactate permease - - - - - - SIPPF RMPPV - -
0 0 2 2|splPOACVO| LPXL_ECOLI Lipid A biosynthesis lauroyltransferase - - - - - - CSPPL MLPPE - -
0 0 2 2|sp|P24205| LPXM_ECOLI Lipid A biosynthesis myristoyltransferase - - - - - - LTPPK VRPPM - -
0 0 2 2|sp|P68187| MALK_ECOLI Maltose/maltodextrin import ATP-binding protein MalK - - - - - - GLPPE DTPPA - -
0 0 2 2|sp|P69739| MBHS_ECOLI Hydrogenase-1 small chain - - - - - - GNPPL GCPPI - -
0 0 2 2|splPOAEZ1| METF_ECOLI 5.10-methylenetetrahydrofolate reductase - - - - - - DLPPG FFPPR - -
0 1 1 2fspp77397] MHPA_ECOLI  3-(3-hydroxy-| i hydroxycinnamic acid - - - LAPPK - - YLPPV - - -
0 0 2  2spPoABRY MHPB_ECOLI 2.3 i jinydroxicinnamic acid 1.2-di - - - - . . HQPPV  VMPPF . ,
0 1 1 2|spPoAcve| MPAA_ECOLI  Protein MpaA - - - AFPPG - - EFPPI - - -
0 1 1 2|sp|P16926| MREC_ECOLI Cell shape-determining protein MreC - - - AQPPA - - ATPPQ - - -
0 0 2 2|sp|P23367| MUTL_ECOLI DNA mismatch repair protein MutL. - - - - - - VLPPQ KTPPG - -
0 0 2 2|sp|P09152| NARG_ECOLI Respiratory nitrate reductase 1 alpha chain - - - - - - DLPPA YRPPI - -
0 1 1 2|sp|P76007| NHAP2_ECOL | K(+)/H(+) antiporter NhaP2 - - - QSPPV - - VVPPV - - -
0 1 1 2|sp|P77567| NHOA_ECOLI N-hydroxyarylamine-acetyltransferase - - - SNPPA - - ALPPR - - -
0 2 0 2JsplPOADA3| NLPD_ECOLI Murein hydrolase activator NipD - - - SNPPA TPPPK - - - - -
0 1 1 2|sp|P37596| NORW_ECOLI Nitric oxide reductase FIRd-NAD(+) reductase - - - LMPPE - - FVPPV - - -
0 1 1 2)sp|P28903| NRDD_ECOLI Anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase - - - IEPPK - - PYPPL - - -
0 1 1 2)sp|P32710| NRFE_ECOLI Probable cytochrome c-type biogenesis protein NrfE - - - IFPPA - - FHPPL - - -
0 0 2 2)sp|P33021| NUPX_ECOLI Putative nucleoside permease NupX - - - - - - ETPPK WLPPG - -
0 1 1 2)sp|P40120| OPGD_ECOLI Glucans biosynthesis protein D - - - YFPPA - - AQPPV - - -
0 1 1 2)sp|P62517| OPGH_ECOLI Glucans biosynthesis glucosyltransferase H - - - YSPPQ - - ELPPN - - -
0 0 2 2)sp|P23843| OPPA_ECOLI Periplasmic oligopeptide-binding protein - - - - - - QKPPF YTPPY - -
0 1 1 2)sp|P76027| OPPD_ECOLI Oligopeptide transport ATP-binding protein OppD - - - GNPPN - - SAPPL - - -
0 2 0 2|sp|P77737| OPPF_ECOLI Oligopeptide transport ATP-binding protein OppF - - - INPPS WQPPK - - - - -
0 1 1 2|sp|P75793| PFLF_ECOLI Putative formate acetyltransferase 3 - - - HQPPQ - - VKPPV - - -
0 2 0 2|sp|P36938| PGM_ECOLI Phosphoglucomutase - - - HNPPE YNPPN - - - - -
0 0 2 2|sp|Q46806| PHYDA_ECOL | D-phenylhydantoinase - - - - - - FVPPV LSPPL - -
0 1 1 2|sp|P43676| PITB_ECOLI Probable low-affinity inorganic phosphate transporter 2 - - - MEPPL - - RKPPF - - -
0 0 2 2|splPOATAT| PLSB_ECOLI Glycerol-3-phosphate acyltransferase - - - - - - VNPPL LVPPH - -
0 1 1 2|spP266a| PLSC_ECOLI 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphat - - - VQPPT - B MLPPI B B -
0 1 1 2|sp|P31134| POTG_ECOLI Putrescine transport ATP-binding protein PotG - - - EEPPA - - QVPPY - - -
0 1 1 2|sp|P07102| PPA_ECOLI Periplasmic AppA protein - - - PHPPQ - - NTPPG - - -
0 0 2 2|sp|P77495| PRPE_ECOLI Propionate--CoA ligase - - - - - - PLPPG SNPPF - -
0 0 2 2|sp|P77743| PRPR_ECOLI Propionate catabolism operon regulatory protein - - - - - - QLPPL AHPPR - -
0 1 1 2|sp|P33024| PSUT_ECOLI Putative pseudouridine transporter - - - YFPPG - - ETPPK - - -
0 0 2 2|splPOAIMS| PTA_ECOLI Phosphate acetyltransferase - - - - - - IRPPL LSPPA - -
0 0 2  2spPoa7Dy| PTH_ECOLI Peptidy-tRNA hydrolase - - - - - - GKPPV  DLPPG - -
0 0 2 2|sp|P77212| RCLA_ECOLI Probable pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase RclA - - - - - - MTPPL VVPPI - -
0 1 1 2|sp|P15043| RECQ_ECOLI ATP-dependent DNA helicase RecQ - - - LDPPK - - NVPPY - - -
0 0 2  2|spPi6oe| RHSA_ECOLI Protein RhsA - - - - - - PLPPY  VFPPV - -
0 0 2  2spPi6oL7| RHSB_ECOLI Protein RhsB - - - - - - PLPPY  VFPPV - -
0 0 2  2|spPieots RHSC_ECOLI Protein RhsC - - - - - - PLPPY  VFPPV - -
0 2 0 2|sp|P00452| RIR1_ECOLI Ribonucleoside-diphosphate reductase 1 subunit alpha - - - FEPPA IEPPR - - - - -
0 1 1 2|splPOAT7I7| RL11_ECOLI 50S ribosomal protein L11 - - - PSPPV - - KTPPA - - -
0 1 1 2|sp|P75876| RLMI_ECOLI Ribosomal RNA large subunit methyltransferase | - - - MDPPK - - ELPPA - - -
0 1 1 2|sp|P33643| RLUD_ECOLI Ribosomal large subunit pseudouridine synthase D - - - PRPPK - - YYPPI - - -
0 0 2 2|sp|POACIO| ROB_ECOLI Right origin-binding protein - - - - - - IRPPL TIPPV - -
0 0 2 2|splPOABGT| RODA_ECOLI Peptidoglycan glycosyltransferase MrdB - - - - - - QIPPR VCPPS - -
0 0 2 2|splPOAFX9| RSEB_ECOLI Sigma-E factor regulatory protein RseB - - - - - - NLPPL ELPPQ - -
0 0 2 2|sp|P76182| RSXD_ECOLI lon-translocating oxidoreductase complex subunit D - - - - - - SIPPL WLPPH - -
0 1 1 2splQ47622| SAPA_ECOLI Probable ABC transporter periplasmic-binding protein SapA - - - ESPPH - - AKPPL - - -
0 0 2 2|sp|P77249| SFMC_ECOLI Probable fimbrial chaperone SfmC - - - - - - ITPPL TGPPL - -
0 1 1 2)sp|P75715| SFMH_ECOLI Uncharacterized fimbrial-like protein SfmH - - - QFPPQ - - ICPPG - - -
0 1 1 2|sp|P39366| SGCX_ECOLI Putative aminopeptidase SgcX - - - YNPPQ - - ITPPR - - -
0 1 1 2|spP3oes2 SMF_ECOLI Protein Smf - - - FYPPQ - - DVPPL - . R
0 2 0 2)splPOAGD7| SRP54_ECOL | Signal recognition particle protein - - - AQPPA MMPPG - - - - -
0 1 1 2Jsp|POACA3| SSPA_ECOLI Stringent starvation protein A - - - DNPPQ - - PHPPL - - -
0 1 1 2Jsp|POAFZ3| SSPB_ECOLI Stringent starvation protein B - - - DEPPQ - - PQPPR - - -
0 1 1 2)splP76072| STFR_ECOLI Prophage side tail fiber protein homolog StfR - - - GFPPS - - NLPPE - - -
0 0 2 2)sp|P08312| SYFA_ECOLI Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit - - - - - - ELPPE QQPPI - -
0 0 2 2)sp|P05719| TISK_ECOLI Type-1 restriction enzyme EcoKI specificity protein - - - - - - LLPPV PIPPL - -
0 1 1 2|splQ47539] TAUC_ECOLI Taurine transport system permease protein TauC - - - LPPPQ - - PVPPL - - -
0 [ 2 2|sp|P31549| THIP_ECOLI Thiamine transport system permease protein ThiP - - - - - - LLPPL QIPPV - -
0 [ 2 2|splPOABVE| TOLR_ECOLI Tol-Pal system protein TolR - - - - - - RLPPE DNPPV - -
0 1 1 2|sp|P14294| TOP3_ECOLI DNA topoisomerase 3 - - - KSPPA - - TQPPR - - -
0 0 2 2|sp|P07649| TRUA_ECOLI tRNA pseudouridine synthase A - - - - - - PKPPM QQPPV - -
0 0 2 2|sp|P39414| TTDT_ECOLI L-tartrate/succinate antiporter - - - - - - NLPPL LYPPV - -
0 1 1 2|sp|POAGE0] UGPB_ECOLI gl hate-binding peri lic protein UgpB - - - EQPPK - - NKPPL - - -
0 1 1 2|splPOAGM?7| URAA_ECOLI Uracil permease - - - LFPPA - - ERPPL - - -
0 1 1 2|sp|P75970] VXIS_ECOLI Prophage excisionase-like protein - - - SNPPS - - FCPPA - - -
0 0 2 2|sp|P71237| WCAC_ECOLI Putative colanic acid biosynthesis glycosyl transferase WcaC - - - - - - DLPPV NYPPV - -
0 1 1 2|splPOAGMY| XANP_ECOLI Xanthine permease XanP - - - IFPPE - - DRPPL - - -
0 2 0 2|sp|Q46799] XDHA_ECOLI Putative xanthine dehydrogenase molybdenum-binding subunit XdhA - - - TNPPA GEPPI - - - - -
0 0 2 2|sp|P30143| YAAJ_ECOLI Uncharacterized transporter YaaJ - - - - - - DFPPL SWPPH - -
0 0 2 2|sp|lPOAFNS| YADH_ECOLI Inner membrane transport permease YadH - - - - - - LVPPV LLPPF - -
0 1 1 2|sp|P33128| YADV_ECOLI Probable fimbrial chaperone YadV' - - - EVPPK - - ATPPV - - -
0 0 2  2spPoasuz YAFD_ECOLI UPFO0294 protein YafD - - - - - - ALPPG  ILPPG - -
0 0 2 2|sp|P75682| YAGE_ECOLI Putative 2-dehydro-3-deoxy-D-gluconate aldolase YagE - - - - - - PPV VLPPA - -
0 0 2 2|sp|P77596| YAGF_ECOLI D-xylonate dehydratase YagF - - - - - - TLPPT ILPPE - -
0 2 0 2|sp|P77301| YBAP_ECOLI Uncharacterized protein YbaP - - - NAPPQ AMPPG - - - - -
0 1 1 2|sp|P75749| YBGP_ECOLI Uncharacterized fimbrial chaperone YhgP - - - EIPPA - - ALPPI - - -
0 0 2 2|sp|P30177| YBIB_ECOLI Uncharacterized protein YbiB - - - - - - LTPPA FCPPL - -
0 1 1 2|sp|P37443| YCAI_ECOLI Uncharacterized protein Ycal - - - MQPPA - - QLPPV - - -
0 2 0 2|sp|POABX4| YCCT_ECOLI UPF0319 protein YccT - - - AIPPQ ISPPL - - - - -
0 0 2 2|sp|P29013| YCGB_ECOLI Uncharacterized protein YcgB - - - - - - FQPPY RCPPR - -
0 1 1 2|sp|P76108| YDCS_ECOLI Bifunctional polyhydroxybutyrate synthase / ABC transporter protein - - - AEPPT - - PTPPD - - -
0 0 2 2Jsp|POAATO| YEDA_ECOLI Uncharacterized inner membrane transporter YedA - - - - - - KLPPL SWPPL - -
0 1 1 2|sp|P33348| YEHL_ECOLI Uncharacterized protein YehL - - - QRPPA - - PCPPG - - -
0 1 1 2)sp|P33353| YEHQ_ECOLI Putative uncharacterized protein YehQ - - - QRPPA - - EVPPV - - -
0 0 2 2|sp|P33913| YEJA_ECOLI Uncharacterized protein YejA - - - - - - ATPPL YQPPV - -
0 0 2  2|splPassos) YFAL_ECOLI Probable autotransporter Yfal - - - - - - PSPPD  VTPPS - -
0 0 2 2|sp|POABDY| YFBV_ECOLI UPF0208 membrane protein YfbV - - - - - - PLPPA FMPPI - -
0 1 1 2|sp|P77599| YFCS_ECOLI Probable fimbrial chaperone YfcS - - - EIPPK - - VLPPV - - -
0 0 2 2)sp|P76578| YFHM_ECOLI Uncharacterized lipoprotein Y fhM - - - - - - GKPPV GKPPL - -
0 0 2 2)splQ47319| YFIP_ECOLI DTW domain-containing protein YfiP - - - - - - GKPPL FTPPA - -
0 0 2 2)splQ46802| YGEV_ECOLI Uncharacterized sigma-54-dependent transcriptional regulator YgeV - - - - - - TLPPL LLPPN - -
0 0 2 2sp|Q46840] YGHO_ECOLI Putative ized protein YghO - - - - - - DTPPC WIPPL - -
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0 1 1 2|sp|Q46844] YGHT_ECOLI Uncharacterized ATP-binding protein YghT - - - VFPPN - - ITPPL - - -
0 1 1 2|spQaessl| YGIQ_ECOLI UPFO313 protein YgiQ - - - INPPA R - VQPPR . - .
0 0 2 2|sp|Q46863| YGIS_ECOLI Probable deoxycholate-binding periplasmic protein Y giS - - - - - - LTPPE EKPPF - -
0 1 1 2|splPOAAT3| YHBE_ECOLI Uncharacterized inner membrane transporter YhbE - - - MEPPT - - RLPPL - - -
0 0 2  2spPoADWe| YHCC_ECOLI Protein YhcC - - - - - - HTPPE  WLPPT - -
0 0 2 2|sp|P46474| YHDP_ECOLI Uncharacterized protein YhdP - - - - - - TLPPL NMPPM - -
0 0 2 2|sp|P45767| YHDX_ECOLI Putative amino-acid ABC transporter permease protein Y hdX - - - - - - 1IPPL NIPPL - -
0 0 2 2|sp|P45768| YHDY_ECOLI Inner membrane amino-acid ABC transporter permease protein YhdY' - - - - - - LIPPL SHPPR - -
0 1 1 2|sp|P37645| YHJG_ECOLI AsmA family protein YhjG - - - GNPPD - - DTPPF - - -
0 1 1 2|sppareag) YHJJ_ECOLI Protein YhjJ - - - DIPPA R R PMPPV - - R
0 0 2 2|sp|P37691| YIBQ_ECOLI Uncharacterized protein YibQ - - - - - - NLPPD STPPK - -
0 2 0 2|sp|P60872| YIDE_ECOLI Putative transport protein YidE - - - FMPPS TDPPA - - - - -
0 0 2 2|sp|P32139| YIHR_ECOLI Uncharacterized protein YihR - - - - - - FLPPS SCPPN - -
0 0 2 2|sp|P32681| YJAH_ECOLI Uncharacterized protein YjaH - - - - - - SLPPF SKPPV - -
0 0 2 2|sp|P32717| YJCS_ECOLI Putative alkyl/aryl-sulfatase YjcS - - - - - - KLPPA VTPPA - -
0 0 2 2|sp|P39359| YJHH_ECOLI Probable 2-dehydro-3-deoxy-D-pentonate aldolase YjhH - - - - - - 1IPPV CLPPI - -
0 0 2 2|sp|P39389| YJIR_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YjiR - - - - - - AQPPV PVPPM - -
0 1 1 2|sp|P75968| YMFE_ECOLI Uncharacterized protein YmfE - - - FEPPK - - YVPPI - - -
0 0 2 2|sp|P76150] YNEK_ECOLI Uncharacterized protein YneK - - - - - - ETPPK VRPPI| - -
0 1 1 2|sp|P77739] YNIA_ECOLI Putative kinase YniA - - - EQPPQ - - YLPPR - - -
0 0 2 2|sp|P76222| YNJA_ECOLI Uncharacterized protein YnjA - - - - - - GLPPL VTPPT - -
0 1 1 2|sp|P76224| YNJC_ECOLI Inner membrane ABC transporter permease protein YnjC - - - GNPPT - - FTPPM - - -
0 2 0 2)sp|P76559| YPFG_ECOLI Uncharacterized protein YpfG - - - SVPPA DEPPL - - - - -
0 1 1 2)sp|P64570| YQGC_ECOLI Uncharacterized protein YqgC - - - VSPPR - - PRPPV - - -
0 1 1 2)sp|P77616| YQIH_ECOLI Uncharacterized fimbrial chaperone YqiH - - - EIPPK - - TVPPM - - -
0 1 1 2)sp|P39310| YTFB_ECOLI Uncharacterized protein YtfB - - - SQPPT - - PLPPM - - -
0 1 1 2|sp|P75757| ZITB_ECOLI Zinc transporter ZitB - - - RRPPT - - VIPPH - - -
1 0 0 1Ysp|P75616| YAAX_ECOLI Uncharacterized protein YaaX HGPPPPP - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P46481| AAEB_ECOLI p-hydroxybenzoic acid efflux pump subunit AaeB QAPPQ - - - - - - - - -
1 0 0 1YsplP11071| ACEK_ECOLI Isocitrate dehydrogenase kinase/phosphatase IPPPR - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P31466| ADEP_ECOLI Adenine permease AdeP SAPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1|splPOACRO| ALLS_ECOLI HTH-type transcriptional activator AllS MRPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P26365| AMIB_ECOLI N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase AmiB /PPPPPPPP - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplPoADT70| AMPH_ECOLI  D-alanyk-D-alani b i idase AmpH YAPPG - - - - - - - - R
1 0 0 1{sp|P12008| AROC_ECOLI Chorismate synthase GVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P76460| ATOE_ECOLI Putative short-chain fatty acid transporter DAPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POABBO| ATPA_ECOLI ATP synthase subunit alpha RRPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POABBA4| ATPB_ECOLI ATP synthase subunit beta NEPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|C1P605| AZUC_ECOLI Uncharacterized protein AzuC DVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P37657| BCSE_ECOLI Cyclic di-GMP binding protein BcsE GAPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P66948| BEPA_ECOLI Beta-barrel assembly-enhancing protease SRPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P06864| BGA2_ECOLI Evolved beta-galactosidase subunit alpha IAPPV - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P05804| BGLR_ECOLI Beta-glucuronidase TIPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P56976] BLR_ECOLI Divisome-associated membrane protein Blr YQPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplP39297| BSMA_ECOLI Lipoprotein BsmA PAPPV - - - - - - - - R
1 0 0 1|sp|P76345| C56H_ECOLI Cytochrome b561 homolog 1 VPPPP - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P75925| C561_ECOLI Cytochrome b561 homolog 2 SPPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POABMY| CCMH_ECOLI Cytochrome c-type biogenesis protein CcmH YDPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|POAESO| CEDA_ECOLI Cell division activator CedA PAPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POABH9| CLPA_ECOLI ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpA GAPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P63284| CLPB_ECOLI Chaperone protein ClpB GAPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|POABQS| CLPS_ECOLI ATP-dependent Clp protease adapter protein ClpS LKPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POABHS| CLSA_ECOLI Cardiolipin synthase A LPPPP - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POAAB4| CLSB_ECOLI Cardiolipin synthase B VDPPA - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P08401] CREC_ECOLI Sensor protein CreC GPPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|PODMS8S5| CRFC_ECOLI Clamp-binding protein CrfC LPPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P52107| CSGC_ECOLI Curli assembly protein CsgC QWPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76621 CSID_ECOLI Protein CsiD AAPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1|splPOAEAS| CYOE_ECOLI Protoheme IX farnesyltransferase AAPPV - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P33013)| DACD_ECOLI D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacD PQPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POA9PE| DEAD_ECOLI ATP-dependent RNA helicase DeaD IVPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P18775] DMSA_ECOLI Dimethyl sulfoxide reductase DmsA SWPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P03004| DNAA_ECOLI Chromosomal replication initiator protein DnaA IEPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|POA8J2| DNAT_ECOLI Primosomal protein 1 QIPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|POAABY| DOSC_ECOLI Diguanylate cyclase DosC ADPPI - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P37313] DPPF_ECOLI Dipeptide transport ATP-binding protein DppF NPPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P36655| DSBD_ECOLI Thioldisulfide interchange protein DsbD CYPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P77263| ECPE_ECOLI Probable fimbrial chaperone EcpE AKPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P75857| ELFC_ECOLI Probable outer membrane usher protein EIfC YVPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P37661| EPTB_ECOLI Kdo(2)-lipid A phosphoethanolamine 7"-transferase LAPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1§sp|P69902| FCTA_ECOLI Formyl-CoA:oxalate CoA-transferase DGPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P32176] FDOG_ECOLI Formate dehydrogenase-major subunit AAPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P05825| FEPA_ECOLI Ferrienterobactin receptor WVPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P75780| FIU_ECOLI Catecholate siderophore receptor Fiu QQPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76299) FLHB_ECOLI Flagellar biosynthetic protein FIhB EAPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P77733) FOCB_ECOLI Probable formate transporter 2 APPPF - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplP25437| FRMA_ECOLI S jione dehydrog VAPPK - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POADES| FTSI_ECOLI Peptidoglycan D.D-transpeptidase Ftsl VDPPV - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POAENS| FUCM_ECOLI L-fucose mutarotase YAPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P25748] GALS_ECOLI HTH-type transcriptional regulator GalS 1IPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P23522 GARL_ECOLI 5-keto-4-deoxy-D-glucarate aldolase RYPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POACLO| GLPR_ECOLI Glycerol-3-phosphate regulon repressor APPPV - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P09832| GLTD_ECOLI Glutamate synthase [NADPH] small chain VDPPK - - - - - - - - -
1 0 0 1|splQ46851] GPR_ECOLI L-glyceraldehyde 3-phosphate reductase GPPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P04425| GSHB_ECOLI Glutathione synthetase KDPPF - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P75796| GSIA_ECOLI Glutathione import ATP-binding protein GsiA QAPPI - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P30178] HCXB_ECOLI Hydroxycarboxylate dehydrogenase B PVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P06987| HIS7_ECOLI Histidine biosynthesis bifunctional protein HisB SEPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P08142| ILVB_ECOLI Acetolactate synthase isozyme 1 large subunit MVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POCF53| INSD1_ECOL | Transposase InsD for insertion element 1IS2A AVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POCF54| INSD2_ECOL | Transposase InsD for insertion element 1S2D AVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POCF55| INSD3_ECOL | Transposase InsD for insertion element 1S2F AVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POCF56| INSD4_ECOL | Transposase InsD for insertion element IS2H AVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1§sp|POCF57| INSD5_ECOL | Transposase InsD for insertion element 1S2I AVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POCF58| INSD6_ECOL | Transposase InsD for insertion element IS2K AVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|POCF60| INSD8_ECOL | Putative transposase InsD for insertion element IS2E AVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P39347| INTB_ECOLI Putative protein IntB TIPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P75969| INTE_ECOLI Prophage integrase IntE EVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P62615| ISPE_ECOLI 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase VDPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1YsplPOAEW9| K1PF_ECOLI 1-phosphofructokinase AKPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P69451| LCFA_ECOLI Long-chain-fatty-acid--CoA ligase EVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P00803| LEP_ECOLI Signal peptidase | IVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P60785]| LEPA_ECOLI Elongation factor 4 IPPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1YsplP77672| LSRC_ECOLI Autoinducer 2 import system permease protein LsrC TPPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P77432| LSRK_ECOLI Autoinducer-2 kinase RVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1YsplPOAEY1| MARC_ECOLI UPF0056 inner membrane protein MarC VAPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1§sp|P02921] MELB_ECOLI Melibiose carrier protein KVPPE - - - - - - - - -
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1 0 0 1fsp|P17109] MEND_ECOLI I-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3- 1-carboxylate synthase DRPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P54745] MNGA_ECOLI PTS system 2-alpha-mannosyl-D-glycerate-specific EIIABC component AIPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplP32173| MOBA_ECOLI lybdenum cofactor YIPPD - - - - - - - - .
1 0 0 1{sp|P76096] MOKB_ECOLI Regulatory protein MokB SYPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplP0934s| MOTA_ECOLI  Motility protein A YAPPI - - - - - - - - R
1 0 0 1{sp|P33940| MQO_ECOLI Malate:quinone oxidoreductase GAPPM - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P77338) MSCK_ECOLI Mechanosensitive channel MscK AEPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P09424| MTLD_ECOLI Mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase IVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POAF10] MTLR_ECOLI Mannitol operon repressor LPPPP - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P22634| MURI_ECOLI Glutamate racemase KEPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P39370] NANS_ECOLI Probable 9-acetyl-N- inic acid d ( GGPPC - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POAALOQ] NAPF_ECOLI Ferredoxin-type protein NapF IRPPW - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POAAL3Z| NAPG_ECOLI Ferredoxin-type protein NapG LRPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P68739) NFI_ECOLI Endonuclease V/ KDPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POAIG2| NHAR_ECOLI Transcriptional activator protein NhaR NPPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P23898| NLPC_ECOLI Probable endopeptidase NIpC APPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P32664| NUDC_ECOLI NADH pyrophosphatase LPPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P39401] OPGB_ECOLI Phosphoglycerol transferase | IVPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|POACQ4| OXYR_ECOLI Hydrogen peroxide-inducible genes activator AVPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P02919) PBPB_ECOLI Penicillin-binding protein 18 LVPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76261 PDED_ECOLI Probable cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeD QPPPA - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76446]| PDEN_ECOLI Probable cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeN EIPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P08400| PHOR_ECOLI Phosphate regulon sensor protein PhoR TPPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1Jsp|POATAS| PIMT_ECOLI Protein-L-isoaspartate-methyltransferase AAPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POAFKY) POTD_ECOLI Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein YVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POAAF1| POTE_ECOLI Putrescine transporter PotE NVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POA7BS| PROB_ECOLI Glutamate 5-kinase GAPPA - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P07654| PSTA_ECOLI Phosphate transport system permease protein PStA TPPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P69797| PTNAB_ECOL | PTS system mannose-specific EIIAB component VAPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P42910]| PTPC1_ECOL IN permease 11C 1 VQPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P42905| PTPC2_ECOL | Putative N-acetylgalactosamine permease 11C component 2 AQPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P07117| PUTP_ECOLI Sodium/proline symporter SAPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P76037| PUUP_ECOLI Putrescine importer PuuP EVPPW - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POATEL| PYRD_ECOLI Dihydroorotate dehydrogenase (quinone) KGPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P28304| QOR1_ECOLI Quinone oxidoreductase 1 YPPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P40719) QSEC_ECOLI Sensor protein QseC YRPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P76062| RACR_ECOLI Prophage repressor RacR VQPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P31473 RAVA_ECOLI ATPase RavA LGPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|POABVO| RBN_ECOLI Ribonuclease BN GVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P39838| RCSD_ECOLI Phosphotransferase RcsD LIPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P10100]| RLPA_ECOLI Endolytic peptidoglycan transglycosylase RIpA PAPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P30850| RNB_ECOLI Exoribonuclease 2 IPPPQ - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplp21499| RNR_ECOLI Ribonuclease R LIPPD - - - - - - - - R
1 0 0 1{sp|P24255]| RP54_ECOLI RNA polymerase sigma-54 factor SIPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POAGBS| RPOE_ECOLI ECF RNA polymerase sigma-E factor RRPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POADX9| RSMD_ECOLI Ribosomal RNA small subunit methyltransferase D VDPPF - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|P68567| RSMJ_ECOLI Ribosomal RNA small subunit methyltransferase J YAPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplPOAFRO| RSSA_ECOLI NTE family protein RssA GDPPD - - - - - R - - R
1 0 0 1fsplP77611] RSXC_ECOLI lon-translocating oxidoreductase complex subunit C IHPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POAGT74| RUSA_ECOLI Crossover junction endodeoxyribonuclease RusA PWPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P31675| SETA_ECOLI Sugar efflux transporter A IGPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P33026] SETB_ECOLI Sugar efflux transporter B IGPPL. - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P31436] SETC_ECOLI Sugar efflux transporter C IGPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P 77468 SFMD_ECOLI Outer membrane usher protein SfmD YIPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P33595] SGRR_ECOLI HTH-type transcriptional regulator SgrR FAPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POAB40| SURE_ECOLI 5'/3"-nucleotidase SurE IGPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P00957| SYA_ECOLI Alanine--tRNA ligase GGPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P00956| SYI_ECOLI Isoleucine--tRNA ligase DGPPY - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P07118] SYV_ECOLI Valine--tRNA ligase IPPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1Jsp|POA8E7| TALA_ECOLI Transaldolase A LIPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P19934| TOLA_ECOLI Tol-Pal system protein TolA PKPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P33226] TORC_ECOLI Cytochrome c-type protein TorC HIPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POA8S8| TPIS_ECOLI Triosephosphate isomerase IAPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P23003] TRMA_ECOLI tRNA/tmRNA (uracil-C(5))-methyltransferase VDPPR - - - - - - - - -
1 0 0 1Jsp|POAGI7| TRML_ECOLI tRNA (cytidine(34)-2'- EIPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P43672 UUP_ECOLI ABC transporter ATP-binding protein uup QDPPR - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|POABF8| UVRB_ECOLI UVrABC system protein B EPPPT - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P24215| UXUA_ECOLI Mannonate dehydratase DDPPR - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P37750| WBBJ_ECOLI Putative ide tyl WhbJ NIPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P71244| WCAM_ECOLI Colanic acid biosynthesis protein WcaM FIPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P56258] WECF_ECOLI TDP-N 111N GYPPN - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P27835] WZYE_ECOLI Probable ECA polymerase VAPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P75971] Y1142_ECOL | Putative uncharacterized protein b1142 THPPG - - - - - - - - -
1 [ 0 1fsp|P37049) YAEI_ECOLI Phosphodiesterase Yael KPPPA - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P77489) YAGR_ECOLI Putative xanthine YagR molybd binding subunit NQPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|POABD3| YAII_ECOLI UPF0178 protein Yail RVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|Q47536)| YAIP_ECOLI Uncharacterized glycosyltransferase YaiP YVPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P77400| YBAT_ECOLI Inner membrane transport protein YbaT SAPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P68661| YBCO_ECOLI Putative nuclease YbcO TKPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P77174| YBDM_ECOLI Uncharacterized protein YbdM VAPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|POAB98| YBEY_ECOLI Endoribonuclease YbeY EVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P12994| 'YBHB_ECOLI UPF0098 protein YbhB AAPPK - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P75763| YBHI_ECOLI Inner membrane protein Ybhl MYPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P75788] YBIR_ECOLI Inner membrane protein YbiR YVPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplP75791] YBIU_ECOLI Uncharacterized protein YhiU RRPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|P75810| YBJJ_ECOLI Inner membrane protein Ybjl VGPPL - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|P43674| YCAL_ECOLI Uncharacterized metalloprotease Ycal SHPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P75836] YCAN_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YcaN IGPPV - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplPoABA43| YCGL_ECOLI Protein Ycgl LPPPP - - - - R R . . R
1 0 0 1fsp|P30192| YCHG_ECOLI Putative uncharacterized protein YchG MPPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P45848] YCIQ_ECOLI Uncharacterized protein YciQ VIPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P76046]| YCJIX_ECOLI Uncharacterized protein Y¢jX GDPPA - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76097| YDCJ_ECOLI Uncharacterized protein YdcJ EGPPR - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76103| YDCO_ECOLI Inner membrane protein YdcO IPPPT - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76123| YDDK_ECOLI Putative uncharacterized protein YddK TQPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P31130| YDEI_ECOLI Uncharacterized protein Ydel APPPP - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|POAFS7| YDIK_ECOLI Putative transport protein Ydik VPPPT - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P77649 YDIU_ECOLI UPF0061 protein YdiU SRPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P76206| YDIY_ECOLI Uncharacterized protein YdiY' SEPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P76347| YEEJ_ECOLI Uncharacterized protein YeeJ TPPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76369) YEEY_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YeeY HEPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P33030] YEIR_ECOLI Zinc-binding GTPase YeiR VAPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P76481| YFBK_ECOLI Uncharacterized protein Y oK LPPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P76498| YFCO_ECOLI Uncharacterized protein YfcO GPPPA - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P76501 YFCR_ECOLI Uncharacterized fimbrial-like protein YfcR APPPC - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|P76569| YFGD_ECOLI Uncharacterized protein YfgD GRPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1§sp|P52125| YFJJ_ECOLI ¢ ized protein YfjJ NYPPN - - - - - - - - -
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1 0 0 1fsp|P76628) YGAY_ECOLI Putative uncharacterized transporter YgaY AAPPF - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P55138] YGCE_ECOLI Uncharacterized sugar kinase YgcE CVPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|Q46905| YGCO_ECOLI Ferredoxin-like protein YgcO RYPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P11664| YGGC_ECOLI Uncharacterized protein YggC CAPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1|sp|P45766] YHDW_ECOLI Putative amino-acid ABC transporter-binding protein Yhdw YAPPV - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P64624| YHEO_ECOLI Uncharacterized protein YheO FVPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P37621 YHHS_ECOLI Uncharacterized MFS-type transporter YhhS KRPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P37626] YHII_ECOLI Uncharacterized protein Y hil RIPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P37641] YHJC_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YhjC DIPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P37682 YIAU_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YiaU YAPPK - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P31435] YICJ_ECOLI Inner membrane symporter Yic) EAPPT - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P31446| YIDI_ECOLI Inner membrane protein Yidl APPPT - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P31453 YIDP_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YidP PAPPA - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P31455| YIDR_ECOLI Uncharacterized protein YidR PAPPR - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P56259) YIFN_ECOLI Putative uncharacterized protein YifN RIPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P77536| YKGF_ECOLI Uncharacterized electron transport protein YkgF QDPPS - - - - - N - - -
1 0 0 1fsplP77129) YLBE_ECOLI Uncharacterized protein YIbE AGPPM - - - - - - - - -
1 0 0 1fsplP76227| YNJH_ECOLI Uncharacterized protein YnjH NVPPE - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P76280| YOBB_ECOLI Uncharacterized protein YobB PAPPD - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P77585| YPDE_ECOLI Aminopeptidase YpdE IAPPK - - - - - - - - -
1 0 0 1fsp|P52143| YPJA_ECOLI Uncharacterized outer membrane protein Y pjA YAPPG - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P63340)| YQEG_ECOLI Inner membrane transport protein YqeG SIPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1Ysp|Q46858| YQHG_ECOLI Uncharacterized protein YghG AQPPS - - - - - - - - -
1 0 0 1{sp|P69506] YTFE_ECOLI Iron-sulfur cluster repair protein YtfE TPPPE - - - - - - - - -
0 0 1 1{sp|P04395] 3MG2_ECOLI DNA-3-methyladenine glycosylase 2 - - - - - - WQPPY - - -
0 0 1 1{sp|POAC28| SFCL_ECOLI 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase - - - - - - TYPPV - - -
o o0 1 1fsplp46a7e| AAEX_ECOLI Protein AaeX - - - - - - SFPPI - - R
0 0 1 1fsp|P31119| AAS_ECOLI Bifunctional protein Aas - - - - - - ILPPT - - -
0 1 0 1{sp|P00509| AAT_ECOLI Aspartate aminotransferase - - - SNPPA - - - - - -
0 0 1 1fsp|P46133| ABGT_ECOLI p-aminobenzoyl-glutamate transport protein - - - - - - IMPPM - - -
0 0 1 1Ysp|P75747| ABRB_ECOLI Putative regulator AbrB - - - - - - WFPPV - - -
0 0 1 1fsp|P24182| ACCC_ECOLI Biotin carboxylase - - - - - - TVPPY - - -
0 1 0 1Ysp|P77580] ACDH_ECOLI Acetaldehyde dehydrogenase - - - AEPPL - - - - - -
0 0 1 1fsp|P37623)| ACPT_ECOLI 4'-phosphopantetheinyl transferase AcpT - - - - - - PLPPG - - -
0 0 1 1{sp|P26646| ACUI_ECOLI Probable acrylyl-CoA reductase Acul - - - - - - MTPPE - - -
0 0 1 1fsp|P31441] ADEC_ECOLI Adenine deaminase - - - - - - SAPPY - - -
0 0 1 1fsp|P39451] ADHP_ECOLI Alcohol dehydrogenase. propanol-preferring - - - - - - GLPPE - - -
0 0 1 1{sp|P60061| ADIC_ECOLI Arginine/agmatine antiporter - - - - - - LFPPI - - -
0 0 1 1{sp|P42907| AGAS_ECOLI Putative D-galactosamine-6-phosphate deaminase AgaS - - - - - - ILPPS - - -
0 0 1 1{sp|P19926] AGP_ECOLI Glucose-1-phosphatase - - - - - - CPPPY - - -
0 0 1 1{sp|P08660| AK3_ECOLI Lysine-sensitive aspartokinase 3 - - - - - - ENPPL - - -
0 0 1 1fsp|P77256] AKRMG_ECOL | NADH-specific methylglyoxal reductase - - - - - - SVPPF - - -
0 1 0 1fsp|P25553| ALDA_ECOLI Lactaldehyde dehydrogenase - - - YYPPT - - - - - -
0 1 0 1{sp|POA991| ALF1_ECOLI Fructose-bisphosphate aldolase class 1 - - - NRPPA - - - - - -
0 0 1 1fsp|P75713| ALLE_ECOLI (S)-ureidoglycine aminohydrolase - - - - - - YCPPG - - -
0 1 0 1{sp|P63883)| AMIC_ECOLI N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase AmiC - - - QVPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|P75820| AMID_ECOLI N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase AmiD - - - - - - AVPPR - - -
0 0 1 1{sp|P46883)| AMO_ECOLI Primary amine oxidase - - - - - - LLPPD - - -
0 1 0 1|sp|P68767| AMPA_ECOLI Cytosol aminopeptidase - - - NMPPN - - - - - -
0 0 1 1{sp|P13016] AMPD_ECOLI 1.6-anhydro-N-acetylmuramyl-L-alanine amidase AmpD - - - - - - SLPPG - - -
0 0 1  1spPOAELg| AMPG_ECOLI  Protein AmpG - - - - R - YTPPF - . R
0 0 1 1fsp|P25718] AMY1_ECOLI Periplasmic alpha-amylase - - - - - - NTPPQ - - -
0 0 1 1fsp|P26612| AMY2_ECOLI Cytoplasmic alpha-amylase - - - - - - WLPPA - - -
0 1 0 1{sp|POAFO8| APBC_ECOLI Iron-sulfur cluster carrier protein - - - DMPPG - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAE22] APHA_ECOLI Class B acid phosphatase - - - - - - GRPPM - - -
0 0 1 1fsp|P26458] APPB_ECOLI Cytochrome bd-11 ubiquinol oxidase subunit 2 - - - - - - LVPPV - - -
0 1 0 1{sp|P05052] APPY_ECOLI HTH-type transcriptional regulator AppY - - - EEPPL - - - - - -
0 0 1 1{sp|P08204| ARAB_ECOLI Ribulokinase - - - - - - GLPPA - - -
0 1 0 1Ysp|P02924| ARAF_ECOLI L-arabinose-binding periplasmic protein - - - VEPPK - - - - - -
0 0 1 1|spIPOAEC3| ARCB_ECOLI Aerobic respiration control sensor protein ArcB - - - - - - DLPPL - - -
0 0 1 1{sp|P37306] ARCC_ECOLI Carbamate kinase - - - - - - QMPPV - - -
0 1 0 1fsp|P77624| ARCM_ECOLI Carbamate kinase-like protein Yahl - - - HFPPG - - - - - -
0 0 1 1fsp|P77398] ARNA_ECOLI Bifunctional polymyxin resistance protein ArnA - - - - - - HFPPF - - -
0 1 0 1Ysp|P77757| ARNC_ECOLI L I-phosphate 4-deoxy-4 L-arabinose - - - QNPPE - - - - - -
0 0 1 1Ysp|P 76474 ARNF_ECOLI Probable 4-amino-4-deoxy-L-arabinose-phosphoundecaprenol flippase subunit - - - - - - HLPPM - - -
0 1 0 1fsp|P76473| ARNT_ECOLI Undecaprenyl pho-alpha-4-amino-4-deoxy-L-arabinose arabinosyl transferase - - - AIPPA - - - - - -
0 0 1 1Ysp|P07639| AROB_ECOLI 3-dehydroquinate synthase - - - - - - TLPPR - - -
0o 0 1 1fsplPoAB91| AROG_ECOLI Phospho-2-dehyd) aldolase. Ph ity - - - - R R LLPPV . - R
o o 1 1fsplP0AGD7| AROK_ECOLI Shikimate kinase 1 - - - - - - ETPPR - - -
0o 0 1 1fsplPoAE28| AROM_ECOLI  Protein AroM - - - - - - ILPPL - - R
0 0 1 1fsp|P23325| ARPA_ECOLI Ankyrin repeat protein A - - - - - - ITPPL - - -
0 0 1 1{sp|POABIS| ARSC_ECOLI Arsenate reductase - - - - - - ETPPT - - -
0 [ 1 1{sp|P30859) ARTI_ECOLI Putative ABC transporter arginine-binding protein 2 - - - - - - SYPPF - - -
0 [ 1 1{sp|P30860]| ARTJ_ECOLI /ABC transporter arginine-binding protein 1 - - - - - - TYPPF - - -
0 1 0 1fsp|P24242| ASCG_ECOLI HTH-type transcriptional regulator AscG - - - FSPPK - - - - - -
0 0 1 1fsp|P76216] ASTB_ECOLI N-succinylarginine dihydrolase - - - - - - VIPPH - - -
0 0 1  1fspPp76217| ASTD_ECOLI N-succi 5-semialdehyd - - - - - B GLPPG B B -
0 1 0 1fsp|P76461 ATOB_ECOLI Acetyl-CoA acetyltransferase - - - GVPPA - - - - - -
0 1 0 1{sp|POABI8| ATP6_ECOLI ATP synthase subunit a - - - QNPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POABAO| ATPF_ECOLI ATP synthase subunit b - - - - - - VWPPL - - -
0 0 1 1fsp|P69228| BAER_ECOLI Transcriptional regulatory protein BaeR - - - - - - QTPPD - - -
0 1 0 1{sp|POA903| BAMC_ECOLI Outer membrane protein assembly factor BamC - - - IRPPA - - - - - -
0 1 0 1{sp|POACO2| BAMD_ECOLI Outer membrane protein assembly factor BamD - - - DNPPN - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAECS| BARA_ECOLI Signal transduction histidine-protein kinase BarA - - - - - - ALPPA - - -
0 0 1 1{sp|P28246| BCR_ECOLI Bicyclomycin resistance protein - - - - - - TLPPE - - -
0 1 0 1fsp|P37659) BCSG_ECOLI Cellulose biosynthesis protein BcsG - - - TAPPT - - - - - -
0 1 0 1fsp|P39334| BDCR_ECOLI HTH-type transcriptional repressor BdcR - - - INPPS - - - - - -
0 0 1 1{sp|P33363) BGLX_ECOLI Periplasmic beta-glucosidase - - - - - - YMPPY - - -
0 0 1 1fspP1299s| BIOA_ECOLI jionine-8-ami i - - - - R - LMPPY - . R
0 0 1 1fsp|P12996| BIOB_ECOLI Biotin synthase - - - - - - PTPPE - - -
0 0 1 1{sp|P13000]| BIOD1_ECOL | ATP-dependent dethiobiotin synthetase BioD 1 - - - - - - VTPPG - - -
0 0 1 1{sp|POAQ01| BLC_ECOLI Outer membrane lipoprotein Blc - - - - - - PTPPR - - -
0 1 0 1{sp|POABE2| BOLA_ECOLI DNA-binding transcriptional regulator BolA - - - ASPPC - - - - - -
0 0 1 1{sp|P39396| BTST_ECOLI Pyruvate/proton symporter BtsT - - - - - - NTPPA - - -
0 0 1 1{sp|POABES| C561_ECOLI Cytochrome b561 - - - - - - PTPPI - - -
0 0 1 1fsp|P31551] CAID_ECOLI Carnitinyl-CoA dehydratase - - - - - - ILPPA - - -
0 0 1 1{sp|P00968| CARB_ECOLI Carbamoyl-phosphate synthase large chain - - - - - - VIPPY - - -
0 0 1 1{sp|P45956] CAS2_ECOLI CRISPR-associated endoribonuclease Cas2 - - - - - - NVPPR - - -
0 0 1 1fsp|P06961| CCA_ECOLI Multifunctional CCA protein - N - - - - LTPPE - - -
0 0 1 1{sp|POABM1| CCMC_ECOLI Heme exporter protein C - - - - - - AIPPR - - -
0 0 1 1Ysp|P69490| CCME_ECOLI Cytochrome c-type biogenesis protein CcmE - - - - - - YTPPE - - -
0 0 1 1fsp|P33927| CCMF_ECOLI Cytochrome c-type biogenesis protein CcmF - - - - - - FHPPL - - -
0 0 1 1Jsp|POABF6| CDD_ECOLI Cytidine deaminase - - - - - - TLPPL - - -
0 0 1 1|splPOABGL| CDSA_ECOLI Phosphatidate cytidylyltransferase - - - - - - LLPPV - - -
0 0 1 1§sp|P07363| CHEA_ECOLI Chemotaxis protein CheA - - - - - - STPPV - - -
0 1 0 1§sp|P07330) CHEB_ECOLI Chemotaxis response regulator protein-glutamats - - - HMPPG - - - - - -
0 0 1 1§sp|P77390| CITC_ECOLI [Citrate [pro-3S]-lyase] ligase - - - - - - SAPPI - - -
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Anzahl Motive

