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Nomenklatur VIII

Nomenklatur

Genprodukte vorradC und lysP werden so beziffert, dass das erste Methionin irtdi-
Protein in der Aminosauresequenz mit ,1* bezeichwietl. Positionen in Proteinen werden
als Zahlen hinter der jeweiligen Aminosaure aufpefli Die Aminosduren sind im

Einbuchstabencode angegeben.

CadC und CadC-Derivate besitzen einen N-termin&lestidin-Tag, der Uber eindinker-
Sequenz mit dem ersten Methionin im Protein verkeandgst. LysP und LysP-Derivate
besitzen einen C-terminalen Histidliag, der sich direkt an das Protein anschliel3t. Rawé\ u
ViaA weisen einen N-terminalen Histidifeg auf, der Uber einéinker-Sequenz mit dem
ersten Methionin im Protein verbunden ist. Das Vdodensein des Histidifiag wird nicht

extra in der Proteinbezeichnung aufgefihrt.

Substitutionen im Genprodukt werden so bezeichiats zuerst die native Aminosaure und
deren Position genannt werden, anschlie3end ifmiaosauresubstitution angegeben.

Basenaustausche in Genen sind so dargestellt,diessngegebene Zahl der Position der

veranderten Base entspricht.

Im Zusammenhang mit Genbezeichnungen nicht kusigastellte Ziffern beziehen sich auf

die Position der Aminosaure im Genprodukt.
,Lysin“ steht immer fur L-Lysin, ,Alanin® steht fUL-Alanin.

Als Zusatz in Wachstumsmedien wurde L-Lysin Monalogtilorid verwendet, als Ligand bei

den Affinitatsmessungen wurde die freie Base vdrysin eingesetzt.



1. Einleitung 1

1. Einleitung

Séaurestress in Enterobakterien

Enterobakterien, zu denen u. a. die Gatturtggherichia, Salmonella, Shigella und Yersinia
zahlen, gehdren zu den neutrophilen Mikroorganismed bevorzugen ein Medium mit
einem neutralen pH-Wert. Dennoch sind Enterobadtemn der Lage, bei pH-Werten im
Bereich von 5-9 einen internen pH-Wert im Bereichiszhen 7,4 und 7,8 aufrecht-
zuerhalten. Diese pH-Homd@ostase ist fur die Stabilund Funktion von verschiedenen
Makromolekullen, aber vor allem auch fir die Aufrechaltung eines pH-Gradienten Uber
die cytoplasmatische Membran wichtig (Padanal., 1976; Slonczewsket al., 1981;
Zilbersteinet al., 1984). Der pH-Gradient ist essentieller Bestaihder protonenmotorischen
Kraft (PMF), welche wiederum fur z. B. Nahrstoffisport, Rotation der Flagellen oder
Bildung von ATP nétig ist.

Enterobakterien sind als Kommensale oder als Pattegles Gastrointestinaltraktes von
Saugetieren auf dem Weg in den Darm zwangslauftgden extrem niedrigen pH-Werten
des Magens konfrontiert. Diese saure Umgebung (j4215) ist ein wichtiger Schutz des
Wirts vor dem Eindringen von Krankheitserregern.héad aber z. B. ein Uberleben des
Pathogeng/ibrio cholerae im Magen vor allem von der Infektionsdosis abhaggit es in
Enterobakterien aktive Mechanismen, um sich vor&siress zu schitzen (Slonczewski und
Foster, 1996)Saurestress wird zum einen durch mineralische 8absh hervorgerufen, wie
z. B. die in der Magensaure vorkommende Salzsdaure,anderen aber auch durch schwache
organische Sauren, z. B. Essigsaure oder Propimnsaie sie im Intestinaltrakt von Sauge-
tieren vorhanden sind. Da S&uren nur im ungelad@astand Uber die Cytoplasmamembran
diffundieren kbnnen, stellt Salzsdure vor allemRiablem bei sehr niedrigen pH-Werten (pH
1-2) dar. Unter diesen Bedingungen liegt SalzsgrgBtenteils undissoziiert, also ungeladen
vor. Schwache organische Sauren sind bei einemnextgoH-Wert von pH 4-5 protoniert
und kénnen in dieser ungeladenen Form in das Gydop diffundierenDa im Cytoplasma
ein neutraler pH-Wert vorliegt, dissoziieren dieuf&f, was eine Veranderung des internen
pH-Wertes und vor allem den Abbau des Protonengnéein zur Folge hat. Eine rasche
Reaktion der Mikroorganismen auf diese ungunstietingungen ist somit notwendig.
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Schutz vor Saurestress irk. coli

Grundsatzlich ist die Cytoplasmamembran impermegegieniber geladenen Substanzen
und ist somit ein wichtiger passiver Saureschuttmesmus. Des Weiteren besitzt das
Cytoplasma eine gewisse Pufferkapazitat, was autlAlsinken des internen pH-Wertes
verhindert. Die Pufferkapazitat ist v. a. durch Mimksauren und Proteine, aber auch durch
hohe Konzentrationen an Glutamat und Polyaminen abdeistet. Auflerdem koénnen
Protonen aktiv Uiber Htranslozierende ATPasen aus der Zelle geschleasien. Da sich
durch dieses Ausschleusen ein immer gréf3eres Mampitential aufbaut, das einen weiteren
Protonentransport nach auf3en verhindert, wird dasmbanpotential durch den Transport
von positiven Ladungen in die Zelle wieder verririgklierbei sind die K-Transportsysteme
TrkG, TrkH oder Kup involviert (Bakker und Mangéricl981;Doschet al., 1991;Rhoadset

al., 1976;White et al., 1992;Abb. 1). Durch diese Mechanismen der pH-HomGosistde.

coli in der Lage, bei wechselnden externen pH-Wertelschen 5 und 9 den internen pH-
Wert sehr schnell wieder auf pH 7,4 bis 7,8 eitedien. Dies deutet darauf hin, dass die
Komponenten der pH-Homoostase konstitutiv regulgnd (Slonczewskiet al., 1981,
Zilbersteinet al., 1984).

Wahrend der Magenpassagekstcoli jedoch mit extrem niedrigen pH-Werten konfrontiert
Unter diesen Bedingungen konnen die konstitutivriexigrten pH-Homdoostase-Systeme
diese pH-Werte nicht mehr kompensieren. Die Exjpsasgon zahlreichen Genen, die bei
niedrigen pH-Werten induziert werden, bildet dieiGtlage der Saureresistenzancoli.
Grundsatzlich lassen sich drei Formen der Sausteesi (AR, Acid Resistance)
unterscheiden. Bei AR1 handelt es sich um das oxalénd Glucose-reprimierte) System,
das in der stationdren Phase induziert wird undiagily vons® und z. T. vom cyklischen
AMP-Rezeptor-Protein CRP ist. AR2 besteht aus dgintnh-Decarboxylase AdiA und dem
Arginin/Agmatin-Antiporter AdiC und wird durch eineniedrigen pH-Wert, anaerobe
Bedingungen und Arginin induziert. AR3 bendétigt legem pH-Wert von 2 extrazellulares
Glutamat und wird zu Beginn der stationaren Wachsphase induziert. Es besteht aus den
beiden isoformen Glutamat-Decarboxylasen GadA unddB5 und dem putativen
Glutamat/GABA-Antiporter GadC (Castanie-Correetal., 1999).E. coli besitzt somit drei
Uberlappende Systeme, die Schutz vor Saurestréssuanschiedenen externen Bedingungen
in der stationédren Phase gewahrleisten.

In der logarithmischen Wachstumsphase ist flr eolle Auspragung der Saureresistenz eine
Pra-Adaptation an einen niedrigen, aber nicht ¢heéin pH-Wert im Bereich von 5-6
notwendig (Goodson und Rowbury, 1989). Nach diesdaptation kannE. coli unter
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Umstanden mehrere Stunden einen pH-Wert von 1,5ldaldsn. Wichtig fur diese Saure-
Toleranz (ATR Acid Tolerance Response) ist die Synthese von sog. Saure-Schock-Proteinen
(ACP, Acid Shock Proteins), welche unter der Kontrolle der RegulatorprotéRpoS, Fur und
PhoP dem Schutz und der Reparatur von Makromolekdienen, aber auch fir den Abbau
von z. B. aggregierten Proteinen wichtig sind (Beart al., 1997; Abb. 1). Einige dieser
Gene kodieren fur DNA-bindende Proteine wie DPSrdde Chaperone wie HdeA oder
HdeB (Gajiwala und Burley, 2000; Tucketrral., 2002), die andere Makromolekiile vor den
negativen Auswirkungen eines niedrigen pH-Wertégisen kdnnen. Insgesamt konnten 160
Gene identifiziert werden, die bei niedrigen pH-Warverstarkt induziert werden (Mauetr
al., 2005), doch nur wenige davon wurden bisher gehavakterisiert.

Zu den am besten untersuchten S&ureschutz-Systeyeiren die pH-induzierten,
degradativen Aminosaure-Decarboxylase-Systeme, iclimiias Gad-System, das Adi-
System, das Cad-System und das Spe-System (Gal&pps] 1942; Gale, 1946; Abb. 1).
Das gemeinsame Prinzip besteht darin, dass beiDa#sarboxylierung der jeweiligen
Aminosaure ein Proton verbraucht wird und das jEwventstehende Amin Uber ein
Antiporter-System nach aul3en transportiert wird.dideh werden Protonen aus dem
Cytoplasma entfernt und der extrazellulare pH-Vderch das basische Amin angehoben. Da
verschiedene Aminosaure-Decarboxylasen optimaleiviéét bei unterschiedlichen pH-
Werten aufweisen, ist eine Anpassung der Zellem éinen weiten pH-Bereich gewahrleistet.
Das am besten charakterisierte System ist wahrdadtedas zur AR3 gehdrende Glutamat-
abhangige Gad-System. Hierbei gibt es die beidémptasmatischen Decarboxylasen GadA
und GadB mit einem pH-Optimum bei 4 (Richard undtég 2004), GadC ist der membran-
standige Antiporter, welcher die bei der Decarbimxyhg gebildetey-Aminobuttersaure
(GABA) nach auf3en und gleichzeitig Glutamat naafemtransportiert (Hersét al., 1996).
Das Gad-System ist komplex reguliert, wobei minglestl1 regulatorische Proteine beteiligt
sind, u. a. GadE, GadX und GadW. Bei Eintritt detl&in die stationdre Wachstumsphase
wird das Gad-System durch den Regulator GadX imdluziMa et al., 2002). Unter
bestimmten Bedingungen kann das Gad-System audadr ilmgarithmischen Wachstumsphase
bei einem niedrigen externen pH durch den Regul@adE unter der Kontrolle voa’
aktiviert werden (Maet al., 2003). Die Bedeutung der einzelnen Regulatorergthéon den
jeweiligen Wachstumsbedingungen der Zellen ab.

Das zur AR2 gehdrende Adi-System ist ein Arginihigiges System, welches weniger
komplex reguliert wird. Es besteht aadiA, das fur die Arginin-DecarboxylageliA kodiert
(Stim und Bennett, 1993), und stromaufwarts adiC liegt, das fur einen Arginin/Agmatin-
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Antiporter kodiert (lyeret al., 2003; Gonget al., 2003). Das Adi-System wird in
Komplexmedium unter anaeroben Bedingungen in Gegdneines niedrigen pH-Wertes
aktiviert. Das pH-Optimum der Arginin-Decarboxyldsegt bei pH 5 (Richard und Foster,
2004). Die Regulation des Adi-Systems ist nichtagegeklart. Sowohl GadE (Hommaas
al., 2004) als auch das Genprodukt @esY-Locus (Stim-Herndoret al., 1996) und CysB
(Shi und Bennett, 1994) kdnnten eine regulatorisaingktion haben.

Das Spe-System (Ornithin-Decarboxylase-Systemieriswur in einigerkE. coli-Stammen,
nicht jedoch in den K12-Stammen, doch scheint digée das Uberleben der Zelle bei
externen pH-Werten, die niedriger als 3 sind, kewghtige Rolle zu spielen (Applebaueh
al., 1977).

- PH }
H+ H+
RCOOH
H+
RCOO + H*
RpoS
Fur } +Acid Shock Proteins*: Schutz, Reparatur, Abbau vonMakromolekiilen
PhoP

H+
Kalium-Aufnahme-Systeme ¢ Protonen-Pumpen

K+

Abb. 1: Saureschutz inE. coli

Saureschutz irE. coli besteht zum einen aus passiven Mechanismen, zenddie Impermeabilitat der
Cytoplasmamembran fir Protonen und die Pufferkaéétades Cytoplasmas zahlen, zum anderen gibt asakt
Mechanismen. Zu diesen gehéren das Ausschleusetdidonen durch Protonen-Pumpen (bei gleichzeitiger
K*-Aufnahme) und die Synthese verschiedener Protéiileeandere Makromolekiile schiitzen, reparieren oder
abbauen. Einen wichtigen Schutz bieten die Sauhezierten Aminosdure-Decarboxylase-Systeme Gad, Adi
und Cad.
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Das Cad-System vork. coli

Das Lysin-abhéngige Cad-System viancoli setzt sich aus der cytoplasmatischen Lysin-
Decarboxylase CadA, dem memrangebundenen Cadayesim/Antiporter CadB und dem
membranintegralen Transkriptionsaktivator CadC ausan (Sabet al., 1974; Augeret al.,
1989; Meng und Bennett, 1992a,b; Watsbal., 1992; Abb. 2). DasadBA-Operon ist auf
dem Chromosom VvoRE. coli bei 93,7 min lokalisiert und wird bicistronischgabesen (Auger
et al., 1989; Meng und Bennett, 1992a). Das Operon stefer der Kontrolle des Promotors
Pcag der Transkriptionsaktivator ist CadC. Da&lC-Gen liegt auf dem Chromosom vén
coli unmittelbar stromaufwarts desdBA-Operons und ist konstitutiv exprimiert (Watsen
al., 1992). Die Expression deadBA-Operons wird durch einen niedrigen externen pHi{Wer
und einen Uberschuss an Lysin induziert. Unter mne®m Bedingungen ist dieadBA-
Expression ca. 10mal starker als unter aerobennBedgen (Sabeat al., 1974). Fur die
Expression desadBA-Operons wird des’*-Faktor benétigt.

Liegen induzierende Bedingungen vor, so wird dasskitutiv vorhandene CadC aktiviert und
bindet mit der N-terminalen Domane an diadBA-Promotor-Region, wobei Bereiche
zwischen bp -150 und bp -48 stromaufwarts celBA-Transkriptionsstart eine Rolle spielen
(Meng und Bennett, 1992b; Watsab al., 1992). Kirzlich konnten die beiden CadC-
Bindestellen CAD1 und CAD?2 identifiziert werden (&r und Jung, 2005). Durch diese
Bindung kommt es zur Transkription voadA undcadB.

Das in die Zelle transportierte Lysin wird dann @udie Lysin-Decarboxylase CadA unter
Verbrauch eines Protons zu Cadaverin decarboxylatiA hat eine relative Molekilmasse
von 82 kDa und ist in seiner aktiven Form vermutlen Dekamer. Das pH-Optimum liegt
bei pH 5,7 (Sabet al., 1974).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die AAATPase RavA ATPases associated with
various cdlular activities) einen Komplex mit CadA ausbildet. Dabei bildenCadA-
Dekamere mit maximalb RavA-Hexameren einen grof3en, Kafig-ahnlichen Klemp
Verschiedenen vivo und in vitro Experimente konnten jedoch keine Beeinflussung der
CadA-Aktivitat durch diese Komplexbildung zeigemdiglich die ATPase-Aktivitat von
RavA wurde stimuliert (Snideat al., 2006).ravA liegt zusammen in einem Operon WigA,
das fiur ein Protein mit einer sog. gW Willebrand Faktor Typ _A-Domane kodiert. Die
VWA-Domane ist eine Metall-bindende Domaéne, die flggdProtein/Protein-Interaktionen
vermittelt (Whittaker und Hynes, 2002).

CadB ist ein membrangebundener Cadaverin/Lysinpbntier, der das durch die

Decarboxylierung entstehende Cadaverin in das I@sn@a schleust. Im Gegenzug wird



1. Einleitung 6

Lysin ins Cytoplasma transportiert (Auget al., 1989). CadB ist vermutlich mit 12
Transmembrandomanen in der Cytoplasmamembran \atamkd hat Ahnlichkeit mit dem
Ornithin/Putrescin-Antiporter PotE (Meng und Bernet992a; Soksawatmaekhiet al.,

2004). Das Protein hat eine relative Molekiimasseetwa 47 kDa.

Negative Regulation dercadBA-Expression

Die cadBA-Expression wird unter nicht-induzierenden Bedirggm durch die Lysin-
spezifische Permease LysP reprimiert (Netlgl., 1994; Abb. 2). Mutationen itysP flhrten

zu Stammen, die eine Resistenz gegenuber dem hexistysin-Analogon Thiosin (S-
Aminoethylcystein), einen erniedrigten Lysin-Traodp und eine erhdhte Lysin-
Decarboxylase-Aktivitat aufwiesen (Popkin und MaB830; Taboret al., 1980). Aufgrund
der regulatorischen Funktion dgsP-Locus wurde dieser auch aadR bezeichnet (Tabaat

al., 1980).lysP kodiert fiir die Lysin-Permease LysP (Steféesal., 1992), einem 53,5 kDa
gro3en Transportprotein, das mit 12 Transmembraédem in der Cytoplasmamembran
verankert ist (Elliset al., 1995). Eine Uberproduktion von Plasmid-kodierteysP fiihrte zu
einer Repression detadB-Expression auch unter induzierenden Bedingungerremd
Mutationen inlysP in einer Lysin-unabhangigesadBA-Expression resultierten (Needy al.,
1994). Die genaue Funktion von LysP bei der Regulatles Cad-Systems ist noch nicht
geklart, aber Neelgt al. schlugen 1994 zwei Mdglichkeiten vor: zum einémmite Lysin
(extra- oder intrazelluléar) die Aktivitat von Cad€gulieren, die Aufgabe von LysP wére
dann die Regulation der Lysin-Konzentration. Cadi@de also mit Lysin interagieren, LysP
wirde um das vorhandene Lysin konkurrieren. Zunmeestdware denkbar, dass LysP selbst
die Aktivitdt von CadC reguliert. Dies kdonnte Ukmne direkte Interaktion beider Proteine
geschehen, die durch das Vorhandensein von Lysis,ath LysP und/oder CadC bindet,
aufgelost wird. Bislang konnte aber weder eine rakgon von CadC und LysP
nachgewiesen, noch die Affinitdten von LysP undCé&id Lysin bestimmt werden.

Auch der globale Transkriptionsregulator H-NS igt @egativer Regulator detadBA-
Expression unter nicht-induzierenden Bedingungdm ¢Gal., 1993; Abb. 2). H-NS (ldton-
ahnliches_Nkleoid-Srukturierendes Protein) ist in Enterobakterien gobaler Repressor;
das Proteinreprimiert in E. coli neben dem Cad-System u. a. auch die induzierbaren
Aminosaure-Decarboxylase-Systeme Gad (Giangebssdi, 2005) und Adi (Shet al., 1993)
unter nicht-induzierenden Bedingungdms-Deletionsstdmme wiesen eine deutlich erhéhte
cadBA-Expression bei neutralen pH-Werten auf (8hal., 1993). H-NS hat eine relative
Molekilmasse von 15,4 kDa und liegt in etwa 15000aD Kopien pro Zelle vor (Dorman,
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2004). H-NS bindet nicht an eine bestimmte Konssssguenz auf der DNA, sondern
bevorzugt an AT-reiche, intrinsisch gekrimmte DNAr&8che (Owen-Hughest al., 1992).
Die Interaktion mit der DNA erfolgt mit der C-terna@len Doméne, wahrend die N-terminale
Doméane des Proteins fur die Ausbildung von Homawligren wichtig ist. Diese Fahigkeit
zur Oligomerisierung ist essentiell fir die Funktison H-NS (Dorman, 2004). Fiur H-NS
wurde die Ausbildung eines Repressor-Komplexesutiest, welcher die CadC-Bindestellen
unter nicht-induzierenden Bedingungen verdeckt.cbutie Bindung von CadC wird dieser
Komplex verdrangt und die Expression vaatBA ermdglicht (Kiper und Jung, 2005). Die
Repression durch H-NS ist mdglicherweise fir dieie8stoff-Abhangigkeit deicadBA-
Expression verantwortlich (Ktper, 2005).

Einen negativen Ruckkopplungseffekt auf deadBA-Expression haben die beiden
Endprodukte der Decarboxylierungsreaktion, nami@f, (Takayamaet al., 1994) und
Cadaverin (Neelyet al., 1994). Die Mechanismen der Reprimierung konnégtoch noch
nicht geklart werden.

H*

Lysin
Cadaverin

A

Periplasma

Cytoplasma

v

Lysin

y

Lysin

<

N Cadaverin + CO, «—— Lysin + H*
@ CadA
Pead cadBA

Abb. 2: Schematische Darstellung des Cad-Systemskhn coli

Unter induzierenden Bedingungen (niedriger exterpef-Wert, Vorhandensein von Lysin) aktiviert der
membrangebundene Transkriptionsregulator CadC dianskription des cadBA-Operons. Die Lysin-
Decarboxylase CadA decarboxyliert Lysin unter Vauoh eines Protons zu Cadaverin und,.OCadaverin
wird durch den Lysin/Cadaverin-Antiporter CadB namif3en transportiert, gleichzeitig wird Lysin imipent.

Die bei der Decarboxylierung entstehenden ProdGidaverin und Cohemmen die Expression vaadBA.
LysP und H-NS sind negative Regulatoren dadBA-Expression. Unter anaeroben Bedingungen ist die
Expression desadBA-Operons ca. 10mal starker als unter aeroben Bedgen

* LysP ist vermutlich ein Lysin/fHSymporter (Keselegt al., 2005).
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Physiologische Rolle des Cad-Systems in Enterobakien

Die genaue physiologische Rolle des Cad-Systemsoisth nicht vollstandig geklart. Wie
bereits dargestellt kann eine grundsatzliche Fonkitieim Saurestress angenommen werden,
da zum einen wahrend der Decarboxylierung von Lysytoplasmatische Protonen
verbraucht werden, zum anderen das ausgeschleadt/€}in basischer ist als Lysin, so dass
auch im extrazellularen Bereich der Zelle der pHAM&Fhoht wird (Watsoret al., 1992;
Neelyet al., 1994; Dellet al., 1994; Neely and Olson, 1996). Kirzlich konnteejgt werden,
dass der WildtyfE. coli-Stamm MG1655 bei Wachstum in Gegenwart eines igedrpH-
Wertes eine deutlich héhere Uberlebensrate im @yl zu dem Cad-negativela coli
MG165%AcadC aufwies. Die Supplementation vda coli MG165%AcadC mit externem
Cadaverin konnte dessen Uberlebensrate jedochiateutirbessern, was auf eine Erhéhung
des extrazellularen pH-Wertes durch Cadaverin xatiféhren war (Kiper, 2005). Es konnte
auch gezeigt werden, dasscoli unter Phosphat-limitierenden Bedingungen (wieasieh im
menschlichen Darm herrschen) durch die Aktivitat @adA eine hohere Toleranz gegenuber
organischen Sauren aufwies (Moreau, 2007). Diegelifisse verdeutlichen die Funktion des
Cad-Systems bei der pH-Homdoostase.

Von Bedeutung koénnte aber auch die Bereitstellumy @G, unter anaeroben Bedingungen
sein (Boeker und Snell, 1972), da der Citrat-Zykiicht voll aktiv ist und somit ein Mangel
an CQ herrscht. Indizien hierfir sind die verstaridadBA-Expression unter anaeroben
Bedingungen (Gale, 1942; Sabival., 1974; Neely und Olson, 1996) und die Reduktion de
cadBA-Expression durch die Zugabe von,8&®; bzw. durch Transformation der Zellen mit
einer Plasmid-kodierten Gtproduzierenden Ornithin-Decarboxylase (Takayastaal.,
1994). Futatsuget al. (1997) beschrieben, da&s coli bei anaerobem Wachstum und in
Gegenwart eines niedrigen pH-Wertes durch die Zeigain Lysin zum Medium zwar héhere
Zelldichten erreichte, der pH-Wert des Medium jddaacht erhoht wurde. Diese Ergebnisse
sprechen fir eine wichtige Bedeutung der Bereitstglvon CQ durch das Cad-System.

Eine weitere Funktion des Cad-Systems ist die ¥geiung der Permeabilitdt der &ul3eren
Membran (Samartzidou und Delcour, 1999; Samartzetoal., 2003). Dies geschieht zum
einen durch die Blockade der beiden Porine OmpCQmgF durch Cadaverin, zum anderen
bindet CadC mdglicherweise an die PromotorregioramompC und ompF, dies ergibt sich
aus Sequenzvergleichen zwischen damiBA-Promotorregion und Bereichen innerhalb der
regulatorischen Regionen vampC und ompF. Die Bindung von CadC innerhalb dieser
regulatorischen Regionen wirde dann eine verriagestpression vorompC und ompF

bewirken. Eine Verringerung der Permeabilitat desl3¢ien Membran kénnte ein
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Schutzmechanismus gegenuber toxischen Verbindungenzum Beispiel Gallensalzen im
Magen-Darm-Trakt, darstellen.

Soksawatmaekhiat al. (2004)sehen die Bedeutung des Cad-Systems v. a. in deugirng
eines Membranpotentials in Gegenwart eines niedrge-Wertes, da durch die Antiport-
Aktivitat von CadB einfach positiv geladenes Lysnportiert und zweifach positiv geladenes
Cadaverin exportiert wird. Des Weiteren stellendseeErzeugung eines pH-Gradienten durch
das Verbrauchen von Protonen bei der Decarboxylgmieaktion in den Vordergrund.
Dadurch wird der intrazellulare pH-Wert erhéht, &i€P-Konzentration in den Zellen steigt
und das Wachstum der Zellen wird allgemein beggnsti

Auch bei der Pathogenitat von Mikroorganismen splak Cad-System eine wichtige Rolle.
In uropathogenenE. coli-Spezies schitzen Polyamine, insbesondere Cadavean
nitrosativem Stress, welcher bei der Immunantwoorm von Stickstoffoxid und reaktiven
Stickstoffintermediaten entsteht (Bower und Mulv@®06). InVibrio-Stammen wurde ein
Schutz vor Superoxid-Stress durch Cadaverin gegeigt et al., 2006).

In manchen Enterobakterien wird das Cad-Systemcledoaktiviert, so z. B. in entero-
invasivenE. coli- und Shigella-Spezies, u. a. durch die Insertion von IS-EleneiriecadC
(Casalinoet al., 2003). Cadaverin verhindert z. B. die Wanderung polymorphkernigen
Leukozyten durch das intestinale Epithel, wel€hmella fir das Eindringen in das Gewebe
des Wirtes nutzt (Sansonetti, 2001). Die Komplemigon von verschiedenen Cad-negativen
enteropathogenel. coli-Stammen mit dem intaktezadBA-Operon resultierte z. B. in einer
verringerten Adharenz der Bakterien an Zellen irw@€aekulturen (Joreet al., 2006). Ein

funktionelles Cad-System ware in diesen Fallen netig.

Topolgie und Aktivierung von CadC

CadC ist ein membrangebundener Transkriptionsaktivait einer relativen Molekllmasse
von 58 kDa und gehort zur Familie der ToxR-ahnlicAeanskriptionsaktivatoren (Millegt
al., 1987). Es besteht aus 512 Aminosauren, wobeAdismoséauren 1-158 die N-terminale,
cytoplasmatische Domane, die Aminosauren 159 bis di8 Transmembranhelix und die
Aminosauren 188-512 die C-terminale, periplasmha@ésDomane ausbilden (Watsenal.,
1992; Dellet al., 1994; Abb. 3). Die N-terminale Domane zeigt Ssmahnlichkeit zur R
Untergruppe der DNA-Bindedomanen verschiedener skirgotionsregulatoren, wie z. B.
PhoP ausBacillus subtilis, VirG aus Agrobacterium tumefaciens oder OmpR aug. coli
(Watsonet al., 1992). Aminoséuren 2-103 bilden ein so genannieged Helix-Turn-Helix-
Motiv aus, wie es fur die Mitglieder der R@ntergruppe typisch ist (Martinez-Hackert und
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Stock, 1997). Die N-terminale Doméane von CadC Kindaler cadBA-Promotor-Region an
die DNA (Meng und Bennett, 1992b; Watsenal., 1992; Kiper und Jung, 2005) und
ermdglicht somit die Expression degiBA-Operons.

Die C-terminale Domane von CadC befindet sich imrigkesma und wird als
Reizwahrnehmungsdoméne beschrieben, da zufalligends@iureaustausche bzw. das
Anfligen eines HistidifFag zu einer veranderten Reizwahrnehmung fuhrten (Bell.,
1994; Neely und Olson, 1996; Kuper, 2001; Kraxegeer2006; Abb. 3).

Wie genau die Reize wahrgenommen werden ist unklar,werden aber wahrscheinlich
unabhangig voneinander registrielrimer-Extensions-Analysen zeigten, dass die Reihen-
folge in der die Reize registriert werden fir diadC-Aktivierung vermutlich irrelevant ist
(nicht-sequentielles Modell; Neely und Olson, 1996nklar ist ebenso, wie die wahr-
genommenen Reize in das Zellinnere transloziertdareund wie das membranstandige CadC
an die DNA binden kann.

pH-unabhéngig

Periplasma

Membran

Cytoplasma

NH,*

Abb. 3: Modularer Aufbau von CadC

CadC besteht aus 512 Aminosauren, wobei die Amimeséal-158 die N-terminale, cytoplasmatische Doméane
ausbilden, welche fiir die DNA-Bindung zustandig ésé Transmembranhelix besteht aus den AminoséLsen

bis 187 und die C-terminale, periplasmatische Daméns den Aminosauren 188-512. Die periplasmatische
Doméane ist die Reizwahrnehmungsdoméane. Die von Beldl. (1994) bzw. Neely und Olson (1996)
identifizierten Aminosaureaustausche, die eine pebhangige bzw. Lysin-unabhangigadBA-Expression
induzierten, sind dargestellt. Aminosdureaustaus®d7P wurde von Kraxenberger (2006) identifiziedie
meisten Mutanten induzierten auch eine Cadaverapli@ngigeadBA-Expression.
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Fur die Aktivierung von CadC wurden 2 Mechanismestpliert (Kuper, 2005):

(1) CadcC liegt im aktiven Zustand als Oligomer uwod kann nur dann an die DNA binden.
Hinweise hierfur sind das Vorhandensein der beidadC-Bindestellen Cadl und Cad2 und
verschiedenen vitro und in vivo Experimente, die zeigen konnten, dass CadC Oligpme
ausbilden kann (Kuper, 2005; Kraxenberger, 200@yaussetzung hierfur ist eine raumliche
N&he von CadC zudzs

(2) Nach Wahrnehmung und Translokation der Sigridder die Membran wird die N-
terminale Doméne proteolytisch abgespalten, somninte die DNA-bindende Domane von
CadC frei im Cytoplasma zucR diffundieren. Ein Hinweis hierflr ist ein wahremtbr
Uberproduktion und Reinigung von CadC auftaucher®gstid, das als Abbauprodukt von
CadC identifiziert werden konnte. Eine méglichetpotytische Funktion kénnte hierbei die
membransténdige Protease FtsH ausiben (Kraxenp@@®8). Dennoch konnte keiner der
beiden Mechanismen eindeutig belegt werden, zuddtkibnnte auch das Vorhandensein
weiterer Genprodukte fir die Aktivierung des Cadt8gns notig sein (Kraxenberger, 2006).

Die Familie der ToxR-ahnlichen Transkriptionsregulaoren

Aufgrund der Topologie zahlt CadC aus. coli zur Familie der ToxR-ahnlichen
Transkriptionsregulatoren. Benannt wurde diese kamiach ToxR aud/. cholerae und
anderenVibrio-Spezies, das die Expression von verschiedenen eviztdktoren reguliert
(Miller et al., 1987). Zu dieser Familie gehtren auch CadC-Rreteaus Salmonella
typhimurium, V. cholerae (Merrell und Camilli, 2000) und/ibrio wvulnificus (Rheeet al.,
2002; Rheeet al., 2005), welche ebenfalls dieadBA-Expression regulieren. Zu dieser
Familie zahlen auch TcpP alMscholerae, das ein Co-Regulator der Virulenzgenexpression
ist (Hase und Mekalanos, 1998), PsaE a@ssinia pseudotuberculosis (wichtig fur die
Expression der Fimbriengene; Yang und Isberg, 18@it) WmpR aug$’seudoalteromonas
tunicata (spielt eine Rolle bei der Bildung von Typ IV-Pilind Regulation der Biofilm-
bildung; Eganret al., 2002). Die Mitglieder dieser Familie haben dendodaren Aufbau aus
einer DNA-bindenden N-terminalen Doméane mit demged Helix-Turn-Helix-Motiv, einer
einzelnen Transmembrandomane und einer C-termingbeniplasmatischen Reizwahr-
nehmungsdomane gemeinsam. Aufgrund von Ahnlichkeigaif Ebene der Amino-
sauresequenz wird auch HilA a8styphimurium zu dieser Familie gezéhlt, jedoch handelt es
sich hierbei um ein l6sliches Protein. HilA regulidie Expression von Genen, die bei der
Invasion der Bakterien in die Wirtszellen eine Ralpielen (Bajagt al., 1995).
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Bei den Mitgliedern der ToxR-Familie sind die Wadinmung der Reize, die Weiterleitung
der Signale und die Regulation der Genexpressinerimalb eines einzigen Proteins vereint,
aulRerdem erfolgt die Signalweiterleitung ohne clsehe Modifikation des Proteins, wie z. B.
Phosphorylierung. Somit gehéren diese Proteine em einfachsten Signaltransduktions-
systemen in Bakterien.

Das am besten charakterisierte Protein aus dieseniliE ist ToxR, das zentrale
Regulatorprotein der Virulenz von cholerae. ToxR aktiviert die Expression votxéB, das
fur die Untereinheiten A und B des Cholera-Toxislikrt. Die Expression dieses Operons
erfolgt in Abhangigkeit vom pH-Wert, der Temperatder Osmolaritat und der Aminosaure-
zusammensetzung des Mediums (Mileeral., 1987). Zusatzlich wird die Expression von
zahlreichen weiteren Genen durch ToxR reguliererzu zahlen z. BompT und ompU,
welche fir Proteine der auf3eren Membran kodieratigfiMind Mekalanos, 1988), odapA
(kodiert fur die Hauptuntereinheit der Pili; Tayleral., 1987; DiRitaet al., 1991). Neben
diesen Effektorgenen wird auch die Expression waiteAktivatorgene durch ToxR
angeschaltet. So aktiviert ToxR zusammen mit dexRFéhnlichen Transkriptionsaktivator
TcpP die Transkription vorioxT, dies erfolgt vermutlich Uber eine direkte Inteiak
zwischen ToxR und TcpP (Krukonis und DiRita, 20@8%T kodiert fur den AraC-ahnlichen
Transkriptionsregulator ToxT und induziert die Eegsion zahlreicher Virulenzgene (Higgins
et al., 1992; Higgins und DiRita, 1996).

Sowohl TcpP als auch ToxR sind assoziiert mit ConAsitorproteinen. So stabilisiert TcpH
die periplasmatische Doméane von TcpP, indem eseg@igischen Abbau durch die
Metalloprotease Yael verhindert (Matson und DiRRA0OS5). ToxS wiederum verstarkt die
ToxR-vermittelte Aktivierung vonctxAB und toxT (Miller et al., 1989). Wahrscheinlich
interagieren ToxR und ToxS Uber die periplasma@sCloméane, wobei die Rolle dieser
Interaktion vermutlich in einer korrekten Faltungwb Stabilisierung der periplasmatischen
Doméane von ToxR oder einer Stimulierung der Dimdédudlg besteht (DiRita und
Mekalanos, 1991; Dziejman und Mekalanos, 1994; BfalTaylor, 1998).
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Aufgabenstellung

Die Proteine der ToxR-Familie gehdren zwar zu defaehsten Signaltransduktionssystemen
in Bakterien, dennoch sind die von ihnen kontraie Gene haufig Bestandteile von sehr
komplexen Regulationsmechanismen, wie das BeisjgelVirulenz inV. cholerae zeigt.
Auch das zur Saureschutzantwort i coli gehdrende Cad-System ist bisher wenig
verstanden, so sind z. B. die Mechanismen der Réimvehmung und der Aktivierung von
CadC grof3tenteils unbekannt.

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung demgRation dercadBA-Expression irk. coli,
wobei v. a. der Transkriptionsaktivator CadC hihich der Lysin-Wahrnehmung und der
Interaktion mit dem negativen Regulator LysP dk¢ailuntersucht werden soll.

Fur ein besseres Verstandnis der Funktion des @sit8s bei Saurestress soll zunachst
vivo ein allgemeiner Uberblick anhand von Transkripgionnd Translationsanalysen erhalten
werden, wobei die Funktion von LysP bei der LysibR&ngigkeit decadBA-Expression und
die Rolle von RavA genauer untersucht werden solZusammenarbeit mit Prof. Dr. Ulrich
Gerland und Georg Fritz (Institut fir Theoretiséheysik der Universitat zu Koln) sollen die
hier erhaltenen Daten in ein mathematisches Madtdbriert werden, um das Cad-System
guantitativ zu beschreiben.

LysP ist der negative Regulator deradBA-Expression unter nicht-induzierenden
Bedingungen. Die Aufhebung des inhibitorischen E#evon LysP bei induzierenden
Bedingungen ist ein wichtiger Schritt fur die Akéwng von CadC. Von besonderem
Interesse fur die vorliegende Arbeit ist die Frages CadC und LysP interagieren und wie
diese Interaktion aufgeldst wird, v. a. unter Bé&dichtigung der Rolle von Lysin.

Die periplasmatische Doméane von CadC ist die Réiemehmungsdomane. Frihere Arbeiten
schlugen eine direkte Wahrnehmung der Signale Ligin. Cadaverin vor. Mit Hilfe von
Affinitatsmessungen soll analysiert werden, ob @i&gnale tatsachlich direkt von CadC
wahrgenommen werden.

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Arne Skerra und Bndreas Eichinger (Lehrstuhl fur
Biologische Chemie, Technische Universitdt Munchssl) die Struktur von CadC bzw. der
periplasmatischen Domane von CadC (CadC188-512)Baispiel der ToxR-ahnlichen
Transkriptionsaktivatoren mittels 3D-Kristallisatieermittelt werden. Hierfur sollen CadC

und CadC188-512 gereinigt und verschiedene Kristdibnsbedingungen getestet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Tabelle 2.1: verwendete Materialien

Agar Agar Biotechnologie Euler (Frankfurt a. M.)
Agarose Serva (Heidelberg)
L-Alanin E. Merck (Darmstadt)

Alkalische Phosphatase

New England Biolabs (NEB; Frankfurt)

Alkalische Phosphatase konjugiertes Penta-His-A
Mouse-IlgG

nGE Healthcare (Braunschweig)

Ampicillin (Natriumsalz)

Roth (Karlsruhe)

Antarktische Phosphatase

NEB (Frankfurt)

[y*-P]ATP

GE Healthcare (Braunschweig

[«*-P]dCTP

GE Healthcare (Braunschweig)

L(+)-Arabinose

Roth (Karlsruhe)

BioBeads

BioRad (Muinchen)

Cadaverin Dihydrochlorid

Sigma (Deisenhofen)

Carbenicillin (Dinatriumsalz)

Roth (Karlsruhe)

Chloramphenicol

Sigma (Deisenhofen)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Roth (Karlsruhe)

Desoxyribonuklease (DNase)

Sigma (Deisenhofen)

DNA-Standard (1 kb DNA-Leiter, 2-Log DNA-
Leiter)

NEB (Frankfurt)

DNeasy Tissue Kit

Qiagen GmbH (Hilden)

dNTPs (Desoxy-Nukleotidtriphosphate)

Invitrogen (Karlsruhe)

Disuccinimidylsuberat (DSS)

Pierce (Rockford)

HMW-Proteinstandard

Sigma (Deisenhofen)

Isopropyl-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

PeqgLab (Erlangen)

Kanamycin(sulfat)

Roth (Karlsruhe)

Lauryldimethylaminoxid (LDAQO) BioChemika,
>99.0% (NT)

Fluka (Neu-Ulm)

LDAO, purum, ~30% in KD

Fluka (Neu-Ulm)

Lipide (E. coli)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

L-Lysin freie Base

Sigma (Deisenhofen)

L-Lysin Monohydrochlorid

Roth (Karlsruhe)

n-Dodecyl$-D-maltosid

Calbiochem (La Jolla, Kalifornien)

Ni*-NTA-Agarose

Qiagen GmbH (Hilden)
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Nitrozellulose-Membran

Schleicher&Schuell (Dassel)

Nucleotide Removal Kit

Qiagen GmbH (Hilden)

Nylon-Membran

GE Healthcare (Braunschweig)

Oligonukleotide

Invitrogen (Karlsruhe) bzw. Oper@®In)

0-(2-Maleimidoethyl)-o’-methyl-polyethylenglycol
5'000 (PEG-Maleimid)

Fluka (Neu-Ulm)

ortho-Nitrophenylg-D-galaktopyranosid (o0NPG)

Sigma (Deisenhofen)

PageRuler Prestained Protein Ladder Plus

Fermésitalseon-Rot)

Penta-His-Anti-Mouse-IgG

GE Healthcare (Braunscigvei

Phenol-Chloroform

Roth (Karlsruhe)

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol

Roth (Karlsruhe)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma (Deisendof

“Prestained”-HMW-Proteinstandard

Sigma (Deisenhpfen

Proteinstandard Precision Plus

BioRad (Muinchen)

Protogel-Fertigldsung

Biozym Diagnostics (Hess.€Dlibrf)

Pyridoxalphosphat (PLP)

Fluka (Neu-Ulm)

QIAprep-spin Plasmid Kit

Qiagen GmbH (Hilden)

QIAquick-Gel-Extraction Kit

Qiagen GmbH (Hilden)

QIAquick-PCR-Purification Kit

Qiagen GmbH (Hilden)

Restriktionsenzyme

NEB (Frankfurt)

Rinderserumalbumin (BSA)

AppliChem (Darmstadt)

RNA-Leiter NEB (Frankfurt)
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard Invitrogenigkdre)
Spermidin Fluka (Neu-Ulm)

T4-DNA-Ligase

NEB (Frankfurt)

Tag-DNA-Polymerase

Gibco/BRL (Eggenstein)

Thiosin (S-Aminoethylcystein)

Sigma (Deisenhofen)

Tri-Nitro-Benzolsulfonsdure (TNBS)

Sigma (Deisendrof

Tris(2-carboxyethyl)phosphin-hydrochlorid (TCER

g®i (Deisenhofen)

Alle hier nicht aufgefiihrten Materialien wurden vden Firmen Bayer (Leverkusen), Biomol
(Hamburg), BioRad (Munchen), Biozym Diagnostics Ginfpless. Oldendorf), Fluka (Neu-
Ulm), Gibco/BRL (Eggenstein), ICN Biomedicals Irféurora, Ohio), E. Merck (Darmstadt),
Roche Diagnostics (MammheiRoth (Karlsruhe),

Riedel-de Haen (Seelze), Serva

(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) im Reinhe#iddpro analysis” bezogen.
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2.2 Stamme, Plasmide und Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Stdmme &ndab. 2.1, die verwendeten

Plasmide inTab. 2.2 und die verwendeten Oligonukleotide in.aB aufgefuhrt.

