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1. Einleitung 

1.1  Bedeutung von Kalium für die Zelle 

Bakterien sind in ihrer Umgebung ständig wechselnden Umwelteinflüssen ausgesetzt und 

müssen daher über viele verschiedene Mechanismen zur Anpassung an diese Bedingungen 

verfügen. Von großer Bedeutung ist dabei die Aufrechterhaltung von Ionengradienten über 

der Zellmembran. Hierbei spielt Kalium (K+) neben Natrium (Na+) eine entscheidende Rolle. 

Es handelt sich hierbei um monovalente Kationen, die in entgegengesetzter Richtung in die 

Zelle hinein oder aus ihr heraus transportiert werden und somit einen 

Konzentrationsgradienten über der Zellmembran aufrechterhalten. Dabei werden 

Kaliumionen meistens intrazellulär angereichert (Harold et al., 1974), während Natriumionen 

aus der Zelle ausgeschleust werden (Bakker, 1993). Die intrazelluläre K+-Konzentration liegt 

bei 200-500mM, wobei fast die Hälfte frei im Cytoplasma vorliegt. Bei diesen K+-

Konzentrationen ist die Aktivierung von Enzymen (Suelter, 1970), die Regulation des 

intrazellulären pH-Wertes (Booth, 1985; Stumpe et al., 1996) und der Aufbau bzw. die 

Regulation des Zellturgors gegeben. Eine weitere Adaptionsstrategie der Bakterien umfasst 

die Bereitstellung des Salzes Kalium-Glutamat. Kalium wirkt zusammen mit Glutamat als 

“second messenger“ und induziert durch eine Aufhebung der inhibitorischen Wechselwirkung 

zwischen der RNA-Polymerase und dem σ38- Promotor (Lee & Gralla, 2004), die 

Transkription von Genen, welche für Transportsysteme kodieren, die für die Aufnahme von 

kompatiblen Soluten essentiell sind. Die Transkription des σ70-Promotors wird dabei 

inhibiert. Biochemische Studien von Lee et al. (2010) zeigten zusätzlich, dass K+ durch den 

unterschiedlichen Einfluß auf die Bindung der σ70- und σ38 -Faktoren an die RNA-

Polymerase, für die Kompetition der σ70- und σ38 -Faktoren verantwortlich ist.  

 

1.2 Kaliumaufnahme in E. coli 

Für die Aufnahme von Kalium besitzt E. coli verschiedene, regulierbare Transportsysteme, 

die sich in ihren Affinitäten für Kalium unterscheiden. Die konstitutiven 

Kaliumaufnahmesysteme TrkG/TrkH sowie Kup haben eine geringere Affinität für Kalium 

und transportieren Kaliumionen in die Zelle hinein, wenn sich die externe K+-Konzentration 

in der Umgebung über 200µM befindet (Bossemeyer et al., 1989; Dosch et al., 1991; 

Schlösser et al., 1992). Das einzig induzierbare K+-Aufnahmesystem ist das hochaffine 

KdpFABC-System (K+ dependent). Wird die K+-Aufnahme in die Zelle durch die 

niedrigaffinen Transportsysteme nicht mehr gewährleistet, transportiert dieses System K+-
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Ionen mit hoher Affinität in die Zelle hinein (Altendorf & Epstein, 1996). Die Bestimmung 

des KM-Wertes für die Aufnahme von Kalium ergab hier einen Wert von ~2µM, während der 

KM-Wert des Trk-Systems zwischen 0.5 und 1.5mM liegt (Rhoads et al., 1976). Andersherum 

kann Kalium bei einem hypoosmotischen Schock über die mechanosensitiven Kanäle 

ausgeschleust werden. Desweiteren kann E. coli über die KefB/KefC-Systeme (Bakker et al., 

1987; Booth et al., 1996) und einen K+/H+- Antiporter Kaliumionen aus dem Cytoplasma 

exportieren. Eine genaue Darstellung der Kaliumtransportsysteme ist in Abbildung 1.1 

gezeigt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3 Das KdpFABC-System 

Der KdpFABC-Komplex gehört zur Familie der P-Typ ATPasen, deren Mitglieder sowohl 

eukaryotischen sowie prokaryotischen Ursprungs entstammen. Typisches Merkmal dieser 

Familie ist die Bildung eines säurestabilen und alkalilabilen Phosphointermediats (Pedersen & 

Carafoli, 1987). P-Typ ATPasen funktionieren als Ionenpumpen, sie transportieren Kationen 

und schaffen so große Ionengradienten über der Membran. Die nötige Energie hierzu wird 

durch die aus der Phosphorylierung freigesetzten Gibbs Energie geliefert (Møller et al., 

1996). Alle P-Typ ATPasen besitzen gemeinsame strukturelle Merkmale, dabei kann man 

insbesonders die katalytische Untereinheit in vier Domänen mit spezifischen Funktionen 

unterteilen. Im Falle des KdpFABC-Systems findet man diese strukturelle Ähnlichkeit in der 

Untereinheit KdpB, die sich in eine Transmembrandomäne, eine Phosphorylierungsdomäne, 

eine Attenuatordomäne und eine Nukleotidbindedomäne unterteilen lässt (Greie & Altendorf, 

   Abb. 1.1: Kaliumtransportsysteme in Escherichia coli (verändert nach Epstein, 1982). 
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2007). Neben KdpB setzt sich der KdpFABC-Komplex aus den drei weiteren Untereinheiten, 

KdpF, KdpA, und KdpC zusammen (Laimins et al., 1981; Hesse et al., 1984; Gaßel et al., 

1998). Die entsprechenden  Strukturgene liegen in dem kdpFABC-Operon vor.  

Verantwortlich für die Bindung und den Transport von Kaliumionen ist die Untereinheit 

KdpA (Buurmann et al., 1995). Sie ist 59kDa groß und mit 10 Transmembrandomänen in der 

Cytoplasmamembran der Zelle verankert. KdpA stellt einen Kanal vom MPM-Typ 

(membrane helix – P– loop – membrane helix) dar (Durell et al., 2000). 

Die oben bereits erwähnte katalytische Untereinheit KdpB ist mit einem Molekulargewicht 

von 72kDa die größte Untereinheit des Transportkomplexes. Das Protein durchspannt die 

Cytoplasmamembran vermutlich mit sieben Transmembrandomänen (Altendorf et al., 1998) 

und liefert die notwendige Energie für den Transport der K+-Ionen (Siebers & Altendorf, 

1989; Siebers & Altendorf, 1993). Somit ist die ATP-Hydrolyse und die Substrattranslokation 

auf zwei Untereinheiten verteilt, was unter den P-Typ ATPasen sonst nicht vorkommt 

(Bramkamp et al., 2007). Es wird vermutet, dass eine Kopplung dieser beiden Vorgänge 

durch die fünfte Transmembrandomäne von KdpB vermittelt wird (Bramkamp & Altendorf, 

2003). Diese Domäne besitzt die hochkonservierten polaren Aminosäuren D583 und K586. 

Sie bilden einen Dipol, der wie in Becker et al. (2007) diskutiert wird, Auswirkungen auf ein 

von KdpA gebundenes K+-Ion haben könnte und dieses somit durch die Pore bewegen 

könnte. In Übereinstimmung mit diesen Vermutungen, konnte über Einzelmolekül-

Transmissions- Elektronenmikroskopie ein enger Kontakt von KdpA mit der 

Transmembrandomäne von KdpB gezeigt werden (Heitkamp et al., 2008). 

Die 20kDa große KdpC-Untereinheit ist essentiell für den Transport und spielt wahrscheinlich 

eine Rolle bei der Assemblierung des Komplexes (Laimins et al., 1981; Gaßel, 1999). 

Außerdem wird eine Funktion von KdpC bei der Energieübertragung von KdpB und KdpA 

diskutiert (Gaßel & Altendorf, 2001), sowie eine mögliche katalytische Rolle bei dem 

Reaktionszyklus des KdpFABC-Komplexes (Ahnert et al., 2008). Zuletzt wurde die Funktion 

von KdpC als katalytisches Chaperon diskutiert, welches durch Interaktion mit ATP die 

schwache ATP-Bindeaffinität der hochkonservierten Phosphorylierungsstelle des KdpB 

Proteins erhöht (Irzik et al., 2011). Diese Hypothese wird ebenfalls von Ergebnissen aus der 

Einzelmolekül-Transmissions-Elektronenmikroskopie von Heitkamp et al. (2008) unterstützt. 

Der cytosolische Teil von KdpC konnte in enger Nachbarschaft zur Nukleotidbindedomäne 

von KdpB lokalisiert werden, was eine direkte Interaktion während des kooperativen ATP- 

Bindemechanismus ermöglichen würde. Der mit 3,1kDa kleinsten Untereinheit des 

Komplexes, KdpF, wird eine Funktion bei der Stabilisierung des Komplexes zugewiesen, 
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wobei das Peptid für den Transport in vivo nicht essentiell ist (Gaßel et al., 1999). Passend 

dazu werden hydrophobe Peptide als eine neue Klasse aktiver Moleküle in E. coli und 

Salmonella enterica serovar Typhimurium angesehen. Es wird diskutiert, dass diese Peptide 

durch Interaktion mit Proteinpartnern an der inneren Membran und durch Modulieren der 

Aktivität bzw. Stabilität dieser Partnerproteine regulatorische Funktionen haben (Alix & 

Blanc-Potard, 2009). 

Die Studien von Heitkamp et al. (2008) befassen sich außerdem mit der Aufklärung der 

makromolekularen Struktur des KdpFABC-Komplexes. Mithilfe von chemischen Crosslink-

Studien und Einzelmolekül-FRET-Messungen konnte der KdpFABC Komplex als 

Homodimer beschrieben werden. Desweiteren wurde die Dissoziationskonstante des 

Monomer/Dimer Equilibriums ermittelt. Mit 30-50nM stimmt sie mit bereits ermittelten 

Dissoziationskonstanten anderer im Dimer vorliegenden P-Typ ATPasen überein. 

 

1.4 Die Regulation des Kdp-Systems 

Das Sensorkinase/Antwortregulatorsystem KdpD/KdpE aus E. coli ist ein typisches Zwei-

komponentensystem, welches die Expression des kdpFABC-Operons reguliert (Walderhaug et 

al., 1992). Das kdpFABC-Operon mit dem durch KdpE induzierbaren Promotor und das 

kdpDE-Operon bilden zusammen das kdp-Regulon, dessen Schema in Abbildung 1.2 zu sehen 

ist. Das kdp-Regulon ist bei 16,5 min auf dem E. coli Chromosom lokalisiert (Bachmann, 

1990). Das kdpDE-Operon kodiert für die beiden regulatorischen Komponenten des Kdp- 

Systems, der Sensorkinase KdpD und dem Antwortregulator KdpE (Polarek et al., 1992; 

Walderhaug et al., 1992). Der Promotor des kdpDE-Operons befindet sich innerhalb des kdpC 

Gens; der Transkriptionsstart von kdpDE liegt 5 bp vor dem kdpC Stopcodon (Polarek et al., 

1992). Dieser Promotor weist ähnliche Konsensussequenzen wie die „-35“- und die „-10“-

Region von typisch vegetativen Promotoren in E. coli auf. Der kdpDE- Promotor ist 

(vermutlich) konstitutiv und synthetisiert ständig die Proteine KdpD und KdpE auf einem 

basalen Level. Unter kdp-induzierenden Bedingungen wird die Synthese von KdpD und KdpE 

um das 11-fache erhöht (Polarek et al., 1992). Dieses Phänomen ist auf den “read through“-

Effekt zurückzuführen, welcher ein Durchlesen der RNA-Polymerase bei der Transkription 

des kdpFABC-Operons in das kdpDE-Operon beschreibt (Voelkner et al., 1993).  
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Bei Erhöhung der Osmolalität sowie unter Kaliumlimitation kommt es zu einer 

Autophosphorylierung der Sensorkinase KdpD mit der γ-Phosphorylgruppe von ATP am 

hochkonservierten Histidinrest H673 in der “Transmitter“-Domäne (Nakashima et al., 1992; 

Voelkner et al., 1993). Für die einwandfreie Funktion einer Sensorkinase ist dabei wichtig, 

dass diese als Dimer in der Cytoplasmamembran der Zelle vorliegt. Dass der homooligomere 

Zustand einer Sensorkinase, unter anderem auch von KdpD, für deren Funktionalität von 

entscheidender Bedeutung ist, wurde bereits für viele Sensorkinasen nachgewiesen (Hidaka et 

al., 1997; Heermann et al., 1998). Infolge der Phosphorylierung der Sensorkinase KdpD wird 

die Phosphorylgruppe auf den Aspartatrest D52 in der “Receiver“-Domäne des 

Antwortregulators KdpE übertragen (Nakashima et al., 1993; Jung et al., 1997; Lucassen, 

1998). Katalysiert wird dieser Schritt vermutlich durch KdpE, da es in vitro auch durch 

Acetylphosphat phosphoryliert werden kann (Lucassen, 1998). Außerdem konnte 

nachgewiesen werden, dass die Phosphorylierung von KdpE eine Homodimerisierung des 

Antwortregulators zur Folge hat (Lucassen, 1998). Dieses phosphorylierte KdpE-Homodimer 

zeigt eine gesteigerte Affinität zu einer speziellen 23bp Bindesequenz unmittelbar 

stromaufwärts der „-35“ und „-10“ Regionen des kdpFABC-Promotors. Die Bindung von 

phosphoryliertem KdpE an diese Sequenz induziert schließlich die Transkription des 

kdpFABC-Operons (Nakashima et al., 1993). Neben der Kinase-Aktivität weist KdpD auch 

eine Phosphatase-Aktivität auf, die für die Dephosphorylierung von KdpE~P verantwortlich 

ist (Jung et al., 1997). Vermutlich ist ein elektrostatischer Mechanismus für den Wechsel 

zwischen Kinase- und Phosphatase-Aktivität von KdpD verantwortlich (Jung & Altendorf, 

1998a). 

Abb. 1.2: Das kdp-Regulon aus Escherichia coli (verändert nach Epstein, 1985). 
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1.5 Die Sensorkinase KdpD 

Die Sensorkinase KdpD  besteht aus 894 Aminosäuren und ist in Abb.1.3 in ihrem 

schematischen Aufbau dargestellt. Gemäß ihres Hydrophobizitätsprofiles (Walderhaug et al., 

1992) und mit Hilfe von Untersuchungen mit LacZ- und PhoA-Hybridproteinen sowie 

Protease-Behandlung von KdpD in Sphäroplasten, wurde die Topologie von KdpD bestimmt. 

Die Sensorkinase ist mit vier Transmembrandomänen in der Cytoplasmamembran verankert. 

Sowohl der N- als auch der C-Terminus sind im Cytoplasma lokalisiert (Zimmann et al., 

1995). Die “Input“-Domäne, welche neben dem für Sensorkinasen ungewöhnlich langen N-

terminalen Bereich, die vier Transmembrandomänen, eine dahinterliegende Arginin-reiche 

Region und weitere 140 Aminosäuren beinhaltet, ist über einen Linker mit der konservierten 

“Transmitter“-Domäne verbunden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1.3: Model der Signaltranbsduktionskaskade zwischen KdpD und KdpE (verändert nach Hamann, 
2006). 

                      Abb. 1.4: Schematische Übersicht der Sensorkinase KdpD (nach Zimmann, 2007). 
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Bei Vergleichen der Aminosäuresequenz N-terminaler Domänen von KdpD Proteinen 

verschiedener Bakterien, fällt auf, dass diese in ihrer Länge für Sensorkinasen einzigartig, 

aber in ihrer Aminosäuresequenz hoch konserviert ist. Außerdem fallen zwei Sequenzmotive 

auf, die den für eine ATP-Bindung charakteristischen “Walker A“- und “Walker B“-Motiven 

ähneln. Das Sequenzmotiv GXXXGXGKT innerhalb der N-terminalen Domäne unterscheidet 

sich zu einem klassischen “Walker A“-Motiv in einer zusätzlichen Aminosäure zwischen den 

beiden ersten Glycinresten. Sequenzverkürzungen, die Reste dieses Motifs umfassen, 

resultieren in einer deregulierten Phosphataseaktivität des KdpD Proteins (Jung & Altendorf, 

1998b). Versuche von Heermann (2001) mit der N-terminalen Domäne (KdpD/1-395) 

zeigten, dass sie, obwohl die Transmembrandomänen fehlen, an die Cytoplasmamembran 

assoziiert vorliegt. Die Anlagerung an die Membran könnte in der hydrophoben 

Aminosäuresequenz  an Position 27-43 von KdpD begründet liegen. Nach Heermann et al. 

(2000) hat die Assoziation der N-terminalen Domäne an die Cytoplasmamembran einen 

Einfluss auf die ATP-Bindung, denn diese konnte nur gezeigt werden, wenn die Domäne 

assoziiert vorlag. Hamann (2008) konnte zusätzlich KdpD/1-395 (6His) auch im Cytoplasma 

nachweisen. Eine Bindung von ATP an die lösliche N-terminale Domäne sowie an 

membrangebundenes KdpD/1-395 (6His) erwies sich bei genauerer Betrachtung jedoch als 

unspezifisch. Neben den beiden “Walker A und B“ ähnlichen Sequenzmotiven, wurde 

mithilfe von Strukturmodellierungen eine weitere mögliche ATP-Bindedomäne entdeckt 

(Strahl & Greie, 2008). Hierbei handelt es sich um eine Domäne, die sich in allen Mitgliedern 

der Familie der Usp-Proteine (“universal stress protein“) wiederfinden lässt. Die Superfamilie 

der Usp-Proteine umfasst eine konservierte Proteingruppe, die sowohl in Bakterien, Archaea 

und Eukaryoten (Pilze, Pflanzen) vorkommt. Dabei besitzt eine Vielzahl von Organismen ein 

ganzes Repertoire an Usp-Proteinen. Diese Proteine liegen entweder als “single-type“ 

Proteine vor oder sie sind, wie im Falle von KdpD, zusammen mit anderen funktionellen 

Domänen in größere Proteine eingebaut (Siegele, 2005; Weber, 2003). Die Synthese dieser 

Proteine ist bei vielen Stresssituationen, die das Zellwachstum hemmen, erhöht (Van Bogelen 

et al., 1990). E. coli besitzt sechs solcher Usp Proteine, die, basierend auf 

Sequenzähnlichkeiten, in zwei Familien unterteilt werden können (Gustavsson et al., 2002). 

Zur Familie der UspA Proteine gehören UspA, UspC und UspD, wohingegen die E. coli 

Proteine UspF und UspG einer anderen gemeinsamen Familie zugeordnet werden. UspE wird 

als Sonderfall durch Ähnlichkeiten zu beiden Familien dazwischenliegend angeordnet. 

Gustavsson und Mitarbeiter konnten dabei ein erhöhtes Niveau an UspA, UspC, UspD und   

UspE in Folge von Nährstoffmangel, moderatem Hitzestress, oxidativem Stress und 
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osmotischen Stress detektieren. UspG wird ebenfalls bei osmotischem Stress induziert und 

wird dabei autophosphoryliert und autoadenyliert (Weber & Jung, 2006). Studien von 

Heermann et al. (2008 und 2009) diskutieren zum einen eine mögliche Bindung von UspC an 

die N-terminale Domäne von KdpD zur Stabilisierung des Komplexes aus KdpD, 

phosphoryliertem KdpE und DNA unter Salzstress, zum anderen wird mithilfe von Usp- 

Domänen-Austauschen ein Model der KdpD Aktivierung aufgestellt, dem elektrostatische 

Wechselwirkungen zwischen der N- und C-terminalen Domäne des KdpD Proteins zugrunde 

liegen.    

Als weiteres Charakteristikum in der Struktur von KdpD gilt eine Ansammlung von positiv 

geladenen Argininen hinter der vierten Transmembrandomäne des Proteins. Eine 

ortsgerichtete Mutagenese der Arginine 503, 506 und 508 führt zu einer Änderung des 

Phosphatase-Kinase-Verhältnisses in vitro. Vermutlich wird der wechselnde Anteil von 

Kinase- und Phosphatase-Aktivität durch einen elektrostatischen Wechselmechanismus 

gesteuert (Jung & Altendorf, 1998a). Diese Hypothese wird durch die Feststellung unterstützt, 

dass negativ geladene Phospholipide für die Kinase-Aktivität von KdpD in vitro essentiell 

sind, während die Struktur des Phospholipids eher eine untergeordnete Rolle spielt (Stallkamp 

et al., 1999). Schniederberend et al. (2009) konnten zeigen, dass es unter Kalium 

limitierenden Bedingungen im Medium zu einem Anstieg des anionischen Phospholipids 

Cardiolipin während der exponentiellen Wachstumsphase kommt, verbunden mit einem 

reduzierten Gehalt des zwitterionischen Phospholipids Phosphatidylethanolamin. Eine 

Änderung der Fettsäure-zusammensetzung der Phospholipide konnte unter K+-Limitation 

nicht beobachtet werden. 

Desweiteren wird angenommen, dass die Initiation der Transkription des kdpFABC-Operons 

durch das Abschalten bzw. die Reduktion der Phosphatase-Aktivität von KdpD gesteuert wird 

(Brandon et al., 2000). Diese Hypothese unterstützt auch die Beobachtung, dass Mutanten mit 

einem semikonstitutiven Phänotyp im Bezug auf die kdpFABC-Expression unter K+-

Limitation, eine verminderte Phosphatase-Aktivität im Verhältnis zur Kinase-Aktivität 

aufweisen (Zimmann et al., 2007). Die verminderte Phosphatase-Aktivität von KdpD führt zu 

einer Anhäufung von phosphoryliertem KdpE, welches im dimerisierten Zustand die 

kdpFABC-Expression folglich auch unter nicht-induzierenden Bedingungen ermöglicht. Die 

Phosphatase-Aktivität von KdpD ist in vitro abhängig von der Anwesenheit von ATP (Jung & 

Altendorf, 1998b). Es konnte gezeigt werden, dass nur in Gegenwart von ATP der 

phosphorylierte Antwortregulator schnell und in Abwesenheit von ATP langsam 

dephosphoryliert wird (Jung & Altendorf, 1998b). Untersuchungen von KdpD-Konstrukten, 



Einleitung_________________________________________________________________9 
 

bei denen die Transmembrandomänen sowie das Arginin-Cluster fehlten, zeigten sowohl  in 

vivo als auch in vitro keine Kinase-Aktivitäten mehr (Puppe et al., 1996). Somit wurde den 

vier Transmembrandomänen von KdpD zunächst eine bedeutsame Rolle bei der 

Reizwahrnehmng und Signalweiterleitung zugeteilt (Puppe et al., 1996). Dagegen zeigten 

KdpD Proteine, welche Deletionen im Bereich der Transmembrandomänen, unter 

Beibehaltung der Arginin- reichen Region besaßen, in vitro eine Kinaseaktivität und in vivo 

die daraus resultierende Fähigkeit zur Expression des kdpFABC- Operons (Jung et al., 1998; 

Heermann et al., 2003b). Aufgrund weiterer Untersuchungen wurde den vier 

Transmembrandomänen nur eine entscheidende Rolle bei der korrekten Positionierung der 

beiden im Cytoplasma lokalisierten N- und C-terminalen Domänen zuerkannt, während die 

Relevanz für die Reizwahrnehmung in Bezug auf Kaliumlimitation als weniger wichtig 

angesehen wurde (Heermann et al., 2003b). Dieser Interpretation sprach die Beobachtung 

entgegen, dass Cysteinaustausche in der TM 1 zu einer starken Induktion der kdpFABC-

Expression bei Erhöhung der Osmolalität und teilweise auch durch K+-Limitation führten 

(Stallkamp et al., 2002). Folglich wurde der TM 1 eine Rolle bei der Wahrnehmung der 

Osmolalität zugeschrieben. Zimmann et al. (2007) interpretierten die im Gegensatz zum 

Wildtyp stark reduzierte Induktionsrate des kdpFABC-Operons unter kaliumlimitierenden 

Bedingungen sehr wohl als vermindertes Signaltransduktionsvermögen des KdpD ∆TM1-4 

Proteins. Der semikonstitutive Phänotyp des entsprechenden Stammes hinsichtlich der 

kdpFABC-Expression erklärt die geringe kdp-Induktion unter K+-Limitation.  

Zwischen dem Arginin-Cluster und dem “Coiled Coil“ Linker, der die “Input“ Domäne mit 

der “Transmitter“ Domäne verbindet, liegen weitere 140 Aminosäuren, die laut Pfam- 

Datenbank Sequenzhomologien zu typischen GAF-Domänen aufweisen. Es wird vermutet, 

dass GAF-Domänen Liganden binden können, die eine Rolle in Reizwahrnehmungsprozessen 

spielen (Aravind & Ponting, 1997). Untersuchungen mit einer GAF-Deletionsmutante 

zeigten, dass auch bei KdpD dieser Bereich essentiell ist und in der Reizwahrnehmung bzw.-

weiterleitung von Bedeutung sein könnte (Hüging, 2006). 

Die “Transmitter“ Domäne des KdpD Proteins weist die für Sensorkinasen typischen 

Sequenzmotive „H“, „N“, „G“, „F“ und „G2“ auf (Parkinson & Kofoid, 1992). Diese Domäne 

wird in zwei Subdomänen unterteilt. Die erste Subdomäne besitzt das „H“-Motiv mit dem 

hochkonservierten Histidinrest und wird als „DHp“-Domäne (“dimerization histidine 

phosphotransfer“) bezeichnet. Auf Grund des Histidinrestes werden Sensorkinasen auch als 

Histidinkinasen (HK) bezeichnet. Die „DHp“-Domäne bildet z.B. bei der Sensorkinase EnvZ 

mit einer zweiten „DHp“-Domäne ein Dimer (Tomomori et al., 1999). Die andere 



Einleitung_________________________________________________________________10 
 

Subdomäne, die „CA“-Domäne (“catalytic ATP-binding“), enthält die vier anderen 

Sequenzmotive. Diese Motive scheinen eine Rolle bei der ATP-Bindung („N“, „G1“) und bei 

der Translokation der Phosphorylgruppe („G2“, „F“) zu spielen (Tanaka et al., 1998).  

 

1.6 Reizwahrnehmung der Sensorkinase KdpD 

Es wird angenommen, dass der Reiz von KdpD über die N-terminale “Input“-Domäne 

wahrgenommen wird. Die Sensorkinase wird durch Kaliumlimitation und in einem geringeren 

Maß durch eine Erhöhung der Osmolalität aktiviert. Wie genau das KdpD Protein auf diese 

Mediumänderungen reagiert, ist trotz vielfälltiger Untersuchungen noch unklar, die 

verschiedenen daraus resultierenden externen oder internen Reize sowie deren 

Perzeptionsmöglichkeiten in KdpD sind in Abbildung 1.5 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach dem “turgor control“ Modell (Laimins et al., 1981) bewirkt eine Erhöhung der 

Osmolalität, dass Wasser aus der Zelle ausströmt und so der Zellturgor abnimmt (Epstein, 

1986; Booth & Higgins, 1990). Die Primärantwort auf diese Turgorabnahme ist eine 

gesteigerte K+-Aufnahme durch die konstitutiven Kaliumaufnahmesysteme sowie eine 

Induktion der Transkription des kdpFABC-Operons. Gekoppelt wird die gesteigerte 

Kaliumaufnahme mit der Synthese von Glutamat. Wie bereits erwähnt, wirkt K+ zusammen 

Abb. 1.5: Mögliche Reizwahrnehmung in KdpD (nach Hamann, 2008).  
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mit Glutamat als “second messenger“ und induziert die Transkription von Genen, welche für 

Transportsysteme kodieren, die für die Aufnahme von kompatiblen Soluten essentiell sind. Ist 

der Zellturgor letztlich durch den Einstrom der Ionen und kompatiblen Solute 

wiederhergestellt, wird die Transkription des kdpFABC-Operons wieder eingestellt. Das 

“turgor control“ Modell wird jedoch angezweifelt, da man zeigen konnte, dass die kdpFABC-

Expression nur dann ausgelöst wird, wenn eine Erhöhung der Osmolalität  im Medium und 

damit eine Abnahme des Zellturgors, der Zugabe von Salzen zugrunde liegt. Die Zugabe von 

Zucker als osmotisch wirksame Substanz löst nach Gowrishankar et al. (1985) und Sutherland 

et al. (1986) keine kdpFABC-Expression aus, während Laimins (1981) die Induktion der 

kdpFABC-Expression aufgrund einer Erhöhung der Osmolalität im Medium durch osmotisch 

aktive Zucker und verschiedene Salze zeigen konnte. Weitere Experimente zur 

Reizwahrnehmung wiesen daraufhin, dass eine Kombination von mechanischer 

Membranspannung und externer K+-Konzentration von der Sensorkinase wahrgenommen 

wird (Sugiura et al., 1994). Steigt die externe K+-Konzentration auf Werte über 2mM an, wird 

nicht nur die kdpFABC-Transkription, sondern auch die Aktivität des KdpFABC-

Transportkomplexes inhibiert (Roe et al., 2000). Die neuesten Ergebnisse bezüglich 

Untersuchungen zum “turgor control“ Modell liefern Hamann et al. (2008). Hier konnte 

direkt gezeigt werden, dass der Turgordruck nicht der Stimulus ist, den KdpD unter Kalium 

limitierenden Bedingungen wahrnimmt. Eine maximale und permanente Expression der Gene 

des KdpFABC-Systems konnte bei einem Kalium-“downshock“ detektiert werden, ein 

Schrumpfen des Cytoplasmas der gestressten Zellen fand aber nicht statt, wohingegen eine 

Reduktion des cytoplasmatischen Volumens aus einem osmotischen “Upshock“ resultierte, 

dabei die Gene des KdpFABC-Systems aber nur moderat und transient induziert wurden. Ein 

osmotischer Schock der Zellen mit 0.4M KCl verminderte das cytoplasmatische Volumen um 

40%, eine Induktion der kdpFABC Gene blieb jedoch aus, was zeigt, dass die Verminderung 

des cytoplasmatischen Volumens der Zelle in diesem Fall wahrscheinlich einem 

Natriumeffekt zugrunde liegt. 

Das “ionic strength“ Modell zur Osmolaritätswahrnehmung besagt, dass der Reiz in dem 

Anstieg der cytoplasmatischen Ionenkonzentration liegt (Poolman et al., 2002). Eine aus der 

Plasmolyse resultierende Volumenabnahme der Zelle erhöht die Konzentrationen aller 

cytoplasmatischen Komponenten. Die damit einhergehende erhöhte Kaliumkonzentration im 

Cytoplasma der Zelle aktiviert in Kombination mit dem “macromolecular crowding“ die 

Transkription von Genen, die an der Zellantwort auf die erhöhte Osmolalität beteiligt sind, 

wozu unter anderem auch das kdpFABC-Operon gehört. Als Argument für dieses Modell 
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konnten Jung et al. (2000) in vitro zeigen, dass eine Erhöhung der Ionenstärke im Cytoplasma 

mit einem Anstieg der Autophosphorylierungsaktivität der Sensorkinase gekoppelt ist. 

Desweiteren wurde der Einfluss von Cs+ auf die Expression des kdpFABC-Operons getestet. 

Cs+ ist als ein Inhibitor für K+-Transportsysteme bekannt (Bossemeyer et al., 1989). Die 

Zugabe von Cs+ zum Medium bewirkte eine Steigerung der kdpFABC-Transkription und 

damit eine erhöhte Synthese des KdpFABC-Komplexes in vivo (Jung et al., 2001a). Diese 

Beobachtung beruht vermutlich auf der abnehmenden K+-Konzentration im Cytoplasma, 

welche durch die Inhibierung der K+-Transporter hervorgerufen wird. Im Gegensatz dazu 

konnten Hamann et al. (2008) zeigen, das es keinen Zusammenhang zwischen einer 

Änderung der cytoplasmatischen Kaliumkonzentration nach Zugabe verschiedener 

Substanzen zum Medium der Zellen und einer Induktion der Gene des Kdp-Systems gibt. 

