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Zugangsnummern, Doméanentibersicht und Aminosauresequenzen mit
Positionsnummern

Il. Zugangsnummern, Domaneniibersicht und
Aminosauresequenzen mit Positionsnummern

In dieser Arbeit wurden chimédre Enzyme generiert, indem Domé&nen von verschiedenen
Proteinen neu zusammengesetzt wurden. Als Rezeptor wurde entweder Tsr aus
Escherichia coli oder LgsS aus Legionella pneumophila verwendet. Die Liganden waren
bekannt und im Labor verfiigbar. Es handelte sich um (L-)Serin bzw. LAI-1 (Legionella
Autolnducer-1). Als Effektor kamen die (Adenylat-) Cyclase Homologie Domaénen
(CHDn) von CyaG aus Arthrospira maxima sowie Rv1625c und Rv3645 aus
Mycobacterium tuberculosis zum Einsatz. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CHD von
Klasse Illa Adenylatcyclasen (ACn) wie CyaG und Rv1625c weiter unterteilt in die
Elemente CTE (Cyclase-Transducer-Element) und CHD. Zwischen Rezeptor- und
Effektordomane wurden bei Bedarf weitere Elemente gesetzt, wie die HAMP Domane
von Af1503 aus Archaeoglobus fulgidus, Tsr (E. coli) oder CyaG (A. maxima), oder auch
die S-Helix von CyaG (A. maxima). CTE-Substitutionen wurden mit CTE1 und CTE2 der
AC Isoform V aus dem Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) durchgefiihrt.

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Proteine mit ihren Zugangs-
nummern aufgelistet. Darunter sind die jeweils eingesetzten Doméanen genannt (links)
und die entsprechende Aminosauresequenz mit Positionsnummern angegeben (rechts).

UniProtKB/TrEMBL: P02942

gi: 16132176
M;LKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQSTL
NGSWVALLQTRNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAELMESASISLKQAEKN
Rezeptor | WADYEALPRDPRQSTAAAAEIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQ
GYQDGFEKQYVAYMEQNDRLHDIAVSDNNASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFA

Tsr (E. coli)

VWFGIKz215

HAMP A216SLVAPMNRLIDSIRHIAGGDLVKPIEVDGSNEMGQLAESLRHMQGELMRT
VGzes

LgsS (L. pneumophila) UniProtKB/TrEMBL: Q5ZRY7

Einsatz in variabler Léinge gi: 499250892

M1SQLKKIVKHLDESMQRSLSNSAHQLVAVGAIAFVGFPLFYVIWAFWLPQPY
ENLPLRLIGSLLGLGLMLTPYWPLKWKQYLSWYWFLTLLFTLPYFFTFLFLM
Rezeptor | NQASVISAMSLLCGVFLLVLLVDLLSLSIVLILGFSLALVSYYLVSPQMYFGEEHI
QMTLVIIFTIIAGSTLNY17sKTAMLQQQK187LAGM191AAAAGMIAHELRSPLLG
IKSGAQAL216

Af1503(S2881/A2911) (A. fulgidus) UniProtkKB/TrEMBL: 028769
[1] gi: 499181460

HAMP | S278TITRPIIELINTiDKIAEGNLEAEVPHQNRADEIGILAKSIERLRRSLKVAME331
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Zugangsnummern, Doméanentibersicht und Aminosauresequenzen mit
Positionsnummern

UniProtKB/TrEMBL: B5VY]6

CyaG (A. maxima) gi: 209524220

R370WISEPILRLSEASSAIASGARNATASAELNQKVKVEKIRELGMLSESFNMMI
QNLRDSFl430

HAMP

S-Helix | A431LENTNRE433sLEQRVLERTAALLQEKEss

CTE R456SEELLLNVLPKPIADQLKA475

N476KKAIASAIEEVTILFADIVGFTPLSARMHPIDLVSLLNEMFSIFDHL
CHD AEKHKLEKIKTIGDAYMVVGGLPLPQDNHAEAIADMALEMQAAMKQ
CHD | FQGSYLVGSESFQIRIGINTGSVVAGVIGIKKFIYDLWGDAVNIASRMES
SGTPGSIQVTEETYNRLKKNYIFKERGPIPVKGKGQMTTYWLLGKKPV
VDISSe72

, UniProtKB/TrEMBL: 006362
Rv3645c (M. tuberculosis) oi: 1561078162

L331RDLFGRYVGEDVARRALERGTELGGQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAE
VVQLLNEFFRVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAIFGAPIEHPDGAGAALSAARE
CHD LHDELIPVLGSAEFGIGVSAGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPVNEAARLTELAKLE
DGHVLASAIAVSGALDAEALCWDVGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAAPEEVSS

EVRGs49

UniProtKB/TrEMBL: POWQ35

Rv1625c (M. tuberculosis) gi: 614134238

cytosol. | D204sTARAEAVMEAEHD217

CTE R21sSEALLANMLPASIAERLKE 237

P23sERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFD
CHD ELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAA
CHD | QLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVASRM
ESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGR
KVAADPGEVRGAEPRTAGV 443

UniProtKB/TrEMBL: P40144 (ADCY5)

AClsoform V (0. cuniculus) gi: 130491813

CTE1 Q430QERLLLSVLPRHVAMEMKA 449

CTE2 Y103sNRRLLHNILPKDVAAHFLA1057
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Signaltransduktion

In Eukaryoten wie Prokaryoten sind einzelne Zellen durch mindestens eine Membran
von ihrer Umgebung getrennt. Dadurch koénnen sie den Stoff- und Energiefluss
kontrollieren, um intern die notwendigen biochemischen Reaktionen durchfiihren zu
konnen. Fiir ihr Uberleben ist ein geregelter Stofftransport tiber die Membran nétig, wie
beispielsweise der Import von Substraten oder der Export von Abfallprodukten sowie
funktioneller Sekunddrmetabolite. Essentiell ist aber auch eine umfassende Wahr-
nehmung ihrer Umgebung, um auf jede Situation angepasst zu reagieren. Dafiir befinden
sich in der Membran viele verschiedene Rezeptoren, die aufiere Reize registrieren. Das
Signal wird iiber die Membran ins Zellinnere weitergeleitet. Mit der Ubertragung des
Signals ins Cytosol geht oft auch eine Verstarkung einher. Die Signale miinden in
verschiedenen Ebenen zellinterner Signalkaskaden, deren netzwerkartige Verschaltung
eine adaquate Antwort garantiert.

Signaltransduktion lasst sich vereinfacht in die drei Schritte Wahrnehmung, Weiter-
leitung und Reaktion aufteilen. In Bakterien finden sich haufig Einkomponentensysteme,
alle Schritte sind hier in einem, meist cytosolischen Protein vereint [2]. In den ebenfalls
haufigen Zweikomponentensystemen (TCS) werden die drei Funktionen auf zwei
separate Proteine verteilt. Die Wahrnehmung eines Signals findet am membran-
gebundenen Rezeptor statt, die Weiterleitung erfolgt tlber cytosolische Domanen
desselben Proteins. Effektorproteine im Cytosol binden an das Transmembranprotein
und sorgen fiir eine zellinterne Antwort [3-5]. Trotz hoher Signalspezifitit besitzen die
Rezeptoren der TCS einen dhnlichen modularen Aufbau [6], beispielsweise wurden
haufig HAMP, GAF, GGDEF, EAL oder PAS Domaénen identifiziert. Thnen wird eine
Modifizierung des weitergeleiteten Signals zugeschrieben [7, 8]. Der modulare Aufbau
der Rezeptorproteine sowie die grofde Anzahl an funktionellen cytosolischen Domanen
deuteten auf eine mogliche universelle Sprache der Signaltransduktion hin [9-12].
Beispiele fiir TCS sind G-Protein stimulierte Adenylatcyclasen (ACn) (Abb. 1.6),
Chemotaxis (Abb. 1.7) und Quorum Sensing (Abb. 1.9).
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Einleitung

1.2 Modularitat von Enzymen: HAMP, S-Helix und CTE

1.2.1 HAMP Domane

Der Name der HAMP Domaine leitet sich von ihrem Vorkommen in Histidinkinasen,
Adenylatcyclasen, methylakzeptierenden Chemotaxisproteinen und Phosphatasen ab.
Mittlerweile wurden sie in weiteren bakteriellen Enzymen, aber auch in Histidinkinasen
von Pilzen gefunden [13, 14]. Aktuell sind iiber 100.000 HAMP Domaénen in tiber 93.000
Proteinen in der nichtredundanten SMART-EMBL Datenbank verzeichnet. In den
dimerisierenden Membranproteinen von Zweikomponentensystemen kommen HAMP
Domadnen in der Regel direkt nach der Rezeptordomidne einzeln oder seriell
hintereinander vor. Deshalb wurde HAMP Domaéanen bereits frith die Funktion eines
Signalwandlers zugeschrieben. Sie beeinflussen die Aktivitit der nachfolgenden
cytosolischen Domanen [15-17].

HAMP Domanen bestehen aus etwa 50 Aminosduren (ASn) und bilden zwei amphi-
phatische a-Helices aus, die durch einen Konnektor verbunden sind [18]. Die ASn der
a-Helices besitzen ein sich wiederholendes Muster in Heptaden (7 ASn), ihre Benennung
mit 'abcdefg’ offenbart an den Positionen 'a' und 'd' stets hydrophobe ASn. Diese liegen
im Inneren des Vierhelixbiindels und stabilisieren die Struktur durch hydrophobe
Wechselwirkungen [19], was auch als ein Merkmal von coiled-coil Strukturen
beschrieben wurde [20].

complementary x-da

Abb. 1.1 Darstellung der HAMP Domaéne nach [16]. Links: Seitenansicht und Aufsicht des Vierhelixbiindels
mit Darstellung der dimeren Helices al und a2 als Zylinder. 7 ASn (eine Heptade) bilden etwa zwei
Windungen. Rechts: Aufsicht der ASn der Heptade (abcdefg nummeriert) in der ‘complementary x-da'
Packung, bei der die hydrophoben ASn der Positionen a und d iiberkreuz stehen. Die Packung lasst sich
durch Rotation um 26° in die 'Knobs-into-Holes' Packung liberfiihren. Die Zahnrédder stellen die Drehung
als Modell (Gearbox-Modell) dar.

Die 2006 geloste NMR-Struktur der HAMP Domaéne von Af1503 aus Archaeoglobus
fulgidus bestatigte einen homodimeren coiled-coil Aufbau von insgesamt vier a-Helices
[16, 21, 22]. Die vorgefundene 'complementary x-da' Geometrie ist typisch fiir
antiparallele Helixanordnungen [19], durch eine Rotation der benachbarten Helices um

13



Einleitung

26° lasst sie sich in die isoenergetische Knobs-into-Holes Geometrie tliberfiihren (siehe
auch Abb. 1.1, rechts). Unter Einbezug aller bisher publizierten Interaktionsstudien und
Strukturen [16, 23, 24] wird inzwischen von der Signaltransduktion durch das "dynamic
bundle" ausgegangen. Die Helices werden hierbei vertikal zueinander versetzt bei
gleichzeitiger Rotation, die insgesamt eine Restrukturierung der Domane bewirkt [22,
25-27].

1.2.2 S-Helix

Die 'signaling’- oder auch S-Helix kommt in fast allen Prokaryoten und einigen
Euryarchaeen vor, in Eukaryoten nur in Tieren und Pilzen. Sie ist ein konserviertes
Segment von ca. 40 ASn, das in Histidinkinasen direkt eine N-terminale Rezeptordomane
mit einer C-terminalen katalytischen Domane verbindet, ansonsten tliblicherweise nach
der HAMP Doméne bzw. zwischen zwei signalisierenden Domanen vorkommt [28, 29].
Sie zeigt das flr coiled-coils typische Heptadenmuster mit hydrophoben ASn an
Positionen a und d (siehe Abb. 1.2). Es wurden Unterbrechungen dieser Periodizitit in
Form eines Stutters (Insertion von 4 ASn) oder Stammers (Insertion von 3 ASn)
beobachtet [30]. Die kanonische a-Helix wird hierdurch unter- bzw. iiberdreht und
folglich ihre 'Knobs-into-Holes' Packung gestort [31]. Dies tritt gehduft in der Nahe von
funktionellen Bereichen der Enzymkatalyse auf. In Abb. 1.2 ist ein Sequenzlogo von
S-Helices dargestellt. Die Grofde der ASn reprasentiert ihre Haufigkeit an der
entsprechenden Position, deutlich erkennbar ist ein zentrales 'ERT'-Motiv.

bits
z© = N W A
z
;
|
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o =]
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i
1
Z
i
n

gabcdef gabcdef gabcdef

Abb. 1.2 Sequenzlogo des Bereiches von S-Helices aus [28]. Die Konservierung der ASn an den jeweiligen
Positionen wird durch die Grofle des entsprechenden Buchstabens reprisentiert, darunter ist die
Nummerierung in Heptaden (abcdefg) angegeben. Die vertikale Achse ist in Bits angegeben, mit maximal
log»20 = 4,3 Bits pro Position.

Im dimeren Enzym kommt die S-Helix doppelt vor, ihr wurde eine Beteiligung an der
Dimerisation und damit an der Signaltransduktion zugesprochen [32, 33]. Es wurde
vermutet, dass die S-Helix in der Kommunikation zwischen zwei globuldren Doméanen
als Schalter funktionieren konnte, der eine konstitutive Aktivierung der nachfolgenden
Domanen verhindert [28]. Die Wichtigkeit der S-Helix wird am Beispiel der Zapfen-
Stabchen-Dystrophie deutlich. Hier fiihrt eine konstitutiv aktive Guanylatcyclase in der
menschlichen Retina schliefdlich zur Erblindung. Ursache ist eine Punktmutation im
hochkonservierten ERT-Motiv der innersten Heptade der S-Helix [32, 34].
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Die S-Helix von CyaG aus Arthrospira platensis ist nur 25 ASn lang. Sie besteht aus drei
Heptaden und einem Stutter (3x7 + 4 ASn) und ist zwischen der HAMP und der CHD
Domane lokalisiert. Im Rahmen der Dissertation von K. Winkler wurde die S-Helix in
Tsr-Rezeptor chimaren Enzymen charakterisiert. Die Deletion der S-Helix resultierte in
einer Umkehr des weitergeleiteten Signals [35]. Signalinversion wurde ebenfalls
beobachtet, wenn zusaitzlich zur Deletion von ein bis zwei Heptaden auch der
C-terminale Stutter entfernt war. Blieb der Stutter erhalten, waren die Chimaren nicht
durch Serin reguliert. Die additive Insertion der S-Helix mit 25, 18 oder 11 ASn
resultierte ebenfalls in Signalinversion. Es wurde daher die Annahme formuliert, dass
die S-Helix ein eigenstandiges Modul ist, das durch die Dimerisierung wie ein Schalter
die Signaltransduktion beeinflusst.

1.2.3 Cyclase-Transducer-Element (CTE)

Der N-Terminus der katalytisch aktiven Cyclase Homologie Domine von Klasse Illa und
[IIb Adenylatcyclasen, teilweise auch von Guanylatcyclasen, weist eine hohe Sequenz-
konservierung auf [36, 37]. In Abb. 1.3 ist ein Sequenzauszug im relevanten Bereich
dargestellt. Deutlich erkennbar ist das gehaufte Auftreten der ASn Paare LL und VA
sowie das mittig gelegene SVLP/NILP Motiv. Diese Region von 20-25 ASn wurde 2008
von S. Dunin infolge bioinformatischer Beobachtungen identifiziert und aufgrund ihrer
vorhergesagten helikalen Struktur als C-Helix bezeichnet (personliche Mitteilung). Unter
diesem Namen wurde die Region in bisherigen Dissertationen und Publikationen als
hypothetisches Element genannt.

4.0
- 3.0

0.0

Abb. 1.3 Sequenzlogo der CTE (umrahmt) aus [38]. Die Konservierung der ASn an den jeweiligen
Positionen wird durch die Grofde des entsprechenden Buchstabens dargestellt, zugrunde lag ein
Alignment aus 2045 Sequenzen.

In den zwei gelosten Strukturen einer GC der Ratte (pdb: 3hls) sowie der AC Isoform X
des Menschen (pdb: 4clf) wird im Bereich des Prolins eine Unterbrechung der helikalen
Struktur gezeigt. Obwohl die S-Helix kein fiir coiled-coils typisches Heptadenmuster
zeigt, konnte sie iiber die Ausbildung eines zwei-Helix-Bilindels einen wichtigen Beitrag
zur Dimerisierung leisten. Die im Rahmen dieser Arbeit charakterisierte Region von
20 ASn erhielt den bezeichnenden Namen Cyclase-Transducer-Element (CTE).
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1.3 Adenylatcyclasen

Adenylatcyclasen (ACn) sind Enzyme, die meist als Dimer die Metallionen-abhangige
Reaktion von ATP zu cAMP Kkatalysieren [39, 40]. Sie kommen in fast allen Organismen
vor und sind aufgrund sequenzieller und struktureller Unterschiede in sechs Klassen
(I-VI) unterteilt [41]. Klasse I ACn sind vor allem cytosolische Enzyme, die in Gram-
negativen Bakterien der Familie Enterobacteriaceae wie z.B. E. coli vorkommen. ACn der
Klasse II sind losliche Toxine, sie werden vor allem von Bacillus anthracis und Bordetella
pertussis wahrend einer Infektion sezerniert. Am haufigsten und in allen drei Doméanen
des Lebens vertreten sind ACn der Klasse III, zu ihr gehoren alle eukaryotischen ACn
und die meisten bakteriellen ACn. Sie sind am besten erforscht und werden aufgrund
sequenzieller Unterschiede der katalytischen ASn weiter unterteilt in die Subklassen
a bis d [42]. Die katalytisch aktive Domadne ist stark konserviert und wird als Cyclase
Homologie Domane (CHD) bezeichnet. Von den Klassen IV bis VI sind bisher nur wenige
Vertreter bekannt [43-46].

Rv3645 CyaG Rv1625¢

M. tuberculosis A.max. M. tuberculosis Eukaryotische AC

™M1 TM2

C2

O I
(& -

CHD
CHD

Abb. 1.4 Schematische Darstellung von Klasse Il1I Adenylatcyclasen. Fiir die drei bakteriellen ACn (links)
ist nur ein Monomer des homodimeren Enzyms dargestellt. An die 2 bzw. 6 TM Membrandoméanen
bindende Liganden sind unbekannt. Rv3645 gehort zur Klasse IlIb, alle anderen ACn zur Klasse Illa. Die
Rv1625 stellt aufgrund ihres Aufbaus die Halfte der membrangebundenen, eukaryotischen ACn dar.
H = HAMP Domane, CHD = katalytische Domane, S = S-Helix, C bzw. Dreieck = CTE. C1 = CHD1, C2 = CHD2
in eukaryotischen ACn.

Eukaryotische ACn kommen gewebsspezifisch vor und werden in 10 Isoformen
unterteilt [47, 48]. Die losliche Isoform X wird pH-abhdngig durch das Hydrogen-
karbonat-lon aktiviert [49] und gehort zur Klasse Illb. Isoformen [ bis IX gehdren
hingegen zur Klasse Illa, sind membranstandig und in ihrem Aufbau sehr dhnlich (vgl.
auch Abb. 1.4 bis 1.6). Auf N-terminale sechs Transmembran (6 TM) a-Helices folgt eine
cytosolische Domine C1, auf die wiederum weitere 6 TM a-Helices mit ebenfalls
angeschlossener cytosolischer Domédne C2 folgen [37]. Die Membrananker machen
hierbei etwa 40% des Gesamtproteins aus; die jeweils etwa 40 kDa grofden
cytosolischen Domanen bestehen ihrerseits aus katalytischen und regulatorischen

Subdomaénen [50]. Die funktionelle eukaryotische Adenylatcyclase ist somit ein 12 TM
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Pseudoheterodimer. Die sechs katalytisch essentiellen ASn sind auf C1 und C2 verteilt,
daher entsteht das aktive Zentrum erst durch Dimerisierung der beiden cytosolischen
Domanen.

Im Gegensatz dazu sind funktionelle bakterielle ACn Homodimere; auf einer Peptidkette
liegen eine 6 TM und eine cytosolische Domdne. Da alle sechs essentiellen ASn auf
beiden Monomeren codiert sind, besitzen sie zwei aktive Zentren. In jedem aktiven
Zentrum sorgen zwei Aspartatreste fiir die Bindung des fiir die Katalyse essentiellen
Kofaktors Magnesium (Mg2+) bei Eukaryoten bzw. Mangan (Mn?2+*) bei Prokaryoten. Auf
der gegeniiberliegenden CHD tragen zwei ASn zur Purinerkennung und zwei weitere zur
Stabilisierung des Ubergangszustandes bei. Eine schematische Darstellung der CHDn
beider ACn ist in Abb. 1.5 zu finden.

Eukaryotische ACn Bakterielle ACn

o P
T Me
D..a—éjo\ ~ P N7_—R
D ’4)\;}%&/ "

A ——'DIT
DIT.__ K

K—=—@\

C1 C2

Abb. 1.5 Schematische Darstellung der dimeren cytosolischen Domanen (Graustufen) mit den sechs ASn
im Einbuchstabencode, die zusammen ein aktives Zentrum koordinieren. Jedes Aspartat (D) bindet dabei
ein divalentes Metallkation (Me). In Schwarz ist das Substrat dargestellt: A = Adenosin, p = Phosphat-
gruppe. Links: Heterodimere in Eukaryoten besitzen nur ein aktives Zentrum, in die zweite Tasche kann
der Stimulator Forskolin binden. Rechts: in Prokaryoten sind alle sechs ASn auf beiden Monomeren
codiert und es entstehen zwei aktive Zentren. Adaptiert nach [42, 51].

Die Regulation eukaryotischer ACn erfolgt durch G-Proteine, die durch Gsa stimulierend
bzw. durch Gia inhibierend ausfallen kann. Stimulierendes Forskolin kann in der
zweiten, nicht katalytischen Tasche binden [52-54].
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Adenylatcyclase
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Abb. 1.6 Indirekt durch GPCR (G-Protein gekoppelte Rezeptoren, rechts) aktivierte Adenylatcyclase (AC)
als Beispiel fiir ein Zweikomponentensystem (TCS) in Eukaryoten. An die a-Untereinheit des trimeren
G-Proteins ist GDP gebunden. Bindet ein Ligand (Dreiecke) an den GPCR, dissoziiert die a-Untereinheit
mit nun gebundenem GTP zu den dimeren katalytischen Doménen C1 und C2 und stimuliert die AC. Das
gebildete cAMP wirkt intrazelluldr als 2nd Messenger, der weitere Proteine und Kanale aktiviert [55-57].
Ein Ligand, der an die TM der AC bindet und diese direkt reguliert, ist unbekannt.

In Bakterien gibt es keine G-Proteine, liber die Regulation ist nichts bekannt, abgesehen
von wenigen Fallen tiber pH-Wert, Fettsauren und CO2 [58-60]. cAMP aktiviert das CRP
(cAMP Rezeptor Protein), zusammen binden sie den Repressor des Lac-Operons, der
sich darauthin von seiner DNA-Bindestelle 16st. Die [3-Gal Gene koénnen dann

transkribiert werden, wodurch der Zelle alternative C-Quellen zur Verfiigung stehen.

cAMP wird schliefllich durch Phosphodiesterasen zu AMP abgebaut [61]. Die
Konzentration von ATP, cAMP und AMP stellt einen wichtigen Indikator fiir den Energie-
zustand einer Zelle dar, da sie Schliisselenzyme der wichtigsten Stoffwechselwege einer
Zelle inhibitorisch oder exzitatorisch zu beeinflussen vermoégen. ACn stellen daher einen
wichtigen Ansatzpunkt fiir pharmazeutische Therapien dar.

Es wurden einige Kristallstrukturen von Klasse III ACn veroffentlicht, wobei zumeist nur
die cytosolischen Doméanen kristallisiert werden konnten (Spirullina platensis CyaC pdb:
2bw7 und 1wcO [59, 62]; Mycobacterium tuberculosis Rv1264 pdb: 2ev1 und 1y10 [60,
63] Rv1900c pdb: 1ybt [64]; Pseudomonas aeruginosa CyaB pdb: 3r5g [65]; Anabaena
spp. CyaB2 pdb: 1ykd [66]). Die Kristallisation der Saugetier ACn gelang zumeist als
Dimer mit C1 und C2 von unterschiedlichen Isoformen (pdb: 1azs, 1cs4, 4clf, 1ab8 [58,
67,59, 68, 69].
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1.3.1 Mykobakterielle Adenylatcyclasen Rv1625c und Rv3645

Mycobacterium tuberculosis ist ein Humanpathogen, das die weltweit verbreitete
Tuberkulose verursacht. Das Gram-positive Bakterium ist um das Peptidoglykan mit
einer zusatzlichen Mykolsdureschicht umgeben, wodurch es eine hohe Resistenz gegen
dufiere Einfliisse wie beispielsweise Antibiotika und Sauren besitzt. Es wird von den
Makrophagen in der Lunge aufgenommen, kann aber die Verschmelzung des Endosoms
mit dem Lysosom unterbinden und somit lange Zeit im Wirt iiberdauern. Diese Fahigkeit
wird auch einer erhhten cAMP Konzentration zugeschrieben [70]. Nicht verwunderlich
ist daher, dass im Genom von M. tuberculosis H37Rv 15 vollstandige Gene und ein
Pseudogen fiir Adenylatcyclasen entdeckt wurden [71]. Die Vielfalt ihrer Doméanen-
organisation macht differenzierte Einsatzgebiete in Abhdngigkeit der Physiologie sehr
wahrscheinlich. H37Rv stellt ein Modellsystem fiir die Untersuchung von bakteriellen
cAMP Signalwegen dar [72]. Alle 16 ACn von H37Rv gehoren zur Klasse III, fiir die
meisten wurde katalytische Aktivitdit nachgewiesen, einige sind biochemisch oder
strukturell charakterisiert (pH-sensitive Rv1264, pdb: 1y10, 1y11, Rv1900c pdb: 1ybt)
[60, 64, 73-78].

Mykobakterielle Rv1625c

Die mykobakterielle Rv1625c gehort zu Klasse I1la ACn und wurde bereits intensiv bio-
chemisch untersucht [50, 75]. Die Struktur des cytosolischen Teils wurde mit 2,7 A
gelost und in der Datenbank hinterlegt (pdb: 1yk9, 4p2m). Es handelt sich allerdings um
eine katalytisch inaktive AC mit drei Mutationen im aktiven Zentrum [79, 80]. Rv1625c
ist als Homodimer aktiv, jedes Monomer besitzt sechs Transmembranhelices gefolgt von
einer cytosolischen Domane. Das Monomer ist in seinem Aufbau mit exakt einer Halfte
von eukaryotischen ACn vergleichbar, die Rv1625c gilt daher als prototypisch (siehe
Abb. 1.4) [75]. Da jedes Monomer alle sechs wichtigen ASn fiir das katalytische Zentrum
kodiert, besitzt die Rv1625c im Gegensatz zu eukaryotischen ACn jedoch zwei aktive
Zentren (siehe Abb. 1.5).

Mykobakterielle Rv3645

Rv3645c sowie die ACn Rv1318c, Rv1319c und Rv1320c gehoren zu den myko-
bakteriellen Klasse IlIb ACn. An der Substratbindung sind hier Lysin und Threonin statt
wie bei Klasse Illa Lysin und Aspartat beteiligt, was ein wesentliches Unterscheidungs-
kriterium darstellt. Auch in ihrer Topologie unterscheiden sie sich von Klasse Illa ACn;
die vier ACn besitzen den modularen Aufbau von 6 TM, gefolgt von einer HAMP Domane
und einer CHD (siehe Abb. 1.4) [77, 81]. Dieser Aufbau dhnelt stark dem der
Chemotaxisrezeptoren, weshalb Untersuchungen zur Wirkungsweise der HAMP
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Domadnen in chimdren Enzymen mit den Rezeptoren von Tsr und Tar kombiniert mit der
CHD von Rv3645 durchgefiihrt wurden [1, 82, 83].

1.3.2 Cyanobakterielle CyaG aus Spirullina spp. (Arthrospira)

Cyanobakterien kommen vorzugsweise in alkalischen Seen mit hohem Salzgehalt vor
und zdhlen zu den altesten Lebewesen auf der Erde. Sie gelten als mafdgeblich an der
Erhohung des Sauerstoffgehalts in der Ur-Erdatmosphare verantwortlich [84-89].
Einige filamentdse Cyanobakterien, wie Anabaena, konnen in spezialisierten Zellen, den
Heterocysten, Stickstoff fixieren [90, 91].

Die photoautotrophe Spirullina wurde 1940 und 1970 als griinblauer Algenteppich im
Tschad-See entdeckt, von denen sich Schwiarme von Flamingos sowie Einheimische
ernahrten [92]. Es wurde spekuliert, dass extrazellulares cAMP moglicherweise an der
Ausbildung der Algenteppiche beteiligt ist [93]. Beispielsweise wurden im Genom von
Arthrospira platensis NIES-39 mit 22 ACn tiberdurchschnittlich viele cAMP Produzenten
identifiziert [94], von denen mit CyaA, CyaC, CyaG sowie CyaB1 und CyaB2 finf
strukturell diverse ACn bereits bekannt waren [59, 95-97]. CyaG wurde als homolog zu
Klasse III ACn sowie zu Guanylatcyclasen (GCn) identifiziert. Die Bindetaschen von ACn
und GCn sind ahnlich, dennoch besitzen sie eine hohe Substratspezifitit und eine zu
vernachlassigende Aktivitit gegeniiber dem jeweils anderen Substrat. Nach der
Mutation dreier an der Katalyse beteiligten ASn konnte eine Anderung der Substrat-
spezifitat von einer AC zu einer GC beobachtet werden [98]. Die CyaG wurde daher als
moglicher Vorfahr von humanen GCn und ACn gedeutet [99].

CyaG besitzt eine 2 TM Domane, auf die eine HAMP sowie eine katalytische Domane folgt
(sieche Abb. 1.4). Thr Aufbau ist damit dhnlich den Chemotaxisrezeptoren, liber eine
Verwandtschaft wurde spekuliert [99]. Anders als die vier mykobakteriellen Klasse IIIb
ACn besitzt CyaG zusatzlich eine S-Helix, die die HAMP mit der katalytischen Domane
verbindet. Zundchst als einfacher Linker bezeichnet deuten weiterfilhrende Unter-
suchungen der S-Helix auf ein selbststandiges Modul hin (1.2.2).
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1.4 Chemotaxisrezeptoren von Escherichia coli

Escherichia coli ist ein Gram-negativer, fakultativ anaerober, einzelliger Organismus.
Dank seines Vorkommens in der menschlichen und tierischen Darmflora ist E. coli der
mit am besten untersuchte Prokaryot, das Genom vieler Stamme ist entschliisselt. Es
gibt einige humanpathogene Arten, in der Forschung stellt E. coli einen beliebten
Modellorganismus dar und wird weltweit fiir die Forschung und Produktion von
Proteinen und niedermolekularen Verbindungen herangezogen.

E. coli ist in der Lage, Lock- und Schreckstoffe in seiner Umgebung wahrzunehmen und
dank seiner peritrichen Begeifdelung mit einem angepassten motilen Verhalten zu
reagieren (Chemotaxis). Die Untersuchung der Chemotaxis begann in den 1960er Jahren
und gilt als ein besonders gut erforschtes Zweikomponentensystem [100-103]. Als
Rezeptoren wurden die fiinf MCPs (Methylakzeptierende Chemotaxisproteine) Tsr, Tar,
Tap, Trg und Aer charakterisiert. Tsr erkennt Serin als Lock- und Leucin und Indol als
Schreckstoffe; Tar erkennt Aspartat und Maltose als Lock- und Nickel und Kobalt als
Schreckstoffe; Tap erkennt Dipeptide und Trg Ribose und Galaktose als Lockstoffe [104].
Aer registriert das umgebende Redoxpotential [105]. Chemotaxisrezeptoren kommen
vorrangig als Trimere von Dimeren am Zellpol vor [106-109]. Diese Rezeptorcluster-
bildung erlaubt eine Beeinflussung benachbarter MCPs und erhoht die Empfindlichkeit
dieses Systems [110].

MCPs befinden sich in einem Gleichgewicht zwischen zwei Zustanden (siehe auch Abb.
1.7): bei niedriger Lockstoffkonzentration (Kinase-ON) werden die MCPs methyliert und
der liber die Phosphatiibertragungskaskade beeinflusste Motor sorgt fiir die Schlag-
richtung der Flagellen im Uhrzeigersinn (CW), die Zelle taumelt und richtet sich dabei
willkiirlich neu aus. Bei hoher Lockstoffkonzentration (Kinase-OFF) bleibt die Auto-
phosphorylierung sowie die Methylierung der MCPs aus, die Flagellen schlagen gegen
den Uhrzeigersinn (CCW), die Zelle schwimmt. Mit Hilfe des Vergleiches von
Methylierungsgrad der MCPs zu aktueller Ligandenkonzentration kann die Zelle
feststellen, ob sie in eine glinstige und ungilinstige Richtung schwimmt, auch Adaption
genannt [23, 111, 112]. In einer einheitlichen Umgebung gleicht die Fortbewegung der
Zelle einem Random Walk. In einem gilinstigen Gradienten kommt die Zelle ihrer
bevorzugten Umgebung ndher, indem sie langer im CCW-Modus verbleibt, auch als
verzerrter Random Walk (engl. Biased random walk) bezeichnet.
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Abb. 1.7 Schematische Darstellung der beiden Zustinde der an der Chemotaxis beteiligten Proteine
(hellgrau). Der Transfer von Phosphat (p) oder Methylgruppen (CH3) ist durch Pfeile angegeben.
Dunkelgrau: links Tsr Dimer (mit den drei Segmenten 2 TM Domane, H = HAMP Domane, E =
Effektordoméne) sowie rechts M = Motor mit Flagellum. Schwarze Dreiecke: Lockstoff, weifde Dreiecke:
Schreckstoff. Nach [23]. Auf cytosolischer Seite liegen MCPs als terndare Komplexe mit dem Adapterprotein
CheW (W) und der Histidinkinase CheA (A) vor. Sie befinden sich in einem Gleichgewicht zwischen zwei
Zustianden: Kinase-ON (oben) und Kinase-OFF (unten). Sind nur geringe Lockstoffe vorhanden (oben),
wird die Autophosphorylierung von CheA stimuliert. CheA-p libertrégt seinen Phosphatrest auf einen der
beiden Antwortregulatoren CheY (Y, motorische Kontrolle) oder CheB (B, sensorische Kontrolle). CheY-p
bindet an den Flagellenmotor (M) und bewirkt eine Umkehr der Flagellenschlagrichtung auf 'im
Uhrzeigersinn' (clockwise, CW). Die Zelle taumelt und richtet sich zuféllig neu aus. CheY-p wird rasch von
der CheZ-Phosphatase (Z) hydrolysiert, sodass lediglich neu gebildetes CheY-p den Grundzustand der
Schlagrichtung (gegen den Uhrzeigersinn, counterclockwise, CCW) beeinflussen kann, wodurch eine
zeitnahe Abstimmung auf die Lock- bzw. Schreckstoffkonzentration gewdhrleistet ist. Der Methylierungs-
grad der MCPs wird zusatzlich in einer Riickkopplungsschleife durch die Antagonisten CheB (B) und CheR
(R) reguliert, CheB-p sorgt fiir eine Demethylierung, CheR fiir die Methylierung des Chemorezeptors.

Die Struktur des Chemotaxisrezeptors Tsr wurde 1999 gelost [113]. Tsr besitzt zwei
Transmembranhelices mit einem grofien periplasmatischen Loop fiir die Liganden-
bindung, im Cytosol folgen eine HAMP Domane und die Effektordomane, auf der sich die
Methylierungsstellen befinden, sowie die Regionen zur Interaktion mit CheA und CheW.
Rezeptor und HAMP Domaine von Tsr bzw. Tar konnten bereits erfolgreich mit der

cytosolischen Effektordomédne verschiedener ACn gekoppelt und funktionelle chimare
Proteine generiert werden [1, 82].
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1.5 Quorum Sensing Rezeptoren LgsS und CqgsS

Die Erstbeschreibung der obligat aeroben, stibchenférmigen Legionellen erfolgte 1947.
Uber Aerosole in die menschliche Lunge gelangend wurde Legionella pneumophila 1976
als Erreger der Legiondrskrankheit beschrieben [114, 115]. Die fakultativ anaeroben,
gekriimmten, monotrich begeifielten Vibrionen wurden bereits 1854 erstmals
beschrieben [116]. Das von Vibrio cholerae sekretierte Choleratoxin gelangt in die
Epithelzellen des Diinndarms, wo es G-Proteine stimuliert und eine stindige cAMP
Produktion veranlasst. Auf die induzierte Sekretion vieler Ionen folgt durch Osmose ein
massiver Wasserverlust, welcher sich in einer lebensbedrohlichen Diarrhoe &ufiert
[117]. Vibrio harveyi ist ein marines, biolumineszentes Bakterium, welches sowohl frei
schwimmend als auch assoziiert mit Meerestieren als Symbiont, Kommensal oder
Parasit auftritt. Es wurden bisher keine humanpathogenen Stimme beschrieben.