Art starke Motive

Art moderate Motive

Art schwache Motive

S M W X |Protein-1D Beschreibung Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 4
0 0 1 1{sp|POABGS| CITX_ECOLI po-citrate lyase phosphoribosyl 0A - - - - - - SLPPR - - -
0 1 0 1fsp|POA6H1| CLPX_ECOLI ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX - - - AVPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|POABQO| COABC_ECOL | Coenzyme A biosynthesis bifunctional protein CoaBC - - - - - - PTPPF - - -
0 0 1 1fsp|P25524 CODA_ECOLI Cytosine deaminase - - - - - - VIPPF - - -
0 0 1 1|sp|POAA82| CODB_ECOLI Cytosine permease - - - - - - AIPPV - - -
0 0 1 1fsp|P75952 COMR_ECOLI HTH-type transcriptional repressor ComR - - - - - - EIPPH - - -
0 0 1 1{splQ59385| COPA_ECOLI Copper-exporting P-type ATPase - - - - - - LTPPT - - -
0 0 1 1{sp|POABI4| CORA_ECOLI Magnesium transport protein CorA - - - - - - FLPPT - - -
0 1 0 1fsp|P08331| CPDB_ECOLI 2.3 li leotide 2" i 3" - - - VVPPQ - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAESS| CPXP_ECOLI Periplasmic protein CpxP - - - - - - EQPPV - - -
0 0 1 1|sp|POACP1| CRA_ECOLI Catabolite repressor/activator - - - - - - SLPPE - - -
0 0 1 1fsp|P13518] CSRD_ECOLI RNase E specificity factor CsrD - - - - - - EWPPR - - -
0 0 1 1{sp|POAIGH| CUER_ECOLI HTH-type transcriptional regulator CueR - - - - - - VTPPM - - -
0 1 0 1fsplP77239| CUSB_ECOLI Cation efflux system protein CusB - - - AEPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POABK?2| CYDB_ECOLI Cytochrome bd-1 ubiquinol oxidase subunit 2 - - - - - - FVPPL - - -
0 0 1 1{sp|P23886| CYDC_ECOLI ATP-binding/permease protein CydC - - - - - - LMPPL - - -
0 0 1 1fsplP27111] CYNR_ECOLI HTH-type transcriptional regulator CynR - - - - - - LAPPL - - -
0 0 1 1{sp|POAID4| CYSE_ECOLI Serine acetyltransferase - - - - - - PVPPH - - -
0 1 0 1fsp|P17846] CYSI_ECOLI Sulfite reductase [NADPH] hemoprotein beta-component - - - VIPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|P16700| CYSP_ECOLI Thiosulfate-binding protein - - - - - - LNPPF - - -
0 0 1 1{sp|POA6J3| CYSZ_ECOLI Sulfate transporter CysZ - - - - - - ATPPD - - -
0 1 0 1fsp|P24228) DACB_ECOLI D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacB - - - SAPPA - - - - - -
0 0 1 1fsp|P11557] DAMX_ECOLI Cell division protein DamX - - - - - - SLPPI - - -
o 1 o0 1fsplPoA9DS| DAPD_ECOLI 2345 dine-2.6-dicarboxylate N: - - - VVPPA - R R . . R
o 1 o0 1fsplPoAGK 1] DAPF_ECOLI Diaminopimelate epimerase - - - VEPPY - R R . . R
0 0 1 1fsp|P28248| DCD_ECOLI dCTP deaminase - - - - - - PRPPV - - -
0 1 0 1|splPOAEDY| DCM_ECOLI DNA-cytosine methyltransferase - - - PKPPA - - - - - -
0 0 1 1fsp|P24171| DCP_ECOLI Dipeptidyl carboxypeptidase - - - - - - AIPPR - - -
0 0 1 1§splPOABN9| DCUB_ECOLI Anaerobic C4-dicarboxylate transporter DcuB - - - - - - GKPPV - - -
0 0 1 1fsp|P45428| DCUD_ECOLI Putative cryptic C4-dicarboxylate transporter DcuD - - - - - - NVPPL - - -
0 1 0 1Ysp|P77308| DDPB_ECOLI Probable D.D-dipeptide transport system permease protein DdpB - - - LDPPT - - - - - -
0 1 0 1YsplP77790| DDPX_ECOLI D-alanyl-D-alanine dipeptidase - - - SVPPA - - - - - -
0 1 0 1|sp|lPOAGK6| DEOB_ECOLI Phosphopentomutase - - - VEPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|Q6BF17| DGOD_ECOLI D-galactonate dehydratase - - - - - - RLPPR - - -
0 0 1 1fsp|P31459) DGOK_ECOLI 2-dehydro-3-deoxygalactonokinase - - - - - - GLPPQ - - -
0 0 1 1|sp|POAATE| DGOT_ECOLI D-galactonate transporter - - - - - - YQPPR - - -
0 0 1  1spP1s723) DGTP_ECOLI D inetriphosphate tri - - - R R B GNPPF B . -
0 0 1 1{sp|P76016] DHAR_ECOLI PTS-dependent dihydroxyacetone kinase operon regulatory protein - - - - - - TIPPL - - -
0 0 1 1{sp|P06966| DICA_ECOLI HTH-type transcriptional regulator DicA - - - - - - PTPPV - - -
0 0 1 1{sp|P31680| DJLA_ECOLI Co-chaperone protein DjIA - - - - - - GLPPE - - -
0 1 0 1|sp|P37672| DLGD_ECOLI 2.3-diketo-L-gulonate reductase - - - VMPPW - - - - - -
0 0 1 1fsp|P42628| DLST_ECOLI Probable serine transporter - - - - - - SLPPL - - -
0 0 1 1|sp|POAEES| DMA_ECOLI DNA adenine methylase - - - - - - CDPPY - - -
0 0 1 1{sp|P69853)| DMSD_ECOLI Tat proofreading chaperone DmsD - - - - - - PSPPW - - -
0 0 1 1|sp|POACBO| DNAB_ECOLI Replicative DNA helicase - - - - - - KVPPH - - -
0 1 0 1|sp|POAGY8| DNAK_ECOLI Chaperone protein Dnak - - - MAPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsp|P77510| DPIB_ECOLI Sensor histidine kinase DpiB - - - - - - QLPPG - - -
0 1 0 1fsp|P23847| DPPA_ECOLI Periplasmic dipeptide transport protein - - - LIPPT - - - - - -
0 1 0 1|sp|POAEGS| DSBC_ECOLI Thioldisulfide interchange protein DshC - - - YQPPK - - - - - -
0 0 1 1{sp|P08555| DSDX_ECOLI D-serine transporter DsdX - - - - - - VVPPH - - -
0 1 0 1{sp|P36837| DTPB_ECOLI Dipeptide and tripeptide permease B - - - CYPPK - - - - - -
0 0 1 1fsp|P32695]| DUSA_ECOLI tRNA-dihydrouridine(20/20a) synthase - - - - - - EIPPL - - -
0 0 1 1|sp|POABTS5| DUSB_ECOLI tRNA-dihydrouridine synthase B - - - - - - LLPPL - - -
0 0 1 1fsp|P77488] DXS_ECOLI 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase - - - - - - GVPPI - - -
0 0 1 1fsp|P31125| EAMA_ECOLI Probable amino-acid metabolite efflux pump - - - - - - NMPPL - - -
0 0 1 1{sp|P06846| EBGR_ECOLI HTH-type transcriptional regulator EbgR - - - - - - TFPPL - - -
0 0 1 1{sp|POADF6| EDD_ECOLI Phosphogluconate dehydratase - - - - - - LMPPL - - -
0 0 1 1fsp|P31545| EFEB_ECOLI Deferrochelatase/peroxidase EfeB - - - - - - RLPPL - - -
0 1 0 1YsplPOAB24| EFEO_ECOLI Iron uptake system component EfeO - - - AFPPS - - - - - -
0 0 1 1fsp|POABN4| EFP_ECOLI Elongation factor P - - - - - - VTPPN - - -
0 0 1 1{sp|P75856] ELFD_ECOLI Probable fimbrial chaperone protein EIfD - - - - - - ITPPL - - -
0 1 0 1Ysp|POC960| EMTA_ECOLI Endo-type bound lytic murein A - - - TNPPW - - - - - -
0 1 0 1Ysp|P25736| END1_ECOLI Endonuclease-1 - - - AEPPA - - - - - -
0 1 0 1{sp|P10378] ENTE_ECOLI Enterobactin synthase component E - - - LVPPA - - - - - -
0 1 0 1{sp|P30845]| EPTA_ECOLI Phosphoethanolamine transferase EptA - - - RYPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsp|P77218] EUTD_ECOLI Ethanolamine utilization protein EutD - - - - - - KTPPD - - -
0 0 1 1Ysp|P77445| EUTE_ECOLI Ethanolamine utilization protein EutE - - - - - - GNPPV - - -
0 0 1 1Ysp|P76553] EUTG_ECOLI Ethanolamine utilization protein EutG - - - - - - SVPPV - - -
0 1 0 1YsplP77277| EUTJ_ECOLI Ethanolamine utilization protein Eut) - - - SFPPG - - - - - -
0 0 1 1|spIPOAEKO| EXOX_ECOLI Exodeoxyribonuclease 10 - - - - - - QTPPG - - -
0 0 1 1fsp|P42593| FADH_ECOLI 2.4-dienoyl-CoA reductase - - - - - - RTPPI - - -
0 0 1 1{sp|P38135] FADK_ECOLI Medium-chain fatty-acid--CoA ligase - - - - - - TLPPG - - -
0 1 0 1{sp|POABVE| FADR_ECOLI Fatty acid metabolism regulator protein - - - RFPPG - - - - - -
0 [ 1 1{sp|POAAJ3| FDNH_ECOLI Formate dehydrogenase. nitrate-inducible. iron-sulfur subunit - - - - - - ITPPS - - -
o 1 o0 1fsplQ47208| FDRA_ECOLI Protein FdrA - - - SKPPA - - - - . .
0 0 1 1{sp|P15029) FECD_ECOLI Fe(3+) dicitrate transport system permease protein FecD - - - - - - IHPPL - - -
0 0 1 1{sp|POAELS| FEPB_ECOLI Ferrienterobactin-binding periplasmic protein - - - - - - KLPPQ - - -
0 0 1 1{sp|P26266| FEPE_ECOLI Ferric enterobactin transport protein FepE - - - - - - VTPPE - - -
0 0 1 1{sp|P13039) FES_ECOLI Enterochelin esterase - - - - - - QLPPA - - -
0o 0 1 1fsplP07822| FHUD_ECOLI Iron(3+)-hydroxamate-binding protein FhuD - - - - - - SEPPL - - -
0 0 1 1{sp|P39405]| FHUF_ECOLI Ferric iron reductase protein FhuF - - - - - - MVPPL - - -
0 1 0 1{sp|P39264| FIMI_ECOLI Fimbrin-like protein Fiml - - - NRPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAIL3| FKBB_ECOLI FKBP-type 22 kDa peptidyl-prolyl cis-trans isomerase - - - - - - SIPPF - - -
0 0 1 1|splPOABWY| FLGB_ECOLI Flagellar basal body rod protein FigB - - - - - - LTPPT - - -
0 0 1 1fsp|P75937 FLGE_ECOLI Flagellar hook protein FIgE - - - - - - GTPPT - - -
0 0 1 1{sp|POABS3| FLGI_ECOLI Flagellar P-ring protein - - - - - - SLPPF - - -
0 0 1 1|sp|P76297| FLHE_ECOLI Flagellar protein FIhE - - - - - - LIPPL - - -
0 1 0 1{sp|P31068] FLIH_ECOLI Flagellar assembly protein FliH - - - LAPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsp|P52614| FLIK_ECOLI Flagellar hook-length control protein - - - - - - ETPPV - - -
0 0 1 1fsp|P06974| FLIM_ECOLI Flagellar motor switch protein FliM - - - - - - VNPPL - - -
0 0 1 1fsp|P22586] FLIO_ECOLI Flagellar protein FliO - - - - - - KLPPS - - -
0 0 1 1|splPOAEMY| FLIY_ECOLI L-cystine-binding protein FliY - - - - - - TYPPF - - -
0 0 1 1fsp|P05523) FPG_ECOLI Formamidopyrimidine-DNA glycosylase - - - - - - ELPPE - - -
0 0 1 1{sp|P00363]| FRDA_ECOLI Fumarate reductase flavoprotein subunit - - - - - - TLPPA - - -
0 0 1 1fsp|P45541] FRLC_ECOLI Fructoselysine 3-epimerase - - - - - - LTPPN - - -
0 0 1 1fsp|P04335| FRSA_ECOLI Esterase FrsA - - - - - - AQPPV - - -
0 0 1 1fsp|P29131] FTSN_ECOLI Cell division protein FtsN - - - - - - GLPPK - - -
0 0 1 1lsplP2664s) FTSP_ECOLI Cell division protein FtsP - - - - - - PVPPL - . -
0 1 0 1fspP10121] FTSY_ECOLI Signal recognition particle receptor FtsY - - - VVPPA - - - - - -
0 0 1 1YsplPOAC33| FUMA_ECOLI Fumarate hydratase class |. aerobic - - - - - - ACPPY - - -
0 0 1 1fsp|P14407| FUMB_ECOLI Fumarate hydratase class |. anaerobic - - - - - - ACPPY - - -
o o0 1 1fsplP37147| FXSA_ECOLI UPF0716 protein FxsA - - - - - - LLPPV - - R
0 0 1 1fsp|P63235] GADC_ECOLI Probable glutamate/gamma-aminobutyrate antiporter - - - - - - FLPPD - - -
0 1 0 1Ysp|P63201/ GADW_ECOLI HTH-type transcriptional regulator GadwW - - - QSPPM - - - - - -
0 0 1  1fspPogidg GAL7_ECOLI lactose-1-phosphate ur - - - - - - FYPPL - - -
0 0 1  1spPoAABs GALF_ECOLI UTP-gl 1-phosphate ur - - - - - - ICPPG - - .
[ 1fsp|POAGTS| GCH1_ECOLI GTP cyclohydrolase 1 - - - - - - LRPPV - - B
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0 1 0 1fsp|P77213| GCS2_ECOLI Putative glutamate--cysteine ligase 2 - - - VNPPG - - - - - -
0 0 1 1{sp|POAIFE| GCVA_ECOLI Glycine cleavage system transcriptional activator - - - - - - RLPPL - - -
0 0 1 1{sp|POA9I3| GCVR_ECOLI Glycine cleavage system transcriptional repressor - - - - - - PRPPM - - -
0 1 0 1fsp|P75882| GFCD_ECOLI Uncharacterized lipoprotein GfcD - - - WNPPT - - - - - -
0 0 1 1|sp|P76041 GGAP_ECOLI Glucosylglycerate phosphorylase - - - - - - SLPPL - - -
0 1 0 1{sp|POAF52| GHXP_ECOLI Guanine/hypoxanthine permease GhxP - - - GFPPA - - - - - -
0 1 0 1{splQ46817| GHXQ_ECOLI Guanine/hypoxanthine permease GhxQ - - - GFPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAEPY] GLCD_ECOLI Glycolate oxidase subunit GlcD - - - - - - PKPPV - - -
0 0 1 1fsp|P52073) GLCE_ECOLI Glycolate oxidase subunit GIcE - - - - - - CEPPH - - -
0 0 1 1fsp|P52074| GLCF_ECOLI Glycolate oxidase iron-sulfur subunit - - - - - - PRPPL - - -
0 0 1 1fsp|P07762 GLGB_ECOLI 1.4-alpha-glucan branching enzyme GlgB - - - - - - TLPPL - - -
0 1 0 1fsp|P27249) GLND_ECOLI i ional urich idy ing enzyme - - - WQPPQ - - - - - -
0 1 0 1{sp|P30870] GLNE_ECOLI glutamine | ing enzyme - - - SQPPQ - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAEQS| GLNP_ECOLI Glutamine transport system permease protein GInP - - - - - - MLPPL - - -
0 1 0 1{sp|P10346] GLNQ_ECOLI Glutamine transport ATP-binding protein GInQ - - - KNPPS - - - - - -
0 0 1 1{sp|P13033) GLPB_ECOLI Anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit B - - - - - - TLPPS - - -
0 1 0 1fsp|P77454| GLSA1_ECOL | Glutaminase 1 - - - FSPPL - - - - - -
0 1 0 1fsp|P37902| GLTI_ECOLI Glutamate/aspartate import solute-binding protein - - - PIPPK - - - - - -
0 0 1 1{sp|POAER3)| GLTJ_ECOLI Glutamate/aspartate import permease protein GItJ - - - - - - IVPPM - - -
0 1 0 1{sp|POACY4| GNTP_ECOLI High-affinity gluconate transporter - - - LFPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|P39835] GNTT_ECOLI High-affinity gluconate transporter - - - - - - FLPPH - - -
0 0 1 1fsp|P32662 GPH_ECOLI Phosphoglycolate phosphatase - - - - - - GKPPV - - -
o o0 1 1fsplp62707| GPMA_ECOLI 2.3 dependent mutase - - - - - - VTPPE - - R
0 0 1 1fsp|P23893) GSA_ECOLI Glutamate-1-semialdehyde 2.1-aminomutase - - - - - - CVPPL - - -
0 0 1 1{sp|P06715| GSHR_ECOLI Glutathione reductase - - - - - - SHPPI - - -
0 1 0 1fsplP75799) GSID_ECOLI Glutathione transport system permease protein GsiD - - - AQPPT - - - - - -
0 0 1 1fsp|P41441] GSPF_ECOLI Putative type Il secretion system protein F - - - - - - IFPPM - - -
0 0 1 1fsp|P41442| GSPG_ECOLI Putative type Il secretion system protein G - - - - - - TLPPL - - -
0 0 1 1fsp|P45762| GSPK_ECOLI Putative type Il secretion system protein K - - - - - - QTPPR - - -
0 0 1 1|splPOACAT7| GSTB_ECOLI Glutathione S-transferase GstB - - - - - - RTPPE - - -
0 0 1 1Ysp|P77682 GTRA_ECOLI Prophage bactoprenol-linked glucose translocase homolog - - - - - - ALPPM - - -
0 1 0 1{sp|P04079| GUAA_ECOLI GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] - - - GKPPA - - - - - -
0 0 1 1YsplPOAES4| GYRA_ECOLI DNA gyrase subunit A - - - - - - NIPPH - - -
0 0 1 1{sp|POAESS| GYRB_ECOLI DNA gyrase subunit B - - - - - - AQPPL - - -
0 0 1 1fsp|P45579) HCXA_ECOLI Hydroxycarboxylate dehydrogenase A - - - - - - KLPPA - - -
0 0 1 1{sp|P69931 HDA_ECOLI DnaA regulatory inactivator Hda - - - - - - DRPPR - - -
o o0 1 1fsplP15038| HELD_ECOLI DNA helicase 1V - - - - - - LLPPV - - -
0 0 1 1{sp|P06983)| HEM3_ECOLI Porphobilinogen deaminase - - - - - - ALPPE - - -
0o 0 1 1fsplP36553| HEM6_ECOLI Oxygen-dependent i 111 oxidase - - - - - - SMPPL - - -
0 1 0 1fsp|POACBT| HEMY_ECOLI Protein HemY - - - NNPPQ - - - - - -
0o 0 1 1fsplP25519| HFLX_ECOLI GTPase HfIX - - - - - - RLPPQ - - -
0 0 1 1{sp|P06986| HIS8_ECOLI Histidinol-phosphate aminotransferase - - - - - - YCPPT - - -
0 0 1 1{sp|P36646| HOFC_ECOLI Protein transport protein HofC homolog - - - - - - VFPPL - - -
0 0 1 1{sp|P64634| HOFN_ECOLI DNA utilization protein HofN - - - - - - MNPPI - - -
0o 0 1 1fsplP26281| HPPK_ECOLI ino-4-hydr hyd h pteridine - - - - - - RTPPL - - -
0 0 1 1|sp|POA6Z1| HSCA_ECOLI Chaperone protein HscA - - - - - - GRPPL - - -
0 1 0 1fsp|P52644| HSLJ_ECOLI Heat shock protein Hsl) - - - KNPPE - - - - - -
0o 0 1 1fsplP23894| HTPX_ECOLI Protease HtpX - - - - - - THPPL - - -
0 0 1 1{splPOAAJS| HYBA_ECOLI Hydrogenase-2 operon protein HybA - - - - - - NRPPI - - -
0 0 1 1{sp|P37180| HYBB_ECOLI Probable Ni/Fe-hydrogenase 2 b-type cytochrome subunit - - - - - - ILPPL - - -
0 0 1 1fsp|P16429) HYCC_ECOLI Formate hydrogenlyase subunit 3 - - - - - - ALPPL - - -
0 0 1 1fsp|P16433) HYCG_ECOLI Formate hydrogenlyase subunit 7 - - - - - - GCPPT - - -
0 0 1 1fsp|P77416] HYFD_ECOLI Hydrogenase-4 component D - - - - - - GVPPF - - -
0 0 1 1{sp|POCO54] IBPA_ECOLI Small heat shock protein IbpA - - - - - - GYPPY - - -
0 0 1 1{sp|POCO58] IBPB_ECOLI Small heat shock protein IbpB - - - - - - SFPPY - - -
0 0 1 1|splQ46822| IDI_ECOLI Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase - - - - - - ITPPE - - -
0 1 0 1{sp|POAT707| IF3_ECOLI Translation initiation factor IF-3 - - - AEPPV - - - - - -
0 0 1 1{sp|P04968| ILVA_ECOLI L-threonine dehydratase biosynthetic IIVA - - - - - - WVPPF - - -
0 0 1 1{sp|P05827| ILVY_ECOLI HTH-type transcriptional regulator 1ivY - - - - - - HLPPI - - -
0 0 1 1{sp|POCF26| INSB2_ECOL I Insertion element 1S1 2 protein InsB - - - - - - DFPPF - - -
0 0 1 1fsp|POCF27| INSB3_ECOL I Insertion element 1S1 3 protein InsB - - - - - - DFPPF - - -
0 0 1 1fsp|P57998| INSB4_ECOL. | Insertion element 1S1 4 protein InsB - N - - - - DFPPF - - -
0 1 0 1Ysp|P76102] INSQ_ECOLI Putative transposase InsQ for insertion sequence element 1S609 - - - AVPPA - - - - - -
0 1 0 1{sp|P32053] INTA_ECOLI Prophage integrase IntA - - - GFPPD - - - - - -
0 1 0 1{sp|P76056] INTR_ECOLI Prophage integrase IntR - - - FGPPK - - - - - -
0 0 1 1§splPOACD4| ISCU_ECOLI Iron-sulfur cluster assembly scaffold protein IscU - - - - - - ELPPV - - -
0 1 0 1Ysp|P69441| KAD_ECOLI Adenylate kinase - - - FNPPK - - - - - -
0 0 1 1YsplPOACT5| KDTA_ECOLI 3-deoxy-D-manno-octulosonic acid transferase - - - - - - YLPPK - - -
0 0 1 1|sp|P60546| KGUA_ECOLI Guanylate kinase - - - - - - ILPPS - - -
0 0 1 1Ysp|P39380| KPTA_ECOLI RNA 2'-phosphotransferase - - - - - - KTPPQ - - -
0 0 1 1§sp|P03023| LACI_ECOLI Lactose operon repressor - - - - - - YIPPL - - -
0 1 0 1{sp|POATC2| LEXA_ECOLI LexA repressor - - - GMPPT - - - - - -
0 1 0 1{splQ47153| LFHA_ECOLI Putative truncated flagellar export/assembly protein LfhA - - - LVPPQ - - - - - -
0 [ 1 1{sp|P60716] LIPA_ECOLI Lipoyl synthase - - - - - - ATPPD - - -
0 0 1 1fsp|P33232| LLDD_ECOLI L-lactate dehydrogenase - - - - - - ILPPF - - -
0 0 1 1{sp|POACLY7| LLDR_ECOLI Putative L-lactate dehydrogenase operon regulatory protein - - - - - - LVPPV - - -
0 0 1 1{sp|P23930| LNT_ECOLI Apolipoprotein N-acyltransferase - - - - - - IQPPL - - -
0 0 1 1{sp|P61316| LOLA_ECOLI Outer-membrane lipoprotein carrier protein - - - - - - FTPPQ - - -
0 0 1 1fsp|P62522 LPID_ECOLI ilv operon leader peptide - - - - - - IIPPC - - -
0 1 0 1{sp|POAB38| LPOB_ECOLI Penicillin-binding protein activator LpoB - - - TAPPA - - - - - -
0 0 1 1{sp|POADCS| LPTG_ECOLI Lipopolysaccharide export system permease protein LptG - - - - - - GIPPI - - -
0 0 1  1spPoAr22 LPXA_ECOLI yl-[acyl-carrier-protein]--UDP-N i - - - - - B DVPPY . B R
0 0 1  1spPoA72s| LPXC_ECOLI UDP-3-acy-N i - - - - - B LNPPV . B R
0 0 1 1{sp|P27300| LPXK_ECOLI Tetraacyldisaccharide 4'-kinase - - - - - - GHPPR - - -
0 0 1 1fsp|P36771] LRHA_ECOLI Probable HTH-type transcriptional regulator LrhA - - - - - - GLPPL - - -
0 1 0 1fsp|P76143| LSRF_ECOLI 3-hydroxy-5-phosphonooxypentane-2.4-dione thiolase - - - VVPPA - - - - - -
0 0 1 1{sp|P03030) LYSR_ECOLI Transcriptional activator protein LysR - - - - - - VLPPG - - -
0 0 1 1fsp|P37677| LYXK_ECOLI L-xylulose/3-keto-L-gulonate kinase - - - - - - ALPPV - - -
0 1 0 1fsp|P75831] MACB_ECOLI Macrolide export ATP-binding/permease protein MacB - - - RNPPA - - - - - -
0 1 0 1|sp|POAEX9)| MALE_ECOLI Maltose-binding periplasmic protein - - - PNPPK - - - - - -
0 0 1 1{sp|P68183) MALG_ECOLI Maltose transport system permease protein MalG - - - - - - TPPPF - - -
0 0 1 1{sp|P06993)| MALT_ECOLI HTH-type transcriptional regulator MalT - - - - - - ELPPG - - -
0 0 1 1fsp|P24175]| MANB_ECOLI Phosphomannomutase - - - - - - DFPPV - - -
0 0 1 1fsp|P 76558 MAO2_ECOLI NADP-dependent malic enzyme - - - - - - ILPPL - - -
0 0 1 1fsp|POACHS| MARA_ECOLI Multiple antibiotic resistance protein MarA - - - - - - DVPPH - - -
0 0 1 1fsp|POACDS| MBHL_ECOLI Hydrogenase-1 large chain - - - - - - KLPPE - - -
0 0 1 1{sp|POACEQ| MBHM_ECOLI Hydrogenase-2 large chain - - - - - - KLPPE - - -
0 0 1 1fsp|P28697| MBIA_ECOLI Uncharacterized protein MbiA - - - - - - LSPPK - - -
0 1 0 1{sp|P07017 MCP2_ECOLI Methyl-accepting chemotaxis protein 11 - - - EQPPA - - - - - -
0 1 0 1fsp|P77265| MDLA_ECOLI Multidrug resistance-like ATP-binding protein MdIA - - - LVPPK - - - - - -
0 1 0 1{sp|P69367| MDTH_ECOLI Multidrug resistance protein MdtH - - - FDPPR - - - - - -
0 0 1 1fsp|P37353] MENE_ECOLI 2-succinylbenzoate--CoA ligase - - - - - - TLPPE - - -
0 0 1 1{sp|P38051| MENF_ECOLI Isochorismate synthase MenF - - - - - - VLPPQ - - -
0 0 1 1{sp|P00935| METB_ECOLI Cystathionine gamma-synthase - - - - - - VVPPI - - -
0o 0 1 1fsp|P25665| METE_ECOLI 5 - - - R R R VKPPI . - R
0 0 1 1Ysp|P77589| MHPT_ECOLI 3-(3-hydroxy-phenyl)propionate transporter - - - - - - SAPPL - - -
[ 1fsplPOADV7| MLAC_ECOLI __ Probable id-binding protein MiaC - - - - - - GRPPV - - B
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0 0 1 1{sp|P28306| MLTG_ECOLI Endolytic murein transglycosylase - - - - - - GLPPG - - -
0 0 1 1fsp|P54746| MNGB_ECOLI Mannosylglycerate hydrolase - - - - - - KMPPV - - -
0 0 1 1fsp|P25522] MNME_ECOLI tRNA modification GTPase MnmE - - - - - - ATPPG - - -
0 0 1 1{sp|P30748] MOAD_ECOLI Molybdopterin synthase sulfur carrier subunit - - - - - - FFPPV - - -
0 0 1 1{sp|POAFO1| MODB_ECOLI Molybdenum transport system permease protein ModB - - - - - - VLPPV - - -
0 1 0 1{sp|P09833) MODC_ECOLI Molybdenum import ATP-binding protein ModC - - - LQPPQ - - - - - -
0 1 0 1{sp|P33345] MOLR_ECOLI Putative molybdate metabolism regulator - - - VFPPE - - - - - -
0o 0 1 1fsplP37773| MPL_ECOLI ligase Mpl - - - - - - VYPPM - - R
0 0 1 1|sp|P77348] MPPA_ECOLI Periplasmic murein peptide-binding protein - - - - - - YTPPQ - - -
0 0 1 1|sp|POACRY| MPRA_ECOLI Transcriptional repressor MprA - - - - - - VLPPQ - - -
0 0 1 1{sp|POAIX4| MREB_ECOLI Rod shape-determining protein MreB - - - - - - QCPPE - - -
0 0 1 1|sp|POAT742| MSCL_ECOLI Large-conductance mechanosensitive channel - - - - - - IMPPL - - -
0 0 1 1fsp|P39285]| MSCM_ECOLI Miniconductance mechanosensitive channel MscM - - - - - - PFPPF - - -
0 0 1 1|sp|POAT44| MSRA_ECOLI Peptide methionine sulfoxide reductase MsrA - - - - - - CLPPE - - -
0 0 1 1{sp|POAT746| MSRB_ECOLI Peptide methionine sulfoxide reductase MsrB - - - - - - TEPPF - - -
0 0 1 1fsp|P25738| MSYB_ECOLI Acidic protein MsyB - - - - - - LEPPL - - -
0 0 1 1fsp|P40874| MTOX_ECOLI N-methyl-L-tryptophan oxidase - - - - - - HMPPH - - -
0 1 0 1|splPOAAD2| MTR_ECOLI Tryptophan-specific transport protein - - - FAPPV - - - - - -
0 0 1 1{sp|P14900| MURD_ECOLI UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase - - - - - - MTPPG - - -
