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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Bedeutung von Kalium fur die Zelle

Bakterien sind in ihrer Umgebung standig wechseindenwelteinflissen ausgesetzt und
missen daher Uber viele verschiedene MechanisnreArpassung an diese Bedingungen
verfiigen. Von grol3er Bedeutung ist dabei die Alftexhaltung von lonengradienten Uber
der Zellmembran. Hierbei spielt Kalium {(Kneben Natrium (N3 eine entscheidende Rolle.
Es handelt sich hierbei um monovalente Kationea,inlientgegengesetzter Richtung in die
Zelle hinein oder aus ihr heraus transportiert werd und somit einen
Konzentrationsgradienten Gber der Zellmembran ahbfezhalten. Dabei werden
Kaliumionen meistens intrazellular angereichertr@ithet al., 1974), wahrend Natriumionen
aus der Zelle ausgeschleust werden (Bakker, 18898)intrazellulare K-Konzentration liegt
bei 200-500mM, wobei fast die Halfte frei im Cytapina vorliegt. Bei diesen 'K
Konzentrationen ist die Aktivierung von Enzymen €Ber, 1970), die Regulation des
intrazellularen pH-Wertes (Booth, 1985; Stumgieal., 1996) und der Aufbau bzw. die
Regulation des Zellturgors gegeben. Eine weiterapfidnsstrategie der Bakterien umfasst
die Bereitstellung des Salzes Kalium-Glutamat. Waliwirkt zusammen mit Glutamat als
“second messenger” und induziert durch eine Aufhglder inhibitorischen Wechselwirkung
zwischen der RNA-Polymerase und deof- Promotor (Lee & Gralla, 2004), die
Transkription von Genen, welche fir Transportsyst&mdieren, die fur die Aufnahme von
kompatiblen Soluten essentiell sind. Die Transloiptdes o’°-Promotors wird dabei
inhibiert. Biochemische Studien von Leeal. (2010) zeigten zusétzlich, dass durch den
unterschiedlichen EinfluR auf die Bindung def>- und o®-Faktoren an die RNA-

Polymerase, filr die Kompetition def’- undo™ -Faktoren verantwortlich ist.

1.2 Kaliumaufnahme inE. coli

Fur die Aufnahme von Kalium besit& coli verschiedene, regulierbare Transportsysteme,
die sich in ihren Affinitaten fur Kalium unterscden. Die konstitutiven
Kaliumaufnahmesysteme TrkG/TrkH sowie Kup habere ejeringere Affinitat fur Kalium
und transportieren Kaliumionen in die Zelle hineirgnn sich die externeKKonzentration

in der Umgebung tber 200uM befindet (Bossemegteal., 1989; Doschet al., 1991,
Schlosseret al., 1992). Das einzig induzierbare'+&ufnahmesystem ist das hochaffine
KdpFABC-System K* dependent). Wird die KAufnahme in die Zelle durch die
niedrigaffinen Transportsysteme nicht mehr gewdstdg transportiert dieses System-K
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lonen mit hoher Affinitat in die Zelle hinein (Aleorf & Epstein, 1996). Die Bestimmung
des Ku-Wertes fur die Aufnahme von Kalium ergab hier aiféert von ~2uM, wéahrend der
Ku-Wert des Trk-Systems zwischen 0.5 und 1.5mM I{&fioadset al., 1976). Andersherum
kann Kalium bei einem hypoosmotischen Schock Uhber rdechanosensitiven Kanale
ausgeschleust werden. Desweiteren Kanecoli Gber die KefB/KefC-Systeme (Bakketral.,
1987; Boothet al., 1996) und einen KH'- Antiporter Kaliumionen aus dem Cytoplasma
exportieren. Eine genaue Darstellung der Kaliungpantsysteme ist in Abbildung 1.1

gezeigt.
K+ NAD*
cytoplasm i
membrane I
periplasm ‘T
H* K*  K'H* K*
KefB / K*/H*- McsL, Kup TrkG / KdpFABC
KefC antiporter  McsS, TrkH

McsM

Abb. 1.1: Kaliumtransportsysteme inEscherichia coli (verandert nach Epstein, 1982

1.3 Das KdpFABC-System

Der KdpFABC-Komplex gehort zur Familie der P-Typ Rdsen, deren Mitglieder sowohl
eukaryotischen sowie prokaryotischen Ursprungstamimien. Typisches Merkmal dieser
Familie ist die Bildung eines saurestabilen uncldikbilen Phosphointermediats (Pedersen &
Carafoli, 1987). P-Typ ATPasen funktionieren alsdopumpen, sie transportieren Kationen
und schaffen so grol3e lonengradienten Uber der Veemibie nétige Energie hierzu wird
durch die aus der Phosphorylierung freigesetzteob&iEnergie geliefert (Mglleet al.,
1996). Alle P-Typ ATPasen besitzen gemeinsame tsirelkle Merkmale, dabei kann man
insbesonders die katalytische Untereinheit in \D@manen mit spezifischen Funktionen
unterteilen. Im Falle des KdpFABC-Systems findehmléese strukturelle Ahnlichkeit in der
Untereinheit KdpB, die sich in eine Transmembrandioe) eine Phosphorylierungsdomane,
eine Attenuatordoméne und eine Nukleotidbindedoménterteilen lasst (Greie & Altendorf,
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2007). Neben KdpB setzt sich der KdpFABC-Kompleg dan drei weiteren Untereinheiten,
KdpF, KdpA, und KdpC zusammen (Laimiesal., 1981; Hesset al., 1984; Galleét al.,
1998). Die entsprechenden Strukturgene liegerimkdipFABC-Operon vor.

Verantwortlich fir die Bindung und den TransportnvKaliumionen ist die Untereinheit
KdpA (Buurmannret al., 1995). Sie ist 59kDa grofd und mit 10 Transmemdwandnen in der
Cytoplasmamembran der Zelle verankert. KdpA stelihen Kanal vom MPM-Typ
(membrane helix —Ploop — nembrane helix) dar (Duredt al., 2000).

Die oben bereits erwahnte katalytische UntereinkdpB ist mit einem Molekulargewicht
von 72kDa die grof3te Untereinheit des Transportkergs. Das Protein durchspannt die
Cytoplasmamembran vermutlich mit sieben Transmendmaanen (Altendorét al., 1998)
und liefert die notwendige Energie fiir den Transmer K'-lonen (Siebers & Altendorf,
1989; Siebers & Altendorf, 1993). Somit ist die AHydrolyse und die Substrattranslokation
auf zwei Untereinheiten verteilt, was unter den yp-TATPasen sonst nicht vorkommt
(Bramkampet al., 2007). Es wird vermutet, dass eine Kopplung atidseiden Vorgange
durch die funfte Transmembrandoméne von KdpB veethivird (Bramkamp & Altendorf,
2003). Diese Doméne besitzt die hochkonserviertdaren Aminosauren D583 und K586.
Sie bilden einen Dipol, der wie in Beckatral. (2007) diskutiert wird, Auswirkungen auf ein
von KdpA gebundenes 'Klon haben konnte und dieses somit durch die Pesgeben
konnte. In Ubereinstimmung mit diesen Vermutungdonnte Uber Einzelmolekiil-
Transmissions- Elektronenmikroskopie ein enger Hkint von KdpA mit der
Transmembrandomane von KdpB gezeigt werden (Hejile@ ., 2008).

Die 20kDa grof3e KdpC-Untereinheit ist essentialldén Transport und spielt wahrscheinlich
eine Rolle bei der Assemblierung des Komplexesnires et al., 1981; Gallel, 1999).
AulRerdem wird eine Funktion von KdpC bei der Engligertragung von KdpB und KdpA
diskutiert (GalRel & Altendorf, 2001), sowie eine ghthe katalytische Rolle bei dem
Reaktionszyklus des KdpFABC-Komplexes (Ahratral., 2008). Zuletzt wurde die Funktion
von KdpC als katalytisches Chaperon diskutiert,cive$ durch Interaktion mit ATP die
schwache ATP-Bindeaffinitat der hochkonserviertenogphorylierungsstelle des KdpB
Proteins erhoht (Irzilet al., 2011). Diese Hypothese wird ebenfalls von Erggdam aus der
Einzelmolekul-Transmissions-Elektronenmikroskopos \Heitkampet al. (2008) unterstitzt.
Der cytosolische Teil von KdpC konnte in enger Nmischaft zur Nukleotidbindedomane
von KdpB lokalisiert werden, was eine direkte latgion wahrend des kooperativen ATP-
Bindemechanismus ermoglichen wirde. Der mit 3,1kKlainsten Untereinheit des
Komplexes, KdpF, wird eine Funktion bei der Stalgiung des Komplexes zugewiesen,
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wobei das Peptid fir den Transpartvivo nicht essentiell ist (GalRet al., 1999). Passend
dazu werden hydrophobe Peptide als eine neue Klastheer Moleklle inE. coli und
Salmonella enterica serovar Typhimurium angesehen. Es wird diskutiaiss diese Peptide
durch Interaktion mit Proteinpartnern an der innekembran und durch Modulieren der
Aktivitat bzw. Stabilitat dieser Partnerproteinegutatorische Funktionen haben (Alix &
Blanc-Potard, 2009).

Die Studien von Heitkamgt al. (2008) befassen sich auf3erdem mit der Aufklardeg
makromolekularen Struktur des KdpFABC-Komplexesthilfie von chemischen Crosslink-
Studien und Einzelmoleklil-FRET-Messungen konnte d&pFABC Komplex als
Homodimer beschrieben werden. Desweiteren wurde [Digssoziationskonstante des
Monomer/Dimer Equilibriums ermittelt. Mit 30-50nMtimmt sie mit bereits ermittelten

Dissoziationskonstanten anderer im Dimer vorliegend-Typ ATPasen Uberein.

1.4 Die Regulation des Kdp-Systems

Das Sensorkinase/Antwortregulatorsystem KdpD/KdpE & coli ist ein typisches Zwei-
komponentensystem, welches die Expressiorkdi@SABC-Operons reguliert (Walderhaeg
al., 1992). DaskdpFABC-Operon mit dem durch KdpE induzierbaren Promotod wdas
kdpDE-Operon bilden zusammen daip-Regulon, dessen Schema in Abbildung 1.2 zu sehen
ist. Daskdp-Regulon ist bei 16,5 min auf deB coli Chromosom lokalisiert (Bachmann,
1990). DaskdpDE-Operon kodiert fur die beiden regulatorischen Komgnten des Kdp-
Systems, der Sensorkinase KdpD und dem Antworta¢gulKdpE (Polarelet al., 1992;
Walderhauget al., 1992). Der Promotor déslpDE-Operons befindet sich innerhalb delpC
Gens; der Transkriptionsstart vikdpDE liegt 5 bp vor denkdpC Stopcodon (Polareé al.,
1992). Dieser Promotor weist dhnliche Konsensussemgn wie die ,-35“ und die ,-10"-
Region von typisch vegetativen Promotoren En coli auf. Der kdpDE- Promotor ist
(vermutlich) konstitutiv und synthetisiert standige Proteine KdpD und KdpE auf einem
basalen Level. Untédp-induzierenden Bedingungen wird die Synthese vopOXdnd KdpE
um das 11-fache erhoht (Polaretkal., 1992). Dieses Phanomen ist auf den “read thrbugh
Effekt zurickzufihren, welcher ein Durchlesen dé&tARPolymerase bei der Transkription
deskdpFABC-Operons in dakdpDE-Operon beschreibt (Voelkneral., 1993).
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induzierbar konstitutiv
I pl (kdpFABC) I p2 (kdpDE)
I Strukturgene I Regulatorische Gene
I 1 1
— F A B C D E —

.read-through*

—_ I I I | | ’
Transkript kdpFABC

>
Transkript kdpDE

Abb. 1.2: Daskdp-Regulon ausEscherichia coli (verandert nach Epstein, 1985).

Bei Erhohung der Osmolalitdit sowie unter Kaliumtation kommt es zu einer
Autophosphorylierung der Sensorkinase KdpD mit @é&hosphorylgruppe von ATP am
hochkonservierten Histidinrest H673 in der “Trangenf-Domane (Nakashimet al., 1992;
Voelkneret al., 1993). Fur die einwandfreie Funktion einer Sekisase ist dabei wichtig,
dass diese als Dimer in der Cytoplasmamembran eléx Yorliegt. Dass der homooligomere
Zustand einer Sensorkinase, unter anderem auchKdpD, flr deren Funktionalitdt von
entscheidender Bedeutung ist, wurde bereits file Bensorkinasen nachgewiesen (Hidetka
al., 1997; Heermanat al., 1998). Infolge der Phosphorylierung der Sensase KdpD wird
die Phosphorylgruppe auf den Aspartatrest D52 i dReceiver‘-Domane des
Antwortregulators KdpE Ubertragen (Nakashistaal., 1993; Junget al., 1997; Lucassen,
1998). Katalysiert wird dieser Schritt vermutliclurdh KdpE, da esn vitro auch durch
Acetylphosphat phosphoryliert werden kann (Lucassd®98). AufRerdem konnte
nachgewiesen werden, dass die Phosphorylierungkdmi eine Homodimerisierung des
Antwortregulators zur Folge hat (Lucassen, 1998s8&s phosphorylierte KdpE-Homodimer
zeigt eine gesteigerte Affinitdt zu einer spezrell@3bp Bindesequenz unmittelbar
stromaufwarts der ,-35“ und ,-10“ Regionen dkdpFABC-Promotors. Die Bindung von
phosphoryliertem KdpE an diese Sequenz induzietlieftlich die Transkription des
kdpFABC-Operons (Nakashimet al., 1993). Neben der Kinase-Aktivitat weist KdpD hauc
eine Phosphatase-Aktivitat auf, die fur die Dephosplierung von KdpE~P verantwortlich
ist (Junget al., 1997). Vermutlich ist ein elektrostatischer Magtsmus fiir den Wechsel
zwischen Kinase- und Phosphatase-Aktivitdt von Kdmantwortlich (Jung & Altendorf,
1998a).
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HAn” “Ausﬂ
. K*-Limitation oder hohe Osmolalitét E <:> . normale Wachstumsbedingungen |

Periplasma Periplasma
‘ Innere Membran ‘ ‘ Innere Membran
/Zytoplasma Zytoplasma,

KdpD ° ATP KdpD
rdp ADP | 1OP P

| P !

= B = O |
KdpE @ ke @ ®
, DNA

o BB QU000
' @RNA-POIymerase] P [RNA-Ponmerase]
| kdpFABCDE Transkription | “g Keine Transkription

Abb.1.3: Model der Signaltranbsduktionskaskade zwishen KdpD und KdpE (verdndert nach Hamann,
20086).

1.5 Die Sensorkinase KdpD

Die Sensorkinase KdpD besteht aus 894 Aminosawmah ist in Abb.1.3 in ihrem
schematischen Aufbau dargestellt. Gemal ihres kyatazitatsprofiles (Walderhaus al.,
1992) und mit Hilfe von Untersuchungen mit LacZ-duRhoA-Hybridproteinen sowie
Protease-Behandlung von KdpD in Spharoplasten, evdrel Topologie von KdpD bestimmt.
Die Sensorkinase ist mit vier Transmembrandoméneter Cytoplasmamembran verankert.
Sowohl der N- als auch der C-Terminus sind im Cigema lokalisiert (Zimmanmt al.,
1995). Die “Input“-Doméne, welche neben dem fir Sekinasen ungewohnlich langen N-
terminalen Bereich, die vier Transmembrandomanere dahinterliegende Arginin-reiche
Region und weitere 140 Aminosauren beinhaltetiiligtr einen Linker mit der konservierten

“Transmitter“-Doméane verbunden.

N! L
Input Doméne Transmitter Domdne
AS Nr. 22 230 25 372 4 493 5497 447 GEZ  TI0 773 g3z
HisKA Wm Y
Walker A Walker B TM1-4 Arg- Coiled Caoil
339 108-110 Cluster Linker
433513 BZ-E62

Abb. 1.4: Schematische Uberist der Sensorkinase KdpD (nach Zimmann, 2007).
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Bei Vergleichen der Aminosauresequenz N-terminddeamanen von KdpD Proteinen
verschiedener Bakterien, fallt auf, dass diesehmeriLange fir Sensorkinasen einzigartig,
aber in ihrer Aminoséauresequenz hoch konservierfigierdem fallen zwei Sequenzmotive
auf, die den fur eine ATP-Bindung charakteristischié/alker A“- und “Walker B“-Motiven
ahneln. Das Sequenzmotiv GXXXGKT innerhalb der N-terminalen Domane unterscéeid
sich zu einem klassischen “Walker A“-Motiv in eirarsatzlichen Aminosaure zwischen den
beiden ersten Glycinresten. Sequenzverkirzunges, Riste dieses Motifs umfassen,
resultieren in einer deregulierten Phosphatasatitides KdpD Proteins (Jung & Altendorf,
1998b). Versuche von Heermann (2001) mit der N-dit@mian Domane (KdpD/1-395)
zeigten, dass sie, obwohl die Transmembrandoméagielerf, an die Cytoplasmamembran
assoziiert vorliegt. Die Anlagerung an die Membr&bnnte in der hydrophoben
Aminosauresequenz an Position 27-43 von KdpD betgiiliegen. Nach Heermamh al.
(2000) hat die Assoziation der N-terminalen Doméame die Cytoplasmamembran einen
Einfluss auf die ATP-Bindung, denn diese konnte gereigt werden, wenn die Doméne
assoziiert vorlag. Hamann (2008)nnte zusatzlich KdpD/1-395 (6His) auch im Cytcpha
nachweisen. Eine Bindung von ATP an die l6slicheteirinale Doméane sowie an
membrangebundenes KdpD/1-395 (6His) erwies sichgbeauerer Betrachtung jedoch als
unspezifisch. Neben den beiden “Walker A und B* li&ven Sequenzmotiven, wurde
mithilfe von Strukturmodellierungen eine weitere gh¢he ATP-Bindedoméne entdeckt
(Strahl & Greie, 2008). Hierbei handelt es sich eime Doméane, die sich in allen Mitgliedern
der Familie der Usp-Proteine (“universal stresggnd) wiederfinden lasst. Die Superfamilie
der Usp-Proteine umfasst eine konservierte Prateppg, die sowohl in Bakterien, Archaea
und Eukaryoten (Pilze, Pflanzen) vorkommt. Dabeitzé eine Vielzahl von Organismen ein
ganzes Repertoire an Usp-Proteinen. Diese Proteggen entweder als “single-type”
Proteine vor oder sie sind, wie im Falle von Kdmbsammen mit anderen funktionellen
Domanen in groRere Proteine eingebaut (Siegeles;20@ber, 2003). Die Synthese dieser
Proteine ist bei vielen Stresssituationen, dieZidbvachstum hemmen, erhoht (Van Bogelen
et al.,, 1990). E. coli besitzt sechs solcher Usp Proteine, die, basierand
Sequenzahnlichkeiten, in zwei Familien untertedrden konnen (Gustavssenal., 2002).
Zur Familie der UspA Proteine gehdren UspA, Uspd WwspD, wohingegen di&. coli
Proteine UspF und UspG einer anderen gemeinsammitid-augeordnet werden. UspE wird
als Sonderfall durch Ahnlichkeiten zu beiden Faenilidazwischenliegend angeordnet.
Gustavsson und Mitarbeiter konnten dabei ein ed®hiveau an UspA, UspC, UspD und
UspE in Folge von Nahrstoffmangel, moderatem Hitess, oxidativem Stress und
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osmotischen Stress detektieren. UspG wird ebenba@iisosmotischem Stress induziert und
wird dabei autophosphoryliert und autoadenyliertepat & Jung, 2006). Studien von
Heermanret al. (2008 und 2009) diskutieren zum einen eine magliBindung von UspC an
die N-terminale Domane von KdpD zur Stabilisierudgs Komplexes aus KdpD,
phosphoryliertem KdpE und DNA unter Salzstress, zamderen wird mithilfe von Usp-
Doméanen-Austauschen ein Model der KdpD Aktivierumggestellt, dem elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen der N- und C-terminalemBne des KdpD Proteins zugrunde
liegen.

Als weiteres Charakteristikum in der Struktur vodpd gilt eine Ansammlung von positiv
geladenen Argininen hinter der vierten Transmendwerine des Proteins. Eine
ortsgerichtete Mutagenese der Arginine 503, 506 &08 fiihrt zu einer Anderung des
Phosphatase-Kinase-Verhéltnisses vitro. Vermutlich wird der wechselnde Anteil von
Kinase- und Phosphatase-Aktivitat durch einen sdskatischen Wechselmechanismus
gesteuert (Jung & Altendorf, 1998a). Diese Hypathesd durch die Feststellung unterstitzt,
dass negativ geladene Phospholipide fir die Kikddrdtat von KdpD in vitro essentiell
sind, wahrend die Struktur des Phospholipids eimer entergeordnete Rolle spielt (Stallkamp
et al., 1999). Schniederberendt al. (2009) konnten zeigen, dass es unter Kalium
limitierenden Bedingungen im Medium zu einem Argtes anionischen Phospholipids
Cardiolipin wahrend der exponentiellen Wachstumsphkommt, verbunden mit einem
reduzierten Gehalt des zwitterionischen PhosphadipPhosphatidylethanolamin. Eine
Anderung der Fettsaure-zusammensetzung der Phgsigdeokonnte unter KLimitation
nicht beobachtet werden.

Desweiteren wird angenommen, dass die InitiatianTatanskription de&«dpFABC-Operons
durch das Abschalten bzw. die Reduktion der PhaaphaAktivitat von KdpD gesteuert wird
(Brandonet al., 2000). Diese Hypothese unterstitzt auch die Beaiing, dass Mutanten mit
einem semikonstitutiven Phanotyp im Bezug auf #a#pFABC-Expression unter k
Limitation, eine verminderte Phosphatase-Aktiviié Verhaltnis zur Kinase-Aktivitat
aufweisen (Zimmanst al., 2007). Die verminderte Phosphatase-Aktivitat alpD flhrt zu
einer Anhaufung von phosphoryliertem KdpE, welches dimerisierten Zustand die
kdpFABC-Expression folglich auch unter nicht-induzierendgedingungen ermoglicht. Die
Phosphatase-Aktivitat von KdpD ist vitro abhangig von der Anwesenheit von ATP (Jung &
Altendorf, 1998b). Es konnte gezeigt werden, dass im Gegenwart von ATP der
phosphorylierte Antwortregulator schnell und in Adsenheit von ATP langsam
dephosphoryliert wird (Jung & Altendorf, 1998b). tdrsuchungen von KdpD-Konstrukten,
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bei denen die Transmembrandomanen sowie das ArGinister fehlten, zeigten sowohh
vivo als auchin vitro keine Kinase-Aktivitaten mehr (Pupgeal., 1996). Somit wurde den
vier Transmembrandoméanen von KdpD zunachst eineeutsgime Rolle bei der
Reizwahrnehmng und Signalweiterleitung zugeteilipffe et al., 1996). Dagegen zeigten
KdpD Proteine, welche Deletionen im Bereich der nSraembrandomanen, unter
Beibehaltung der Arginin- reichen Region besafenjtro eine Kinaseaktivitat unth vivo
die daraus resultierende Fahigkeit zur ExpressexkdpFABC- Operons (Junet al., 1998;
Heermann et al., 2003b). Aufgrund weiterer Untersuchungen wurden dvier
Transmembrandomé&nen nur eine entscheidende Roalldebe&korrekten Positionierung der
beiden im Cytoplasma lokalisierten N- und C-terrfrénaDoménen zuerkannt, wahrend die
Relevanz fir die Reizwahrnehmung in Bezug auf Kalimnitation als weniger wichtig
angesehen wurde (Heermaanal., 2003b). Dieser Interpretation sprach die Beotwah
entgegen, dass Cysteinaustausche in der TM 1 =a&r starken Induktion dekdpFABC-
Expression bei Erhohung der Osmolalitat und tedeeauch durch KLimitation fiihrten
(Stallkampet al., 2002). Folglich wurde der TM 1 eine Rolle ber d&ahrnehmung der
Osmolalitat zugeschrieben. Zimmaeh al. (2007) interpretierten die im Gegensatz zum
Wildtyp stark reduzierte Induktionsrate dikdpFABC-Operons unter kaliumlimitierenden
Bedingungen sehr wohl als vermindertes Signaltnakisshsvermégen des KdpRTM1-4
Proteins. Der semikonstitutive Phénotyp des entfigreden Stammes hinsichtlich der
kdpFABC-Expression erklart die geringgdp-Induktion unter K-Limitation.

Zwischen dem Arginin-Cluster und dem “Coiled Cdihker, der die “Input* Domé&ne mit
der “Transmitter® Domane verbindet, liegen weitekd0 Aminosauren, die laut Pfam-
Datenbank Sequenzhomologien zu typischen GAF-Doméanéweisen. Es wird vermutet,
dass GAF-Domaénen Liganden binden kénnen, die ealle i Reizwahrnehmungsprozessen
spielen (Aravind & Ponting, 1997). Untersuchungeint miner GAF-Deletionsmutante
zeigten, dass auch bei KdpD dieser Bereich esdlastiend in der Reizwahrnehmung bzw.-
weiterleitung von Bedeutung sein konnte (HUging)&0

Die “Transmitter Domane des KdpD Proteins weise diir Sensorkinasen typischen
Sequenzmotive H*, ,N*, ,G" ,F*und ,G2" auf (Paikson & Kofoid, 1992). Diese Doméane
wird in zwei Subdoménen unterteilt. Die erste Subdoe besitzt das ,H*“-Motiv mit dem
hochkonservierten Histidinrest und wird als ,DHpG&Dane (“dmerization _hstidine
phosphotransfer®) bezeichnet. Auf Grund des Histeltes werden Sensorkinasen auch als
Histidinkinasen (HK) bezeichnet. Die ,DHp“-Doméangdet z.B. bei der Sensorkinase EnvZ

mit einer zweiten ,DHp“-Domane ein Dimer (Tomomoet al., 1999). Die andere
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Subdomane, die ,CA"-Doméane _(@talytic ATP-binding“), enthalt die vier anderen
Sequenzmotive. Diese Motive scheinen eine RollalbeiATP-Bindung (,N*, ,,G1%) und bei

der Translokation der Phosphorylgruppe (,G2, ,EU) spielen (Tanaket al., 1998).

1.6 Reizwahrnehmung der Sensorkinase KdpD

Es wird angenommen, dass der Reiz von KdpD uberNdterminale “Input“-Domane
wahrgenommen wird. Die Sensorkinase wird durchufalimitation und in einem geringeren
Mald durch eine Erh6hung der Osmolalitat aktivig¥te genau das KdpD Protein auf diese
Mediumé&nderungen reagiert, ist trotz vielfalltigg&fntersuchungen noch unklar, die
verschiedenen daraus resultierenden externen odérnén Reize sowie deren

Perzeptionsmoglichkeiten in KdpD sind in Abbilduh$ dargestellt.

Membranspannung?
Turgor?
Kaliumkonzentration/Gradient?
\L Periplasma
| I Membran
‘Z’ 2 Cytoplasma

VRS
AN

ATP? lonenstarke?
Kaliumkonzentration?
Andere?
Volumen?

Abb. 1.5: Mdgliche Reizwahrnehmuniin KdpD (nach Hamann, 2008)

Nach dem *“turgor control“ Modell (Laimingt al., 1981) bewirkt eine Erhohung der
Osmolalitat, dass Wasser aus der Zelle ausstroohtsonder Zellturgor abnimmt (Epstein,
1986; Booth & Higgins, 1990). Die Primarantwort adfese Turgorabnahme ist eine
gesteigerte K-Aufnahme durch die konstitutiven Kaliumaufnahmésyse sowie eine
Induktion der Transkription deskdpFABC-Operons. Gekoppelt wird die gesteigerte
Kaliumaufnahme mit der Synthese von Glutamat. Wieeits erwahnt, wirkt Kzusammen
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mit Glutamat als “second messenger” und induziertTdanskription von Genen, welche fir
Transportsysteme kodieren, die fur die Aufnahme kampatiblen Soluten essentiell sind. Ist
der Zellturgor letztlich durch den Einstrom der éan und kompatiblen Solute
wiederhergestellt, wird die Transkription d&dpFABC-Operons wieder eingestellt. Das
“turgor control“ Modell wird jedoch angezweifeltadnan zeigen konnte, dass HipFABC-
Expression nur dann ausgelost wird, wenn eine Enh@lder Osmolalitat im Medium und
damit eine Abnahme des Zellturgors, der ZugabeSamen zugrunde liegt. Die Zugabe von
Zucker als osmotisch wirksame Substanz 16st nackriGloankaret al. (1985) und Sutherland
et al. (1986) keinekdpFABC-Expression aus, wahrend Laimins (1981) die Induktter
kdpFABC-Expression aufgrund einer Erh6hung der OsmolaltéaMedium durch osmotisch
aktive Zucker und verschiedene Salze zeigen konMéeitere Experimente zur
Reizwahrnehmung wiesen daraufhin, dass eine Kortibmavon mechanischer
Membranspannung und externef-Konzentration von der Sensorkinase wahrgenommen
wird (Sugiuraet al., 1994). Steigt die externe #onzentration auf Werte tiber 2mM an, wird
nicht nur die kdpFABC-Transkription, sondern auch die Aktivitat des KeB-
Transportkomplexes inhibiert (Roet al., 2000). Die neuesten Ergebnisse bezlglich
Untersuchungen zum *“turgor control* Modell liefeklamannet al. (2008). Hier konnte
direkt gezeigt werden, dass der Turgordruck nigrt Stimulus ist, den KdpD unter Kalium
limitierenden Bedingungen wahrnimmt. Eine maximahtel permanente Expression der Gene
des KdpFABC-Systems konnte bei einem Kalium-“dovatét detektiert werden, ein
Schrumpfen des Cytoplasmas der gestressten Zeteh dber nicht statt, wohingegen eine
Reduktion des cytoplasmatischen Volumens aus eiogmotischen “Upshock” resultierte,
dabei die Gene des KdpFABC-Systems aber nur modadatransient induziert wurden. Ein
osmotischer Schock der Zellen mit 0.4M KCI vermindelas cytoplasmatische Volumen um
40%, eine Induktion dekdpFABC Gene blieb jedoch aus, was zeigt, dass die Vernimad
des cytoplasmatischen Volumens der Zelle in diesBall wahrscheinlich einem
Natriumeffekt zugrunde liegt.

Das “ionic strength* Modell zur Osmolaritatswahrnehmung besdgss der Reiz in dem
Anstieg der cytoplasmatischen lonenkonzentratiegtl{Poolmaret al., 2002). Eine aus der
Plasmolyse resultierende Volumenabnahme der Zel®he die Konzentrationen aller
cytoplasmatischen Komponenten. Die damit einhemgdderhéhte Kaliumkonzentration im
Cytoplasma der Zelle aktiviert in Kombination mierd “macromolecular crowding“ die
Transkription von Genen, die an der Zellantwort digf erhdhte Osmolalitat beteiligt sind,
wozu unter anderem auch didpFABC-Operon gehort. Als Argument fur dieses Modell
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konnten Jungt al. (2000)in vitro zeigen, dass eine Erh6hung der lonenstarke im (agoma
mit einem Anstieg der Autophosphorylierungsaktivider Sensorkinase gekoppelt ist.
Desweiteren wurde der Einfluss von'Gauf die Expression déslpFABC-Operons getestet.
Cs' ist als ein Inhibitor fir R-Transportsysteme bekannt (Bossemegteal., 1989). Die
Zugabe von Cszum Medium bewirkte eine Steigerung delpFABC-Transkription und
damit eine erhdhte Synthese des KdpFABC-Kompleresvo (Junget al., 2001a). Diese
Beobachtung beruht vermutlich auf der abnehmendé&#dtzentration im Cytoplasma,
welche durch die Inhibierung der*Rransporter hervorgerufen wird. Im Gegensatz dazu
konnten Hamannet al. (2008) zeigen, das es keinen Zusammenhang zwiseler
Anderung der cytoplasmatischen Kaliumkonzentratiomch Zugabe verschiedener
Substanzen zum Medium der Zellen und einer Indokder Gene des Kdp-Systems gibt.
Bezuglich eines Kalium-“downshocks” konnte keinefostige Veranderung in der
cytoplasmatischen Kalium- und Glutamatkonzentratietektiert werden, die als Stimulus fur
die kdp-Induktion dienen kdnnte. Die Ergebnisse von Badagl. (2005) zweifeln sowohl das
“turgor control* als auch das “ionic strength* Mdden. Mittels quantitativer real-time RT-
PCR Analyse der Expression von sieben osmotisalliezten Genen irsalmonella enterica
serovar Typhimurium konnte zum Einen gezeigt werdakss die Induktion dédp-Gene
nach einem osmotischen Schock mit 0,3M NaCl ershnaduktion der Gene, die fur
Proteine kodieren, welche fur den Transport konetiSolute verantwortlich sind, stattfand.
Zum anderen wurde zusatzlich eine Abnahmekdpfinduktion nach osmotischen Schock
mit 0,6M Sucrose beobachtet. Wie aus der Zusamrssunfig dieser Ergebnisse hervorgeht,
ist es wahrscheinlicher, dass die Sensorkinase Kdpferschiedliche Reize wahrnehmen
kann.

Bereits friiher wurde gezeigt, dass HipFABC-Expression von der cytoplasmatischefr K
Konzentration und/oder von der Rate des-TKansportes abhangen konnte (Asha &
Gowrishankar, 1993). Beide Modelle zur Regulatimieln noch keine zufriedenstellende
Antwort auf die Frage, welche Reize von der Sernsage wahrgenommen werden.

Einen anderen Ansatz verfolgen Rothenbuehet. (2005), indem sie davon ausgehen, dass
die cytoplasmatische C-terminale Doméane von KdpbSsnsor der extracytoplasmatischen
Kaliumkonzentration fungiert. Diese These basiaft\éersuchsergebnissen, die zeigten, dass
die I6sliche C-terminale Domane die Fahigkeit lzsidie Deletion des WildtygdpD Gens

zu komplementieren. Da dielpFABC-Expression jedoch in diesem Falle sehr niedrigisst

diese Aussage eher zweifelhaft. Diese kritische &@amg steht im Einklang mit der
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Beobachtung, dass die intrazellularekonzentration als Reiz unwahrscheinlich ist (M&lli
Epstein, 1998; Hamarst al., 2008).

Eine weitere Mdglichkeit der Reizwahrnehmung vonpRdkénnte in der Interaktion mit
anderen Proteinen liegen. InMycobacterium tuberculosis H37Rv konnte eine
Wechselwirkung der KdpD-“Input“-Domane mit den Ljpoteinen LprJ und LprF
nachgewiesen werden (Stegtnal., 2003), was bedeuten kénnte, dass es funktiom@djlich

ist, ein Zweikomponenten-system mit Mitgliedern [ggo Membranproteinfamilien zu
koppeln und darauf hinweist, dass Reize, die vopKdvahrgenommen werden, tber diese
Adapterproteine zur Sensorkinase geleitet werdemtiem. Gorkeet al. (2009) konnten
aul3erdem mittels “Two Hybrid“ Daten eine Interaktimwischen der Sensorkinase KdpD und

dem Phosphotransferase-ProteinMlAaufzeigen.

1.7 KdpD und Pathogenitat

Aktuelle Studien zum Zweikomponentensystem KdpD/Kdpefassen sich mit einer
maoglichen Bedeutung des Systems im Rahmen bakeéerlehthogenitat. Das Sensorkinase/
Antwortregulator-System KdpD/KdpE des insekten- undmanpathogenen Bakteriums
Photorhabdus asymbiotica reicht aus, um einen harmlose&. coli Laborstamm
widerstandsfahig gegen phagocytotischen Verdau achen und so in den Hemocyten zu
verbleiben, resultierend im Tod der Insekten (Mdimiet al., 2010). Andersherum fiihrte eine
Deletion derkdpDE Gene inMycobacterium tuberculosis zu einer gesteigerten Virulenz.
Mause, die mit dek. tuberculosis kdpDE Mutante infiziert wurden, starben schneller, als mi
dem Wildtyp infizierte Mause (Parigh al., 2003). Auch irtaphylococcus aureus wird eine
Rolle des Zweikomponentensystem in der Regulatien kdhkteriellen Virulenz diskutiert.
Studien von Zha@t al. (2010) weisen daraufhin, das der “Quorum Senshugfoinduktor
Al-2 mit KdpD wechselwirkt. Mittels “Gel shift Asga” konnte gezeigt werden, dass der
Antwortregulator KdpE an die Promotorregion @ap-Operons binden kann, resultierend in
einer erhdhten Synthese von kapsularen Polysademridie wahrend der Invasion als
Zellwandkomponenten mit dem Immunsystem des Winiesagieren und so dem Bakterium
eine Resistenz gegeniber der Aufnahme und dem dateh die Wirtsphagocyten verleihen.
Allerdings gehen die Autoren nicht ndher auf mdgicKdpE-Bindestellen in decap-
Promotorregion ein, die keine Homologien zuWmwpFABC-Promotor aufweisen. In der
Genregulation der Pathogenitatsinsel des Bakteritimacisella tularensis wurde eine
Wechselwirkung zwischen der Sensorkinase KdpD umedn dAntwortregulator PmrA
gefunden, welcher im phosphoryliertem Zustand am@torregionen von Genen bindet, die
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wiederum die Transkription ddfrancisella Pathogenitatsinselgene initiieren (Betl al.,
2010).