Legionellen wie Vibrionen sind Gram-negative Bakterien und durch Quorum Sensing
(QS) zur Wahrnehmung der Zellpopulationsdichte befdhigt. Jedes Bakterium sekretiert
hierbei geringe Mengen eines Signalmolekiils. Befinden sich viele Bakterien in nachster
Nahe, ist die Konzentration dieses Signalmolekiils, sog. Autoinducer, lokal erhéht und
die Population zeigt durch verdnderte Genexpression ein gruppenspezifisches Verhalten
[118-120]. Besonders wichtig ist dies bei der Ausbildung von Biofilmen, bei der
Virulenz, bei der Antibiotikaresistenz oder der Biolumineszenz [121, 122].

HO 0 HO 0
LAI-1 CAI-1
(S-3-Hydroxypentadecan-4-on) (S-3-Hydroxytridecan-4-on)

b

Abb. 1.8 Die Liganden LAI-1 bzw. CAI-1 der QS-Rezeptoren LgsS (von Legionella pneumophila) bzw. CqsS
(von Vibrio spp.) unterscheiden sich in ihrer Lange um zwei C-Atome.

In Vibrionen wurden vier verschiedene QS-Systeme beschrieben [123-125], die
spatestens im Antwortregulator LuxO konvergieren [123, 126]. Im namensgebenden
Bakterium V. cholerae wurde das Cqs-System (Cholera quorum sensing) entdeckt [125].
Es wurde auch in V. harveyi identifiziert [123], und ist schematisch in Abb. 1.9, links,
dargestellt. In Vibrionen bildet CgsA das Signalmolekiil CAI-1, welches an den Rezeptor
von CqsS bindet [123, 127]. Homolog dazu bildet LqsA in L. pneumophila das
Signalmolekiil LAI-1, welches an den Rezeptor von LgsS bindet [128, 129]. LAI-1
(Legionella Autolnducer-1) und CAI-1 (Cholera Autolnducer-1) sind Lipide, die sich in
ihrer Lange um zwei C-Atome unterscheiden [119].
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Abb. 1.9 Schematische Darstellung der QS Systeme in V. harveyi (links) und L. pneumophila (rechts),
adaptiert nach [130-132]. Jeweils links der gestrichelten Linie ist der Phosphatfluss (P) und die
resultierenden Phénotypen bei niedriger, rechts davon bei hoher Ligandenkonzentration dargestellt. Die
Liganden CAI-1 bzw. LAI-1 (Dreiecke) werden von der Synthetase CqsA bzw. LgsA produziert, bei
niedrigen Konzentrationen sind die homodimeren Rezeptoren CqsS bzw. LgsS als Histidinkinase aktiv.
Der Phosphatrest von CqsS wird iiber LuxU auf LuxO transferiert, LuxO-p induziert die Expression fiir
regulatorische RNA (sRNA), wodurch die Expression des Gens fiir LuxR gehemmt wird [132]. Ohne LuxR
wird die Expression der Gene fiir Virulenz und Biofilmbildung nicht gehemmt und die Expression der
Luziferasegene nicht stimuliert. Bei hoher Ligandenkonzentration kehrt sich diese Kaskade um, sodass
LuxR aktiv ist, was phanotypisch als Biolumineszenz sichtbar ist [133, 134]. Der Phosphatrest von LqsS
wird direkt auf den dadurch dimerisierenden Antwortregulator LgsR tibertragen und die Replikations-
maschinerie bleibt angeregt. Bei erhohter LAI-1 Konzentration durch erhohte Zellzahl kehrt sich die
Kaskade um, durch inaktives LqsR wird die Replikation gestoppt und die Expression der Gene fiir
Virulenz, Kompetenz und Filamente zur Beweglichkeit angeregt.

CgsS und LgsS (Cholera- bzw. Legionella quorum sensing Sensor) sind bei niedrigen
Ligandenkonzentrationen als Histidinkinase aktiv, bei hohen als Phosphatase. Die
Histidinkinasen geben nach ihrer Autophosphorylierung den Phosphatrest iiber die
sogenannte Phosphatiibertragungskaskade auf cytosolische Antwortregulatorproteine
(LuxO bzw. LgsR, Abb. 1.9) weiter, die darauf hin die Expression entsprechender Gene
induzieren (siehe Text zu Abb. 1.9) [135, 136]. Interessanterweise wird die Virulenz in
Legionella pneumophila bei hoher LAI-1 Konzentration ausgelost, wahrend dies bei
Vibrionen bei niedriger CAI-1 Konzentration der Fall ist [137].
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Im aktiven Enzym liegen die Membrandomanen der QS Rezeptoren LgsS und CgsS als
Homodimere vor [119, 121]. Sie adhneln in ihrem Aufbau stark den 2x 6 TM
Membrandomanen der Adenylatcyclase des Rindes, welche 1989 mit kurzen extra-
membranalen Schleifen beschrieben wurde, was eine dichte Packung der 6 TM Helices
erfordert [37]. Bisher wurde eine direkte Ligandenbindung in eukaryotischen ACn
aufgrund der kurzen Schleifen ausgeschlossen, mit der Entdeckung der lipophilen
Liganden LAI-1 und CAI-1 wéren fiir ACn jedoch dhnliche Liganden denkbar.

1.6 Ziel der Arbeit

Sensorische Membranproteine ermoglichen den Informationsfluss durch eine
anderweitig undurchldssige Membran. Beim Vergleich ihres Aufbaus fallt eine ahnliche
Organisation in Modulen auf, ihre Verwandtschaft auf evolutiver Ebene ist naheliegend.
Beispielsweise wurde die HAMP Domane in iiber acht verschiedenen Enzymklassen
gefunden [13], auch die S-Helix wurde haufig als Linker zwischen zwei signalisierenden
Domadanen beschrieben [28]. Es ist eine spannende Frage, inwieweit die Signaltrans-
duktion liber die Membran einem universellen Mechanismus folgt. Bisher wurden
hierzu verschiedene funktionelle chimare Proteine aus dem Tsr-Rezeptor von E. coli und
verschiedenen mykobakteriellen oder cyanobakteriellen katalytischen Domdnen von
ACn erzeugt und dabei die Signaltransduktion tiiber die dazwischen geschalteten
Domanen untersucht. Vor kurzem wurde die S-Helix der CyaG AC im Rahmen ihrer
natiirlichen HAMP und katalytischen Doméane charakterisiert. Die Entdeckung, dass sie
aufgrund ihrer An- bzw. Abwesenheit das Signal der Regulation zu invertieren vermag,
wirft die Frage auf, ob die S-Helix als eigenstindiges Modul betrachtet werden
kann. Diese Fragestellung wurde zunachst in Tsr Rezeptor Chimdren mit Klasse
IIIa und IIIb ACn untersucht, spiter auch in LqsS Rezeptor Chimaren.

In Eukaryoten werden ACn indirekt iiber G-Proteine reguliert. Eine zusatzliche direkte
Regulation tiiber die 2x 6 TM Membrandomédne wurde daher fiir unnétig und aufgrund
der kurzen extramembranalen Schleifen auch fiir unwahrscheinlich gehalten. In
Bakterien wurden bislang keine G-Proteine entdeckt. Uber die Regulation der ACn ist bis
auf wenige Ausnahmen von pH-Wert und Peptiden wenig bekannt. Viele membran-
gebundene bakterielle ACn besitzen jedoch einen strukturell dhnlichen Aufbau wie ihre
eukaryotischen Verwandten. Neue Erkenntnisse weisen auf eine direkte Regulation hin.
Der dhnliche Quorum Sensing Rezeptor von CqsS aus V. harveyi war mit der
mykobakteriellen Rv1625c AC zu funktionellen, auf den Liganden CAI-1 sensitive
Chimaren verkniipft worden. Analog waren funktionelle und durch den Liganden LAI-1
regulierte Chimaren mit LgsS aus Legionella pneumophila generiert worden [138].
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LgsS Rv1625¢ Chimére
L. pneumophila M. tuberculosis
LAI-1 ? LAl
D
@— ATP  cAMP+pp, ATP  cAMP+pp,

Abb. 1.10 Schematische Darstellung chimarer Enzyme (Monomere). Links: LgsS mit 6 TM Helices bindet
den Liganden LAI-1, die Effektordoméane E wird phosphoryliert (p). Mitte: Es ist kein Ligand fiir den 6 TM
Rezeptor von Rv1625c bekannt '?', die katalytische Domane CHD setzt ATP zu cAMP und Pyrophosphat
(ppi) um. Rechts: Das chimédre Enzym mit dem 6 TM Rezeptor von LgsS bindet den Liganden LAI-1 und
setzt abhdngig von dessen Konzentration eine messbare Menge an ATP Molekiilen pro Zeit um.

Bei der Erzeugung von chimaren Enzymen zeigt sich die Wichtigkeit des Kennens der
richtigen Domanengrenzen. Da bei den ersten drei LqsS-Rv1625c Chimaren sowohl
Hemmung als auch Stimulation durch LAI-1 auftrat, sollten im Rahmen dieser Arbeit die
Ankniipfpositionen von LqsS und Rv1625c genauer untersucht und optimiert
werden. Hierbei wurden seitens Rv1625c nur wenige Positionen toleriert, die
auffalliger Weise den Beginn eines bisher unter dem Namen C-Helix bekannten,
hochkonservierten helikalen Bereiches markierten. Ihrer Entdeckung 2008 im Rahmen
bioinformatischer Studien von S. Dunin (MPI, Tibingen) folgte keine Untersuchung. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte dieser Bereich charakterisiert werden, er wurde
schlief3lich CTE (fiir Cyclase Transducer Element) genannt. Bei Betrachtung der AS
Sequenzen der CTE in bakteriellen ACn und allen neun Isoformen membrangebundener
eukaryotischer ACn fiel ein hoher Grad an Konservierung auf. Durch Substitution der
mykobakteriellen CTE durch eukaryotische CTE sollte die Fragestellung der
Kompatibilitat untersucht werden. Hierfir wurden membrangebundene
Homodimere und Heterodimere sowie l6sliche Heterodimere eingesetzt.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Kits

Firma, Ort

Material

AppliChem, Darmstadt

Acrylamid 4K-solution 30% (37, 5:1)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sterican® Kaniilen Gr. 2, Gr. 18

Biomers.net GmbH, Ulm

Oligonukleotide

BIO-RAD, Miinchen

BIO-RAD Proteinassay-
Farbstoffkonzentrat, ProfinityTM IMAC
Ni2* charged Resin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Rotilabo®-Blottingpapiere 0,35 mm,
allgemeine Verbrauchsmaterialien

GE Healthcare, Freiburg

Amersham ECL Plus Western Blotting
Detection System, Amersham Hyperfilm
ECL, ECL Plex Ziege-anti-Maus IgG-Cy3
Sekunddrantikorper

Hartmann Analytik, Braunschweig

[-32P]-ATP

Macherey-Nagel, Diiren

Porablot PDVF Membran (2 um
Porengrofie)

Merck Millipore, Darmstadt

Aluminiumoxid 90 aktiv neutral 0.063-
0.200 mm (70-230 mesh ASTM), Amicon®
Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten,
allgemeine Verbrauchsmaterialien

New England Biolabs (NEB),
Ipswich, MA (USA)

Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase

Novagen R&D systems, Wiesbaden

S-Tag monoklonaler Antikorper

PEQLAB, Erlangen

KAPA HiFi PCR Kit, dNTPs, peqGOLD
Protein-Marker [ und IV

Perkin Elmer, Massachusetts, MA (USA)

[2,8-3H]-cAMP (Ammoniumsalz), LSC-
Szintillator Cocktail Ultima Gold XR

Promega, Madison, WI (USA)

Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System

QIAGEN, Hilden

monoklonale Antikérper Maus-anti-RGS-
His4 bzw. Tetra-His™ (IgG1, BSA-frei),
Ni-NTA Agarose, pREP4 Vektor

Roche (Boehringer), Mannheim

Alkaline Phosphatase, ATP, A-DNA, Rapid
DNA Ligation Kit, Restriktionsenzyme
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Serva, Heidelberg

Visking dialysis tubing 8/32 Durchmesser
16 mm

Sigma-Aldrich Co. LLC,, St. Louis, MO
(USA)

Dowex® 50WX4-400 [on-exchange resin,
LB-Medium, allgemeine
Verbrauchsmaterialien

Sid-Laborbedarf GmbH, Gauting

HiYield PCR Clean-Up und Gel Extraction
Kit

VWR, Radnor, PA, USA

ECL Plex Ziege-anti-Maus IgG-Cy3

Sekundarantikorper
2.2 Gerate
Firma, Ort Gerit

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Ultrazentrifuge Beckman L-60 mit Rotor Type
50.2Ti

Bender & Hobein AG, Zirich, CH

Vortex Genie 2

BINDER GmbH, Tuttlingen

Brutschranke

Biometra, Gottingen

T3000 Thermocycler, UVstar312 nm

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA (USA)

Western Blotting Apparat Trans-Blot SD 'Semi
Dry Transfer Cell'

Eberhard-Karls-Universitat,
Tibingen

Gelelektrophorese-Kammern, Kimme und
Gelschlitten flir Agarosegele

Eppendorf, Hamburg

BioPhotometer, Thermomixer compact,
Tischzentrifugen Minispin und 5418,
Vakuumzentrifuge Concentrator 5301

GE Healthcare, Freiburg

Ettan DIGE Imager, Hoefer Mighty small II E250
Kammer, Hoefer Mighty small SE245 gel
casting apparatus, Szintillationszahler LKB
Wallac 1209 Rackbeta ,Primo’

GFL, Miinchen

Uberkopfschiittler GFL 3025

Knick, Berlin

pH-Meter 761 Calimatic

Kontron-Hermle, Gosheim

Rotor A6.14 (SS34) und A8.24 (GSA)

Sartorius AG, Gottingen

Waage

SLM instruments, Urbana, IL (USA)

French Pressure Cell Press FA-078-E1 mit
Zubehor

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Langenselbold

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R,
Zentrifuge Sorvall RC 5B Plus
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2.3 Software

Programm Anwendung Quelle

GENtle Organisation aller Chimaren, A free multi-purpose molecular
Auswertung der biology tool, 2006, Magnus
Sequenzierungen, Alignments, | Manske, PhD thesis
Primerdesign

Genedoc Bearbeitung multipler Multiple Sequence Alignment

Alignments

Editor & Shading Utility Version
2.5.000 [139]

Image Quant TL

Auswertung Western Blots

GE Healthcare, Freiburg

JPred4 Strukturvorhersage A Protein Secondary Structure
Prediction Server [140]

Phyre2 3D Proteinmodellierung Internetseite fiir 3D Protein-
modellierung [141]

PyMOL 3D Protein-Analyse PyMOL v0.99. The PyMOL
Molecular Graphics System,
Version 1.8 Schrodinger, LLC.

QTI-Plot Visualisierungsprogramm, Version 0.9.8.9

Funktionenplot

Weblogo Sequenzlogo Version 2.8.2 (2005-09-08)
http://weblogo.berkeley.edu/log
o.cgi [142]

Zotero Literaturverzeichnis Version 4.0.29.11

MS Office Paket | Allgemeine Microsoft, Redmond, WA, USA

(Word, Excel, Projektbearbeitung

PowerPoint)
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2.4 Bakterienstamme

E. coli Stamm Verwendung Genotyp Herkunft
XL1 blue Klonierung, nach | recA1 endA1 gyrA96 thi-1 Stratagene
QuikChange hsdR17 supE44 relAl lac [F-
proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tetr)]
BL21 (DE3) Fiir Expression F-ompT hsdSs(rsmg’) gal dcm Novagen
von Genen auf (DE3)
Plasmid pQE80L
und pETDuet-3
BL21 DE3 Flir Expression F-ompT hsdSs(rs-mp) gal dem Novagen
(pREP4) von Genen auf (DE3)
Plasmid pQE30 pREP4: KanR, lacl
C43 (DE3) Fiir Expression F-ompT hsdSs(rs-mg’) gal dcm Lucigen
toxischer Proteine | (DE3)

2.5 Plasmide

Es wurde hauptsachlich das Plasmid pQE-80L (Qiagen) verwendet. Dem T5-Promoter
mit Ribosomenbindestelle (RBS) folgt eine IPTG induzierbare multiple cloning site
(MCS) mit N-terminalem RGSHiss-Tag. Es sind weiterhin ein lacl4-Gen (fir die
konstitutive Expression des Repressors des IPTG-Promoters) vorhanden sowie ein Gen,
das fiir die beta-Lactamase (Ampicillin-Resistenz) codiert.

In einigen Fallen wurde das Plasmid pQE-30 (Qiagen) eingesetzt, es ist identisch zu
pQE-80L mit Ausnahme des Fehlens des lacla-Gens. Daher wurde dieses Plasmid stets in
Kombination mit pREP4 verwendet.

PREP4 beinhaltet ein lacld-Gen sowie ein Resistenzgen gegen Kanamycin.

Das Plasmid pETDuet-1 (Novagen) war durch A. Schultz modifiziert worden, indem die
MCS1 durch die von pQE-30 ersetzt wurde, das Plasmid wurde im Labor unter der
Bezeichnung pETDuet-3 gefiihrt. Das Plasmid enthalt zwei IPTG induzierbare MCS,
sodass zwei verschiedene Gene gleichermafden exprimiert werden konnten. Beiden MCS
ist ein T7 Promoter/lac operator mit RBS vorangestellt. In MCS-1 eingefiigte
Gensequenzen erhalten einen N-terminalen RGSHiss-Tag, in MCS-2 eingefiigte einen
C-terminalen S-Tag zur spateren differentiellen Detektion im Western Blot. Das Plasmid
pETDuet enthalt weiterhin ein lacl4-Gen sowie ein Gen, das fiir die beta-Lactamase
(Ampicillin-Resistenz) codiert.
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PQE-80 L

a |
Eco RI/RBS 6xHis  BomHl Sphl  Soel  Kpnl Xmol Sall Pl Hind Il b
ATGAGAGGATCG I - - | GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTT |AATTAGCTGAG —
RGS His epitope —

l v T

pQE-80L
4.8 kb

&
e
E
=L
Col E1
pQE-30
Sma |
Ece RI/RBS bxHis  BomHl Sphl  Socl Kpnl Xmal Sall  Pstl Hind Il %
|—%Qamecmcc-- -[GCATCCGCATGCGAGCICGGTACCCCGGGICGACCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGAG [
RGS His epitope —_—

I _ =
EETcEPC=_=FL
o oo OEEDR=
VLD R U R L A L

=

PTS ‘hcﬂ—th—RBS—lATG—m—MCS

I Epnl

£ pQE-30
3.4 kb

Cal EY

Abb. 2.1 Plasmidkarten der
Vektoren pQE-80L (oben)
und pQE-30 (unten) von
Qiagen mit Darstellung der
Sequenzen der multiple
cloning site (MCS). PT5: T5
Promoter, lac O: lac Operator,
RBS: Ribosomenbindestelle,
ATG: Start codon, 6xHis: Tag
mit 6 Histidinen, MCS: Multiple
Cloning Site mit Restriktions-
schnittstellen, Stop codon:
Stop in allen Leserastern,
ColE1: Col E1 Replikationsstart,
Ampicillin: Resistenzgen gegen

Ampicillin, lacla:  Gen fir
konstitutive Expression des
Repressors.
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gopp 2L 5851 Abb. 2.2 Plasmidkarte von
grA | (5333)
Sph 1 (s191) I — mcs1 pETDuet-1 (oben) von
EcoMN | (5126) . L= BS;I"G | {190) T?J‘acl R
: Novagen mit Darstellung der
Weme | g d Itipl
. is-Tag equenzen er multiple
Miu | (4658) s EamRHll_ugs} q . ' ]
Bol | 4644) oo\, Dra il 775) oo ona cloning sites (MCS, unten).
BSE I a7 ‘f?g: el ori: pBR322 ColE1 origin, lacl:
T/ Bl ossples | |PEETI0N) | Gen  fiir  Expression  des
& ) Sal | {137) . . .
;/ 3 \ | [tind ::.sr;]..g] Rep-ressors, f1 ori: Orlgl.n,. Ap.
Hpal@iss || (gt tee | [an i 16y Resistenzgen gegen Ampicillin.
! Bl 1 (1309) i i
| PETDuet-1 ol |8 1009 | e pETDuet besitzt im Gegensatz.
(5420 bp) & [ [Fep 1141 TTlac| zu den pQE Vektoren zwei
d) I - 0 .
=/ Nde I (208) MCS (Multiple Cloning Site,
\ =/ Bgl Il {305) . . i .
Psps5 I (3789) =Y Mun | (311) jeweils  mit  Restriktions-
Sca | (1889) EcoR V (319)
Bpu10 1 (3589 / NgoA IV | (324) schnittstellen), jeweils mit
Fse | (328) . v
A einem vorangestellten T7
o Promotor (T7lac). In dieser
- Arbeit wurde der pETDuet-3
] mp? (o] - furlliass) (modifiziert durch A. Schultz)
Sap | (2012) BspLU11 | (2754) ' verwendet, hier wurde die
P . MCS1 durch die MCS der pQE
Ftimer 1692149 Gia — PR Vektoren ersetzt.

g1 _Lal
AGCAACCGCACCTGTGGCGCCOETGATGCCEGECACGATGLGTCCEGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATA

T7 transcription start-1
His-Tag

lac operator Xba | rbs Neo |
GGGEAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGEAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCAC
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHis

BspM | BsiG |
Sacl Pst| DuetUP2 Primer
BamH | EcoR | Ecl136 | __Asc 15568387 | saf|_ Hind Ill __ Not | Af Il #711803
AGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCC
-
SerGlnAspProAsnSerSerSerAlaArgLeuGlnValAsplysLeuAlaAlaAlaEnd DuetDOWN1 Primer
#¥7T1179-3
DuetUP2 Primer T7 transcription start-2
#71180-3 T7 promoter-2 _ —* lac operator rhs Nde |

EMTAATCGMATTAN&CGACTCACTATAGGGGAATTGTGJGCGEATMAEM\TTCCCEﬂTCTTAGTﬂTATTAGTTﬂAGTATﬂﬁGMGGhGNJ\TAm

DuetDOWN1 Primer
#71179-3
NgoA IV Xho |
Ndel _Bglll _Munl EcoRV _ Fsel Sgf | Aatll _Kpnl _Aval §+Tag
ATGGCAGATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGLGAAATTTGAACGCCAG
MetAlaAspleuAsnTrplleSerAlaGlyHisAlalleAlaAspValGlyThrleuGluSerGLlyLysGluThrAlaAlaAlaLysPheGLluArgGLln

$-Tag Pacl _Avrll Bpul102 | T7 terminator
CACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTG
HisMetAspSerSerThrSerAlaAlaEnd “ T7 Terminator Primer
#86337-3

2.6 Oligonukleotide

Die Klonierungen der Konstrukte wurden mit Methoden wie unter 2.8 beschrieben
durchgefiihrt. Das Einfligen von DNA-Sequenzen in die MCS von pQE30 bzw. pQE8S0OL
erfolgte zumeist zwischen die N-terminale BamHI und die C-terminale HindlIII
Schnittstelle, dem Protein wurde folglich ein N-terminaler RGSHis¢-Tag angefiigt. Das
Einfiigen von DNA-Sequenzen in die MCS1 von pETDuet-3 erfolgte ebenfalls iiber
BamHI/HindlIll, da diese identisch zur MCS von pQE80L war (siehe 2.5). Fiir die MCS2
von pETDuet-3 wurde die N-terminale Ndel und die C-terminale EcoRV Schnittstelle

verwendet, hierbei wurde ein C-terminaler S-Tag angefiigt.

Alle Primer wurden von der Firma biomers.net, Ulm, hergestellt und sind nachfolgend in
5'- 3' Richtung angegeben. 's' steht fiir sense, 'as' steht fiir antisense Primer. Es wurden
allgemeine Primer verwendet, die an komplementire Sequenzen im entsprechenden
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Vektor binden (siehe Tab. 2.1), sowie spezielle Primer, die fiir individuelle Mutagenesen
eingesetzt wurden (siehe Tab. 2.2.)

Unterstrichene Basensequenzen stehen fiir eine Restriktionsschnittstelle, wenn sie zur
Klonierung verwendet wurde. Diese waren: AGC'GCT (Afel), G'GATCC (BamHI), A'GATCT
(Bglll), GAT'ATC (EcoRV), A'AGCTT (HindlIII), CA'TATG (Ndel). Unterstrichene Amino-
sduresequenzen stehen fiir den bindenden Bereich des Primers ans Template.
Punktmutationen sind durch Anderung der Grof- bzw. Kleinschreibung dargestellt.

Tab. 2.1 Liste der verwendeten Standard Sequenzier- und Klonierungsprimer fiir die entsprechenden
Vektoren:

Name Sequenzin 5' - 3' Richtung | Alias Vektor
U-pQE s cggataacaatttcacacag
R-pQE as | agttctgaggtcattactgg pQE30 und pQE80
Xmnl S gctcatcattggaaaacgttcttcggg (bindet ca. 470 bp vor U-pQE)
pETDuet MCS1 s atgcgtcecggegtaga pETDuet-3_MCS1_s
pETDuet MCS1 as | gattatgcggccgtgtacaa Duet Down1_as
pETDuet
pETDuet MCS2 s ttgtacacggccgcataatc Duet Up2_s
pETDuet MCS2 as | acccctcaagacccgtttaga RpET_MCS_pQE30_as

Tab. 2.2 Liste mit spezifischen Primern fiir die Klonierung aller verwendeten Konstrukte. Angegeben ist
die Nummer, die Richtung (s= sense, as= antisense), die Basensequenz in Kleinbuchstaben (Restriktions-
schnittstellen BamHI, Bglll, Afel, Ndel und EcoRV hervorgehoben, Mutationen in Grofdbuchstaben). Die
jeweils resultierende AS Sequenz ist angegeben, unterstrichen sind die sechs bindenden AS der PCR,

resultierende Restriktionsschnittstellen sind fett hervorgehoben.

Name Sequenz in 5' - 3' Richtung AS Sequenz
MZ01 as | attctcgagcgcctccatggegaccttgag LKVAMEALEN
MZ02 s | gtcgccatggaggcgcetcgagaatactaac VAMEALENTN
MZ03 as | ttgttctaattcctccatggcgaccttgag LKVAMEELEQ
MZ04 s | gtcgccatggaggaattagaacaacgggta VAMEELEQRV
MZ05 as | cgccgtectttectecatggegaccttgag LKVAMEERTA
MZ06 s | gtcgccatggaggaaaggacggceggegetg VAMEERTAAL
MZ07 as | aagcagcgcTgccgtectttctaataccegttg QRVLERTaALL
MZ08 s | aggacggcAgcgctgcttcaagaaaaggaggaattagaacaacgggtattagaa RTaALLQEKEELEQRVLE
MZ09 as | ctcttccgatcgcetccatggegaccttgag LKVAMERSEE
MZ10 s | gtcgccatggagcgatcggaagagctatta VAMERSEELL
MZ11 as | ttgttctaattccatggcgaccttgaggcet SLKVAMELEQ
MZ12 s | aaggtcgccatggaattagaacaacgggta KVAMELEQRV
MZ13 as | ttgttctaattcggcgaccttgaggcetect RSLKVAELEQ
MZ14 s | ctcaaggtcgccgaattagaacaacgggta LKVAELEQRV
MZ15 as | ttgttctaattcgaccttgaggctccttct RRSLKVELEQ
MZ16 s | agcctcaaggtcgaattagaacaacgggta SLKVELEQRV
MZ19 as | ctcttccgatcgcatggcegaccttgaggcet SLKVAMRSEE
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MZ20 s | aaggtcgccatgegatcggaagagctatta KVAMRSEELL

MZ21 as | ctcttccgatcgggegaccttgaggcetect RSLKVARSEE

MZ22 s | ctcaaggtcgcccgatcggaagagctatta LKVARSEELL

MZ23 as | ctcttccgatcggaccttgaggetecttct RRSLKVRSEE

MZ24 s | agcctcaaggtccgatcggaagagctatta SLKVRSEELL

MZ25 as | aataaatgaatccttgaggctccttctcag LRRSLKDSFI

MZ26 s | aggagcctcaaggattcatttattgegceta RSLKDSFIAL

MZ45 s | caacaaaaattggctagatctgaagcactg QQKLARSEAL

MZ46 as | cagtgcttcagatctagccaatttttgttg QQKLARSEAL

MZ47 s | caaaaattggctggcagatctgaagcactgctg QKLAGRSEALL

MZ48 as | cagcagtgcttcagatctgccagccaatttttg QKLAGRSEALL

MZ49 s | caaaaattggctggcatggctagatctgaagcactgetg QKLAGMARSEALL

MZ50 as | cagcagtgcttcagatctagccatgccagcecaatttttg QKLAGMARSEALL

MZ51 as | cttcagatcttgcagcagcagccatgec GMAAAARSE

MZ52 as | cttcagatctcatgcctgcagcagcage AAAAGMRSE

MZ69 as | ctcaacatggctgttttataatttaaagtag TLNYKTAML

MZ70 s | ccatgttgagatctgaagcactgctg MLRSEALL

MZ71 as | ctttgcaacatggctgttttataat YKTAMLQ

MZ72 s | gttgcaaagatctgaagcactgctg LQRSEALL

MZ73 as | cagatctttgttgcaacatggctgttttata YKTAMLQQRS

MZ74 s | gcaacaaagatctgaagcactgctg QQRSEALL

MZ75 as | agatctttgttgttgcaacatggctgtt TAMLQQQRS

MZ76 s | tgcaacaacaaagatctgaagcactgctg QQQRSEALL

MZ77 as | gatcttttttgttgttgcaacatggctg AMLQQQKR

MZ78 s | caacaaaaaagatctgaagcactgctg QQKRSEALL

MZ79 as | cttcagatctcaatttttgttgttgcaacatggc AMLQQQKLRSE

MZ80 s | caacaaaaattgagatctgaagcactgctg QQKLRSEALL

MZ89 as | attctccagcgccatgccagccaatttttg QKLAGMALEN

MZ90 s | ttggctggcatggegcetggagaatactaac LAGMALENTN

MZ91 as | actaatccagcgcatgccagccaatttttg QKLAGMRWIS

MZ92 s | ttggctggcatgegetggattagtgaaccg LAGMRWISEP

MZ93 s | gaaaaggagAgatcTgaagagctattacttaatg EKERSEELLLN

MZ94 as | attctccagcgcataatttaaagtagaacc GSTLNYALEN

MZ95 s | actttaaattatgcgctggagaatactaacc TLNYALENTN

MZ96 as | attctccagcgccttctgttgttgcaacatgg MLQQQKALEN

MZ97 s | caacaacagaaggcgctggagaatactaaccg QQQKALENTN

MZ98 as | tcgatcgaagcttagatctaccacctgetgecggeggacc GPPAAGGRSKLRS

MZ99 as | gcggggaaggacggacagcaggagecgctectgttggtegtgetcecgectecatgace VMEAEHDQQERLLLSVLPR
MZ100 s | cttcceecgecacgttgecatggagatgaaageacccgagegaaacatcateg LPRHVAMEMKAPERNII
MZ101 | as | cttgggcaggatgttgtgcagcagcegecggttgtagtegtgetecgectecatgace VMEAEHDYNRRLLHNILPK
MZ102 s | atcctgcccaaggacgtggecgeccacttectggeccccgagegaaacatcateg ILPKDVAAHFLAPERNII
MZ103 | as | gcaggactggtagtacagctcgtcattgegeegetcgegggccaggaagtgggeggc AAHFLARERRNDELYYQSC
MZ104 s | gacgagctgtactaccagtcctgegagtgegtggecgteatgttcgecgacategteggg DELYYQSCECVAVMFADIVG
MZ105 s | gacgagctgtactaccagtcctgegagtgegtggecgtcatgttcgegageatcgteggg DELYYQSCECVAVMFASIVG
MZ106 | s | cacttcctgeccgagegaaacatcatcgec HFLPERNIIA

MZ107 | as | tcgctcgggcaggaagtgggeggccacgtec DVAAHFLPER

MZ108 | s | gagcacgacgcctacaaccggeggetgetgeac EHDAYNRRLLH
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MZ109 | as | ccggttgtaggcgtegtgctecgectecatgace VMEAEHDAYNR
MZ110 | s | gagcacgaccaggcctacaaccggeggetgetgce EHDQAYNRRLL
MZ111 | as | ccggttgtaggcctggtcgtgetecgectecatgaccg VMEAEHDQAYNR
MZ112 | s | gagcacgacctgcaggcctacaaccggeggetgetgeac EHDLQAYNRRLLH
MZ113 | as | ccgceggttgtaggectgeaggtegtgetecgectecatgace VMEAEHDLQAYNRR
MZ114 | s | ctgctgtccgtecttccggecageatcgecgag LLSVLPASIAE

MZ115 | as | aaggacggacagcaggagccgctcctgttggtegtgetecgectecatg MEAEHDQQERLLLSVL
MZ116 | s | atggagatgaaagcacccgagcgaaacatcatc MEMKAPERNII
MZ117 | as | tgctttcatctccatggcaacgtggeggggcaacatgttggecageag LLANMLPRHVAMEMKA
MZ118 | s | aacatcctgcccgeggacgtggecgeccacttectg NILPaDVAAHFL
MZ119 | as | ggcggccacgtccgegggeaggatgttgtgcageag LLHNILPaDVAA
MZ120 s | cacgaccaacagaggcggctcctgCACtcecgtecttececegecac HDQQRRLLhSVLPRH
MZ121 | as | gggaaggacggaGTGceaggagccegectetgttggtegtgeteegecte EAEHDQQRRLLhSVLP
MZ122 s | gtccttccccgcGACgttgecatgCACatgaaagcacccgageg VLPRAdVAMhMKAPE
MZ123 | as | gggtgctttcatGTGeatggcaacGTCgcggggaaggacggacag LSVLPRAVAMhMKAP
MZ124 | as | tgcttcggagcgtttttgttgttgcaacat MLQQQKRSEA
MZ125 | s | caacaacaaaaacgctccgaagcactgctg QQQKRSEALL
MZ126 | as | ccgctcctgttgtttttgttgttgcaacat MLQQQKQQER
MZ127 | s | caacaacaaaaacaacaggagcggctcctg QQQKQQERLL
MZ128 | as | ccgceggttgtatttttgttgttgcaacat MLQQQKYNRR
MZ129 | s | caacaacaaaaatacaaccggcggctgctg QQQKYNRRLL
MZ130 | as | tagtgcttaagcttatcagacccctgeegtgegggg PRTAGV**A*AL
MZ131 s | gatatacatatgtcacaactaaaaaaaatag DIHMSQLKKI

MZ132 | as | accgccgatatcgacccctgeegtgeggggttc EPRTAGVDIGG
MZ141 | s | caagcgttaagatctgaagagctattacttaat QALRSEELLLN
MZ142 | s | TAGATCggatccatgtcacaactaaaaaaaatagtg *IGSMSQLKKIV
MZ143 | as | cagtgcttcagatcttaacgcttgagcgcegcetctt KSGAQALRSEAL
MZ144 | as | cagtgcttcagatctacgcaattcatgggcaat IAHELRRSEAL
MZ145 | as | cagtgcttcagatctgcegcetctttattectaa LGIKSGRSEAL
MZ146 | as | cagtgcttcagatctgtcgtgctecgctttttgttgttgeaacat MLQQQKAEHDRSEAL
MZ147 | as | cagtgcttcagatctgtcgtgctctttttgttgttgcaacat MLQQQKEHDRSEAL
MZ148 | as | cagtgcttcagatctgtcgtgtttttgttgttgcaacat MLQQQKHDRSEAL
MZ149 | as | cagtgcttcagatctgtctttttgttgttgcaacat MLQQQKDRSEAL
MZ150 | s | caacaacaaaaatctgaagcactgctggec QQQKSEALLA
MZ151 | as | cagtgcttcagatttttgttgttgcaacat MLQQQKSEAL
MZ152 s | caacaacaaaaagaagcactgctggccaac QQQKEALLAN
MZ153 | as | cagcagtgcttctttttgttgttgcaacat MLQQQKEALL
MZ154 S | caacaacaaaaagcactgctggccaacatg QQQKALLANM
MZ155 | as | ggccagcagtgctttttgttgttgcaacat MLQQQKALLA
MZ156 s | gaacaacgggtattagaaaggacggcggcgctgcttcaagaaaaggageccgagegaaac | QRVLERTAALLQEKEPERN
MZ157 | as | taatacccgttgttctaattctcggttagtattctccagegcttctttaagecgeteggce AERLKEALENTNRELEQRVL
MZ158 | as | caacatgttggccagcagtttttgttgttgcaacat MLQQQKLLANML
MZ159 s | atgttgcaacaacaaaaactggccaacatgttgeccg MLQQQKLANMLP
MZ160 | as | ggccggcaacatgttggctttttgttgttgcaacat MLQQQKANMLPA
MZ162 | as | tcggttagtattctccagagctttaagcegetcggegat IAERLKALENTNR
MZ163 | s | agcatcgccgagcggcttgetctggagaatactaaccga SIAERLALENTNR
MZ166 | as | actaatccagcgtttttgttgttgcaacat MLQQQKRWIS
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MZ167 | s | caacaacaaaaacgctggattagtgaaccg QQQKRWISEP

MZ172 s | agcatcgccgageggcttaaacccgagcgaaacatcategec SIAERLKPERNIIA
MZ173 | as | ggcgatgatgtttcgctcgggaageegeteggegatgetgge ASIAERLPERNIIA
MZ174 | as | ttcatgggcaatcatgcctgcagcagcagcecatgecagecaattctttaagecgetegge AERLKELAGMAAAAGMIAHE
MZ175 s | gcccatgaattgegttcaccattgttaggaataaagagceggecccgagegaaacatcatc AHELRSPLLGIKSGPERNII
MZ176 | as | tcgctcgggttcttttttttgttgttgcaacat MLQQQKKEPER

MZ177 | s | ttgcaacaacaaaaagaacccgagcgaaacatc LQQQKEPERNI

MZ178 | as | gatgtttcgctcgggtttttgttgttgcaacat MLQQQKPERNI

MZ179 | s | ttgcaacaacaaaaagagcgaaacatcatcgcc LQQQKERNIIA

MZ180 | as | atgttgcaacaacaaaaaCTGtctgaagcactg MLQQQKLSEALL

MZ181 | s | caacaacaaaaaCAGtctgaagcactgctggcc QQQKQSEALLA

MZ182 | as | atgttgcaacaacaaaaaTATtctgaagcactg MLQQQKYSEALL

MZ183 s | caacaacaaaaaGATtctgaagcactgctggec QQQKDSEALLA

2.7 Medien und allgemeine Wachstumsbedingungen

Alle Medien und Puffer wurden mit MilliQ-Wasser angesetzt. War ein bestimmter

pH-Wert erforderlich, erfolgte dessen Einstellung bei der zu verwendenden Temperatur.