0 0 1 1{sp|POAF16| MURJ_ECOLI Lipid 11 flippase MurJ - - - - - - FNPPV - - -
0 0 1 1fsp|P76535| MURQ_ECOLI N-acetylmuramic acid 6-phosphate etherase - - - - - - ECPPT - - -
0 0 1 1fsp|P06722 MUTH_ECOLI DNA mismatch repair protein MutH - - - - - - LSPPE - - -
0 0 1 1fsp|P23909) MUTS_ECOLI DNA mismatch repair protein MutS - - - - - - DTPPV - - -
0 1 0 1|sp|P08337| MUTT_ECOLI 8-0x0-dGTP diphosphatase - - - DFPPA - - - - - -
0 1 0 1fsp|P11458| NADA_ECOLI Quinolinate synthase A - - - PFPPK - - - - - -
0 0 1 1{sp|P10902| NADB_ECOLI L-aspartate oxidase - - - - - - TLPPW - - -
0 0 1 1§sp|POAT752| NADD_ECOLI Nicotinat leotide - - - - - - NVPPH - - -
o o0 1 1fsplP18843| NADE_ECOLI NH(3)-dependent NAD(+) synthetase - - - - - - RRPPI - - R
0 0 1  1spPoAFig NAGA_ECOLI N phosphat - - - - - - ELPPE . - R
0 1 0 1Ysp|P33937| NAPA_ECOLI Periplasmic nitrate reductase - - - NRPPQ - - - - - -
0 0 1 1§spIPOABL3| NAPB_ECOLI Periplasmic nitrate reductase. electron transfer subunit - - - - - - NQPPM - - -
0 0 1 1fsp|P11349| NARH_ECOLI Respiratory nitrate reductase 1 beta chain - - - - - - YVPPL - - -
0 1 0 1Ysp|P27896| NARQ_ECOLI Nitrate/nitrite sensor protein NarQ - - - DSPPL - - - - - -
0 0 1 1{sp|POAFA2| NARX_ECOLI Nitrate/nitrite sensor protein NarX - - - - - - QLPPR - - -
0 0 1 1fsp|P19318] NARY_ECOLI Respiratory nitrate reductase 2 beta chain - - - - - - YVPPL - - -
0 0 1 1{sp|P33920| NDPA_ECOLI Nucleoid-associated protein YejK - - - - - - GTPPN - - -
0 0 1 1{sp|POADL1| NEPI_ECOLI Purine ribonucleoside efflux pump Nepl - - - - - - LVPPR - - -
0 0 1 1{sp|P63020| NFUA_ECOLI Fe/S biogenesis protein NfuA - - - - - - YCPPD - - -
0 0 1 1fsp|P33591 NIKB_ECOLI Nickel transport system permease protein NikB - - - - - - NLPPT - - -
0 1 0 1{sp|P33594] NIKE_ECOLI Nickel import ATP-binding protein NikE - - - KRPPQ - - - - - -
0 1 0 1fsp|P76241 NIMR_ECOLI HTH-type transcriptional regulator NimR - - - MVPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsp|P76242| NIMT_ECOLI 2-nitroimidazole transporter - - - - - - CGPPL - - -
0 0 1 1{sp|P08201 NIRB_ECOLI Nitrite reductase (NADH) large subunit - - - - - - WIPPI - - -
0 0 1 1{sp|P37013)| NORR_ECOLI Anaerobic nitric oxide reductase transcription regulator NorR - - - - - - SVPPL - - -
0 1 0 1{sp|POABGS| NQOR_ECOLI NAD(P)H dehydrogenase (quinone) - - - TMPPQ - - - - - -
0 0 1 1fspP32711] NRFF_ECOLI Formate-dependent nitrite reductase complex subunit NrfF - - - - - - YNPPL - - -
0 0 1 1|sp|POAFBS| NTRB_ECOLI Sensory histidine kinase/phosphatase NtrB - - - - - - GIPPH - - -
0 0 1 1|sp|POAFBS| NTRC_ECOLI DNA-binding transcriptional regulator NtrC - - - - - - HLPPL - - -
0 0 1 1|sp|POAFCT7| NUOB_ECOLI NADH-quinone oxidoreductase subunit B - - - - - - GCPPR - - -
0 1 0 1fsp|P33599) NUOCD_ECOL | NADH-quinone oxidoreductase subunit C/D - - - TPPPK - - - - - -
0 0 1 1fsp|P31979) NUOF_ECOLI NADH-quinone oxidoreductase subunit F - - - - - - SKPPF - - -
0 0 1 1|sp|POAFD4| NUOH_ECOLI NADH-quinone oxidoreductase subunit H - - - - - - LLPPF - - -
0 0 1 1{sp|POAFDS| NUOI_ECOLI NADH-quinone oxidoreductase subunit | - - - - - - YLPPR - - -
0 0 1 1{sp|P33607| NUOL_ECOLI NADH-quinone oxidoreductase subunit L - - - - - - IVPPL - - -
0 0 1 1|sp|POAFF4| NUPG_ECOLI Nucleoside permease NupG - - - - - - DFPPI - - -
0 1 0 1|sp|POAFGSE| 0ODO2_ECOLI of 2- dehydrog complex - - - INPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|POA915| OMPW_ECOLI Outer membrane protein W - - - - - - HLPPT - - -
0 0 1 1fsp|P27298] OPDA_ECOLI Oligopeptidase A - - - - - - ELPPF - - -
0 0 1 1fsp|P75920| OPGC_ECOLI Glucans biosynthesis protein C - - - - - - VYPPI - - -
0 0 1 1YsplPOAFH2| OPPB_ECOLI Oligopeptide transport system permease protein - - - - - - TLPPE - - -
0 0 1 1{sp|P76083)| PAAH_ECOLI 3-hydroxyadipyl-CoA dehydrogenase - - - - - - VCPPQ - - -
0 1 0 1Ysp|P77455| PAAZ_ECOLI Bifunctional protein PaaZ - - - FFPPT - - - - - -
0 0 1 1{sp|P20083] PARE_ECOLI DNA topoisomerase 4 subunit B - - - - - - ALPPL - - -
0 0 1 1fsp|P22259) PCKA_ECOLI Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) - - - - - - VLPPV - - -
0 0 1 1YsplP77473] PDEB_ECOLI Probable cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeB - - - - - - ESPPD - - -
0 1 0 1fsp|P32701] PDEC_ECOLI Probable cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeC - - - AMPPQ - - - - - -
0 1 0 1Ysp|P75995| PDEG_ECOLI Probable cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeG - - - NPPPL - - - - - -
0 0 1 1|sp|P37646| PDEH_ECOLI Cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeH - - - - - - RLPPD - - -
0 0 1 1Ysp|P77334] PDER_ECOLI Cyclic di-GMP phosphodiesterase PdeR - - - - - - LIPPL - - -
0 0 1 1YsplPOACLY| PDHR_ECOLI Pyruvate dehydrogenase complex repressor - - - - - - KLPPE - - -
0 0 1 1Ysp|P05459| PDXB_ECOLI Erythronate-4-phosphate dehydrogenase - - - - - - CDPPR - - -
0 1 0 1{sp|P25906] PDXI_ECOLI Pyridoxine 4-dehydrogenase - - - FGPPR - - - - - -
0 [ 1 1{sp|P40191 PDXK_ECOLI Pyridoxine/pyridoxal/pyridoxamine kinase - - - - - - ILPPL - - -
0 1 0 1fsp|P77150| PDXY_ECOLI Pyridoxal kinase PdxY - - - VMPPS - - - - - -
0 0 1 1{sp|Q57083| PERR_ECOLI HTH-type transcriptional regulator PerR - - - - - - MTPPN - - -
0 1 0 1{sp|POAIN4| PFLA_ECOLI Pyruvate formate-lyase 1-activating enzyme - - - VKPPK - - - - - -
o 1 o0 1fsplP75906| PGAB_ECOLI Poly-beta-1.6-N-acetyl-D: ine N-d k - - - FIPPQ R - . . . .
0 1 0 1fsp|P77366] PGMB_ECOLI Beta-phosphoglucomutase - - - GVPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|POA924| PGPB_ECOLI Phosphatidylglycerophosphatase B - - - - - - LTPPA - - -
0 0 1 1{sp|P16688| PHNJ_ECOLI Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-phosphate C-P lyase - - - - - - AVPPF - - -
0 0 1 1{sp|P23836| PHOP_ECOLI Transcriptional regulatory protein PhoP - - - - - - SLPPF - - -
0 0 1 1{sp|P00914] PHR_ECOLI Deoxyribodipyrimidine photo-lyase - - - - - - ILPPG - - -
0 0 1 1fsp|P77170| PINQ_ECOLI Serine recombinase PinQ - - - - - - GRPPV - - -
0 0 1 1|sp|POADIO| PINR_ECOLI Serine recombinase PinR - - - - - - GRPPV - - -
0 0 1 1{sp|POAF]7| PITA_ECOLI Low-affinity inorganic phosphate transporter 1 - - - - - - KKPPF - - -
0 0 1 1|sp|P 76594 PKA_ECOLI Protein lysine acetyltransferase Pka - - - - - - ALPPL - - -
0 0 1 1{sp|P67080| PLPHP_ECOL | Pyridoxal phosphate homeostasis protein - - - - - - ELPPL - - -
0 0 1 1{sp|P05055] PNP_ECOLI Polyribonucleotide nucleotidyltransferase - - - - - - NFPPY - - -
0 0 1 1fsp|P33644] POLOX_ECOL | Polyphenol oxidase - - - - - - SLPPY - - -
0 1 0 1fsp|P31133) POTF_ECOLI Putrescine-binding periplasmic protein - - - IYPPA - - - - - -
0 1 0 1{sp|P07003)| POXB_ECOLI Pyruvate dehydrogenase [ubiquinone] - - - AIPPQ - - - - - -
0 1 0 1{sp|P08372| PPDC_ECOLI Prepilin peptidase-dependent protein C - - - ISPPA - - - - - -
0 0 1 1{sp|POAFL3| PPIA_ECOLI Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A - - - - - - PNPPI - - -
0 0 1 1{sp|POA7B1| PPK1_ECOLI Polyphosphate kinase - - - - - - NLPPE - - -
0 0 1 1{sp|POAFLS| PPX_ECOLI Exopolyphosphatase - - - - - - TTPPT - - -
0 0 1 1fsp|P17888] PRIA_ECOLI Primosomal protein N' - - - - - - QLPPW - - -
0 1 0 1{sp|P23862 PRIC_ECOLI Primosomal replication protein N - - - SAPPK - - - - - -
0 0 1 1fsp|P39199| PRMB_ECOLI 50S ribosomal protein L3 glutamine methyltransferase - - - - - - TNPPY - - -
0 0 1 1fsplPOACCY| PRMC_ECOLI Release factor glutamine methyltransferase - - - - - - SNPPY - - -
0 0 1 1Ysp|P14176| PROW_ECOLI Glycine betaine/proline betaine transport system permease protein Prow - - - - - - ALPPI - - -
0 0 1 1|sp|POAAE2] PROY_ECOLI Proline-specific permease ProY - - - - - - RLPPE - - -
o o0 1 1fsplPoABK1| PSD_ECOLI - - - - - - ITPPR - - R
0 1 0 1§sp|POAGHS| PSTC_ECOLI Phosphate transport system permease protein PstC - - - FNPPG - - - - - -
0 0 1 1{sp|P20966| PTFBC_ECOL | PTS system fructose-specific EIIB'BC component - - - - - - MVPPL - - -
0 0 1 1YsplP77579| PTFC1_ECOL | Fructose-like permease 11C component 1 - - - - - - VIPPI - - -
0 0 1 1Ysp|P32672| PTFC2_ECOL | Fructose-like permease 11C component 2 - - - - - - CIPPL - - -
0 0 1 1|sp|P69786| PTGCB_ECOL | PTS system glucose-specific EIICB - - - - - - IWPPI - - -
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0 0 1 1{sp|P56580] PTHB_ECOLI PTS system glucitol/sorbitol-specific EIIB component - - - - - - NIPPH - - -
0 0 1 1{sp|P00550]| PTM3C_ECOL | PTS system mannitol-specific EIICBA component - - - - - - NLPPD - - -
0o 0 1 1fsplP17334| PTQC_ECOLI PTS system N.N'-di itobiose-specific E1IC - - - - - - 1IPPV - - -
0 0 1 1{sp|P 24555 PTRB_ECOLI Protease 2 - - - - - - LIPPR - - -
0 0 1 1{sp|P69829) PTSN_ECOLI Nitrogen regulatory protein - - - - - - SLPPQ - - -
0 0 1 1fsp|P08722| PTV3B_ECOL | PTS system beta-glucoside-specific EIIBCA component - - - - - - ITPPE - - -
0o 0 1 1fsplP09323| PTW3C_ECOL | PTS system N jine-specific EIICBA - - - - - - VWPPV - - -
0o 0 1 1fsplP08179| PUR3_ECOLI Phosphori inamide f - - - - R - RLPPQ - - R
0o 0 1 1fsplPOA7D7| PUR7_ECOLI Phosphori inoimic inocarboxamide synthase - - - - - - LNPPL - - -
0 0 1  1fspPogo2g PURK_ECOLI  N5-carhx inoimi ri ide synthase - - - - - - LLPPE - - -
0 0 1 1{sp|P78061 PUUA_ECOLI Gamma-glutamylputrescine synthetase PuuA - - - - - - LQPPC - - -
0 0 1 1{sp|P05020] PYRC_ECOLI Dihydroorotase - - - - - - LAPPV - - -
o 1 o0 1fsplPOAAS3| QMCA_ECOLI  Protein QmcA - - - VRPPA - - R - - R
0 0 1  1spPoA7FY QUEA_ECOLI S jonine:tRNA ri i - - - - R - PLPPY - . R
0 0 1 1fsp|P33919) RADD_ECOLI Putative DNA repair helicase RadD - - - - - - LTPPE - - -
0 0 1 1{sp|P60240] RAPA_ECOLI RNA polymerase-associated protein RapA - - - - - - FLPPT - - -
0 0 1 1fsp|POACQO| RBSR_ECOLI Ribose operon repressor - - - - - - MTPPL - - -
0 0 1 1{sp/PODMCS| RCSC_ECOLI Sensor histidine kinase RcsC - - - - - - NLPPS - - -
0 0 1 1fsp|P69411] RCSF_ECOLI Outer membrane lipoprotein ResF - - - - - - DSPPS - - -
0 0 1 1fsp|P36767| RDGC_ECOLI Recombination-associated protein RdgC - - - - - - WVPPM - - -
0 0 1 1fsp|P15032 RECE_ECOLI Exodeoxyribonuclease 8 - - - - - - NKPPF - - -
0 0 1 1fsp|P21893] RECJ_ECOLI Single-stranded-DNA-specific exonuclease Rec) - - - - - - ELPPL - - -
0 0 1 1fsp|P33228) RECT_ECOLI Protein RecT - - - - - - KQPPI - - -
0 0 1 1fsp|P37692| RFAF_ECOLI ADP-heptose--LPS heptosyltransferase 2 - - - - - - FTPPL - - -
0 0 1 1Ysp|P25740] RFAG_ECOLI Lipopolysaccharide core biosynthesis protein RfaG - - - - - - ILPPG - - -
0 1 0 1fsp|P25741] RFAP_ECOLI Lipopolysaccharide core heptose(l) kinase RfaP - - - VNPPD - - - - - -
0 0 1 1fsp|P09378] RHAR_ECOLI HTH-type transcriptional activator RhaR - - - - - - SLPPT - - -
0 1 0 1{sp|POA8JS| RHLB_ECOLI ATP-dependent RNA helicase RhIB - - - RMPPA - - - - - -
0 0 1 1Ysp|P76469| RHMA_ECOLI 2-keto-3-deoxy-L-rhamnonate aldolase - - - - - - RYPPY - - -
0 0 1 1Ysp|P77215| RHMD_ECOLI L-rhamnonate dehydratase - - - - - - CLPPQ - - -
0 0 1 1fsp|P24211| RHSE_ECOLI Putative protein RhsE - - - - - - SLPPV - - -
0 0 1 1fsp|P25539| RIBD_ECOLI Riboflavin biosynthesis protein RibD - - - - - - RTPPC - - -
0 1 0 1fsp|P39452| RIR3_ECOLI Ribonucleoside-diphosphate reductase 2 subunit alpha - - - AVPPT - - - - - -
0 0 1 1fsp|P75817 RLMC_ECOLI 23S rRNA (uracil(747)-C(5))-methyltransferase RImC - - - - - - VNPPR - - -
0 0 1 1{sp|P42596| RLMG_ECOLI Ribosomal RNA large subunit methyltransferase G - - - - - - CNPPF - - -
0 0 1 1{sp|POADRS| RLMM_ECOLI Ribosomal RNA large subunit methyltransferase M - - - - - - HLPPE - - -
0 1 0 1|sp|POAA37| RLUA_ECOLI Ribosomal large subunit pseudouridine synthase A - - - YNPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsp|P37765| RLUB_ECOLI Ribosomal large subunit pseudouridine synthase B - - - - - - ELPPE - - -
0 0 1 1{sp|POAA39] RLUC_ECOLI Ribosomal large subunit pseudouridine synthase C - - - - - - RIPPV - - -
0 0 1 1{sp|P75966] RLUE_ECOLI Ribosomal large subunit pseudouridine synthase E - - - - - - RNPPI - - -
0 1 0 1|sp|P77766] RNAAM_ECOL 1 5-3' exoribonuclease - - - YVPPQ - - - - - -
o 1 o0 1fsplp21513| RNE_ECOLI Ribonuclease E - - - DVPPA - - - - - R
0 0 1 1fsp|P27434| RODZ_ECOLI Cytoskeleton protein RodZ - - - - - - STPPA - - -
0 1 0 1|sp|POA7Z4| RPOA_ECOLI DNA-directed RNA polymerase subunit alpha - - - NWPPA - - - - - -
0 1 0 1|sp|POABV2| RPOB_ECOLI DNA-directed RNA polymerase subunit beta - - - GEPPT - - - - - -
0 0 1 1|sp|POABT7| RPOC_ECOLI DNA-directed RNA polymerase subunit beta’ - - - - - - VLPPD - - -
0 0 1 1{sp|POAB0S| RRF_ECOLI Ribosome-recycling factor - - - - - - PLPPL - - -
o 1 o0 1fsplPOATRY| RS11_ECOLI 308 ribosomal protein S11 - - - CRPPK - - - - - -
0o 0 1 1fsplP46187| RSEC_ECOLI Protein RseC - - - - - - ALPPG - - -
0 0 1 1{sp|P39406] RSMC_ECOLI Ribosomal RNA small subunit methyltransferase C - - - - - - SNPPF - - -
0 0 1 1fsp|POABUS| RSMG_ECOLI Ribosomal RNA small subunit methyltransferase G - - - - - - SEPPF - - -
0 0 1 1fsplPOACM2| RSPR_ECOLI HTH-type transcriptional repressor RspR - - - - - - VSPPE - - -
0 0 1 1|splPOAEV1| RSSB_ECOLI Regulator of RpoS - - - - - - LQPPV - - -
0 0 1 1fsp|P52108] RSTA_ECOLI Transcriptional regulatory protein RstA - - - - - - TTPPA - - -
0 0 1 1fsp|P18392| RSTB_ECOLI Sensor protein RstB - - - - - - EIPPH - - -
0 0 1 1YsplP77179) RSXE_ECOLI lon-translocating oxidoreductase complex subunit E - - - - - - MLPPG - - -
0 1 0 1fsp|P46849)| RTCA_ECOLI RNA 3-terminal phosphate cyclase - - - SAPPA - - - - - -
0 0 1 1{sp|P46850| RTCB_ECOLI RNA-splicing ligase RtcB - - - - - - ENPPV - - -
0 0 1 1{sp|P38035] RTCR_ECOLI Transcriptional regulatory protein RtcR - - - - - - SSPPR - - -
0 0 1 1fsp|P75898] RUTA_ECOLI Pyrimidine monooxygenase RutA - - - - - - TLPPA - - -
0 0 1 1{sp|P75895] RUTD_ECOLI Putative aminoacrylate hydrolase RutD - - - - - - SPPPY - - -
0 0 1 1fsp|P75893) RUTF_ECOLI FMN reductase (NADH) RutF - - - - - - DTPPT - - -
0 0 1 1{sp|POAB09| RUVA_ECOLI Holliday junction ATP-dependent DNA helicase RuvA - - - - - - KQPPL - - -
0 1 0 1fsp/C1P601| RZOQ_ECOLI Putative lipoprotein RzoQ - - - PKPPK - - - - - -
o 1 o0 1YsplP76149] SAD_ECOLI Succinate semialdehyde dehydrogenase [NAD(P)+] Sad - - - YYPPT - - - - - -
0 0 1 1§sp|POAGH3| SAPB_ECOLI Putrescine export system permease protein SapB - - - - - - ALPPV - - -
0 0 1 1YspIPOAFY6| SBMA_ECOLI Peptide antibiotic transporter SbmA - - - - - - ATPPT - - -
0 0 1 1YsplPOAADS| SDAC_ECOLI Serine transporter - - - - - - TPPPR - - -
0 1 0 1YsplPOACA41| SDHA_ECOLI Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit - - - AFPPK - - - - - -
0 1 0 1Ysp|P07014| SDHB_ECOLI Succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit - - - QNPPA - - - - - -
0 1 0 1fsp|P10408| SECA_ECOLI Protein translocase subunit SecA - - - YIPPQ - - - - - -
0 1 0 1{sp|POAGI3| SECF_ECOLI Protein translocase subunit SecF - - - RMPPA - - - - - -
0 [ 1 1|sp|POAGA2| SECY_ECOLI Protein translocase subunit SecY - - - - - - GLPPA - - -
0 [ 1 1fsp|P23721] SERC_ECOLI Phosphoserine aminotransferase - - - - - - NTPPT - - -
0 0 1 1{sp|P51025]| SFGH1_ECOL | S-formylglutathione hydrolase FrmB - - - - - - YLPPK - - -
0 0 1 1{sp|P38052 SFMF_ECOLI Uncharacterized fimbrial-like protein SfmF - - - - - - GCPPG - - -
0 1 0 1{sp|P0OAB23| SFSA_ECOLI Sugar fermentation stimulation protein A - - - FSPPL - - - - - -
0 0 1 1{sp|P39365]| SGCC_ECOLI Putative permease 11C component - - - - - - LSPPI - - -
0o 0 1 1fsp|Q46755]| SIRB2_ECOL 1 Protein YchQ - - - - R - VPPV . - .
0 0 1 1{sp|P76502 SIXA_ECOLI Phosphohistidine phosphatase SixA - - - - - - ETPPM - - -
0 0 1 1|sp|POAGC3| SLT_ECOLI Soluble lytic murein transglycosylase - - - - - - TLPPA - - -
0 0 1 1fsp|POABW2| SLYA_ECOLI Transcriptional regulator SlyA - - - - - - QLPPD - - -
0o 0 1 1fsplPOA8R4| SLYX_ECOLI Protein SlyX - - - - - - TPPPH - - -
0 0 1 1|sp|POAGD1| SODC_ECOLI Superoxide dismutase [Cu-Zn] - - - - - - ALPPG - - -
0 0 1 1fsp|P21170| SPEA_ECOLI Biosynthetic arginine decarboxylase - - - - - - ENPPM - - -
0 1 0  1spPoAG24| SPOT_ECOLI ifunctional (p)ppGpp SpoT - - - SIPPA - - - - - _
0 0 1  1fspPos3os| SPPA_ECOLI Protease 4 - - - - - - ALPPE - - -
0 0 1 1fsplP77754| SPY_ECOLI Periplasmic chaperone Spy - - - - - - KRPPL - - -
0 0 1 1fsp|P32138] SQASE_ECOL | Sulfoquinovosidase - - - - - - GKPPV - - -
0 1 0 1fsp|P32140| SQUS_ECOLI Sulfoquinovose isomerase - - - EQPPA - - - - - -
0 0 1 1fsplP32141] SQUT_ECOLI Sulfofructosephosphate aldolase - - - - - - VRPPR - - -
0 1 0 1{sp|POCOK3| SRKA_ECOLI Stress response kinase A - - - QEPPL - - - - - -
0 0 1 1{sp|P15082 SRLR_ECOLI Glucitol operon repressor - - - - - - SDPPI - - -
0 1 0 1{sp|POAGEQ| SSB_ECOLI Single-stranded DNA-binding protein - - - NEPPM - - - - - -
0 1 0 1{sp|POAFZ1| SSEB_ECOLI Protein SseB - - - AEPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAGE4| SSTT_ECOLI Serine/threonine transporter SstT - - - - - - ISPPS - - -
0 0 1 1Ysp|P33227| STFE_ECOLI Putative uncharacterized protein StfE - - - - - - ATPPT - - -
0 1 0 1Ysp|P77515| STFQ_ECOLI Prophage side tail fiber protein homolog StfQ - - - AHPPA - - - - - -
0 1 0 1Ysp|P77444| SUFS_ECOLI Cysteine desulfurase - - - EMPPW - - - - - -
0 1 0 1fsp|P77626] SUTR_ECOLI HTH-type transcriptional regulator SutR - - - ISPPQ - - - - - -
0 0 1 1splP75869] SXY_ECOLI Protein Sxy - - - - . . KHPPV B . ,
0 0 1 1fsp|P21889| SYD_ECOLI Aspartate--tRNA ligase - - - - - - GTPPH - - -
o o0 1 1fsplPoA8UO| SYDP_ECOLI Protein Syd - - - - - - KLPPT - - R
0o 0 1 1fsp|P04805| SYE_ECOLI Glutamate--tRNA ligase - - - - - - ALPPE - - R
0 0 1 1fsp|P00961| SYGB_ECOLI Glycine--tRNA ligase beta subunit - - - - - - ELPPK - - -
0o 0 1 1fsplPOABN3)| SYK1_ECOLI Lysine-tRNA ligase - - - - - - GLPPT - - R
0 0 1 1|splPOABNS| SYK2_ECOLI Lysine--tRNA ligase. heat inducible - - - - - - GLPPT - - -
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0 1 0 1{sp|P39394 SYME_ECOLI Toxic protein Symg - - - AQPPA - - - - - -
o 1 o0 1fsplP00962| SYQ_ECOLI Glutamine--tRNA ligase - - - RFPPE - - - - . .
0 1 0 1{sp|P00954| SYW_ECOLI Tryptophan--tRNA ligase - - - DEPPV - - - - - -
0 0 1 1{sp|P08957| T1IMK_ECOLI Type 1 restriction enzyme EcoKI M protein - - - - - - TNPPF - - -
0 0 1 1|sp|POAIT4| TAS_ECOLI Protein tas - - - - - - PVPPR - - -
0 0 1 1fsp|P69423)| TATC_ECOLI Sec-independent protein translocase protein TatC - - - - - - LTPPD - - -
0 1 0 1{splQ47537| TAUA_ECOLI Taurine-binding periplasmic protein - - - LQPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAGF6| TDCB_ECOLI L-threonine dehydratase catabolic TdcB - - - - - - FIPPY - - -
0 0 1 1|splPOAGG2| TESB_ECOLI Acyl-CoA thicesterase 2 - - - - - - LLPPV - - -
0 0 1 1{sp|POAB4T7| TGT_ECOLI Queuine tRNA-ribosyltransferase - - - - - - EVPPL - - -
0 1 0 1{sp|P31550| THIB_ECOLI Thiamine-binding periplasmic protein - - - KNPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|P30137 THIE_ECOLI Thiamine-phosphate synthase - - - - - - DFPPV - - -
0 0 1 1{sp|P30138] THIF_ECOLI Sulfur carrier protein ThiS adenylyltransferase - - - - - - LTPPW - - -
0 1 0 1fsp|P31548] THIQ_ECOLI Thiamine import ATP-binding protein ThiQ - - - TMPPS - - - - - -
0 0 1 1{sp|P33570| TKT2_ECOLI Transketolase 2 - - - - - - HHPPF - - -
0 1 0 1fsp|P 76562 TMCA_ECOLI tRNA(Met) cytidine acetyltransferase TmcA - - - TMPPG - - - - - -
0 0 1 1fsp|P23173| TNAB_ECOLI Low affinity tryptophan permease - - - - - - FLPPA - - -
0 0 1 1{sp|P36662| TORD_ECOLI Chaperone protein TorD - - - - - - SEPPL - - -
0 1 0 1fsp|P38683] TORT_ECOLI Periplasmic protein TorT - - - VSPPI - - - - - -
0 1 0 1{sp|P52005]| TORY_ECOLI Cytochrome c-type protein TorY - - - HFPPE - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAFSS| TQSA_ECOLI AAl-2 transport protein TgsA - - - - - - AIPPI - - -
0 0 1 1{sp|P28904| TREC_ECOLI Trehalose-6-phosphate hydrolase - - - - - - ETPPN - - -
0 0 1 1{sp|POAGIS| TRKA_ECOLI Trk system potassium uptake protein TrkA - - - - - - KLPPG - - -
0 0 1 1fsp|P23849| TRKG_ECOLI Trk system potassium uptake protein TrkG - - - - - - MLPPM - - -
o o0 1 1fsplPoAs73| TRMD_ECOLI  tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase - - - - - - EVPPV - - R
0 0 1 1fsp|P31825| TRMN6_ECOL | tRNA1(Val) (adenine(37)-N6)-methyltransferase - - - - - - SNPPY - - -
0 0 1 1fsp|P28634| TRMO_ECOLI tRNA (adenine(37)-N6)-methyltransferase - - - - - - VRPPR - - -
0 0 1 1{sp|P00904| TRPGD_ECOL | Bifunctional protein TrpGD - - - - - - AHPPL - - -
0 0 1 1fsp|P45748| TSAC_ECOLI Threonylcarbamoyl-AMP synthase - - - - - - GLPPC - - -
o 1 o0 1fsp|P05852| TSAD_ECOLI tRNA N6-ad - R R DNPPE R R _ . . .
0 1 0 1Ysp|P76055| TTCA_ECOLI tRNA-cytidine(32) 2-sulfurtransferase - - - GMPPK - - - - - -
0o 0 1 1fsplP05847| TTDA_ECOLI L(+)-tartrate dehydratase subunit alpha - - - - - - ACPPV - - R
0 0 1 1§sp|P32132 TYPA_ECOLI GTP-binding protein TypA/BipA - - - - - - LVPPI - - -
0 0 1 1{sp|P04693)| TYRB_ECOLI ‘Aromatic-amino-acid aminotransferase - - - - - - SSPPN - - -
0 0 1 1|sp|POAAD4| TYRP_ECOLI Tyrosine-specific transport protein - - - - - - FLPPL - - -
0 0 1 1{sp|P07604| TYRR_ECOLI Transcriptional regulatory protein TyrR - - - - - - NLPPL - - -
0 0 1 1{sp|Q46821] UACT_ECOLI Uric acid transporter UacT - - - - - - LFPPL - - -
0 0 1  1spP75728) UBIF_ECOLI 1-3-methyl-6-methoxy-1.4 - - - - - B NLPPL B B -
0 1 0 1fsp|P25535] UBII_ECOLI 2-octaprenylphenol hydroxylase - - - NAPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|POAGO3| UBIX_ECOLI Flavin prenyltransferase UbiX - - - - - - IMPPV - - -