Tabelle 2.2: Verwendete Stamme

Stamm Genotyp Referenz
JM109 recAl endAl gyrA96 hsdR17 supE44rel Al Yanish-Perroret al.
A(lac-proAB)/F’[traD36proAB*lacllacZAM15] |(1985)
BL21(DE3)pLysS FompT hsdSs (rg” mg)gal dem (DE3)pLysS Studier und Moffat
(Cmd) (1986)
EP314 FIN(rrnD-rrnE) A(laclOPZYA) exa- Neelyet al. (1994)
1::MuDI1734 (Km lac) cadC1::Tn10
Origami™ B(DE3) F ompT hsdS (re'mg’) gal demlacYl Novagen
pLysS gor522::Tn10 (Tc) trxB::kan (DE3)pLysS
(CnT)
MG1655 K12-Referenzstamm Blattretral. (1997)
MG165%AcadC MG1655cadC::Kan [MG1655 X P1(W3110- |Kuper, 2005
cadC]
MG165%AravA AravA/AviaA in MG1655; Einfugen einer CrpSnideret al. (2006)
Resistenzkassette Ubdrambda Red Syster
Kassette entfernt tber FLP-Recombinase
MG16554ysP211 MG1655mit Basenaustausch an Position 21]diese Arbeit
lysP Gen (ysP211); Thiosir?
MG16551ysP-G153S MG1655 mit Basenaustausch an Position 45| diese Arbeit
lysP Gen; Aminosaureaustausch & S an
Position 153; Thiosih
MG165%AcadC/lysP242 | MG165%AcadC mit Basenaustausch an Positiptiese Arbeit
242 imlysP Gen (ysP242): Thiosir?

Bei allen aufgefiihrten Stammen handelt es sich enivBte vorE. coli.

Tabelle 2.3: Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz Genotyp Herkunft

pUC19 Amp Klonierungsvektor (Yanisch-Perrenal.
(1985)

pUC19¢adC Amp~ hisye-cadC in puUC19 Kiper (2005)

pUC19¢adC1-215 Amp hiso-cadC1-215in pUC19 Klper (2005)

pUC19€adC188 Ampgt hiss-cadC188-512 Unfried (2003);
personliche Gabe

pUC19¢adC188-R265C | Amp" hiss-cadC188-512R265C Unfried (2003);
personliche Gabe
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Plasmid Resistenz Genotyp Herkunft
pUC191ysP Amp" lysP-hiss in pUC19 diese Arbeit
pUC194ysP211 AmpF lysP211-hiss in pUC19 diese Arbeit
pET16b Amp Klonierungs- und Expressions-Novagen

vektor
pET16beadC Amp" his,;e-cadC in pET16b Kuper (2001)
pET16beadC-C208A Ampt his;o-cadC-C208A in pET16b | Dénhofer (2007)
pET16beadC-C272A Ampt his;o-cadC-C272Ain pET16b | Dénhdofer (2007)
pET16beadC-C208A/ AmpF his,o-cadC-C208A/C272A in | Donhofer (2007)
C272A pET16b
pET16bravA Amp® his;g-ravA in pET16b diese Arbeit
PET16bviaA Amp® hisie-viaA in pET16b diese Arbeit
pT7-5 Amp' Expressionsvektor Tabor und Richardsa

(1985)

pT<caT Amp® caiTin pT7-5 Junget al. (2002)
pTHysP Amp® lysP-hiss in pT7-5 diese Arbeit
pT-lysP211 Amp® lysP211-hiss in pT7-5% diese Arbeit
pT-lysP242 Amp® lysP242-hiss in pT7-5 diese Arbeit
pT-lysP-G153S Amp lysP-G153Shiss in pT7-5 diese Arbeit
pBAD24 Amgt Expressionsvektor Guzmahal. (1995)
pBAD24-cadC Amg? hisy,-cadC in pBAD24 Kuper (2005)
pBAD24-cadC1-215 Amp hiso-cadC1-215in pBAD24 Klper (2005)
pBAD244ysP AmpF lysP-his; in pPBAD24 diese Arbeit
pBAD33 Cn¥ Expressionsvektor Guzmahal. (1995)
pBAD334ysP Cntt lysP-his; in pPBAD33® diese Arbeit
pET32a Amp Expressionsvektor Novagen
pET32atrx-cadC188-512 | Amp hiss;-cadC188-512in pET32a | diese Arbeit
pET32irx-cadC188-512- | Amp" hiss-cadC188512-R2650n diese Arbeit
R265C pET32a

@ durch Punktmutation an Position 211ysP entsteht vorzeitiges Stopp-Codon in LysP

@ durch Punktmutation an Position 242ysP entsteht vorzeitiges Stopp-Codon in LysP
®) vektor pBAD33lysP enthélt Shine-Dalgarno-Sequenz aus pBAD24

n
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Tabelle 2.4: Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz

lysP-sense 5-CAGGGATCCATGGTTTCCGAAACTAAA-3

lysP-antisense 5-TGAAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTCTTABIT
CTG CGG-3

lysP-850-reverse 5-ACGGACTAACGCTGATGTCT-3'

lysP-Ncol-sense 5-CAGCCATGGCTGTTTCCGAAACTAAAACC-3’

cadC188-Ncol-his- 5-CGAGCCATGGCGCATCATCATCATCATCATAGCAAATCG

sense CGTATTTTGCTC-3

Cad_C-BamH I-stop- 5-AGTGGATCCTTATTCTGAAGCAAGAAATTTGTCG-3

antisense

LacP60_sense 5-AACTTAATCGCCTGGCAGCAC-3

1935_antisense 5-CAGGCAACTATGGATGAACGA-3

M13-20 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3’

M13 reverse 5-AACAGCTATGACCATG-3'

pBAD24_sense 5-TCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATA-3

pBAD24_anti 5-CAAATTCTGTTTTATCAGACCGCTTCTGCG-3

cadB-BamHI-sense 5-AGGGATCCATGAGTTCTGCCAAGAAGATCGGGCT-3'

cadB-antisense 5-ACGATAGCAATACAGGCGATACCCGC-3

rpoD-sense 5-ATGGAGCAAAACCCGCAGTCAC-3

rpoD-antisense 5-AATCGTCCAGGAAGCTACGCAGC-3

ravA Xhol_sense 5-CTGCGCTCGAGATGGCTCACCCTCATTTA-3

ravA_BamHI_antisense| 5-CCATCGGATCCTTAGCATTGTTGTGCCTG-3’

viaA Xhol_sense 5-CTGCGCTCGAGATGCTAACGCTGGATACG-3

viaA BamHI_antisense| 5-CCATCGGATCCTTATCGCCGCCAGCGTCT-3

Cad5_sense 5’-T(;aTAAACATTAAATGTTTATCTTTTCATGATATCAAO’TGC

Cad6_anti G51?\--|,;\§AGTTTCTGTAAGTGAGAACTTGAGGTTT-3’

2.3 Kultivierungsverfahren

Als Komplexmedium wurde LB-Medium verwendet, dashsaus 1% (w/v) Trypton, 1%
(w/v) NacCl, und 0,5 % (w/v) Hefeextrakt zusammens@¥laniatiset al., 1982). Um das Cad-
System zu induzieren, wurde der pH-Wert durch digabe von HCI auf pH 5,5 bzw. 5,8
eingestellt. Als Minimalmedium wurde entweder M62dium (Pardeet al., 1959; Miller,

1992) verwendet, das 1 pg/mL Thiamin und 0,2% (WBlucose als einzige C-Quelle
enthielt, oder KE-Medium nach Epstein und Kim (1P1iit 0,4% (w/v) Glucose als C-
Quelle, das mit 100 mM Kalium-Phosphatpuffer bei g6 oder pH 5,8 gepuffert war.
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Nahrbéden wurden durch Zugabe von 1,5% (w/v) Agangéstellt. Antibiotika wurden in
Konzentrationen von 100 pg/mL (Ampicillin, Carbahie), 50 pg/mL (Kanamycin) bzw. 34
pg/mL (Chloramphenicol) zugesetzt. Die OptischehBacwurde bei einer Wellenlange von
600 nm in einem ,Spekol 1100“ Photometer (Analyfiena, Jena), einem ,Eppendorf
Biophotometer* (Eppendorf, Hamburg) oder einem rtipec 2100 pro* der Firma

Amersham Biosciences bestimmt.

2.3.1 Induktion und Aktivitdt des Cad-Systems

Die Kultivierung von Zellen fur die Charakterisiagy der CadA- bzwf-Galaktosidase-
Aktivitat erfolgte folgendermal3en: wurden die Zellaerob inkubiert, wurden entweder
Erlenmeyerkolben mit Schikane verwendet, die makima ¥, des Gesamtvolumens befillt
wurden und bei 200 rpm geschittelt wurden, 50 micdraRohrchen mit 5-10 mL Kultur,
die ebenfalls geschittelt wurden, oder aber Reayjeser, die 5 mL Medium enthielten und
auf einem Roller inkubiert wurden. Erfolgte einekmiaerobe Kultivierung, so wurden
entweder Erlenmeyerkolben ohne Schikane, 10 mLr@reRohrchen oder Reagenzgléaser
verwendet. Die Erlenmeyerkolben und Greiner-Réhmoliaren maximal mit Medium gefullt
und wurden vorsichtig geschwenkt, um ein Sedimesnieder Zellen zu vermeiden. Die
Reagenzglaser enthielten 5-10 mL Medium und wukdser Nacht ohne Schwenken stehen
gelassen. Die Ubernachtkulturen wurden in der Ragebb in LB-Medium kultiviert (bei
Versuchen in Komplexmedium), oder aerob in KE-MediupH 7,6 (bei Versuchen in
Minimalmedium). Die Ubernachtkulturen wurden so das jeweilige Versuchsmedium
Uberimpft, dass die Optische Dichte bei 600 nm egiBn des Versuchs bei ~ 0,05 lag. Die
Kultivierung wurde immer bei 37°C durchgefihrt.

2.3.2 Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems

Fur die zeitabhdngige Analyse des Cad-Systems wudie E. coli-Stamme MG1655,
MG16554ysP211 bzw. MG165%AravA wie folgt kultiviert: 5 L KE-Medium (pH 7,6) wurae
mit einer Ubernachtkultur des jeweiligen Stammaexkiriert und bei 37°C bis zur Mitte der
logarithmischen Wachstumsphase aerob kultivier2(in-Schikanekolben). Fur die Analyse
des Cad-Systems wurden hier erste Proben entnonfmeteitpunkt tzg). AnschlieRend
wurden die Zellen bei 7878 x g bei 37°C abzentrdtigin einem geringen Volumen an KE-
Medium (pH 7,6) resuspendiert und sofort in eineh-Bermenter Biostat®B (B. Braun,
Biotech International) Gberfuhrt, der KE-Medium (@#8) +/- 10 mM Lysin enthielt (=

Zeitpunkt ). Nun wurden die Zellen fir weitere 4 h bei 37°@tikiert, wobei mikroaerobe
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Bedingungen erreicht wurden indem keine Begasung FElermenters erfolgte. Um ein
Sedimentieren der Zellen zu verhindern, wurdenedi®s ca. 50 rpm gerthrt. Regelméaliig
wurden Proben entnommen und anhand dieser cddBA-Transkription (2.4.13), die
spezifische Lysin-Decarboxylase-Aktivitat in Zelteakten (2.5.13) und die Konzentration
von Cadaverin im Medium (2.5.14) analysiert. DiesBamung des pH-Wertes wurde mit
einer sich im Fermenter befindenden pH-Sonde defcingt. Die Gesamtzellzahl wurde
anhand der Optischen Dichte bei 600 nm in einenpgdorf Biophotometer” (Eppendorf,
Hamburg) analysiert. Fur die Bestimmung der Lebehzahl wurden mit 0,9% (w/v) NacCl
(Saline) Verdunnungsreihen hergestellt, auf LB-Admtten ausplattiert und die Zahl der
Kolonie-bildenden Einheiten (cfaplony forming units) bestimmit.

Fur die cadBA-Transkriptionsanalyse bei verschiedenen Wachstadisgungen inE. coli
MG165%AravA wurden die Zellen in Erlenmeyerkolben aerob in MEdium (pH 7,6) bei
37°C bis zur Mitte der logarithmischen Wachstumsghakultiviert, anschliel3end
abzentrifugiert und in neues Medium mit den nagdob beschriebenen Bedingungen
Uberfuhrt. Diese waren KE-Medium, pH 7,6 (+ 10 misin bzw. ohne Lysin) und KE-
Medium, pH 5,8 (+ 10 mM Lysin bzw. ohne Lysin), veblieweils 50 mL-Erlenmeyerkolben
(ohne Schikane) maximal mit Medium geflllt warenm Unikroaerobe Bedingungen zu
erreichen wurden die Kolben nur leicht geschwe&tmin nach dem Uberfiihren der Zellen
wurden diese geerntet und die Transkriptionsanalyge unter 2.4.13 beschrieben

durchgefuhrt.

2.3.3 Charakterisierung von E. coli MG16554ysP211

Fur die Charakterisierung deadBA-Expression inE. coli MG16554ysP211 wurden die
Zellen in 50 mL KE-Medium (pH 7,6 bzw. 5,8) mikreab bis zu Beginn der stationéren
Phase kultiviert. Dem Medium wurden 10 mM Lysin okeine Zusatze beigeflgt. Als Mafl3
fur die cadBA-Expression wurde die spezifische CadA-Aktivitat zellfreien Extrakten
(2.5.13) bestimmt.

2.3.4 Einfluss von Lysin auf diecadBA-Expression

Um den Einfluss von Lysin auf deadBA-Expression zu untersuchen, wuiglecoli MG1655

in 5 mL M63-Minimalmedium (pH 5,8) in Gegenwart vdh bis 250 mM Lysin in
Reagenzglasern Uber Nacht bei 37°C inkubiert umah didr die Bestimmung der spezifischen
CadA-Aktivitat in zellfreien Extrakten (2.5.13) geeet. Fir die Analyse des Lysin-Effekts
bei LysP-Uberproduktion erfolgte die KultivierungrvE. coli MG1655 uncE. coli MG1655-
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lysP211 in 50 mL KE-Medium (50 mL Kolben ohne Schikane}j 5,8, mikroaerob in
Gegenwart von 10 bis 100 mM Lysin. Die Uberprodoktivon LysP wurde durch Zugabe
von 0,25 mM IPTG zi. coli MG16554ysP211-pT-lysP erzielt.

2.3.5 Charakterisierung von E. coli MG16554ysP-G153S

Fur die Untersuchung der Lysin-Abhangigkeit dadBA-Expression wurden di&. coli-
Stamme MG1655 und MG163%sP-G153S in 10 mL KE-Medium (pH 5,8) mikroaerob bis
zu Beginn der stationdren Wachstumsphase inkulidas. Medium enthielt 0 bzw. 10 mM
Lysin. Fur die Analyse des Einflusses vonlg3P-G153S auf dieadBA-Expression wurden
die E. coli-Stamme MG165%ysP211, MG16554ysP211-pT-lysP und MG1655ysP211-pT-
lysP-G153S in 10 mL LB-Medium (pH 5,8) mikroaerob ingeawart von 0,25 mM IPTG bis
zu Beginn der stationdren Wachstumsphase inkuliag. Bestimmung der spezifischen

CadA-Aktivitat in zellfreien Extrakten wurde wie t@n 2.5.13 beschrieben durchgefihrt.

2.3.6 Analyse des Einflusses von CadC-C208A und CadC-C2X2uf die cadBA-
Expression
E. coli EP314 wurde mit pET166adC, pET16beadC-C208A, pET16bcadC-C272A bzw.
PET16beadC-C208/C272A transformiert und mikroaerob in 10 mE-Kledium, pH 5,8 (+/-
10 mM Lysin) kultiviert. Um den Einfluss einer Lydfberproduktion zu analysieren, wurden
transformierte Zellen (EP314-pET16bBdC/pBAD334ysP bzw. EP314cadC-C272A/
pBAD334ysP) mikroaerob in LB-Medium (pH 5,8) kultiviert undied Genexpression von
pBAD334ysP mit 0,2% (w/v) Arabinose wahrend der logarithmistiWachstumsphase fur

drei Stunden induziert.

2.3.7 Co-Expression voncadC/lysP bzw. cadC1-215lysP

Fur die Versuche zur Co-Expression veadC/lysP bzw. cadC1-215lysP wurde E. coli
MG165AAcadC/lysP242 in verschiedenen Ansétzen mit den Plasmiden pBAGRIC,
pBAD24-cadC/pBAD334ysP, pBAD24-cadC1-215 bzw. pBAD24zadC1-215/pBAD33}ysP
(co-)transformiert. Die Kultivierung der Zellen elgte aerob in 10 mL LB-Medium bis zur
Mitte der logarithmischen Wachstumsphase. Zu dieZeitpunkt wurde die Genexpression
mit 0,2 % (w/v) Arabinose fur 3 h induziert. Ansefdend wurden die Zellen geerntet und
zellfreie Extrakte gewonnen, um die spezifische AGAdttivitat (2.5.13) zu bestimmen.
Zusatzlich wurde mit Hilfe eines Western Blots (8)5uberpruft, ob ungefahr gleiche

Mengen CadC und LysP bzw. CadC1-215 und LysP cdyaiert wurden, um sicher zu
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stellen, dass beobachtete Effekte nicht auf uriezdiche Proteinmengen zuriickzufuhren

waren.

2.3.8 Hemmung der cadBA-Expression durch Cadaverin

Um die Bedeutung der periplasmatischen Domane vadCCfur die Interaktion mit
Cadaverinin vivo zu analysieren, wurde. coli EP314-pBAD24eadC undE. coli EP314-
pBAD24-cadC1-215 in 10 mL LB-Medium (pH 5,8) mikroaerob bei’87bis zu Beginn der
stationdren Wachstumsphase kultiviert. Das Mediunthielt entweder 1,3 mM Cadaverin
oder keine Zusatze. Um ungefahr gleiche MengenGamitC und CadC1-215 in den Zellen zu
erhalten, wurde die GenexpressiorEincoli EP314-pBAD24cadC mit 0,2% (w/v) Glucose
von Anfang an reprimiert, ifE. coli EP314-pBAD24cadC1-215 jedoch mit 0,05% (w/v)

Arabinose von Anfang an induziert.

2.3.9 Kultivierung zur Uberproduktion von Proteinen

Fur die Uberproduktion von CadC wurde eine Ubertiadtur vonE. coli BL21(DE3)pLysS-
pET16beadC aerob in LB-Medium bei 37°C kultiviert. Die Kultetung erfolgte entweder in
2 L-Erlenmeyerkolben mit Schikane oder in einemL3Bermenter (Biostat®C; B. Braun,
Biotech International). Die Genexpression wurdewveder von Anfang an durch 0,5 mM
IPTG induziert, wobei die Kultur dann bis zum Ecie2n einer Oy ~ 1,8 kultiviert wurde,
oder die Induktion erfolgte erst in der Mitte degrithmischen Wachstumsphase fur 3 h.
Fur die Uberproduktion von Thioredoxin-CadC188-542w. Thioredoxin-CadC188-512-
R265C wurdeE. coli Origami™ B (DE3)pLysS, transformiert mit pET3ga&-cadC188-512
bzw. pET32arx-cadC188-512-R265C, in LB-Medium aerob bei 30°C bis Mitte der
logarithmischen Wachstumsphase kultiviert und deaé&xpression durch 0,1 mM IPTG fir 3
h induziert. Die Kultivierung wurde entweder in 2Htlenmeyerkolben mit Schikane oder in
einem 30 L-Fermenter (Biostat®C; B. Braun, Biotéaternational) durchgefuhrt.

Um LysP zu produzieren, wurde coli BL21(DE3)pLysS-pTlysP aerob in LB-Medium bei
37°C kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in 2 LsiEenmeyerkolben, die Genexpression wurde
in der logarithmischen Wachstumsphase mit 0,5 mM3RUr 3 h induziert.

Fur die Uberproduktion von RavA bzw. ViaA wurd@&n coli BL21(DE3)pLysS-pET16b-
ravA bzw. E. coli BL21(DE3)pLysS-pET16w%aA aerob bei 30°C (RavA) bzw. bei 18°C
(ViaA) in LB-Medium kultiviert und die Genexpressidn der Mitte der logarithmischen
Wachstumsphase mit 0,4 mM IPTG Uber Nacht induziert
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Um das Vorhandensein des C-terminalensHey bei LysP und den LysP-Derivaten
LysP211, LysP242 und LysP-G153S zu uberprifen, gumer StammE. coli
BL21(DE3)pLysS mit den Plasmiden pysP, pTdysP211, pTHysP242 bzw. pTlysP-G153S
transformiert und in LB-Medium aerob bei 37°C kuikrt. Die Induktion der Genexpression
erfolgte durch Zugabe von 0,5 mM IPTG in der lotemischen Wachstumsphase fur 3 h.

Die Durchfihrung des Western Blots erfolgte wie h&L8 beschrieben.

2.3.10 Dauerkulturen
Die Lagerung von Bakterienstammen erfolgte in Gigheilturen. Hierfir wurden frisch
kultivierte, stationare Kulturen mit 10% (v/v) GbBmol versetzt und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Dauerkulturen wurden wahrend_dborzeit bei -20°C gelagert.

2.4 Molekularbiologische und genetische Methoden

2.4.1 Plasmidisolierung

PlasmidDNA wurde aus 5 mL Ubernachtkulturen mit Hilfe dg3lAprep Spin Miniprep
Kit“ nach Angaben des Herstellers isoliert. Dieliste Plasmid-DNA wurde in 30 puL EB-
Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,5) aufgenommen.

2.4.2 Isolierung von chromosomaler DNA
Chromosomale DNA wurde aus 1 mL Ubernachtkultur jgesiligen Stammes mittels des

.DNeasy Tissue Kit“ nach Angaben des Herstelleotiast.

2.4.3 Modifikation von DNA

Die Standard-DNA-Techniken wurden, falls nicht aisdbeschrieben, nach Maniagsal.
(1982) durchgefihrt. Dien vitro Verdnderungen von DNA-Molekilen wie Restriktionardu
Ligationen wurden unter den vom jeweiligen Herstekmpfohlenen Bedingungen durch-
gefuhrt. Linearisierte Vektoren wurden zur Vermeigwon Religationen fir 30 min bei
37°C mit Alkalischer Phosphatase behandelt.

2.4.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA
Die analytische und préparative Auftrennung von DRiAgmenten erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dafur wurden Gele mit 1% (w/gprose in TAE-Puffer (40 mM Tris; 40

mM Essigsaure; 1 mM EDTA) verwendet, die mit 0,2mig Ethidiumbromid versetzt waren.
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Vor dem Lauf wurde 1/10 des Volumens an 10 x DNAHenpuffer [50% (w/v) Glycerol,
0,1 M EDTA; 1% (w/v) SDS; 0,25% (w/v) Bromphenolbjazu den Proben gegeben. Zur
Bestimmung der DNA-Fragmentgro3en diente entwether & kb DNA-Leiter oder eine 2-
Log DNA-Leiter (0,1-10,0 kb) von NEB. Der Gellautuvde in einer ,Mini Sub DNA Cell*-
Agarosegel-Laufkammer (Bio-Rad) bei konstant 10(UY 30-45 min durchgefiihrt. Die
Detektion der aufgetrennten DNA erfolgte auf eingivt-Transilluminator bei 304 nm, die
Dokumentation der Gele mit einer Gel-Dokumentatmtage der Firma PeqLab.

2.4.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden mittels des ,QIAquick Gel Extion Kit* nach Angaben des
Herstellers aus Agarosegelen isoliert. Die Elutilem extrahierten DNA erfolgte mit 30 pL
EB-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,5).

2.4.6 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA wuwldrch den Sequenzierservice des
Bereichs Genetik der Ludwig-Maximilians-Universitdtinchen durchgefiihrt. Diese erfolgte
nach dem Prinzip des “Cycle Sequencing”, welchels dam nach Sangeet al. (1977)
beschriebenen Kettenabbruchverfahren mit Didesddgotiden basiert. Die Sequenzier-
reaktion erfolgte in einem Endvolumen von 20 pL 2M0-500 ng Plasmid-DNA, 3 pmol
Oligonukleotid und 4 uL ,BigDye® Terminator Readg#&ttion”™-Mix (Applied Biosystems,
Weiterstadt) in einem Thermocycler (Eppendorf, Hargh Die Denaturierung der
doppelstrangigen DNA erfolgte dabei pro Reaktiokkry fur 0,5 min bei 96°C, das
Anlagern der Oligonukleotide fur 0,25 min bei 4506d die DNA-Amplifikation fir 4 min
bei 72°C. Nach 30 Zyklen wurde die Reaktion beendet die Reaktionsansatze bis zur
Weiterbearbeitung bei 4°C gekihlt. Die DNA wurdet rifiife des “DyeEx Spin”-Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers geyeiDie Proben wurden anschlie3end in
einem ,ABI Prism Model 310" (Applied Biosystems, Weérstadt) einer Elektrophorese
unterzogen und ausgewertet. Bei einem neueren Modealle die Sequenzierreaktion in
einem Endvolumen von 10 pL mit ca. 600 ng PlasnivAD2 pmol Oligonukleotid und 1 pL
,BigDye® Terminator v3.1 Sequencing’-Mix in einenm@mocycler (Eppendorf, Hamburg)
durchgefuhrt. Die Denaturierung der doppelstrangigNA erfolgte dabei pro
Reaktionszyklus fir 10 sec bei 96°C, das Anlagemn@ligonukleotide fur 15 sec bei 50°C
und die DNA-Amplifikation fir 4 min bei 60°C (35 Eien). Die Proben wurden in einem
»ABI Prism Model 3730” (Applied Biosystems, Weitéadt) einer Elektrophorese unterzogen
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und ausgewertet. Alternativ. wurden DNA-Sequenzawaly durch die Firma GATC
(Konstanz) mit entsprechendem Plasmid und Oligaratiden durchgefiihrt und ausgewertet.

2.4.7 DNA/RNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration von Plasmid-Praparationen bzive RNA-Konzentration von
Gesamt-RNA wurde photometrisch in einem ,EppendBroPhotometer” (Eppendorf,
Hamburg) oder einem ,Spekol 1100 Photometer (Analyena, Jena) bei einer Wellenlange

von 260 nm bestimmt, die Reinheit wurde durch deoti@nten Asy/Azgo ermittelt.

2.4.8 Praparation kompetenter Zellen und Transformation

Transformation vork. coli-Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach einer mod#izen RbClI-
Methode (Promega Technical Manual, 1994). Zur Reifme von kompetenten Zellen wurde
eine Ubernachtkultur 1:100 in frisches LB-Mediuneiimpft und bis zu einer Qfgy von 0,3-
0,5 kultiviert. Anschliel3end wurden die Zellen B800 x g fur 5 min abzentrifugiert und im
halben Volumen kalter Losung A (10 mM MOPS, pH 7,0;mM RDbCI) resuspendiert. Nach
erneuter 5-mindtiger Zentrifugation bei 4000 x gren die Zellen im gleichen Volumen
kalter Lésung B (100 mM MOPS, pH 6,5; 50 mM Ca@lb mM RDbCI) resuspendiert und fur
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Ziéngationsschritt wurden die Zellen in
kalter Losung B (10% des Ausgangsvolumens) aufgememund dann direkt fur die
Transformation verwendet. Fur die Transformatiorrdea 200 pL kompetente Zellen mit
100-200 ng Plasmid-DNA oder einem kompletten Liyagansatz 1 h auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock (90 sec bei 42°C) wurde zu jed@satz 0,8 mL LB-Medium gegeben
und dieser 1 h aerob bei 37°C inkubiert. Anschinel3eurden die Zellen auf geeigneten
Selektionsnahrbéden ausplattiert. Bei Plasmidtansitionen wurden 100 pL des
Transformationsansatzes ausplattiert. Wurden logatinsatze transformiert, so wurden die
Zellen zunachst bei 4000 x g abzentrifugiert, i0 L@ Medium resuspendiert und alle Zellen
ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht beC3irtkubiert.

2.4.9 Plasmidkonstruktion

Fur die Produktion der periplasmatischen Doméane @adC als Fusionsprotein mit
Thioredoxin (Trx-CadC188-512) wurde das Fragméids-cadC188 aus dem Plasmid
pUC19¢adC188 mit Hilfe der Restriktionsenzynidcol und BamHI ausgeschnitten und tber
diese Schnittstellen in den Vektor pET32a ligi®adurch entstand das Plasmid pET82a-

cadC188-512, welches fir einen N-terminalen ¢-igag kodiert.
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Um den Basenaustausch C (Arginin = CGC) gegen FPaaition 793 (Cystein = TGC) in die
periplasmatische Doméne von CadC einzufiihren, melem Aminoséureaustausch R265C
resultierte, wurde das Fragmédmsgs-cadC188-512-R265C aus pUCI2dC-R265C mit Hilfe
der OligonukleotidecadC188-Ncol-his-sense undcadC-BamHI-stop-antisense durch PCR
amplifiziert und mit den Restriktionsenzymeéltol und BssHII in pUC19-cadC188 ligiert.
Dadurch entstand das Plasmid pU@&a8C188-512-R265C. Nach Uberpriifung der Sequenz
erfolgte die Ligation in pET32a Uber die Schnittete Ncol und BamHI. Dadurch entstand
das Konstrukt pET32x-cadC188-512-R265C. pUC8x-cadC188-512-R265C und
pPET32atrx-cadC188-512-R265C kodieren fur einen N-terminalensHiag.

Die FragmentdysP und lysP211 wurden mit den OligonukleotidelysP-sense undysP-
antisense und genomischer DNA v&n coli MG1655 bzw.E. coli MG16551ysP211 als
Template durch PCR amplifiziert und mit den ResimiksenzymerBamHI und Hindlll in
den Vektor pUC19 kloniert. Dadurch entstanden danstrukte pUC19ysP und pUC19-
lysP211, welche beide fiir einen C-terminalen Hi@g kodieren. Nach Uberprifung der
Sequenz erfolgte die Klonierung in den Expressiekswr pT7-5 (Tabor und Richardson,
1985). Hierfur wurde aus dem Plasmid ¢diT (Junget al., 2002) das DNA-Fragment,
welchescai T enthielt, mit Hilfe vonBamHI und Hindlll entfernt undlysP bzw. lysP211
eingefugt. Dadurch entstanden die PlasmiddysfP-und pTiysP211, die ebenfalls fur einen
C-terminalen HisTag kodieren. Die FragmentysP242 und lysP-G153Swurden mit den
Oligonukleotiden lysP-sense undlysP-antisense und genomischer DNA vda coli
MG165AcadC/lysP242 bzw. E. coli MG16554ysP-G153S als Template durch PCR
amplifiziert und mit Hilfe der RestriktionsenzyniBamH| und Hindlll in pT-caiT kloniert,
nachdem das FragmeoaiT entfernt worden war. Die Uberprifung der Sequenzde in
diesem Vektor durchgefihrt.

Der Vektor pBAD33lsP entstand folgendermal3entysP wurde mit Hilfe der
Oligonukleotide lysP-Ncol-sense undlysP-antisense und genomischer DNA vé@n coli
MG1655 als Template amplifiziert und mit den RésitonsenzymerNcol und Hindlll in den
Vektor pBAD24 kloniert. Dadurch entstand das KomstrpBAD241ysP. Mit Hilfe von
BamHI und Hindlll wurden lysP und die Shine-Dalgarno-Sequenz von pBAD24 in den
Vektor pBAD33 kloniert (enthalt keine eigene Shalgarno-Sequenz). Dadurch entstand
das Plasmid pBAD38ysP, welches anschlie3end sequenziert wurde. Das Kibdtodiert
fur einen C-terminalen HisTag.

Um pET16bravA und pET16bviaA zu konstruieren, wurderavA bzw. viaA durch PCRmit

Hilfe der OligonukleotideravA Xhol_senseavA BamHI_antisense bzwiaA Xhol_sense/
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viaA BamHI_antisense und genomischer DNA vercoli MG1655 als Template amplifiziert
und Uber die Schnittstellexhol und BamHI in pET16b kloniert. Beide Plasmide kodieren fur
einen N-terminalen Hig-Tag.

2.4.10 Stammkonstruktion

Um E. coli MG1655-Derivate, die Mutationen ilysP aufwiesen, zu erhalten, wurde eine
ungerichtete Mutagenese mit Hilfe von Thiosin dgediihrt. Thiosin (S-Aminoethylcystein)
ist ein toxisches Lysin-Analogon, das zu spontahknationen inlysP fiihrt (Popkin and
Maas, 1980; Tabost al., 1980). Zellen, die ein intaktégsP-Gen besitzen, kdnnen Thiosin,
ebenso wie Lysin, in die Zellen transportieren st deshalb sensitiv gegeniber diesem
Toxin. Zellen mit Mutationen iysP kbnnen Thiosin nicht mehr aufnehmen und sind daher
resistent. Da kein Lysin im Medium vorhanden seadiites, wurdenE. coli MG1655 bzw.
MG165%AcadC zunachst in Minimalmedium (M63 oder KE-Medium) n@tucose als C-
Quelle kultiviert und mehrmals in Minimalmedium tipepft, um auch geringe Mengen von
Lysin auszuschlieBen. AnschlieBend wurden die #@ellmehrere Stunden lang in
Minimalmedium aerob bei 37°C kultiviert und danrrsahiedene Verdiinnungsstufen 10
bis 10" auf Minimalmedium-Agarplatten, welche 50-500 pb/nThiosin enthielten,
ausplattiert. Die Inkubation erfolgte 1-2 Tage Béi. Thiosin-resistente Mutanten vancoli
MG1655, bei denen nach einer Transformation mitlysiP- (kodiert fur ein funktionelles
LysP) die Thiosin-Resistenz wieder aufgehoben wuwdeden weiter verwendet, da diese
offensichtlich Mutationen inlysP aufwiesen. Thiosin-resistente Mutanten vé&n coli
MG1655 bzw.E. coli MG165%AcadC (nach Transformation mit pET16&adC) wurden
anschlie3endhinsichtlich einer verandertesadBA-Expression untersucht. So entstanden die
DerivateE. coli MG16554ysP211 (Selektion mit 100 pg/mL Thiosink. coli MG16554ysP-
G153S (Selektion mit 100 pg/mL Thiosin) uBdcoli MG165%AcadC/lysP242 (Selektion mit
250 pg/mL Thiosin). Fir den Nachweis des C-ternainaHis-Tag von LysP und LysP-
Derivaten wurdeE. coli BL21(DE3)pLysS mit pTlysP, pTdysP211, pTdysP242 bzw. pT-
lysP-G153S transformiert und die Zellen wie unter 2.&8schrieben Kkultiviert. Der

immunologische Nachweis der Proteine wurde wien@i&8 beschrieben durchgefihrt.

2.4.11 Isolierung von RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus coli erfolgte mittels der sauren Phenol-Extraktion
nach Aibaet al. (1981). Dazu wurden 20 mL Aliquots der Zellen 5 nhi@i 20199 x g
zentrifugiert und das Pellet in 200 pL 20 mM Tri€HpH 8,0) resuspendiert. Die Zellen
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wurden mit 3 mL Lysepuffer0 mM Natrium-Acetat, pH 5,5; 0,5% (w/v) SDS; 1 mM
EDTA, pH 8,0]aufgeschlosserbie RNA wurde mit 3 mL saurem Phenol extrahiertpeio
eine 5-mindtige Inkubation bei 60°C stattfand, diésung wurde wahrend dieser Zeit
regelmanig vorsichtig geschwenkinschlieRend wurden die Anséatze 10 min bei 119%2 x
zentrifugiert.Die RNA wurde erneut bei 60°C mit 3 mL Phenol/Cbform/Isoamylalkohol
(25:24:1) extrahiert und anschlieBend mit 8 mL &igkn Ethanol (100%) bei —20°C uber
Nacht prazipitiert. Nach 15-minutiger Zentrifugatibei 20199 x g wurde das Pellet mit
eiskaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen und ansaitid®ei Raumtemperatur getrocknet.
Das Pellet wurde in 35 pL DEPGC8 resuspendiert und tUber Nacht bei -20°C gel6st. De
RNA-Gehalt und die Reinheit wurden photometrischtinemt und zusatzlich visuell tber ein
Agarose-Gel UberpriftAlle verwendeten Losungen wurden mit DEPC-behandelf0,1%

(v/v)] Wasser angesetzt.

2.4.12 Denaturierende Gelelektrophorese

Jeweils 20 pL Gesamt-RNA (1 pg/pL) wurden mittedmaturierender Gelelektrophorese in
einem 1,2% (w/v) Agarosegel aufgetrennt. Hierzudeudie Agarose zunachst in 105 mL
DEPC-HO durch Kochen gelést und nach dem Abkuhlen minl210 x MOPS-Puffer (80
mM Natrium-Acetat; 10 mM EDTA; 200 mM MOPS; pH 7,0hd 3,6 mL Formaldehyd
(37%) versetzt. Zu der RNA wurde das gleiche Volaman ,Pramix“ [64,5% (v/v)
Formamid; 8,4% (v/v) Formaldehyd; 1,3 x MOPS-Puffe0,3 mM Natrium-Acetat; 1,3 mM
EDTA; 26 mM MOPS; pH 7,0) gegeben, aul3erdem 0,9 ln Ehtidiumbromid und 1/10
des Volumens an 10 x RNA-Farbstoff [50% (w/v) Gigle 0,8% (w/v) Bromphenolblau;
0,8% (w/v) Xylencyanol; 1 mM EDTA, pH 8]. Die Anz& wurden 10 min bei 65°C
inkubiert und dann auf Eis gestellt. Der Gellaufrduibei 60 V (~ 80 mA) fur 2-3 Stunden
durchgefuhrt. Als Marker wurde 1,5 ng RNA-MarkerNR-Leiter, NEB) verwendet. Der
Laufpuffer bestand aus 1 x MOPS-Puffer (8 mM NatdAcetat; 1 mM EDTA; 20 mM
MOPS; pH 7,0). Alle verwendeten Ldsungen wurden DitPC-behandeltem [0,05% (v/v)]

Wasser angesetzt.