2.7.1 Medien

Fiir fliissig-LB Medium wurde 20 g LB-Nahrmedium auf 1 Liter Wasser eingewogen und

gelost. Das Medium wurde in benotigter Menge in entsprechende Gefafde verteilt und fiir

20 min bei 121°C autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur (RT).

Flir LB-Agarplatten wurde 35 g LB-Agar auf 1 Liter Wasser eingewogen, gelost und fiir
20 min bei 121°C autoklaviert. Bei Bedarf wurden Antibiotika dem auskiihlenden LB-
Agar beigemengt und in Petrischalen zum Ausharten gegossen. Die Lagerung erfolgte bei

4°C.

Alle Medien wurden von Ursula Kurz hergestellt.

LB-Fliissigmedium (RT): 2% LB-Nahrmedium

LB-Agarplatten (4°C):

36

und/oder 0,05 mg/ml Kanamycin

3,5% LB-Agar; wahlweise mit 0,1 mg/ml Ampicillin




Material und Methoden

2.7.2 Wachstumsbedingungen

Alle Flissigkulturen wurden auf Rotationsschiittlern bei 220rpm inkubiert. Die Menge
an LB-Medium betrug bei Reagenzglasern 5 ml und bei Erlenmeyerkolben maximal 20%
des Gefafdvolumens. Es wurden bei Bedarf frisch Antibiotika zugegeben: 0,1 mg/ml
Ampicillin bzw. 0,05 mg/ml Kanamycin. Das Zellwachstum wurde durch Messen der
optischen Dichte (OD) bei 600 nm Wellenldnge im Photometer verfolgt.

Stocklosungen (-20°C): Kanamycin: 50 mg/ml; Ampicillin: 100 mg/ml; IPTG: 1 M

2.7.3 Kompetente Zellen

CaCl,-Methode:

Es wurden 5 ml einer Ubernachtkultur (37°C) zu 100 ml vorgewidrmten LB-Medium
gegeben und bei 37°C bis zu einer ODegoo zwischen 0,5 und 0,6 wachsen gelassen. Die
Zellen wurden auf 50 ml Falcontubes verteilt und auf Eiswasser abgekiihlt, anschliefdend
fiir 10 min bei 4.300 x g bei 4°C abzentrifugiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Die Pellets wurden in jeweils 1 ml eiskaltem 0,1 M CaCl; resuspendiert,
gepoolt, und das Volumen mit eiskaltem 0,1 M CaCl; auf 50 ml aufgefillt. Nach 20 min
Inkubation auf Eis wurde erneut fiir 10 min bei 4.300 x g bei 4°C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 20 ml 0,1 M CaClz mit 20% Glycerin resuspendiert (eiskalt) und fiir 2 bis
6 Stunden auf Eis stehen gelassen. Die Zellen wurden zu 100 pl aliquotiert, mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Kompetenz wurde mit einer
Transformation von 1 pg Plasmid DNA auf 100 pl der frisch hergestellten kompetenten
E. coli Zellen tiberpriift.

TSS-Methode:

Es wurden 2 ml aus einer Ubernachtkultur (37°C) in 200 ml (1:100) vorgewérmtes LB-
Medium tberfiihrt und erneut bei 37°C inkubiert bis zu einer ODe¢oo von etwa 0,5.
Anschlief3end wurden die Zellen auf sterile 50 ml Falcontubes aufgeteilt, im Eiswasser
abgekiihlt und fiir 15 min bei 4.300 x g bei 4°C abzentrifugiert. Die Pellets wurden in
insgesamt 5 ml eiskaltem TSS resuspendiert und 2 - 3 Stunden auf Eis stehen gelassen.
Die Zellen wurden zu 100 pl aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert. Die Kompetenz wurde mit einer Transformation von 1 pg Plasmid DNA
auf 100 pl der frisch hergestellten kompetenten E. coli Zellen Uberpriift.

TSS (4°C, steril filtriert): 3 g PEG8000, 1,5 ml DMSO, 2,22 g MgS0a4,
ad 30 ml mit LB-Medium
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2.7.4 Dauerkulturen

Fiir die Lagerung der E. coli Stamme, die das Plasmid mit dem gewiinschten Gen trugen,
wurden 200 pl einer frisch angezogenen Fliissigkultur mit 800 pl sterilem Glycerin
(85%) vermengt, beschriftet und bei -80°C gelagert.

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Es wurden zweimal 1,5 ml Zellsuspension einer Ubernachtkultur E. coli in LB-Amp bzw.
LB-Amp/Kan bei 13.000 rpm abzentrifugiert (2.7.2). Die Plasmidisolierung erfolgte mit
dem Kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System gemafd den Hersteller-
angaben. Die Plasmid-DNA wurde in 70 - 100 pl Elutionspuffer eluiert und auf Eis bzw.
bei -20°C gelagert.

2.8.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration doppelstrangig vorliegender DNA wurde in Quarzkiivetten im
Photometer bei einer Wellenldnge von 260nm (Aze0) bestimmt, bei gleichzeitiger
Messung von Proteinkontamination bei Azgo. Als Leerwert diente H20. Es wurden 2 pl
dsDNA-Loésung mit 78 ul H20 vermengt. Diese Verdiinnung wurde im Bedienelement des
Photometers eingegeben und in die Berechnung der Konzentration mit eingerechnet:

Konzentration [pug/ul] = [ A2eé0 - F- U] pg: 1000 pl

U = Umrechnungsfaktor, hier 50 (50 pg/ml dsDNA entspricht einer OD2¢o0 von 1)
F = Verdiinnungsfaktor, hier 39 (2 zu 78 Verdiinnung der Probe)

Es konnte von einer tragbaren Verunreinigung durch Proteine ausgegangen werden,
wenn das Verhaltnis von Aze0 zu Azg0 bei Werten iiber 1,6 lag.

2.8.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der PCR werden DNA Sequenzen amplifiziert. Spezifische Primer definieren den zu
amplifizierenden Bereich [143]. Ein Ansatz von 50 ul wurde nach folgendem Schema auf
Eis angesetzt:
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Tab. 2.3 Auflistung der Bestandteile eines typischen PCR-Ansatzes

Bestandteil Menge [ul] Absolute Menge in 50 pl Ansatz
HiFi 5x Puffer mit 25 mM MgCl; 10 ul 1x
KAPA-DNA-Polymerase (1 U/ul) 0,5 ul 05U
dNTPs (jeweils 10 mM) 1l 200 uM
Sense Primer (s) (20 uM) 1,25l 0,5 uM
Antisense Primer (as) (20 uM) 1,25l 0,5 uM
Template (Miniprep 1:50) 1l 2-10ng
H20 ad 50 pl

Sollten mehrere PCR-Reaktionen angesetzt werden, wurden diejenigen Bestandteile, die
fiir alle Ansatze gleich waren (meistens Puffer, Polymerase, dNTPs), in einem Mastermix
zusammenpipettiert und danach auf die Ansdtze mit verschiedenen Bestandteilen
(meistens beide Primer und Template) verteilt. Alle Ansatze wurden gemischt und kurz
abzentrifugiert. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte im Thermocycler T3000. Das
Standardprogramm (siehe Tab. 2.4) bestand aus zweiminttigem Aufheizen der Probe
bei 95°C, um samtliche doppelstrangig vorliegenden DNA-Molekiile zu trennen. Die
Schritten, die
hintereinander durchgefiihrt wurden: Zuerst wurde die Temperatur auf 98°C erh6ht, um

Amplifikation erfolgte anschlieffend in drei insgesamt 30 mal
die doppelstrangige DNA zu Einzelstrangen zu trennen (Denaturierung). Damit sich die
Primer an ihre komplementidre Sequenz anlagern konnen (Annealing), wurde die
Temperatur anschliefdend auf die Hybridisierungstemperatur gesenkt. Sie ist abhdngig
von der Sequenz der Primer und wird fiir die ersten 18 bindenden Basen mit der Formel
TM=[2-n (A T)+4-n (G C)]°C ndherungsweise berechnet. Je hoher die Temperatur,
desto spezifischer muss die Sequenz lbereinstimmen, je niedriger die Temperatur,
desto unspezifischer kann ein Primer binden. Dies war dann wichtig, wenn Mutationen
eingefliigt werden sollten oder beide Primer eines Ansatzes stark unterschiedliche
Hybridisierungstemperaturen besafien. Im dritten Schritt wurde die Temperatur auf
68°C angehoben, bei der die Polymerase, ausgehend von den Primern, die komplemen-
taren Basen passend zur Matrize von 5‘in 3‘ Richtung anfiigte (Elongation).

Tab. 2.4 beispielhaftes PCR-Programm mit KAPA-HiFi-Polymerase

Schritt Temperatur Zeit

Vorlauf 95°C 120 sec

Denaturierung 98°C 20 sec

Hybridisierung Tm 15 sec 29x
Elongation 68°C 30 sec pro 1000 Basen

Auffiillen 68°C 300 sec

Abkiihlen 4°C Ohne Begrenzung
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QuikChange PCR (One-Step site directed mutagenesis PCR)

Fir Mutationen, Deletionen oder Insertionen von ein bis vier Aminosauren wurde die
sogenannte QuikChange PCR (Kit verfligbar bei Stratagene) bzw. One-Step site directed
mutagenesis PCR durchgefiihrt [144]. Hierbei ist es essentiell, eine DNA Polymerase wie
die Kapa-DNA-Polymerase mit 3'-5‘ Exonuklease Funktion, auch Proof-Reading genannt,
zu verwenden. Die Primer wurden derart entworfen, dass die bindenden, ersten
18 Basen in 3‘ Richtung komplementiar zum Template waren, gefolgt von der (nicht
komplementdren) Mutationssequenz. In 5° Richtung wurden nur 12 Basen
komplementar zum Template angehangt. Die Primer hatten somit eine Lange von 30 bis
45 Basen, wobei sich die einzufiigende Mutation im hinteren Drittel aus 3‘Richtung
befand.

QuikChange PCR:

5" 3
12 b -lilﬂﬂ

Abfolge der einzelnen Schritte:

,Elﬂ_
3 5'

QuikChange PCR Dpnl-Verdau Transformation in
g >~ g

~

”~

des methylierten E coli XL1 blue

DNA-Elternstranges

Abb. 2.3 Schematische Darstellung der QuikChange PCR (oben) und der Abfolge der einzelnen Schritte
(unten). In Grau das doppelstrangige DNA Template (Elternstrang) mit dem zu mutierenden Bereich X. In
Schwarz die entsprechenden sense und antisense Primer mit der Anstelle von X zu setzenden Sequenz S
sowie die neusynthetisierte DNA. Die 3' terminale Region von 18 bp der Primer stellt die komplementar
bindende Region zum Template dar.

Definitionsgemaf$ handelt es sich bei der QuikChange PCR nicht um eine echte PCR, da
keine exponentielle Amplifikation erfolgt. Zu beachten war die aufgrund der Voll-
synthese des gesamten Plasmids erforderliche langere Elongationszeit, gegebenenfalls
war die Menge an dNTPs etwas zu erhohen. Es wurden auflerdem nur 12-18 Zyklen
durchgefiihrt. Im Anschluss an die PCR wurde dem PCR-Ansatz 1 pl des Restriktions-
enzyms Dpnl (20 U) beigemengt und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Weil nur die
parentalen, unmutierten DNA-Strange methyliert vorliegen, werden diese selektiv durch
Dpnl verdaut.

40



Material und Methoden

Es wurden 2-5 pl der verdauten PCR-Anséatze zu 50-100 pl kompetenten E. coli XL1 blue
Zellen gegeben und die Transformation wie unter 2.8.7 beschrieben durchgefiihrt. Die
Verwendung von XL1 blue war unumganglich, da dieser Stamm den aus der QuikChange
PCR resultierenden dsDNA-Strangbruch zu reparieren vermag.

Fusions-PCR

Die Fusions-PCR eignete sich besonders gut, um zwei DNA Sequenzen zu verkniipfen, die
in keinem vorhandenen Konstrukt hintereinander vorkommen [145]. Daflir wurden
zwei PCR-Reaktionen hintereinander durchgefiihrt: In der ersten PCR wurde jeweils
eine Teilsequenz amplifiziert, aufgrund individueller Primer mit einem ca. 12 Basen
langen Uberhang der anderen Teilsequenz an der spiteren Verkniipfungsseite. In der
darauffolgenden, eigentlichen Fusions-PCR dienten die beiden verschiedenen PCR
Fragmente aus der vorangegangenen PCR als Template. Eingesetzt wurde mit ca.
1800 ng in bis zu 12 pl eine relativ grofle Menge beider Templates. Durch den
komplementiren Uberhang aus insgesamt 24 Basen konnten die beiden Fragmente sich
aneinander anlagern und der Polymerase als 5°-3‘ Anfangspunkt fiir die Synthese
dienen. Die ersten 5 Zyklen wurden mit einer 5-10°C niedrigeren Hybridisierungs-
temperatur als die restlichen 25 Zyklen durchgefiihrt. Weiterhin erwies es sich als
vorteilhaft, wenn die die kombinierte Sequenz flankierenden Primer (meistens die
Standard Vektor Primer "U-pQE" und "R-pQE") erst nach der Halfte aller durchlaufenen
Zyklen zugegeben wurden (zwischen Elongation und Denaturierung). Nach jeder PCR
wurden das komplette Reaktionsvolumen mit 10 pl BX-Puffer versetzt und auf ein
Agarosegel (2.8.4) aufgetragen.
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PCR 1a
BamHI HindIIl
| ' |
Template: Protein 1 (P1 Vektor
5 —3 3 €< 5
Primerpaar: [ _isbp  BEEITE
PCR 1b
BamHI HindIII
| ! |
Template: H  Plotein2(P2) Vektor
5' >3 3 €E—5
Primerpaar: VLT S

PCR 2 (eigentliche Fusions-PCR)

BamHI
I .
dsDNA Produkt aus 1a: | Protein 1 (Teil - HindlIl
dsDNA Produldt aus 1b; PR powinz(rel)
— P —
Primerpaar: " RpQE |
BamHI HindIII

|
dsDNA Produkt der PCR2: | Protein 1 (Teil —:]

Verdau BamHI/HindIII
- des dsDNA Produkts aus PCR2

- des gewlinschten Vektors

BamHI HindIII BamHI HindIII
| |
Vektor Protein 1 (Teil
I S
~
Ligation
Resultat: .
Chimadres Protein BETH] HmldIII
im Vektor . e

Abb. 2.4 Schema einer Fusions-PCR. Die zwei zu verbindenden Teilstiicke werden zuerst in separaten
Reaktionen amplifiziert (PCR 1a und 1b), hierbei wird ein Uberhang von 12 bp mit identischer Sequenz
zum anderen Teilstiick angefiigt (12 bp P1 bzw. 12 bp P2). Beide PCR Produkte dienen in der eigentlichen
Fusions-PCR (PCR 2) als Template, die vorher dufdersten Primer (hier: UpQE und RpQE) sorgen fiir die
Amplifikation der kombinierten DNA. Das fusionierte Produkt enthdlt die N- und C-terminalen
Restriktionsschnittstellen der entsprechenden Originalfragmente (hier: BamHI und HindIII), iiber welche
die fusionierte dsDNA in den gewiinschten Vektor eingefiigt werden kann.
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2.8.4 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente aufgetrennt, kiirzere
Fragmente laufen im Gel weiter als ldngere. Verwendet wurden 1 bis 1,5%-ige
Agarosegele in TAE-Laufpuffer. Die Proben wurden mit ca. 20% des Volumens mit
BX-Puffer vermengt und aufgetragen, als Referenz wurden 7-10 pl A-Marker (EcoRI-
HindlIII verdaute A-DNA) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 95 V und 150 mA
fir 25 bis 35 Minuten. Anschlief3end erfolgte die Farbung im Ethidiumbromidbad
(10 mg/1), die Gele wurden unter UV-Licht evaluiert und fotografiert.

Flir die Isolation von DNA-Fragmenten wurden diese aus dem Agarosegel unter UV-
Licht ziigig und prazise mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte
anschlieffend mit dem HiYield® Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit gemafd den
Angaben des Herstellers Stid-Laborbedarf. Das Elutionsvolumen von 30 bis 50 pl wurde
an die Menge zu erwartender DNA angepasst.

1x TAE-Puffer (RT): 40 mM Tris-Acetat pH 8; 1 mM EDTA

BX-Puffer (-20°C): 1x TAE, 5% Glycerin, 0,05% Bromphenolblau,
0,05% Xylencyanol

2.8.5 Restriktionsverdau

Die eingesetzten Restriktionsenzyme sind Endonukleasen und konnen eine fiir sie
spezifische Basensequenz erkennen und hydrolysieren. Die entstehenden DNA-
Fragmente besitzen definierte Enden, die entweder iiberhangend oder glatt (englisch:
sticky bzw. blunt) sind und anschliefiend mit anderen Fragmenten mit komplementaren
Enden neuverkniipft werden koénnen. Beim Restriktionsverdau fiir die Klonierung
betrug das Reaktionsvolumen 20 pl. Es wurden 1 bis 1,5 pg DNA mit 16 Units der jeweils
bendtigten Restriktionsenzyme im jeweils optimalen Puffer fiir 2-3 Stunden bei 37°C
verdaut. Um eine Religation des Vektors zu vermeiden, wurde fiir die letzten 30 Minuten
des Verdaus des Vektors noch 1 pl alkalische Phosphatase zum Dephosphorylieren des
5° Endes zum Verdauansatz beigemengt. Anschlief3end erfolgte die Auftrennung per
Agarosegelelektrophorese.

Flir den Kontrollverdau von Plasmid-DNA wurden ca. 300 ng DNA mit 4 Units BamHI-HF
und 4 Units HindIII-HF Restriktionsenzymen von NEB im Puffer CutSmart in einem 10 pl
Ansatz flir 10-30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die resultierenden Fragmentgrofien
wurden anschliefdend im Agarosegel tliberpriift.
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2.8.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Verkniipfung zweier dsDNA-Fragmente mit komplementiren Enden wurde das
Verhaltnis Vektor zu Insert von 1:3 bis 1:1 berticksichtigt, pro Ansatz kamen ca. 60 ng
Vektor zum Einsatz. Die Ligation erfolgte in einem 20 pl Ansatz, welcher neben den
beiden DNA-Fragmenten noch den T4-DNA-Ligase Puffer von NEB sowie 400 Units der
T4-DNA-Ligase von NEB enthielt. Der Ansatz wurde fiir 30-60 Minuten bei Raum-
temperatur oder iiber Nacht bei 4°C stehen gelassen.

2.8.7 Transformation von Escherichia coli

20 pl des Ligationsansatzes wurden mit 10 pul CM-Puffer sowie 70 pl H,0 vermengt und
anschlieffend zu 100 pl kompetenten E. coli Zellen auf Eis gegeben. Je nach Bedarf
handelte es sich hierbei um die Stamme XL1 blue, BL21 (DE3)[pREP4] oder BL21 (DE3).
Nach Inkubation auf Eis fiir 20-30 Minuten erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir
42 Sekunden und erneute Inkubation auf Eis fiir 10-20 Minuten. Danach wurden 500 pl
LB-Medium zugegeben und das Reaktionsgefafd fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
angewachsenen Zellen wurden auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika
ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Kolonien entsprechen verschiedenen
Klonen, die auf ihre Sequenzrichtigkeit geprift wurden. Dazu wurden einzelne Klone
gepickt und in 5 ml fliissigem LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum bei 37°C
angezogen und ein Miniprep (2.8.1) angefertigt.

CM-Puffer 10x (4°C): 100 mM CacClz; 100 mM MgCl2

2.8.8 Plasmid-DNA Sequenzierung

In ein Reaktionsgefafd wurden ca. 500 ng DNA und 5 pl 5 pM Sequenzierprimer gegeben
und zur Firma GATC Biotech AG geschickt. Die erhaltene Basensequenz wurde mit dem
Programm GENtle mit der Zielsequenz verglichen.
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2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.9.1 Expression

Zunachst wurden 5 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika (100 pg/ml
Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin) und mit Zellen aus der gewiinschten Dauerkultur
versetzt. Die Inkubation dieser Vorkultur erfolgte iiber Nacht bei 30°C. Am nachsten
Morgen wurden 200 ml vorgewarmtes LB-Medium in einem 1 Liter Kolben mit den
entsprechenden Antibiotika versetzt und mit 5 ml der Vorkultur angeimpft. Die ODsoo
betrug zumeist 0,08 bis 0,1. Die Kultur wurde bei 37°C bis OD¢oo 0,3 - 0,4 inkubiert. Dann
wurde flr 20-30 Minuten bei 22°C abgekiihlt. Bei einer ODsgo von 0,4 - 0,6 wurde dann
durch IPTG Zugabe die Expression des Zielproteins induziert. Bei den pQE-Vektoren 30
und 80L wurde mit 100 pM IPTG, beim pETDuet-Vektor mit 500 pM ITPG induziert
(jeweils Endkonzentrationen). Die Kultur wurde fiir 3-4 Stunden bei 22°C geschiittelt.

2.9.2 Zellernte

Drei bis vier Stunden nach Induktion wurden die Zellen in einen Zentrifugationsbecher
tiberfiihrt, die ODgoo zumeist in einer 1:10 Verdiinnung bestimmt und eine 1,5 ml Probe
entnommen. Die Zentrifugation erfolgte bei 3.200 x g fiir 10 min bei 4°. Das Pellet wurde
auf Eis in 50 ml Falcontubes iiberfiihrt, in 40 ml kaltem Waschpuffer durch Vortexen
suspendiert. Die gewaschenen Zellen wurden danach fiir 15 min bei 4.300 x g bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde entweder mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert oder direkt weiterverwendet.

Die entnommene 1,5 ml Probe wurde fiir 1 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und das
mit 150 pl Lysepuffer sowie 50 pl SDS Probenpuffer versetzte Pellet solange gevortext,
bis alles suspendiert war. Diese Probe wurde nur zur Kontrolle auf exprimiertes Protein
angefertigt, bei -20°C gelagert, und bei Bedarf auf ein SDS-PAGE Gel (2.9.7) aufgetragen.

Waschpuffer (4°C): 50 mM Tris/HCl pH 8; 1 mM EDTA
Lysepuffer (4°C): 50 mM Tris/HCl pH 8; 2 mM 3-Thioglycerol;50 mM NaCl

Probenpuffer (4x, -20°C): 8 M Harnstoff; 40 mM Tris/HCl pH 6,8; 0,1 M EDTA;
5% SDS; 0,05% Bromphenolblau
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2.9.3 Zellaufschluss durch French Press

Das Pellet der Expression wurde auf Eis in 25 ml kaltem Zellsuspensionspuffer durch
Vortexen suspendiert und die Zellen anschliefiend mit einer kalten French Press
Apparatur (bei 4°C gelagert) mit einem Druck von ca. 1.100 psi in 1-2 Durchgiangen
aufgeschlossen.

Zellsuspensionspuffer (4°C): 50 mM Tris/HCl pH 8; 2 mM bzw. 0,02% Thioglycerol

2.9.4 Prdparation von Membranproteinen

Nach dem Aufschluss in der French Press wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation
bei 4.300 x g fiir 30 min bei 4°C entfernt. Der Uberstand wurde in ein vorgekiihltes
Ultrazentrifugengefafd tberfithrt und die Gewichte aller Gefafie samt Deckel exakt
austariert. Der nachste Zentrifugationsschritt erfolgte im Vakuum bei 100.000 x g fiir
60 min bei 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml kaltem
Membranpuffer gelost und in einem Dounce-Homogenisator suspendiert. Es wurde ein
Bradford-Test durchgefiihrt (2.9.6) und ein Aliquot von 5 pg Protein in 10 pl Volumen
fir die SDS-PAGE entnommen (2.9.7). Anschliefend wurde das Homogenisat weiter-
verwendet oder bei -80°C gelagert.

Membranpuffer (4°C): 40mM Tris/HCI pH 8,0; 1,6 mM bzw. 0,016% Thioglycerin;
20% Glycerin

2.9.5 Praparation loslicher, cytosolischer Proteine durch Affinitats-
chromatographie mit immobilisierten Metallionen (IMAC)

Das mit einem His-Tag versehe Zielprotein kann durch IMAC (Affinitdtschromatographie
mit immobilisierten Metallionen) von anderen Proteinen im Zelllysat getrennt werden
[146]. Zum Einsatz kam Ni2*-NTA. Das Nickelion bildet iiber vier seiner sechs
Koordinationsstellen einen stabilen Chelatkomplex mit Nitriloessigsaure (NTA) aus,
NTA ist kovalent mit dem Agarosesdulenmaterial verbunden. Die beiden freien
Koordinationsstellen des Nickels interagieren hochaffin mit zwei benachbarten
Histidinen des aus sechs Histidinen bestehenden Tags und bilden einen Chelatkomplex
aus. Proteine ohne His-Tag binden nicht und werden durch Waschen des
Saulenmaterials entfernt. Das Zielprotein wird anschlieffend mit einem Imidazol-
gradienten vom Saulenmaterial eluiert. Ni2*-NTA Agarose wird als 50% Suspension mit
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Ethanol gelagert und muss vor Gebrauch aufgeschiittelt und als Suspension
abgenommen werden.

Nach dem Aufschluss in der French Press wurden die Zelltrimmer bei 48.000 x g fir
30 Minuten bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 50 ml Falcon-
tube tiberfiihrt und mit 200 pl Ni2+-NTA Suspension versetzt und fiir 3-4 Stunden auf Eis
unter leichter Schiittelbewegung inkubiert. Das Sdulenmaterial wurde abzentrifugiert
(1 min, 3.200 x g, 4°C), in 0,5 ml Waschpuffer A resuspendiert und auf eine Minispin-
Saule mit Filter (aus dem Wizard® Plasmid Purification Kit) tberfiihrt. Eine Spritze
(5 ml) wurde auf die Saule geschraubt und das Sdulenmaterial durch tropfenweises
Durchdriicken von jeweils 2 ml Waschpuffer B und C gewaschen. Die Proteine wurden
eluiert mit 0,5 ml Elutionspuffer. Zur Erh6hung der Ausbeute wurde das Eluat erneut auf
die Saule aufgebracht und mit weiteren 0,5 ml Elutionspuffer eluiert. Da die
mykobakterielle AC bei Imidazolkonzentrationen iiber 1 mM katalytisch gehemmt wird,
wurde das Eluat iiber Nach bei 4°C in Dialysepuffer dialysiert. Die Proteinkonzentration
wurde am nachsten Tag durch Bradford bestimmt (2.9.6) und ein AC-Aktivitatstest
durchgefiihrt (2.10). Die Proteine wurden in Dialysepuffer bei 4°C gelagert.

Waschpuffer A: 50 mM Tris/HCl pH 8; 2 mM MgClz; 400 mM NaCl; 5 mM Imidazol
Waschpuffer B: 50 mM Tris/HCl pH 8; 2 mM MgClz; 400 mM NaCl; 15 mM Imidazol
Waschpuffer C: 50 mM Tris/HCIl pH 8; 2 mM MgCl;; 10 mM NacCl; 15 mM Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCl pH 8; 2 mM MgClz; 10 mM NacCl; 150 mM Imidazol
Dialysepuffer: 50 mM Tris/HCl pH 7,5; 10 mM MgClz; 20% Glycerin

Alle Puffer wurden bei 4°C gelagert. Kurz vor Gebrauch wurde der Dialysepuffer mit
2 mM, alle anderen Puffer mit 10 mM (-Mercaptoethanol versetzt.

2.9.6 Proteinkonzentrationsbestimmung durch Bradford

Die Proteinkonzentration wurde mit der Bradfordmethode bestimmt [147]. Sie beruht
auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G 250 in saurer Losung an die
Seitenketten basischer Aminosduren. Dabei wird das Absorptionsmaximum des
Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm verschoben. Eine Messung im Photometer bei
0ODs9s5 gibt Aufschluss iiber die Proteinkonzentration.

In 1,5 ml Reaktionsgefafien wurden folgende Ansatze pipettiert. Fiir Proteinlésungen
wurden Doppelwerte genommen:
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100 1 BSA- Proteinlo
mg/ 0 | 40 | 80 | 100 | 120 e 10
Stocklosung [ul] [ul]
H>0 H»>0
800 | 760 | 720 | 700 | 680 790
[y [ul]

Zu den 800 pl wurden jeweils 200 pl Bioradlosung gegeben, fiir homogene Durch-
mischung gesorgt und fiir 5-10 Minuten inkubiert. In einer frischen Kiivette wurden die
Werte bei ODsos notiert, die Probe mit 0 pl BSA/ 800 pl Wasser diente als Referenzwert.
Mithilfe der ODs9s Werte fiir die BSA-Losungen mit bekannter Proteinkonzentration
wurde eine Kalibriergerade erstellt, sodass auf die (unbekannte) Konzentration fiir die
Proteinlosung zurtickgerechnet werden konnte. Hierbei war zu beachten, dass die
Absorptionswerte der Proteinl6sung im linearen Bereich der Kalibriergeraden lagen.

2.9.7 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine einer Proteinlosung nach ihrer Grofde aufgetrennt
[148]. Hierfiir wurden Aliquots von Proteinldsungen mit 4x Ladepuffer versetzt. Das im
Ladepuffer befindliche B-Mercaptoethanol reduziert vorhandene Schwefelbriicken,
negativ geladenes SDS lagert sich an die Peptidbindungen an. Die monomeren
Peptidketten erhalten so eine negative Ladung proportional zu ihrer Lange. Ihre
Auftrennung erfolgt im Polyacrylamidgel, welches durch Polymerisieren von Poly-
acrylamid (PAA) durch die Radikalstarter APS (Ammoniumpersulfat) und TEMED
(N,N,N’,N’-Tetra-methylethan-1,2-diamin) entsteht. Die Porengrofle wird durch die
Konzentration an Acrylamid bestimmt. Im relativ grobmaschigen Sammelgel, in das die
Proteinl6sungen aufgetragen werden, werden die Proteine konzentriert, sodass sie im
anschliefdenden, basischen Trenngel raumlich nach Grofde aufgetrennt werden kénnen.
Es wurden vor allem 15 bis 12,5%ige Gele verwendet, da die untersuchten Proteine im
Groflenbereich von 50 bis 80 kDa lagen.

Tab. 2.5 Zusammensetzung fiir 2 SDS-PAGE Gele

Trenngel (pH 8,8) Sammelgel (pH 6,8)
Komponente 10% 12,5% 15% | Komponente
H,0 5 ml 4 ml 3 ml H20 2,4 ml
PAA 4 ml 5 ml 6 ml PAA 0,6 ml
Trenngelpuffer (4x) 3 ml 3 ml 3 ml Sammelgelpuffer (4x) | 1,0 ml
APS 10% 80 ul APS 10% 40 pl
TEMED 10 pl TEMED 10 pl
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H20, PAA und der Trenngelpuffer wurden zusammenpipettiert, gemischt und das APS
und TEMED als Radikalstarter zuletzt zugegeben. Die Mischung wurde zwischen zwei
mit Spacern abgedichtete, saubere Glasplatten gefiillt und mit [sopropanol iiberschichtet
auspolymerisieren gelassen. Nach Abkippen des Isopropanols wurde ein Kamm
eingesetzt und mit ebenfalls frisch angesetztem Sammelgel {iberschichtet. Das
vollstandig auspolymerisierte Gel wurde in feuchten Tiichern iiber Nacht bei 4°C
gelagert.

Je zwei Gele wurden gegenitiber in die Halterung gespannt und die Hoefer Mighty Small 11
E250 Kammer mit 200 ml SDS-Laufpuffer (1x) gefiillt. Nach gezogenem Kamm wurden
die Taschen mit 10 pl Proteinlésung bzw. 3 upl Protein-Marker beladen. Erfolgte
anschliefdend ein Western Blot, wurden 1 pg Protein in 10 pl Losung sowie prestained
Marker pEQ IV verwendet; bei anschlief3ender Coomassie Farbung wurden 5 pg Protein
in 10 pl Losung sowie unstained Marker pEQ I verwendet. Je Gel wurden 20 mA bei
maximal 200 V angelegt, fiir etwa 60 min oder kurz bevor die sichtbare blaue Bande aus
dem Gel austrat.

Damit die Proteinlésungen fiir die beiden anschliefenden Verfahren 1 bzw. 5 pg pro
10 pl Protein enthielten, wurden sie entsprechend mit Wasser verdiinnt und bestanden
zu 25% aus 4x Probenpuffer. Losungen mit Membranproteinen wurden gevortext und
fir 15 Minuten bei 37°C erwarmt; Losungen mit ldslichen Proteinen wurden fiir
5 Minuten bei 95°C gekocht. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Trenngelpuffer (4x,RT): 1,5 M Tris/HCl pH 8,8; 0,4% SDS
Sammelgelpuffer (4x, RT): 0,5 M Tris/HCI pH 6,8; 0,4% SDS

SDS-Laufpuffer (10x, RT): 250 mM Tris; 1,92 M Glycin; 0,1% SDS
Probenpuffer (4x, -20°C): 8 M Harnstoff; 40 mM Tris/HCI pH 6,8; 0,1 M EDTA;

5% SDS; 0,05% Bromphenolblau

2.9.8 Western Blot

Die bei der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (1 ug Protein in 10 pl Auftragsvolumen)
wurden durch Semi-Dry-Blot-Verfahren nach Towbin [149] durch eine angelegte
Spannung auf eine aktivierte PVDF-Nitrozellulosemembran mit 0,2 puM Porengrofie
libertragen.

Die PVDF-Membran wurde zur Aktivierung fiir 10 min in Methanol geschiittelt, kurz mit
VE-Wasser gewaschen und 10 min in 1x Towbin-Blot Puffer geschiittelt. Das SDS-PAGE
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Gel wurde fiir 5 min, das Whatmanpapier kurz vor Gebrauch in 1 x Towbin-Blot-Puffer
getrankt. Der luftblasenfreie Schichtaufbau betrug von der Anode zur Kathode: 3x
Whatmanpapier 3 mm (9 cm x 6 cm) - Nitrozellulosemembran (8,5 cm x 5 cm) - SDS-
PAGE Gel - 3x Whatmanpapier 3mm (9 cm x 6 cm). An die Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell Apparatur wurden dann fir drei Stunden 20 V und 200 mA fiir ein Blot
bzw. 400 mA fiir zwei Blots angelegt.

Towbin-Blot-Stock (10x, RT): 250 mM Tris; 1,92 M Glycin

Towbin-Blot-Puffer (1x, RT): 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20% Methanol

2.9.9 Ponceau S Fiarbung

Ponceau S ist ein roter Azofarbstoff, der reversibel an die positiv geladenen Amino-
gruppen von Proteinen bindet. Zur Uberpriifung, ob Proteine auf der Nitrozellulose-
membran gebunden waren, wurde die frisch geblottete Membran bei Raumtemperatur
in Ponceau S Losung stehen gelassen, bis Banden sichtbar waren. Anschliefend wurde
die Membran mit VE-Wasser klargespiilt.