0 0 1 1{sp|P10906] UGPE_ECOLI sn-glycerol-3-phosphate transport system permease protein UgpE - - - - - - LIPPV - - -
0 0 1  1lspP1090g UGPQ_ECOLI i i i - - - - - B MTPPL . B R
0o 0 1 1fsplP0983s| UHPB_ECOLI Signal on histidine-protein ki UhpB - - - - - - GLPPG - - -
0 0 1 1{sp|P39301] ULAA_ECOLI Ascorbate-specific PTS system EIIC component - - - - - - LAPPM - - -
0 1 0 1fsp|P42597| UTPP_ECOLI UTP pyrophosphatase - - - NAPPI - - - - - -
0 1 0 1{sp|POAB98| UVRA_ECOLI UVrABC system protein A - - - SDPPK - - - - - -
0 0 1 1{sp|POABGO| UVRC_ECOLI UvrABC system protein C - - - - - - SLPPD - - -
o o0 1 1fsp|P03018| UVRD_ECOLI DNA helicase 11 - - - - R R QWPPR . . .
0 1 0 1|sp|POA6L7| UXAB_ECOLI Altronate oxidoreductase - - - SFPPS - - - - - -
0 0 1 1{sp|POABG3| UXAC_ECOLI Uronate isomerase - - - - - - HLPPQ - - -
0 0 1 1fsp|P39161] UXUR_ECOLI Uxu operon transcriptional regulator - - - - - - RLPPE - - -
o 1 o0 1fsplP76214| VES_ECOLI Protein Ves - - - TFPPA - - R - - R
0 0 1 1{sp|P32057 WCAI_ECOLI Putative colanic acid biosynthesis glycosyl transferase Wcal - - - - - - TAPPY - - -
0 1 0 1Ysp|P27833] WECE_ECOLI dTDP-4-amino-4.6-di i - - - NAPPV - N N - - -
0 0 1 1YsplP77377| WZXC_ECOLI Lipopolysaccharide biosynthesis protein WzxC - - - - - - VVPPM - - -
0 0 1 1Ysp|P67444| XANQ_ECOLI Xanthine permease XanQ - - - - - - DRPPF - - -
0 0 1 1Ysp|P45562] XAPB_ECOLI Xanthosine permease - - - - - - AFPPI - - -
0 1 0 1{sp|Q46800| XDHB_ECOLI Putative xanthine dehydrogenase FAD-binding subunit XdhB - - - HFPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsplQ46814 XDHD_ECOLI Probable hypoxanthine oxidase XdhD - - - - - - HCPPQ - - -
0 0 1 1fsp|POAIMS| XGPT_ECOLI Xanthine phosphoribosyltransferase - - - - - - FVPPI - - -
0 0 1 1{sp|P38506] XNI_ECOLI Flap endonuclease Xni - - - - - - GRPPM - - -
o o0 1 1fsplp31434| XYLS_ECOLI Alpha-xylosidase - - - - - - ALPPA - - R
0 0 1 1{sp|POA8I3| YAAA_ECOLI UPF0246 protein YaaA - - - - - - LTPPQ - - -
0 0 1 1Ysp|P31679| YAAU_ECOLI Putative metabolite transport protein YaaU - - - - - - CIPPM - - -
0 0 1 1fsp|P30149 YABI_ECOLI Inner membrane protein Yabl - - - - - - LWPPF - - -
0 1 0 1fsp|P39221| YABQ_ECOLI Uncharacterized protein YabQ - - - KIPPK - - - - - -
0 1 0 1Ysp|P52096| YAER_ECOLI Uncharacterized protein YaeR - - - PFPPE - - - - - -
0 1 0 1YsplPOAA99| YAFK_ECOLI Putative L.D-transpeptidase YafK - - - RKPPT - - - - - -
0 1 0 1YsplQ47157| YAFO_ECOLI mRNA interferase toxin YafO - - - PFPPQ - - - - - -
0 0 1 1Ysp|P77339 YAFT_ECOLI Uncharacterized lipoprotein YafT - - - - - - VLPPL - - -
0 0 1 1Ysp|P77354] YAFU_ECOLI Putative inner membrane protein YafU - - - - - - NTPPV - - -
0 0 1 1fsp|P77365| YAFY_ECOLI Lipoprotein YafY - - - - - - LTPPR - - -
o 1 o0 1fsplP77206| YAFZ_ECOLI UPFO380 protein YafZ - - - LPPPA - - - - . R
0 [ 1 1{sp|P37007| YAGA_ECOLI Uncharacterized protein YagA - - - - - - TTPPE - - -
0 0 1 1fsp|P77183) YAGQ_ECOLI Uncharacterized protein YagQ - - - - - - CLPPS - - -
0 1 0 1fsp|P77187 YAHF_ECOLI Uncharacterized protein YahF - - - SKPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POAANS| YAIA_ECOLI Uncharacterized protein YaiA - - - - - - TKPPY - - -
0 1 0 1fsp|P 75697 YAIX_ECOLI Putative uncharacterized acetyltransferase YaiX - - - TNPPA - - - - - -
0 1 0 1|sp|POADAS| YAJG_ECOLI Uncharacterized lipoprotein YajG - - - AKPPT - - - - - -
0 1 0 1fsp|P77726]| YAJR_ECOLI Inner membrane transport protein YajR - - - KEPPY - - - - - -
0 0 1 1{sp|POA8BS5| YBAB_ECOLI Nucleoid-associated protein YbaB - - - - - - QLPPG - - -
0 0 1 1{sp|P39830| YBAL_ECOLI Putative cation/proton antiporter Ybal - - - - - - ETPPA - - -
0 0 1 1fsplP77717 YBAY_ECOLI Uncharacterized lipoprotein YbaY - - - - - - ALPPD - - -
0 0 1 1{sp|P45570| YBCI_ECOLI Inner membrane protein Ybcl - - - - - - VIPPR - - -
0o 0 1 1fsplP77368| YBCL_ECOLI UPFO0098 protein YbclL - - - - - - ACPPK - - -
0 0 1 1|sp|P77806] YBDL_ECOLI Methionine aminotransferase - - - - - - LQPPH - - -
0 1 0 1fsp|P77216] YBDN_ECOLI Uncharacterized protein YbdN - - - RQPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsp|P77316] YBDR_ECOLI Uncharacterized zinc-type alcohol dehydrogenase-like protein YbdR - - - - - - KVPPL - - -
0 0 1 1fsp|P30979) YBEF_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YbeF - - - - - - RNPPI - - -
0 1 0 1|sp|PODP64| YBEM_ECOLI Putative protein YbeM - - - FAPPQ - - - - - -
0 0 1 1fsp|P46121] YBFK_ECOLI Uncharacterized protein YbfK - - - - - - SCPPY - - -
0 0 1 1|splPOAAV4| YBGJ_ECOLI Uncharacterized protein Ybgl - - - - - - LEPPV - - -
0 0 1 1fsp|P75745| YBGK_ECOLI Uncharacterized protein YbgK - - - - - - DVPPV - - -
0 0 1 1fsp|P75746] YBGL_ECOLI UPF0271 protein YhgL - - - - - - QLPPE - - -
0 0 1 1fsp|P75748] YBGO_ECOLI Uncharacterized protein YbgO - - - - - - EMPPH - - -
0 0 1 1fsp|P21829) YBHA_ECOLI Pyridoxal phosphate phosphatase YbhA - - - - - - TLPPE - - -
0 0 1 1Ysp|P46130] YBHC_ECOLI Putative acyl-CoA thioester hydrolase YbhC - - - - - - STPPD - - -
0 0 1 1fsp|P75764| YBHJ_ECOLI Uncharacterized protein Ybh] - - - - - - FVPPH - - -
0 1 0 1Ysp|P75769| YBHM_ECOLI Uncharacterized protein YbhM - - - DSPPM - - - - - -
0 0 1 1fsplPOAAW1| YBHP_ECOLI Uncharacterized protein YbhP - - - - - - IVPPM - - -
0 1 0 1fsp|P46119) YBJC_ECOLI Uncharacterized protein YbjC - - - NRPPQ - - - - - -
0 1 0 1fsp|P75828] YBJD_ECOLI Uncharacterized protein YbjD - - - WFPPG - - - - - -
0 1 0 1fsp|P75821] YBJS_ECOLI Uncharacterized protein YbjS - - - KEPPL - - - - - -
0 0 1 1Ysp|P75838| YCAO_ECOLI protein S12 i accessory factor YcaO - - - - - - FTPPT - - -
0 0 1 1|sp|P36661| YCCE_ECOLI Uncharacterized protein YccE - - - - - - YLPPE - - -
0 1 0 1fsp|P75914 YCDX_ECOLI Probable phosphatase YcdX - - - DFPPE - - - - - -
0 0 1 1§sp|P75915] YCDY_ECOLI Chaperone protein YcdY - - - - - - AVPPY - - -
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0o 0 1 1fsplp24188| YCEA_ECOLI UPFO176 protein YceA - - - - - - ALPPE - B .
0 0 1 1fsp|P75955| YCFT_ECOLI Inner membrane protein YcfT - - - - - - FSPPS - - -
0 0 1 1{sp|P76017| YCGV_ECOLI Uncharacterized protein YcgV/ - - - - - - AQPPI - - -
0 1 0 1{sp|P76012| YCGY_ECOLI Uncharacterized protein YcgY - - - YFPPG - - - - - -
0 0 1 1{sp|P39165]| YCHO_ECOLI Uncharacterized protein YchO - - - - - - ATPPW - - -
0 0 1 1|sp|P76044| YCJR_ECOLI Probable ketose 3-epimerase - - - - - - RLPPM - - -
0 1 0 1fsp|P77503| YCJS_ECOLI Uncharacterized oxidoreductase YcjS - - - EKPPA - - - - - -
0 1 0 1|sp|P76049) YCJY_ECOLI Uncharacterized protein YcjY - - - YFPPK - - - - - -
0 0 1 1{sp|P76063| YDAS_ECOLI Uncharacterized protein YdaS - - - - - - VSPPS - - -
0 0 1 1fsp|P25907| YDBD_ECOLI Uncharacterized protein YdbD - - - - - - HTPPA - - -
0 0 1 1|sp|P76104| YDCP_ECOLI Uncharacterized protease YdcP - - - - - - DIPPI - - -
0 0 1 1fsplP77730| YDCR_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YdcR - - - - - - NLPPG - - -
0 0 1 1fsp|P77795] YDCT_ECOLI Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YdcT - - - - - - NLPPW - - -
0 1 0 1|sp|POAFRY| YDCV_ECOLI Inner membrane ABC transporter permease protein YdcV - - - SFPPQ - - - - - -
0 1 0 1fsp|P37757| YDDE_ECOLI Uncharacterized isomerase YddE - - - FEPPL - - - - - -
0 1 0 1fsplP76121 YDDH_ECOLI Uncharacterized protein YddH - - - FEPPR - - - - - -
0 1 0 1fsp|P76134| YDEM_ECOLI Anaerobic sulfatase-maturating enzyme homolog YdeM - - - SVPPT - - - - - -
0 0 1 1fsp|P77318] YDEN_ECOLI Uncharacterized sulfatase YdeN - - - - - - SQPPL - - -
0 0 1 1spP77sed YDEP_ECOLI Protein YdeP - - - - - - FTPPH - - -
0 1 0 1fsp|P76137 YDET_ECOLI Putative uncharacterized protein ydet - - - VKPPT - - - - - -
0 0 1 1fsp|P77286] YDEU_ECOLI Uncharacterized protein YdeU - - - - - - NNPPV - - -
0 1 0 1Ysp|P76164| YDFW_ECOLI Uncharacterized protein Ydfw - - - VKPPK - - - - - -
0 0 1 1fsp|P64471] YDHI_ECOLI Uncharacterized protein Ydhl - - - - - - YFPPF - - -
0 0 1 1fsp|P77389) YDHP_ECOLI Inner membrane transport protein YdhP - - - - - - VVPPL - - -
0 0 1 1fsp|P77148| YDHS_ECOLI Uncharacterized protein YdhS - - - - - - EIPPI - - -
0 0 1 1splP77564 YDHW_ECOLI Uncharacterized protein YdhW - N - - - J LSPPY - - -
0 0 1 1fsp|P77375| YDHX_ECOLI Uncharacterized ferredoxin-like protein YdhX - - - - - - GFPPI - - -
0 0 1 1Ysp|P37766| YDIF_ECOLI Acetate CoA-transferase YdiF - - - - - - VKPPR - - -
0 0 1 1Ysp|P76197| YDIM_ECOLI Inner membrane transport protein YdiM - - - - - - TFPPH - - -
0 1 0 1Ysp|P76201] YDIQ_ECOLI Putative electron transfer flavoprotein subunit YdiQ - - - RVPPQ - - - - - -
0 0 1 1|sp|P38055| 'YDJE_ECOLI Inner membrane metabolite transport protein YdjE - - - - - - RLPPL - - -
0 1 0 1§sp|P77280| 'YDJJ_ECOLI Uncharacterized zinc-type alcohol dehydrogenase-like protein YdjJ - - - FIPPK - - - - - -
0 0 1 1Ysp|P76230] YDJK_ECOLI Putative metabolite transport protein YdjK - - - - - - PLPPV - - -
0 0 1 1{sp|P64483) YEAK_ECOLI Uncharacterized protein YeaK - - - - - - AIPPF - - -
0 0 1 1{sp|POACY 6| YEAL_ECOLI UPFO0756 membrane protein Yeal - - - - - - TLPPS - - -
0 1 0 1{sp|P64488| YEAR_ECOLI Uncharacterized protein YeaR - - - VFPPE - - - - - -
0 1 0 1fsp|POAAYL| YEAY_ECOLI Uncharacterized lipoprotein YeaY - - - IMPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|P76269) YEBQ_ECOLI Uncharacterized transporter YebQ - - - - - - FLPPN - - -
0 0 1 1fsp|P76272| YEBT_ECOLI Uncharacterized protein YebT - - - - - - ATPPG - - -
0 1 0 1fsp|P76278) YEBZ_ECOLI Inner membrane protein YebZ - - - GFPPT - - - - - -
0 0 1 1{sp|POAFT2| YECS_ECOLI L-cystine transport system permease protein YecS - - - - - - ALPPL - - -
0o 0 1 1fsplP76318| YEDK_ECOLI Putative S - - - - - - DKPPL - - R
0 0 1 1fsp|P76319) YEDL_ECOLI Uncharacterized N-acetyltransferase YedL - - - - - - QSPPE - - -
0 0 1 1{sp|P33015] YEEE_ECOLI UPF0394 inner membrane protein YeeE - - - - - - TLPPR - - -
0 1 0 1fsplPOAD12| YEEZ_ECOLI Protein YeeZ - - - LEPPQ - - - - - -
0o 0 1 1fsplP76389| YEGH_ECOLI UPFO053 protein YegH - - - - - - KLPPK - - R
0 0 1 1|sp|P76396] YEGL_ECOLI Uncharacterized protein YegL - - - - - - FFPPI - - -
0o 0 1 1fsplP76407| YEGS_ECOLI Lipid kinase Yeg$S - - - - - - RLPPD - - R
0 0 1 1fsp|P76417| YEGT_ECOLI Putative nucleoside transporter YegT - - - - - - DTPPK - - -
0 1 0 1fsp|P33344] YEHE_ECOLI Uncharacterized protein YehE - - - ISPPT - - - - - -
0 0 1 1fsp|P33359) YEHW_ECOLI Glycine betaine uptake system permease protein YehW - - - - - - TFPPV - - -
0 0 1 1fsp|P33915] YEJE_ECOLI Inner membrane ABC transporter permease protein YejE - - - - - - PSPPS - - -
0 1 0 1fsp|P33916| YEJF_ECOLI Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YejF - - - PSPPV - - - - - -
0 0 1 1fsp|P76463| YFAQ_ECOLI Uncharacterized protein YfaQ - - - - - - STPPE - - -
0 0 1 1{sp|P76466]| YFAT_ECOLI Uncharacterized protein YfaT - - - - - - YLPPE - - -
0 1 0 1fsp|P76482| YFBL_ECOLI Uncharacterized protein YfbL - - - EEPPF - - - - - -
0 0 1 1fsp|P76484| YFBN_ECOLI Uncharacterized protein YfoN - - - - - - LLPPV - - -
0 1 0 1fsp|P76486]| YFBP_ECOLI Uncharacterized protein Y fbP - - - PFPPN - - - - - -
0 0 1 1fsp|POAFU2| YFBS_ECOLI Uncharacterized transporter YfbS - - - - - - ATPPN - - -
0 1 0 1Ysp|P77544| YFCF_ECOLI Glutathione S-transferase YfcF - - - FAPPT - - - - - -
o o0 1 1fsplPoAsB2| YFCN_ECOLI UPFO0115 protein YfcN - - - - - - WLPPE - - R
0 0 1 1{sp|P76500] YFCQ_ECOLI Uncharacterized fimbrial-like protein YfcQ - - - - - - LSPPT - - -
0 0 1 1fsp|P76509] YFDM_ECOLI Putative uncharacterized protein Y fdM - - - - - - GNPPY - - -
0 0 1 1fsp|P76514 YFDR_ECOLI Uncharacterized protein YfdR - - - - - - GLPPV - - -
0 0 1 1fsp|P76515| YFDS_ECOLI Uncharacterized protein YfdS - - - - - - ELPPA - - -
0 0 1 1fsp|POAA4Y| YFDV_ECOLI Uncharacterized transporter YfdV' - - - - - - ALPPA - - -
o 1 o0 1fsplP64sas| YFIR_ECOLI Protein YfiR - - - SGPPK. - R R - . R
0 0 1 1fsp|P52126| YFJK_ECOLI Uncharacterized protein YfjK - - - - - - HLPPG - - -
0o 0 1 1fsplP52132| YFIQ_ECOLI UPFO380 protein YfiQ - - - R R R LPPPV . - R
0 0 1 1Ysp|P52133] YFJR_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YfjR - - - - - - DSPPE - - -
0o 0 1 1fsp|052982| YFJS_ECOLI Lipoprotein YfjS - - - - - - LTPPR - - R
0 1 0 1{sp|POCF86| YFJU_ECOLI Putative arsenate reductase-like protein - - - DMPPT - - - - - -
0 [ 1 1{sp|Q46904| YGCN_ECOLI Probable electron transfer flavoprotein-quinone oxidoreductase YgcN - - - - - - PVPPL - - -
0 1 0 1{sp|Q46907| YGCQ_ECOLI Putative electron transfer flavoprotein subunit YgcQ - - - LFPPG - - - - - -
0 0 1 1fsp|P52044 YGFI_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator Ygfl - - - - - - ELPPL - - -
0 0 1 1{sp|Q46820| YGFT_ECOLI Uncharacterized protein YgfT - - - - - - GIPPF - - -
0 0 1 1{sp|POADES| YGFZ_ECOLI tRNA-modifying protein YgfZ - - - - - - PFPPR - - -
0 1 0 1fsp|P46142| YGGM_ECOLI Uncharacterized protein YggM - - - GEPPT - - - - - -
0 0 1 1{sp|Q46834| YGHF_ECOLI Putative type |1 secretion system C-type protein Y ghF - - - - - - FCPPY - - -
0 0 1 1{splQ46843| YGHS_ECOLI Uncharacterized ATP-binding protein YghS - - - - - - STPPG - - -
0 0 1 1{sp|Q46845| YGHU_ECOLI Disulfide-bond oxidoreductase YghU - - - - - - HNPPI - - -
0 0 1 1fsp|P24197] YGID_ECOLI 4.5-DOPA dioxygenase extradiol - - - - - - ETPPT - - -
0 0 1 1{sp|P42590| YGJI_ECOLI Inner membrane transporter Y gjl - - - - - - MLPPL - - -
0 0 1 1{sp|P11865| YHAB_ECOLI Uncharacterized protein YhaB - - - - - - SIPPM - - -
0 1 0 1fsp|P64594 YHAV_ECOLI Ribonuclease toxin YhaV - - - GHPPA - - - - - -
0 0 1 1|sp|POADV5| YHBW_ECOLI Luciferase-like monooxygenase - - - - - - LPPPI - - -
0 1 0 1fsplP28722| YHCA_ECOLI Uncharacterized fimbrial chaperone YhcA - - - GIPPK - - - - - -
0 1 0 1fsp|P45420| YHCD_ECOLI Uncharacterized outer membrane usher protein YhcD - - - FSPPA - - - - - -
0 0 1 1fsp|P45423| YHCG_ECOLI Putative nuclease YhcG - - - - - - ENPPI - - -
0 0 1 1fsp|P45524| YHET_ECOLI Putative esterase YheT - - - - - - SLPPQ - - -
0 0 1 1fsp|P45545]| YHFS_ECOLI Uncharacterized protein YhfS - - - - - - EIPPL - - -
o 1 o0 1fsplP46837| YHGF_ECOLI Protein YhgF - - - DEPPK - - R - - R
0 0 1 1fsp|P37615| YHHM_ECOLI Uncharacterized protein YhhM - - - - - - SKPPL - - -
0 0 1 1{sp|POAGMO| YHHT_ECOLI Putative transport protein YhhT - - - - - - AVPPM - - -
0 0 1 1fsp|P46852 YHHW_ECOLI Quercetin 2.3-dioxygenase - - - - - - DLPPV - - -
0 0 1 1fsp|P46855]| YHHZ_ECOLI Uncharacterized protein YhhZ - - - - - - IYPPM - - -
0 1 0 1fsp|P37643| YHJE_ECOLI Inner membrane metabolite transport protein YhjE - - - NAPPR - - - - - -
0 1 0 1YsplPOADJ8| YIAA_ECOLI Inner membrane protein YiaA - - - INPPK - - - - - -
0 0 1 1fsp|P37674| YIAM_ECOLI 2.3-diketo-L-gulonate TRAP transporter small permease protein YiaM - - - - - - TSPPQ - - -
0 1 0 1YsplPOACAL| YIBF_ECOLI Uncharacterized GST-like protein YibF - - - TEPPK - - - - - -
0 0 1 1fsplQ2M7RS| YIBT_ECOLI Uncharacterized protein YibT - - - - - - KLPPR - - -
0 0 1 1fsp|P25714 YIDC_ECOLI Membrane protein insertase YidC - - - - - - TLPPH - - -
0 0 1 1fsp|P31447| YIDJ_ECOLI Uncharacterized sulfatase YidJ - - - - - - ECPPE - - -
0 1 0 1|splPOADM4| YIDQ_ECOLI Uncharacterized protein YidQ - - - VIPPA - - - - - -
0 0 1 1|splPOADMS| YIEE_ECOLI Uncharacterized protein YieE - - - - - - NIPPH - - -
0 0 1 1Ysp|P31471| YIEL_ECOLI Uncharacterized protein YieL - - - - - - WTPPG - - -
[ 1fsplP32129| YIHG_ECOLI Probable YihG - - - - - - LLPPK - - R
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0 0 1 1{sp|P32136] YIHO_ECOLI Putative sulfoquinovose importer - - - - - - RNPPL - - -
0 0 1 1fsp|P32144| YIHW_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YihW - - - - - - ELPPA - - -
0 0 1 1fsp|P32151 YIIG_ECOLI Uncharacterized protein YiiG - - - - - - TLPPA - - -
0 1 0 1{sp|P32668| YIJF_ECOLI Uncharacterized protein YijF - - - AVPPT - - - - - -
0 1 0 1{sp|P32689) YJBH_ECOLI Uncharacterized lipoprotein YjbH - - - TNPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|P32700| YJCB_ECOLI Uncharacterized protein YjcB - - - - - - QTPPQ - - -
0o 0 1 1fsplP32703| YJCE_ECOLI Uncharacterized Na(+)/H(+) exchanger YjcE - - - - - - FIPPL - - -
0 0 1 1fsp|P33222 YJFC_ECOLI Putative acid--amine ligase YjfC - - - - - - AIPPL - - -
0o 0 1 1fsplP39298| YJFP_ECOLI Esterase YjfP - - - - - - LFPPL - - -
o 1 o0 1fsplPoA8BX0| YJGA_ECOLI UPFO0307 protein YjgA - - - NKPPK - - - - . .
0 0 1  1fspP3es3y YJGH_ECOLI RutC family protein YjgH - - - - - - SAPPY - - -
0 1 0 1fsp|P39336| YJGL_ECOLI Uncharacterized protein YjgL. - - - LNPPE - - - - - -
0 1 0 1fsp|P39342| YJGR_ECOLI Uncharacterized protein YjgR - - - NNPPA - - - - - -
0 0 1 1fsp|P39351] YJGZ_ECOLI Uncharacterized protein YjgZ - - - - - - MLPPG - - -
0 1 0 1fsp|P39352 YJHB_ECOLI Putative metabolite transport protein YjhB - - - VNPPQ - - - - - -
0 1 0 1fsp|P39354| YJHD_ECOLI Putative uncharacterized protein YjhD - - - PEPPR - - - - - -
0 0 1 1{sp|P39357| YJHF_ECOLI Uncharacterized permease YjhF - - - - - - FLPPH - - -
0 0 1 1fsp|P39374| YJIC_ECOLI Uncharacterized protein YjiC - - - - - - YLPPL - - -
0 0 1 1{sp|P39376] YJIE_ECOLI HTH-type transcriptional regulator YjiE - - - - - - QMPPL - - -
0 0 1 1fsp|P39381| YJIJ_ECOLI Uncharacterized protein YjiJ - - - - - - WLPPF - - -
0 1 0 1fsp|P39384| YJIM_ECOLI Putative dehydratase subunit Y;jiM - - - LNPPA - - - - - -
0 0 1 1{sp|P39385] YJIN_ECOLI Uncharacterized protein YjiN - - - - - - FLPPN - - -
0 0 1 1fsp|P39393) YJIV_ECOLI Putative uncharacterized protein Yjiv - - - - - - FQPPL - - -
0 0 1 1splP3saio] YJ33_ECOLI Toxin YjJ - - - . . . SEPPF B . ,
0 0 1 1fsp|P39408] YJV_ECOLI Uncharacterized metal-dependent hydrolase YjjV/ - - - - - - DFPPF - - -
o o0 1 1fsplp75677| YKFF_ECOLI UPF0401 protein YfF - - - R R R LLPPG . . R
0 0 1 1{sp|POAASS5| YLBF_ECOLI Uncharacterized protein Y IbF - - - - - - ITPPA - - -
0 0 1 1fsp|P75982 YMFQ_ECOLI Uncharacterized protein YmfQ - - - - - - LLPPG - - -
0 1 0 1Ysp|P75979| YMFR_ECOLI Uncharacterized protein YmfR - - - IYPPA - - - - - -
0 0 1 1|spIPOAEBS| YNAI_ECOLI Low conductance mechanosensitive channel Ynal - - - - - - ITPPE - - -
0 0 1 1Ysp|P76093] YNBD_ECOLI Uncharacterized protein YnbD - - - - - - KLPPA - - -
0 1 0 1Ysp|P76115| YNCD_ECOLI Probable TonB-dependent receptor YncD - - - QQPPT - - - - - -
0 0 1 1YsplP76117| YNCG_ECOLI Uncharacterized GST-like protein YncG - - - - - - LAPPV - - -
0 0 1 1fsp|P77559) YNFL_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YnfL - - - - - - SQPPL - - -
0 0 1 1{sp|P78067| YNJE_ECOLI Thiosulfate sulfurtransferase YnjE - - - - - - GTPPK - - -
0 0 1 1fsp|P76257| YOAA_ECOLI Probable ATP-dependent DNA helicase YoaA - - - - - - SLPPA - - -
0 0 1 1{sp|POAECO| YOAE_ECOLI UPFO0053 inner membrane protein Y oaE - - - - - - KLPPK - - -
0 1 0 1{sp|P64493)| YOAF_ECOLI Uncharacterized protein YoaF - - - PKPPQ - - - - - -
0 0 1 1{sp|P33366| YOHD_ECOLI Inner membrane protein YohD - - - - - - QLPPK - - -
0 0 1 1{sp|POAE39| YPDB_ECOLI Transcriptional regulatory protein YpdB - - - - - - KLPPS - - -
0 1 0 1fsp|P77396| YPDC_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YpdC - - - NMPPG - - - - - -
0o 0 1 1fsplQ2EET2| YPFN_ECOLI UPFO370 protein YpfN - - - - - - ELPPH - - -
0 0 1 1|sp|P76584| YPHB_ECOLI Uncharacterized protein YphB - - - - - - TTPPA - - -
0 1 0 1|sp|P76585| YPHG_ECOLI Uncharacterized protein YphG - - - VFPPD - - - - - -
0 0 1 1fsp|P64432| YPJD_ECOLI Inner membrane protein Y pjD - - - - - - EMPPL - - -
0 0 1 1|sp|POAE42| YQAE_ECOLI UPFO0057 membrane protein YqaE - - - - - - ILPPL - - -
0 0 1 1fsp|P77031 YQCE_ECOLI Inner membrane protein YqcE - - - - - - TYPPL - - -
0 1 0 1{sp|Q46808| YQEB_ECOLI Uncharacterized protein YgeB - - - LFPPS - - - - - -
0 1 0 1|splQ46942| YQEI_ECOLI Uncharacterized protein Ygel - - - NAPPA - - - - - -
0o 0 1 1fsplPoABWS| YQGE_ECOLI UPFO301 protein YqgE - - - - - - HTPPS - - R
0 0 1 1{sp|Q46856| YQHD_ECOLI Alcohol dehydrogenase YghD - - - - - - TLPPR - - -
0 0 1 1fsp|POABZ7| YQIA_ECOLI Esterase YqiA - - - - - N QLPPY - - -
0 0 1 1|splQ46868| YQIC_ECOLI Uncharacterized protein YqiC - - - - - - TLPPT - - -
0 1 0 1fsp|P42620| YQIG_ECOLI Glutathionyl-hydroquinone reductase YqjG - - - YYPPA - - - - - -
0 0 1 1fsp|P42914| YRAI_ECOLI Probable fimbrial chaperone Yral - - - - - - ITPPL - - -
0 0 1 1fsp|P45394| YRBG_ECOLI Inner membrane protein YrbG - - - - - - GIPPL - - -
0 0 1 1fsp|P39314| YTFF_ECOLI Inner membrane protein YtfF - - - - - - QMPPL - - -
0 0 1 1fsp|POACN2| YTFH_ECOLI Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator YtfH - - - - - - VVPPH - - -
0 0 1 1fsp|P39187| YTFJ_ECOLI Uncharacterized protein YtfJ - - - - - - RVPPI - - -
0 1 0 1fsp|P39328] YTFT_ECOLI Inner membrane ABC transporter permease protein YtfT - - - GFPPE - - - - - -
0 0 1 1fsp|PODN74| YTIA_ECOLI Uncharacterized protein YtiA - - - - - - TCPPG - - -
o 1 o0 1fsplPoDPCs| YTID_ECOLI Protein YtiD - - - NFPPE - R - . . R
0 0 1 1{sp|POADS2| ZAPA_ECOLI Cell division protein ZapA - - - - - - NCPPD - - -
0 0 1 1fsp|P37617| ZNTA_ECOLI Zinc/cadmium/lead-transporting P-type ATPase - - - - - - LVPPL - - -
0 0 1 1fsp|P64423) ZNTB_ECOLI Zinc transport protein ZntB - - - - - - QIPPR - - -
0 1 0 1§splPOAAAY| ZRAP_ECOLI Zinc resistance-associated protein - - - ANPPD - - - - - -
0 1 0 1|splPOACS51| ZUR_ECOLI Zinc uptake regulation protein - - - AKPPT - - - - - -