2.4.13 Northern Blot Analyse

Der Transfer der RNA auf eine Hybond-N Nylon-Membr@GE Healthcare) erfolgte im

Prinzip nach dem Protokoll von Juegal. (2001) Uber Nacht mittels eines Kapillar-Blots.
Der Transferpuffer bestand aus 20 x SSC (3 M N&G; M Natriumcitrat; pH 7). Nach

Beendigung des Transfers wurde die auf der Membedimdliche RNA durch 3-mindtige
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Bestrahlung mit UV-Licht (304 nm) fixiert. Die Prgbridisierung der Membran erfolgte in
einem Hybridisierungsofen fur mehrere Stunden B&C6n 10 mL Hybridisierungslésung [5
x SSC (0,75 M NaCl; 75 mM Natriumcitrat; pH 7;x Denhardt’'s Reagenz (Denhardt,
1966); 100 pg/mL denaturierte Lachssperma-DNA; O(#4) SDS]. Die §**P]-dCTP-
markierte DNA-Sondé¢ca. 10 ngwurde unmittelbar vor der Verwendung fur 5 min 8&87C
denaturiert und anschlief3end 5 min auf Eis geknét.Hybridisierung erfolgte durch Zugabe
der Sonde in 7,5 mL Hybridisierungslésung Uber Ndh 60°C. AnschlieRend wurde die
Membran 3 mal 5 min in jeweils 60 mL Waschlésungx[SSC (0,3 M NaCl; 30 mM
Natriumcitrat; pH 7); 0,1% (w/v) SDSJei 42°C gewaschemanach wurde die Membran
kurz auf Filterpapier getrocknet, die Expositiomr dembran erfolgte unter einem ,Storage
Phosphor Screen®. Alle verwendeten Losungen wundie®EPC-behandeltem [0,05% (v/v)]
Wasser angesetzt. Die Quantifizierung der Hybmdisigssignale wurde mit Hilfe der
Software ImageQuant (Version 5.0; Molecular Dynanaurchgefuhrt. Als Kontrolle fur die
Menge an Gesamt-RNA auf der Membran wurde zushtzhit Hilfe einer DNA-Sonde die
MRNA von rpoD nachgewiesen, deren Menge im Laufe des Versuchskahstant
angenommen wurde. Die erhaltenen Signale fir cd@BA-mRNA wurden anhand der

Signale fur diepoD-mRNA korrigiert.

2.4.14 Markierung von DNA

Die Herstellung einer DNA-Sonde zur Detektion voad®@A-mRNA und rpoD-mRNA
erfolgte mittels PCR. Als Template-DNA diente gergche DNA au<E. coli MG1655, fur
die Konstruktion dercadBA-spezifischen Sonde wurden die OligonukleotodeB-BamHI-
sense undadB-antisense verwendet, fur die Herstellung g@D-spezifischen Sonde die
Oligonukleotide rpoD-sense und rpoD-antisense. Die Amplifikate wurden mittels
Gelelektrophorese verifiziert und isoliert. Je 5 der Amplifikate wurden mittels des
,rediprime™|l DNA Labelling Systems* (GE Healthcare) nfit pL [¢**P]-dCTP (3000
Ci/mmol) nach Vorschrift des Herstellers radioaktiarkiert. Uberschiissiges’f-P]-dCTP
wurde mit Hilfe des ,Nucleotide Removal Kit* (Qiage nach Angaben des Herstellers
entfernt.

Die Markierung des DNA-Fragments ,Cadl1-2" fur dielfétardationsexperimente erfolgte
als 5-Endmarkierung. 1 pg des Fragments wurde chahamit 5 U Antarktischer
Phosphatase dephosphoryliert. Die Markierung eolgh bei 37°C mit 10 pCi{-P]ATP
(3000 Ci/mmol) in T4-Polynukleotidkinase-Puffer (RE Uberschiissiges-P]JATP wurde

mit Hilfe des ,Nucleotide Removal Kit* (Qiagen) raéngaben des Herstellers entfernt.
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2.5 Biochemische und analytische Methoden

2.5.1 Praparation von Membranvesikeln und Cytosol

Fur die Praparation von invertierten Membranvesilalskt. coli BL21(DE3)pLysS-pET16b-
cadC wurden Vesikel nach dem Protokoll von Siebers éiigndorf (1988) hergestellt,
wobei jedoch ein Aufschlusspuffer verwendet wumder, Tris/HCI (pH 7,5) und 30 pg/mL
DNase enthielt [0,2 g Zellen (Feuchtgewicht)/mL salflusspuffer]. Der Aufschluss erfolgte
im Hochdruck-Zellaufschlussgerat (Constant Cellripgsor Systems, Modell Basic-Z, UL
Instruments GmbH, Kdnigswinter) bei einem Druck vib85 kbar (Dise @ 0,18 mm) und
4°C, Zelltrimmer wurden durch eine niedertourigetd&igation abgetrennt. Darauf folgte
eine 1-stindige Ultrazentrifugation bei 244.000 e 4°C (Sorvall®Discovery™ 90 SE
oder Beckman Coulter Optima™ L-90K). Nach einem uWashritt der Membranen mit
niederionischem Puffer (1 mM Tris/HCI, pH 7,5; 3 nBBDTA, pH 8,0; 0,5 mM PMSF) und
einer erneuten Ultrazentrifugation fur 1 Stunde deur die Membranpellets in TG-Puffer [50
mM Tris/HCI, pH 7,5; 10% (v/v) Glycerol] resuspeadi in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°@ewahrt.

Fur die Herstellung von Cytosol als coli Origami™ B (DE3)pLysS, transformiert mit
pET32atrx-cadC188-512 bzw. pET32&x-cadC188-512-R265C, wurden die Zellen in 50
mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7) 1 mM EDTA, 1 mM BM und 30 ug/mL DNase [0,2 g
Zellen (Feuchtgewicht)/mL Aufschlusspuffer] resusgiert. Der Aufschluss und die Ultra-
zentrifugation wurden wie fir die Herstellung deremabranvesikel beschrieben durch-
gefuhrt. Das Cytosol wurde als Uberstand nach deazéntrifugation erhalten, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Viamdung bei -80°C aufbewahrt.

Fur die Herstellung von Cytosol als coli BL21(DE3)pLysS-pET16avA bzw. E. coli
BL21(DE3)pLysS-pET164aA bestand der Aufschlusspuffer aus 50 mM Tris/HE {§5),
50 mM NacCl, 0,02% (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSF ul® pg/mL DNase. D&. coli
BL21(DE3)pLysS-pET16avA nur schwer aufgeschlossen werden konnte, wurd&wter
zunachst so verdinnt, dass die Optische Dichté®&inm gleich 1 war. Fur je 1 mL Kultur
wurden dann jeweils 0,1 mL Aufschlusspuffer verwesnH. coli BL21(DE3)pLysS-pET16b-
viaA wurde in einer Konzentration von Qgl(Feuchtgewicht) Zellen/mL Puffer resuspendiert.
Der Aufschluss und die Ultrazentrifugation wurdeie fiiir die Herstellung des Cytosols aus
E. coli Origami™ B (DE3)pLysS beschrieben durchgefihrt.



2. Material und Methoden 31

2.5.2 Reinigung von Proteinen

2.5.2.1 Reinigung von Thioredoxin-CadC188-512 bzw. Thioredxn-CadC188-512-
R265C
Die Reinigung von Thioredoxin-CadC188-512 bzw. Tédoxin-CadC188-512-R265C aus
dem Cytosol vorE. coli Origami™ B (DE3)pLysS, transformiert mit pET3g#a&-cadC188-
512 bzw. pET32drx-cadC188-512-R265C, erfolgte nach dem Prinzip der MeTalélat-
Affinitatschromatographie mit Ki-NTA-Agarose. Hierfiir wurde in der Regel 750 pL*Ni
NTA-Agarose auf eine Reinigungssaule (Qiagen) galadnit HO gewaschen und mit 50
mL Reinigungspuffer (50 mM Natrium-Phosphatpuffel 7; 250 mM NaCl; 30 mM
Imidazol) aquilibriert. Zur Bindung des gelosteroteins wurde die &aquilibrierte Agarose zu
25 mL Cytosol [nach Zugabe von NaCl (Endkonzerdrati250 mM) und Imidazol
(Endkonzentration: 30 mM)] gegeben, in einem 50 Falecon-Rdhrchen vereinigt und 45
min bei 4°C auf einer Wippe geschwenkt. Nach Vefereder nicht-gebundenen Proteine
und Waschen der Agarose mit 50 mL Waschpuffer (30 Natrium-Phosphatpuffer, pH 7;
250 mM NacCl; 50 mM Imidazol) erfolgte die Elutiorov Trx-CadC188-512 bzw. Trx-
CadC188-512-R265C 4 x mit je 1 mL Elutionspuffed (6BM Natrium-Phosphatpuffer, pH 7;
250 mM NaCl; 250 mM Imidazol). Um fur nachfolgenBgperimente das Imidazol aus der
Proteinlésung zu entfernen und die NaCl-Konzemnatiu senken, wurde eine schrittweise
Dialyse gegen 50 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7d ul50 mM NaCl bei 4°C
durchgefuhrt. Gereinigtes Protein wurde bei 4°Ggeit.

2.5.2.2 Abspaltung von Thioredoxin durch Thrombin

Fur die Abspaltung von Thioredoxin von Trx-CadCHI& bzw. Trx-CadC188-512-R265C

wurde das ,Thrombin Cleavage and Capture Kit* voovadben verwendet. Hierflr wurde

jeweils 1 U biotinyliertes Thrombin zu 1 mg Fusiprstein gegeben und 4 h bei 20°C
inkubiert. Die Proteinkonzentration im Ansatz bgtrd mg/mL. Die Entfernung des

biotinylierten Thrombins erfolgte mit Hilfe von $ptavidin-Agarose nach Anweisung des
Herstellers. Fur Kristallisationsversuche (2.5.28)rde abgespaltenes Thioredoxin mittels
Gelfiltration von CadC188-512 getrennt, fir Tryptapfluoreszenz-Messungen (2.5.10)
wurde Thioredoxin mit Hilfe von Ultrafiltration (thHafree-4-Zentrifugationsgefalie,

GroélRenausschlussgrenze der Membran: 30 kDa; MidipBedford, USA) aus dem Ansatz

entfernt.
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2.5.2.3 Reinigung von CadC188-512 fur Kristallisationsversahe

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Dmeé\Skerra (Lehrstuhl fur Biologische
Chemie der TU Munchen) wurden Versuche zur Strakiltdrung von CadC188-512
mittels 3D-Kristallisation durchgefuhrt. Die Reioigg von Trx-CadC188-512 und
anschlieBende Abspaltung von Thioredoxin erfolgtée winter 2.5.2.1 und 2.5.2.2
beschrieben. Um fir die Kristallisationsansatze @ha®redoxin aus der Proteinlésung zu
entfernen, wurde CadC188-512 Uber eine analytisBuperdex-Saule S-75 (25 mL
Saulenvolumen; Pharmacia Amersham Akta Prime) gigiteiDie Saule wurde vor Auftragen
des Proteins mit Laufpuffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,550 mM NaCl) aquilibriert. Die
Laufgeschwindigkeit betrug 0,5 mL/min. Die Frakion die CadC188-512 enthielten,
wurden vereinigt, mittels Ultrafiltration (Vivaspifentrifugationsgefal3e, GroélRenaus-
schlussgrenze der Membran: 10 kDa; Sartorius, Haemauf ~ 10 mg/mL ankonzentriert
und mit Hilfe eines Pipettier-Robotors (Tecan Foead Evo®, Tecan) in 96 Well-
Mikrotiterplatten pipettiert. AnschlieBend wurdenie d Ansatze mit verschiedenen
Fallungsreagenzien versetfie Durchfihrung der Gelfiltration erfolgte am Letuhl fur
Biologische Chemie der TU Mlnchen. Die Kristallisatwurde von Dr. Andreas Eichinger
am Lehrstuhl fir Biologische Chemie der TU Minchdurchgefihrt, die Messung des
Proteinkristalls erfolgte an der Berliner Elektroppeicherring-Gesellschaft fir
Synchrotronstrahlung3gSssy).

2.5.2.4 Solubilisierung und Reinigung von CadC fir Kristallisationsversuche

Die Solubiliserung von Membranproteinen aus ineet®in Membranvesikeln voR. coli
BL21(DE3)pLysS-pET-16lwadC wurde &hnlich durchgefuhrt wie bereits beschrieben
(Kaper, 2001), jedoch mit einem leicht veranderarifer. Die Membranvesikel wurden in
einer Endkonzentration von 4-5 mg/mL Protein mit @%) Lauryldimethylaminoxid(LDAO)

in 50 mM Tris/HCI (pH 7,5) 150 mM NaCl und 2 mM DTsblubilisiert. Dazu wurde eine
6,67%ige (v/v) Detergenzl6sung innerhalb von 5 sahrittweise zum Solubilisierungsansatz
gegeben, insgesamt wurde 30 min unter Rihren ausdtubilisiert. Anschlie3end wurde 1 h
bei 244.000 x g (Sorvall®Discovery™ 90 SE oder Beak Coulter Optima™ L-90K; 4°C)
zentrifugiert, der Uberstand enthielt die solulmiiten Proteine. Die Reinigung von CadC aus
dem Solubilisat erfolgte nach dem Prinzip der MeTdielat-Affinitatschromatographie mit
Ni**-NTA-Agarose, hierfir wurden in der Regel 750 pL*NWTA-Agarose auf eine
Reinigungssaule (Qiagen) geladen, miOHgewaschen und mit Reinigungspuffer [50 mM
Tris/HCI (pH 7,5); 2 mM DTT; 600 mM NacCl; 0,05 % /(¢ LDAQ] aquilibriert. Zur
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Bindung des geldsten Proteins wurde die aquilitgidrgarose zu 25 mL Solubilisat [nach
Zugabe von NaCl (Endkonzentration: 600 mM) und bum (Endkonzentration: 30 mM)]
gegeben, in einem 50 mL-Falcon-R6hrchen vereinmgt 45 min bei 4°C auf einer Wippe
geschwenkt. Nach Verwerfen der nicht-gebundenereiP® und Waschen der Matrix mit
Reinigungspuffer wurde die Elution mit Reinigung8py der 250 mM Imidazol enthielt,
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde CadC mittels Gedfion Uber eine analytische Sephadex-
Saule S-200 (25 mL Saulenvolumen; Pharmacia Amarshkta Prime) am Lehrstuhl fir
Biologische Chemie der TU Munchen gereinigt. Alsifpuffer wurde 50 mM Tris/HCI (pH
7,5), 2 mM DTT, 300 mM NaCl und 0,05 % (w/v) LDAGmwvendet. Die Saule wurde mit
diesem Puffer aquilibriert, die Proteinlésung wurder dem Auftragen auf die Séaule
schrittweise gegen diesen Puffer dialysiert. Diakkonen, die CadC enthielten, wurden mit
Hilfe von Ultrafiltration (Vivaspin-ZentrifugatiorgefaRe, Grofienausschlussgrenze der
Membran: 10 kDa; Sartorius, Hannover) ankonzertued zur Kristallisation eingesetzt. Die
Gelfiltration und die Versuche zur Kristallisati@rfolgten am Lehrstuhl fir Biologische
Chemie der TU Minchen.

Fur die Quervernetzungsstudien bestand der Reiggpuifer aus 50 mM Tris/HCI (pH 7,5),
10% (v/v) Glycerol, 2 mMB-Mercaptoethanol, 300 mM NaCl, 0,04% (wf¥Dodecyl$-D-
maltosid und 30 mM Imidazol, fir die Elution wurdige Konzentration an Imidazol im
Reinigungspuffer auf 250 mM erhéht. Solubilisiertesl gereinigtes CadC wurde immer bei
4°C aufbewabhrt.

2.5.2.5 Solubilisierung und Reinigung von LysP

Fur die Quervernetzungsstudien erfolgte die Sahkibrung von LysP aus invertierten
Membranvesikeln vonE. coli BL21(DE3)pLysS-pThysP wie unter 2.5.2.4 fur CadC
beschrieben, allerdings wurde als Solubilisierunéfep 50 mM Tris/HCI (pH 7,5), 10% (v/v)
Glycerol, 2 mMp-Mercaptoethanol und 1% (w/w}Dodecyl$-D-maltosid verwendet. Die
Reinigung von LysP aus dem Solubilisat wurde &hnligie fir CadC beschrieben
durchgefuhrt (2.5.2.4), der Reinigungspuffer sesatl jedoch aus 50 mM Tris/HCI (pH 7,5),
10% (v/v) Glycerol, 2 mMB-Mercaptoethanol, 300 mM NaCl, 0,04% (wf¥Dodecyl$-D-
maltosid und 15 mM Imidazol zusammen. Fur die Blutivurde die Imidazol-Konzentration
im Reinigungspuffer auf 250 mM erhoht. Solubilisésr und gereinigtes LysP wurde immer
bei 4°C aufbewahrt.
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2.5.2.6 Reinigung von RavA und ViaA

Die Reinigung von RavA bzw. ViaA aus dem Cytosah¥o coli BL21(DE3)pLysS-pET16b-
ravA und E. coli BL21(DE3)pLysS-pET16m4aA erfolgte nach dem Prinzip der Metall-
Chelat-Affinitatschromatographie mit NiNTA-Agarose. Fiir die Reinigung von RavA
wurden 400 mL Cytosol (ca. 640 mg Gesamtprotein) 6t mL NF*-NTA-Agarose
inkubiert, um ViaA zu reinigen, wurden 120 mL Cyibson E. coli BL21(DE3)pLysS-
pET16bviaA (Gesamtprotein ca. 580 mg Gesamtprotein) mit 5,8 Mit*-NTA-Agarose
inkubiert. Die Inkubation wurde 1 h bei 4°C durcfiget, die Nf*-NTA-Agarose wurde
zuvor mit Reinigungspuffer [20 mM Tris/HCI (pH 7,3),02% (v/v) Triton X-100; 30 mM
Imidazol; 1 mM PMSF] aquilibriert. Die Elution etfgie mit Reinigungspuffer, der 250 mM
Imidazol enthielt. Die gereinigten Proteine wurdesizur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.5.3 Rekonstitution von CadC und LysP

Gereinigtes LysP bzw. CadC wurde gemaR der von #ing. (1997) abgewandelten
Methode nach Rigaud al. (1995) in Liposomen aul. coli-Phospholipiden rekonstituiert.
Bei dieser Detergenz-vermittelten Rekonstitutiorrdemn die Liposomen durch Zugabe des
Detergenz Triton X-100 [0,47% (v/v)] partiell solifiert. AnschlieRend wurde gereinigtes
CadC (2.5.2.4) bzw. LysP (2.5.2.5) in einem Liprdtin-Verhaltnis von 25:1 zugegeben.
Der Ansatz wurde flr 10 min bei Raumtemperatur lggerdm Anschluss daran erfolgte die
Zugabe von BioBeads, um die Detergentien zu erdferibie BioBeads wurden in einem
BioBeads:Detergenz-Verhéltnis von 5:1 zugegeben Lnd bei Raumtemperatur (RT)
geruhrt, danach wurde noch einmal die gleiche MdigBeads zugegeben und eine weitere
Stunde bei RT gerihrt. Anschlieiend wurden UberhNdei 4°C BioBeads in einem
BioBeads:Detergenz-Verhaltnis von 10:1 zugegeberannD wurde der Uberstand
abgenommen und 1 h bei 289000 x g zentrifugied,Riglet in TG-Puffer [50 mM Tris/HCI
(pH 7,5); 10% (v/v) Glycerol] resuspendiert, uné &iroteoliposomen in flissigem Stickstoff
eingefroren. Wurden LysP und CadC co-rekonstituiedt wurde genauso vorgegangen,
jedoch wurden beide Proteine gleichzeitig in einéouimolaren Verhaltnis mit den
Liposomen in einem Lipid:Protein-Verhaltnis von 2R5inkubiert. Die Lagerung der

Proteoliposomen erfolgte bei -80°C.

2.5.4 Proteinbestimmung
Proteinbestimmungen von Membranvesikeln und gegeim CadC wurde in Abwandlung
des Protokolls von Lowryet al. (1951) nach Petersor{1977) durchgefiihrt. Als
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Standardprotein fur die Erstellung von Eichgeradende BSA (AppliChem) von 0 bis 25 ug
verwendet, fur die Bestimmung der Konzentration vekonstituierten Proteinen wurde die
Eichgerade mit O bis 5 pg BSA erstellt.

Die Konzentration von gereinigtem (Trx)-CadC188-5{rx)-CadC188-512-R265C, RavA
und ViaA wurde mit der Methode nach Bradford (Badf 1976) durchgefihrt.

Alternativ wurde die Konzentration von gereinigteGadC188-512 mit Hilfe von UV-
Absorption bestimmt. Hierbei ist die Absorption B&80 nm

A280=8*C*d

e ist der Extinktionskoeffizient des Proteins in gd.ist die Konzentration des Proteins in g/L
und d ist die Schichtdicke der Kivette in cm. Esden Quarzkivetten (Schichtdicke 1 cm)
der Firma Hellma (Mullheim) benutzt.

e wurde mit Hilfe der Software DNAMAN (Version 5.2.@ynnon BioSoft) ermittelt und
betragt fir CadC188-512 bei einer Wellenlange V@b i2n 1,06 g/L.

2.5.5 Markierungsversuche mit PEG-Maleimid

Zum Nachweis der Disulfidbricke in der periplasweien Domane von CadC wurde
gereinigtes CadC188-512 mit o0-(2-MaleimidoethyBroéthyl-polyethylenglycol 5'000
(PEG-Maleimid) markiert. Es wurden jeweils 10 pgtemn mit 2% (w/v) SDS 30 min bei
37°C denaturiert, um eine effiziente Markierunggawabhrleisten. Zu einem Ansatz wurde
zusatzlich das Reduktionsmittel Tris(2-carboxyejhlybsphin-hydrochlorid (TCEP) in einer
Konzentration von 1 mM zugefigt. Dann wurde zu mdénsatz 1 mM PEG-Maleimid
gegeben und die Ansatze eine weitere Stunde b& 8Wubiert. Als Kontrolle wurde ein
Ansatz mitgefthrt, der nicht mit PEG-Maleimid mamki wurde. Das Gesamtvolumen des
Ansatzes betrug 20 pL. Zu den Proben wurde 1/5/désmens an 5 x SDS-Auftragspuffer
ohne Reduktionsmittel gegeben [250 mM Tris/HCI (p18); 10% (w/v) SDS; 0,5% (w/v)
Bromphenolblau; 50% (v/v) Glycerol] und diese auf £2,5% SDS-Gel aufgetragen (2.5.7).

2.5.6 Quervernetzungsstudien

Fur Quervernetzungsstudien wurden 5 uM rekonstieseCadC, 5 uM rekonstituiertes LysP
und 10 uM co-rekonstituiertes CadC + LysP eingéséis Reaktionspuffer wurde 20 mM
Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,2) und 10% (v/v) Glgieverwendet. Die unter 2.5.3

hergestellten Proteoliposomen wurden mehrmals megetn Puffer gewaschen und darin
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resuspendiert. Zu den einzeln rekonstituierten diteh wurde jeweils 50 uM
Disuccinimidylsuberat (DSS) gegeben, zu den consktuierten Proteinen 100 uM DSS.
Die Ansatze wurden 15 min bei Raumtemperatur irgtipanschlie3end wurde die Reaktion
mit 50 mM Tris/HCI (pH 7,5) fir 15 min bei Raumteerptur abgestoppt. Die Analyse der
Proteine erfolgte mittels 7,5% SDS-PAGE (2.5.7)s Alegativkontrolle wurde CadC mit
PutP (personliche Gabe von D. Hilger) co-rekonsrtwnd ebenfalls mit DSS inkubiert.

2.5.7 SDS-PAGE, Farbung von Proteinen und Berechnung voR:-Werten

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinerteundenaturierenden Bedingungen
erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektroph@resach Laemmli (1970). Dazu wurden
0,8 mm dicke Flachgele der Grof3e 10 x 10 cm vereemle Acrylamidkonzentration betrug
im Sammelgel 4,9%, im Trenngel 7,5-12,5%. Die Gelerden mit Hilfe von Protogel-
Fertiglosung [30% (w/v) Acrylamid; 0,8% (w/v) Bisgtamid; Biozym Diagnostik GmbH]
hergestellt. Die Proben wurden vor dem Lauf mit S&8benpuffer versetzt, so dass eine
Endkonzentration von 62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8), 1@%v) Glycerol, 2% (w/v) SDS, 5%
(v/v) B-Mercaptoethanol und 0,005% (w/v) Bromphenolblamiedtr wurde. Als Standard
wurde ,High Molecular Weight“ oder ,Prestained-HigWolecular Weight* (Sigma) oder
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard” (Invitrogeamyvendet. Der Gellauf wurde in einem
PerfectBlue Doppelgelsystem Twin S (Peqglak) 200 V durchgefuhrt. Fir den Nachweis
einer Disulfidbriicke in der periplasmatischen Dom&on CadC erfolgte der Gellauf bei
konstant 100 V. Die aufgetrennten Proteine wurdesclalieend mit Serva Blau G-250
(Coomassie-Blau) nach Weber und Osborn (1969) tleteldie Entfarbung der Gele erfolgte
in 5% (v/v) Methanol und 7,5% (v/v) Essigséure.effiativ wurde eine sensitivere Detektion
der Proteine mittels Silberfarbung (Blwetnal., 1987) erzielt.

Um unterschiedliches Laufverhalten wahrend der l@lelphorese zwischen reduziertem
und oxidiertem CadC188-512 zu ermitteln, wurdenRii&Verte berechnet, also die relative
Mobilitat von Proteinen. DerRNert berechnet sich aus dem Quotienten der Streligalas

Protein zurtickgelegt hat und der Wegstrecke vomiptenolblau.

2.5.8 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Die durch eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine amumittels einer Nassblot-Apparatur
(Mini Trans-Blot Cell, BioRad) durch horizontaledktrophorese fir 120 min bei 300 mA,
oder Uber Nacht bei 100 mA auf eine Nitrozelluloserbran (Schleicher & Schuell;

Porendurchmesser 0,45 um) transferiert (Westert).Blafir wurden die Membran, das
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Filterpapier und das Gel vorher kurz in Blotpuff2Zé mM Tris; 192 mM Glycin; 20% (v/v)
Methanol] inkubiert. Nach dem Blot wurde die Nitetimlosemembran fir eine Stunde in
TBS-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl) 3% (w/v) BSA zur Abséttigung
unspezifischer Bindungen inkubiert. Als erster Aatper wurde ein Penta-His-Antikdrper in
einer Endkonzentration von 1:2000 zugegeben undvdimbran 1 h bei Raumtemperatur in
TBS + 3% (w/v) BSA leicht geschwenkt. Als zweitentkorper wurde ein mit alkalischer
Phosphatase konjugierter Anti-Maus-IgG-Antikorpereiner Endkonzentration von 1:5000
zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur in TBS + 3% iB&ubiert. Der Immunoblot wurde
durch Zugabe einer Farbe-Substratlésung [50 mMilatarbonatpuffer (pH 9,5); 0,01%
(w/v) Nitro-Blue-Tetrazolium; 0,045% (w/v) 5-Brom&-chloro-3-indolylphoshat] entwickelt.

2.5.9 DNA-Bindeexperimente

Gel-Retardations-Experimente wurden in Anlehnunglas Protokoll von Fried und Crothers
(1981) wie bei Kuper (2005) beschrieben durchgefiibas DNA-Fragment ,Cad1-2“ wurde
mit Hilfe der Oligonukleotide Cad5_ sense und Cadé_rmait genomischer DNA volik. coli
MG1655 als Template amplifiziert. Die Markierung @NA-Fragmente am 5”-Ende erfolgte
wie unter 2.4.14 beschrieben. Fur die Gel-RetasdatExperimente mit RavA bzw. ViaA
wurden zwischen 0,1 und 1,41 pmol ,Cadl1-2" mit 8 bD pg der gereinigten Proteine in
DNA-Bindepuffer [50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 50 mM KCI2 mM MgCh; 10% (v/v)
Glycerol; 1 mM DTT] in einem Gesamtvolumen von 20 pkubiert. Als unspezifische
Kompetitor-DNA wurde 1 pL Lachssperma-DNA (1 mg/midgegeben. Die Inkubation
erfolgte 10 min bei 37°C. Vor dem Gellauf wurdep13,Sucrose-Dye-Solution“ [50% (w/v)
Saccharose; 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (wWXylencyanol] zu den Proben
gegeben. Die Auftrennung von ungebundener DNA uond WDNA-Protein-Komplexen
erfolgte in einem 5% Polyacrylamidgel (37,5:1 AdByacrylamid). Der Gellauf wurde fir
1,5 bis 3 h bei konstant 110 V durchgefiihrt, alefpaffer wurde 0,5 x TBE (44,5 mM Tris;
44,5 mM Borsaure; 1 mM EDTA) verwendet. Anschlie®evurde das Gel 1,5 h bei 80°C

unter Vakuum getrocknet. Die Exposition erfolgtedd. 2 h im Phosphorscreen.

2.5.10 Tryptophanfluoreszenz

Tryptophanfluoreszenz-Messungen mit CadC188-512 @adC188-512-R265C wurden in
einem FluoroMax-3 Spectrofluorometer (Horiba Jo¥uon GmbH) bei 25 °C durchgefuhrt.
Die Anregungswellenlange betrug 287 nm, die Emissinirde zwischen 300 und 500 nm

aufgenommen. Als Spaltbreite wurden 2 nm fir dige§ung und 4 nm fir die Emission
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gewahlt. Die Messungen wurden mit 0,1 mg/mL CadG3B8 bzw. CadC188-512-R265C in
einem Gesamtvolumen von 250 pL (= 2,5 pM Protein}30 mM Natrium-Phosphatpuffer
(pH 7 und pH 5,8) und 150 mM NaCl durchgefihrt. Pben wurden vor dem Versuch
gegen diesen Puffer dialysiert, der jeweilige Lidjamar in einer konzentrierten Losung in
Dialysepuffer geldst. Aus der konzentrierten Ligésdng wurde jeweils 1,25 pL zur
Proteinlosung titriert, so dass sich die Konzemmatdes Liganden im Versuchsansatz
schrittweise erhohte. Nach Zugabe des Liganden evded Ansatz jeweils 5 min bei 25°C
inkubiert. Veranderungen in der Fluoreszenz sisd\BIF dargestellt, wobei F die maximale
Fluoreszenz bei 337 nm istAF ist die Fluoreszenzveranderung bei 337 nm nach
Ligandzugabe. Um unspezifische Veranderungen zkteten, wurden fur die Versuche zur
Lysin-Affinitdt L-Alanin und fir die Versuche zur adaverin-Affinitdt Spermidin als
Negativkontrollen verwendet. Die\F/F-Werte der Negativkontrollen wurden von den
entsprechenden Werten, die mit Lysin bzw. Cadavertmalten wurden, abgezogen. Als
weitere Negativkontrolle wurden die Versuche zusi#tzmit Dialysepuffer ohne Ligand
durchgefuhrt, hierbei wurde schrittweise 1,25 pliféhzum Protein gegeben.

Die Affinitatskonstante K wurde aus der Steigung des Plats/F (= gebundener Ligand)
gegen AF/F)/[L] (= Quotient aus gebundenem und freien bidgen) nach Scatchard (1949)
mit Hilfe der Software SigmaPlot (Version 9.0; &s$oftware) berechnet.

2.5.11 Isothermale Titrationskalorimetrie

Fur die Affinitatsbestimmungen mit Hilfe der isothwlen Titrationskalorimetrie wurde
CadC produziert, solubilisiert und gereinigt wierdts beschrieben (Kuper, 2001). Das
gereinigte Protein wurde vor den Messungen scleitvgegen 50 mM Natrium-Phosphat
Puffer (pH 5,8), 10% (v/v) Glycerol, 10 migtMercaptoethanol, 600 mM NaCl und 0,2%
(v/iv) LDAO dialysiert. Die Messungen wurden mit e@n VP-ITC Microcalorimeter
(MicroCal Inc.) am Max-Planck-Institut fir Biocheenin der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. L.
Moroder (Bioorganische Chemie) durchgefihrt. Cad@de in einer Konzentration von 16
MM eingesetzt (Gesamtvolumen 1,4 mL). Lysin, geiddDialysepuffer, wurde schrittweise
aus einer Stammlésung (10 mM) zum Protein titijertlO pL, 29x). Die Messungen wurden
bei 20°C durchgefuhrt, wahrend des Versuchs wurdd.dsung in der Probenzelle bei 310
rom geruhrt. Die erhaltenen Daten wurden mit Hdier vom Hersteller des Instruments
mitgelieferten Origin Software analysiert und digiitatskonstante K bestimmt.
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2.5.12 B-Galaktosidase-Aktivitatsbestimmung

B-Galaktosidase-Aktivitaten wurden nach dem Protiokoh Miller bestimmt (Miller, 1972).
Fur den Test wurden jeweils 1 mL Zellkultur bei 06X g abzentrifugiert und in 1 mL Puffer
Z (60 mM NaHPQO; 40 mM NahHPQ,; 10 mM KCI;, 1 mM MgSQ, 50 mM -
Mercaptoethanol; pH 7,0) resuspendiert. Die ZeNewrden durch Zugabe von 100 pL
Chloroform und 50 pL 0,1% (v/v) SDS permeabilisiefur Bestimmung der Aktivitat
wurden 200 pL ortho-Nitropheny-D-galaktopyranosid (4 mg/mL) zu den Proben gegeben
Die Reaktion wurde nach 1-5 min durch Zugabe voh @L Natriumcarbonat (1 M)
abgestoppt. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugatien 16100 x g fir 10 min entfernt. Die
Intensitdt der durch die Reaktion hervorgerufenémbéng wurde photometrisch durch
Messung der Absorption bei einer Wellenlange vo@ Aéh bestimmt. Die Aktivitat wurde

mit Hilfe folgender Formel berechnet:

(A 10 * 1000)

B-Galaktosidase-Aktivitat [Miller-Units] =
(t [min] *V [mL] * OD )

Dabei sind Ay, die Absorption der Reaktionslésung bei 420 nmjet Beaktionszeit in
Minuten, V das Probenvolumen in mL und §§ die Optische Dichte (bei 600 nm) der

Zellsuspension bei der Zellernte

2.5.13 Lysin-Decarboxylase-Aktivitdtsbestimmung

Die Bestimmung der spezifischen Lysin-Decarboxyaksvitat erfolgte wie bereits
beschrieben (Phaet al., 1982; Lemmonier und Lane, 1998). In einem tymescExperiment
wurden Zellen aus 10 mL Zellsuspension durch 5-trgeiZentrifugation bei 5000 x g
sedimentiert, in 1 mL Aufschlusspuffer [L0 mM Natr-Acetat (pH 6); 10% (v/v) Glycerol;
1 mM EDTA,; 10 mMp-Mercaptoethanol; 0,1 mM Pyridoxalphosphat) resodft und in
Gegenwart von 0,1 mg Lysozym 30 min auf Eis inkttbiBie Zellen wurden anschlielRend
durch Ultraschallbehandlung mit einem Modell 250 Begma Branson aufgeschlossen und
Zelltrimmer durch 15-minttige Zentrifugation beilD® x g entfernt. Der Proteingehalt des
zellfreien Extrakts wurde mittels einer Proteinbastung nach Lowry (Lowryet al., 1951)
ermittelt. Fir die Aktivitatsbestimmung wurden 5 Rigptein des zellfreien Extrakts zu 50 pL
LDC-Puffer (16 mM Kalium-Phosphat (pH 5,8); 10 mMdin; 0,1 mM Pyridoxalphosphat)
gegeben und der Ansatz fur 15 min bei 37°C inkab@re Reaktion wurde durch Zugabe
von 120 pL NaCOs; (1 M) abgestoppt und entstandenes Cadaverin und worhandenes
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Lysin durch Zugabe von 120 pL Tri-Nitro-Benzolsulgdure (TNBS; 10 mM) fur 4 Minuten
bei 40°C derivatisiert. TNBS-Cadaverin wurde mihL Toluol extrahiert und die Absorption
der organischen Phase bei 340 nm in Quarzkivettatinga, Mullheim) photometrisch
bestimmt.

Alternativ wurde eine verkirzte Version des Testscdgefuhrt. Hierfir wurde jeweils 1 mL
der Zellkultur bei 16100 x g abzentrifugiemhd das Pellet in 20 mM Kalium-Phosphat (pH
5,6) resuspendiert, so dass eine Optische Dicht@d@enm von 1 erreicht wurde. 200 pL der
Zellsuspension wurden durch Zugabe von 20 uL Chdono permeabilisiert. Hiervon wurden
10 pL in 120 pL LDC-Puffer gegeben und der Verswahoben beschrieben durchgefihrt.
Um die TNBS-Cadaverin-Konzentration in den Probenbestimmen, wurde eine TNBS-
Cadaverin-Standardkurve erstellt. Im linearen BR¥reidieser Kurve entspricht eine
Absorption von 1 bei 340 nm ca. 106 nmol Cadavéie. spezifische Lysin-Decarboxylase-

Aktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:

spezifische Aktivitat = umol Cadaverin * min* * (mg Protein)™

2.5.14 Bestimmung der extrazellularen Cadaverin-Konzentraton

Die extrazellulare Cadaverin-Konzentration wurdecduphotometrische Bestimmung nach
Derivatisierung mit TNBS bestimmt. Die photomethisc Bestimmung beruht auf der
Methode nach Phaet. al (1982). Es wurden 10 pL Kulturiiberstand (bzw. 20 lpdi
Kultivierung der Zellen ohne Lysin) mit Wasser &0 uL aufgefullt, mit 120 uL N&Os (1

M) und 120 pL TNBS (10 mM) versetzt und fur 4 Mientbei 40°C inkubiert. TNBS-
Cadaverin wurde mit 1 mL Toluol extrahiert und dibsorption der organischen Phase bei
340 nm in Quarzkivetten (Hellma, Miullheim) photoriseth bestimmt. Die TNBS-
Cadaverin- Konzentration wurde anhand einer TNB8a@arin-Eichgerade (0 bis 500 nmol)

ermittelt.

2.6 Mathematische Modellierung des Cad-Systems

Samtliche Gleichungen des mathematischen Mode#isCdel-Systems wurden von Prof. Dr.
Ulrich Gerland und Georg Fritz vom Institut flr Tretische Physik der Universitéat zu Koln

erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Transkriptions- und Translationsanalyse des Cad-Syems vonE. coli

In dieser Arbeit sollte zunachst ein allgemeineetbtick tiber die Funktion des Cad-Systems
auf Transkriptionsebene und auf Translationsebeawognen werden. Dazu wurden
verschiedene Komponenten des Cad-Systems detaillieersucht, namlich die Expression
von cadBA, die relative Menge der Lysin-Decarboxylase CadAden Zellen und die
Exkretion von Cadaverin durch CadB. Fir diese Asalyurden verschiedeng. coli
MG1655-Mutanten wie unter 2.3.2 beschrieben zuraadmster nicht-induzierenden
Bedingungen (Zeitpunktst; pH 7,6, aerob) kultiviert und anschlieBend umeluzierenden
Bedingungen (Zeitpunktot pH 5,8, mikroaerob, mit bzw. ohne 10 mM Lysin) 4
weiterkultiviert. In regelmafRigen Abstanden wurderoben (Zellen und Kulturtiberstand)
entnommen und analysiert, auRerdem erfolgte didirBesing der Optischen Dichte, der
Lebendzellzahl und des pH-Wertes. Zusatzlich salileFunktion des negativen Regulators
LysP charakterisiert werden, wobei vor allem didl&keon Lysin bei der Aktivierung des
Cad-Systems untersucht wurde. Hierfur musste zwwhaemme lysP-Mutante vonE. coli
MG1655 konstruiert werden. AulRerdem wurde das GeteB in einemAravA/AviaA-
Stamm (Snideret al., 2006) untersucht. Mit Hilfe der erhaltenen Datemrde in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ulrich Gerland und @ebritz vom Institut fir Theoretische
Physik der Universitat zu Koln ein mathematischesdMl fir das Cad-System iB. coli

erstellt.

3.1.1 Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems i coli MG1655 (Wildtyp)

Fur die zeitabhangige Charakterisierung des CatkBys wurde derE. coli Kl12-
Referenzstamm MG1655 (Wildtyp) verwendet (Blatteeral., 1997). Mit diesem wurden
bereits einzelne Parameter des Cad-Systems urtérsnd in ein mathematisches Modell
integriert (Gonzalezt al., 2007), wobei die friheren Messreihen fir eindtiiierung in
Vollimedium aufgenommen wurden. Da besonders auehRdile von Lysin von Interesse
war, wurden die Versuche in der vorliegenden Arhaiteinem Phosphat-gepufferten
Minimalmedium (Epstein und Kim, 1971) durchgefuhrt.

Fur die Transkriptionsanalyse wurde die Gesamt-Ri¥#pariert und die relative Menge an
cadBA-mRNA durch Northern-Blot-Analysen bestimmt. Beseb min nach Beginn der
Induktion konntecadBA-mRNA detektiert werden, die Transkriptmenge stiagn deutlich

an, wobei die hochste Expression demdBA-Operons zwischen 20 und 30 min zu
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verzeichnen war. Die maximale Induktion demdBA-Expression wurde nach 25 min
gemessen (68fache Induktion im Vergleich zur Prebe tsp), anschlieBend erfolgte ein
rascher Ruckgang der Menge aadBA-mRNA bis nach 90 min kein Transkript mehr
nachweisbar war (Abb. 4A und 4B).
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Abb. 4: Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems inh coli MG1655 (Wildtyp)

E. coli MG1655 wurde bis zur Mitte der logarithmischen Wstamsphase aerob in KE-Medium (pH 7,6)
kultiviert. Dann wurden die Zellen in KE-Medium (@8) mit 10 mM Lysin Uberfiuihrt und unter mikroaeen
Bedingungen weitere 4 h inkubiert. Zu den in debifdung gezeigten Zeitpunkten wurden jeweils Proben
entnommen und die Aktivitdt des Cad-Systems ankiargthiedener Parameter analysiert.

A: Quantifizierung decadBA-mRNA mit der Software ImageQuant (Version SMplecular Dynamics).

B: Autoradiogramm des Northern Blots, als Sonde wuadiéoaktiv markierteadBA-DNA verwendet.

C: Messung der spezifischen CadA-Aktivitat in zelkbre Extrakten.