Bezüglich eines Kalium-“downshocks“ konnte keine sofortige Veränderung in der 

cytoplasmatischen Kalium- und Glutamatkonzentration detektiert werden, die als Stimulus für 

die kdp-Induktion dienen könnte. Die Ergebnisse von Balaji et al. (2005) zweifeln sowohl das 

“turgor control“ als auch das “ionic strength“ Model an. Mittels quantitativer real-time RT-

PCR Analyse der Expression von sieben osmotisch regulierten Genen in Salmonella enterica 

serovar Typhimurium konnte zum Einen gezeigt werden, dass die Induktion der kdp-Gene 

nach einem osmotischen Schock mit 0,3M NaCl erst nach Induktion der Gene, die für 

Proteine kodieren, welche für den Transport kompatibler Solute verantwortlich sind, stattfand. 

Zum anderen wurde zusätzlich eine Abnahme der kdp-Induktion  nach osmotischen Schock 

mit 0,6M Sucrose beobachtet. Wie aus der Zusammenfassung dieser Ergebnisse hervorgeht, 

ist es wahrscheinlicher, dass die Sensorkinase KdpD unterschiedliche Reize wahrnehmen 

kann.  

Bereits früher wurde gezeigt, dass die kdpFABC-Expression von der cytoplasmatischen K+-

Konzentration und/oder von der Rate des K+-Transportes abhängen könnte (Asha & 

Gowrishankar, 1993). Beide Modelle zur Regulation liefern noch keine zufriedenstellende 

Antwort auf die Frage, welche Reize von der Sensorkinase wahrgenommen werden.  

Einen anderen Ansatz verfolgen Rothenbücher et al. (2005), indem sie davon ausgehen, dass 

die cytoplasmatische C-terminale Domäne von KdpD als Sensor der extracytoplasmatischen 

Kaliumkonzentration fungiert. Diese These basiert auf Versuchsergebnissen, die zeigten, dass 

die lösliche C-terminale Domäne die Fähigkeit besitzt, die Deletion des Wildtyp kdpD Gens 

zu komplementieren. Da die kdpFABC-Expression jedoch in diesem Falle sehr niedrig ist, ist 

diese Aussage eher zweifelhaft. Diese kritische Bewertung steht im Einklang mit der 
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Beobachtung, dass die intrazelluläre K+-Konzentration als Reiz unwahrscheinlich ist (Malli & 

Epstein, 1998; Hamann et al., 2008). 

Eine weitere Möglichkeit der Reizwahrnehmung von KdpD könnte in der Interaktion mit 

anderen Proteinen liegen. In Mycobacterium tuberculosis H37Rv konnte eine 

Wechselwirkung der KdpD-“Input“-Domäne mit den Lipoproteinen LprJ und LprF 

nachgewiesen werden (Steyn et al., 2003), was bedeuten könnte, dass es funktionell möglich 

ist, ein Zweikomponenten-system mit Mitgliedern großer Membranproteinfamilien zu 

koppeln und darauf hinweist, dass Reize, die von KdpD wahrgenommen werden, über diese 

Adapterproteine zur Sensorkinase geleitet werden könnten. Görke et al. (2009) konnten 

außerdem mittels “Two Hybrid“ Daten eine Interaktion zwischen der Sensorkinase KdpD und 

dem Phosphotransferase-Protein IIANtr aufzeigen.  

 

1.7 KdpD und Pathogenität 

Aktuelle Studien zum Zweikomponentensystem KdpD/KdpE befassen sich mit einer 

möglichen Bedeutung des Systems im Rahmen bakterieller Pathogenität. Das Sensorkinase/ 

Antwortregulator-System KdpD/KdpE des insekten- und humanpathogenen Bakteriums 

Photorhabdus asymbiotica reicht aus, um einen harmlosen E. coli Laborstamm 

widerstandsfähig gegen phagocytotischen Verdau zu machen und so in den Hemocyten zu 

verbleiben, resultierend im Tod der Insekten (Vlisidou et al., 2010). Andersherum führte eine 

Deletion der kdpDE Gene in Mycobacterium tuberculosis zu einer gesteigerten Virulenz. 

Mäuse, die mit der M. tuberculosis kdpDE Mutante infiziert wurden, starben schneller, als mit 

dem Wildtyp infizierte Mäuse (Parish et al., 2003). Auch in Staphylococcus aureus wird eine 

Rolle des Zweikomponentensystem in der Regulation der bakteriellen Virulenz diskutiert. 

Studien von Zhao et al. (2010) weisen daraufhin, das der “Quorum Sensing“ Autoinduktor 

AI-2 mit KdpD wechselwirkt. Mittels “Gel shift Assays“ konnte gezeigt werden, dass der 

Antwortregulator KdpE an die Promotorregion des cap-Operons binden kann, resultierend in 

einer erhöhten Synthese von kapsulären Polysacchariden, die während der Invasion als 

Zellwandkomponenten mit dem Immunsystem des Wirtes interagieren und so dem Bakterium 

eine Resistenz gegenüber der Aufnahme und dem Töten durch die Wirtsphagocyten verleihen. 

Allerdings gehen die Autoren nicht näher auf mögliche KdpE-Bindestellen in der cap- 

Promotorregion ein, die keine Homologien zum kdpFABC-Promotor aufweisen. In der 

Genregulation der Pathogenitätsinsel des Bakteriums Francisella tularensis wurde eine 

Wechselwirkung zwischen der Sensorkinase KdpD und dem Antwortregulator PmrA 

gefunden, welcher im phosphoryliertem Zustand an Promotorregionen von Genen bindet, die 
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wiederum die Transkription der Francisella Pathogenitätsinselgene initiieren (Bell et al., 

2010).  

 

1.8 Diese Arbeit 

Diese Arbeit befasst sich sowohl mit biochemischen Untersuchungen der Sensorkinase KdpD, 

als auch mit Wechselwirkungen zu unbekannten Proteinen, die für das Anschalten der Kdp- 

Signaltransduktionkaskade verantwortlich sein könnten. Im ersten Teil dieser Arbeit richtet 

sich die Suche nach dem Stimulus, der von KdpD detektiert wird, auf eine mögliche 

Interaktion der Sensorkinase mit einem bisher unbekannten Protein. Die Anwendung des 

“Bacterial Two Hybrid“ Systems sollte nicht nur in vivo Interaktionsstudien zwischen der 

Sensorkinase und dem Antwortregulator des Zweikomponentensystems ermöglichen, sondern 

auch die Beziehung zwischen den Proteinen des Zweikomponentensytems und den 

Untereinheiten der KdpFABC-ATPase näher beschreiben. Zusätzlich sollten mögliche KdpD-

Interaktionspartner getestet werden, die schon in vorausgegangenen Experimenten und 

Arbeiten hinsichtlich eines möglichen Einflusses auf die Regulation des KdpFABC-Systems 

diskutiert wurden. Außerdem sollte dieses Testsystem benutzt werden, um das 

Interaktionsverhalten verschiedener KdpD Derivate (Punktmutationen, Teildeletionen) zu 

untersuchen und um Rückschlüsse auf strukturelle Komponenten einer Interaktion ziehen zu 

können.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein funktionelles Reinigungs- und 

Rekonstitutionsprotokoll etabliert werden, welches zur näheren Aufklärung der Struktur und 

der biochemischen Charakterisierung der Sensorkinase beiträgt. Zusätzlich sollte die Bindung 

von ATP innerhalb der “Transmitter“-Domäne des Proteins mittels Fluoreszenzspektroskopie 

näher untersucht werden.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Materialien 

 

 Für diese Arbeit wurden folgende Materialien verwendet: 

 

Restriktionsenzyme 

Phusion High Fidelity DNA Polymerase 

T4 DNA Ligase 

T4 DNA Polymerase 

New England Biolabs (Frankfurt) 

Gene Ruler DNA Ladder Mix 

Page Ruler Prestained Protein Ladder 

Fermentas (St.Leon-Rot) 

Qiaquick Gel Extraction Kit 

Qiaprep Spin Miniprep Kit 

Ni2+-NTA Agarose 

Qiagen (Hilden) 

M17 Agar 

M17 Broth 

Oxoid (Basingstoke, England) 

MacConkey Agar Applichem (Darmstadt) 

Imidazol 

LDAO 

Fluka Analytical, Sigma-Aldrich 

(Steinheim) 

Detergenzien Affymetrix, Anatrace Produkt 

(Maumee, Ohio, USA) 

TNP-ATP Molecular Probes, Invitrogen 

(Karlsruhe) 

 

Alle hier nicht aufgeführten Materialien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg), Sigma-

Aldrich (Steinheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), DIFCO (Sparks), Invitrogen 

(Karlsruhe), Riedel-de Haen (Seelze), Applichem (Darmstadt) und Serva (Heidelberg) im 

Reinheitsgrad “pro analysis” bezogen. 
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2.2 Stämme, Plasmide und Oligonukleotide 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterien-Stämme sind in Tabelle 2.1 aufgelistet. 

Die verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.2 und die verwendeten Oligonukleotide in 

Tabelle 2.3 aufgeführt. 

 

Tab. 2.1 

Stamm Genotyp Referenz 

E. coli K12 WT Tatum (1945) 

E. coli TKR2000 ∆kdpFABCDE  thi rha lacZ nagA trkA405 

trkD1 atp706 

Kollmann & Altendorf 

(1993) 

E. coli BTH101 F-, cya99, araD139, galE15, galK16, rpsL1  

(Str r), hsdR2, mcrA1, mcrB1 

Karimova et al. (2005) 

E. coli MC1061 araD139 ∆(araA-leu)7697 ∆lacX74 galK16 

galE15(GalS) λ- e14- mcrA0 relA1 

rpsL150(strR) spoT1 mcrB1 hsdR2  

Casadaban & Cohen 

(1980) 

Lactococcus 

lactis NZ9000 

MG1363 mit pepN::nisRK 
 

Kuipers et al. (1998) 

 

Tab. 2.2 
 
Plasmid Resistenz Genotyp Referenz 

pKJ2-6His Apr kdpD-6His in pKK223-3 mit 

zusätzlicher HindIII (2869) 

Restriktionsschnittstelle 

Jung et al. (1997) 

 

 

pBADnLIC Apr Arabinose- induzierbarer E.coli 

Expressionsvektor mit LIC 

Kassette 

Geertsma & Poolman 

(2007) 

pBADcLIC Apr Arabinose- induzierbarer E.coli 

Expressionsvektor mit LIC 

Kassette 

Geertsma & Poolman 

(2007) 

pREnLIC 

 

 

Apr, Cmr  

 

 

E.coli Expressionsvektor mit LIC 

Kassette, pBR322 Replikon und 

Nisin- induzierbarem Promotor           

Geertsma & Poolman 

(2007) 
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pERL Emr Lactococcus lactis 

Expressionsvektor mit pSH71 

Replikon 

Geertsma & Poolman 

(2007) 

pBAD-

kdpDnLIC 

Apr kdpD  in pBAD mit N-terminalem 

10er His-Tag gefolgt von einer 

TEV Proteaseschnittstelle 

diese Arbeit 

pBAD-

kdpDcLIC 

Apr kdpD  in pBAD mit C-terminaler 

TEV Proteaseschnittstelle gefolgt 

von einem 10er His-Tag  

diese Arbeit 

pRE-kdpDnLIC Apr kdpD in pREnLIC mit N-

terminalem 10er His-Tag gefolgt 

von einer TEV 

Proteaseschnittstelle unter 

Kontrolle des Nisin-Promotors 

diese Arbeit 

pNZ kdpDnLIC Emr kdpD in pERL mit N-terminalem 

10er His-Tag gefolgt von einer 

TEV Proteaseschnittstelle unter 

Kontrolle des Nisin-Promotors 

diese Arbeit 

pBD-6His 

G37A, K38A, 

T39C  

Apr kdpD-6His mit Punktmutationen 

im Walker A Motiv 

Jung (1998) 

pBAD 

kdpDcLIC- 

∆Usp 

Apr ∆kdpD251-372-10His in pBAD18 diese Arbeit 

pBAD 

kdpDcLIC-

H673Q 

Apr kdpD-10His mit mutiertem 

Histidinrest 673 in pBAD18 

diese Arbeit 

pBD5-9 Apr kdpD in pBAD18 mit einzelner 

EcoRV-Restriktionsschnittstelle 

(562) und zusätzlichen Schnitt-

stellen XhoI (395), SacI (843), 

SpeI (1291), NotI (1395), AatII 

(1603), KpnI (1587), MluI (1715), 

Zimmann et al. (2007) 
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BsuI (1767) und HindIII (2869) 

pBD5-9∆Arg1 Apr ∆kdpD498-530 in pBD5-9 Eisenbarth (2006) 

pBD5-9∆Arg2 Apr ∆kdpD499-513 in pBD5-9 Andreeßen (2007) 

pBD∆TM1-4 Apr ∆kdpD401-498 in pBAD18 Heermann et al. (2003) 

pBD5-9/E509K Apr kdpD/E509K in pBD5-9 Zimmann et al. (2007) 

pGS4 Apr pSM5 Derivat mit kdpFABC 

Operon 

Durell et al. (2000) 

pUT18 Apr ColEI-ori, Plac::MCS, cyaA225-

399 

Karimova et al. (2001) 

pUT18C Apr ColEI-ori, Plac::cyaA225-399, 

MCS 

Karimova et al. (2001) 

pKT25 Kmr Ori p15A, Plac::cyaA1-224, MCS Karimova et al. (2001) 

pKNT25 Kmr Ori p15A, Plac:: MCS cyaA1-224 Karimova and Ladant 

(2005) 

pUT18C- zip Apr Leucin Zipper von GCN1 in 

pUT18C  

Karimova et al. (2001) 

pKT25- zip Kmr Leucin Zipper von GCN1 in 

pKT25  

Karimova and Ladant 

(2005) 

pEF7 Kmr kdpD1-395 in pKT25 Feuerbaum (2008) 

pEF9 Apr kdpD1-395 in pUT18 Feuerbaum (2008) 

pEF10 Apr kdpD396-895 in pUT18 Feuerbaum (2008) 

pEF11 Kmr kdpD396-895 in pKT25 Feuerbaum (2008) 

pKdpD18 Apr kdpD in pUT18C diese Arbeit 

pKdpD25 Kmr kdpD in pKNT25 diese Arbeit 

pKdpE18 Apr kdpE in pUT18C diese Arbeit 

pKdpE25 Kmr kdpE in pKT25 diese Arbeit 

pKdpA18 Apr kdpA in pUT18C diese Arbeit 

pKdpA25 Kmr kdpA in pKT25 diese Arbeit 

pKdpB18 Apr kdpB in pUT18C diese Arbeit 

pKdpB25 Kmr kdpB in pKT25 diese Arbeit 

pKdpC18 Apr kdpC in pUT18 diese Arbeit 

pKdpC25 Kmr kdpC in pKNT25 diese Arbeit 
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pPssA18 Apr pssA in pUT18C diese Arbeit 

pPssA25 Kmr pssA in pKNT25 diese Arbeit 

pPlsB18 Apr plsB in pUT18C diese Arbeit 

pPlsB25 Kmr plsB in pKNT25 diese Arbeit 

pKdpDE509K-

25 

Kmr kdpD/E509K in pKNT25 diese Arbeit 

pKdpD∆Arg1-25 Kmr ∆kdpD498-530 in pKNT25 diese Arbeit 

pKdpD∆Arg2-5 Kmr ∆kdpD499-513 in pKNT25 diese Arbeit 

pKdpD∆TM1-4 -

25 

Kmr ∆kdpD401-498 in pKNT25 diese Arbeit 

 

Tab. 2.3 

Oligonukleotide Sequenz (5�̀��� 3`) 

n-LIC kdpDfor ATGGTGAGAATTTATATTTTCAAGGTATGAATAACGAACCCTTA

CGTCCCGACCCCGATC 

n-LIC kdpDrev TGGGAGGGTGGGATTTTCATAACATATCCTCATGAAATTCTTCA

AGTTCAGGGGCAG 

c-LIC kdpDfor ATGGGTGGTGGATTTGCTATGAATAACGAACCCTTACGTCCCG

ACCCCGATC 

c-LIC kdpDrev TTGGAAGTATAAATTTTCCATATCCTCATGAAATTCTTCAAGTT

CAGGGGCAG 

PstI kdpD BTHS GCCTGCAGGATGAATAACGAACCCTTACGTC 

XbaI kdpD 

BTHS 

CGTCTCTAGAGTCATATCCTCATGAAATTCTTCAAG 

PstI kdpE 25 

BTHS 

GCCTGCAGGGGTGACAAACGTTCTGATTGTTG 

PstI kdpE 18 

BTHS  

GCCTGCAGGGTGACAAACGTTCTGATTGTTG 

XbaI kdpE 

BTHS 

CGTCTCTAGAGTTTAAAGCATAAACCGATAGCCAATAC 

PstI kdpA25 

BTHS 

GCCTGCAGTGATGGCTGCGCAAGGGTTCTTA 
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PstI kdpA18 

BTHS 

GCCTGCAGGATGGCTGCGCAAGGGTTCTTA 

 

XbaI kdpA 

BTHS 

CGTCTCTAGAGTGGAGAGATATTCCGCCACCGGACC 

PstI kdpB25 GCCTGCAGTGATGAGTCGTAAACAACTGGCG 

XbaI kdpB 

BTHS 

CGTCTCTAGAGTCACCAGACCGCAAACGGTCAGCAG 

PstI kdpC BTHS GCCTGCAGCATGAGTGGATTACGTCCGGCA 

XbaI kdpC 

BTHS 

CGTCTCTAGAGTTTCATCAAGTTTATCCAGCGCCAG 

PstI pssA BTHS GCCTGCAGTATGTTGTCAAAATTTAAG 

XbaI pssA BTHS CGTCTCTAGAGTCAGGATTCGGCTAAT 

PstI plsB BTHS GCCTGCAGTATGTCCGGCTGGCCACGA 

XbaI plsB BTHS CGTCTCTAGAGTCCCTTCGCCCTGCGTC 

pUT18C for CGCCGGATGTACTGGAAACG 

pUT18C rev TGCGGCATCAGAGCAGATTG 

pUT18 for  TGCTTCCGGCTCGTATGTTG 

pUT18 rev TCGATGCGTTCGCGATCCAG 

pKT25 for GCGATTCGGTGACCGATTAC 

pKT25 rev AACGACGGCCGAATTCTTAG 

pKNT25 for  TTATGCTTCCGGCTCGTATG 

pKNT25 rev AACCAGCCTGATGCGATTGC 

 

2.3 Medien und Anzuchtverfahren 

Die Anzucht der in Tabelle 2.1 aufgeführten E.coli Stämme erfolgte in KML-Medium (1% 

KCl; 1% Trypton; 0.5% Hefeextrakt) nach Epstein & Kim (1971). Nährböden wurden durch 

Zugabe von 1,5% (w/v) Agar hergestellt. Antibiotika wurden in Konzentrationen von 

100µg/ml (Ampicillin, Carbenicillin) und 50µg/ml (Kanamycin) zugesetzt. Das Wachstum 

der Zellen erfolgte aerob bei 37°C. Zur kdpD-Überexpression wurden die Zellen aerob in 

einer 27 bzw. 90 Liter Batchkultur in Bioengeneering Lab Pilot Fermenter mit einer Kapazität 

von 30 bzw. 100 Liter, angezogen. Die Zellernte erfolgte hier durch Ankonzentration der 

Zellen in einer Pellicon Tangentialflussfilterpumpe mit 2,5m2 Filterfläche vor der 

Zentrifugation. Die optische Dichte wurde bei einer Wellenlänge von 600nm in einem Uvikon 
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943 Spektralphotometer (Kontron Instruments, Watford) bestimmt. Die Anzucht von 

Lactococcus lactis erfolgte in M17 Medium (Oxoid, Hampshire) supplementiert mit 0.5% 

Glucose. Zur Erhaltung von Plasmiden wurde dem Medium bei Anzucht des Stammes mit 

Plasmid 10µg/ml Chloramphenicol bzw. Erythromycin hinzugegeben. Die Zellen wurden 

anaerob bei 30°C kultiviert. 

 

2.4 Molekularbiologische und genetische Methoden 

 

2.4.1 Plasmidisolierung 

Die DNA von Plasmiden wurde aus 5ml Übernachtkultur mittels des “QIAprep Spin 

Miniprep Kits“ der Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert. Plasmid-

DNA aus Lactococcus lactis wurde aus 5ml Übernachtkultur mittels des “NucleoSpin 

Plasmid Kits“ der Firma Macherey- Nagel (Düren) nach Herstellerangaben gewonnen. 

 

2.4.2 DNA- Modifikationen 

Die Standard-DNA-Techniken wurden, falls nicht anders beschrieben, nach Maniatis et al. 

(1989) und Ausubel et al. (1987) durchgeführt. Die in vitro-Veränderungen von DNA-

Molekülen wie Restriktionen und Ligationen wurden unter den vom jeweiligen Hersteller 

empfohlenen Bedingungen durchgeführt. Linearisierte Vektoren wurden zur Verhinderung 

einer Religation mit Alkalischer Phosphatase behandelt. Bei neu konstruierten Plasmiden 

wurde die Korrektheit durch Kontrollrestriktionen mit entsprechenden Restriktionsendo-

nukleasen und DNA-Sequenzanalyse verifiziert. 

 

2.4.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA 

Die analytische und präparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-

Gelelektrophorese. Dafür wurden Gele mit 0.7-1.5 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer (40mM 

Tris; 40mM Essigsäure; 1mM EDTA) verwendet, die mit GelStar (5µl der 10.000-fachen 

Stocklösung in 50ml TAE Puffer) versetzt waren. Vor dem Lauf wurde zu den Proben 10 x 

DNA-Probenpuffer (50% Glycerin; 0.1M EDTA; 1% SDS; 0.1% Bromphenolblau) gegeben. 

Zur Bestimmung der DNA-Fragment-Größen diente der “GeneRuler DNA Ladder Mix“ der 

Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot). Der Gellauf wurde in einer “Mini Sub DNA Cell“-

Agarosegel-Laufkammer (BioRad, München) bei konstant 100V für 30-60min durchgeführt. 

Die Detektion der aufgetrennten DNA erfolgte auf einem UV-Transilluminator bei 304nm 
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und die Dokumentation der Gele mit einer Gel-Dokumentationsanlage von Herolab 

(Wiesloch). 

 

2.4.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen 

DNA-Fragmente wurden mittels des “QIAquick Gel Extraction Kits“ von Qiagen (Hilden) 

nach Angaben des Herstellers aus Agarosegelen extrahiert. 

 

2.4.5 Herstellung kompetenter Zellen 

Die Transformation von  E. coli Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach einer modifizierten 

RbCl-Methode (Promega Technical Manual, 1994). Zur Präparation von kompetenten Zellen 

wurde eine Übernachtkultur 1:100 in frisches Medium überimpft und aerob bei 37°C bis zu 

einer Optischen Dichte von 0.3-0.5 angezogen. Anschließend wurden die Zellen bei 4500 x g 

für 10min zentrifugiert und in dem halben Volumen kalter Lösung A (10mM MOPS, pH 7.0; 

10mM RbCl) resuspendiert. Nach erneuter zehnminütiger Zentrifugation bei 4500 x g wurden 

die Zellen im gleichen Volumen kalter Lösung B (100mM MOPS, pH 6.5; 50mM CaCl2; 

10mM RbCl) resuspendiert und für 30min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren 

Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in Lösung B (10% des Ausgangsvolumens) 

aufgenommen und dann direkt für Transformationen verwendet. Für eine längere 

Aufbewahrung wurden die kompetenten Zellen mit 10% Glycerin versetzt und nach 

Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert. 

Die Präparation von elektrokompetenten Lactococcus lactis Zellen erfolgte nach dem 

modifiziertem Protokoll von Geertsma & Poolman (2007). Zellen wurden dazu in mit 0.5% 

Glucose, 0.5M Sucrose und 2% Glycin supplementiertes M17 Medium bis zu einer OD600 von 

~ 0.5 angezogen und anschließend für 15min bei 5000 x g und 4°C abzentrifugiert. Nach 

Waschen der Zellen in einem Volumen eiskalter Lösung A (0.5M Sucrose, 10% Glycerin), 

einem halben Volumen Lösung A supplementiert mit 50mM Na-EDTA, pH7.5 und einem 

Viertel Volumen Lösung A, wurden die Zellen in einem hundertstel Volumen Lösung A 

resuspendiert. Aliquots von 40µl wurden nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei       

-80°C gelagert. 

 

2.4.6 Transformation und Elektroporation von kompetenten Zellen 

Für die Transformation wurden 200µl kompetente E. coli Zellen mit 100-200ng Plasmid-

DNA (1µl) oder einem kompletten Ligationsansatz mindestens eine Stunde auf Eis inkubiert. 

Nach einem Hitzeschock (1.5min bei 42°C) und 10 minütiger Inkubation auf Eis wurde zu 
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jedem Ansatz 0.8ml KML-Medium gegeben und für mindestens eine Stunde aerob bei 37°C 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen auf geeigneten Selektionsnährböden ausplattiert. 

Bei Plasmidtransformationen wurden 100µl des Transformationsansatzes und bei 

Transformationen mit Ligationsansätzen wurde der gesamte Ansatz ausplattiert. Es folgte eine 

Inkubation der Platten über Nacht bei 37°C. 

Für die Elektroporation kompetenter Lactococcus lactis Zellen wurden 40µl Zellen mit 1µl 

Plasmid-DNA gemischt und in eine eiskalte Elektroporationsküvette transferiert (2mm). Die 

Zellen wurden einem elektrischen Impuls mit einer Feldstärke von 2000V, bei 25µF und 

200Ω ausgesetzt. Danach wurden die Zellen sofort mit 1ml eiskaltem M17-Medium, welches 

mit 0.5% Glucose, 0.5M Sucrose, 20mM MgCl2 und 2mM CaCl2 supplementiert war, versetzt 

und für 10min auf Eis gekühlt. Nach anschließender Inkubation für zwei Stunden bei 30°C, 

wurden Aliquots auf M17 Agarplatten supplementiert mit 0.5% Glucose, 0.5M Sucrose und 

5µg/ml Antibiotikum, ausplattiert und über Nacht bei 30°C inkubiert. 

 

2.4.7 DNA-Sequenzanalysen 

Die Sequenzierung von doppelsträngiger DNA erfolgte nach dem Prinzip des “Cycle 

Sequencing”, welches auf dem nach Sanger et al. (1977) beschriebenen Ketten-

abbruchverfahren mit Didesoxynukleotiden basiert. Als Primer fanden verschiedene 

synthetische Oligonukleotide (Operon, Köln) Verwendung, welche komplementär zu 

gewünschten Abschnitten der Sequenz der jeweiligen DNA-Fragmente waren. 

Die Sequenzierung der entsprechenden Plasmide oder PCR-Fragmente wurde durch die Firma 

Seqlab (Göttingen) mit den passenden Primern durchgeführt und mit der Software Chromas 

(Version 1.43) und SE Central (Clone Manager) ausgewertet. 

 

2.4.8  Konstruktion der “BTHS“- Plasmide 

Zur Konstruktion der “Bacterial two hybrid“ Plasmide wurden die Gene kdpA, kdpB, kdpC, 

kdpD (sowie dessen Derivate), kdpE, pssA und plsB durch PCR mit den Primern PstI GenX 

BTHS und XbaI GenX BTHS amplifiziert (GenX = kdpA, kdpB, kdpC, kdpD, kdpE, pssA 

bzw. plsB). Das PCR-Produkt wurde anschließend zwischen die PstI und XbaI 

Restriktionsschnittstellen innerhalb der MCS der Vektoren pUT18C, pUT18, pKT25 bzw. 

pKNT25 kloniert, resultierend in den Plasmiden pKdpA18, pKdpA25, pKdpB18, pKdpB25, 

pKdpC18, pKdpC25, pKdpD18, pKdpD25, pKdpDE509-25, pKdpD∆Arg1-25, 
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pKdpD∆Arg2-25, pKdpD∆TM1-4-25, pKdpE18, pKdpE25, pPssA18, pPssA25, pPlsB18 und 

pPlsB25. Eine detaillierte Darstellung der “BTHS“ Vektoren ist in Abbildung 2.1 gezeigt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.9 Konstruktion von Plasmiden mittels Ligation Independent Cloning (LIC) 

Die Methode des “n-LICing“ wurde für die Klonierung von kdpD verwendet, resultierend in 

einem Konstrukt mit N-terminalem 10er His-Tag, gefolgt von einer TEV Proteaseschnittstelle 

und KdpD. Die Vektoren für diese Methode (pBADnLIC bzw. pREnLIC) enthalten eine n-

LIC Kassette, die u.a. für den 10er His-Tag und die TEV-Proteaseschnittstelle kodiert und in 

der sich eine SwaI Restriktionsschnittstelle befindet. Die Restriktion des Vektors erfolgte über 

Nacht mit 25 Units des SwaI Enzyms bei 25°C. Durch PCR wurde außerdem das Gen kdpD 

amplifiziert. Dazu wurden Primer benötigt, welche die Start- bzw. Endsequenz (ohne 

Abb. 2.1: Vektoren des “BTH“ Systems (nach Euromedex, 2000). pUT18 ist ein Derivat des “multi-copy” 

Vektors pUC19 und expremiert als Selektionsmarker eine Ampicillinresistenz. Es kodiert das T18 Fragment 

(AS 225-399 der Adenylatzyklase), welches unter transkriptionaler Kontrolle des lac-Promotors expremiert 

wird. Das offene Leseraster von T18 liegt stromabwärts der MCS mit 9 Einzelrestriktionsschnittstellen. Das 

Plasmid ist konstruiert um Fusionsproteine zu expremieren, in denen das heterologe Polypeptid an das N-

terminale Ende von T18 fusioniert ist. pUT18C unterscheidet sich von pUT18 darin, dass die MCS am 3`Ende 

des offenen Leserasters von T18 lokalisiert ist und so Fusionproteine expremiert werden, in denen das 

heterologe Polypeptid an das C-terminale Ende von T18 fusioniert ist. pKT25 kodiert für das T25 Fragment 

(AS 1-224 der Adenylatzyklase), welches ebenfalls unter transkriptioneller Kontrolle des lac-Promotors steht. 

Der Vektor ist ein Derivat des “low-copy“ Plasmids pSU40 und expremiert einen Kanamycinresistenzmarker. 

Die MCS befindet sich am 3`Ende des T25 Fragments und erlaubt so die Konstrution von in-frame Fusionen 

am C-terminalen Ende des T25 Polypeptids. pKNT25 kodiert dagegen das T25 Fragment, welches in frame 

stromabwärts der MCS liegt und somit die Konstruktion von in frame Fusionen am N-terminalen Ende von 

T25 erlaubt.  
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Stopcodon) von kdpD enthalten, sowie spezielle nLIC-Verlängerungen (Tab. 2.4). Nach 

Aufreinigen des PCR-Produktes und des geschnittenen Vektors, wurden 200ng des SwaI 

verdauten Vektors sowie äquimolare Mengen des PCR-Produktes mit Bidest auf 10µl 

eingestellt. Nach Zugabe von 3µl 5x Puffer (250mM Tris/ HCl, 75mM (NH4)SO4, 35mM 

MgCl2, 0.5mM EDTA, 50mM 2-Mercaptoethanol, 0.1mg/ml BSA, pH8.8), 1,5µl 25mM 

dCTP (Vektor) bzw. 1,5µl 25mM dGTP (PCR-Produkt) und 0,5µl T4-DNA-Polymerase, 

erfolgte eine 30 minütige Inkubation in einem mit Wasser gefülltem Becherglas bei RT. 