Ponceau S Losung (RT): 0,4 g Ponceau S; 198 ml H20; 2 ml Eisessig

2.9.10 Immunologische Detektion

Alle in dieser Arbeit untersuchten Proteine enthielten einen N-terminalen His-Epitop-
Tag oder einen C-terminalen S-Epitop-Tag. Nach dem Proteintransfer auf eine Nitro-
zellulosemembran durch Western Blotting sollten die Proteine mit spezifisch bindenden
Antikorpern gegen diese Epitop-Tags nachgewiesen werden. Dazu wurde die Membran
zunachst zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen fiir 30 min oder tiber Nacht in
Milchpulverlésung geschiittelt. Danach wurde dreimal fiir 10 min mit TBS-T gewaschen.
Anschlief3end wurde die Membran seitenrichtig in ein 50 ml Falcontube iiberfiihrt und
zusammen mit dem entsprechenden primdren Antikdrper in 5 ml 1. AK-L6osung fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur iiber Kopf rotieren gelassen. Danach wurde dreimal fiir
10 min mit TBS-T gewaschen, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen.
Anschliefdend wurde die Membran im Dunkeln fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit
dem sekundiarem Antikérper ECL Plex Cy3 in 5 ml TBS-T, der spezifisch an den Fc-Teil
des primdren Antikorper bindet, liber Kopf rotieren gelassen. Ebenfalls im Dunkeln
wurde danach dreimal fiir 10 min mit TBS-T gewaschen. Die Membran wurde zwischen
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fusselfreien Tiichern getrocknet. Die Fluoreszenz wurde im Ettan Dige Imager gescannt
und digital ausgegeben. Mit dem Programm Image Quant TL wurden die Banden-
intensitaten quantifiziert sowie die Lauthohe ermittelt.

Milchpulverlésung: 5% fettfreies Milchpulver in filtriertem TBS-T
TBS-T (RT): 0,1% Tween 20 in 1x TBS-Puffer; filtrieren
TBS-Puffer, 1x (RT): 20 mM Tris/HCl pH 7,6; 140 mM NaCl

1. AK Losung: 5% BSA; 0,05% NaNg3; in filtriertem TBS-T

Primarer Antikorper: 1:2000 RGS-His4 (monoklonal aus der Maus);
1:5000 S-Tag (monoklonal aus der Maus)

Sekundarer Antikorper: 1:2500 ECL Plex Cy3 (Ziege-anti-Maus)

2.9.11 Coomassiefarbung

Bei der Coomassiefarbung werden alle Proteine eines SDS-PAGE Gels angefarbt, indem
das Coomassie-Brilliant-Blau an die basischen Seitenketten der Aminosduren bindet. Die
Farbung wurde als Kontrolle der gleichmafdigen Expression bzw. zum Nachweis
aufgereinigter Proteine durchgefiihrt. Dazu wurde das Gel nach der SDS-PAGE (2.9.7) fiir
eine Stunde in der Farbelosung geschiittelt. Anschliefiend wurde das Gel in mehrfach
gewechselter Entfarbelosung geschiittelt, bis das Gel entfirbt war, aber die
Proteinbanden deutlich zu sehen waren. Das Gel wurde abfotografiert und an der Luft
getrocknet.

Farbelosung (RT): 0,2% Coomassie-Brilliant-Blau R-250; 10% Essigsaure;
40% Methanol

Entfirbelosung (RT): 10% Essigsaure; 30% Ethanol

2.10 Adenylatcyclase-Aktivitatstest

Die Bestimmung der Aktivitat der Adenylatcyclasen erfolgte mit radioaktiv markiertem
Wasserstoff (3H, Tritium) und Phosphor (32P). Zunachst wurde eine Proteinpraparation
bekannter Proteinkonzentration mit entsprechenden Zusitzen und Pufferbedingungen
fir einen definierten Zeitraum mit dem Substrat [a32P]-ATP inkubiert. Die
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anschlieffende Trennung des Produktes 32P-cAMP von nicht umgesetztem Substrat
erfolgte chromatographisch tiber zwei hintereinander geschaltete Saulen, bei der die
Ausbeute Uber die Tritiumwerte bestimmt wurde. Der Aktivititstest wurde nach
Salomon [150] durchgefiihrt:

Das Reaktionsvolumen betrug 100 pl in einem 1,5 ml Reaktionsgefafs. Es bestand aus
50 ul Cocktail, 40 pl individueller Mischung aus Protein und Ligand und 10 pl
Substratléosung (ATP/[a32P]-ATP Mischung). Fiir jede Kombination aus Protein und
Ligandenkonzentration wurden Doppelwerte gemessen. Als Leerwert wurden zwei
Ansidtze pipettiert, die weder Protein noch Ligand enthielten. Alle Schritte wurden auf
Eis pipettiert und die Substratlosung zuletzt zugegeben. Die enzymatische Reaktion fand
bei 37°C fiir 10 Minuten statt. Die Reaktion wurde abgestoppt, indem die Gefaf3e in Eis-
wasser gestellt und mit 150 pl AC-Stop Losung versetzt wurden, welche einen
Uberschuss an nicht radioaktiv markiertem Substrat (ATP) enthielt. Dann wurde 800 pl
VE-Wasser zugesetzt und der Inhalt jedes Reaktionsgefafies auf je eine Dowex-Saule
aufgebracht (9 x 1 cm Glassdaule mit 1,2 g Dowex 50WX4-400, Kationentauscher).
Nachdem das Volumen durchgelaufen war wurde mit 3,5 ml VE-Wasser gewaschen, um
ATP von cAMP zu trennen. Anschlief}end wurden die Dowex-Sdulen auf Alox-Sdulen
gestellt und mit 5 ml VE-Wasser eluiert (10 x 0,5 cm Plastiksdaulen mit 1 g aktivem,
neutralen Al;03 90). Im letzten Schritt wurden die Proben mit 4,5 ml 0,1 mM Tris/HCI
pH 7,5 von den Alox-Saulen in mit jeweils 4 ml Ultima Gold XR Szintillationsfliissigkeit
vorgelegten Gefafden eluiert. Danach wurden die Gefafde verschlossen, geschiittelt und
die Zerfalle pro Minute von 3H und 32P fiir 2 Minuten im Szintillationszahler LKB Wallac
1209 Rackbeta 'Primo’ (GE Healthcare, Freiburg) gemessen. Als Kontrollen wurden vier
Gefafde mit 4 ml Ultima Gold XR Szintillationsfliissigkeit und 4,5 ml 0,1 mM Tris/HCI
pH 7,5 vorgelegt; zwei davon wurden mit je 50 pl Cocktail versetzt (= 3H-Blank), die
zwei anderen mit 10 pl einer 1:10 Verdiinnung der Substratlésung (= 32P-Blank).

Die spezifische Aktivitat in pmol cAMP-mg-1-min-! wurde nach der folgenden Formel
berechnet. Wegen des Uberstrahleffekts von 32P in den 3H-Zihlkanal wurden 3% der
erhaltenen cpm von 32P von den erhaltenen cpm von 3H abgezogen:

o pmol [cAMP] cpm 32P Probe - cpm %P Leerreaktion
Aktivitat ; — = 3
mg [Protein]x min cpm ““P Blank

cpm 3H Blank ATP [pM] x 10°

X X
cpm 3H Probe - 0,03 x cpm>?P Probe ~ Reaktionszeit [min] x Protein [pg]
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Die Dowex-Sdulen wurden regeneriert, indem sie zuerst mit 5 ml 2 N HCl und
anschlieffend mit 10 und dann mit 5 ml VE-Wasser gewaschen wurden. Die Alox-Saulen
wurde zweimal mit 4,5 ml 0,1 mM Tris/HCI pH 7,5 gewaschen.

Cocktail fiir Membranprédparationen (mit regenerierendem System, 2x, RT):

50% Glycerin; 0,1 M Tris/HCI pH 8; 6 mM MnClz; 4 mM 3H-cAMP (1,64 x 106 Bq/mmol);
12 mM Kreatinphosphat (Stammlésung in 50 mM Tris/HCl pH 7,5); 0,46 mg/ml
Kreatinkinase (Stammlésung in 10 mM Tris/HCI pH 7,5)

Cocktail fiir cytosolische Proteine (ohne regenerierendes System, 2x, RT):
50% Glycerin; 0,1 M Tris/HCI pH 8; 6 mM MnClz; 4 mM 3H-cAMP (1,64 x 10® Bq/mmol)

3H-cAMP Stammloésung (10x, -20°C):
40 mM cAMP pH 7,5 (mit gesattigter Tris-Losung bei RT). Inklusive 10-20 kBq/ml
[2,8-3H]-cAMP (NH4*-Salz)

ATP Substratlésung (10x, -20°C):

2 mM ATP pH 7,5 fiir Rv3645 und CyaG

750 uM ATP pH 7,5 fiir Rv1625c¢

Jeweils frisch mit 16-30kBq [a 32P] ATP versetzten

AC-Stop Losung (1,5x, -20°C):
3 mM ATP; 1,5% SDS; pH 7,5 (mit gesattigter Tris Losung bei RT)

Fir die Auswertung wurden nur cpm-Werte grofier des dreifachen Leerwerts als
Aktivitat gewertet. Die Ausbeute an Tritium gab Aufschluss iiber die Effizienz des
Chromatographieverfahrens. Der Umsatz an Substrat lag zumeist unter 10% und betrug
maximal 20%. Die erhaltenen Doppelwerte wurden als ein Wert zusammengefasst. Fiir
die statistische Auswertung wurde je Expressionskultur ein Wert fiir jede Liganden-
konzentration gewertet und der S.E.M. bestimmt. Zur Bestimmung der Signifikanz
wurde der Students t-test angewendet. Fiir die Vergleichbarkeit verschiedener
Expressionen und Konstrukte, wurden die Aktivititen in Prozent umgerechnet. Dabei
wurde innerhalb eines Tests die Enzymaktivitat ohne Ligand als 100% gesetzt und die
Aktivitaten bei verschiedener Ligandenkonzentration prozentual ins Verhaltnis gesetzt.
Die prozentuale Regulation einer Chiméare verschiedener Expressionen durch den
Liganden ist unbeeinflusst von der eingesetzten Proteinmenge in der (Membran-)
Praparation, die iber Bradford bzw. Western Blot abgeschatzt wurde.

In den Membranpraparationen befand sich auch die AC des E. coli Expressionsstammes.
Die Aktivitait wurde in entsprechenden Leervektoren gemessen. Sie lag mit 20 bis
50 pmol-mg1-min- im Bereich des Hintergrundrauschens, folglich war ein Beitrag der
E. coli AC ausgeschlossen.
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2.11 Klonierungsiibersicht

2.11.1 Klonierungen fur Kapitel 3.1

Chimaren mit Rv3645 AC

Ausgangskonstrukte waren die beiden Chiméaren Nr. 2 (Tsrrezeptor-Af1503namp(s2881/42911)-
Rv3645cup) von L. Garcia Mondéjar und Nr. 1 (Tsrrezeptor-TSraamp-CyaGs-telix-Rv3645cHp)
von K. Winkler. Mit Fusions-PCR wurden sie zu den Konstrukten Nr. 3 bis 5 (Tsrrezeptor-
Af1503namp(s2881/52911)-CyaGs.-Helix-Rv3645cup) kombiniert, die S-Helix wurde dabei in
verschiedenen Langen eingefiihrt. Anschlief}end wurden die PCR Produkte tiber
BamHI/HindIIl in die MCS von pQE30 eingesetzt und in E. coli BL21 (DE) [pREP4]
transformiert. Zur Einfiilhrung der zweimal 18 ASn langen S-Helix (Nr. 6) wurde
zunachst eine PCR durchgefiihrt. Die Primer enthielten die AS Sequenz mit einer stillen
Punktmutation, die in einer singularen Restriktionsschnittstelle Afel resultierte.
Anschliefdend wurden die Fragmente BamHI/Afel bzw. Afel/HindIIl sowie der Vektor
BamHI/HindIII verdaut und eine Ligation mit den drei Fragmenten durchgefiihrt. Die
Transformation erfolgte ebenfalls in E. coli BL21 (DE3) [pREP4].

Nr Dominenorganisation und Klonierung Herkunft
1 TSTreseptor(1-215) Tsruamp(216-268) CyaGs teii(431-455) Rv3645cup(331-549) K. Winkler
2 TSTreseptor(1-215) Af15034amp(278-331) Rv3645cip(331-549) L. Garcia Mondéjar

3 Tsrrezeptor(1-215) Af15031amp(278-331) CyaGs.nelix(431-455) Rv3645¢up(331-549)  diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30
PCR 1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ01
PCR1b: Template: #1 Primer s: MZ02 Primer as: RpQE

4 TSIRezeptor(1-215) Af1503namp(278-331) CyaGs.helix(438-455) Rv3645cup(331-549)  diese Arbeit
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30
PCR1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ03
PCR1b: Template: #1 Primer s: MZ04 Primer as: RpQE

5  Tsrrezeptor(1-215) Af15031amp(278-331) CyaGs.-nelix(445-455) Rv3645cup(331-549)  diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindlIII und Ligation in pQE30
PCR 1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ05
PCR1b: Template: #1 Primer s: MZ06 Primer as: RpQE
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6 TSrrezeptor(1-215)Af15035amp(278-331)2xCyaGs-neix(438-455)Rv3645cup(331-549)  diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstellen, anschliefend Verdau und Dreifachligation in pQE30
PCRA:  Template: #4 Primer s: UpQE Primer as: MZ07 Verdau: BamHI/Afel
PCR B: Template: #4 Primer s: MZ08 Primer as: RpQE Verdau: Afel/HindIII
Verdau Vektor: BamHI/HindIII

7  TsrRezeptor(1-215) Tsruamp(216-268) CyaGs.neiix(431-455) CyaGeup(456-672) K. Winkler

8  TSrRezeptor(1-215) Tsruamp(216-268) CyaGs.neiix(438-455) CyaGenp(456-672) K. Freudenberger

9 TSrRezeptor(1-215) Tsruamp(216-268) CyaGs.neiix(445-455) CyaGeup(456-672) K. Freudenberger

Chimaren mit CyaG AC

Es wurden Chimdren mit dem Domaénenaufbau "Tsrrezeptor-Af1503namp(s2881/A2911)-

CyaGs-Helix-CyaGeup" kloniert, die S-Helix wurde in den Langen 18 oder 25 ASn eingesetzt.
Die Af1503 HAMP wurde C-terminal bis zu vier ASn verkiirzt (V, A, M, E) wahrend die
S-Helix bei gleicher Linge belassen wurde. Die Ausgangskonstrukte waren erneut

Konstrukte von K. Winkler und L. Garcia Mondéjar, die mit Fusions-PCR zu den

jeweiligen Chimdren kombiniert wurden. Die PCR-Produkte wurden anschlieféend
BamHI/HindIIl verdaut und in die MCS von pQE30 eingesetzt. Die Transformation
erfolgte in E. coli BL21 (DE3) [pREP4] Zellen.

Nr.

Domidnenorganisation und Klonierung Herkunft

10

TSTRezeptor(1-215) Af1503amp(278-331) CyaGenp(456-672) diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefiend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30
PCR1a: Template: #3 Primer s: UpQE Primer as: MZ09
PCR1b: Template: #7 Primer s: MZ10 Primer as: RpQE

11

TSTRezeptor(1-215) Af15031amp(278-331) CyaGs neix(438-455) CyaGenp(456-672)  diese Arbeit

Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindlIII und Ligation in pQE30
PCR 1a: Template: #4 Primer s: UpQE Primer as: MZ03
PCR 1b: Template: #7 Primer s: MZ04 Primer as: RpQE

12

TSI‘Rezeptor(l-le) Af1503HAMP(278-331) CyaGs.Henx(431-455) CyaGCHD(456-672) diese Arbeit

Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindlIII und Ligation in pQE30
PCR1a: Template: #3 Primer s: UpQE Primer as: MZ01
PCR1b: Template: #7 Primer s: MZ02 Primer as: RpQE

13

TSTRezeptor(1-215) Af1503amp(278-330) CyaGeup(456-672) diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30
PCR 1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ19
PCR 1b: Template: #7 Primer s: MZ20 Primer as: RpQE
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14 TSrReseptor(1-215) Af1503amp(278-330) CyaGs. eix(438-455) CyaGeup(456-672)  diese Arbeit

Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30

PCR1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ11
PCR 1b: Template: #7 Primer s: MZ12 Primer as: RpQE
15  TSrRrezeptor(1-215) Af15031amp(278-329) CyaGenp(456-672) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30
PCR 1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ21
PCR1b: Template: #7 Primer s: MZ22 Primer as: RpQE

16 TSTReseptor(1-215) Af1503amp(278-329) CyaGs eix(438-455) CyaGeup(456-672)  diese Arbeit

Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30

PCR 1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ13
PCR 1b: Template: #7 Primer s: MZ14 Primer as: RpQE
17  TSrRrezeptor(1-215) Af1503namp(278-328) CyaGeup(456-672) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlief?end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE30
PCR 1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ23
PCR 1b: Template: #7 Primer s: MZ24 Primer as: RpQE

18  TSrRrezeptor(1-215) Af15031amp(278-328) CyaGs.nelix(438-455) CyaGeup(456-672) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindlIII und Ligation in pQE30
PCR 1a: Template: #2 Primer s: UpQE Primer as: MZ15
PCR1b: Template: #7 Primer s: MZ16 Primer as: RpQE

Chimaren mit Rv1625c AC

Die Konstrukte wurden von A. Schultz kloniert. Sie hatten den Domanenaufbau
"Tsrrezeptor-CyaGuamp-CyaGs-Helix-Rv1625cchp” mit Variationen in der S-Helix.

Nr. Domidnenorganisation und Klonierung Herkunft
19 TSrRezeptor(l'le) CyaGHAMp(S 70-430) CyaGs.He1ix(43 1-45 5) RV1625CCHD(2 18-44-3) A. Schultz
20 TSTRezeptor(1-215) CyaGuamp(370-430) Rv1625ccup(218-443) A. Schultz

21 TSTReseptor(1-215) CyaGuamp(370-426) CyaGs.enx(452-455) Rv1625ceup(218-443)  A. Schultz

2.11.2 Klonierungen fiir Kapitel 3.2

Das Gen fiir LgsS auf dem Plasmid pUS-1 stammte von Prof. Dr. H. Hilbi, Miinchen. Alle
Konstrukte wurden in pQE8O0L kloniert und fiir die Expression in E. coli BL21 (DE3)
transformiert. Ein Auszug der Aminosauresequenzen fiir die LqsS-Rv1625c Chimaren
lautet:
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LgsS M1.. STLNY178KTAM182LQQQK187LAGM191AAAAGMIAHELR203

Rezeptor | SPLLGIKSG212AQALz16

Rv1625c

CHD A214EHDR218SEALLANMLPASIAERLKE237PERNIIADKYDEASVLFAD256 .. V443

Klonierungen fiir Kapitel 3.2.1

Die Chimaren Nr. 23,24 und 25, LgsS-Y178, M182 und M191 an Rv1625c218-443 wurden
von S. Beltz fiir diese Arbeit iibernommen [138]. Die meisten weiteren Konstrukte von
LgsS und Rv1625c218443 wurden anschliefiend mit QuikChange PCR generiert, das
Plasmid in E. coli XL1 blue transformiert und zur Expression in E. coli BL21 (DE3)
transformiert. In Rv1625c war spater an der Position R218/5219 eine stille Mutation
eingefiihrt worden (Bglll). Durch PCR konnte die gewiinschte Lange von LqsS mit
C-terminaler Bglll Schnittstelle amplifiziert und anschliefdend tiber Restriktionsverdau
(BamHI/Bglll) und Ligation mit Rv1625c verbunden werden. Fiir die drei Konstrukte
LgsS-R203, G212 und L216 (Nr. 36, 37 und 38) wurde die LgsS-Sequenz mit Primern
flankiert amplifiziert, sodass eine N-terminale BamHI und C-terminale BglII Schnittstelle
eingesetzt wurde. Anschlief3end wurde das PCR-Produkt durch Restriktionsverdau und
Ligation mit Rv1625c verbunden.

Nr. Domaianenorganisation und Klonierung Herkunft
22 LgsS Sequenz in pUS-1 H. Hilbi
23 LgSSrezeptor(1-178) Rv1625ccHp(218-443) S. Beltz
24 LqSSRrezeptor(1-182) Rv1625ccHp(218-443) S. Beltz
25  LgSSrezeptor(1-191) Rv1625ccun(218-443) S. Beltz
26  LgSSrezeptor(1-183) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit

QuikChange PCR, anschlieflend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #32 Primer s: MZ69 Primer as: MZ70
27  LgSSRrezeptor(1-184) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #32 Primer s: MZ72 Primer as: MZ71
28  LgSSrezeptor(1-185) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #32 Primer s: MZ74 Primer as: MZ73
29  LgSSrezeptor(1-186) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #32 Primer s: MZ76 Primer as: MZ75

57



Material und Methoden

30  LgSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #32 Primer s: MZ78 Primer as: MZ77
31  LgSSrezeptor(1-188) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #32 Primer s: MZ80 Primer as: MZ79
32 LgSSrezeptor(1-189) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #25 Primer s: MZ45 Primer as: MZ46
33  LgSSrezeptor(1-192) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschlieffend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #25 Primer s: MZ49 Primer as: MZ50
34 LqSSRrezeptor(1-195) Rv1625ccHp(218-443) U. Kurz
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlieffend Verdau BamHI/Bglll und Ligation in
pQE8OL
PCR: Template: #22 Primer s: UpQE Primer as: MZ51
35  LgSSrezeptor(1-197) Rv1625cchp(218-443) U. Kurz
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlieffend Verdau BamHI/Bglll und Ligation in
pQE8OL
PCR: Template: #22 Primer s: UpQE Primer as: MZ52
36  LgSSrezeptor(1-203) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschliefdend Verdau BamHI/BglIl und Ligation in #30
PCR: Template: #22 Primer s: MZ142  Primer as: MZ144
37  LgSSrezeptor(1-212) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschliefSend Verdau BamHI/BglII und Ligation in #30
PCR: Template: #22 Primer s: MZ142  Primer as: MZ145
38  LgSSrezeptor(1-216) Rv1625cchp(218-443) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlief3end Verdau BamHI/BglIl und Ligation in #30
PCR: Template: #22 Primer s: MZ142  Primer as: MZ143

Klonierungen fiir Kapitel 3.2.2

In diesem Kapitel wurden an LqsS(1-187) verschiedene Langen von Rv1625c angefiigt.
Fiir die Ankniipfung an ASn A214 bis D217 (Nr. 39-42) wurde wie im vorangegangenen
Kapitel per PCR an LgsS die C-terminale Bglll Schnittstelle angefiigt, anschlief3end

wurde durch BamHI/Bglll Verdau und Ligation mit Rv1625c verbunden. Fiir die

anderen Chimaren wurden zwei Verfahren angewendet: Zum einen wurden Deletionen
von 1-3 ASn per QuikChange PCR eingefiihrt, das Plasmid in E. coli XL1 blue
transformiert und zur Expression in E. coli BL21 (DE3) transformiert. Zum anderen

wurden beide Domédnen durch Fusions-PCR zusammengefiigt, mit anschliefiendem
BamHI/HindIIl Verdau in die MCS von pQE8OL ligiert und in E. coli BL21 (DE3)
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transformiert. In einigen Fillen wurden die Primerpaare so geplant, dass durch jeden
Primer eine andere Mutation eingefiigt wurde (Nr. 46-52). Die Verifizierung der
Mutanten gelang hier durch Sequenzierung.

Nr. Domadnenorganisation und Klonierung Herkunft
39  LgSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(214-443) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschliefiend Verdau BamHI/BglIl und Ligation in #30
PCR: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ146
40  LgSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(215-443) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschliefdend Verdau BamHI/BglIl und Ligation in #30
PCR: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ147
41  LQgSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(216-443) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlief3end Verdau BamHI/BglIl und Ligation in #30
PCR: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ148
42 LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(217-443) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschliefdend Verdau BamHI/BglII und Ligation in #30
PCR: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ149
43  LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(219-443) diese Arbeit

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #30 Primer s: MZ150  Primer as: MZ151
44 LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(220-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschlieffend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #30 Primer s: MZ152  Primer as: MZ153
45  LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(221-443) diese Arbeit

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #30 Primer s: MZ154  Primer as: MZ155
46  LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(222-443) diese Arbeit

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #45 Primer s: MZ159  Primer as: MZ158
47  LqSSrezeptor(1-187) Rv1625ccup(223-443) diese Arbeit
QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #45 Primer s: MZ159  Primer as: MZ158
48  LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(224-443) diese Arbeit

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #45 Primer s: MZ159  Primer as: MZ160
49  LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(236-443) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ176
PCR1b: Template: #30 Primer s: MZ177  Primer as: RpQE
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50  LgSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(237-443) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ176
PCR1b: Template: #30 Primer s: MZ177  Primer as: RpQE

51  LgsSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(238-443) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ178
PCR1b: Template: #30 Primer s: MZ179  Primer as: RpQE

52 LgSSrezeptor(1-187) Rv1625ccup(239-443) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ178
PCR 1b: Template: #30 Primer s: MZ179  Primer as: RpQE

2.11.3 Klonierungen fiir Kapitel 3.3

Alle Konstrukte wurden in pQE80L kloniert und fiir die Expression in E. coli BL21 (DE3)
transformiert. Der LqsS-Rezeptor wurde mit den Langen Y178, K187, M191 eingesetzt.
An ihn wurde entweder die CHD angefiigt, die S-Helix mit CHD, oder die HAMP Doméne
mit S-Helix und CHD. Die Konstrukte waren sequenzidentisch mit Ausnahme der
unterschiedlichen CHD. Die beiden CTE's wurden hier nicht separat betrachtet, sondern
als Teil der CHD behandelt.

Tab. 2.6 Sequenzauszug mit Positionsnummern der jeweiligen Doméanen. Der LgsS-Rezeptor wurde mit
der CHD von CyaG oder der CHD von Rv1625c verkniipft. Zudem wurden mit beiden CHDn Chimaren
generiert mit der S-Helix sowie mit HAMP Domane und S-Helix.

LgsS M; .. GSTLNY176KTAMLQQQK157LAGM19;AAAAGMIAHELR203SPLLGIKSG212
Rezeptor | AQAL:z1s
CyaG R37oWISE .. LRDSFl4s0
HAMP
CyaG
| AusiLENTNRELEQRVLERTAALLQEKEsss
S-Helix
U )
CyaG: Rv1625c:
CHD RuseSEELLLNVLPKPIADQLKA47s | Ro1sSEALLANMLPASIAERLKE37

N476 KKAIASAIEEVTILFAD493 .. S672 | P23sERNIIADKYDEASVLFAD256.. V443

Fir die LgsS-CyaG CHD Konstrukte wurde analog zur Rv1625c CHD eine stille Mutation
an der Position R456/S457 (Bglll) eingefithrt (Nr. 56b). Anschlieffend wurde die
Rv1625c CHD tiber Bglll/HindlIIl durch die CyaG CHD ausgetauscht. Die Konstrukte mit
HAMP und S-Helix wurden durch Fusions-PCR zusammengefiigt, in Abhdngigkeit der
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CHD wurden die gleichen Primer mit unterschiedlichen Templates eingesetzt. Nach
anschlieffendem BamHI/HindIll Verdau wurden die PCR-Produkte in die MCS von
pQES8OL ligiert und in E. coli BL21 (DE3) transformiert.

Nr. Domadnenorganisation und Klonierung Herkunft

53  LgSSrezeptor(1-Y178) CyaGeup(456-672) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlieffend Verdau Bglll/HindIIl und Ligation in #23
PCR: Template: #12 Primer s: MZ93 Primer as: RpQE

54  LgSSrezeptor(1-K187) CyaGeup(456-672) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlief3end Verdau Bglll/HindIII und Ligation in #30
PCR: Template: #12 Primer s: MZ93 Primer as: RpQE

55  LqgSSrezeptor(1-M191) CyaGcnp(456-672) diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlieffend Verdau Bglll/HindIIl und Ligation in #25
PCR: Template: #12 Primer s: MZ93 Primer as: RpQE

56  LgSSrezeptor(1-Y178) CyaGs.neiix(431-455) CyaGenp(456-672) diese Arbeit

Fusions-PCR, anschlief?end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #23 Primer s: UpQE Primer as: MZ94
PCR1b: Template: #63 Primer s: MZ95 Primer as: RpQE

56b  LgSSrezeptor(1-Y178) CyaGs-nelix(431-455) CyaGenp(456-672) mit Bglll (R456 S457)  diese Arbeit
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll, anschlief3end Verdau Bglll/HindIII und Ligation in #64
PCR: Template: #63 Primer s: MZ141  Primer as: RpQE

57  LgSSrezeptor(1-K187) CyaGs.nelix(431-455) CyaGeup(456-672) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #23 Primer s: UpQE Primer as: MZ96
PCR1b: Template: #63 Primer s: MZ97 Primer as: RpQE

58  LqgsSSrezeptor(1-M191) CyaGs.neiix(431-455) CyaGcup(456-672) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ89
PCR1b: Template: #12 Primer s: MZ90 Primer as: RpQE

59  LgsSSrezeptor(1-Y178) LgsS(179-R203) CyaGenp(456-672) diese Arbeit
Verdau #64 und #56b Bglll/HindIll, anschliefiend Ligation der entsprechenden Fragmente
60  LgSSrezeptor(1-K187) LgsS(188-G212) CyaGenn(456-672) diese Arbeit

Verdau #65 und #56b Bglll/HindlIlI, anschlief3end Ligation der entsprechenden Fragmente
61  LqSSrezeptor(1-M191) LqsS(192-L216) CyaGeup(456-672) diese Arbeit

Verdau #66 und #56b Bglll/HindlIlI, anschlief3end Ligation der entsprechenden Fragmente
62  LqSSrezeptor(1-K187) CyaGuamp(370-430) CyaGs-neiix(431-455) CyaGeup(456-672) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschliefiend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE8S80L
PCR1a: Template: #30 Primer s: Xmnl Primer as: MZ166
PCR1b: Template: #63 Primer s: MZ167  Primer as: RpQE
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63

Lq5SSrezeptor(1-M191) CyaGuamp(370-430) CyaGs nelix(431-455) CyaGeup(456-672)

diese Arbeit

Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ89
PCR1b: Template: #12 Primer s: MZ90 Primer as: RpQE

64

quSRezeptor(l-Y178) CyaGs.Henx(4-3 1-455) Rv1 625CCHD(2 18-443)

diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #23 Primer s: UpQE Primer as: MZ94
PCR1b: Template: #19 Primer s: MZ95 Primer as: RpQE

65

LqsSrezeptor(1-K187) CyaGs eix(431-455) Rv1625ccup(218-443)

diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ97
PCR 1b: Template: #19 Primer s: MZ96 Primer as: RpQE

66

LqSSrezeptor(1-M191) CyaGs.nelix(431-455) Rv1625ccup(218-443)

diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefRend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ89
PCR 1b: Template: #19 Primer s: MZ90 Primer as: RpQE

67

LgsSrezeptor(1-K187)
CyaGuamp(370-430) CyaGs-neiix(431-455) Rv1625cchp(218-443)

diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefRend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #30 Primer s: Xmnl Primer as: MZ166
PCR1b: Template: #68 Primer s: MZ167  Primer as: RpQE

68

LqsSrezeptor(1-M191)
CyaGuamp(370-430) CyaGs-neiix(431-455) Rv1625cchp(218-443)

diese Arbeit

Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ91
PCR1b: Template: #19 Primer s: MZ92 Primer as: RpQE

2.11.4 Klonierungen fiir Kapitel 3.4

Es kamen die Vektoren pQE80L und pETDuet-3 zum Einsatz. Fiir die Expression wurden
diese in E. coli BL21 (DE3) transformiert.

Klonierungen fiir Kapitel 3.4.2

Die vier Punktmutanten von R218 wurden durch QuikChange PCR mit dem Template

der Referenzchimare (LqsSi1-187-Rv1625c218-443) in pQE8OL generiert, indem mit jedem

Primer eine der Mutationen eingefiigt wurde. Nach der Transformation in E. coli XL1

blue und Durchfiihrung von Minipreps erfolgte die Unterscheidung der Mutanten durch

Sequenzierung. Die R218Y Mutante wurde nicht erhalten. Nach Bestatigung der
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richtigen Sequenz erfolgte eine Transformation in E. coli BL21 (DE3) mit erneuter

Sequenzierung.
Nr. Domainenorganisation und Klonierung Herkunft
69  LgSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(218-443; R218Q) U. Kurz

QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #30 Primer s: MZ181  Primer as: MZ180
70  LgSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(218-443; R218L) U. Kurz
QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #30 Primer s: MZ181  Primer as: MZ180
71  LqSSrezeptor(1-187) Rv1625cchp(218-443; R218D) U. Kurz

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #30 Primer s: MZ183  Primer as: MZ182

Klonierungen fiir Kapitel 3.4.3

Die Deletionen von E237 bzw. K236 und E237 in der Referenzchimare LqsSi-1s7-
Rv1625c218-443 wurde durch Fusions-PCR durchgefiihrt (Nr. 76, 77). Anschlief3end
wurde das PCR Produkt tiber BamHI/HindIII in die MCS von pQE8BO0L eingesetzt und in
E. coli BL21 (DE3) transformiert. Die Differenzierung der Mutanten erfolgte durch
Sequenzierung. Weiterhin wurde die S-Helix aus CyaG N- bzw. C-terminal der CTE (20,
19 oder 18 ASn) eingefiihrt. Dies erfolgte durch Fusions-PCR, anschliefRendem
BamHI/HindIIl Restriktionsverdau sowie Ligation in die MCS von pQE8OL. Die
Transformation erfolgte in E. coli BL21 (DE3). Die Primer MZ152-155, MZ172 und 173
wurden bereits in vorherigen Klonierungen eingesetzt und hier wiederverwendet.

Nr. Dominenorganisation und Klonierung Herkunft

72 LgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-237) CyaGs-nelix(431-455) Rv1625cchp(238-443)  U. Kurz
Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ157
PCR1b: Template: #30 Primer s: MZ156  Primer as: RpQE

73  LgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccrs(218-237) LgsS(188-212) Rv1625ccun(238-443)  diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ174
PCR1b: Template: #30 Primer s: MZ175  Primer as: RpQE
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LqSSRezeptor(l'K187) q q
74 diese Arbeit
CyaGs.Heljx(431-4-55) RV1625CCTE(218-236) RV1625CCH[)(238-443)
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIIIl und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #65 Primer s: UpQE Primer as: MZ173
PCR1b: Template: #65 Primer s: MZ172  Primer as: RpQE
LQgSSrezeptor(1-K187
75 i ) diese Arbeit
CyaGs.Heljx(431-4-55) RV1625CCTE(218-235) RV1625CCHD(238-443)

Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #65 Primer s: UpQE Primer as: MZ173
PCR1b: Template: #65 Primer s: MZ172  Primer as: RpQE
76  LgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-236) Rv1625cchp(238-443) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ173
PCR 1b: Template: #65 Primer s: MZ172  Primer as: RpQE
77  LQSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-235) Rv1625cchp(238-443) diese Arbeit
Fusions-PCR, anschlief?end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L

PCR1a: Template: #30 Primer s: UpQE Primer as: MZ173
PCR1b: Template: #65 Primer s: MZ172  Primer as: RpQE

78  LQSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-236) CyaGs.nelix(431-455) Rv1625ccup(238-443)  U. Kurz
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #72 Primer s: UpQE Primer as: MZ162
PCR1b: Template: #72 Primer s: MZ163  Primer as: RpQE

79  LgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-235) CyaGs.elix(431-455) Rv1625ccup(238-443)  U. Kurz
Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #72 Primer s: UpQE Primer as: MZ162
PCR1b: Template: #72 Primer s: MZ163  Primer as: RpQE

Klonierungen fiir Kapitel 3.4.4

In diesem Kapitel werden Chimaren vorgestellt, bei denen die CTE der Rv1625c durch
CTE's der AC Isoform V ersetzt wurden. Die Kompatibilitat zweier verschiedener CTE's
wurde im heterodimer aktiven Enzym untersucht. Der notige heterodimere Charakter
wurde durch die Einfiihrung von sich komplementierenden Mutationen in die CHD der
Rv1625c gewahrleistet, die modifizierten CHDn wurden analog ihrer Saugetier-
verwandten mit C1 und C2 bezeichnet. Die Mutationen in Rv1625c_C1 lauteten N372T
und R376H, wodurch kein Ubergangszustand mehr stabilisiert werden kann. Die
Mutationen in Rv1625c_C2 lauteten D256S, D300S und S301T, sodass kein ATP und kein
Kofaktor mehr gebunden werden kann. Das resultierende Heterodimer besitzt ein
aktives Zentrum, im Gegensatz zum urspriinglichen Homodimer, welches zwei aktive
Zentren besitzt. Rv1625c_C1204-443 und Rv1625c_C2304-443 waren durch ein Tetradeka-
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peptid verbunden, die Rv1625c-CTE218.237 wurde in verschiedenen Chiméaren durch die
ACV_CTE1 bzw. die ACV_CTE2 ersetzt (Tab. 2.7).