D: Messung von extrazellularem Cadaverin nach Dasieating mit TNBS.

Um die relative Menge an CadA in den Zellienvivo zu ermitteln, wurde die spezifische
CadA-Aktivitat in zellfreien Extrakten gemessen.rth nach Beginn der Induktion stieg die
spezifische CadA-Aktivitdt an und erreichte nachréid ein Maximum, welches bis zum
Ende des Experiments ungeféahr gleich blieb [spsig Aktivitdt zwischen 0,17 und 0,20
pmol * mint * (mg Protein)"; Abb. 4C].
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Das durch die CadA-Aktivitdt gebildete Cadaveringlehes durch CadB nach aulRen
transportiert wurde, war in den ersten Minuten n&8sgyginn der Induktion in geringen
Konzentrationen vorhanden (0,24 mM), nach ca. 30 stieg die Konzentration im Kultur-
Uberstand deutlich an, bis nach 240 min eine mdgitanzentration von 6,21 mM gemessen
wurde (Abb. 4D).

Die zeitabhangige Charakterisierung des Cad-Systeris coli MG1655 ergab somit eine
transiente cadBA-Expression, die rasch beendet wurde, obwohl weiteinduzierende
Bedingungen vorlagen. Die spezifische CadA-Aktiviiieg nach der Induktion an, erreichte
dann ein Maximum und blieb im weiteren Verlauf @egperiments stabil, gleichzeitig wurde
eine konstante Zunahme der Cadaverin-Konzentratiadulturiiberstand gemessen. Die hier
erhaltenen Daten wurden verwendet, um das Cadi8yst&. coli MG1655 mit Hilfe eines

mathematischen Modells quantitativ zu beschreibahé 3.1.4).

3.1.2 Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems in eindgsP-negativenE. coli MG1655

Um die Rolle der Lysin-Permease LysP bei der Regulales Cad-Systems zu analysieren,
wurde zunéchst ein MG1655-Stamm mit einem nichkfiomellen LysP konstruiert. Um
einenlysP-negativen-Stamm zu erhalten, wurde eine ungetiElNtitagenese mit Hilfe des
toxischen Lysin-Analogons Thiosin (S-Aminoethyl@is) durchgefihrt (2.4.10). Thiosin
hemmt das Wachstum verschiedener MikroorganismeAlb&esenheit von Lysin. So wird
in E. coli beispielsweise die Lysin-Aufnahme durch Thiosirhegamt, sowohl durch die
Lysin-spezifische Permease LysP als auch durchL4&sSystem, das Lysin, Arginin und
Ornithin transportiert (Rosen, 1971a; Halsall, 19T3es Weiteren wird die Proteinsynthese
gestort, da Thiosin Lysin bei der AminoacylierungnvtRNA ersetzt (Stern und Mehler,
1965), aul3erdem wurde eine Veranderung der Menggam-tRNA-Synthetase beschrieben
(Hirschfield et al., 1975; Hirschfield und Zamecnik, 1972). Thiosignet sich sehr gut zur
Selektion vorlysP-Mutanten, da spontane MutationerlyaP dazu fuhren, dass Thiosin nicht
mehr aufgenommen werden kann und Wachstum in Geayérdieses Toxins mdglich ist.
Thiosin-resistente Mutanten zeichnen sich durclereierniedrigten Lysin-Transport, eine
erhohte Lysin-Decarboxylase-Aktivitdt und eine loysinabhangigeadBA-Expression aus
(Popkin und Maas, 1980; Tabeiral., 1980; Neelyet al., 1994).
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3.1.2.1 Isolierung von E. coli MG16551ysP211

Die Sequenzanalyse eines Thiosin-resisteritercoli MG1655-Derivates (Wachstum in
Gegenwart von 100 pg/mL Thiosin; Abb. 5A) ergabeaiBasenaustausch in Nukleotid 211
(G — T) inlysP, der zu einem frihzeitigen Stopp-Codon (ansteske @lutamat) fuhrte, was
in einer stark verkirzten und inaktiven Form vorsRyresultierte (70 Aminosauren, Abb.
5C). Der Thiosin-resistente Stamm wurdeBlsoli MG165541ysP211 bezeichnet. Um sicher
zu stellen, dass die Thiosin-Resistenz ausschitef@uf der Mutation iysP beruhte, wurde
MG16554ysP211 mit pTHysP (kodiert fur ein funktionelles LysP) transformie®adurch
kam es zu einem Verlust der Resistenz, durch di@sformation mit pTysP242 (kodiert fur
ein verkirztes, nicht funktionelles LysP) wurde dResistenz gegentber Thiosin jedoch
beibehalten (Abb. 5B).

A B C

MG16551ysP211 ﬁ o MG16554ysP211- 1 ATGGTTTCCGAAACT AAAACCACAGAAGCGCCGGGECT TACGCCGT GAAT TAAAGGCGCGT

/ pT-lysP 1 MVSETS KTTEAPGLTRRETLKATR

61  CACCTGACGATGATTGCCATTGGCGGTTCCATCGGTACAGGTCTTTTTGTTGCCTCTGEC

/ 21 HLTMI Al GGSI GT GL F V A S G
121 GCAACGATTTCTCAGGCAGGT CCGGGCGEEECATTGCTCTCGTATATGCTGATTGECCTG
) 41 AT I S QAGPGGALLSYMLII GL
/\\ 181 ATGGTTTACTTCCTGATGACCAGT CTCGGT TAACTGGCTGCATATATGCCGGT TTCCGGT

MG1655 Re MG16554ysP211-
N — PT-lysP242 61 MV Y FL MTSLG* L AAYMPVSG

Abb. 5: Selektion vonE. coli MG16554ysP211 mit Hilfe von Thiosin

A: Wachstum vork. coli MG1655 (WT) undE. coli MG16554ysP211 in KE-Medium in Gegenwart von 100
pg/mL Thiosin.

B: Komplementation der Resistenz gegeniber Thiosit faansformation vork. coli MG16554ysP211 mit
pT-lysP bzw. pTiysP242 (KE-Medium, 100 pg/mL Thiosin, 100 pg/mL Ampici).

C: Ausschnitt aus der Basensequenz @R aus MG1653ysP211 und Translation der Sequerizargestellt
sind die ersten 240 bp der Sequenz. Die Ubersetzl@igBasensequenz wurde mit Hilfe der Software
DNAMAN (Version 5.2.9;Lynnon BioSoft) durchgefuhrt. Der Austausch der @& zu T an Position 211
resultierte in der Einfuhrung eines frihzeitigeoft-Codons (TAA, rot gekennzeichnet) und somit iimem
inaktiven LysP.

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass dasitige Stopp-Codon nicht erkannt wird,
und weitere Basenaustausche, die in der Sequerktiget werden konnten, die Resistenz
von E. coli MG16554ysP211 gegenlber Thiosin bedingten, erfolgte die Klomegruwon
lysP211 in den Expressionsvektor pT7-5 (Tabor und Richamg4985).
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Am 3"-Ende vonlysP211 wurde eine flr einen Hisag-kodierende Basensequenz eingeflugt.
Mittels Western Blot wurde der C-terminale Hiag von LysP au€. coli MG1655, das als
Kontrolle diente, nachgewiesen, nicht aber bei RI<IP Somit wurde der C-terminale Tell
von LysP211 aufgrund des vorzeitigen Stopp-Codactst gebildet, dies zeigte, dass es sich
bei LysP211 tatséchlich um ein stark verkirztesdtndhandelte (Daten nicht gezeigt).

3.1.2.2 Phanotypische Charakterisierung vonE. coli MG16551ysP211

Eine erste Charakterisierung vén coli MG16554ysP211 wurde Uber die Bestimmung der
spezifischen CadA-Aktivitat aus zellfreien Extraktals MaR fir die Expression desdBA-
Operons erzielt. Hierzu wurden die Zellen in Phesgepuffertem Mininalmedium (Epstein
und Kim, 1971) mikroaerob bei pH 7,6 bzw. 5,8 bis Beginn der stationaren
Wachstumsphase kultiviert, anschlieend wurden éradntnommen und die spezifische
CadA-Aktivitat wie unter 2.5.13 beschrieben bestimm
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Abb. 6: cadBA-Expression inE. coli MG1655-1ysP211 in Abhangigkeit von aufl3eren Bedingungen

E. coli MG16554ysP211 wurde in Minimalmedium mikroaerob bei pH 5,8 bzwH 7,6 bis zu Beginn der
stationaren Phase kultiviert und anschlie3end pizifische CadA-Aktivitat als Mal3 fir deadBA-Expression
bestimmt. Dem Medium wurden -wenn angegeben - 10uysih zugefiigt.

Wurde E. coli MG16554ysP211 bei pH 7,6 kultiviert, so wurde unter keinen Beglingen

spezifische CadA-Aktivitat gemessen. Erfolgte dieltkierung jedoch bei pH 5,8, so war
kein Lysin im Wachstumsmedium ndétig, um dedBA-Expression zu induzieren (Abb. 6).
Bei Wachstum in Gegenwart von 10 mM Lysin wurdeeespezifische CadA-Aktivitat von

1,59 (+ 0,06) pmol * mifi * (mg Protein) gemessen, ohne Lysin betrug die spezifische
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Aktivitat 1,50 (+ 0,20) umol * miff * (mg Protein).. Die Lysin-unabhangige Expression des
cadBA-Operons entsprach dem Phanotyp bereits isoligBrMutanten (Popkin und Maas,
1980; Taboet al., 1980; Neelyt al., 1994).

3.1.2.3 Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems i coli MG16554ysP211

Zunachst wurde die zeitabhangige Aktivitat des Sgdtems irkE. coli MG16554ysP211 in
Minimalmedium (Epstein und Kim, 1971) mit 10 mM liysnalysiert, also Bedingungen, bei
denenE. coli Wildtyp-Stamme ein aktives Cad-System aufweisemrd®n die Zellen zu
induzierenden Bedingungen Uberfuhrt, so konnte itsemrgach 1 mincadBA-Transkript
detektiert werden. Die hochste Expression d@edBA-Operons war nach 15 min zu
verzeichnen, wobei die Induktion der Transkript{on Vergleich zur Probe vorgg) 120fach
war (Abb. 7A und 7B) und somit im Vergleich zum Wilp um einen Faktor von 1t&her.
Auch verlief das Abschalten der Transkription laagsr, erst nach 120 min wurde anndhernd
kein Transkript mehr detektiert (vgl. Abb. 4A un@)4

20 min nach Beginn der Induktion konnte spezifis€@edA-Aktivitat detektiert werden,
welche zunahm und ab ca. 60 min bis zum Ende deerixents ungefahr gleich blieb
[spezifische Aktivitat ~ 0,3 umol * mih * (mg Protein)’; Abb. 7C]. Die maximale
spezifische CadA-Aktivitat war hoher als beim Widt(vgl. Abb. 4C). Insgesamt war die
spezifische CadA-Aktivitat relativ niedrig im Vesgth zu den Werten, die bei der phano-
typischen Charakterisierung vdn coli MG16554ysP211 gemessen wurden (vgl. Abb. 6),
dies lag vermutlich an den KultivierungsbedingundenKaulturen, da bei diesem Experiment
bereits eine langere Adaptation der Zellen an ndeizierenden Bedingungen stattgefunden
hatte.

Etwa 30 min nach Beginn der Induktion stieg die &@amlin-Konzentration im
Kulturiberstand an, die maximal gemessene extrddedl Konzentration war nach 240 min
9,14 mM (Abb. 7D) und somit héher als die Konzetmraim Wildtyp (vgl. Abb. 4D).

Um die Rolle des Induktors Lysin zu analysierenrdeuder gleiche Versuch ohne Lysin im
Wachstumsmedium durchgefuhrt. Unter diesen Bediggunkonnten bereits 5 min nach
Beginn der Induktion geringe MengeadBA-mRNA detektiert werden. Die Transkriptmenge
stieg dann an und blieb zwischen 30 und 60 mirtivetgeich. Im Vergleich zu.4, war eine
ca. 76fache Induktion der Transkription zu verzeat Danach nahm die Transkriptmenge
ab, nach 150 min war kaum medadBA-mRNA nachweisbar (Abb. 7A und 7B).
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Abb. 7: Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems kh coli MG16551ysP211

E. coli MG16554ysP211 wurde bis zur Mitte der logarithmischen Wachstunasghaerob in KE-Medium (pH
7,6) kultiviert. Dann wurden die Zellen in KE-Medi(pH 5,8) mit 10 mM Lysin{e—) bzw. ohne Lysin-{o-)
Uberfuhrt und unter mikroaeroben Bedingungen weitérh inkubiert. Zu den in der Abbildung gezeigten
Zeitpunkten wurden jeweils Proben entnommen und Akévitdt des Cad-Systems anhand verschiedener
Parameter analysiert.

A: Quantifizierung decadBA-mRNA mit der Software ImageQuant (Version Siplecular Dynamics).

B: Autoradiogramm des Northern Blots bis Zeitpunkg, tals Sonde wurde radioaktiv markiec@dBA-DNA

verwendet.
C: Messung der spezifischen CadA-Aktivitat in zelkbre Extrakten.
D: Messung von extrazellularem Cadaverin nach Dasiesting mit TNBS.

25 min nach Induktionsbeginn wurde spezifische Gadtivtat detektiert, die im Laufe des
Experiments zunahm, ab dem Zeitpunkg blieb die spezifische Aktivitat bis zum Ende des
Experiments jedoch relativ konstant [zwischen Q&6 0,73 pmol * miit *(mg Protein)'.
Die spezifische CadA-Aktivitat war somit bei Waalst der Zellen ohne Lysin um einen
Faktor ~ 2 hoher als bei Wachstum in GegenwarthmM Lysin.

Extrazellulares Cadaverin konnte nur in geringem#@mtrationen nachgewiesen werden,
wobei es sich hierbei, aufgrund des Testsystersyétisch auch um eine andere mit TNBS-
derivatisierbare Substanz, welche die Zellen in esazellulare Medium transportierten,

handeln kdnnte. Zum Zeitpunkgstwar kein Cadaverin detektierbar, sofort nach Begler
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Induktion wurde ein Wert von 0,7 mM erreicht, dand wieder leicht absank. Wahrend des
gesamten Experiments war ein Basallevel an Cadaveni~ 0,3 bis 0,4 mM messbar (Abb.
7D).

In E. coli MG16554ysP211 war bei Wachstum in Gegenwart von Lysin diadBA-
Transkription, ahnlich wie bet. coli MG1655, transient angeschaltet, bei Wachstum ohne
Lysin hingegen konnte Uber einen langeren ZeitraadBA-mRNA nachgewiesen werden.
Die spezifische CadA-Aktivitat stieg nach der Intlak an und blieb im weiteren Verlauf des
Experiments relativ stabil, unabh&ngig vom Vorharsgén von Lysin im Wachstumsmedium,
die maximale spezifische CadA-Aktivitat war jedodbautlich héher, wenn kein Lysin im
Medium war. Wie beiE. coli MG1655 wurde bei Vorhandensein von Lysin eineigget

Zunahme an Cadaverin im Kulturiberstand gemessen.

3.1.3 RavA, ein Transkriptionsaktivator des Cad-Systems?

Die AAA*-ATPase RavA bildet einen Komplex mit der Lysin-Bdmoxylase CadA (Snider
et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit sollte untetguwerden, ob RavA eine Rolle bei der
Regulation des Cad-Systems spielt. Dies sollte euranin vivo tber Transkriptions- und
Translationsanalysen mit dem Stantin coli MG1655ravA erfolgen. Dieser Stamm ist
gleichzeitigviaA-negativ, daiaA zusammen mitavA in einem Operon vorliegtiaA kodiert
fir ein Protein mit einer sog. ,Von Willebraéktor Typ A Domane (Snidett al., 2006).
Zum anderen sollten vitro untersucht werden, ob gereinigtes RavA oder ViaAli@ CadC-
Bindestelle desadBA-Operons binden kdnnen und somit als Transkriptemdatoren dieses

Operons fungieren.

3.1.3.1 Transkriptions- und Translationsanalyse des Cad-Syems in E. coli
MG1655AravA

Zunachst wurde dieadBA-Expression inE. coli MG165%ravA im Vergleich zuE. coli

MG1655 in Abhéangigkeit verschiedener Wachstumshkpdigen untersucht. Die

Kultivierung der Zellen erfolgte wie unter 2.3.2sbhrieben, die Transkriptionsanalyse wurde

wie unter 2.4.13 beschrieben durchgefiihrt.

Wie beim Wildtyp konnte bdkt. coli MG165%AravA cadBA-mRNA in grof3eren Mengen nur

nachgewiesen werden, wenn sowohl ein niedriger piit\&ls auch 10 mM Lysin vorlagen

(Abb. 8). Jedoch wurde . coli MG165%ravA nur 69 % der IinE. coli MG1655

detektiertencadBA-mRNA gemessen, das Fehlen von RavA und/oder Viaitelsomit eine

verminderte Expression deadBA-Operons zur Folge.
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Die Transformation voi. coli MG165%ravA mit einem Plasmid, das fur RavA und ViaA

kodiert, konnte diesen Phanotyp komplementieremifida Burdack, personliche Mitteilung).
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Abb. 8: Einfluss der Wachstumsbedingungen auf di€adBA-Expression in E. coli MG1655 und E. coli
MG1655AravA

E. coli MG1655 uncE. coli MG1655\ravA wurden bis zur Mitte der logarithmischen Wachstpihase aerob in
KE-Medium (pH 7,6) kultiviert. Dann wurden die Z&tl in KE-Medium, pH 5,8 (+/- 10 mM Lysin) bzw. pk67
(+/- 10 mM Lysin) Uberfuhrt und unter mikroaerob&edingungen weiter inkubiert. 25 min nach dem
Uberfiihren der Zellen wurden jeweils Proben entnemmnd die Menge acadBA-mRNA mittels Northern
Blot-Analyse untersucht. Als Sonde wurde radioaktarkiertecadBA-DNA verwendet, der hochste gemessene
Wert (MG1655, pH 5,8, 10 mM) wurde als 100% defini€ur Quantifizierung decadBA-mRNA wurde die
Software ImageQuant (Version 5Mplecular Dynamics) verwendet.

Um einen genaueren Einblick in die Art der Regolatiles Cad-Systems durch RavA/ViaA
zu erhalten, wurde eine zeitabhangige Transkriptiaimd Translationsanalyse des Cad-
Systems irk. coli MG165%AravA durchgefuhrt.

Ahnlich wie beim Wildtyp stieg die TranskriptionggadescadBA-Operons 5 min nach
Beginn der Induktion an, die maximale MengecadBA-mRNA war zwischen 20 und 30 min
detektierbar (Abb. 9A und 9B). Das Absinken dernBlaiptmenge zum Zeitpunkistwar
wahrscheinlich nicht physiologisch bedingt. Jedaen die Menge an detektierbaadBA-
MRNA relativ gering. Die maximale Induktion deadBA-Expression war 30fach im
Vergleich zu Zeitpunkt 4o, war also deutlich geringer als beim Wildtyp (vgbb. 4A und
4B). Anschlie3end erfolgte ein rasches Abschalten Transkription, nach 90 min war

anndhernd kein Transkript mehr nachweisbar.
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Spezifische CadA-Aktivitat war 25 min nach Indukisbeginn in geringem Mal3
nachweisbar, nach 60 min wurde ein Maximum an §iseher CadA-Aktivitat gemessen. Im
weiteren Verlauf des Versuchs blieb die spezifisgkevitat ungefahr gleich [zwischen 0,12
und 0,15 pmol * mift * (mg Protein); Abb. 9C], war jedoch um einen Faktor von ~ 1,4
niedriger als beim Wildtyp (vgl. Abb. 4C).
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Abb. 9: Zeitabhéngige Analyse des Cad-Systems in MiB55AravA

MG1655ravA wurde bis in die Mitte der logarithmischen Wachssphase aerob in KE-Medium (pH 7,6)
kultiviert. Dann wurden die Zellen in KE-Medium (fJ8) mit 10 mM Lysin Uberfuhrt und unter mikroaeen
Bedingungen weitere 4 h inkubiert. Zu den in debifdung gezeigten Zeitpunkten wurden jeweils Proben
entnommen und die Aktivitdt des Cad-Systems ankiargthiedener Parameter analysiert.

A: Quantifizierung decadBA-mRNA mit der Software ImageQuant (Version 5,0 Molar Dynamics).

B: Autoradiogramm des Northern Blots, als Sonde wuadéaktiv markierteadBA-DNA verwendet.

C: Messung der spezifischen CadA-Aktivitat in zellbre Extrakten.

D: Messung von extrazellularem Cadaverin nach Dasiesting mit TNBS.

Cadaverin konnte erst nach 90 min im Kulturibedtdetektiert werden, nach 240 min
wurden 4,33 mM gemessen (Abb. 9D), die extrazedu@adaverin-Konzentration war somit
um einen Faktor von ~ 1,4 geringer als die Cadav€adnzentration irkE. coli MG1655 (vgl.
Abb. 4D).
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Die Analyse des Cad-Systems Hn coli MG1655\ravA zeigte einen ahnlichen zeitlichen
Verlauf der Transkription und Translation wiekncoli MG1655, insgesamt war die Aktivitat
des Cad-Systems i coli MG1655\ravA jedoch deutlich niedriger als im Wildtyp.

3.1.3.2 Versuche zur DNA-Bindung von RavA und ViaA

Da die oben beschriebenen Ergebnisse einen EinflossRavA und/oder ViaA auf die
Transkription des cadBA-Operons zeigten, wurde als nachstes mittels Gel-
Retardationsexperimenten untersucht, ob gereinigee®\ bzw ViaA an die Promotorregion
des cadBA-Operons bindet. Hierzu wurden beide Proteine jeweiit dem radioaktiv
markierten DNA-Fragment ,Cad1-2" inkubiert (2.5.8s wurde bereits gezeigt, dass CadC
direkt an diese Region (bp -150 bis -59 des stréwets descadBA-Transkriptionsstarts
gelegenen DNA-Bereichs) bindet (Kuper und Jung,5208nschlielend wurde das DNA-
Proteingemisch in einem 5% Polyacrylamidgel aufgeit und das Gel in einem
Phosphorscreen entwickelt. Eine Proteinbindungia®A erkennt man an einer deutlichen
GréfRenzunahme der DNA, welche somit wesentlich damger im Gel wandern wirde,
gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme der Meng&eaiar DNA.

Jedoch konnten weder RavA noch ViaA an ,Cadl-2‘dbm wie an der gleichbleibenden
DNA-Menge und am Fehlen eines Protein-DNA-Komplexeserkennen war (Abb. 10A
bzw. 10B). Wurde ,Cad1-2“ hingegen mit rekonstitteen CadC inkubiert, so konnte sowohl
die Abnahme der freien DNA durch die Bindung vordCaan ,Cad1-2“ (vgl. Spur 1 aus
Abb. 10B mit Abb. 10C) als auch ein hochmolekulab®A-CadC-Komplex (Abb. 10C)
detektiert werden. Somit ist ein Binden von RavAw®iaA an diecadBA-Promotorregion,
und eine damit verbundene direkte Transkriptionsekting eher unwahrscheinlich.



3. Ergebnisse 52
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Abb. 10: Analyse der Bindung von RavA, ViaA und Ca€ an ,Cad1-2"

Das radioaktiv markierte DNA-Fragment ,Cad1-2"igricht der Sequenz deadBA-Promotorregion von bp
-150 bis -59) wurde mit gereinigtem RavA, ViaA odeit rekonstituiertem CadC in steigenden Konzeiungn
inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte inean 5% Polyacrylamidgel.

A: Zugabe von gereinigtem RavA zu “Cadl1-3pur 1: 0 pM RavA;Spur 2: 0,9 uM RavA;Spur 3: 1,82 uM
RavA; Spur 4: 2,7uM RavA

B: Zugabe von gereinigtem ViaA “Cad1-Bpur 1: 0 uM ViaA; Spur 2: 4,5 uM ViaA; Spur 3: 9 uM ViaA

C: Zugabe von 4,1 uM rekonstituiertem CadC zu “Cad1-2

3.1.4 Mathematische Modellierung des Cad-Systems

Um komplexe Prozesse in einer Zelle besser zu eles{ ist die mathematische
Modellierung von gro3em Nutzen. Um das Cad-Syster.icoli MG1655 quantitativ zu
charakterisieren, wurden die unter 3.1.1 fur deidijp experimentell erhaltenen Ergebnisse,
sowie bereits aus der Literatur bekannte Daten @ad-Systems verwendet und in ein
mathematisches Modell integriert. Um die Dynamik @ad-Systems in den Mutanténcoli
MG16554ysP211 und E. coli MG165%AravA quantitativ zu beschreiben, wurde das
mathematische Modell gemanR der jeweiligen Mutatrmdifiziert und die somit erhaltenem
slico Daten mit denin vivo bestimmten Daten (3.1.2.3 und 3.1.3.1) verglichBre
Gleichungen des mathematischen Modells wurden veards Fritz und Prof. Dr. Ulrich

Gerland am Institut fir Theoretische Physik deri@rsitat zu Kéln berechnet.
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3.1.4.1 Entwicklung eines mathematischen Modells des Cad-Stems von E. coli
MG1655

Die quantitative Beschreibung der Daten far coli MG1655 (Wildtyp) umfasste die

Integration der Reize pH-Wert, Lysin und Cadavedarch CadC, die Dynamik der

Genexpression und die Umsetzung von Lysin zu Cagavenhand dieser Daten wurde ein

mathematisches Modell entwickelt, das mit Hilfe dachfolgenden Gleichungen beschrieben

werden kann.

Integration der Signale durch CadC:

Die mathematische Beziehung zwischen aktivem Cd&f¢ nd den externen Reizen pH-
Wert, Lysin und Cadaverin kann durch die sog. Remefktivitats-Funktion beschrieben
werden. Diese beruht auf der Annahme, dass die gR@zBynamik in Bezug auf die
Genexpression schnell und deshalty zu jeder Zeit im Gleichgewicht mit den
Eingangsreizen ist. Aullerdem wurde angenommen, déssdrei Reize unabhangig

voneinander wahrgenommen werden und somit muléiplikn die Funktion eingehen.

Fir die Integration der Signale durch CadGilico ergab sich somit folgende Funktion:

C* = Cit f(pH) - o([l]) - h((c) 1)

Ceot entspricht der Gesamtmenge an konstitutiv vorhasehe CadC,f, g und h sind
Funktionen, die die Aktivitat von CadC regulieremduabhangig vom pH-Werf)( der Lysin-

Konzentration ) und der Cadaverin-Konzentratiar) 6ind.

Dynamik der Genexpression:

Die Abhangigkeit der Transkriptionsaktivitat desoiotors R,q von aktivem CadCGQ*)
kann mit Hilfe von thermodynamischen Modellen (Bist al., 2005a,b) beschrieben werden,
so dass sich fur den zeitlichen Verlauf dedBA-mRNA-Konzentration in] folgende
Gleichung ergibt:

q 1+ (C* K )2 f
g M= | ——— | ~dm @
1+ (CHK)?
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Hierbei istvy, die basale Transkriptionsrats, die Degradationsrate der mRNA, f ist die
maximale Induktion der Transkription im Vergleichrzbasalen Transkription undc+ der
Schwellenwert fur die Bindung vddr an die DNA.

Die Dynamik dercadA-Expression besteht aus einem Zusammenspiel vol\-Sgdthese
und CadA-Abbau und wird durch folgende Gleichungdheieben:

d_‘: [A] = v, [m] - 2,[A] (3)

[A] ist die CadA-Konzentration in der Zelle, ist die Translationsrate unl, ist die

Degradationsrate von CadA.

Umsetzung von Lysin durch CadA und CadB:

Es wurde zum einen angenommen, dass CadA und GadRichen Mengen vorliegen, da
cadA und cadB polycistronisch abgelesen werden, zum anderen evaiid Summe von
externem Lysin I] und Cadaverind] als konserviert vorausgesetzt, d. H. ¥ [c] = li.
AulRerdem ist dian vitro Aufnahmerate von Lysin durch CadB niedriger als idi vitro
Decarboxylierung von Cadaverin, deshalb ist die inysufnahme durch CadB
wahrscheinlich der limitierende Reaktionsschritt.

Die Umsetzung von Lysin zu Cadaverin kann durchdotle Gleichung beschrieben werden:

d [A] (It - [€])
= (= Vg ——— @
Km + ( Itot - [C])

Vmax ISt die Lysin-Turnover-Rate uritl, die Michaelis-Konstante fir die Lysin-Umsetzung.
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3.1.4.2 Entwicklung eines Modells fur E. coli MG16554ysP211 und E. coli
MG1655AravA
Mit Hilfe des furE. coli MG1655 (Wildtyp) entwickelten Modells sollte in eim nachsten
Schritt die Dynamik des Cad-Systems & coli MG16554ysP211 und in E. coli
MG165%AravA berechnet und mit den vivo erhaltenen Daten verglichen werden.
In der Mutante MG165%ysP211 ist die Sensitivitat des Cad-Systems bezuglichriyscht
mehr vorhanden (Abb. 6,7). Um diese Mutante matlisotazu beschreiben wurde deshalb
in der Rezeptor-Aktivitats-Funktion (1) der Lysibkeéingige Teil auf einen konstanten Wert
gesetzt, d.h. g([l]) =onst. Das Modell wurde anschlieRend mit den gleicheraiatern wie
das Wildtyp-Modell integriert. Es beschrieb denrsdleren Beginn decadBA-Expression
und die erhdhte Transkriptionsrate im Vergleich Adildtyp, da durch das Fehlen von LysP
bereits zum Zeitpunkt der Induktion eine maximalenge an aktivem CadC vorhanden war
(Abb. 11A). Dies resultiert in einer hoheren relaii CadA-Menge (Abb. 11B) und einer
hoheren extrazellularen Cadaverin-Konzentrationo(Ald.C).

Wenig bekannt ist bis jetzt Uber die Interaktionisthen RavA bzw. ViaA und dem Cad-
System. Deshalb wurden in dem Modell fir MG18E88vA mehrere Mechanismen zur
Erklarung der reduziertesadBA-Expression in Erwagung gezogen:

a) RavA oder ViaA aktivieren direkt dieadBA-Expression: das Fehlen von RavA/ViaA
wurde das erniedrigteadBA-Transkriptionsniveau erklaren.

b) RavA oder ViaA aktivieren CadC: durch das Fehlan RavA/ViaA wirde der
Gleichgewichtswert von CadC erniedrigt werden, deldkonnte CadC decadBA-Promotor

nicht mehr vollstandig aktivieren.

c) RavA oder ViaA stabilisieren dieadBA-mRNA: dies wirde in MG165%avA zu einer

erhohten Degradationsrate und damit zu einem ergted cadBA-Niveau fuhren.

Es stellte sich heraus, dass die Hypothesen a)byrain besten mit den experimentellen
Daten Ubereinstimmen. Einen Einfluss auf die Deafiadsrate gemafl c¢) konnte
ausgeschlossen werden, da dies in einer wesengbktimelleren Dynamik der mRNA

resultieren wirde.

In Abb. 11 ist exemplarisch die Vorhersage des NMesdgemald Hypothese a) gezeigt: es

beschrieb die erniedrigieadBA-Expression im Vergleich zum Wildtyp, so wie sieclun
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vivo gemessen wurde (Abb. 11A). Dies resultierte ireegrniedrigten relativen Menge an
CadA (Abb. 11B) und einer geringeren Cadaverin-kmmtion (Abb. 11C). Fir RavA/ViaA
kann also eine Rolle bei der Aktivierung deadBA-Transkription angenommen werden,
wobei die Ergebnisse der unter 3.1.3.2 durchgesthBNA-Bindeexperimente eher einen

indirekten Effekt auf dieadBA-Transkription indizierten.

o
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Abb. 11: Induktion des Cad-Systems: Vergleich dem silico Daten mit denin vivo Daten

Die E. coli-Stamme MG1655, MG165fsP211 bzw. MG165%ravA wurden zunéchst bis zur Mitte der
logarithmischen Wachstumsphase aerob in Minimalarad{pH 7,6) kultiviert (). Das Cad-System wurde
durch Uberfiihren der Kulturen in Minimalmedium (p&8) + 10 mM Lysin induziert {t. Die weitere
Kultivierung erfolgte mikroaerob. Zu den in der Alblong gezeigten Zeitpunkten wurden jeweils Proben
entnommen und die Aktivitdt des Cad-Systems anhderdcadBA-Expression (A), der spezifischen CadA-
Aktivitat in zellfreien Extrakten (B) und der Messpuvon extrazellularem Cadaverin (C) analysiert.

Insgesamt ergab sich eine sehr gute Ubereinstimmawigchen derin silico berechneten
Daten und denn vivo gemessenen Daten, es konnten der zeitliche VedauttadBA-
Transkription, der relativen CadA-Menge und desideten Cadaverins sowohl in MG1655-
lysP211 als auch in MG165%avA gut berechnet werden. Somit lasst sich die mathsoha
Modellierung sehr gut anwenden, um die Dynamik @zsl-Systems in verschiedenen

Deletionsmutanten zu simulieren.
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3.2 Reizwahrnehmung durch CadC

CadC besteht aus 3 Doménen, einer N-terminalemplagmatischen Doméne, einer
Transmembrandomé&ne und einer C-terminalen, pemfalischen Domane. Delét al.
konnten 1994 zeigen, dass zufallige Aminosaureasske in der C-terminalen Doméne zu
einer veranderten Reizwahrnehmung beziglich Lysiedriger pH-Wert und Cadaverin
fuhrten. Aufgrund dieser Ergebnisse und aufgrundedgosition der C-terminalen Domane
in das Periplasma wurde diese als Signaleingangiaderbezeichnet, jedoch wurde diese
Annahme bisher nicht durch weitere Experimentedtiggt Deshalb sollte in der vorliegenden
Arbeit mittels in vitro Experimenten die Affinitdt von CadC fir Lysin ur@adaverin
analysiert werden, aul3erdem sollte die AbhangigtertcadBA-Expression von Lysin und
Cadaverin detaillienin vivo untersucht werden.

3.2.1 Affinitéat von CadC fir Lysin

Zunachst wurde mit Hilfe von Tryptophanfluoreszéessungen die Affinitat der
periplasmatischen Domé&ne von Cadg@ vitro analysiert. Proteine zeigen intrinsische
Fluoreszenz, bedingt durch die aromatischen AmureséPhenylalanin, Tyrosin und v. a.
Tryptophan. Konformationsanderungen in Proteineig sie auch bei der Bindung eines
Liganden entstehen, kdnnen die intrinsische Fluems eines Proteins beeinflussen. Da das
im Ansatz vorhandene Detergenz bei Vorversuchersahitbilisiertem CadC einen stérenden
Einfluss auf die Messungen zeigte, wurde flur diegeerimente die I6sliche periplasmatische
Doméane von CadC (CadC188-512) verwendet. Diesekntier Tryptophanreste, die tUber
die gesamte periplasmatische Domane verteilt \gehe(W211, W318, W450, W488). Eine
maogliche Bindung von Lysin kdnnte somit in einerr&ederung der Tryptophanfluoreszenz
resultieren. Um eine direkte Bindung von Lysin adC nachzuweisen, wurde zusétzlich die
Methode der isothermalen Titrationskalorimetrie emgndt, hierfir wurde solubilisiertes

CadC verwendet.

3.2.1.1 Produktion und Reinigung der periplasmatischen Domée

Die periplasmatische Doméane von CadC wurde zunaiksHybridprotein, bestehend aus
CadC188-512 und Thioredoxin (Trx), im Cytosol vé&n coli Origami™ B (DE3)pLysS
(transformiert mit pET32#&x-cadC188-512) produziert (2.3.9). Die Reinigung von Trx-
CadC188-512 wurde mittels Affinititschromatographagée unter 2.5.2.1 beschrieben
durchgefuhrt. Aus 50 mL Cytosol wurden ca. 10 mg-TadC188-512 erhalten, die Reinheit
des eluierten Proteins betrug ~ 95% (Abb. 12A).



3. Ergebnisse 58

A B
1 2 3 4 5 6 1 2

02— — —r—

s Sl el —
664 | v
55,6 _ PR +— Trx-CadC188-512
42,7 g

— | <«— cadciss-512
34,6
26,6 — s
20 .

— S —

e wess | +— Thioredoxin

Abb. 12: Reinigung von Trx-CadC188-512 und Abspaltog von Thioredoxin

A: Reinigung von Trx-CadC188-512 iiber"NNTA-Affinitatschromatographie. Die Auftrennung deroteine
erfolgte in einem 12,5% SDS-Gel nach Lammli (194, Sichtbarmachung durch Silberfarbung nach Bétim
al. (1987).

Spur 1: StandardSpur 2: Extrakt aus ganzen Zellen, vor Induktion mit O, MPTG (10 pg);Spur 3: Extrakt
aus ganzen Zellen, 3 h nach Induktion mit 0,1 mWGR10 pg);Spur 4: Cytosol (5 pL):Spur 5: nicht an Nf*-
NTA-gebundene Proteine (5 plSpur 6: Eluat (5 pg).

B: Abspaltung von Thioredoxin durch biotinyliertes @mbin. Die Auftrennung der Proteine erfolgte inesm
12,5% SDS-Gel nach Lammli (1970), die Sichtbar maghdurch Coomassie-Farbung nach Weber und Osborn
(1969).

Spur 1: Trx-CadC188-512, vor Thrombin-Zugabe (5 pgpur 2: CadC188 (5 ug), nach Verdau mit Thrombin

Um das Thioredoxin von der periplasmatischen Domére CadC abzuspalten, wurde ein
proteolytischer Verdau mit Thrombin durchgefthrietflir wurde pro 1 mg Trx-CadC188-
512 1 Unit biotinyliertes Thrombin eingesetzt. Pimteinkonzentration betrug 1 mg/mL. Der
proteolytische Verdau erfolgte fir 4 h bei 20°C,rdrhbin wurde dann aus dem Ansatz
mittels Streptavidin-Agarose nach Angaben des ldibess entfernt (2.5.2.2). Zur
Uberpriifung der Thioredoxin-Abspaltung wurden diet@olytisch gespaltenen Proteine in
einem 12,5%-SDS-Gel (LAmmli, 1970) aufgetrennt. B34s8 kDa grof3e Fusionsprotein
wurde in zwei Fragmente gespalten, welche CadC128(&0,7 kDa) und Thioredoxin (14,1
kDa) entsprachen. Die Abspaltung von Thioredoxifolgte zu ~ 100% (Abb. 12B). Das
abgespaltene Thioredoxin konnte mit Hilfe von Uithation zum Teil aus dem Ansatz
entfernt werden, verbleibende geringfiigige MengenThioredoxin hatten keinen Einfluss

auf die Tryptophanfluoreszenz-Messungen und wuddshalb ignoriert.
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3.2.1.2 Analyse der Lysin-Affinitat von CadC188-512 mittelsTryptophanfluoreszenz

Die Messungen der Tryptophanfluoreszenz erfolgtenunter 2.5.10 beschrieben. Als Puffer
wurde 150 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7) und 8@ NaCl verwendet, CadC188-512
wurde vor der Messung gegen diesen Puffer dialysigie Durchfiihrung der Versuche
erfolgte bei 25°C. Es wurden Spektren im Bereich 800 bis 500 nm aufgenommen, die
Anregung wurde bei 287 nm durchgefiihrt, die maxarfduoreszenzemission war bei 337
nm. Die schrittweise Zugabe von Lysin fihrte zueeiderringerung der Fluoreszenzintensitat
von ca. 13% bei 1 mM Lysin (Abb. 13A). Wurden dieeriinderungen in der
Fluoreszenzintensitat alaAF/F angegebenAf ist die Verdnderung in der maximalen
Fluoreszenzintensitat nach Zugabe des Ligandenst klie maximale Fluoreszenz ohne
Zugabe von Ligand), so wurde ein maximalé&/F-Wert von 0,134 (+ 0,01) nach Zugabe von
1 mM Lysin erhalten (Abb. 13B).

20et6) A 0201 B

—O0mM —0,01mM — 0,05mVM

1.5e+6 —01mM — 025mM —- 05mM 0157

1,0e+67 0,10+

AF/F

Fluoreszenzintensitat (willkirliche Einheiten)

5,0e+5- 0,051 ,/ + —o— Lysin
[ Alanin
- —v— Dialysepuffer ohne Ligand
0,0 . : ; 0,00 v—= . . . . ,
300 350 400 450 500 0,0 02 04 06 08 1,0 1,2
Wellenlange (nm) mM Ligand

Abb. 13: Einfluss von Lysin, Alanin und Dialysepufer auf die Tryptophanfluoreszenz von CadC188-512

Zu 2,5 uM CadC188-512 wurden steigende Konzentratioan Lysin bzw. Alanin gegeben und das
Emissionsspektrum zwischen 300 und 500 nm aufgeresmnls weitere Kontrolle fur unspezifische
Veranderungen der Fluoreszenz aufgrund von Pufékteih wurde Dialysepuffer ohne Ligand zu CadC188-5
titriert.

A: Fluoreszenzspektrum von CadC188-512 nach Zugabévas 1 mM Lysin; das dargestellte Spektrum ist
ein Mittelwert aus 3 Spektren.

B: Veranderungen in der Fluoreszenz von CadC188-582 iagabe von Lysin, Alanin und Dialysepuffer ohne
Ligand, die dargestellten Ergebnisse sind Mittetev@us mindestens 3 Messungen.