478 446 1163 67
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Tabelle S2: 381 nichtredundante Orthologe aus der Uni Prot Datenbank ,,Microbial Proteomes* mit mindestens 44%

Ubereinstimmung und héchstens 10% Sequenzlangenabweichung zu DgcC aus E. coli K-12.

Uni Prot ID Spezies Uni Prot ID Spezies

AOAOM7MNT6 Achromobacter sp. AOAOE2L8W1 Escherichia coli (strain UMEA 3162-1)
H5V4M8 Atlantibacter hermannii NBRC 105704 QIRFF9 Escherichia coli (strain UTI89 / UPEC)
AOA085GHX3 Buttiauxella agrestis ATCC 33320 12SYMO Escherichia coli 1.2264
AOA1B7IUX3 Buttiauxella brennerae ATCC 51605 12RKB5 Escherichia coli 1.2741
AOA2NOCMI8 Cedecea lapagei u9zG70 Escherichia coli 110957
WOLCU8 Chania multitudinisentens RB-25 AOA125X7X6 Escherichia coli 1-110-08_S3_C1
AOA2S4S0L6 Citrobacter amalonaticus Uoxi27 Escherichia coli 113290
AOAOF6TTES Citrobacter amalonaticus Y19 UIXQW3 Escherichia coli 113303
AOA1R0G039 Citrobacter braakii AOA080J9Q7 Escherichia coli 1-250-04_S3_C2
ADA223INB6 Citrobacter farmeri AOAOELLTVE Escherichia coli 1303
AOA023V8J8 Citrobacter freundii CFNIH1 AOAO74IAE9 Escherichia coli 1-392-07_S4_C1
AOA2185399 Citrobacter freundii complex sp. CFNIH3 AOA080G5V7 Escherichia coli 1-392-07_S4_C3
AOA2LOT811 Citrobacter freundii complex sp. CFNIH4 12XGY0 Escherichia coli 2.3916
AOA2I8TPY9 Citrobacter freundii complex sp. CFNIH9 AOA029J1P9 Escherichia coli 2-005-03_S4_C2
AOA064E7J0 Citrobacter freundii MGH 56 AOA0291B30 Escherichia coli 2-005-03_S4_C3
AOA2LINN16 Citrobacter koseri (Citrobacter diversus) AOAO70VBE4 Escherichia coli 2-177-06_S3_C2
ABAKT79 Citrobacter koseri (strain ATCC BAA-895 / CDC 4225-83 / SGSC4696) AOA070SL33 Escherichia coli 2-210-07_S3_C3
AOAOAIRWCS Citrobacter pasteurii E3XHHO Escherichia coli 2362-75
D2TKW9 Citrobacter rodentium (strain ICC168) (Citrobacter freundii biotype 4280) ADA073G0D2 Escherichia coli 2-427-07_S4_C3
AOAOVRIZZO0 Citrobacter sp. 50677481 AOA069XPZ0 Escherichia coli 3-373-03_S4_C2
AOA1VANWSE2 Citrobacter sp. A316 12UQL2 Escherichia coli 4.0522
R8WYU8 Citrobacter sp. KTE151 12WR70 Escherichia coli 4.0967
AOA2N4AVAES Citrobacter sp. L55 AOAO073VAM2 Escherichia coli 5-366-08_S1_C1
AOA0JIKIN3 Citrobacter sp. MGH100 AOA073HQ47 Escherichia coli 5-366-08_S1_C3
AOA0J1Q8Q7 Citrobacter sp. MGH105 14SYQ8 Escherichia coli 541-15
AOAO0JILMR3 Citrobacter sp. MGH106 12W4w4 Escherichia coli 9.0111
AOALIOW568 Citrobacter sp. NLAE-zI-C269 \VOSTV8 Escherichia coli 907672
AOAQ90T YKL Citrobacter werkmanii NBRC 105721 uazeya Escherichia coli 907713

D4BD88 Citrobacter youngae ATCC 29220 \VOVC44 Escherichia coli 908519
ADA2KBQIWS Dickeya fangzhongdai VOXFW1 Escherichia coli 908525

C6CCW8 Dickeya paradisiaca (strain Ech703) (Dickeya dadantii (strain Ech703)) \VOZ9C9 Escherichia coli 908573
AOA2K8W491 Dickeya solani RNS 08.23.3.1.A \VOAT47 Escherichia coli 909945-2
D2BVJ3 Dickeya zeae (strain Ech586) (Dickeya dadantii (strain Ech586)) 12S4E5 Escherichia coli 97.0246
AOAOABFAB2 Dickeya zeae EC1 \BFPJ6 Escherichia coli 99.0741

G2S965 Enterobacter asburiae (strain LF7a) VBFIL4 Escherichia coli ATCC BAA-2209
AOA2J7SATS Enterobacter bugandensis D6HSR3 Escherichia coli BO88

D2ZFW1 Enterobacter cancerogenus ATCC 35316 D616J4 Escherichia coli B185
AOA205KVR2 Enterobacter cloacae complex 'Hoffmann cluster IV' D6J6VI Escherichia coli B354
AOAOF1B5P1 Enterobacter cloacae complex sp. 35699 J7RNL8 Escherichia coli chi7122
AOAOF4BSI8 Enterobacter cloacae complex sp. CIDEIMsCOL9 FANMD6 Escherichia coli D9

AO0A2S4SRI0 Enterobacter cloacae complex sp. ECNIH11 H41747 Escherichia coli DEC1B
AOA2S4SFX6 Enterobacter cloacae complex sp. ECNIH12 H4IMM5 Escherichia coli DEC1C
AOA0X6Z014 Enterobacter cloacae complex sp. GN02468 H4J413 Escherichia coli DEC1D
AOAOX4EVA6 Enterobacter cloacae complex sp. GN04363 H4KCP2 Escherichia coli DEC2C
AOA167IA20 Enterobacter cloacae complex sp. GN04787 H4L8B7 Escherichia coli DEC2E
AOAOW?216D5 Enterobacter cloacae complex sp. SMART_763 H4UF70 Escherichia coli DEC6A

G8LP83 Enterobacter cloacae ECWSU1 WIX4W7 Escherichia coli DORA_A_5_14_21
WOBTAOQ Enterobacter cloacae P101 AOA1X3IQR6 Escherichia coli E1114
AOAOH3CFP8 Enterobacter cloacae subsp. cloacae (strain ATCC 13047 / NCDC 279-56) AOAOAOFAB2 Escherichia coli G3/10