1.8 Diese Arbeit

Diese Arbeit befasst sich sowohl mit biochemiscbetersuchungen der Sensorkinase KdpD,
als auch mit Wechselwirkungen zu unbekannten Rreteidie fir das Anschalten der Kdp-
Signaltransduktionkaskade verantwortlich sein kénnim ersten Teil dieser Arbeit richtet
sich die Suche nach dem Stimulus, der von KdpD ktiet¢ wird, auf eine mdgliche
Interaktion der Sensorkinase mit einem bisher uabeten Protein. Die Anwendung des
“Bacterial Two Hybrid“ Systems sollte nicht num vivo Interaktionsstudien zwischen der
Sensorkinase und dem Antwortregulator des Zweikaraptensystems ermdglichen, sondern
auch die Beziehung zwischen den Proteinen des Dwgknentensytems und den
Untereinheiten der KdpFABC-ATPase ndher beschreibegétzlich sollten mogliche KdpD-
Interaktionspartner getestet werden, die schon onausgegangenen Experimenten und
Arbeiten hinsichtlich eines méglichen Einflusse$ die Regulation des KdpFABC-Systems
diskutiert wurden. AufRerdem sollte dieses Testaystbenutzt werden, um das
Interaktionsverhalten verschiedener KdpD Derivaeinktmutationen, Teildeletionen) zu
untersuchen und um Ruckschlisse auf strukturellmptmenten einer Interaktion ziehen zu
konnen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein funktioled Reinigungs- und
Rekonstitutionsprotokoll etabliert werden, welclzes naheren Aufklarung der Struktur und
der biochemischen Charakterisierung der Sensorkibagragt. Zusétzlich sollte die Bindung
von ATP innerhalb der “Transmitter*-Domane des Bird mittels Fluoreszenzspektroskopie

naher untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Fur diese Arbeit wurden folgende Materialien verdesn

Restriktionsenzyme New England Biolabs (Frankfurt)
Phusion High Fidelity DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

T4 DNA Polymerase

Gene Ruler DNA Ladder Mix Fermentas (St.Leon-Rot)

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)
Qiaprep Spin Miniprep Kit
Ni?*-NTA Agarose

M17 Agar Oxoid (Basingstoke, England)

M17 Broth

MacConkey Agar Applichem (Darmstadt)

Imidazol Fluka Analytical, Sigma-Aldrich

LDAO (Steinheim)

Detergenzien Affymetrix, Anatrace Produkt
(Maumee, Ohio, USA)

TNP-ATP Molecular Probes, Invitrogen

(Karlsruhe)

Alle hier nicht aufgefiihrten Materialien wurden vden Firmen Biomol (Hamburg), Sigma-
Aldrich (Steinheim), Merck (Darmstadt), Roth (Kawke), DIFCO (Sparks), Invitrogen
(Karlsruhe), Riedel-de Haen (Seelze), Applichemriixdadt) und Serva (Heidelberg) im

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

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterigivne sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.
Die verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.2 ural \ddrwendeten Oligonukleotide in
Tabelle 2.3 aufgefthrt.

Tab. 2.1

Stamm Genotyp Referenz

E. coli K12 WT Tatum (1945)

E. coli TKR2000 | 4kdpFABCDE thi rhalacZ nagA trkA405 Kollmann & Altendorf
trkD1 atp706 (1993)

E. coli BTH101 | F, cya99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 Karimovaet al. (2005)

(Sr "), hsdR2, merAl, merB1

E. coli MC1061 | araD139 4(araA-leu)7697 AlacX74 galK16 Casadaban & Cohen
galE15(GalS) 4 eld merAO relAl (1980)
rpsL150(strR) spoT1 mcrB1 hsdR2

Lactococcus MG1363 mitpepN::nisRK Kuiperset al. (1998)
lactis NZ9000

Tab. 2.2

Plasmid Resistenz| Genotyp Referenz
pKJ2-6His Ap kdpD-6His in pKK223-3 mit Junget al. (1997)

zusatzlicheHindlll (2869)

Restriktionsschnittstelle

pBADNLIC Ap' Arabinose- induzierbarét.coli Geertsma & Poolman
Expressionsvektor mit LIC (2007)
Kassette

pBADcLIC Ap' Arabinose- induzierbarét.coli Geertsma & Poolman
Expressionsvektor mit LIC (2007)
Kassette

pRENLIC Ap', Cnl | E.coli Expressionsvektor mit LIC | Geertsma & Poolman

Kassette, pBR322 Replikon und | (2007)

Nisin- induzierbarem Promotor
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pERL Em Lactococcus lactis Geertsma & Poolman
Expressionsvektor mit pSH71 (2007)
Replikon
pBAD- Ap' kdpD in pBAD mit N-terminalem | diese Arbeit
kdpDnLIC 10er His-Tag gefolgt von einer
TEV Proteaseschnittstelle
pBAD- Ap' kdpD in pBAD mit C-terminaler | diese Arbeit
kdpDcLIC TEV Proteaseschnittstelle gefolgt
von einem 10er His-Tag
PRE-kdpDnLIC | Ap kdpD in pRENLIC mit N- diese Arbeit
terminalem 10er His-Tag gefolgt
von einer TEV
Proteaseschnittstelle unter
Kontrolle des Nisin-Promotors
PNZ kdpDnLIC | Em kdpD in pERL mit N-terminalem | diese Arbeit
10er His-Tag gefolgt von einer
TEV Proteaseschnittstelle unter
Kontrolle des Nisin-Promotors
pBD-6His Ap' kdpD-6His mit Punktmutationen | Jung (1998)
G37A, K38A, im Walker A Motiv
T39C
pBAD Ap' AkdpD2s;.372-10His in pBAD18 diese Arbeit
kdpDcLIC-
AUsp
pBAD Ap' kdpD-10His mit mutiertem diese Arbeit
kdpDcLIC- Histidinrest 673 in pPBAD18
H673Q
pBD5-9 Ad kdpD in pBAD18 mit einzelner Zimmannet al. (2007)

EcoRV-Restriktionsschnittstelle
(562) und zusétzlichen Schnitt-
stellenXhol (395), Sacl (843),
Soel (1291),Notl (1395), Aatll
(1603),Kpnl (1587),Mlul (1715),
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Bsul (1767) undHindill (2869)

pBD5-NArgl | Ap' AkdpD4gg.530in pBD5-9 Eisenbarth (2006)
pBD5-NArg2 | Ap' AkdpD4gg.513in pBD5-9 AndreefRRen (2007)
pBDATM1-4 Ap' AkdpDao1-498in pPBAD18 Heermanet al. (2003)
pBD5-9/E509K | Ap kdpD/E509K in pBD5-9 Zimmanet al. (2007)
pGS4 Ap pSM5 Derivat mitkkdpFABC Durell et al. (2000)
Operon
puUT18 Ad ColEl-ori, Ryc::MCS, g/aA225- Karimovaet al. (2001)
399
puUT18C Ap ColEl-ori, Rac::cyaA225-399, Karimovaet al. (2001)
MCS
pKT25 Knd Ori p15A, Ryc:cyaAl-224, MCS Karimovat al. (2001)
pPKNT25 Km Ori p15A, Ryc:: MCScyaAl-224 Karimova and Ladant
(2005)
puUT18C- zip Ap Leucin Zipper von GCNL1 in Karimovaet al. (2001)
puUT18C
pKT25- zip Knd Leucin Zipper von GCNL1 in Karimova and Ladant
pKT25 (2005)
pEF7 Kni kdpD;.-395in pKT25 Feuerbaum (2008)
pEF9 Ap kdpD1.395in pUT18 Feuerbaum (2008)
pEF10 Ap kdpD3g6.g9sin pUT18 Feuerbaum (2008)
pEF11 Km kdpD3g6-895in pKT25 Feuerbaum (2008)
pKdpD18 Ap kdpD in pUT18C diese Arbeit
pKdpD25 Km kdpD in pKNT25 diese Arbeit
pKdpE18 Ap kdpE in pUT18C diese Arbeit
pKdpE25 Km kdpE in pKT25 diese Arbeit
pKdpA18 Ap kdpAin pUT18C diese Arbeit
pKdpA25 Knd kdpA in pKT25 diese Arbeit
pKdpB18 Ap kdpB in pUT18C diese Arbeit
pKdpB25 Km kdpB in pKT25 diese Arbeit
pKdpC18 Ap kdpC in pUT18 diese Arbeit
pKdpC25 Km kdpC in pKNT25 diese Arbeit
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pPssA18 Ap pssA in puUT18C diese Arbeit
pPssA25 Krh pssA in pKNT25 diese Arbeit
pPIsB18 Ap plsBin pUT18C diese Arbeit
pPlsB25 Km plsB in pKNT25 diese Arbeit
pKdApDE5S09K- | Km' kdpD/E509K in pKNT25 diese Arbeit
25

pKdpDAArg1-25 | Km' AkdpD4gg.s30in pPKNT25 diese Arbeit
pKdpDAArg2-5 | Km' AkdpDagg-s13in pPKNT25 diese Arbeit
pKdpDATM1-4 - | Km' AkdpDao1-408in pPKNT25 diese Arbeit
25

Tab. 2.3

Oligonukleotide

Sequenz (52 3))

n-LIC kdpDfor

ATGGTGAGAATTTATATTTTCAAGGTATGAATAACGAACCCTTA
CGTCCCGACCCCGATC

n-LIC kdpDrev

TGGGAGGGTGGGATTTTCATAACATATCCTCATGAAATTCTTCA
AGTTCAGGGGCAG

c-LIC kdpDfor

ATGGGTGGTGGATTTGCTATGAATAACGAACCCTTACGTCCCG
ACCCCGATC

c-LIC kdpDrev

TTGGAAGTATAAATTTTCCATATCCTCATGAAATTCTTCAAGTT
CAGGGGCAG

PstikdpD BTHS

GCCTGCAGGATGAATAACGAACCCTTACGTC

Xbal kdpD CGTCTCTAGAGTCATATCCTCATGAAATTCTTCAAG
BTHS

PstlkdpE 25 GCCTGCAGGGGTGACAAACGTTCTGATTGTTG

BTHS

PstlkdpE 18 GCCTGCAGGGTGACAAACGTTCTGATTGTTG

BTHS

Xbal kdpE CGTCTCTAGAGTTTAAAGCATAAACCGATAGCCAATAC
BTHS

PstlkdpA25 GCCTGCAGTGATGGCTGCGCAAGGGTTCTTA

BTHS

19
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PstlkdpAl8 GCCTGCAGGATGGCTGCGCAAGGGTTCTTA

BTHS

Xbal kdpA CGTCTCTAGAGTGGAGAGATATTCCGCCACCGGACC
BTHS

PstlkdpB25 GCCTGCAGTGATGAGTCGTAAACAACTGGCG

Xbal kdpB CGTCTCTAGAGTCACCAGACCGCAAACGGTCAGCAG
BTHS

PstlkdpC BTHS | GCCTGCAGCATGAGTGGATTACGTCCGGCA

Xbal kdpC CGTCTCTAGAGTTTCATCAAGTTTATCCAGCGCCAG
BTHS

PstlpssA BTHS | GCCTGCAGTATGTTGTCAAAATTTAAG

Xbal pssA BTHS | CGTCTCTAGAGTCAGGATTCGGCTAAT

PstiplsB BTHS | GCCTGCAGTATGTCCGGCTGGCCACGA

Xbal plsB BTHS | CGTCTCTAGAGTCCCTTCGCCCTGCGTC

puUT18C for CGCCGGATGTACTGGAAACG
puUT18C rev TGCGGCATCAGAGCAGATTG
puUT18 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 aufgefihrtBreoli Stamme erfolgte in KML-Medium (1%
KCI; 1% Trypton; 0.5% Hefeextrakt) nach Epstein &K(1971). Nahrbéden wurden durch
Zugabe von 1,5% (w/v) Agar hergestellt. Antibiotikeurden in Konzentrationen von
100pg/ml (Ampicillin, Carbenicillin) und 50ug/ml @6amycin) zugesetzt. Das Wachstum
der Zellen erfolgte aerob bei 37°C. ZkopD-Uberexpression wurden die Zellen aerob in
einer 27 bzw. 90 Liter Batchkultur in Bioengenegrirab Pilot Fermenter mit einer Kapazitat
von 30 bzw. 100 Liter, angezogen. Die Zellernteolgteé hier durch Ankonzentration der
Zellen in einer Pellicon Tangentialflussfilterpumpmit 2,5nf Filterflache vor der
Zentrifugation. Die optische Dichte wurde bei eiléellenlange von 600nm in einem Uvikon
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943 Spektralphotometer (Kontron Instruments, Walfobestimmt. Die Anzucht von
Lactococcus lactis erfolgte in M17 Medium (Oxoid, Hampshire) supplertiern mit 0.5%

Glucose. Zur Erhaltung von Plasmiden wurde dem Mhadbei Anzucht des Stammes mit
Plasmid 10pg/ml Chloramphenicol bzw. Erythromycimzngegeben. 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 Ubernachtkultoittels des “QlAprep Spin
Miniprep Kits* der Firma Qiagen (Hilden) nach Angabdes Herstellers isoliert. Plasmid-
DNA aus Lactococcus lactis wurde aus 5ml Ubernachtkultur mittels des “NucigioS

Plasmid Kits" der Firma Macherey- Nagel (Duren) méterstellerangaben gewonnen.

2.4.2 DNA- Modifikationen

Die Standard-DNA-Techniken wurden, falls nicht aisdbeschrieben, nach Maniagsal.
(1989) und Ausubekt al. (1987) durchgefiihrt. Dien vitro-Verdnderungen von DNA-
Molekllen wie Restriktionen und Ligationen wurdentar den vom jeweiligen Hersteller
empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt. Linearisi&féktoren wurden zur Verhinderung
einer Religation mit Alkalischer Phosphatase beblndei neu konstruierten Plasmiden
wurde die Korrektheit durch Kontrollrestriktionenitmrentsprechenden Restriktionsendo-

nukleasen und DNA-Sequenzanalyse verifiziert.

2.4.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die analytische und praparative Auftrennung von BRrAgmenten erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dafur wurden Gele mit 0.7-1.%%/&) Agarose in TAE-Puffer (40mM
Tris; 40mM Essigsaure; 1mM EDTA) verwendet, die @elStar (5ul der 10.000-fachen
Stocklésung in 50ml TAE Puffer) versetzt waren. \ddem Lauf wurde zu den Proben 10 x
DNA-Probenpuffer (50% Glycerin; 0.1M EDTA; 1% SD&1% Bromphenolblau) gegeben.
Zur Bestimmung der DNA-Fragment-Grél3en diente deerfeRuler DNA Ladder Mix“ der
Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot). Der Gellauf daurin einer “Mini Sub DNA Cell*-
Agarosegel-Laufkammer (BioRad, Minchen) bei konsi@®V fir 30-60min durchgefuhrt.

Die Detektion der aufgetrennten DNA erfolgte aufesn UV-Transilluminator bei 304nm
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und die Dokumentation der Gele mit einer Gel-Dokotagonsanlage von Herolab
(Wiesloch).

2.4.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen
DNA-Fragmente wurden mittels des “QIAquick Gel Extiion Kits* von Qiagen (Hilden)
nach Angaben des Herstellers aus Agarosegelerhesttra

2.4.5 Herstellung kompetenter Zellen

Die Transformation vonE. coli Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach einer mod#izen
RbCl-Methode (Promega Technical Manual, 1994). Ridparation von kompetenten Zellen
wurde eine Ubernachtkultur 1:100 in frisches Mediuberimpft und aerob bei 37°C bis zu
einer Optischen Dichte von 0.3-0.5 angezogen. Aregdénd wurden die Zellen bei 4500 x g
far 10min zentrifugiert und in dem halben Volumeaait&r Lésung A (10mM MOPS, pH 7.0;
10mM RDbCI) resuspendiert. Nach erneuter zehnmiati@gntrifugation bei 4500 x g wurden
die Zellen im gleichen Volumen kalter Lésung B (0@ MOPS, pH 6.5; 50mM Cagl
10mM RDCI) resuspendiert und fir 30min auf Eis imkat. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in Lésurd) (10% des Ausgangsvolumens)
aufgenommen und dann direkt fur Transformationemrwgrdet. Fir eine langere
Aufbewahrung wurden die kompetenten Zellen mit 1@Mycerin versetzt und nach
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff bei -80°&agert.

Die Praparation von elektrokompetentémactococcus lactis Zellen erfolgte nach dem
modifiziertem Protokoll von Geertsma & Poolman (2Zp(Zellen wurden dazu in mit 0.5%
Glucose, 0.5M Sucrose und 2% Glycin supplemensiévte7 Medium bis zu einer Qg von

~ 0.5 angezogen und anschliel3end fur 15min bei %000und 4°C abzentrifugiert. Nach
Waschen der Zellen in einem Volumen eiskalter LgsAn(0.5M Sucrose, 10% Glycerin),
einem halben Volumen Losung A supplementiert minBDNa-EDTA, pH7.5 und einem
Viertel Volumen Ldsung A, wurden die Zellen in eméwundertstel Volumen Lésung A
resuspendiert. Aliquots von 40ul wurden nach Schefrieren in flissigem Stickstoff bei

-80°C gelagert.

2.4.6 Transformation und Elektroporation von kompeenten Zellen

Fur die Transformation wurden 200ul kompeteBtecoli Zellen mit 100-200ng Plasmid-
DNA (1ul) oder einem kompletten Ligationsansatz aestens eine Stunde auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock (1.5min bei 42°C) und 10utiger Inkubation auf Eis wurde zu
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jedem Ansatz 0.8ml KML-Medium gegeben und fir mstdas eine Stunde aerob bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen auf gaetgn Selektionsnahrbdden ausplattiert.
Bei Plasmidtransformationen wurden 100ul des Tmanshtionsansatzes und bei
Transformationen mit Ligationsansatzen wurde deageée Ansatz ausplattiert. Es folgte eine
Inkubation der Platten tber Nacht bei 37°C.

Fur die Elektroporation kompetenteactococcus lactis Zellen wurden 40ul Zellen mit 1pl
Plasmid-DNA gemischt und in eine eiskalte Elektmgpionskivette transferiert (2mm). Die
Zellen wurden einem elektrischen Impuls mit einetdstarke von 2000V, bei 25uF und
200Q ausgesetzt. Danach wurden die Zellen sofort mitdiskaltem M17-Medium, welches
mit 0.5% Glucose, 0.5M Sucrose, 20mM Mg@id 2mM CaClsupplementiert war, versetzt
und fir 10min auf Eis gekuhlt. Nach anschlie3eridkubation fir zwei Stunden bei 30°C,
wurden Aliquots auf M17 Agarplatten supplementiait 0.5% Glucose, 0.5M Sucrose und

5ug/ml Antibiotikum, ausplattiert und Gber Nacht B8°C inkubiert.

2.4.7 DNA-Sequenzanalysen

Die Sequenzierung von doppelstrangiger DNA erfolgech dem Prinzip des “Cycle

Sequencing”, welches auf dem nach Sangeral. (1977) beschriebenen Ketten-
abbruchverfahren mit Didesoxynukleotiden basiertls Arimer fanden verschiedene
synthetische Oligonukleotide (Operon, Koéln) Verwend, welche komplementér zu

gewinschten Abschnitten der Sequenz der jeweillj¢A-Fragmente waren.

Die Sequenzierung der entsprechenden PlasmiddPaiRsFragmente wurde durch die Firma
Seglab (Goéttingen) mit den passenden Primern defidhg und mit der Software Chromas
(Version 1.43) und SE Central (Clone Manager) awsgeet.

2.4.8 Konstruktion der “BTHS"- Plasmide

Zur Konstruktion der “Bacterial two hybrid“ Plasneidvurden die GenkdpA, kdpB, kdpC,
kdpD (sowie dessen DerivateidpE, pssA undplsB durch PCR mit den Primern Pstl GenX
BTHS und Xbal GenX BTHS amplifiziert (GenX kdpA, kdpB, kdpC, kdpD, kdpE, pssA
bzw. plsB). Das PCR-Produkt wurde anschlielend zwischen BE# und Xbal
Restriktionsschnittstellen innerhalb der MCS dektdeen pUT18C, pUT18, pKT25 bzw.
pPKNT25 kloniert, resultierend in den Plasmiden pKdp, pKdpA25, pKdpB18, pKdpB25,
pKdpC18, pKdpC25, pKdpD18, pKdpD25, pKdpDE509-25, KdpDAArgl-25,
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pKdpDAArg2-25, pKdpATM1-4-25, pKdpE18, pKdpE25, pPssA18, pPssA25, pPasind
pPIsB25. Eine detaillierte Darstellung der “BTHSERKtoren ist in Abbildung 2.1 gezeigt

pUTI8 (3023 bp) pUT18C (3017 bp)
P, MCS  TI8 AmpR Ori Col E1 placy, T18  MCS AmpR Ori Col E1
| E— 1 | | I ) B |
2 q . Kpnl “”‘“”? """ Konl T
- Sphl Sall BamHI1 EcoR1 Sall BamH1 pn EcoR1
HindIll Pstl Xbal Smal Sacl Psil Xbal — Smal Sacl —— Clal

.. CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA...Ti8
.PSLHACRSTLEDPRVPSSNS..

..T18...CAC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA TCG ATA TAA CTA

..HCRSTLEDUPRVPSSNS S I stp

pKT25 (3442 bp) PKNT25 (3469 bp)
#lacy, T25 MCS KanR Ori pISA M, Mes - 125 Kan® | Ori pisA
w W I /m"" ----------------- —
o ukl Snal T gt E Spht Baml Kpnl -
Pstl Sall* BamHI Kpnl EcoRIl HindTIl Pt Xbal Smal Sacl

..T25 orf.. GCT GCA GGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCT AAG TAA CTA AGA ATT C...
.AAGSTLEDPRYVP K stp

.. CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA ...725...
wP BLHACRSTLEDPRVPS SN 5.

Abb. 2.1: Vektoren des “BTH" Systems (nach Euromede 2000).pUT18 ist ein Derivat des “multi-copy”
Vektors pUC19 und expremiert als Selektionsmarkee @mpicillinresistenz. Es kodiert das T18 Fragimen
(AS 225-399 der Adenylatzyklase), welches untendkaiptionaler Kontrolle des lac-Promotors expreaiie
wird. Das offene Leseraster von T18 liegt stromatsvder MCS mit 9 Einzelrestriktionsschnittstell&as
Plasmid ist konstruiert um Fusionsproteine zu exiyeeen, in denen das heterologe Polypeptid an das N
terminale Ende von T18 fusioniert ist. pUT18C ustheidet sich von pUT18 darin, dass die MCS am @&En
des offenen Leserasters von T18 lokalisiert ist gndFusionproteine expremiert werden, in denen das
heterologe Polypeptid an das C-terminale Ende v flisioniert ist. pKT25 kodiert fiir das T25 Fragre
(AS 1-224 der Adenylatzyklase), welches ebenfatieutranskriptioneller Kontrolle des lac-Promotstsht.
Der Vektor ist ein Derivat des “low-copy* PlasmidSU40 und expremiert einen Kanamycinresistenzmarker
Die MCS befindet sich am 3'Ende des T25 Fragmemtsaulaubt so die Konstrution von in-frame Fusionen
am C-terminalen Ende des T25 Polypeptids. pKNT28id dagegen das T25 Fragment, welcimeame
stromabwaérts der MCS liegt und somit die Konstrmktizonin frame Fusionen am N-terminalen Ende von
T25 erlaubt.

2.4.9 Konstruktion von Plasmiden mittels_ligation Independent_Goning (LIC)

Die Methode des “n-LICing“ wurde fir die Klonierurmgn kdpD verwendet, resultierend in

einem Konstrukt mit N-terminalem 10er His-Tag, dgfoon einer TEV Proteaseschnittstelle
und KdpD. Die Vektoren fur diese Methode (pBADnLbZw. pRENLIC) enthalten eine n-

LIC Kassette, die u.a. fir den 10er His-Tag undTdi&/-Proteaseschnittstelle kodiert und in
der sich ein@Gwal Restriktionsschnittstelle befindet. Die Restriktides Vektors erfolgte tber

Nacht mit 25 Units deSwal Enzyms bei 25°C. Durch PCR wurde aufRerdem daskGa

amplifiziert. Dazu wurden Primer bendtigt, welchee dStart- bzw. Endsequenz (ohne
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Stopcodon) vonkdpD enthalten, sowie spezielle nLIC-Verlangerungen (T2i). Nach
Aufreinigen des PCR-Produktes und des geschnitt&fektiors, wurden 200ng deSwal
verdauten Vektors sowie &aquimolare Mengen des PRuRtes mit Bidest auf 10ul
eingestellt. Nach Zugabe von 3ul 5x Puffer (250mNs/THCI, 75mM (NH)SO,, 35mM
MgCl,, 0.5mM EDTA, 50mM 2-Mercaptoethanol, 0.1mg/ml BSpHS8.8), 1,5ul 25mM
dCTP (Vektor) bzw. 1,5ul 25mM dGTP (PCR-Produkt)dud,5ul T4-DNA-Polymerase,
erfolgte eine 30 mindtige Inkubation in einem mia¥8er gefilltem Becherglas bei RT.
Durch Inkubation des Ansatzes bei 75°C fur 20 Menutvurde die T4-DNA-Polymerase
anschlie3end inaktiviert. Die DNA war nun “LIC-rgédund konnte in diesem Zustand bis
zu sechs Monate bei 4°C gelagert werden. Schlie®grde “LIC-ready” Vektor-DNA im
Verhéltnis 1:3 mit dem “LIC-ready® PCR-Produkt gewcfit und nach funf minatiger
Inkubation bei RT in kompetente Zellen transformieDie Zellen wurden nach
phanotypischer Expression auf KML-Platten mit Amdttkum ausplattiert und Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Methode des *“c-LICing* erfolgt@each dem gleichen Prinzip,
Unterschiede finden sich in den speziellen LIC-|&®gerungen der Primer (siehe Tab.2.4)
und in den entsprechenden Vektoren (pBADcLIC bzRE@LIC), wodurchkdpD an eine
andere Stelle innerhalb der LIC-Kassette kloniardwesultierend in einem Konstrukt mit
kleiner Modifikation am N-Terminus von KdpD (MGGFAMnd C-terminaler TEV-
Proteaseschnittstelle gefolgt von einem 10er Hig-Teer Vorteil dieser Methode gegenuber
der herkdmmlichen Ligation ist, dass dieses Vedaleffizient und schneller durchzufiihren

ist.

Primer Sequenz » 3

n-LIC kdpDfor | ATGGTGAGAATTTATATTTTCAAGGT - StarkdpD

n-LIC kdpDrev| TGGGAGGGTGGGATTTTCATTA - EndedpD (ohne Stopcodon)

c-LIC kdpDfor | ATGGGTGGTGGATTTGCT - StakdpD

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

Tab. 2.4: LIC- Verlangerungen der Primer, die fir das “Ligation Independent Cloning“ benétigt werden.

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

Als Grundlage fur die VBEx-Methode wurdelpD Uber die “n-LICing“ Strategie in den
Vektor pRENLIC kloniert, resultierend in dem PladrnpRE-kdpDnLIC. DakdpD Gen liegt
nun unter Kontrolle des Nisin- Promotors und eritdéh N-terminalen 10er His-Tag gefolgt
von der TEV-Proteaseschnittstelle. AuRerdem enttadtPlasmid dasactococcus lactis cat
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Resistenzgen. Der Austausch des Vektoren-,RiucKgrais pRE-kdpDnLIC erfolgte in
einem kleinen Volumen (10ul) in einem PCR-Gerat rbgheizbarem Deckel, um
Kondensation zu vermeiden. Mindestens 125nd detcoccus lactis Vektors pERL (enthalt
denL. lactis pSH71 ori) und mindestens 125ng pRE-kdpDnLIC DNéaen gemischt und
durch Zugabe von 1ul 10x Puffer (100mM Tris/HCI, 8 100mM MgC), 500mM NacCl,
1mg/ml BSA), 5 UnitsSfil Restriktionsenzym (Fermentas) und MilliQ auf eindZolumen
von 10ul gebracht. Der Ansatz wurde fir 80 min B@iC inkubiert, gefolgt von einer 20
minutigen Inkubation bei 80°C zur Inaktivierung v&iil. Nach Abkuhlung auf RT wurde die
Ligation durch Zugabe von 1,5u1 8mM NATP, pH7 und 0.5 Units T4 DNA Ligase (NEB)
gestartet. Nach einstindiger Inkubation bei 20°CGdewie T4 DNA Ligase hitzeinaktiviert
durch Inkubation bei 65°C flur 20min. Fur die Tramsfation wurden 2ul des Ansatzes zu
30ul elektrokompetentehactococcus lactis NZ9000 Zellen gegeben und Aliquots wurden
auf 0.5% Glucose-, 0.5M Sucrose- und 5pg/ml Chipfanicol- supplementierte M17
Agarplatten ausplattiert und tGber Nacht bei 30°Kulmert. Eine schematische Darstellung

der Methode veréandert nach Geertsma und Poolm&7T) 26t in Abb. 2.2 gezeigt.
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Swal
kdpD Einfiihrung von Sfil — Sfily | jactis
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Abb. 2.2: Klonierungsstrategie mittels LIC und VBEX (verandert nach Geertsma und Poolman, 20073)
Bei der LIC- Methode wird das GekdpD zun&chst mittels Primern mit spezifischen LIC- Wismgen
amplifiziert (blau und griin). Das Plasmid pREnLI@dxdurch Restriktion innerhalb der LIC- Kassetti Bwal
linearisiert. Einzelstranguberhange des PCR- Piedultnd des Vektors werden durch Behandlung mitTder
DNA Polymerase erzeugt und die komplementaren Ulrgrd, welche lang genug sind, um eine spezifische
Enzym-freie Anlagerung zu gewébhrleisten, lageri siarch Mischen des PCR- Produktes mit dem Vektor a
Das entstandene Heteroduplex pRE kdpDnLIC wirdisBhth inE. coli Zellen transformiert. b) Bei der VBEX-
Methode wird derl.. lactis Expressionsvektor pNZxLIC an den beiden eingeéiih&fil Restriktionsstellen
geschnitten. Das Plasmid pERL besteht nun aus d&dvp Replikon (hellgrin) aus pNZxLIC fusioniert mit
einem Erythromycinmarker (blau). Das Plasmid pREhbksteht aus einepat Marker und der LIC Sequenz
aus pNZxLIC, fusioniert an das. coli Replikon pBR322 (lila) und einefola Marker (pink). Dieser Vektor
wurde bei der LIC- Methode (a) eingesetzt; der dBDNLIC Vektor wird nun erhalten, indem die Pladmi
pPERL und pRE kdpDnLIC gemischt werden und mit demzyin il geschnitten werden. Nach Ligation und
Transformation werden die Zellen selektioniert def Fahigkeit in Anwesenheit von ChloramphenicoLin

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/Mae-Agarplatten verwendet.
Hierzu wurden 40g MacConkey Agar (Difco, Michigan)einem Liter destilliertem Wasser
geldst und autoklaviert. Im Anschlul3 wurden vor dé&wessen der Platten sterilfiltrierte
Maltose-Stocklosung [20%] zu einer Endkonzentration einem Prozent, sowie Antibiotika
(200ug/ml Ampicillin und 50pg/ml Kanamycin) hinzggben. Die Inkubation der Platten
erfolgte flr 24-48 Stunden bei 30°C.

2.5.2B-Galaktosidase-Aktivitatstest

Die in vivo Expression des fur die Adenylatzyklase kodieren@enscya wurde mittels des
ReportergendacZ nachgewiesen. Die mit defirGalaktosidase-Aktivitatstest nach Miller
(1972) bestimmte Aktivitat der voacZ-Gen kodierter-Galaktosidase diente als indirektes
Mald fur die Expression vooya im “BTHS"-Verfahren. Fur den Test wurden Zellen des
Stamme<. coli BTH101 (dcya) mit den entsprechenden Plasmiden (kodierend d&rTdL8
Fragment der Adenylatzyklase + Protein A bzw. da$ Fragment der Adenylatzyklase +
Protein B) in KML Medium bis zu einer Qg von etwa eins angezogen. Anschlie3end
wurde 1ml jeder Zellkultur fur 20min bei 16.000 xgntrifugiert und in 1ml Phosphatpuffer
(200mM, pH7) resuspendiert. Der Zellaufschluss lgtéo durch Zugabe von 100l
Chloroform und 50ul SDS [0.1 % (w/v)]. Zur Bestimnguder Aktivitat wurden 200ul ortho-
Nitrophenylf3-D-Galaktosid [4mg/ml] zu den Proben gegeben. Deak®onen wurden nach
4min durch Zugabe von 500ul Natriumcarbonat [1M§tgppt. Zelltrimmer konnten durch
Zentrifugation bei 16.000 x g fur 10min entfernt rden. Die Intensitdt der durch die
Reaktion hervorgerufenen Farbung wurde photomeétrissi einer Absorption von 420nm
bestimmt. Die Aktivitat konnte mit Hilfe folgend&ormel berechnet werden:

Aktivitat [units] = (Ao X 1000) / (t X V X Oloo)

Dabei ist Ay als die Absorption der Reaktionslosung, dals die Optische Dichte der

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

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteindnlgte mittels SDS-PAGE nach Laemmli
(1970). Dazu wurden 0.75mm dicke Flachgele der &r&%10cm verwendet. Die
Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel 4.9% umd Trenngel 9%. Die SDS-Gele
wurden mit Hilfe von Rotiphorese-Fertiglosung [30%/v) Acrylamid; 0.8% (w/v)
Bisacrylamid] (Roth, Karlsruhe) hergestellt. Dieotinproben wurden vor dem Lauf mit
SDS-Probenpuffer versetzt, so dass eine Endkoramtrvon 50mM Tris/HCI, pH6.8, 10%
(v/v) Glycerol, 2% (w/v) SDS, 5% (v/\f}-Mercaptoethanol und 0.1% (w/v) Bromphenolblau
erzielt wurde. Als Proteinstandard wurde “PageRBlerstained Protein Ladder* verwendet.
Der SDS-Laufpuffer bestand aus 0.025M Tris, 0.19Mc@ und 0.1% SDS. Der Gellauf
wurde in einer “Mini-Protean“-Laufanlage (BioRad,UNthen) fir Minigele bei konstant
200V durchgefihrt. Die aufgetrennten Proteine wardaschlieRend mit Serva Blau G-250
(Coomassie-Blau) nach Weber & Osborn (1969) detdktiwobei die Farbelbésung zur
Fixierung der Proteine neben 0.25% (w/v) CoomaBsiéant Blue und 50% (v/v) Methanol
zusatzlich 10% (w/v) TCA enthielt. Die Entfarbungrdsele erfolgte in 5% (v/v) Methanol
und 7.5% (v/v) Essigsaure. Zur Trennung von Preteianter nativen Bedingungen wurde
eine Blue Native Gelelektrophorese mittels des V&@el Native Gel Starter Kit* nach

Angaben des Herstellers (Serva, Heidelberg) dufdhge

2.5.4 Immunoblot

Der Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-GelenNitrbcellulose (Porengréf3e 0.45um)
erfolgte mit Hilfe einer “Trans-Blot SD semi dry“mage (BioRad, Miinchen) fiir 20min bei
20V. Dafur wurde, nach Angaben des Herstellers,Reiffer mit 125mM Tris/HCI, pH8.3;
192mM Glycin und 20% (v/v) Methanol verwendet. Amise3end wurde die Nitrocellulose
fur eine Stunde bei 37°C in Puffer A (0.9% (w/v)Qa50mM Tris/HCI, pH7.4) + 5% (w/v)
Magermilch inkubiert, um die Membran mit Protein zabéttigen und somit eine
unspezifische Bindung der Antikorper auf der Blotnbean zu verhindern. Mit Hilfe des
Antiserumsa KdpD (1:2500 verdinnt in Puffer A + 5% (w/v) Magelth) konnte KdpD
nachgewiesen werden (Zimmann, 1995). Nach der Einag mit dem ersten Antikorper
(Uber Nacht bei 4°C) wurde die Membran dreimal fi@min in Puffer A gewaschen.
Daraufhin wurde die Membran fur 10min mit PuffeuAd 5% (w/v) Magermilch gequencht.
AnschlieRend erfolgte die Bindung des zweiten Aimpers fur 1 Stunde bei RT. Dazu
wurde, gemall dem Protokoll nach Zimmann (1995)ge&4@nti-(Kaninchen-1gG) konjugiert
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mit Alkalischer Phosphatase fur die Detektion vodpR verwendet. Vor der Detektion
wurde die Membran wieder dreimal fir 15min mit RufA gewaschen. Die Entwicklung des
Immunoblots erfolgte durch Inkubation in Substrsiiidg (45mM Natriumcarbonat, pH9.5;
0.01% (w/v) Nitro-Blue-Tetrazolium; 0.045% (w/v)Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat).