Um unspezifische Effekte zu detektieren, wurde &lsgativkontrolle Alanin, eine
Aminosaure, die keine Induktion des Cad-SystemsirkEwerwendet. Die Titration von

Alanin zu CadC188-512 fiihrte bereits zu Verandeeang der Fluoreszenz des Proteins, die
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als unspezifische Effekte aufgrund der Verdinnungeaommen wurden. DexF/F-Wert
betrug 0,120 (x 0,02). Ein ahnliches Ergebnis wairder Titration von Dialysepuffer ohne
Ligand zu verzeichnen (Abb. 13B). Wurdé&/F ysi» mit dem VerdinnungsfaktaxF/Faanin
korrigiert, so ergab sich kein Effekt auf die Trgphanfluoreszenz von CadC188-512 nach
Zugabe von 1 mM Lysin.

Da moglicherweise die maximale Lysin-Konzentratiom Versuchsansatz mit 1 mM zu
gering war, wurde diese in nachfolgenden Versuar@ht. Der Versuch wurde bei pH 7
durchgefuhrt, die maximale Konzentration an Lysaétribg am Ende des Experiments 10 mM.
Es konnte zwar bei steigender Lysin-Konzentratiochaein steigendexF/F-Wert bestimmt
werden, bei 10 mM betrug dieser nach Korrektur kwlee Verdinnungseffekte 0,048 (+
0,004), jedoch ergab die berechnete Regressior kgpische Sattigungskurve, die auf eine
spezifische Bindung des Liganden hinweisen wirdeb(A4A). Fur die Bestimmung desK
Wertes wurden die Daten in Form eines Scatcharts-Ekrgestellt (Scatchard, 1949). Hierbei
sind auf der OrdinateAfF/F)/[L] aufgetragen, auf der AbszisSE/F. Anhand der Steigung der
Regressionsgeraden lasst sich die AssoziationskaesK, bestimmen, die Dissoziations-
konstante I§ ist dann -1/lK. Der Kp-Wert ist ein Mald fur die Affinitat des Proteinsnzu
Ligand und betrug fur die Bindung von Lysin 2,29 nfAbb. 14B).

Zusatzlich wurde das Experiment noch bei pH 5,&ligefiihrt, da CadC bei einem niedrigen
pH-Wert moglicherweise eine andere Konformationwaist, die vielleicht wichtig sein
konnte fur eine Bindung von Lysin. Hier waren di€/F-Werte nach Korrektur mit dem
Verdunnungsfaktor jedoch noch niedrigaF[F bei 10 mM Lysin: 0,031 (x 0,002)], und die
Form der berechneten Regressionsgeraden deutetdakenicht auf eine spezifische
Bindung von Lysin hin (Abb. 14A). Die Darstellungerd Daten nach Scatchard ergab

anndhernd eine Gerade, so dass kexWert ermittelt werden konnte (Abb. 14B).
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Abb. 14: Veranderung der Tryptophanfluoreszenz vonCadC188-512 nach Zugabe von Lysin

Die Messungen wurden in 150 mM Natrium-PhosphagouipH 7,0 bzw. pH 5,8) und 150 mM NacCl bei 25°C
durchgefuhrt. Zu 2,5 pM CadC188-512 wurden steigeK@nzentrationen an Lysin titriert. Verdinnungs-
effekte sind bereits abgezogen. Die Berechnundrégression wurde mit der Software SigmaPlot (VerSi®;
Systat Software) durchgefiihrt. Die dargestelltegeBnisse sind Mittelwerte aus mindestens 3 Messunge

A: Veranderungen in der Fluoreszenz durch Zugabe wsinlbei pH 7,0 ¢) bzw. pH 5,8 ¢), dargestellt als
AF/F, wobeiAF die Veranderung in der maximalen Fluoreszenzsiti#@#n(337 nm) nach Zugabe von Lysin in
der jeweiligen Konzentration ist, F ist die maxim&luoreszenz ohne Lysin-Zugabe.

B: Darstellung der Fluoreszenzveréanderung nach Saat¢h849) bei pH 7,0e) bzw. pH 5,8 ¢).

Auch die Erhdéhung der Endkonzentration auf 30 mMsihyim Ansatz fuhrte zu keiner
Sattigungskurve, welche eine spezifische Lysin-Bigl indizieren wirde (Daten nicht
gezeigt). Insgesamt konnte mit den Messungen dgptdphanfluoreszenz nur eine sehr
geringe Affinitat der periplasmatischen Doméane @aaC fur Lysin nachgewiesen werden.

3.2.1.3 Bestimmung der Affinitat von CadC188-512-R265C fulLysin

Unter den von Delét al. (1994) isolierten CadC-Mutanten war ein Baseraassth, der eine
Substitution von Arginin durch Cystein an Positkb (R265C) bewirkte. Dieser Austausch
fuhrte zu einer Lysin-unabhangigeadBA-Expression. Eine Erklarung hierfir ware, dass
dieser Austausch die Konformation von CadC so \=én, dass eine erhfhte Affinitat fir
Lysin entstand. Unter diesen Umstanden wéaren LKsinzentrationen im pM-Bereich
ausreichend, um deadBA-Expression zu induzieren (Needyal., 1994).

Um den Aminosdureaustasch R265C zu konstruieremdaevurie unter 2.4.9 beschrieben

vorgegangen. Die Uberproduktion, Reinigung und Alitsing von Thioredoxin wurde analog
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zu CadC188-512 (3.2.1.1) durchgefiuihrt. Dabei entstias Konstrukt CadC188-512-R265C.
Wie bei CadC188-512 wurde die Veranderung der Dpipénfluoreszenz nach Zugabe von
Lysin analysiert.

Die Titration von steigenden Lysin-Konzentratioremn CadC188-512-R265C resultierte in
einer nur geringfigigen Veranderung der Tryptophamészenz, der maximaleF/F-Wert
betrug, nach Korrektur mit dem Verdunnungsfakt@i, 10 mM Lysin 0,053 (x 0,004). Die
Berechnung der Regression ergab eine Art Sattidwmngs, was eine mogliche Affinitat von
CadC188-512-R265C fiur Lysin indizierte (Abb. 15A)ie Auftragung der Daten nach
Scatchard (1949) ergab einep-Wert von 3,41 mM (Abb. 15B).

Somit wies auch CadC188-512-R265C nur eine retpnnge Affinitat fir Lysin auf.
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Abb. 15: Einfluss von Lysin auf die Tryptophanfluoreszenz von CadC188-512-R265C

Der Versuch wurde in 150 mM Natrium-Phosphatpuffgd 7) und 150 mM NaCl bei 25°C durchgefihrt. Zu
2,5 uM CadC188-512-R265C wurden steigende Konzmen an Lysin titriert. Verdinnungseffekte sind
bereits abgezogen. Die Berechnung der Regressiodewmit der Software SigmaPlot (Version 9.0; Systat
Software) durchgefihrt. Die dargestellten Ergelnggad Mittelwerte aus mindestens 3 Messungen.

A: Veréanderungen in der Fluoreszenz durch Zugabe ysm] dargestellt alaF/F, wobeiAF die Verdnderung

in der maximalen Fluoreszenzintensitat (337 nmhragegabe von Lysin in der jeweiligen Konzentratist) F

ist die maximale Fluoreszenz ohne Liganden-Zugabe.

B: Darstellung der Fluoreszenzveranderung nach Samat¢h949).

3.2.1.4 Direkte Bestimmung der Lysin-Affinitat von CadC mittels ITC
Die mit Hilfe der Tryptophanfluoreszenz erhaltefiggebnisse konnten nur eine sehr geringe
Affinitat der periplasmatischen Doméne von CadClLfysin nachweisen. Ein Grund hierfur

kénnte sein, dass mdglicherweise keine korrekteuf@l der periplasmatischen Domaéane
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vorlag, oder aber dass das Vorhandensein der Tembrmandomane und/oder der
cytoplasmatischen Domane fir die Lysin-Wahrnehmuoidigg waren. Daher wurden weitere
Versuche durchgefihrt, bei denen das vollstandigeel eingesetzt wurde.

Messungen der Tryptophanfluoreszenz sind nur @ideekte Methode, um Konformations-
veranderungen in einem Protein zu erkennen, dieduBig eines Liganden muss nicht
unbedingt eine Auswirkung auf die intrinsische Faszenz eines Proteins haben. Deshalb
wurde die Methode der isothermalen Titrationskatetrie (ITC) gewahlt. Mit Hilfe der ITC
kann direkt eine Bindung von Liganden gemessen everdHierbei wird zu einer
Proteinldésung, die in einer Probenzelle vorlieghridtweise der Ligand aus einem Injektor
injiziert. Kommt es zu einer Bindung, zeigt sicheslidurch die Entstehung oder den
Verbrauch von Warmeenergie, die abnimmt je mehathigan das Protein gebunden hat, bis

letztendlich eine Sattigung eintritt.
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Abb. 16: Bestimmung der Affinitdt von CadC fur Lysin mittels ITC

A: Verlauf der Titration von je 10 pL Lysin (aus airl® mM Stammldsung) zu 16 pM solubilisiertem CadC;
der Versuchspuffer bestand aus 50 mM Natrium-Phatppiffer (pH 5,8), 10% (v/v) Glycerol, 10 mig
Mercaptoethanol, 600 mM NaCl und 0,2% (v/v) LDAQsin war im gleichen Puffer gelost

B: Plot nach Abzug der Referenz und Integration déea

Fur die Messungen wurde CadC produziert und geyeiwie bereits bei Kiper (2001)
beschrieben. Wahrend der Titration von Lysin zuCadirden exotherme Signale detektiert,
welche mit der Zeit immer geringer wurden (Abb. 16Bies kdnnte auf eine Affinitat des
Proteins fur Lysin hinweisen, deshalb wurden dex brhaltenen Daten integriert und als Plot
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dargestellt (Abb. 16B). Zum Vergleich ist in dera@hik ein Kontrollversuch abgebildet, der
unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt wyetgch in der Probenzelle kein Protein
enthielt. Dadurch wurde die Warme, die aufgrund Werdinnung des Liganden in der
Probenzelle entstand, gemessen. Nach Abzug did¢fddsHind Integration der Daten wurde
eine Kurve erhalten, die jedoch keinen sigmoidemlaué zeigte, welcher typisch fur eine
Liganden-Bindung wére. Fur eine exakte Berechnueg RiIndungsparameter wéare dieser
sigmoide Verlauf jedoch notwendig, dennoch wurdeAsoziationskonstanteaKoerechnet,
welche als 44,48 M angegeben wurde. Dapks 1/K, ist, betrug der K ca. 22,5 mM, was
auf eine sehr niedrige Affinitat hinwies.

Wie jedoch bereits erwadhnt, lassen sich genaue eMaut aus einer sigmoiden Kurve
bestimmen. Dazu muss mehr Protein eingesetzt weddam je geringer die Affinitdt zum
Ligand ist, desto mehr Protein muss bei einer IT€#ling eingesetzt werden, um
zuverlassige Werte zu erhalten. Es gelang jedaddiit,n"CadC in hoheren Konzentrationen zu
produzieren. Weitere Experimente mitkncoli Phospholipiden rekonstituiertem CadC (bei
pH 5,8 und pH 7,6), bzw. mit in Membranvesikeln ncoli BL21(DE3)pLysS-pET16b-

cadC Uberproduziertem CadC ergaben keine auswertbaggbhiisse (Daten nicht gezeigt).

Somit konnten sowohl die Tryptophanfluoreszenz-Magen als auch die ITC-Messungen

nur eine sehr geringe Affinitat von CadC flr Lysirvitro zeigen.

3.2.2 Einfluss der externen Lysin-Konzentration auf das @d-Systemin vivo

Da CadCin vitro nur eine extrem niedrige Affinitdt fir Lysin aufd, wurde in einem
nachsten Schritt der Einfluss von steigenden egtetrysin-Konzentrationen auf deadBA-
Expressionn vivo untersucht. Die Zellen wurden hierfir in Minimaldnem bei pH 5,8 unter
mikroaeroben Bedingungen kultiviert und als Mal3 di@ cadBA-Expression die spezifische
CadA-Aktivitat in zellfreien Extrakten wie unter3213 beschrieben bestimmit.

3.2.2.1 Abhéangigkeit der cadBA-Expression von der externen Lysin-Konzentration

In derlysP-MutanteE. coli MG16551ysP211 war diecadBA-Expression im Vergleich zum

Wildtyp deutlich erhoht (vgl. Abb. 4 und 7). In déoilgenden Versuchen sollte tGberpruft
werden, ob diecadBA-Expression in WildtypE. coli MG1655 (also bei Anwesenheit von
LysP) unter Bedingungen eines niedrigen pH-Werteshdsteigende Lysin-Konzentrationen
ebenfalls erhdht wird. Der Lysin-Schwellenwert flie cadBA-Expression liegt zwischen 5

und 10 mM Lysin (Neelyt al., 1994; eigene nicht gezeigte Daten), deshalb evurd der
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vorliegenden Arbeit externe Lysin-Konzentrationdn1® mM eingesetzt. Als Mal3 fur die
Expression voradBA wurde die spezifische CadA-Aktivitat bestimmit.

Ohne Lysin war wie erwartet keireadBA-Expression zu verzeichnen. Bei Vorhandensein
von 10 mM Lysin war das System bereits voll induzies wurde eine spezifische CadA-
Aktivitat = 0,55 (+ 0,13) umol * mirt * (mg Protein) gemessen (Abb. 17). Dieser Wert war
hoher als die Werte, die bei der zeitabhé&ngigenyseades Cad-Systems i coli MG1655
gemessen wurden (vgl. Abb. 4C), dies lag jedochdan Kultivierungsbedingungen der
Zellen, da bei der Kultivierung in Gegenwart untdisdlicher Lysin-Konzentrationen bereits
eine langere Adaptation der Zellen an die indun@ée@ Bedingungen stattgefunden hatte.
Hohere Lysin-Konzentrationen (bis zu 250 mM) hatjedoch keine verstarkteadBA-
Expression zur Folge, die spezifische CadA-Aktiviar ahnlich wie die Aktivitat in
Gegenwart von 10 mM Lysin [zwischen 0,49 (+ 0,083 ©,54 (+ 0,17) umol * mih* (mg
Protein):; Abb. 17].
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Abb. 17: Abhangigkeit der cadBA-Expression von der externen Lysin-Konzentration

E. coli MG1655 (Wildtyp) wurde in Minimalmedium (pH 5,8)ikmoaerob in Gegenwart steigender Lysin-
Konzentrationen kultiviert. Die Zellen wurden geetnund die spezifische CadA-Aktivitat als Maf3 fiie
Expression vorgadBA bestimmt.

Die cadBA-Expression wurde somit unabhangig von der exthadzeén Lysin-Konzentration

aktiviert, sobald ein bestimmter Schwellenwert aremem Lysin vorhanden war.
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3.2.2.2 Abhéangigkeit der cadBA-Expression von der externen Lysin-Konzentration be
Uberproduktion von LysP
In einem weiteren Versuch wurde diysP-Kopienzahl in der Zelle durch die Transformation
deslysP-negativen Stammes. coli MG16554ysP211 mit pTHysP erhéht und als Mal3 fir die
cadBA-Expression die spezifische CadA-Aktivitat in Ablgégkeit der Lysin-Konzentration
analysiert. Als Kontrolle wurde die spezifische @atktivitat im Wildtyp-Stamm E. coli
MG1655 in Gegenwart von 10 mM Lysin bestimmt, wel€h90 (+ 0,13) umol * mih* (mg
Protein)* betrug. Wie bereits unter 3.2.2.1 beschrieben, Hterdieser relativ hohe Wert im
Vergleich zu den unter 3.1.1 dargestellten Werten zkitabhangigen Analyse des Cad-
Systems auf einer langeren Adaptation der Zelledi@mduzierenden Bedingungen.
Die Erh6hung der Kopienzahl vdysP resultierte in einer Reduktion der spezifischedA&a
Aktivitat auf 0,11 (+ 0,08) umol * mih * (mg Protein)', wenn 10 mM Lysin vorhanden
waren. Dies entsprach einer Reduktion der Aktivitdt 87,7 %. Das Vorhandensein von
hoheren Lysin-Konzentrationen fuhrte jedoch, trder hohenlysP-Kopienzahl, zu einer
gesteigertercadBA-Expression. So wurde eine spezifische CadA-Akdtwton 0,40 (x 0,11)
pumol * min* * (mg Protein) gemessen, wenn 100 mM Lysin vorhanden war (Abb. 18)
Hohere Lysin-Konzentrationen konnten also den nejerienden Effekt von LysP auf das

Cad-System teilweise aufheben.
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Abb. 18: Aufhebung des reprimierenden Effekts von ksP auf diecadBA-Expression durch Lysin
DerlysP-negative Stamri. coli MG1655+ysP211 wurde mit pThsP transformiert und in Minimalmedium (pH
5,8) mikroaerob in Gegenwart steigender externesir-ikonzentrationen Kkultiviert. Als Kontrolle isted
Wildtyp-StammE. coli MG1655 dargestellt, der in Gegenwart von 10 mMihyailtiviert wurde. Die Zellen
wurden geerntet und die spezifische CadA-AktivaigtMald fur die Expression veadBA bestimmt.
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Die in vivo Experimente konnten somit zeigen, dass auch holsend§onzentrationen die
cadBA-Expression irk. coli MG1655 (Wildtyp) nicht verstarken konnten, wasamsien mit
den unter 3.2.1 dargestelltén vitro Experimenten eine direkte Wahrnehmung von Lysin
durch CadC unwahrscheinlich macht. Die Lysin-Koneion scheint jedoch im

Zusammenhang mit d&ysP-Kopienzahl eine Rolle zu spielen.

3.2.3 Cadaverin als Signal fur die periplasmatische Domaavon CadC

Wahrend der Decarboxylierung von Lysin durch Cad#sieht Cadaverin, fir das eine
negative Ruckkopplung auf das Cad-Systemvivo gezeigt wurde (Neelgt al., 1994).
Bereits 20 uM Cadaverin reduzierten die Expressorer cadA-lacZ-Fusion, durch die
Zugabe von 1,3 mM Cadaverin wurde die Aktivitat @=sl-Systems komplett gehemmt. Das
Derivat mit der Aminosauresubstitution R265C hirgregnduzierte die Expression d=dA-
lacZ-Fusion auch in Gegenwart von 1,3 mM Cadaverin 6&% im Vergleich zu 0 mM
Cadaverin; Neelyet al., 1994). Diese Ergebnisse indizierten, dass eirschAdlten der
Aktivitdt des Cad-Systems durch die direkte Bindung Cadaverin an CadC erfolgte, wobei
die Aminosauresubstitution R265C die Affinitat fU€adaverin erniedrigte. In der
vorliegenden Arbeit sollte diese Hypothese bioclsemiuntersucht werden. Hierfiir wurde
die Veranderung der intrinsischen Tryptophanflupeez von CadC188-512 und CadC188-
512-R265C nach Zugabe von Cadaverin herangezogklsnNAgativkontrolle wurde das
Polyamin Spermidin verwendet, welchesvivo keinen Einfluss auf das Cad-System zeigte
(Neelyet al., 1994).

3.2.3.1 Veranderung der Tryptophanfluoreszenz von CadC188-52 durch Cadaverin

Die Messungen der Tryptophanfluoreszenz wurdenunter 2.5.10 beschrieben in 150 mM
Natrium-Phosphatpuffer (pH 7) und 150 mM NaCl b&P@ durchgefihrt. CadC188-512
wurde vor der Messung gegen diesen Puffer dialysigre Titration von steigenden
Cadaverin-Konzentrationen zu CadC188-512 fuhrteemer Abnahme der Fluoreszenz-
intensitat um ca. 20% bei 1 mM Cadaverin (Abb. 19Bje Darstellung der Anderung der
Fluoreszenzintensitat ald-/F ergab deutlich hohere Werte im Vergleich zugatarkontrolle
Spermidin. So betrugF/F bei 1 mM Cadaverin 0,2 (+ 0,007), die Fluorezxeranderung,
die durch 1 mM Spermidin hervorgerufen wurde, wifF = 0,13 (x 0,008). Diese war somit
ahnlich wie bei Pufferzugabe ohne Ligand und wuddshalb als unspezifischer Effekt

aufgrund der Verdinnung angesehen (Abb. 19B).



3. Ergebnisse 68

N
z
>

0,25

—O0omM —001mM — 0,05mM
0,20

;

0,15

AF/F

0,10

o
Q

—e— Cadaverin
—¢— Spermidin
—v— Dialysepuffer ohne Ligand

Fluoreszenzintensitat (willkiirliche Einheiten)
-

o
[=)

0,00 ¥ T T T T T 1
400 450 500 0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 10 1,2

8
g

Wellenlange (nm) mM Ligand

Abb. 19: Veranderung der Tryptophanfluoreszenz vonCadC188-512 durch Cadaverin, Spermidin und
Dialysepuffer ohne Ligand

Zu 2,5 uM CadC188-512 wurden steigende Konzentratioan Cadaverin bzw. Spermidin gegeben und das
Emissionsspektrum zwischen 300 und 500 nm aufgeresmnls weitere Kontrolle fur unspezifische
Veranderungen der Fluoreszenz aufgrund von Pufékteih wurde Dialysepuffer ohne Ligand zu CadC188-5
titriert.

A: Fluoreszenzspektrum von CadC188-512 nach Zugahé\ys 1 mM Cadaverin; das dargestellte Spektrum
ist ein Mittelwert aus 3 Spektren.

B: Veranderungen in der Fluoreszenz von CadC188-51¢h ridugabe von Cadaverin, Spermidin und
Dialysepuffer ohne Ligand; die dargestellten Ergedmsind Mittelwerte aus mindestens 3 Messungen.

Wurde AF/Fcagaverin Mit dem VerdunnungsfaktoAF/Fspemidin KOrrigiert, so ergab die
Berechnung der Regression eine typische Sattigumgsk mit steigender Cadaverin-
Konzentration (Abb. 20A). Die Auftragung der Datém Form eines Scatchard-Plots
(Scatchard, 1949) ermdglichte die Berechnung dénigdtskonstante K, welche 96 (+ 18)
UM betrug (Abb. 20B). Somit konnte vitro gezeigt werden, dass CadC188-512 eine
Affinitat fir Cadaverin aufweist.
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Abb. 20: Affinitat von CadC188-512 fur Cadaverin

A: Veradnderungen in der Fluoreszenz durch Zugabe vada@erin, dargestellt alaF/F, wobei AF die
Veranderung in der maximalen Fluoreszenzinten§8a7 nm) nach Zugabe von Cadaverin in der jewailige
Konzentration ist, F ist die maximale Fluoreszehneo Zugabe von Cadaverin. Verdiinnungseffekte wurden
abgezogen. Die Berechnung der Regression wurdeleniSoftware SigmaPlot (Version 9.0; Systat Soféyar
durchgefuhrt.

B: Auftragung derDaten nach Scatchard (1949). Dabei ist K -1/K,, wobei K, die Assoziationskonstante
darstellt, welche sich direkt aus der Steigunglerddie Berechnung der Regression wurde mit detv&soé
SigmaPlot (Version 9.0; Systat Software) durchgsfiih

3.2.3.2 Veranderung der Tryptophanfluoreszenz von CadC188-52-R265C

Um den Einfluss der Aminosauresubstitution R265€ cae Cadaverin-Affinitat zu testen,
wurden die gleichen Versuche mit CadC188-512-R2@h@chgefuhrt. Die Zugabe von
steigenden Mengen Cadaverin (bis zu 1 mM) restdtier einer Abnahme der Fluoreszenz-
intensitat um max. ca. 18% (Daten nicht gezeigturd®n von diesen Daten die un-
spezifischen Werte abgezogen, die sich aufgrundveediinnung ergaben, so erhielt man
nach Berechnung der Regression ebenfalls eing&@agskurve, welche darauf hinweist, dass
eine Affinitat fir Cadaverin vorhanden war (Abb.A1Durch die Darstellung der Daten in
Form eines Scatchard-Plots (Scatchard, 1949) kammtend der Steigung eirpRNVert von
293 (£ 172) uM ermittelt werden (Abb. 21B). Somiamdie Affinitdt von CadC188-512-
R265C um einen Faktor von 3,1 niedriger als dianittit von CadC188-512 fur Cadaverin,

was mit den von Neelst al. (1994) erhaltenem vivo Daten Ubereinstimmen wirde.
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Abb. 21: Affinitat von CadC188-512-R265C fiir Cadaven

A: Veradnderungen in der Fluoreszenz durch Zugabe vada@rin, dargestellt alaF/F, wobei AF die
Veranderung in der maximalen Fluoreszenzinten§8a7 nm) nach Zugabe von Cadaverin in der jewailige
Konzentration ist, F ist die maximale Fluoreszehne Zugabe von Cadaverin. Verdinnungseffekieden
abgezogen. Die Berechnung der Regression wurdeleniSoftware SigmaPlot (Version 9.0; Systat Soféyar
durchgefuhrt.

B: Auftragung derDaten nach Scatchard (1949). Dabei ist K -1/K,, wobei K, die Assoziationskonstante
darstellt, welche sich direkt aus der Steigunglerddie Berechnung der Regression wurde mit detv&soé
SigmaPlot (Version 9.0; Systat Software) durchgsfiih

3.2.3.3 Hemmung dercadBA-Expression durch Cadaverinin vivo

Die beschriebenen Versuche konnten zeigen, dagsedgasmatische Doméane von CaiiC
vitro eine Affinitdt fir Cadaverin aufweist. Im Folgemdesollte die Bedeutung der
periplasmatischen Doméne flir die negative Ruckkopplhinsichtlich des Cad-Systerirs
vivo bestatigt werden. Hierfir wurde. coli EP314 mit den Plasmiden pBAD24€C und
pBAD24-cadC1-215 (Kuper, 2005) transformiert. pBAD24dC1-215 kodiert fur die
Aminosauren 1 bis 215 von CadC, somit sind nur disten 28 Aminosauren der
periplasmatischen Domé&ne vorhanden. Bei einer Wodgktion von CadC1-215 wurde die
cadBA-Expression induziert. Die Komplementation deglC-negativen Stammeg. coli
EP314 mit pBAD24ecadC bendtigte jedoch die Repression des PromotorsOaio (w/v)
Glucose, um eine dem Wildtyp vergleichbare RegoatiercadBA-Expression zu erzielen
(Kaper, 2005; Kraxenberger, 2006). Damit die Mernga CadC und CadC1-215 k& coli
EP314 ungefahr gleich war, wurde bei diesem Expentrdie Expression voradC mit 0,2%
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(w/v) Glucose reprimiert, die Expression vaadC1-215 jedoch mit 0,05% (w/v) Arabinose
induziert. Zusatzlich wurde die Kultivierung in Ledium (Maniatiset al., 1982), pH 5,8,
durchgefuhrt, um eine ausreichende Aktivierung @eiBA-Expression durcleadC1-215 zu
erzielen. Als Mald fur dieadBA-Expression wurde di¢-Galaktosidase-Aktivitat (2.5.12)

bestimmt
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Abb. 22: Einfluss von CadC1-215 auf die Repressiaer cadBA-Expression durch Cadaverin

E. coli EP314 ¢adA-lacZ-Fusion) wurde mikroaerob in 10 mL LB (eingestefiit HCI auf pH 5,8) kultiviert
und beim Ubergang zur stationaren Wachstumsphasmtge Wenn angegeben, enthielt das Medium 1,3 mM
Cadaverin (,+ Cadaverin“). Als Mal} fizadBA-Expression wurde di@-Galaktosidase-Aktivitat bestimmt.
Damit der Level von CadC und CadC1-215 ungefahiclglevar, wurde die Genexpressionkn coli EP314-
pBAD24-cadC mit 0,2% (w/v) Glucose reprimiert, iB. coli EP314-pBAD24cadC 1-215 hingegen mit 0,05%
(w/v) Arabinose induziert.

Wahrend die Zugabe von 1,3 mM Cadaverin zum Waatstiedium zu einer deutlichen
Reduktion decadBA-Expression in EP314-pBAD2dadC auf ca. 16% der Ausgangsaktivitat
fuhrte [Reduktion von 1398 (+ 189) auf 229 (x 10@)ller-Units], wurde die cadBA-
Expression in EP314-pBAD2¢adC1-215 durch Cadaverin kaum beeinflusst (Abb. 2%r H
wurden ohne Cadaverin 1464 (+ 315) Miller-Units g@ssen, die Zugabe von 1,3 mM
Cadaverin reduzierte die Aktivitat nur um ca. 8%8491 (x 459) Miller-Units].

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Bedeutung deplasmatischen Domane von CadC fur
die Wahrnehmung von Cadaverin und indizieren zusammit den unter 3.2.3.2 erhaltenen
Resultaten eine direkte Interaktion zwischen deipf@smatischen Domane von CadC und

Cadaverin, welche zu einer Hemmung ceaBA-Expression fuhrt.
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3.3 Interaktion von CadC mit der Lysin-spezifischen Pemease LysP

Die Lysin-spezifische Permease LysP wird als nggatRegulator des Cad-Systems unter
nicht-induzierenden Bedingungen beschrieben, da euman Mutationen iysP zu einer
Expression desadBA-Operons unabhéngig vom Vorhandensein von Lysirrefiihzum
anderen hemmt die Uberproduktion von LysP d@dBA-Expression bei ansonsten
induzierenden Bedingungen (Popkin and Maas, 1980pifet al., 1980; Neelyet al., 1994;
Kapitel 3.1.2 diese Arbeit). Die genaue Funktiom \toysP bei der Inhibierung deadBA-
Expression ist jedoch unklar. So kdnnten CadC ugdPLbeide um das Substrat Lysin
konkurrieren, wobei Lysin durch LysP in die Zeltartsportiert wird und somit CadC nicht
zur Verfigung steht. Erst bei hGheren externenn-¥®nzentrationen ware dann ausreichend
Lysin fiur die Aktivierung von CadC vorhanden. Ly¥®nnte aber auch eine direkte
Interaktion mit CadC eingehen und es unter nictittsierenden Bedingungen in einem
inaktiven Zustand halten, Lysin wirde dann dierkiktdon beider Proteine beenden (Negily
al., 1994). Da jedoch die unter 3.2.1 und 3.2.2 besiobnen Ergebnisse eine direkte
Wahrnehmung von Lysin durch CadC unwahrscheinlichchren, kann eine Konkurrenz
beider Proteine um Lysin ausgeschlossen werdeneidendirekte Interaktion zwischen CadC
und LysP zu bestatigen, sollte in der vorliegendebeit zum einen die Repression der
cadBA-Expression durch LysRn vivo charakterisiert werden, zum anderen sollte eine
Interaktion beider Proteingén vitro mittels Quervernetzungsstudien untersucht werden.
Ebenfalls von Interesse war die Frage, welche RisleLysin-Transport durch LysP bei der
Aufhebung der inhibitorischen Wirkung auf CadC #pisobald induzierende Bedingungen

vorliegen.

3.3.1 invivo Analyse der Interaktion von LysP mit CadC und CadQ-215

Da CadC selbst offenbar kein direkter Lysin-Sensgrwar anzunehmen, dass die Lysin-
Abhangigkeit decadBA-Expression auf einer Interaktion von CadC und LigsRuht, die bei
Vorhandensein von Lysin aufgelost wird. Denkbar evaeine Interaktion der
periplasmatischen Doméne von CadC mit LysP, ddlgdéAminoséureaustausche in dieser
Domane in einer Lysin-unabhangigeadBA-Expression resultierten (De#t al., 1994).
Dieser Phanotyp lasst sich mdglicherweise auf gastorte Interaktion zwischen CadC und
LysP zurtckfuhren. In der vorliegenden Arbeit sotiieshalb die Rolle der periplasmatischen
Domane bei einer Interaktion mit Lys® vivo genauer analysiert werden. Hierfur wurde der
StammE. coli MG165%\cadC/lysP242 (cadC/lysP’) wie unter 2.4.10 beschrieben hergestellt.

Durch einen Basenaustausch in Nukleotid 242{@) wurde ein Stopp-Codon anstelle von
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Serin eingefiihrt. Dadurch entstand eine stark wvet&liund inaktive Form von LysP,
bestehend aus 80 Aminosduren. Die Transformation MG165%\cadC/lysP242 mit
pPET16beadC fuhrte zu einer Lysin-unabhangigeadBA-Expression (Daten nicht gezeigt).
MG165%AcadC/lysP242 wurde anschlieend mit den Plasmiden pBARadC bzw.
pBAD24-cadC1-215 transformiert. pBAD24adC1-215 kodiert fur die Aminosauren 1-215,
d. h. von der periplasmatischen Domane sind nuredieen 28 Aminosauren enthalten. Da
CadC1-215 diecadBA-Expression nur bei einer Uberproduktion aktivigitiper, 2005),
erfolgte in der vorliegenden Arbeit die InduktiorerdGenexpression mit 0,2% (w/v)
Arabinose. Man muss jedoch beachten, dassatiBA-Expression bei einer hohesadC-
Kopienzahl pH-unabhéngig (Kuper, 2005) und Lysimdimangig (eigene, nicht gezeigte
Daten) aktiviert wird. Gleichzeitig mit pBAD2dadC bzw. pBAD24€adC1-215 wurdeE.
coli MG165%cadC/lysP242 mit pBAD334ysP transformiert. Die Co-Transformation von
pBAD24 und pBAD33 eignet sich aufgrund verschiedeReplikationsurspriinge und
unterschiedlicher Antibiotikaresistenzen der beidégktoren sehr gut zur gleichzeitigen
Expression unterschiedlicher Gene (Guznenal., 1995). Anschlieliend wurdE. coli
MG165%AcadC/lysP242 (transformiert mit pBAD24adC, pBAD24-cadC/pBAD334ysP,
pBAD24-cadC1-215 bzw. pBAD24€adC1-215/pBAD334ysP) wie unter 2.3.7 beschrieben
kultiviert und die Genexpression mit 0,2% (w/v) Bisose induziert. Nach 3 h wurden
Proben fur die Bestimmung der spezifischen CadAwit (als Mald fir diecadBA-
Expression) entnommen, gleichzeitig wurde mittelest®rn Blot Gberpriuft, ob ungefahr
gleiche Mengen von CadC und LysP bzw. CadC1-215ys& produziert wurden.

Es stellte sich heraus, dass daBA-Expression gehemmt wurde, sobald LysP anwesend
war, was sich an einer deutlichen Reduktion dezifipehen CadA-Aktivitat zeigte (Abb.
23A). So wurde bei einer Uberproduktion von CadCEincoli MG1655\cadC/lysP242-
pBAD24-cadC eine spezifische CadA-Aktivitat von 0,90 (+ 0,3@jnol * min* * (mg
Protein)* gemessen, die gleichzeitige Uberproduktion vonPLY&. coli MG1655\cadC/
lysP242-pBAD24-cadC/pBAD334ysP) reduzierte die CadA-Aktivitat auf 0,37 (+ 0,14mpl

* min™ * (mg Protein)". Dies waren nur noch 41% der Ausgangsaktivitat.
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Abb. 23: Repression dercadBA-Expression durch LysP in Gegenwart von CadC bzw. &1C1-215

E. coli MG165%AcadC/lysP242 (nach Transformation mit pBAD2dadC bzw. pBAD24€adC und pBAD33-
lysP, oder mit pBAD24eadC1-215 bzw. pBAD24cadC1-215 und pBAD33ysP) wurde in LB-Medium aerob
bei pH 7 bis zur Mitte der logarithmischen Wachsiphase kultiviert, die Expression der Gene wurdelr2o
(w/v) Arabinose fir 3 h durchgefihrt. Dann wurdenoben fir die Messung der spezifischen CadA-Akitvit
sowie fur einen Western Blot entnommen.

A: Bestimmung der spezifischen CadA-Aktivitat alsBviér die Expression vocadBA.

B: Uberpriifung der Proteinmengen mittels Westerrt.Bs wurden jeweils 30 ug Gesamtprotein aufgetrage
Als 1. Antikérper wurde ein Penta-His-Antikdrper rwendet, der 2. Antikdrper war ein mit alkalischer
Phosphatase konjugierter Anti-Maus-Ig&pur 1: Zellextrakt vonE. coli MG165%AcadC/lysP242-pBAD24-
cadC/pBAD334ysP; Spur 2: Zellextrakt vonE. coli MG165%AcadC/lysP242-pBAD24-cadC1-215/pBAD33-
lysP

Wurde nur CadC1-215 Uberproduziei. (coli MG165%AcadC/lysP242-pBAD24-cadCl-
215), so ergab sich eine spezifische CadA-Aktivwn 1,34 (+ 0,18) pmol * mih* (mg
Protein)*. Wurde gleichzeitig LysP iiberproduziert, so wueitee CadA-Aktivitat von 0,24 (+
0,10) pmol * mint * (mg Protein)} gemessen. Dies entsprach nur noch 18% der
Ausgangsaktivitat (Abb. 23A). Somit hatte die Ubbeduktion von LysP auch dann einen
inhibitorischen Effekt auf das Cad-System, wenn mieiplasmatische Domane von CadC
nicht vorhanden war. Warum hier der Effekt nochignbwar als bei dem vollstdndigen CadC
ist unklar. Die Uberprufung der produzierten Pruteéngen konnte ausschlieRen, dass die
dargestellten Effekte auf unterschiedlichen Mengenco-produzierten Proteine beruhten, da
sowohl ungefahr gleiche Mengen CadC und LysP (A8B; Spur 1) als auch gleiche
Mengen CadC1-215 und LysP (Abb. 23B; Spur 2) gebildurden. Interessanterweise wies
CadC zwei Abbaubanden auf, von denen die groRedichérweise CadC1-215 entsprach
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(Bande bei ca. 35 kDa), die kleinere, die auchpgar® zu sehen ist, ist wahrscheinlich ein C-

terminales Abbauprodukt, dass bereits friher besotim worden war (Kuper, 2005).

Dieses Ergebnis bestatigt eine Interaktion zwiscBaC und LysP, jedoch scheint das
Vorhandensein der periplasmatischen Domane von @Qaddie Repression durch LysP nicht
notig zu sein, somit findet die Interaktion mit Bysiicht Gber die C-terminale Doméane von
CadC statt.

3.3.2 invitro Versuche zur Interaktion von CadC und LysP

Um eine direkte Interaktion zwischen CadC und LysPvitro zu untersuchen, wurden
Studien mit dem chemischen Quervernetzer Disucdaiyisuberat (DSS) durchgefihrt.
Hierfiir wurden LysP und CadC zusammertircoli Proteoliposomen co-rekonstituiert und
mit DSS wie unter 2.5.6 beschrieben inkubiert. D&Snembranpermeabel und kann somit
Proteine, die nahe in der Membran zusammen liageRniipfen (Spannweite: 11,4 A). DSS

reagiert mit primaren Aminogruppen und bildet dadiebile Amidbindungen aus.