VBE2GL Enterobacter cloacae UCICRE 12 AOALX3IM05 Escherichia coli H386
AOAOM2C8KO Enterobacter cloacae UCICRE 3 AOALX3L7G3 Escherichia coli H420

F5RV64 Enterobacter hormaechei ATCC 49162 AOALX3KT7R7 Escherichia coli H461
AOAOW2YLCE Enterobacter hormaechei subsp. oharae F4VAGS Escherichia coli H591
AOAOELI673 Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii AOA1X3KPR7 Escherichia coli H605
AOA242VK56 Enterobacter kobei F4s1Z8 Escherichia coli H736
A0A229HUS0 Enterobacter mori \2RZH4 Escherichia coli HVH 50 (4-2593475)
AOA198GTV8 Enterobacter soli ATCC BAA-2102 T6IDWO Escherichia coli HVH 70 (4-2963531)
A4AWT60 Enterobacter sp. (strain 638) T6MMP7 Escherichia coli HVH 87 (4-5977630)
AOAOVOEASS Enterobacter sp. 50588862 WIFWH7 Escherichia coli ISC11
AOA0IIVWV3 Enterobacter sp. BIDMC92 L2v8D2 Escherichia coli KTE10
AOA2I6K7KO Enterobacter sp. Crenshaw S1H583 Escherichia coli KTE100
W7NUO0L Enterobacter sp. DC4 S1J6B0 Escherichia coli KTE107
AOA2T3CK83 Enterobacter sp. FSO1 S1IT88 Escherichia coli KTE108
AOA0JOJ7K2 Enterobacter sp. GN02600 LAW?214 Escherichia coli KTE112
AOA2HE6KW D5 Enterobacter sp. KINAN-G L4JGLO Escherichia coli KTE146
AOA1E5MR89 Enterobacter sp. ku-bf2 S1IQAMS8 Escherichia coli KTE182
AOAOE2MN81 Enterobacter sp. MGH 14 L3BS22 Escherichia coli KTE193

V3PYE3 Enterobacter sp. MGH 24 SOW027 Escherichia coli KTE20
AOA1UGINS6 Enterobacter sp. NFROS S0YK45 Escherichia coli KTE37
A0A202D9L2 Enterobacter xiangfangensis S0ZVB6 Escherichia coli KTE38
AOA218Q7Y7 Enterobacteriaceae bacterium ENNIH1 S1DF15 Escherichia coli KTE64
ADA2I8QVX8 Enterobacteriaceae bacterium ENNIH2 L3PDL5 Escherichia coli KTE66
AOAOL7T2H6 Erwiniainiecta S1FG87 Escherichia coli KTE73
AOA1X3IT17 Escherichia albertii B156 L3QGX0 Escherichia coli KTE75

WOARLS Escherichia albertii KF1 \BJSZ6 Escherichia coli LAU-EC10
B7L540 Escherichia coli (strain 55989 / EAEC) AOA1X3IBFO Escherichia coli M056

E0JOU9 Escherichia coli (strain ATCC 9637 / DSM 1116 / NCIMB 8666 / NRRL B-766 / W) AOAOKITC73 Escherichia coli M114
AOA140NEW1 Escherichia coli (strain B/ BL21-DE3) F4SUJ9 Escherichia coli M605

POAAP1 Escherichia coli (strain K12) FATAPO Escherichia coli M718

DSA4E9 Escherichia coli (strain MS 21-1) E9YXN2 Escherichia coli M863

B6HZI5 Escherichia coli (strain SE11) MYHD29 Escherichia coli MP021561.2
BI1LIR9 Escherichia coli (strain SMS-3-5 / SECEC) D7Y387 Escherichia coli MS 115-1
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E9TLK3 Escherichia coli MS 117-3 AOAIM5LVI9 Pantoea sesami

D8E176 Escherichia coli MS 119-7 Q6D772 Pectobacterium atrosepticum (strain SCRI 1043 / ATCC BAA-672)
E11ZQ8 Escherichia coli MS 124-1 AOA1V2R8K4 Pectobacterium carotovorum subsp. actinidiae

ELlIPL4 Escherichia coli MS 145-7 AOAOB6EA40 Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense

D7XCS9 Escherichia coli MS 198-1 C6DCM6 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (strain PC1)
D734 Escherichia coli MS 69-1 J7TKX68 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum PCC21

D7XKE9 Escherichia coli MS 84-1 ADAQJSXZT3 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum UGC32

E6BHL1 Escherichia coli MS 85-1 AOA094UGIS Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum

AOAOH2YW49 Escherichia coli 01:K1/ APEC DOKI24 Pectobacterium parmentieri (strain WPP163)

AOA2S1UXT8 Escherichia coli 0103 str. RM8385 AOA093SW48 Pectobacterium polaris

C8U271 Escherichia coli 0103:H2 (strain 12009 / EHEC) AOAOH3I4V9 Pectobacterium sp. (strain SCC3193)

AOAOE0Y395 Escherichia coli 0104:H4 (strain 2011C-3493) AOA2T3W94 Pectobacterium sp. SS95

C8UIGY Escherichia coli 0111:H- (strain 11128 / EHEC) AOA1D7Z453 Pectobacterium wasabiae CFBP 3304

KAawsQ1 Escherichia coli 0111:H11 str. CVM9455 AOA1V3X5H3 Pedobacter himalayensis

KAW6F3 Escherichia coli 0111:H8 str. CVM9634 AOAOG3QHA8 Phytobacter ursingii

AOAQ27TTTXS Escherichia coli 0111:NM str. K6722 AOAQ90V143 Pseudescherichia vulneris NBRC 102420

AOA028DMW4 Escherichia coli 0118:H16 str. 2009C-4446 B5EWR6 Salmonella agona (strain SL483)

AOA2S1UHK2 Escherichia coli 0121 str. RM8352 AOA2TBNOW6 Salmonella anatum

AOAOE2TIN4 Escherichia coli 0121:H19 str. 2010C-3609 AOAOKOH7T8 Salmonella bongori (strain ATCC 43975 / DSM 13772 / NCTC 12419)
B7UJK9 Escherichia coli 0127:H6 (strain E2348/69 / EPEC) S5MSI6 Salmonella bongori N268-08

AOAO70FGS5 Escherichia coli 0128:H2 str. 2011C-3317 AOA248KD46 Salmonella bongori serovar 66:z41:- str. SA19983605

A7ZID4 Escherichia coli 0139:H28 (strain E24377A / ETEC) Q57SH9 Salmonella choleraesuis (strain SC-B67)

AOA023YT24 Escherichia coli 0145:H28 str. RM12581 AOA2I5HIS3 Salmonella diarizonae

AOA025CFX5 Escherichia coli 0145:NM str. 2010C-3526 AOALX2TCT3 Salmonella enterica subsp. arizonae serovar 50:r:z

AOA1Z3UU30 Escherichia coli 0157 AOA2T9I5G5 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Agona

AOAOH3JCC4 Escherichia coli 0157:H7 G5LIS2 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Alachua str. R6-377
QB8XEB2 Escherichia coli 0157:H7 AOA2TIMKI3 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Bareilly

AOAOH3PRW9 Escherichia coli 0157:H7 (strain EC869) AOAOT7RPM9 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Bovismorbificans
AOAOF6F1S2 Escherichia coli 0157:H7 str. S§52 AOA2TOLIRS Salmonella enterica subsp. enterica serovar Braenderup

B7NST7 Escherichia coli 017:K52:H18 (strain UMN026 / EXPEC) AOA2T9Q8NS Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cerro

AOA026V5A8 Escherichia coli 0174:H8 str. 04-3038 AOA2RADCX9 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Concord

AOA192CIPO Escherichia coli 025b:H4 AOA2T9JALS Salmonella enterica subsp. enterica serovar Copenhagen

\W8ZF56 Escherichia coli 025b:H4-ST131 \7ISUB Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cubana str. 76814
AOA2S1VEN7 Escherichia coli 026 str. RM10386 M7RRZ6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin str. UC16
AOAOABUHS6 Escherichia coli 026:H11 S4IH36 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. 2009K0958
D3GU78 Escherichia coli 044:H18 (strain 042 / EAEC) AOAOG2NK67 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum str. SG9
B7MD44 Escherichia coli 045:K1 (strain S88 / ExPEC) ADA2T8XGI0 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gaminara

D3QJF2 Escherichia coli 055:H7 (strain CB9615 / EPEC) AOA2TIPXCT7 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Give

POAAP2 Escherichia coli 06:H1 (strain CFT073 / ATCC 700928 / UPEC) AOA265B712 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Heidelberg
AOA028AH34 Escherichia coli 069:H11 str. 08-4661 A0A1Z3Q0Z5 Salmonella enterica subsp. enterica serovar India str. SA20085604
AOAOH3MI36 Escherichia coli 07:K1 (strain 1AI39 / EXPEC) G4C5B9 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis str. SARB27
AOAQEOV179 Escherichia coli 07:K1 str. CE10 AOA2TICPI9 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Javiana

E3PFK2 Escherichia coli 078:H11 (strain H10407 / ETEC) AOAOLIFEW6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Johannesburg

B7MPE6 Escherichia coli 081 (strain ED1a) AOA2TOLHI8 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky

AOAOH3EES0 Escherichia coli 083:H1 (strain NRG 857C / AIEC) AOA2TOKHH1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kiambu

AOA0G3KOD6 Escherichia coli PCN033 AOA2C9P300 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Macclesfield str. S-1643
AOALX3LMY2 Escherichia coli TAOS4 AOA2TIMT776 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Meleagridis
AOA1X3LTL6 Escherichia coli TA249 AOA2T8PVC2 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Mississippi
AOA1X3I6E3 Escherichia coli TA447 G5PIY6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Mississippi str. A4-633
E9XPSO Escherichia coli TW10509 AOA2S1BTR6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Montevideo str. CDC 2010K-0257
TOAJZ3 Escherichia coli UMEA 3200-1 VIXG52 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Muenchen str. baal594
TOES07 Escherichia coli UMEA 3212-1 AOAIX2RIYL Salmonella enterica subsp. enterica serovar Rough 0:d:1,7

TOUHL3 Escherichia coli UMEA 3718-1 AOA249VIRS Salmonella enterica subsp. enterica serovar Saintpaul

GOFCT79 Escherichia coli UMNF18 AOA1X2Y8R1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Saphra

AOAOEOTU64 Escherichia coli UMNK88 AOA271CCN7 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Schwarzengrund
10VQX9 Escherichia coli W26 AOA1X2USH9 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Seftenburg
AOAOF6BZR3 Escherichia coli Xuzhou21 AOA2SIHWKS Salmonella enterica subsp. enterica serovar Senftenberg str. 361154004
AOA257SQ55 Escherichia fergusonii AOA2RAIFWS Salmonella enterica subsp. enterica serovar Tennessee

B7LMKO Escherichia fergusonii (strain ATCC 35469 / DSM 13698 / CDC 0568-73) AOAOULGR99 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. DT104
FOIMY7 Escherichia fergusonii ECD227 G5RBE6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Uganda str. R8-3404
AOA2T3U6ES Escherichia sp. 4726-5 G5S761 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Wandsworth str. A4-580
AOA254QMT72 Escherichia sp. ESNIH1 AOA2T9HUA4 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Weslaco

SO0TZN6 Escherichia sp. KTE114 VIHC15 Salmonella enterica subsp. indica serovar 6,14,25:210:1,(2),7 str. 1121
SIM3T4 Escherichia sp. KTE159 AOA241SGH5 Salmonella enterica subsp. salamae serovar 55:k:z39 str. 1315K
SO0XB25 Escherichia sp. KTE31 AOAOV2D4J4 Salmonella enterica subsp. salamae serovar 56:210:e,n,x str. 1369-73
S1CA28 Escherichia sp. KTES2 AOAIRZMWY9 Salmonella enteritidis

AOA2T3BRIO Escherichia sp. MOD1-EC5451 B5R5X6 Salmonella gallinarum (strain 287/91 / NCTC 13346)

AOA0JBVSMO Franconibacter pulveris AOALIBYECS Salmonella houtenae

AOA155F3GL Klebsiella aerogenes AOA2TINBUB Salmonellainfantis

AOAL7ICYET Klebsiella oxytoca AOA2T7HL15 Salmonella muenster

AOA2U2HWS3 Kluyvera intestini AOAORINOL2 Salmonella newport

AOA2T3XBM2 Kluyvera sp. Nf5 AOAOH3BXP5 Salmonella newport (strain SL254)

ADALILXOV7 Kosakonia sp. $29 AOAOH2WR45 Salmonella paratyphi A (strain ATCC 9150 / SARB42)

AO0A211ZP98 Leclercia adecarboxylata C0Q7Q8 Salmonella paratyphi C (strain RKS4594)

AOA0J6Q519 Leclercia sp. LK8 AOA2T8WAIL Salmonella rubislaw

AOA2I8NYV3 Leclercia sp. LSNIH1 AOAON1QUO7 Salmonella schwarzengrund (strain CVM19633)

AOA254X1J6 Leclercia sp. LSNIH4 AOA1F2K6UO Salmonella sp. HMSC13B08

AOAOG6PES8 Lelliottia amnigena CHS 78 AOA2T9P1K7 Salmonella thompson

AOA2L2)B75 Lelliottia nimipressuralis AOAOF6AXK3 Salmonella typhimurium (strain 14028s / SGSC 2262)

AOALI5W4I8 Lelliottia nimipressuralis E8XJTS Salmonella typhimurium (strain 4/74)

ADA2S5C531 Lelliottia sp. 7254-16 HIL4B6 Salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSC1412 / ATCC 700720)
AOA2U3TI52 Lelliottia sp. WB101 AOAOH3N9U4 Salmonella typhimurium (strain SL1344)
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U2NM58 Serratia fonticola AU-AP2C

AOA1COR780 Serratia marcescens subsp. marcescens
ADA086GAX1 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1
AOA1S8CP63 Serratia oryzae

SOADJ9 Serratia plymuthica 4Rx13

AOA1BIKML2 Serratia plymuthica PRI-2C

S4YG92 Serratia plymuthica $13

AOA1W5DFY9 Serratia proteamaculans

A8GB07 Serratia proteamaculans (strain 568)
AOA1CTW5H1 Serratia sp. 14-2641

AOA087TKVGA Serratia sp. Agl

AOA083ZV18 Serratia sp. DD3

AOAO0X2NUC6E Serratia sp. LCN16

ADA2T3WMN9 Serratia sp. Nf2

AOA2GTZRT4 Serratia sp. OLAL2

AOA1B3F8VO Serratia sp. YD25

16EU12 Shigella boydii 4444-74

F3WEG2 Shigella boydii 5216-82

E7SUVL Shigella boydii ATCC 9905

B2U3Y7 Shigella boydii serotype 18 (strain CDC 3083-94 / BS512)
Q325L3 Shigella boydii serotype 4 (strain Sb227)
E2XC03 Shigella dysenteriae 1617

16G7N8 Shigella dysenteriae 225-75

E7SNJ8 Shigella dysenteriae CDC 74-1112

Q321D4 Shigella dysenteriae serotype 1 (strain Sd197)
AOAO9ONBS4 Shigella dysenteriae WRSd3

16C229 Shigella flexneri 2850-71

AOA226K605 Shigella flexneri 2a str. 301

ADA127GGY3 Shigella flexneri 4c

AOAOF6MAS83 Shigella flexneri 5a str. M9OT

E7T6VB Shigella flexneri CDC 796-83

F5NQDO Shigella flexneri K-227

QOT7K3 Shigella flexneri serotype 5b (strain 8401)
D2A8D5 Shigella flexneri serotype X (strain 2002017)
F5MY23 Shigella flexneri VA-6

AOA200LH78 Shigella sonnei

ADA1E2VIN2 Shigella sp. FC2928

AOA1E3MZZ6 Shigella sp. FC569

AOA142GZS8 Shigella sp. PAMC 28760

AOAOM3E341 Vibrio parahaemolyticus

AOAOTIUDIS Yersinia aldovae

AOA2GAU259 Yersinia bercovieri

ADA2KT7ZF98 Yersinia enterocolitica LC20

ALIPK6 Yersinia enterocolitica serotype 0:8/ biotype 1B (strain NCTC 13174 / 8081)
AOAOTOUU77 Yersinia frederiksenii

AOA209A887 Yersinia intermedia

AOAQTIL7D5 Yersinia kristensenii

AOA2RANSIS Yersinia massiliensis

AOAQULI3H5 Yersinia mollaretii

AODAOTIKHZ6 Yersinia nurmii

AOAQUIHUS8 Yersinia rohdei

AOA085USNG Yersinia ruckeri

AO0A212B7Z4 Yokenella regensburgei
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ADA2HIUT7T8 Aeromonas cavernicola ADA1SBYFI2 Izhakiella australiensis

AOKJIU3 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila (strain ATCC 7966 / DSM 30187 / KCTC 2358) AOAOH3FS34 Klebsiella aerogenes (strain ATCC 13048 / DSM 30053/ NBRC 13534 / NCIMB 10102)
RIH7V1 Aeromonas molluscorum 848 AOAQOH3H9I7 Klebsiella oxytoca (strain ATCC 8724/ DSM 4798 / JCM 20051/ NRRL B-199/ KCTC 1686)
RIPNM3 Agarivorans albus MKT 106 W1HVX8 Klebsiella pneumoniae 1S39

AOA2NOWRVO Alteromonadales bacterium alter-6D02 W1E6L4 Klebsiella pneumoniae 1546

AOA075P131 Alteromonas australica W1H174 Klebsiella pneumoniae 1SC21

AOALETZ7Y8 Alteromonas confluentis ABT5I2 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (strain ATCC 700721/ MGH 78578)
KO0CzSs8 Alteromonas macleodii (strain Black Sea 11) AOAOH3GI60 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (strain HS11286)
F5ZC46 Alteromonas naphthalenivorans AOAOLOAN15 Klebsiella sp. RIT-PI-d

AO0A2ABAQZ9 Alteromonas pelagimontana AOA0851687 Kluyvera ascorbata ATCC 33433

AOALI0TFZ2 Alteromonas sp. RW2A1 AOAQ71LTY2 Mangrovibacter sp. MFB070

H5UYG5 Atlantibacter hermannii NBRC 105704 AOAON1KN3 Moellerella wisconsensis ATCC 35017

AOA0JBYHNG bacteria symbiont BFo1 of Frankliniella occidentalis F7XY00 Moranella endobia (strain PCIT)

AOA2AS5TOE4 bacterium symbiont of Melanocetus johnsonii AOA090ILP1 Moritella viscosa

QILTK1 via cicadellinicola subsp. isca coagulata H2FU93 Oceanimonas sp. (strain GK1)

AOA0A2WDM7 Beauveria bassiana D1-5 AOA1W6B196 Pantoea alhagi

AOAOE3Y936 Blochmannia endosymbiont of Camponotus (Colobopsis) obliquus DAGLB9 Pantoea ananatis (strain LMG 20103)

AOAOE3Y759 Blc ia endosymbiont of Polyrhachis (t yrma) turneri AOA1VODID9 Pantoea latae

Q7VRBI Bl i U2LAG3 Pantoea sp. AS-PWVM4

P57549 Buchnera aphidicola subsp. Acyrthosiphon pisum (strain APS) AOAOA0Z874 Pantoea sp. PSNIH1

Q89A99 Buchnera aphidicola subsp. Baizongia pistaciae (strain Bp) H3R9BO Pantoea stewartii subsp. stewartii DC283

QO57E4 Buchnera aphidicola subsp. Cinara cedri (strain Cc) AOAOU3THJ9 Pantoea vagans

AOA172WDX8 Buchnera aphidicola subsp. Schlechtendalia chinensis E1SF98 Pantoea vagans (strain C9-1) (Pantoea agglomerans (strain C9-1))
AOA085GI37 Buttiauxella agrestis ATCC 33320 AOA1X1DC65 Pantoea wallisii

AOAOK2BK68 Candidatus Baumannia cicadellinicola C7BJH8 Photorhabdus asymbiotica subsp. asymbiotica (strain ATCC 43949 / 3105-77)
AOA143WST75 Candidatus Doolittlea endobia Q7NOL5 Photorhabdus luminescens subsp. laumondii (strain DSM 15139/ CIP 105565 / TT01)
S3EHH3 Candidatus Photodesmus katoptron Akatl AOA0G3QFB9 Phytobacter ursingii

EOWSHO Candidatus Regiella insecticola LSR1 U3u670 Plautia stali symbiont

/AOA0C1S030 Candidatus Riesia pediculischaeffi PTSU AOA089PRI4 Pluralibacter gergoviae (Enterobacter gergoviae)

W7QIZ6 Catenovulumagarivorans DS-2 AOA090V5PS Pseudescherichia vulneris NBRC 102420

AOA0JBGSM3 Catenovulum maritimum AO0A111QQC4 Pseudoalteromonas denitrificans DSM 6059

WOLCJ6 Chania multitudinisentens RB-25 L8DE29 P luteoviolacea B = ATCC 29581

AOA2N6CI08 Chromatiales bacterium AO0A269PLC2 Pseudoalteromonas sp. NBT06-2

ABAK14 Citrobacter koseri (strain ATCC BAA-895/ CDC 4225-83 / SGSCA696) H21ZI15 Rahnella aquatilis (strain ATCC 33071/ DSM 4594 / JCM 1683/ CIP 78.65)
AOAOVOIYAO Citrobacter sp. 50677481 AOAOB5IHMO Raoultella ornithinolytica (Klebsiella ornithinolytica)

AOA090T Y91 Citrobacter werkmanii NBRC 105721 DAGTX0 Riesia pediculicola (strain USDA)

AOA1H7GNW3 Colwellia chukchiensis AIMM21 Salmonella arizonae (strain ATCC BAA-731/ CDC346-86 / RSK2980)
Q47XMO Colwellia psychrerythraea (strain 34H / ATCC BAA-681) (Vibrio psychroerythus) Q8ZRBY Salmonella typhimurium (strain LT2/ SGSC1412 / ATCC 700720)
AOA2N1IGGE Colwellia sp. 12G3 AOAOF7HCJ2 Serratia fonticola

AOAOS2JHTS Colwellia sp. MT41 D4DW99 Serratia odorifera DSM 4582

AOA1D8RSJ1 Colwellia sp. PAMC 20917 AOA087LOAS Serratia sp. Agl

AOAIVOKU14 Colwellia sp. PAMC 21821 AOA084A5H2 Serratia sp. DD3

ATMFI6 Cronobacter sakazakii (strain ATCC BAA-894) (Enterobacter sakazakii) LOMDHS5 Serratia sp. FGI94

AOA1D8BMZZ2 Edwardsiella hoshinae AOA0Q4MDN6 Serratia sp. Leaf50

G8LPU9 Enterobacter cloacae ECWSU1 QI2LA3 Shewanella denitrificans (strain 0S217/ ATCC BAA-1090 / DSM 15013)
VBA670 Enterobacter cloacae S611 Q07ZY0 Shewanella frigidimarina (strain NCIMB 400)

E3G6W6 Enterobacter lignolyticus (strain SCF1) ASBFTIL Shewanella sediminis (strain HAW-EB3)

AOA285INE9 Enterobacter sp. CC120223-11 AOA2N7DK28 Shewanella sp. 10N.286.48.B5

AOA2I0FSWO Enterobacterales bacterium CwR9%4 AOA2I0DWNS8 Shewanella sp. GutDb-MelDb

LOM5Y0 Enterobacteriaceae bacterium (strain FGI 57) AOA0QOIZQ0 Shewanella sp. P1-14-1

D8MNY4 Erwinia billingiae (strain Eb661) Q83M54 Shigella flexneri

/AOAOUSE7PS Erwinia gerundensis 12BBP9 Shimwellia blattae (strain ATCC 29907 / DSM 4481 / CDC 9005-74)
AOAOL7TGE9 Erwinia iniecta Q2NV77 Sodalis glossinidius (strain morsitans)

ADAO014NTO00 Erwinia mallotivora ADAQ95TEU2 Tatumella morbirosei

AOAO0Q4MFZ9 Erwinia sp. Leaf53 AOA085JASO Tatumella ptyseos ATCC 33301

AOA2GBEMM9 Erwinia sp. OLSSP12 AOAODSCY54 Thalassomonas actiniarum

B2VHU3 Erwinia tasmaniensis (strain DSM 17950/ CIP 109463 / Et1/99) AOA099LFPS Thalassotalea sp. ND16A

AOAOM2K4M9 Erwinia tracheiphila C4LDB5 Tolumonas auensis (strain DSM 9187/ TA4)

POASMO Escherichia coli (strain K12) AOA1MS5X4G9 Vibrio aerogenes CECT 7868

AO0A152UUM3 Escherichia coli 0157:H7 F7YLES Vibrio anguillarum (strain ATCC 68554 / 775) (Listonella anguillarum)
AOA085G788 Ewingella americana ATCC 33852 U3CGP8 Vibrio azureus NBRC 104587

ADALGBXXZ7 Ferrimonas sediminum ADA177XZB3 Vibrio bivalvicida

AOAO0JBYFJ3 Franconibacter pulveris AOA193KAFO Vibrio breoganii

K2J071 Gallaecimonas xiamenensis 3-C-1 ATMVB3 Vibrio campbellii (strain ATCC BAA-1116 / BB120)

AO0A250AYVL Gibbsiella quercinecans E3BHX7 Vibrio caribbeanicus ATCC BAA-2122

G4QK64 Glaciecola nitratireducens (strain JCM 12485/ KCTC 12276 / FR1064) AOALT4PQLO Vibrio cincinnatiensis DSM 19608

K6Y5MO Glaciecola pallidula DSM 14239 = ACAM 615 AOA1BIV7Q7 Vibrio coralliilyticus

H5T729 Glaciecola punicea ACAM 611 AOA2J8GUGE Vibrio diazotrophicus

AOA1A9UKS8 Glossina austeni (Savannah tsetse fly) Q5E6Q3 Vibrio fischeri (strain ATCC 700601 / ES114)

AOA1AIX6F9 Glossina fuscipes fuscipes (Riverine tsetse fly) FOLPI3 Vibrio furnissii (strain DSM 14383/ NCTC 11218)

/AOA1BOC1S6 Glossina palpalis gambiensis AOAOF4ANT13 Vibrio galatheae

AOA097R554 Hafnia alvei FB1 AOA1E5D151 Vibrio genomosp. F6 str. FF-238

AOA094INL7 Idiomarina atlantica AOALY6IPI3 Vibrio mangrovi

ADALGEDNA9 Idiomarina indica C9P5TO Vibrio metschnikovii CIP 69.14

Q5QXP0O Idiomarina loihiensis (strain ATCC BAA-735/ DSM 15497 / L2-TR) AOAO0C3ICZ8 Vibrio mytili

AOA1I6GMQ9 Idiomarina maritima AOAOMOHKRO Vibrio nereis

AOA241R4S8 Idiomarina piscisalsi U4JZR1 Vibrio nigripulchritudo

AOAL1YBEM56 Idiomarina planktonica AOA1R4B1P9 Vibrio palustris

AOA0941UY7 Idiomarina salinarum AO0A1Q9HIU3 Vibrio panuliri

AOAOW1SDH7 Idiomarina sp. H105 P74956 Vibrio parahaemolyticus serotype O3:K6 (strain RIMD 2210633)
AOAOK6GY82 Idiomarina woesei AOA090PBH5 Vibrio ponticus

K2KB65 Idiomarina xi is 10-D-4 U2ZE85 Vibrio proteolyticus NBRC 13287
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A0A231M Y60

Zobellella denitrificans

Uni Prot ID Spezies [Uni Prot ID [Spezies
AOA1E5E3Q1 Vibrio rumoiensis 1S-45

AODAOA5I9 Vibrio sinaloensis

FORHKA Vibrio sp. (strain N418)

AOA2N7GC62 Vibrio sp. 10N.261.55.A7
AO0A2N7DC76 Vibrio sp. 10N.286.49.B3
AOA2N7D1D3 Vibrio sp. 10N.286.49.C2

AOA090R9Z6 Vibrio sp. C7

ADA2A9F432 Vibrio sp. ES.051

AOAOWBIHQ2 Vibrio sp. MEBIC08052

A0A2C6MLVY Vibrio sp. PID17_43

AOA1XIMPJ7 Vibrio sp. qd031

AOA1AG6L020 Vibrio sp. UCD-FRSSP16_10
AOA2NOXR58 Vibrio sp. vnigr-6D03

AOA2NBZDKO Vibrio tapetis subsp. tapetis

B7VHZ8 Vibrio tasmaniensis (strain LGP32) (Vibrio splendidus (strain Mel32))
Q7MMG5 Vibrio vulnificus (strain YJ016)
AO0A1G7ZBVA Vibrio xiamenensis

AOAOMOIRIS Vibrio xuii

Q8D348 Wigglesworthia glossinidia brevipalpis
AOALY2STX4 Xenorhabdus beddingii

D3VoC8 Xenorhabdus bovienii (strain SS-2004)
W1IUD9 Xenorhabdus cabanillasii IM26
AOA068QPK8 Xenorhabdus doucetiae
A0A2G0Q8Q9 Xenorhabdus hominickii
AOAIN6MTNS Xenorhabdus innexi

AOA0J5ISY6 Xenorhabdus khoisanae

AOALI3QIF7 Xenorhabdus mauleonii

D3VL94 Xenorhabdus nematophila (strain ATCC 19061/ DSM 3370/ LMG 1036 / NCIB 9965 / AN6)
AOAD68R1X1 Xenorhabdus poinarii G6
ADA2DOKVLE Xenorhabdus stockiae

W1J054 Xenorhabdus szentirmaii DSM 16338
AOA1Q5U5J1 Xenorhabdus thuongxuanensis
ADA1Y2SK35 Xenorhabdus vietnamensis

CASTRO Yersinia mollaretii ATCC 43969
QowcCC8 Yersinia pestis

ADA085U5A8 Yersinia ruckeri

AOA2N5EQP6 Yersiniaceae bacterium 20161503
G9Z49%4 ‘Yokenella regensburgei ATCC 43003
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Tabelle S4: 183 nichtredundante Orthologe aus der Uni Prot Datenbank ,,Microbial Proteomes* mit mindestens 44%
Ubereinstimmung und héchstens 10% Sequenzlangenabweichung zu Evgs aus E. coli K-12.