Durch Inkubation des Ansatzes bei 75°C für 20 Minuten wurde die T4-DNA-Polymerase 

anschließend inaktiviert. Die DNA war nun “LIC-ready“ und konnte in diesem  Zustand bis 

zu sechs Monate bei 4°C gelagert werden. Schließlich wurde “LIC-ready“ Vektor-DNA im 

Verhältnis 1:3 mit dem “LIC-ready“ PCR-Produkt gemischt und nach fünf minütiger 

Inkubation bei RT in kompetente Zellen transformiert. Die Zellen wurden nach 

phänotypischer Expression auf KML-Platten mit Antibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 

37°C inkubiert. Die Methode des “c-LICing“ erfolgte nach dem gleichen Prinzip, 

Unterschiede finden sich in den speziellen LIC- Verlängerungen der Primer (siehe Tab.2.4) 

und in den entsprechenden Vektoren (pBADcLIC bzw. pREcLIC), wodurch kdpD an eine 

andere Stelle innerhalb der LIC-Kassette kloniert wird, resultierend in einem Konstrukt mit 

kleiner Modifikation am N-Terminus von KdpD (MGGFA) und C-terminaler TEV-

Proteaseschnittstelle gefolgt von einem 10er His-Tag. Der Vorteil dieser Methode gegenüber 

der herkömmlichen Ligation ist, dass dieses Verfahren effizient und schneller durchzuführen 

ist.  

 

Primer Sequenz 5�̀ 3`  

n-LIC kdpDfor ATGGTGAGAATTTATATTTTCAAGGT – Start kdpD 

n-LIC kdpDrev TGGGAGGGTGGGATTTTCATTA - Ende kdpD (ohne Stopcodon) 

c-LIC kdpDfor ATGGGTGGTGGATTTGCT -  Start kdpD 

c-LIC kdpDrev TTGGAAGTATAAATTTTC - Ende kdpD (ohne Stopcodon) 

Tab. 2.4: LIC- Verlängerungen der Primer, die für das “Ligation Independent Cloning“ benötigt werden. 

 

2.4.10 Vector-backbone Exchange (VBEx-Methode) nach Geertsma & Poolman (2007) 

Als Grundlage für die VBEx-Methode wurde kdpD über die “n-LICing“ Strategie in den 

Vektor pREnLIC kloniert, resultierend in dem Plasmid pRE-kdpDnLIC. Das kdpD Gen liegt 

nun unter Kontrolle des Nisin- Promotors und enthält den N-terminalen 10er His-Tag gefolgt 

von der TEV-Proteaseschnittstelle. Außerdem enthält das Plasmid das Lactococcus lactis cat 
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Resistenzgen. Der Austausch des Vektoren-„Rückgrats“ von pRE-kdpDnLIC erfolgte in 

einem kleinen Volumen (10µl) in einem PCR-Gerät mit beheizbarem Deckel, um 

Kondensation zu vermeiden. Mindestens 125ng des Lactococcus lactis Vektors pERL (enthält 

den L. lactis pSH71 ori) und mindestens 125ng pRE-kdpDnLIC DNA wurden gemischt und 

durch Zugabe von 1µl 10x Puffer (100mM Tris/HCl, pH7.5, 100mM MgCl2, 500mM NaCl, 

1mg/ml BSA), 5 Units SfiI Restriktionsenzym (Fermentas) und MilliQ auf ein Endvolumen 

von 10µl gebracht. Der Ansatz wurde für 80 min bei 50°C inkubiert, gefolgt von einer 20 

minütigen Inkubation bei 80°C zur Inaktivierung von SfiI. Nach Abkühlung auf RT wurde die 

Ligation durch Zugabe von 1,5µl 8mM Na2-ATP, pH7 und 0.5 Units T4 DNA Ligase (NEB) 

gestartet. Nach einstündiger Inkubation bei 20°C wurde die T4 DNA Ligase hitzeinaktiviert 

durch Inkubation bei 65°C für 20min. Für die Transformation wurden 2µl des Ansatzes zu 

30µl elektrokompetenten Lactococcus lactis NZ9000 Zellen gegeben und Aliquots wurden 

auf 0.5% Glucose-, 0.5M Sucrose- und 5µg/ml Chloramphenicol- supplementierte M17 

Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 30°C inkubiert. Eine schematische Darstellung 

der Methode verändert nach Geertsma und Poolman (2007) ist in Abb. 2.2 gezeigt. 
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Abb. 2.2: Klonierungsstrategie mittels LIC und VBEx (verändert nach Geertsma und Poolman, 2007). a) 

Bei der LIC- Methode wird das Gen kdpD zunächst mittels Primern mit spezifischen LIC- Überhängen 

amplifiziert (blau und grün). Das Plasmid pREnLIC wird durch Restriktion innerhalb der LIC- Kassette mit SwaI 

linearisiert. Einzelstrangüberhänge des PCR- Produktes und des Vektors werden durch Behandlung mit der T4 

DNA Polymerase erzeugt und die komplementären Überhänge, welche lang genug sind, um eine spezifische 

Enzym-freie Anlagerung zu gewährleisten, lagern sich durch Mischen des PCR- Produktes mit dem Vektor an. 

Das entstandene Heteroduplex pRE kdpDnLIC wird schließlich in E. coli Zellen transformiert. b) Bei der VBEx- 

Methode wird der L. lactis Expressionsvektor pNZxLIC an den beiden eingeführten SfiI Restriktionsstellen 

geschnitten. Das Plasmid pERL besteht nun aus dem pSH71 Replikon (hellgrün) aus pNZxLIC fusioniert mit 

einem Erythromycinmarker (blau). Das Plasmid pREnLIC besteht aus einem cat Marker und der LIC Sequenz 

aus pNZxLIC, fusioniert an das E. coli Replikon pBR322 (lila) und einem bla Marker (pink). Dieser Vektor 

wurde bei der LIC- Methode (a) eingesetzt; der pNZ kdpDnLIC Vektor wird nun erhalten, indem die Plasmide 

pERL und pRE kdpDnLIC gemischt werden und mit dem Enzym SfiI geschnitten werden. Nach Ligation und 

Transformation werden die Zellen selektioniert auf der Fähigkeit in Anwesenheit von Chloramphenicol.in L. 

lactis zu replizieren.  
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2.5 Biochemische und analytische Methode 

 

2.5.1  Screening mittels McConkey-Agarplatten 

Zur Selektion der “BTHS“-Klone wurden MacConkey/Maltose-Agarplatten verwendet. 

Hierzu wurden 40g MacConkey Agar (Difco, Michigan) in einem Liter destilliertem Wasser 

gelöst und autoklaviert. Im Anschluß wurden vor dem Giessen der Platten sterilfiltrierte 

Maltose-Stocklösung [20%] zu einer Endkonzentration von einem Prozent, sowie Antibiotika 

(100µg/ml Ampicillin und 50µg/ml Kanamycin) hinzugegeben. Die Inkubation der Platten 

erfolgte für 24-48 Stunden bei 30°C. 

 

2.5.2 ββββ-Galaktosidase-Aktivitätstest 

Die in vivo Expression des für die Adenylatzyklase kodierenden Gens cya wurde mittels des 

Reportergens lacZ nachgewiesen. Die mit dem β-Galaktosidase-Aktivitätstest nach Miller 

(1972) bestimmte Aktivität der vom lacZ-Gen kodierten β-Galaktosidase diente als indirektes 

Maß für die Expression von cya im “BTHS“-Verfahren. Für den Test wurden Zellen des 

Stammes E. coli BTH101 (∆cya) mit den entsprechenden Plasmiden (kodierend für das T18 

Fragment der Adenylatzyklase + Protein A bzw. das T25 Fragment der Adenylatzyklase + 

Protein B) in KML Medium bis zu einer OD600 von etwa eins angezogen. Anschließend 

wurde 1ml jeder Zellkultur für 10min bei 16.000 x g zentrifugiert und in 1ml Phosphatpuffer 

(200mM, pH7) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von 100µl 

Chloroform und 50µl SDS [0.1 % (w/v)]. Zur Bestimmung der Aktivität wurden 200µl ortho-

Nitrophenyl-β-D-Galaktosid [4mg/ml] zu den Proben gegeben. Die Reaktionen wurden nach 

4min durch Zugabe von 500µl Natriumcarbonat [1M] gestoppt. Zelltrümmer konnten durch 

Zentrifugation bei 16.000 x g für 10min entfernt werden. Die Intensität der durch die 

Reaktion hervorgerufenen Färbung wurde photometrisch bei einer Absorption von 420nm 

bestimmt. Die Aktivität konnte mit Hilfe folgender Formel berechnet werden: 

 

Aktivität [units] = (A420 x 1000) / (t x V x OD600) 

 

Dabei ist A420 als die Absorption der Reaktionslösung, OD600 als die Optische Dichte der 

Zellsuspension, t als die Reaktionszeit [min] und V als das Reaktionsvolumen [ml] definiert. 
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2.5.3 SDS-PAGE und Blue Native Gelelektrophorese 

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-PAGE nach Laemmli 

(1970). Dazu wurden 0.75mm dicke Flachgele der Größe 7x10cm verwendet. Die 

Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel 4.9% und im Trenngel 9%. Die SDS-Gele 

wurden mit Hilfe von Rotiphorese-Fertiglösung [30% (w/v) Acrylamid; 0.8% (w/v) 

Bisacrylamid] (Roth, Karlsruhe) hergestellt. Die Proteinproben wurden vor dem Lauf mit 

SDS-Probenpuffer versetzt, so dass eine Endkonzentration von 50mM Tris/HCl, pH6.8, 10% 

(v/v) Glycerol, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) β-Mercaptoethanol und 0.1% (w/v) Bromphenolblau 

erzielt wurde. Als Proteinstandard wurde “PageRuler Prestained Protein Ladder“ verwendet. 

Der SDS-Laufpuffer bestand aus 0.025M Tris, 0.19M Glycin und 0.1% SDS. Der Gellauf 

wurde in einer “Mini-Protean“-Laufanlage (BioRad, München) für Minigele bei konstant 

200V durchgeführt. Die aufgetrennten Proteine wurden anschließend mit Serva Blau G-250 

(Coomassie-Blau) nach Weber & Osborn (1969) detektiert, wobei die Färbelösung zur 

Fixierung der Proteine neben 0.25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue und 50% (v/v) Methanol 

zusätzlich 10% (w/v) TCA enthielt. Die Entfärbung der Gele erfolgte in 5% (v/v) Methanol 

und 7.5% (v/v) Essigsäure. Zur Trennung von Proteinen unter nativen Bedingungen wurde 

eine Blue Native Gelelektrophorese mittels des “ServaGel Native Gel Starter Kit“ nach 

Angaben des Herstellers (Serva, Heidelberg) durchgeführt. 

 

2.5.4 Immunoblot  

Der Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf Nitrocellulose (Porengröße 0.45µm) 

erfolgte mit Hilfe einer “Trans-Blot SD semi dry“-Anlage (BioRad, München) für 20min bei 

20V. Dafür wurde, nach Angaben des Herstellers, ein Puffer mit 125mM Tris/HCl, pH8.3; 

192mM Glycin und 20% (v/v) Methanol verwendet. Anschließend wurde die Nitrocellulose 

für eine Stunde bei 37°C in Puffer A (0.9% (w/v) NaCl; 50mM Tris/HCl, pH7.4) + 5% (w/v) 

Magermilch inkubiert, um die Membran mit Protein abzusättigen und somit eine 

unspezifische Bindung der Antikörper auf der Blotmembran zu verhindern. Mit Hilfe des 

Antiserums α KdpD (1:2500 verdünnt in Puffer A + 5% (w/v) Magermilch) konnte KdpD 

nachgewiesen werden (Zimmann, 1995). Nach der Behandlung mit dem ersten Antikörper 

(über Nacht bei 4°C) wurde die Membran dreimal für 10min in Puffer A gewaschen. 

Daraufhin wurde die Membran für 10min mit Puffer A und 5% (w/v) Magermilch gequencht. 

Anschließend erfolgte die Bindung des zweiten Antikörpers für 1 Stunde bei RT. Dazu 

wurde, gemäß dem Protokoll nach Zimmann (1995), Ziege-anti-(Kaninchen-IgG) konjugiert 
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mit Alkalischer Phosphatase für die Detektion von KdpD verwendet. Vor der Detektion 

wurde die Membran wieder dreimal für 15min mit Puffer A gewaschen. Die Entwicklung des 

Immunoblots erfolgte durch Inkubation in Substratlösung (45mM Natriumcarbonat, pH9.5; 

0.01% (w/v) Nitro-Blue-Tetrazolium; 0.045% (w/v) 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat).  

 

2.5.5 Proteinbestimmung  

Die Bestimmung des Proteingehaltes in Membranvesikeln bzw im Cytoplasma wurde mit  

dem BCA-Assay in Abwandlung des Protokolls von Smith et al. (1985) ermittelt. Als 

Standardprotein für die Erstellung von Eichgeraden wurde BSA (New England Biolabs) 

verwendet. Die Bestimmung der Konzentration von gereinigtem KdpD erfolgte mit dem 

NanoDrop 1000 Spektrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington).  

 

2.5.6 Präparation von invertierten Membranvesikeln 

Invertierte Membranvesikel wurden nach dem Protokoll von Siebers & Altendorf (1988) 

hergestellt. In Abwandlung zu diesem Protokoll wurde ein Aufschlusspuffer verwendet, der 

nicht Hepes/Tris, sondern Tris/HCl, pH8 enthielt. Aufgeschlossen wurden die Zellen am 

Aufschlussgerät Basic-Z (Düse: 0,18mm, Aufschlussdruck E.coli Zellen: 1,35kbar, 

Aufschlussdruck Lactococcus Zellen: 2,1kbar). Nicht aufgeschlossene Zellen und 

Zelltrümmer wurden durch einen niedertourigen Zentrifugationsschritt für 10min bei 12000 x 

g und 4 °C entfernt. Die invertierten Membranvesikel wurden bei 235.000 x g in einer 

Beckman L-80 XP Ultrazentrifuge pelletiert und anschließend in 20mM Tris/HCl, pH8 

aufgenommen. Die Lagerung der Vesikel erfolgte in flüssigem Stickstoff. 

 

2.5.7 Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie 

Membranvesikel wurden zunächst mit Puffer A (50mM Tris/HCl pH8; 300mM NaCl) auf 

5mg/ml eingestellt und mit 1% (w/v) DDM für eine Stunde auf Eis solubilisiert. Nach 

anschliessender Zentrifugation (20min, 444.000 x g, 4°C) zur Trennung von Membranen und 

Solubilisat erfolgte die Bindung von KdpD(6His) an die zuvor mit dem vierfachen 

Säulenvolumen Wasser gewaschene und mit Puffer A äquilibrierte Ni2+-NTA Agarose für 

eine Stunde bei 4°C und leichtem Schwenken unter Zugabe von 15mM Imidazol pH7 im 

Batchverfahren. Nach Bindung des Proteins an die Ni2+-NTA Agarose erfolgte ein 

Waschschritt inklusive eines Detergenzwechsels von DDM zu CYMAL 5. Dazu wurde das 

zehnfache Säulenvolumen Puffer A mit 30mM Imidazol, pH7 und 0,24% (w/v) CYMAL 5 
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verwendet. Schließlich erfolgte eine stufenweise Elution des Proteins von der Ni2+-NTA 

Agarose unter Verwendung des 0,4fachen Säulenvolumens Puffer A inklusive 0,24% (w/v) 

CYMAL 5 sowie 100mM, 187mM und 250mM Imidazol, pH7. Zusätzlich wurde den 

einzelnen Elutionsfraktionen zur Bindung von Ni2+-Ionen 5mM EDTA hinzugegeben. 

 

2.5.8 Rekonstitution von KdpD-6His 

Für die Rekonstitution von gereinigtem KdpD wurden Liposomen benutzt, welche aus mit 

Aceton und Ether gewaschenen E. coli Lipiden (Avanti Lipidextrakt) und L-α-Phosphatidyl-

cholin aus Eigelb (Sigma) im Verhältnis 3:1 (w/w) (Jeschke et al. 2007) bestanden. Kleine, 

unilamellare Vesikel relativ homogener Größe wurden durch Lösen der Lipide in 50mM KPi, 

pH7 bis 20mg/ml und durch Beschallung unter Stickstoff  mit dem Ultraschallgerät Branson 

250 Sonifier II Cell Disruptor (Branson, Shelton, USA) bis zum Aufklaren der Lipidlösung 

hergestellt. Anschließend folgte dreimal ein abwechselndes Einfrieren der Liposomen in 

flüssigem Stickstoff und langsames Wiederauftauen bei RT und das finale Extrudieren durch 

einen 400nm Polycarbonatfilter (Avestin) nach Heginbotham et al. (1998). Die Liposomen 

wurden danach mit Puffer (50mM Tris/HCl pH8, 300mM NaCl) auf 4mg/ml eingestellt und 

mit Triton X100 (Sigma) knapp unter die „Detergenzsättigung“ titriert. Um den 

physikalischen Zustand der Liposomen zu erfassen, wurde die Trübung der Lösung bei einer 

Wellenlänge von 540nm gemessen gemäß Nimigean et al. (2006) und Lowry et al. (1951). 

Die Detergenz-destabilisierten Liposomen wurden nun mit gereinigtem KdpD in 

unterschiedlichen Verhältnissen gemischt und für 30min unter langsamer Bewegung bei RT 

inkubiert. Um das Detergenz wieder zu entfernen, wurden Polystyren Biobeads (Biobeads 

SM2, BioRad) mit einem Feuchtgewicht von 25mg/ml dem Ansatz zugegeben gefolgt von 

einer weiteren Inkubation des Ansatzes für 30min unter langsamer Bewegung bei RT. 

Anschließend erfolgten drei weitere Zugaben von frischen Biobeads (15mg/ml, 19mg/ml und 

29mg/ml) und die Inkubationszeiten wurden erweitert auf eine Stunde, über Nacht und 

weitere zwei Stunden am nächsten Tag bei 4°C und langsamer Bewegung. Nach Entfernen 

der Biobeads erfolgte eine 30minütige Ultrazentrifugation bei 444.000 x g und 4°C zum 

Pelletieren der Proteoliposomen. Diese wurden im Anschluß in Puffer (50mM Tris/HCl pH8, 

300mM NaCl) resupendiert und wieder auf 20mg Lipid eingestellt bevor sie erneut zweimal 

in flüssigen Stickstoff eingefroren und zwischendurch wieder bei RT aufgetaut wurden und 

letztendlich in -80°C gelagert wurden.   
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2.5.9 Proteinphosphorylierung mit [γγγγ-32P] ATP 

Für die Messung der Kinase-Aktivität von KdpD-6His wurden invertierte Membranvesikel 

aus dem Stamm TKR2000 (atp-) verwendet. Das radioaktive Phosphat kann folglich nicht 

durch die ATPase abgebaut werden. Die invertierten Membranvesikel wurden mit TG-Puffer 

auf eine Endkonzentration von 2mg/ml eingestellt bzw. Proteoliposomen und gereinigtes 

KdpD wurden auf eine Proteinkonzentration von 1mg/ml eingeengt. Die Kinase-Aktivität 

wurde in Phosphorylierungspuffer (25mM Tris/HCl, pH7.5; 2mM DTT; 0.01mM MgCl2; 

0.5M NaCl; 5% Glycerin) bei Raumtemperatur gemessen. Die Reaktion wurde durch Zugabe 

von 20µM [γ-32P]-ATP (2.38Ci/mmol) gestartet. Nach fünf Minuten wurde die Reaktion 

durch Zugabe von 2 x SDS Probenpuffer im Verhältnis 1:2 abgestoppt. Die Proben wurden 

durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (11% Gel; 200V; 60min). Als 

Standard wurden der “Page Ruler Prestained Protein Ladder“ und 0.702pmol [γ-32P]-ATP 

eingesetzt. Die SDS-Gele wurden anschließend für 60min bei 80°C getrocknet und über 

Nacht auf einem “Storage Phosphor Screen“ exponiert. Die phosphorylierten Proteine 

konnten mittels “Phosphoimager Storm 820“ (Molecular Dynamics) detektiert werden.  

 

2.5.10 Fluoreszenzspekroskopie 

Die Bindung von Nukleotiden (ATP, ADP, GTP) in An- und Abwesenheit von Magnesium an 

gereinigtes KdpD wurde mittels Tryptophanfluoreszenzspektroskopie bestimmt. Die 

Emmissionsspektra wurden mit einem JASCO Spektralfluorimeter bei einer Anregungs-

wellenlänge von 295nm und einem Emissions-Wellenlängenscan von 300 bis 400nm, 

aufgenommen. Die Einstellung der Anregungs- bzw. Emissionmonochromatoren lag bei einer 

Spaltbreite von 5nm bzw. 1nm. Gereinigtes KdpD mit einer Konzentration von ~125nM 

wurde in Puffer (50mM Tris/ HCl, pH8; 300mM NaCl und 0,24% (w/v) CYMAL 5) in 1x 

1cm-Fluoreszenzküvetten bei Raumtemperatur eingesetzt und verschiedene Konzentrationen 

des jeweiligen Nukleotids hinzugegeben. Das Binden des Trinitrophenylderivates von ATP 

(TNP-ATP) wurde mittels einer Fluoreszenzvergrößerung in Anwesenheit von gereinigtem 

KdpD bei einer Anregungswellenlänge von 412nm detektiert. Dazu wurde zunächst ein 

Emissionsscan von TNP-ATP (1µM) in Puffer (50mM Tris/ HCl, pH8; 300mM NaCl, 0,24% 

(w/v) CYMAL 5 sowie +/- 20mM MgCl2) bei Wellenlängen von 450nm bis 600nm 

aufgenommen. Anschließend wurde gereinigtes KdpD mit einer Konzentration von ~250nM 

dem Probenansatz in der Küvette hinzugefügt und ein vergleichender Emissionsscan 

aufgezeichnet. 
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2.5.11 Bestimmung von Nukleotidaffinitäten mittels Titration  

Titrationen  von ATP und ATPMg2+ bzw. ADP und ADPMg2+  wurden in Puffer (50mM Tris/ 

HCl, pH8; 300mM NaCl und 0,24% (w/v) CYMAL 5) mit ~125nM KdpD durchgeführt. Zu 

800µl Probenansatz wurden jeweils nanomolare Mengen des zu titrierenden Nukleotids aus 

einer 12µM Stocklösung gegeben. Aufgenommen wurde die Tryptophanfluoreszenz bei einer 

Anregungswellenlänge von 295nm und Spaltbreiten der Anregungs- bzw. Emissions-

monochromatoren von 5nm bzw. 1nm, gegen die Zeit. Die Titration von TNP-ATP erfolgte 

ebenfalls in dem oben genannten Puffer in An- bzw. Abwesenheit von 20mM MgCl2. Zu circa 

250nM KdpD wurden nanomolare Mengen TNP-ATP (Stocklösung 266,6µM) titriert und die 

Fluoreszenzintensität bei einer Anregungswellenlänge von 412nm und gleichbleibenden 

Spaltbreiten, gegen die Zeit aufgenommen. Außerdem wurden Kontrolltitrationen ohne 

gereinigtes Protein für jede TNP-ATP Titration durchgeführt, um die TNP-Fluoreszenz  in 

Puffer aufzuzeichnen. 

 

2.5.12 Verdrängungstitrationen mit ATP 

Die Verdrängung von ATP durch TNP-ATP wurde ebenfalls mittels Titration bestimmt. Der 

Probenansatz enthielt 500nM gereinigtes KdpD in Puffer (50mM Tris/HCl, pH8; 300mM 

NaCl und 0,24% (w/v) CYMAL 5) und 250nM bzw. 500nM ATP. Titriert wurden auch hier 

nanomolare Mengen TNP-ATP und die Zunahme der Fluoreszenzintensität bei einer 

Anregungswellenlänge von 412nm und geöffneten Spaltbreiten von 5nm bzw. 1nm, gegen die 

Zeit, wurde aufgezeichnet.  

 

2.5.13 Analyse der Titrationsdaten  

Die aufgezeichneten Werte der Fluoreszenzintensitäten gegen die Zeit wurden gemittelt und 

nach Einberechnung der Verdünnungsfaktoren, durch Subtraktion des unter den gleichen 

Bedingungen aufgenommenen Pufferemissionsspektrums korrigiert. Anschließend wurden 

die Änderungen der Fluoreszenzintensität (∆F) ermittelt, indem die Werte der  Fluoreszenz-

intensitäten bei [Nukleotid]konz = 0, von allen anderen Werten subtrahiert wurden. Die 

Fluoreszenzintensitätsänderungen bei jeder gegebenen Nukleotidkonzentration (∆F) wurden 

gegen die maximale Änderung der Fluoreszenzintensität (∆Fmax) normalisiert, um das 

Verhältnis ∆F/∆Fmax zu erhalten. Die Daten wurden schließlich einem sigmoidalen Boltzmann 

Fit unterzogen unter Verwendung von Origin 6.0. Die KD-Werte entsprechen jeweils den 

Nukleotidkonzentrationen bei halbmaximaler Fluoreszenzintensitätsänderung.  
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Anwendung des “BTH“ Systems zur Detektion von Protein-Protein Interaktionen 

Das “Bacterial Two Hybrid“ System ist ein genetisches Testverfahren zur Detektion und 

Charakterisierung von Protein-Protein Interaktionen in vivo. Das Testsystem beruht auf der 

Aktivierung der aus zwei Domänen bestehenden Adenylatcyclase (CyaA) in E. coli. Das 

Prinzip des Testsystems ist in Abb 3.1 im Genaueren dargestellt. 
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Abb. 3.1: Model des “Bacterial Two Hybrid“ Systems (verändert nach Karimova & Ladant, 1998).   

 

Die aus dem Bakterium Bordetella pertussis stammende Adenylatcyclase CyaA  besitzt eine 

katalytische Untereinheit bestehend aus zwei Domänen, T25 und T18 und katalysiert die 

Bildung von cAMP aus ATP (A). Sind diese beiden Domänen räumlich voneinander getrennt, 

ist die Adenylatcyclase inaktiv und es findet keine cAMP-Synthese statt (B). Fusioniert man 

ein Protein X an Domäne T25 und ein Protein Y an Domäne T18, kann es zur 

Wiederherstellung einer funktionsfähigen Adenylatcyclase kommen, da eine Interaktion der 

Proteine X und Y dazu führt, dass die Domänen T25 und T18 zueinanderfinden und so cAMP 

gebildet werden kann (C). Zyklisches AMP bindet an dem Kataboliten-Aktivator-Protein 

(CAP) resultierend in einem Komplex, der nun an die DNA bindet und die Transkription 

diverser Gene in E. coli reguliert (D). Zu diesen Genen gehören u.a. auch die Gene der lac 

und mal Operone, die für die Regulation des Lactose- und Maltose-Katabolismus zuständig 

sind. Diese Tatsache macht sich das Testsystem zunutze, indem so Bakterien aufgrund ihrer 

 + 
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Fähigkeit Lactose bzw. Maltose als alleinige Kohlenstoffquelle zu verwerten, durch 

Wachstum auf Indikatorplatten und in Selektionsmedien voneinander unterschieden werden 

können. Eine weitere Vorraussetzung des “Bacterial Two Hybrid“ Systems ist die 

Verwendung von E. coli Stämmen (hier BTH101) mit chromosomaler cyaA Deletion.  

Das “Bacterial Two Hybrid“ System sollte in diesem Teil der Arbeit angewendet werden, um 

eine Interaktion zwischen der Sensorkinase KdpD und dem Antwortregulator KdpE des 

Zweikomponentensystems aufzuzeigen. Desweiteren sollten mögliche Interaktionen mit dem 

K+ -Transportkomplex KdpFABC detektiert und charakterisiert werden. Da sich aus 

vorangegangenen Studien und Experimenten weitere Proteine als mögliche Interaktions-

partner für die Sensorkinase KdpD herausgestellt haben, wurden auch diese Kandidaten 

mithilfe des “Bacterial Two Hybrid“ Systems getestet.  

 

3.1.1 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit dem Antwortregulator KdpE 

Die Antwort auf den durch die Sensorkinase KdpD detektierten Reiz ist eine 

Autophosphorylierung des Proteins, infolgedessen die Phosphatgruppe auf den Antwort-

regulator KdpE übertragen wird. KdpE~P dimerisiert und kann schließlich mit hoher Affinität 

an die DNA in der Promotorregion des kdpFABC-Operons binden. Eine Interaktion zwischen 

zwei KdpD Proteinen bzw. zwischen zwei KdpE Proteinen sowie eine Interaktion zwischen 

der Sensorkinase und dem Antwortregulator sollte im Rahmen der bekannten 

Signaltransduktionskaskade stattfinden und ist daher eine wichtige Positivkontrolle dieses 

Testsystems. Aus diesem Grunde wurden die Gene kdpD und kdpE im Leseraster an die T18 

und T25 Sequenzen  des cyaA Gens kloniert, resultierend in den Plasmiden pKdpD18 und 

pKdpD25 sowie pKdpE18 und pKdpE25. Da sich sowohl der N- als auch der C-Terminus des 

KdpD Proteins im Cytoplasma befindet, konnten die Ursprungsplasmide pUT18C und 

pKNT25 gewählt werden, um zu gewährleisten, dass im Fusionsplasmid pKdpD25 der N-

Terminus des Proteins für eine Interaktion mit dem Partnerprotein frei verfügbar ist während 

im Fusionsplasmid pKdpD18 der C-Terminus von KdpD für Interaktionen zur Verfügung 

steht (Abb. 3.2). Das kdpE Gen wurde in die Ursprungsplasmide pKT25 und pUT18C 

kloniert, womit sich das T25 bzw. T18 Fragment der Adenylatcyclase am N-Terminus des 

Proteins befindet. Da KdpE ein kleineres cytoplasmatisches Protein ist, sollte eine Interaktion 

mit dem Partnerprotein unabhängig von einem frei verfügbaren N- und C-Terminus 

gewährleistet sein (Abb. 3.2).  
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Abb. 3.2: Übersicht der hergestellten Fusionsproteine von KdpD und KdpE im “BTHS“. 

 

Jeweils zwei Fusionsplasmide, deren Gene für die zu testenden Interaktionspartner kodieren, 

wurden in den ∆cyaA Stamm BTH101 transformiert und auf Komplementation der 

Adenylatcyclase getestet. Das Screening positiver Klone erfolgte durch Ausplattieren des 

Transformationsansatzes auf MacConkey/Maltose Agarplatten. Nach 48stündiger Inkubation 

bei 30°C zeigten Kolonien deren Zellen eine aktive Adenylatcyclase besaßen eine 

Rotfärbung. Die Färbung liegt der Verstoffwechslung der Maltose und der damit verbundenen 

Säurebildung zugrunde, die für einen Farbumschlag des Indikators Neutralrot von 

weiss/blassrosa zu pink sorgt (Abb. 3.3a). Als Positivkontrolle des “Bacterial Two Hybrid“ 

Systems dienten die Fusionsplasmide pUT18C zip und pKT25 zip. Hier wurden die T18 bzw. 

T25 Fragmente mit dem Leuzinzipper-Motiv GNC4 aus Saccharomyces cerevisiae fusioniert, 

deren Interaktion durch Karimova et al. (1998) nachgewiesen wurde. Als Negativkontrolle 

wurden die Ursprungsplasmide pKT25 und pUT18 eingesetzt, deren T25 und T18 Fragmente 

ohne interagierende Proteine räumlich getrennt voneinander vorliegen. 

Mittels Screening auf MacConkey/Maltose-Agarplatten konnten Interaktionen bei dem 

Transformationsansatz mit den Kontrollplasmiden des Leuzinzippers  sowie bei Proben mit 

den Plasmidkombinationen pKdpD18/pKdpE25, pKdpD25/pKdpE18, pKdpD18/pKdpD25 

und pKdpE18/pKdpE25 gezeigt werden (Abb.3.3a). Die Negativkontrolle zeigt wie vermutet 

helle Kolonien auf den Indikatorplatten.  

Von jeweils drei unterschiedlichen Transformationsansätzen wurden Kolonien in KML-

Medium angezogen und die Kulturen auf ihre β-Galaktosidase-Aktivitäten hin getestet 

(Abb.3.3b).  
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Abb. 3.3: a) Screening auf MacConkey/Maltose-Agarplatten. Gezeigt ist die unterschiedliche Färbung der 

Kolonien auf den Selektionsplatten nach Transformation verschiedener Kombinationen von Fusionsplasmiden. 

b) ββββ-Galaktosidase-Aktivitäten von E.coli BTH101 transformiert mit den verschiedenen Fusionsplasmid-

Kombinationen bezüglich des Zweikomponentensystems KdpD/KdpE.  Für den β-Galaktosidase- Test 

wurden die Zellen in KML bis zu einer OD600~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in Prozent Miller 

Units aus mindestens drei verschiedenen Testreihen und Transformationsansätzen. Die Hintergrundaktivität des 

β-Galaktosidase-Tests der Negativkontrolle wurde von allen anderen Werten subtrahiert, um die Aktivität der 

Positivkontrolle auf 100% und die der Negativkontrolle auf 0% setzen zu können.  