2.5.5 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes in Membranvisikew im Cytoplasma wurde mit
dem BCA-Assay in Abwandlung des Protokolls von &mat al. (1985) ermittelt. Als
Standardprotein fur die Erstellung von Eichgeragamrde BSA (New England Biolabs)
verwendet. Die Bestimmung der Konzentration voneggggtem KdpD erfolgte mit dem

NanoDrop 1000 Spektrophotometer (Thermo Scientflidmington).

2.5.6 Praparation von invertierten Membranvesikeln

Invertierte Membranvesikel wurden nach dem Profokoh Siebers & Altendorf (1988)
hergestellt. In Abwandlung zu diesem Protokoll vauedn Aufschlusspuffer verwendet, der
nicht Hepes/Tris, sondern Tris/HCI, pH8 enthielufgeschlossen wurden die Zellen am
Aufschlussgerat Basic-Z (Duse: 0,18mm, Aufschlusskir E.coli Zellen: 1,35kbar,
Aufschlussdruck Lactococcus Zellen: 2,1kbar). Nicht aufgeschlossene Zellen und
Zelltrimmer wurden durch einen niedertourigen dérgationsschritt fir 10min bei 12000 x
g und 4 °C entfernt. Die invertierten Membranvekiw@irden bei 235.000 x g in einer
Beckman L-80 XP Ultrazentrifuge pelletiert und arnsfiend in 20mM Tris/HCI, pH8
aufgenommen. Die Lagerung der Vesikel erfolgtdiisdigem Stickstoff.

2.5.7 NF*-NTA-Affinitatschromatographie

Membranvesikel wurden zunachst mit Puffer A (50mkis/HCI pH8; 300mM NaCl) auf
5mg/ml eingestellt und mit 1% (w/v) DDM fiur eineuBitle auf Eis solubilisiert. Nach
anschliessender Zentrifugation (20min, 444.000 4°@,) zur Trennung von Membranen und
Solubilisat erfolgte die Bindung von KdpD(6His) atie zuvor mit dem vierfachen
Saulenvolumen Wasser gewaschene und mit Puffer ulliiierte N#*-NTA Agarose fiir
eine Stunde bei 4°C und leichtem Schwenken untgale von 15mM Imidazol pH7 im
Batchverfahren. Nach Bindung des Proteins an dieINTA Agarose erfolgte ein
Waschschritt inklusive eines Detergenzwechsels PBiM zu CYMAL 5. Dazu wurde das
zehnfache Saulenvolumen Puffer A mit 30mM Imidapély und 0,24% (w/v) CYMAL 5
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verwendet. SchlieRlich erfolgte eine stufenweisati&h des Proteins von der RENTA
Agarose unter Verwendung des 0,4fachen SaulenvolsirRaffer A inklusive 0,24% (w/v)
CYMAL 5 sowie 100mM, 187mM und 250mM Imidazol, pHZusatzlich wurde den

einzelnen Elutionsfraktionen zur Bindung vorf Nibnen 5mM EDTA hinzugegeben.

2.5.8 Rekonstitution von KdpD-6His

Fur die Rekonstitution von gereinigtem KdpD wurdgposomen benutzt, welche aus mit
Aceton und Ether gewaschenEncoli Lipiden (Avanti Lipidextrakt) und lo-Phosphatidyl-
cholin aus Eigelb (Sigma) im Verhaltnis 3:1 (w/wke$chkest al. 2007) bestanden. Kleine,
unilamellare Vesikel relativ homogener Gro3e wurdarch Lésen der Lipide in 50mM KPi,
pH7 bis 20mg/ml und durch Beschallung unter Stmfksimit dem Ultraschallgerat Branson
250 Sonifier Il Cell Disruptor (Branson, SheltonSA) bis zum Aufklaren der Lipidlésung
hergestellt. AnschlieRend folgte dreimal ein abwgetides Einfrieren der Liposomen in
flissigem Stickstoff und langsames WiederauftausrRI und das finale Extrudieren durch
einen 400nm Polycarbonatfilter (Avestin) nach Hegitlhamet al. (1998). Die Liposomen
wurden danach mit Puffer (50mM Tris/HCI pH8, 300nNACI) auf 4mg/ml eingestellt und
mit Triton X100 (Sigma) knapp unter die ,Detergeitagung” titriert. Um den
physikalischen Zustand der Liposomen zu erfassendevdie Triibung der Losung bei einer
Wellenlange von 540nm gemessen gemald Nimigeah (2006) und Lowryet al. (1951).
Die Detergenz-destabilisierten Liposomen wurden nmmit gereinigtem KdpD in
unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt und fimiBOunter langsamer Bewegung bei RT
inkubiert. Um das Detergenz wieder zu entferneniden Polystyren Biobeads (Biobeads
SM2, BioRad) mit einem Feuchtgewicht von 25mg/mind&@nsatz zugegeben gefolgt von
einer weiteren Inkubation des Ansatzes fur 30miteunangsamer Bewegung bei RT.
Anschlie3end erfolgten drei weitere Zugaben voscfren Biobeads (15mg/ml, 19mg/ml und
29mg/ml) und die Inkubationszeiten wurden erweiiuf eine Stunde, Uber Nacht und
weitere zwei Stunden am nachsten Tag bei 4°C umgséamer Bewegung. Nach Entfernen
der Biobeads erfolgte eine 30minutige Ultrazengd@ion bei 444.000 x g und 4°C zum
Pelletieren der Proteoliposomen. Diese wurden iracAlul in Puffer (50mM Tris/HCI pH8,
300mM NaCl) resupendiert und wieder auf 20mg Ligidgestellt bevor sie erneut zweimal
in flissigen Stickstoff eingefroren und zwischerudtuwieder bei RT aufgetaut wurden und

letztendlich in -80°C gelagert wurden.
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2.5.9 Proteinphosphorylierung mit ->*P] ATP

Fur die Messung der Kinase-Aktivitdt von KdpD-6Hhsirden invertierte Membranvesikel
aus dem Stamm TKR200@tp) verwendet. Das radioaktive Phosphat kann folghatht
durch die ATPase abgebaut werden. Die invertieMembranvesikel wurden mit TG-Puffer
auf eine Endkonzentration von 2mg/ml eingesteliv.bProteoliposomen und gereinigtes
KdpD wurden auf eine Proteinkonzentration von 1mgéangeengt. Die Kinase-Aktivitat
wurde in Phosphorylierungspuffer (25mM Tris/HCI, pB; 2mM DTT; 0.01mM MgGt
0.5M NacCl; 5% Glycerin) bei Raumtemperatur gemesbBém Reaktion wurde durch Zugabe
von 20puM [-*?P]-ATP (2.38Ci/mmol) gestartet. Nach fiinf Minuterunde die Reaktion
durch Zugabe von 2 x SDS Probenpuffer im Verhalinis abgestoppt. Die Proben wurden
durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetre@@i% Gel; 200V; 60min). Als
Standard wurden der “Page Ruler Prestained Pramiftler* und 0.702pmolyf*P]-ATP
eingesetzt. Die SDS-Gele wurden anschlieend fimirobei 80°C getrocknet und Uber
Nacht auf einem “Storage Phosphor Screen“ exponieré phosphorylierten Proteine
konnten mittels “Phosphoimager Storm 820“ (Molecildgnamics) detektiert werden.

2.5.10 Fluoreszenzspekroskopie

Die Bindung von Nukleotiden (ATP, ADP, GTP) in Ammd Abwesenheit von Magnesium an
gereinigtes KdpD wurde mittels Tryptophanfluoressgektroskopie bestimmt. Die
Emmissionsspektra wurden mit einem JASCO Spekliaifineter bei einer Anregungs-
wellenlange von 295nm und einem Emissions-Wellegggascan von 300 bis 400nm,
aufgenommen. Die Einstellung der Anregungs- bzwisBimnmonochromatoren lag bei einer
Spaltbreite von 5nm bzw. 1nm. Gereinigtes KdpD aiiter Konzentration von ~125nM
wurde in Puffer (50mM Tris/ HCI, pH8; 300mM NaCldi®,24% (w/v) CYMAL 5) in 1x
1lcm-Fluoreszenzkivetten bei Raumtemperatur eingesetl verschiedene Konzentrationen
des jeweiligen Nukleotids hinzugegeben. Das Bindes Trinitrophenylderivates von ATP
(TNP-ATP) wurde mittels einer Fluoreszenzvergroflgrin Anwesenheit von gereinigtem
KdpD bei einer Anregungswellenlange von 412nm detdgk Dazu wurde zunachst ein
Emissionsscan von TNP-ATP (1uM) in Puffer (50mMsT#Cl, pH8; 300mM NacCl, 0,24%
(wiv) CYMAL 5 sowie +/- 20mM MgG)) bei Wellenlangen von 450nm bis 600nm
aufgenommen. Anschlie3end wurde gereinigtes KdpDemer Konzentration von ~250nM
dem Probenansatz in der Kuivette hinzugefiigt und \ergleichender Emissionsscan

aufgezeichnet.
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2.5.11 Bestimmung von Nukleotidaffinitaten mittelsTitration

Titrationen von ATP und ATPMg bzw. ADP und ADPM§ wurden in Puffer (50mM Tris/
HCI, pH8; 300mM NaCl und 0,24% (w/v) CYMAL 5) mit125nM KdpD durchgefihrt. Zu
800ul Probenansatz wurden jeweils nanomolare Mexgsenzu titrierenden Nukleotids aus
einer 12uM Stocklosung gegeben. Aufgenommen wueld yptophanfluoreszenz bei einer
Anregungswellenlange von 295nm und Spaltbreiten Aaregungs- bzw. Emissions-
monochromatoren von 5nm bzw. 1nm, gegen die Zed.Titration von TNP-ATP erfolgte
ebenfalls in dem oben genannten Puffer in An- b&lwvesenheit von 20mM MgglZu circa
250nM KdpD wurden nanomolare Mengen TNP-ATP (Stiskhg 266,6uM) titriert und die
Fluoreszenzintensitat bei einer Anregungswellerddngn 412nm und gleichbleibenden
Spaltbreiten, gegen die Zeit aufgenommen. AuRRerdamden Kontrolltitrationen ohne
gereinigtes Protein fir jede TNP-ATP Titration dugefuhrt, um die TNP-Fluoreszenz in

Puffer aufzuzeichnen.

2.5.12 Verdrangungstitrationen mit ATP

Die Verdrangung von ATP durch TNP-ATP wurde ebdsfalittels Titration bestimmt. Der
Probenansatz enthielt 500nM gereinigtes KdpD infd?uf50mM Tris/HCI, pH8; 300mM
NaCl und 0,24% (w/v) CYMAL 5) und 250nM bzw. 500\ P. Titriert wurden auch hier
nanomolare Mengen TNP-ATP und die Zunahme der Ehkmemzintensitdt bei einer
Anregungswellenlange von 412nm und getffneten Bgaden von 5nm bzw. 1nm, gegen die

Zeit, wurde aufgezeichnet.

2.5.13 Analyse der Titrationsdaten

Die aufgezeichneten Werte der Fluoreszenzinteesitgegen die Zeit wurden gemittelt und
nach Einberechnung der Verduinnungsfaktoren, durdbir&ktion des unter den gleichen
Bedingungen aufgenommenen Pufferemissionsspektikonsggiert. AnschlieRend wurden
die Anderungen der Fluoreszenzintensitiff)(ermittelt, indem die Werte der Fluoreszenz-
intensitaten bei [Nukleotid),, = 0, von allen anderen Werten subtrahiert wurdere D
Fluoreszenzintensitatsdnderungen bei jeder gegehduokleotidkonzentrationAF) wurden
gegen die maximale Anderung der Fluoreszenzinten{iF.) normalisiert, um das
VerhaltnisAF/AFyax zu erhalten. Die Daten wurden schlief3lich einggmsidalen Boltzmann
Fit unterzogen unter Verwendung von Origin 6.0. Big-Werte entsprechen jeweils den

Nukleotidkonzentrationen bei halbmaximaler Fluoesszntensitatsanderung.
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3. Ergebnisse

3.1 Anwendung des “BTH"* Systems zur Detektion von ®tein-Protein Interaktionen

Das “Bacterial Two Hybrid“ System ist ein genetisshTestverfahren zur Detektion und
Charakterisierung von Protein-Protein Interaktiomewivo. Das Testsystem beruht auf der
Aktivierung der aus zwei Domanen bestehenden Adécydtlase (CyaA) irE. coli. Das
Prinzip des Testsystems ist in Abb 3.1 im Genaudeggestellt.

A

B C
_ [Ti8 %
1729718 (125 12511
ATP cAMP M ATP cAMP
D

CAMP
o— (O r

CARH CAPR CAMP/CAP Reportergene
abhangiger Promotor

Abb. 3.1: Model des “Bacterial Two Hybrid“ Systems(verandert nach Karimova & Ladant, 1998).

Die aus dem BakteriurBordetella pertussis stammende Adenylatcyclase CyaA besitzt eine
katalytische Untereinheit bestehend aus zwei Domam@5 und T18 und katalysiert die
Bildung von cAMP aus ATP (A). Sind diese beiden Romn raumlich voneinander getrennt,
ist die Adenylatcyclase inaktiv und es findet kea#MP-Synthese statt (B). Fusioniert man
ein Protein X an Domane T25 und ein Protein Y anmBoe T18, kann es zur
Wiederherstellung einer funktionsfahigen Adenylatage kommen, da eine Interaktion der
Proteine X und Y dazu fuhrt, dass die Domanen T#bTld8 zueinanderfinden und so CAMP
gebildet werden kann (C). Zyklisches AMP bindet gem Kataboliten-Aktivator-Protein
(CAP) resultierend in einem Komplex, der nun an B¥A bindet und die Transkription
diverser Gene irk. coli reguliert (D). Zu diesen Genen gehdren u.a. auelGeéne detac
und mal Operone, die fur die Regulation des Lactose- uradtdde-Katabolismus zustandig

sind. Diese Tatsache macht sich das Testsystentzaynndem so Bakterien aufgrund ihrer
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Fahigkeit Lactose bzw. Maltose als alleinige Kobteffquelle zu verwerten, durch
Wachstum auf Indikatorplatten und in Selektionsraedroneinander unterschieden werden
konnen. Eine weitere Vorraussetzung des “Bactefialo Hybrid® Systems ist die
Verwendung vork. coli Stammen (hier BTH101) mit chromosomadgaA Deletion.

Das “Bacterial Two Hybrid* System sollte in diesdmil der Arbeit angewendet werden, um
eine Interaktion zwischen der Sensorkinase KdpD dadh Antwortregulator KdpE des
Zweikomponentensystems aufzuzeigen. Desweiterdtesahogliche Interaktionen mit dem
K* -Transportkomplex KdpFABC detektiert und charalgient werden. Da sich aus
vorangegangenen Studien und Experimenten weiteoéeiRe als mdgliche Interaktions-
partner flr die Sensorkinase KdpD herausgestelielawurden auch diese Kandidaten

mithilfe des “Bacterial Two Hybrid“ Systems getdste

3.1.1 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit dem Antvortregulator KdpE

Die Antwort auf den durch die Sensorkinase KdpD ekitrten Reiz ist eine
Autophosphorylierung des Proteins, infolgedessen Rhosphatgruppe auf den Antwort-
regulator KdpE tbertragen wird. KdpE~P dimerisiart kann schliel3lich mit hoher Affinitat
an die DNA in der Promotorregion dedpFABC-Operons binden. Eine Interaktion zwischen
zwei KdpD Proteinen bzw. zwischen zwei KdpE Prateirsowie eine Interaktion zwischen
der Sensorkinase und dem Antwortregulator sollte Rahmen der bekannten
Signaltransduktionskaskade stattfinden und ist da&lmee wichtige Positivkontrolle dieses
Testsystems. Aus diesem Grunde wurden die Gépe und kdpE im Leseraster an die T18
und T25 Sequenzen degaA Gens kloniert, resultierend in den Plasmiden pKdpDihd
pKdpD25 sowie pKdpE18 und pKdpEZ25. Da sich soweahlIN als auch der C-Terminus des
KdpD Proteins im Cytoplasma befindet, konnten diespgdungsplasmide pUT18C und
pPpKNT25 gewahlt werden, um zu gewahrleisten, das$-usionsplasmid pKdpD25 der N-
Terminus des Proteins fur eine Interaktion mit déantnerprotein frei verfigbar ist wahrend
im Fusionsplasmid pKdpD18 der C-Terminus von KdpD linteraktionen zur Verfliigung
steht (Abb. 3.2). DakdpE Gen wurde in die Ursprungsplasmide pKT25 und pUT18C
kloniert, womit sich das T25 bzw. T18 Fragment Aeenylatcyclase am N-Terminus des
Proteins befindet. Da KdpE ein kleineres cytoplassohes Protein ist, sollte eine Interaktion
mit dem Partnerprotein unabhangig von einem freifiigbaren N- und C-Terminus
gewahrleistet sein (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Ubersicht der hergestellten Fusionsproteie von KdpD und KdpE im “BTHS".

Jeweils zwei Fusionsplasmide, deren Gene fir dieegienden Interaktionspartner kodieren,
wurden in dendcyaA Stamm BTH101 transformiert und auf Komplementatider
Adenylatcyclase getestet. Das Screening positiven& erfolgte durch Ausplattieren des
Transformationsansatzes auf MacConkey/Maltose Agaen. Nach 48stindiger Inkubation
bei 30°C zeigten Kolonien deren Zellen eine aktikeenylatcyclase besal3en eine
Rotfarbung. Die Farbung liegt der Verstoffwechsluleg Maltose und der damit verbundenen
Saurebildung zugrunde, die fur einen Farbumschlag dndikators Neutralrot von
weiss/blassrosa zu pink sorgt (Abb. 3.3a). Als tRdsintrolle des “Bacterial Two Hybrid*
Systems dienten die Fusionsplasmide pUT18C zipp@i25 zip. Hier wurden die T18 bzw.
T25 Fragmente mit dem Leuzinzipper-Motiv GNC4 &ascharomyces cerevisiae fusioniert,
deren Interaktion durch Karimow al. (1998) nachgewiesen wurde. Als Negativkontrolle
wurden die Ursprungsplasmide pKT25 und pUT18 eieg¢sderen T25 und T18 Fragmente
ohne interagierende Proteine rAumlich getrennt mamneler vorliegen.

Mittels Screening auf MacConkey/Maltose-Agarplattkonnten Interaktionen bei dem
Transformationsansatz mit den Kontrollplasmiden deszinzippers sowie bei Proben mit
den Plasmidkombinationen pKdpD18/pKdpE25, pKdpDRSfpE18, pKdpD18/pKdpD25
und pKdpE18/pKdpE25 gezeigt werden (Abb.3.3a). Begativkontrolle zeigt wie vermutet
helle Kolonien auf den Indikatorplatten.

Von jeweils drei unterschiedlichen Transformatiorstizen wurden Kolonien in KML-
Medium angezogen und die Kulturen auf iffieGalaktosidase-Aktivitaten hin getestet
(Abb.3.3b).
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Abb. 3.3: a) Screening auf MacConkey/Maltose-Agarpltten. Gezeigt ist die unterschiedliche Farbung der
Kolonien auf den Selektionsplatten nach Transfoionaterschiedener Kombinationen von Fusionsplasmide
b) B-Galaktosidase-Aktivitaten von E.coli BTH101 transformiert mit den verschiedenen Fusionsiasmid-
Kombinationen beziiglich des Zweikomponentensystem&dpD/KdpE. Fir den B-Galaktosidase- Test
wurden die Zellen in KML bis zu einer Qf~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in BnbaViller
Units aus mindestens drei verschiedenen TestreihdnTransformationsanséatzen. Die Hintergrundakiivdies
[-Galaktosidase-Tests der Negativkontrolle wurde aien anderen Werten subtrahiert, um die Aktivdét

Positivkontrolle auf 100% und die der Negativkolier@auf 0% setzen zu kénnen.

Gezeigt sind dig-Galaktosidase-Aktivitaten des BTH1&l coli Stammes durch Interaktion
der KdpD- und KdpE-Dimere (blau) sowie der Senswake mit dem Antwortregulator
(grau). Die hochste Aktivitat findet man bei deobe mit der Plasmidkombination pKdpD18
und pKdpE25, wohingegen die Probe mit der KombomapKdpD25 und pKdpE18 50%
Miller Units im Vergleich zur Positivkontrolle aukist. Auch die KdpD und KdpE Dimere

zeigen Interaktion inf3-Galaktosidase-Test mit Aktivitdten von ca. 55% W&o Miller
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Units. Somit erweist sich das “BTHS" als anwendbam nach mdglichen

Interaktionspartnern des KdpD/KdpE-Systems zu suche

3.1.2 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit dem KdrABC-Komplex

Die Gene deskdpFABC-Operons kodieren fir die vier Untereinheiten des- K
Transportkomplexes KdpFABC. Eine Interaktion zwech einer oder mehrerer
Untereinheiten des KdpFABC-Komplexes mit der Sekisase KdpD konnte bisher nicht
nachgewiesen werden, ware jedoch durchaus denldzéiglch einer Feedback-Regulation
von KdpD durch den Komplex. Immer haufiger findetam in komplexen
Regulationssystemen eine Modulierung der Zellanhaaof verschiedene Umweltreize durch
negative Feedback-Hemmung wie z.B. im Zweikompamsystem PhoQ/PhoP (Lippa &
Goulian, 2009). Auch im Falle des DcuS/DcuR Zweikomentensystems wird eine
Interaktion mit dem gDicarboxylat Uptake Transporter B (DcuB) diskutiert (Kleefeldal .,
2009).

Aus diesem Grund wurden die Gene Bedig-ABC-Operons gemald Abb. 3.4 in die “BTHS"-
Vektoren kloniert. Dabei wurde bertcksichtigt, véach in allen weiteren “Bacterial Two
Hybrid* Klonierungen, dass die N- bzw. C-terminalénden der Proteine an denen jeweils
das Fragment T18 bzw. T25 fusioniert ist, zum Clgema gewandt vorliegen. Eine
Wechselwirkung zwischen KdpF und KdpD wurde aufgrder Funktion und Topologie des

Peptids eher ausgeschlossen und nicht untersucht.

L o125 | KdpA |
KdpA :

[ 118 | KdpA |

[ 15 | KdpB |
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| s | KdpB |
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| KdpC | 118 |

Abb. 3.4: Ubersicht der hergestellten Fusionsproteie zum Testen von Interaktionen zwischen Unter-

einheiten des KdpFABC-Komplexes und der SensorkinasKdpD.

In dieser Testreihe ergab das Screening auf Mao&dhlaltose-Agarplatten pinkfarbene
Kolonien fur die Positivkontrolle Zip18/ Zip25 sosvitir den Transformationsansatz KdpB18/
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KdpD25 und KdpB25/KdpD18. Alle anderen Transformoasiansatze ergaben weilde
Kolonien vergleichbar mit der Negativkontrolle pKd7aUT18 (Daten nicht gezeigt). Auch
hier wurden von jeweils drei voneinander unabh&gigransformationen Kolonien gewéhlt
und fur der3-Galaktosidase-Aktivitatstest Kulturen in Vollmeditangezogen. Das Ergebnis
desp-Galaktosidase-Aktivitatstests ist in Abb. 3.5 ggzeind spiegelt auch in diesem Falle
das Resultat des Plattentests wider. Im VergleichPositivkontrolle mit einer Aktivitat von

100%, findet man eine Interaktion zwischen der 8dmsase (KdpD25) und der KdpB

Untereinheit mit einer Aktivitdt von ~60% Miller e (grau), auferdem besteht in der

umgekehrten Klonierung mit KdpD18 und KdpB25 eirghvgache Interaktion mit einer
Aktivitat von ca. 20% Miller Units.

100

80 —

Miller Units [%]

Abb. 3.5: B-Galaktosidase-Aktivitdten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen Fusions-
plasmid-Kombinationen bezuglich der verschiedenen ktereinheiten des KdpFABC-Komplexes und der
Sensorkinase KdpD. Fur den-Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML bis emer ORQy~ 1

angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in Pro2ditiler Units aus mindestens drei verschiedenen rédstn
und Transformationsansatzen.
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3.1.3 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit Lipidsythasen

Da die Frage nach dem Reiz, der durch die Sensm&iKdpD detektiert wird, noch immer
ungeklart ist, wurden in vorangegangenen Arbeiterschiedene Hypothesen aufgestellt.
Eine dieser Hypothesen sollte in der folgenden Mghrsreihe néher untersucht werden. Es
wurde von Hamanrmt al. (2008) vorgeschlagen, dass eine Interaktion vdpX mit den
Lipidsynthasen PIsB und PssA moglich ware, da dbesden Proteine in einem Komplex in
bzw. an der inneren Membran vorliegen, wo die Pholgpidsynthese stattfindet (Gully &
Bouveret, 2006). So kdnnte KdpD den standigen Einlmen Phospholipiden in die Membran
detektieren, der bei ausreichender Kaliumkonzeaotratkonstant stattfinden sollte.
Veranderungen in der Kaliumkonzentration konnten rédviderungen in der
Phospholipidsyntheserate nach sich ziehen, ausgdddiirch verlangsamtes Zellwachstum
unter Kaliumlimitation und so die Signaltransdukis&askade von KdpD uber Interaktion mit
den Lipidsynthasen induzieren. Daher wurden dieeGa#aB und pssA in die “BTHS*-
Vektoren kloniert (Abb. 3.6) und auf Interaktiontrder Sensorkinase KdpD getestet.

| PIsB | 125 |

PlsB

[ 118 | PIsB |

| PssA | 125 |

PssA

[ 118 | PssA |

Abb. 3.6: Ubersicht der hergestellten Fusionsplasme zum Testen von Interaktionen zwischen

verschiedenen Lipidsynthasen und der SensorkinasedgD.

Wie man in Abb. 3.7 a) und b) sehen kann, konnt#etai Screening auf MacConkey/
Maltose-Agarplatten sowiB-Galaktosidase-Aktivitatstest eine Interaktion &msorkinase
KdpD25 mit der Lipidsynthase PIsB18 festgestellrdes. Die gemittelte Aktivitat lag hier
bei ~ 80% Miller Units im Vergleich zur Positivkaotle (blau). Eine Interaktion mit der
Lipidsynthase PssA konnte nicht gefunden werden.
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Abb. 3.7: a) Screening auf MacConkey/Maltose-Agarpltten. Gezeigt ist die unterschiedliche Farbung der
Kolonien auf den Selektionsplatten nach Transfoionat verschiedener Kombinationen von
Fusionsplasmidern) B-Galaktosidase-Aktivitaten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen
Fusionsplasmid-Kombinationen bezlglich Lipidsynthaen und der Sensorkinase KdpD. Fir den f3-
Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML biseier ORQy~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in

Prozent Miller Units aus mindestens drei verschiedeT estreinen und Transformationsansatzen.

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

Da anhand der bisher gezeigten Ergebnisse Interetider Sensorkinase mit den Proteinen
KdpE, KdpB und PIsB gezeigt werden konnten, wurde Sichwerpunkt in der folgenden
Testreine auf die Untersuchung der Interaktion etid3roteine mit Derivaten von KdpD
gelegt, um die strukturellen Wechselwirkungen diefgoteine miteinander naher zu
bestimmen. Dazu wurden die in Abb. 3.8 dargestelié T18 bzw. T25 fusionierten KdpD-
Derivate im “Bacterial Two Hybrid“ System getestet.
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KdpD1-395 (N-terminale Domane) | KdpD/1-395 [ 118 |

= NTD L 125 | KdpD/1-395 |

KdpD396-894 [ 125 | KdpD/396-894 |

(TM1-4 + C-terminale Doméne) | |18 | KdpD/396-894 |
=TMC

KdpD E509K | KdpD/E509K [ 125 |

(Punktmutation im Arg-Cluster)

KdpD ATM1-4 | KdpD/ATM1-4 | 125 |

KdpD AArgl (A498-530) | KdpD/MArEL [ 15 ]

KdpD AArg2 (A499-513) | KdpD/AArg2 [ 15 ]

Abb. 3.8: Ubersicht der hergestellten Fusionsproteie zum Testen von Interaktionen zwischen Derivaten
der Sensorkinase KdpD und den Partnern KdpD, KdpE KdpB und PIsB. Fir eine genaue schematische

Darstellung der einzelnen Doméanen siehe auch Adbinlder Einleitung.

Zunachst wurden Wechselwirkungen der Derivate KdgbBa und KdpD396-894 mit KdpD,
KdpE, KdpB und PIsB getestet. Bei diesen Derivdtandelt es sich um die cytoplasmatisch
vorliegende N-terminale Doméane (AS 1-395) und diteninale Doméne inklusive der
Transmembrandoménen 1-4 (AS 396-894) der Sensaekilzas Ergebnis des Screenings auf
pinkfarbene Kolonien nach Transformation ist in @ié3.1 dargestellt.

Zipl8/ Zip25 | ++| KdpE18/NTD2§ -| PIsB18/NTD25 +
pUT18/pKT25 | - | KdpE18/ TMC25 -| PIsB18/CTD25
KdpD18/ NTD25 | ++| KdpE25/NTD 18 + NTD18/NTD25 ++
KdpD18/ TMC25 | + | KdpE25/TMC18 -| TMC18/ TMC25

KdpD25/ NTD18 | + | KdpB18/ NTD25 + NTD18/ TMC2% +t+
KdpD25/ TMC18 | ++| KdpB18/ TMC25 +| NTD25/ TMC18 +#

Tab.3.1:Zusammenfassung des Plattentest®ie Farbung der Kolonien auf den Selektionsplattexch
Transformation verschiedener Kombinationen von éngplasmiden ist symbolisch dargestellt. Pinkfagben
Kolonien nach Transformation sind als ++ dargestefihrend das Auftreten schwach gefarbter Kolonignt+
gekennzeichnet ist. Das Minuszeichen kennzeichastAlftreten heller Kolonien nach Transformatiom de

Fusionsplasmide.
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Diese Ergebnisse spiegeln sich auch in den Aktentédesp-Galaktosidase-Tests wider.
Aktivitditen von 100% Miller Units konnten bei denngéatzen KdpD18/NTD25 (grau),
KdpD25/TMC18 (grau), NTD18/NTD25 (gelb) und NTD2BAT18 (gelb) beobachtet
werden. Bei Ansatzen KdpD25/NTD18 (grau), KApE25IN'B (hellblau), KdpB18/NTD25
(grau), PIsB18/NTD25 (lila) und NTD18/TMC25 (gelkdnnten Aktivitaten von ca. 40-60%
Miller Units festgestellt werden. Wahrend die Pmobder im Screen schwacher gefarbten
Kolonien von Ansatz KdpD18/TMC25 (grau) und KdpBIBIC25 (dunkelgrau) noch ca.
20% Aktivitat aufwiesen, zeigten die tUbrigen Angétmr schwache Aktivitdten unter 10%
liegend bis hin zu keiner Aktivitat (Abb. 3.9).

Miller Unit [%6]
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Abb. 3.9: B-Galaktosidase-Aktivitaten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen Fusions-
plasmid-Kombinationen bezuglich verkirzter Formen cer Sensorkinase KdpD (NTD, TMC) und bereits
positiv auf Interaktion getesteter Proteine.Fur denp-Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML bis zu

einer OQyy~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in BnbzMiller Units aus mindestens drei
verschiedenen Testreihen und Transformationsanmsatze
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Als nachstes wurden Wechselwirkungen zwischen ddgDKDerivaten KdpD E509K, KdpD
ATM1-4, KdpD AArglund KdpDAArg2 mit Wildtyp KdpD, KdpB und PIsB getestet, um
nahere Aussagen daruber treffen zu konnen, weldreében bzw. Bereiche innerhalb der
Sensorkinase wichtig fur die Interaktion mit dentRerproteinen sind. Dabei handelt es sich
bei KdpD E509K um ein Derivat mit einer Punktmutati die einen semikonstitutiven KdpD
Phanotyp bezuglich Kaliumlimitation hervorruft. Digbrigen KdpD Derivate besitzen
Teildeletionen der Transmembrandomanen bzw. desiypgeladenen Argininclusters und
zeichnen sich im Falle von KdpSTM1-4 durch einen ebenfalls semikonstitutiven Phgmo
aus, im Falle von KdpAArglund KdpDAArg2 durch einen nicht induzierbaren, inaktiven
KdpD Phénotyp bezlglich Kaliumlimitation. Das Samang auf pinkfarbene Kolonien zeigte
Uberwiegend positive Klone. Schwach gefarbte Kaorzeigten sich nach Transformation
der Plasmidkombinationen pKdpB18 und pKdp®gl-25 bzw pKdpAArg2-25 und
pKdpB18 und KdplATM1-4-25, die Negativkontrolle zeigte helle Koloni€Daten nicht
gezeigt). Betrachtet man das Ergebnis [8i€zalaktosidase-Aktivitatstests (Abb. 3.10), lassen
sich durchaus Unterschiede in dem Interaktionsvemaler Partnerproteine mit Derivaten
der Sensorkinase im Vergleich zu den Wechselwirkandieser Proteine mit dem KdpD
Wildtypprotein erkennen. Besonders die Interaktiormvischen KdpB und den KdpD
Mutanten zeigen unterschiedliche Aktivitaten. Waldre die Probe mit der
Plasmidkombination pKdpDE509K-25 und pKdpB18 ahmidktivitat (~60% Miller Units)
wie die Probe mit der WT-Kombination pKdpD25/pKd@Baufweist, zeigen die Proben mit
den Plasmidkombinationen pKdpB18/pKdpArgl-25, pKdpB18/pKdpRArg2-25 und
pKdpB18/pKdpMATM1-4-25 nur geringe Aktivitaten im Bereich von 20% Miller Units.
Im Vergleich mit der Aktivitdit der Probe mit der \APTasmidkombination pPIsB18/
pKdpD25 (~80% Miller Units), nimmt dig3-Galaktosidase-Aktivitat der Probe mit der
Plasmidkombination pPIsB18/pKdpDE509K-25 um ca. 28Bo Auch die Proben mit den
Kombinationen pPIsB18/pKdpMArgl-25, pPIsB18/ pKdpRArg2-25 und pPIsB18/pKdpD
ATM1-4-25 zeigen verminderte Aktivitdten zwischen 8t 55% Miller Units im Vergleich
zur Probe mit der WT-Kombination. Ein anderes Ergelzeigt der Test anhand der Proben
mit den Plasmidkombinationen pKdpD18 und den eertdpnden KdpD-Mutanten. Hier
zeigen sich in allen Féllen hohegseGalaktosidase-Aktivitdten von 85-100% Miller Unéks

im Vergleich bei der Probe mit der PlasmidkombimagpKdpD18/pKdpD25.
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Abb. 3.10: B-Galaktosidase-Aktivitaten von E.coli BTH101 transformiert mit verschiedenen Fusions-
plasmid-Kombinationen beziiglich verschiedener Mutaten der Sensorkinase KdpD und bereits positiv
auf Interaktion getesteter Proteine.Fir denp-Galaktosidase-Test wurden die Zellen in KML bis einer

ODgo~ 1 angezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte in Bnd2Miller Units aus mindestens drei verschiedenen

Testreinen und Transformationsansatzen.

Aus den Ergebnissen der “Bacterial Two Hybrid“ Testen mit KdpD, den Proteinen des
KdpFABC-Komplexes sowie den Lipidsynthasen lassgi usammengefasst folgende
Schlusse ziehen. Es wurden positive Ergebnissagiedee auf Protein-Protein Interaktionen
zwischen der Sensorkinase und KdpB sowie der Skinsse und PIsB hinweisen.
Zusatzliche Informationen auf die Art und Weise &echselwirkungen dieser Proteine
miteinander liefern dazu die Ergebnisse der “Baaitdiwo Hybrid“ Testreihen mit Derivaten

der Sensorkinase KdpD und KdpB bzw. PIsB.