Waren LysP und CadC zusammen in Proteoliposomeamstikuiert, so verringerte sich die
Menge der CadC- und LysP-Monomere nach Zugabe desv€rnetzers. Stattdessen konnte
ein hochmolekularer Komplex (> 200 kDa) detektigerden (Abb. 24: Spur 5 und 6). Dies
war nicht der Fall, wenn beide Proteine einzelmnl@m Proteoliposomen vorlagen (Abb. 24,
Spur 1-4). Wurde CadC mit dem Natrium-Prolin-Synt@oPutP (Junget al., 1998) co-
rekonstituiert, so war die Reduktion der CadC- wydP-Monomere nach Inkubation mit
DSS weniger ausgepragt. Des Weiteren war kein Rkuteplex aus quervernetzten
Proteinen zu sehen, jedoch konnte nicht ausgessarioserden, dass dieser nicht in das
Trenngel gewandert war. Dennoch sprach dieses BEigelafir, dass CadC und LysP eine

raumliche Nahe in den Phospholipiden aufwiesen.
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Abb. 24: Quervernetzung von CadC und LysP in Protelijposomen

Proteoliposomen mit CadC, LysP, CadC und LysP 2adC und PutP wurden mit DSS fir 15 min bei RT
inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion mit 50 mNs/HCI (pH 7,5) wurden die Proben in einem 7,5% SDS
Gel analysiert. Die Inkubation von co-rekonstitteen LysP und CadC fuhrte zu einer Abnahme der Mamge
Monomeren, wahrend gleichzeitig ein hochmolekul&mteinkomplex entstan&pur 1: 5 uM CadC;Spur 2:

5 pM CadC, 50 pM DSSBpur 3: 5 uM LysP;Spur 4: 5 uM LysP, 50 pM DSSSpur 5: 10 pM CadC + LysP;
Spur 6: 10 uM CadC + LysP, 100 uM DSSpur 7: 10 uM CadC + PutPSpur 8: 10 uM CadC + PutP, 100
UM DSS

3.3.3 Hemmung dercadBA-Expression durch ein Transport-inaktiveslysP-Derivat

Die Lysin-spezifische Permease LysP erfiullt B coli zwei Funktionen: zum einen
transportiert LysP Lysin in die Zelle, zum andesgielt dieses Protein eine Rolle bei der
Regulation descadBA-Operons, wahrscheinlich tber eine Interaktion @#dC, die bei
Anwesenheit von Lysin aufgehoben wird. Unklar isdgch, wie die Aufhebung der
Interaktion zwischen CadC und LysP erfolgt. In &tdn Arbeiten wurden Thiosin-resistente
lysP-Mutanten beschrieben, in denen daelBA-Expression Lysin-unabhangig induziert wird
(Popkin and Maas, 1980; Tabetral., 1980; Neelyet al., 1994; Kapitel 3.1.2 diese Arbeit).
Diese Mutanten hatten alle eine fehlende Trangpuktion (Thiosin-Resistenz) und eine
fehlende Interaktion mit CadC (Lysin-unabhangupelBA-Expression) gemeinsam. Diese
Ergebnisse indizieren, dass durch das VorhandenseirLysin die Konformation von LysP
verandert wird, so dass der Transport von Lysinlgeh kann. Im Folgenden sollte geklart

werden, wie die Fahigkeit von LysP, Lysin zu traorsieren mit der Regulation deadBA-
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Expression zusammen hangt. Hierzu wurte®-Mutanten vonE. coli MG1655 mit Hilfe
von Thiosin wie unter 2.4.10 beschrieben selekti€hiosin-resistentee. coli MG1655-
Derivate Klone wurden dann durch die Bestimmungspezifischen CadA-Aktivitat (2.5.13)
als Mal3 fur dieccadBA-Expression charakterisiert. Auf diese Weise wudds Derivak. coli
MG16554ysP-G153S erhalten. Die Transformation mit fyBP hob die Thiosin-Resistenz
vollstandig auf (MG165%ysP-G153S-pThsP). Wurde jedoch der Thiosin-resistente Stamm
MG16554ysP211 (wird durch Zugabe eines funktionellen LysP Thiesensitiv, vgl. Abb.
5A,B) mit pTdysP-G153S transformiert, so wurde die Resistenz gdgemuhiosin dennoch
beibehalten (Abb. 25A). Die Ergebnisse sprecheiirddiss die Thiosin-Resistenz aufgrund
eines verminderten Lysin-Transports erfolgte. Dimakse der Sequenz zeigte einen
Basenaustausch von G nach A an Position 457, deinem Aminosaureaustausch von

Glycin nach Serin an Position 153 der Aminosauraeseq resultierte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 25: Thiosin-Resistenz vonE. coli MG16554ysP-G153S und Lysin-Abhéngigkeit der cadBA-
Expression

A: E. coli MG1655 (WT) undE. coli MG16554ysP-G153S wurden in Minimalmedium kultiviert und
anschlieBend auf Minimalmedium-Platten, die 100mlg/Thiosin enthielten, ausgestrichen und bei 37°C
inkubiert. Die Transformation voB. coli MG16554ysP-G153S mit pThysP, welches fir ein funktionelles LysP
kodiert, hob die Thiosin-Resistenz vollstandig dudirch die Transformation voB. coli MG16554ysP211 mit
pT-lysP-G153S wurde die Resistenz hingegen nicht aufgahob

B: E. coli MG1655 uncE. coli MG16554ysP-G153S wurden mikroaerob in Minimalmedium (pH S8ltiviert.
Wenn angegeben, enthielt das Medium 10 mM Lysire Bellen wurden geerntet und als Mal3 fir die
Expression vorcadBA die spezifische CadA-Aktivitat bestimmt. Die hohgpezifischen CadA-Aktivitaten im
Vergleich zu den Werten, die bei der zeitabhéngigaalyse des Cad-Systems in coli MG1655 gemessen
wurden (vgl. Abb. 4C) resultieren aus einer langedsdaptationszeit der Zellen an die induzierenden
Bedingungen.
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MG16554ysP-G153S wurde nun hinsichtlich des Lysin-Bedarfs €lie Aktivierung der
cadBA-Expression untersucht. Hierfur wurdé&n coli MG1655 undE. coli MG16554ysP-
G153S in KE-Medium, pH 5,8 mikroaerob kultivierta® Medium enthielt 0 bzw. 10 mM
Lysin. Als Mal} fur dieccadBA-Expression wurde die spezifische CadA-Aktivitastramt.

In E. coli MG1655 wurde, wie erwartet, nur bei Wachstum dellea in Gegenwart von
Lysin dascadBA-Operon exprimiert, die spezifische CadA-Aktivitaetrug 1,43 (£ 0,15)
pumol * min® * (mg Protein)' (Abb. 25B).E. coli MG16554ysP-G153S wies eine deutlich
erhohte spezifische CadA-Aktivitat auf, in Gegenwan 10 mM Lysin wurden 2,78 (+ 0,74)
pumol * min® * (mg Protein)* bestimmt. Dennoch war dieadBA-Expression, wie beim
Wildtyp, strikt Lysin-abhangig (Abb. 25B).

Als nachstes wurde der Einfluss einer LysP- bzwsR-{153S-Uberproduktion auf die
Expression desadBA-Operons analysiert. Hierfir wurde coli MG16554ysP211 mit den
Plasmiden pTysP bzw. pTiysP-G153S transformiert, anschlie@Rend wurden MG1655-
lysP211, MG1655+ysP211-pT-lysP bzw. MG1655kysP211-pT-lysP-G153S in LB-Medium
(pH 5,8) mikroaerob inkubiert und die Genexpression0,25 mM IPTG induziert.
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Abb. 26: Repression deicadBA-Expression durch LysP bzw. LysP-G153S bei induzienden Bedingungen
Die E. coli-Stamme MG165%ysP211, MG16554ysP211-pT-ysP und MG1655kysP211-pT-lysP-G153S
wurden in LB-Medium (pH 5,8) mikroaerob inkubiertdidie Genexpression mit 0,25 mM IPTG induziers Al
MaR fur diecadBA-Expression wurde die spezifische CadA-Aktivitastirmmt. Die hohen spezifischen CadA-
Aktivitaten im Vergleich zu den Werten, die bei degitabhangigen Analyse des Cad-Systems.ircoli
MG16554ysP211 gemessen wurden (vgl. Abb. 7C) resultieren ausrdémgeren Adaptationszeit der Zellen an
die induzierenden Bedingungen.
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Sowohl die Transformation mit plysP als auch mit pTysP-G153S fihrte zu einer
deutlichen Reduktion detadBA-Expression inE. coli MG16554ysP211 (Abb. 26). Eine
Erh6hung der Kopienzahl vdgsP reduzierte diese auf ~ 1 % der Ausgangsexpressing,
Erh6hung der Kopienzahl vdgsP-G153S auf ~ 10% der Ausgangsexpression. Offerisicht
war das Derivat LysP-G153S noch in der Lage, Cad@aktivieren und somit dieadBA-
Expression zu reduzieren, wenn auch nicht so steekWiltyp-LysP. Um auszuschliel3en,
dass unterschiedliche Mengen an LysP und LysP-GIB8&uziert worden waren, wurden
beide Proteine Uberproduziert (2.3.9) und der @Ghtegle HisTag Gber Western Blot (2.5.8)
nachgewiesen Es wurden jedoch keine unterschiedlidhengen an Protein gebildet (Daten

nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass LysP-G153S zwaillsin transportieren kann, jedoch noch
eine regulatorische Funktion beziglich adadBA-Expression austibt. Die Interaktion von
LysP-G153S mit CadC ist somit nhoch mdglich und whel induzierenden Bedingungen
durch Lysin aufgelést. Somit ist der Transport viogsin durch LysP nicht unbedingt
Voraussetzung fur die Aufhebung der Interaktionsoiven LysP und CadC.
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3.4 Versuche zur Strukturaufklarung von CadC

Als Beispiel eines Transkriptionsaktivators aus &amilie der ToxR-&hnlichen Proteine
sollte die Struktur von CadC in Zusammenarbeit Ridf. Dr. Arne Skerra (Lehrstuhl fir
Biologische Chemie, Technische Universitadt Mincheniitels 3D-Kristallisation ermittelt
werden. In einem Proteinkristall sind die atomaBawisteine in dreidimensional periodischer
Weise angeordnet und zeigen somit eine charaksehst Beugung von Rontgenstrahlen. Mit
diesem Verfahren kann also die Anordnung der atemdkeilchen eines Proteins und somit
auch die Struktur erhalten werden. Fur eine Strakialyse ist eine hochreine Proteinldsung
mit moglichst wenigen Pufferkomponenten notwendiach der Reinigung wird die
Proteinlésung ankonzentriert (auf ca. 10 mg/mL) wedschiedenen Fallungsbedingungen
ausgesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurdedtieng drop-Methode durchgefihrt, hierbei
befindet sich das Protein/Prazipitationsmittel-Gaohiauf einer Erhéhung im Kristallisations-
raum. Da im Kristallisationsraum eine hohere Koneion an Prazipitationsmittel vorliegt,
tritt mit der Zeit Wasser aus dem ProteintropfeasDPrinzip ist somit ein Aussalzen der
L6sung und das Herabsetzen der Loslichkeit desot

CadcC ist ein Protein, das in der Zelle drei Kompshte besetzt, da es eine periplasmatische
Domane, eine cytoplasmatische Doméne und eine M@mbrandomane aufweist (Dell

al., 1994; Watsomt al., 1994), was eine effiziente Reinigung sehr schigiimacht. Da es oft
einfacher ist Kristalle von einzelnen Protein-Dom¥érzu erhalten, sollte neben CadC auch
die periplasmatische Doméane (CadC188-512) produaisdt kristallisiert werden, da diese
Domane in einer Blast-Suche (Altschatilal., 1990) keine Ahnlichkeit zu bereits bekannten
Domanen aufwies. Zusétzlich solitevitro untersucht werden, ob die beiden Cysteinreste der
periplasmatischen Domé&ne von CadC eine Disulfidt®tausbilden undn vivo deren
physiologische Bedeutung analysiert werden.

3.4.1 Versuche zur Kristallisation von CadC188-512

Zunachst sollte die Struktur der periplasmatisctimméane von CadC (CadC188-512)
analysiert werden. Hierzu wurde versucht, eine saubnd hochkonzentrierte Proteinldsung
fur Kristallisationsanséatze zu erhalten. Das geégeenProtein sollte dann verschiedenen

Fallungsbedingungen ausgesetzt werden.
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3.4.1.1 Trennung von Thioredoxin und CadC188-512 mit Hilfevon Gelfiltration

Die Produktion und Reinigung der periplasmatischigomane als Fusionsprotein Trx-
CadC188-512, sowie die Abspaltung von Thioredoxin Hilfe von Thrombin wurde wie
unter 2.5.2.1 und 2.5.2.2 beschrieben durchgefugltt Abb. 12A,B). Es wurden in der Regel
aus 50 mL Cytosol ca. 10 mg Hybridprotein erhaltBa. wahrend der Abspaltung von
Thrombin, der Ankonzentrierung und der Dialyse @adC188-512 gegen 50 mM Natrium-
Phosphatpuffer (pH 7) und 150 mM NaCl ein Teil d&steins unspezifisch aggregierte,
betrug die Ausbeute an CadC188-512 meistens nur508% der Ausgangsmenge an
Hybridprotein.

Um das noch in der Proteinlésung vorhandene Thoxiedzu entfernen, wurde eine weitere
Reinigung uber Gelfiltration durchgefuhrt. Diese thtede ermdglicht die Trennung von
Proteinen in Proteingemischen, die unterschiedlrethative Molekilmassen aufweisen und
eignete sich somit fur die Entfernung von Thioradd®4,1 kDa). Die relative MolekulgroRRe
von CadC188-512 ist 40,7 kDa. Abhéngig vom Erfody Beinigung wurden zwischen 1,4
mg und 3,5 mg Protein fur die Gelfiltration eingzse
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Abb. 27: Entfernung von Thioredoxin mittels Gelfiltration

Die Reinigung von CadC188-512 zur Abtrennung vormofddoxin wurde mit einer analytischen Superdex-
Saule S-75 am Lehrstuhl fiir Biologische ChemieTdgrMinchen durchgefiihrt. Das Saulenvolumen betfug 2
mL, als Laufpuffer wurde 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) dii50 mM NacCl verwendet. Die Saule wurde vor dem
Auftragen des Proteins mit diesem Puffer aquilityiedie Umpufferung des Proteins von Natrium-
Phosphatpuffer zu Tris-Puffer wurde direkt auf @&iule durchgefiihrt. Die Laufgeschwindigkeit betfuy§
mL/min. Die einzelnen Fraktionen (200 - 600 pL) dem gesammelt und auf ein SDS-Gel aufgetragen.
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Mit Hilfe der Gelfiltration konnten CadC188-512 ufithioredoxin gut voneinander getrennt
werden, was sich im Chromatogramm in Form von 2tlidben Peaks zeigte (Abb. 27).
CadC188-512 wurde von der Saule eluiert, nachdem7@amL Puffer durch die Saule
gelaufen waren. Thioredoxin wurde nach ca. 11,3Ruokfer von der Saule eluiert. Um zu
Uberprufen, ob die Trennung von CadC188-512 unarédoxin funktioniert hatte, wurden
die einzelnen Fraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragébb. 28). In Spur 1 ist die
Proteinlosung vor der Gelfiltration aufgetragere dieiteren Spuren zeigen die Fraktionen 1
(Spur 2) und 2 (Spur 3) aus Abb. 27, welche mdghaleise aggregiertes CadC188-512
enthielten, Fraktionen 3-5 (Spur 4-6), welche demAbb. 27 dargestellten Hauptpeak
entsprechen und Fraktion 6 (Spur 7), welche dasr&tioxin enthielt. Thioredoxin konnte
somit groltenteils (ca. 98%) aus der Proteinlosentfernt werden, die Reinheit der
CadC188-512-L6sung betrug > 95%. Jedoch wurde inRégel wahrend der Gelfiltration
bzw. beim anschlieBenden Ankonzentrieren der Rié&ing ein Teil des Proteins durch
Aggregation verloren, so dass letztendlich furKlistallisationsansatze tblicherweise nur ca.

1 mg Protein verwendet werden konnte.

kDa
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40 — -— *—M—q <+— (CadC188-512
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Abb. 28: SDS-Gelelektrophorese der Fraktionen auset Gelfiltration

Aliquots der einzelnen Fraktionen der Reinigung deur auf ein 15% SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine
wurden mit Hilfe einer Coomassie-Farbung nach WeiperOsborn (1969) sichtbar gemacht.

Spur 1: CadC188-512 vor Gelfiltration, 2 uSpur 2: Fraktion 1, 30 puL Spur 3: Fraktion 2, 30 uLSpur 4:
Fraktion 3, 10 pLSpur 5: Fraktion 4, 10 pLSpur 6: Fraktion 5, 30 pLSpur 7: Fraktion 6, 20 pL
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3.4.1.2 Kristallisation von CadC188-512 und Messung am Syimeotron

Die Fraktionen 3-5 (vgl. Abb. 27 und 28) wurdenereigt (ca. 1,4 mg CadC188-512) und auf
~ 10 mg/mL ankonzentriert. Diese Losung wurde damnHilfe eines Pipettier-Robotors
(Tecan Freedom Evo®, Tecan) am Lehrstuhl fur Bisldge Chemie der TU Minchen in 96
Well-Mikrotiterplatten pipettiert und mit verschieden Fallungsreagenzien versetzt.
Anschliel3end wurden die Platten bei 4°C inkubibidch ca. 1 Woche entstanden mit 15%
Ethanol und 0,1 M Tris/HCI (pH 7) kleine Kristallein grol3erer Kristall entstand mit 1,6 M
Ammoniumsulfat, 0,1 M NaCl und 0,1 M Hepes (pH 7,B) Abb. 29A ist der grbRRere
Kristall unter dem Mikroskop dargestellt, welchersahlieBend am Synchrotron vermessen
wurde. Mit dieser Methode kann die Auflésung vomtBinstrukturen auf atomarer Ebene
erfolgen. Die Messung wurde von Dr. Andreas Eickingan der Berliner

Elektronenspeicherring-Gesellschatft fir Synchrattahlung durchgefuhrt.

E

Abb. 29: Kristallisation von CadC188-512 und das Begungsmuster des Kristalls

Die periplasmatische Doméne von CadC (CadC188-Bijle mittels Ni*-NTA-Affinitatschromatographie
und Gelfiltration wie beschrieben gereinigt. Diakionen 3, 4 und 5 der Gelfiltration wurden veigtirica. 1,4
mg), ankonzentriert und fir verschiedene Kristatlensansatze verwendet. Die Messung der Streuesg d
Kristalls wurde an der Berliner ElektronenspeicimgrGesellschaft fir Synchrotronstrahlung BEESY)
durchgefuhrt.

A: CadC188-512-Kristall unter dem Mikroskop, der Kaibentstand in Gegenwart von 1,6 M (N5$0;, 0,1 M
NacCl, 0,1 M Hepes (pH 7,5).

B: Rontgenbeugungsaufnahme des Kristalls.

In Abb. 29B ist das Beugungsmuster des Kristallgestellt, welcher mit einer Auflésung bis
ca. 2,5 A streute. Jedoch war der Kristall nichifggenug, um eine bessere Auflésung zu
ergeben. Da fur eine Strukturanalyse eines Prqgtbeisdem es keine Homologien zu bereits
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bekannten Proteinen gibt, eine Auflésung bis cA. iibtig ist, wurden neue Kristallisations-

ansatze angesetzt, um grol3ere Kristalle zu erhaliemine bessere Streukraft besitzen.

3.4.2 Nachweis einer Disulfidbriicke in der periplasmatisben Doméne von CadC

Ein Problem in der Kristallographie ist das so gerie Phasenproblem. Die an einem Kiristall
gebeugten Rontgenstrahlen werden durch die HuH€Rktronen gestreut, d. h. letztendlich
wird die Elektronendichte ermittelt (entspricht ddreidimensionalen Anordnung der
Elektronen im Kristall) und nicht die exakte Anowhy der Atome. Fur die Auflésung der
Struktur eines Proteins werden experimentell diefleRdntensitdten der gestreuten
Rontgenstrahlen bestimmt, welche der Amplitude reirdektromagnetischen Welle
entsprechen. Wichtig fir die Strukturauflésungdsth die Phase, die zu jedem gestreuten
Elektronenstrahl gehort, welche jedoch in der Regeht exakt gemessen werden kann.
Dadurch ist eine genaue Bestimmung der atomarenddoog im Kristall nicht mdglich.
Deshalb bedient man sich haufig Schweratomverbigelinwelche eine grol3ere Anzahl an
Elektronen haben und somit die Rontgenstrahlerkestégtreuen. Eine weitere Moglichkeit
zur Phasenbestimmung ist die Nutzung von spezdis@trahlenschaden, z. B. die Reduktion
von Disulfidbriicken durch Radikale, womit sich dlesition der Cysteine in einem Protein
zuordnen lasst. Die periplasmatische Domane vorCGaathalt 2 Cysteinreste, C208 und
C272. Da in der periplasmatischen Domane oxidiexeBddingungen vorliegen, ist nicht
auszuschlie3en, dass die beiden Cysteine einefidisiicke ausbilden. Das Vorhandensein
einer Disulfidbriicke in CadC188-512 sollte numvitro Uberprift und die physiologische

Bedeutung mit Hilfe verschiedener CadC-Derivateivo charakterisiert werden.

3.4.2.1 PEG-Maleimid-Markierung von freien Cysteinen in CadC188-512
Polyethylenglycol-Maleimid [o-(2-Maleimidoethyl)-ahethyl-polyethylenglycol 5,000] ist
ein Thiol-selektives Reagenz, das mit freien Cysteiin Proteinen eine stabile Thioether-
Bindung eingeht. Eine erfolgte Markierung von Cyst@ kann durch das Auftreten von
zusatzlichen (hohermolekularen) Proteinbanden heereSDS-Gelelektrophorese nach-
gewiesen werden. Diese stellen die markierte Foe®s Eroteins dar, da aufgrund einer
Erh6éhung des Molekulargewichts durch PolyethyleocgifMaleimid (ca. 5 kDa) das Protein
langsamer wandert. Das Vorhandensein einer Disulitke zeigt sich, wenn eine
Markierung erst nach Zugabe eines Reduktionsmitdisigt. Als Reduktionsmittel wurde
TCEP [Tris(2-Carboxyethyl)phosphin] gewahlt, da 8ipftine keine Thioether-Bindungen mit
Polyethylenglycol-Maleimid eingehen kdnnen, wieBz.DTT oderp-Mercaptoethanol. Um
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zu gewabhrleisten, dass auch innerhalb des Prolieigende Cysteinreste markiert werden
konnten, erfolgte vor der Inkubation mit PEG-Mal&neine Denaturierung mit 2% (w/v)
SDS. Anschliel3end wurden die Ansatze in einem 155%-Gel aufgetrennt.

Wurde CadC188-512 nicht mit TCEP reduziert, solgtéoauch keine Markierung (Abb. 30,
Spur 2), das Bandenmuster war wie bei der Kontroliee Inkubation mit PEG-Maleimid
(Spur 1). Dies zeigte, dass die Cysteinreste inteRrainter diesen Bedingungen keine freie
Thiolgruppe aufwiesen. Nach Inkubation von redueier CadC188-512 mit PEG-Maleimid
konnten, neben dem unmarkierten CadC188-512, 2rimitkekulare Produkte detektiert
werden (Spur 3). Diese entsprechen 1 und 2 magkie@ysteinresten. Zusatzlich ist das
Thioredoxin zu sehen (14,1 kDa).

1 2 3
kDa
112 —
86 —
62,5 —
<+— + 2 PEG-Mal
53 — <+— +1PEG-Mal
| S— <4— CadC188-512
315 —

<«4— Thioredoxin

Abb. 30: Nachweis von freien Thiolen in CadC188-51@ittels PEG-Maleimid-Markierung

Fur den Nachweis von freien Thiolgruppen wurde daml-selektive PEG-Maleimid verwendet. Um eine
bessere Zuganglichkeit von freien Thiolgruppen ewdhrleisten, wurden die Proteine o (w/v) SDS
denaturiert. Die Markierung erfolgte mit 1 mM PEGalimid fiir 1 h bei 37°C. Es wurden je 10 pg Cad®318
512 auf ein 12,5% SDS-Gel nach Lammli (1970) auéggn, die Sichtbarmachung der Proteine erfolgteelmi
Coomassie-Farbung nach Weber und Osborn (1969).

Spur 1: Kontrolle ohne PEG-MaleimidSpur 2: Markierung mit 1 mM PEG-MaleimidSpur 3: Markierung
mit 1 mM PEG-Maleimid nach Reduktion mit 1. mM TCEP

Die Tatsache, dass die Cysteinreste offenbar eash rReduktion von CadC188-512
zuganglich wurden, weist auf eine Disulfidbriicke dar periplasmatischen Domane von
CadC hin.
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3.4.2.2 Mobilitat von reduziertem bzw. oxidiertem CadC188-32 im SDS-Gel

Wahrend einer Proteinreinigung, vor allem untehtieduzierenden Bedingungen, kdnnen
andere Bestandteile des Cytosols (z. B. Glutathimit) dem gewlnschten Protein eine
Disulfidbricke ausbilden, und somit die Cysteins dereinigten Proteins blockieren. Durch
die Zugabe eines Reduktionsmittels werden diesa daigesetzt, so dass die Cysteinreste
des Proteins fur das PEG-Maleimid zugénglich werdeashalb ist das unter 3.4.2.1
dargestellte Ergebnis nur ein Hinweis auf eine metigl Disulfidbriicke zwischen C208 und
C272 in der periplasmatischen Domane von CadC. Bimgtere Maoglichkeit, das
Vorhandensein einer Disulfidbriicke nachzuweisendis elektrophoretische Auftrennung
des Proteins unter reduzierenden und nicht-redermiken Bedingungen. Hierfir wurde zu
CadC188-512 Auftragspuffer ohieMercaptoethanol bzw. mit 5 % (v/g}Mercaptoethanol
gegeben und die Ansatze dann auf ein 12,5 % SDS@Egktragen. Proteine mit intakter
Disulfidbriicke zeigen ein anderes Mobilitatsverdialtm Vergleich zu Proteinen, bei denen
die Disulfidbriicke reduziert vorliegt. In einem SIB®| erhélt man dann Banden, die ein
unterschiedliches Laufverhalten aufweisen.

kbDa M +B-ME ohnep-ME

172,5

112
86

62,5

' 1))

53

e <«— CadC188-512

\

31,5

<«— Thioredoxin

Abb. 31: Auftrennung von CadC188-512 im SDS-Gel uetr reduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen

Jeweils 2,5 pg CadC188-512 wurden auf ein 12,5%-SBIsaufgetragen, wobei sich in einem Ansatz 5%)(v/
B-Mercaptoethanol (+p-ME) befand, im anderen Ansatz kein Reduktionsmittehne B-ME). Die
Sichtbarmachung der Proteine erfolgte mittels CamieaFarbung nach Weber und Osborn (1969).

Spur 1: StandardSpur 2: CadC188-512, Reduktion mit 5% (v/§)MercaptoethanolSpur 3: CadC188-512,
ohne Reduktion
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Die SDS-Gelelektrophorese von CadC188-512 untewziecenden bzw. oxidierenden
Bedingungen machte ein unterschiedliches Laufveshales Proteins deutlich.

Reduziertes CadC188-512 wanderte langsamer alsidatsreduzierte CadC188-512 (Abb.
31). Wurde Reduktionsmittel zu CadC188-512 gegebernwaren die RWerte niedriger als
ohne Reduktionsmittel. Der Unterschied zwischen BeWerten +/-B-Mercaptoethanol war
AR; = 0,0218 £ 0,008.

Dieses Ergebnis spricht fur die Ausbildung einesulfidbriicke in der periplasmatischen
Domane von CadC, welche mdglicherweise eine konapakStruktur und deshalb eine

erhohte Wanderungsgeschwindigkeit in der Gelelgkinoese bewirkte.

3.4.2.3 Einfluss von Reduktionsmittel auf die Cadaverin-Birdung

Da Disulfidbriicken in Proteinen meist eine strugalrende Funktion austben, sollte deren
Auflésung zu einer Strukturveranderung der peripltsschen Doméane von CadC fuhren, die
sich beispielsweise auf die Affinitdt von CadC18250r den negativen Regulator Cadaverin
auswirkt kénnte. Hierzu wurde die Veranderung dgypiophanfluoreszenz nach Titration
von Cadaverin zu CadC188-512 gemessen, als Vepuiths wurde 150 mM Natrium-
Phosphatpuffer (pH 7) und 150 mM NaCl verwendes.(®@). Vor den Messungen wurde
CadC188-512 mit 5 mM TCEP inkubiert.

Nach Korrektur der Daten aufgrund von Verdiunnurig&eén ergab die Berechnung der
Regression eine typische Sattigungskurve mit steige Cadaverin-Konzentration (Abb.
32A). Die Auftragung der Daten in Form eines ScatdkPlots (Scatchard, 1949) ermdglichte
die Berechnung desKXWertes als 124 (+ 76) uM (Abb. 32B).

Die Reduktion von CadC188-512 resultierte alsamerenur leicht verminderten Affinitat des
Proteins fur Cadaverin (Faktor 1,3 niedriger imdleich zu nicht-reduziertem CadC188-512,
vgl. 3.2.3.1, 96 uM), die Bindung von Cadaverin guisomit durch evtl. Konformations-
anderungen des Proteins (durch das Auflosen dedfllisricke) kaum beeinflusst.
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Abb. 32: Einfluss von TCEP auf die Tryptophanfluoreszenz von CadC188-512

Zu 2,5 uM CadC188-512 wurden steigende CadaverimeBuotrationen titriert und die Veranderung der
Tryptophanfluoreszenz bestimmt. Das Protein wurde der Messung 30 min mit 5 mM TCEP bei 37°C
inkubiert.

A: Veranderungen in der Fluoreszenz durch Zugabe \amta¢erin; die Berechnung der Regression wurde mit
der Software SigmaPlot (Version 9.0; Systat Sofelvdurchgefuhrt.

B: Auftragung derDaten nach Scatchard (1949); die Berechnung dereReign wurde mit der Software
SigmaPlot (Version 9.0; Systat Software) durchgefiih

3.4.2.4 Physiologische Rolle der Disulfidbriicke in der peplasmatischen Doméne

In einem nachsten Schritt wurde die physiologis®@edeutung der periplasmatischen
Disulfidbrickein vivo charakterisiert. Hierzu wurden die Cysteinreste piplasmatischen
Doméane gegen Alanin ausgetauscht und der EinflessAgninosaureaustausche auf die
cadBA-Expression bei verschiedenen Wachstumsbedinguagband dei-Galaktosidase-
Aktivitat in E. coli EP314 getestet. Die Experimente wurden im Rahnresr ®iplomarbeit
von Alexandra Donhofer durchgefiihrt (Dénhofer, 20alie von mir experimentell betreut
wurde.

Wurden die Cysteine an Position 208 und 272 einbelmn. beide zusammen gegen Alanin
ausgetauscht, so wurden zum einen deutlich hgh&alaktosidase-Aktivitaten im Vergleich
zum Wildtyp gemessen (Abb. 33A30 wurde in Stdmmen, die Wildtyp-CadC produzierten,

195 (x 18) Miller-Units gemessen, in Stammen, welctie CadC-Derivate mit den
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Cysteinsubstitutionen produzierten, war chelBA-Expression bis zu einem Faktor ~ 2 erhéht
[C208A: 309 (+ 16); C272A: 438 (+ 39); C208A/C272810 (+ 14) Miller-Units]. Zum
anderen wurde durch alle Derivate dsBA-Expression Lysin-unabhangig aktiviert. Hier
wurdenp-Galaktosidase-Aktivitdten gemessen, die den Atéign in Stammen, die Wildtyp-
CadC (in Gegenwart von Lysin) produzierten, entspea [C208: 152 (+ 9); C272A: 202 (+
19); C208A/C272A: 125 (£14) Miller-Units].

Wurde gleichzeitig LysP tberproduziert, so konmt&ellen, die WT-CadC produzierteB. (

coli EP314-pET16lwadC) eine deutliche Reduktion deradBA-Expression festgestellt
werden, dieB-Galaktosidase-Aktivitat wurde auf ca. 69% der Aarggsaktivitat gesenkt. In
Zellen, die CadC-C272A produzierterc. (coli EP314-pET16keadC-C272A) blieb die

cadBA-Expression jedoch unbeeinflusst von einer gleiitigam LysP-Uberproduktion (Abb.
33B).
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0 ‘ ‘ 0
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+ pBAD334ysP + pBAD334ysP

Abb. 33: Einfluss der CadC-Derivate C208A, C272A ud C208A/C272A auf diecadBA-Expression in
Abhéngigkeit der externen Bedingungen

A: Die Kultivierung von E. coli EP314 (transformiert mit den entsprechenden Pthami erfolgte in
Minimalmedium, pH 5,8, unter mikroaeroben BedingemgDas Medium enthielt, wenn angegeben, 10 mM
Lysin. Als Maf fur diecadBA-Expression wurde dig-Galaktosidase-Aktivitat bestimmt.

B: E. coli EP314-pET16lwadC/pBAD33-ysP bzw. E. coli EP314€adC-C272A/pBAD334ysP wurden mikro-
aerob in LB-Medium (pH 5,8) kultiviert. Die Genexwgsion vorlysP wurde durch 0,2% (w/v) Arabinose fur 3 h
induziert. Die Bestimmung d@rGalaktosidase-Aktivitat diente als Mal fur dalBA-Expression.

Die dargestellten Ergebnisse bestétigen eine plogssche Bedeutung der Disulfidbriicke in
der periplasmatischen Doméne von CadC, da zum elasrAuflosen der Disulfidbricke zu
einer Lysin-unabh&ngigen Aktivierung deadBA-Expression fuhrte, zum anderen schien die

Wechselwirkung zwischen CadC und LysP gestort iu se
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3.4.3 Optimierung der Reinigung von CadC

Die Produktion von CadC im Expressionssystemoli BL21(DE3)pLysS-pET16leadC, die
Solubilisierung des Proteins aus Membranvesikeld die Reinigung iber Ri-NTA-
Agarose war zu Beginn der vorliegenden Arbeit leratabliert (Kiper, 2001). Far
Kristallisationsansatze mussten nun grof3ere MeragefProtein produziert werden. Dabei
ergaben sich zwei Probleme: Zum einen war die Rdirder Proteinlésung zu niedrig, sie
betrug nur ca. 80%. CadC wurde zwar sehr gut amuen, jedoch waren noch zahlreiche
Abbauprodukte von CadC bzw. Proteinverunreinigungeh dem SDS-Gel zu erkennen,
welche maoglicherweise eine Kristallisation des @i erschweren kénnten (Abb. 34). Zum
anderen bestand der Reinigungspuffer aus 50 mMHICIS(pH 7,5), 10 % (v/v) Glycerol, 10
mM B-Mercaptoethanol, 600 mM NaCl und 0,2 % (v/v) LDA@hd enthielt somit hohe
Konzentrationen an Glycerol, Reduktionsmittel, Salnmd Detergenz, was fur die
Kristallisation nicht erwinscht war. In der vorleglen Arbeit sollten deshalb die

Reinigungs- und Pufferbedingungen optimiert werden.

kDa

gg-g e < cadc

42,7
34,6

26,6 | W

Abb. 34: Affinitatsreinigung von CadC iiber Ni**-NTA-Agarose

CadC wurde aus Membranvesikeln véh coli BL12(DE3)pLysS-pET16lgadC mit 2% (v/v) LDAO
solubilisiert und mit Hilfe von Ni'-NTA-Affinitatschromatographie gereinigt. Der Rajnngspuffer bestand aus
50 mM Tris/HCI (pH 7,5), 10% (v/v) Glycerol, 10 mBtMercaptoethanol, 600 mM NaCl und 0,2 % (v/v)
LDAO. Die Elution erfolgte mit 250 mM Imidazol.

Spur 1: StandardSpur 2: Eluat NF*-NTA (20 pg)

3.4.3.1 Reinigung von CadC uber Affinitatschromatographie wnd Gelfiltration

Zunachst wurde CadC Uber Affinitatschromatograpieeeinigt (2.5.2.4). Der Reinigungs-
puffer wurde hierfir modifiziert und bestand ausn®®l Tris/HCI (pH 7,5), 2 mM DTT, 600
mM NacCl, 0,05% (v/v) LDAO und 250 mM Imidazol. Mats Dialyse wurde das Imidazol
entfernt und die NaCl-Konzentration auf 300 mM gése AnschlielBend wurde CadC mit
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Hilfe von Gelfiltration weiter gereinigt. Als Laudiifer wurde 50 mM Tris/HCI (pH 7,5), 2
mM DTT, 300 mM NaCl und 0,05% (v/v) LDAO verwenddtir die Auftrennung der
Proteine wurde eine Sephadex-Saule S-200 verwenadthe zuvor mit dem Laufpuffer
aquilibriert wurde. Es wurde ca. 1 mg Protein fig Gelfiltration eingesetzt. Wahrend der
Gelfiltration wurde nach ca. 7,6 mL Laufpuffer Rmot eluiert, welches auf dem
Chromatogramm als Peak zu erkennen ist, an daresie kleine Schulter anschlief3t (ca. 9,8
mL). Im weiteren Verlauf der Chromatographie wurdeach ~13,8 mL und nach 16 mL
Laufpuffer Protein eluiert (Abb. 35).

0,6 ”‘ =1
I
0,4
3
<
| :\ / 2
0,2 N
% e
\ = 3/\
0,0 44— SRR S —
0,0 é,O 1‘0,0 1‘5,0 é0,0
mL Laufpuffer

Abb. 35: Reinigung von CadC uber Gelfiltration

Chromatogramm der Gelfiltration von CadC. Es wuettee analytische Sephadex-Saule S-200 verwendet, di
Durchfiihrung erfolgte am Lehrstuhl fur BiologiscBaemie der TU Munchen. Das Saulenvolumen betrug 25
mL, als Laufpuffer wurde 50 mM Tris/HCI (pH 7,5), @M DTT, 300 mM NaCl und 0,05% (w/v) LDAO
verwendet. Die Fraktionen der mit dem Pfeil gekexictmeten Peaks (jeweils ca. 1000 pL) wurden gesdimm
und auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Die einzelnen Fraktionen der Gelfiltration wurdersgmmelt und die Reinheit der
Proteinlésung in einem SDS-Gel Uberpruft (Abb. 38). enthielten Fraktionen 1-3 CadC
(Spur 1-3), die Reinheit betrug ca. 90%. Fraktioardhielt ausschlief3lich Abbaufragmente
oder unspezifisch an die Ni-NFAAgarose gebundene Proteine (Spur 4). Die Fraktidhe
und 2 wurden vereinigt (ca. 0,4 mg CadC), auf efmnzentration von ~ 4 mg/mL

ankonzentriert und mit verschiedenen Fallungreaganzersetzt.
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Abb. 36: SDS-Gel nach Reinigung von CadC uber Affititschromatographie und Gelfiltration

Aliquots der einzelnen Fraktionen der Reinigungdeur auf ein 15% SDS-Gel aufgetragen. Die Durchfiidpru
der Gelelektrophorese erfolgte am Lehrstuhl fin&ische Chemie der TU Miinchen. Die Proteine wunaén
Hilfe einer Coomassie-Farbung nach Weber und Os(d@#69) sichtbargemacHbdie einzelnen Fraktionen sind
in Abb. 35 aufgefiihrtM: StandardSpur 1: Fraktion 1, 20 uLSpur 2: Fraktion 2, 30 pL.Spur 3: Fraktion 3,
30 pL;Spur 4: Fraktion 4, 30 uL

Bis zum Ende der vorliegenden Arbeit wurden jed&eme Proteinkristalle erhalten, was
maoglicherweise zum einen mit einer zu geringen Rainder Proteinldsung zusammenhing,
zum anderen indiziert das Chromatgramm in Abb. 8&ss CadC nicht in einer

monodispersen Losung vorlag, da es in mehrerentt&chvon der Saule eluiert wurde, was

ebenfalls eine Kristallisation erschweren kdnnte.

Ein Problem bei der Reinigung von Membranproteiieer Gelfiltration liegt darin, dass
zusammen mit dem gewilnschten Protein weitere Rmteder Proteinfragmente in einer
Mizelle vorliegen konnen. Diese wirden zusammendai Zielprotein eluiert werden, somit
kénnten durch Gelfiltration diese Proteine nichb v@adC getrennt werden. Deshalb war das
nachste Ziel, bereits durch die Affinititschromasmipie eine hohere Reinheit der
Proteinlésung zu erzielen. Hierfur erfolgten u.\Marversuche, bei denen zusatzlich zur
Reinigung von CadC mittels RNiNTA-Affinitatschromatographie (2.5.2.4) eine
lonenaustauschchromatographie (als Matrix wurdeefih8rose verwendet) durchgefihrt
wurde. Jedoch flihrte dies nicht zu einem héherenhiRdsgrad der Proteinlésung (Daten
nicht gezeigt). Im Laufe dieser Arbeit gelang esigmicht, CadC in einer ausreichend hohen
Reinheit zu erhalten.
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4. Diskussion

4.1 Transkriptions- und Translationsanalyse des Cad-Sysems vonE. coli

Das Cad-System voB. coli gehért zu den Saure-induzierbaren Aminosaure-beggtase-
Systemen und ist Teil der Saureschutzantwort. Neddaem niedrigen pH-Wert ist das
Vorhandensein von Lysin fur die Induktion des Cagt&ms essentiell. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine detaillierte, zeitabhangige Asalylieses Systems auf Transkriptions- und
auf Translationsebene irE. coli MG1655, E. coli MG16554ysP211 und E. coli
MG165%AravA durchgefuhrt und anhand dieser Datarsilico ein mathematisches Modell
des Cad-Systems entwickelt. Die mathematische Med&lg von Signaltransduktions-
systemen ist ein nuitzliches Werkzeug fir das Vedstés dieser komplexen, zellularen
Vorgange. Das Cad-System eignet sich besonderfigeine Modellierung, da die Signal-
transduktion von einem einzigen Protein (CadC) wefhwird und somit das System relativ
einfach ist. Aul3erdem konnen die einzelnen Komptarerdes Cad-Systemsca(iBA
Expression, relative CadA-Menge, extrazellularesdavarin) sehr gut experimentell
bestimmt werden. Zusétzlich sind bereits zahlreiDlagen aus der Literatur bekannt, die in

das Modell integriert werden kénnen.

4.1.1 Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems i coli MG1655 (Wildtyp)

WurdeE. coli MG1655 zunéachst bei nicht-induzierenden Bedinganged 7,6, kein Lysin)
und anschlieBend bei induzierenden Bedingungeny(8H10 mM Lysin) kultiviert, kam es
zu einem schnellen Anstieg deadBA-Transkription, mit einer maximalen Transkript-Meng
25 min nach Induktion . Obwohl noch induzierendeiBgungen vorlagen sank die Menge an
cadBA-mRNA rasch wieder ab. Bereits durchgefiihrte zéialgige Analysen miE. coli
MG1655 beschrieben ebenfalls eine schnelle AbnateneadBA-Transkript-Menge, jedoch
erfolgte hier das Wachstum der Zellen in LB-Mediumh. Lysin war bereits vor dem pH-
Signal anwesend. DieadBA-Expression war in dieser Arbeit ebenfalls transiend ein
Maximum an Transkript wurde bereits nach 15 mirakem (Kiper, 2005; Gonzalex al.,
2007). Dies konnte an allgemein besseren Bedingufigredie Zellen durch Wachstum in
einem Vollmedium liegen. Ein weiterer Grund konatger auch sein, dass in LB-Medium
Lysin bereits von Anfang an vorhanden war. Frih&rbeiten beschrieben bereitiese
schnelle, transienteadBA-Expression in einerk. coli Wildtyp-Stamm, mit einer sehr kurzen
Halbwertszeit decadBA-mRNA, die UberPrimer-Extensions-Analysen ermittelt wurde. Es
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konnte damals gezeigt werden, dass die Transknigdort nach Zugabe des zweiten Signals
begann, wenn eines der Signale bereits vorhandean Waren beide Signale jedoch
gleichzeitig vorhanden, so war der Beginn ceaBA-Transkription verzégert und die Menge
ancadBA-mRNA geringer (Neely und Olson, 1996).