Tab. 2.7 Schematische Darstellung der kombinierten Segmente von oben nach unten: Die Sequenz N- bzw.
C-terminal des Linkers ist bis auf wenige ASn in der CHD und der gewahlten CTE identisch. Die
Mutationen in Rv1625c_C1 (N372T und R376H) und Rv1625c_C2 (D256S, D300S und S301T) sind
hervorgehoben. Die Schnittstelle Stul (Abb. 2.5) befindet sich an Position A250/S251.

D204DTARAEAVMEAEHD217
Rv1625c-CTE ACV_CTE1 ACV_CTE2

CTE R218SEALLANMLP Q430QERLLLSVLP Y103sNRRLLHNILP
ASIAERLKE237 RHVAMEMKA 449 KDVAAHFLA1057
Rv1625c_C1

P23sERNIIADKYDEASVLFAD256]lVGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQH
CHD GLEKIKVSGD300S301YMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNP
VPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVT37:VASH376MESTDSVGQIQVPDE
VYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 443

Linker | TRAAGGPPAAGGRS

D204 DTARAEAVMEAEHD 17
Rv1625c-CTE ACV_CTE1 ACV_CTE2

CTE R21s8SEALLANMLP Q430QERLLLSVLP Y103sNRRLLHNILP
ASIAERLKE?37 RHVAMEMKA 449 KDVAAHFLA1057
Rv1625c_C2

P23sERNIIADKYDEASVLFAS256]VGFTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQH
CHD GLEKIKVSGS300T320:YMVVSGVPRPRPDHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNP
VPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVN372VASR376MESTDSVGQIQVPDE
VYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 443

Die Ausgangskonstrukte von A. Schultz waren in pQE30 kloniert und besafden die
Rv1625_C1 bzw. Rv1625c_C2 charakteristischen Mutationen (Nr. 81 und 83). An die
Rv1625c_C1 (Nr. 81) wurde durch PCR mit Primer MZ98 C-terminal die Sequenz
"TRAAGGPPAAGGRS KL" (RS=Bglll, KL=HindIIl) angefiigt und anschliefiend iiber
BamHI/HindIIl in die MCS von pQE8O0L eingesetzt. Die Linkersequenz wurde zuvor
bereits in der Form "TRAAGGPPAAGGLE" erfolgreich verwendet [75] und wurde im
Rahmen dieser Arbeit zugunsten der Restriktionsschnittstelle Bglll (Aminosduren 'RS')
modifiziert. Rv1625c_C2 wurde ebenfalls in pQE80L umgesetzt (=Nr. 83, in pQE80L).
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Aufgrund der nahezu identischen AS Sequenz wurden Modifikationen der CTE's in die
auf separaten Plasmiden liegenden Rv1625c_C1 und Rv1625c_C2 Konstrukte eingefiihrt.
Die Substitution der 20 ASn langen CTE von Rv1625c mit ACV_CTE1 bzw. CTE2 erfolgte
mit jeweils Rv1625c_C1 bzw. Rv1625c_C2 als Template durch Fusions-PCR. Der in
Schritt PCR 1a und 1b durch spezifische Primer (MZ99-102, Tab. 2.2) angefiigte
Uberhang war relativ lang. Er bestand aus 36 bp der einzusetzenden CTE, sodass sich
12 bp (4 ASn) der neuen CTE fiir den Fusionsschritt tiberlappten (siehe Abb. 2.5). Das
Fusionsprodukt wurde anschlieffend tiber BamHI/HindIIl in die MCS von pQE80L
eingesetzt und in E. coli BL21 (DE3) transformiert.

PR1a [T

5 —>3 3 € 5
[ 18 by [REEETIT
R TR 15 bp | [ RpQE |
5' = 3' 3 5'
PCR 1b | [ CTE(60bp) | |
]
| PCR2
| Verdau
: Ligation
dsDNA Produk BEENN  CTE(c0bp) N

Abb. 2.5 Schematische Darstellung der beiden Primerpaare fiir Schritt PCR 1a und 1b der Fusions-PCR. Die
Sequenz von 60 bp (20 ASn) der neuen CTE (grau) wurde allein durch tiberlappende Anhdnge eingefiigt.
Nachdem jede der drei CTE's mit jedem der beiden CHDn verkniipft auf einem separaten
Vektor vorlag, wurden alle neun Kombinationsmdéglichkeiten von C1 mit C2 kloniert.
Dies wurde erreicht, indem die C1 mit EcoRI und Bglll verdaut wurde und die C2 mit
BamHI und EcoRI. Da Bglll und BamHI Isochizomere sind, kdnnen ihre komplementiren
Enden bei der Ligation verkniipft werden, was allerdings in einer DNA-Sequenz ohne
Schnittstelle resultiert (Abb. 2.6).
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Vektor VVektor
BamHI HindIII BamHI HindIII
EcoRI | Stul Bglll EcoRI Stul
| I I
[H[D,,,| CTE | CHD_C1 HI[D,,,| CTE CHD_C2
I I
Verdau EcoRI/Bglll Verdau EcoRI/BamHI

Vektor

BamHI HindIII
EcoRI | Stul

I
D,04] CTE | CHD_C2

| Ligation |

Vektor
BamHI HindIII
EcoRI Stul Stul
I |
H|D,,,| CTE |  CHD C1 | L (DS CTEY CHD_C2

Abb. 2.6 oben: Sequenzdarstellung der beiden Ausgangskonstrukte. Sie waren separat in die MCS von
PQES8OL kloniert. Darunter Klonierungsschritte Verdau und Ligation. Angegeben sind die relevanten
Restriktionsschnittstellen sowie eine Ubersicht der Abfolge der Segmente. H: His6-Tag, D204: Beginn des
cytosolischen Teils von Rv1625c (204-217). CTE: entsprechendes Cyclase Transducer Element. CHD_C1:
CHD von Rv1625cpz3s.v443 mit Mutationen N372T und R376H. L: Linkersequenz TRAAGGPPAAGGRS.
CHD_C2: CHD von Rv1625cp238.v443 mit Mutationen D256S, D300S, S301T.

Nr. Domainenorganisation und Klonierung Herkunft

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccup(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGLE
80 A.Schultz
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625cchp(238-443; D256S D300S
S301T)
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccup(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGLE
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccup(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS
PCR fiir Restriktionsschnittstelle Bglll und HindlIll, anschliefend Verdau BamHI/HindIIl und
Ligation in pQESOL
PCR: Template: #81 Primer s: UpQE Primer as: MZ98

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)

81 A.Schultz

82 diese Arbeit

83 A.Schultz
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Rv1625c(204-217) ACVcre1 (430-449) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)

84 M. Cerrolaza
TRAAGGPPAAGGRS
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #82 Primer s: Xmnl Primer as: MZ99
PCR1b: Template: #82 Primer s: MZ100  Primer as: RpQE
Rv1625c(204-217) ACV 430-449) Rv1625 238-443; D256S D300S

85 v c( ) e ) Rv Cern( ’ M. Cerrolaza
S301T)
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #83 Primer s: Xmnl Primer as: MZ99
PCR1b: Template: #83 Primer s: MZ100  Primer as: RpQE
Rv1625c(204-217) ACVcrg2(1038-1057) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)

86 M. Cerrolaza
TRAAGGPPAAGGRS
Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindlIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #82 Primer s: Xmnl Primer as: MZ101
PCR1b: Template: #82 Primer s: MZ102  Primer as: RpQE
Rv1625c(204-217) ACV 1038-1057) Rv1625 238-443; D256S D300S

87 v o ) cree( ) Rv Ceto( M. Cerrolaza
S301T)
Fusions-PCR, anschlieflend Verdau BamHI/HindlIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #83 Primer s: Xmnl Primer as: MZ101
PCR1b: Template: #83 Primer s: MZ102  Primer as: RpQE
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

88 M. Cerrolaza
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #82 EcoRI/Bglll und #85 BamHI/EcoRI, anschliefRend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

89 M. Cerrolaza
Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #84 EcoRI/Bglll und #85 BamHI/EcoRI, anschliefRend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

90 M. Cerrolaza
Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #86 EcoRI/Bglll und #87 BamHI/EcoRI, anschliefend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449) Rv1625ccup(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

91 M. Cerrolaza

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)
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Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ceup(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

92 M. Cerrolaza
Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #86 EcoRI/Bglll und #85 BamHI/EcoRI, anschliefend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

93 M. Cerrolaza
Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #82 EcoRI/Bglll und #85 BamHI/EcoRI, anschlieffend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

94 M. Cerrolaza
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625cchp(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #84 EcoRI/Bglll und #83 BamHI/EcoRI, anschlieflend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) Rv1625ccte(218-237) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

95 M. Cerrolaza
Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #82 EcoRI/Bglll und #87 BamHI/EcoRI, anschlieffRend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
TRAAGGPPAAGGRS

96 M. Cerrolaza

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)

Verdau #86 EcoRI/Bglll und #83 BamHI/EcoRI, anschlieffRend Ligation der entsprechenden
Fragmente

Es wurden weiterhin Lingenmodifikationen sowie Punktmutationen der CTE1 und

CTEZ untersucht, diese Mutationen wurden bevorzugt durch QuikChange PCR

eingeflihrt, mit anschlieféender Transformation in E. coli XL1 blue. Nach Bestatigung der

richtigen Sequenz wurde eine Transformation in E. coli BL21 [DE3] durchgefiihrt und
die Kombination der 'C1' und 'C2' wie in Abb. 2.6 dargestellt kloniert. In Tab. 2.2 sind
alle hierzu verwendeten Primer aufgelistet.

Nr.

Domanenorganisation und Klonierung Herkunft

97

Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-439) Rv1625ccrs(288-237)

diese Arbeit
Rv1625ccup(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

Fusions-PCR, anschlief3end Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #82 Primer s: Xmnl Primer as: MZ115
PCR1b: Template: #82 Primer s: MZ114  Primer as: RpQE
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98

Rv1625c(204-217) Rv1625ccrs(218-227) ACVcre1(440-449)

diese Arbeit
Rv1625ccup(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #82 Primer s: Xmnl Primer as: MZ117
PCR1b: Template: #82 Primer s: MZ116  Primer as: RpQE

99

Rv1625c(204-217) ACVcres (430-449; E432R L436H)

diese Arbeit
Rv1625ccup(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #84 Primer s: MZ120  Primer as: MZ121

100

Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449; E446H)

diese Arbeit
Rv1625ccup(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #84 Primer s: MZ122  Primer as: MZ123

101
1B

Rv1625¢(204-217) ACVcre1(430-439) Rv1625ccr(288-237)
Rv1625ccup(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccn(238-443; D256S D300S
S301T)

diese Arbeit

Verdau #97 EcoRI/Bglll und #83 BamHI/EcoRI, anschlieffend Ligation der entsprechenden
Fragmente

102
1C

Rv1625c(204-217) Rv1625ccrs(218-227) ACVcre1(440-449)
Rv1625ccun(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

Rv1625¢(204-217) Rv1625ccrs(218-237) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)

diese Arbeit

Verdau #98 EcoRI/Bglll und #83 BamHI/EcoRI, anschliefRend Ligation der entsprechenden
Fragmente

103
1D

Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449; E432R L436H)

Rv1625ccun(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

Rv1625¢(204-217) Rv1625ccrs(218-237) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)

diese Arbeit

Verdau #99 EcoRI/Bglll und #83 BamHI/EcoRI, anschlieflend Ligation der entsprechenden
Fragmente

104
1E

Rv1625c(204-217) ACVcre1(430-449; E446H)
Rv1625ccun(238-443; N372T R376H) TRAAGGPPAAGGRS

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccnn(238-443; D256S D300S
S301T)

diese Arbeit

Verdau #100 EcoRI/Bglll und #83 BamHI/EcoRI, anschlieflend Ligation der entsprechenden
Fragmente

105

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1079) Rv1625cun(257-443; D256S D300S

S301T) diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR 1a: Template: #87 Primer s: Xmnl Primer as: MZ103
PCR1b: Template: #87 Primer s: MZ104  Primer as: RpQE

106

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1056) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S

diese Arbeit
S301T)
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107

Rv1625¢(204-217) ACVcre2(1037-1056) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S

diese Arbeit
S301T)

QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli X1 blue
Template: #106 Primer s: MZ108  Primer as: MZ109

108

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1037-1057) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S

diese Arbeit
S301T)

QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #87 Primer s: MZ108  Primer as: MZ109

109

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1036-1057) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S

diese Arbeit
S301T)

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #87 Primer s: MZ110  Primer as: MZ111

110

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1035-1057) Rv1625ccip(238-443; D256S D300S

diese Arbeit
S301T)

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #87 Primer s: MZ112  Primer as: MZ113

111

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057; K1049A) Rv1625cchp(238-443; D256S

diese Arbeit
D300S S301T)

QuikChange PCR, anschlief3end Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #87 Primer s: MZ118  Primer as: MZ119

112
2B

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)

TRAAGGPPAAGGRS . .
diese Arbeit

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1079) Rv1625ccun(257-443; D256S D300S

S301T)

Verdau #82 EcoRI/Bglll und #105 BamHI/EcoRI, anschliefend Ligation der entsprechenden
Fragmente

113
2C

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccnp(238-443; N372T R376H)

TRAAGGPPAAGGRS . .
diese Arbeit

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1056) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S

S301T)

Verdau #82 EcoRI/Bglll und #106 BamHI/EcoRI, anschlieflend Ligation der entsprechenden
Fragmente

114
2D

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccnp(238-443; N372T R376H)

TRAAGGPPAAGGRS . .
diese Arbeit

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1037-1056) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S

S301T)

Verdau #82 EcoRI/Bglll und #107 BamHI/EcoRI, anschlieflend Ligation der entsprechenden
Fragmente

115
2E

Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccnp(238-443; N372T R376H)

TRAAGGPPAAGGRS . .
diese Arbeit

Rv1625c(204-217) ACVcre2(1037-1057) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S

S301T)

Verdau #82 EcoRI/Bglll und #108 BamHI/EcoRI, anschlieflend Ligation der entsprechenden
Fragmente
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Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccup(238-443; N372T R376H)

116 TRAAGGPPAAGGRS diese Arbeit
2F  Rv1625c(204-217) ACVcre2(1036-1057) Rv1625ccup(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #82 EcoRI/Bglll und #109 BamHI/EcoRlI, anschlieflend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
117 TRAAGGPPAAGGRS ) .
diese Arbeit
2G  Rv1625c(204-217) ACVcre2(1035-1057) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S
S301T)
Verdau #82 EcoRI/Bglll und #110 BamHI/EcoRI, anschliefiend Ligation der entsprechenden
Fragmente
Rv1625c(204-217) Rv1625ccte(218-237) Rv1625ccun(238-443; N372T R376H)
118 TRAAGGPPAAGGRS ) )
diese Arbeit
2H Rv1625c(204-217) ACVcre2(1038-1057; K1049A) Rv1625cchp(238-443; D256S

D300S S301T)

Verdau #82 EcoRI/Bglll und #111 BamHI/EcoRI, anschlief3end Ligation der entsprechenden
Fragmente

Klonierung der Membranproteine

Zur Untersuchung des Einflusses der beiden AC V CTE's auf die Signaltransduktion

wurden Chimdren mit dem LqgsS-Rezeptor hergestellt. Die homodimeren Chimaren
LgsS-ACV CTE1-Rv1625c bzw. LgsS-ACV CTE2-Rv1625c wurden durch Restriktions-
verdau hergestellt. Durch den Verdau mit Stul und HindIIl konnte der C-terminale Teil

der CHD von Rv1625c durch den ohne Mutationen ersetzt werden. Die singuldre
Schnittstelle Stul befindet sich an AS-Position A250/S251 und damit N-terminal der
individuellen 'C1'/'C2' Mutationen (vgl. auch Abb. 2.6). Sie wurden in pQE8O0L kloniert
und in E. coli BL21 (DE3) transformiert.

Nr. Dominenorganisation und Klonierung Herkunft
119  LgSSrezeptor(1-K187) ACVcre1(430-449) Rv1625cchn(238-443) diese Arbeit
Verdau #30 und #124 Stul/Hindlll, anschlieflend Ligation der entsprechenden Fragmente
120  LgSSrezeptor(1-K187) ACVcre2(1038-1057) Rv1625¢chp(238-443) diese Arbeit
Verdau #30 und #125 Stul/Hindlll, anschlieflend Ligation der entsprechenden Fragmente
121  LqSSrezeptor(1-K187) ACVcr1(430-449; E446H) Rv1625cchp(238-443) U. Kurz

QuikChange PCR, anschliefiend Dpnl Verdau und Transformation in E. coli XL1 blue
Template: #119 Primer s: MZ122  Primer as: MZ123
122 LqSSrezeptor(1-K187) ACVcre2(1038-1057; K1049A) Rv1625cchp(238-443) U. Kurz
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Die heterodimeren Membranproteine wurden fiir den Aktivitatstest koexprimiert, da sie
in den gleichen Membranfragmenten nach der Aufreinigung verankert sein miissen. Es
wurde hierfiir der Vektor pETDuet-3 eingesetzt, er besitzt zwei gleichwertig IPTG-
induzierbare MCS. Da beide in den Vektor einzusetzende Konstrukte in ihrer DNA-
Sequenz grofdtenteils identisch waren, erfolgte die Klonierung auch hier separat
voneinander in pQE80L. Zunachst wurde LgsSi.1g7an die jeweilige CTE durch Fusions-
PCR angekniipft und anschlieffend tiber BamHI/HindIIl Verdau in pQE80L eingesetzt
(Nr. 123-128). Die 'C1'-Chiméaren wurden gleichzeitig in die MCS1 von pETDuet-3
eingesetzt (Nr. 123-125). Die Transformation erfolgte in E. coli BL21 (DE3). An die 'C2'-
Chimaren wurde durch PCR die N-terminale Schnittstelle Ndel und die C-terminale
Schnittstelle EcoRV angeftigt (Primer MZ131 und 132, Tab. 2.2) und anschlief3end durch
Restriktionsverdau in die MCS2 eingesetzt. Es konnten nicht alle neun Kombinations-
moglichkeiten erfolgreich kloniert werden (Nr. 129-133).

Nr. Domainenorganisation und Klonierung Herkunft
MCS1: LqsSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccup(238-443; N372T _
123 R376H) diese Arbeit

Fusions-PCR, anschliefiend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in MCS1 von pET-Duet3
PCR1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ124
PCR 1b: Template: #82 Primer s: MZ125  Primer as: MZ130
MCS1: LgSSrezeptor(1-K187) ACVcrs1(430-449) Rv1625cchp(238-443; N372T

124 diese Arbeit
R376H)
Fusions-PCR, anschliefiend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in MCS1 von pET-Duet3
PCR 1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ126
PCR 1b: Template: #84 Primer s: MZ127  Primer as: MZ130
MCS1: LqsSrezeptor(1-K187) ACVcre2(1038-1057) Rv1625cchn(238-443; N372T i
125 diese Arbeit
R376H)
Fusions-PCR, anschlieffend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in MCS1 von pET-Duet3
PCR 1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ128
PCR 1b: Template: #86 Primer s: MZ129  Primer as: MZ130
LqSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-237) Rv1625cenp(238-443; D256S D300S :
126 diese Arbeit
S301T)
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ124
PCR 1b: Template: #83 Primer s: MZ125  Primer as: MZ130
LqSSrezeptor(1-K187)  ACV 430-449) Rv1625 238-443; D256S D300S
127 Q5 Srezeptor( ) crea ) Rv Cern( diese Arbeit

S301T)

Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ126
PCR1b: Template: #85 Primer s: MZ127  Primer as: MZ130
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LqSSrezeptor(1-K187) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ccun(238-443; D256S D300S

128 diese Arbeit
S301T)
Fusions-PCR, anschliefdend Verdau BamHI/HindIII und Ligation in pQE80L
PCR1a: Template: #25 Primer s: UpQE Primer as: MZ128
PCR1b: Template: #87 Primer s: MZ129  Primer as: MZ130
MCS1: LqgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccup(238-443; N372T
R376H) . .
129 diese Arbeit
MCS2: LqgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-237) Rv1625cchp(238-443; D256S
D300S S301T)
PCR fiir Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRV, anschliefRend Verdau Ndel/EcoRV und
Ligation in MCS2 von #123
PCR: Template: #126 Primer s: MZ131  Primer as: MZ132
MCS1: LqsSrezeptor(1-K187) ACVcre1(430-449) Rv1625ccup(238-443; N372T
R376H) . .
130 diese Arbeit
MCS2: LqgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-237) Rv1625cchn(238-443; D256S
D300S S301T)
PCR fiir Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRV, anschlieffend Verdau Ndel/EcoRV und
Ligation in MCS2 von #124
PCR: Template: #126 Primer s: MZ131  Primer as: MZ132
MCS1: LqsSrezeptor(1-K187) ACVcre1(430-449) Rv1625ccun(238-443; N372T
131 R376H) diese Arbeit
MCS2: LqSSrezeptor(1-K187) ACVcre2(1038-1057) Rv1625cchp(238-443; D256S
D300S S301T)
PCR fiir Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRV, anschlieffend Verdau Ndel/EcoRV und
Ligation in MCS2 von #124
PCR: Template: #128 Primer s: MZ131  Primer as: MZ132
MCS1: LgSSrezeptor(1-K187) Rv1625ccre(218-237) Rv1625ccun(238-443; N372T
132 R376H) diese Arbeit
MCS2: LqSSrezeptor(1-K187) ACVcre2(1038-1057) Rv1625ccup(238-443; D256S
D300S S301T)
PCR fiir Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRV, anschliefRend Verdau Ndel/EcoRV und
Ligation in MCS2 von #123
PCR: Template: #128 Primer s: MZ131  Primer as: MZ132
MCS1: LqsSrezeptor(1-K187) ACVcre2(1038-1057) Rv1625cchp(238-443; N372T
R376H) . .
133 diese Arbeit

MCS2: LqsSezeptor(1-K187) ACVerg2(1038-1057) Rv1625ceun(238-443; D256S
D300S S301T)
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3 Ergebnisse

Die fiir die Signaltransduktion iliber eine Membran verantwortlichen Proteine bestehen
mindestens aus einer in der Membran lokalisierten Rezeptordomdne und einer im
Cytosol lokalisierten Effektordoméne. Haufig besitzen sie zusatzlich noch eine oder
mehrere dazwischen liegende Domanen, die das Signal weiterleiten und dabei
modifizieren kénnen. In dieser Arbeit wurden mit der S-Helix und der CTE zwei solcher
Domanen untersucht, die CTE wurde erstmals charakterisiert.

Adenylatcyclasen (ACn) katalysieren den Umsatz von ATP zu cAMP. In dieser Arbeit kam
das radioaktiv markierte Substrat [a32P]-ATP zum Einsatz, es wurde die Menge an
gebildetem 32P-cAMP bestimmt (2.10). Fiir membranstandige bakterielle ACn ist kein
Ligand bekannt, daher erfolgte die Untersuchung der Signaltransduktion mit chiméaren
Enzymen, bei denen die Rezeptordomdne von anderen Enzymen mit bekannten
Liganden stammte. Zuvor waren viele Chimaren mit den Chemotaxisrezeptoren aus
E. coli fir Serin, Tsr, bzw. Aspartat, Tar, erfolgreich charakterisiert worden, die
Expression der Membranproteine erfolgte homolog in E. coli [1, 35, 82, 83].

3.1 Die S-Helix als Modul in Tsr Chimaren

Die S-Helix aus der Klasse Illa AC CyaG aus Arthrospira maxima ist 25 ASn lang und
verbindet die an die Transmembrandomane folgende HAMP Domaéne mit der CHD. Ihre
Charakterisierung erfolgte von K. Winkler in Chimaren mit dem Tsr Rezeptor [151]. Die
urspriinglich durch Serin gehemmte Chimare wurde nach der Deletion der S-Helix bzw.
der zusatzlichen Insertion von 25 oder 18 ASn langen S-Helices durch Serin stimuliert.
Es wurde gezeigt, dass fiir die Signalinversion durch die S-Helix eine Deletion von einer
bis drei Heptaden und einem Stutter (1, 2, 3 x 7 + 4) nétig ist. In der vorliegenden Arbeit
wurde zundchst untersucht, ob die S-Helix als eigenstandiges Modul auch in der Klasse
[IIb AC Rv3645 fungieren kann.

3.1.1 Chimaren mit Rv3645 AC

Bei der Rv3645 AC handelt es sich um eine Klasse IIIb AC, die eine HAMP Domane
zwischen Rezeptor und Cyclase Domaine besitzt. Als Ausgangskonstrukt diente die
Chiméare Tsrrezeptor-Af1503namp-Rv3645cup von L. Garcia Mondéjar mit den beiden
Punktmutationen S2881 und A291I in der HAMP Domane. Bei einer Basalaktivitat von
etwa 18 nmol cAMP-mg1-min! zeigte sie eine 59%ige Hemmung durch 10 mM Serin
[152]. Hier wurde die S-Helix in den Langen von 25, 18, 11 und 2x 18 ASn zwischen
HAMP und Rv3645 AC eingefiigt und auf Regulation durch L-Serin untersucht (Tab. 3.1).
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Tab. 3.1: Konstrukte mit Tsrrezeptor-Af1503namp-CyaGs-nelix-Rv3645cup. Angegeben ist die verwendete AS
Sequenz der S-Helix, die Anzahl eingefiigter ASn sowie die Charakteristika der resultierenden Chimaren.
n=2, + S.E.M. In der ersten Zeile grau hinterlegt sind Angaben zur Referenzchimare von L. Garcia Mondéjar

[1].

S-Helix von CyaG Anzahl Basalaktivitait Hemmung bei
[AS Sequenz] ASn [nmol cAMP-mg-1-min-1] 10 mM Serin [%]
- 0 17,7 -59
ALENTNRELEQRVLERTAALLQEKE 25 10,3 5,2 nicht reguliert
ELEQRVLERTAALLQEKE 18 13,0+ 3,5 -25,3
ERTAALLQEKE 11 22,2+0,5 nicht reguliert
2x (ELEQRVLERTAALLQEKE) 2x18 4,7+2,1 nicht reguliert

Das Einfligen der S-Helix mit 25, 11 bzw. zweimal 18 ASn fiihrte mit 10,3, 22,2 bzw.
4,7 nmol'-mg1-min-! zu aktiven, aber nicht regulierten Chimaren. Wurden 18 ASn
eingesetzt (ELEQRVLERTAALLQEKE), war die Chimare mit 13 nmol cAMP-mg1-min-1
aktiv und wurde bei 10 mM Serin zu 25,3% gehemmt. Eine Signalumkehr durch das
Einfiigen der S-Helix wurde nicht beobachtet.

In einem zweiten Ansatz diente die Chimadre TSrrezeptor-TSruamp-Rv3645cup von
K. Kanchan als Ausgangskonstrukt. K. Winkler beobachtete durch das Einfligen der
S-Helix (Gesamtlange 25 ASn) zwischen HAMP Domédne und CHD keine Signalumkehr,
die Chimare war wie das Ausgangskonstrukt aktiv und durch Serin gehemmt. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung von Verkiirzungen der S-Helix
untersucht. Das Einfiigen der verkiirzten S-Helix mit 18 bzw. 11 ASn resultierte in
aktiven Chimaren, die gechemmt wurden. Die Chimaren unterschieden sich somit nicht
wesentlich von den Ausgangskonstrukten (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Konstrukte mit Tsrrezeptor-TSTHAMP-CYaGs-nelix-Rv3645¢cup. Angegeben ist die verwendete AS
Sequenz der S-Helix sowie die Charakteristika der resultierenden Chimaren. n=1-2, + S.E.M. In den ersten
beiden Zeilen grau hinterlegt sind Angaben zu den Referenzchimaren von K. Kanchan [153], sowie
K. Winkler (unveroéffentlicht).

S-Helix von CyaG Anzahl Basalaktivitit Hemmung bei
[AS Sequenz] ASn [nmol cAMP-mg-1:min-1] 10 mM Serin [%]
- 0 18,2 -71
ALENTNRELEQRVLERTAALLQEKE 25 9,8 -31
ELEQRVLERTAALLQEKE 18 6,4 -54,8
ERTAALLQEKE 11 24,017 -61,0 £10,2
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3.1.2 Chimaren mit CyaG AC

Es ware moglich, dass die S-Helix nicht mit der Klasse IIIb CHD von Rv3645 kompatibel
ist, daher wurde die Klasse Illa AC CyaG eingesetzt. Ausgehend von der von K. Winkler
untersuchten  Tsrrezeptor-CyaGuamp-CyaGs-nelix-CyaGeup ~ Chimare  wurde in  der
vorliegenden Arbeit die HAMP Domane durch die von Af1503 (S2881/A291]) ersetzt. Es
resultierten die Dreifachchimiren Tsrrezeptor-Af1503namp-CyaGs.Helix-CyaGeup bzw.
Tsrrezeptor-Af1503namp-CyaGecup. HAMP Domiénen bestehen aus zwei gleichlangen
Helices zu je 19-22 ASn, die durch einen ca. 12 ASn langen Konnektor verkniipft sind. Im
dimeren Enzym bildet das Vierhelixblindel eine coiled-coil Struktur aus. Bei der
Durchnummerierung der ASn mit 'abcdefg’ (eine Heptade) befinden sich an den
Positionen a und d stets die in der coiled-coil nach innen gerichteten, die Struktur
stabilisierenden, hydrophoben ASn (grau hinterlegt in Abb. 3.1).

HAMP : Helix 1 Konnektor Helix 2
Tsr ASLVAPMNRLIDSIRHIAG G—-—===-=-—-— DLVKPIE-VDGS NEMGQLAESLRHMQGELMRTVG
Af1503 STITRPIIELENT&DKIAE G———————- NLEAEVPHQONRA DEIGILAKSIERLRRSLKVAME

CyaG  RWISEPILRLSEASSATAS GARNATASAELNQKVKVE-KI RELGMLSESENMMIQNLRDSFT
--d---a--d---a--d-- ~-a--d---a--d---a-----

Abb. 3.1 Alignment der AS Sequenz der HAMP Domaénen von Tsr, Af1503 und CyaG. Darunter ist die
Heptadennummerierung 'abcdefg' angegeben, die ASn an den Positionen a und d grau hinterlegt. Die von
L. Garcia Mondéjar eingefiithrten Mutationen S2881/A291I sind in unterstrichenen Kleinbuchstaben
dargestellt (in Helix 1).

Es wurde angenommen, dass die S-Helix die Sekundarstruktur einer Helix besitzt und
die Rotation der zweiten Helix der HAMP Domaiane fortsetzt. Fir zwei volle
Umdrehungen in einer kanonischen coiled-coil sind sieben ASn nétig. Eine Deletion von
drei ASn wird Stutter, eine Deletion von vier ASn Stammer genannt. Sie sorgen in einer
kanonischen coiled-coil fiir eine Unter- bzw. Uberdrehung der Helix [31]. Die
Ankniipfung der CyaG-Domaéne(n) erfolgte unter diesem Aspekt an die um null bis drei
ASn verkiirzte HAMP von Af1503 (siehe Abb. 3.2). In Chiméren ohne S-Helix folgte auf
die jeweilige HAMP-Sequenz direkt die CHD von CyaG, beginnend mit R456SEELL.

Die Helix 2 der HAMP Domadnen von CyaG und Af1503 sind gleich lang. Bei einer
Fortsetzung der Heptadennummerierung miisste daher das Glutamat (E) der Af1503
HAMP die am besten geeignete Ankniipfposition fiir die S-Helix bzw. CHD darstellen. Die
am wenigsten geeignete Ankniipfposition miisste entsprechend Valin (V) darstellen, da
dann die geladenen ASn Arginin (R) und Glutamat (E) an die a und d Positionen riicken
(Abb. 3.2).
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E | LRRSLKVAMEALENTNRELEQRVLERTAALLQEKE
E | LRRSLKVAMEELEQRVLERTAALLQEKE

M | LRRSLKVAMELEQRVLERTAALLQEKE

A | LRRSLKVAELEQRVLERTAALLQEKE

V | LRRSLKVELEQRVLERTAALLQEKE

d---a--d---a--d---a--

Abb. 3.2 Sequenzauszug um die Verkniipfungsstelle von Af1503 HAMP (unterstrichen) mit der 25 bzw.
18 ASn langen S-Helix von CyaG (kursiv). Links neben den Sequenzen ist die Bezeichnung der Chimaren
(wie in Abb. 3.3) angegeben. Unter den Sequenzen ist die Nummerierung in Heptaden a bis g aus der
HAMP Domane fortgesetzt dargestellt, die Positionen a und d sind grau hinterlegt.

Keine der Chimaren wurde signifikant durch 1 mM Serin reguliert, was auch in der
geringen n-Zahl begriindet sein konnte (Abb. 3.3). Es wurden jedoch Tendenzen
beobachtet. Bei der Ankniipfung an die Af1503 HAMP Domadane mit voller Linge, an
Glutamat, wurde kein Unterschied zwischen der 25 ASn und der 18 ASn langen S-Helix
festgestellt, beide Chimdren waren mit etwa 10 nmol-mg-1-min-! aktiv und wurden zu
etwa 15% gehemmt. Ohne S-Helix wurde hingegen eine Stimulation von 13% gemessen.
Es wurde hier eine Signalinversion durch die S-Helix beobachtet, auch wenn die
Regulation um 15% relativ schwach und nicht signifikant ausfiel.

= 190- B 25 ASn S-Helix
= B 18 ASn S-Helix
= ohne S-Helix
= 160

o

7]

2  130-

g

-

Q T

2 T

a1

S 70-

=

=

< 40+ V A M E

Abb. 3.3 Aktivitiaten der Tsrrezeptor-Af15031amp-CyaG Chimaren bei 1 mM Serin. 100% Aktivitat entspricht
der Basalaktivitat. Die Buchstaben V, A, M und E stehen fiir die ASn der Af1503 HAMP, an welcher die
CyaG angekniipft wurde (vgl. Abb. 3.1 und Abb. 3.2). Grau: mit 25 ASn S-Helix, schwarz: mit 18 ASn
S-Helix, gestreift: ohne S-Helix. n = 2-3, + S.E.M. 20 ug Protein. Keine Signifikanzen.
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Alle Chimaren ohne S-Helix wiesen geringe Basalaktivititen auf, diejenigen mit
verkilirzter HAMP Domadane waren durch Serin nicht reguliert (Tab. 3.3 und Abb. 3.3).
Daher konnte hier eine Signalinversion durch die S-Helix ausgeschlossen werden.

Tab. 3.3 Basalaktivitdten und Regulation durch Serin in % der Tsrrezeptor-Af1503namp-CyaGs-Helix-CyaGeup
Chimaren. n = 2-3, + S.E.M. Ankniipfpositionen an Af1503 HAMP waren V, A, M oder E; Linge der S-Helix
betrug 18 oder 25 ASn. n.r. = nicht reguliert, positive Regulation = Stimulation, negative Regulation =
Hemmung.

AS in Af1503 Vv A M E
Liange S-Helix 18 : 18 : 18 : 25 18 :
[Anzahl ASn]
Basalaktivitit 51 1,4 13,3 1,0 1,7 3,5 8,9 11,9 1,0
[nmol-mg-1-min-1] +1,3 +0,4 +2,2 +0,3 +0,5 +1,2 +0,5 10,6 +0,1
R lati
;’ g“la::l‘\’dn +449 | 234 4644 | 154 139 4130
. +16,3 ) +18,9 ) +19,0 ' +45 +115 =*11,6
Serin [%]

War jedoch die S-Helix mit 18 ASn in den Chiméaren vorhanden, dann wurde Regulation
durch Serin beobachtet. Es zeigte sich ein alternierendes Muster von Stimulation und
Hemmung: So resultierte die Ankniipfung an Valin (V) in einer Stimulation von 44,9%,
an Alanin (A) in einer Hemmung von 23,4%, an Methionin (M) in einer Stimulation von
64,4% und an Glutamat (E) in einer Hemmung von 13,9% (schwarze Balken in Abb. 3.3).
Diese beobachtete Signalinversion bzgl. der Chimaren mit S-Helix muss demnach in der
Ankniipfung an die sukzessiv verkiirzte HAMP Domane begriindet sein.

3.1.3 Chimaren mit Rv1625c AC

CyaG und Rv1625c sind Klasse Illa ACn, allerdings besitzt Rv1625c im Gegensatz zu
CyaG keine HAMP Domane und keine S-Helix. Es wurden Dreifachchiméren Tsrrezeptor-
CyaGuamp-[CyaGs-Helix]-RV1625ccup erzeugt, um zu untersuchen, ob die katalytische
Domane der Rv1625c durch das Vorschalten einer HAMP Domaéne durch Serin reguliert
werden kann. Aufderdem wurde gepriift, ob die S-Helix hier als Modul fungiert.