3.1.5 Interaktion der Sensorkinase KdpD mit co-elierten Proteinen
Wahrend der Etablierung eines verbesserten Reiggpuintokolles (siehe Punkt 3.2.6) fur

KdpD fiel auf, dass immer wieder Proteine mitauégeigt wurden, bei denen es sich laut
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massenspektrometrischer Analyse um das Universsdgirotein UspG und die Untereinheit |
der Cytochrom-o-Ubiquinol-Oxidase (CyoB) handefd es sich bei diesen Proteinen um
maogliche Interaktionspartner der Sensorkinase Hgnderde in einer weiteren Testreihe mit
Hilfe des “Bacterial Two Hybrid“ Systems untersuctidie Gene der hypothetischen
Interaktionspartner wurden in die “BTHS*-Vektoretokiert und nach Transformation auf
pinkfarbene Kolonien getestet. Dabei konnten kepusitiven Klone beziglich einer
moglichen Interaktion beobachtet werden, auch digalyse mittels 3-Galaktosidase-
Aktivitatstest zeigte nur schwache Aktivitdten uhtdb von 10% Miller Units verglichen mit
der Positivkontrolle (Daten nicht gezeigt). Sominkte mittels des “Bacterial Two Hybrid*
Systems keine Interaktion zwischen KdpD und Usp@.l&dpD und CyoB nachgewiesen

werden.
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3.2 Reinigung der Sensorkinase KdpD

Zur biochemischen Charakterisierung der Sensor&ikapD sollte (neben dem bestehenden
Protokoll von Junget al., 1997) ein verbessertes Reinigungsprotokoll eteblverden,
welches nicht nur einen hohen Reinheitsgrad deteiRsogarantiert, sondern auf3erdem die
Funktionalitat der Sensorkinase erhélt. Neben a#niBung des Proteins aus Membranen von
E. coli wurde KdpD zusatzlich iactococcus lactis Uberproduziert und anschlieBend im
Vergleich aufgereinigt.Lactococcus lactis ist ein Gram positives Milchsaurebakterium,
welches in der Molkereiindustrie genutzt wird. Aufgd des industriellen Interesses an
diesem Organismus, ist die Physiologie Manlactis gut untersucht. Es gibt bereits viele
Beispiele fiir erfolgreiche funktionelle Uberexpiesgen von eukaryotischen und
prokaryotischen Membranproteinenlinlactis, die inE. coli nicht erreicht werden konnten
(Kunji et al., 2003; 2005; Monnet al., 2005a; 2007; Quick & Javitch, 2007). Zu den
Vorteilen vonLactococcus lactis zahlen hierbei u.a. die im Vergleich Eucoli langsamere
Wachstumsrate, die forderlich fur die Expressiom \Rroteinen sein konnte, welche sich
aufgrund ihrer Tertiar- und Quartarstruktur nichhfach falten. Weiterhin ist dieses
Bakterium Gram positiv, was die funktionelle Chaeaisierung dieser Proteine erleichtert.
Das Fehlen starker proteolytischer Aktivitat igt ieiteres positives Merkmal vadn lactis,
was einen Beitrag dazu leisten konnte, Abbau detelre zu verhindern (Schleget al.,
2009).

3.2.1 Uberproduktion von KdpD-His

Die Uberproduktion des KdpD Proteins erfolgte inarBtn TKR2000 nach Transformation
mit dem Plasmid pKJ2-6His. Die Verwendung diesap-Stammes ist fur spatere
Phosphorylierungstests unerlasslich, da radioaktilosphat folglich nicht durch die
ATPase abgebaut werden kann. Desweiteren wurd&.dmili Wildtypstamm MC1061 mit

den Plasmiden pBAD-kdpDnLIC und pBAD-kdpDcLIC trémrsniert. Neben dem

verandertenE. coli Stamm lag ein weiterer Unterschied hier in der zNog des

Uberexpressionssystems. Wahrend sich im Plasmi@-gKlis daskdpD Gen unter Kontrolle

des IPTG induzierbaretac-Promotors befindet, liegt d&slpD Gen in den pBAD-Plasmiden
unter Kontrolle des Arabinose induzierbaren Promsot®esweiteren kodieren die pBAD-
Plasmide fur ein KdpD Protein mit abspaltbarem 16&$-Tag, welcher im Fall von

kdpDnLIC N-terminal bzw. im Fall von kdpDcLIC am-T&rminus des Proteins vorliegt
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(sieche 2.4.9). Die verschiedene&. coli Stdmme transformiert mit derkdpD
Uberexpressionsvektoren wurden bis zu einegd@fon ~1-2 angezogen. Zusatzlich wurde
MC1061/pBAD-kdpDnLIC bzw. pBAD-kdpDcLIC bei einerli@y, von ~0,5 standardgemal’
mit 0,2% Arabinose induziert.

Die Analyse der Uberproduktion von KdpD mittels SBAGE zeigte, dass sich KdpD(+His-
Tag) in den Membranfraktionen der Zellen befinaet,traten weder sogenannte “Inclusion
bodies* auf, noch konnte das Protein im Cytoplasa@hgewiesen werden. Auch die Position
des His-Tags lbte keinen EinfluR auf die Uberpréidunkvon KdpD aus, was durch den
Vergleich der Membranpraparationen aus MC1061/pBAIPDNLIC bzw. pBAD-kdpDcLIC
deutlich wurde (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3.12 zeigt den Vergleich von Membranvebikpréapariert aus TKR2000/pKJ2-
6His und MC1061/pBAD-kdpDcLIC mittels SDS-PAGE. Diganden auf der H6he von
100kDa entsprechen dem KdpD(+His-Tag) Protein. $peren 1-3 zeigen Membranvesikel
aus TKR2000/pKJ2-6His, wobei Proteinmengen von 102@ug und 30ug aufgetragen
wurden. Zum Vergleich sind die gleichen Proteinngengn den Spuren 4-6 aufgetragen,
wobei es sich um Membranvesikel aus MC1061/pBADB@dC handelt. Es zeigt sich, dass
die Menge an KdpD(+His-Tag) im Vergleich zum Gegaaieingehalt in den Spuren 1-3
etwas groRer ist, als in den Spuren 4-6, was betjetiiss dikdpD-Uberexpression am
besten in pKJ2-6His zu funktionieren scheint. Somitden alle nachfolgenden Versuche mit
Membranvesikeln, welche aus TKR2000 pKJ2-6His migpavurden, durchgefiuhrt.
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Abb. 3.12: Vergleich der KdpD(+His-Taqg) Uberproduktion mittels der Uberexpressionssysteme pKJ2-6His
und pBAD-kdpDcLIC. Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie Blau gefasbi®% SDS-Gel. Zellen vdg. coli
TKR2000 pKJ2-6His und MC1061 pBAD-kdpDcLIC wurderis bzu einer Olgy~1 angezogen und die
Membranvesikel wie unter 2.5.6 beschrieben pragaBeur 1-3: Membranvesikel von TKR2000/pKJ2-6His, mit
einem aufgetragenem Proteingehalt von 10ug, 20dg30pg.Spur 4-6: Membranvesikel von MC1061/pBAD-
kdpDcLIC, mit einem zum Vergleich aufgetragenemt@rgehalt von 10pg, 20pg und 30ug.

KdpD(+His-Tag) hat ein Molekulargewicht von ca. kD@ (siehe Pfeil).

3.2.2 Uberproduktion von KdpD-10His inLactococcus lactis
Die Uberproduktion von KdpD-10His ihactococcus lactis fand auf Basis eines Nisin
induzierbaren Genexpressionssystems (NICE) stattches in Abbildung 3.13 genauer

dargestellt ist.
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Abb. 3.13: Schematische Ubersicht des NICE Systerfigerdandert nach Mierau, 2005).Das Nisin aktiviert
die Sensorkinase NisK, diese autophosphoryliertaufain und Gbertragt die Phosphatgruppe auf den
Antwortregulator NisR. Der Antwortregulator bindain mit hoher Affinitdt an den PromotBy;s, unter dessen

Kontrolle daskdpD Gen liegt und induziert somit die Uberexpression kdpD.
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Dazu wurde dag. coli kdpD Gen Uber die VBEx-Methode in dé&mactococcus lactis Vektor
pPERL kloniert und stand fortan im resultierendeasiiid pNZ kdpDnLIC unter Kontrolle
des Nisin induzierbaren PromotoPs;s. Lactococcus lactis Zellen des Stammes NZ9000
transformiert mit diesem Plasmid wurden bis zu ef@Bsyo ~ 0.5 angezogen und mit Nisin
fur ca. zwei Stunden induziert. Zur Induktion wurdenachst kauflich erworbenes Nisin
eingesetzt und in verschiedenen Konzentrationen &rbng/ml getestet. Nachdem eine
Induktion der Uberexpression déspD Gens nicht erreicht werden konnte, wurde von
Lactococcus naturlich sekretiertes Nisin im Verhaltnis 1:10@0r Induktion eingesetzt.
Mittels natiirlich sekretiertem Nisin konnte eineddgtroduktion des KdpD-10His Proteins in
Lactococcus lactis NZ9000 erreicht werden, jedoch war die Menge anDxdPHis in den
Membranen begrenzt und verglichen mit der Menge Riedeins inE. coli Membranen
reduziert. Die Banden in Abbildung 3.14 auf HOhe @180kDa Marke in den Spuren 1-3
zeigen auf3erdem, dass KdpD-10His hier auch im ©ltowd in den Zelltrimmern detektiert
werden konnte. Die KdpD-10His Uberproduktion lig€hsauch dann nicht verbessern, wenn
man die Zellen zur Gewinnung von mehr Membranvésileeif erhéhte optische Dichten
ODgo< 4 anzog. Der Gesamtproteingehalt war zwar daderictht, die KdpD-10His Menge
blieb jedoch die gleiche wie die, in Membranen prégt aus Zellen, die bei geringerer
optischer Dichte geerntet wurden. Da das Protaihtrium eigentlichen Proteom deractis
Zellen gehort, konnte eine mogliche Erklarung fie dchlechtere KdpD-Uberproduktion
darin bestehen, dass dielactis Zellen grof3e Mengen KdpD-10His einfach nicht tielemn
und das Protein abgebaut wird. Desweiteren wurelerhir KdpD mit N-terminalem His-Tag
getestet, der bei der Uberproduktion des Proteink.ilactis vielleicht einen negativen
Einflul3 auf den Einbau des Proteins in die Memlaasiibt, wodurch auch der KdpD-10His
Anteil in den Zelltrimmern und im Cytosol erklarerden kénnte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Roodwudth KdpD-10His irL. lactis erreicht
werden konnte, jedoch ist die KdpD-10His Menge ligutgeringer, verglichen mit der
Uberproduktion von KdpD-6His iE. coli.
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Abb. 3.14: Membranpréparation von NZ900/ pNZ kdpDnLIC. Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie Blau
gefarbtes 11% SDS-Gel. Zellen vbactococcus lactis pNZ kdpDnLIC wurden bis zu einer Qfg~1 angezogen
und die Membranvesikel wie unter Punkt 2.5.6 basblen, prapariert. Das durch niedertourische Hegation
gewonnene Pellet wurde in gleichem Volumen reswdipenwie der Uberstand. Es wurden in Spur 1-3 jswe
30ul Probe aufgetragen, die Spuren 4-5 sind aufaggenProteinmengen eingestelipur 1: Pellet nach
niedertouriger Zentrifugation (ZelltrimmerBpur 2: Uberstand nach niedertouriger Zentrifugati@pur 3:

CytoplasmaSpur 4: Membranvesikel eingestellt auf Proteinmengen vaqugl8pur.

3.2.3 Solubilisierung von KdpD(+His-Tag)

Der wichtigste Schritt bei der Reinigung eines gnéden Membranproteins ist das
Solubilisieren des Proteins mittels Detergenzién.amphiphiler Charakter erlaubt es ihnen,
mit hydrophoben Membranproteinen zu interagiererd whese auf3erhalb der nativen
Lipiddoppelschicht der Zellmembran in Lésung zudral Dabei ist es von grof3er Bedeutung,
ein Detergenz fur die Reinigung und spéatere Charii¢trung des Proteins auszuwahlen,
welches aufgrund seiner physikalisch-chemischener&ghaften am besten mit dem
Membranprotein interagiert, um dieses in mdoglicaktiver Konformation in Losung zu

halten. Aus diesem Grund wurde die Solubilisieruag KdpD(+His-Tag) mit verschiedenen

Detergenzien (Tab.3.2), die sich in ihrer Hydrophiéit und elektrischen Ladung (auf
ionische Detergenzien wurde aufgrund ihrer denataniden Wirkung verzichtet)

unterscheiden, getestet.
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Detergenz Typ CMC (%) MW (Da)lAggregationsnumme
n-Nonyl- 3- D- Maltopyranosid| nicht ioniscif 0,28 468,5 55
n-Decyl-3- D- Maltopyranosid| nicht ionischy 0,087 482,6 69

n-Undecyl-3- D- Maltopyranosipnicht ionischf 0,029 496,6 74
n-Dodecyl-B3- D- Maltopyranosiphicht ioniscif 0,0087 510,6 78-149
n-Tridecyl-3- D- Maltopyranosifinicht ionischf 0,0017 524,6 105
n-Octyl- - D- Glucopyranosid| nicht ioniscif 0,53 2924 78
n-Nonyl- 3- D- Glucopyranosid nicht ionischf 0,2 306,4 n.d.
CYMAL 5 nicht ionisch| 0,12 4945 66
CYMAL 6 nicht ionisch| 0,028 508,5 63
FOS- Cholin 10 zwitterionisgh 0,35 323,4 n.d.
FOS- Cholin 12 zwitterionisgh 0,047, 351, n.d.
FOS- Cholin 14 zwitterionis¢h 0,0046 379,b n.d.
Cyglu 4 nicht ioniscllu 0,058 318,4 n.d.
LDAO zwitterionisclr 0,023 229,41 76

Tab. 3.2: Eigenschaften der getesteten DetergenzieDie Wasserldslichkeit der Detergenzmolekiile wird
durch die hydrophilen Kopfgruppen gewahrleisteg, @ ionisch (anionisch bzw. kationisch), nichitisch oder
zwitterionisch kategorisiert werden. Die Konzerntmteines Detergenz ,ab welcher sich Detergenzmer®mzu
nicht kovalenten Aggregaten, Micellen genannt, musanschliessen, wird kritische Micellenkonzentmatio
(CMC) genannt. Eine weitere physikalische Eigenfdsadie Aggregationsnummer von Detergenzien,diée

Anzahl an Detergenzmonomeren innerhalb einer Midadischreibt (Detergent Handbook, Calbiochem)

Fur jeden Solubilisierungsansatz wurden Membrakeeson TKR2000/pKJ2-6His mit einer
Proteinkonzentration von 5mg/ml eingesetzt. Neb@mM Tris/HCI, pH8 und 300mM NacCl
(= Puffer A), wurden die jeweiligen Detergenzierel® Tab.) in einer Konzentration von 1%
(w/v) eingesetzt. Die Solubilisierung erfolgte ei§unde auf Eis, anschlieRend wurden die
Solubilisierungsansatze fur 20min bei 444.000 jegtafugiert. Dabei erfolgte die Trennung
von Solubilisat und Membranen. Die Membranen wurdengleichen Volumen Puffer A
aufgenommen und es wurden Aliquots von Solubiliset Membranen fir eine spatere SDS-
PAGE aufbewahrt. Um die Interaktionen der versabmesh Detergenzien mit KdpD-6His

weiter zu untersuchen, wurde das Protein in Anwasierder einzelnen Detergenzien Uber
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eine NF'-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Dabeurden die Detergenzien in
Konzentrationen eingesetzt, die dem vierfachenr itkrgischen Micellenkonzentrationen
entsprachen (siehe Tab.3.2). Das genaue ProtoéoINA'-NTA- Affinitatschromatographie
mit KdpD(+His-Tag) wird unter 2.5.7 beschrieben. Dgr die Interaktion zwischen
Detergenz und Protein genauer beobachtet werd#e,ssurde ein besonderes Augenmerk
auf eine mdgliche Oligomerisierung bzw. Aggregatbilg von KdpD nach den
Elutionsschritten der Affinitatschromatographieegg| was sich negativ fir weitere Arbeiten
an dem Protein auswirken konnte. Bei Betrachtung 88S-Gele der Proben des
Detergenztests zeigte sich, dass KdpD-6His mitjea#m getesteten Detergenz gut aus der
Membran solubilisiert werden konnte (Daten nichzeggt). Lediglich die Detergenzien n-
Octyl-B-D-Glucopyranosid und Cyglu 4 zeigten eine derahlechte Solubilisierung der
Proteine, dass von einer weiterfihrenden Affisthtomatographie abgesehen wurde. Das
Aufreinigen des Proteins mittels Affinitdtschromgtaphie sollte den weiteren
Interaktionsverlauf von Protein und Detergenz néaleschreiben. So konnte man
Unterschiede zwischen den verschiedenen Aufreiggarbeziglich hoher liegenden Banden
im Gel erkennen, welche im Immunoblot mit einemikétper gegen KdpD, auf KdpD-6His
Oligomere bzw. Aggregate hinwiesen (Abb. 3.15bk Bensorkinase lief3 sich gut mit den
sich in ihren Kohlenwasserstoffkettenlangen untezgtenden Maltopyranosiden aus der
Membran solubilisieren und ohne groRe Verluste IW€f-NTA-Affinitatschromatographie
aufreinigen, jedoch konnte man bei der anschlie@en8DS-PAGE auch starke Banden
oberhalb der ca. 100kDa grof3en KdpD-6His Bande dddbn. Ein dhnliches Ergebnis, wenn
auch nicht ganz so stark ausgepragt, zeigten dits Teit den zwitterionischen Detergenzien
der FOS Cholin-Gruppe. Hierbei handelt es sichgadan aggressivere Detergenzien, die die
aktive Konformation des Proteins beeinflussen kanais diesem Grund wurden die nicht
ionischen Detergenzien CYMAL 5 und 6 diesen Detexgen schliel3lich vorgezogen. Die
Menge des Proteins nach Affinitdtschromatograpstidnier unter Verwendung von CYMAL

5 zwar etwas reduziert verglichen mit den Aufreimgen unter Verwendung der
Maltopyranoside, dennoch eignet sich dieses Deterig die Reinigung des Proteins, da es
dieses ebenfalls wie die Maltopyranoside zu eineomeh Anteil aus der Membran
solubilisiert (Abb. 3.15a). Die Verwendung von n#iybp-D-Glucopyranosid als Detergenz
zur Reinigung der Sensorkinase fuhrte zu eher scievaAusbeuten gereinigten Proteins und

wurde daher ebenfalls ausgeschlossen. Die Ergebmises Detergenztests lieferten eine
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Auswahl an verschiedener Detergenzien, die sich félt die Reinigung der Sensorkinase
anboten, so dass letztlich frei entschieden wurdgglichst milde Detergenzien fir
weiterfolgende Schritte der Aufreinigung des Pmteiu verwenden. Die Solubilisierung von
KdpD-6His mittels n-DodecyB-D-Maltopyranosid (DDM) resultierte in friiheren 8ien
von Junget al. (1997) in einem aktiven Protein und wurde daher Salubilisierung des
Proteins aus der Membran benutzt und anschlieRBen®etergenzwechsel zu CYMAL 5
wahrend der Reinigungsschritte vollzogen. Die Walser milden Detergenzien zur
Solubilisierung und Reinigung der Sensorkinase tsteh Gegensatz zur letztendlichen
Verwendung des harscheren, zwitterionischen Deterg®AO fur die Solubilisierung des
Proteins gemaf} des Reinigungsprotokolls fur Kdp&hriunget al. (1997).

Zuséatzlich wurde die Solubilisierung mittels Maljopnosiden  verschiedener
Kohlenwasserstoffkettenlangen (DM und DDM) mit dEdipD Protein der Membranvesikel
aus demlLactococcus lactis Stamm NZ9000/pNZ kdpDnLIC getestet. Auch hier kemnin
beiden Fallen grol3e Mengen des Proteins aus derbkéensolubilisiert werden. Schlief3lich
wurden diese Detergenzien auch bei der ReinigussgRileteins aus Membranvesikeln von
Lactococcus lactis NZ9000/pNZ kdpDnLIC eingesetzt.
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Abb. 3. 15: Immunodetektion von gereinigtem KdpD-6Hs und Solubilisierung mittels CYMAL 5 und
Dodecyl$-D-Maltopyranosid. a) Gezeigt ist ein 7,5% SDS-Gel mit Coomassie Blawadpf Aufgetragen
wurden jeweils 25ul Probe zum quantitativen VerdieSpur 1-3: Solubilisat, Membranen nach Solubilisierung
und Elution der Ni'-NTA-Affinitatschromatographie unter Verwendung vVBIiYMAL 5. Spur 4-6: Solubilisat,
Membranen nach Solubilisierung und Elution 2 deéfINiTA-Affinitatschromatographie unter Verwendung von

Decylmaltopyranosid.
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b) Die Abbildung zeigt die Immunoféarbung eines 11%<3®ch SDS-PAGE mit einem spezifischen Antikbrper
gegen KdpD. KdpD-6His wurde als Kontrolle nach deratokoll von Jungt al. (1997) aufgereingt und fur die
Immunodetektion eingesetzt. Die Bande bei ca. 1@0lkdtspricht der monomeren Form von KdpD. Die
hdheren Banden zeigen, dass es sich hierbei elsenfal KdpD in oligomeren Formen bzw. um unspeZzifesc

Aggregate von KdpD zu handeln scheint.

3.2.4 Nf* -NTA- Affinitatschromatographie

Das Ergebnis der Ri-NTA-Affinitatschromatographie (siehe 2.5.7) ist Abbildung 3.16
gezeigt. Die ersten beiden Spuren des mit Coom8&saie gefarbten SDS-Gels, zeigen zum
einen die nicht gebundenen Proteine und zum andéieeiVaschfraktion. Die Spuren 3-6
zeigen die stufenweise eluierten Proteine. Zum ftpaéimen Vergleich der KdpD-6His
Konzentration in den Elutionsproben, wurden gleidlengen Probe von jeweils 10ul
aufgetragen. KdpD-6His scheint mit hoher Affinitin die Nf'-NTA Agarose zu binden.
Anhand der Bande bei 100kDa, lasst sich deutlitieraren, dass sich der Hauptanteil des
KdpD-6His Proteins im vierten Elutionsschritt mE@nM Imidazol, pH7 von der Ki-NTA
Agarose ablosen lasst, wahrend sich in den Proleenudgebundenen Proteine und der
Waschfraktion kaum KdpD-6His detektieren lasst. Digeren Banden oberhalb der 170kDa
Bande des Proteinstandards weisen auf KdpD-6Hgo®lere hin, deren Vorkommen bereits
in 3.15a gezeigt wurde. Weiterhin lassen sich Bandeterhalb der KdpD-6His Bande
detektieren, bei denen es sich um Verunreinigurngamdelt. Somit lasst sich KdpD-6His
mittels NF*-NTA-Affinitatschromatographie zu einem hohen Ahtedn den Proteinen des
Solubilisats trennen. Folglich missen in einem mveReinigungsschritt die verbleibenden
Kontaminationen in den KdpD-6His enthaltenen Probentfernt werden und die

Proteinaggregate bzw. -oligomere genauer untersuetten
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Abb. 3.16: Reinigung von KdpD-6His mittels Nf*-NTA-Affinitatschromatographie. Die Abbildung zeigt ein
mit Coomassie-Blau gefarbtes 10% SDS-Gel. Zum qtaginen Vergleich der KdpD-6His Menge wurden jelsei
25ul Probe pro Spur aufgetrag&@pur 1: nicht gebundene Proteingpur 2: Waschfraktion.Spur 3: mit 2700mM
Imidazol eluiertes ProteirSpur 4: mit 187mM Imidazol eluiertes Proteipur 5 und 6: mit 250mM Imidazol

eluiertes Protein.

KdpD-10His aus Membranvesikeln vdractococcus lactis konnte ebenfalls mittels Rl
NTA-Affinitatschromatographie in Anlehnung an bésade Protokolle der Abteilung fur
Membran Enzymologie der Universitat Groningen arggegt werden. Auch hier wurden die
KdpD-10His enthaltenden Membranvesikel mit Puffeaéf eine Proteinkonzentration von
5mg/ml eingestellt und durch Zugabe von 1% (w/v) NDOUr eine Stunde auf Eis
solubilisiert. Nach dem Zentrifugationschritt (seB.5.7) erfolgte die Bindung von KdpD-
10His an in diesem Falle NiSepharose im Batchverfahren. Die Sepharose wurder mit
dem 20fachen Saulenvolumen Wasser gewaschen unBuffgr A aquilibriert. Auch hier
fand die Bindung unter Zugabe von 15mM Imidazol,7pgbe¢i 4°C und leichtem Schwenken
statt. Nach einer Stunde wurde di¢'Nsepharose mit dem 20fachen Saulenvolumen Puffer
A inklusive 60mM Imidazol, pH7 und 0,04% (w/v) DDl§ewaschen. Abschliel3end erfolgten
drei Elutionsschritte mit jeweils 500mM Imidazol ieinfachen Saulenvolumen, wobei der
Hauptanteil KdpD-10His im zweiten Elutionsschritinvder Nf*-Sepharose abgeldst wurde
(siehe Abb.3.17). Zusatzlich wurde auch hier denti&@hsfraktionen 5mM EDTA zum
Abfangen von Ni* lonen zugegeben. Gleiche Reinigungsergebnissenwibbildung 3.17,

wurden auch unter Verwendung des Detergenz n-Oe®AMaltopyranosid erreicht.
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Auch hier zeigen die Spuren 1 und 2 die nicht anNif*-Sepharose gebundenen Proteine,
sowie die Waschfraktion. Die Spuren 3-5 zeigen wbe der Nf'-Sepharose abgeldsten
Proteine der drei Elutionsschritte. Zum quantietivVergleich der KdpD-10His Menge
wurden jeweils 25ul Probe pro Spur aufgetragen.DxdpHis lasst sich im Vergleich mit der
Reinigung von KdpD-6His aus Membranen vBncoli in deutlich geringerer Menge auf
Hohe der 100kDa Bande detektieren. Die Detektiamwielen Banden unterhalb der 100kDa
Bande weist darauf hin, dass sich noch viele Rrktgitaminationen in den Fraktionen
befinden. Die Affinitat von KdpD-10His scheint dalgeutlich schwécher zu sein, als die von
KdpD-6His. Somit scheint das Standardprotokoll die Proteinreinigung aus Membranen
von L. lactis fur KdpD nicht gut zu funktionieren. Um bessere riRgiingsergebnisse flr
KdpD-10His zu erlangen, misste nicht nur die Ubmidpktion des Proteins in den
Membranvesikel, sondern auch das Protokoll zur miHitschromatographie weiter
ausgearbeitet werden.
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Abb. 3.17: Reinigung von KdpD-10His mittels Ni*-NTA-Affinitdtschromatographie. Die Abbildung zeigt ein mit
Coomassie Blau gefarbtes 10% SDS- Gel. Zum quéimétaVergleich der KdpD-10His Menge wurden jewelsul
Probe pro Spur aufgetrageBpur 1: nicht gebundene Protein8pur 2: Waschfraktion. Spur 3: erste Elution mit
500mM Imidazol.Spur 4: zweite Elution mit 500mM ImidazoSpur 5: dritte Elution mit 500mM Imidazol.

3.2.5 GréRenausschlusschromatographie

Um nun die restlichen Proteinkontaminationen ausKigpD-Fraktionen nach der NiNTA-
Affinitatschromatographie zu entfernen, sowie dig@nerisierung von KdpD-6His néher zu
untersuchen, wurde als zweiter ReinigungsschetiGlioienausschlusschromatographie unter
Verwendung einer Superdex 200 Saule gewahlt. Hienmaden die KdpD-6His bzw. KdpD-
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10His enthaltenden Fraktionen vereinigt und mitigiser Amicon 100K Filtereinheit auf
500ul eingeengt, bevor sie auf die Saule geladedewu Die Filtereinheit wird nicht nur zum
Einengen der Proben genutzt, sondern fihrt gleitgzsuch zu einer teilweisen Entfernung
kleinerer Proteine. Als Puffersystem wurde erndunB! Tris/HCI, pH8 mit 300mM NaCl
unter Zugabe von 0,24% (w/v) CYMAL 5 fur KdpD-6HasisE. coli Membranen bzw. 0,04%
(w/v) DDM (0,35% (w/v) DM) fur KdpD-10His aud.actococcus lactis Membranen
verwendet. In beiden Féllen kam es zu einem immedevkehrenden Laufverhalten von
KdpD-6His bzw. -10His, resultierend in der Detehtidieser Proteine in den Fraktionen kurz
hinter dem Ausschlussvolumen (7,5ml) der Superdé® Zaule. Das Maximum des
Proteinpeaks befindet sich bei ~8ml, was die Eiataing erschwert, ob es sich bei den

Proteinen aus dem Hauptpeak um Aggregate oderfisgbe Oligomere handelt (Abb.3.18).
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Abb.3.18: Chromatogramm der Proteinprobe mit den KdgD(+His) enthaltenden Fraktionen. Das
Ausschlussvolumen dieser Saule befindet sich l@nl7,Das Volumen an Puffer, welches benétigt wirdh
Makromolekiile mit einem Molekulargewicht, das dewsAchlussgrenze entspricht oder diese Uberstaigt, z
eluieren, wird Ausschlussvolumen (=vo) genannt. ifdee Molekiile eluieren dagegen mit hoéheren

Elutionsvolumina.

Um dieses Laufverhalten zu andern, wurden diverséeRysteme (Kaliumphosphatpuffer,
Tris/HCI Puffer unterschiedlicher NaCl bzw. KCI Kzantrationen, Tris/HCI Puffer mit ATP-

Zugabe und Lipidzugabe) getestet. Da diese Testeemer Verbesserung fuhrten und um
dem Hinweis nachzugehen, ob es sich bei den Agtgnegaich um spezifische Oligomere der

Sensorkinase handeln konnte, wurde schlie3lich eBephacryl S400 Saule zur
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GrolRenausschlusschromatographie eingesetzt, dieAeiftrennung von Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 800kDa bis 80kDa ermoglicht. ufgrund des grésseren
Saulenvolumens war es allerdings notwendig, groBeoteinkonzentrationen auf die Saule
zu laden, um trotz Verdunnungseffekt deutliche Beakerhalten. Da die Anzucht vancoli
Zellen effizienter verlief und die Ausbeute an Meartvesikeln dadurch hoher war als nach
Anzucht vonLactococcus lactis wurde von nun an nur noch mit MembranvesikelnEuli
weitergearbeitet und somit auch alle weiteren Stehniur mit gereinigtem KdpD-6HesusE.

coli vollzogen. Das Laufverhalten des Proteins auf 8ephacryl S400 Saule und das
dazugehorige SDS-Gel ist in Abbildung 3.19 gezdigis Ausschlussvolumen dieser Saule
liegt bei ca. 40ml. Der grof3te Peak zeigt sich ¥0+v0ml und umfasst die Fraktionen 29-31.
Ein weiterer Doppelpeak lasst sich von 75-95ml laebten, der die Fraktionen 54 und 62
umfasst. Betrachtet man nun das dazugehorige SDSabeauf, dass sich in den Fraktionen
29-31 keine Proteine befinden. Auch das Absorpsipaektrum dieser Fraktionen zeigt, dass
sich die maximale Absorption der einzelnen Probehtrbei der Wellenlange befindet, bei
der der Tryptophananteil von Proteinen absorb2300m), sondern bei 260nm (schwarz, rot,
braun). Es ist bekannt, dass bei dieser Wellenldhgdeinsauren absorbieren. Lediglich bei
Fraktionen 54 und 62 (dunkel- und hellgriin) findetn ein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 280nm und im SDS-Gel Proteinbaraignder Hohe von ca. 100kDa, was
dem KdpD-6His Protein entspricht.
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Abb. 3.19: Reinigung von KdpD-6His mittels Grof3enasschluchromatographie unter Verwendung einer
Sephacryl S400 SauleGezeigt ist das Chromatogramm der Probe mit Péikaktionen 29-31) und
Doppelpeak 2 (Fraktionen 54 und 62)nks oben ist das dazugehorige 11% SDS-Gel, mit Coomassie-Bl

oo

gefarbt, abgebildet.inks unten ist die Messung der Absorptionsmaxima der angeggab&raktionen gezeigt.
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In einer zweiten GrolRenausschlusschromatographielenudie KdpD-6His enthaltenden
Fraktionen wieder vereinigt, mittels einer AmicddOK Filtereinheit auf 500ul eingeengt und
erneut auf die Superdex 200 Saule geladen. Aufedi€sule zeigte KdpD-6His nun ein
geandertes Laufverhalten und eluierte in einem Heagk bei ca. 12ml von der S&aule. Auch
der kleinere Peak bei ca. 11ml enthielt KdpD-6Hisl wligomere Formen des Proteins, was
sich in der anschlieBenden SDS-PAGE unter denadnden und nativen Bedingungen zeigte
(Abb.3.20a-c). Bei Betrachtung der SDS-PAGE sieahnm den Spuren der Fraktionen Al-
A3, welche der Fraktion des Ausschlussvolumens derd Fraktionen des Peaks bei 11ml
entsprechen, neben der KdpD-6His Bande bei 100kizh mveitere Banden oberhalb von
100kDa. In den Spuren von A4 und A5, den Fraktiodes Hauptpeaks bei 12ml, befindet
sich nur noch eine weitere starkere Bande obertiatbl00kDa KdpD-6His Bande. Dafir
lassen sich zusatzliche schwache Banden unterlealbhDkDa Marke detektieren. Passende
Beobachtungen dazu liefert das native Gel. Tragt emae Probe von Fraktion A3 des ersten
Peaks auf ein natives Gel auf, zeigen sich dredBarauf Hohe von ~450kDa, 350kDa und
272kDa, die einem KdpD Dimer und héheren Oligomeates Proteins entsprechen kénnten.
Tragt man eine Probe von Fraktion A4 des Hauptpeaksin natives Gel auf, lassen sich
zwei Banden auf HOhe 272kDa und ~150kDa detektiensmsbei es sich, wenn man die
zusatzliche Detergenzmicelle, die sich um das Rrdterum befindet, hinzuaddiert, um ein

KdpD-6His Monomer und Dimer handeln kdnnte.
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Abb. 3.20: Reinigung von KdpD-6His mittels zweiter GrolRenausschluRchromatographie unter
Verwendung einer Superdex 200 Saula) Gezeigt ist das Chromatogramm der Probe mit Rg#&kaktionen
A2 und A3) und Peak 2 (Fraktionen A4 und A5). bYd $DS-Gel mit Coomassie gefarbt der Fraktionen Al-
A5. Pro Spur wurden jeweils 50ul Probe zum quant#a Vergleich der KdpD-6His Menge aufgetragen. c)
Blue Native-Gelelektrophorese der Fraktionen A3 @dd Pro Spur wurden hier 25ul eingeengte Probgig~5

Protein) aufgetragen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Raisjgatokoll fur KdpD erstellt werden
konnte, was einen relativ hohen Reinheitsgrad deteids gewdahrleistet, jedoch auf Kosten
der Proteinmenge. Aus ~10g Zellen (Feuchtgewictgale sich ~500g gereinigtes Protein
Wichtig ist nun zu testen, ob auch die Funktiodalider Sensorkinase erhalten werden
konnte. Desweiteren stellt sich die Frage, in weddform KdpD fumktionell aktiv ist, da sich
wahrend der Reinigung Hinweise auf verschiedengddierisierungszustadnde des Proteins

ergeben haben.

3.2.6 Rekonstitution und Kinase-Aktivitat von gerenigtem KdpD-6His

Um die Kinase-Aktivitat des gereinigten Proteina@eer zu untersuchen, musste KdpD-6His
zunéchst funktionell rekonstituiert werden. Nacha#enRekonstitution wie unter Punkt 2.5.8

beschrieben durchgefihrt wurde, musste die Einbaudas Proteins in die Liposomen

abgeschatzt werden. Dazu wurde eine SDS-PAGE deifighig um die Proben vor und nach

der Rekonstitution miteinander zu vergleichen. Bassprechende SDS-Gel ist in Abbildung
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3.21a gezeigt. Im Vergleich zum gereinigten KdpDtéin (Spur 2), konnte im Falle einer
1:100 Rekonstitution eine Einbaurate von ~20-30%B«@His in Leerliposomen (Spur 3)
per Augenmald abgeschatzt werden. Desweiteren komentezwei weitere Banden bei ca. 50
und 30kDa nach der Rekonstitution detektieren, alieh schon wéhrend des gesamten
Reinigungsprozesses immer wieder auftauchten. Emearfache massenspektrometrische
Analyse dieser Banden ergab, dass es sich beindiesieeinbar bevorzugt eingebauten

Proteinen um Untereinheiten deytochrome bdendoxidase (CyoB) voR. coli handelt.
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Abb. 3.21: a) SDS-PAGE zur Kontrolle der Einbauratesron KdpD-6His in Leerliposomen bei der

e

Rekonstitution. Aufgetragen wurden dieselben Pnoteingen sowohl von gereinigter8pur 1) als auch von
1:100 rekonstituiertem ProteiSur 2). b) Autoradiogramm der Kinaseaktivitaten. Die Abbildung zeigt ein
Autoradiogramm eines 11% SDS- Ge&$gur 1. Membranvesikel von TKR2000 pKJ2-6HB8pur 2: Solubilisat
vor Abzentrifugieren der MembraneBpur 3. Solubilisat nach Abzentrifugieren der Membrane8pur 4:
Elution 3 der Ni*-NTA AffinitatschromatographieSpur 5: Probe nach der GelfiltratiorSpur 6: Probe nach
weiterem EinengenSpur 7: 1:100 rekonstituiertes Protein) Immunodetektion der Membranvesikel. Die
Abbildung zeigt die Immunofarbung mit einem spesifien Antikérper gegen KdpD eines 11% Gels nach-SDS
PAGE. Es wurde hier die gleiche Proteinmenge wiggaor 1b) aufgetragen.