Uni Prot ID Spezies Uni Prot ID Spezies

AOAOM7P199 Achromobacter sp. VBK1X7 Escherichia coli LAU-EC10

WOLJ93 Chania multitudinisentens RB-25 ADA1X314MO Escherichia coli M056

AOA2J7P3D5S Enterobacter cancerogenus AOAOKITDAL Escherichia coli M114

AOA2I6E5V3 Enterobacter cancerogenus FAT1G8 Escherichia coli M605

B7LBS3 Escherichia coli (strain 55989 / EAEC) FATH46 Escherichia coli M718

EOIXQ2 Escherichia coli (strain ATCC 9637 / CCM 2024 / DSM 1116 / NCIMB 8666 / NRRL B-766 / W) E9YQL9 Escherichia coli M863

AOA140N502 Escherichia coli (strain B/ BL21-DE3) M9FUQO Escherichia coli MP021561.2

P30855 Escherichia coli (strain K12) D7Y3V7 Escherichia coli MS 115-1

DBA5X9 Escherichia coli (strain MS 21-1) E9TL35 Escherichia coli MS 117-3

B616S1 Escherichia coli (strain SE11) D8E2V6 Escherichia coli MS 119-7

B1LMG6 Escherichia coli (strain SMS-3-5/ SECEC) E1J8U4 Escherichia coli MS 124-1

AOAOE2L3T1 Escherichia coli (strain UMEA 3162-1) ELIV22 Escherichia coli MS 145-7

Q1R8Z6 Escherichia coli (strain UTI89 / UPEC) D7XF46 Escherichia coli MS 198-1

12SY04 Escherichia coli 1.2264 D7ZGT9 Escherichia coli MS 69-1

12RIC9 Escherichia coli 1.2741 D7XJQ1 Escherichia coli MS 84-1

uoY7B4 Escherichia coli 110957 E6BH36 Escherichia coli MS 85-1

A0A125X114 Escherichia coli 1-110-08_S3_C1 AOAQH2Z166 Escherichia coli 01:K1/ APEC

U9YsB8 Escherichia coli 113290 AOA2S1VEF4 Escherichia coli 0103 str. RM8385

U9XLP8 Escherichia coli 113303 C8U7Q6 Escherichia coli 0103:H2 (strain 12009 / EHEC)
AOAO0B0IRYS Escherichia coli 1-250-04_S3_C2 AOAOEOXZS1 Escherichia coli 0104:H4 (strain 2011C-3493)
AOAOE1LZS9 Escherichia coli 1303 C8UDV4 Escherichia coli O111:H- (strain 11128/ EHEC)
AOA0741F92 Escherichia coli 1-392-07_S4_C1 KavT98 Escherichia coli 0111:H11 str. CVM9455
AOAO080FP10 Escherichia coli 1-392-07_S4_C3 KAWFX5 Escherichia coli 0111:H8 str. CVM9634
12XDG8 Escherichia coli 2.3916 ADA027TYX3 Escherichia coli O111:NM str. K6722
AOA029IQR5 Escherichia coli 2-005-03_S4_C2 AOA028EE26 Escherichia coli 0118:H16 str. 2009C-4446
AOA029HUT2 Escherichia coli 2-005-03_S4_C3 AOA2S1URSO Escherichia coli 0121 str. RM8352
AOA070VBK2 Escherichia coli 2-177-06_S3_C2 AOAOE2TYN7 Escherichia coli 0121:H19 str. 2010C-3609
AOA070SXZ8 Escherichia coli 2-210-07_S3_C3 B7UGB0 Escherichia coli 0127:H6 (strain E2348/69 / EPEC)
E3XQF7 Escherichia coli 2362-75 AOA070FHQ2 Escherichia coli 0128:H2 str. 2011C-3317
AOA073G510 Escherichia coli 2-427-07_S4_C3 ATZPH6 Escherichia coli 0139:H28 (strain E24377A / ETEC)
AOA069XSM9 Escherichia coli 3-373-03_S4_C2 A0A023Z0J5 Escherichia coli 0145:H28 str. RM 12581
12USVv4 Escherichia coli 4.0522 ADA025CY49 Escherichia coli 0145:NM str. 2010C-3526
12WVKO0 Escherichia coli 4.0967 AOA1Z3VIC2 Escherichia coli 0157

AOAOE1SYJL Escherichia coli 53638 P58402 Escherichia coli 0157:H7

AOAO073UIA2 Escherichia coli 5-366-08_S1_C1 AOAOH3PXV8 Escherichia coli 0157:H7 (strain EC869)
AOA073HBY5 Escherichia coli 5-366-08_S1_C3 AOAOF6FA92 Escherichia coli O157:H7 str. SS52

12WGW5 Escherichia coli 9.0111 B7N5X0 Escherichia coli 017:K52:H18 (strain UMNO026 / EXPEC)
VOSE9S Escherichia coli 907672 ADA026UKES Escherichia coli O174:H8 str. 04-3038

u9z1z2 Escherichia coli 907713 ADA192C9B9 Escherichia coli 025b:H4

VOXQ83 Escherichia coli 908525 WB8ZUA5 Escherichia coli 025b:H4-ST131

\V0Z9D8 Escherichia coli 908573 AOA2S1VN18 Escherichia coli 026 str. RM10386

uozZwT8 Escherichia coli 909945-2 AOAOABUBPO Escherichia coli 026:H11

125203 Escherichia coli 97.0246 B7MH30 Escherichia coli 045:K1 (strain S88 / EXPEC)
VBFXX2 Escherichia coli 99.0741 D3QLW5 Escherichia coli O55:H7 (strain CB9615 / EPEC)
VBFJT8 Escherichia coli ATCC BAA-2209 AOAOH2V999 Escherichia coli O6:H1 (strain CFT073/ ATCC 700928 / UPEC)
D6HZF1 Escherichia coli B088 ADA028ATU2 Escherichia coli O69:H11 str. 08-4661

D619U8 Escherichia coli B185 AOAOH3MSK3 Escherichia coli O7:K1 (strain 1AI39 / EXPEC)
D6ID98 Escherichia coli B354 AOAOEOVBES Escherichia coli O7:K1 str. CE10

J7QNQ3 Escherichia coli chi7122 E3PEX7 Escherichia coli O78:H11 (strain H10407 / ETEC)
FANCX4 Escherichia coli D9 B7MY29 Escherichia coli 081 (strain ED1a)

H4IDT6 Escherichia coli DEC1B AOAOH3EMQ3 Escherichia coli O83:H1 (strain NRG 857C / AIEC)
H4lUU6 Escherichia coli DEC1C ADAOG3K7R9 Escherichia coli PCN033

H4AAT8 Escherichia coli DEC1ID AOA1X3LG18 Escherichia coli TA054

H4KIN8 Escherichia coli DEC2C ADA1X3MOI3 Escherichia coli TA249

HALF03 Escherichia coli DEC2E ADA1X302T7 Escherichia coli TA447

H4ULZ3 Escherichia coli DEC6A E9XKN5 Escherichia coli TW10509

WIWW76 Escherichia coli DORA_A_5_14 21 T8ZZW8 Escherichia coli UMEA 3200-1

ADALX3IL12 Escherichia coli E1114 TODUY4 Escherichia coli UMEA 3212-1

ADAOAOFDL8 Escherichia coli G3/10 TISANG Escherichia coli UMEA 3718-1

AOA1X3JFBL Escherichia coli H386 GOFEV9 Escherichia coli UMNF18

AOA1X3KZY5 Escherichia coli H420 AOAOEQUIMO Escherichia coli UMNK88

ADA1X3KESO Escherichia coli H461 10vT02 Escherichia coli W26

F4VEI3 Escherichia coli H591 AOAQF6C766 Escherichia coli Xuzhou21

F4SH15 Escherichia coli H736 AOA085H3YD Hafnia alvei ATCC 13337

V2QQX7 Escherichia coli HVH 50 (4-2593475) AOA097R8FO Hafnia alvei FB1

T6HL25 Escherichia coli HVH 70 (4-2963531) AO0A18IWQT7 Klebsiella oxytoca

T6MBBO Escherichia coli HVH 87 (4-5977630) AOAOLOARCL Klebsiella sp. RIT-PI-d

L2UWT8 Escherichia coli KTE10 AOA1Q5VC96 Serratia fonticola

S1H550 Escherichia coli KTE100 AOA1CTWG24 Serratia sp. 14-2641

S112v8 Escherichia coli KTE107 16DXX3 Shigella boydii 4444-74

SIHRU7 Escherichia coli KTE108 F3WKA7 Shigella boydii 5216-82

LAVOE6 Escherichia coli KTE112 E7SY87 Shigella boydii ATCC 9905

L4J4C0 Escherichia coli KTE146 B2TWW9 Shigella boydii serotype 18 (strain CDC 3083-94 / BS512)
S1P767 Escherichia coli KTE182 Q31YAL Shigella boydii serotype 4 (strain Sh227)
L3C6K8 Escherichia coli KTE193 B3X0G4 Shigella dysenteriae 1012

SOVXP7 Escherichia coli KTE20 F3v7z2 Shigella dysenteriae 155-74

S0Y1C9 Escherichia coli KTE37 F3VB78 Shigella dysenteriae 155-74

S0Z629 Escherichia coli KTE38 E2XDVO Shigella dysenteriae 1617

S1DE60 Escherichia coli KTE64 AOADATA2V2 Shigella dysenteriae 1617

L3P598 Escherichia coli KTEG6 16FPU8 Shigella dysenteriae 225-75

S1F2B8 Escherichia coli KTE73 E7SP95 Shigella dysenteriae CDC 74-1112

1.3Q243 Escherichia coli KTE75 Q328A1 Shigella dysenteriae serotype 1 (strain Sd197)
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AOAOUIHYP4

Yersinia rohdei

Uni Prot ID Spezies [Uni Prot ID [Spezies
AOA090N9Z1 Shigella dysenteriae WRSd3

KOX0P3 Shigella flexneri 1485-80

16BH47 Shigella flexneri 2850-71

A0A226KD62 Shigella flexneri 2a str. 301

AO0A127GTQ3 Shigella flexneri 4c

AOAOF6MFI8 Shigella flexneri 5a str. M90T

E7TDE3 Shigella flexneri CDC 796-83

F5NYD8 Shigella flexneri K-227

16C1J3 Shigella flexneri K-315

QoT2C7 Shigella flexneri serotype 5b (strain 8401)
D2AG60 Shigella flexneri serotype X (strain 2002017)
F5N480 Shigella flexneri VA-6

Q3YZG0 Shigella sonnei (strain Ss046)
A0A142H921 Shigella sp. PAMC 28760

ADA209AX16 Yersinia frederiksenii

ADA209A2)9 Yersinia frederiksenii

ADAOTIN34L Yersinia intermedia

AOA2RANMPO Yersinia massiliensis
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Tabelle S5: 793 nichtredundante Orthologe aus der Uni Prot Datenbank ,Microbial Proteomes* mit mindestens 44%
Ubereinstimmung und héchstens 10% Sequenzlangenabweichung zu EnvZ aus E. coli K-12.

Uni Prot ID Spezies Uni Prot ID Spezies

AOAOM7GAYO0 Achromobacter sp. AOAOX4EQ51 Enterobacter cloacae complexsp. GN04363
AOAOMO9J588 Achromobacter sp. AOA161ZRV5 Enterobacter cloacae complexsp. GN04787
AOA1B9PAI9 Aliivibrio fischeri AOA162TYJ9 Enterobacter cloacae complexsp. GN06232
AOA1E5ALM3 Aliivibrio fischeri AOA1C7ZNR3 Enterobacter cloacae complexsp. SMART_763
AOAIBINVK1 Aliivibrio logei G8LIBO Enterobacter cloacae ECWSU1

B6EPQ4 Aliivibrio salmonicida (strain LFI1238) WO0BJJ3 Enterobacter cloacae P101

AOA1B9PQT3 Aliivibrio sp. 15175 V5AVKO Enterobacter cloacae S611

AOA0901IC3 Aliivibrio wodanis AOAOFOTBX8 Enterobacter cloacae subsp. cloacae
H5V3D5 Atlantibacter hermannii NBRC 105704 AOA246P6C8 Enterobacter cloacae subsp. cloacae
AOA0J9B555 bacteria symbiont BFo1 of Frankliniella occidentalis AOAOH3CUGD Enterobacter cloacae subsp. cloacae (strain ATCC 13047/ NCDC 27956)
AOA0JBYM61 bacteria symbiont BFo2 of Frankliniella occidentalis AOAOM1R9KO Enterobacter cloacae subsp. dissolvens SDM
AOA1Q4PIN5 BMT49_24555 V3E041 Enterobacter cloacae UCICRE 12
AOAOGAIUL3 Brenneria goodwinii AOAOM2BWS8 Enterobacter cloacae UCICRE 3

G7LV48 Brenneria sp. EniD312 AO0A246L8K8 Enterobacter hormaechei

AOA2C6DGK3 Budvicia aquatica F552X8 Enterobacter hormaechei ATCC 49162
AOA085GOW4 Buttiauxella agrestis ATCC 33320 AOAOW1YL96 Enterobacter hormaechei subsp. oharae
AOA1B7IHA3 Buttiauxella brennerae ATCC 51605 AOAOELIHG2 Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii
AOA1B7IKM1 Buttiauxella ferragutiae ATCC 51602 AOAOFOYAB7 Enterobacter kobei

AOA1B710Q7 Buttiauxella gaviniae ATCC 51604 E3GB28 Enterobacter lignolyticus (strain SCF1)
AOA1B7HIG8 Buttiauxella noackiae ATCC 51607 AOA198GZX1 Enterobacter soli ATCC BAA2102
WOHH31 Candidatus Sodalis pierantonius str. SOPE A4WFI2 Enterobacter sp. (strain 638)

S3ILA2 Cedecea davisae DSM 4568 AOAOVODYBL Enterobacter sp. 50588862

AOA089Q5D7 Cedecea neteri JOMGX4 Enterobacter sp. Agl

AOA1X7IMPO Cedecea sp. NFIX57 AOA0JIVEP2 Enterobacter sp. BIDMC92

WOLCJ4 Chania multitudinisentens RB25 W7NNK9 Enterobacter sp. DC4

AOA083ZGK7 Citrobacter amalonaticus AO0A127KX40 Enterobacter sp. FYO7

AOAOF6TXL3 Citrobacter amalonaticus Y19 AOAOJONTS3 Enterobacter sp. GN02600

AOA1ROFWI0 Citrobacter braakii AOA1E9Y2)7 Enterobacter sp. HMSC055A11
AO0A023V4AM6 Citrobacter freundii CFNIH1 AOA1E5MPC8 Enterobacter sp. kubf2

AOA064D5S0 Citrobacter freundii MGH 56 AOAOE2M 624 Enterobacter sp. MGH 14

ABAQVB Citrobacter koseri (strain ATCC BAA895 / CDC 422583 / SGSC4696) V3P7Q5 Enterobacter sp. MGH 24

AOAOA1RGI3 Citrobacter pasteurii AOA1K1ZDN2 Enterobacter sp. NFIX03

D2TLN5 Citrobacter rodentium (strain 1CC168) AOA1UEHXL5 Enterobacter sp. NFR05

AODAOVOI7B1 Citrobacter sp. 50677481 RIVRP7 Enterobacter sp. R4368

AOA1VANX48 Citrobacter sp. A316 AO0A175S8H7 Enterobacter xiangfangensis

RBWM42 Citrobacter sp. KTE151 LOMO0Z1 Enterobacteriaceae bacterium (strain FGI 57)
AOA0J1ISB2 Citrobacter sp. MGH100 E5SYM27 Enterobacteriaceae bacterium9_2_54FAA
AOA0JIKZF9 Citrobacter sp. MGH103 AOA1E5BMWO Enterovibrio calviensis FF85
AOA0JILZXO0 Citrobacter sp. MGH105 AOA135IB75 Enterovibrio coralii

AOAOQJILI93 Citrobacter sp. MGH106 AOA1T4UH36 Enterovibrio nigricans DSM 22720
AOA0JIMPX6 Citrobacter sp. MGH109 AOA1I5PFU2 Enterovibrio norvegicus DSM 15893
AOA1X4HLO3 Citrobacter werkmanii AOA1E5CFS2 Enterovibrio norvegicus FF454
AOA090UIN4 Citrobacter werkmanii NBRC 105721 AOA1C3EJ8L Enterovibrio pacificus

D4BI29 Citrobacter youngae ATCC 29220 D41336 Erwinia amylovora (strain CFBP1430)
/AOA198G1F5 Cosenzaea myxofaciens ATCC 19692 D8MY26 Erwinia billingiae (strain Eb661)

K8A019 Cronobacter condimenti 1330 AOAQOUSL125 Erwinia gerundensis

K8B4P8 Cronobacter dublinensis 1210 AOAOL7TEGL Erwinia iniecta

AOAOK2P6X2 Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis LMG 23823 AOA014NAW6 Erwinia mallotivora

K8C3R2 Cronobacter malonaticus 507 \5ZCT79 Erwinia piriflorinigrans CFBP 5888
AOAQU4H387 Cronobacter malonaticus LMG 23826 E3DIQ6 Erwinia sp. (strain Ejp617)

K8A9J3 Cronobacter muytjensii 530 AOA0Q4N4Z9 Erwinia sp. Leaf53

AOAOK2P8H5 Cronobacter muytjensii ATCC 51329 B2VIVO Erwinia tasmaniensis (strain DSM 17950 / CIP 109463 / Et1/99)
ATMGC8 Cronobacter sakazakii (strain ATCC BAA894) AOAOM2KDY6 Erwinia tracheiphila

K8D7TW7 Cronobacter sakazakii 696 AOADA3YWU4 Erwinia typographi

K8CG24 Cronobacter sakazakii 701 B1EI55 Escherichia albertii (strain TW07627)
C9Y288 Cronobacter turicensis (strain DSM 18703/ LMG 23827 / z3032) AOA1X3JPCO Escherichia albertii B156

K8BCC7 Cronobacter turicensis 564 WOAVU2 Escherichia albertii KF1

K8DGS3 Cronobacter universalis NCTC 9529 ADAIV2GIM7 Escherichia coli

AOAOA3ZIAS Dickeya chrysanthemi A0A228XD68 Escherichia coli

C6CH25 Dickeya chrysanthemi (strain Ech1591) B7L4T4 Escherichia coli (strain 55989 / EAEC)
E0SJT2 Dickeya dadantii (strain 3937) E0IZW9 Escherichia coli (strain ATCC 9637/ NRRL B766 / W)
C6C7Z5 Dickeya paradisiaca (strain Ech703) /AOA140N5C3 Escherichia coli (strain B/ BL21DE3)
/AOA089V5HO Dickeya solani POAEJ4 Escherichia coli (strain K12)

u6zD14 Dickeya solani D s04321 D8A6U3 Escherichia coli (strain MS 211)

D2BY53 Dickeya zeae (strain Ech586) B612W6 Escherichia coli (strain SE11)
AOAOABFI12 Dickeya zeae EC1 B1LHK4 Escherichia coli (strain SMS35 / SECEC)
AOA076LMK1 Edwardsiella anguillarum ET080813 AOAOE2LOCA Escherichia coli (strain UMEA 31621)
AOA1D8MUI9 Edwardsiella hoshinae QIR5NL Escherichia coli (strain UTI89 / UPEC)
C5BGS5 Edwardsiella ictaluri (strain 93146) 128Vv14 Escherichia coli 1.2264

AOA034T3E3 Edwardsiella piscicida 12REG2 Escherichia coli 1.2741

AOA1D7VCF6 Edwardsiella piscicida U9YGA2 Escherichia coli 110957

D0ZG11 Edwardsiella tarda (strain EIB202) AOA125W X41 Escherichia coli 111008_S3_C1
AOAOH3DWZ4 Edwardsiella tarda (strain FL660) U9YGB8 Escherichia coli 113290

M0Q802 Edwardsiella tarda ATCC 1594 U9XQo1 Escherichia coli 113303

DA4FA97 Edwardsiella tarda ATCC 23685 AOA0171764 Escherichia coli 117605_S3_C2
AOA0X8QIMO Enterobacter agglomerans AOA080IFC4 Escherichia coli 125004_S3_C2

G2S2H5 Enterobacter asburiae (strain LF7a) AOAOEIM2I3 Escherichia coli 1303

D2ZIR2 Enterobacter cancerogenus ATCC 35316 AOA074HRUO Escherichia coli 139207_S4_C1
AOA1S2AN28 Enterobacter cloacae complex'Hoffmann cluster IV /AOAOBOFNES Escherichia coli 139207_S4_C3
AOAOF1AVO5 Enterobacter cloacae complexsp. 35699 12X594 Escherichia coli 2.3916

AOAOF4BN61 Enterobacter cloacae complexsp. CIDEIMsCOL9 A0A02911U3 Escherichia coli 200503_S4_C2
ADA0X6Z051 Enterobacter cloacae complexsp. GN02468 AOA029H1J1 Escherichia coli 200503_S4_C3
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ADA062Y5U5 Escherichia coli 201108_S1_C1 D7ZAG5 Escherichia coli MS 691

AOA070UVW7 Escherichia coli 217706_S3_C2 D7XWB6 Escherichia coli MS 841

AOA070SJ20 Escherichia coli 221007_S3_C3 E6BIF9 Escherichia coli MS 851

E3XSW3 Escherichia coli 236275 AOAOH2Z4EOQ Escherichia coli O1:K1/ APEC

AOAO073FQR1 Escherichia coli 242707_S4_C3 C8TY20 Escherichia coli 0103:H2 (strain 12009 / EHEC)
AOA073GJ49 Escherichia coli 326703_S4_C1 AOAOEOXUU4 Escherichia coli 0104:H4 (strain 2011C3493)
AOA069XU89 Escherichia coli 337303_S4_C2 CBUHN5 Escherichia coli O111:H (strain 11128/ EHEC)
12U166 Escherichia coli 4.0522 K4XBGI Escherichia coli O111:H11 str. CVM9455
12X1A2 Escherichia coli 4.0967 KA4VG05 Escherichia coli O111:H8 str. CVM9634
AOAOE1ISZY3 Escherichia coli 53638 AO0A027U142 Escherichia coli O111:NM str. K6722
AOA073UPJ2 Escherichia coli 536608_S1_C1 AOA028E932 Escherichia coli 0118:H16 str. 2009C4446
AOA073H4V8 Escherichia coli 536608_S1_C3 AOAOE2TQV4 Escherichia coli 0121:H19 str. 2010C3609
14T7Q2 Escherichia coli 54115 B7UKA9 Escherichia coli 0127:H6 (strain E2348/69 / EPEC)
AOA0B0EU35 Escherichia coli 653708_S1_C3 AOAO70FCT8 Escherichia coli 0128:H2 str. 2011C3317
12WEMO Escherichia coli 9.0111 ATZST2 Escherichia coli 0139:H28 (strain E24377A / ETEC)
VOSG68 Escherichia coli 907672 AOA070DFQO Escherichia coli 0145:H25 str. 073858

uozTI2 Escherichia coli 907713 ADA0232435 Escherichia coli 0145:H28 str. RM12581
VOVID1 Escherichia coli 908519 ADA025CP53 Escherichia coli O145:NM str. 2010C3526
VOXFKO Escherichia coli 908525 ADAO070DSA7 Escherichia coli 0146:H21 str. 2010C3325
\VOYI39 Escherichia coli 908573 AOA1Z3UYQ7 Escherichia coli 0157

VOAZG6 Escherichia coli 9099452 Q8X731 Escherichia coli 0157:H7

12RSG8 Escherichia coli 97.0246 AOAOH3PTN3 Escherichia coli 0157:H7 (strain EC869)
VBFW35 Escherichia coli 99.0741 AOAOF6FD96 Escherichia coli 0157:H7 str. SS52

VBFI90 Escherichia coli ATCC BAA2209 B7NE09 Escherichia coli 017:K52:H18 (strain UMN026 / EXPEC)
D61282 Escherichia coli B088 AOA026VER9 Escherichia coli 0174:H8 str. 043038

DBIET7 Escherichia coli B185 'AOA192CCQ6 Escherichia coli O25h:H4

D6IFY0 Escherichia coli B354 WB8ZXF6 Escherichia coli O25b:H4ST131

J7QS12 Escherichia coli chi7122 AOAOABUF11 Escherichia coli 026:H11

FANNBS Escherichia coli D9 D3GZM2 Escherichia coli 044:H18 (strain 042/ EAEC)
H41H68 Escherichia coli DEC1B B7MDNO Escherichia coli 045:K1 (strain S88 / EXPEC)
HaY47 Escherichia coli DEC1C D3QTM1 Escherichia coli 055:H7 (strain CB9615 / EPEC)
H4JEO7 Escherichia coli DEC1D AOAOH2VD53 Escherichia coli O6:H1 (strain CFT073/ ATCC 700928 / UPEC)
H4KNO1 Escherichia coli DEC2C AOA028ANPS Escherichia coli 069:H11 str. 084661

H4LI76 Escherichia coli DEC2E AOAOH3MLR3 Escherichia coli O7:K1 (strain 1AI39/ EEC)
H4UQB6 Escherichia coli DEC6A AOAOEOVBQ6 Escherichia coli O7:K1 str. CE10

AOALX3IGW1 Escherichia coli E1114 E3PLL1 Escherichia coli O78:H11 (strain H10407 / ETEC)
AOAOAOFHD4 Escherichia coli G3/10 B7N137 Escherichia coli 081 (strain ED1a)
AOA1X3)BD9 Escherichia coli H386 AOAOH3EQK3 Escherichia coli 083:H1 (strain NRG 857C / AIEC)
ADAIX3KX55 Escherichia coli H420 ADAOG3K9Y0D Escherichia coli PCN033

ADA1X3K300 Escherichia coli H461 AOA1X3LCRL Escherichia coli TA054

F4VK40 Escherichia coli H591 AOALX3LPX9 Escherichia coli TA249

F4sQD5 Escherichia coli H736 FAVIA2 Escherichia coli TA280

TSUIRE Escherichia coli HVH 25 (45851939) AOA1X3IUS2 Escherichia coli TA447

TE6AINT Escherichia coli HVH 41 (42677849) E9XTB3 Escherichia coli TW10509

V2RTW4 Escherichia coli HVH 50 (42593475) AOA064T8MS Escherichia coli UCI 65

TE6GKE7 Escherichia coli HVH 70 (42963531) T9A1C3 Escherichia coli UMEA 32001

T6LSR9 Escherichia coli HVH 87 (45977630) TICLF2 Escherichia coli UMEA 32121

W1G424 Escherichia coli 1ISC11 V2SRN2 Escherichia coli UMEA 33231

WI1HIV6 Escherichia coli 1ISC56 T9S324 Escherichia coli UMEA 37181

WI1ETV2 Escherichia coli ISC7 GOF772 Escherichia coli UMNF18

T8KCI4 Escherichia coli KOEGE 71 (186a) AOAOEOU4GE Escherichia coli UMNK88

L2VFB5 Escherichia coli KTE10 1ovwe4 Escherichia coli W26

S1GIC6 Escherichia coli KTE100 AOAOF6CIY9 Escherichia coli Xuzhou21

SIHTD3 Escherichia coli KTE107 B7LSA7 Escherichia fergusonii (strain ATCC 35469 / DSM 13698 / CDC 056873)
S1IND4 Escherichia coli KTE108 FOJus4 Escherichia fergusonii ECD227

L4V4HO Escherichia coli KTE112 L2VK96 Escherichia sp. KTE11

L41YQ3 Escherichia coli KTE146 SOUAH5 Escherichia sp. KTE114

S1PIM3 Escherichia coli KTE182 SILF37 Escherichia sp. KTE159

L3C2K4 Escherichia coli KTE193 SOXEF7 Escherichia sp. KTE31

SOVHUS Escherichia coli KTE20 S1ICHWO Escherichia sp. KTE52

L2XA22 Escherichia coli KTE21 S1FPD3 Escherichia sp. KTE96

R8XC97 Escherichia coli KTE33 ADA090V5C2 Escherichia vulneris NBRC 102420

SOXP38 Escherichia coli KTE37 AOA085G574 Ewingella americana ATCC 33852

SOYW90 Escherichia coli KTE38 AOA0J8Y5H1 Franconibacter pulveris

S1D5L6 Escherichia coli KTE64 AOA128FD34 Grimontia celer

L3NVW9 Escherichia coli KTE66 DO01469 Grimontia hollisae CIP 101886

S1EAH5 Escherichia coli KTE73 R1IM18 Grimontia indica

L3PZG6 Escherichia coli KTE75 AOA128F7TWS5 Grimontia marina

L3QB37 Escherichia coli KTE76 AOAOF5ZR84 Grimontia sp. AD028

VBIN44 Escherichia coli LAUEC10 ADA085H2B6 Hafnia alvei ATCC 13337

ADA1X3I115 Escherichia coli M056 G9Y419 Hafnia alvei ATCC 51873

AOAOKITEIL Escherichia coli M114 AOA097R778 Hafnia alvei FB1

F4T4U0 Escherichia coli M605 ADA1S8YKY6 Izhakiella australiensis

FATLE4 Escherichia coli M718 AOAOH3FMG5 Klebsiella aerogenes (strain ATCC 13048/ NCTC 10006)
E9YVD1 Escherichia coli M863 AOA0J2H344 Klebsiella michiganensis