Die Verkniipfung von Tsr, CyaG und Rv1625c resultierte in aktiven und signifikant durch
Serin regulierten Proteinen (Abb. 3.4). Chimare A, mit S-Helix, wurde durch 10 mM Serin
mit 54,7 + 5,7% gehemmt und besafd mit 99,1 nmol-mg1-min-! eine hohe Basalaktivitat.
Die Chimaren B und C sind 25 ASn kiirzer als Chimdre A. Bei Chiméare B fehlte die
S-Helix, die CyaG HAMP war direkt mit der CHD von Rv1625c verbunden, bei Chimare C
erfolgte diese Deletion um vier ASn N-terminal verschoben (Tab. 3.4).
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Tab. 3.4 Sequenzauszug der drei A bis C nummerierten Tsr-CyaG-Rv1625c Dreifachchimaren. ASn aus
CyaG sind in Grofibuchstaben, ASn aus Rv1625c in Kleinbuchstaben dargestellt. n=2, + S.E.M. 1Cs50/ECso=
Halbmaximal wirksame Ligandenkonzentrationen.

HAMP S-Helix CHD | Basalaktivitit
CyaG CyaG Rv1625c | [nmol'mg1-min-1]
RDSFI ALENTNRELEQRVLERTAALLQEKE | rseall 99,1 + 15,8 ICsp = 69nM
B | RDSFI | -———==—==————————————————— rseall 7,7 £ 0,2 | ECs5o = 1086nM
R-—--- | === QEKE | rseall 36,5 £ 5,2 | ECsp = 352nM

Chimare B wurde durch 10 mM Serin mit 219,9 + 21,3% stimuliert und besafd eine
Basalaktivitat von 7,7 nmol-mg-1-min-1. Auch Chimadre C wurde durch Serin stimuliert,
bei 10 mM lag die Stimulation bei 90,8 * 8,4% und damit geringer, die Basalaktivitat mit
36,5 nmol-mg1-min! héher als die von Chimdre B. In den drei Tsr-CyaG-Rv1625c
Proteinen wurde das Vorzeichen der Regulation (Hemmung bzw. Stimulation durch
Serin) von der An- und Abwesenheit der S-Helix beeinflusst. Sie waren vergleichbar
exprimiert und auf ihrer mit 60,0 kDa (A) und 57,1 kDa (B, C) erwarteten Laufhéhe ohne
Proteolyse detektiert (Abb. 3.4).

100 m, All 300- 200
—_—
S 250 | - 175+
=80
)
S 2007 150~
S
= 1501
£ 60 125
< 100-
50
T/ T T T T 1 T T T T
0 1 102 104 0 1 102 104

L-Serin [puM]

Abb. 3.4 Konzentrations-Wirkungskurven der Tsr-CyaG-Rv1625c Dreifachchimaren. 100% Aktivitat
entspricht der Basalaktivitit. Die AS Sequenzen von A, B und C sind in Tab. 3.4 angegeben. Maximale
Regulation: A: -54,7 * 5,7%, B: +219,9 + 21,3%, C: +90,8 * 8,4%. Quadrate: Serin, Kreis: Aspartat
(Negativkontrolle). n=2, + S.E.M. * p<0,05 zur Basalaktivitit. 0,5 bis 3 pg Membranprotein. Inserts:
Western Blot mit 1 pg Membranprotein.

Ein identischer Sequenzaufbau mit der CHD von CyaG statt Rv1625c war von K. Winkler
durchgefiihrt worden [151]. Die Ergebnisse waren hinsichtlich der Regulation und der
Basalaktivitaten dhnlich: Bei Chimadre A (mit S-Helix) trat Hemmung, bei Chimdren B

und C Stimulation auf, wobei die halbmaximale effektive Ligandenkonzentration (ICso

80



Ergebnisse

bzw. ECso) bei Chimare B hoher war. Auch besafd Chiméare C eine hohere Basalaktivitat
als Chimare B.

3.2 LgsS - Rv1625c Chimaren

Im Gegensatz zum Tsr Rezeptor mit 2 TM und einer grofden extramembranalen Schleife
besitzt der Quorum Sensing Rezeptor LqsS aus Legionella pneumophila eine 6 TM
Rezeptordomane mit kurzen extramembranalen Schleifen. Der 6 TM Rezeptor von LgsS
dhnelt damit im Aufbau den 6 TM Membranankern von tierischen ACn sowie der
mykobakteriellen AC Rv1625c (Abb. 1.4). Da von einer unterschiedlichen Dynamik der
Signaltransduktion tiber 2 TM bzw. 6 TM Rezeptoren ausgegangen werden kann, wurde
im nachfolgenden Teil der Dissertation mit LgsS ein neuer Rezeptor fiir chimire ACn
eingesetzt. LqsS-Rv1625c Chimdren stellen aufgrund ihres dhnlichen Aufbaus ein
Modellsystem fiir ACn von Sdugetieren dar.

Ein Plasmid mit dem Gen der LgsS Histidinkinase kam von Hubert Hilbi (LMU,
Minchen), der Ligand LAI-1 wurde institutsintern synthetisiert [130, 154]. Die
mykobakterielle AC Rv1625c war bereits biochemisch untersucht worden [75]. Die
ersten enzymatisch aktiven und durch LAI-1 regulierten Chimdren mit dem Rezeptor
von LgsS und der CHD von Rv1625c wurden von S. Beltz getestet [138]. Die Chiméren
mit den Verknilipfungspositionen Y178, M182 und M191 seitens LgsS wurden
verwendet. Die Daten waren vergleichbar und wurden zugunsten hoéherer n-Werte
zusammengefasst (Tab. 3.5 und Abb. 3.5).

Alle LgsS Konstrukte waren, soweit nicht anders angegeben, in pQE80L kloniert und
wurden E. coli BL21 (DE3) exprimiert. Die Expression erfolgte bei 22°C mit 100 uM IPTG
fiir 3-4 Stunden, anschlieféend wurde die Membranpraparation und der Aktivitatstest
durchgefiihrt. In normalisierten Konzentrations-Wirkungskurven entspricht 100%
Aktivitat der Basalaktivitat. Fiir den Western Blot wurde stets 1 pg Membranprotein
aufgetragen.

Tab. 3.5 Ubersicht iiber die ersten drei Chimiren aus LgsS und Rv1625c. Sequenzausziige sind mit
jeweiligen Positionsnummern angegeben. Negative Regulation bedeutet Hemmung, positive Regulation
bedeutet Stimulation durch LAI-1 (siehe auch Abb. 3.5). n = 3-10, + S.E.M. t, p<0,001 zur Basalaktivitat.
1,5 ug Membranprotein im AC-Test.

Lqss RvL625c | B AL 11
LNY17g 49+1,1| -645+41t| ICs0=65nM
LNYKTAMs; R218SEAL 148+34 | -243+3,3¢+ | IC50=431nM
LNYKTAMLQQQKLAGM191 264+38| +19,5+2,6t| ECs0=48nM
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Bei Tyrosin Y178 handelt es sich um die vermutlich letzte Aminosdure der sechsten
TM-Helix, die Ankntipfung der CHD von Rv1625c erfolgte demnach direkt am Membran-
ausgang von LgsS. Die Chimare wurde durch 100 puM LAI-1 zu 72,8% gehemmt. Auch bei
der Ankniipfung vier ASn weiter vom Membranausgang entfernt (M182) wurde die
Chimare durch 100 pM LAI-1 gehemmt, allerdings nur zu 51,4%. Im Gegensatz zu diesen
beiden Chimdren wurde die Chimdre mit Verkniipfungsposition M191 durch 10 uM
LAI-1 leicht, aber signifikant stimuliert (Abb. 3.5).

Y178 M182
120-
1004
S 90+
el
b~ 80+
3 110+
> 704
E
60+
<
50" 100_
l";l L L] L] L] I T 1 "l‘ | | | L ] ] 1 'r: | 1 L L} 1 L}
0 1 102 10* 0 1 10?2 10 0 1 10 10¢

LAI-1 [nM]

Abb. 3.5 Konzentrations-Wirkungskurven der drei initialen Chiméaren aus LgsS Rezeptor und Rv1625c
CHD. 100% Aktivitat entspricht der Basalaktivitdt. n = 3-10, + S.E.M. * p<0,05, **, p<0,01, 1, p<0,001 zur
Basalaktivitat (Tab. 3.5). Im AC-Test wurden 1,5 pg Membranprotein eingesetzt. Inserts: Western Blots
mit 1 pg Membranprotein.

Eine Zunahme der Basalaktivitat wurde beobachtet, je weiter entfernt von der Membran
die Ankniipfung an LgsS erfolgt war. Es wurde sowohl Hemmung als auch Stimulation
durch LAI-1 beobachtet. Die ICso bzw. ECso Konzentrationen lagen mit 65, 431 und
48 nM LAI-1 (Y178, M182 bzw. M191) beieinander und deuteten auf eine dhnliche
Ligandenaffinitdt hin. Im Western Blot war keine Proteolyse erkennbar, die Expressions-
level waren vergleichbar (Abb. 3.5). Die drei Chimaren Y178, M182 und M191 waren bei
46,6, 47,0 und 48,0 kDa erwartet worden, wurden jedoch mit 36,3, 38,1 und 41,5 kDa
detektiert. Dieser Shift in der Laufhohe wurde bereits haufiger bei Membranproteinen
mit mehreren TM-Helices beobachtet, sowohl in diesem Labor als auch in anderen
Laboratorien weltweit [155]. Bei allen nachfolgenden 6 TM Proteinen wurde dieser Shift
beobachtet, es wurden jedoch unterschiedliche Laufhéhen in Abhédngigkeit der Protein-
grofde beobachtet.
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3.2.1 Optimierung der Verkniipfungsposition des LgsS-Rezeptors

Es sollte mit weiteren Chimaren die Ankniipfpositionen seitens LqsS als auch seitens
Rv1625c optimiert werden. Bei den drei initialen Chimaren war der cytosolische
Rezeptorbereich von LgsS verschieden lang, die Rv1625c AC war unverandert. Daher
wurde hier zundchst die Verknilipfungsposition seitens des LqsS Rezeptors untersucht.
Hierfiir wurde die Lange von LgsS variiert, wahrend die Lange von Rv1625c (R218-V143)
unverdndert blieb. Interessant waren die Ankniipfpositionen zwischen M182 und M191,
da diese beiden Chimaren durch LAI-1 unterschiedlich reguliert wurden (Abb. 3.5). Es
wire denkbar, dass sich mit einer Verliangerung der LqsS Sequenz eine graduelle
Abschwachung der Hemmung zeigt, die sich in eine zunehmende Stimulation
umwandelt, oder, dass die Inversion bei einer bestimmten Lange von LgsS eintritt.

Tab. 3.6 Ubersicht der in diesem Kapitel verwendeten Dominen (links) und die entsprechende AS
Sequenzen mit relevanten Positionsnummern. Der LgsS Rezeptor wurde in variabler Lange eingesetzt, die
Rv1625c CHD war konstant.

LgsS M1SQLKKIVKHLDESMQRSLSNSAHQLVAVGAIAFVGFPLFYVIWAFWLPQPY
Rezeptor | ENLPLRLIGSLLGLGLMLTPYWPLKWKQYLSWYWFLTLLFTLPYFFTFLFLMN
QASVISAMSLLCGVFLLVLLVDLLSLSIVLILGFSLALVSYYLVSPQMYFGEEHIQ
MTLVIIFTIIAGSTLNY178KTAM132LQQQK187LAGM191AAAAGMIAHELR203

SPLLGIKSG212AQAL216
Rv1625c | R21s8SEALLANMLPASIAERLKEPERNIIADKYDEASVLFADIVGFTERASSTAPA
CHD DLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRPDHTQALADFA

LDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYDVWGDAVNVA
SRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVMRTWYLIGRKV
AADPGEVRGAEPRTAGV443

Die Ankniipfpositionen R203, G212 und L216 befinden sich inmitten bzw. C-terminal
der sogenannten H-Box, der Phosphorylierungsregion der Histidinkinase. Auf diese drei
Chimaren wird in 3.3.2 eingegangen.
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Tab. 3.7 Ubersicht der Chimiren von LgsS an R218-Rv1625c. Ankniipfung an LgsS war an der mit
Positionsnummer angegebenen ASn erfolgt. n = 2-10, + S.EM. * p<0,05, ** p<0,01, 1, p<0,001 zur
Basalaktivitat. Negative Regulation bedeutet Hemmung, positive Regulation bedeutet Stimulation durch

LAI-1 (siehe auch Abb. 3.6 und Abb. 3.7).

LgsS Basalaktivitit Regulation bei | ICso | ECso
[Sequenzauszug] [nmol cAMP-mg-1'min-1] | 1 puM LAI-1 [%] | [nM] | [nM]

Y178 49+1,1 -64,5 + 4,11 65 -
YKTAM;sg; 148+ 3,4 -24,3 £3,3*%* | 431 -
YKTAMLsg3 189+ 2,0 +11,7+6,9 -| 250
YKTAMLQ184 57,8+ 16,6 -18,7 £ 3,1* 62 -
YKTAMLQQ1ss 32,119 +22,1+35* - 5
YKTAMLQQQ1s6 26,2+39 -36,8+3,3** | 107 -
YKTAMLQQQKjs7 20,7 +1,7 +86,7 + 3,7t - 32
YKTAMLQQQKL1ss 45,6 + 6,6 nicht reguliert - -
YKTAMLQQQKLA1s9 63,3+2,9 nicht reguliert - -
YKTAMLQQQKLAGM 191 26,4+ 3,8 +19,5 + 2,6t - 48
YKTAMLQQQKLAGMA 19, 64,4 £19,1 +30,3 + 5,3* - 30
YKTAMLQQQKLAGMAAAA 95 21,3+£2,1 nicht reguliert - -
YKTAMLQQQKLAGMAAAAGM 97 6,8+0,1 nicht reguliert - -
R203 48,9 £4,0 nicht reguliert - -
G212 0,58 £ 0,04 nicht reguliert - -
L216 1,08 £ 0,18 nicht reguliert - -

Alle LgsS-Rv1625c218-443 Chimdren mit Ankniipfpositionen zwischen Y178 und M197
waren mit Basalaktivititen zwischen 5 und 65 nmol-mg1-min1 aktiv (Tab. 3.7). Es
wurden keine Tendenzen oder Muster erkannt, auch nicht im Zusammenhang mit der
Regulation. Die meisten der Chimaren waren durch LAI-1 reguliert, es wurde sowohl
Hemmung als auch Aktivierung beobachtet (Abb. 3.6). Die ECso/ICs0 Konzentrationen
waren in derselben Groféenordnung (Tab. 3.7).
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Abb. 3.6 Aktivititen der Chimaren von LgsS an R218-Rv1625c in % bei 1 uM LAI-1; 100% Aktivitat
entspricht der Basalaktivitiat (Tab. 3.7). Die AS Sequenz von LgsS ist mit Positionsnummern fortlaufend
(Y178-A192, links) und mit grofieren Abstinden (rechts) angegeben. In Schwarz dargestellte ASn
reprasentieren jeweils die Ankniipfposition seitens LgsS. In Grau dargestellte ASn wurden nicht zur
Generation von Chimaren verwendet. n = 2-10, + S.E.M. *, p<0,05, **, p<0,01, 1, p<0,001 zur Basalaktivitat.
Die LqsS-Rv1625c Chimdren mit Ankniipfung an M182 bis K187 waren abwechselnd
gehemmt und stimuliert. M182, Q184 und Q186 waren signifikant durch LAI-1 gehemmt
mit -24,3, -18,7 und -36,8%, wahrend L183, Q185 und K187 mit +11,7, +22,1 und
+86,7% stimuliert waren (Abb. 3.6). Die Vorhersage der Sekundarstruktur weist diesem
Bereich eine helikale Struktur zu (www.compbio.dundee.ac.uk/jpred). Interessanter-
weise war bei Chimaren aus Kapitel 3.1.2 ebenfalls ein alternierendes Muster bei
Verdanderung der Ankniipfposition um eine ASn aufgetreten. Die Verkiirzungen am Ende

der HAMP Domane lagen auch hier in einer helikalen Struktur.

Ankniipfungen an M191 und A192 resultierten in mit +19,5 und +30,3% signifikant
stimulierten Chimaren, wobei die Basalaktivitit bei A192 mit 64,4 nmol-mg1-min-!
hoher lag, als bei M191 mit 26,4 nmol-mg-1-min-1 (Tab. 3.7). Weitere Ankniipfungen, an
A195, M197, R203, G212 und L216 (Abb. 3.6, rechts), wurden durch LAI-1 nicht
signifikant reguliert.
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Abb. 3.7 Konzentrations-Wirkungskurven fiir Chimdren mit unterschiedlicher Lange von LqsS-Rezeptor
bei Ankniipfung an Rv1625cz18.443. 100% Aktivitdt entspricht der Basalaktivitat (Tab. 3.7). n = 3-6, + S.E.M.
*, p<0,05, **, p<0,01, 1, p<0,001 zur Basalaktivitidt. Western Blot mit 1 pg Membranprotein sind als Insert
der jeweiligen Chiméare dargestellt sowie von weiteren Chimaren rechts unten. Es wurden 12,5%ige SDS-
PAGE Gele verwendet (A189: 10%iges Gel).

Im Vergleich aller Ankniipfpositionen wurde die Chimare Y178 mit 64,5% signifikant
und am starksten durch LAI-1 gehemmt, besafy aber mit 4,9 nmol-mg!-min?! die
niedrigste der Basalaktivititen. Die Chimare K187 war zu 86,7% signifikant und am
starksten durch LAI-1 stimuliert und besafd mit 20,7 nmol-mg!-min-1 eine moderate
Basalaktivitat. Schlussfolgernd wurde daher in LgsS-Rv1625c Chimdren die
Verkniipfung an K187 seitens des LqsS-Rezeptors als optimal bestimmt.
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3.2.2 Optimierung der Verkniipfungsposition der Rv1625c AC

Es wurde die optimale Ankniipfposition von Rv1625c untersucht. Dazu wurden
Chimaren mit verschiedenen Langen von Rv1625c erzeugt, wahrend die Lange von LgsS
unverandert blieb (Ubersicht der Sequenzen in Tab. 3.8).

Tab. 3.8 Ubersicht der in diesem Kapitel verwendeten Domainen (links) und die entsprechende AS
Sequenzen mit relevanten Positionsnummern. Rv1625c¢ CHD wurde in variabler Lange eingesetzt, LgsS
war unverdndert.

LgsS
Rezeptor

M1SQLKKIVKHLDESMQRSLSNSAHQLVAVGAIAFVGFPLFYVIWAFWLPQPY
ENLPLRLIGSLLGLGLMLTPYWPLKWKQYLSWYWFLTLLFTLPYFFTFLFLMN
QASVISAMSLLCGVFLLVLLVDLLSLSIVLILGFSLALVSYYLVSPQMYFGEEHIQ
MTLVIIFTIIAGSTLNYKTAMLQQQK1s7
A214EHDR213SEALLANMLPASIAERLKE3,PERNIIADKYDEASVLFADIVG
FTERASSTAPADLVRFLDRLYSAFDELVDQHGLEKIKVSGDSYMVVSGVPRPRP
DHTQALADFALDMTNVAAQLKDPRGNPVPLRVGLATGPVVAGVVGSRRFFYD
VWGDAVNVASRMESTDSVGQIQVPDEVYERLKDDFVLRERGHINVKGKGVM
RTWYLIGRKVAADPGEVRGAEPRTAGV 443

Rv1625c
CHD

Tab. 3.9 Ubersicht der Chiméaren von Rv1625c mit LqsS-K187. Ankniipfung an Rv1625c war an der mit
Positionsnummer angegebenen ASn erfolgt. n = 2-6, + S.EM. * p<0,05, ** p<0,01, 1, p<0,001 zur
Basalaktivitat. Negative Regulation bedeutet Hemmung, positive Regulation bedeutet Stimulation durch
LAI-1. Bei R218 handelt es sich um eine im vorangegangenen Kapitel angegebene Chimare (fett).

Rv1625c Basalaktivitit Regulation bei ICso ECso

[Ankniipfposition] [nmol cAMP-mg-1'min-1] 1 pM LAI-1 [%] [nM] [nM]
Az1a 92,6 + 40,3 nicht reguliert
E21s 74,2 +£21,6 nicht reguliert
H216 75,6 + 20,2 nicht reguliert
D217 102,4 £ 30,2 nicht reguliert
Rz18 20,7 1,7 +86,7 + 3,7t - 32
S219 19,2 +3,0 -36,0 + 1,8** 44
E220 50+0,6 +97,2 £ 6,4** 100
A2z 5619 +54,0 £ 22,3 35
L222 3,7+£0,5 +16,3 £ 1,1** 112
L223 0,44 0,05 -14,9 + 3,0* 40
Az 0,40 £ 0,04 nicht reguliert
K236 0,17 +£0,01 nicht reguliert
E237 0,15+ 0,01 nicht reguliert
P23g 0,18 +£0,01 nicht reguliert
E239 0,18 0,02 nicht reguliert
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Die Basalaktivitaten variierten zwischen 102,4 und 0,15 nmol-mg-1-min-1, wobei eine
deutliche Tendenz erkennbar war: Je weiter C-terminal die Ankniipfposition gewahlt
war, desto geringer war die gemessene Basalaktivitat (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8 Aktivitdten der Chimaren von LgsS-Lys187 verkniipft mit Rv1625c an verschiedenen Positionen.
Fir jede Verkniipfungsposition ist unter Angabe der Aminosdure und Positionsnummer die Basalaktivitat
(schwarze Balken) und die Aktivitdt bei 1 uM LAI-1 (gestreifte Balken) angegeben (n = 2-6, + S.E.M.). Nur
die Chimare LqgsS-Lys187-Rv1625cz1s.443 wurde signifikant stimuliert durch LAI-1 (f, p < 0,001).

Die vier Chiméren mit den Ankniipfpositionen A214 bis D217 waren nicht durch LAI-1
reguliert und wiesen mit tiber 70 nmol-mg-1-min-! sehr hohe Basalaktivitaten auf. Bei
den Ankniipfpositionen von R218 bis A224 wurde eine stetige Abnahme der
Basalaktivitat von 20,7 auf unter 0,5 nmol-mg1-min-1 beobachtet. Die Chimaren R218
und E220 zeigten mit etwa 90% eine vergleichbare Stimulation, allerdings lag die
Basalaktivitit bei R218 mit 20,7 nmol-mg1-min-1 vierfach hoher als bei E220 mit
5,0 nmol-mg1-min-l. In Abb. 3.9 sind von S219 bis L223 Konzentrations-Wirkungs-
kurven dargestellt. Bis auf A221 waren alle signifikant durch LAI-1 reguliert. Bei den
Chimaren von LgsS-Lys187 mit den Ankniipfpositionen an R218, E220, A221 und L222
trat Stimulation durch 1 uM LAI-1 von +86,7, +97,2, +54,0 bzw. +16,3% auf, wahrend an
S219 und L223 Hemmung durch 1 pM LAI-1 von -36,0 bzw. -14,9% auftrat. Wie bei den
LgsS-Rv1625c218443 Chimaren wurde auch hier eine Umkehr des Signals durch
Verlangerung der Ankniipfpositionen um eine AS beobachtet (mit Ausnahme von A221).
Bei Ankniipfung an K236 bis E239 lag die Basalaktivitat bei unter 200 pmol-mg-1-min-1,
diese vier Chimdren waren nicht reguliert durch LAI-1 (in Abb. 3.8 nur K236 gezeigt).
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Abb. 3.9 Konzentrations-Wirkungskurven fiir Chimaren mit unterschiedlicher Lange der Rv1625c Cyclase
bei Ankniipfung an LgsSi.1s7. 100% Aktivitdt entspricht der Basalaktivitit (Tab. 3.9). n = 3 = SEM.
*,p<0,05, **, p<0,01, 1, p<0,001 zur Basalaktivitit. Standardtestbedingungen mit 1,5 pg Membranprotein.

In den Western Blots war keine Proteolyse erkennbar, die Expressionslevel variierten
leicht (Abb. 3.10). Die Proteine waren bei Bandenhdhen zwischen 48,1 kDa (A214) und
45,3 (E240) erwartet worden, die Banden liefen jedoch auf einer Hohe von 36,2 kDa bis

35,0 kDa.
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Abb. 3.10 Western Blots fiir die Chimaren LqsS-Lys187 an Rv1625c, oben ist die AS mit Positionsnummer
angegeben, an der Rv1625c angekniipft wurde. Es wurde jeweils 1 ug Membranprotein aufgetragen. Spur
M= Marker pEQLab IV.

Bei zusammenfassender Betrachtung der Ergebnisse aus den Versuchen zur optimalen
Verkniipfungsposition zwischen LqsS und Rv1625c wurde das Konstrukt mit der
Verkniipfung von LqsS-Lys187 an Rv1625c-Arg218 als beste Chimare gewertet und
als Referenzchimare fiir weitere Versuche eingesetzt.

3.3 Interaktionen LgsS Rezeptor mit CyaG HAMP und S-Helix

Die Histidinkinase LqsS aus Legionella pneumophila besitzt einen 6 TM Rezeptor, gefolgt
von der cytosolischen Kinase/Phosphatase Domane. Viele ACn besitzen weitere
cytosolische Domanen zwischen Rezeptor- und Effektordomadne, die als Signalwandler
dienen wie beispielsweise die HAMP Domédne oder die S-Helix. Es sollte untersucht
werden, ob das Signal des LqgsS-Rezeptors durch solche zusatzlichen Doménen
moduliert wird.

3.3.1 LgsS-CyaG Chimaren

CyaG aus Arthrospira maxima gehort wie die mykobakterielle Rv1625c zu den Klasse
[lla ACn und besitzt zwischen Rezeptor und CHD eine HAMP Domaéne, auf die eine
S-Helix folgt. Diese beiden Regionen sollten zwischen LgsS Rezeptor- und AC
Effektordomdne eingesetzt werden. Fiir eine grofditmogliche Kompatibilitit der
cytosolischen CyaG Domanen wurde zundchst die CHD von CyaG verwendet. Es waren
bisher keine LgsS-CyaG Chimaren generiert worden. Ein Hinweis auf erfolgreiche,
funktionelle Chimaren war die bereits erfolgreiche Substitution der CHDn von CyaG und
Rv1625c in Tsr Chiméaren (3.1.3), sowie die auffallige Sequenzdhnlichkeit der beiden
CHDn am N-Terminus. Sie lauten "RSEELLLNVLP" bzw. "RSEALLANMLP".
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Es wurde der cytosolische Teil der CyaG an LgsS angekniipft, einmal ab der HAMP
Domadne (Doménenfolge D), einmal ab der S-Helix (Domanenfolge B) und einmal ab der
CHD (Domaénenfolge A). Da bisher noch keine LqsS-CyaG Chimére erzeugt worden war,
wurde fiir LqsS neben K187 noch Y178 und M191 als Ankniipfposition gewahlt (Tab.
3.10).

Tab. 3.10 Doméanenorganisation A - D der LgsS-CyaG Chimaren. Der LgsS Rezeptor wurde jeweils mit den
Ankniipfpositionen Y178, K187 und M191 eingesetzt. Es wurden elf von 12 Chimaren untersucht, die in
Grau angegebene Chimare wurde nicht erzeugt.

Rezeptor HAMP 25 ASn CHD
LgsS1-178 - - CyaGase-672
A | LgsSi-1s7 - - CyaGase-672
LgsS1-191 - - CyaGuase-672
LgsS1-178 - CyaG S-Helix431-455 CyaGase-672
B | LgsSi-187 - CyaG S-Helix431-455 CyaGase-672
LgsS1-191 - CyaG S-Helixa31-455 CyaGase-672
LgsS1-178 - LgsS179-203 CyaGase-672
C | LgsSi-187 - LqsSiss-212 CyaGase-672
LqsSi1-191 - LqsS192-216 CyaGase-672
D | LgsSi-187 CyaGs370-430 CyaG S-Helixa31-455 CyaGase-672
LgsS1-191 CyaG370-430 CyaG S-Helix431-455 CyaGsse-672

Es wurden aktive und durch LAI-1 regulierte LgsS-CyaG Chimaren gefunden. Wie zuvor
bei den LqsS-Rv1625c Chimaren wurde sowohl Stimulation als auch Hemmung
beobachtet. Wenige Chimaren waren signifikant durch 1 pM LAI-1 reguliert (Abb. 3.11).
Festgestellt wurden hohere Aktivititen und Regulationen bei weiter von der Membran
entfernten Verkntlipfungspositionen von LqgsS. Bei gleicher Ankniipfposition an LgsS
besafden die Chimadren mit Domaéanenfolge B die jeweils hochsten Basalaktivitaten,
wahrend diejenigen mit Domanenfolge C kaum aktiv waren. Die insgesamt aktivste
LgsS-CyaG Chiméare war M191-B mit 32,5 nmol-mg-1-min-! (Tab. 3.11).
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Abb. 3.11 AC-Aktivitaten der elf LqsS-CyaG Chimaren bei 1 uM LAI-1, gruppiert nach den drei Langen des
LgsS-Rezeptors (Y178, K187, M191) mit Domanenfolgen A bis D (Tab. 3.10). 100% Aktivitdt entspricht
der Basalaktivitdt (Tab. 3.11). n = 1-4, + S.E.M. *, p<0,05, **, p<0,01, 1, p<0,001 zur Basalaktivitat.

Eine Signalinversion durch die An- und Abwesenheit der S-Helix konnte innerhalb der
gleichen LgsS Lange zwischen den Domanenfolgen A (CHD) und B (S-Helix und CHD)
auftreten (Abb. 3.11, schwarze und gepunktete Balken). Die Chimare mit Domanenfolge
C ist identisch zu B, aufder, dass die 25 ASn von LgsS statt von der S-Helix stammen.
Wiirden sich die Chiméaren B und C gleich verhalten, kdnnte die Signalinversion auch auf
die eingefligte Lange von 25 ASn zurtick zu fithren sein.

Tab. 3.11 Basalaktivititen der elf LgsS-CyaG Chimédren in nmol cAMP-mg!min! + SEM, n = 1-4.
Domadnenorganisation A - D siehe Tab. 3.10. n = 1 fiir Chimdren ohne Fehlerangabe.

LgsS bis Y178 K187 M191
Domanen | A B C A B C D A B C D
Basal- 1,0 90 06 49 82 012 18 | 23 325 016 29
aktivitit +1,9 +0,1 | +0,3 82 0,04 =04

Alle Ankniipfungen von CyaG unmittelbar nach Austritt der letzten a-Helix der Membran
(Y178) von LgsS resultierten in gering aktiven, nicht regulierten Chimaren (Abb. 3.11
und Tab. 3.11). Am weiter von der Membran entfernten K187 waren die Chiméren mit
Domanenfolge A und D nicht reguliert, die Chimédren mit B und C durch LAI-1 gehemmt.
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Mit der S-Helix (B) wurde eine signifikante Hemmung von 54,3 * 1,9% festgestellt, mit
25 ASn von LgsS (C) fiel die Hemmung mit 17,2% geringer aus.

Bei den M191 Chimdren mit Domaéanenfolgen A und B wurde eine Signalinversion
beobachtet: beide Chimdren wurden signifikant durch 1 uM LAI-1 reguliert; ohne
S-Helix (A) wurde zu 42,4 = 0,3% stimuliert, mit S-Helix (B) zu 36,0 + 6,3% gehemmt. Da
beide Chimaren identisch sind mit Ausnahme der zusatzlichen S-Helix in B, wurde diese
Signalinversion auf die S-Helix zurtickgefiihrt. Als Kontrolle sind statt der S-Helix die
25 ASn von LgsS gewertet worden (Domanenfolge C, Tab. 3.10), die Kontrollchimare
war mit 0,2 nmol'mg1-min-1 nur schwach aktiv und nicht reguliert. Fiir M191 wurde
auch eine tendenzielle Signalinversion zwischen den Domaéanenfolgen B und D
beobachtet, die Chimare D mit zusatzlicher HAMP Domaéane war unreguliert.

In den Western Blots war keine Proteolyse erkennbar, die Expressionslevel variierten
leicht (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 Western Blots der elf LgsS-CyaG Chimaren (Tab. 3.10). Es wurde jeweils 1 ug Membranprotein
aufgetragen. Erwartete Bandenhohe der Proteine A: 45,6 kDa (Y), 46,6 kDa (K), 47,0 kDa (M). Proteine B

und C: 2,9 kDa hoéher als A. Proteine D: 9,7 kDa hoher als A. Relative Unterschiede im Molekulargewicht
wurden beobachtet.

3.3.2 LgsS-CyaG-Rv1625c Dreifach-Chimaren

Funktionelle Chimaren aus LgsS Rezeptor und Rv1625c AC waren bereits erfolgreich
generiert worden (3.2). Weder LgsS noch Rv1625c besitzen cytosolische Signalwandler-
domanen wie die HAMP oder S-Helix. Es ergab sich die Fragestellung, wie LqsS-Rv1625c
Chimaren auf die Insertion der HAMP Domane und/oder der S-Helix reagieren wiirden.
Die Dreifachchimaren wurden im gleichen Muster wie im vorherigen Kapitel erzeugt:
Die Ankniipfung an LgsS erfolgte an Y178, K187 und M191, die CHD wurde von Rv1625
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statt von CyaG verwendet (Tab. 3.12). Die Chimaren mit Domanenfolge A entsprechen
den direkten Verkniipfungen von LqgsS an R218-Rv1625c (3.2.1). Sie waren signifikant
durch LAI-1 gehemmt (Y178: 64,5%) oder stimuliert (K187: 86,7% und M191: 19,5%)
und sind hier zum Vergleich erneut dargestellt. Bei K187-A handelt es sich um die
Referenzchimare LqsS1-187-Rv1625c218-443.

Tab. 3.12 Domédnenorganisation A - D der LgsS-CyaG Chimaren. Der LgsS Rezeptor wurde jeweils mit den

Ankniipfpositionen Y178, K187 und M191 eingesetzt. Es wurden elf von 12 Chimaren untersucht, die in
Grau angegebene Chimare wurde nicht erzeugt.

Rezeptor HAMP 25 ASn CHD
LgsS1-178 - - Rv1625c218-443
A | LgsSi-1s7 - - Rv1625c218-443
LqsS1-191 - - Rv1625c218-443
LgsS1-178 - CyaG S-Helix431-455 Rv1625c218-443
B | LqsSi-187 - CyaG S-Helix431-455 Rv1625c218-443
LgsS1-101 - CyaG S-Helix431-455 Rv1625c;18-443
LqsSi1-178 - LqsS179-203 Rv1625c218-443
C | LgsSi-187 - LqsSiss-212 Rv1625c218-443
LgsS1-101 - LqsS192-216 Rv1625c;18-443
D | LgsSi-187 CyaG370-430 CyaG S-Helix431-455 Rv1625c218-443
LgsS1-191 CyaGs370-430 CyaG S-Helix431-455 Rv1625c218-443

Die Basalaktivitdten lagen bei allen elf Chimadren mit der CHD von Rv1625c hoher als bei
den entsprechenden Chimaren mit der CHD von CyaG (vgl. Tab. 3.11 mit Tab. 3.13).
Auffallig waren die hoheren Basalaktivititen der jeweiligen Chimaren mit Domdnenfolge
B sowie die geringen Basalaktivititen bei Domanenfolge C.

Tab. 3.13 Basalaktivititen der elf LgsS-CyaG-Rv1625c Chimidren in nmol cAMP-mgl-min! # S.EM.
n = 2-10. Doménenorganisation A - D siehe Tab. 3.12.

LgsS bis Y178 K187 M191
Domanen | A B C A B C D A B C D
Basal- 49 845 489 20,7 493 058 198 | 264 950 1,1 11,0
aktivitiat | 1,1 #31,6 40 +1,7 +47 0,04 +29 | 38 £75 102 +17

Eine Signalinversion durch die S-Helix (Domadnenfolge B) wurde fiir die beiden
Ankniipfpositionen K187 und M191 beobachtet, die Chimaren waren signifikant durch
LAI-1 gehemmt (42,7 + 0,7% und 28,6 * 3,3%). Das Einfligen von 25 ASn von LgsS als
Kontrolle (Doménenfolge C) flihrte in beiden Fallen zu gering aktiven und unregulierten
Chimaren (Abb. 3.13, schwarze und gepunktete Balken). Die Signalinversion wurde
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folglich auf die S-Helix zuriickgefiihrt. Bei Ankniipfposition Y178 fiihrte weder S-Helix
(B) noch LgsS (C)- Insertion zu regulierten Enzymen, allerdings war die Basalaktivitit in
beiden Fallen relativ hoch. Hier konnte die Nahe zum Membranausgang die
Unterschiede in der Regulation bedingen.
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Abb. 3.13 AC-Aktivitaten der elf LqsS-CyaG-Rv1625c Chiméaren bei 1 pM LAI-1, gruppiert nach den drei
Langen des LgsS-Rezeptors (Y178, K187, M191) mit Doméanenfolgen A bis D (Tab. 3.12). 100% Aktivitat
entspricht der Basalaktivitdt (Tab. 3.13). n=2-10, +S.E.M. *,p<0,05, **,p<0,01, 1, p<0,001 zur Basalaktivitat.
Das Einfligen von HAMP und S-Helix aus CyaG (Domadnenfolge D) wurde nur fir K187
und M191 untersucht. Wahrend die Chimare ab K187 aktiv, aber unreguliert war, wurde
die Chimdre ab Met191 mit 29,8 + 6,8% signifikant durch LAI-1 stimuliert. Wie zuvor bei
den LgsS-CyaG Chimaren wurde bei den Chimadren ab M191 fiir jede zusatzlich
eingefiihrte Domane eine Signalinversion beobachtet (Doménenfolgen A - B - D Tab. 3.12
und Abb. 3.13).