 

Gezeigt sind die β-Galaktosidase-Aktivitäten des BTH101 E. coli Stammes durch Interaktion 

der KdpD- und KdpE-Dimere (blau) sowie der Sensorkinase mit dem Antwortregulator 

(grau). Die höchste Aktivität findet man bei der Probe mit der Plasmidkombination pKdpD18 

und pKdpE25, wohingegen die Probe mit der Kombination pKdpD25 und pKdpE18 50% 

Miller Units im Vergleich zur Positivkontrolle aufweist. Auch die KdpD und KdpE Dimere 

zeigen Interaktion im β-Galaktosidase-Test mit Aktivitäten von ca. 55% und 35% Miller 
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Units. Somit erweist sich das “BTHS“ als anwendbar um nach möglichen 

Interaktionspartnern des KdpD/KdpE-Systems zu suchen. 

 

3.1.2 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit dem KdpFABC-Komplex 

Die Gene des kdpFABC-Operons kodieren für die vier Untereinheiten des K+-

Transportkomplexes KdpFABC. Eine Interaktion zwischen einer oder mehrerer 

Untereinheiten des KdpFABC-Komplexes mit der Sensorkinase KdpD konnte bisher nicht 

nachgewiesen werden, wäre jedoch durchaus denkbar bezüglich einer Feedback-Regulation 

von KdpD durch den Komplex. Immer häufiger findet man in komplexen 

Regulationssystemen eine Modulierung der Zellantwort auf verschiedene Umweltreize durch 

negative Feedback-Hemmung wie z.B. im Zweikomponentensystem PhoQ/PhoP (Lippa & 

Goulian, 2009). Auch im Falle des DcuS/DcuR Zweikomponentensystems wird eine 

Interaktion mit dem C4-Dicarboxylat Uptake Transporter B (DcuB) diskutiert (Kleefeld et al., 

2009). 

Aus diesem Grund wurden die Gene des kdpFABC-Operons gemäß Abb. 3.4 in die “BTHS“- 

Vektoren kloniert. Dabei wurde berücksichtigt, wie auch in allen weiteren “Bacterial Two 

Hybrid“ Klonierungen, dass die N- bzw. C-terminalen Enden der Proteine an denen jeweils 

das Fragment T18 bzw. T25 fusioniert ist, zum Cytoplasma gewandt vorliegen. Eine 

Wechselwirkung zwischen KdpF und KdpD wurde aufgrund der Funktion und Topologie des 

Peptids eher ausgeschlossen und nicht untersucht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.4: Übersicht der hergestellten Fusionsproteine zum Testen von Interaktionen zwischen Unter-

einheiten des KdpFABC-Komplexes und der Sensorkinase KdpD. 

 

In dieser Testreihe ergab das Screening auf MacConkey/Maltose-Agarplatten pinkfarbene 

Kolonien für die Positivkontrolle Zip18/ Zip25 sowie für den Transformationsansatz KdpB18/ 
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KdpD25 und KdpB25/KdpD18. Alle anderen Transformationsansätze ergaben weiße 

Kolonien vergleichbar mit der Negativkontrolle pKT25/pUT18 (Daten nicht gezeigt). Auch 

hier wurden von jeweils drei voneinander unabhängigen Transformationen Kolonien gewählt 

und für den β-Galaktosidase-Aktivitätstest Kulturen in Vollmedium angezogen. Das Ergebnis 

des β-Galaktosidase-Aktivitätstests ist in Abb. 3.5 gezeigt und spiegelt auch in diesem Falle 

das Resultat des Plattentests wider. Im Vergleich zur Positivkontrolle mit einer Aktivität von 

100%, findet man eine Interaktion zwischen der Sensorkinase (KdpD25) und der KdpB 

Untereinheit mit einer Aktivität von ~60% Miller Units (grau), außerdem besteht in der 

umgekehrten Klonierung mit KdpD18 und KdpB25 eine schwache Interaktion mit einer 

Aktivität von ca. 20% Miller Units.  
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Abb. 3.5: ββββ-Galaktosidase-Aktivitäten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen Fusions-

plasmid-Kombinationen bezüglich der verschiedenen Untereinheiten des KdpFABC-Komplexes und der 

Sensorkinase KdpD.  Für den β-Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML bis zu einer OD600~ 1 

angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in Prozent Miller Units aus mindestens drei verschiedenen Testreihen 

und Transformationsansätzen. 
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3.1.3 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit Lipidsynthasen 

Da die Frage nach dem Reiz, der durch die Sensorkinase KdpD detektiert wird, noch immer 

ungeklärt ist, wurden in vorangegangenen Arbeiten verschiedene Hypothesen aufgestellt. 

Eine dieser Hypothesen sollte in der folgenden Versuchsreihe näher untersucht werden. Es 

wurde von Hamann et al. (2008) vorgeschlagen, dass eine Interaktion von KdpD mit den 

Lipidsynthasen PlsB und PssA möglich wäre, da diese beiden Proteine in einem Komplex in 

bzw. an der inneren Membran vorliegen, wo die Phospholipidsynthese stattfindet (Gully & 

Bouveret, 2006). So könnte KdpD den ständigen Einbau von Phospholipiden in die Membran 

detektieren, der bei ausreichender Kaliumkonzentration konstant stattfinden sollte. 

Veränderungen in der Kaliumkonzentration könnten Veränderungen in der 

Phospholipidsyntheserate nach sich ziehen, ausgedrückt durch verlangsamtes Zellwachstum 

unter Kaliumlimitation und so die Signaltransduktionskaskade von KdpD über Interaktion mit 

den Lipidsynthasen induzieren. Daher wurden die Gene plsB und pssA in die “BTHS“- 

Vektoren kloniert (Abb. 3.6) und auf Interaktion mit der Sensorkinase KdpD getestet. 

 

 
 

 

 

 

 

Abb. 3.6: Übersicht der hergestellten Fusionsplasmide zum Testen von Interaktionen zwischen 

verschiedenen Lipidsynthasen und der Sensorkinase KdpD. 

 

Wie man in Abb. 3.7 a) und b) sehen kann, konnte mittels Screening auf MacConkey/ 

Maltose-Agarplatten sowie β-Galaktosidase-Aktivitätstest eine Interaktion der Sensorkinase 

KdpD25 mit der Lipidsynthase PlsB18 festgestellt werden. Die gemittelte Aktivität lag hier 

bei ~ 80% Miller Units im Vergleich zur Positivkontrolle (blau). Eine Interaktion mit der 

Lipidsynthase PssA konnte nicht gefunden werden.  
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a) 
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Abb. 3.7: a) Screening auf MacConkey/Maltose-Agarplatten. Gezeigt ist die unterschiedliche Färbung der 

Kolonien auf den Selektionsplatten nach Transformation verschiedener Kombinationen von 

Fusionsplasmiden.    b) ββββ-Galaktosidase-Aktivitäten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen 

Fusionsplasmid-Kombinationen bezüglich Lipidsynthasen und der Sensorkinase KdpD.  Für den β-

Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML bis zu einer OD600~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in 

Prozent Miller Units aus mindestens drei verschiedenen Testreihen und Transformationsansätzen.  

 
3.1.4 Interaktion von  KdpD-Derivaten mit KdpD, KdpE, KdpB und PlsB 

Da anhand der bisher gezeigten Ergebnisse Interaktionen der Sensorkinase mit den Proteinen 

KdpE, KdpB und PlsB gezeigt werden konnten, wurde der Schwerpunkt in der folgenden 

Testreihe auf die Untersuchung der Interaktion dieser Proteine mit Derivaten von KdpD 

gelegt, um die strukturellen Wechselwirkungen dieser Proteine miteinander näher zu 

bestimmen. Dazu wurden die in Abb. 3.8 dargestellten mit T18 bzw. T25 fusionierten KdpD- 

Derivate im “Bacterial Two Hybrid“ System getestet.  
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KdpD1-395 (N-terminale Domäne) 

= NTD        

 KdpD396-894  

(TM1-4 + C-terminale Domäne) 

=TMC  

 

 KdpD E509K 

     (Punktmutation im Arg-Cluster) 
 

KdpD ∆TM1-4  

KdpD ∆Arg1 (∆498-530)  

KdpD ∆Arg2 (∆499-513)  
 

Abb. 3.8: Übersicht der hergestellten Fusionsproteine zum Testen von Interaktionen zwischen Derivaten 

der Sensorkinase KdpD und den Partnern  KdpD, KdpE, KdpB und PlsB.  Für eine genaue schematische 

Darstellung der einzelnen Domänen siehe auch Abb. 1.4 in der Einleitung. 

 

Zunächst wurden Wechselwirkungen der Derivate KdpD1-395 und KdpD396-894 mit KdpD, 

KdpE, KdpB und PlsB getestet. Bei diesen Derivaten handelt es sich um die cytoplasmatisch 

vorliegende N-terminale Domäne (AS 1-395) und die C-terminale Domäne inklusive der 

Transmembrandomänen 1-4 (AS 396-894) der Sensorkinase. Das Ergebnis des Screenings auf 

pinkfarbene Kolonien nach Transformation ist in Tabelle 3.1 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Zip18/ Zip25 ++ KdpE18/ NTD25 - PlsB18/ NTD25 + 

pUT18/pKT25 - KdpE18/ TMC25 - PlsB18/CTD25 - 

KdpD18/ NTD25 ++ KdpE25/ NTD 18 + NTD18/ NTD25 ++ 

KdpD18/ TMC25 + KdpE25/ TMC18 - TMC18/ TMC25 - 

KdpD25/ NTD18 + KdpB18/ NTD25 + NTD18/ TMC25 ++ 

KdpD25/ TMC18 ++ KdpB18/ TMC25 + NTD25/ TMC18 ++ 

Tab.3.1:Zusammenfassung des Plattentests. Die Färbung der Kolonien auf den  Selektionsplatten nach 

Transformation verschiedener Kombinationen von Fusionsplasmiden ist symbolisch dargestellt. Pinkfarbene 

Kolonien nach Transformation sind als ++ dargestellt, während das Auftreten schwach gefärbter Kolonien mit + 

gekennzeichnet ist. Das Minuszeichen kennzeichnet das Auftreten heller Kolonien nach Transformation der 

Fusionsplasmide.  

KdpD/1-395 T18 

KdpD/396-894 T25 

T25 KdpD/1-395 

T18 KdpD/396-894 

KdpD/E509K T25 

KdpD/∆TM1-4 T25 

KdpD/∆Arg1 T25 

KdpD/∆Arg2 T25 
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Diese Ergebnisse spiegeln sich auch in den Aktivitäten des β-Galaktosidase-Tests wider. 

Aktivitäten von 100% Miller Units konnten bei den Ansätzen KdpD18/NTD25 (grau), 

KdpD25/TMC18 (grau), NTD18/NTD25 (gelb) und NTD25/TMC18 (gelb) beobachtet 

werden. Bei Ansätzen KdpD25/NTD18 (grau), KdpE25/NTD18 (hellblau), KdpB18/NTD25 

(grau), PlsB18/NTD25 (lila) und NTD18/TMC25 (gelb) konnten Aktivitäten von ca. 40-60% 

Miller Units festgestellt werden. Während die Proben, der im Screen schwächer gefärbten 

Kolonien von Ansatz KdpD18/TMC25 (grau) und KdpB18/TMC25 (dunkelgrau) noch ca. 

20% Aktivität aufwiesen, zeigten die übrigen Ansätze nur schwache Aktivitäten unter 10% 

liegend bis hin zu keiner Aktivität (Abb. 3.9). 
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Abb. 3.9: ββββ-Galaktosidase-Aktivitäten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen Fusions-

plasmid-Kombinationen bezüglich verkürzter Formen der Sensorkinase KdpD (NTD, TMC) und bereits 

positiv auf Interaktion getesteter Proteine. Für den β-Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML bis zu 

einer OD600~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in Prozent Miller Units aus mindestens drei 

verschiedenen Testreihen und Transformationsansätzen.  

 

M
ill

er
 U

ni
t [

%
] 



Ergebnisse________________________________________________________________ 44 
 

 

Als nächstes wurden Wechselwirkungen zwischen den KdpD-Derivaten KdpD E509K, KdpD 

∆TM1-4, KdpD ∆Arg1und KdpD ∆Arg2 mit Wildtyp KdpD, KdpB und PlsB getestet, um 

nähere Aussagen darüber treffen zu können, welche Domänen bzw. Bereiche innerhalb der 

Sensorkinase wichtig für die Interaktion mit den Partnerproteinen sind. Dabei handelt es sich 

bei KdpD E509K um ein Derivat mit einer Punktmutation, die einen semikonstitutiven KdpD 

Phänotyp bezüglich Kaliumlimitation hervorruft. Die übrigen KdpD Derivate besitzen 

Teildeletionen der Transmembrandomänen bzw. des positiv geladenen Argininclusters und 

zeichnen sich im Falle von KdpD ∆TM1-4 durch einen ebenfalls semikonstitutiven Phänotyp 

aus, im Falle von KdpD ∆Arg1und KdpD ∆Arg2 durch einen nicht induzierbaren, inaktiven 

KdpD Phänotyp bezüglich Kaliumlimitation.  Das Screening auf pinkfarbene Kolonien zeigte 

überwiegend positive Klone. Schwach gefärbte Kolonien zeigten sich nach Transformation 

der Plasmidkombinationen pKdpB18 und pKdpD∆Arg1-25 bzw pKdpD∆Arg2-25 und 

pKdpB18 und KdpD∆TM1-4-25, die Negativkontrolle zeigte helle Kolonien (Daten nicht 

gezeigt). Betrachtet man das Ergebnis des β-Galaktosidase-Aktivitätstests (Abb. 3.10), lassen 

sich durchaus Unterschiede in dem Interaktionsverhalten der Partnerproteine mit Derivaten 

der Sensorkinase im Vergleich zu den Wechselwirkungen dieser Proteine mit dem KdpD 

Wildtypprotein erkennen. Besonders die Interaktionen zwischen KdpB und den KdpD 

Mutanten zeigen unterschiedliche Aktivitäten. Während die Probe mit der 

Plasmidkombination pKdpDE509K-25 und pKdpB18 ähnliche Aktivität (~60% Miller Units) 

wie die Probe mit der WT-Kombination pKdpD25/pKdpB18 aufweist, zeigen die Proben mit 

den Plasmidkombinationen pKdpB18/pKdpD∆Arg1-25, pKdpB18/pKdpD∆Arg2-25 und 

pKdpB18/pKdpD∆TM1-4-25 nur geringe Aktivitäten im Bereich von 10-20% Miller Units. 

Im Vergleich mit der Aktivität der Probe mit der WT-Plasmidkombination pPlsB18/ 

pKdpD25 (~80% Miller Units), nimmt die β-Galaktosidase-Aktivität der Probe mit der 

Plasmidkombination pPlsB18/pKdpDE509K-25 um ca. 25% ab. Auch die Proben mit den 

Kombinationen pPlsB18/pKdpD∆Arg1-25, pPlsB18/ pKdpD∆Arg2-25 und pPlsB18/pKdpD 

∆TM1-4-25 zeigen verminderte Aktivitäten zwischen 30 und 55% Miller Units im Vergleich 

zur Probe mit der WT-Kombination. Ein anderes Ergebnis zeigt der Test anhand der Proben 

mit den Plasmidkombinationen pKdpD18 und den entsprechenden KdpD-Mutanten. Hier 

zeigen sich in allen Fällen höhere β-Galaktosidase-Aktivitäten von 85-100% Miller Units als 

im Vergleich bei der Probe mit der Plasmidkombination pKdpD18/pKdpD25. 
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Abb. 3.10: ββββ-Galaktosidase-Aktivitäten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen Fusions-

plasmid-Kombinationen bezüglich verschiedener Mutanten der Sensorkinase KdpD und bereits positiv 

auf Interaktion getesteter Proteine. Für den β-Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML bis zu einer 

OD600~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in Prozent Miller Units aus mindestens drei verschiedenen 

Testreihen und Transformationsansätzen.  

 

Aus den Ergebnissen der “Bacterial Two Hybrid“ Testreihen mit KdpD, den Proteinen des  

KdpFABC-Komplexes sowie den Lipidsynthasen lassen sich zusammengefasst folgende 

Schlüsse ziehen. Es wurden positive Ergebnisse gezeigt, die auf Protein-Protein Interaktionen 

zwischen der Sensorkinase und KdpB sowie der Sensorkinase und PlsB hinweisen. 

Zusätzliche Informationen auf die Art und Weise der Wechselwirkungen dieser Proteine 

miteinander liefern dazu die Ergebnisse der “Bacterial Two Hybrid“ Testreihen mit Derivaten 

der Sensorkinase KdpD und KdpB bzw. PlsB.  

 

3.1.5 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit co-eluierten Proteinen 

Während der Etablierung eines verbesserten Reinigungsprotokolles (siehe Punkt 3.2.6) für 

KdpD fiel auf, dass immer wieder Proteine mitaufgereinigt wurden, bei denen es sich laut 
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massenspektrometrischer Analyse um das Universalstressprotein UspG und die Untereinheit I 

der Cytochrom-o-Ubiquinol-Oxidase (CyoB) handelte. Ob es sich bei diesen Proteinen um 

mögliche Interaktionspartner der Sensorkinase handelt, wurde in einer weiteren Testreihe mit 

Hilfe des “Bacterial Two Hybrid“ Systems untersucht. Die Gene der hypothetischen 

Interaktionspartner wurden in die “BTHS“-Vektoren kloniert und nach Transformation auf 

pinkfarbene Kolonien getestet. Dabei konnten keine positiven Klone bezüglich einer 

möglichen Interaktion beobachtet werden, auch die Analyse mittels β-Galaktosidase-

Aktivitätstest zeigte nur schwache Aktivitäten unterhalb von 10% Miller Units verglichen mit 

der Positivkontrolle (Daten nicht gezeigt). Somit konnte mittels des “Bacterial Two Hybrid“ 

Systems keine Interaktion zwischen KdpD und UspG bzw. KdpD und CyoB nachgewiesen 

werden.  
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3.2 Reinigung der Sensorkinase KdpD 

Zur biochemischen Charakterisierung der Sensorkinase KdpD sollte (neben dem bestehenden 

Protokoll von Jung et al., 1997) ein verbessertes Reinigungsprotokoll etabliert werden, 

welches nicht nur einen hohen Reinheitsgrad des Proteins garantiert, sondern außerdem die 

Funktionalität der Sensorkinase erhält. Neben der Reinigung des Proteins aus Membranen von 

E. coli wurde KdpD zusätzlich in Lactococcus lactis überproduziert und anschließend im 

Vergleich aufgereinigt. Lactococcus lactis ist ein Gram positives Milchsäurebakterium, 

welches in der Molkereiindustrie genutzt wird. Aufgrund des industriellen Interesses an 

diesem Organismus, ist die Physiologie von L. lactis gut untersucht. Es gibt bereits viele 

Beispiele für erfolgreiche funktionelle Überexpressionen von eukaryotischen und 

prokaryotischen Membranproteinen in L. lactis, die in E. coli nicht erreicht werden konnten 

(Kunji et al., 2003; 2005; Monne et al., 2005a; 2007; Quick & Javitch, 2007). Zu den 

Vorteilen von Lactococcus lactis zählen hierbei u.a. die im Vergleich zu E. coli langsamere 

Wachstumsrate, die förderlich für die Expression von Proteinen sein könnte, welche sich 

aufgrund ihrer Tertiär- und Quartärstruktur nicht einfach falten. Weiterhin ist dieses 

Bakterium Gram positiv, was die funktionelle Charakterisierung dieser Proteine erleichtert. 

Das Fehlen starker proteolytischer Aktivität ist ein weiteres positives Merkmal von L. lactis, 

was einen Beitrag dazu leisten könnte, Abbau der Proteine zu verhindern (Schlegel et al., 

2009). 

 

3.2.1 Überproduktion von KdpD-His 

Die Überproduktion des KdpD Proteins erfolgte im Stamm TKR2000 nach Transformation 

mit dem Plasmid pKJ2-6His. Die Verwendung dieses atp--Stammes ist für spätere 

Phosphorylierungstests unerlässlich, da radioaktives Phosphat folglich nicht durch die 

ATPase abgebaut werden kann. Desweiteren wurde der E. coli Wildtypstamm MC1061 mit 

den Plasmiden pBAD-kdpDnLIC und pBAD-kdpDcLIC transformiert. Neben dem 

veränderten E. coli Stamm lag ein weiterer Unterschied hier in der Nutzung des 

Überexpressionssystems. Während sich im Plasmid pKJ2-6His das kdpD Gen unter Kontrolle 

des IPTG induzierbaren tac-Promotors befindet, liegt das kdpD Gen in den pBAD-Plasmiden 

unter Kontrolle des Arabinose induzierbaren Promotors. Desweiteren kodieren die pBAD- 

Plasmide für ein KdpD Protein mit abspaltbarem 10er His-Tag, welcher im Fall von  

kdpDnLIC N-terminal bzw. im Fall von  kdpDcLIC am C-Terminus des Proteins vorliegt 
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(siehe 2.4.9). Die verschiedenen E. coli Stämme transformiert mit den kdpD 

Überexpressionsvektoren wurden bis zu einer OD600 von ~1-2 angezogen. Zusätzlich wurde 

MC1061/pBAD-kdpDnLIC bzw. pBAD-kdpDcLIC bei einer OD600 von ~0,5 standardgemäß 

mit 0,2% Arabinose induziert.  

Die Analyse der Überproduktion von KdpD mittels SDS-PAGE zeigte, dass sich KdpD(+His-

Tag) in den Membranfraktionen der Zellen befindet, es traten weder sogenannte “Inclusion 

bodies“ auf, noch konnte das Protein im Cytoplasma nachgewiesen werden. Auch die Position 

des His-Tags übte keinen Einfluß auf die Überproduktion von KdpD aus, was durch den 

Vergleich der Membranpräparationen aus MC1061/pBAD-kdpDnLIC bzw. pBAD-kdpDcLIC 

deutlich wurde (Daten nicht gezeigt).  

Abbildung 3.12 zeigt den Vergleich von Membranvesikeln präpariert aus TKR2000/pKJ2-

6His und MC1061/pBAD-kdpDcLIC mittels SDS-PAGE. Die Banden auf der Höhe von 

100kDa entsprechen dem KdpD(+His-Tag) Protein. Die Spuren 1-3 zeigen Membranvesikel 

aus TKR2000/pKJ2-6His, wobei Proteinmengen von 10µg, 20µg und 30µg aufgetragen 

wurden. Zum Vergleich sind die gleichen Proteinmengen in den Spuren 4-6 aufgetragen, 

wobei es sich um Membranvesikel aus MC1061/pBAD-kdpDcLIC handelt. Es zeigt sich, dass 

die Menge an KdpD(+His-Tag) im Vergleich zum Gesamtproteingehalt in den Spuren 1-3 

etwas größer ist, als in den Spuren 4-6, was bedeutet, dass die kdpD-Überexpression am 

besten in pKJ2-6His zu funktionieren scheint. Somit wurden alle nachfolgenden Versuche mit 

Membranvesikeln, welche aus TKR2000 pKJ2-6His präpariert wurden, durchgeführt. 
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3.2.2 Überproduktion von KdpD-10His in Lactococcus lactis 

Die Überproduktion von KdpD-10His in Lactococcus lactis fand auf Basis eines Nisin 

induzierbaren Genexpressionssystems (NICE) statt, welches in Abbildung 3.13 genauer 

dargestellt ist.  

   
 

Abb. 3.12: Vergleich der KdpD(+His-Taq) Überproduktion mittels der Überexpressionssysteme pKJ2-6His 

und pBAD-kdpDcLIC. Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie Blau gefärbtes 10% SDS-Gel. Zellen von E. coli 

TKR2000 pKJ2-6His und MC1061 pBAD-kdpDcLIC wurden bis zu einer OD600~1 angezogen und die 

Membranvesikel wie unter 2.5.6 beschrieben präpariert. Spur 1-3: Membranvesikel von TKR2000/pKJ2-6His, mit 

einem aufgetragenem Proteingehalt von 10µg, 20µg und 30µg. Spur 4-6: Membranvesikel von MC1061/pBAD-

kdpDcLIC, mit einem zum Vergleich aufgetragenem Proteingehalt von 10µg, 20µg und 30µg. 

KdpD(+His-Tag) hat ein Molekulargewicht von ca. 100kDa (siehe Pfeil). 
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Abb. 3.13: Schematische Übersicht des NICE Systems (verändert nach Mierau, 2005). Das Nisin aktiviert 

die Sensorkinase NisK, diese autophosphoryliert daraufhin und überträgt die Phosphatgruppe auf den 

Antwortregulator NisR. Der Antwortregulator bindet nun mit hoher Affinität an den Promotor Pnis, unter dessen 

Kontrolle das kdpD Gen liegt und induziert somit die Überexpression von kdpD. 
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Dazu wurde das E. coli kdpD Gen über die VBEx-Methode in den Lactococcus lactis Vektor 

pERL kloniert und stand fortan im resultierenden Plasmid pNZ kdpDnLIC unter Kontrolle 

des Nisin induzierbaren Promotors Pnis. Lactococcus lactis Zellen des Stammes NZ9000 

transformiert mit diesem Plasmid wurden bis zu einer OD600 ~ 0.5 angezogen und mit Nisin 

für ca. zwei Stunden induziert. Zur Induktion wurde zunächst käuflich erworbenes Nisin 

eingesetzt und in verschiedenen Konzentrationen von 0,5-5ng/ml getestet. Nachdem eine 

Induktion der Überexpression des kdpD Gens nicht erreicht werden konnte, wurde von  

Lactococcus natürlich sekretiertes Nisin im Verhältnis 1:1000 zur Induktion eingesetzt. 

Mittels natürlich sekretiertem Nisin konnte eine Überproduktion des KdpD-10His Proteins in 

Lactococcus lactis NZ9000 erreicht werden, jedoch war die Menge an KdpD-10His in den 

Membranen begrenzt und verglichen mit der Menge des Proteins in E. coli Membranen 

reduziert. Die Banden in Abbildung 3.14 auf Höhe der 100kDa Marke in den Spuren 1-3 

zeigen außerdem, dass KdpD-10His hier auch im Cytosol und in den Zelltrümmern detektiert 

werden konnte. Die KdpD-10His Überproduktion ließ sich auch dann nicht verbessern, wenn 

man die Zellen zur Gewinnung von mehr Membranvesikeln auf erhöhte optische Dichten   

OD600≤ 4 anzog. Der Gesamtproteingehalt war zwar dadurch erhöht, die KdpD-10His Menge 

blieb jedoch die gleiche wie die, in Membranen präpariert aus Zellen, die bei geringerer 

optischer Dichte geerntet wurden. Da das Protein nicht zum eigentlichen Proteom der L. lactis 

Zellen gehört, könnte eine mögliche Erklärung für die schlechtere KdpD-Überproduktion 

darin bestehen, dass die L. lactis Zellen große Mengen KdpD-10His einfach nicht tolerieren 

und das Protein abgebaut wird. Desweiteren wurde hier nur KdpD mit N-terminalem His-Tag 

getestet, der bei der Überproduktion des Proteins in L. lactis vielleicht einen negativen 

Einfluß auf den Einbau des Proteins in die Membran ausübt, wodurch auch der KdpD-10His 

Anteil in den Zelltrümmern und im Cytosol erklärt werden könnte. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Produktion von KdpD-10His in L. lactis erreicht 

werden konnte, jedoch ist die KdpD-10His Menge deutlich geringer, verglichen mit der 

Überproduktion von KdpD-6His in E. coli.  
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3.2.3 Solubilisierung von KdpD(+His-Tag) 

Der wichtigste Schritt bei der Reinigung eines integralen Membranproteins ist das 

Solubilisieren des Proteins mittels Detergenzien. Ihr amphiphiler Charakter erlaubt es ihnen, 

mit hydrophoben Membranproteinen zu interagieren und diese außerhalb der nativen 

Lipiddoppelschicht der Zellmembran in Lösung zu halten. Dabei ist es von großer Bedeutung, 

ein Detergenz für die Reinigung und spätere Charakterisierung des Proteins auszuwählen, 

welches aufgrund seiner physikalisch-chemischen Eigenschaften am besten mit dem 

Membranprotein interagiert, um dieses in möglichst aktiver Konformation in Lösung zu 

halten. Aus diesem Grund wurde die Solubilisierung von KdpD(+His-Tag) mit verschiedenen 

Detergenzien (Tab.3.2), die sich in ihrer Hydrophobizität und elektrischen Ladung (auf 

ionische Detergenzien wurde aufgrund ihrer denaturierenden Wirkung verzichtet) 

unterscheiden, getestet. 
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Abb. 3.14: Membranpräparation von NZ900/ pNZ kdpDnLIC. Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie Blau 

gefärbtes 11% SDS-Gel. Zellen von Lactococcus lactis pNZ kdpDnLIC wurden bis zu einer OD600~1 angezogen 

und die Membranvesikel wie unter Punkt 2.5.6 beschrieben, präpariert. Das durch niedertourische  Zentrifugation 

gewonnene Pellet wurde in gleichem Volumen resuspendiert wie der Überstand. Es wurden in Spur 1-3 jeweils 

30µl Probe aufgetragen, die Spuren 4-5 sind auf genaue Proteinmengen eingestellt. Spur 1: Pellet nach 

niedertouriger Zentrifugation (Zelltrümmer); Spur 2: Überstand nach niedertouriger Zentrifugation; Spur 3: 

Cytoplasma; Spur 4: Membranvesikel eingestellt auf Proteinmengen von 10µg/Spur. 

KdpD-10His 
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Detergenz Typ CMC (%)  MW (Da)Aggregationsnummer 

n-Nonyl- β- D- Maltopyranosid nicht ionisch 0,28 468,5 55 

n-Decyl- β- D- Maltopyranosid nicht ionisch 0,087 482,6 69 

n-Undecyl- β- D- Maltopyranosid nicht ionisch 0,029 496,6 74 

n-Dodecyl- β- D- Maltopyranosid nicht ionisch 0,0087 510,6 78-149 

n-Tridecyl- β- D- Maltopyranosid nicht ionisch 0,0017 524,6 105 

n-Octyl- β- D- Glucopyranosid nicht ionisch 0,53 292,4 78 

n-Nonyl- β- D- Glucopyranosid nicht ionisch 0,2 306,4 n.d. 

CYMAL 5 nicht ionisch 0,12 494,5 66 

CYMAL 6 nicht ionisch 0,028 508,5 63 

FOS- Cholin 10 zwitterionisch 0,35 323,4 n.d. 

FOS- Cholin 12 zwitterionisch 0,047 351,5 n.d. 

FOS- Cholin 14 zwitterionisch 0,0046 379,5 n.d. 

Cyglu 4 nicht ionisch 0,058 318,4 n.d. 