AnschlieRend wurde mittels Phosphorylierung mit?P]-ATP (siehe 2.5.9) tiberpriift, ob das
KdpD-6His Protein im Solubilisat, im gereinigten dunéslichen Zustand und nach
Rekonstitution in die Liposomen funktionell aktivaw Als Positivkontrolle wurden

Membranvesikel von TKR2000/pKJ2-6His verwendet (Aoblb). Das Autoradiogramm der

Kinaseaktivitaten zeigt, dass bei der Positivkdigreine Phosphorylierung von KdpD-6His
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detektiert werden konnte. Das Gel zeigt eine BamdeHohe von ~100kDa, die dem KdpD-
6His Monomer in phosphoryliertem Zustand entsprigid eine Bande oberhalb von 170kDa
(Spur 1), die dem KdpD Dimer entsprechen koénnteliénSpuren 2 und 3 wurden Proben des
Solubilisats aufgetragen, wobei es sich bei deb®ia Spur 2 um das Solubilisat vor dem
Abzentrifugieren der Membranen handelt, bei debBno Spur 3 wurde das Solubilisat von
den Membranen getrennt. Beide Spuren zeigen imrAdingramm eine Bande oberhalb der
170kDa Markerbande, die auch bereits in Spur 1kdeté werden konnte. Die beiden
detektierten Banden der Spuren 1-3 lassen sichiauthhmunoblot (Abb.3.21c) nachweisen.
Die Proben von KdpD-6His im l6slichen, gereinigtBustand nach Elution der NiNTA
Affinitatschromatographie (~0,4mg/ml), nach der fikehtion mittels S400 Sephacryl Saule
(KdpD-6His enthaltende Fraktionen vereinigt undgeengt auf eine Proteinkonzentration
von ~0,8mg/ml) und nach weiterer Einengung dieseb® auf eine Proteinkonzentration von
>1mg/ml sind in den Spuren 4-6 aufgetragen. Spanthalt dagegen die Probe von 1:100
rekonstituiertem KdpD-6His. Eine Phosphorylierungr diSensorkinase konnte bei diesen
Proben nicht detektiert werden. Abbildung 3.21c gkeidie Immunofarbung der
Membranvesikel mit einem spezifischen Antikorpeggye KdpD-6His eines 11% Gels nach
SDS-PAGE. Um das Ergebnis der Phosphorylierung Membranvesikel zu Uberprfen,
wurden gleiche Proteinmengen wie bei der Phospieouylgsprobe auf das Gel aufgetragen.
Es lasst sich erkennen, dass die Phosphorylierweig so stark ist wie die Detektion von
KdpD-6His mittels Immunoblot, wobei diese beiden tMmlen aufgrund der
unterschiedlichen Durchfiihrungen auch nicht unlggdmiteinander vergleichbar sind. Was
sich jedoch im Immunoblot ebenfalls deutlich zegjhd die Banden oberhalb der 170kDa

Markerbande, die sich somit auch von dem KdpD $igeben Antikorper detektieren lassen.

3.2.7 Charakterisierung der Interaktion von KdpD-6His mit Nukleotiden mittels
Fluoreszenzspektroskopie

Die fluoreszierende Eigenschaft der Aminosaure topfpan bietet eine nitzliche Grundlage
fur fluorometrische Messungen. Da die Tryptophamtszenz bemerkenswert sensitiv
gegeniber der Polaritat der Umgebung reagiert, k@m diesem Falle genutzt werden um
die Affinitat von Nukleotiden zu Tryptophan entledtien Proteinen zu bestimmen. Dabei
macht man sich die Tatsache zunutze, dass die &erese KdpD 14 Tryptophane enthalt,

die in diesem Versuch die Grundlage zur Detektien Mukleotid-Bindung an das Protein
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bilden. Die =zu testende Nukleotid-Bindung an dasotdtn sollte mit einem
Konformationswechsel des Proteins einhergehen, ass dsich im Zuge dessen die
Umgebungspolaritat einzelner Tryptophane verand@gese Anderungen kénnen schlieRlich
uber Anderungen der Tryptophanfluoreszenz detektierden.

Zunachst wurden Emissionsspektren von 125nM wieozuweschriebenen gereinigtem
KdpD-6His in An- und Abwesenheit von unterschieldéin ATP(Md*) Konzentrationen, wie
in Punkt 2.5.10 beschrieben, aufgenommen (Abb.3.22)

——0,125uM KdpD
10000 — ——0,125uM KdpD + 0,25uM ATP(Mg®)
0,125uM KdpD + 0,5uM ATP(Mg™)
———0,125uM KdpD + 0,75uM ATP(Mg>)
8000 -] 0,125puM KdpD + 1uM ATP(Mg™)

6000

4000

Relative Fluoreszenz (cps)

2000 +

r I r I r I r
319 339 359 379 399
Wellenléange (nm)

Abb. 3.22: Emissionsspektren von 125nM KdpD-6His inAn- und Abwesenheit unterschiedlicher
ATP(Mg?") Konzentrationen. Die Spektren wurden in Puffer (50mM Tris/HCI, pH8®0mM NaCl und 0,24%
(w/v) CYMAL 5) bei RT aufgenommen . Die Anregungdlealange betrug 295nm.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, nimmt die Holes dEmissionssignals nach Zugabe von
0,25uM ATP(Md") ab. Auch die erneute Zugabe von ATP{)gis zu einer Endkonzen-
tration von 0,5uM filhrte zu einer weiteren Abnahdes Emissionssignals. ATP(Ky
Konzentrationen utber 0,5uM fuhrten schlie3lich ainkr weiteren Signaldnderung. Somit
kann man Abbildung 3.22 entnehmen, dass es sicdmimaximalen Effekt bei gesattigter
ATP(Mg?)-Konzentration um eine ca. 25%ige Reduktion derisSionssignalintensitat
zwischen 200 und 400nm handelt. Zu vernachlassgfeder sogenannte Raman-Peak bei
einer Wellenldnge von 330nm. Dieser lasst sichlddlie, fir diese Messungen eingesetzte,

geringe Proteinkonzentration erklaren. Um zu zeigess die Abnahme des Emissionssignals
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durch eine Bindung von ATP(M§ an KdpD-6His verursacht wird, wurde als
Negativkontrolle der gleiche Versuch mit dem Glusdgimansporter GH, durchgefihrt,
welcher keine ATP-Bindestelle besitzt. Es konnteierdei keine Anderungen des
Emissionssignals aufgezeichnet werden. Aufgrundfeldenden ATP-Bindung &nderte sich
die Tryptophanumgebung des Glutamattransportetg,ni@s sich in einer Uberlagerung der
einzelnen Emissionspektren zeigte (Daten nichtiggze

Auf Basis dieser Beobachtungen wurden nun Titratomit verschiedenen Nukleotiden und
KdpD-6His durchgefiihrt, um die jeweiligen Dissomaskonstanten K der Komplexe aus
Protein und Nukleotid zu ermitteln. Abbildung 3.28gt die Ergebnisse der Titrationen von
KdpD-6His mit ATP und ADP in An- und AbwesenheitrvMg®*-lonen.

= Titration ADP(Mg’")

a) = Titration ATP(Mg™) b) ® Titration ADP
1,04 ® Titration ATP 1,04 n Y
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Abb. 3.23: Bindetitration von KdpD-6His mit a) ATP(Mg®") bzw. ATP und b) ADP(M¢?*) bzw. ADP. Die
Tryptophanfluoreszenzanderungen aufgrund der Bigdiam Nukleotiden in An- und Abwesenheit von g
lonen wurden bei einer Anregungswellenlange vonng9gemessen. Sigmoidale Boltzmann Fittings wurden

zur Datenanalyse verwendet. Dig-Werte sind zusammengefasst in Tabelle 3.2 aufgelis

Die Auswertung der Titration geméaR 2.5.13 von Kdjlis mit ATP(Md") ergab einen K-
Wert von ~200nM, im Vergleich zu einempRNert von ~150nM, welcher aus der Analyse
der Titrationsdaten von KdpD-6His mit ATP ohne Magiimionen hervorgeht. Auch die
ermittelten ky-Werte nach Titration des gereinigten Proteins WDP in An- und
Abwesenheit von Mg-lonen liegen im Bereich von 140-160nM. Die An- bzxbwesenheit
von M¢f*-lonen hat somit in diesem Experiment keinen groRierfluss auf dieffinitat der
Sensorkinase fir die Nukleotide ATP und ADP. Dessven wurde nach dem gleichen

Versuchsprinzip eine mdgliche Bindung zwischen Kejils und GTP untersucht. Die
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Analyse von Titrationsdaten zeigte hier eines-\Wert von ~625uM. Im Vergleich hat die
Sensorkinase damit eine ~4000fach héhere AffiaiiéATP und ADP, als zu GTP.

Zusatzlich wurde die Bindung eines fluoreszierend@R-Analogons an gereinigtem KdpD-
6His getestet. TNP-ATP [2°(37)-O-(2,4,6-Trinitropty®)-Adenosin-5"-Triphosphat] besitzt
Ether verlinkte Trinitrophenylgruppen am 2"und 3bdésesauerstoff (Abb. 3.24) und ist in

wassrigen Lésungen schwach fluoreszierend.

Abb. 3.2@8hemische Struktur des ATP-Analogons TNP-ATP.

Die Trinitrophenyl-Verbindungen zeigen eine Zunahdee Fluoreszenzintensitat, wenn sie
durch Bindung an Proteine abgesondert von der w@ssrLosung in hydrophoberer
Umgebung vorliegen (Bilwest al., 1999; Stewarét al., 1998). Dieser Effekt ermdglicht die
Anwendung von TNP-ATP als spektroskopischer DetektdJntersuchungen beziiglich der
Bindung von ATP an Proteinkinasen wie CheA (Stewid., 1998) und EnvZ (Plesniadt
al., 2002), ATPasen (Weber & Senior, 1996; Faller,98yosin (Hiratsuka, 1982) und an
weitere Nukleotid bindende Proteine (Bujalowstkal., 1993; Van der Wollet al., 1995).
Zunachst wurden die FluoreszenzemissionspektrenTWia-ATP in An- und Abwesenheit
von gereinigtem KdpD-6His aufgenommen (Abb. 3.29)erbei zeigte das Fluoreszenz-
emissionsspektrum von TNP-ATP eine ca. 25%ige Zomgaller Fluoreszenzintensitat in
Anwesenheit von KdpD-6His, die darauf hinweist, sdasch ein KdpD-6His:TNP-ATP
Komplex gebildet hat.
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Abb. 3.25: Fluoreszenzemissionsspektren von TNP-ATMg®") in An-und Abwesenheit von KdpD-6His.
Die Spektren wurden in Puffer (50mM Tris/HCI, pHB)OmM NaCl und 0,24% (w/v) CYMAL 5) bei RT

aufgenommen. Die Anregungswellenlange betrug 412nm.

In Abbildung 3.26 ist das Ergebnis der Bindetitativon TNP-ATP(M§") und KdpD-6His
gezeigt. Der ermittelte dgcWert betragt ca. 4uM, die Affinitdt des Proteiis TNP-ATP ist
somit 26fach geringer als zu ATP und ADP. Die Biitd&tionen wurden auf3erdem mit TNP-
ATP in Abwesenheit von Mg-lonen durchgefiihrt, wobei sich die Messwerte kaum
unterschieden (Daten nicht gezeigt) und deiViert ebenfalls bei ca. 4uM lag.

Titration TNP-ATP(Mg™")
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Abb. 3.26: Bindetitration von KdpD-6His mit TNP-ATP (Mg?"). Die Fluoreszenzanderungen aufgrund der
Bindung von TNP-ATP(M§) an KdpD-6His wurde bei einer Anregungswellenlange 412nm gemessen. Die
Emission wurde bei einer Wellenlange von 543nm endgnmen. Ein sigmoidales Boltzmann Fitting wurde zu

Datenanalyse verwendet. Derp-MVert ist ebenfalls in Tabelle 3.3 aufgelistet.
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Um als nachstes zu testen, ob ATP und TNP-ATP agldehen Stelle innerhalb des KdpD-
6His Proteins binden, wurden erneut Fluoreszenzsomisspektren von TNP-ATP(NY
aufgenommen in An- und Abwesenheit von KdpD-6Hid tmM ATP (Abb. 3.27).

—— 1uM TNP-ATP(Mg?") + 0,73uM Protein
—1uM TNP—ATP(Mgz+) + 0,73uM Protein + 1ImM ATP

12000 ~
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Abb. 3.27: Fluoreszenzemissionsspektren von TNP-AT®g®") in An-und Abwesenheit von KdpD-6His
und 1mM ATP. Die Spektren wurden in Puffer (50mM Tris/HCI, pH0mM NaCl und 0,24% CYMAL 5)

bei RT aufgenommen. Die Anregungswellenlange betd&nm.

Die Abbildung zeigt zum einen die ca. 25%ige Zunahder Fluoreszenzintensitat in
Anwesenheit von KdpD-6His, die darauf hinweist, dasch ein KdpD-6His:TNP-ATP
Komplex gebildet hat. Bei vorheriger Inkubation vgereinigtem KdpD-6His mit 1mM ATP
und anschlieBender Zugabe von TNP-ATPfRlgzeigt sich nur noch eine ca.12.5%ige
Zunahme der Fluoreszenzintensitat. Da diese Betlnaghdarauf hinweist, dass das TNP-
ATP(Mg®) mit dem ATP um die Bindestelle am Protein koniartrund dieses versucht zu
verdrangen, wurden Bindetitrationen von KdpD-6Hi TNP-ATP(Md™) unter vorheriger
Zugabe von verschiedenen ATP Konzentrationen defcihgt. Die dazu ermittelten K
Werte liegen bei 4uM beziglich der Kontrolltitratiohne Zugabe von ATP, bei ~ 4,5uM
TNP-ATP(Md"), wenn zuvor 250nM ATP zum Titrationsansatz hireggpen wurden und
bei ~8uM TNP-ATP(M§"), wenn der Titrationsansatz mit dem gereinigtemté®n vorher
mit 500nM ATP inkubiert wurde. Abbildung 3.28 zeiglazu die Anfangswerte der
Titrationen mit  speziellem Augenmerk auf die vemag Zunahme der
Fluoreszenzintensitatsanderungen zu Beginn der ANPMg?") Zugaben.
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Abb. 3.28: Bindetitration von KdpD-6His + ATP mit TNP-ATP(Mg?"). Die Fluoreszenzanderungen
aufgrund der Bindung von TNP-ATP(K¥yy an KdpD-6His wurde bei einer Anregungswellenldrga 412nm
gemessen. Die Emission wurde bei einer Wellenlamge 543nm aufgenommen. Sigmoidale Boltzmann Fits
wurden zur Datenanalyse verwendet. Gezeigt ist &eegroRerung der Kurve in die Anfangswerte der

Bindetitrationen.

Die Sensorkinase KdpD enthalt neben der ATP-Bimdlesinnerhalb der Transmitterdoméane
des Proteins noch weitere Sequenzmotive innerkaliNeerminalen Doméne, an denen ATP
binden konnte. So fallen zwei Sequenzmotive aug den fir eine ATP-Bindung
charakteristischen “Walker A®- und “Walker B*-Motw, &hneln. Zusatzlich wurde mit Hilfe
von Strukturmodellierungen die Usp-Domane entdeckt als eine weitere mogliche ATP-
Bindedomane charakterisiert (Strahl & Greie, 2008n einen madglichen Einfluss dieser
zusatzlichen ATP-Bindedoméanen auf die ATP-Bindumterhalb der Transmitterdoméane des
Proteins zu untersuchen, wurden KdpD-Mutanten Hetuglieser Domanen (KdpD-6His-
G37A, K38A, T39C und KdpDcLI@Usp) nach dem oben bereits beschriebenen Protokoll
aufgereinigt. AuBerdem wurde eine KdpD-Mutante, dexr Phosphorylierungsstelle fehlt
(KdpDcLIC-H673Q) aufgereinigt und auf die Erhaltuigy ATP-Bindung getestet.

Die Mutationen in KdpD zeigten keinen negativenflags auf die Lokalisation des Proteins
in den Membranen und auf das Verhalten des Protei@rend der einzelnen
Reinigungsschritte. Abbildung 3.29 zeigt die SDS3EAvon Proben der Reinigung der
einzelnen KdpD-Mutanten. Die Bande auf H6he vonkD0in Spur 1 zeigt KdpD-6His
G37A, K38A, T39C nach der Gelfiltration. Proben &subilisats, der Elution der RiNTA
Affinitatschromatographie und der Hauptfraktion d@elfiltration des KdpDcLICAUsp
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Proteins sind in Spuren 2-4 aufgetragen und deDdpC-H673Q Mutante in Spuren 5-7.
Aufgrund der deletierten Usp-Domane liegt die Hndtande der KdpDcLI@Usp Mutante
im Gel etwas niedriger als die KdpD Banden der egrd&lutanten. Die beiden zuséatzlichen
Banden bei 50kDa und 30kDa, die wahrend der Rengigron KdpD-6His nicht beseitigt

werden konnten, lie3en sich auch nach Reinigund/déanten im Gel detektieren.

Abb. 3.29: Reinigung der KdpD-Mutanten. Die Abbildung zeigt ein mit Coomassie Blau gefasbid% SDS-
Gel. Zum quantitativen Vergleich der KdpD-6His Mengurden jeweils 25ul Probe pro Spur aufgetragen.
Spur 1 wurden nur ca. 2ug Protein aufgetra@gur 1: KdpD-6His- G37A, K38A, T39C nach der Gelfiltration.
Spur 2: Solubilisat KdpDcLICAUsp. Spur 3: KdpDcLIC AUsp Elution der Ni-NTA Affinitatschromato-
graphie.Spur 4: KdpDcLIC AUsp Hauptfraktion der GelfiltratiorSpur 5: Solubilisat KdpDcLIC H673QSpur

6: KdpDcLIC H673Q Elution der Ni-NTA AffinititschromatographieSpur 7: KdpDcLIC H673Q Haupt-

fraktion der Gelfiltration.

Als nachstes wurden Bindetitrationen mit den Mutar®roteinen und ATP(M{ sowie
TNP-ATP(Md") durchgefiihrt. Auf die Bindetitrationen in Abweseit von Md'*-lonen
wurde in diesen Versuchen verzichtet, da schon b®iitdtyp-Protein keine grol3en
Unterschiede beziiglich der An- und Abwesenheit ugf*-lonen aufgetreten sind. Die

ermittelten k-Werte sind in Tabelle 3.3 aufgefihrt.

Kp ATP Ko TNP-ATP Ko ADP
Wildtyp KdpD-6His 150-200nM 4uM 140-160nM
KdpD cLIC H673Q ~ 230nM keine Bindung -
KdpD-6His-G37A, ~260nM ~7uM -
K38A, T39C
KdpDcLIC AUsp ~ 250nM ~ 5uM -

Tab.3.3: Die Interaktionen von KdpD-6His und KdpD-Mutanten mit Nukleotiden.
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Vergleicht man die verschiedenen-MVerte fir ATP, sieht man, dass die Werte der KdpD-
Mutanten nur geringfligig héher sind, als der Wes dlVildtyp-Proteins. Der gWert von
150-200nM fur ATP, sowie 140-160nM fur ADP des WiatProteins ergibt sich aus der
Zusammenfassung der Ergebnisse in An- und Abweitenoa Mg *-lonen. GroRere
Unterschiede zeigen sich bei deg-Werten von TNP-ATP. Wo der Wert der KdpDcLIC
AUsp Mutante noch relativ vergleichbar ist mit demg-Wert des Wildtyp KdpD, liegt der
Kp-Wert fir TNP-ATP der Walker A-Mutante deutlich l@shBei KdpD cLIC H673Q konnte
sogar keine TNP-ATP-Bindung festgestellt werdenraus interessante Schlussfolgerungen

gezogen werden konnten (siehe 4.5).
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4. Diskussion

4.1 Interaktionsstudien des ZweikomponentensystemisdpD/KdpE durch Etablierung
des “Bacterial Two Hybrid* Systems

Die Frage nach dem Stimulus, welcher von der S&imsase KdpD detektiert wird, ist noch
immer unbeantwortet. Aus diesem Grund sollte sigh Suche nach dem Reiz, der die
Signaltransduktionskaskade aktiviert oder an amd&tellen das Signal in seiner Starke
moduliert, in dieser Arbeit auf eine mogliche lateron von KdpD mit einem bisher
unbekannten Protein richten. Als Testverfahren wungerzu das “Bacterial Two Hybrid®
System verwendet. Diese Methode ermdglicht einaelmdsin vivo Screening und die
Selektion von funktionellen Interaktionen zwischemei Proteinen (Karimovat al., 1998).
Vermieden werden hierbei Solubilisierungs- und Airfigungsschritte von KdpD die zu
Beeintrachtigungen ben vitro Interaktionsstudien wie z.B. dem Pull-down Assérén
konnten. Die sich teilende Zelle mit ihrem komplexBroteinnetzwerken bleibt somit
erhalten.

Grundsatzlich wurden alle Anzuchten im “Bacteriatol Hybrid* System in Vollmedium
durchgefuhrt. Da die Gene, die fur die Fusionspmetéodieren, in den “BTHS"“-Vektoren
unter Kontrolle desac-Promotors liegen, werden diese Gene expremiedbhéngig davon,
ob sich die Zellen in Kaliumlimitation, also das g<8ystem induzierenden Bedingungen,
befinden. Desweiteren handelt es sich bei den “BT¥ktoren zwar um “low copy”
Plasmide, man muss jedoch beachten, dass die Mamgesynthetisiertem Protein
wahrscheinlich nicht die gleiche ist, wie die Menge Protein in der Zelle von den
entsprechenden chromosomal kodierten Genen. Diktibuoalitat der Fusionsproteine konnte
mittels normalerweise durchgefiihrten Komplementestudien nicht gezeigt werden. Im
Falle der Fusionsproteine, die die SensorkinaseDKHptreffen, wurde schon in friheren
“Bacterial Two Hybrid“ Studien von Feuerbaum (20@#xeigt, dass die “BTHS"-Vektoren
nicht den geeigneten Plasmidhintergrund liefern, daa Wachstum einedkdpD-Stammes
unter Kaliumlimitation zu komplementieren. Im Fallker Fusionsproteine der einzelnen
Untereinheiten des KdpFABC-Komplexes sowie derdsgnthasen musste auf Komplemen-
tationsstudien aufgrund von nicht vorhandenen, @@mzelnen Genen entsprechenden
Deletionsstammen verzichtet werden. Es muss also Reahmen der Analyse der

Testergebnisse grundsatzlich beachtet werden, dagative Ergebnisse, die auf keine
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vorhandene Interaktion zwischen zwei Proteinen hisen, auch durch nicht-funktionelle
Proteine zustande kommen kdnnten.

Um das “Bacterial Two Hybrid* System fir den Zwedieser Arbeit zu etablieren, wurden
zunachst bereits bekannte Interaktionen zwischeteiren getestet. Tatsachlich konnten in
dieser Arbeit Interaktionen zwischen den Mitgliededes Zweikomponentensystems
KdpD/KdpE detektiert werden, die bisher haupts&thliber Phosphorylierungsexperimente
gezeigt wurden (Zimmann, 1995). Interessant istbleieder Unterschied, der sich in den
Aktivitaten der Plasmidkombinationen KdpD18/KdpE2ind KdpD25/KdpE18 zeigt.
Wahrend die Kombination KdpD18/KdpEZ25 in eirfiGalaktosidase-Aktivitat von 100%
Miller Units resultierte, kam es bei der umgekehr®lasmidkombination KdpD25/KdpE18
nur zu einer Aktivitdt von 50% Miller Units. DiedBeobachtung koénnte sich durch die
unterschiedliche Lokalisation der T18 und T25 Fragta der katalytischen Untereinheit der
Adenylatzyklase, welche mit den zu testenden Rretefusioniert vorliegen, erklaren lassen.
Das T18 Fragment ist in der Kombination KdpD18/KdpEan den zum Cytoplasma
gewandten N-Terminus von KdpD fusioniert. Damitgtieder ebenfalls cytoplasmatisch
vorliegende C-Terminus frei und kann wie im RahrdenPhosphattbertragung wahrend der
Signaltransduktionskaskade mit dem Antwortregul&pE interagieren. Das T25 Fragment
ist in der Kombination KdpD25/KdpE18 an den C-Tarus der Sensorkinase gekoppelt, was
dazu fuhren konnte, dass der Antwortregulator Kdpkl nicht mehr frei mit dem C-
Terminus der Sensorkinase interagieren kann ursbemst zu einer Reduktion der Aktivitat
kommt. Die Tatsache, dass die T18 bzw. T25 Fusi@ueh eine sterische Hinderung bei der
Interaktion zweier Proteine sein kdnnen, muss saomitler Analyse des “Bacterial Two
Hybrid* Systems bertcksichtigt werden. Dabei giltl, dass je mehr Proteinkombinationen
getestet werden, desto gezielter lassen sich Rlilclsse auf die Interaktionen der zu
testenden Protein ziehen, wie z.B. bei KdpD18/Kdp&2d KdpD25/KdpE18.

Als weitere Kontrollen wurden die Plasmidkombinaga KdpD18/KdpD25 und
KdpE18/KdpE25 getestet, da es sich hier ebenfallbakannte Proteininteraktionen handelt.
Wie in Abbildung 1.3 gezeigt und auch bereits voeekinannet al., (1998) beschrieben,
sollte die Sensorkinase KdpD als Homodimer funkdlbraktiv sein, wahrend es beim
Antwortregulator KdpE im Laufe der Signaltransdokkaskade zu einer Dimerisierung des
Proteins kommt (Lucassen, 1998), infolgedessen képiit hoherer Affinitat als KdpE an
die DNA-Sequenz stromaufwarts de&dpFABC-Promotors bindet (Sugiurat al., 1992;



Diskussion 74

Nakashimaet al., 1993). Mittels des “BTHS" konnten in der vorleaglen Arbeit diese
Interaktionen bestatigt werden. Did. coli Zellen mit der Proteinkombination
KdpD18/KdpD25 wiesen eing3-Galaktosidase-Aktivitdit von ~55% Miller Units auf,
wogegen die Plasmidkombination KdpE18/KdpE25 nuf%3Aktivitat in Miller Units
zeigten. Die geringerB-Galaktosidase-Aktivitat von KdpD18/KdpD25 verglen mit der
Positivkontrolle des Leucin-Zippers, kénnte duréé dusatzlichen T18 und T25 Fragmente
am Protein erklart werden, welche die Dimerisierwgs Gesamtproteins beeinflussen
kobnnten. Bei Interaktionsstudien von KdpE und soraiich KdpE18/KdpE25 muss
bertcksichtigt werden, dass die Dimerisierung desitwArtregulators erst nach
Phosphorylierung der einzelnen Monomere stattfind@irch die Phosphorylierung des
Antwortregulators, kommt es wahrscheinlich zu eidenformationsanderung des Proteins,
welche schliel3lich die Dimerisierung von KdpE besgfigt. Da dieser Test jedoch unter nicht
induzierenden Bedingungen durchgefuhrt wurde, Ilegt die Interaktion von zwei nicht-
phosphorylierten Proteinen vor. Somit ist es wahegdich, dass die beiden KdpE Monomere
in abgeschwachter Form miteinander wechselwirkexs, @neut die verminderte Aktivitat im
B-Galaktosidase-Test erklaren konnte.

Nachdem das “Bacterial Two Hybrid“ System somitokgfeich fur das KdpD/KdpE-
Zweikomponentensystem etabliert werden konntetesolveitere Ansatze getestet werden,
um nach Analyse deB-Galaktosidase-Aktivitdten, Riuckschliisse auf striddte Wechsel-
wirkungen einzelner KdpD Doméanen mit dem KdpD Wiifgirotein und dem
Antwortregulator KdpE ziehen zu kénnen. Dabei zegjth eine funktionelle Interaktion von
KdpE nur im Falle der Fusionsproteine KdpE25/NTDD&se Beobachtung erweist sich als
interessant, beriicksichtigt man frihere StudienNetierminalen Doméane der Sensorkinase.
Heermanret al. (2003) konntenn vivo zeigen, dass die N-terminale Domé&ne von KdpD eine
semikonstitutive kdpFABC-Expression verursacht. Dieses Phanomen trat jeduchin
Anwesenheit des Antwortregulators KdpE mit intaki®rosphorylierungsstelle auf, wobei
jedoch auch gezeigt wurde, dass die N-terminale @wrallein nicht in der Lage war KdpE
zu phosphorylieren. KdpE scheint hiarvivo auf eine andere Art und Weise phosphoryliert
zu werden. Schlief3lich wurden zwei mogliche Modellg Interaktion der N-terminalen
Doméane von KdpD mit KdpE aufgestellt. Das erste Mbbesagt, dass die Interaktion zu
einer Stabilisierung von phosphoryliertem KdpE fiilwahrend das zweite Modell eine

Stabilisierung der Bindung von KdpE~P an die DNArdfu die N-terminale Doméne
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diskutiert (Heermanst al., 2003). Eine Wechselwirkung zwischen der N-teatén Domane
von KdpD und dem Antwortregulator KdpE konnte ies#r Arbeit bestéatigt werden. Eine
Interaktion mit der CTD inklusive den Transmembm@ménen (=TMC) von KdpD mit KdpE
konnte Uberraschenderweise nicht nachgewiesen wemd®vohl es sich hierbei um die
Transmitterdomane handelt, die aul3erdem die Phodmrangsstelle enthalt. Scheinbar ist
auch hier die Anwesenheit der NTD der Sensorkimade/endig, um das Protein eventuell
richtig zu positionieren bzw. zu stabilisieren. &iweitere Erklarung kénnte sein, dass die
TMC von KdpD phosphoryliert vorliegen muss, um iKdpE interagieren zu kdnnen, was
unter den gegebenen Versuchsbedingungen nichiadlesd.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten in gétasteten Plasmidkombinationen
beziglich des Wildtyp KdpD und der Domanen NTD UMC (-Galaktosidase-Aktivitaten
im Bereich von 50-100% Miller Units ermittelt werdedie demzufolge auf Interaktionen
zwischen dem Wildtyp KdpD mit den jeweiligen Doménkinweisen. Die strukturellen
Homologien der Doméanen des Proteins scheinen aishan, um mit KdpD zu dimerisieren.
Lediglich die Plasmidkombination KdpD18/TMC25 zemgtr eine schwache Interaktion, was
jedoch im Einklang mit den bereits oben diskutierEgebnissen der Plasmidkombination
KdpD18/KdpD25 steht. Heermanet al. (2000) konnten auf3erdem zeigen, dass die N-
terminale Doméane die membranverankerte C-termiDal@ane von KdpD komplementiert.
Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit ebenfaitdtigt werden.

Desweiteren wurden Interaktionen zwischen KdpD-izan mit Teildeletionen bzw. einer
Punktmutation und dem Wildtyp KdpD Protein getedbeé Ergebnisse zeigen, dass in allen
Fallen Interaktionen zwischen den Proteinen awdtretwas darauf hinweist, dass trotz
kleinerer Teildeletionen, die daraus mdglicherweesiltierenden Konformationsanderungen
nicht die Dimerisierung der Sensorkinase beeinflassDie Homologiebereiche der
interagierenden Proteine scheinen auszureichenie@rfusionierten T18 und T25 Fragmente
in enge Nachbarschaft miteinander zu bringen. Inkleng mit den detektierten Interaktionen
sind die Ergebnisse der Transdominanzstudien didsetanten bezuglich des KdpD
Wildtypproteins von Andreel3en (2007). Hierbei zemgtdie Mutanten Kdp\Argl und
KdpD AArg2 einen rezessiven Phanotyp gegeniber dem WIBiIRrdDie Mutanten allein
konnten ein Fehlen des WT KdpD nicht komplementiergerden sie jedoch in der Zelle
neben dem WT KdpD synthetisiert, ordnet sich dekiive Ph&notyp dieser Mutanten dem
aktiven Phanotyp des WT KdpD unter und das aus daf-Protein und dem
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Mutantenprotein zusammengesetzte KdpD Dimer zénginePhéanotyp vergleichbar mit dem
WT-Protein. Der Transdominanztest mit der MutantipBIATM1-4 zeigte, dass sich diese
Mutante dominant gegenuber dem WT verhalt. Da di$eD Mutation zu einem semi-
konstitutiven Phanotyp fuhrt, scheint diese Mutaatd jeden Fall aktiv zu sein und der

veranderte Phanotyp eher mit einer dereguliert@sptiatase-Aktivitdt zusammenzuhangen.

4.2 Die Interaktion der Sensorkinase KdpD mit der KipB Untereinheit des KdpFABC-
Komplexes

Mittels des “Bacterial Two Hybrid“ Systems wurdereiterhin mogliche Interaktionen der
Sensorkinase KdpD mit den verschiedenen Unterdgrhedes KdpFABC-Komplexes
getestet. Hierbei zeigte sich nur im Fall von KdpiBe Interaktion, welche in hohe
Galaktosidase-Aktivitaten (Proteinkombination Kd@RdpB18) resultierte. Um eine
Interaktion dieser beiden Proteine in Betracht mhen, sollte zunachst die Funktion von
KdpB néher erlautert werden. KdpB stellt die kaiahe Untereinheit des KdpFABC-
Systems dar und umfasst die vier allgemeinen fonktien und strukturellen Domanen von
P-Typ ATPasen (Greie & Altendorf, 2007). Dazu gembdie Transmembrandoméane (TM-
Domane) mit sieben Transmembranhelices (Bramkampli&ndorf, 2004), welche die
Hydrolyse von ATP mit dem lonentransport koppeltl uhe Phosphorylierungsdomane (P-
Doméne) mit dem konservierten DKTGT Motif (Axels&nPalmgreen, 1998). Dieses Motif
enthalt den Aspartatrest D307, welcher durchydiRhosphorylgruppe von ATP reversibel
phosphoryliert wird. Die  Phosphorylierungsdoméne t isstrukturell mit der
Transmembrandoméane verbunden, wobei die funfte sSfimambranhelix in die
Phosphorylierungsdoméane hineinragt und knapp udégr Phosphorylierungsstelle endet.
Desweiteren findet man die Attenuatordomane (A-Doep)a welche durch kurze
Linkersequenzen an die Transmembrandoméne gekappehd ebenfalls ein konserviertes
Motif tragt, welches einen Einfluss auf die Dephuospylierung des E2~P Zustands von P-
Typ ATPasen hat. In der Nukleotidbindedomé&ne (N-Boe) von KdpB (KdpBN) liegt das
Nukleotid in einer Bindetasche so orientiert vogssl dasy-Phosphat aus der Tasche
herausragt und somit zum konservierten AspartattessPhosphorylierungsdoméne gerichtet
ist. Einen Einfluss auf die korrekte Orientierurofpaint hier aul3erdem die Untereineit KdpC
auszulben. Als katalytisches Chaperon bindet ef\@iRsan der Ribose und sorgt so fur die
richtige Positionierung des ATP innerhalb der Biadehe (Greie & Altendorf, 2007).
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Die verschiedenen Funktionen der einzelnen KdpB &wmmn und die zum grol3ten Tell
cytoplasmatische Lokalisation dieser Domanen koéwmsatzpunkt fur eine Interaktion mit
KdpD sein. Eine erste Aussage zur Art und Weiseremdglichen Interaktion liefern die
Plasmidkombinationen. Nur die Proben mit der Pni@mbination KdpD25/ KdpB18 zeigen
hohe-Galaktosidase-Aktivitaten, was bedeuten konntes aaur der C-Terminus von KdpD
mit dem N-Terminus von KdpB interagiert. Ist das8THragment mit dem N-Terminus der
Sensorkinase fusioniert, nehmen dieGalaktosidase-Aktivitditen der Proben mit der
entsprechenden Proteinkombination KdpD18/KdpB25~dii% Aktivitat in Miller Units ab.
Dies schlie3t eine mdgliche Interaktion tber dermé¥minus jedoch nicht aus, die N-
terminale Domane von KdpD muss eventuell im natiZeistand vorliegen, um mit KdpB
interagieren zu kénnen. Da nur die N-terminale Doendon KdpB zum Cytoplasma gewand
vorliegt, scheidet hier der C-Terminus als Inteiaidpartner fir KdpD automatisch aus. Um
nun néhere Aussagen beziglich der mdglichen Inieredstelle treffen zu kdnnen, wurden
weitere Proteinkombinationen getestet. Hierfir vemrdlas Plasmid pKdpB18 und Derivate
des pKdpD25 Plasmides getestet, welche zum eirnegiridelne Doménen der Sensorkinase
(NTD25 bzw. TMC25) oder aber fur Deletionen in KdgikdpD ATM1-4, KdpD AArgl/2)
sowie fur die Punktmutante KdpD E509K kodieren. Bder Verwendung der
Proteinkombinationen KdpB18/NTD25 und KdpB18/TMCO&inten hohgd-Galaktosidase-
Aktivitdten im Bereich von ca. 40% Miller Units nbei KdpB18/NTD25 ermittelt werden,
was somit einen Hinweis liefern kdnnte, dass dieefinale Domane von KdpD wichtig fur
eine Interaktion mit KdpB18 ist. Die Transmembramdmen und die C-terminale Domane
(TMC) von KdpD scheinen fur eine Interaktion mit &l also nicht auszureichen. Betrachtet
man das Ergebnis d@sGalaktosidasetests bezuglich der Plasmidkombind&idpD E509K
25 und KdpB18, zeigte sich, dass die Punktmutatreinbar keinen negativen Einfluss auf
die Interaktion hat, da di@-Galaktosidase-Aktivitat verglichen mit Proteinkomddion
KdpD25/KdpB18 identisch ist (60%). Bei den Protanibinationen von KdpB18 und den
KdpD-Teildeletionen konnten hingegen nur niedr@y&alaktosidase-Aktivitaten (10-20%)
detektiert werden, weshalb den Transmembrandom&meh dem Arginincluster fir die
Interaktion mit KdpB neben der N-terminalen Domairee Bedeutung zugeschrieben werden
konnte.