In den Western Blots war keine Proteolyse erkennbar, die Expressionslevel variierten
leicht (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14 Western Blots der elf LqgsS-CyaG-Rv1625c Chimaren (Tab. 3.12). Es wurde jeweils 1 pg
Membranprotein aufgetragen. Erwartete Bandenhohe der Proteine A: 46,6 kDa (Y), 47,6 kDa (K), 48,0 kDa
(M). Proteine B und C: 2,9 kDa hoher als A. Proteine D: 9,7 kDa hdoher als A. Relative Unterschiede im
Molekulargewicht wurden beobachtet.

3.4 Identifizierung des neuen Cyclase-Transducer-Elements
(CTE)

Erste Sequenzalignments von Klasse Illa ACn wurden 2015 von Joachim Schultz
durchgefiihrt. Sie enthielten etwa 700 Sequenzen von Klasse Illa ACn von Bakterien und
allen neun membrangebundenen Isoformen der ACn von Wirbeltieren. Wahrend
bakterielle ACn als Homodimere aktiv sind, liegen bei den pseudoheterodimeren ACn
von Wirbeltieren beide Membrandomanen (M) und katalytische Doméanen (C) auf einer
Peptidkette. Die Domanen sind nach dem Schema M1-C1-Linker-M2-C2 angeordnet und
sind sequentiell verschieden. Fiir die Alignments wurden die neun Isoformen der ACn
von Wirbeltieren in die beiden "Monomere" M1-C1-Linker sowie M2-C2 aufgeteilt. In
den Alignments wurde eine geringe Konservierung im Bereich der Membrandomdnen
sichtbar, im Bereich der katalytischen Domadnen war jedoch eine hohe Konservierung
erkennbar. Am N-Terminus der CHD, vor dem Bereich des katalytischen Aspartat im
'FAD'-Motiv, war eine Region von 20 bis 25 ASn hochkonserviert, die exklusiv in Klasse
[I1a, weniger in IIIb ACn zu finden ist. Sie wurde 2008 von S. Dunin entdeckt und bisher
unter der Bezeichnung C-Helix (cyclase activity modulating helix) als hypothetisches
Element behandelt. Beim Vergleich der AS Sequenzen in diesem Bereich war in C1 sowie
C2 eine absolute Sequenziibereinstimmung {tiber alle Spezies in jeder der neun
[soformen festgestellt worden. Die meisten bisher verfiigbaren Kristallstrukturen von
ACn beginnen erst hinter dieser Region, kurz vor dem katalytischen Aspartat ('FAD'-
Motiv). Verfiigbare Kristallstrukturen von Klasse Illa Guanylatcyclasen und der
Wirbeltier Klasse IlIb AC X zeigen eine helikale Struktur. Auch Sekundarstruktur-
vorhersagen interpretieren die Region als a-Helix. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese
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Region biochemisch charakterisiert, sie erhielt schliefdlich die Bezeichnung CTE, fiir
Cyclase-Transducer-Element. Ein Alignment von ausgewdhlten ACn im relevanten
Bereich ist in Abb. 3.15 abgebildet, im Anhang befindet sich ein umfangreicheres
Alignment (Abb. 7.1 und Abb. 7.2).

=T oo} w [(=]

o — (2] wn

™ o~ o o™

(=] 14 o (=)
Rv1625c e VWFALRDTARAEAVMEAEHDRSE AN ASIBRERLREPER-——-——=—-— NIIADRKYDEASV V3T
CyaG : [ALENTNRELEQRVLERTAALLQEK@QSE LNVSKPIRDQLEYNRK—————————— AIASAIEEQTI VT
AC V Cl Kanin : VSQRQAFQETRECIQARLHSQRENQQQE LS RHVEMEMEL' DINAKQEDMMFHEIY IGQKHDNY ST EG3T
AC V C1 Hum : VSQRQAFQETRECIQARLHSQRENQQQE LS RHVEMEMEL DINAKQEDMMFHEIY IQKHDNY ST ER3T
AC V C2 KRanin : STARLDFLWKLQATEERKEEMEELQAYNR HN KDVEAHFIERERRNDE-————— LYYQSCECEAV ZNI3S
AC V C2 Hum : STARLDFLWEKLQATEEREEMEELQAYNR HN S KDVEAHFLE RERRNDE—————— LYYQSCECAV ANJ3S

Vorhergesagte CTE Kat

Abb. 3.15 Alignment eines Teilbereiches der Sequenzen der bakteriellen Rv1625c und CyaG sowie der
eukaryotischen AC Isoform V aus Kaninchen und Mensch. Die AS Nummerierung bezieht sich auf Rv1625c.
Die Aminosduren sind in Graustufen hinterlegt, um den Grad der Konservierung hervorzuheben (weif =
nicht konserviert, schwarz = hoch konserviert). Der Bereich der CTE ist markiert. Der Pfeil zeigt auf das
Metallion bindende Aspartat (D, 'Kat'), der in allen bakteriellen sowie den eukaryotischen katalytischen
C1 Domanen essentiell ist, in eukaryotischen katalytischen C2 Domanen befindet sich an dieser Stelle ein
Serin (S). Bei den ersten 25 ASn von CyaG handelt es sich um die S-Helix (umrandet).

3.4.1 Bioinformatische Untersuchung der CTE

Flr eine genauere bioinformatische Untersuchung beziiglich der CTE wurde mit Jens
Bafdler und Andrei Lupas vom Max Planck Institut, Tlibingen, kooperiert. Die Ergebnisse
sind zur Veroffentlichung eingereicht [38] und werden hier in Kopie dargestellt. Mit dem
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Algorithmus wurden Alignments von vielen
Sequenzen von Nukleotidcyclasen der Klasse Illa erstellt und zusatzlich nach ihrer
Phylogenie und ihren Untereinheiten gruppiert. Zur Veranschaulichung der Haufigkeit
bestimmter ASn an entsprechenden Positionen wurden Sequenzlogos im Bereich der
CTE (umrahmt) erstellt (Abb. 3.16).

Auffallig war bei allen Cyclasen ein zentral gelegenes, invariantes Prolin. Die AS Paare LL
und VA sind hoch konserviert. Beim Vergleich der eukaryotischen C1 und C2 fallt ein
Unterschied im mittig gelegenen SVLP bzw. NILP Motiv auf. Die bakteriellen ACn dhneln
mit ihrem NILP-Motiv hier eher den C2-CTE's. Ein weiterer Unterschied zwischen C1
und C2 ist das in C1 stark konservierte, negativ geladene Glutamat (E) auf N-terminaler
Seite sowie das positiv geladene Lysin (K) am C-Terminus. Hier dhneln bakterielle ACn
eher den C1-CTE's. Die bakterielle CTE zeigt somit AS Charakteristika beider
eukaryotischen CTE's.
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Abb. 3.16 Sequenzlogos verschiedener Gruppierungen von Cyclase-Sequenzen, modifiziert nach [38]. Ganz
oben: alle eukaryotischen und bakteriellen Klasse Illa ACn zusammengefasst, darunter unterteilt in die
beiden eukaryotischen C1 und C2 Untereinheiten (C1, C2) sowie bakterielle ACn (bakt.). Ganz unten ist ein
Logo von Guanylatcyclasen aus Wirbeltieren dargestellt. Umrahmt ist die CTE. Von ]. Bafiler, Max Planck
Institut, Tiibingen wurde ein Alignment mit 2045 (Alle ACn), 808 (C1), 415 (bakt.), 822 (C2) und 1877
(GCn) Sequenzen und anschliefRend die Logos mit http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi erstellt.

3.4.2 Biochemische Untersuchung der CTE

Wie in Abb. 3.16 ersichtlich, ist die erste AS der CTE kaum konserviert, am haufigsten
waren die ASn Q, L, H und R vertreten. Es sollte untersucht werden, ob R218 trotz
geringer Konserviertheit als erste AS in der CTE in der Referenzchimare LqsS-K187-
R218-Rv1625c eine Rolle fiir die Signaltransduktion besitzt. Das positiv geladene R218
wurde substituiert durch das polare Glutamin (Q), das hydrophobe Leucin (L) bzw. das
negativ geladene Aspartat (D). Die drei Mutanten R218Q, R218L und R218D waren mit
20,0, 8,1 und 12,5 nmol-mg1-min-1 aktiv und wurden durch 1 uM LAI-1 mit 141,5, 109,5
und 106,2% stimuliert. Dies war etwa vergleichbar mit den 20,7 nmol-mg-1-min-! und
86,7% der Referenzchimare R218.

Die Substitution von R218 durch ASn unterschiedlicher physikalischer Eigenschaften
veranderte demnach die Signaltransduktion nicht. Die Deletion von R218 hingegen
fiihrte mit 19,2 nmol-mg-1-min-! zu vergleichbar aktiver, allerdings mit 36,0% signifikant
durch LAI-1 gehemmter Chimare (Tab. 3.9, S219). Die Zusammenfassende Betrachtung
der Ergebnisse fiihrte zu dem Schluss, dass die CTE bei R218 anfangt.
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Unklar war die Lange der CTE. Versuche zur Interaktion mit der S-Helix sollten weiteren
Aufschluss geben.

3.4.3 Interaktion der CTE mit der S-Helix

Durch die Identifizierung der CTE erfolgte eine Unterteilung der bisher eingesetzten
Rv1625c CHD (R218-V443) in die beiden Regionen CTE (R218-E237) und CHD
(P238-V443).

Als eigenstandiges Element sollte die CTE auch mit anderen Signalwandlern wie der
S-Helix aus CyaG kommunizieren kénnen. Fiir die Interaktionsstudien wurde die S-Helix
entweder N- oder C-terminal der CTE eingesetzt, als Kontrolle wurden 25 ASn aus LgsS
fortlaufend von K187 eingesetzt (Tab. 3.14). Eine Auflistung der Aktivitaten findet sich
zusatzlich im Anhang in Tab. 7.1.

Tab. 3.14 Ubersicht der in diesem Kapitel verwendeten Doméinen mit AS Sequenzen. Es wurde Insert A
oder Insert B entweder an Pos. 1 oder an Pos. 2 eingefiigt.

Rezeptor CTE 20 ASn CHD
Pos.1 Pos.2
LgsS Rv1625c Rv1625c
M1-K187 | Insert R218SEALLANMLPASIAERLKE?37 - P238-V443
M1-K187 - R218SEALLANMLPASIAERLKE?37 - P238-V443
M1-K187 - R218SEALLANMLPASIAERLKE?37 Insert | P238-V443

Insert A: CyaG S-Helix (A431LENTNRELEQRVLERTAALLQEKE4s5s)

Insert B: LgsS 25 ASn (L1ssAGMAAAAGMIAHELRSPLLGIKSG212)

Die Referenzchimare LqsSi.187-Rv1625c218.443 zeigte eine Basalaktivitit von
20,7 nmol-mg-1-min-! und wurde zu 86,7% stimuliert (Abb. 3.17, schwarze Quadrate).
Wie bereits aus Kapitel 3.3.2 bekannt, flihrte das Einfiigen der S-Helix zwischen LgsS-
Rezeptor und N-terminal der Rv1625¢-CTE zu einer Signalumkehr, die Chimdre war mit
49,3 nmol-mg1-min-! aktiv und wurde zu 42,7% durch 1 uM LAI-1 gehemmt (Abb. 3.17,
graue Quadrate). Das Einfiigen von 25 ASn von LgsS fiihrte zu einer gering aktiven, nicht
regulierten Chimare (Abb. 3.17, offene Quadrate).
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Abb. 3.17 Links: Konzentrations-Wirkungskurven der LqsS-Chimédren mit 20 ASn langer CTE. Die Kurve
fiir LqsSig7 wurde aus Abb. 3.7 iibernommen. Es wurden 1,5 pg Membranprotein im AC-Test eingesetzt,
n=2-6, + S.E.M. * p<0,05, ** p<0,01, 1, p<0,001 zur Basalaktivitit. Rechts oben: Schematische Darstellung
der Sequenzfolge der Chimaren. Die S-Helix aus CyaG bzw. 25 ASn aus LgsS war N- oder C- terminal der
CTE eingefiigt. Rechts unten: Western Blots mit jeweils 1 pg Membranprotein. Erwartete Bandenhdhen
v.l.n.r: 47,6 kDa, 50,6 kDa, 50,0 kDa, 50,6 kDa, 50,0 kDa.

Wurde die S-Helix C-terminal der CTE eingefligt (Abb. 3.17, graue Kreise), zeigte die
Chimare eine mit 1,9 + 0,4 nmol-mg-1-min-! niedrige Basalaktivitat, sie wurde jedoch zu
219,6 + 38,6% stimuliert. Das Einfiigen der 25 ASn von LgsS zwischen CTE und CHD
fiihrte zu einem &dhnlichen Ergebnis, die Chimdre war mit 0,19 + 0,4 nmol-mg-1-min-1
gering aktiv, wurde jedoch zu 277,8 £ 5,8% stimuliert (Abb. 3.17, offene Kreise). In den
Western Blots war keine Proteolyse erkennbar (Abb. 3.17 unten rechts).

Zusammenfassend betrachtet wirkt sich das Einfligen der 25 ASn langen Inserts von
CyaG bzw. LgsS positionsspezifisch aus, N-terminal der CTE zusatzlich auch sequenz-
spezifisch. Eine normalisierte Darstellung der gleichen Ergebnisse verdeutlicht den
Effekt der unterschiedlichen Regulation (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18 Normalisierte Konzentrations-Wirkungskurven der LqsS-Chiméaren mit 20 ASn langer CTE aus
Abb. 3.17, gruppiert nach der Position der Insertionen. Schwarze Symbole: Kein Insert, entspricht
Referenzchimare aus Abb. 3.7. Graue Symbole: S-Helix eingefiigt, offene Symbole: 25 ASn von LgsS
eingefiigt, Raute: Aktivitit ohne Ligand (100%). Zu beachten ist die unterschiedliche Skala in % der
y-Achse.n = 2-6, + S.E.M. * p<0,05, ** p<0,01, 1, p<0,001 zur Basalaktivitat.

An Position 1, N-terminal der CTE, vermag die S-Helix das Signal zu invertieren,
wahrend die Insertion von 25 ASn von LgsS zum Verlust der Sensitivitat auf LAI-1 flihrt.
An Position 2, C-terminal der CTE, ist diese Signalmodulation nicht zu beobachten, die
Insertion beider 25 ASn-Varianten fiihrt zu einer Verstirkung der Stimulation. Die
ECso/ICs0 Werte lagen mit Werten von 41 nM (S-Helix Pos.1), 32 nM (keine Inserts),
54 nM (S-Helix Pos.2) und 72 nM (LgsS Pos.2) nahe beieinander, was auf eine
unveranderte Ligandenaffinitat deutet.

Die bioinformatischen Ergebnisse sagen fiir die CTE eine Lange von 19 ASn voraus.
Daher wurde untersucht, wie sich eine Verkiirzung der CTE auf ihre Kommunikation mit
der S-Helix auswirkt. Es wurden entweder 18 oder 19 ASn lange CTE's eingesetzt, als
Insert wurde die S-Helix entweder N- oder C-terminal der jeweiligen CTE eingesetzt
(Tab. 3.15). Eine Auflistung der Aktivitaten findet sich zusatzlich im Anhang in Tab. 7.1.

Die Chimaren ohne Inserts mit 18 bzw. 19 ASn langer CTE (Abb. 3.19, offene Symbole)
entsprachen sequenziell der Referenzchimare mit 20 ASn langer CTE bis auf ein bzw.
zwei deletierten ASn (vgl. Tab. 3.14). Die drei Chimaren waren signifikant durch LAI-1
stimuliert. Die 18 ASn Chimare war vergleichbar mit 80,6 + 9,6%, die 19 ASn Chimare
mit 247 * 13,2% fast dreimal so stark stimuliert wie die Referenzchimare (Abb. 3.18).
Allerdings lagen die Basalaktivitdaten der beiden verkiirzten CTE Chiméaren mit 1,3 + 0,1
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und 1,8 0,3 nmol'mgl-min! deutlich niedriger als bei der Referenzchimdre mit
20,7 nmol-mg-1-min-1.

Tab. 3.15 Ubersicht der in diesem Kapitel verwendeten Dominen (oben) mit AS Sequenzen (unten). Es
wurde das Insert A entweder an Pos. 1 oder Pos. 2 eingefiigt.

Rezeptor CTE CHD
Pos.1 Pos.2
LgsS Rv1625c Rv1625c

M1-K187 | (Insert) | 18 ASn (R21sSEALLANMLPASIAERL235) | (Insert) | P238-V443

M1-K187 | (Insert) | 19 ASn (R21sSEALLANMLPASIAERLKz36) | (Insert) | P238-V443

Insert A: CyaG S-Helix (A43:LENTNRELEQRVLERTAALLQEKE ss)

Das Einfiigen der S-Helix N-terminal der 19 bzw. 18 ASn langen CTE fiihrte bei beiden
Chimaren zu einer Signalinversion, die Chimaren waren zu 50,1 * 0,1 und 38,1 + 1,7%
gehemmt (Abb. 3.19, schwarze Symbole), die Basalaktivititen betrugen 6,0 + 1,8 bzw.
0,57 + 0,03 nmol-mg1-min-l. Wie bei den Chimaren ohne Inserts war auch hier die
Regulation vergleichbar mit der Referenzchimare, wahrend die Basalaktivitaten deutlich
niedriger lagen. Die Signalinversion durch die S-Helix ist folglich nicht von der
C-terminalen Lange der CTE beeinflusst. Das C-terminale Einfiligen der S-Helix fiihrte bei
der Chimdre mit 19 ASn langer CTE wie bei der Referenzchimdire nicht zu einer
Signalumkehr. Die Chimare war signifikant mit 322 + 11,4% stimuliert durch LAI-1
(Abb. 3.19) bei einer Basalaktivitat von 1,0 + 0,5 nmol-mg-1-min-1.

Die Chimare mit 18 ASn langer CTE mit C-terminaler S-Helix konnte im Western Blot
nicht detektiert werden (Abb. 3.19) und zeigte keine Aktivitit. Eine Uberpriifung auf
Sequenzrichtigkeit des Gens mit flankierenden Vektorbereichen auch direkt nach der
Expression war erfolgreich, nach Umklonierung und erneuter Expression mit
Sequenziiberprifung wurde wiederholt kein Protein detektiert. Die anderen fiinf
Chimaren wurden im Western Blot ohne Proteolyse detektiert (Abb. 3.19). Die
Expressionslevel waren vergleichbar, wobei etwas weniger Protein bei der Chiméare mit
C-terminal der 19 ASn langen CTE eingefiigten S-Helix nachgewiesen wurde. Wie bei der
20 ASn langen CTE waren die ECs0/ICso Werte mit 27 nM und 53 nM vergleichbar,
sodass von einer unverdanderten Ligandenaffinitit ausgegangen wurde. Zusammen-
fassend betrachtet wurde bei den Chimaren mit 20, 19 bzw. 18 ASn langer CTE sowohl
bei N- als auch bei C-terminaler Insertion der S-Helix eine vergleichbare Regulation
durch LAI-1 erzielt. Bei allen Chimaren mit verkiirzten CTE's wurden niedrigere
Basalaktivitaten gemessen.

102



Ergebnisse

19 ASn CTE 18 ASn CTE
400— 180
°\° 300
el 140 -
.J-J
'S 200
-
2
% 100- 100
<
70—
60—
40 ” yi
M —TT T 1 M —T—TT1 1
0 1 10 102 103 0 1 10 102 103
LAI-1 [nM]
Insert  CTE Insert Insert  CTE Insert
Rezeptor Pos.1 Rv1625c Pos.2 CHD Rezeptor Pos.1 Rv1625c¢ Pos.2 CHD
LgsS 19 AS Rv1625 LgsS 18 AS Rv1625
A 1-(!:7 218—23:'1 ;38—443': O 1-(!:7 218—23;. :38—44;

.

A LgsS [S-Helix
1-187 | 431-455
A

LgsS
A |

@ Lo
1-187
.

19 ASn

218-236

S-Helix 332 GY AT
431-455 NEEELRLE;

S-Helix 332 GY AT

o LgsS
1-187 431-455

AAAO®O

55—
40—}

35— || .. --

Abb. 3.19 Oben: Konzentrations-Wirkungskurven der LqsS-Chimaren mit verkiirzten CTE's, links 19 ASn
CTE, rechts 18 ASn CTE. Zu beachten ist die unterschiedliche Skala in % der y-Achse. n = 2, + S.EM.
* p<0,05, ** p<0,01, t, p<0,001 zur Basalaktivitit. Kreis: Aktivitit ohne Ligand (100%). Mitte:
Symbollegende mit schematischer Darstellung der Sequenzfolge der Chiméren. Unten: Western Blot der
entsprechenden Chimaren mit 1 ug Membranprotein, erwartete Bandenhoéhe v.L.n.r.: 47,5 kDa, 50,4 kDa,
50,4 kDa, 47,4 kDa, 50,3 kDa, 50,3 kDa. Die Chimare mit 18 ASn CTE und S-Helix an Position 2 (graue
Hexagone) konnte nicht nachgewiesen werden und besaf keine AC-Aktivitat. ICso/ECso Werte v.l.n.r. (wie
unten rechts): 53 nM, 27 nM, 52 nM, 33 nM, 33 nM.
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3.4.4 Kompatibilitat der CTE von Bakterien und Wirbeltieren

Eukaryotische ACn sind pseudoheterodimere Transmembranproteine, d.h. sie besitzen
den Domanenaufbau 6 TM-CTE-CHD zweimal, wobei die AS Sequenzen aller Domdnen
unterschiedlich sind. Die doppelten Domanen werden nach ihrer Reihenfolge auf der
Peptidkette mit dem Zusatz 1 oder 2 identifiziert. Die mykobakterielle AC Rv1625c ist
dagegen als Homodimer aktiv. Mit einem vergleichbaren Domdanenaufbau von
6 TM-CTE-CHD stellt sie die Hélfte einer eukaryotischen AC dar, sie gilt als prototypisch
fiir eukaryotische ACn. Im Labor war die DNA der AC Isoform V aus dem Kaninchen
verfiighar, im Bereich der beiden CTE's sind die AS Sequenzen identisch zu den
humanen ACV CTE's. Es wurde untersucht, ob die mykobakterielle Rv1625c-CTE durch
die humanen ACV CTE's funktionell ersetzt werden kann.

+- 4+ - -+ +- -+
mykobakt. Rv1625c-CTE: HD | RSEAIIANMIEA S TERLKE | PER
-+ ++ -+ -
human ACV CTE1: NQ [ QOERIMIL SVIilgRHVIIMEMKA | DIN
human ACV_CTE2: QA | YNRRIBEHNIEKDVIAAHFLA | RER
++ o+ +- + +-+

Abb. 3.20 Alignment von CTE's (umrahmt). Identische ASn sind schwarz, dhnliche grau, nicht konservierte
ASn weifd hinterlegt. Positive (+) und negative (-) Ladungen der ASn sind angegeben.

Fiinf von 20 ASn sind in allen drei CTE's identisch, mehr als die Halfte der ASn sind in
ihren physikalischen Eigenschaften wie Polaritat, Hydrophobizitit und Gréf3e dhnlich
(Abb. 3.20). CTE-Substitutionen wurde in drei Testsystemen untersucht: in homo-
dimeren Membranproteinen, in heterodimeren Membranproteinen und in hetero-
dimeren cytosolischen Proteinen.

CTE Substitution: Homodimere Membranproteine

Zunachst wurden die CTE's in der Referenzchimare LqsSi-187-Rv1625c218.443 ersetzt
(Tab. 3.16).

Tab. 3.16 Ubersicht der Dominen (oben) mit den entsprechenden AS Sequenzen (unten). Es kam jeweils
eine der drei CTE's zum Einsatz, bei der Chimidre mit Rv1625c-CTE handelt es sich um die
Referenzchimare.

Rezeptor CTE CHD
LgsSmikis7  Rv1625c (R218SEALLANMLPASIAERLKE?37) Rv1625cp238-v443
LgsSmikig7  ACV_CTE1 (Q430QERLLLSVLPRHVAMEMKA449) Rv1625cp238-v443

LgsSmi-kie7  ACV_CTEZ2 (Y103sNRRLLHNILPKDVAAHFLA1057) Rv1625cp238-v443
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In den homodimeren Membranproteinen resultierte die Substitution der Rv1625c-CTE
durch ACV_CTE1 bzw. ACV_CTE2 in Chimaren mit Basalaktivititen von 0,28 + 0,01 bzw.
0,24 * 0,05 nmol-mg1-min-1, d.h. deutlich geringer als die Basalaktivitidt der Referenz-
chimdre mit Rv1625c-CTE (20,7 nmol-mg!-min1). Trotz geringer Basalaktivititen
waren beide Substitutionschimaren signifikant sensitiv auf LAI-1 Konzentrationen (Abb.

3.21).
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Abb. 3.21 Konzentrations-Wirkungskurven der LqsSi-1s7-CTE-Rv1625c238.443 Homodimeren. Uber den
Diagrammen ist die eingesetzte CTE angegeben. Links: Referenzchimare mit Rv1625c-CTE aus Abb. 3.7.
100% Aktivitdt entspricht der Basalaktivitdt. n = 2-5, + SEM. * p<0,05, **, p<0,01, f, p<0,001 zur
Basalaktivitat. 1,5 uyg Membranprotein im AC-Test. Inserts: Western Blot mit 1 ug Membranprotein.

Die ACV_CTE1 Chimare wurde zu 181,3 + 9,2% signifikant stimuliert, ab einer LAI-1
Konzentration von 10 nM, der ECso lag bei 53 nM. Sie zeigte damit eine stiarkere
Stimulation als die Referenzchimare (86,7 + 3,7%), war aber mit einem ECso Wert von
32 nM vergleichbar sensitiv auf LAI-1. Im Gegensatz dazu wurde die ACV_CTE2 Chimare
durch LAI-1 signifikant zu 24,7 + 4,9% gehemmt. Der ICso Wert war mit 44 nM ahnlich.
Flir den Western Blot waren 1 pg Membranprotein aufgetragen worden, es war keine
Proteolyse erkennbar (Inserts in Abb. 3.21). Die erwarteten Bandenhohen betrugen
47,6 kDa (Rv1625c-CTE) sowie 47,8 kDa (ACV_CTE1 und ACV_CTE?2).

In beiden CTE Substitutionschimiren wurde anschliefiend eine AS substituiert. Bei
ACV_CTE1 wurde E446 durch H, bei ACV_CTE2 wurde K1049 durch A ersetzt. In beiden
Fallen waren die Homodimeren nicht aktiv, die Proteine konnten jedoch im Western
Blot nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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CTE Substitution: Heterodimere Membranproteine

Die CHD von Rv1625c codiert fiir alle sechs katalytisch essentiellen ASn und bildet als
Homodimer zwei aktive Zentren. In den heterodimeren ACn der Isoformen I bis IX von
Wirbeltieren existiert nur ein aktives Zentrum, die sechs ASn sind uber beide
katalytischen Domédnen, CHD1 und CHD2 verteilt. Die ACV_CTE1 und ACV_CTE2 liegen
nattirlicherweise paarweise vor, daher sollte dies auch in den LgsS-Rv1625c-Chiméren
durch entsprechende Segmentaustausche untersucht werden. Hierfiir war es
erforderlich, der Rv1625¢c CHD durch Einfiigen gezielter Punktmutationen einen
heterodimeren Charakter zuzuweisen. Eine heterodimer aktive Rv1625c wurde bereits
2001 durch die minimal erforderlichen Mutationen von R376A und D300A untersucht
[75], von A. Schultz wurden zusatzlich alle katalytischen ASn der Rv1625c an die C1
bzw. C2 von Wirbeltieren angeglichen. Aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit waren
nur wenige ASn verandert worden (Abb. 3.22).

Me?* ATP  Me?* ATP S S
Vi VA Vi Vv
ACV C1 STLYADTEEEEIOIR T KT GD{e Y REER0 ¥ DV NIE'
ACV _C2 VMEAR TEESEIVE K T KN GRIT v EEEa=0 v D T WENIVNVASRM
INGIGPAICREEAS 1.+ 2D TEEEELE K TKVECDS YRR ia v DVWE DIEVNVASRM
3 2 &8 g 55

Abb. 3.22 Ausschnitte des Alignments der katalytischen Domanen C1 und C2 der ACV von Wirbeltieren
und der mykobakteriellen Rv1625c. Uber dem Alignment sind die katalytischen ASn markiert (Me2*
= Bindestelle fiir Metallionen, ATP = Substraterkennung, S = Stabilisierung des Ubergangszustandes von
ATP zu cAMP). Die Nummerierung entspricht Rv1625c. Adaptiert nach [51].

Zur Angleichung an die ACV_C1 war Rv1625c_C1 aus Rv1625c durch die Mutationen
N372T und R376H erzeugt worden. Das Rv1625c¢_C1 Homodimer kann den
Ubergangszustand des Substrates nicht mehr stabilisieren. Zur Angleichung an ACV_C2
war Rv1625c_C2 aus Rv1625c durch die Mutationen D256S, D300S, S301T erzeugt
worden. Das Rv1625c_C2 Homodimer kann kein ATP und keinen Metallkofaktor mehr
binden (vgl. Abb. 1.5). Nur bei Heterodimerisierung von Rv1625c_C1 und Rv1625c_C2
komplementieren sich die Mutationen und das Heterodimer besitzt ein katalytisch
aktives Zentrum.

Die heterodimeren Membranproteine wurden fiir den Aktivitiatstest koexprimiert.
Hierfliir wurde der durch A. Schultz modifizierte pETDuet-3 Vektor eingesetzt, der zwei
gleichwertig durch IPTG induzierbare MCS's besitzt. Es wurde stets Rv1625c_C1 in die
MCS1 und Rv1625c_C2 in die MCS2 eingesetzt. Modifizierungen durch Klonierung der
Monomere erfolgten aufgrund der hohen DNA Sequenzdhnlichkeit getrennt. Die
klonierten Monomere wurden durch Restriktionsverdau in die jeweilige MCS eingesetzt
(2.11.4). Die Induktion der Proteinexpression erfolgte hier mit 0,5 mM IPTG (statt mit
0,1 mM IPTG beim pQE80L Vektor).
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An den LgsS Rezeptor wurde eine der drei CTE's angehdngt, die Rv1625¢ CHD wurde
ersetzt durch Rv1625c_C1 oder Rv1625c_C2 (Tab. 3.17).

Tab. 3.17 Ubersicht der Dominen der Heterodimeren. Oben: Monomer in MCS1 mit Rv17625c_C1.
Darunter: Monomer in MCS2 mit Rv1625c_C2. Unten: Drei CTE's, welche an CTE Position 1 bzw. 2 gesetzt
wurden.

Rezeptor CHD
CTE
LgsS Rv1625c
o Rv1625c_C1:
M1-K187 CTE Position 1
P238-V443 (N372T und R376H)
Rv1625c_C2:
M1-K187 CTE Position 2 V2oaoC

P238-V443 (D256S, D300S, S301T)

CTE's:

Rv1625c-CTE (R218SEALLANMLPASIAERLKE 37)
ACV_CTE1 (Q430QERLLLSVLPRHVAMEMKA 449)
ACV_CTE2 (Y103sNRRLLHNILPKDVAAHFLA1057)

Die heterodimere Chimare A entspricht bis auf die fiinf Punktmutationen in den CHDn
der homodimeren Referenzchimire (Abb. 3.7, 'K187'). Chimdre A hatte eine mit
6,6 nmol-mg-1-min-1 geringere AC Aktivitit, bei einer signifikanten Stimulation durch
1 uM LAI-1 von 34,6 + 5,2% (Abb. 3.23).

Die Substitutionen der Rv1625c-CTE durch die CTE's von ACV konnten nur in den
Paarungen B: ACV_CTE1 & Rv1625c-CTE, C: ACV_CTE1 & ACV_CTEZ, D: Rv1625c-CTE &
ACV_CTE2 und E: ACV_CTE2 & ACV_CTEZ2 kloniert werden (Abb. 3.23). Bei den Chimaren
B, C und D lag die CTE heterodimer vor, die Basalaktivititen lagen zwischen 36 und
383 pmol-mg1-min-l. Die Aktivitit des Leervektors betrug 25 pmol-mg1l-min-l und
wurde nicht abgezogen. Trotz geringer Basalaktivitit von 189 pmol-mg-1-min-! wies die
heterodimere Chimare B (ACV_CTE1 & Rv1625c-CTE) eine signifikante Stimulation bei
1 uM LAI-1 von 102,2 + 11,5% auf (Abb. 3.23). Alle Chimaren mit der ACV_CTE2 waren
nicht reguliert (Chimdren C und D, Abb. 3.23), mit Ausnahme der Chimare mit doppelter
ACV_CTE2 (Chimare E, Abb. 3.23). Chimare E zeigte mit einer 23,4 *+ 1,4% signifikanten
Hemmung durch 1 puM LAI-1 und einer Basalaktivitit von 160 pmol-mg1-min-!
vergleichbare Werte wie das entsprechende Homodimer (vgl. Abb. 3.21). Im
Allgemeinen wurde sowohl bei den Homodimeren als auch bei den Heterodimeren ein
Abfall der Basalaktivitat beobachtet, sobald die Rv1625c-CTE substituiert war.
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Abb. 3.23 Oben: Schema der Doméanensequenzen. CHD_C1=Rv1625c238-443(n372T R376H), CHD_C2=Rv1625C;38.
443(D2565 D300s s301T). Links: Aktivitdten der heterodimeren Membranproteine bei 1 pM LAI-1 in %, 100%
Aktivitdt entspricht der Basalaktivitit. Darunter sind die Basalaktivititen angegeben sowie die
eingesetzten CTE's an den Positionen 1 und 2 (Rv = Rv1625c-CTE, 1 = ACV_CTE1, 2 = ACV_CTEZ2, vgl. Tab.
3.17). n = 2-3 + SEE.M. 1,5 ug Membranprotein; aufder bei Heterodimer C: 20 pg. * p<0,05. Das gestreift
angegebene Heterodimer B ist rechts als Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt, EC5o = 81 nM.
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In den Western Blots war keine Proteolyse erkennbar, die beiden Monomere wurden
mit Tag-spezifischen Antikérpern detektiert (Abb. 3.24).

His-Tag S-Tag
D C A B E «f D C A B E «f

Abb. 3.24 Western Blot mit 1 pg Protein der heterodimeren Membranproteine. Links: Das C1 Monomer
wurde lber den His-Tag detektiert. Erwartete Bandenhohe: 47,6 kDa. Rechts: das C2 Monomer wurde
iiber den S-Tag detektiert. Erwartete Bandenhdhe: 49,2 kDa. Spuren A bis E entsprechen den Konstrukten
wie in Abb. 3.23 links unten angegeben. Spur rf = Homodimere Referenzchiméare mit His-Tag, 47,6 kDa.

CTE Substitution: cytosolische Pseudoheterodimere

In Rv1625c ist D204 die erste Aminosaure im Cytosol nach der letzten Transmembran-
helix. Die auf den cytosolischen Teil reduzierte AC Rv1625c (204-443) hat eine Aktivitat
von 101 nmol-mg1-min-1, bei Verkiirzung um 9 bzw. 17 ASn ist eine Abnahme auf 22
bzw. 1,4 nmol-mg-1-min-! beschrieben worden [75]. Weiterhin sind zwei Monomere mit
einem 14 ASn langen Peptidlinker verbunden und die Punktmutationen R376A oder
D300A eingefiihrt worden. Es wurde gezeigt, dass nur die Komplementation der beiden
Mutationen in einer aktiven AC resultierte, das Heterodimer "R376A-Linker-D300A" hat
eine Aktivitat von 253 nmol-mg-1-min-! [75].

Die Austauschbarkeit der CTE's sollte in solchen Heterodimeren untersucht werden,
allerdings mit den flinf oben angefithrten Komplementationsmutationen (Tab. 3.18).
S. Breitkopf zeigte im Rahmen ihrer Dissertation, dass bei separater Expression der
beiden cytosolischen Domédnen Rv1625c_C1 mit den Mutationen N372T, R376H bzw.
Rv1625c_C2 mit den Mutationen D256S, D300S, S301T keine enzymatische Aktivitat
vorhanden war, bei einer Koexpression jedoch eine Aktivitat dhnlich der unmutierten
Variante erreicht wurde [51].
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Tab. 3.18 Ubersicht der cytosolischen Pseudoheterodimeren. An Pos.1 und Pos.2 war jeweils eine der drei
CTE's eingefiigt. Es wurden alle neun Kombinationsméglichkeiten generiert und getestet (siehe Abb. 3.25).