LDAO zwitterionisch 0,023 229,41 76 

 
Tab. 3.2: Eigenschaften der getesteten Detergenzien. Die Wasserlöslichkeit der Detergenzmoleküle wird 

durch die hydrophilen Kopfgruppen gewährleistet, die als ionisch (anionisch bzw. kationisch), nicht ionisch oder 

zwitterionisch kategorisiert werden. Die Konzentration eines Detergenz ,ab welcher sich Detergenzmonomere zu 

nicht kovalenten Aggregaten, Micellen genannt, zusammenschliessen, wird kritische Micellenkonzentration 

(CMC) genannt. Eine weitere physikalische Eigenschaft ist die Aggregationsnummer von Detergenzien, die die 

Anzahl an Detergenzmonomeren innerhalb einer Micelle beschreibt (Detergent Handbook, Calbiochem) 

 

Für jeden Solubilisierungsansatz wurden Membranvesikel von TKR2000/pKJ2-6His mit einer 

Proteinkonzentration von 5mg/ml eingesetzt. Neben 50mM Tris/HCl, pH8 und 300mM NaCl 

(= Puffer A), wurden die jeweiligen Detergenzien (siehe Tab.) in einer Konzentration von 1% 

(w/v) eingesetzt. Die Solubilisierung erfolgte eine Stunde auf Eis, anschließend wurden die 

Solubilisierungsansätze für 20min bei 444.000 x g zentrifugiert. Dabei erfolgte die Trennung 

von Solubilisat und Membranen. Die Membranen wurden im gleichen Volumen Puffer A 

aufgenommen und es wurden Aliquots von Solubilisat und Membranen für eine spätere SDS-

PAGE aufbewahrt. Um die Interaktionen der verschiedenen Detergenzien mit KdpD-6His 

weiter zu untersuchen, wurde das Protein in Anwesenheit der einzelnen Detergenzien über 
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eine Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Dabei wurden die Detergenzien in 

Konzentrationen eingesetzt, die dem vierfachen ihrer kritischen Micellenkonzentrationen 

entsprachen (siehe Tab.3.2). Das genaue Protokoll der Ni2+-NTA- Affinitätschromatographie 

mit KdpD(+His-Tag) wird unter 2.5.7 beschrieben. Da hier die Interaktion zwischen 

Detergenz und Protein genauer beobachtet werden sollte, wurde ein besonderes Augenmerk 

auf eine mögliche Oligomerisierung bzw. Aggregatbildung von KdpD nach den 

Elutionsschritten der Affinitätschromatographie gelegt, was sich negativ für weitere Arbeiten 

an dem Protein auswirken könnte. Bei Betrachtung der SDS-Gele der Proben des 

Detergenztests zeigte sich, dass KdpD-6His mit fast jedem getesteten Detergenz gut aus der 

Membran solubilisiert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Lediglich die Detergenzien n-

Octyl-β-D-Glucopyranosid und Cyglu 4 zeigten eine derart schlechte Solubilisierung der 

Proteine, dass von einer weiterführenden  Affinitätschromatographie abgesehen wurde. Das 

Aufreinigen des Proteins mittels Affinitätschromatographie sollte den weiteren 

Interaktionsverlauf von Protein und Detergenz näher beschreiben. So konnte man 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Aufreinigungen bezüglich höher liegenden Banden 

im Gel erkennen, welche im Immunoblot mit einem Antikörper gegen KdpD, auf KdpD-6His 

Oligomere bzw. Aggregate hinwiesen (Abb. 3.15b). Die Sensorkinase ließ sich gut mit den 

sich in ihren Kohlenwasserstoffkettenlängen unterscheidenden Maltopyranosiden aus der 

Membran solubilisieren und ohne große Verluste per Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie 

aufreinigen, jedoch konnte man bei der anschließenden SDS-PAGE auch starke Banden 

oberhalb der ca. 100kDa großen KdpD-6His Bande beobachten. Ein ähnliches Ergebnis, wenn 

auch nicht ganz so stark ausgeprägt, zeigten die Tests mit den zwitterionischen Detergenzien 

der FOS Cholin-Gruppe. Hierbei handelt es sich jedoch um aggressivere Detergenzien, die die 

aktive Konformation des Proteins beeinflussen können. Aus diesem Grund wurden die nicht 

ionischen Detergenzien CYMAL 5 und 6 diesen Detergenzien schließlich vorgezogen. Die 

Menge des Proteins nach Affinitätschromatographie ist hier unter Verwendung von CYMAL 

5 zwar etwas reduziert verglichen mit den Aufreinigungen unter Verwendung der 

Maltopyranoside, dennoch eignet sich dieses Detergenz für die Reinigung des Proteins, da es 

dieses ebenfalls wie die Maltopyranoside zu einem hohen Anteil aus der Membran 

solubilisiert (Abb. 3.15a). Die Verwendung von n-Nonyl-β-D-Glucopyranosid als Detergenz 

zur Reinigung der Sensorkinase führte zu eher schwachen Ausbeuten gereinigten Proteins und 

wurde daher ebenfalls ausgeschlossen. Die Ergebnisse des Detergenztests lieferten eine 
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Auswahl an verschiedener Detergenzien, die sich alle für die Reinigung der Sensorkinase 

anboten, so dass letztlich frei entschieden wurde möglichst milde Detergenzien für 

weiterfolgende Schritte der Aufreinigung des Proteins zu verwenden. Die Solubilisierung von 

KdpD-6His mittels n-Dodecyl-β-D-Maltopyranosid (DDM) resultierte in früheren Studien 

von Jung et al. (1997) in einem aktiven Protein und wurde daher zur Solubilisierung des 

Proteins aus der Membran benutzt und anschließend ein Detergenzwechsel zu CYMAL 5 

während der Reinigungsschritte vollzogen. Die Wahl dieser milden Detergenzien zur 

Solubilisierung und Reinigung der Sensorkinase steht im Gegensatz zur letztendlichen 

Verwendung des harscheren, zwitterionischen Detergenz LDAO für die Solubilisierung des 

Proteins gemäß des Reinigungsprotokolls für KdpD nach Jung et al. (1997).   

Zusätzlich wurde die Solubilisierung mittels Maltopyranosiden verschiedener 

Kohlenwasserstoffkettenlängen (DM und DDM) mit dem KdpD Protein der Membranvesikel 

aus dem Lactococcus lactis Stamm NZ9000/pNZ kdpDnLIC getestet. Auch hier konnten in 

beiden Fällen große Mengen des Proteins aus der Membran solubilisiert werden. Schließlich 

wurden diese Detergenzien auch bei der Reinigung des Proteins aus Membranvesikeln von 

Lactococcus lactis NZ9000/pNZ kdpDnLIC eingesetzt. 

 

 

 

                               

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3. 15: Immunodetektion von gereinigtem KdpD-6His und Solubilisierung mittels CYMAL 5 und 

Dodecyl-ββββ-D-Maltopyranosid. a) Gezeigt ist ein 7,5% SDS-Gel mit Coomassie Blau gefärbt. Aufgetragen 

wurden jeweils 25µl Probe zum quantitativen Vergleich. Spur 1-3: Solubilisat, Membranen nach Solubilisierung 

und Elution der Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie unter Verwendung von CYMAL 5. Spur 4-6: Solubilisat, 

Membranen nach Solubilisierung und Elution 2 der Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie unter Verwendung von 

Decylmaltopyranosid. 
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b) Die Abbildung zeigt die Immunofärbung eines 11% Gels nach SDS-PAGE mit einem spezifischen Antikörper 

gegen KdpD. KdpD-6His wurde als Kontrolle nach dem Protokoll von Jung et al. (1997) aufgereingt und für die 

Immunodetektion eingesetzt. Die Bande bei ca. 100kDa entspricht der monomeren Form von KdpD. Die 

höheren Banden zeigen, dass es sich hierbei ebenfalls um KdpD in oligomeren Formen bzw. um unspezifische 

Aggregate von KdpD zu handeln scheint.    

 

3.2.4 Ni2+ -NTA- Affinitätschromatographie 

Das Ergebnis der Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie (siehe 2.5.7) ist in Abbildung 3.16 

gezeigt. Die ersten beiden Spuren des mit Coomassie-Blau gefärbten SDS-Gels, zeigen zum 

einen die nicht gebundenen Proteine und zum anderen die Waschfraktion. Die Spuren 3-6 

zeigen die stufenweise eluierten Proteine. Zum quantitativen Vergleich der KdpD-6His 

Konzentration in den Elutionsproben, wurden gleiche Mengen Probe von jeweils 10µl 

aufgetragen. KdpD-6His scheint mit hoher Affinität an die Ni2+-NTA Agarose zu binden. 

Anhand der Bande bei 100kDa, lässt sich deutlich erkennen, dass sich der Hauptanteil des 

KdpD-6His Proteins im vierten Elutionsschritt mit 250mM Imidazol, pH7 von der Ni2+-NTA 

Agarose ablösen lässt, während sich in den Proben der ungebundenen Proteine und der 

Waschfraktion kaum KdpD-6His detektieren lässt. Die höheren Banden oberhalb der 170kDa 

Bande des Proteinstandards weisen auf KdpD-6His Oligomere hin, deren Vorkommen bereits 

in 3.15a gezeigt wurde. Weiterhin lassen sich Banden unterhalb der KdpD-6His Bande 

detektieren, bei denen es sich um Verunreinigungen handelt. Somit lässt sich KdpD-6His 

mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie zu einem hohen Anteil von den Proteinen des 

Solubilisats trennen. Folglich müssen in einem zweiten Reinigungsschritt die verbleibenden 

Kontaminationen in den KdpD-6His enthaltenen Proben entfernt werden und die 

Proteinaggregate bzw. -oligomere genauer untersucht werden 
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KdpD-10His aus Membranvesikeln von Lactococcus lactis konnte ebenfalls mittels Ni2+-

NTA-Affinitätschromatographie in Anlehnung an bestehende Protokolle der Abteilung für 

Membran Enzymologie der Universität Groningen aufgereinigt werden. Auch hier wurden die 

KdpD-10His enthaltenden Membranvesikel mit Puffer A auf eine Proteinkonzentration von 

5mg/ml eingestellt und durch Zugabe von 1% (w/v) DDM für eine Stunde auf Eis 

solubilisiert. Nach dem Zentrifugationschritt (siehe 2.5.7) erfolgte die Bindung von KdpD-

10His an in diesem Falle Ni2+-Sepharose im Batchverfahren. Die Sepharose wurde zuvor mit 

dem 20fachen Säulenvolumen Wasser gewaschen und mit Puffer A äquilibriert. Auch hier 

fand die Bindung unter Zugabe von 15mM Imidazol, pH7 bei 4°C und leichtem Schwenken 

statt. Nach einer Stunde wurde die Ni2+-Sepharose mit dem 20fachen Säulenvolumen Puffer 

A inklusive 60mM Imidazol, pH7 und 0,04% (w/v) DDM gewaschen. Abschließend erfolgten 

drei Elutionsschritte mit jeweils 500mM Imidazol im einfachen Säulenvolumen, wobei der 

Hauptanteil KdpD-10His im zweiten Elutionsschritt von der Ni2+-Sepharose abgelöst wurde 

(siehe Abb.3.17). Zusätzlich wurde auch hier den Elutionsfraktionen 5mM EDTA zum 

Abfangen von Ni2+ Ionen zugegeben. Gleiche Reinigungsergebnisse wie in Abbildung 3.17, 

wurden auch unter Verwendung des Detergenz n-Decyl-β-D-Maltopyranosid erreicht. 

Abb. 3.16: Reinigung von KdpD-6His mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie. Die Abbildung zeigt ein 

mit Coomassie-Blau gefärbtes 10% SDS-Gel. Zum quantitativen Vergleich der KdpD-6His Menge wurden jeweils 

25µl Probe pro Spur aufgetragen. Spur 1: nicht gebundene Proteine. Spur 2: Waschfraktion.  Spur 3: mit 100mM 

Imidazol eluiertes Protein. Spur 4: mit 187mM Imidazol eluiertes Protein. Spur 5 und 6: mit 250mM Imidazol 

eluiertes Protein. 
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Auch hier zeigen die Spuren 1 und 2 die nicht an die Ni2+-Sepharose gebundenen Proteine, 

sowie die Waschfraktion. Die Spuren 3-5 zeigen die von der Ni2+-Sepharose abgelösten 

Proteine der drei Elutionsschritte. Zum quantitativen Vergleich der KdpD-10His Menge 

wurden jeweils 25µl Probe pro Spur aufgetragen. KdpD-10His lässt sich im Vergleich mit der 

Reinigung von KdpD-6His aus Membranen von E. coli in deutlich geringerer Menge auf 

Höhe der 100kDa Bande detektieren. Die Detektion von vielen Banden unterhalb der 100kDa 

Bande weist darauf hin, dass sich noch viele Proteinkontaminationen in den Fraktionen 

befinden. Die Affinität von KdpD-10His scheint daher deutlich schwächer zu sein, als die von 

KdpD-6His. Somit scheint das Standardprotokoll für die Proteinreinigung aus Membranen 

von  L. lactis für KdpD nicht gut zu funktionieren. Um bessere Reinigungsergebnisse für 

KdpD-10His zu erlangen, müsste nicht nur die Überproduktion des Proteins in den 

Membranvesikel, sondern auch das Protokoll zur Affinitätschromatographie weiter 

ausgearbeitet werden.  

 

 

 

 

 

 

 

3.2.5 Größenausschlusschromatographie 

Um nun die restlichen Proteinkontaminationen aus den KdpD-Fraktionen nach der Ni2+-NTA- 

Affinitätschromatographie zu entfernen, sowie die Oligomerisierung von KdpD-6His näher zu 

untersuchen, wurde als zweiter Reinigungsschritt die Größenausschlusschromatographie unter 

Verwendung einer Superdex 200 Säule gewählt. Hierzu wurden die KdpD-6His bzw. KdpD-
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Abb. 3.17: Reinigung von KdpD-10His mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie. Die Abbildung zeigt ein mit 

Coomassie Blau gefärbtes 10% SDS- Gel. Zum quantitativen Vergleich der KdpD-10His Menge wurden jeweils 25µl 

Probe pro Spur aufgetragen. Spur 1: nicht gebundene Proteine. Spur 2: Waschfraktion.  Spur 3: erste Elution mit 

500mM Imidazol. Spur 4: zweite Elution mit 500mM Imidazol. Spur 5: dritte Elution mit 500mM Imidazol.  
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10His enthaltenden Fraktionen vereinigt und mittels einer Amicon 100K Filtereinheit auf 

500µl eingeengt, bevor sie auf die Säule geladen wurden. Die Filtereinheit wird nicht nur zum 

Einengen der Proben genutzt, sondern führt gleichzeitig auch zu einer teilweisen Entfernung 

kleinerer Proteine. Als Puffersystem wurde erneut 50mM Tris/HCl, pH8 mit 300mM NaCl 

unter Zugabe von 0,24% (w/v) CYMAL 5 für KdpD-6His aus E. coli Membranen bzw. 0,04% 

(w/v) DDM (0,35% (w/v) DM) für KdpD-10His aus Lactococcus lactis Membranen 

verwendet. In beiden Fällen kam es zu einem immer wiederkehrenden Laufverhalten von 

KdpD-6His bzw. -10His, resultierend in der Detektion dieser Proteine in den Fraktionen kurz 

hinter dem Ausschlussvolumen (7,5ml) der Superdex 200 Säule. Das Maximum des 

Proteinpeaks befindet sich bei ~8ml, was die Einschätzung erschwert, ob es sich bei den 

Proteinen aus dem Hauptpeak um Aggregate oder spezifische Oligomere handelt (Abb.3.18). 

 

 
 

Abb.3.18: Chromatogramm der Proteinprobe mit den KdpD(+His) enthaltenden Fraktionen. Das 

Ausschlussvolumen dieser Säule befindet sich bei 7,5ml. Das Volumen an Puffer, welches benötigt wird, um 

Makromoleküle mit einem Molekulargewicht, das der Ausschlussgrenze entspricht oder diese übersteigt, zu 

eluieren, wird Ausschlussvolumen (=vo) genannt. Kleinere Moleküle eluieren dagegen mit höheren 

Elutionsvolumina. 

 

Um dieses Laufverhalten zu ändern, wurden diverse Puffersysteme (Kaliumphosphatpuffer, 

Tris/HCl Puffer unterschiedlicher NaCl bzw. KCl Konzentrationen, Tris/HCl Puffer mit ATP-

Zugabe und Lipidzugabe) getestet. Da diese Tests zu keiner Verbesserung führten und um 

dem Hinweis nachzugehen, ob es sich bei den Aggregaten auch um spezifische Oligomere der 

Sensorkinase handeln könnte, wurde schließlich eine Sephacryl S400 Säule zur 
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Größenausschlusschromatographie eingesetzt, die eine Auftrennung von Proteinen mit einem 

Molekulargewicht von 800kDa bis 80kDa ermöglicht. Aufgrund des grösseren 

Säulenvolumens war es allerdings notwendig, größere Proteinkonzentrationen auf die Säule 

zu laden, um trotz Verdünnungseffekt deutliche Peaks zu erhalten. Da die Anzucht von E. coli 

Zellen effizienter verlief und die Ausbeute an Membranvesikeln dadurch höher war als nach 

Anzucht von Lactococcus lactis wurde von nun an nur noch mit Membranvesikeln aus E. coli 

weitergearbeitet und somit auch alle weiteren Schritte nur mit gereinigtem KdpD-6His aus E. 

coli vollzogen. Das Laufverhalten des Proteins auf der Sephacryl S400 Säule und das 

dazugehörige SDS-Gel ist in Abbildung 3.19 gezeigt. Das Ausschlussvolumen dieser Säule 

liegt bei ca. 40ml. Der größte Peak zeigt sich von 50-70ml und umfasst die Fraktionen 29-31. 

Ein weiterer Doppelpeak lässt sich von 75-95ml beobachten, der die Fraktionen 54 und 62 

umfasst. Betrachtet man nun das dazugehörige SDS-Gel, fällt auf, dass sich in den Fraktionen 

29-31 keine Proteine befinden. Auch das Absorptionsspektrum dieser Fraktionen zeigt, dass 

sich die maximale Absorption der einzelnen Proben nicht bei der Wellenlänge befindet, bei 

der der Tryptophananteil von Proteinen absorbiert (280nm), sondern bei 260nm (schwarz, rot, 

braun). Es ist bekannt, dass bei dieser Wellenlänge Nukleinsäuren absorbieren. Lediglich bei 

Fraktionen 54 und 62 (dunkel- und hellgrün) findet man ein Absorptionsmaximum bei einer 

Wellenlänge von 280nm und im SDS-Gel Proteinbanden auf der Höhe von ca. 100kDa, was 

dem KdpD-6His Protein entspricht.  

 

 

 
 
 

   
 
 
 
                                                                                        
 
 
 

 

Abb. 3.19: Reinigung von KdpD-6His mittels Größenausschlußchromatographie unter Verwendung einer 

Sephacryl S400 Säule. Gezeigt ist das Chromatogramm der Probe mit Peak 1 (Fraktionen 29-31) und 

Doppelpeak 2 (Fraktionen 54 und 62). Links oben ist das dazugehörige 11% SDS-Gel, mit Coomassie-Blau 

gefärbt, abgebildet. Links unten ist die Messung der Absorptionsmaxima der angegebenen Fraktionen gezeigt. 
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In einer zweiten Größenausschlusschromatographie wurden die KdpD-6His enthaltenden 

Fraktionen wieder vereinigt, mittels einer Amicon 100K Filtereinheit auf 500µl eingeengt und 

erneut auf die Superdex 200 Säule geladen. Auf dieser Säule zeigte KdpD-6His nun ein 

geändertes Laufverhalten und eluierte in einem Hauptpeak bei ca. 12ml von der Säule. Auch 

der kleinere Peak bei ca. 11ml enthielt KdpD-6His und oligomere Formen des Proteins, was 

sich in der anschließenden SDS-PAGE unter denaturierenden und nativen Bedingungen zeigte 

(Abb.3.20a-c). Bei Betrachtung der SDS-PAGE sieht man in den Spuren der Fraktionen A1-

A3, welche der Fraktion des Ausschlussvolumens und den Fraktionen des Peaks bei 11ml 

entsprechen, neben der KdpD-6His Bande bei 100kDa noch weitere Banden oberhalb von 

100kDa. In den Spuren von A4 und A5, den Fraktionen des Hauptpeaks bei 12ml, befindet 

sich nur noch eine weitere stärkere Bande oberhalb der 100kDa KdpD-6His Bande. Dafür 

lassen sich zusätzliche schwache Banden unterhalb der 100kDa Marke detektieren. Passende 

Beobachtungen dazu liefert das native Gel. Trägt man eine Probe von Fraktion A3 des ersten 

Peaks auf ein natives Gel auf, zeigen sich drei Banden auf Höhe von ~450kDa, 350kDa und 

272kDa, die einem KdpD Dimer und höheren Oligomeren des Proteins entsprechen könnten. 

Trägt man eine Probe von Fraktion A4 des Hauptpeaks auf ein natives Gel auf, lassen sich 

zwei Banden auf Höhe 272kDa und ~150kDa detektieren, wobei es sich, wenn man die 

zusätzliche Detergenzmicelle, die sich um das Protein herum befindet, hinzuaddiert, um ein 

KdpD-6His Monomer und Dimer handeln könnte. 
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Abb. 3.20: Reinigung von KdpD-6His mittels zweiter Größenausschlußchromatographie unter 

Verwendung einer Superdex 200 Säule. a) Gezeigt ist das Chromatogramm der Probe mit Peak 1 (Fraktionen 

A2 und A3) und Peak 2 (Fraktionen A4 und A5). b) 11% SDS-Gel mit Coomassie gefärbt der Fraktionen A1-

A5. Pro Spur wurden jeweils 50µl Probe zum quantitativen Vergleich der KdpD-6His Menge aufgetragen. c) 

Blue Native-Gelelektrophorese der Fraktionen A3 und A4. Pro Spur wurden hier 25µl eingeengte Probe (~5µg 

Protein) aufgetragen. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ein Reinigungsprotokoll für KdpD erstellt werden 

konnte, was einen relativ hohen Reinheitsgrad des Proteins gewährleistet, jedoch auf Kosten 

der Proteinmenge. Aus ~10g Zellen (Feuchtgewicht) ergab sich ~500µg gereinigtes Protein 

Wichtig ist nun zu testen, ob auch die Funktionalität der Sensorkinase erhalten werden 

konnte. Desweiteren stellt sich die Frage, in welcher Form KdpD fumktionell aktiv ist, da sich 

während der Reinigung Hinweise auf verschiedene Oligomerisierungszustände des Proteins 

ergeben haben. 

 

3.2.6 Rekonstitution und Kinase-Aktivität von gereinigtem KdpD-6His  

Um die Kinase-Aktivität des gereinigten Proteins genauer zu untersuchen, musste KdpD-6His 

zunächst funktionell rekonstituiert werden. Nachdem die Rekonstitution wie unter Punkt 2.5.8 

beschrieben durchgeführt wurde, musste die Einbaurate des Proteins in die Liposomen 

abgeschätzt werden. Dazu wurde eine SDS-PAGE durchgeführt um die Proben vor und nach 

der Rekonstitution miteinander zu vergleichen. Das entsprechende SDS-Gel ist in Abbildung 
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3.21a gezeigt. Im Vergleich zum gereinigten KdpD Protein (Spur 2), konnte im Falle einer 

1:100 Rekonstitution eine Einbaurate von ~20-30% KdpD-6His in Leerliposomen (Spur 3) 

per Augenmaß abgeschätzt werden. Desweiteren konnte man zwei weitere Banden bei ca. 50 

und 30kDa nach der Rekonstitution detektieren, die auch schon während des gesamten 

Reinigungsprozesses immer wieder auftauchten. Eine mehrfache massenspektrometrische 

Analyse dieser Banden ergab, dass es sich bei diesen scheinbar bevorzugt eingebauten 

Proteinen um Untereinheiten der Cytochrome bo Endoxidase  (CyoB) von E. coli handelt.  

 

    a)                                           b)                                                                      

 

                                                                                                  
Abb. 3.21: a) SDS-PAGE zur Kontrolle der Einbaurate von KdpD-6His in Leerliposomen bei der 

Rekonstitution. Aufgetragen wurden dieselben Proteinmengen sowohl von gereinigtem (Spur 1) als auch von 

1:100 rekonstituiertem Protein (Spur 2). b) Autoradiogramm der Kinaseaktivitäten. Die Abbildung zeigt ein 

Autoradiogramm eines 11% SDS- Gels. Spur 1: Membranvesikel von TKR2000 pKJ2-6His. Spur 2: Solubilisat 

vor Abzentrifugieren der Membranen. Spur 3: Solubilisat nach Abzentrifugieren der Membranen.  Spur 4: 

Elution 3 der Ni2+-NTA Affinitätschromatographie. Spur 5: Probe nach der Gelfiltration  Spur 6: Probe nach 

weiterem Einengen. Spur 7: 1:100 rekonstituiertes Protein. c) Immunodetektion der Membranvesikel. Die 

Abbildung zeigt die Immunofärbung mit einem spezifischen Antikörper gegen KdpD eines 11% Gels nach SDS-

PAGE. Es wurde hier die gleiche Proteinmenge wie in Spur 1b) aufgetragen. 

 
Anschließend wurde mittels Phosphorylierung mit [γ-32P]-ATP (siehe 2.5.9) überprüft, ob das 

KdpD-6His Protein im Solubilisat, im gereinigten und löslichen Zustand und nach 

Rekonstitution in die Liposomen funktionell aktiv war. Als Positivkontrolle wurden 

Membranvesikel von TKR2000/pKJ2-6His verwendet (Abb.3.21b). Das Autoradiogramm der 

Kinaseaktivitäten zeigt, dass bei der Positivkontrolle eine Phosphorylierung von KdpD-6His 
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detektiert werden konnte. Das Gel zeigt eine Bande auf Höhe von ~100kDa, die dem KdpD-

6His Monomer in phosphoryliertem Zustand entspricht und eine Bande oberhalb von 170kDa 

(Spur 1), die dem KdpD Dimer entsprechen könnte. In die Spuren 2 und 3 wurden Proben des 

Solubilisats aufgetragen, wobei es sich bei der Probe in Spur 2 um das Solubilisat vor dem 

Abzentrifugieren der Membranen handelt, bei der Probe in Spur 3 wurde das Solubilisat von 

den Membranen getrennt. Beide Spuren zeigen im Autoradiogramm eine Bande oberhalb der 

170kDa Markerbande, die auch bereits in Spur 1 detektiert werden konnte. Die beiden 

detektierten Banden der Spuren 1-3 lassen sich auch im Immunoblot (Abb.3.21c) nachweisen. 

Die Proben von KdpD-6His im löslichen, gereinigten Zustand nach Elution der Ni2+-NTA 

Affinitätschromatographie (~0,4mg/ml), nach der Gelfiltration mittels S400 Sephacryl Säule 

(KdpD-6His enthaltende Fraktionen vereinigt und eingeengt auf eine Proteinkonzentration 

von ~0,8mg/ml) und nach weiterer Einengung dieser Probe auf eine Proteinkonzentration von 

>1mg/ml sind in den Spuren 4-6 aufgetragen. Spur 7 enthält dagegen die Probe von 1:100 

rekonstituiertem KdpD-6His. Eine Phosphorylierung der Sensorkinase konnte bei diesen 

Proben nicht detektiert werden. Abbildung 3.21c zeigt die Immunofärbung der 

Membranvesikel mit einem spezifischen Antikörper gegen KdpD-6His eines 11% Gels nach 

SDS-PAGE. Um das Ergebnis der Phosphorylierung der Membranvesikel zu überprüfen, 

wurden gleiche Proteinmengen wie bei der Phosphorylierungsprobe auf das Gel aufgetragen. 

Es lässt sich erkennen, dass die Phosphorylierung nicht so stark ist wie die Detektion von 

KdpD-6His mittels Immunoblot, wobei diese beiden Methoden aufgrund der 

unterschiedlichen Durchführungen auch nicht unbedingt miteinander vergleichbar sind. Was 

sich jedoch im Immunoblot ebenfalls deutlich zeigt, sind die Banden oberhalb der 170kDa 

Markerbande, die sich somit auch von dem KdpD spezifischen Antikörper detektieren lassen.  

 

3.2.7 Charakterisierung der Interaktion von KdpD-6His mit Nukleotiden mittels 

Fluoreszenzspektroskopie 

Die fluoreszierende Eigenschaft der Aminosäure Tryptophan bietet eine nützliche Grundlage 

für fluorometrische Messungen. Da die Tryptophanfluoreszenz bemerkenswert sensitiv 

gegenüber der Polarität der Umgebung reagiert, kann sie in diesem Falle genutzt werden um 

die Affinität von Nukleotiden zu Tryptophan enthaltenden Proteinen zu bestimmen. Dabei 

macht man sich die Tatsache zunutze, dass die Sensorkinase KdpD 14 Tryptophane enthält, 

die in diesem Versuch die Grundlage zur Detektion der Nukleotid-Bindung an das Protein 
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bilden. Die zu testende Nukleotid-Bindung an das Protein sollte mit einem 

Konformationswechsel des Proteins einhergehen, so dass sich im Zuge dessen die 

Umgebungspolarität einzelner Tryptophane verändert. Diese Änderungen können schließlich 

über Änderungen der Tryptophanfluoreszenz detektiert werden.  

Zunächst wurden Emissionsspektren von 125nM wie zuvor beschriebenen gereinigtem 

KdpD-6His in An- und Abwesenheit von unterschiedlichen ATP(Mg2+) Konzentrationen, wie 

in Punkt 2.5.10 beschrieben, aufgenommen (Abb.3.22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.22: Emissionsspektren von 125nM KdpD-6His in An- und Abwesenheit unterschiedlicher 

ATP(Mg 2+) Konzentrationen. Die Spektren wurden in Puffer (50mM Tris/HCl, pH8; 300mM NaCl und 0,24% 

(w/v) CYMAL 5) bei RT aufgenommen . Die Anregungswellenlänge betrug 295nm. 

 

Wie in der Abbildung zu sehen ist, nimmt die Höhe des Emissionssignals nach Zugabe von 

0,25µM ATP(Mg2+) ab. Auch die erneute Zugabe von ATP(Mg2+) bis zu einer Endkonzen-

tration von 0,5µM führte zu einer weiteren Abnahme des Emissionssignals. ATP(Mg2+)- 

Konzentrationen über 0,5µM führten schließlich zu keiner weiteren Signaländerung. Somit 

kann man Abbildung 3.22 entnehmen, dass es sich bei dem maximalen Effekt bei gesättigter 

ATP(Mg2+)-Konzentration um eine ca. 25%ige Reduktion der Emissionssignalintensität 

zwischen 200 und 400nm handelt. Zu vernachlässigen ist der sogenannte Raman-Peak bei 

einer Wellenlänge von 330nm. Dieser lässt sich durch die, für diese Messungen eingesetzte, 

geringe Proteinkonzentration erklären. Um zu zeigen, dass die Abnahme des Emissionssignals 
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durch eine Bindung von ATP(Mg2+) an KdpD-6His verursacht wird, wurde als 

Negativkontrolle der gleiche Versuch mit dem Glutamattransporter GltPh  durchgeführt, 

welcher keine ATP-Bindestelle besitzt. Es konnten hierbei keine Änderungen des 

Emissionssignals aufgezeichnet werden. Aufgrund der fehlenden ATP-Bindung änderte sich 

die Tryptophanumgebung des Glutamattransporters nicht, was sich in einer Überlagerung der 

einzelnen Emissionspektren zeigte (Daten nicht gezeigt). 

Auf Basis dieser Beobachtungen wurden nun Titrationen mit verschiedenen Nukleotiden und 

KdpD-6His durchgeführt, um die jeweiligen Dissoziationskonstanten KD der Komplexe aus 

Protein und Nukleotid zu ermitteln. Abbildung 3.23 zeigt die Ergebnisse der Titrationen von 

KdpD-6His mit ATP und ADP in An- und Abwesenheit von Mg2+-Ionen. 
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Abb. 3.23: Bindetitration von KdpD-6His mit a) ATP(Mg2+) bzw. ATP und b) ADP(Mg2+) bzw. ADP. Die 

Tryptophanfluoreszenzänderungen aufgrund der Bindung von Nukleotiden in An- und Abwesenheit von Mg2+-

Ionen wurden bei einer Anregungswellenlänge von 295nm gemessen. Sigmoidale Boltzmann Fittings wurden 

zur Datenanalyse verwendet. Die KD-Werte sind zusammengefasst in Tabelle 3.2 aufgelistet.  