Hinweise auf Interaktionen zwischen Sensorkinased Broteintransportern wurden auch

schon in anderen Systemen untersucht und disk(fietsch & Jung, 2009). Ein Beispiel ist
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der hoch affine Phosphattransporter PstSgABelcher in E. coli unter Phosphat
limitierenden Bedingungen als primargrTPansporter fungiert und unter anderem Uber das
periphere Membranprotein PhoU mit dem Zweikomposesystem PhoR/PhoB interagiert
(Steed & Wanner, 1993; Wanner, 1996). Bei Phosphigdition im Medium aktiviert das
Zweikomponentensystem die Expression gbs-Regulons, bestehend aus den Genen, die
nicht nur fir das Zweikomponentensystem kodieremgndsern auch fur den
Phosphattransporter PstSCABund die alkalische Phosphatase. Bei ausreichender
Phosphatkonzentration im Medium wird die Phospleafsdivitat von PhoR durch den
Transporter PstSCABaktiviert, was in der Dephosphorylierung des Antwagulators und
somit der Repression deio-Regulons resultiert (Carmargt al., 2003). Wie genau die
Interaktion zwischen dem Transporter und der Sénsase des Systems verlauft ist noch
unbekannt. Ein weiteres Beispiel liefert das Zweikonentensystem DcuS/DcuR und der
Fumarat/Succinat Antiporter DcuB. Die Deletion degB Gens fiihrte zu einer konstitutiven
Expression dedcuS unddcuR Gene, sowie weiterer Gene, die wiederum unter itatdes
Antwortregulators stehen, was darauf hinweist, diessZweikomponentensystem durch den
Antiporter reguliert werden kénnte. Nach weitereerdlichen konnte gezeigt werden, dass
Aminosauren im C-terminalen Teil des Antiporterschtig fur die Regulation der
Sensorkinase sind (Kleefeftial., 2009). Der genaue Mechanismus der Interaktioschen
der Sensorkinase und dem Antiporter ist auch leehmnklar. Nichtsdestotrotz wird auch in
diesem Falle ein “Fine-tuning” bezlglich der Sewsit des Zweikomponentensystems
durch den Antiporter diskutiert. Wahrend die Sekis@ase die GDicarboxylat
Konzentration im Periplasma detektiert, konnte Aatiporter eher den metabolischen-C
Dicarboxylat Fluss durch die Membran detektiereab&r beide Signale schlief3lich auf dem
Level der Transkription miteinander integriert wemdKleefeldet al., 2009).

Somit kdnnte sich auch ein Modell fur die Interaktder Sensorkinase KdpD mit der KdpB-
Untereinheit des KdpFABC-Komplexes aufstellen lasg&bb.4.1). Die Sensorkinase auto-
phosphoryliert und Utbertragt den Phosphatrest auaf Aintwortregulator. Im dimerisierten
und phosphorylierten Zustand weist KdpE eine holénigt fur eine DNA-Sequenz
stromaufwarts dekdpFABC-Promotors auf und initiiert so die Transkriptioes«kdpFABC-
Operons. Steigt die Kaliumkonzentration im Mediuneder an beziehungsweise nimmt die
Konzentration an Klonen im Cytoplasma der Zelle zu, konnte dies ¥@ipB oder einer

anderen Untereinheit des KdpFABC-Komplexes detdktied durch eine Interaktion der N-
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terminalen Domé&ne von KdpB mit der N-terminalen Bom von KdpD uber die
Transmembrandomé&nen und dem sich anschliessendgmn&tuster weitergeleitet werden.
Das Ergebnis koénnte ein Wechsel von der Kinase-Phosphatase-Aktivitat des Proteins
sein. Bisher ist dazu bekannt, dass es sich hierbeginen durch Konformationsanderungen
des Proteins verursachten elektrostatischen Wenbsbbanismus handelt (Jung & Altendorf,
1998a). Die Analyse flunf verschiedener konstitutitelpD-Mutanten von Brandost al.
(2000) zeigte, dass wahrend die Kinase-Aktivitataréndert war, bei zwei dieser Mutanten
die Phosphatase-Aktivitat reduziert vorlag und theii dieser Mutanten eine Aktivitat der
Phosphatase nicht detektiert werde konnte. Die li#rigee wiesen darauf hin, dass die
Initiation der Signaltransduktion durch KdpD dureine Inhibierung der Phospho-KdpE
spezifischen Phosphatase-Aktivitat von KdpD vermdtitivird, was dazu fuhrt, dass sich
Phospho-KdpE anhauft und so die Expression des KB@FSystems aktiviert.

Die Ansammlung positiv geladener Argininreste, fdiledie Interaktion der Sensorkinase mit
KdpB als wichtig erscheinen, da Deletionen dieseseeiBhes von KdpD die Interaktion mit
KdpB verhindern, kénnten ebenso fur den Wechsel Kimrase- und Phosphatase-Aktivitat
von Bedeutung sein (Jung & Altendorf, 1998a). Kdpoteine mit einer Deletion im
Arginincluster zeichnen sich durch einen inaktivrénotyp aus, welcher ckdpFABC Gene
nicht mehr induziert (Andreel3en, 2007). Ist dasiingluster essentiell fir die Regulation
der Kinase- und Phosphatase-Aktivitat, ware est&edtich, dass das Protein keinen aktiven
Phanotyp mehr aufzeigt, da bei Deletion des Arginisters nun weder die elektrostatischen
Vorraussetzungen fur die Kinase- noch fir die Phatgse-Aktivitat des Proteins gegeben
waren. Auch die Transmembrandomanen von KdpD sehemach Ergebnissen mit dem
“BTHS" fur die Interaktion von KdpB wichtig zu seimvas ein weiterer Hinweis dafir sein
konnte, dass es sich bei der Interaktion um einguR&on der Kinase- und Phosphatase-
aktivitdt handelt. Die Deletion der vier Transmemnirelices fuhrt zu einem konstitutiven
KdpD Phanotypin vivo mit Kinase-Aktivitatin vitro (Junget al., 1998; Heermanset al.,
2003b; Zimmannret al., 2007). Der konstitutive Phéanotyp lieRe sich miiter denkbaren
Interaktion zwischen der N- und C-terminalen Domawen KdpD erklaren, die
Transmembranhelices scheinen allerdings flr dieekte Positionierung des Proteins in der
Membran verantwortlich zu sein (Heermaanal., 2003b). Ist diese Positionierung nicht
mehr gegeben, kdnnte es mdglich sein, dass auchAmmsinclusters nicht mehr an der

korrekten Stelle liegt, und so der Wechsel zwisctienKinase- und Phosphatase-Aktivitat
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nicht mehr gewahrleistet ist, was in einer standig@mase-Aktivitat des Proteins resultieren
konnte.

Befinden sich die Zellen in einem Medium ausreicteanK’-Konzentration kénnte sich die
Sensorkinase stets im Phosphatasemodus befinderhedauten wirde, dass KdpB solange
mit KdpD interagiert. Andern sich die Wachstumshgdingen der Zelle aufgrund von'K
Limitation konnte auch dies durch einen unbekanntgchanismus detektiert werden,
resultierend in einer Konformationsanderung von Bdpnd der Freigabe von KdpD.
Vorraussetzung fur dieses Modell ist ein niedri@Geandniveau der Proteine des KdpFABC-
Komplexes. Erste Hinweise auf ein solches Grundnivéiefern Proteomanalysen von
Hammeret al. (Zimmann, personliche Mitteilung).

A K*-Limitation B hohe K*-Konzentration
@ ®
.. ® KdpB KdpD
® KdpB KdpD ®
N AYA|
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Abb. 4.1 Schematische Darstellung des Modells furielmdgliche Interaktion von KdpD mit KdpB.
A) Unter K’ limitierenden Bedingungen findet die Autophosplieryng von KdpD statt. Der Phosphatrest wird
auf KdpE Ubertragen, welches nun dimerisiert unctldBindung an die DNA stromaufwarts dedpFABC-
Promotors, diekdpFABC-Transkription induziert. Eine Interaktion zwisch&upB und KdpD findet unter
diesen Bedingungen nicht statt.
B) Steigt die K Konzentration im Medium oder im Cytoplasma an,ikéndies vom KdpFABC-Komplex durch
einen noch nicht bekannten Mechanismus detektierti@n. Ein Konformationwechsel von KdpB kénnte nun
dazu fuhren, dass die N-terminale Doméane von KdpBder N-terminalen Doméne von KdpD wechselwirkt
und dieses Signal Gber die TransmembrandoméanerAzgimin-Cluster weitergeleitet wird. Das Resultéser
Interaktion kodnnte eine Konformationsdnderung vordpB sein, die mit einem elektrostatischen
Wechselmechanismus von der Kinase- zur Phosphatdsatiat des Proteins verbunden ist. Somit wiiree d
Antwortregulator dephosphoryliert werden und von@BA dissoziieren. Die Transkription dkdpFABC Gene

findet schlieRlich nicht mehr statt.
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4.3 Die Interaktion der Sensorkinase KdpD mit der @ycerol-3-Phosphat
Acyltransferase PIsB

Auf der Suche nach dem Reiz, der von KdpD detaktind, beschaftigten sich Hamaeh

al. (2008) mit einem moglichen Zusammenhang von Timgderungen und dekdp-
Expression mit dem Ergebnis, dass unter Kaliumtiearenden Bedingungen Turgor nicht der
Reiz zu sein scheint. Hierzu wurden cytoplasmagéisdfolumenmessungen unter den
Bedingungen Kaliumlimitation und erhéhte Osmoldritdurchgefiihrt und festgestellt, dass
ein  Schrumpfen des Cytoplasmas wie bei osmotisclstragsten Zellen, unter
Kaliumlimitation nicht zu beobachten ist, wobei didpFABC-Expression aber maximal
vorlag. Bei dem Reiz der erhdhten Osmolaritat kenhtngegen eine Reduktion des
cytoplasmatischen Volumens der Zelle beobachtedeverdiekdpFABC-Expression lag aber
diesmal nur moderat und transient vor. GroRere Amdgn des cytoplasmatischen
Volumens wurden auch durch eine Erhéhung der Ositalanittels 0.4M KCI erreicht, mit
dem Ergebnis einer nichtinduziertedpFABC-Expression, was schliel3lich gegen die Theorie
sprach, dass Anderungen des Zellturgors der Reizlifi Sensorkinase sein konnte. Auf
dieser Grundlage diskutierte Hamann (2008), dasBRde, den die Sensorkinase wahrnimmt,
von Prozessen abhéngig ist, die mit der Zellelangalvdhrend des Wachstums verbunden
sind. Es konnte also sein, dass KdpD Vorgédnge tletek die bei ausreichender
Kaliumkonzentration in der Zelle kontinuierlich abfen, wie z.B. der Einbau von
Phospholipiden in die Cytoplasmamembran bei stetiJairgordruck. Die Wahrnehmung
eines solch konstanten Prozesses wirde die Semasekin einem “Off* Status halten,
wahrend eine Unterbrechung dieses Prozesses Kdpfzhalten wirde. In diesem
Zusammenhang ist die Beobachtung von Bedeutung, dlakdpFABC-Expression im Falle
einer erhdhten Osmolaritat im Medium transienuisti unter Kaliumlimitation nach Zugabe
kleiner Mengen Kalium zum Medium abgeschaltet widées kénnte bedeuten, dass so lange
die Zelle in der Lage ist sich stetig zu vergroRedie kdpFABC-Expression uninduziert
bleibt. Nach einem osmotischen “Upshift® konntere dZellen zunachst weniger eine
Reduktion des Turgors erfahren, sondern eher emigpetiode wahrnehmen, in der der
Turgordruck nicht stetig ansteigt. Sobald der Tudgack wieder etwas Uber dem Niveau wie
vor dem “Upshift” liegt, nimmt das Niveau dkdpFABC-Expression ab, was durch RT-PCR

Daten gezeigt werden konnte. Hamann (2008) konas$étzlich die Beobachtung machen,
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dass bei stationaren Zellen unterldmitation keine ZellvergroRerung mehr stattfingdene
es bei stationaren Zellen in Medium mit ausreicleend-Konzentration der Fall war.

Zu diesen Beobachtungen ist nun ein Modell erfdicter dass erklart, wie KdpD die
permanente Insertion von Phospholipiden in die flgmamembran detektiert. Aufgrund

dieser Theorie sind die Lipidbiosynthseenzyme Ris& PssA von Bedeutung (Abb.4.2).

Glycerol-3-Phosphat
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Abb. 4.2 Biosyntheseweg der Phospholipide vorE. coli (veréndert nach Cronan, 2003) Der
Phospholipidgehalt in E.coli setzt sich aus den drei Phospholipiden Phospheticdinolamin,
Phosphatidylglycerol und Cardiolipin zusammen, der8ynthese aus dem Vorstufenmolekil CDP-
Diacylglycerol stattfindet. DieGlycerol-3-Phosphat Acyltransferase PIsB katalysiegzben PISC den ersten
Schritt des Biosynthesewegs, wo Uber das Zwiscloelust Phosphatidylsaure schlieRlich das Vorlauféekid
gebildet wird. PIsB Ubertragt eine Acylgruppe auydgrolphosphat, 1-Acylglycerolphosphat wird danmah
PIsC erneut acyliert. Die Acyl-ACP Endprodukte d@ttsduresynthese bilden hier die priméaren Acyldeno
Somit wird auf dieser Stufe der Phospholipidsyrghediese mit der Fettsduresynthese koordiniert. Die
Phosphatidylserin-Synthase PssA katalysiert deeereiSchritt in der Umwandlung des CDP-Diacylglydemu

Phosphatidylethanolamin, was final einen Anteil V&% des GesamtlipidgehaltesHreoli ausmacht.

Wie das Schema des Biosyntheseweges der Phospledlipfbbildung 4.2 zeigt, nehmen die
Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase (PIsB) und @&osphatidylserin-Synthase (PssA)
bedeutsame Stellungen im Syntheseweg der Phospl®lgin und kdnnten somit als
Interaktionspartner der Sensorkinase KdpD zur Detekder Phospholipidinsertion in die

Membran in Frage kommen. Wahrend PIsB den erstehritSczur Bildung des
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Vorlaufermolekils aller Phospholipide katalysierst PssA an der Umwandlung des
Vorlaufermoleklls CDP-Diacylglycerol zu dem Hauptppholipid derE.coli Membranen
Phosphatidylethanolamin beteiligt. Es wurde nun ‘amann (2008) das Modell zur
Reizwahrnehmung aufgestellt, dass diese Enzymekiivea Zustand mit KdpD interagieren
und in einem “Off* Status halten. Tritt der Fallfadass der Turgor konstant bleibt und die
Zellmembran somit nicht vergré3ert werden mussnk@sich die Aktivitat dieser Enzyme
andern bzw. reduzieren, was wiederum einen Einfaudsdie Sensorkinase KdpD haben
konnte. KdpD kénnte diese Veranderung wahrnehmehimreinen “On“ Status Ubergehen.
Somit wirde diekdpFABC-Expression induziert werden und Kalium in die Zaflelangen.
Die Aufnahme von Kaliumionen in die Zelle wére naitner Erhdhung des Turgors
verbunden, was zur Folge hat, dass die Zelle dedidrt sich auszudehnen. Mittels Einbau
von Phospholipiden in die Membran wirde diese Aslgerung stattfinden kénnen. Durch
die nun wieder aktivierten Proteine PIsB und Pssfde die Sensorkinase letztlich wieder in
den “Off* Status zurtckkehren. Aus diesem Grund deum dieser Arbeit eine mogliche
Interaktion der Sensorkinase mit PIsB und PssA efsitdes “BTH" Systems getestet.
Tatsachlich konnte im Falle von PIsB eine Interaktmit KdpD festgestellt werdek. coli
Zellen transformiert mit der Plasmidkombination pR25/pPIsB18 zeigtefd-Galaktosidase-
Aktivitaten von ca. 80% Miller Units. Ferner zeigteie Plasmidkombinationen der KdpD
Teildeletionen bzw. der Punktmutante mit PIsB18iikiten im Bereich von 30-60% Miller
Units. Die Interaktion zwischen der Sensorkinase der Acyltransferase scheint somit
unabhangig von der Anwesenheit der TransmembranademBzw. des Argininclusters von
KdpD zu sein. Interessant ist das Ergebnisi€alaktosidasetests bei denencoli Zellen
mit den Proteinkombinationen der einzelnen Doméwmen KdpD und PIsB18 getestet
wurden. Hier zeigt sich, dass fur eine Interaktdie N-terminale Doméne von KdpD
ausreicht, um mit dem PIsB Protein zu interagieB=.Verwendung der Proteinkombination
der C-terminalen Doméne und den Transmembrandungeg&(TMC25) und PIsB18 konnte
hingegen keinerlei Aktivitat imp-Galaktosidasetest nachgewiesen werden. Desweiteren
zeigten Proben mit der umgekehrten PlasmidkomlunalidpD18/PIsB25 ebenfalls kaum
Aktivitat. Das fusionierte T18 Fragment am N-Teromsn von KdpD koénnte hier
Wechselwirkungen mit PIsB storen, so dass es zmekdnteraktion zwischen den beiden
Proteinen kommen wirde. Im PIsB18 Plasmid ist dd8 Fragment ebenfalls mit dem N-

Terminus des Proteins fusioniert, wobei das T29ent im Plasmid PlsB25 mit dem C-
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Terminus des Proteins fusioniert ist. Es handetth sbei PISB um ein integrales
Membranprotein mit zwei Transmembrandurchgangen bedle N- und C-terminalen
Doménen liegen cytoplasmatisch vor (Gonzalez-Batal., 2001; Pellon-Maisoret al.,
2006). Aussagen zu Interaktionen stérenden Fusitassen sich hier eher nicht treffen, da
nur das PIsB Wildtypprotein getestet wurde und hathzelne Domé&nen oder Derivate des
Proteins, was nahere Information dazu liefern kénnSo ergibt sich schliel3lich das Fazit,
dass eine Interaktion der N-terminalen Domane @sis&kinase KdpD mit der Glycerol-3-
Phosphat Acyltransferase PlIsB tatséchlich stagfindkdonnte. Ein Modell der
Reizwahrnehmung von KdpD uber die Detektion derspholipidinsertion in die Membran
durch PIsB kénnte somit durchaus in Frage kommem Bedeutung wére in diesem Falle
auch die Ubergeordnete Regulation des PIsB Protgi@siamit einen indirekten Einflu3 auf
KdpD ausiben kdnnte. Guanosin-3'5 -BispyrophosigbpGpp) ist ein globaler Regulator
der Genexpression und RNA-Synthese (Magnusgoal., 2005), welcher auch flir die
Regulation der PIsB Aktivitat verantwortlich ist.ieDPIsB Aktivitdt wird in vivo durch
erhdhte ppGpp Mengen inhibiert, was in der Anhagfuon Acyl-ACP (siehe auch Abb.4.2)
resultiert und mit dieser verbunden, eine Redunigrder Fettsauresynthese verursacht. Die
Inhibierung des Fettsdure- und Phospholipidsynthdeech ppGpp kann durch eine
Uberexpression von PIsB aufgehoben werden (Hettd., 1994). Somit funktioniert die
Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase als Koordinater Bildung der Phospholipide mit der
makromolekularen Biosynthese und dem Zellwachstdharig & Rock, 2008). Der globale
Regulator ppGpp wiederum setzt sich aus GTP und A@i®ammen, als Antwort auf
Nahrstoffmangel und Stress (Magnussbal., 2005). ppGpp bindet an die RNA-Polymerase
und inhibiert die Transkription von Genen, die agll\@achstum beteiligt sind und induziert
die Transkription von Genen die fur Stressresistemad dem Uberdauern wahrend
Nahrstoffmangels wichtig sind. Somit konnte ein Mibaur Interaktion von KdpD und PIsB
aufgestellt werden, in welchem sich diese beidasteifre in einem ganzen Netzwerk von
Proteinen befinden kdnnten, die sich gegenseitigerurverschiedenen Bedingungen

beeinflussen und unter der globalen Kontrolle vpGpp stehen.
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4.4 Die Reinigung der Sensorkinase KdpD und das @merisierungsverhalten des
Proteins

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Sensorki@ddpD biochemisch naher charakterisiert
werden. Dazu sollte ein effizientes Reinigungsgolio entwickelt werden, welches die
native Form der Sensorkinase erhdlt und im Optaflalfdie Grundlage zu
Kristallisationsexperimenten bildet.

Zu Beginn wurden verschiedene Expressionssystetestge wie unter Punkt 3.2.1 und 3.2.2
beschrieben. In diesem Zusammenhang konnte die eEsipn von kdpD-10His in
Lactococcus lactis mit Hilfe des Nisin induzierbaren GenexpressiongsysNICE (Geertsma
& Poolman, 2007; MoBiTec 2010) erfolgreich etalligrerden. Die Vorteile, die dieses
System liefert sind bereits unter Punkt 3.2 bestlem. Nach Praparation der
Membranvesikel konnte KdpD-10His mittels der Deésrgjen Decylmaltopyranosid oder
Dodecylmalto-pyranosid weiterhin gut aus der Membvan L. lactis solubilisiert werden.
Da sich in den darauffolgenden Schritten allerdihgsausstellte, dass KdpD-10His dus
lactis Zellen das gleiche Verhalten wahrend der Reinigeeigte, wie KdpD-6His auis. coli
und sich die Anzucht voE. coli Zellen unter aeroben Bedingungen im grof3en Malitab
praktischer und effizienter erwies, wurde auf weitgergleichende Reinigungsschritte mit
KdpD-10His aud.. lactis verzichtet.

Die Solubilisierung von KdpD-6His mittels verschesar Detergenzien einprozentiger
Konzentration zeigte zunachst, dass sich das Rrgtdi aus der Membran herauslésen lasst.
In friheren Versuchen resultierte die Solubilisrgruder Sensorkinase entweder in einem
inaktiven Protein (Nakashimet al., 1993) oder KdpD-6His konnte unter Verwendung von
Dodecylmaltopyranosid nur zu 50% aus der Membranbgdwsiert werden und mit 2-azido-
[a-*P]-ATP markiert werden (Jurgj al., 1997). Da die Solubilisierung mittels der in Ehé
3.2 zusammengefassten verschiedenen Detergensteim fadem Fall sehr hoch lag und die
Verwendung von Dodecylmaltopyranosid laut Jehgl. zumindest zu einer Markierung des
Proteins mit 2-azidog[->*P]-ATP fiihrte, wurde auch in dieser Arbeit Dodecattopyranosid
benutzt, um KdpD-6His aus der Membran zu l6sen.eiimem anschlieBenden Kinase-
Aktivitatstest mit radioaktivemyf*?P]-ATP konnte die Autophosphorylierungsaktivitéatsde
membrangebundenen Proteins detektiert werden. Rasraliogramm in Abbildung 3.21
zeigte hier unter denaturierenden Bedingungen zimaneeine Bande auf Hohe von ca.

100kDa, die dem Monomer von KdpD-6His entspriclinzanderen eine schwachere Bande
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oberhalb der 170kDa Marke, welche der dimeren dud@ner oligomeren Formen der
Sensorkinase entsprechen konnte. Die Proben desbifgadts zeigten im Autoradiogramm
ebenfalls eine Bande oberhalb der 170kDa Marke,gii€her Hohe mit der schwéacheren
Bande der Membranvesikel-Probe. Die Detektion di&mnde konnte ein Hinweis darauf
sein, dass die Autophosphorylierungaktivitat ddsitsbsierten Proteins noch vorhanden ist,
jedoch in der dimeren oder héher oligomeren ForsmRi®teins und aufgrund der einzelnen
schwachen Bande, nur in reduzierter Form.

Wahrend der Reinigung von KdpD-6His zeigte sichwdg@®ren zunéchst ein immer
wiederkehrendes Laufverhalten des Proteins aufSigrerdex 200 Saule, resultierend in
einem Peak innerhalb des Ausschlussvolumens dele.S@uséatzlich zeigte sich eine
Verschiebung des Absorptionsspektrums der KdpD-@Hibaltenden Fraktionen in Richtung
einer Wellenlange von 260nm. Diese Beobachtungamtkda durch DNA-Verunreinigungen
in den Proteinproben erklart werden, obwohl wahreled Zellaufschlusses DNAse zur
Hydrolyse der DNA eingesetzt wurde. Nach Gelfilbat mit der Sephacryl S400 Saule
konnte dieses Problem gelost werden, indem diegele@naterial in der Lage war, die DNA
von der Proteinlésung zu trennen. Wurden schlib3tdee DNA-freien Proteinfraktionen
erneut auf eine Superdex 200 Saule auftragen,ezesigh ein kleiner Peak bei ca. 11ml
(~440kDa) und ein Hauptpeak bei ca. 12ml (~200kgs Ergebnis der SDS-PAGE der
einzelnen Fraktionen dieser Peaks sowie des nativels dieser Proben liefert erneut
Hinweise, dass es sich um verschiedene Oligomarigigustande der Sensorkinase handeln
konnte. Da die Uber die Aminosduresequenz kalkelierolekulare Masse von KdpD bei
99.6kDa liegt, wirde es sich bei den Banden debd’des 11ml Peaks hauptsachlich um
trimere und tetramere Formen des Proteins hanaghrend es sich bei den Banden der
Probe des Hauptpeaks um Dimere und Monomere vorDKugndeln wirde. Es wurde
bereits von Heermanat al. (1998) postuliert, dass es sich bei KdpD um eomiddimer
handelt. Diese Aussage basiert auf Bestimmungemdikularen Masse des Proteins mittels
Gelfiltration und Sucrose-Dichtegradientenzentréftign. Ergebnisse nativer Gele, die auch
hier drei Banden zeigten, die fur monomere, dimgreé tetramere Formen von KdpD stehen
wurden, wurden hier mit der Tendenz des Proteinaggregieren erklart. Diese Erklarung
kénnte auch in diesem Falle zutreffen und es wiside bei den oligomeren Formen der
Sensorkinase des 11ml Peaks hauptséchlich um ufisgiez Proteinaggregate handeln. Im

Allgemeinen wurde bisher von Sensorkinasen wie &@avZ, CheA, ArcB oder NtrB
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angenommen, dass sie als Homodimere funktionieDaritg et al., 1999; Suretteet al.,
(1996); Tanakat al., 1998; West & Stock, 2001). In den neuesten $tudur Sensorkinase
DcuS von Scheet al., (2010) aber konnten erstmals mittels FRET und dirdgsg Daten
oligomere Formen von DcusS, darunter neben der é@melie tetramere Form des Proteins, in
lebenden Zellen, bakteriellen Membranen und Priggesbmen gezeigt werden. Diese Daten
zeigen somit, dass es nicht auszuschliessen &3, @asich bei den tetrameren Formen der
Sensorkinase KdpD um spezifische Oligomere handémte und ahnliche Experimente
genaueren Aufschluld dazu geben kénnten. Das Autgrasnm der KdpD-6His Proben der
unterschiedlichen Reinigungsschritte (nach der nitischromatographie, nach der
Gelfiltration und nach der Rekonstitution) zeigtass die Autophosphorylierungsaktivitat des
Proteins scheinbar wahrend des Reinigungsprozessgesen gegangen ist. Zumindest lassen
sich keine Banden detektieren, die vergleichbarewamit der Positivkontrolle der
Membranvesikel. Zwar konnten die Banden, die sadt &uf Hohe der Geltaschen befinden,
hoch oligomere aktive Formen von KdpD-6His seindogh ist diese Aussage hochst
spekulativ. Es kénnte sich auch um unspezifischgrégate handeln, die nicht in das Gel
eingelaufen sind und an denen sich das ATP schdiessispezifisch gebunden hat.

Neben dem KdpD-6His Protein traten wahrend der iBeny immer wieder zwei zusatzliche
Banden in der SDS-PAGE auf, welche sich schlieBkdgar nach Rekonstitution des
gereinigten KdpD-6His in den Liposomen detektiefrg@ssen. Massenspektrometrische
Analysen dieser Banden ergaben, dass es sich dabedie 75kDa grol3e katalytische
Untereinheit der Cytochrom bo(3) Ubiquinol Oxid4§s3/0B) handelt, welche sich im SDS-
Gel in zwei Doménen auftrennen konnte. Dieses rategMembranprotein ist eine der zwel
Quinoloxidasen der Atmungskette vd@h coli und gehort zur Gruppe der Ham-Kupfer-
Oxidasen (Trumpower & Gennis, 1994). Es katalysidie terminale Reduktion des
Sauerstoffs zu Wasser durch die Ubertragung vonBliektronen aus Donorsubstraten und
erzeugt damit die Protonenantriebskraft iber dembtan (Kitaet al., 1982; Puustine&t al.,
1989 und 1991). Eine direkte Interaktion zwischeéeseim Protein und der Sensorkinase
KdpD konnte mittels des “Bacterial Two Hybrid“ Sgsis nicht nachgewiesen werden,
trotzdem kodnnte es sein, dass die Cytochrom bofgjuinol Oxidase eine Bedeutung fur ein
maogliches oben diskutiertes Netzwerk an Proteimga um KdpD hat. Laut LC/MS (guid
chromatography mss_pectrometry) Studien und Computeranalysen konme eibgliche
Wechselwirkung von CyoB und der Adenylatkinase Aeiitgestellt werden (Het al., 2009).
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Die Adenylatkinase katalysiert die Ubertragung daesstandigen Phosphatrestes von ATP
auf AMP, resultierend in zwei Molekilen ADP (Schuz al., 1986). Aufgrund ihrer
Funktionen im Energiestoffwechsel wurde eine Irkkom der Adenylatkinase mit der
Glycerol-3-Phosphat Acyltransferase (PIsB) schaih fdiskutiert (Rayet al., 1975) und
Pulldown-Experimente von Arifuzzamaa al., (2006) weisen auf3erdem auf eine mdgliche
Interaktion zwischen der Adenylatkinase und KdpB. Diese Mdoglichkeiten der Protein-
Interaktionen lassen somit Spekulationen auf eingiglichen Multiproteinkomplex aus
Proteinen der Atmungskette, der Phospholipidsymetiiesl des Kdp-Systems zu (Abb.4.3).

CyoB PIsB > KdpD [ KdpB

\/

Abb. 4.3: Schematische B&llung der Proteininteraktionen rund um KdpD.

4.5 Die Interaktion der Sensorkinase KdpD mit Nukletiden

Die Transmitter Doméane des KdpD Proteins weisicti@rakteristischen Sequenzmotive ,H",
-N* .G ,F*und ,G2" auf, die in allen Histidinkhasen konserviert vorliegen (Parkinson &
Kofoid, 1992) (Abb. 4.4). Das H-Motif enthélt dalske Phosphorylierungstelle mit dem hoch
konservierten Histidinrest H673 und befindet sichder DHp Doméne, wahrend in der
katalytischen ATP-Bindedomane (CA-Domaéne), die gdmi Sequenzmotive lokalisiert sind.
Histidinkinasen werden in zwei Unterklassen eingfetBei Klasse | Histidinkinasen wie
EnvZ befindet sich das H-Motif in einer Domane géliram N-Terminus der N, G1, F und G2
Motive. Im Falle von Klasse Il Histidinkinasen weB. CheA liegt die H-Box in einer
Doméne, die von den anderen Sequenzmotiven sdpaodiegt. Aufgrund der hohen
Sequenzhomologie der Transmitterdoméne von KdpCEm¥Z (Abb.4.4a), kann man KdpD
zu den Klasse | Histidinkinasen z&ahlen. Da aul3erdenNMR-Struktur der Kinasedoméne
von EnvZ mit gebundenem ATP-Analog AMP-PNP gelostde (Tanakat al., 1998), lasst
sich mit Hilfe dieser Struktur auch die Struktur @8 P-Bindedomane von KdpD darstellen
(Abb.4.4b). Die Doméne zeichnet sich durch eff& Sandwich Faltung aus, wobei die ATP-
Bindecavitat durch die konservierten Reste der Glt;, F- und G2-Motive gebildet wird.

Zwischen dem F- und G2-Motiven befindet sich eitexible Sequenzregion,die auch als
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ATP-Deckel bezeichnet wird. Diese Sequenz kannchezdene Konformationen durch die
Bindung von Nukleotiden in der Bindecavitat einngmmin Strukturen von PhoQ und CheA
(Bilwes et al., 2001; Marinaet al., 2001) jeweils inklusive gebundenen ATP-Analogon,
konnte eine relativ geordnete Konformation des AJdekels festgestellt werden, die das
Nukleotid verdeckt, wahrend es im Nukleotid-freiéumstand frei beweglich bleibt (Bilwes

al., 1999). Es wird daher diskutiert, dass Konfororaanderungen des ATP-Deckels die
Bindung von ATP mit Wechselwirkungen von Proteindomen oder regulatorischen Protein-
Protein Interaktionen koppeln (Gao & Stock, 2009).

Die Struktur der DHp-Domane von EnvZ besteht auerai Paar aus zwei antiparallelen
Helices und bildet so ein Vier-Helix-Blndel. Daliifindet sich die konservierte H-Box in
der Mitte der exponierten Oberflache der erstenxH&omomoriet al., 1999).

¢ k
DHp-Domane CA-Domane

H N GlF G2

241 336 370 \SX \

EnvZ |SHDLRTPLT IKRAVANMVVNAARY VEDDGPGI LFQPF, VRGDSARTIS GTGLG

KdpD | SHDLRTPLT FERVLINLLENAVKY VWDNGPGL | IFDKF| ARGNKESAVP GVGLG

N i N N -

Abb.4.4: Primar- und Tertiarstruktur der Nukleotidb indetasche von KdpD im Vergleich mit EnvZ
(verandert nach Plesniaket al., 1998). a)Sequenzalignment der verschiedenen Motive innienthat DHp- und
CA-Doméanen von EnvZ und KdpD. Homologe Aminoséusémd in rot dargestellt. Die Zahlen stellen die
Positionen innerhalb der Aminosduresequenzen vornwZEmzw. KdpD da. b) Mit Hilfe des
Computerprogrammes SWISS-PROT wurde die StruktarGdeDomane von KdpD durch Vergleich mit der
bereits gelosten Struktur der ATP-Bindedoméne niiedel Die farbigen Bereiche innerhalb der Struktur
entsprechen den Farben der in A) dargestelltenesequotive.

Die Bindeaffinitaten des gereinigten KdpD Protemsverschiedenen Nukleotiden und dem

Nukleotid-Analogon TNP-ATP wurden in dieser Arbaitalysiert. Dabei stellte sich heraus,



Diskussion 90

dass ATP und ADP in An- und Abwesenheit von“fMignen von dem gereinigten KdpD-
6His Protein mit hoher Affinitdt gebunden werdene Bp-Werte befinden sich im Bereich
von 150-200nM. Die Affinitat zum ATP-Analogon TNPER in An- und Abwesenheit von
Mg**-lonen ist dagegen im Vergleich schwacher und zeitkich durch eineng<Wert von
4uM aus. Mit Hilfe der Verdrangungstitrationen AP, TNP-ATP und gereinigtem Protein
konnte desweiteren gezeigt werden, dass es sibbiden Fallen um die gleiche Bindestelle
handelt. Diese Beobachtungen konnten auch beiciemiVersuchen mit den Sensorkinasen
EnvZ (Plesnialet al., 2002) und CheA (Stewaat al., 1998) gemacht werden.