MOGBW2 Escherichia coli MP021561.2 H3N490 Klebsiella michiganensis

D7Y617 Escherichia coli MS 1151 AOAOH3H307 Klebsiella oxytoca (strain ATCC 8724/ KCTC 1686)
E9TFRO Escherichia coli MS 1173 /AOA068HIH8 Klebsiella oxytoca KONIHL

DB8EB59 Escherichia coli MS 1197 B5XTT3 Klebsiella pneumoniae (strain 342)

EL1VB Escherichia coli MS 1241 AOAOELIC7X0 Klebsiella pneumoniae 30660/NJST258_1
E1INZ6 Escherichia coli MS 1457 W8VDI1 Klebsiella pneumoniae 30684/NJST258_2
D7X8s5 Escherichia coli MS 1981 VOB100 Klebsiella pneumoniae 909957
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W1HUGY Klebsiella pneumoniae 1S39 J7L4A8 Pectobacterium carotovorumsubsp. carotovorum PCC21
W1DT00 Klebsiella pneumoniae 1S43 AOAQ0J5XPM4 Pectobacterium carotovorumsubsp. carotovorum UGC32
W1DXC8 Klebsiella pneumoniae 1S46 AOA094UCS9 Pectobacterium carotovorumsubsp. odoriferum
WI1ELZ7 Klebsiella pneumoniae 1S53 DOKBD1 Pectobacterium parmentieri (strain WPP163)
AOALYOPTW2 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae /AOAOH3IB70 Pectobacteriumsp. (strain SCC3193)

ABTF27 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (strain ATCC 700721/ MGH 78578) AOA1D7YYU2 Pectobacterium wasabiae CFBP 3304
AOAOH3H416 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (strain HS11286) AOA1V3W986 Pedobacter himalayensis

J2LNU3 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae DSM 30104 AOAODS8MND1 Photobacteriumangustum

C8TCE2 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ATCC 13884 AOAODSQZTO Photobacteriumangustum

R4Y8F9 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis SB3432 Q1ZKA9 Photobacteriumangustum (strain S14 / CCUG 15956)
AOA060VBK2 Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae AOA090QV42 Photobacteriumaphoticum

AOA1F2MOLO Klebsiella sp. HMSC16C06 AOA0JLIYVO Photobacteriumaquae

AOA1D8KO0Q9 Klebsiella sp. LTGPAF6F AOAIABTIU9 Photobacterium aquimaris

JSYCAS Klebsiella sp. OBRC7 AOA1BBHWH9 Photobacteriumaquimaris

AOAOLOAV70 Klebsiella sp. RITPId AOA1Q9H284 Photobacterium damsela subsp. piscicida
AOAOB7GAX7 Klebsiella variicola AOAODSLH30 Photc iumd lae subsp. d I
AOA085IHE2 Kluyvera ascorbata ATCC 33433 AOA1C3DIZ9 Photobacterium damselae subsp. damselae
AOA1B7K7D2 Kluyvera georgiana ATCC 51603 D0Z1B7 Photobacterium damselae subsp. damselae CIP 102761
AOAOG3QFY4 Kluyvera intermedia AOA0C5WJ68 Photobacterium gaetbulicola Gung47
AOA1U7ELD5 Kosakonia cowanii AOA066RNN7 Photobacterium galatheae

AOA1T5H074 Kosakonia oryzae ADAQJLITX9 Photobacteriumganghwense

AOA1CAC5X9 Kosakonia oryzendophytica AOAOF5VDJ9 Photobacterium halotolerans

AOA1CACYH2 Kosakonia oryziphila AOAODBQ3K0 Photobacteriumiiliopiscarium

AOAIVOL7Y6 Kosakonia radicincitans DSM 16656 AOA178KKK5 Photobacterium jeanii

W6J586 Kosakonia sacchari SP1 AOAQOH3T1I1 Photobacterium kishitanii

AO0A1V2Z3Y0 Leclercia adecarboxylata AOAOD8N462 Photobacterium leiognathi

AOA0J6M 930 Leclercia sp. LK8 AOAOU1P8Y4 Photobacterium leiognathi Irivu.4.1
AOAL1AIFGWO Lelliottia amnigena AOAOMOYFB15 Photc ium lei isubsp.

AOA066P7U9 Lelliottia amnigena CHS 78 F2PBH8 Photc ium subsp. is svers.1.1.
AOALJ5WCP9 Lelliottia nimipressuralis L8J8Z0 Photobacterium marinum

AOA085HCR4 Leminorella grimontii ATCC 3399 AOA1ABUKS8 Photobacterium phosphoreum

AOA1X3RIZ1 Lonsdalea britannica AOAOB7J7B4 Photobacterium phosphoreum ANT2200
AOA1X3RU9S Lonsdalea iberica AOALTSISL2 Photobacterium piscicola

AOALX3RGVT Lonsdalea populi Q6LVQL Photobacterium profundum (strain SS9)
AOA1H4FA36 Lonsdalea quercina Q1z2L1 Photobacterium profundum 3TCK

AOA1B7LALS Mangrovibacter phragmitis AOA1QIGGH8 Photobacterium proteolyticum

AOAOQ71LTO5 Mangrovibacter sp. MFB070 A0A135ZQP7 Photobacteriumsanguinicancri

AOAOH2QFVL Moellerella wisconsensis Q2BYF8 Photobacteriumsp. SKA34

/AOAON0Z902 Moellerella wisconsensis ATCC 35017 AOA0J8VD92 Photobacterium swingsii

M7D0Z7 Morganella morganii SCO1 AOA1T4S1Q5 Photobacteriumtoruni

J7TTBT7 Morganella morganii subsp. morganii KT C7BGS5 Photorhabdus asymbiotica subsp. asymbiotica (strain ATCC 43949 / 310577)
AOA1B8H308 Morganella psychrotolerans AOA1COU8J0 Photorhabdus asymbiotica subsp. australis
AOA1B7KIW3 Obesumbacterium proteus ATCC 12841 AOAOM9DICL Photorhabdus heterorhabditis

AOA0591BZ9 Pantoea agglomerans Eh318 Q7N9U8 Photorhabdus luminescens subsp. laumondii (strain DSM 15139 / CIP 105565 / TT01)
AOAIW6B3GL Pantoea alhagi U7ROP4 Photorhabdus temperata J3

A0A221INBX4 Pantoea ananas W3V724 Photorhabdus temperata subsp. khanii NC19
AOAOH3L808 Pantoea ananatis (strain AJ13355) TOQIB7 Pt subsp. M1021
D4AGD23 Pantoea ananatis (strain LMG 20103) AOA081RZZ1 Photorhabdus temperata subsp. temperata Meg1
AOAOF5FCB7 Pantoea anthophila AOAOF7LLE7 Photorhabdus temperata subsp. thracensis
AOA1X1CCO00 Pantoea calida u3u262 Plautia stali symbiont

AOA1X1BY95 Pantoea conspicua AOA1A9AUCS Plesiomonas shigelloides

AOA1X1EZJ6 Pantoea cypripedii RBASQ3 Plesiomonas shigelloides 30273

AOA1X1DW51 Pantoea deleyi AOA089PGP3 Pluralibacter gergoviae

A0A147G2Z8 Pantoea dispersa AOAOG3CFV7 Pragia fontium

AOA1X1DU53 Pantoea gaviniae AOA1B7JT40 Proteus hauseri ATCC 700826

ADA1VODP43 Pantoea latae VBMFV6 Proteus hauseri ZMd44

AOAOBIR7K3 Pantoea rodasii B4EZ)4 Proteus mirabilis (strain H14320)

AOALXICTS4 Pantoea rwandensis AOA1F2HHLS Proteus sp. HMSC10D02

AOA1IM5WNES Pantoea sesami AOA1F2K2H2 Proteus sp. HMSC14B05

E6WHO04 Pantoea sp. (strain At9b) AOA0GAQGY1L Proteus vulgaris

AOAOF5XX76 Pantoea sp. 35.1 B6XH81 Providencia alcalifaciens DSM 30120

EOMOP1 Pantoea sp. aB X6QFK6 Providencia alcalifaciens F902004

U2m5C8 Pantoea sp. ASPWVM4 W3YJz2 Providencia alcalifaciens PAL3

AOAOF3LTM1 Pantoea sp. BL1 K8wI161 Providencia burhodogranariea DSM 19968
AOAOL7DJ51 Pantoea sp. CFSAN033090 AO0A1B7JS59 Providencia heimbachae ATCC 35613

J3D257 Pantoea sp. GM01 K8WIT4 Providencia rettgeri (strain Dmell)

AOA176UQ79 Pantoea sp. OXWO6B1 DAC2F1 Providencia rettgeri DSM 1131

AOADA0Z197 Pantoea sp. PSNIH1 D1POV3 Providencia rustigianii DSM 4541

AOA0A1B4UO Pantoea sp. PSNIH2 K8WUS0 Providencia sneebia DSM 19967

AOA246NB57 Pantoea sp. VS1 AOA140NLB5 Providencia stuartii (strain MRSN 2154)

J2UPM2 Pantoea sp. YR343 B2PULO Providencia stuartii ATCC 25827

H3RHN8 Pantoea stewartii subsp. stewartii DC283 H21QG1L Rahnella aquatilis (strain ATCC 33071/ DSM 4594 / CIP 78.65)
AOAIWOIEPQ4 Pantoea vagans HBNP73 Rahnella aquatilis HX2

E1SGVO Pantoea vagans (strain C91) AOAOH3F4P9 Rahnella sp. (strain Y9602)

AOA1X1DIW9 Pantoea wallisii AOAOB5IQA0 Raoultella ornithinolytica

Q6CZP4 Pectobacterium atrosepticum (strain SCRI 1043/ ATCC BAA672) AOA1Y6GAUS Raoultella ornithinolytica

AOA093S2T5 Pectobacterium betavasculorum AOA1V2BMTE Raoultella terrigena

ADA1V2R1X8 P ium b AODAIXOWF38 Rouxiella badensis

/AOAOB6ESB8 P ium bsp. ADAIXOWS71 Rouxiella silvae

AOAOM2F3V2 Pectc ilum carotov bsp AOAIV3HIKL Salinivibrio sharmensis

AOA093SUK6 Pectobacterium carotovorumsubsp. carotovorum AOAIN6HK19 Salinivibrio sp. ES.052

C6DGE9 P ium carotor bsp. carotovorum (strain PC1) AOA1V3ISE3 Salinivibrio sp. 1B872
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AOA1V3GM31 Salinivibrio sp. 1C202 AOA087L3L3 Serratia sp. Agl

AOAOF5AQD6 Salinivibrio sp. KP1 AOA084A021 Serratia sp. DD3

AOA1V3HC74 Salinivibrio sp. MA351 AOA0Q4MCX5 Serratia sp. Leaf50

AOA1V3GRR8 Salinivibrio sp. ML290 AOAO0Q4NDP1 Serratia sp. Leaf51

B5F8L7 Salmonella agona (strain SL483) 10QWY2 Serratia sp. M24T3

AIMMC4 Salmonella arizonae (strain ATCC BAA731/ CDC34686 / RSK2980) AOA1B3FHR3 Serratia sp. YD25

AOAOKOHFI7 Salmonella bongori (strain ATCC 43975/ DSM 13772/ NCTC 12419) AOA068Z5H1 Serratia symbiotica

S5N1A0 Salmonella bongori N26808 E9CMX7 Serratia symbiotica str. Tucson

Q571X3 Salmonella choleraesuis (strain SCB67) AOA1S2TYG9 Shewanella algae

AOA 1J4QKQO0 Salmonella enterica | Q121B2 Shewanella denitrificans (strain 05217 / ATCC BAA1090 / DSM 15013)
A0A221ZGX8 Salmonella enterica | AOA119CZX5 Shewanella frigidimarina

AOA1M3XSZ1 Salmonella enterica subsp. arizonae serovar 18:z4,z23: str. CVM N6509 Q08915 Shewanella frigidimarina (strain NCIMB 400)
AOA1X2TR86 Salmonella enterica subsp. arizonae serovar 41:24,223: E6XQ38 Shewanella putrefaciens (strain 200)
AOA1X2TD23 Salmonella enterica subsp. arizonae serovar 50:r:z A4YCT0 Shewanella putrefaciens (strain CN32 / ATCC BAA453)
AOA089HHD8 Salmonella enterica subsp. arizonae serovar 62:236: str. RKS2983 ABFPK7 Shewanella sediminis (strain HAWEB3)
AOAOV2EHU3 Salmonella enterica subsp. arizonae serovar 63:9,z51: str. So 20/20 16DMC7 Shigella boydii 444474

AOA241R7W5 Salmonella enterica subsp. diarizonae serovar 50:k:z str. MZ0080 F3WNU9 Shigella boydii 521682

A0A241RUZ0 Salmonella enterica subsp. diarizonae serovar 65:c:z str. SA20044251 E7STW9 Shigella boydii ATCC 9905

G5LEH4 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Adelaide str. A4669 B2U3L2 Shigella boydii serotype 18 (strain CDC 308394 / BS512)
G5LURS Salmonella enterica subsp. enterica serovar Alachua str. R6377 Q31VNO Shigella boydii serotype 4 (strain Sh227)
AOA1S1AR07 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Bareilly B3WVX2 Shigella dysenteriae 1012

AOAQUOWIK6E Salmonella enterica subsp. enterica serovar Bovismorbificans F3VBRO Shigella dysenteriae 15574

V7VODO Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cerro str. CFSAN001590 E2X8X3 Shigella dysenteriae 1617

V7IWAL Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cubana str. 76814 16FK69 Shigella dysenteriae 22575

S5HPZ5 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cubana str. CFSAN002050 E7SI46 Shigella dysenteriae CDC 741112

M7RMV6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin str. UC16 Q32AL8 Shigella dysenteriae serotype 1 (strain Sd197)
S4IWX6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. 2009K0958 AOAO09ONKT1L Shigella dysenteriae WRSd3

AOAO0GZ2NTLO Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarumstr. SG9 KOWPGO Shigella flexneri 148580

G5MPB8 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Give str. S5487 16B812 Shigella flexneri 285071

AOA1Z3Q804 Salmonella enterica subsp. enterica serovar India str. SA20085604 AOA226KF07 Shigella flexneri 2a str. 301

G4ACTG4 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis str. SARB27 A0A127GQI0 Shigella flexneri 4c

G5NJ55 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Inverness str. R83668 AOAOF6MHVO Shigella flexneri 5a str. M90T

AOAOLIF432 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Johannesburg E7T945 Shigella flexneri CDC 79683

G5PTV2 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Mississippi str. A4633 F5P329 Shigella flexneri K227

AOA1C2ZS59 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Montevideo str. 6094582 16CB19 Shigella flexneri K315

G5Q8U0 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Montevideo str. S5403 QOSZR4 Shigella flexneri serotype 5b (strain 8401)
VIW VN4 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Muenchen str. baal594 D2A9K3 Shigella flexneri serotype X (strain 2002017)
AOALX2RSR1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Rough 0:d:1,7 F5NAS3 Shigella flexneri VA6

G5QQV5 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Rubislaw str. A4653 Q3YWM1 Shigella sonnei (strain Ss046)

AOA1X2Y5Y6 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Saphra AOA1E3N6IL Shigella sp. FC569

AOA1X2UY55 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Seftenburg AO0A142H7Q9 Shigella sp. PAMC 28760

G5R6RO Salmonella enterica subsp. enterica serovar Senftenberg str. A4543 12B4A7 Shimwellia blattae (strain ATCC 29907 / DSM 4481 / JCM 1650 / NBRC 105725/ CDC 900574)
X2KH59 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Tennessee str. TXSC_TXSC0819 Q2NQI2 Sodalis glossinidius (strain morsitans)
AOAOULIIA2 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimuriumstr. DT104 'WOHNQ5 Sodalis praecaptivus

G5RLS5 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Uganda str. R83404 ADAL1J7C9Z6 Sodalis sp. TMEL

G55221 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Urbana str. R82977 AOA095TSA2 Tatumella morbirosei

G5SHS2 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Wandsworth str. A4580 (AOA085]P57 Tatumella ptyseos ATCC 33301

VIH6GA Salmonella enterica subsp. indica serovar 6,14,25:z10:1,(2),7 str. 1121 /AOA0B5A3E4 Trabulsiella guamensis ATCC 49490
AOAOF5BBEL Salmonella enterica subsp. salamae AOAOLOGMJ3 Trabulsiella odontotermitis

A0A241S8V6 Salmonella enterica subsp. salamae serovar 55:k:z39 str. 1315K AOAIMS5YV71 Vibrio aerogenes CECT 7868

AOA0V2DD59 Salmonella enterica subsp. salamae serovar 56:z10:e,n X str. 136973 C2HY47 Vibrio albensis V426

AOA1R2FQV4 Salmonella enteritidis AOAOHOY7W8 Vibrio alginolyticus

B5R7L3 Salmonella gallinarum (strain 287/91/ NCTC 13346) AOAOL7YJ86 Vibrio alginolyticus

AOALI6YBY3 Salmonella houtenae AOAIWEVHN4 Vibrio alginolyticus

AOAORINBA2 Salmonella newport DOWW58 Vibrio alginolyticus 40B

AOAOH3BUZ9 Salmonella newport (strain SL254) AOA191IWOW9 Vibrio anguillarum

AOAOH2WUJ3 Salmonella paratyphi A (strain ATCC 9150/ SARB42) F7YP48 Vibrio anguillarum (strain ATCC 68554 / 775)
COQOH6E Salmonella paratyphi C (strain RKS4594) AOAIM3U253 Vibrio antiquarius (strain Ex25)
AOA1F2ILQ5 Salmonella sp. HMSC13B08 AOA1C3IRK4 Vibrio atlanticus

P41406 Salmonella typhi U3CBE2 Vibrio azureus NBRC 104587

/AOAOD616Z4 Salmonella typhimurium AOALIAQYHA Vibrio barjaei

AOAOF6B7V8 Salmonella typhimurium (strain 14028s / SGSC 2262) AOA177Y5F2 Vibrio bivalvicida

E8XEK4 Salmonella typhimurium (strain 4/74) E8LY90 Vibrio brasiliensis LMG 20546

P08982 Salmonella typhimurium (strain LT2/ SGSC1412 / ATCC 700720) ATMSS2 Vibrio campbellii (strain ATCC BAA1116 / BB120)
AOAOH3NIL4 Salmonella typhimurium (strain SL1344) L8XNJ8 Vibrio campbellii CAIM 51

U2N160 Serratia fonticola AUAP2C AOADABQKS3 Vibrio caribbeanicus

U2LQP9 Serratia fonticola AUP3(3) E3BIY6 Vibrio caribbeanicus ATCC BAA2122
AOA084YMD5 Serratia grimesii AOA1C3JBY8 Vibrio celticus

ADADBICX27 Serratia liquefaciens FKO1 AOA0X1L458 Vibrio cholerae (strain MO10)

LOMP79 Serratia marcescens FGI94 AOAOKIUQVY Vibrio cholerae 274080

AOA1COKPG5 Serratia marcescens subsp. marcescens AOAOH3Q4L1 Vibrio cholerae B33

AOAON2ACK3 Serratia marcescens subsp. marcescens Db11 D7HFY9 Vibrio cholerae RC385

AOA086G8V3 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 QIKNL9 Vibrio cholerae serotype O1 (strain ATCC 39315/ El Tor Inaba N16961)
D4DYPO Serratia odorifera DSM 4582 AOAOH3AHUS Vibrio cholerae serotype O1 (strain ATCC 39541/ Classical Ogawa 395/ O395)
SOALCY Serratia plymuthica 4Rx13 C3LSE0 Vibrio cholerae serotype O1 (strain M662)
AO0A1BIKXQ1 Serratia plymuthica PRI2C AOA151L1L2 Vibrio cidicii

SAYTT4 Serratia plymuthica S13 AOAITARRQL Vibrio cincinnatiensis DSM 19608
AOAIWS5DT66 Serratia proteamaculans AOA1BIVER7 Vibrio coralliilyticus

ABGKS3 Serratia proteamaculans (strain 568) AOAOT7DMX2 Vibrio crassostreae

ADA126VFTO Serratia rubidaea AOA1D2YD97 Vibrio crassostreae 92C13

V3TRQ7 Serratia sp. (strain ATCC 39006) AOA1D2XL38 Vibrio crassostreae ZF91

AO0A1CTWCQ4 Serratia sp. 142641 AOA1E5DIN7 Vibrio cyclitrophicus FF160
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AOAOT7DWM4 Vibrio diabolicus AOAOH2MXE3 Vibrio sp. VPAP30

AOA178JALO Vibrio europaeus AOA1B9Q184 Vibrio sp. ZF57

Q5EBN6 Vibrio fischeri (strain ATCC 700601 / ES114) AOAIN6M2L3 Vibrio spartinae

BSFFE6 Vibrio fischeri (strain MJ11) AOAOP6Z6B2 Vibrio splendidus

S715B4 Vibrio fluvialis PGA1 AOA1A6LAB2 Vibrio splendidus

AOA066UWF8 Vibrio fortis AOA1R3EXW1 Vibrio splendidus

AOA0Q2VIGL Vibrio fumnissii AOAIVOJIH7 Vibrio splendidus

FOLRGS Vibrio furnissii (strain DSM 14383/ NCTC 11218) A3UPDO Vibrio splendidus (strain 12B01)
AOAOFANMP7 Vibrio galatheae AOA1E5FWW9 Vibrio splendidus 12E03
AOA1Z2SFN8 Vibrio gazogenes F9SJB9 Vibrio splendidus ATCC 33789
AOA1MSD3S0 Vibrio gazogenes DSM 21264 AOA1E5BVB3 Vibrio splendidus FF6

AOA1BIQVB9 Vibrio genomosp. F10 AOA1E5B7S3 Vibrio splendidus ZS139
AOA1E5BD52 Vibrio genomosp. F10 str. ZF129 AOALABKNX2 Vibrio tasmaniensis

AOA1E5DAE3 Vibrio genomosp. F6 str. FF238 B7VHH7 Vibrio tasmaniensis (strain LGP32)
DO0X502 Vibrio harveyi (strain 1DA3) AOA1ESEW39 Vibrio tasmaniensis 1F187
AOAOMOHX27 Vibrio hepatarius AOA1ESEHV4 Vibrio tasmaniensis 1F267

F9S5F4 Vibrio ichthyoenteri ATCC 700023 AOA120DHH3 Vibrio toranzoniae

AOA1E5DMS2 Vibrio kanaloae 55149 AOAOAS5I2PO Vibrio tubiashii

AOAOL1L6F9 Vibrio lentus FIT8K1 Vibrio tubiashii ATCC 19109
AO0A1BIQAD2 Vibrio lentus Q7MPX4 Vibrio vulnificus (strain YJ016)
AOA1Y6J171 Vibrio mangrovi AOAOHOY1G2 Vibrio vulnificus CladeAyb158
ADAIA7VID8 Vibrio mediterranei AOAOMOIPGY Vibrio xuii

AOAON8UI19 Vibrio metoecus A5KYP2 Vibrionales bacterium (strain SWAT3)
AOA0QOTKUL Vibrio metoecus AOAOTITIG7 Yersinia aldovae

C9P1IT1 Vibrio metschnikovii CIP 69.14 AODAOT9R2HO Yersinia bercovieri

DOHIW1 Vibrio mimicus VM223 AOAOT7NUR9 Yersinia enterocolitica

D2YL71 Vibrio mimicus VM573 ADAOTISINS Yersinia enterocolitica

D2YF94 Vibrio mimicus VIM603 ADAOTITYK2 Yersinia enterocolitica

AOA1BLESBM7 Vibrio natriegens AOA1WOIFF69 Yersinia enterocolitica

AOA099LQZ4 Vibrio navarrensis ALJSI0 Yersinia enterocolitica serotype O:8/ biotype 1B (strain NCTC 13174/ 8081)
AOAOFANY85 Vibrio neptunius AOAQH3P102 Yersinia enterocolitica subsp. palearctica serotype O:3 (strain DSM 13030/ CIP 106945/ Y11)
AOAOMOHLAL Vibrio nereis ADA094UPY2 Yersinia frederiksenii ATCC 33641
U4EFA5S Vibrio nigripulchritudo FTn2 AOAOBGFKN7 Yersinia frederiksenii Y225
AOA1E5FM58 Vibrio ordalii 12B09 AOAOHSMOL7 Yersinia intermedia

C9QDL4 Vibrio orientalis CIP 10289 AOAOTIMATS Yersinia intermedia

AOAOCIVTM2 Vibrio owensii 476661 AOA0TIU1Q6 Yersinia intermedia

ADAOC1VSS1 Vibrio owensii CAIM 185 AODAQUIEW47 Yersinia intermedia

AOA1R4BT775 Vibrio palustris AOAOTILIAO Yersinia kristensenii

AOA1Q9HABS Vibrio panuliri AOAOTIR043 Yersinia massiliensis

AOAOD1DRIO Vibrio parahaemolyticus 49 AOAOULKEX3 Yersinia mollaretii

AOAOF6LVZ3 Vibrio parahaemolyticus 863 C45CQ6 Yersinia mollaretii ATCC 43969
AOAODIEPL2 Vibrio parahaemolyticus 901128 AOAOTOKRZ2 Yersinia nurmii

XT7R541 Vibrio parahaemolyticus M0605 AOAOTIPJIS0 Yersinia pekkanenii

S5IYF5 Vibrio parahaemolyticus O1:Kuk str. FDA_R31 Q7CFW9 Yersinia pestis

A6B2MO Vibrio parahaemolyticus serotype O3:K6 (strain AQ3810) AOAOM1VD06 Yersinia pestis biovar Orientalis str. IP275
Q87TB5S Vibrio parahaemolyticus serotype O3:K6 (strain RIMD 2210633) AOAOEINVCY Yersinia pestis bv. Antiqua (strain Antiqua)
AOAODIDNQS Vibrio parahaemolyticus VP766 AOAOH2YNH3 Yersinia pestis bv. Antiqua (strain Nepal516)
/AOA090P6GO Vibrio ponticus Q664K6 Yersinia pseudotuberculosis serotype | (strain IP32953)
U2zzYs5 Vibrio proteolyticus NBRC 13287 AOAOULIQWUO Yersinia pseudotuberculosis serotype O:1b (strain IP 31758)
AOAIM7Z0B4 Vibrio quintilis AOAOH3AWS8 Yersinia pseudotuberculosis serotype O:3 (strain YPIII)
AOAOC2P5H2 Vibrio renipiscarius AOAOUIHQW9 Yersinia rohdei

ADA241TRV9 Vibrio rotiferianus ADA085U721 Yersinia ruckeri

AOAIRALLNO Vibrio ruber DSM 16370 ADAOTIPCWS Yersinia similis

AOA1E5E613 Vibrio rumoiensis 1545 AOAOEBXNWO Yersinia wautersii

F9RQW6 Vibrio scophthalmi LMG 19158 G9Z0P7 Yokenella regensburgei ATCC 43003
A6D0J4 Vibrio shilonii AK1

AOAOASHTA3 Vibrio sinaloensis

E8M506 Vibrio sinaloensis DSM 21326

H21BT8 Vibrio sp. (strain EJY3)

F9RCU2 Vibrio sp. (strain N418)

AOA1R3F9J6 Vibrio sp. 10N.222.47.A9

AOA1R3FTEG Vibrio sp. 10N.261.45.E1

BBK8X5 Vibrio sp. 16

A0A220TEZ9 Vibrio sp. 252189

ABT6H5 Vibrio sp. AND4

AOA086WIFO Vibrio sp. B183

AOA084T3D3 Vibrio sp. ER1IA

K5TTM4 Vibrio sp. HENCO1

K5VFI7 Vibrio sp. HENC02

KSTE71 Vibrio sp. HENC03

AOA165SCES Vibrio sp. HI00D65

AOAOT7EEGD Vibrio sp. J229

AOAOQT7EJ12 Vibrio sp. J231

AOAOT7DDT6 Vibrio sp. J24

AOA1R4KOH4 Vibrio sp. JB196

AOAQ34TH77 Vibrio sp. JCM 18904

AOA034TXM8 Vibrio sp. JCM 18905

AOA061Q2X0 Vibrio sp. JCM 19052

AOA061PN34 Vibrio sp. JCM 19053

AOAOWB8IK89 Vibrio sp. MEBIC08052

DOIEBO Vibrio sp. RC586

AOAOF2H416 Vibrio sp. S2345