Um die relative Menge der Lysin-Decarboxylase CalAmessen, wurde die spezifische
CadA-Aktivitat in zellfreien Extrakten ermittelt.i®e stieg ca. 20 min nach der Induktion an,
erfolgte also mit einigen Minuten Verzdgerung zupiession vorcadBA. Ab 60 min blieb
die relative Menge an CadA im weiteren Verlauf Bgperiments stabil.

Durch die Lysin-Decarboxylierung wurde Cadaveribifgeet, das durch den Antiporter CadB
nach auf3en transportiert wurde und eine negativeki®ipplung auf dieccadBA-Expression
bewirkte. Nach 60 min wurden ca. 1,6 mM CadavennHKulturtiiberstand detektiert, dies
korrelierte mit dem Zeitpunkt an dem kaum n@eldBA-Transkript vorhanden war. Needy

al. (1994) konnten zeigen, dass durch 1,3 mM Cadawlie Expression einezadA-lacZ-
Fusion vollstandig inhibiert wurde. Am Ende des &xments wurden 6 mM Cadaverin
detektiert. Frihere Analysen konnten zeigen, ddsschgeitig mit der Erhéhung der
Cadaverin-Konzentration die Lysin-Konzentration iMedium abnahm (Kiper, 2005;
Gonzalezt al., 2007).

4.1.2 Zeitabhangige Analyse des Cad-Systems i coli MG1655-1ysP211

Die zeitabhangige Analyse des Cad-Systems bei WaohgonE. coli MG16554ysP211 in
Minimalmedium in Gegenwart von Lysin ergab ein &irds Bild wie beim Wildtyp. Die
Transkription descadBA-Operons begann sofort, ein Maximum eadBA-mRNA konnte
jedoch bereits nach 15 min detektiert werden, wdieeinduktion der Transkription (bezogen
auf den Zeitpunktdp) letztendlich um einen Faktor ~ 1h®her war als beim Wildtyp. Somit
begann die Transkription friher als im Wildtyp, wiigch das Fehlen des Repressors LysP
bedingt war, und es wurde deutlich metadBA-mRNA gebildet. Zusatzlich verlief das
Abschalten der Transkription langsamer als im Wpdterst nach 150 min wurde kein
cadBA-Transkript mehr detektiert.

Gleichzeitig mit der héheren Transkription war auth spezifische CadA-Aktivitdt um den
Faktor 1,5 hoher. Eine Derepression der Lysin-Ommaflase in einigenysP-Mutanten
wurde bereits 1980 bei Popkin und Maas beschriedaoh wurde in MG165%ysP211 zu
den Zeitpunkten_4p und ¢ bereits eine geringe spezifische CadA-Aktivitalmgesen, was
auch bei anderelysP-Mutanten festgestellt wurde (Neeadyal., 1994). Der Grund hierfur ist
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wahrscheinlich die fehlende Inaktivierung von Cadi@ch LysP unter nicht-induzierenden
Bedingungen.

Als Folge der erhohten relativen CadA-Menge warhade maximale Konzentration an
extrazellularem Cadaverin um den Faktor 1,5 errgshtyurden am Ende des Experiments ca.
9 mM Cadaverin im Kulturiberstand gemessen.

Fehlte wahrend des Wachstums der Induktor Lysinbsgann dennoch bereits wenige
Minuten nach der Induktion die Transkription voadBA, jedoch mit Zeitverzogerung im
Vergleich zum Experiment mit Lysin. Auch die maximanduktion war geringer (ca.
77fach), a@nderte sich jedoch kaum noch zwischenuB@ 60 min. Dann wurde die
Transkriptmenge weniger, nach 150 min war kaum rncatlBA-mRNA nachweisbar. Durch
das Fehlen von LysP wurde der Lysin-Bedarf fur bhduktion des Cad-Systems somit
vollstandig eliminiert.

Maoglicherweise als Folge der verlangertesdBA-Expression war die spezifische CadA-
Aktivitat um einen Faktor ~ 2 hoher als bei Wachsin Gegenwart von 10 mM Lysin.

Die Messung von extrazellularem Cadaverin erwieh sls schwierig, da aufgrund des
fehlenden exogenen Lysins keine hohen Cadaverire&mnationen zu erwarten waren und
das Testsystem (Derivatisierung von Cadaverin nNB3$) wenig sensitiv war. Dennoch
konnte eine mit TNBS-derivatisierte Substanz nadlerflihren der Zellen zu induzierenden
Bedingungen im Kulturiberstand detektiert werdeb, es sich hierbei tatsachlich um
Cadaverin handelte, kann nicht eindeutig gesagtleveMan kann jedoch vermuten, dass in
MG16554ysP211 auch endogenes Lysin decarboxyliert werden kondte,die Lysin-
Decarboxylase ja in grol3er Menge vorhanden war.\@eteren muss beachtet werden, dass
in E. coli eine zweite Lysin-Decarboxylase existiert. So Kerin friheren Arbeiten auch bei
pH 9 Lysin-Decarboxylase-Aktivitdt gemessen werd@orris und Fillingame, 1974).
Goldemberg beschrieb eine induzierbare, thermdstabysin-Decarboxylase und eine
konstitutive, in kleinen Mengen vorhandene und rti@abile Lysin-Decarboxylase
(Goldemberg, 1980), spatere Arbeiten bestéatigten\é@handensein einer weiteren Lysin-
Decarboxylase, welche Ldc genannt wurde (Kikuehil., 1997; Lemmonier und Lane,
1998).

Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass duehdas Vorhandensein von exogenem
Lysin geringe Konzentrationen an Cadaverin im Mediworhanden waren, jedoch sollte hier
keine Induktion der Synthese durch Uberfiihren delfed zu induzierenden Bedingungen
stattfinden (vgl. Abb. 7D).
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Es stellt sich auch die Frage, ob im Kulturiiberdtdberhaupt genug Cadaverin vorhanden
war, um diecadBA-Transkription zu beenden. So kdnnte die verlaegexpression mit einer
zu niedrigen Cadaverin-Konzentration erklart werdgedoch ist unklar, warum die
Transkription dann nach 150 min trotzdem beendetdew Dies konnte jedoch damit
begriindet werden, dass zu diesem Zeitpunkt eingjkerZ bereits lysiert waren und somit
Lysin im extrazellularen Raum zur Verfigung steljtdas von anderen Zellen decarboxyliert
werden konnte. Da bereits geringe Konzentrationem €adaverin diecadBA-Expression
inhibieren, ware dies durchaus denkbar. Durch dalslelR eines S&aurestress-Systems in
MG16554ysP211 kénnten aber auch andere Sigma-Faktoren gebildetiem und das’®
abhangige Cad-System wirde dann abgeschaltet webdanAbschalten der Transkription
konnte aber auch einfach durch demn-Over der mRNA bedingt sein.

4.1.3 RavA und/oder ViaA aktivieren die cadBA-Expression

Die Transkriptionsanalyse des Cad-Systems in eiaeA/viaA-Mutante zeigte, dass die
Expression desadBA-Operons zwar dhnlich reguliert wurde wiekincoli MG1655, d. h. die
Induktion erfolgte durch einen niedrigen pH-Wertduias Vorhandensein von Lysin, jedoch
war die detektierte Menge atadBA-mRNA nur ca. 69% im Vergleich zum Wildtyp.
Ahnliches bestétigte die zeitabhangige Transknsimalyse. Zwar war, wie im Wildtyp, eine
transientecadBA-Expression nachweisbar, die sofort nach der Indokbegann, jedoch war
die maximale Induktion der Transkription in der Mote deutlich niedriger (ca. 30fache
Induktion im Vergleich zu .4y). Als Folge dessen waren auch die maximal gemessen
spezifische CadA-Aktivitat sowie die extrazellul&adaverin-Konzentration niedriger als im
Wildtyp.

Welche Rolle RavA und/oder ViaA bei der Aktivierudgr Transkription spielen ist jedoch
unklar. RavA ist eine AAAATPase, die zusammen mit CadA einen groRen Komigldet.

Es konnte gezeigt werden, dass durch diese Komipdexig die ATPase-Aktivitat von RavA
stimuliert wurde, die CadA-Aktivitdt wurde jedocladurch nicht beeinflusst (Snidet al.,
2006). AAA"-ATPasen sind an verschiedenen zellularen Prozebségiligt, z. B. bei
Proteinfaltung bzw. Abbau von Proteinen, Regulataer Transkription, Reparatur und
Replikation von DNA, oder auch bei der Biogenesa Wrganellen und bei Transport-
Vorgangen (Neuwalet al., 1999; lyeret al., 2004). Diese Proteine besitzen das sog. AAA
Modul, ein Bereich aus 200 bis 250 Aminosaurenvaischiedenen konservierten Motiven
(Neuwaldet al., 1999;Kunauet al., 1993;Patel und Latterich, 1998), das fir ATP-Bindung
und ATP-Hydrolyse verantwortlich ist (Ogura und Kiflson, 2001).RavA (regulatory
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ATPase variant A) gehort zur Unterfamilie der MoxR-Proteine (lyatral., 2004). Gene, die
fur MoxR-Proteine kodieren, liegen oft in einem @pemit Genen, die flr Proteine mit der
sog. VWA-Domane (¥n Willebrand FaktorTyp A) kodieren. Die VWA-Domaéne ist eine
Metall-bindende Domaéne, die bei Pro- und Eukaryoterkommt. Sie vermittelt haufig
Protein/Protein-Interaktionen, oder spielt einel®dlei z. B. Zell-Adhasion, Transkription
oder DNA-Reparatur (Whittaker und Hynes, 2002)dgngt al. beschrieben 2008aA (VWA
interacting with AAA™ ATPase), das zusammen miivA in einem Operon liegt und fir ein
Protein mit einer VWA-Domane kodiert. Aufgrund daelfaltigen Funktionen von RavA
bzw. ViaA kann nicht ausgeschlossen werden, dassedpProteine Transkriptionsaktivatoren
des cadBA-Operons sind, jedoch konnten die in der vorliegendrbeit durchgefuhrten
Gelretardationsexperimente mit gereinigtem RavA .b¥wA keine Bindung an die DNA-
Region, in der CadC bindet, nachweisen. Des Weitenerde eine allgemeine Funktion von
RavA in der Stressantwort angenommen, da die Esjmresinter der Kontrolle des-Faktors
steht und die RavA-Menge in der frihen stationd@ase zunimmt (Snidest al., 2006).
AuRerdem wurde eine Chaperon-Funktion von AA¥TPasen aus der MoxR-Familie
zusammen mit VWA-Domane-Proteinen vorgeschlagenidé8nund Houry, 2006).
Maglicherweise ist die Rolle von RavA und/oder Viafe Stabilisierung von CadC, &hnlich
wie ToxS eine Stabilisierung von ToxR bewirkt (DiiRiund Mekalanos, 1991; Pfau und
Taylor, 1998), auch eine bessere Bindung von Cad@@en Promotor £4 durch RavA

und/oder ViaA wére denkbar.

4.1.4 Mathematische Modellierung des Cad-Systems

Zunachst wurden die flE. coli MG1655 bestimmten Daten quantitativ beschriebearligi
wurde die Integration der extrazellularen Reize\WWHrt, Lysin und Cadaverin durch CadC,
die Dynamik der Genexpression und die Umsetzungly@mn zu Cadaverin bericksichtigt.
Das Modell ging von verschiedenen CadC-Populatiom@s: bei nicht-induzierenden
Bedingungen ist CadC inaktiv, in Gegenwart einesimgen pH-Werts und bei Anwesenheit
von Lysin wird der reprimierende Effekt durch LysBfgehoben und CadC ist voll aktiv
(CadC*). CadC* bindet an die DNA und aktiviert dactudie Expression desdBA-Operons
(Fritz et al., Manuskript in Vorbereitung; Abb. 37).
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Abb. 37: Darstellung der durch dasin silico Modell beschriebenen Induktion des Cad-Systems i&. coli

Unter nicht-induzierenden Bedingungen reprimiersydiecadBA-Expression. Sind die Signale niedriger pH-
Wert und Lysin vorhanden, wird der reprimierendé&kfvon LysP aufgehoben und CadC geht in eineivexkt
Zustand Uber (CadQ. CadC aktiviert die Expression vorcadBA, dadurch werden CadA und CadB
synthetisiert. Das bei der Decarboxylierung duradd& entstehende Cadaverin wird von CadB nach aul3en
transportiert und hemmt dedBA-Expression.

Das quantitative Modell beschrieb den raschen Agstind das schnelle Abschalten der
cadBA-Transkription aufgrund der steigenden Konzentratim extrazellularem Cadaverin,
bedingt durch die Decarboxylierung von Lysin dufeadA und den nachfolgenden Export
von Cadaverin durch den Antiporter CadB. Die Antigeunktion dieses Proteins bietet den
Vorteil, dass das Cad-System nicht mit dem endagelgsin-Stoffwechsel der Zelle
interferiert. Da die CadB-Aktivitdt von der extrdm&ren Lysin-Konzentration und der
intrazellularen Cadaverin-Konzentration abhangt,stéfet jedoch die Gefahr eines
permanenten Lysin-Imports und Cadaverin-Exportghi@adB. Um dies zu verhindern, wird
Cadaverin als negativer Regulator d=dBA-Expression verwendet, so dass diese nur
transient erfolgt.

Eine schnelle Reaktion auf Umweltbedingungen durelme transient verdnderte
Genexpression spielt eine wichtige Rolle in Mikigamismen. Eine kirzlich durchgefuhrte
Transkriptomanalyse untersuchte z. B. die Verdandgraer Genexpression anaerob
wachsendeE. coli-Zellen nach Zufuhr von Luft. Innerhalb von 10 nmach Luftzufuhr war
das Profil der Transkription komplett verandert. eMerwartet wurden v. a. Gene der

Glycolyse, des Citrat-Zyklus, der Atmungskette et oxidativen Stressantwort induziert
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(Partridge et al., 2006). Im Unterschied zur Expression dexlBA-Operons war das
Expressionslevel der meisten Gene jedoch Uber &agraum von 60 min ungefahr konstant,
Ausnahmen waren hier nur Gene, die fur die Untbetan der Succinat-Dehydrogenase
kodieren, oder auchrxA (kodiert fur Glutaredoxinl) untxC (kodiert fur Thioredoxin C),
deren Expression bereits nach 10 min wieder abnahm.

Ein weiteres Beispiel ist die HitzeschockantwortLinmonocytogenes (van der Veeret al.,
2007). Die Gruppe um van der Veen kultivierte dedléh zunéchst bei 37°C (Zeitpunkt 0)
und setzte diese dann einer Temperatur von 48°C Taasskriptionsanalysen mit DNA-
Chips ergaben bereits wenige Minuten nach Indulkgiae deutlich veréanderte Genexpression
bei 25% aller Gene, 40 min nach Induktion war dapréssionsniveau der meisten Gene
jedoch wieder ahnlich wie beim Zeitpunkt 0. So veulsbispielsweise bereits 3 min nach der
Induktion eine 29fach erhohtipE-Transkriptmenge (kodiert fir die ATP-abhangiget@ase
ClpE) detektiert, die jedoch rasch wieder abnahachNLO min war die Transkriptmenge nur

noch ~ 3 fach erhoht und blieb im Verlauf des Expents auf diesem Level.

Das quantitative Modell konnte ebenfalls die Zunatder relativen Menge an CadA und die
Stabilitat des Enzyms im weiteren Verlauf des Eipents beschreiben, da von einer
geringen Degradation ausgegangen wurde, auch dettinkeerliche Anstieg der

extrazellularen Cadaverin-Konzentration konntergatielliert werden.

In einem nachsten Schritt wurde die Dynamik des-Sggtems irkE. coli MG16554ysP211
berechnet. Das Modell wurde mit den gleichen Paramentegriert wie das Wildtyp-Modell.

Da hier der Repressor LysP nicht anwesend war, evamgenommen, dass bereits zum
Zeitpunkt p eine maximale Menge an aktivem CadC (CadC*) vadkarwar. Dies resultierte

in einem schnelleren Anschalten @adBA-Transkription und einer hdheren Transkriptions-
rate, als Folge dessen war die relative CadA-Meh{gher, ebenso die extrazellulare
Cadaverin-Konzentration. Dien silico berechneten Daten ergaben eine sehr gute Uber-
einstimmung mit den experimentell erhaltenen Dal&e. Experimente ohne Lysin zeigten,
dass durch das Fehlen von LysP der Lysin-Bedarfdi@ér Induktion des Cad-Systems

vollstéandig eliminiert wurde (Abb. 38).

Die Rolle von RavA und/oder ViaA ist noch ungekl@&s konnte zum einen die Transkription
von cadBA verstarkt oder die Expression varadC erhoht werden, aber auch eine
Stabilisierung dercadBA-mRNA ware denkbar, konnte aber mathematisch aokipssen

werden, da hier eine schnellere RNA-Dynamik zu el®evagewesen ware als experimentell
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gemessen wurde. Am wahrscheinlichsten ist eineeRolter Verstarkung der Transkription,
hier passte das errechnete Modell sehr gut zu xjgerienentell bestimmten Daten (Abb. 38).
Das Fehlen von RavA bzw. ViaA ik. coli MG165%AravA fuhrte zu einer verringerten
Expression desadBA-Operons und somit allgemein zu einer erniedrigiktivitat des Cad-
Systems, was sich sowohl in der niedrigen relat@adA-Menge als auch einer verringerten

Cadaverin-Exkretion widerspiegelte.

Lysin =

@ Cadaverin

Pcad

Abb. 38:in silico Modell der Rolle von LysP und RavA/ViaA

Durch das Fehlen des Repressors LysP ist Lysiditiltnduktion des Cad-Systems nicht mehr nétighaks
reicht ein niedriger pH-Wert aus, um CadC in eiaftiven Zustand zu uberfihren (C&JCRavA und/oder
ViaA verstarken dieadBA-Expression. Die Details zur Abbildung sind im Texklart.

Die quantitative Beschreibung des Cad-Systems Eocoli MG16554ysP211 und E. coli
MG165%AravA ergab somit eine sehr gute Ubereinstimmung mit @sperimentell
ermittelten Daten, und macht den Nutzen der mathisom@n Modellierung fir das
Verstandnis komplexer zellularer Vorgange deutlishalog zum Cad-System kénnten z. B.
auch die anderen Saure-induzierbaren Decarbox@@gstme vorkE. coli modelliert und
somit die komplexe Saureschutzantwort \Earcoli in seiner natirlichen Umgebung besser

verstanden werden.
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4.2 Reizwahrnehmung durch CadC

CadC gehdort zur Familie der ToxR-ahnlichen Tramlonsaktivatoren und besteht aus 3
Domanen, einer N-terminalen, cytoplasmatischen Dmnéiner Transmembrandomane und
einer C-terminalen, periplasmatischen Domane. Gadfle in friheren Arbeiten als Sensor
fur Lysin, einen niedrigen pH-Wert und Cadaverimgaschlagen. Um zu prifen, ob CadC
tatsachlich ein Lysin-Sensor ist, wurden in dergebegten Arbeit mit dem gereinigten Protein
(CadC und die periplasmatische Domane CadC188-5h2)vitro Affinitatsstudien
durchgefuhrt und der Einfluss der Lysin-Konzentnatiauf diecadBA-Expressionin vivo
analysiert. Zusatzlich wurde die Affinitat der ggaismatischen Domane von CadC fur den

negativen Regulator Cadaverin charakterisiert.

4.2.1 CadC weist nur eine niedrige Affinitat fir Lysin auf

Um die Affinitdt der gereinigten periplasmatischeomane von CadC (CadC188-512) fur
Lysin zu untersuchen, wurde die intrinsische Trpp@nfluoreszenz von CadC188-512
analysiert. Mit dieser Methode kénnen Konformatérderungen eines Proteins, z. B. nach
Bindung eines Liganden, detektiert werden. CadC3BB-enthélt vier Tryptophane, die tGber
die gesamte periplasmatische Domane verteilt \gghe(W211, W318, W450, W488), eine
Bindung von Lysin kdnnte somit zu einer Veranderwtgy intrinsischen Tryptophan-
fluoreszenz fuhren. Mit Hilfe dieser Methode wurdéeispielsweise Zucker-induzierte
Konformationsanderungen der Melibiose-Permeadg. icoli detektiert (Mus-Veteaat al.,
1995). Auch die Affinitat von OpuAC fur Glycinbetaund Prolinbetain ifBacillus subtilis
(Horn et al., 2005) oder auch die Affinitat von CaiT fur L-Cdam in E. coli (Junget al.,
2002) wurden mit Hilfe von Tryptophanfluoreszenzgdengen bestimmt.

Wurde Lysin aus einer konzentrierten Losung soheite zu CadC188-512 titriert, so war
zwar ein Einfluss auf die intrinsische Tryptophanfieszenz von CadC188-512 zu erkennen,
jedoch war der K-Wert mit 2,29 mM relativ hoch. DergdWert ist ein Mal3 fir die Affinitat
eines Proteins zum Ligand. Je hoher dieser Werdéstto geringer ist die Affinitat. So betragt
dieser z. B. bei der Citrat-Bindung durch CitAKhebsiella pneumoniae ~ 5 uM (Kaspaet

al., 1999), oder bei der Bindung von GlycinbetainctiuOpuAC 17 uM (Horret al., 2006),
deshalb indizierte der in der vorliegenden Arbemigelte Kp-Wert eine sehr niedrige
Affinitat von CadC188-512 fur Lysin. Es muss audralf hingewiesen werden, dass die
Darstellung der Daten als Scatchard-Plot keinetigehGerade ergab (siehe Abb. 14B), so

dass der ermittelte kWert relativ ungenau ist.
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Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass aingee pH-Wert Voraussetzung war fir
die Bindung von Lysin, wurden die Versuche auch i 5,8 durchgefuhrt. Unter diesen
Bedingungen wurden jedoch nur unspezifische Veramden der Tryptophanfluoreszenz
detektiert und ein K-Wert konnte nicht ermittelt werden. Eine Lysin-Wiadhmung durch
die periplasmatische Doméane von CadC ist somit tnseheinlich.

In friheren Arbeiten wurde eine durch das DerivaadC-R265C-vermittelte Lysin-
unabhangigecadBA-Expression beschrieben. Als Erklarung wurde einledlge Lysin-
Affinitat, aufgrund einer veranderten Konformatidreses Derivats, vorgeschlagen (Detll
al., 1994). Jedoch betrug der mit Hilfe von Tryptopih#zoreszenz-Messungen gemessene
Kp-Wert von CadC188-512-R265C fir Lysin nur 3,41 nmivese niedrige Affinitat spricht
somit gegen die von Ded#t al. aufgestellte Hypothese. Interessanterweise wdieleadBA-
Expression wieder Lysin-abhangig aktiviert, wenr6Rgegen die Aminosauren Lysin, Serin
oder Glutamin ausgetauscht wurde (Tetstfal., 2008). Der Argininrest an Position 265
spielt somit keine Rolle in der Lysin-WahrnehmunrgglImehr schien die Substitution mit
Cystein zu weitreichenden Verdnderungen in der ®&nétion von CadC zu flhren,
maoglicherweise durch das Ausbilden von Disulfidlixéir mit den nativen Cysteinen von
CadC. Die von Dellet al. beschriebene Lysin-unabhangigadBA-Expression lasst sich
vermutlich auf eine gestorte Interaktion des Ddéav@adC-R265C mit LysP zuriickfihren.
Um auszuschliel3en, dass die niedrige Affinitat fiysin die Folge einer unvollstandig
gefalteten periplasmatischen Domane war, wurdeteveeAffinitatsbestimmungen mit dem
gesamten CadC durchgefihrt. Dazu wurde die Methdde isothermalen Titrations-
kalorimetrie (ITC) angewendet. Mit Hilfe von ITC-Msungen koénnen direkt
Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand, Rnoted DNA oder auch Protein und
Protein detektiert werden. Wahrend sich bei deringsischen Tryptophanfluoreszenz
verschiedene Effekte in ihrer Wirkung aufheben lgmond somit nicht immer detektierbar
sind, wird bei ITC-Messungen direkt der Verbrauderdie Entstehung von Warmeenergie
bei der Bindung von Liganden detektiert. Mit Hilteer ITC kdnnen durch ein einziges
Experiment verschiedene Parameter, wie z. B. diesoAationskonstante A die
Stéchiometrie der Bindung und die Enthalpie derdBmg ermittelt werden. Anhand der
Assoziationskonstante konnen die freie EnergiediadEntropie bestimmt werden (Wiseman
et al., 1989). Mit Hilfe dieser Methode wurde z. B. dé&ndung von Serin an den Serin-
Rezeptor Tsr voi. coli untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass erm3/olekil an
ein Tsr-Dimer bindet, die Assoziationskonstante etrug 3,5 - 4,8 x TOM™, abhangig

davon ob das Protein solubilisiert oder in Membrarmerlag (Linet al., 1994). Auch die
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Bindung von Citrat an die periplasmatische Domaoe €itA vonE. coli wurde mit Hilfe
von ITC gezeigt, der gWert betrug 0,3 pM (Kaspar und Bott, 2002). Einchail dieser
Methode ist jedoch, dass bei einer niedrigen Affinifiir den Ligand sehr viel Protein
bendtigt wird. Bei den oben genannten Beispielem dia Affinitat der Proteine zu den
Liganden sehr hoch, diepgkWerte befanden sich im pM-Bereich.

Die schrittweise Titration von Lysin zu solubiligiem CadC fuhrte zwar zu exothermen
Signalen, die nicht auf die Verdinnungswarme zurifikhren waren, die Integration dieser
Daten ergab jedoch keine sigmoide Kurve, wie sieeiiie spezifische Bindung typisch ware.
Der dennoch berechnete,®RVert wurde als 22,5 mM angegeben und bestatigteitsdie
bereits durch die Tryptophanfluoreszenz-Messungezeigte niedrige Affinitat fur Lysin. Fur
eine genaue Berechnung deg-Werts hatte wesentlich mehr Protein eingesetztderer
missen als 16 uM, jedoch konnte CadC nicht in as#rden Mengen erhalten werden, um
zuverlassige Messdaten zu erhalten. Weitere Expatenmit z. B. rekonstituiertem CadC
(bei pH 5,8 und pH 7,6) bzw. mit in Membranvesikelon E. coli BL21(DE3)pLysS-
pET16beadC Uberproduziertem CadC lieferten ebenfalls keinemmdis auf eine Affinitat
von CadC fur Lysin.

4.2.2 Einfluss der Lysin-Konzentration auf die cadBA-Expressionin vivo

Da die Lysin-Affinitat von CadGn vitro sehr niedrig war, wurde der Einfluss von hdheren
Lysin-Konzentrationen auf das Cad-Systémvivo untersucht. Als Mal3 fur dieadBA-
Expression wurde die spezifische CadA-Aktivitat véG1655 (Wildtyp) in zellfreien
Extrakten bestimmt, wenn 100 bis 250 mM Lysin imdhMstumsmedium (pH 5,8) waren. Es
zeigte sich, dass steigende Lysin-Konzentratioresiogh keine Erhdhung deradBA-
Expression bewirkten, sobald 10 mM Lysin im Mediuorhanden waren, war das System
voll induziert und konnte auch durch hohe Lysin-KEentrationen nicht mehr gesteigert
werden. Dies bedeutet, dass bei pH 5,8 und demaviddnsein einer bestimmten Lysin-
Konzentration der reprimierende Effekt von LysPgafoben wird und dann keine Rolle
mehr spielt. Wurde jedoch gleichzeitig LysP Ubedpmert, so wurde dieadBA-Expression
um ~ 88% reduziert, wenn 10 mM Lysin im Medium wareloch steigende Lysin-
Konzentrationen erhéhten hier deadBA-Expression. Waren 100 mM Lysin vorhanden,
wurden im Vergleich zu MG1655 (ohne LysP-Uberprdehry immerhin 44% der
spezifischen CadA-Aktivitat gemessen. Somit scheeme hohe Lysin-Konzentration den

reprimierenden Effekt von LysP zum Teil wieder aulnfeben. Eine Erklarung hierfir wére
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beispielsweise eine Hemmung dgsP-Transkription durch Lysin, wie sie bereits friher

gezeigt werden konnte (Neely und Olson, 1996).

Die in Kapitel 4.2.1 diskutierte niedrige Affinit&on CadC fur Lysin und die Tatsache, dass
auch hohe Lysin-Konzentrationen di@dBA-Expression irE. coli MG1655 (Wildtyp) nicht
verstarken konnten, schlief3en eine direkte Wahroelgmon Lysin durch CadC aus.

4.2.3 Die periplasmatische Domane von CadC ist ein Cadane-Sensor

Neelyet al. untersuchten 1994 mitteis vivo Experimenten die negative Ruckkopplung von
Cadaverin auf dieadBA-Expression. Sie analysierten den Effekt von steiga Cadaverin-
Konzentrationen auf eineadA-lacZ-Fusion und zeigten, dass bereits ab 20 uM die
Expression vorcadA-lacZ reduziert wurde, 1,3 mM Cadaverin inhibierten Bbepression
vollstandig. Auf das CadC-Derivat CadC-R265C war Hefluss von Cadaverin deutlich
niedriger (Reduktion auf ca. 69% der AusgangsatitiviNeelyet al., 1994). Dies indizierte
eine Interaktion zwischen der periplasmatischen &wmnvon CadC und Cadaverin. In der
vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe der intrinse@n Tryptophanfluoreszenz eine Affinitat
der periplasmatischen Doméane zu Cadavervitro bestatigt werden. Steigende Cadaverin-
Konzentrationen verringerten die Fluoreszenz um26&o, diese Effekte unterschieden sich
deutlich von unspezifischen Effekten, welche zdrch Spermidin oder Puffer ohne Ligand
erhalten wurden. Spermidin wurde gewahlt, daresivo keinen Einfluss auf dieadBA-
Expression aufwies (Nee#t al., 1994) und somit eine geeignete Negativkontrobe. Nach
Abzug der unspezifischen Effekte und Auftragung \déarte alsAF/F gegen die Cadaverin-
Konzentration ergab sich eine typische Sattigungskudie eine spezifische Bindung von
Cadaverin indizierte. Der g«Wert betrug 96 uM und liegt damit im Bereich varBz TorT,

ein periplasmatisches Bindeprotein, das Trimethilaroxid bindet, welches unter
anaeroben Bedingungentncoli als terminaler Elektronen-Akzeptor verwendet warki@nn
(Kp = 150 uM, Baraquett al., 2006).

Der Kp-Wert fur die Bindung von Cadaverin an CadC188-BRPB5C betrug nur 293 uM,
somit war die Affinitat dieses Derivats um einerkiéa von 3,1 geringer als bei CadC188-
512. Dies erklart den von Neehlt al. (1994) beschriebenen verminderten Einfluss von
Cadaverin auf dieses Derivat.

Auch mittelsin vivo Experimenten wurde bestatigt, dass die periplasoie Domane von
CadC fur die negative Regulation durch Cadaveriigriét. Wahrend 1,3 mM Cadaverin zu
einer Reduktion decadBA-Expression inE. coli EP314-pBAD24eadC auf ca. 16% der
Ausgangsaktivitat fihrte, hatte es B coli EP314-pBAD24cadCl1-215 (Fehlen der
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periplasmatischen Doméane von CadC) nur einen dgéigigen Einfluss auf diecadBA-

Expression (Reduktion deadBA-Expression um 8%).

Die negative Regulation des Cad-Systems beruhttsaumhieiner Bindung von Cadaverin an
die periplasmatische Domane von CadC. Diese Inierakmit Cadaverin kdonnte zu einer
veranderten Konformation von CadC fuhren und esidddinaktivieren.

4.3 Interaktion von CadC mit der Lysin-spezifischen Pemease LysP

LysP ist der negative Regulator deradBA-Expression unter nicht-induzierenden
Bedingungen (Neelgt al., 1994). Die Gruppe um Neely schlug vor, dass Cadtieder
selbst Lysin sensiert und deshalb mit LysP um damainsame Substrat Lysin konkurriert,
oder dass LysP und CadC direkt miteinander interagiund somit CadC in einem inaktiven
Zustand gehalten wird. Die unter 4.2 diskutiertegebnisse zeigen, dass CadC kein Lysin-
Sensor ist, deshalb war anzunehmen, dass die By#éangigkeit deccadBA-Expression auf
einer Interaktion von CadC mit LysP beruht.

4.3.1 Interaktion von LysP mit CadC und CadC1-215

Um eine Interaktion zwischen CadC und LysP zu higstd wurde die Repression der
cadBA-Expression durch LysRn vivo charakterisiert, wobei besonders die Rolle der
periplasmatischen Doméne von CadC von Interesse xach die Co-Transformation des
lysP- und cadC-negativen Stammeg. coli MG165%AcadC/lysP242 mit den Plasmiden
pBAD24-cadC und pBAD33}tysP wurde diecadBA-Expression in diesem Stamm auf 41% im
Vergleich zur Expression bei Abwesenheit von Lys@uriert. Um die Bedeutung der
periplasmatischen Domé&ne von CadC bei einer Intierakzu analysieren, wurdg. coli
MG165%AcadC/lysP242 mit pBAD24-cadC1-215 und pBAD33ysP co-transformiert. Das
Plasmid pBAD24cadC1-215 kodiert fur ein CadC mit einer stark verkéret
periplasmatischen Domane. Trotz der fehlenden @itelen Domane von CadC wurde die
cadBA-Expression jedoch deutlich durch LysP reduziemf (8% der Expression im
Vergleich zur Expression bei Abwesenheit von LysP).

Man muss jedoch beachten, dass CadC, CadC1-21bysRdfir diese Experimente mit Hilfe
eines Arabinose-induzierbaren Promotors Uberpreduzverden mussten, da CadC1-215
ansonsten nicht dieadBA-Expression aktivieren kann (Kuper, 2005). Diesrkénan einer
verminderten Stabilitdt dieses verkirzten Proteiegen. Auch fur ToxR wurde eine

verringerte Stabilitat durch Mutationen in der p&smatischen Doméne beschrieben (Pfau
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und Taylor, 1998). Die Western Blot-Analyse ergatboch, dass ungefahr gleiche Mengen an
CadC und LysP bzw. CadC1-215 und LysP gebildet eamrdso dass Effekte aufgrund
unterschiedlicher Proteinmengen ausgeschlosserewé&ahnten.

Da eine hohecadC-Kopienzahl zu einer Signal-unabhangigen Aktivigruder cadBA-
Expression fuhrt (Kuper, 2005), war CadC durch Uieerproduktion konstitutiv aktiv,
dennoch war ein Effekt durch LysP auf diadBA-Expression zu verzeichnen. Dieses
Resultat indiziert eine Interaktion beider Proteinedoch kann eine Beteiligung der
periplasmatischen Domane bei einer Interaktion loygP ausgeschlossen werden. Wurde
LysP in Gegenwart eines CadC_ToxR-Hybridproteirss dnstelle der periplasmatischen
Doméane von CadC die periplasmatische Doméne vorRTaufwies, Uberproduziert, so
wurde ebenfalls dieadBA-Expression inhibierfTetschet al., 2008).Dies bestatigt, dass die
periplasmatische Domane von CadC nicht direkt aardnteraktion mit LysP beteiligt ist.
Bereits beschriebene Aminosauresubstitutionen fmpddplasmatischen Doméane von CadC,
die in einer Lysin-unabhangigeradBA-Expression resultierten (Dedt al., 1994; Neelyet

al., 1994; Kapitel 3.4.2.4, diese Arbeit) schieneghsindirekt auf diese Interaktion

auszuwirken, wahrscheinlich Uber weitreichende &onationelle Veranderungen in CadC.

4.3.2 invitro Versuche zur Interaktion von CadC und LysP

Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit dgedtihrtenin vivo Experimente machen
eine direkte Interaktion zwischen CadC und LysPeumicht-induzierenden Bedingungen
sehr wahrscheinlich. Um eine physikalische Inteosktin vitro nachzuweisen, wurden
Quervernetzungsstudien mit dem chemischen Quenzem®isuccinimidylsuberat (DSS)
durchgefuhrt. DSS ist membranpermeabel und kanmeidey die nahe in der Membran
zusammen liegen, miteinander verkniipfen (Spannweitg A). DSS reagiert mit primaren
Aminogruppen und bildet dabei stabile Amidbindungams. Tatsachlich konnten beide
Proteine quervernetzt werden. Dies zeigte sich imftrAten eines hochmolekularen
Komplexes (> 200 kDa) im SDS-Gel und dem Verringgen Menge an CadC- und LysP-
Monomeren. Als Kontrolle wurden jeweils CadC bzwsP separat rekonstituiert. Bei einer
unspezifischen Quervernetzung ware hier das gldichebnis zu erwarten gewesen, namlich
eine Verringerung der Monomere und die Bildung Ymthmolekularen Komplexen. Dies
war jedoch nicht der Fall, was zeigt, dass LysP @adiC eine rdumliche Nahe in den
Phospholipiden hatten und mdglicherweise eine geadfinitat fireinander aufwiesen. Eine
weitere Bestatigung fiur diese Annahme war die CkeRstitution von CadC mit dem

Natrium-Prolin-Symporter PutP (Jung al., 1998). Hier war nur eine geringflgige
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Veréanderung in der Monomer-Menge zu verzeichnedeaiem konnte kein hochmolekularer
Komplex, bestehend aus quervernetzten Proteinerngeaviesen werden. Dies zeigte, dass
die Vernetzung von CadC und LysP keine verstarkgggrégation als Folge der Co-

Rekonstitution war, sondern macht eine Affinitéidiee Proteine zueinander wahrscheinlich.

4.3.3. Lysin-Transport und regulatorische Funktion von LysP sind nicht gekoppelt

Die Lysin-spezifische Permease LysP ist zum einen riegative Regulator deradBA-
Expression, zum anderen transportiert dieses Rrbtein in die Zelle. Unklar ist jedoch, wie
diese beiden Funktionen miteinander gekoppelt sibehkbar ware eine Konformations-
anderung aufgrund des Transports von Lysin, wetlibelnteraktion mit CadC aufhebt. In
bereits beschriebendgsP-Mutanten war Lysin nicht noétig fir die Expressidas cadBA-
Operons (Popkin and Maas, 1980; Tabioal., 1980; Neelyet al., 1994; Kapitel 3.1.2 diese
Arbeit). Diese Thiosin-resistenten und Lysin-unaimigen lysP-Mutanten wiesen in der
Regel groRere Insertionen oder Deletionerys® auf, so dass man davon ausgehen kann,
dass LysP weder funktionell (kein Lysin-Transparbch konformationell (keine Interaktion
mit CadC) aktiv war. Anhand der Thiosin-resistentamd somit Lysin-Transport-
eingeschrankten Mutante coli MG16554ysP-G153S, sollte nun untersucht werden, ob ein
eingeschrénkter Lysin-Transport immer eine LysiahméngigecadBA-Expression zur Folge
hat. E. coli MG16554ysP-G153S wies einen Aminoséureaustausch von Glyath &erin an
Position 153 der Aminosauresequenz auf. Im Gegermaten bereits beschrieberngsP-
Mutanten war in diesem Stamm a&dBA-Expression strikt Lysin-abhéngig, somit fand zum
einen eine Interaktion zwischen CadC und LysP-GI&&\bwesenheit von Lysin statt, zum
anderen wurde das Vorhandensein von Lysin noch hdulieses LysP-Derivat wahr-
genommen. Auch die Erhéhung der Kopienzahl \gsP-G153S, welche diecadBA-
Expression deutlich reduzierte, bestatigte eineréiktion von LysP-G153S mit CadC.

LysP gehort zur Familie von Aminosauretransporteifmasische bzw. aromatische
Aminosauren), die in Pro- und Eukaryoten vorkommémhand von Vergleichen der
Aminosauresequensgt LysP u. a. sehr ahnlich zur aromatischen Aniinos-Permease AroP
(Chyeet al., 1986) und zur Phenylalanin-spezifischen PermBas® (Pet al., 1991) auf.
coli (Steffeset al., 1992). Die Gruppe um Steffes beschrieb versemedAminosaurereste,
die aufgrund ihrer Konserviertheit eine BedeutuegrbLysin-Transport haben kénnten, v. a.
mehrere Glutamat- bzw. Aspartatreste, die an daduBig ders-Aminogruppe und det-
Aminogruppe von Lysin beteiligt sein kénnten, uretschiedene Argininreste, welche die

Carboxylgruppe von Lysin binden kénnten. Ein Besgpierfir ist detAspartat-Rezeptor aus
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S typhimurium, bei dem das Substrat in einer geladenen Tasdmenden wird, die aus 3
Argininresten besteht (Milburnet al., 1991). Interessanterweise befindet sich die
Aminosauresubstitution in MG163%sP-G153S in unmittelbarer Nahe von konservierten
Glutamatresten, welche sich in der cytoplasmatiscBehleife C2 (Elliset al., 1995)
befinden. Mdglicherweise bewirkt das Ersetzen dieinkn, aliphatischen Aminoséaure Glycin
durch die groRRere, polare Aminosaure Serin konfaonelle Veranderungen in LysP, die
den Lysin-Transport verhindern, gleichzeitig bled#r inhibitorische Effekt auf das Cad-

System jedoch bestehen.