 

Die Auswertung der Titration gemäß 2.5.13 von KdpD-6His mit ATP(Mg2+) ergab einen KD-

Wert von ~200nM, im Vergleich zu einem KD-Wert von ~150nM, welcher aus der Analyse 

der Titrationsdaten von KdpD-6His mit ATP ohne Magnesiumionen hervorgeht. Auch die 

ermittelten KD-Werte nach Titration des gereinigten Proteins mit ADP in An- und 

Abwesenheit von Mg2+-Ionen liegen im Bereich von 140-160nM. Die An- bzw. Abwesenheit 

von Mg2+-Ionen hat somit in diesem Experiment keinen großen Einfluss auf die Affinität der 

Sensorkinase für die Nukleotide ATP und ADP. Desweiteren wurde nach dem gleichen 

Versuchsprinzip eine mögliche Bindung zwischen KdpD-6His und GTP untersucht. Die 

a) b) 
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Analyse von Titrationsdaten zeigte hier einen KD-Wert von ~625µM. Im Vergleich hat die 

Sensorkinase damit eine ~4000fach höhere Affinität zu ATP und ADP, als zu GTP. 

Zusätzlich wurde die Bindung eines fluoreszierenden ATP-Analogons an gereinigtem KdpD-

6His getestet. TNP-ATP [2´(3´)-O-(2,4,6-Trinitrophenyl)-Adenosin-5´-Triphosphat] besitzt 

Ether verlinkte Trinitrophenylgruppen am 2´und 3´ Ribosesauerstoff (Abb. 3.24) und ist in 

wässrigen Lösungen schwach fluoreszierend. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        Abb. 3.24: Chemische Struktur des ATP-Analogons TNP-ATP. 

 

Die Trinitrophenyl-Verbindungen zeigen eine Zunahme der Fluoreszenzintensität, wenn sie 

durch Bindung an Proteine abgesondert von der wässrigen Lösung in hydrophoberer 

Umgebung vorliegen (Bilwes et al., 1999; Stewart et al., 1998). Dieser Effekt ermöglicht die 

Anwendung von TNP-ATP als spektroskopischer Detektor in Untersuchungen bezüglich der 

Bindung von ATP an Proteinkinasen wie CheA (Stewart et al., 1998) und EnvZ (Plesniak et 

al., 2002), ATPasen (Weber & Senior, 1996; Faller, 1990), Myosin (Hiratsuka, 1982) und an 

weitere Nukleotid bindende Proteine (Bujalowski et al., 1993; Van der Wolk et al., 1995).  

Zunächst wurden die Fluoreszenzemissionspektren von TNP-ATP in An- und Abwesenheit 

von gereinigtem KdpD-6His aufgenommen (Abb. 3.25). Hierbei zeigte das Fluoreszenz-

emissionsspektrum von TNP-ATP eine ca. 25%ige Zunahme der Fluoreszenzintensität in 

Anwesenheit von KdpD-6His, die darauf hinweist, dass sich ein KdpD-6His:TNP-ATP 

Komplex gebildet hat. 
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Abb. 3.25: Fluoreszenzemissionsspektren von TNP-ATP(Mg2+) in An-und Abwesenheit von KdpD-6His. 

Die Spektren wurden in Puffer (50mM Tris/HCl, pH8; 300mM NaCl und 0,24% (w/v) CYMAL 5) bei RT 

aufgenommen. Die Anregungswellenlänge betrug 412nm.  

 
In Abbildung 3.26 ist das Ergebnis der Bindetitration von TNP-ATP(Mg2+) und KdpD-6His 

gezeigt. Der ermittelte KD-Wert beträgt ca. 4µM, die Affinität des Proteins für TNP-ATP ist 

somit 26fach geringer als zu ATP und ADP. Die Bindetitrationen wurden außerdem mit TNP-

ATP in Abwesenheit von Mg2+-Ionen durchgeführt, wobei sich die Messwerte kaum 

unterschieden (Daten nicht gezeigt) und der KD-Wert ebenfalls bei ca. 4µM lag. 

 

                                                    

                                                    

                                                    

                                                    

                                                    

                                                    

0 2000 4000 6000 8000 10000

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

∆F
/∆

F
m

ax

TNP-ATP [nM]

Titration TNP-ATP(Mg2+)

 
Abb. 3.26: Bindetitration von KdpD-6His mit TNP-ATP(Mg2+). Die Fluoreszenzänderungen aufgrund der 

Bindung von TNP-ATP(Mg2+) an KdpD-6His wurde bei einer Anregungswellenlänge von 412nm gemessen. Die 

Emission wurde bei einer Wellenlänge von 543nm aufgenommen. Ein sigmoidales Boltzmann Fitting wurde zur 

Datenanalyse verwendet. Der  KD-Wert ist ebenfalls in Tabelle 3.3 aufgelistet.  
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Um als nächstes zu testen, ob ATP und TNP-ATP an der gleichen Stelle innerhalb des KdpD-

6His Proteins binden, wurden erneut Fluoreszenzemissionsspektren von TNP-ATP(Mg2+) 

aufgenommen in An- und Abwesenheit von KdpD-6His und 1mM ATP (Abb. 3.27). 
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Abb. 3.27: Fluoreszenzemissionsspektren von TNP-ATP(Mg2+) in An-und Abwesenheit von KdpD-6His 

und 1mM ATP. Die Spektren wurden in Puffer (50mM Tris/HCl, pH8; 300mM NaCl und 0,24% CYMAL 5) 

bei RT aufgenommen. Die Anregungswellenlänge betrug 412nm.  

 
Die Abbildung zeigt zum einen die ca. 25%ige Zunahme der Fluoreszenzintensität in 

Anwesenheit von KdpD-6His, die darauf hinweist, dass sich ein KdpD-6His:TNP-ATP 

Komplex gebildet hat. Bei vorheriger Inkubation von gereinigtem KdpD-6His mit 1mM ATP 

und anschließender Zugabe von TNP-ATP(Mg2+), zeigt sich nur noch eine ca.12.5%ige 

Zunahme der Fluoreszenzintensität. Da diese Beobachtung darauf hinweist, dass das TNP-

ATP(Mg2+) mit dem ATP um die Bindestelle am Protein konkurriert und dieses versucht zu 

verdrängen, wurden Bindetitrationen von KdpD-6His mit TNP-ATP(Mg2+) unter vorheriger 

Zugabe von verschiedenen ATP Konzentrationen durchgeführt. Die dazu ermittelten KD-

Werte liegen bei 4µM bezüglich der Kontrolltitration ohne Zugabe von ATP, bei ~ 4,5µM 

TNP-ATP(Mg2+), wenn zuvor 250nM ATP zum Titrationsansatz hinzugegeben wurden und 

bei ~8µM TNP-ATP(Mg2+), wenn der Titrationsansatz mit dem gereinigtem Protein vorher 

mit 500nM ATP inkubiert wurde. Abbildung 3.28 zeigt dazu die Anfangswerte der 

Titrationen mit speziellem Augenmerk auf die verzögerte Zunahme der 

Fluoreszenzintensitätsänderungen zu Beginn der TNP-ATP(Mg2+) Zugaben. 
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Abb. 3.28: Bindetitration von KdpD-6His + ATP mit TNP-ATP(Mg2+). Die Fluoreszenzänderungen 

aufgrund der Bindung von TNP-ATP(Mg2+) an KdpD-6His wurde bei einer Anregungswellenlänge von 412nm 

gemessen. Die Emission wurde bei einer Wellenlänge von 543nm aufgenommen. Sigmoidale Boltzmann Fits 

wurden zur Datenanalyse verwendet. Gezeigt ist eine Vergrößerung der Kurve in die Anfangswerte der 

Bindetitrationen. 

 

Die Sensorkinase KdpD enthält neben der ATP-Bindestelle innerhalb der Transmitterdomäne 

des Proteins noch weitere Sequenzmotive innerhalb der N-terminalen Domäne, an denen ATP 

binden könnte. So fallen zwei Sequenzmotive auf, die den für eine ATP-Bindung 

charakteristischen “Walker A“- und “Walker B“-Motiven, ähneln. Zusätzlich wurde mit Hilfe 

von Strukturmodellierungen die Usp-Domäne entdeckt und als eine weitere mögliche ATP-

Bindedomäne charakterisiert (Strahl & Greie, 2008). Um einen möglichen Einfluss dieser 

zusätzlichen ATP-Bindedomänen auf die ATP-Bindung innerhalb der Transmitterdomäne des 

Proteins zu untersuchen, wurden KdpD-Mutanten bezüglich dieser Domänen (KdpD-6His-

G37A, K38A, T39C und KdpDcLIC-∆Usp) nach dem oben bereits beschriebenen Protokoll 

aufgereinigt. Außerdem wurde eine KdpD-Mutante, der die Phosphorylierungsstelle fehlt 

(KdpDcLIC-H673Q) aufgereinigt und auf die Erhaltung der ATP-Bindung getestet. 

Die Mutationen in KdpD zeigten keinen negativen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins 

in den Membranen und auf das Verhalten des Proteins während der einzelnen 

Reinigungsschritte. Abbildung 3.29 zeigt die SDS-PAGE von Proben der Reinigung der 

einzelnen KdpD-Mutanten. Die Bande auf Höhe von 100kDa in Spur 1 zeigt KdpD-6His 

G37A, K38A, T39C nach der Gelfiltration. Proben des Solubilisats, der Elution der Ni2+-NTA 

Affinitätschromatographie und der Hauptfraktion der Gelfiltration des KdpDcLIC-∆Usp 
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Proteins sind in Spuren 2-4 aufgetragen und der KdpDcLIC-H673Q Mutante in Spuren 5-7. 

Aufgrund der deletierten Usp-Domäne liegt die Proteinbande der KdpDcLIC-∆Usp Mutante 

im Gel etwas niedriger als die KdpD Banden der anderen Mutanten. Die beiden zusätzlichen 

Banden bei 50kDa und 30kDa, die während der Reinigung von KdpD-6His nicht beseitigt 

werden konnten, ließen sich auch nach Reinigung der Mutanten im Gel detektieren. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Als nächstes wurden Bindetitrationen mit den Mutanten-Proteinen und ATP(Mg2+) sowie 

TNP-ATP(Mg2+) durchgeführt. Auf die Bindetitrationen in Abwesenheit von Mg2+-Ionen 

wurde in diesen Versuchen verzichtet, da schon beim Wildtyp-Protein keine großen 

Unterschiede bezüglich der An- und Abwesenheit von Mg2+-Ionen aufgetreten sind. Die 

ermittelten KD-Werte sind in Tabelle 3.3 aufgeführt.  

 

 KD ATP KD TNP-ATP KD ADP 
Wildtyp KdpD-6His 150-200nM 4µM 140-160nM 
KdpD cLIC H673Q ~ 230nM keine Bindung - 
KdpD-6His-G37A, 

K38A, T39C 
~260nM ~7µM - 

KdpDcLIC  ∆Usp ~ 250nM ~ 5µM - 
 
Tab.3.3: Die Interaktionen von KdpD-6His  und KdpD-Mutanten mit Nukleotiden. 
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Abb. 3.29: Reinigung der KdpD-Mutanten. Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie Blau gefärbtes 11% SDS- 

Gel. Zum quantitativen Vergleich der KdpD-6His Menge wurden jeweils 25µl Probe pro Spur aufgetragen.  In 

Spur 1 wurden nur ca. 2µg Protein aufgetragen. Spur 1: KdpD-6His- G37A, K38A, T39C nach der Gelfiltration.  

Spur 2: Solubilisat KdpDcLIC ∆Usp. Spur 3: KdpDcLIC ∆Usp Elution der Ni2+-NTA Affinitätschromato-

graphie. Spur 4: KdpDcLIC ∆Usp Hauptfraktion der Gelfiltration. Spur 5: Solubilisat KdpDcLIC H673Q. Spur 

6: KdpDcLIC H673Q Elution der Ni2+-NTA Affinitätschromatographie. Spur 7: KdpDcLIC H673Q Haupt-

fraktion der Gelfiltration. 
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Vergleicht man die verschiedenen KD-Werte für ATP, sieht man, dass die Werte der KdpD-

Mutanten nur geringfügig höher sind, als der Wert des Wildtyp-Proteins. Der KD-Wert von 

150-200nM für ATP, sowie 140-160nM für ADP des Wildtyp-Proteins ergibt sich aus der 

Zusammenfassung der Ergebnisse in An- und Abwesenheit von Mg2+-Ionen. Größere 

Unterschiede zeigen sich bei den KD-Werten von TNP-ATP. Wo der Wert der KdpDcLIC  

∆Usp Mutante noch relativ vergleichbar ist mit dem KD-Wert des Wildtyp KdpD, liegt der 

KD-Wert für TNP-ATP der Walker A-Mutante deutlich höher. Bei KdpD cLIC H673Q konnte 

sogar keine TNP-ATP-Bindung festgestellt werden, woraus interessante Schlussfolgerungen 

gezogen werden könnten (siehe 4.5).   
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4. Diskussion 
 
4.1 Interaktionsstudien des Zweikomponentensystems KdpD/KdpE durch Etablierung 

des “Bacterial Two Hybrid“ Systems 

Die Frage nach dem Stimulus, welcher von der Sensorkinase KdpD detektiert wird, ist noch 

immer unbeantwortet. Aus diesem Grund sollte sich die Suche nach dem Reiz, der die 

Signaltransduktionskaskade aktiviert oder an anderen Stellen das Signal in seiner Stärke 

moduliert, in dieser Arbeit auf eine mögliche Interaktion von KdpD mit einem bisher 

unbekannten Protein richten. Als Testverfahren wurde hierzu das “Bacterial Two Hybrid“ 

System verwendet. Diese Methode ermöglicht ein einfaches in vivo Screening und die 

Selektion von funktionellen Interaktionen zwischen zwei Proteinen (Karimova et al., 1998). 

Vermieden werden hierbei Solubilisierungs- und Aufreinigungsschritte von KdpD die zu 

Beeinträchtigungen bei in vitro Interaktionsstudien wie z.B. dem Pull-down Assay führen 

könnten. Die sich teilende Zelle mit ihrem komplexen Proteinnetzwerken bleibt somit 

erhalten.  

Grundsätzlich wurden alle Anzuchten im “Bacterial Two Hybrid“ System in Vollmedium 

durchgeführt. Da die Gene, die für die Fusionsproteine kodieren, in den “BTHS“-Vektoren 

unter Kontrolle des lac-Promotors liegen, werden diese Gene expremiert, unabhängig davon, 

ob sich die Zellen in Kaliumlimitation, also das Kdp-System induzierenden Bedingungen, 

befinden. Desweiteren handelt es sich bei den “BTHS“-Vektoren zwar um “low copy“ 

Plasmide, man muss jedoch beachten, dass die Menge an synthetisiertem Protein 

wahrscheinlich nicht die gleiche ist, wie die Menge an Protein in der Zelle von den 

entsprechenden chromosomal kodierten Genen. Die Funktionalität der Fusionsproteine konnte 

mittels normalerweise durchgeführten Komplementationsstudien nicht gezeigt werden. Im 

Falle der Fusionsproteine, die die Sensorkinase KdpD betreffen, wurde schon in früheren 

“Bacterial Two Hybrid“ Studien von Feuerbaum (2008) gezeigt, dass die “BTHS“-Vektoren 

nicht den geeigneten Plasmidhintergrund liefern, um das Wachstum eines ∆kdpD-Stammes 

unter Kaliumlimitation zu komplementieren. Im Falle der Fusionsproteine der einzelnen 

Untereinheiten des KdpFABC-Komplexes sowie der Lipidsynthasen musste auf Komplemen-

tationsstudien aufgrund von nicht vorhandenen, den einzelnen Genen entsprechenden 

Deletionsstämmen verzichtet werden. Es muss also im Rahmen der Analyse der 

Testergebnisse grundsätzlich beachtet werden, dass negative Ergebnisse, die auf keine 
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vorhandene Interaktion zwischen zwei Proteinen hinweisen, auch durch nicht-funktionelle 

Proteine zustande kommen könnten. 

Um das “Bacterial Two Hybrid“ System für den Zweck dieser Arbeit zu etablieren, wurden 

zunächst bereits bekannte Interaktionen zwischen Proteinen getestet. Tatsächlich konnten in 

dieser Arbeit Interaktionen zwischen den Mitgliedern des Zweikomponentensystems 

KdpD/KdpE detektiert werden, die bisher hauptsächlich über Phosphorylierungsexperimente 

gezeigt wurden (Zimmann, 1995). Interessant ist hierbei der Unterschied, der sich in den 

Aktivitäten der Plasmidkombinationen KdpD18/KdpE25 und KdpD25/KdpE18 zeigt. 

Während die Kombination KdpD18/KdpE25 in einer β-Galaktosidase-Aktivität von 100% 

Miller Units resultierte, kam es bei der umgekehrten Plasmidkombination KdpD25/KdpE18 

nur zu einer Aktivität von 50% Miller Units. Diese Beobachtung könnte sich durch die 

unterschiedliche Lokalisation der T18 und T25 Fragmente der katalytischen Untereinheit der 

Adenylatzyklase, welche mit den zu testenden Proteinen fusioniert vorliegen, erklären lassen. 

Das T18 Fragment ist in der Kombination KdpD18/KdpE25 an den zum Cytoplasma 

gewandten N-Terminus von KdpD fusioniert. Damit liegt der ebenfalls cytoplasmatisch 

vorliegende C-Terminus frei und kann wie im Rahmen der Phosphatübertragung während der 

Signaltransduktionskaskade mit dem Antwortregulator KdpE interagieren. Das T25 Fragment 

ist in der Kombination KdpD25/KdpE18 an den C-Terminus der Sensorkinase gekoppelt, was 

dazu führen könnte, dass der Antwortregulator KdpE nun nicht mehr frei mit dem C-

Terminus der Sensorkinase interagieren kann und es somit zu einer Reduktion der Aktivität 

kommt. Die Tatsache, dass die T18 bzw. T25 Fusionen auch eine sterische Hinderung bei der 

Interaktion zweier Proteine sein können, muss somit in der Analyse des “Bacterial Two 

Hybrid“ Systems berücksichtigt werden. Dabei gilt auch, dass je mehr Proteinkombinationen 

getestet werden, desto gezielter lassen sich Rückschlüsse auf die Interaktionen der zu 

testenden Protein ziehen, wie z.B. bei KdpD18/KdpE25 und KdpD25/KdpE18.  

Als weitere Kontrollen wurden die Plasmidkombinationen KdpD18/KdpD25 und 

KdpE18/KdpE25 getestet, da es sich hier ebenfalls um bekannte Proteininteraktionen handelt. 

Wie in Abbildung 1.3 gezeigt und auch bereits von Heermann et al., (1998) beschrieben, 

sollte die Sensorkinase KdpD als Homodimer funktionell aktiv sein, während es beim 

Antwortregulator KdpE im Laufe der Signaltransduktionkaskade zu einer Dimerisierung des 

Proteins kommt (Lucassen, 1998), infolgedessen KdpE~P mit höherer Affinität als KdpE an 

die DNA-Sequenz stromaufwärts des kdpFABC-Promotors bindet (Sugiura et al., 1992; 
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Nakashima et al., 1993). Mittels des “BTHS“ konnten in der vorliegenden Arbeit diese 

Interaktionen bestätigt werden. Die E. coli Zellen mit der Proteinkombination 

KdpD18/KdpD25 wiesen eine β-Galaktosidase-Aktivität von ~55% Miller Units auf, 

wogegen die Plasmidkombination KdpE18/KdpE25 nur ~30% Aktivität in Miller Units 

zeigten. Die geringere β-Galaktosidase-Aktivität von  KdpD18/KdpD25 verglichen mit der 

Positivkontrolle des Leucin-Zippers, könnte durch die zusätzlichen T18 und T25 Fragmente 

am Protein erklärt werden, welche die Dimerisierung des Gesamtproteins beeinflussen 

könnten. Bei Interaktionsstudien von KdpE und somit auch KdpE18/KdpE25 muss 

berücksichtigt werden, dass die Dimerisierung des Antwortregulators erst nach 

Phosphorylierung der einzelnen Monomere stattfindet. Durch die Phosphorylierung des 

Antwortregulators, kommt es wahrscheinlich zu einer Konformationsänderung des Proteins, 

welche schließlich  die Dimerisierung von KdpE begünstigt. Da dieser Test jedoch unter nicht 

induzierenden Bedingungen durchgeführt wurde, liegt hier die Interaktion von zwei nicht-

phosphorylierten Proteinen vor. Somit ist es wahrscheinlich, dass die beiden KdpE Monomere 

in abgeschwächter Form miteinander wechselwirken, was erneut die verminderte Aktivität im 

β-Galaktosidase-Test erklären könnte. 

Nachdem das “Bacterial Two Hybrid“ System somit erfolgreich für das KdpD/KdpE- 

Zweikomponentensystem etabliert werden konnte, sollten weitere Ansätze getestet werden, 

um nach Analyse der β-Galaktosidase-Aktivitäten, Rückschlüsse auf strukturelle Wechsel-

wirkungen einzelner KdpD Domänen mit dem KdpD Wildtypprotein und dem 

Antwortregulator KdpE ziehen zu können. Dabei zeigte sich eine funktionelle Interaktion von 

KdpE nur im Falle der Fusionsproteine KdpE25/NTD18. Diese Beobachtung erweist sich als 

interessant, berücksichtigt man frühere Studien zur N-terminalen Domäne der Sensorkinase. 

Heermann et al. (2003) konnten in vivo zeigen, dass die N-terminale Domäne von KdpD eine 

semikonstitutive kdpFABC-Expression verursacht. Dieses Phänomen trat jedoch nur in 

Anwesenheit des Antwortregulators KdpE mit intakter Phosphorylierungsstelle auf, wobei 

jedoch auch gezeigt wurde, dass die N-terminale Domäne allein nicht in der Lage war KdpE 

zu phosphorylieren. KdpE scheint hier in vivo auf eine andere Art und Weise phosphoryliert 

zu werden. Schließlich wurden zwei mögliche Modelle zur Interaktion der N-terminalen 

Domäne von KdpD mit KdpE aufgestellt. Das erste Modell besagt, dass die Interaktion zu 

einer Stabilisierung von phosphoryliertem KdpE führt, während das zweite Modell eine 

Stabilisierung der Bindung von KdpE~P an die DNA durch die N-terminale Domäne 
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diskutiert (Heermann et al., 2003). Eine Wechselwirkung zwischen der N-terminalen Domäne 

von KdpD und dem Antwortregulator KdpE konnte in dieser Arbeit bestätigt werden. Eine 

Interaktion mit der CTD inklusive den Transmembrandomänen (=TMC) von KdpD mit KdpE 

konnte überraschenderweise nicht nachgewiesen werden, obwohl es sich hierbei um die 

Transmitterdomäne handelt, die außerdem die Phosphorylierungsstelle enthält. Scheinbar ist 

auch hier die Anwesenheit der NTD der Sensorkinase notwendig, um das Protein eventuell 

richtig zu positionieren bzw. zu stabilisieren. Eine weitere Erklärung könnte sein, dass die 

TMC von KdpD phosphoryliert vorliegen muss, um mit KdpE interagieren zu können, was 

unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht der Fall war. 

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten in allen getesteten Plasmidkombinationen 

bezüglich des Wildtyp KdpD und der Domänen NTD und TMC β-Galaktosidase-Aktivitäten 

im Bereich von 50-100% Miller Units ermittelt werden, die demzufolge auf Interaktionen 

zwischen dem Wildtyp KdpD mit den jeweiligen Domänen hinweisen. Die strukturellen 

Homologien der Domänen des Proteins scheinen auszureichen, um mit KdpD zu dimerisieren. 

Lediglich die Plasmidkombination KdpD18/TMC25 zeigt nur eine schwache Interaktion, was 

jedoch im Einklang mit den bereits oben diskutierten Ergebnissen der Plasmidkombination  

KdpD18/KdpD25 steht. Heermann et al. (2000) konnten außerdem zeigen, dass die N-

terminale Domäne die membranverankerte C-terminale Domäne von KdpD komplementiert.  

Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit ebenfalls bestätigt werden.  

Desweiteren wurden Interaktionen zwischen KdpD-Derivaten mit Teildeletionen bzw. einer 

Punktmutation und dem Wildtyp KdpD Protein getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass in allen 

Fällen Interaktionen zwischen den Proteinen auftreten, was darauf hinweist, dass trotz 

kleinerer Teildeletionen, die daraus möglicherweise resultierenden Konformationsänderungen 

nicht die Dimerisierung der Sensorkinase beeinflussen. Die Homologiebereiche der 

interagierenden Proteine scheinen auszureichen um die fusionierten T18 und T25 Fragmente 

in enge Nachbarschaft miteinander zu bringen. Im Einklang mit den detektierten Interaktionen 

sind die Ergebnisse der Transdominanzstudien dieser Mutanten bezüglich des KdpD 

Wildtypproteins von Andreeßen (2007). Hierbei zeigten die Mutanten KdpD ∆Arg1 und 

KdpD ∆Arg2 einen rezessiven Phänotyp gegenüber dem WT-Protein. Die Mutanten allein 

konnten ein Fehlen des WT KdpD nicht komplementieren, werden sie jedoch in der Zelle 

neben dem WT KdpD synthetisiert, ordnet sich der inaktive Phänotyp dieser Mutanten dem 

aktiven Phänotyp des WT KdpD unter und das aus dem WT-Protein und dem 
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Mutantenprotein zusammengesetzte KdpD Dimer zeigt einen Phänotyp vergleichbar mit dem 

WT-Protein. Der Transdominanztest mit der Mutante KdpD ∆TM1-4 zeigte, dass sich diese 

Mutante dominant gegenüber dem WT verhält. Da diese KdpD Mutation zu einem semi-

konstitutiven Phänotyp führt, scheint diese Mutante auf jeden Fall aktiv zu sein und der 

veränderte Phänotyp eher mit einer deregulierten Phosphatase-Aktivität zusammenzuhängen. 

 

4.2 Die Interaktion der Sensorkinase KdpD mit der KdpB Untereinheit des KdpFABC- 

Komplexes 

Mittels des “Bacterial Two Hybrid“ Systems wurden weiterhin mögliche Interaktionen der 

Sensorkinase KdpD mit den verschiedenen Untereinheiten des KdpFABC-Komplexes 

getestet. Hierbei zeigte sich nur im Fall von KdpB eine Interaktion, welche in hohen β-

Galaktosidase-Aktivitäten (Proteinkombination KdpD25/KdpB18) resultierte. Um eine 

Interaktion dieser beiden Proteine in Betracht zu ziehen, sollte zunächst die Funktion von 

KdpB näher erläutert werden. KdpB stellt die katalytische Untereinheit des KdpFABC- 

Systems dar und umfasst die vier allgemeinen funktionellen und strukturellen Domänen von 

P-Typ ATPasen (Greie & Altendorf, 2007). Dazu gehören die Transmembrandomäne (TM-

Domäne) mit sieben Transmembranhelices (Bramkamp & Altendorf, 2004), welche die 

Hydrolyse von ATP mit dem Ionentransport koppelt und die Phosphorylierungsdomäne (P-

Domäne) mit dem konservierten DKTGT Motif (Axelsen & Palmgreen, 1998). Dieses Motif 

enthält den Aspartatrest D307, welcher durch die γ-Phosphorylgruppe von ATP reversibel 

phosphoryliert wird. Die Phosphorylierungsdomäne ist strukturell mit der 

Transmembrandomäne verbunden, wobei die fünfte Transmembranhelix in die 

Phosphorylierungsdomäne hineinragt und knapp unter der Phosphorylierungsstelle endet. 

Desweiteren findet man die Attenuatordomäne (A-Domäne), welche durch kurze 

Linkersequenzen an die Transmembrandomäne gekoppelt ist und ebenfalls ein konserviertes 

Motif trägt, welches einen Einfluss auf die Dephosphorylierung des E2~P Zustands von P-

Typ ATPasen hat. In der Nukleotidbindedomäne (N-Domäne) von KdpB (KdpBN) liegt das 

Nukleotid in einer Bindetasche so orientiert vor, dass das γ-Phosphat aus der Tasche 

herausragt und somit zum konservierten Aspartatrest der Phosphorylierungsdomäne gerichtet 

ist. Einen Einfluss auf die korrekte Orientierung scheint hier außerdem die Untereineit KdpC 

auszuüben. Als katalytisches Chaperon bindet es das ATP an der Ribose und sorgt so für die 

richtige Positionierung des ATP innerhalb der Bindetasche (Greie & Altendorf, 2007).  
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Die verschiedenen Funktionen der einzelnen KdpB Domänen und die zum größten Teil 

cytoplasmatische Lokalisation dieser Domänen könnte Ansatzpunkt für eine Interaktion mit 

KdpD sein. Eine erste Aussage zur Art und Weise einer möglichen Interaktion liefern die 

Plasmidkombinationen. Nur die Proben mit der Proteinkombination KdpD25/ KdpB18 zeigen 

hohe β-Galaktosidase-Aktivitäten, was bedeuten könnte, dass nur der C-Terminus von KdpD 

mit dem N-Terminus von KdpB interagiert. Ist das T18 Fragment mit dem N-Terminus der 

Sensorkinase fusioniert, nehmen die β-Galaktosidase-Aktivitäten der Proben mit der 

entsprechenden Proteinkombination KdpD18/KdpB25 auf ~15% Aktivität in Miller Units ab. 

Dies schließt eine mögliche Interaktion über den N-Terminus jedoch nicht aus, die N-

terminale Domäne von KdpD muss eventuell im nativen Zustand vorliegen, um mit KdpB 

interagieren zu können. Da nur die N-terminale Domäne von KdpB zum Cytoplasma gewand 

vorliegt, scheidet hier der C-Terminus als Interaktionspartner für KdpD automatisch aus. Um 

nun nähere Aussagen bezüglich der möglichen Interaktionsstelle treffen zu können, wurden 

weitere Proteinkombinationen getestet. Hierfür wurden das Plasmid pKdpB18 und Derivate 

des pKdpD25 Plasmides getestet, welche zum einen für einzelne Domänen der Sensorkinase 

(NTD25 bzw. TMC25) oder aber für Deletionen in KdpD (KdpD ∆TM1-4, KdpD ∆Arg1/2) 

sowie für die Punktmutante KdpD E509K kodieren. Bei der Verwendung der 

Proteinkombinationen KdpB18/NTD25 und KdpB18/TMC25 konnten hohe β-Galaktosidase-

Aktivitäten im Bereich von ca. 40% Miller Units nur bei KdpB18/NTD25 ermittelt werden, 

was somit einen Hinweis liefern könnte, dass die N-terminale Domäne von KdpD wichtig für 

eine Interaktion mit KdpB18 ist. Die Transmembrandomänen und die C-terminale Domäne 

(TMC) von KdpD scheinen für eine Interaktion mit KdpB also nicht auszureichen. Betrachtet 

man das Ergebnis des β-Galaktosidasetests bezüglich der Plasmidkombination KdpD E509K 

25 und KdpB18, zeigte sich, dass die Punktmutation scheinbar keinen negativen Einfluss auf 

die Interaktion hat, da die β-Galaktosidase-Aktivität verglichen mit Proteinkombination 

KdpD25/KdpB18 identisch ist (60%). Bei den Proteinkombinationen von KdpB18 und den 

KdpD-Teildeletionen konnten hingegen nur niedrige β-Galaktosidase-Aktivitäten (10-20%) 

detektiert werden, weshalb den Transmembrandomänen und dem Arginincluster für die 

Interaktion mit KdpB neben der N-terminalen Domäne eine Bedeutung zugeschrieben werden 

könnte.  