Durch die Modellierung der CA-Domane von KdpD sowdarch Vergleich mit ATP-
Bindungen innerhalb von ATP-Bindetaschen andereteifre und EnvZ (Tanaka al., 1998;
Lansky et al., 2004; Trajtenbergt al., 2010) ist es moglich, eine Vorstellung davon zu
bekommen, wie ATP, ADP oder TNP-ATP in der Bindekes vorliegen kénnten. In
Abbildung 4.5 wurden durch Sequenzvergleich mit Znwusatzlich konservierte
Aminosauren in dem Molekulmodell von KdpD markiatte wichtig flr die Bindung von
Nukleotiden wie ATP oder auch ADP sein konnten. Bdeninring kbnnte mit dem Aspartat
816 des G1-Motives wechselwirken, wobei dieser trefder Bindetasche liegen wirde.
Wechselwirkungen konnten in dem Fall zB durch Wesde#briickenbindungen zustande
kommen. Die Aminosaduren des @iStranges inklusive diesem Aspartat und den
konservierten Aminosauren Glutaminsaure 784 und ¥Y8Bden so den Boden der
Bindetasche ausmachen, wahrend di¢lelix des N-Motives mit ihren konservierten
Aminosauren (wie zB. Arginin 780), die mit dem AirReragieren konnten, eine Seitenwand
der Bindetasche bilden wirde. Eine weitere Wechsdalwg des Adeninringes ware mit
Phenylalanin 830 des F-Motives méglich. Das ATPrkériiber den Adeninring mit Asp816
auf der einen Seite und Phe830 auf der anderee Seithselwirken und so positioniert
werden, dass die Phosphatgruppen nach auf3en zurrDAdKeIl ragen. Der ATP-Deckel
enthalt ebenfalls konservierte Aminosauren, darueite positiv geladenes Arginin, welches
nun mit den Phosphatgruppen des ATP interagierantkd

Die fur ATP (oder auch ADP) beschriebene mdglichedBng mittels der erwahnten
konservierten Aminosauren der einzelnen Sequengmatiirde wahrscheinlich auf TNP-
ATP nicht zutreffen. Die zusatzlichen Trinitroph&gryppen am ATP wirden vermutlich
dazu fihren, dass das Nukleotidanalogon aufgrunideiseGrofie nicht die gleichen

Wasserstoffbriickenbindungen oder elektrostatisehmriehungskrafte eingehen kdnnte. Es
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ist vielleicht moglich, dass das Molekil somit weeitaus der Bindetasche herausragt, was
dazu fuhren konnte, dass Interaktionen mit konseem Aminosauren des ATP-Deckels
nicht mehr so gegeben sind, wie bei der Bindung A3d®. Damit wirde sich der ATP-
Deckel nicht in einer geordneten stabilen Konfororatwie unter ATP-Bindung befinden,
aber auch nicht frei und flexibel, als wenn keirkNotid gebunden wére. Das Resultat wére
eine Bindung von TNP-ATP innerhalb der Bindetasai®ser aufgrund der nicht optimalen

Wechselwirkungen mit geringerer Affinitat.

GIn788
Phe830

Abb.4.5: Konservierte Aminosaurereste der CA-DomaneDie Abbildung zeigt ein Molekilmodell des CA-
Domane von KdpD. Farblich markiert wurden konsetei®@ Aminosaurereste innerhalb der N-, G1- und F-
Sequenzmotive, die eine Wechselwirkung mit ATP efren kdnntenRot: Arg780, blau: GIn784, GIn788,
gelb: Asp816,griin: Phe830

Die Anwesenheit von Mg-lonen scheint keinen Einfluss auf die Bindeaffitén zu haben,
was im Kontrast zu Beobachtungen an eukaryotis¢Praeinkinasen von Adams (2001)
steht. In Abwesenheit von divalenten Metallionendféhier keine Bindung von ATP oder
ADP statt. Dagegen beschreiben Statkal. (2000), dass My-lonen essentiell fiir die
Kinaseaktivitat von Histidinkinasen sind.

Ahnliche Versuche zur Bestimmung von Nukleotidaffiten wurden auch mit der
katalytischen Doméane der Sensorkinase EnvZ durthge{Plesniaket al., 2002). Mittels
Fluoreszenzspektroskopie und “Stopped-Flow* Expentan wurden K-Werte von ~60uM
fur ATP, ~300uM fir ADP und ~1,9uM fur TNP-ATP etiit. Die Kp-Werte fur ATP und
ADP liegen damit deutlich hoher als die der Sensade KdpD. Auch scheint hier im Falle
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von ATP die Anwesenheit von Mglonen einen Einfluss auf die Bindung zu nehmen, im
Gegensatz zu den TNP Derivaten, wo ein Einflusbtrbeobachtet werden konnte. Plesniak
et al. erklaren diese Beobachtung damit, dass die TNPvBteriwahrscheinlich andere
Interaktionen in der Nukleotidbindetasche nutzee, itber die elektrostatischen Wechsel-
wirkungen in der N&he der Phosphatregion dominie@e unterschiedlichen Ergebnisse
bezuglich der Nukleotidaffinititen der Sensorkimas&dpD und EnvZ lassen sich
wahrscheinlich damit erklaren, dass in dieser Arloeis KdpD Protein in seiner nativen
Konformation getestet worden ist. Alle elektroseien Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen ATP oder ADP dem Protein sollten dadurch
gegeben sein. Testet man, wie im Falle von EnvZ,dme katalytische Domane, kdnnte es
zwar sein, dass sich die Domane richtig faltetpgddintermolekulare Wechselwirkungen mit
anderen Domanen des Protein, die ebenfalls eineflugs auf die CA-Domé&ne haben
konnten, wirden nicht stattfinden. Im Falle desdngeren Ig-Werts fur TNP-ATP zeigt
sich, dass die katalytische ATP-Bindedoméane alleiabrscheinlich locker gefaltet vorliegt,
als wenn sie vom restlichen Protein beeinflusstw@omit passt der TNP-Rest besser in die
Bindetasche als im Falle von KdpD.

Die Kp-Werte fur die Bindung von ATP (und ADP) wurden ardem bereits fir die
Sensorkinasen FixL, CheA und DcuS bestimmt. ImeFadir Sensorkinase FixL (Sowtal .,
2005) wurde die Nukleotidbindung wie bei EnvZ nuttets der katalytischen Doméne dieses
Proteins ermittelt. Daraus ergibt sich ein mit Ermefgleichbarer K-Wert von ~100uM fir
ATP. Bei der Sensorkinase CheA wurden jeweils ZeWerte fur ATP (260 und 1100uM)
und ADP (90 und 330uM) ermittelt, die sich aus derschiedenen Affinitaten der einzelnen
Monomere eines CheA Dimers ergeben (Stewataat., 1998). Dabei bindet CheA mit hdherer
Affinitait ADP als ATP. AulRerdem wurden hier aucle dBindeaffinitdten fur TNP-ATP
bestimmt, welche bei 0,5uM fiir ein Monomer und h&uM fir das andere Monomer lagen.
Diese Ergebnisse stehen eher im Kontrast zu dereser Arbeit ermittelten jcWerte, was
vielleicht dadurch erklart werden kdnnte, dassiels Bei CheA um eine Histidinkinase der
zweiten Unterklasse handelt und aufgrund von Sequearschieden und daraus sich
ergebenden Strukturunterschieden in der ATP-Binoegohe (Plesniakt al., 2002) nicht mit
KdpD vergleichen lasst. Kinase-Aktivitatstests médioaktivem {-*?P]-ATP und der

Sensorkinase DcuS ergaben eingaWert fir die Bindung von ATP von 160uM (Janausch
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et al., 2002).Dieser Wert zeigt, dass die Sensorkinase KdpD elisnim Vergleich zur
Sensorkinase Dcus$S eine deutlich hohere Affinita&Z& aufweist.

Im besonderen Fall der Histidinkinase BA2291 Basillus anthracis konnten Scaramozzino
et al. (2008) zeigen, dass es sich hier um eine einzgga@ensorkinase handelt, die mit
hoherer Affinitat GTP anstatt von ATP bindet. Umtesten, ob KdpD ebenfalls in der Lage
ist dieses Nukleotid zu binden, wurden Titratiometh GTP durchgefiihrt, welche in einem
Kp-Wert von ~625uM resultierten. Dieser Wert ist 4@@0 hoher als die i«Werte von ATP
und ADP und lasst darauf schlieen, dass untevematBedingungen GTP nicht mit ATP
oder ADP konkurrieren kénnte, um mit KdpD zu intgesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in diebert Ayezeigt werden konnte, dass die
native Form des gereinigten KdpD Proteins eine teéhfinitat zu ATP und ADP im
Vergleich zu bisher untersuchten Nukleotidbind@dtfiten in anderen Sensorkinasen
aufweist. Desweiteren findet eine Bindung des ATialagons TNP-ATP an die ATP-
Bindedoméane von KdpD mit deutlich geringerer Affétials zu ATP oder ADP statt.

Einen weiteren Einfluss auf die Affinitdt der Serisoase gegeniber der Bindung von ATP,
konnten auch die zuséatzlichen ATP-Bindestellen rinak der N-terminalen Domane von
KdpD haben. Dazu zahlen zum einen die “Walker A BfidMotive (AS 31-39 und AS 106-
110) und zum anderen die Usp-Doméane (AS 251-37R)e Bindung von ATP an die
membranassoziiert vorliegende N-terminale Domarnente zunachst von Heermaehal.
(2000) gezeigt werden, jedoch wurde diese Bindumg Mamann (2008) nicht bestatigt, da
sich bei neueren Experimenten herausstellte, dassch in diesem Fall der Bindung von
ATP an die N-terminale Domane nur um eine unsph® Bindung handelte. Somit konnte
bislang eine ATP-Bindung an die “WalkerA/B“-Motixager an die Usp-Domé&ne noch nicht
nachgewiesen werden. Weiterhin wurde argumentilagss die “Walker A und B“-Motive
eher keinen Einfluss auf die ATP-Bindung innerhddlo CA-Doméne haben, da N-terminale
Verklrzungen des Proteins das gleiche Phosphampiisverhalten wie das Wildtyp KdpD
gezeigt haben (Jung & Altendorf, 1998b).

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden dierebzenzspektroskopischen Unter-
suchungen mit den KdpD-Mutanten KdpD-6His-G37A, K3839C und KdpDcLICAUsp
durchgefuhrt. Die K-Werte fur ATP dieser Mutanten lassen sich mit dégiWert des

Wildtyp Proteins vergleichen, ein Einfluss schentweder nicht gegeben zu sein, oder aber
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die noch bestehende zusatzliche ATP-Bindestellen kdia Fehlende komplementieren, in
diesem Fall hatte eine KdpD-Mutante getestet werdéssen, die sowohl im “Walker A*-
Motif mutiert, als auch in der Usp-Doméane deletistit

Auch der kK-Wert fur TNP-ATP der KdpD Mutante KdpDcLI@QUsp zeigt keinen
Unterschied zum K-Wert des Wildtyp Proteins. Einen fast doppelt szthén Ko-Wert
bezuglich TNP-ATP im Vergleich mit dem Wildtyp Kdpeigt hingegen die “Walker A*-
Mutante. Eine Konformationsédnderung des Proteims, ddirch die “Walker A®-Mutation
hervorgerufen worden sein kbnnte, hatte in diesalhvelleicht doch einen Einfluss auf die
CA-Domane. Eine leichte Konformationsédnderung darkldbtidbindetasche verursacht
durch eine mdgliche Wechselwirkung mit der N-teratem Domane des Proteins konnte
vielleicht schon ausreichen, die Bindung von TNPPAZU erschweren.

Somit schliel3en diese Ergebnisse eine mdglicheliStatung der Bindung von ATP in der
CA-Domane durch die N-terminalen ATP-Bindestell@ne in Abbildung 4.6 dargestellt,

nicht aus.

phosphoryliert nicht-phosphoryliert

a¥e aye
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Abb. 4.6: Modell einer mdglichen Stabilisierung derATP-Bindung durch zusatzliche ATP-Bindemotive
innerhalb der N-terminalen Doméane. Im nicht-phosphorylierten Zustand findet keine Wsadtwirkung
zwischen der N-terminalen Domane und der C-terramddomane von KdpD statt. Kommt es nun zu einer
Phosphorylierung des Proteins, wirde ATP in der@#néane innerhalb der C-terminalen Doméane gebunden
werden. Eine damit verbundene Konformationdnderkingnte die C-terminale Doméne in Richtung der N-
terminalen Doméne bringen, was eine stabilisiereldechselwirkung zwischen den zusétzlichen ATP-

Bindestellen innerhalb der N-terminalen Doméane KdpD und der CA-Doméne ermdglichen kénnte.

Ein interessantes Ergebnis lieferten auch die ésmenzspektroskopischen Untersuchungen
der KdpD-Mutante KdpDcLIC H673Q. Hier konnte eim-MVert fir ATP von 230nM
ermittelt werden, der ebenfalls vergleichbar mimddes Wildtyps ist. Im Gegensatz dazu
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konnte keine Bindung mehr von TNP-ATP an das Pnadetektiert werden. Dieses Ergebnis
ist erstaunlich, da es sich bei KdpDcLIC H673Q ¢éidh um eine Punktmutante handelt, die
eigentlich keinen grofRen Einfluss auf Konformatémderungen des Proteins haben sollte.
Vielmehr weist dieses Ergebnis auf eine koordiri®techselwirkung des Histidins innerhalb
der DHp-Doméane mit der ATP-Bindetasche hin. Die u8tur der kompletten
cytoplasmatischen Domane der Histidinkinase HK#&f&1t dazu erste strukturelle Hinweise
bezuglich Wechselwirkungen zwischen der CA- und@lidp-Doméne (Marina&t al., 2005).
Ausgehend davon, dass Histidinkinasen drei verdehie enzymatische Zustande (Kinase-,
Phosphotransferase- und Phosphatase-Aktivitat)eemen konnen, sollten auch die CA-
Doméne und die DHp-Doméne verschiedene Konformatiannehmen kénnen. Bezuglich
der Histidinkinase HK853 wird angenommen, dassG#e und DHp-Domé&nen miteinander
interagieren und das Protein in einem Zustand malie dem Phosphotransferase- und
Phosphatase-Aktivitaten tberwiegen. Erst bei dehM&hmung eines Signals kommt es zur
Autophosphorylierung des Proteins, wobei vermuied vdass die “Coiled Coil“-Sequenz des
Proteins das Signal von der TransmembranregioKmasedomane weiterleitet.

Die CA-Domane ist Uber einen flexiblen Linker mierd C-Terminus der DHp-Doméne
verbunden und kann so verschiedene Positionen zustidid in der DHp-Domane
einnehmen (Casinet al., 2009, Albanesket al., 2009) (Abb.4.7). Wie auch oben schon
erwahnt, weist bei Bindung von ATP dg$hosphat nach aufRen und ist so wahrend der
Autophosphorylierung frei flr eine Reaktion mit defmenso exponiertem Histidin. Auch der
ATP-Deckel ist wahrscheinlich in diese Reaktionalwert (Casinoet al., 2010). Aus diesen
Beobachtungen konnte sich die Erklarung fur digntnimoehr gegebene Bindung von TNP-
ATP herleiten lassen. Es scheint so, als wéare dé-Beckel in der His-Mutante eventuell in
einem geschlossenen Zustand, so dass zwar ATPuadfger optimalen Gréf3e noch binden
konnte, TNP-ATP aber aufgrund der zusatzlicheniffaphenylgruppen so nicht mehr in die
Bindetasche hineinkommt. Ist das native Histidisgaiauscht, so wirde die Interaktion der
DHp-Domane mit der CA-Doméne nicht mehr, bzw. vdeih gegeben sein, was sich auch
auf eine Wechselwirkung mit dem ATP-Deckel auswirkdednnte und diesen in einem

geschlossenem Zustand halt.
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Abb. 4.7: Schematische Darstellung der CA- und DH@oméane von KdpD.Die CA-Doméane ist Uber einen
flexiblen Linker mit dem C-Terminus der DHp-Doméaverbunden. Je nach Bindung eines Liganden kann die

CA-Domaéane verschiedene Positionen zum Histidinen@Hp-Doméane einnehmen.

Bei Betrachtung der gefitteten Kurven zur Ermitjuder Ky-Werte fallt desweiteren ein
sigmoider Kurvenverlauf auf, der analytisch gesetigrkooperative Enzyme steht. Wendet
man bei den erhaltenen Daten nicht nur einen BaltzFit an, sondern auch einen Hill Fit,
ergeben sich zwar gleichg®Nerte, jedoch lasst hier die computergestutzteitHung eines
Hillkoeffizienten auch Spekulationen zur Anzahl voidglichen Substratbindestellen und der
Kooperativitat eines Proteins zu. Im Fall von KdpBd auch der KdpD-Mutanten wurden
bezuglich ATP, ADP und TNP-ATP Hillkoeffizienten df$er eins ermittelt, was auf die
Kooperativitdit von KdpD hinweist. Diese Kooperaiiti konnte sich auf dietrans
Phosphorylierung des Proteins beziehen, was b&gmise im Falle eines KdpD Dimers
bedeuten wirde, dass wenn ein Nukleotid an demneMenomer gebunden ist, die
Bindestelle am zweiten Monomer eine hohere Affiniidr das entsprechende Nukleotid
besitzt. Die Kooperativitat konnte aber auch etdrber die Wechselwirkung zwischen der
ATP-Bindestelle innerhalb der CA-Doméane des Pratemit den regulatorischen ATP-
Bindestellen innerhalb der N-terminalen Domane WuipD aussagen. Dies konnte im
Einklang mit dem bereits oben diskutierten Modelt Konformationsanderung, resultierend
aus der ATP-Bindung innerhalb der CA-Domane, stebea positive Kooperativitat wirde
aufgrund dieser Konformationsanderung dazu flhdass die Bindestellen innerhalb der N-
und C-terminalen Domanen eine hohere Affinitdt ZUPAentwickeln, resultierend in der
Interaktion der beiden KdpD Doménen (NTD und CTDemander.
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5. Ausblick

Um die Interaktionen zwischen der Sensorkinase KdpD der katalytischen Untereinheit
des KdpFABC-Komplexes KdpB sowie der Glycerol-3-8tmat Acyltransferase PIsB weiter
zu untersuchen, konnten mittels des “Bacterial TMybrid® Systems KdpB und PIsB
Mutanten bzw. Proteinderivate auf Interaktionen WdpD getestet werden, um nahere
Informationen zu den strukturellen Wechselwirkungiam jeweiligen Proteine zu erhalten.
Um den moglichen Einfluss dieser Proteine auf diktivitdt der Sensorkinase zu
untersuchen, kénnten KdpB und PIsB Mutanten mitineertem Phanotyp dazu verwendet
werden, die Induktion bzw. Aktivitat von KdpD im gammenhang mit diesen Mutationen zu
testen. Charakterisieren liel3en sich diese Eirdlisg Hilfe von Wachstumstests in Medien
unterschiedlicher kKonzentration 3-Galaktosidasetests und RT-PCR. Desweiteren wére es
wichtig, die Interaktionen der Proteine auch mgtteines zweiten Nachweisverfahrens zu
bestéatigen. Eine Mdglichkeit dazu ware ein Affitst®ulldown-Experiment. Da es sich hier
jedoch neben KdpD auch bei KdpB und PIsB um Menmim@rine handelt, die solubilisiert
werden mussen und als Grundlage fiur Wechselwirkungé KdpD dabei ihre native
Konformation beibehalten sollten, ware es von MrkdpB und PIsB vorher mittels bereits
veroffentlichter Protokolle (Heitkamgt al., 2009; Greemt al., 1981) einzelnd aufzureinigen.
Im AnschluR daran koénnte KdpD tber den His-Tag &n Ni*-NTA Agarose gebunden
werden und durch Zugabe des zweiten Proteins (Kalid3 PIsB) eine Bindung an KdpD
mittels eines zusatzlichen Tags oder eines speladis Antikbrpers getestet werden.
Bezlglich der Reinigung von KdpD konnte die Sols@ung des Proteins durch weiteres
Testen von Detergenzien mit unterschiedlichen Kotradonen verbessert werden. Die
Reinigung kénnte aul3erdem durch die Verwendung @ephacryl-Saule mit vermindertem
Saulenvolumen effizienter verlaufen, da durch dreiten Peaks bei Verwendung der
Sephacryl S400 Saule KdpD stark verdinnt wird umohér wieder eingeengt werden muss,
was zu Proteinverlusten fihrt. Unter VerwendungelieSdule konnte so auch die Reinigung
von KdpD aud.actococcus lactis weiter getestet werden.

Genauere Aussagen zum Oligomerisierungszustand t&®nmittels “Light Scattering®
getroffen werden. Die Grundlage dieser Methodet lgayin, dass wenn Licht auf Materie
trifft, die einfallenden Photonen einen oszillieden Dipol in der Elektronenwolke der

Molekile induzieren. Andert sich der Dipol, wird é&fgie abgestrahlt bzw. gestreut. Die
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Frequenzwechsel, die winkelformige Verteilung, dielarisation und die Intensitat des
gestreuten Lichts werden durch die GroRRe, die Famnoh die molekularen Interaktionen im
streuenden Material bestimmt. Proteinaggregate ev8adzB. starker streuen als monomere
oder dimere Formen des Proteins.

Die Bedeutung der ATP-Bindestellen innerhalb despdProteins kdnnte durch
Tryptophanfluoreszenzmessungen und Titrationsaealyan weiteren Mutanten getestet
werden. Wichtig ware hierbei eine Mutante zu testdie sowohl im “Walker A“-Motif
mutiert ist, als auch eine Deletion der Usp-Domauiveist. Einzelaustausche konservierter
Aminosauren der ATP-Bindetasche konnten zudem wéalfarfschliisse geben, welche
Aminosauren wichtig fur die Bindung von Nukleotida@nerhalb der Bindetasche sind.

Die Interaktion zwischen der Sensorkinase und Milden konnte desweiteren mittels
isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC) genauetarsucht werden. Hierbei macht man sich
die Warme zunutze, die bei der Bindung von zwei Konenten entsteht oder absorbiert
wird. Die Messung dieser Warme ermoglicht die Bestung von Bindekonstanten gK der
Reaktionsstochiometrie (n), der EnthalpeH] und der EntropieAS). Somit konnte mit
einem einzigen Experiment ein komplettes thermodysehes Profil der Interaktion von
KdpD mit einem Nukleotid (oder auch einem anderégahden, wie zB. KdpE) bestimmt

werden.
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6. Zusammenfassung

Die membrangebundene Sensorkinase KdpD und deplagtoatische Antwortregulator
KdpE regulieren die Expression déslpFABC-Operons, welches fiir das hoch affine
Kaliumaufnahmesystem KdpFABC vdtscherichia coli kodiert. Aktiviert wird die Signal-

transduktionskaskade zum einen durch Kalium limetiele Bedingungen im Medium und

zum anderen aber weniger stark durch erhéhte Ositébla

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde nach bisher kabbaten Interaktionspartnern der
Sensorkinase KdpD gesucht, die einen Einfluss aufReégulation des Zweikomponenten-
systems haben koénnten. In diesem Zusammenhang ekatad “Bacterial Two Hybrid*
System erfolgreich fur das KdpD/KdpE Zweikomponesiestem etabliert werden. Die
bekannten Proteininteraktionen zwischen der Semsas& und dem Antwortregulator im
Rahmen der Phosphorylierungskaskade sowie zwisehem KdpD Proteinen bzw. zwei
KdpE Proteinen im Zuge einer Dimerisierung wahredet Signaltransduktion konnten
bestatigt werden.

Desweiteren konnte eine Interaktion zwischen Kdpid der katalytischen Untereinheit des
KdpFABC-Komplexes gefunden werden, woraus sichMadell aufstellen lasst, was einen
maoglichen Abschaltmechanismus der SensorkinasénddapB diskutiert.

Eine weitere Interaktion wurde zwischen KdpD und @k/cerin-3-Phosphat-Acyltransferase
PIsB festgestellt. Durch diese Interaktion wird #igliumaufnahme durch das Kdp System
mit der Lipidbiosynthese gekoppelt. Diese Beobautstiitzt zum einen die Hypothese von
Hamann (2008), zum anderen weist diese Interaldidrein regulatorisches Proteinnetzwerk
hin, in welchem sich u.a. die Kdp Proteine befindénnten.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit chiemischen Untersuchungen der
Sensorkinase. Neben der Etablierung ladaD-Expression inLactococcus lactis, wurde ein
neues Reinigungsprotokoll fur KdpD erstellt. Dasegagte KdpD konnte im Anschluss
rekonstituiert werden. Kinase-Aktivitatstests zergtdass das Protein innerhalb der Membran
aktiv ist, wogegen das solubilisierte Protein nmroligomeren Zustdnden vorkommt und

kaum aktiv zu sein scheint.



Zusammenfassung 100

Mittels spektroskopischer Messungen wurde die ATiRdBng an KdpD untersucht. Dabei
zeigte sich, dass KdpD ATP und ADP mit hoher Attni(Kp-Werte ~150-200nM) bindet.
Desweiteren wurde die Bindung des ATP-Analogons ‘AN an KdpD untersucht. Mit
einem Ip-Wert von ~4uM konnte nachgewiesen werden, dassDKdas TNP-ATP mit
schwacherer Affinitdt bindet. Messungen von KdpDtdhen zeigten, dass die zusatzlichen
ATP-Bindestellen innerhalb der N-terminalen Doméles Proteins einen stabilisierenden
Einfluld auf die ATP-Bindung innerhalb der C-termiéra Domé&ne haben kénnten. Eine
Punktmutation der Phosphorylierungsstelle resudtier einer dem Wildtyp ahnlichen ATP-
Bindung, dagegen konnte TNP-ATP nicht mehr gebuvderden. Mittels dieser Ergebnisse
lasst sich ein Modell zur ATP-Bindung innerhalb d@&talytischen Doméane des Proteins

aufstellen.
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Summary

The membrane bound sensor kinase KdpD and the lagto response regulator KdpE
regulate the expression of tkapFABC operon coding for the high affinity potassium ugtak
system KdpFABC ofEscherichia coli. The signal transduction cascade is activated runde
potassium limitation in the medium or, to a lowetest, under conditions of high external

osmolality.

The first part of the present work deals with tharsh for unknown interaction partners of the
sensor kinase KdpD that could have an influencehenregulation of the two component
system. In this context, the bacterial two hybgdtem has successfully been established for
the two component system KdpD/KdpE. So far knowstgn interactions between the sensor
kinase and the response regulator in the contexthedfphosphorylation cascade and in the
course of a dimerisation during signal transducbetween two KdpD and KdpE monomers,
respectively, could be confirmed.

An interaction between KdpD and the catalyticalwsubof the KApFABC complex, KdpB,
could be found, from which a model was deduced distusses a possible modulation of the
sensor kinase by KdpB.

Another interaction could be detected between Kdabd the glycerol-3-phosphate
acyltransferase PIsB. By means of a certain interacthe uptake of potassium by the
KdpFABC system is connected to lipid synthesis.sTsiudy supports the hypothesis of
Hamann (2008) and suggests a possible regulatatgiprnetwork, extending beyond the
Kdp proteins.

The second part of this work deals with biochemstatlies of the sensor kinase. In addition
to the establishment dfdpD expression inLactococcus lactis, a new protocol for the
purification of KdpD has been developed. Subsedyemihe purified protein has been
reconstituted. Kinase activity assays could shoat the protein within the membrane is
active, whereas the solubilised protein could dmyfound in higher oligomeric states and
seems to have only weak kinase activity.

The ATP binding capability of KdpD has been studibg means of spectroscopic
measurements. It could be shown that KdpD binds AnB ADP with high affinity (I§
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values of 150-200nM). Furthermore, the bindinghed ATP analog TNP-ATP to KdpD has
been investigated. With apivalue of ~4uM, it has been demonstrated that Kdpids TNP-
ATP with lower affinity than ATP or ADP. Measurentenof KdpD mutants indicate a
stabilising effect of ATP binding sites within tiNeterminal domain on ATP binding in the
C-terminal domain. A point mutation within the pbbsrylation site resulted in a wildtype
like ATP binding, whereas TNP-ATP was abolishedsd&thon these results, a model of ATP

binding within the C-terminal domain of the protemas proposed.



Literaturverzeichnis 103

7. Literaturverzeichnis

Adams, J. A (2001)Kinetic and catalytic mechanisms of protein kirsa&hem Rev 101: 2271-2290.

Ahnert, F.; Schmid, R.; Altendorf, K.; Greie, J. C. (2008).ATP binding properties of the soluble
part of the KdpC subunit from the Escherichia d¢(it)-transporting KdpFABC P-type
ATPaseBiochemistry. 2006 Sep 12;45(36):11038-46.

Albanesi, D.; Martin, M.; Trajtenberg, F.; Mansilla, M. C.; Haouz, A.; Alzari, P. M.; de
Mendoza, D.; Buschiazzo, A. (2009)Structural plasticity and catalysis regulation of a
thermosensor histidine kinageroc Natl Acad Sci U SA. 2009 Sep 22;106(38):16185-90.

Alix,E.; Blanc-Potard, A. B. (2009). Hydrophobic peptides: novel regulators within leaet
membraneMol Microbiol. 2009 Apr; 72(1):5-11

Altendorf, K. & Epstein, W. (1996). The KdpATPase oEscherichia coli, in: Advances in Cell and
Molecular Biology of Membranes and Organelles (Dalbey, R.E., ed.)Vol. 5, pp 401418, JAI
PressInc., Greenwich, London.

Altendorf, K.; Gal3el, M.; Puppe, W.; Méllenkamp, T.; Zeeck, A.; Boddien, C.; Fendler, K
Bamberg, E.; Drosse, S. (1998Ftructure and function of the Kdp-ATPasekstherichia
coli, Acta Physiol. Scand. Suppl. 643, 137-146.

AndreelRen, B. (2007)Einfluss des C-terminalen Bereichs der Sensordeméhdie Reizperzeption
der Histidinkinase KdpD voEscherichia coli. Masterarbeit, Universitat Osnabrick.

Aravind, L.; Ponting, C.P. (1997). The GAF domain: an evolutionary link between digers
phototransducing proteifigends Biochem Sci. 1997 Dec; 22(12):458-9.

Arifuzzaman, M.; Maeda, M.; Itoh, A.; Nishikata, K.; Takita, C.; Saito, R.; Ara, T
Nakahigashi, K.; Huang, H. C.; Hirai, A.; Tsuzuki, K.; Nakamura, S.; Altaf-Ul-Amin,
M.; Oshima, T.; Baba, T.; Yamamoto, N.; Kawamura, T; loka-Nakamichi, T.;
Kitagawa, M.; Tomita, M.; Kanaya, S.; Wada, C.; Mori, H. (2006). Large-scale
identification of protein-protein interaction of @&werichia coli K-12.Genome Res. 2006
May; 16(5):686-91.

Asha, H. & Gowrishankar, J. (1993).Regulation of thédp operon expression iBscherichia coli:
evidence against turgor as signal for transcripticontrol,J. Bacteriol. 175 (14), 4528-4537

Ausubel, F. M.; Brent, R.; Kingston, R. E.; Moore,D.D.; Seidman, J.G.; Smith, J.A.; Struhl, K.
(1987).Current Protocols in Molecular Biology, Edited Gyeene Publishing Associates and
Wiley-Interscience John Wiley and Sons, New York, 1987 Core volume 1987.

Axelsen, K. B.; Palmgren, M. G. (1998)Evolution of substrate specificities in the P-typEPase
superfamily.J Mol Evol. 1998 Jan;46(1):84-101.

Bachmann, B. J. (1990)Linkage map oEscherichia coli K-12, edition 8 Microbiol. Rev. 54, 130-
197.

Bakker, E. P. (1993)Cell K" & K*-transport systems in prokaryotédkali cation transport systems
in prokaryotes (Bakker, E. P. edORC Press, 205-224, Boca Raton, Florida.



Literaturverzeichnis 104

Bakker, E. P.; Borchard, A.; Michels, M.; Altendorf, K.; Siebers, A. (1987).High affinity
potassium uptake system Bacillus acidocaldarius showing immunological cross-reactivity
with the Kdp system fror&escherichia coli, J. Bacteriol. 147, 820-826.

Balaji, B.; O'Connor. K.; Lucas, J. R.; Anderson, J M.; Csonka, L. N. (2005).Timing of
induction of osmotically controlled genes in Salrlle enterica Serovar Typhimurium,
determined with quantitative real-time reverse gcaiption-PCR.Appl Environ Microbiol.
2005 Dec; 71(12):8273-83.

Bamber, L.; Harding, M.; Monné, M.; Slotboom, D. J; Kunji, E. R. (2007). The yeast
mitochondrial ADP/ATP carrier functions as a monormemitochondrial membrane®roc
Natl Acad Sci U SA. 2007 Jun 26;104(26):10830-4.

Becker, D.; Fendler, K.; Altendorf, K.; Greie, J. C. (2007).The conserved dipole in transmembrane
helix 5 of KdpB in the Escherichia coli KdpFABC ¥t ATPase is crucial for coupling and
the electrogenic K+-translocation st&pochemistry. 2007 Dec 4;46(48):13920-8.

Bell, B. L.; Mohapatra, N. P.;Gunn, J. S. (2010)MgIA/SspA Interaction Phosphorylation and
Evidence of Response Regulator PmrA: Role of by FEmancisella novicida Orphan
Regulation of Virulence Gene Transcrigtsfect. Immun. 2010, 78(5):2189.

Bilwes, A. M.; Alex, L. A.; Crane, B. R.; Simon, M. I. (1999). Structure of CheA, a signal
transducing histidine kinas€ell. 1999 Jan 8;96(1):131-41.

Bilwes, A. M.; Quezada, C. M.; Croal, L. R.; Crane,B. R.; Simon, M. I. (2001).Nucleotide
binding by the histidine kinase Chelat Sruct Biol. 2001 Apr;8(4):353-60.

Booth, I. R. (1985).Regulation of cytoplasmic pH in bacterficrobiol. Rev. 49, 359-378.

Booth, I.R. & Higgins, C. F. (1990)Enteric bacteria and osmotic-stress - intracallptaassium
glutamate as a secondary signal of osmotic-stFesss Microbiol Rev. 75, 239-246.

Booth, I. R.; Jones, M. A.; McLaggan, D.; Nikolaev,Y.; Ness, L. S.; Wood, C. M.; Miller, S.;
Totemeyer, S.; Ferguson, G. P. (1996Bacteriol ion channelsiHandbook of Biological
Physics Vol. 2 (Koning, W. N.; Kaback, H. R.; Lolkema, 3.; eds.) 693-729, Elsevier
Science, Amsterdam.

Bossemeyer, D.; Schldsser, A.; Bakker, E. P. (198%pecific cesium transport via tiischerichia
coli Kup (TrkD) K'-uptake systeml]. Bacteriol. 171, 2219-2221.

Bramkamp, M. & Altendorf, K. (2003). Mutational analysis of charged residues in the tpugta
KdpB-TM5 domain of the kdp-ATPase Bfcherichia coli, Ann. NY Acad. Sci. 986, 351-353.

Bramkamp, M.; Altendorf, K.; Greie, J. C. (2007). Common patterns and unique features of P-type
ATPases: a comparative view on the KdpFABC comfidem Escherichia coliMol Membr
Biol. Sep-Dec;24(5-6): 375-86.

Brandon, L.; Dorus, S.; Epstein, W.; Altendorf, K.; Jung, K. (2000). Modulation of KdpD
phosphatase implicated in the physiological expoessf the Kdp ATPase oEscherichia
coli, Mal. Microbial. 38 (5), 1086-1092.

Bujalowski, W.; Klonowska, M. M. (1993). Negative cooperativity in the binding of nucleotde
Escherichia coli replicative helicase DnaB protdmeractions with fluorescent nucleotide
analogsBiochemistry. 1993 Jun 8;32(22):5888-900.



Literaturverzeichnis 105

Buurman, E. T.; Kim, K.-T.; Epstein, W. (1995). Genetic evidence of two sequentially occupiéd K
binding sites in the Kdp transport ATPadeBiol. Chem. 270, 6678-6685.

Carmany, D. O.; Hollingsworth, K.; McCleary, W. R. (2003).Genetic and biochemical studies of
phosphatase activity of PhoRBacteriol. 2003 Feb; 185(3):1112-5.

Casadaban, M. J.; Cohen, S. N. (1980\nalysis of gene control signals by DNA fusion ahahing
in Escherichia coliJ Mol Biol. 1980 Apr;138(2):179-207.