Somit ist der Transport von Lysin durch LysP keWwraussetzung, damit die Interaktion mit
CadC aufgelost wird. Moglicherweise ist bereits Wahrnehmung von Lysin durch LysP
ausreichend, um die Konformation von LysP so zéneern, dass die Interaktion mit CadC

aufgehoben wird.

4.4 Modell der Aktivierung und Inaktivierung des Cad-Systems inE. cali

Die in 4.1 bis 4.3 diskutierten Ergebnisse konnen im folgendem Modell zusammengefasst
werden (Abb. 39):

Liegen nicht-induzierende Bedingungen vor, also redotraler pH-Wert und Abwesenheit
von Lysin, interagieren LysP und CadC miteinands&r, dass CadC inaktiv ist und die
Expression voncadBA nicht induzieren kann. Diese Interaktion erfolgtht tber die
periplasmatische Domane von CadC. Studien mit dad@+aten, die Mutationen in der
Transmembrandoméne aufwiesen, schlugen diesetataktionspartner fir LysP vor, wobei
v. a. ein Cluster aus aromatischen Aminosaurergruakss Phenylalanin an Position 165 von
Bedeutung war (Tetscht al., 2008). Sal-Maret al. (2007) konnten die Bedeutung von
aromatischen Aminosauren bei der Homodimerisienog Transmembrandomanen zeigen.
Maglicherweise sind aromatische Aminosauren auclkeiber Heterodimerisierung von CadC
und LysP beteiligt. Alle 12 Transmembrandoméanen \ysP haben mindestens eine
aromatische Aminosaure, die moglicherweise in Friegdy@e. Interessanterweise haben die
Transmembrandoménen | bis X eine interne Symmetodjngegen die Funktion der letzten
beiden Transmembrandomanen unklar ist (Jiaty, 2007), somit ware eine Interaktion tber
diese beiden Transmembrandomé&nen denkbar.

Liegen ein niedriger pH-Wert und eine ausreicheRdezentration an Lysin im Medium vor,
so wird die Interaktion zwischen beiden Proteinefdst und LysP bindet und transportiert

Lysin. Jedoch ist der Lysin-Transport durch Lyskhhiunbedingt Voraussetzung fur die
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Auflésung der Interaktion mit CadC, wie die Verseacimit MG1655kysP-G153S zeigen
konnten, die Wahrnehmung von Lysin durch LysP ffgriar bereits ausreichend. Weiterhin
muss erwahnt werden, dass hohe Lysin-Konzentratioine Expression votysP inhibieren
(Neely und Olson, 1996). Dies kdnnte gewéhrleistiass kein neues LysP mehr synthetisiert
wird, und die Lysin-Aufnahme nur noch tber die Aotit-Aktivitat von CadB erfolgt.

Wie das pH-Signal erkannt wird, ist noch nicht geklaber mdglicherweise ist CadC in der
Lage, den pH-Wert selbst wahrzunehmen, zumindetizieren dies die Tatsachen, dass
Aminosaureaustausche in der periplasmatischen Deradre pH-unabhangige, aber Lysin-
abhangigecadBA-Expression induzierten (Deét al., 1994; Donho6fer, 2007; Haneburger,
2007) und dassgysP-Mutanten weiterhin pH-abhangig dieadBA-Expression aktivierten
(Neely et al., 1994; Kapitel 3.1.2.2, diese Arbeit). Kurzlichurdhgefuhrte Proteolyse-
Experimente konnten indirekt zeigen, dass CadCrsetieedliche Konformationen bei pH 7,6
und pH 5,8 einnimmt (Haneburger, 2007). Fur Lyskedsrum wurde eine deutlich erhdhte
Transportaktivitdt beschrieben, wenn anaerobe Bedigen, 0,5% Lysin und ein niedriger
pH-Wert vorlagen (Steffest al., 1992), was eine veranderte Konformation dieseseihs
unter diesen Bedingungen indiziert. Dies sind wiededie gleichen Bedingungen, die auch
CadC aktivieren. Es muss jedoch darauf hingewiegsemen, dass die Gruppe um Steffes
Transportstudien mit ganzen Zellen durchfuhrte.kKsiente zwar die Lysin-Aufnahme durch
das hochaffine LAO-System (Lysin/Arginin/ Ornith8ystem; Rosen, 1971a,b) unter diesen
Wachstumsbedingungen ausschliel3en, dennoch wuedéufinahme von Lysin durch CadB
nicht bertcksichtigt. Trotzdem indizieren diese dingisse, dass sowohl CadC als auch LysP
in Gegenwart eines niedrigen pH-Wertes eine Kon&tionsédnderung eingehen. Diese
Konformationsdnderung erfolgt moglicherweise dudels Auflésen einer Disulfidbriicke in
der periplasmatischen Doméane von CadC. Ein Hinwieistr sind CadC-Derivate, bei denen
die Cysteinreste C208 bzw. C272 durch Alanin etsetzden, so dass die Ausbildung einer
Disulfidbricke nicht méglich war. Diese Derivateluzierten bei Vorhandensein von Lysin
auch bei pH 7,6 diecadBA-Expression und reprasentierten somit maoglichemvaigen
.semi-aktiven* Zustand von CadC, in dem ein niedrigpH-Wert nicht mehr fir die
Aktivierung nétig war. Das Vorhandensein von Lysmwar nur in Gegenwart eines
funktionellen LysP erforderlich, ohne LysP war thduktion dercadBA-Expression pH- und
Lysin-unabhangig (D6nhdofer, 2007; zur Rolle derdlfidbriicke siehe auch Kapitel 4.5.1.1).
Diese Ergebnisse bestatigen, dass die Lysin-Abl&ani dercadBA-Expression von LysP

vermittelt wird, wahrend ein niedriger pH-Wert wasatheinlich von CadC selbst
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wahrgenommen wird. Kdrzlich konnte Aspartat 471 aksentiell fur die pH-Sensorik
identifiziert werden (Haneburger, 2007).

Durch die Auflosung der Interaktion mit LysP istd@nun voll aktiviert (CadC*) und kann
die Expression desadBA-Operons induzieren. Dadurch kommt es zur SyntheseCadA
und CadB und zur Decarboxylierung von Lysin durddg&. Welche Rolle RavA und ViaA
bei der Aktivierung dercadBA-Expression spielen ist unklar, vorstellbar sindeei
Stabilisierung von CadC oder eine Starkung der @agdvon CadC andds Die Synthese von
RavA/ViaA erfolgt v. a. zu Beginn der stationéreradfistumsphase, so dass eine Funktion

als allgemeine Stressproteine ebenfalls denkbas {&irideret al., 2006).

nicht-induzierende Bedingungen: induzierende Bedingugen:

@ Cadaverin

H*
B

B Lysin

Peaa cadBA

Inaktivierung der cadBA-Expression:

Riickkopplung

durch Cadaverin

Abb. 39: Aktivierung und Inaktivierung der cadBA-Expression inE. coli
Die Details zur Abbildung sind im Text erklart. ORolle von H-NS unter nicht-induzierenden Bedingamgnd
die negative Regulation deadBA-Expression durch C{sind hier nicht dargestellt.
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Das bei der Decarboxylierung entstehende Cadaveind durch CadB nach aul3en
transportiert, im Gegenzug wird Lysin importierto &iner bestimmten Konzentration bindet
Cadaverin an die periplasmatische Domé&ne von CadfCbeendet somit die Transkription
von cadBA.

Noch nicht geklart in diesem Modell ist die Frageslche Rolle die Komplexbildung von
RavA mit CadA spielt und ob bzw. wann diese Komplelung aufgelost wird. Ebenfalls
nicht bekannt ist, wie lange LysP nach Auflosung ttegeraktion mit CadC als Lysin-
Transporter fungiert oder ob evtl. eine Degradat@mses Proteins erfolgt. Ebenso unklar ist,
ab wannlysP wieder exprimiert wird und ab welchem Zeitpunkt Bygrneut mit CadC

interagiert.

Das direkte Zusammenspiel von Transportprozessen Signaltransduktion Utber Protein/
Protein-Interaktionen, wie es am Beispiel der Ragoh des Cad-Systems durch LysP
gezeigt werden konnte, ist bereits fur weitere &yst beschrieben worden, i coli spielt
dieses Prinzip v. a. im Zuckerstoffwechsel eineldRoAls Beispiel sei hier die Interaktion
zwischen dem globalen Transkriptionsregulator Mied uder Glucose-transportierenden
Untereinheit des Phosphotransferase-Proteins Pt&5aoli genannt (Leet al., 2000). Mic
ist ein negativer Regulator des Phosphotransfeystaas (Kimet al., 1999; Plumbridge,
1999; Tanakeet al., 1999). Ist keine Glucose vorhanden, so liegt @iecose-spezifische
Permease PtsG in der phosphorylierten Form vor, Mfrimiert gleichzeitig zahlreiche
Gene, die fur das Phosphotransferasesystem eirle §oelen. Glucose-Transport resultiert
in einer Dephosphorylierung von PtsG und Aufhebdeg Repression durch Mlc aufgrund
einer Bindung von Mic an dephosphoryliertes Pts€eét al., 2000).

Ein ahnliches Prinzip wurde fir das Uhp-Systentirtoli beschrieben, das die Expression
von uhpT reguliert. uhpT kodiert fur den Zucker-Phosphat-Transporter UhBEi der
Sensierung des Liganden Glucose-6-Phosphat sindraambranstandige Proteine beteiligt,
zum einen das Rezeptorprotein UhpC, das den Reaisiese und zum anderen die
Sensorkinase UhpB, die durch die Interaktion mitpOhaktiviert wird. Dies fuhrt zur
Autophosphorylierung der l6slichen Transmitterdom&on UhpB und anschlielend zum
Transfer der Phosphorylgruppe zu dem AntwortregulephA, der die Expression vampT
aktiviert (Verhammeet al., 2001).

In Listeria monocytogenes ist das Phosphotransferasesystem mit der Viruerzexpression
gekoppelt. Der Virulenz-Regulator PfrA aktivieredtxpression zahlreicher Gene, die fur die
Virulenz dieses Pathogens verantwortlich sind. Hiezahlen u. a. Gene, die bei der Invasion
der Wirtszellen eine Rolle spielen (Draneial., 1993), oder auch fir die Bildung des
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Hamolysins Listeriolysin O von Bedeutung sind (Leister-Wachteret al., 1990). In
Minimalmedium mit Glucose als C-Quelle kam es neestarken Hemmung des Wachstums
von L. monocytogenes, wenn gleichzeitig PfrA Gberproduziert wurde. O&mund hierflr ist
wahrscheinlich eine Stérung der Glucose-Aufnahmecldudas Phosphotransferasesystem.
Die Autoren vermuten eine Interaktion zwischen Pftld einer noch unbekannten
Komponente des Phosphotransferasesystems, welaloh dine hohe PfrA-Konzentration
inhibiert wird (Marret al., 2006).

Das direkte Zusammenspiel von TransportprozessdnSigmaltransduktion stellt somit ein
sehr elegantes System fur die Zelle dar, den Fo@seMetaboliten Gber die Membran zu
regulieren und gleichzeitig die Genexpression im#&igigkeit dieses Metaboliten zu steuern.
Dies erklart moglicherweise auch die Membranveramkg mancher Transkriptions-

aktivatoren, wie z. B. CadC.

4.5 Versuche zur Strukturaufklarung von CadC

Als Beispiel eines Transkriptionsaktivators aus &amilie der ToxR-ahnlichen Proteine
sollte die Struktur von CadC mit Hilfe von Rontgeokturanalyse untersucht werden. Mit
dieser Technik kann die dreidimensionale Struktum ¥roteinen bis zu atomarer Auflosung
ermittelt werden. Voraussetzung hierfir ist daslégen eines Proteinkristalls. In einem
Kristall sind die atomaren Bausteine in dreidimenal periodischer Weise angeordnet und
zeigen eine charakteristische Beugung von Rontgerlahg, wobei die Amplitude des an
einem Atom gebeugten Strahls dessen Elektronemzapbrtional ist. Die gebeugten Wellen
treten wieder zusammen, wobei jedes Atom einerr&gitu jedem gebeugten Strahl leistet.
Sind die gebeugten Wellen in Phase, so verstarieesich, wenn sie nicht in Phase sind,
I6schen sie sich aus (Interferenz). Die Anordnueg Atome bestimmt, wie die gebeugten
Wellen wieder zusammentreten. Nachteil der Protestadlisation ist, dass die Konformation
des Proteins nicht der nativen Konformation entdpea muss, aufl3erdem sind keinerlei
Aussagen Uber die Dynamik des Proteins moéglichnDelm ist eine definitive Aufklarung der
Struktur moglich, die Auflésung kann bis zu 1 Aragen, somit kann die Anordnung von
einzelnen Atomen aufgeltst werden (Blundell undndoin, 1976).

Um Kiristalle zu erhalten, wird entweder digting drop-Methode oder diganging drop-
Methode angewandt. In einer Kristallisationskamrbefindet sich die hochkonzentrierte
Proteinlésung zusammen mit einem Fallungsmittel éner Erhdhungsitting drop; an der
Unterseite eines Deckglaseshanging drop). Da das Fallungsmittel in der
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Kristallisationskammer hoher konzentriert vorlieds in der Proteinldsung, tritt mit der Zeit
Wasser aus der Proteinlosung und das Protein lkegtg, da dessen Loéslichkeit herabgesetzt
wird. Voraussetzung fur eine Proteinkristallisatish eine sehr reine und hochkonzentrierte
Proteinlésung, und ausreichende Mengen an Prdddnund wann ein Protein kristallisiert,
muss durch zahlreiche verschiedene Fallungsbedgsguherausgefunden werden. Werden
Bedingungen gefunden, bei denen kleine Kristallsstehen, so missen diese so optimiert
werden, dass Kristalle mit einer hohen Streuknati$tehen.

4.5.1 Versuche zur Kristallisation von CadC188-512

Zunachst wurde die Struktur der isolierten periplasschen Domé&ne von CadC (CadC188-
512) untersucht. Diese wurde hierzu als Fusion Thibredoxin (LaVallieet al., 1993)
produziert und gereinigt (Trx-CadC188-512). Aucksdi |6sliche Domane von CadC neigte
zu unspezifischer Aggregation, die Fusion mit Tédwxin konnte die Ldslichkeit jedoch
deutlich erhéhen, so dass ausreichend Protein eusGitoplasma gereinigt werden konnte.
Mit Hilfe von Thrombin konnte das fusionierte Thaeoloxin sehr gut abgespalten werden.
CadC188-512 und Thioredoxin wurden anschliel3end Glediltration voneinander getrennt.
Die Reinheit des Proteins war ca. 95%. Bei der ldiefdenden Ankonzentrierung tendierte
CadC188-512 ebenfalls zu unspezifischer Aggregatiennoch gelang es, die erforderliche
Konzentration von ca. 10 mg/mL zu erhalten. Beidlungsbedingungen wurden Kristalle
enthalten, einer davon wurde am Synchrotron veremedie Auflésung betrug ca. 2,5 A und
war zu niedrig fur die Aufklarung der Struktur, dee periplasmatische Doméane von CadC
keine Homologien zu bekannten Strukturen aufwdisth groRere Kristalle zu erhalten,
wurden zahlreiche weitere Kristallisationsansatagesetzt.

Doch auch wenn eine hohe Auflésung erzielt wirdarkalie Struktur eines Proteins noch
nicht exakt aufgeklart werden, da zunachst nochrsdgsPhasenproblem gelést werden muss.
Eine genaue Bestimmung der atomaren Anordnung istadlrist nur moglich, wenn auch die
Phase, die zu jedem gestreuten Elektronenstraliirgetufgeldst wird. Dieses Problem kann
durch die Bildung von isomorphen Kristallen behobeerden. Hierbei werden z. B.
Schweratome in einen Kristall eingebaut, die Pnsteuktur bleibt unverandert, aber durch
die grolBere Anzahl von Elektronen wird eine wesamntkstarkere Beugung erzielt. Erste
Versuche, Selenomethionin in CadC188-512 einzubasemeiterten aber, da das Protein
unter diesen Bedingungen nicht produziert wurdeeEeue Methode fur die Losung des
Phasenproblems ist die Nutzung von spezifischeah&inschaden, z. B. die Reduktion von

Disulfidbricken durch Radikale (UVRIRLV radiation damage-induced phasing; Nanao und
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Ravelli, 2006). Hiermit lasst sich z. B. die Pasitider Cysteine in einem Protein zuordnen,
indem zuerst ein Datensatz des Kiristalls untevaatBedingungen aufgenommen wird und
dann nach UV-Bestrahlung des Kristalls ein weit@&atensatz aufgenommen wird. Deshalb
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob loggden Cysteine der periplasmatischen

Doméane von CadC moglicherweise eine Disulfidbrieksbilden.

4.5.1.1 Nachweis einer Disulfidbriicke in der periplasmatisben Domane von CadC

Um in vitro zu untersuchen, ob die Cysteine C208 und C272 Risfidbricke ausbilden,
wurde zunéchst gereinigtes CadC188-512, nach Desatng mit 2% (w/v) SDS, unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungémem Thiol-selektiven Polyethylen-
glycol-Maleimid (PEG-Maleimid) inkubiert. Die Cysteeste in CadC188-512 waren nur
zuganglich, wenn vor der Inkubation mit PEG-Malelmneine Reduktion des Proteins erfolgt
war. Dies konnte anhand von zuséatzlichen, hohetkuntdeen Proteinbanden in einer SDS-
Gelelektrophorese nachgewiesen werden, welche dikiente Form von CadC188-512
darstellten. Da die Cysteinreste erst nach der Rexudes Proteins fur PEG-Maleimid
zuganglich waren, wurde unter nicht-reduzierendediByungen entweder eine Disulfid-
briicke zwischen den beiden Cysteinresten der psnmtischen Doméane ausgebildet, oder
aber andere Peptide des Cytosols (z. B. Glutathiaren an die Cysteinreste Uber eine
Disulfidbindung gekoppelt, welche auch nach dernieing von CadC188-512 noch
vorhanden war. Um diese Madglichkeit auszuschlieRamyrde CadC188-512 unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungener e SDS-Gelelektrophorese
unterzogen. Befand sich kein Reduktionsmittel ims#ma, so wanderte CadC188-512
schneller im Gel als unter reduzierenden Bedingnngermutlich fiihrte die Ausbildung der
Disulfidbriicke zu einer kompakteren Struktur dest@lns, die in einer hoheren Mobilitat
resultierte. Ahnliches wurde bereits fur gied.actamase (Pollitt und Zalkin, 1983) und fir
OxyR (Tao, 1999) gezeigt. Diese Ergebnisse begtatidie Ausbildung einer Disulfidbricke
in vitro. Als nachstes stellte sich die Frage, ob die Ddudicke eine strukturelle und/oder
funktionelle Rolle spielt. So ist beispielsweisee dChaperon-Aktivitat des Hitzschock-
Proteins Hsp33 abhangig vom Redoxzustand, nur xigiente Form ist aktiv (Jakoht al.,
1999). Auch der Transkriptionsregulator OxyR wirdurch die Ausbildung einer
intramolekularen Disulfidbriicke aktiviert (Zheetal., 1998).

Um die Funktion der Disulfidbricka vitro zu untersuchen, wurden zunéchst Messungen der
Tryptophanfluoreszenz mit reduziertem CadC188-5ugchtyefiihrt und die Affinitat fur

Cadaverin bestimmt. Die Bindung von Cadaverin stligeloch kaum beeinflusst worden zu
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sein, da die Affinitat fur Cadaverin nur leicht exrigt war (Faktor 1,3 geringer im Vergleich
zu nicht-reduziertem CadC188-512).

Die Cysteinreste der periplasmatischen Doméne vaxhCCerwiesen sich in anderen CadC-
Proteinen aus verschiedengscherichia- und Salmonella-Arten als konserviert, was eine
wichtige Funktion sehr wahrscheinlich macht (Domingf2007). Die physiologische
Bedeutung der Disulfidbriicke wurde deshadlvivo genauer analysiert. Hierfur wurden die
Cysteinreste gegen Alanin ausgetauscht, entwedeelai oder beide zusammen, und anhand
derp-Galaktosidase-Aktivitat dieadBA-Expression irE. coli EP314 analysiert. Sobald einer
der beiden Cysteinreste ausgetauscht wurde, wardlenticher Phanotyp wie bdysP-
negativen Stammen zu beobachten, sowohl eine erbatBA-Expression bei Anwesenheit
von Lysin, als auch eine Lysin-unabhé&ngige InduktiercadBA-Expression. Der deutlichste
Effekt wurde bei dem CadC-Derivat CadC-C272A bebbetcinE. coli EP314-CadC-C272A
war die Expression um einen Faktor ~ 2 erhoht (iemgleich zuk. coli EP314-CadC). Bei
einer Uberproduktion von LysP wurde in EP314-pETF&adC die B-Galaktosidase-Aktivitat
auf ca. 69% der Ausgangsaktivitat gesenkt, in ERR16beadC-272A blieb diecadBA-
Expression jedoch unbeeinflusst von einer LysP-pioeiuktion. Somit waren sowohl die
Signaltransduktion als auch die Wechselwirkung ehesi CadC und LysP durch das Fehlen
der Disulfidbriicke gestort. Wie bereits unter 4dawert, konnte die Auflésung der
Disulfidbricke einen ,semi-aktiven* Zustand von Cadarstellen (Abb. 40). Denkbar ware,
dass die Wahrnehmung des niedrigen pH-Wertes ddedC oder das Vorhandensein von
Lysin (aufgrund einer Konformationsanderung in LygBm einen zu einer Destabilisierung
der Interaktion von CadC mit LysP fuhrt, zum andem einer raumlichen N&he der
Disulfidbricke zur Membran. Da im Bereich der Mearbreher reduzierende Bedingungen
vorliegen, ware die Auflosung der Disulfidbriickenkbar. Durch die Reduktion der
Disulfidbriicke wéare das ,semi-aktive* CadC zugadgliir den zweiten Reiz, so dass eine
erneute Konformationséanderung das Protein vollvekti (CadC*). Die Reihenfolge der
Reizwahrnehmung ist dabei nicht von Bedeutung (B 2007). Interessanterweise ergab
eineAnalyse der Aminosauresequenz von CadC mit HilieStgtware ZPRED (Granseth

al., 2006) ein Cluster von hydrophoben Aminoséureddn periplasmatischen Doméne von
CadC im Bereich von Y219 bis V239 (Daniel Hilgerergnliche Mitteilung), die
moglicherweise wéhrend einer Konformationséanderumgerhalb der Membran liegen
konnten.

Denkbar ware auch das Vorhandensein eines Protassidie Reduktion der Disulfidbriicke

katalysiert. Im Periplasma vaa. coli ist fur die Ausbildung von Disulfidbriicken dasb
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System zustandig, das sowohl eine Rolle bei detelfaltung als auch bei der Reduktion

von falsch ausgebildeten Disulfidbricken spieltl{€@and Bardwell, 2002).

inaktiv semi-aktiv aktiv

T

Abb. 40: Modell der Aktivierung von CadC durch Auflésung der Disulfidbriicke

Das Vorhandensein eines der beiden Reize (niedpkjewert oder Lysin) fihrt zu einer Destabilisieguder
Interaktion von CadC mit LysP, die z. B. in eindumlichen N&he der Disulfidbriicke zur Membran oder
einer Interaktion mit einem moglichen Katalysatotpin (grin dargestellt) resultiert. Dann erfolge d
Reduktion der Disulfidbriicke und das ,semi-aktiv@adC wird zuganglich fiir den zweiten Reiz. Durcheei
erneute Konformationsdnderung wird CadC dann vkiiviert (CadC*). Die Reihenfolge, in der die Reize
wahrgenommen werden, ist dabei nicht von Bedeutung.

Auch ToxRbesitzt 2 Cysteinreste in der periplasmatischen &w@(C236 und C293). Diese
scheinen jedoch in der Ausbildung einer Disulfidikei zwischen 2 ToxR-Monomeren eine
Rolle zu spielen und haben somit eine FunktiondeeiDimerisierung von ToxR (Chatterjee
et al., 2007).Auch fur CadC wurde eine Oligomerisierung vorgeagbh (Kuper, 2005).
Mittels Quervernetzungsstudien wurde die Ausbildwmog CadC-Komplexen gezeigt, die
wahrscheinlich CadC-Tetramere darstellten. Bei d&adC-Derivat CadC1-215 (Fehlen der
periplasmatischen Domane) konnte kein oligomerestahd detektiert werden, was eine
Oligomerisierung von CadC uber die periplasmatiddbenéne indiziert. Die Reinigung von
CadC188-512 mit Hilfe von Gelfiltration indiziereane Dimerisierung der periplasmatischen
Domanein vitro (Arne Skerra, personliche Mitteilung). Auamvivo konnte mit Hilfe eines
Lambda-Fusions-Systems die Ausbildung von CadCedigren gezeigt werden. Mit Hilfe
von CadC-Hybridproteinen wurde die Repression dia&sGens untersucht, welche als Mal3
fur die Oligomerisierung diente. Diese Studien beya dass es sich bei den CadC-
Oligomeren um Tetramere oder kooperativ bindendedpe handelte. Jedoch wurde weither

vitro noch in vivo ein signifikanter Einfluss der Umgebungsbedingungauf die
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Oligomerisierung von CadC beobachtet, vielmehr esthiCadC immer als Oligomer
vorzuliegen (Kuper, 2005).

Auch fur ToxR konnte kein eindeutiger Zusammenhamgischen induzierenden
Bedingungen und dem Oligomerisierungsgrad des iAst@achgewiesen werden, aul3erdem
wurden sowohl ToxR-Homodimere als auch Heterodimeestehend aus ToxR und ToxS,
gezeigt (Ottemann und Mekalanos, 1996). Daher tlettie Bedeutung des
Oligomerisierungszustandes fur die Aktivierung Bignaltransduktion von ToxR-&hnlichen

Proteinen unklar.

4.5.2 Optimierung der Reinigung von CadC

Voraussetzung fir eine Proteinkristallisation ishee sehr reine und hochkonzentrierte
Proteinlésung. Bei der Reinigung von CadC bestamss d&roblem, dass nach der
Affinitatschromatographie noch zahlreiche Veruniggimgen in der Proteinlésung waren,
welche moglicherweise eine Kristallisation erschemr Des Weiteren wurde die Reinigung
von CadC durch proteolytischen Abbau erschwert,aleh durch Protease-Inhibitoren nur
geringfugig unterdrtickt werden konnte. So wurdesjneisweise bereits das Auftreten eines
C-terminalen Abbauprodukts beschrieben, welchedHg@othese der regulierten Proteolyse
bei der Aktivierung von CadC stutzte (Kuper, 2008)ch die weitere Reinigung mit Hilfe
von Gelfiltration war wenig erfolgreich, vermutlickvar hierbei das Problem, dass
Proteinverunreinigungen zusammen mit CadC in Mecelorlagen und deshalb von der
Saule eluiert wurden. Trotz der relativ geringedrophoben Anteile zeigte CadC auf3erdem
eine hohe Tendenz unspezifische Aggregate zu hildas v. a. bei der Ankonzentrierung des
Proteins ein Problem war, so dass nur wenig Prdigidie Kristallisation eingesetzt werden
konnte. Dennoch wurde CadC auf eine Konzentratimm v 4 mg/mL konzentriert und mit
verschiedenen Fallungsreagenzien versetzt, jedasden bis zum Ende der vorliegenden

Arbeit keine Proteinkristalle erhalten.

4.6 Ausblick

Um einen detaillierten Uberblick tiber den zeitlishéerlauf des Cad-Systems in Gegenwart
von induzierenden Bedingungen zu erhalten und damn mathematisches Modell zu
erstellen, miussen alle Komponenten, die an diesgstel® beteiligt sind, genau analysiert
werden. Noch ist z. B. nicht klar was mit LysP naalflosung der Interaktion mit CadC
geschieht. Zwar muss zunéachst Lysin durch LysPienZelle transportiert werden, damit

CadB als Antiporter fungieren kann, es stellt gettoch die Frage, ob der Transport von
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Lysin dann ausschlie3lich durch CadB erfolgt. Sarié beispielsweise die Expression von
lysP mit lysP-spezifischen Sonden und die LysP-Synthese mitéaikorper genauer
untersucht werden.

Auch die Funktion von RavA bzw. ViaA bei der Akivung dercadBA-Transkription muss
genauer charakterisiert werden. Moglicherweiselapisie eine Rolle als Faltungshelfer oder
Stabilisatoren fiir CadC. Eine mdgliche Interaktmmschen CadC und RavA/ViaA konnte
mittels Oberflachenplasmaresonanz erfolgen, odeh aiber Pull-Down-Experimente mit
rekonstituiertem CadC.

Eine direkte Interaktion zwischen CadC und LysPrikém vivo mittels FRET fluorescence
resonance energy transfer) nachgewiesen werden. Bei dieser Methode werdeei zw
unterschiedliche Fluorophore verwendet, wobei dass&onsspektrum des Donors mit dem
Absorptionsspektrum des Akzeptors Uberlappen msssine rdumliche Nahe zwischen den
Fluorophoren gegeben, kommt es zum Energietransieiluorophore kénnen beispielweise
Fluoreszenzproteine wie CyPet und YPet verwendedeve(Nguyen und Daugherty, 2005).
Erste Experimente werden bereits durchgefuhrt,desien die Hybridproteine CyPet-LysP
und YPet-CadC untersucht werden. Eine raumlicheeN&n CadC und LysP in der Zelle
wirde dann zu einem Energietransfer zwischen delebé-luorophoren fuhren.

Da bei der Interaktion von CadC mit LysP die Traasrbranhelix (TM) von CadC beteiligt
zu sein scheint, konnte das sG@XCAT-System verwendet werden (Russ und Engelman,
1999). Mit dieser Methode kdnnen direkt Interakéinrvon Transmembranhelizes untersucht
werden. Hierbei wirde sowohl an die TM von CadCaaish eine der 12 TM von LysP die
cytoplasmatische Domé&ne von ToxR fusioniert werdeshei sich v. a. TM Xl und TM XII
von LysP anbieten wirden, da deren Funktion nidar kst (Junget al., 2007). Die
Assoziation der TM ermdéglicht die Dimerisierung dexR-Domane und das Reportergen
cat (Chloramphenicol-Acetyltransferase) wird aktividein ahnliches System hierfir ist die
von Schneider und Engelman entwickegBALLEX-Methode, welche anstelle von ToxR die
DNA-Bindedoméne von LexA verwendet. Mit dieser Mmth wurde sowohl Homo-
dimerisierung als auch Heterodimerisierung von étnein gezeigt (Schneider und Engelman,
2003).

Um die Auflésung der Inhibierung von CadC durch Rysittels Lysin besser zu verstehen,
mussen verschiedengsP-Mutanten beziglich der Interaktion mit CadC unduggich der
Transportaktivitat analysiert werden. Hierbei sin einenlysP-Mutanten interessant, die
Lysin nicht transportieren konnen, jedoch daelBA-Expression noch regulieren kénnen, wie
z. B. der in der vorliegenden Arbeit beschriebBneoli MG16551ysP-G153S, zum anderen
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mussen lysP-Mutanten charakterisiert werden, die Lysin tramSpeen, aber keine
regulatorische Funktion beziiglich d=dBA-Expression austben.

Von Interesse ist besonders auch der Aktivierunghisr@smus von CadC. Inwiefern hier die
Disulfidbriicke eine Rolle spielt, muss weiter gegeswerden. Hierfir sollten die von
Donhofer (2007) angefangenen Arbeiten weitergefivetden, bei denen ein Cysteinrest
durch das basische Lysin und der andere Cysteidiesh das saure Aspartat substituiert
wurde. Dies resultiert moglicherweise in der Audbilg von ionischen Wechselwirkungen,
die in Gegenwart von induzierenden Bedingungentraafgeldst werden kénnen, so dass die
Weiterleitung der Reize nicht mehr maoglich ist.desem Zusammenhang sollte auch die
Rolle der Aminosauren Y219 bis V239 der periplagscaen Domane von CadC analysiert
werden. Dieses Cluster an hydrophoben Aminosaui@mtk bei einer Konformations-
anderung von CadC (nach Wahrnehmung eines niedpgeWertes oder der Auflésung der
Interaktion mit LysP) an die Cytoplasmamembran zigsen, was maoglicherweise eine
raumliche Nahe der Disulfidbriicke zur Membran bktviDa in der Cytoplasmamembran
eher reduzierende Bedingungen vorliegen, kénnteDiselfidbricke aufgelst werden, so
dass CadC eine Konformation einnimmt, in der aushzeveite Reiz wahrgenommen werden
kann. Wirde man dieses Aminosaure-Cluster austansdieispielsweise gegen hydrophile
Aminosaurereste, so sollte CadC nicht mehr aktivierden.

Auch die Bindung von Cadaverin durch CadC sollteageer untersucht werden. Kirzlich
konnten fur die Cadaverin-Bindung wichtige Aminasiu in CadB identifiziert werden
(Soksawatmaekhiet al., 2006). Mit Hilfe von Sequenzvergleichen zwiscl@gadC und CadB
konnte eine mdgliche Bindestelle in CadC idengfiziund die beteiligten Aminosauren
ausgetauscht werden. Mit Hilfe von Affinitatsmesgeim konnte eine Rolle dieser
Aminosauren bei der Cadaverin-Bindung bestatigteer

Fur die Strukturauflésung der periplasmatischen Braenvon CadC ist es nétig, ausreichend
grof3e Kristalle zu erhalten um eine erneute SynameViessung durchfiihren zu konnen.
Um das Phasenproblem zu I6sen, kann man sich didfidbriicke in der periplasmatischen
Doméne zu Nutzen machen. Denkbar wére auch ein k@ndndes Kristalls in
Schweratomderivaten oder die Anwendung der sog. -S&ihode $ingle-wavelength
anomalous diffraction; Terwilliger und Berendzen, 1999wuch eine Co-Kristallisation mit
dem Ligand Cadaverin ware vorstellbar, dies wirdglmoherweis das Protein stabilisieren,
aullerdem konnte man dadurch die Bindestelle imefréterausfinden. So konnte z. B. vor
kurzem OpuAC vorB. subtilis mit dem Ligand Glycinbetain co-kristallisiert werd die
Auflésung der Struktur betrug 2 A (Hoenal., 2006).
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Fur die Kristallisation des gesamten CadC muss aimdere Reinigungsstrategie gefunden
werden, da zum einen eine hochreine Proteinlosuitm nst, zum anderen missen aus-
reichend hohe Mengen an Protein gereinigt werdearbei muss v. a. auf den Higg
verzichtet werden, da Uber RHNTA-Agarose auch Proteine gereinigt werden, die ei
ahnliches Motiv besitzen. Es werden bereits Versutiirchgefuhrt, bei denen CadC an einen
Srep-Tag (Schmidt und Skerra, 1994) fusioniert ist und ehtt Streptavidin-
Affinitatschromatographie gereinigt werden kann.

Wenig bekannt ist bis jetzt Uber die Wahrnehmungrdedrigen pH-Werts, und ob dadurch
eine Konformationsdnderung in CadC induziert wilenn geeignete Kristallisations-
bedingungen gefunden werden, lasst sich mdglichsewadurch Kristallisation bei
unterschiedlichen pH-Werten eine pH-induzierte Konmfationsanderung von CadC

nachweisen.
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5. Zusammenfassung

Das Cad-System voB. coli gehort zu den Saure-induzierbaren Aminosaure-beggtase-
Systemen und spielt eine wichtige Rolle bei denr&hutzantwort. In diesem System erfolgt
die Reizwahrnehmung, Signaltranslokation Uber deridran und Transkriptionsregulation
durch ein einziges Protein, namlich CadC. Im Rahmenvorgelegten Arbeit wurden die
Regulation des Cad-Systems durch CadC und die ispmaifische Permease LysP, die
Reizwahrnehmung durch CadC und die Struktur vorGQQaatersucht.

e Mittels Transkriptions- und Translationsanalysearde das Cad-System in dé&n coli-
Stammen MG1655 (Wildtyp), MG169ysP211 (lysP-negativ) und MG1655ravA (ravA/
viaA-negativ) untersucht. DieadBA-Expression war in MG165BsP211 deutlich hoher als
im Wildtyp, als Folge dessen war auch die relailenge an CadA und die Konzentration an
extrazellularem Cadaverin erhdht. Des Weitereniwaieser Mutante durch den Wegfall des
Repressors LysP der Bedarf an extrazellularem Lgsninduktor dercadBA-Expression
vollstandig eliminiert. In MG1658ravA hingegen war di€adBA-Expression im Vergleich
zum Wildtyp reduziert, was sich in einer geringenafativen CadA-Menge und einer

niedrigeren Konzentration an extrazellularem Cadaweiderspiegelte.

e In Zusammenarberit dem Institut fir Theoretische Physik der Unsigit zu Koln wurde
anhand der fUE. coli MG1655 (Wildtyp) gemessenen Daten ein mathemasdfiodell
erstellt und mit Hilfe dieser Daten die Dynamik d&sd-Systems ii&. coli MG16554ysP211
undE. coli MG165%AravA berechnet. Dién vivo bestimmten Ergebnisse wurden durchidie

silico erhaltenen Daten sehr gut wiedergegeben.

e Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werdkass CadC kein Sensor fur Lysin ist.
In vitro Experimente (ITC-Messungen, TryptophanfluoreszZdessungen) ergaben, dass
CadC nur eine extrem niedrige Affinitat fur Lysiafaeist (Kp[CadC] = 22,5 mM, bestimmt
mit ITC; Kp[CadC188-512] = 2,29 mM, bestimmt mit Fluoreszenz-Messungém)ivo war
ein bestimmter Schwellenwert fur die Induktion dadBA-Expression notig, ansonsten hatte
die Lysin-Konzentration keinen Einfluss. Wurde jeldaleichzeitig LysP Uberproduziert, so
konnte Lysin die hemmende Wirkung von LysP auf cidBA-Expression teilweise wieder

aufheben.
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e Da Lysin nicht durch CadC wahrgenommen wird unaisdie Interaktion zwischen CadC
und dem Transportpotein LysP nicht tUber die Korguzrbeider Proteine um das Substrat
Lysin erfolgt, beruht die Lysin-Abhangigkeit deadBA-Expression vermutlich auf einer
direkten Interaktion zwischen CadC und LydR.vivo Experimente zeigten, dass diese
Interaktion nicht tber die periplasmatische Domiéiae CadC stattfindetn vitro konnten
CadC und LysP in Proteoliposomen quervernetzt werdies indizierte eine Affinitat beider

Proteine zueinander.

e Das Vorhandensein von Lysin I6st die Interaktiovischen CadC und LysP auf und ist
somit ein wichtiger Schritt fir die Aktivierung vo@adC. Die Lysin-abhangigeadBA-

Expression in dem Lysin-Transport-inaktivén coli MG16554ysP-G153S lasst vermuten,
dass der Lysin-Transport durch LysP keine Voraussef flr die Auflosung der Interaktion
zwischen CadC und LysP ist. Die Wahrnehmung voninLykirch LysP scheint bereits

ausreichend fur die Aufhebung der WechselwirkunddreProteine zu sein.

e Durch Messungen der intrinsischen Tryptophanflsoeez mit der periplasmatischen
Doméane von CadC (CadC188-512) konnte gezeigt wedkss diese eine Affinitat fur den
Inhibitor Cadaverin aufweist, der pkWert hierfir betrug 96 puMIn vivo Experimente
bestatigten, dass das Vorhandensein der periplestman Domane fur die Hemmung der
cadBA-Expression durch Cadaverin essentiell ist. Sochemt die Inhibierung detadBA-
Expression durch Cadaverin Uber eine direkte lktena mit der periplasmatischen Domane

von CadC zu erfolgen

e In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fir Biologisc@hemie der Technischen Universitat
Minchen wurden Strukturuntersuchungen zu CadC188-bhd CadC mittels 3D-
Kristallisation durchgefiihrt. CadC188-512 konnténrsgut Uberproduziert und gereinigt
werden, und es entstanden bereits Kristalle, vamemnleciner am Synchrotron vermessen
werden konnte. Die Auflésung (2,5 A) war jedoch éiire Strukturaufklarung noch zu gering.
CadC konnte Uberproduziert, gereinigt und mit aiestenen Fallungsreagenzien versetzt
werden, jedoch entstanden bis zum Ende der vorltege Arbeit keine Proteinkristalle.
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e In der periplasmatischen Domane von CadC befirsitdnzwei Cysteinreste. Mit Hilfe von
in vitro Experimenten konnte die Ausbildung einer Disulfigtke in CadC188-512 bestatigt
werden. Durch die Reduktion der Disulfidbriicke wla Affinitat fur den Ligand Cadaverin
geringfugig vermindert. Das Auflésen der Disulfidbke kdnnte ein wichtiger Mechanismus
fur die Aktivierung von CadC darstellen. Wurde déiasbildung einer Disulfidbriicke durch
die Substitution der Cysteinreste durch Alanin ustart, so wurde dieadBA-Expressiornn
vivo Lysin-unabhéngig aktiviert. Moglicherweise reprigeren diese CadC-Derivate ein

.semi-aktives” CadC, das fur eine volle Aktivierungr noch einen Reiz bendtigt.
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