Hinweise auf Interaktionen zwischen Sensorkinasen und Proteintransportern wurden auch 

schon in anderen Systemen untersucht und diskutiert (Tetsch & Jung, 2009). Ein Beispiel ist 
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der hoch affine Phosphattransporter PstSCAB2, welcher in E. coli unter Phosphat 

limitierenden Bedingungen als primärer Pi-Transporter fungiert und unter anderem über das 

periphere Membranprotein PhoU mit dem Zweikomponentensystem PhoR/PhoB interagiert 

(Steed & Wanner, 1993; Wanner, 1996). Bei Phosphatlimitation im Medium aktiviert das 

Zweikomponentensystem die Expression des pho-Regulons, bestehend aus den Genen, die 

nicht nur für das Zweikomponentensystem kodieren, sondern auch für den 

Phosphattransporter PstSCAB2 und die alkalische Phosphatase. Bei ausreichender 

Phosphatkonzentration im Medium wird die Phosphatase-Aktivität von PhoR durch den 

Transporter PstSCAB2 aktiviert, was in der Dephosphorylierung des Antwortregulators und 

somit der Repression des pho-Regulons resultiert (Carmany et al., 2003). Wie genau die 

Interaktion zwischen dem Transporter und der Sensorkinase des Systems verläuft ist noch 

unbekannt. Ein weiteres Beispiel liefert das Zweikomponentensystem DcuS/DcuR und der 

Fumarat/Succinat Antiporter DcuB.  Die Deletion des dcuB Gens führte zu einer konstitutiven 

Expression der dcuS und dcuR Gene, sowie weiterer Gene, die wiederum unter Kontrolle des 

Antwortregulators stehen, was darauf hinweist, dass das Zweikomponentensystem durch den 

Antiporter reguliert werden könnte. Nach weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass 

Aminosäuren im C-terminalen Teil des Antiporters wichtig für die Regulation der 

Sensorkinase sind (Kleefeld et al., 2009). Der genaue Mechanismus der Interaktion zwischen 

der Sensorkinase und dem Antiporter ist auch hier noch unklar. Nichtsdestotrotz wird auch in 

diesem Falle ein “Fine-tuning“ bezüglich der Sensitivität des Zweikomponentensystems 

durch den Antiporter diskutiert. Während die Sensorkinase die C4-Dicarboxylat 

Konzentration im Periplasma detektiert, könnte der Antiporter eher den metabolischen C4-

Dicarboxylat Fluss durch die Membran detektieren, wobei beide Signale schließlich auf dem 

Level der Transkription miteinander integriert werden (Kleefeld et al., 2009).  

Somit könnte sich auch ein Modell für die Interaktion der Sensorkinase KdpD mit der KdpB- 

Untereinheit des KdpFABC-Komplexes aufstellen lassen (Abb.4.1). Die Sensorkinase auto-

phosphoryliert und überträgt den Phosphatrest auf den Antwortregulator. Im dimerisierten 

und phosphorylierten Zustand weist KdpE eine hohe Affinität für eine DNA-Sequenz 

stromaufwärts des kdpFABC-Promotors auf und initiiert so die Transkription des kdpFABC- 

Operons. Steigt die Kaliumkonzentration im Medium wieder an beziehungsweise nimmt die 

Konzentration an K+-Ionen im Cytoplasma der Zelle zu, könnte dies von KdpB oder einer 

anderen Untereinheit des KdpFABC-Komplexes detektiert und durch eine Interaktion der N-
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terminalen Domäne von KdpB mit der N-terminalen Domäne von KdpD über die 

Transmembrandomänen und dem sich anschliessenden Arginincluster weitergeleitet werden. 

Das Ergebnis könnte ein Wechsel von der Kinase- zur Phosphatase-Aktivität des Proteins 

sein. Bisher ist dazu bekannt, dass es sich hierbei um einen durch Konformationsänderungen 

des Proteins verursachten elektrostatischen Wechselmechanismus handelt (Jung & Altendorf, 

1998a). Die Analyse fünf verschiedener konstitutiver KdpD-Mutanten von Brandon et al. 

(2000) zeigte, dass während die Kinase-Aktivität unverändert war, bei zwei dieser Mutanten 

die Phosphatase-Aktivität reduziert vorlag und bei drei dieser Mutanten eine Aktivität der 

Phosphatase nicht detektiert werde konnte. Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die 

Initiation der Signaltransduktion durch KdpD durch eine Inhibierung der Phospho-KdpE 

spezifischen Phosphatase-Aktivität von KdpD vermittelt wird, was dazu führt, dass sich  

Phospho-KdpE anhäuft und so die Expression des KdpFABC-Systems aktiviert. 

Die Ansammlung positiv geladener Argininreste, die für die Interaktion der Sensorkinase mit 

KdpB als wichtig erscheinen, da Deletionen dieses Bereiches von KdpD die Interaktion mit 

KdpB verhindern, könnten ebenso für den Wechsel von Kinase- und Phosphatase-Aktivität 

von Bedeutung sein (Jung & Altendorf, 1998a). KdpD Proteine mit einer Deletion im 

Arginincluster zeichnen sich durch einen inaktiven Phänotyp aus, welcher die kdpFABC Gene 

nicht mehr induziert (Andreeßen, 2007). Ist das Arginincluster essentiell für die Regulation 

der Kinase- und Phosphatase-Aktivität, wäre es verständlich, dass das Protein keinen aktiven 

Phänotyp mehr aufzeigt, da bei Deletion des Argininclusters nun weder die elektrostatischen 

Vorraussetzungen für die Kinase- noch für die Phosphatase-Aktivität des Proteins gegeben 

wären. Auch die Transmembrandomänen von KdpD scheinen nach Ergebnissen mit dem 

“BTHS“ für die Interaktion von KdpB wichtig zu sein, was ein weiterer Hinweis dafür sein 

könnte, dass es sich bei der Interaktion um eine Regulation der Kinase- und Phosphatase-

aktivität handelt. Die Deletion der vier Transmembranhelices führt zu einem konstitutiven 

KdpD Phänotyp in vivo mit Kinase-Aktivität in vitro (Jung et al., 1998; Heermann et al., 

2003b; Zimmann et al., 2007). Der konstitutive Phänotyp ließe sich mit einer denkbaren 

Interaktion zwischen der N- und C-terminalen Domäne von KdpD erklären, die 

Transmembranhelices scheinen allerdings für die korrekte Positionierung des Proteins in der 

Membran verantwortlich zu sein (Heermann et al., 2003b). Ist diese Positionierung nicht 

mehr gegeben, könnte es möglich sein, dass auch das Argininclusters nicht mehr an der 

korrekten Stelle liegt, und so der Wechsel zwischen der Kinase- und Phosphatase-Aktivität 
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nicht mehr gewährleistet ist, was in einer ständigen Kinase-Aktivität des Proteins resultieren 

könnte.  

Befinden sich die Zellen in einem Medium ausreichender K+-Konzentration könnte sich die 

Sensorkinase stets im Phosphatasemodus befinden, was bedeuten würde, dass KdpB solange  

mit KdpD interagiert. Ändern sich die Wachstumsbedingungen der Zelle aufgrund von K+-

Limitation könnte auch dies durch einen unbekannten Mechanismus detektiert werden, 

resultierend in einer Konformationsänderung von KdpB und der Freigabe von KdpD. 

Vorraussetzung für dieses Modell ist ein niedriges Grundniveau der Proteine des KdpFABC- 

Komplexes. Erste Hinweise auf ein solches Grundniveau liefern Proteomanalysen von 

Hammer et al. (Zimmann, persönliche Mitteilung).  
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Abb. 4.1 Schematische Darstellung des Modells für die mögliche Interaktion von KdpD mit KdpB.  

A) Unter K+ limitierenden Bedingungen findet die Autophosphorylierung von KdpD statt. Der Phosphatrest wird 

auf KdpE übertragen, welches nun dimerisiert und durch Bindung an die DNA stromaufwärts des kdpFABC- 

Promotors, die kdpFABC-Transkription induziert. Eine Interaktion zwischen KdpB und KdpD findet unter 

diesen Bedingungen nicht statt.  

B) Steigt die K+ Konzentration im Medium oder im Cytoplasma an, könnte dies vom KdpFABC-Komplex durch 

einen noch nicht bekannten Mechanismus detektiert werden. Ein Konformationwechsel von KdpB könnte nun 

dazu führen, dass die N-terminale Domäne von KdpB mit der N-terminalen Domäne von KdpD wechselwirkt 

und dieses Signal über die Transmembrandomänen zum Arginin-Cluster weitergeleitet wird. Das Resultat dieser 

Interaktion könnte eine Konformationsänderung von KdpD sein, die mit einem elektrostatischen 

Wechselmechanismus von der Kinase- zur Phosphatase-Aktivität des Proteins verbunden ist. Somit würde der 

Antwortregulator dephosphoryliert werden und von der DNA dissoziieren. Die Transkription der kdpFABC Gene 

findet schließlich nicht mehr statt. 
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4.3 Die Interaktion der Sensorkinase KdpD mit der Glycerol-3-Phosphat 

Acyltransferase PlsB 

Auf der Suche nach dem Reiz, der von KdpD detektiert wird, beschäftigten sich Hamann et 

al. (2008) mit einem möglichen Zusammenhang von Turgoränderungen und der kdp- 

Expression mit dem Ergebnis, dass unter Kalium limitierenden Bedingungen Turgor nicht der 

Reiz zu sein scheint. Hierzu wurden cytoplasmatische Volumenmessungen unter den 

Bedingungen Kaliumlimitation und erhöhte Osmolarität  durchgeführt und festgestellt, dass 

ein Schrumpfen des Cytoplasmas wie bei osmotisch gestressten Zellen, unter 

Kaliumlimitation nicht zu beobachten ist, wobei die kdpFABC-Expression aber maximal 

vorlag. Bei dem Reiz der erhöhten Osmolarität konnte hingegen eine Reduktion des 

cytoplasmatischen Volumens der Zelle beobachtet werden, die kdpFABC-Expression lag aber 

diesmal nur moderat und transient vor. Größere Änderungen des cytoplasmatischen 

Volumens wurden auch durch eine Erhöhung der Osmolarität mittels 0.4M KCl erreicht, mit 

dem Ergebnis einer nichtinduzierten kdpFABC-Expression, was schließlich gegen die Theorie 

sprach, dass Änderungen des Zellturgors der Reiz für die Sensorkinase sein könnte. Auf 

dieser Grundlage diskutierte Hamann (2008), dass der Reiz, den die Sensorkinase wahrnimmt, 

von Prozessen abhängig ist, die mit der Zellelongation während des Wachstums verbunden 

sind. Es könnte also sein, dass KdpD Vorgänge detektiert, die bei ausreichender 

Kaliumkonzentration in der Zelle kontinuierlich ablaufen, wie z.B. der Einbau von 

Phospholipiden in die Cytoplasmamembran bei stetigem Turgordruck. Die Wahrnehmung 

eines solch konstanten Prozesses würde die Sensorkinase in einem “Off“ Status halten, 

während eine Unterbrechung dieses Prozesses KdpD anschalten würde. In diesem 

Zusammenhang ist die Beobachtung von Bedeutung, dass die kdpFABC-Expression im Falle 

einer erhöhten Osmolarität im Medium transient ist und unter Kaliumlimitation nach Zugabe 

kleiner Mengen Kalium zum Medium abgeschaltet wird. Dies könnte bedeuten, dass so lange 

die Zelle in der Lage ist sich stetig zu vergrößern, die kdpFABC-Expression uninduziert 

bleibt. Nach einem osmotischen “Upshift“ könnten die Zellen zunächst weniger eine 

Reduktion des Turgors erfahren, sondern eher eine Zeitperiode wahrnehmen, in der der 

Turgordruck nicht stetig ansteigt. Sobald der Turgordruck wieder etwas über dem Niveau wie 

vor dem “Upshift“ liegt, nimmt das Niveau der kdpFABC-Expression ab, was durch RT-PCR 

Daten gezeigt werden konnte. Hamann (2008) konnte zusätzlich die Beobachtung machen, 
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dass bei stationären Zellen unter K+-Limitation keine Zellvergrößerung mehr stattfinden, wie 

es bei stationären Zellen in Medium mit ausreichender K+-Konzentration der Fall war. 

Zu diesen Beobachtungen ist nun ein Modell erforderlich, dass erklärt, wie KdpD die 

permanente Insertion von Phospholipiden in die Cytoplasmamembran detektiert. Aufgrund 

dieser Theorie sind die Lipidbiosynthseenzyme PlsB und PssA von Bedeutung (Abb.4.2). 

 

 

 

          

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.2: Biosyntheseweg der Phospholipide von E. coli (verändert nach Cronan, 2003). Der 

Phospholipidgehalt in E.coli setzt sich aus den drei Phospholipiden Phosphatidylethanolamin, 

Phosphatidylglycerol und Cardiolipin zusammen, deren Synthese aus dem Vorstufenmolekül CDP-

Diacylglycerol stattfindet. Die Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase PlsB katalysiert neben PlsC den ersten 

Schritt des Biosynthesewegs, wo über das Zwischenprodukt Phosphatidylsäure schließlich das Vorläufermolekül 

gebildet wird. PlsB überträgt eine Acylgruppe auf Glycerolphosphat, 1-Acylglycerolphosphat wird dann durch 

PlsC erneut acyliert. Die Acyl-ACP Endprodukte der Fettsäuresynthese bilden hier die primären Acyldonore. 

Somit wird auf dieser Stufe der Phospholipidsynthese, diese mit der Fettsäuresynthese koordiniert. Die 

Phosphatidylserin-Synthase PssA katalysiert den ersten Schritt in der Umwandlung des CDP-Diacylglycerols zu 

Phosphatidylethanolamin, was final einen Anteil von 75% des Gesamtlipidgehaltes in E.coli ausmacht. 

 

Wie das Schema des Biosyntheseweges der Phospholipide in Abbildung 4.2 zeigt, nehmen die 

Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase (PlsB) und die Phosphatidylserin-Synthase (PssA) 

bedeutsame Stellungen im Syntheseweg der Phospholipide ein und könnten somit als 

Interaktionspartner der Sensorkinase KdpD zur Detektion der Phospholipidinsertion in die 

Membran in Frage kommen. Während PlsB den ersten Schritt zur Bildung des 
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Vorläufermoleküls aller Phospholipide katalysiert, ist PssA an der Umwandlung des 

Vorläufermoleküls CDP-Diacylglycerol zu dem Hauptphospholipid der E.coli Membranen 

Phosphatidylethanolamin beteiligt. Es wurde nun von Hamann (2008) das Modell zur 

Reizwahrnehmung aufgestellt, dass diese Enzyme im aktiven Zustand mit KdpD interagieren 

und in einem “Off“ Status halten. Tritt der Fall auf, dass der Turgor konstant bleibt und die 

Zellmembran somit nicht vergrößert werden muss, könnte sich die Aktivität dieser Enzyme 

ändern bzw. reduzieren, was wiederum einen Einfluss auf die Sensorkinase KdpD haben 

könnte. KdpD könnte diese Veränderung wahrnehmen und in einen “On“ Status übergehen. 

Somit würde die kdpFABC-Expression induziert werden und Kalium in die Zelle gelangen. 

Die Aufnahme von Kaliumionen in die Zelle wäre mit einer Erhöhung des Turgors 

verbunden, was zur Folge hat, dass die Zelle dazu tendiert sich auszudehnen. Mittels Einbau 

von Phospholipiden in die Membran würde diese Zellerweiterung stattfinden können. Durch 

die nun wieder aktivierten Proteine PlsB und PssA würde die Sensorkinase letztlich wieder in 

den “Off“ Status zurückkehren. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine mögliche 

Interaktion der Sensorkinase mit PlsB und PssA mittels des “BTH“ Systems getestet. 

Tatsächlich konnte im Falle von PlsB eine Interaktion mit KdpD festgestellt werden. E. coli 

Zellen transformiert mit der Plasmidkombination pKdpD25/pPlsB18 zeigten β-Galaktosidase-

Aktivitäten von ca. 80% Miller Units. Ferner zeigten die Plasmidkombinationen der KdpD 

Teildeletionen bzw. der Punktmutante mit PlsB18 Aktivitäten im Bereich von 30-60% Miller 

Units. Die Interaktion zwischen der Sensorkinase und der Acyltransferase scheint somit 

unabhängig von der Anwesenheit der Transmembrandomänen bzw. des Argininclusters von 

KdpD zu sein. Interessant ist das Ergebnis des β-Galaktosidasetests bei denen E. coli Zellen 

mit den Proteinkombinationen der einzelnen Domänen von KdpD und PlsB18 getestet 

wurden. Hier zeigt sich, dass für eine Interaktion die N-terminale Domäne von KdpD 

ausreicht, um mit dem PlsB Protein zu interagieren. Bei Verwendung der Proteinkombination 

der C-terminalen Domäne und den Transmembrandurchgängen (TMC25) und PlsB18 konnte 

hingegen keinerlei Aktivität im β-Galaktosidasetest nachgewiesen werden. Desweiteren 

zeigten Proben mit der umgekehrten Plasmidkombination KdpD18/PlsB25 ebenfalls kaum 

Aktivität. Das fusionierte T18 Fragment am N-Terminus von KdpD könnte hier 

Wechselwirkungen mit PlsB stören, so dass es zu keiner Interaktion zwischen den beiden 

Proteinen kommen würde. Im PlsB18 Plasmid ist das T18 Fragment ebenfalls mit dem N-

Terminus des Proteins fusioniert, wobei das T25 Fragment im Plasmid PlsB25 mit dem C-
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Terminus des Proteins fusioniert ist. Es handelt sich bei PlsB um ein integrales 

Membranprotein mit zwei Transmembrandurchgängen und beide N- und C-terminalen 

Domänen liegen cytoplasmatisch vor (Gonzalez-Bato et al., 2001; Pellon-Maison et al., 

2006). Aussagen zu Interaktionen störenden Fusionen lassen sich hier eher nicht treffen, da 

nur das PlsB Wildtypprotein getestet wurde und nicht einzelne Domänen oder Derivate des 

Proteins, was nähere Information dazu liefern könnten. So ergibt sich schließlich das Fazit, 

dass eine Interaktion der N-terminalen Domäne der Sensorkinase KdpD mit der Glycerol-3-

Phosphat Acyltransferase PlsB tatsächlich stattfinden könnte. Ein Modell der 

Reizwahrnehmung von KdpD über die Detektion der Phospholipidinsertion in die Membran 

durch PlsB könnte somit durchaus in Frage kommen. Von Bedeutung wäre in diesem Falle 

auch die übergeordnete Regulation des PlsB Proteins, die damit einen indirekten Einfluß auf 

KdpD ausüben könnte. Guanosin-3`5`-Bispyrophosphat (ppGpp) ist ein globaler Regulator 

der Genexpression und RNA-Synthese (Magnusson et al., 2005), welcher auch für die 

Regulation der PlsB Aktivität verantwortlich ist. Die PlsB Aktivität wird in vivo durch 

erhöhte ppGpp Mengen inhibiert, was in der Anhäufung von Acyl-ACP (siehe auch Abb.4.2) 

resultiert und mit dieser verbunden, eine Reduzierung der Fettsäuresynthese verursacht. Die 

Inhibierung des Fettsäure- und Phospholipidsynthese durch ppGpp kann durch eine 

Überexpression von PlsB aufgehoben werden (Heath et al., 1994). Somit funktioniert die 

Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase als Koordinator der Bildung der Phospholipide mit der 

makromolekularen Biosynthese und dem Zellwachstum (Zhang & Rock, 2008). Der globale 

Regulator ppGpp wiederum setzt sich aus GTP und ATP zusammen, als Antwort auf 

Nährstoffmangel und Stress (Magnusson et al., 2005). ppGpp bindet an die RNA-Polymerase 

und inhibiert die Transkription von Genen, die am Zellwachstum beteiligt sind und induziert 

die Transkription von Genen die für Stressresistenz und dem Überdauern während 

Nährstoffmangels wichtig sind. Somit könnte ein Modell zur Interaktion von KdpD und PlsB 

aufgestellt werden, in welchem sich diese beiden Proteine in einem ganzen Netzwerk von 

Proteinen befinden könnten, die sich gegenseitig unter verschiedenen Bedingungen 

beeinflussen und unter der globalen Kontrolle von ppGpp stehen. 
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4.4 Die Reinigung der Sensorkinase KdpD und das Oligomerisierungsverhalten des   

Proteins  

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Sensorkinase KdpD biochemisch näher charakterisiert 

werden. Dazu sollte ein effizientes Reinigungsprotokoll entwickelt werden, welches die 

native Form der Sensorkinase erhält und im Optimalfall die Grundlage zu 

Kristallisationsexperimenten bildet.  

Zu Beginn wurden verschiedene Expressionssysteme getestet, wie unter Punkt 3.2.1 und 3.2.2 

beschrieben. In diesem Zusammenhang konnte die Expression von kdpD-10His in 

Lactococcus lactis mit Hilfe des Nisin induzierbaren Genexpressionssystem NICE (Geertsma 

& Poolman, 2007; MoBiTec 2010) erfolgreich etabliert werden. Die Vorteile, die dieses 

System liefert sind bereits unter Punkt 3.2 beschrieben. Nach Präparation der 

Membranvesikel konnte KdpD-10His mittels der Detergenzien Decylmaltopyranosid oder 

Dodecylmalto-pyranosid weiterhin gut aus der Membran von L. lactis solubilisiert werden. 

Da sich in den darauffolgenden Schritten allerdings herausstellte, dass KdpD-10His aus L. 

lactis Zellen das gleiche Verhalten während der Reinigung zeigte, wie KdpD-6His aus E. coli 

und sich die Anzucht von E. coli Zellen unter aeroben Bedingungen im großen Maßstab als 

praktischer und effizienter erwies, wurde auf weitere vergleichende Reinigungsschritte mit 

KdpD-10His aus L. lactis verzichtet.   

Die Solubilisierung von KdpD-6His mittels verschiedener Detergenzien einprozentiger 

Konzentration zeigte zunächst, dass sich das Protein gut aus der Membran herauslösen lässt. 

In früheren Versuchen resultierte die Solubilisierung der Sensorkinase entweder in einem 

inaktiven Protein (Nakashima et al., 1993) oder KdpD-6His konnte unter Verwendung von 

Dodecylmaltopyranosid nur zu 50% aus der Membran solubilisiert werden und mit 2-azido-

[α-32P]-ATP markiert werden (Jung et al., 1997). Da die Solubilisierung mittels der in Tabelle 

3.2 zusammengefassten verschiedenen Detergenzien fast in jedem Fall sehr hoch lag und die 

Verwendung von Dodecylmaltopyranosid laut Jung et al. zumindest zu einer Markierung des 

Proteins mit 2-azido-[α-32P]-ATP führte, wurde auch in dieser Arbeit Dodecylmaltopyranosid 

benutzt, um KdpD-6His aus der Membran zu lösen. In einem anschließenden Kinase-

Aktivitätstest mit radioaktivem [γ-32P]-ATP konnte die Autophosphorylierungsaktivität des 

membrangebundenen Proteins detektiert werden. Das Autoradiogramm in Abbildung 3.21 

zeigte hier unter denaturierenden Bedingungen zum einen eine Bande auf Höhe von ca. 

100kDa, die dem Monomer von KdpD-6His entspricht, zum anderen eine schwächere Bande 
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oberhalb der 170kDa Marke, welche der dimeren oder höher oligomeren Formen der 

Sensorkinase entsprechen könnte. Die Proben des Solubilisats zeigten im Autoradiogramm 

ebenfalls eine Bande oberhalb der 170kDa Marke, auf gleicher Höhe mit der schwächeren 

Bande der Membranvesikel-Probe. Die Detektion dieser Bande könnte ein Hinweis darauf 

sein, dass die Autophosphorylierungaktivität des solubilisierten Proteins noch vorhanden ist, 

jedoch in der dimeren oder höher oligomeren Form des Proteins und aufgrund der einzelnen 

schwachen Bande, nur in reduzierter Form.  

Während der Reinigung von KdpD-6His zeigte sich desweiteren zunächst ein immer 

wiederkehrendes Laufverhalten des Proteins auf der Superdex 200 Säule, resultierend in 

einem Peak innerhalb des Ausschlussvolumens der Säule. Zusätzlich zeigte sich eine 

Verschiebung des Absorptionsspektrums der KdpD-6His enthaltenden Fraktionen in Richtung 

einer Wellenlänge von 260nm. Diese Beobachtungen könnten durch DNA-Verunreinigungen 

in den Proteinproben erklärt werden, obwohl während des Zellaufschlusses DNAse zur 

Hydrolyse der DNA eingesetzt wurde. Nach Gelfiltration mit der Sephacryl S400 Säule 

konnte dieses Problem gelöst werden, indem dieses Säulenmaterial in der Lage war, die DNA 

von der Proteinlösung zu trennen. Wurden schließlich die DNA-freien Proteinfraktionen 

erneut auf eine Superdex 200 Säule auftragen, zeigte sich ein kleiner Peak bei ca. 11ml 

(~440kDa) und ein Hauptpeak bei ca. 12ml (~200kDa). Das Ergebnis der SDS-PAGE der 

einzelnen Fraktionen dieser Peaks sowie des nativen Gels dieser Proben liefert erneut 

Hinweise, dass es sich um verschiedene Oligomerisierungzustände der Sensorkinase handeln 

könnte. Da die über die Aminosäuresequenz kalkulierte molekulare Masse von KdpD bei 

99.6kDa liegt, würde es sich bei den Banden der Probe des 11ml Peaks hauptsächlich um 

trimere und tetramere Formen des Proteins handeln, während es sich bei den Banden der 

Probe des Hauptpeaks um Dimere und Monomere von KdpD handeln würde. Es wurde 

bereits von Heermann et al. (1998) postuliert, dass es sich bei KdpD um ein Homodimer 

handelt. Diese Aussage basiert auf Bestimmungen der molekularen Masse des Proteins mittels 

Gelfiltration und Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation. Ergebnisse nativer Gele, die auch 

hier drei Banden zeigten, die für monomere, dimere und tetramere Formen von KdpD stehen 

würden, wurden hier mit der Tendenz des Proteins zu aggregieren erklärt. Diese Erklärung 

könnte auch in diesem Falle zutreffen und es würde sich bei den oligomeren Formen der 

Sensorkinase des 11ml Peaks hauptsächlich um unspezifische Proteinaggregate handeln. Im 

Allgemeinen wurde bisher von Sensorkinasen wie u.a. EnvZ, CheA, ArcB oder NtrB 



Diskussion________________________________________________________________ 87 
 

 

angenommen, dass sie als Homodimere funktionieren (Dutta et al., 1999; Surette et al., 

(1996); Tanaka et al., 1998; West & Stock, 2001). In den neuesten Studien zur Sensorkinase 

DcuS von Scheu et al., (2010) aber konnten erstmals mittels FRET und Crosslinking Daten 

oligomere Formen von DcuS, darunter neben der dimeren, die tetramere Form des Proteins, in 

lebenden Zellen, bakteriellen Membranen und Proteoliposomen gezeigt werden. Diese Daten 

zeigen somit, dass es nicht auszuschliessen ist, dass es sich bei den tetrameren Formen der 

Sensorkinase KdpD um spezifische Oligomere handeln könnte und ähnliche Experimente 

genaueren Aufschluß dazu geben könnten. Das Autoradiogramm der KdpD-6His Proben der 

unterschiedlichen Reinigungsschritte (nach der Affinitätschromatographie, nach der 

Gelfiltration und nach der Rekonstitution) zeigte, dass die Autophosphorylierungsaktivität des 

Proteins scheinbar während des Reinigungsprozesses verloren gegangen ist. Zumindest lassen 

sich keine Banden detektieren, die vergleichbar wären mit der Positivkontrolle der 

Membranvesikel. Zwar könnten die Banden, die sich fast auf Höhe der Geltaschen befinden, 

hoch oligomere aktive Formen von KdpD-6His sein, jedoch ist diese Aussage höchst 

spekulativ. Es könnte sich auch um unspezifische Aggregate handeln, die nicht in das Gel 

eingelaufen sind und an denen sich das ATP schliesslich unspezifisch gebunden hat.  

Neben dem KdpD-6His Protein traten während der Reinigung immer wieder zwei zusätzliche 

Banden in der SDS-PAGE auf, welche sich schließlich sogar nach Rekonstitution des 

gereinigten KdpD-6His in den Liposomen detektieren liessen. Massenspektrometrische 

Analysen dieser Banden ergaben, dass es sich dabei um die 75kDa große katalytische 

Untereinheit der Cytochrom bo(3) Ubiquinol Oxidase (CyoB) handelt, welche sich im SDS-

Gel in zwei Domänen auftrennen könnte. Dieses integrale Membranprotein ist eine der zwei 

Quinoloxidasen der Atmungskette von E. coli und gehört zur Gruppe der Häm-Kupfer-

Oxidasen (Trumpower & Gennis, 1994). Es katalysiert die terminale Reduktion des 

Sauerstoffs zu Wasser durch die Übertragung von vier Elektronen aus Donorsubstraten und 

erzeugt damit die Protonenantriebskraft über der Membran (Kita et al., 1982; Puustinen et al., 

1989 und 1991). Eine direkte Interaktion zwischen diesem Protein und der Sensorkinase 

KdpD konnte mittels des “Bacterial Two Hybrid“ Systems nicht nachgewiesen werden, 

trotzdem könnte es sein, dass die Cytochrom bo(3) Ubiquinol Oxidase eine Bedeutung für ein 

mögliches oben diskutiertes Netzwerk an Proteinen rund um KdpD hat. Laut LC/MS (Liquid 

chromatography mass spectrometry) Studien und Computeranalysen konnte eine mögliche 

Wechselwirkung von CyoB und der Adenylatkinase Adk festgestellt werden (Hu et al., 2009). 
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Die Adenylatkinase katalysiert die Übertragung des endständigen Phosphatrestes von ATP 

auf AMP, resultierend in zwei Molekülen ADP (Schulz et al., 1986). Aufgrund ihrer 

Funktionen im Energiestoffwechsel wurde eine Interaktion der Adenylatkinase mit der 

Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase (PlsB) schon früh diskutiert (Ray et al., 1975) und 

Pulldown-Experimente von Arifuzzaman et al., (2006) weisen außerdem auf eine mögliche 

Interaktion zwischen der Adenylatkinase und KdpB hin. Diese Möglichkeiten der Protein-

Interaktionen lassen somit Spekulationen auf einen möglichen Multiproteinkomplex aus 

Proteinen der Atmungskette, der Phospholipidsynthese und des Kdp-Systems zu (Abb.4.3).    

 

CyoB PlsB KdpD KdpB

Adk

 
                         Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Proteininteraktionen rund um KdpD. 

 

4.5 Die Interaktion der Sensorkinase KdpD mit Nukleotiden 

Die Transmitter Domäne des KdpD Proteins weist die charakteristischen Sequenzmotive „H“, 

„N“, „G“, „F“ und „G2“ auf, die in allen Histidinkinasen konserviert vorliegen (Parkinson & 

Kofoid, 1992) (Abb. 4.4). Das H-Motif enthält dabei die Phosphorylierungstelle mit dem hoch 

konservierten Histidinrest H673 und befindet sich in der DHp Domäne, während in der 

katalytischen ATP-Bindedomäne (CA-Domäne), die übrigen Sequenzmotive lokalisiert sind. 

Histidinkinasen werden in zwei Unterklassen eingeteilt. Bei Klasse I Histidinkinasen wie 

EnvZ befindet sich das H-Motif in einer Domäne, direkt am N-Terminus der N, G1, F und G2 

Motive. Im Falle von Klasse II Histidinkinasen wie zB. CheA liegt die H-Box in einer 

Domäne, die von den anderen Sequenzmotiven separiert vorliegt. Aufgrund der hohen 

Sequenzhomologie der Transmitterdomäne von KdpD mit EnvZ (Abb.4.4a), kann man KdpD 

zu den Klasse I Histidinkinasen zählen. Da außerdem die NMR-Struktur der Kinasedomäne 

von EnvZ mit gebundenem ATP-Analog AMP-PNP gelöst wurde (Tanaka et al., 1998), lässt 

sich mit Hilfe dieser Struktur auch die Struktur der ATP-Bindedomäne von KdpD darstellen 

(Abb.4.4b). Die Domäne zeichnet sich durch eine α/β-Sandwich Faltung aus, wobei die ATP-

Bindecavität durch die konservierten Reste der N-, G1-, F- und G2-Motive gebildet wird. 

Zwischen dem F- und G2-Motiven befindet sich eine flexible Sequenzregion,die auch als 
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ATP-Deckel bezeichnet wird. Diese Sequenz kann verschiedene Konformationen durch die 

Bindung von Nukleotiden in der Bindecavität einnehmen. In Strukturen von PhoQ und CheA 

(Bilwes et al., 2001; Marina et al., 2001) jeweils inklusive gebundenen ATP-Analogon, 

konnte eine relativ geordnete Konformation des ATP-Deckels festgestellt werden, die das 

Nukleotid verdeckt, während es im Nukleotid-freien Zustand frei beweglich bleibt (Bilwes et 

al., 1999). Es wird daher diskutiert, dass Konformationsänderungen des ATP-Deckels die 

Bindung von ATP mit Wechselwirkungen von Proteindomänen oder regulatorischen Protein-

Protein Interaktionen koppeln (Gao & Stock, 2009).  