Casino, P.; Rubio, V.; Marina, A. (2010).The mechanism of signal transduction by two-compbne
systemsCurr Opin Sruct Biol. 2010 Dec;20(6):763-71.

Casino, P.; Rubio, V.; Marina, A. (2009).Structural insight into partner specificity and ppboryl
transfer in two-component signal transductiGall. 2009 Oct 16;139(2):325-36.

Cronan, J. E. (2003).Bacterial membrane lipids: where do we stardthu Rev Microbiol.
2003;57:203-24.

Dosch, D. C.; Helmer, G. L.; Sutton, S. H.; Salvaon, F. F.; Epstein, W. (1991)Genetic analysis
of potassium transport loci ischerichia coli: Evidence for three constitutive systems
mediating uptake of potassiuth,Bacteriol. 173,687-696.

Durell, S. R.; Bakker, E. P.; Guy, H. R. (2000)Does the KdpA subunit from the high affinity K
translocating P-type kdp-ATPase have a structundasi to that of K channelsBiophys. J.
78 (1), 188-199.

Dutta, R.; Qin, L.; Inouye, M. (1999). Histidine kinases: diversity of domaiganization Mol
Microbiol. 1999 Nov; 34(4):633-40.

Epstein, W. (1986).0Osmoregulation by potassium transportEscherichia coli, FEMS Micraobiol.
Rev. 39, 73-78.

Epstein, W. & Kim, B. S. (1971).Potassium transport loci iBscherichia coli K-12, J. Bacteriol.
108, 639-644..

Euromedex (2000)www.euromedex.com

Faller, L.D. (1990). Binding of the fluorescent substrate analogue -@:8,4,6-
trinitrophenylcyclohexadienylidene)adenosine Ftiasphate to the gastric H+,K(+)-ATPase:
evidence for cofactor-induced conformational charigehe enzymeBiochemistry. 1990 Apr
3;,29(13):3179-86

Feuerbaum, E. (2008)In vivo Lokalisations- und Interaktionsstudien @=nsorkinase KdpD aus
Escherichia coliDissertation, Universitat Osnabruick.

Gao, R.; Stock, A. M. (2009)Biological insights from structures of two-compoth@noteins.Annu
Rev Micraobiol. 2009;63:133-54.

GalRel, M. & Altendorf, K. (2001). Analysis of KdpC of the K+-transporting KdpFABCrplex of
Escherichia coliFEBSJ 268, 1772-1781.



Literaturverzeichnis 106

GaRel, M.; Méllenkamp, T.; Puppe, W; Altendorf, K. (1999).The KdpF subunit is part of the’K
translocating Kdp complex discherichia coli and is responsible for the stabilization of the
complexin vitro, J. Biol. Chem. 274 (53), 37901-37907.

GalRel, M.; Siebers, A.; Epstein, W; Altendorf, K. 1998).Assembly of the Kdp complex, the multi-
subunit K-transport ATPase dscherichia coli, Biochim. Biophys. Acta 1415, 77-84.

Geertsma, E. R.; Poolman, B.(2007)High-throughput cloning and expression in recadcitr
bacteriaNat Methods. 2007 Sep;4(9):705-7.

Gonzalez-Baro, M. R.; Granger, D. A.; Coleman, R. A(2001).Mitochondrial glycerol phosphate
acyltransferase contains two transmembrane domathsthe active site in the N-terminal
domain facing the cytosal.Biol Chem. 2001 Nov 16;276(46):43182-8.

Gowrishankar, J. (1985).Identification of osmoresponsive genesBscherichia coli: evidence for
participation of potassium and proline transpodtsss in osmoregulatiod, Bacteriol. 164,
434-445.

Greie, J. C.; Altendorf K. (2007). The K+-translocating KdpFABC complex from Escheiach
coli: a P-type ATPase with unique featuré®ioenerg Biomembr. 39(5-6):397-402.

Gully, D.; Bouveret, E. (2006) A protein network for phospholipid synthesis unaeekby a variant
of the tandem affinity purification method in Esgbhia coli. Proteomics. 2006 Jan;6(1):282-
93.

Gustavsson, N.; Diez, A.; Nystrom T(2002).The universal stress protein paraloguegscherichia
coli are co-ordinately regulated and co-operate in tkéente against DNA damage.
Mol.Microbiol. 43:107-117.

Hamann, K.; Zimmann, P.; Altendorf, K. (2008). Reduction of Turgor Is Not the Stimulus for the
Sensor Kinase KdpD dEscherichia coli. JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Apr. 2008, Vol.
190, No. 7: 2360-2367.

Harold, F.; Altendorf, K.; Hirata, H. (1974). Probing membrane transport mechanisms with
ionophoresAnn. NY Acad. <ci. 235, 149-160.

Heath, R. J.; Jackowski, S.; Rock, C. O. (1994§uanosine tetraphosphate inhibition of fatty
acid and phospholipid synthesis in Escherichiaisolelieved by overexpression of glycerol-
3-phosphate acyltransferase (plsBBiol Chem. 1994 Oct 21;269(42):26584-90.

Heermann, R. (2001).Funktionelle und strukturelle Eigenschaften dens®ekinase KdpD aus
Escherichia coli unter besonderer Beriicksichtigung der N-termin&eméane Dissertation,
Universitat Osnabriick.

Heermann, R.; Altendorf, K.; Jung, K. (1998). The turgor sensor KdpD dEscherichia coli is a
homodimer Biochim. Biophys. Acta 1415, 114-124.

Heermann, R.; Altendorf, K.; Jung, K. (2000). The hydrophilic N-terminal domain complements
the membrane-anchored C-terminal domain of theosedisase KdpD oEscherichia coli, J.
Biol. Chem. 275 (22), 17080-17085.

Heermann, R.; Altendorf, K.; Jung, K. (2003a).The N-terminal input domain of the sensor kinase
KdpD of Escherichia coli stabilizes the interaction between the cognatporese regulator
KdpE and the corresponding DNA-binding siteBiol. Chem. 278 (51), 51277-51284.



Literaturverzeichnis 107

Heermann, R.; Fohrmann , A.; Altendorf, K.; Jung, K. (2003b).The transmembrane domains of
the sensor kinase KdpD &kcherichia coli are not essential for sensing kmitation, Mol.
Microbiol. 47 (3), 839-848.

Heermann. R.; Weber, A.; Mayer, B.; Ott, M.; Hauser, E.; Gabriel, G.; Pirch, T.; Jung, K.
(2008). The universal stress protein UspC scaffolds the IXHdpE signaling cascade of
Escherichia coli under salt strek§lol Biol. 2009 Feb 13;386(1):134-48.

Heermann, R.; Lippert, M. L.; Jung, K. (2009). Domain swapping reveals that the N-terminal
domain of the sensor kinase KdpD in Escherichia olimportant for signalingBMC
Microbiol. 2009 Jul 9;9:133.

Heginbotham, L.;Kolmakova-Partensky, L.;Miller, C. (1998). Functional reconstitution of a
prokaryotic K channelJournal of General Physiology 111: 741-749

Heitkamp, T.; Kalinowski, R.; Bottcher, B.; Bérsch, M.; Altendorf, K.; Greie, J. C. (2008). K+-
translocating KdpFABC P-type ATPase from Eschedcholi acts as a functional and
structural dimerBiochemistry. 2008 Mar 18;47(11):3564-75.

Heitkamp. T.; Bottcher, B.; Greie, J. C. (2009) Solution structure of the KdpFABC P-type ATPase
from Escherichia coli by electron microscopic senglarticle analysis] Struct Biol. 2009
Jun; 166(3):295-302.

Hesse, J. E.; Wieczorek, L.; Altendorf, K.; ReicinA. S.; Dorus, E.; Epstein, W. (1984)Sequence
homology between two membrane transport ATPasesKtp-ATPase okEscherichia coli
and the CH-ATPase of sarcoplasmic reticuluRroc. Natl. Acad. Sci. U.SA. 81, 4746-4750.

Hidaka, Y.; Park, H; Inouye, M. (1997). Demonstration of dimer formation of the cytoplasimat
domain of a transmembrane osmosensor protein, E3fZcherichia coli using Ni-histidine
tag affinity chromatography;EBS Letts. 400, 238-242.

Hiratsuka, T. (1982). Biological activities and spectroscopic properties chromophoric and
fluorescent analogs of adenine nucleoside and otdés, 2',3-0-(2,4,6-
trinitrocyclohexadienylidene) adenosine derivativ&ochim Biophys Acta. 1982 Dec
17,719(3):509-17.

Hu, P.; Janga, S. C.; Babu, M.; Diaz-Mejia, J. J.Butland, G.; Yang, W.; Pogoutse, O.; Guo, X.;
Phanse, S.; Wong, P.; Chandran, S.; Christopoulos;.; Nazarians-Armavil, A.; Nasseri,
N. K.; Musso, G.; Ali, M.; Nazemof, N.; Eroukova, \.; Golshani, A.; Paccanaro, A
Greenblatt, J. F.; Moreno-Hagelsieb, G.; Emili, A.(2009). Global functional atlas of
Escherichia coli encompassing previously uncharaei® proteins.PLoS Biol. 2009 Apr
28;7(4):e96.

Jung, K. & Altendorf, K. (1998a). Individual substitutions of clustered arginineidegs of the
sensor kinase KdpD oEscherichia coli modulate the ratio of the kinase to phosphatase
activity, J. Biol. Chem. 273 (41), 26415-26420.

Jung, K. & Altendorf K. (1998b). Truncation of Amino Acids 12-128 causes deregofaif the
phosphatase activity of the sensor kinase KdpCEsmherichia coli, J. Biol. Chem. 273,
17406-17410.



Literaturverzeichnis 108

Jung, K.; Heermann, R.; Meyer, M.; Altendorf, K. (1998). Effect of cysteine replacements on the
properties of the turgor sensor KdpDEscherichia coli, Biochim. Biophys. Acta 1372, 311-
322.

Jung, K.; Krabusch, M.; Altendorf, K. (2001a). Cs" induces thékdp operon ofEscherichia coli by
lowering the intracellular Kconcentration). Bacteriol. 183 (12), 3800-3803.

Jung, K.; Tjaden, B; Altendorf, K. (1997). Purification, reconstitution and characterizatiéfiKdpD,
the turgor sensor dscherichia cali, J. Biol. Chem 272, 10847-10852.

Jung, K.; Veen, M.; Altendorf, K. (2000). K* and ionic strength directly influence the
autophosphorylation activity of the putative turgansor KdpD oEscherichia coli, J. Biol.
Chem. 275, 40142-40147.

Karimova, G.; Pidoux, J.; Ullmann, A.; Ladant, D. (1998).A bacterial two-hybrid system based on
a reconstituted signal transduction pathwé&yoc Natl Acad Sci U S A. 1998 May
12;95(10):5752-6.

Karimova, G.; Ullmann, A.; Ladant, D. (2001). Protein-protein interaction between Bacillus
stearothermophilus tyrosyl-tRNA synthetase subdomaevealed by a bacterial two-hybrid
system.J Mol Microbiol Biotechnol. 2001 Jan;3(1):73-82.

Karimova, G.; Dautin, N.; Ladant, D. (2005). Interaction network among Escherichia coli
membrane proteins involved in cell division as eded by bacterial two-hybrid analysis.
Bacteriol. 2005 Apr;187(7):2233-43.

Kita, K.; Kasahara, M.; Anraku, Y. (1982). Formation of a membrane potential by reconstructed
liposomes made with cytochrome b562-0 complex,rmiteal oxidase of Escherichia coli
K12.J Biol Chem. 1982 Jul 25;257(14):7933-5.

Kleefeld, A.; Ackermann, B.; Bauer, J.; Kramer, J.; Unden, G. (2009).The fumarate/succinate
antiporter DcuB of Escherichia coli is a bifuncibprotein with sites for regulation of DcuS-
dependent gene expressidiiol Chem. 2009 Jan 2;284(1):265-75.

Kollmann, R.; Altendorf, K. (1993). ATP-driven potassium transport in right-side-outnmpeane
vesicles via the Kdp system of Escherichia cd@iochim Biophys Acta. 1993 Jun
10;1143(1):62-6.

Kuipers, O. P., de Ruyter, P. J., Kleerebezem, M.de Vos, W. M. (1998).Quorum sensing
controlled gene expression in lactic abatteriaJ Biotechnol 64, 15-21.

Kunji, E.R.; Slotboom, D.J.; Poolman, B. (2003)Lactococcus lactis as host for overproduction of
functional membrane proteinBiochim Biophys Acta. 2003 Feb 17;1610(1):97-108.

Kunji, E. R.; Chan, K. W.; Slotboom, D. J.; Floyd, S.; O'Connor, R.; Monné, M. (2005).
Eukaryotic membrane protein overproductionLexctococcus lactis. Curr Opin Biotechnol.
2005 Oct; 16(5):546-51.

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of Structural Proteins during the Assgndfl the Head of
bacteriophage TMNature 227, 680 — 685.

Laimins, L. A.; Rhoads, D. B.; Epstein, W. (1981)Osmotic control okdp operon expression in
Escherichia coli, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 (1), 464-468.



Literaturverzeichnis 109

Lansky, Z.; Kubala, M.; Ettrich, R.; Kuty, M.; Plas ek, J.; Teisinger, J.; Schoner, W.; Amler, E.
(2004). The hydrogen bonds between Arg423 and Glu472 aner dtey residues, Asp443,
Ser477, and Pro489, are responsible for the foomathd a different positioning of TNP-ATP
and ATP within the nucleotide-binding site of Naki)+-)-ATPase.Biochemistry. 2004 Jul
6;43(26):8303-11.

Lee, S. J. & Gralla, J. D. (2004).0smo-Regulation of bacterial transcription viageai RNA-
PolymeraseMolecular cell 14, 153-162.

Lee, C. R.; Cho, S. H.; Kim, H. J.; Kim, M.; Peterlkofsky, A.; Seok, Y. J. (2010)Potassium
mediates Escherichia coli enzyme [IA(Ntr) -dependegulation of sigma factor selectivity.
Mol Microbiol. 2010 Dec; 78(6): 1468-83

Lippa, A. M.; Goulian M. (2009). Feedback inhibition in the PhoQ/PhoP signalingesysby a
membrane peptid€LoS Genet. 2009 Dec;5(12).

Lowry, O. H.; Rosebrough N. J.; Farr A.L.; Randall, R. J. (1951).Protein measurement with the
Folin-Phenol reagentd. Biol. Chem. 193: 265-275.

Lucassen, M. (1998). Regulation des Kdp-Systems ausscherichia coli: Biochemische
Charakterisierung des Antwortregulators KdpE und@h&is von Konformationsanderungen
im Zuge der AktivierungDissertation, Universitat Osnabrick.

Lattmann, D.; Heermann, R.; Zimmer, B.; Hillmann, A.; Rampp, |.S.; Jung, K.; Gorke, B.
(2009). Stimulation of the potassium sensor KdpD kinaseviae by interaction with the
phosphotransferase protein IIA(Ntr) in Escheriatod. Mol Microbiol. 2009 May; 72(4):978-
94.

Magnusson, L. U.; Farewell, A.; Nystréom, T. (2005)ppGpp: a global regulator in Escherichia coli.
Trends Microbiol. 2005 May; 13(5):236-42.

Makino, K.; Shinagawa, H.; Amemura, M.; Kawamoto, T.; Yamada, M.; Nakata, A. (1989).
Signal transduction in the phosphate regulon ofh&schia coli involves phosphotransfer
between PhoR and PhoB proteidi$/ol Biol. 1989 Dec 5;210(3):551-9.

Malli, R.; Epstein, W. (1998). Expression of the Kdp ATPase is consistent withulaipn by
turgor pressurel Bacteriol. 1998 Oct;180(19):5102-8.

Marina, A.; Mott, C.; Auyzenberg, A.; Hendrickson, W. A.; Waldburger, C. D. (2001).Structural
and mutational analysis of the PhoQ histidine kéneegtalytic domain. Insight into the reaction
mechanismJ Biol Chem. 2001 Nov 2;276(44):41182-90.

Marina, A.; Waldburger, C. D.; Hendrickson, W. A. (2005). Structure of the entire cytoplasmic
portion of a sensor histidine-kinase prot&iNBO J. 2005 Dec 21;24(24):4247-59.

Miller , J. H. (1972. Experiments in Molecular Geneti&old Soring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor.

Mierau, I.; Kleerebezem, M. (2005).10 years of the nisin-controlled gene expressiatesy (NICE)
in Lactococcus lactis. Appl Microbiol Biotechnol. 2005 Oct;68(6):705-17.



Literaturverzeichnis 110

Mgller, J. V.; Juul, B.; Le Maire, M. (1996). Structural organization, ion transport, and energy
transduction of P-type ATPasd&iochim Biophys Acta 1286:1-51.

Nakashima, K.; Sugiura, A.; Kanamaru, K.; Mizuno,T. (1993). Signal transduction between the
two regulatory components involved in the regulatad thekdpABC operon inEscherichia
coli: phosphorylation-dependent functioning of theitpas regulator, KdpEMol. Microbiol.

7 (1), 109-116.

Nakashima, K.; Sugiura, A.; Momoi, H.; Mizuno, T. (1992). Phosphotransfer signal transduction
between two regulatory factors involved in the osgalatedkdp operon inEscherichia coli,
Mol. Microbiol. 6, 1777-1784.

Nimigean, C. M. (2006).A radioactive uptake assay for the measuremeigrofransport across ion
channel-containing liposomedature Protocols, 1.3:1207-1212.

Parish, T.; Smith, D. A.; Kendall, S.; Casali, N.;Bancroft, G. J. (2003). Deletion of two-
component regulatory systems increases the viralefidlycobacterium tuberculosikfect
Immun 71: 1134-1140

Parkinson, J. S. & Kofoid, E. C. (1992).Communication modules in bacterial signaling prse
Annu. Rev. Genet. 26, 71-112.

Pedersen, P.; Carafoli, E. (1987)on motive ATPases. Ubiquity, properties, and digahce to
cell function.Trends in Biochemical Sciences 12, 146-150.

Pellon-Maison, M.; Coleman, R. A.; Gonzalez-Bar6, M R. (2006).The C-terminal region of
mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransferagateracts with the active site region and
is required for activityArch Biochem Biophys. 2006 Jun 15;450(2):157-66.

Plesniak, L.; Horiuchi, Y.; Sem, D.; Meinenger, D.;Stiles, L.; Shaffer, J.; Jennings, P. A.;
Adams, J. A. (2002).Probing the nucleotide binding domain of the osmol&tor EnvZ
using fluorescent nucleotide derivativBsochemistry. 2002 Nov 26;41(47):13876-82.

Polarek, J. W.; Williams, G.; Epstein, W. (1992).The products of thkdpDE operon are required
for expression of the Kdp ATPasekdcherichia coli, J. Bacteriol. 174 (7), 2145-2151.

Poolman, B.; Blount, P.; Folgering, J. H. A.; Frieen, R. H. E.; Moe, P. C.; Van der Heide, T.
(2002).How do membran proteins sense water strédsl?,Microbiol. 44 (4), 889-902.

Puppe, W.; Zimmann, P.; Jung, K.; Lucassen, M.; Alendorf, K. (1996). Characterization of
truncated forms of the KdpD protein, the sensoagof the K-translocating Kdp system of
Escherichia coli, J. Biol. Chem. 271 (40), 25027-25034.

Puustinen, A.; Finel, M.; Virkki, M.; Wikstrom, M. (1989).Cytochrome o (bo) is a proton pump in
Paracoccus denitrificans and Escherichia €&BS Lett. 1989 Jun 5;249(2):163-7.

Puustinen, A.; Finel, M.; Haltia, T.; Gennis, R. B; Wikstrom, M. (1991). Properties of the two
terminal oxidases of Escherichia c@iochemistry. 1991 Apr 23;30(16):3936-42.

Quick, M.; Javitch, J. A. (2007). Monitoring the function of membrane transport pitgein
detergent-solubilized fornProc Natl Acad Sci U SA. 2007 Feb 27;104(9):3603-8.



Literaturverzeichnis 111

Ray, T. K.; Cronan, J. E. Jr. (1975).Acylation of sn-glycerol 3-phosphate in Escheriotoéi. Study
of reaction with native palmitoyl-acyl carrier pegi. J Biol Chem. 1975 Nov
10;250(21):8422-7.

Rhoads, D. B.; Waters, F. B.; Epstein, W. (1976)Cation transport inEscherichia coli. VIII.
Potassium transport mutandsGen. Physiol. 67, 325-341.

Roe, A. J.; McLaggan, D.; O'Byrne, C. O.; Booth, I.R. (2000). Rapid inactivation of the
Escherichia coli Kdp K+ uptake system by high potassium conceiatnatMol. Microbiology
35(5), 1235-1243.

Rothenbucher, M. C.; Facey, S.; Kiefer, D.; Kossmam K.; Kuhn, A. (2005). The Cytoplasmic C-
Terminal Domain of th&scherichia coli KdpD Protein Functions as a K_ SensifdlURNAL
OF BACTERIOLOGY, Mar. 2006, Vol. 188, No. 5, 1950-1958.

Sambrook, J.; Fritsch, E. F.; Maniatis, T. (1989)Molecular Cloning: A Laboratory ManudCold
Spring Harbor Laboratory Press, NY, Vol. 1, 2, 3 (1989).

Sanger, F.; Nicklen, S.; Coulson, A. R. (1977DPNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proc Natl Acad Sci U SA. 1977 Dec; 74(12):5463-7.

Scaramozzino, F.; White, A.; Perego, M.; Hoch, J. A(2008).A unique GTP-dependent sporulation
sensor histidine kinase in Bacillus anthradiBacteriol. 2009 Feb;191(3):687-92.

Scheu, P. D.; Liao, Y. F.; Bauer, J.; Kneuper, H.Basché, T.; Unden, G.; Erker, W. (2010).
Oligomeric sensor kinase DcuS in the membrane ofi&schia coli and in proteoliposomes:
chemical cross-linking and FRET spectroscapacteriol. 2010 Jul;192(13):3474-83.

Schlegel, S.; Klepsch, M.; Gialama, D.; WickstromD.; Slotboom, D. J.; de Gier, J. W. (2009).
Revolutionizing membrane protein overexpressionbatcteria. Microb Biotechnol. 2010
Jul;3(4):403-11.

Schldsser, A.; Hamann, A.; Schleyer, M.; Bakker, EP. (1992).The K'-uptake systems TrkG and
TrkH from Escherichia coli: A pair of unusual transport systems involved smoregulation.
In: Molecular mechanism of transport (Palmieri, F. & Quagliariello, E., eds.), Elsevier,
Amsterdam, 51-58.

Schniederberend ,M.; Zimmann, P.; Bogdanov, M.; Dowan, W.; Altendorf, K. (2009). Influence
of K+-dependent membrane lipid composition on tkpression of the kdpFABC operon in
Escherichia coliBiochim Biophys Acta. 2010 Jan;1798(1):32-9.

Schulz, G. E.; Schiltz, E.; Tomasselli, A. G.; Frak, R.; Brune, M.; Wittinghofer, A.; Schirmer,
R. H. (1986). Structural relationships in the adenylate kinagwuilfa Eur J Biochem. 1986
Nov 17;161(1):127-32.

Siebers, A. & Altendorf, K. (1989).Characterization of the phosphorylated intermedadtthe K-
translocating Kdp-ATPase froEscherichia coli, J. Biol. Chem. 264, 5831-5838.

Siebers, A. & Altendorf, K. (1993). K*-translocating Kdp-ATPases and other bacterial ge-ty
ATPases. InAlkali cation transport systems in prokaryotes (Bakker, E.P., ed.), pp. 225-252,
CRC Press, Boca Raton, Florida.

Siegele, D. A. (2005)Jniversal stress proteins Escherichia coli, J. Bacteriol.187, 6253-6254.



Literaturverzeichnis 112

Smith, P. K. (1985).Measurement of protein using bicinchoninic aéidal. Biochem. 150 (1): 76—
85.

Sousa, E. H.; Gonzalez, G.; Gilles-Gonzalez, M. £005).0Oxygen blocks the reaction of the FixL-
FixJ complex with ATP but does not influence birgdof FixJ or ATP to FixLBiochemistry.
2005 Nov 22;44(46):15359-65.

Stallkamp, 1.; Dowhan, W.; Altendorf, K.; Jung, K. (1999). Negatively charged
phospholipids influence the activity of the senkorase KdpD ofEscherichia coli,
Arch. Microbiol. 172, 295-302.

Steed, P. M,; Wanner, B. L. (1993)Use of the rep technique for allele replacemertoistruct
mutants with deletions of the pstSCAB-phoU operewvidence of a new role for the PhoU
protein in the phosphate regulahBacteriol. 1993 Nov; 175(21):6797-809.

Stewart, R. C.; VanBruggen, R.; Ellefson, D. D.; Whe, A. J. (1998).TNP-ATP and TNP-
ADP as probes of the nucleotide binding site of A hie histidine protein kinase in the
chemotaxis signal transduction pathway of Eschiiatoli. Biochemistry. 1998 Sep
1;37(35):12269-79.

Steyn, A. J.; Joseph, J.; Bloom, B. R. (2003mnteraction of the sensor module Mfycobacterium
tuberculosis H37Rv KdpD with members of the Lrp familylol. Microbiol. 47, 1075-1089.

Stock, A. M.; Robinson, V. L.; Goudreau, P. N. (200). Two-component signal transduction.
Annu Rev Biochem. 2000;69:183-215.

Strahl, H.; Greie, J. C. (2008).The extremely halophilic archaeon Halobacteriutinaeum R1
responds to potassium limitation by expressionh& K+-transporting KdpFABC P-type
ATPase and by a decrease in intracellulaEktremophiles. 2008 Nov; 12(6):741-52.

Stumpe, S.; Schlosser, A.; Schleyer, M.; Bakker, B2. (1996) K™ circulation across the prokaryotic
cell membrane: K uptake systems. Indandbook of Biological Physics Vol. 2 (Konings,
W.N., Kaback, H.R. and Lolkema, J.S., eds.), 473;&sevier Science, Amsterdam.

Suelter, C. H. (1970)Enzymes activated by monovalent catidBsence 168 (933), 789-795.

Sugiura, A.; Hirokawa, K.; Nakashima, K.; Mizuno, T. (1994).Signal-sensing mechanisms of the
putative osmosensor KdpD kscherichia coli, Mol. Microbiol. 14 (5), 929-938.

Surette, M. G.; Levit, M.; Liu, Y.; Lukat, G.; Ninf a, E. G.; Ninfa, A.; Stock, J. B. (1996).
Dimerization is required for the activity of theopein histidine kinase CheA that mediates
signal transduction in bacterial chemotaxiBiol Chem. 1996 Jan 12;271(2):939-45

Sutherland, L.; Cairney, J.; Elmore, M. J.; Booth, I. R.; Higgins, C. F. (1986).Osmotic regulation
of transcription: Induction of theroU betaine transport gene is dependent on accumulatio
intracellular potassiund,. Bacteriol. 168, 805-814.

Tanaka, T.; Saha, S. K.; Tomomori, R. I.; Ishima, R; Liu, D.; Tong, K. I.; Park, H.; Dutta, R.;
Qin, L.; Swindells, M. B.; Yamazaki, T.; Ono, A. M, Kainosho, M.; Inouye, M.; Ikura,
M. (1998). NMR structure of the histidine kinase domain of B coli osmosensor EnvZ,
Nature 396, 88-92.



Literaturverzeichnis 113

Tatum, E. L. (1945).X-Ray Induced Mutant Strains of Escherichia CBhoc Natl Acad Sci U SA.
1945 Aug; 31(8):215-9

Tetsch, L.; Jung, K. (2009).The regulatory interplay between membrane-integraensors and
transport proteins in bacterislol Microbiol. 2009 Sep; 73(6):982-91.

Tomomori, C.; Tanaka, T.; Dutta, R.; Park, H.; Saha S. K.; Zhu, Y.; Ishima, R.; Liu, D.;
Tong, K. I.; Kurokawa, H.; Qian, H.; Inouye, M.; Ik ura, M. (1999). Solution structure of
the homodimeric core domain Bfcherichia coli histidine kinase EnvZA\at. Sruct. Biol. 6,
953-962.

Trajtenberg, F.; Grafia, M.; Ruétalo, N.; Botti, H.; Buschiazzo, A. (2010).Structural and
enzymatic insights into the ATP binding and autggimrylation mechanism of a sensor
histidine kinaseJ Biol Chem. 2010 Aug 6;285(32):24892-903.

Trumpower, B. L.; Gennis, R. B. (1994).Energy transduction by cytochrome complexes in
mitochondrial and bacterial respiration: the enzlpgg of coupling electron transfer reactions
to transmembrane proton translocatidnnu Rev Biochem. 1994;63:675-716.

Van Bogelen, R. A.; Hutton, M. E.; Neidhardt, F. C.(1990).Gene-protein database Bécherichia
coli K-12, edition 3 Electrophoresis11,1131-1166.

van der Wolk, J. P.; Klose, M.; de Wit, J. G.; denBlaauwen, T.; Freudl, R.; Driessen, A. J.
(1995).Identification of the magnesium-binding domain toé thigh-affinity ATP-binding site
of the Bacillus subtilis and Escherichia coli Sep#otein. J Biol Chem. 1995 Aug
11;270(32):18975-82.

Vlisidou, |.; Eleftherianos, I.; Dorus, S.; Yang, G; Constant, R. H.; Reynolds, S. E.; Waterfield,
N. R. (2010).The KdpD/KdpE two-component system of Photorhalahysnbiotica promotes
bacterial survival within M. sexta hemocytdsnvertebr Pathol. 2010 Nov; 105(3):352-62.

Voelkner, P.; Puppe, W.; Altendorf, K. (1993).Characterization of the KdpD protein, the sensor
kinase of the K-translocating system @&scherichia coli, Eur. J. Biochem. 217, 1019-1026.

Walderhaug, M. O.; Polarek, J. W.; Voelkner, P.; Daniel, J. M.; Hesse, J. E.; Altendorf, K;
Epstein, W. (1992) KdpD and KdpE, proteins that control expressiothefkdpABC operon,
are members of the two-component sensor-effecemsalegulators]. Bacteriol. 174, 2152-
2159.

Wanner, B. L. (1996).Signal transduction in the control of phosphatpitated genes of Escherichia
coli. Kidney Int. 1996 Apr;49(4):964-7.

Weber, A. (2003). Transkriptom- und Proteom-Analysen voiescherichia coli unter
hyperosmotischen Stressbedingungen und biochemischarakterisierung von UspG,
Dissertation, Universitat Osnabruck.

Weber, A.; Jung, K. (2006). Biochemical properties of UspG, a universal strpsstein of
Escherichia coliBiochemistry 45: 1620-1628.

Weber, K.; Osborn, M. (1969). The reliability of molecular weight determinatioly dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresi&iol Chem. 1969 Aug 25;244(16):4406-12.



Literaturverzeichnis 114

Weber, J.; Bowman, C.; Senior, A. E. (1996)Specific tryptophan substitution in catalytic sitef
Escherichia coli F1-ATPase allows differentiation between bound sabs ATP and product
ADP in steady-state catalysik.Biol. Chem. 271, 18711-18718.

West, A. H.; Stock, A. M. (2001).Histidine kinases and response regulator protemgwio-
component signalling systeni&,ends Biochem. Sci. 26 (6), 369-376.

Zimmann, P.; Puppe, W.; Altendorf, K. (1995)Membrane topology analysis of the sensor kinase
KdpD of Escherichia coli, J. Biol. Chem. 270 (47), 28282-28288.

Zhang, Y.M.; Rock, C. O. (2008).Thematic review series: Glycerolipids. Acyltransfggs in
bacterial glycerophospholipid synthesld.ipid Res. 2008 Sep;49(9):1867-74.

Zhao,L.;Xue, T.; Shang, F.; Sun, H.; Baolin (2010)Capsular Polysaccharide Synthesis and Two-
Component System To Regulate Sensing Associatbstidt KdpDESaphylococcus aureus
Al-2 Quorum.Infect. Immun. 2010, 78(8):3506.

Zimmann, P.; Steinbrigge, A.; Schniederberend, M.Jung, K.; Altendorf, K. (2007). The
extension of the fourth transmembrane helix ofgbesor kinase KdpD of Escherichia coli is
involved in sensing] Bacteriol. 2007 Oct; 189(20):7326-34.



Danksaqung 115

8. Danksagung

Viele Menschen haben mich bei der Realisierung ereidoktorarbeit unterstiitzt und ich
kann nicht alle hier erwdhnen. Obwohl diese Auiligt also nicht vollstandig sein kann, so

mdochte ich dennoch folgenden Personen fiir ihrerokse Unterstlitzung danken:

Herrn Professor Altendorf fur die intensive Betregwnd die guten Arbeitsbedingungen, die
diese Arbeit erst moglich gemacht haben. Besondach fiir die Ermdglichung an der
Teilnahme zwei toller Konferenzen in Amerika und imes Forschungsaufenthaltes in
Groningen. Und schlie3lich danke ich ihm fur diétighe Durchsicht und Begutachtung
dieser Arbeit.

Meinen herzlichen Dank mdchte ich an meine Betiauer. Petra Zimmann fur ihre sehr
gute Betreuung, unermidliche Unterstiitzung, digskhie Durchsicht dieser Arbeit und die

ausgezeichneten Arbeitsbedingungen richten.

Fur die herzliche Aufnahme in ihre Gruppe geht Biankeschtn an die Arbeitsgruppe
“Membrane Enzymology” der Universitdt Groningen.sBederer Dank gebuhrt Prof. Dr.

Dirk Jan Slotboom fur die intensive Betreuung undfm@hme in sein Labor. Nicht zu

vergessen ist naturlich Inga, die mich stets utiteaesund ermuntert hat und mir sogar einen
Platz auf ihrer Couch fur finf Monate Uberlassen ha

Ein riesiges Dankeschén geht an Dorthe und Veralfidie Unterstitzung, aufmunternden
Worte und den Spal3, den wir stets zusammen hditenwerde die Zeit in unserem
Méadelslabor im Keller vermissen.

Nicht zu vergessen sind aber auch alle Mitarbeiier ehemaligen Arbeitsgruppe
Mikrobiologie, die mich Uber lange Jahre begleitetben und stets flr ein heiteres

Arbeitsklima gesorgt haben, in dem es nie langgysurde.

Naturlich mochte ich mich bei meiner Familie bedamkdie mich immer unterstiitzt und
motiviert hat. Ohne sie ware das alles nicht mégljewesen.
Zu guter letzt danke ich meiner Muckelfamilie, dmr so viel bedeutet und mich jeden Tag

aufs neue erheitert und glicklich macht.



First Name
Surname
Date of Birth
Place of Birth
Citizenship

Marital status

Education

Since 05/2006

06/2005—-03/2006

10/2000-03/2006

08/2003-12/2003

08/1991-06/2000

Curriculum vitae

Kerstin

Kipschull
28.03.1981
Hamm, Germany
German

Single

Doctoral thesis in biological scienae the Department of
Microbiology in the research group of Prof. KarleiAltendorf,
University of Osnabrick

Ph.D. thesis: Die Sensorkinase KdpD &esherichia coli:
Funktionelle Reinigung, Nukleotidbindestudien undivo Protein-
Protein Interaktionen

Diploma thesis at the DepartmenMizfrobiology, University of
Osnabriick in the research group of Prof. Karlh@iltendorf:

Die Sensorkinase KdpD ausscherichia coli: Konstruktion und
Charakterisierung chromosomaler Mutationen ikdpD Gen,
diploma thesis, University of Osnabrick”

Biology studies at the Universify @snabriick, major subjects:
microbiology, biochemistry, animal physiology degyrebiologist
(diploma)

Exchange semester at the UnivarsBputh Florida, USA

Beisenkamp Gymnasium Hamm, gegeadification for university
entrance (Abitur)

A/l



Erklarung tber die Eigenstandigkeit der erbrachtenwissenschaftlichen Leistung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Atlmine unzulassige Hilfe Dritter und ohne
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmitggfartigt habe. Die aus anderen Quellen
direkt oder indirekt ibernommenen Daten und Koreegpihd unter Angabe der Quelle
gekennzeichnet. Bei der Auswahl und Auswertung diotten Materials haben mir die
nachstehend aufgefihrten Personen in der jeweilkchbebenen Weise unentgeltlich
geholfen. Weitere Personen waren an der inhaltiichateriellen Erstellung der vorliegenden
Arbeit nicht beteiligt. Insbesondere habe ich Hkierhicht die entgeltliche Hilfe von
Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotionataeroder andere Personen) in Anspruch
genommen. Niemand hat von mir unmittelbar geldweeistungen fir Arbeiten erhalten, die
im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten ddigion stehen. Die Arbeit wurde
bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oddnlicher Form einer anderen

Prifungsbehdrde vorgelegt.

Osnabriick, 21.11.2011
(Ort, Datum) (Unterschrift)

A/2