Die Struktur der DHp-Domäne von EnvZ besteht aus einem Paar aus zwei antiparallelen 

Helices und bildet so ein Vier-Helix-Bündel. Dabei befindet sich die konservierte H-Box in 

der Mitte der exponierten Oberfläche der ersten Helix (Tomomori et al., 1999).  

 

 

 

H                          N        G1 F  G2 

DHp-Domäne CA-Domäne
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Abb.4.4: Primär- und Tertiärstruktur der Nukleotidb indetasche von KdpD im Vergleich mit EnvZ 

(verändert nach Plesniak et al., 1998). a) Sequenzalignment der verschiedenen Motive innerhalb der DHp- und 

CA-Domänen von EnvZ und KdpD. Homologe Aminosäuren sind in rot dargestellt. Die Zahlen stellen die 

Positionen innerhalb der Aminosäuresequenzen von EnvZ bzw. KdpD da. b) Mit Hilfe des 

Computerprogrammes SWISS-PROT wurde die Struktur der CA-Domäne von KdpD durch Vergleich mit der 

bereits gelösten Struktur der ATP-Bindedomäne modelliert. Die farbigen Bereiche innerhalb der Struktur 

entsprechen den Farben der in A) dargestellten Sequenzmotive. 

 

Die Bindeaffinitäten des gereinigten KdpD Proteins zu verschiedenen Nukleotiden und dem 

Nukleotid-Analogon TNP-ATP wurden in dieser Arbeit analysiert. Dabei stellte sich heraus, 

a
) 

b
) 
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dass ATP und ADP in An- und Abwesenheit von Mg2+-Ionen von dem gereinigten KdpD-

6His Protein mit hoher Affinität gebunden werden. Die KD-Werte befinden sich im Bereich 

von 150-200nM. Die Affinität zum ATP-Analogon TNP-ATP in An- und Abwesenheit von 

Mg2+-Ionen ist dagegen im Vergleich schwächer und zeichnet sich durch einen KD-Wert von 

4µM aus. Mit Hilfe der Verdrängungstitrationen mit ATP, TNP-ATP und gereinigtem Protein 

konnte desweiteren gezeigt werden, dass es sich in beiden Fällen um die gleiche Bindestelle 

handelt. Diese Beobachtungen konnten auch bei ähnlichen Versuchen mit den Sensorkinasen 

EnvZ (Plesniak et al., 2002) und CheA (Stewart et al., 1998) gemacht werden.  

Durch die Modellierung der CA-Domäne von KdpD sowie durch Vergleich mit ATP-

Bindungen innerhalb von ATP-Bindetaschen anderer Proteine und EnvZ (Tanaka et al., 1998; 

Lansky et al., 2004;  Trajtenberg et al., 2010) ist es möglich, eine Vorstellung davon zu 

bekommen, wie ATP, ADP oder TNP-ATP in der Bindetasche vorliegen könnten. In 

Abbildung 4.5 wurden durch Sequenzvergleich mit EnvZ zusätzlich konservierte 

Aminosäuren in dem Molekülmodell von KdpD markiert, die wichtig für die Bindung von 

Nukleotiden wie ATP oder auch ADP sein könnten. Der Adeninring könnte mit dem Aspartat 

816 des G1-Motives wechselwirken, wobei dieser tief in der Bindetasche liegen würde. 

Wechselwirkungen könnten in dem Fall zB durch Wasserstoffbrückenbindungen zustande 

kommen. Die Aminosäuren des G1-β-Stranges inklusive diesem Aspartat und den 

konservierten Aminosäuren Glutaminsäure 784 und 788 würden so den Boden der 

Bindetasche ausmachen, während die α-Helix des N-Motives mit ihren konservierten 

Aminosäuren (wie zB. Arginin 780), die mit dem ATP interagieren könnten, eine Seitenwand 

der Bindetasche bilden würde. Eine weitere Wechselwirkung des Adeninringes wäre mit 

Phenylalanin 830 des F-Motives möglich. Das ATP könnte über den Adeninring mit Asp816 

auf der einen Seite und Phe830 auf der anderen Seite wechselwirken und so positioniert 

werden, dass die Phosphatgruppen nach außen zum ATP-Deckel ragen. Der ATP-Deckel 

enthält ebenfalls konservierte Aminosäuren, darunter ein positiv geladenes Arginin, welches 

nun mit den Phosphatgruppen des ATP interagieren könnte.  

Die für ATP (oder auch ADP) beschriebene mögliche Bindung mittels der erwähnten 

konservierten Aminosäuren der einzelnen Sequenzmotive würde wahrscheinlich auf TNP-

ATP nicht zutreffen. Die zusätzlichen Trinitrophenylgruppen am ATP würden vermutlich 

dazu führen, dass das Nukleotidanalogon aufgrund seiner Größe nicht die gleichen 

Wasserstoffbrückenbindungen oder elektrostatischen Anziehungskräfte eingehen könnte. Es 
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ist vielleicht möglich, dass das Molekül somit weiter aus der Bindetasche herausragt, was 

dazu führen könnte, dass Interaktionen mit konservierten Aminosäuren des ATP-Deckels 

nicht mehr so gegeben sind, wie bei der Bindung von ATP. Damit würde sich der ATP-

Deckel nicht in einer geordneten stabilen Konformation wie unter ATP-Bindung befinden, 

aber auch nicht frei und flexibel, als wenn kein Nukleotid gebunden wäre. Das Resultat wäre 

eine Bindung von TNP-ATP innerhalb der Bindetasche, aber aufgrund der nicht optimalen 

Wechselwirkungen mit geringerer Affinität. 

 

 

 

Abb.4.5: Konservierte Aminosäurereste der CA-Domäne. Die Abbildung zeigt ein Molekülmodell des CA-

Domäne von KdpD. Farblich markiert wurden konservierten Aminosäurereste innerhalb der N-, G1- und F-

Sequenzmotive, die eine Wechselwirkung mit ATP eingehen könnten. Rot: Arg780, blau: Gln784, Gln788, 

gelb: Asp816, grün: Phe830 

 

Die Anwesenheit von Mg2+-Ionen scheint keinen Einfluss auf die Bindeaffinitäten zu haben, 

was im Kontrast zu Beobachtungen an eukaryotischen Proteinkinasen von Adams (2001) 

steht. In Abwesenheit von divalenten Metallionen fand hier keine Bindung von ATP oder 

ADP statt. Dagegen beschreiben Stock et al. (2000), dass Mg2+-Ionen essentiell für die 

Kinaseaktivität von Histidinkinasen sind. 

Ähnliche Versuche zur Bestimmung von Nukleotidaffinitäten wurden auch mit der 

katalytischen Domäne der Sensorkinase EnvZ durchgeführt (Plesniak et al., 2002). Mittels 

Fluoreszenzspektroskopie und “Stopped-Flow“ Experimenten wurden KD-Werte von ~60µM 

für ATP, ~300µM für ADP und ~1,9µM für TNP-ATP ermittelt. Die KD-Werte für ATP und 

ADP liegen damit deutlich höher als die der Sensorkinase KdpD. Auch scheint hier im Falle 

Arg780 

Asp

816 

Gln788 

Gln784 

Phe830 
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von ATP die Anwesenheit von Mg2+-Ionen einen Einfluss auf die Bindung zu nehmen, im 

Gegensatz zu den TNP Derivaten, wo ein Einfluss nicht beobachtet werden konnte. Plesniak 

et al. erklären diese Beobachtung damit, dass die TNP-Derivate wahrscheinlich andere 

Interaktionen in der Nukleotidbindetasche nutzen, die über die elektrostatischen Wechsel-

wirkungen in der Nähe der Phosphatregion dominieren. Die unterschiedlichen Ergebnisse 

bezüglich der Nukleotidaffinitäten der Sensorkinasen KdpD und EnvZ lassen sich 

wahrscheinlich damit erklären, dass in dieser Arbeit das KdpD Protein in seiner nativen 

Konformation getestet worden ist. Alle elektrostatischen Wechselwirkungen und 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen ATP oder ADP mit dem Protein sollten dadurch 

gegeben sein. Testet man, wie im Falle von EnvZ, nur die katalytische Domäne, könnte es 

zwar sein, dass sich die Domäne richtig faltet, jedoch intermolekulare Wechselwirkungen mit 

anderen Domänen des Protein, die ebenfalls einen Einfluss auf die CA-Domäne haben 

könnten, würden nicht stattfinden. Im Falle des niedrigeren KD-Werts für TNP-ATP zeigt 

sich, dass die katalytische ATP-Bindedomäne alleine wahrscheinlich locker gefaltet vorliegt, 

als wenn sie vom restlichen Protein beeinflusst wird. Somit passt der TNP-Rest besser in die 

Bindetasche als im Falle von KdpD.  

Die KD-Werte für die Bindung von ATP (und ADP) wurden außerdem bereits für die 

Sensorkinasen FixL, CheA und DcuS bestimmt. Im Falle der Sensorkinase FixL (Sousa et al., 

2005) wurde die Nukleotidbindung wie bei EnvZ nur mittels der katalytischen Domäne dieses 

Proteins ermittelt. Daraus ergibt sich ein mit EnvZ vergleichbarer KD-Wert von ~100µM für 

ATP. Bei der Sensorkinase CheA wurden jeweils zwei KD-Werte für ATP (260 und 1100µM) 

und ADP (90 und 330µM) ermittelt, die sich aus den verschiedenen Affinitäten der einzelnen 

Monomere eines CheA Dimers ergeben (Stewart et al., 1998). Dabei bindet CheA mit höherer 

Affinität ADP als ATP. Außerdem wurden hier auch die Bindeaffinitäten für TNP-ATP 

bestimmt, welche bei 0,5µM für ein Monomer und bei 1,7µM für das andere Monomer lagen. 

Diese Ergebnisse stehen eher im Kontrast zu den in dieser Arbeit ermittelten KD-Werte, was 

vielleicht dadurch erklärt werden könnte, dass es sich bei CheA um eine Histidinkinase der 

zweiten Unterklasse handelt und aufgrund von Sequenzunterschieden und daraus sich 

ergebenden Strukturunterschieden in der ATP-Bindedomäne (Plesniak et al., 2002) nicht mit 

KdpD vergleichen lässt. Kinase-Aktivitätstests mit radioaktivem [γ-32P]-ATP und der 

Sensorkinase DcuS ergaben einen KD-Wert für die Bindung von ATP von 160µM (Janausch 
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et al., 2002). Dieser Wert zeigt, dass die Sensorkinase KdpD ebenfalls im Vergleich zur 

Sensorkinase DcuS eine deutlich höhere Affinität zu ATP aufweist. 

Im besonderen Fall der Histidinkinase BA2291 aus Bacillus anthracis konnten Scaramozzino 

et al. (2008) zeigen, dass es sich hier um eine einzigartige Sensorkinase handelt, die mit 

höherer Affinität GTP anstatt von ATP bindet. Um zu testen, ob KdpD ebenfalls in der Lage 

ist dieses Nukleotid zu binden, wurden Titrationen mit GTP durchgeführt, welche in einem 

KD-Wert von ~625µM resultierten. Dieser Wert ist 4000fach höher als die KD-Werte von ATP 

und ADP und lässt darauf schließen, dass unter nativen Bedingungen GTP nicht mit ATP 

oder ADP konkurrieren könnte, um mit KdpD zu interagieren.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die 

native Form des gereinigten KdpD Proteins eine höhere Affinität zu ATP und ADP im 

Vergleich zu bisher untersuchten Nukleotidbindeaffinitäten in anderen Sensorkinasen 

aufweist. Desweiteren findet eine Bindung des ATP-Analogons TNP-ATP an die ATP-

Bindedomäne von KdpD mit deutlich geringerer Affinität als zu ATP oder ADP statt.  

 

Einen weiteren Einfluss auf die Affinität der Sensorkinase gegenüber der Bindung von ATP, 

könnten auch die zusätzlichen ATP-Bindestellen innerhalb der N-terminalen Domäne von 

KdpD haben. Dazu zählen zum einen die “Walker A und B“ Motive (AS 31-39 und AS 106-

110) und zum anderen die Usp-Domäne (AS 251-372). Eine Bindung von ATP an die 

membranassoziiert vorliegende N-terminale Domäne konnte zunächst von Heermann et al. 

(2000) gezeigt werden, jedoch wurde diese Bindung von Hamann (2008) nicht bestätigt, da 

sich bei neueren Experimenten herausstellte, dass es sich in diesem Fall der Bindung von 

ATP an die N-terminale Domäne nur um eine unspezifische Bindung handelte. Somit konnte 

bislang eine ATP-Bindung an die “WalkerA/B“-Motive oder an die Usp-Domäne noch nicht 

nachgewiesen werden. Weiterhin wurde argumentiert, dass die “Walker A und B“-Motive 

eher keinen Einfluss auf die ATP-Bindung innerhalb der CA-Domäne haben, da N-terminale 

Verkürzungen des Proteins das gleiche Phosphorylierungsverhalten wie das Wildtyp KdpD 

gezeigt haben (Jung & Altendorf, 1998b). 

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden die fluoreszenzspektroskopischen Unter-

suchungen mit den KdpD-Mutanten KdpD-6His-G37A, K38A, T39C und KdpDcLIC ∆Usp 

durchgeführt. Die KD-Werte für ATP dieser Mutanten lassen sich mit dem KD-Wert des 

Wildtyp Proteins vergleichen, ein Einfluss scheint entweder nicht gegeben zu sein, oder aber 
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die noch bestehende zusätzliche ATP-Bindestelle kann die Fehlende komplementieren, in 

diesem Fall hätte eine KdpD-Mutante getestet werden müssen, die sowohl im “Walker A“- 

Motif mutiert, als auch in der Usp-Domäne deletiert ist.  

Auch der KD-Wert für TNP-ATP der KdpD Mutante KdpDcLIC ∆Usp zeigt keinen 

Unterschied zum KD-Wert des Wildtyp Proteins. Einen fast doppelt so hohen KD-Wert 

bezüglich TNP-ATP im Vergleich mit dem Wildtyp KdpD zeigt hingegen die “Walker A“-

Mutante. Eine Konformationsänderung des Proteins, die durch die “Walker A“-Mutation 

hervorgerufen worden sein könnte, hätte in diesem Fall vielleicht doch einen Einfluss auf die 

CA-Domäne. Eine leichte Konformationsänderung der Nukleotidbindetasche verursacht 

durch eine mögliche Wechselwirkung mit der N-terminalen Domäne des Proteins könnte 

vielleicht schon ausreichen, die Bindung von TNP-ATP zu erschweren.  

Somit schließen diese Ergebnisse eine mögliche Stabilisierung der Bindung von ATP in der 

CA-Domäne durch die N-terminalen ATP-Bindestellen, wie in Abbildung 4.6 dargestellt, 

nicht aus. 

A
T

P

phosphoryliert nicht-phosphoryliert

 
Abb. 4.6: Modell einer möglichen Stabilisierung der ATP-Bindung durch zusätzliche ATP-Bindemotive 

innerhalb der N-terminalen Domäne. Im nicht-phosphorylierten Zustand findet keine Wechselwirkung 

zwischen der N-terminalen Domäne und der C-terminalen Domäne von KdpD statt. Kommt es nun zu einer 

Phosphorylierung des Proteins, würde ATP in der CA-Domäne innerhalb der C-terminalen Domäne gebunden 

werden. Eine damit verbundene Konformationänderung könnte die C-terminale Domäne in Richtung der N-

terminalen Domäne bringen, was eine stabilisierende Wechselwirkung zwischen den zusätzlichen ATP-

Bindestellen innerhalb der N-terminalen Domäne von KdpD und der CA-Domäne ermöglichen könnte. 

 

Ein interessantes Ergebnis lieferten auch die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen 

der KdpD-Mutante KdpDcLIC H673Q. Hier konnte ein KD-Wert für ATP von 230nM 

ermittelt werden, der ebenfalls vergleichbar mit dem des Wildtyps ist. Im Gegensatz dazu 
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konnte keine Bindung mehr von TNP-ATP an das Protein detektiert werden. Dieses Ergebnis 

ist erstaunlich, da es sich bei KdpDcLIC H673Q lediglich um eine Punktmutante handelt, die 

eigentlich keinen großen Einfluss auf Konformationsänderungen des Proteins haben sollte. 

Vielmehr weist dieses Ergebnis auf eine koordinierte Wechselwirkung des Histidins innerhalb 

der DHp-Domäne mit der ATP-Bindetasche hin. Die Struktur der kompletten 

cytoplasmatischen Domäne der Histidinkinase HK853 liefert dazu erste strukturelle Hinweise 

bezüglich Wechselwirkungen zwischen der CA- und der DHp-Domäne (Marina et al., 2005). 

Ausgehend davon, dass Histidinkinasen drei verschiedene enzymatische Zustände (Kinase-, 

Phosphotransferase- und Phosphatase-Aktivität) einnehmen können, sollten auch die CA-

Domäne und die DHp-Domäne verschiedene Konformationen einnehmen können. Bezüglich 

der Histidinkinase HK853 wird angenommen, dass die CA- und DHp-Domänen miteinander 

interagieren und das Protein in einem Zustand halten, in dem Phosphotransferase- und 

Phosphatase-Aktivitäten überwiegen. Erst bei der Wahrnehmung eines Signals kommt es zur 

Autophosphorylierung des Proteins, wobei vermutet wird, dass die “Coiled Coil“-Sequenz des 

Proteins das Signal von der Transmembranregion zur Kinasedomäne weiterleitet.  

Die CA-Domäne ist über einen flexiblen Linker mit dem C-Terminus der DHp-Domäne 

verbunden und kann so verschiedene Positionen zum Histidin in der DHp-Domäne 

einnehmen (Casino et al., 2009, Albanesi et al., 2009) (Abb.4.7). Wie auch oben schon 

erwähnt, weist bei Bindung von ATP das γ-Phosphat nach außen und ist so während der 

Autophosphorylierung frei für eine Reaktion mit dem ebenso exponiertem Histidin. Auch der 

ATP-Deckel ist wahrscheinlich in diese Reaktion involviert (Casino et al., 2010). Aus diesen 

Beobachtungen könnte sich die Erklärung für die nicht mehr gegebene Bindung von TNP-

ATP herleiten lassen. Es scheint so, als wäre der ATP-Deckel in der His-Mutante eventuell in 

einem geschlossenen Zustand, so dass zwar ATP aufgrund der optimalen Größe noch binden 

könnte, TNP-ATP aber aufgrund der zusätzlichen Trinitrophenylgruppen so nicht mehr in die 

Bindetasche hineinkommt. Ist das native Histidin ausgetauscht, so würde die Interaktion der 

DHp-Domäne mit der CA-Domäne nicht mehr, bzw. verändert gegeben sein, was sich auch 

auf eine Wechselwirkung mit dem ATP-Deckel auswirken könnte und diesen in einem 

geschlossenem Zustand hält. 
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Abb. 4.7: Schematische Darstellung der CA- und DHp-Domäne von KdpD. Die CA-Domäne ist über einen 

flexiblen Linker mit dem C-Terminus der DHp-Domäne verbunden. Je nach Bindung eines Liganden kann die 

CA-Domäne verschiedene Positionen zum Histidin in der DHp-Domäne einnehmen. 

 

Bei Betrachtung der gefitteten Kurven zur Ermittlung der KD-Werte fällt desweiteren ein 

sigmoider Kurvenverlauf auf, der analytisch gesehen für kooperative Enzyme steht. Wendet 

man bei den erhaltenen Daten nicht nur einen Boltzman Fit an, sondern auch einen Hill Fit, 

ergeben sich zwar gleiche KD-Werte, jedoch lässt hier die computergestützte Ermittlung eines 

Hillkoeffizienten auch Spekulationen zur Anzahl von möglichen Substratbindestellen und der 

Kooperativität eines Proteins zu. Im Fall von KdpD und auch der KdpD-Mutanten wurden 

bezüglich ATP, ADP und TNP-ATP Hillkoeffizienten größer eins ermittelt, was auf die 

Kooperativität von KdpD hinweist. Diese Kooperativität könnte sich auf die trans 

Phosphorylierung des Proteins beziehen, was beispielsweise im Falle eines KdpD Dimers 

bedeuten würde, dass wenn ein Nukleotid an dem einen Monomer gebunden ist, die 

Bindestelle am zweiten Monomer eine höhere Affinität für das entsprechende Nukleotid 

besitzt. Die Kooperativität könnte aber auch etwas über die Wechselwirkung zwischen der 

ATP-Bindestelle innerhalb der CA-Domäne des Proteins mit den regulatorischen ATP-

Bindestellen innerhalb der N-terminalen Domäne von KdpD aussagen. Dies könnte im 

Einklang mit dem bereits oben diskutierten Modell zur Konformationsänderung, resultierend 

aus der ATP-Bindung innerhalb der CA-Domäne, stehen. Die positive Kooperativität würde 

aufgrund dieser Konformationsänderung dazu führen, dass die Bindestellen innerhalb der N- 

und C-terminalen Domänen eine höhere Affinität zu ATP entwickeln, resultierend in der 

Interaktion der beiden KdpD Domänen (NTD und CTD) miteinander. 
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5. Ausblick 

 
Um die Interaktionen zwischen der Sensorkinase KdpD und der katalytischen Untereinheit 

des KdpFABC-Komplexes KdpB sowie der Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase PlsB weiter 

zu untersuchen, könnten mittels des “Bacterial Two Hybrid“ Systems KdpB und PlsB 

Mutanten bzw. Proteinderivate auf Interaktionen mit KdpD getestet werden, um nähere 

Informationen zu den strukturellen Wechselwirkungen der jeweiligen Proteine zu erhalten. 

Um den möglichen Einfluss dieser Proteine auf die Aktivität der Sensorkinase zu 

untersuchen, könnten KdpB und PlsB Mutanten mit verändertem Phänotyp dazu verwendet 

werden, die Induktion bzw. Aktivität von KdpD im Zusammenhang mit diesen Mutationen zu 

testen. Charakterisieren ließen sich diese Einflüsse mit Hilfe von Wachstumstests in Medien 

unterschiedlicher K+-Konzentration, β-Galaktosidasetests und RT-PCR. Desweiteren wäre es 

wichtig, die Interaktionen der Proteine auch mittels eines zweiten Nachweisverfahrens zu 

bestätigen. Eine Möglichkeit dazu wäre ein Affinitäts-Pulldown-Experiment. Da es sich hier 

jedoch neben KdpD auch bei KdpB und PlsB um Membranproteine handelt, die solubilisiert 

werden müssen und als Grundlage für Wechselwirkungen mit KdpD dabei ihre native 

Konformation beibehalten sollten, wäre es von Vorteil, KdpB und PlsB vorher mittels bereits 

veröffentlichter Protokolle (Heitkamp et al., 2009; Green et al., 1981) einzelnd aufzureinigen. 

Im Anschluß daran könnte KdpD über den His-Tag an die Ni2+-NTA Agarose gebunden 

werden und durch Zugabe des zweiten Proteins  (KdpB oder PlsB) eine Bindung an KdpD 

mittels eines zusätzlichen Tags oder eines spezifischen Antikörpers getestet werden.  

Bezüglich der Reinigung von KdpD könnte die Solubilisierung des Proteins durch weiteres 

Testen von Detergenzien mit unterschiedlichen Konzentrationen verbessert werden. Die 

Reinigung könnte außerdem durch die Verwendung einer Sephacryl-Säule mit vermindertem 

Säulenvolumen effizienter verlaufen, da durch die breiten Peaks bei Verwendung der 

Sephacryl S400 Säule KdpD stark verdünnt wird und immer wieder eingeengt werden muss, 

was zu Proteinverlusten führt. Unter Verwendung dieser Säule könnte so auch die Reinigung 

von KdpD aus Lactococcus lactis  weiter getestet werden. 

Genauere Aussagen zum Oligomerisierungszustand könnten mittels “Light Scattering“ 

getroffen werden. Die Grundlage dieser Methode liegt darin, dass wenn Licht auf Materie 

trifft, die einfallenden Photonen einen oszillierenden Dipol in der Elektronenwolke der 

Moleküle induzieren. Ändert sich der Dipol, wird Energie abgestrahlt bzw. gestreut. Die 
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Frequenzwechsel, die winkelförmige Verteilung, die Polarisation und die Intensität des 

gestreuten Lichts werden durch die Größe, die Form und die molekularen Interaktionen im 

streuenden Material bestimmt. Proteinaggregate würde so zB. stärker streuen als monomere 

oder dimere Formen des Proteins. 

Die Bedeutung der ATP-Bindestellen innerhalb des KdpD Proteins könnte durch 

Tryptophanfluoreszenzmessungen und Titrationsanalysen an weiteren Mutanten getestet 

werden. Wichtig wäre hierbei eine Mutante zu testen, die sowohl im “Walker A“-Motif 

mutiert ist, als auch eine Deletion der Usp-Domäne aufweist. Einzelaustausche konservierter 

Aminosäuren der ATP-Bindetasche könnten zudem nähere Aufschlüsse geben, welche 

Aminosäuren wichtig für die Bindung von Nukleotiden innerhalb der Bindetasche sind.  

Die Interaktion zwischen der Sensorkinase und Nukleotiden könnte desweiteren mittels 

isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC) genauer untersucht werden. Hierbei macht man sich 

die Wärme zunutze, die bei der Bindung von zwei Komponenten entsteht oder absorbiert 

wird. Die Messung dieser Wärme ermöglicht die Bestimmung von Bindekonstanten (KB), der 

Reaktionsstöchiometrie (n), der Enthalpie (∆H) und der Entropie (∆S). Somit könnte mit 

einem einzigen Experiment ein komplettes thermodynamisches Profil der Interaktion von 

KdpD mit einem Nukleotid (oder auch einem anderen Liganden, wie zB. KdpE) bestimmt 

werden. 
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6. Zusammenfassung 

 
Die membrangebundene Sensorkinase KdpD und der cytoplasmatische Antwortregulator 

KdpE regulieren die Expression des kdpFABC-Operons, welches für das hoch affine 

Kaliumaufnahmesystem KdpFABC von Escherichia coli kodiert. Aktiviert wird die Signal-

transduktionskaskade zum einen durch Kalium limitierende Bedingungen im Medium und 

zum anderen aber weniger stark durch erhöhte Osmolarität.  

 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde nach bisher unbekannten Interaktionspartnern der 

Sensorkinase KdpD gesucht, die einen Einfluss auf die Regulation des Zweikomponenten-

systems haben könnten. In diesem Zusammenhang konnte das “Bacterial Two Hybrid“ 

System erfolgreich für das KdpD/KdpE Zweikomponentensystem etabliert werden. Die 

bekannten Proteininteraktionen zwischen der Sensorkinase und dem Antwortregulator im 

Rahmen der Phosphorylierungskaskade sowie zwischen zwei KdpD Proteinen bzw. zwei 

KdpE Proteinen im Zuge einer Dimerisierung während der Signaltransduktion konnten 

bestätigt werden. 

Desweiteren konnte eine Interaktion zwischen KdpD und der katalytischen Untereinheit des 

KdpFABC-Komplexes gefunden werden, woraus sich ein Modell aufstellen lässt, was einen 

möglichen Abschaltmechanismus der Sensorkinase durch KdpB diskutiert.  

Eine weitere Interaktion wurde zwischen KdpD und der Glycerin-3-Phosphat-Acyltransferase 

PlsB festgestellt. Durch diese Interaktion wird die Kaliumaufnahme durch das Kdp System 

mit der Lipidbiosynthese gekoppelt. Diese Beobachtung stützt zum einen die Hypothese von 

Hamann (2008), zum anderen weist diese Interaktion auf ein regulatorisches Proteinnetzwerk 

hin, in welchem sich u.a. die Kdp Proteine befinden könnten.  

 

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit biochemischen Untersuchungen der 

Sensorkinase. Neben der Etablierung der kdpD-Expression in Lactococcus lactis, wurde ein 

neues Reinigungsprotokoll für KdpD erstellt. Das gereinigte KdpD konnte im Anschluss 

rekonstituiert werden. Kinase-Aktivitätstests zeigten, dass das Protein innerhalb der Membran 

aktiv ist, wogegen das solubilisierte Protein nur in oligomeren Zuständen vorkommt und 

kaum aktiv zu sein scheint. 
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Mittels spektroskopischer Messungen wurde die ATP-Bindung an KdpD untersucht. Dabei 

zeigte sich, dass KdpD ATP und ADP mit hoher Affinität (KD-Werte ~150-200nM) bindet. 

Desweiteren wurde die Bindung des ATP-Analogons TNP-ATP an KdpD untersucht. Mit 

einem KD-Wert von ~4µM konnte nachgewiesen werden, dass KdpD das TNP-ATP mit 

schwächerer Affinität bindet. Messungen von KdpD-Mutanten zeigten, dass die zusätzlichen 

ATP-Bindestellen innerhalb der N-terminalen Domäne des Proteins einen stabilisierenden 

Einfluß auf die ATP-Bindung innerhalb der C-terminalen Domäne haben könnten. Eine 

Punktmutation der Phosphorylierungsstelle resultierte in einer dem Wildtyp ähnlichen ATP-

Bindung, dagegen konnte TNP-ATP nicht mehr gebunden werden. Mittels dieser Ergebnisse 

lässt sich ein Modell zur ATP-Bindung innerhalb der katalytischen Domäne des Proteins 

aufstellen.  
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Summary 

 
The membrane bound sensor kinase KdpD and the cytoplasmic response regulator KdpE 

regulate the expression of the kdpFABC operon coding for the high affinity potassium uptake 

system KdpFABC of Escherichia coli. The signal transduction cascade is activated under 

potassium limitation in the medium or, to a lower extent, under conditions of high external 

osmolality.  

 

The first part of the present work deals with the search for unknown interaction partners of the 

sensor kinase KdpD that could have an influence on the regulation of the two component 

system. In this context, the bacterial two hybrid system has successfully been established for 

the two component system KdpD/KdpE. So far known protein interactions between the sensor 

kinase and the response regulator in the context of the phosphorylation cascade and in the 

course of a dimerisation during signal transduction between two KdpD and KdpE monomers, 

respectively, could be confirmed.  

An interaction between KdpD and the catalytical subunit of the KdpFABC complex, KdpB, 

could be found, from which a model was deduced that discusses a possible modulation of the 

sensor kinase by KdpB.  

Another interaction could be detected between KdpD and the glycerol-3-phosphate 

acyltransferase PlsB. By means of a certain interaction, the uptake of potassium by the 

KdpFABC system is connected to lipid synthesis. This study supports the hypothesis of 

Hamann (2008) and suggests a possible regulatory protein network, extending beyond the 

Kdp proteins.  

 

The second part of this work deals with biochemical studies of the sensor kinase. In addition 

to the establishment of kdpD expression in Lactococcus lactis, a new protocol for the 

purification of KdpD has been developed. Subsequently, the purified protein has been 

reconstituted. Kinase activity assays could show that the protein within the membrane is 

active, whereas the solubilised protein could only be found in higher oligomeric states and 

seems to have only weak kinase activity. 

The ATP binding capability of KdpD has been studied by means of spectroscopic 

measurements. It could be shown that KdpD binds ATP and ADP with high affinity (KD 



Zusammenfassung_________________________________________________________102 
 

 

values of 150-200nM). Furthermore, the binding of the ATP analog TNP-ATP to KdpD has 

been investigated. With a KD value of ~4µM, it has been demonstrated that KdpD binds TNP-

ATP with lower affinity than ATP or ADP. Measurements of KdpD mutants indicate a 

stabilising effect of ATP binding sites within the N-terminal domain on ATP binding in the 

C-terminal domain. A point mutation within the phosphorylation site resulted in a wildtype 

like ATP binding, whereas TNP-ATP was abolished. Based on these results, a model of ATP 

binding within the C-terminal domain of the protein was proposed. 
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