Rv1625¢ CTE Rv1625c_C1 Linker Rv1625¢ CTE Rv1625c_C2
D204-D217 Pos.1 P238-V443 TRAAGGPPAAGGRS D204-D217 Pos.2 P238-V443
(N372T, R376H) (D256S, D300S,

S301T)

eingesetzte CTE's:

Rv1625c-CTE (R2:18SEALLANMLPASIAERLKE?37)
ACV_CTE1 (Q430QERLLLSVLPRHVAMEMKA449)
ACV_CTE2 (Y103sNRRLLHNILPKDVAAHFLA1057)

Alle neun moglichen Heterodimere wurden kloniert (Tab. 3.18). Das Enzym mit der
Rv1625c-CTE an Position 1 und 2 wurde als Wildtyp bezeichnet. Die durch den Linker
verbundenen cytosolischen Monomere besafen eine grofe DNA-Sequenz-
Ubereinstimmung, daher wurden Mutationen separat kloniert. Die anschlief3ende
Zusammenfihrung der beiden Monomere erfolgte durch Restriktionsverdau unter
Nutzung der isoschizomer schneidenden Enzyme Bglll und BamHI (Abb. 2.6). Hierzu
wurde der Linker TRAAGGPPAAGGRLE [75] zu TRAAGGPPAAGGRS mit einer
C-terminalen BglIl Schnittstelle modifiziert. Die WT-Enzyme mit je einem der beiden
Linkern besafden eine vergleichbare Aktivitat von 307,9 * 75,1 nmol-mg1-min! (.LE)
und 381,5 * 31,5 nmol'mgl-min! (.RS). Es wurde daher angenommen, dass die
Veranderung des Linkers keine Auswirkungen auf die AC Aktivitat hat. Die Enzyme
wurden tiber ihren N-terminalen His-Tag aufgereinigt (2.9.5). Sie waren weder bei
4°C, -20°C noch bei -80°C lagerstabil, deshalb wurden sie direkt im Anschluss an die
Dialyse auf Aktivitdt ohne Ligandenzugabe getestet.

Die Substitution einer oder beider Rv1625c-CTE's durch ACV_CTE1 oder ACV_CTE2
fiihrte in allen Fillen zu einem Verlust an Basalaktivitit um 80-90% (Abb. 3.25). Das
Dimer mit zweimaliger ACV_CTE1 war mit 43,9 + 3,1 nmol-mg-1-min-! signifikant aktiver
als das mit zweimaliger ACV_CTE2 mit 25,7 * 1,3 nmol'mg!-minl. Die Dimere
ACV_CTE1-ACV_CTE2 und ACV_CTE2-ACV_CTE1 waren mit 20,3 + 3,3 nmol-mg-1-min-1
bzw. 18,2 * 2,7 nmol-mg-1-min-1 nicht signifikant unterschiedlich aktiv.
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Abb. 3.25 Aktivititen der cytosolischen Pseudoheterodimeren. Schema der Konstrukte oben, links sind die
an beiden Positionen eingesetzten CTE's angegeben, 1 = ACV_CTE1, 2 = ACV_CTE2, Rv = Rv1625¢c-CTE
(Sequenzen in Tab. 3.18). n = 2-20 (jeder erhaltene Wert im AC-Test wurde separat gewertet), + S.E.M,
0,5 pg Protein mit 5 pg BSA Zusatz zur Stabilitat. t, p< 0,001 zur Rv-Rv (=Wildtyp) Chimare.

Die Dimere mit einer CTE von Rv1625c zeigten zueinander signifikant unterschiedliche
Aktivititen in Abhéangigkeit der eingesetzten CTE Reihenfolge von Position 1 und
Position 2. Rv1626¢-CTE-ACV_CTE1 war mit 14,1 * 2,6 nmol-mg-1-min-1 aktiv, hingegen
zeigte ACV_CTE1-Rv1625c-CTE mit 33,2 + 3,9 nmol-mg1-min! eine etwa doppelt so
hohe Aktivitidt. Ebenso war Rv1625c-CTE-ACV_CTE2 mit 72,3 * 8,3 nmol-mg!-min-!
aktiv, ACV_CTE2-Rv1625c-CTE dagegen mit 28,8 + 4,9 nmol-mg-1-min-! nur halb so aktiv.

Die Substitution der Rv1625c-CTE durch ACV_CTE1 bzw. ACV_CTEZ2 entsprach
sequenziell dem Austausch von lediglich 13 bzw. 14 ASn, daher sollte der Grund des
Aktivitatsverlustes genauer eingegrenzt werden. Es wurden zunachst Mutationen an der
ACV_CTE1 durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Dimer ACV_CTE1-Rv1625c-CTE verwendet
(Abb. 3.26 und Tab. 3.19), da hier eine maximale Aktivititssteigerung durch die
Dimerisierung mit Rv1625c-CTE zu erwarten war.
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Tab. 3.19 Sequenziibersicht der ACV_CTE1 Modifikationen (vgl. Abb. 3.26). In 1 B und 1 C wurde je zur
Halfte ACV_CTE1 und Rv1625c-CTE (grau hinterlegt) eingesetzt. In Chimdren 1 D und 1 E wurden
Punktmutationen eingefiigt (Kleinbuchstaben). N = 6-12, + S.E.M. ** p<0,01 zu Chimare 1 A.

AS Sequenzen der ACV_CTE1 Aktivitat Relative Aktivitit
Modifikationen [nmol cAMP-mg-1-min-1] | zu Konstrukt1 A
1A QOERLLLSVLPRHVAMEMKA 33,2+3,9 100%
1B QOERLLLSVLPASIAERLKE 45,4+43 137%
1C RSEALLANMLPRHVAMEMKA 63,4 +6,8 191%**
1D QQrRLLhSVLPRHVAMEMKA 25,1+2,9 76%
1E QQERLLLSVLPRHVAMhMKA 23,8+2,8 72%

Flir die Mutationen 1 B und 1 C wurden die letzten bzw. ersten zehn ASn von ACV_CTE1
mit den entsprechenden ASn aus Rv1625c-CTE ersetzt. Beide Enzyme zeigten mit 45,4 *
4,3 bzw. 63,4 + 6,8 nmol-mg1-min-! eine héhere Aktivitit als ihr Ausgangskonstrukt
(1A 33,2 +3,9 nmol-mg-1-min-1), sie betrug allerdings weniger als 20% der Aktivitat des
Rv1625c Wildtyps (381,5 * 2,7 nmol-mg-1-min-1) (Abb. 3.26 und Abb. 3.25).

1A ACV_CTE1 [W;DENRGH Rv1625c -CTE CHD_C2

Aktivitit [nmol cAMP-mg1-min-1]

0 25 50 75 100
| | | | ]
1 A |
1 B | I
1 c | I
10|
1 £ |

Abb. 3.26 Aktivitdten der cytosolischen Pseudoheterodimere. Schematische Darstellung der Chimére 1 A
oben, die Chimaren 1 B bis 1 E sind identisch zu 1 A mit Ausnahme von Modifikationen in der ACV_CTE1
(Sequenzen in Tab. 3.19). n = 6-12 (jeder erhaltene Wert im AC-Test wurde separat gewertet), + S.E.M.
0,5 pg Protein mit 5 pg BSA Zusatz zur Stabilitat. **, p<0,01 zu Chimére 1 A.
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Bei den Dimeren 1 D und 1 E wurden Punktmutationen eingefiihrt, um die Ladungs-
verteilung innerhalb der CTE an die der ACV_CTE2 bzw. der Rv1625c-CTE anzupassen.
In beiden Fillen war die Aktivitat geringer als bei der unveranderten ACV_CTE1. Von
Dimeren 1 B bis 1 E war Dimer 1 C als einziges signifikant unterschiedlich aktiv
gegentiiber 1 A.

Als weiteres Dimer wurde Rv1625c-CTE-ACV_CTE2 fir Modifikationen an der
ACV_CTE2 ausgewadhlt (Abb. 3.27 und Tab. 3.20).

Tab. 3.20 Sequenziibersicht der ACV_CTE2 Modifikationen (vgl. Abb. 3.27). In Chimare 2 B wurde die
Sequenz der CTE bis einschliefilich des 'FAS' substituiert. Chimaren 2 C bis 2 G wurden in der Lange bzw.
der Position der CTE modifiziert. In Chimare 2 H wurde eine Punktmutation eingefiihrt (Kleinbuchstabe).
n=2-12,+ SEM. * p<0,05, 1, p<0,001 zu Chimére 2 A.

AS Sequenzen der ACV_CTE2 Aktivitit Relative Aktivitat
Modifikationen [nmol cAMP-mg-1-min-1] | zu Konstrukt 2 A

2A YNRRLLHNILPKDVAAHFLA 72,3 +8,3 100%

. YNRRLLHNILPKDVAAHFLA 202518 28%+

RERRNDELYYQSCECVAVMFAS

2C YNRRLLHNILPKDVAAHFL- 50,7 +10,5 70%

2D AYNRRLLHNILPKDVAAHFL- 41,5+9,7 57%

2E AYNRRLLHNILPKDVAAHFLA 36,6 +9,8 51%*

2F QAYNRRLLHNILPKDVAAHFLA 51,8+ 4,6 72%*

2G | LOAYNRRLLHNILPKDVAAHFLA 54,8 + 4,3 76%

2H YNRRLLHNILPaDVAAHFLA 55,6 +5,1 77%

Alle modifizierten Enzyme zeigten eine geringere Aktivitat als das Ausgangsenzym 2 A,
davon waren 2 B, E und F signifikant geringer aktiv. Da die Distanz zwischen der CTE
und dem katalytisch relevanten "FAS"-Motiv bei ACV_C2 und Rv1625c unterschiedlich
ist, ist in der Mutante 2 B zusatzlich zur CTE die gesamte AS Sequenz bis einschlief3lich
dem FAS-Motiv ersetzt worden. Dies resultierte in einem signifikant geringer aktiven
Enzym. Bei den Mutanten 2 C, E, F und G wurde die Lange der CTE2 von 20 ASn auf 19,
21, 22 und 23 ASn verandert, bei 2 D die AS Sequenz um eine ASn Richtung N-Terminus
verschoben. Auch die Einfithrung einer Punktmutation in 2 H fiihrte zu einem geringer
aktiven Enzym.
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Abb. 3.27 Aktivitaten der cytosolischen Pseudoheterodimere. Schematische Darstellung der Chiméare 2 A
oben, die Chimaren 2 B bis 2 H sind identisch zu 2 A mit Ausnahme von Modifikationen in der ACV_CTE2
(Sequenzen in Tab. 3.20). n = 2-12 (jeder erhaltene Wert im AC-Test wurde separat gewertet), + S.E.M.
0,5 pg Protein mit 5 pg BSA Zusatz zur Stabilitat. *, p<0,05, 1, p<0,001 zu Chimare 2 A.

Alle cytosolischen Heterodimere wurden im Western Blot bei einem Molekulargewicht
von 55,4 kDa detektiert (Abb. 3.28). Es wurden haufig weitere Banden mit niedrigerer
Laufhohe entdeckt. Da die cytosolischen Proteine nicht lagerstabil waren und bereits

nach wenigen Tagen ein deutlicher Aktivitatsverlust messbar war, handelt es sich hier
vermutlich um lysiertes Protein. Uber Coomassie gefirbte SDS-PAGE Gele wurde der

2 A Rv1625c -CTE CHD_C1 CHD_C2
Aktivitit [nmol cAMP-mg1-min]
0 25 50 75 100

2A
2B
2C
2D
2 E
2 F
2G
2 H

Reinigungserfolg tiberpriift (Abb. 3.28, rechts unten).
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Abb. 3.28 Oben sowie unten links: Western Blots mit je 1 pg Protein der cytosolischen
Pseudoheterodimeren. Marker pEQLab IV. Unten rechts: Coomassie gefirbte SDS-PAGE Gele mit 5 pg
Protein. Marker: pEQLab 1. Uber jeder Spur ist das entsprechende Konstrukt wie in Abb. 3.25, Tab. 3.19
bzw. Tab. 3.20 angegeben. Erwartete Bandenhohe jeweils 55,4 kDa.
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3.5 Vergleich der Regulation durch LAI-1 und CAI-1

In dieser Arbeit wurde der QS Rezeptor LqsS von Legionella pneumophila mit dem
Liganden LAI-1, einem S-3-Hydroxypentadecan-4-on, eingesetzt. Der Ligand CAI-1 fiir
den QS Rezeptor CqsS von Vibrio cholerae ist S-3-Hydroxytridecan-4-on. Es wird
vermutet, dass die Liganden in eine Bindetasche des Rezeptors binden, deren Grofie auf
den entsprechenden Liganden angepasst ist [156]. Da CAI-1 um zwei Kohlenstoffatome
kiirzer ist als LAI-1 (Abb. 1.8), konnten beide Liganden in eine solche Bindetasche
passen.

Bei allen Chimaren dieser Arbeit wurde zusatzlich zu den verschiedenen LAI-1 Konzen-
trationen auch immer die AC Aktivitat bei 1 pM CAI-1 gemessen. Beide Liganden waren
in DMSO gelost, daher wurde die durch DMSO Zugabe gemessene Aktivitat als
Basalaktivitat fiir beide Liganden gewertet. Es werden abschlief3end die Aktivitdten
beider Liganden bei der Konzentration von 1 uM verglichen (Abb. 3.29).

Bei etwa 40% aller Chimaren bewirkten LAI-1 und CAI-1 eine vergleichbare Regulation,
zumeist handelte es sich hier um schwache bzw. unregulierte Chiméren. Bei etwa 25%
der Chimdren war durch LAI-1 eine deutlich stirkere Regulation als durch CAI-1
messbar, bei etwa 18% verhielt es sich umgekehrt. Nur bei etwa 18% der Chimaren
wurde durch LAI-1 und CAI-1 eine gegensatzliche Regulation beobachtet. Es handelt sich
vorrangig um Chimdren aus Kapitel 3.2, in dem die Ankniipfposition von LqsS mit
Rv1625c untersucht wurde, zumeist waren die Aktivititen bei 1 pM LAI-1 und 1 pM
CAI-1 allerdings gering.
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Anzahl der Experimente, BA

Kapitel, in dem die Chimdren als erstes vorgestellt wurden, AS/Pos = Bezeichnung der

welchem die Chimaren eine von DMSO verschiedene Aktivitat aufwiesen, die zumeist nicht als Regulation

p<0,001 zwischen den beiden Ligandenaktivitdten. Grau hinterlegt ist ein Bereich von 15% Regulation, in
gewertet wurde (ob eine Chimére reguliert war, wurde stets anhand der Konzentrations-Wirkungskurve

Abb. 3.29 Aktivititen aller LgsS-Chimaren dieser Arbeit bei 1 uM Ligand (LAI-1, schwarze Balken, CAI-1,
gestreifte Balken). 100% Aktivitat entspricht der Basalaktivitit (DMSO). £ S.E.M, *, p<0,05, ** p<0,01, {1,

Chimare im entsprechenden Kapitel, n

bewertet). K



Diskussion

4 Diskussion

Die Signaltransduktion iiber die Zellmembran ist ein effektiver und effizienter
Mechanismus fiir eine Zelle, auf dufdere Reize zu reagieren, ohne das auslésende Signal
energetisch aufwendig zu prozessieren. Trotz der hohen Spezifitit ist vielen signal-
transduzierenden Proteinen ein dhnlicher modularer Aufbau gemein. Die zustdndigen
Proteine besitzen eine Rezeptordomane in der Membran, sowie eine Effektordomane im
Cytosol. Dazwischen sind haufig weitere Domédnen und Module wie beispielsweise die
HAMP, die S-Helix und die CTE lokalisiert, die als Signalmodulatoren wirken. Mit
Untersuchungen zur Interaktion dieser verschiedenen Module und Domédnen werden
Erkenntnisse fiir das bessere Verstandnis des Mechanismus der Signaltransduktion
gewonnen.

Der Mechanismus der Signaltransduktion der haufig vorkommenden HAMP Domane
wurde zwar ausfiihrlich bearbeitet, ist jedoch nicht vollstandig geklart [27]. Die S-Helix
ist ein konserviertes Segment von etwa 40 ASn, das haufig zwischen zwei
signalisierenden Doméanen vorkommt und wie die HAMP Domane ein fiir coiled coils
typisches Heptadenmuster besitzt [28]. In dieser Arbeit wurden eingangs Experimente
zur Kommunikation zwischen HAMP Domiine, S-Helix und CHD durchgefiihrt, um die
Frage nach der Eigenstandigkeit der S-Helix als Signaltransduktionsmodul zu
beantworten. Bei der Untersuchung der Verkniipfungspositionen bei Chiméaren aus LgsS
und Rv1625c wurde ein vollig neues Modul, das Cyclase-Transducer-Element (CTE)
biochemisch charakterisiert.

4.1 Die S-Helix in Tsr Chimaren

Die S-Helix der Klasse Illa AC CyaG aus A. maxima ist 25 ASn lang und zwischen der
HAMP und der CHD lokalisiert [28]. Ihre biochemische Charakterisierung erfolgte in
Tsr-CyaG chiméren Proteinen, der signalinvertierende Einfluss wurde auf ein Baumuster
von Heptade plus Stutter (7 ASn + 4 ASn) zuriickgefiihrt [151]. Ein Stutter wurde auch in
der S-Helix des NarX Sensors in E. coli identifiziert. hm wurde eine wichtige Funktion in
der Signaltransduktion zugeordnet [26, 157].

Eine spannende Frage war, ob die S-Helix auch mit der Klasse IIIb AC Rv3645
funktionell ist. In Klasse IlIlb ACn wurde bisher keine S-Helix identifiziert. In der
vorliegenden Arbeit fiihrte das Einfiigen der S-Helix in verschiedenen Langen zwischen
HAMP und Rv3645 CHD meist zu aktiven, aber unregulierten Enzymen. Folglich
unterbinden die zusatzlichen ASn der S-Helix die katalytische Aktivitat nicht. Allerdings
waren die Chimaren durch die resultierende Struktur mit wenigen Ausnahmen nicht
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mehr in der Lage, das Signal der variierenden Ligandenkonzentrationen weiterzuleiten.
Wurde eine Regulation durch Serin beobachtet, handelte es sich nicht um eine Signal-
inversion. Den Ergebnissen zufolge konnte der S-Helix in dieser Domanenkonfiguration
der Status eines Signaltransduktionsmoduls, der weitgehend Kontext unabhingig ist,
nicht bestatigt werden. Fur die Herstellung funktioneller Chimaren ist es wichtig, die
Verkniipfung an den entscheidenden Positionen vorzunehmen. Es ist allerdings moglich,
dass die Ankniipfpositionen fiir die Drei- bis Vierfachchimaren nicht optimal gewahlt
waren. Da die Chimaren aber ohne S-Helix durch Serin reguliert waren [1, 82] und hier
'nur' verschiedenlange S-Helices eingesetzt wurden, ist dies eher unwahrscheinlich. Es
waére auch moglich, dass die Klasse IIIb AC Rv3645 inkompatibel mit einer S-Helix ist.
Bisher gibt es dafiir keine sicheren Hinweise. Die Klasseneinteilung von ACn beruht
vorrangig auf bioinformatischen Erkenntnissen von speziellen Peptidmotiven, z.B. von
bestimmten ASn an der katalytischen Position der Substratbindung.

Die Klasse IIIb AC Rv3645 besitzt einen 6 TM Membrananker, gefolgt von einer HAMP
Domane und der CHD. Die Distanz zwischen HAMP und dem Kkatalytischen Aspartat
betragt 36 ASn. Bei der Klasse Illa AC CyaG ohne S-Helix ist dieser Abstand mit 37 ASn
vergleichbar, somit ist eine dhnliche Flexibilitat der Struktur grundsatzlich zu erwarten.
Nach den jetzigen Ergebnissen handelt es sich bei dem beschriebenen Linker von
Rv3645 um eine CTE (Abb. 7.2).

Nachfolgend wurde die CHD der Klasse Illa AC CyaG eingesetzt, um die Anzahl
verschiedener Enzymdomanen zu reduzieren und die Fragestellung der Interaktion auf
die HAMP Domane und die S-Helix zu begrenzen. Dimere HAMP Doménen besitzen eine
charakteristische coiled-coil Struktur aus vier a-Helices, bei der die hydrophoben ASn
im Inneren lokalisiert sind und zumeist die Positionen a und d nach der Nummerierung
in Heptaden (abcdefg) einnehmen. Auch die vorhergesagte Struktur der S-Helix von
CyaG ist eine a-Helix. Eine geloste Struktur einer S-Helix aus der $1 Untereinheit der
l6slichen Guanylatcyclase der Ratte (pdb: 3hls) stimmt hiermit tiberein [158]. Es ware
denkbar, dass die S-Helix die helikale Drehung der zweiten Helix der HAMP Domaine
fortsetzt und die dimere S-Helix ebenfalls eine coiled-coil Struktur ausbildet, bei der
moglicherweise hydrophobe ASn an charakteristischen Positionen auftreten [28]. Durch
den Einsatz der um bis zu vier ASn verkiirzten HAMP Domaéane von Af1503s2881/a2911
waren verschiedene ASn der S-Helix auf die entsprechenden Positionen a und d gesetzt
worden. AusschlieRlich bei den Chimaren mit vollstindiger Af1503 HAMP Domane
wurde eine Signalinversion durch die An- bzw. Abwesenheit der S-Helix beobachtet.

Die Insertion der auf 18 ASn verkiirzten S-Helix zeigte jedoch einen unerwarteten Effekt.
Mit jeder zusatzlich C-terminal entfernten AS der HAMP Domane waren die Chiméaren
mit 18 ASn langer S-Helix abwechselnd stimuliert und gehemmt durch Serin. Eine
Erklarung fiir dieses Verhalten ist mit den experimentell ermittelten Daten zu diesem
Zeitpunkt nicht abschliefiend moglich. Da die Enzyme jedoch aktiv sind, miissen die
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katalytischen Zentren im Grundzustand dimerisieren. Davon ausgehend, dass die S-Helix
die a-helikale Drehung der HAMP Domane fortsetzt, miisste die Deletion jeder weiteren
AS der HAMP Doméne zu einer Uber- bzw. Unterdrehungen der Helix fithren. Das Signal
von Serin sollte dann zu einer Entspannung bzw. Spannung fiithren, wodurch die
Positionierung der katalytischen Doméanen zueinander so verdndert wird, dass die
entsprechend umgekehrte Regulation auftritt. Wiirde die S-Helix hingegen in einer
random coil Struktur vorliegen, diirfte aufgrund der hohen Variabilitat der Struktur
keine Regulation durch Serin erwartet werden.

Eine weitere Fragestellung war, wie eine AC ohne HAMP auf ein Signal durch eine HAMP
bzw. HAMP mit S-Helix reagieren wiirde. Hierfiir wurde die CHD von CyaG der Tsr-CyaG
Chimaren von K. Winkler in der vorliegenden Arbeit durch die Rv1625c CHD ab R218
ersetzt. Es wurde von einer guten Kompatibilitdt ausgegangen, da beide CHDn zu den
Klasse Illa ACn gehoren, die N-Termini jeweils mit den ASn "RSE" beginnen und sie
weitere auffillige Sequenzahnlichkeiten besitzen (4.3). Anders als bei CyaG befindet sich
bei Rv1625c zwischen dem 6 TM Membrananker und der CHD lediglich ein 14 ASn
kurzer Linker (D204-D217). Die Dreifachchimaren aus Tsr Rezeptor, CyaG HAMP und
S-Helix sowie Rv1625c CHD wurden durch Serin signifikant gehemmt, die Chiméaren
ohne S-Helix signifikant stimuliert. Ein Versatz der Deletion der 25 ASn im Raster von
vier ASn in N-terminale Richtung fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Stimulation
durch Serin. Somit war die Liange der Deletion entscheidend bzw. die ausgebildete
Struktur der jeweils verbleibenden vier ASn (DSFI bzw. QEKE) muss extrem dhnlich
sein. Diese drei Chimaren (Tab. 3.4) waren bis auf die CHD sequenzidentisch zu drei
Chimaren von K. Winkler [151]. Die Regulation durch Serin war jedoch vergleichbar,
folglich sind die beiden CHDn funktionell austauschbar. Mit der CHD von Rv1625c
wurden jedoch stets hohere Basalaktivititen gemessen (siehe auch Tab. 3.11 und Tab.
3.13), was moglicherweise an einer generell hoheren Affinitit der Rv1625c CHDn
zueinander liegen konnte.

Bereits 2011 waren Chimdren aus Tsr Rezeptor, CyaG HAMP mit S-Helix und Rv1625c
erzeugt worden, allerdings mit anderen Ankniipfpositionen [82]. Beide Chimaren waren
aktiv, aber nicht durch Serin reguliert. Es war einmal die Rv1625c ab L202 an die CyaG
HAMP angeschlossen worden. Nach aktuellen Strukturvorhersagen befindet sich L202
noch in der Membran, wiahrend D204 die erste AS im Cytosol ist und die CHD erst ab
R218 beginnt. Ein andermal war an den Tsr Rezeptor die CyaG bis E485, und
anschliefdend die Rv1625c ab E249 angeschlossen worden. Die Verkniipfungsstelle
zwischen CyaG und Rv1625c befand sich hier jeweils kurz vor dem katalytischen
Aspartat im 'FAD'-Motiv [82].

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse unterstreichen die
bisherigen Erkenntnisse, dass Doméanen aus unterschiedlichen Proteinen kombiniert in
einem chimdren Enzym zu einer koordinierten und regulierten intramolekularen
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Signaltransduktion fahig sind. Wie bei verschiedenen Sprachen, deren Aufbau sich
dhnelt, konnen einzelne Bausteine ausgetauscht und die Kommunikation aufrecht
erhalten werden. Die inaktiven Chimdren weisen allerdings darauf hin, dass es auf ein
gewisses Feintuning, auf die richtige Ankniipfposition ankommt. Modulartig vermag die
S-Helix das Signal durch ihre An- bzw. Abwesenheit zu invertieren. Sie ist jedoch nicht
mit allen umgebenden Domédnen kompatibel. Es besteht offensichtlich eine gewisse
Kontextspezifitat.

4.2 LgsS als Rezeptor fiir Adenylatcyclasen

Die bisher in Chimaren eingesetzte Rezeptordomdne von Tsr besitzt 2 TM Helices, die
mit einer grofden periplasmatischen Schleife verbunden sind, in welcher der Ligand
Serin bindet. Jedoch besitzen neun der zehn Isoformen der ACn in Wirbeltieren sowie
etliche bakterielle ACn der Klasse Illa Membrandomanen aus 6 TM Helices, die mit
kurzen extramembranalen Schleifen verbunden sind. Sie besitzen damit eine grofie
Ahnlichkeit mit den Quorum Sensing (QS) Rezeptoren LgsS und CqsS von L. pneumophila
bzw. V. cholerae.

Da eine unterschiedliche Dynamik der Signaltransduktion bei 2 TM und 6 TM
Rezeptoren wahrscheinlich ist, sollte der Membrananker der fiir Wirbeltiere proto-
typischen mykobakteriellen AC Rv1625c durch einen QS Rezeptor ausgetauscht werden.
Die chimdren Proteine aus QS Rezeptor und Rv1625c Cyclase sind in ihrem Doménen-
aufbau den tierischen ACn dhnlich. Erste Verkniipfungen von LqgsS und CqgsS Rezeptor
mit der Rv1625c CHD wurden von S. Beltz durchgefiihrt mit dem Ziel, chiméare Proteine
zu generieren, die durch den jeweiligen Liganden reguliert wurden. Hier zeigten sich
Unterschiede zwischen den Rezeptoren. CqsS-Rv1625c Chimadren waren stets durch
CAI-1 stimuliert, wahrend bei LqsS-Rv1625c Chimaren sowohl Stimulation als auch
Hemmung durch LAI-1 beobachtet wurde [138]. Eine Erklarung kénnte in den unter-
schiedlichen QS Systemen von Vibrionen und Legionellen begriindet sein. In Vibrionen
gibt es zwei bis vier QS Systeme. Jedes System besitzt einen ligandenspezifischen
Rezeptor, dessen Signal im Cytosol im Antwortregulator LuxO konvergiert [123, 125]. In
L. pneumophila wurde bislang hingegen nur ein QS System identifiziert. Mit LgqsS und
LgsT besitzt es zwei zu 31% identische Rezeptoren fiir den Liganden LAI-1, sie werden
in unterschiedlichen Wachstumsphasen exprimiert. lhre Signale wirken auf den gleichen
Antwortregulator (LgsR) und sind dabei teilweise antagonistisch [131, 159, 160]. Drei
Chimaren von LgsS-Rv1625c wurden von S. Beltz zur Verfligung gestellt, exprimiert und
getestet. Die Aktivitdten waren vergleichbar und wurden hier zusammengefasst.

Die drei Chimaren besafen mit R218 eine identische Ankniipfposition seitens der
Rv1625c AC. Fiir die drei verschiedenen Langen von LgsS wurde beim Membranausgang
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Y178 eine starke Hemmung, beim vier ASn entfernten M182 eine etwas geringere
Hemmung und beim neun ASn entfernten M191 schlief3lich eine Aktivierung beobachtet.
Hier wurde daher die Vermutung untersucht, ob es einen linearen Verlauf zwischen
Regulation und Rezeptorldange gibt. Mit acht weiteren Chimaren von LqsS (L183 bis
A192) an R218-Rv1625c wurde diese Vermutung widerlegt. Zunichst fiel eine relative
grofde Varianz der gemessenen Basalaktivititen auf. Eine unterschiedliche Protein-
expression konnte als Grund ausgeschlossen werden, da die Proteinbandenintensitdten
im Western Blot vergleichbar waren. Tendenziell besafden unregulierte oder gehemmte
Chimaren eher hohere, stimulierte eher niedrigere Basalaktivitdten. Insgesamt konnte
jedoch kein Zusammenhang zwischen Basalaktivitat, Regulation und der Lange von LgsS
definiert werden. Dies erschwerte einen Riickschluss auf die im Dimer vorherrschende
Struktur zwischen Membran und katalytischen Zentren. Da alle Chimaren bis A192 aktiv
und reguliert waren, konnte von einer strukturell funktionellen Dimerisierung der
Rezeptoren und katalytischen Zentren ausgegangen werden. Folglich miissten die Unter-
schiede durch die Langendifferenzen der Verknilipfungspositionen bewirkt werden.
Zwischen M182 und K187 wurde sogar eine alternierende Regulation durch LAI-1
beobachtet, ein Muster, welches zuvor schon bei Tsr Chimaren mit verkiirzter HAMP
Domane beobachtet wurde. Wie die HAMP Doméane war auch der cytosolische Bereich
von LgsS direkt hinter dem Membranausgang mit helikaler Struktur vorhergesagt
worden. Wenn der verbindende Bereich im Dimer als helikale Struktur erhalten bliebe,
sollte sich diese Helix durch die zusatzlichen ASn tuber- bzw. unterdrehen. Dement-
sprechend wiirde das LAI-1 Signal eine Spannung bzw. Entspannung bewirken. Dann
ware dieses alternierende Muster der Regulation als ein Charakteristikum fiir solch eine
helikale Struktur zu werten. Da es allerdings nicht durchgingig bei allen Ankniipf-
positionen beobachtet wurde, kann dies nicht alleine als Erklarung dienen. Eine weitere
Moglichkeit ware eine stabilisierende bzw. destabilisierende Interaktion der CHD mit
den verbindenden ASn, beispielsweise ein struktureller Wechsel zwischen Helix und
random coil. Eine solche wurde in der gelésten Struktur von Rv1264 beobachtet. Dort
stellt diese Form der Interaktion den Regulationsmechanismus der Cyclase dar [76]. Die
genaue Struktur zu kennen, die die Signaltransduktion derart beeinflusst, ist eine
zentrale Fragestellung, die am besten mit strukturellen Untersuchungen zu kldaren ware.
Chimaren mit noch ldngerer LgsS Sequenz als A192 waren nicht durch LAI-1 reguliert.
Der cytosolische Teil von LgsS reichte hier schon bis in die Region der H-Box, in der das
bei Histidinkinasen fiir die Phosphorylierung essentielle Histidin lag. Eine funktionelle
Struktur dieses langen Bereiches wird moéglicherweise in Histidinkinasen von anderen
cytosolischen Elementen stabilisiert, die in diesen Chimaren fehlen. Daher ware es
moglich, dass die fiir die Signaltransduktion erforderliche Struktur in dieser Linge mit
der Rv1625c CHD nicht ausgebildet werden kann.

Fir LgsS war die optimale Ankniipfposition mit K187 bestimmt worden, es folgten
Untersuchungen zur optimalen Ankniipfposition von Rv1625c an LgsS-K187. Die
Basalaktivititen der Chimdren besafien hier eine stirkere Varianz als die der LgsS
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Chimaren zuvor. Es war aufderdem eine deutliche Tendenz erkennbar. Wie bereits fir
grofdere Abstidnde gezeigt worden war [75], war die Basalaktivitat desto geringer, je
kiirzer die CHD war. Alle Ankniipfpositionen vor R218 fiihrten zu hochaktiven, un-
regulierten Chimdren, sowie nach L223 zu gering aktiven, unregulierten Chimaren
(siehe Abb. 3.8). Folglich wurde nur ein kurzer Sequenzbereich fiir die Erzeugung
funktioneller Rv1625c Chimaren toleriert. In diesem Bereich wurde mit Ausnahme von
A221 wie zuvor ein alternierendes Muster von Stimulation und Hemmung beim
Langeninkrement von einer AS beobachtet. Nach bisherigen Vermutungen miisste daher
auch der N-terminale Bereich der CHD helikal vorliegen, was Strukturvorhersagen
entspricht. Dass die Chiméare an A221 eine Stimulation anstatt der erwarteten Hemmung
zeigt, kann zwei Ursachen haben. Moglicherweise ist die Struktur hier nicht helikal, was
jedoch unwahrscheinlich ist, da Alanin eher zu den Helix begiinstigenden ASn gehort.
Wahrscheinlicher ist, dass die kleine AS Alanin im Gegensatz zu den grofieren ASn wie
Leucin, Glutamat und Lysin eine weniger starke Interaktion mit den ASn der nachsten
Helixwindung ausbildet und somit eine grofiere Strukturflexibilitdt zuldsst. Bei allen
regulierten Chimaren mit variablen Ankniipfpositionen von LgsS oder Rv1625c lag die
halbmaximal effektive Ligandenkonzentration im mittleren zwei- bis dreistelligen
nanomolaren Bereich. Die Ligand-Rezeptor Affinititen waren damit vergleichbar. Dies
spricht fiir eine Unabhdngigkeit der Interaktion der cytosolischen Module von der
Rezeptordomane und demonstriert die Plastizitat der Signaltransduktion iiber die
Membran [11, 151].

4.3 Ein neues Cyclase-Transducer-Element, CTE

2008 wurde von S. Dunin eine in einigen Adenylatcyclasen stark konservierte Region
von etwa 22 ASn am N-Terminus der CHD mit bioinformatischen Methoden identifiziert
(Kooperation mit Prof. Dr. A. Lupas, MPI Tiibingen). Bisher wurde sie in Dissertationen
als mogliches Element unter der Bezeichnung C-Helix gefiihrt. A. Lupas benannte
allerdings in Histidinkinasen eine andere Region ebenfalls als C-Helix [161]. Diese
Region in ACn wurde hier biochemisch identifiziert und charakterisiert. Es wurde
untersucht, ob es sich um ein eigenstiandiges Element handelt oder um eine Teilstruktur
der CHD. Etliche dieser Ergebnisse sind in einer Publikation derzeit in Uberarbeitung
[38]. Die Region erhielt die Bezeichnung CTE, fiir Cyclase-Transducer-Element.

Die bioinformatischen Untersuchungen wurden von Jens Bafdler (MPI, Tibingen)
durchgefiihrt. In der Datenbank der Nukleotidcyclasen wurde die CTE ausschliefslich in
Klasse Illa und b ACn gefunden, nicht in Klasse Illc und d ACn. Die CTE stellt folglich ein
weiteres Unterscheidungsmerkmal der vier AC Subklassen dar. Die CTE wurde auch in
den verwandten Guanylatcyclasen von Wirbeltieren, nicht aber in bakteriellen
Diguanylatcyclasen gefunden [38]. Strukturvorhersagen zufolge besitzt die CTE eine
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a-helikale Struktur, mit einer Beugung oder Unterbrechung durch ein mittig
lokalisiertes, hochkonserviertes Prolin. Geldste Strukturen mit der CTE sind lediglich
von der GC der Ratte (pdb: 3hls) mit S-Helix sowie von der AC Isoform X des Menschen
(pdb: 4clf) als Heterodimer bekannt. In beiden Fillen bilden die CTE's eine helikale
Struktur aus, mit einer etwa mittig gelegenen Unterbrechung. Dies stimmt mit Struktur-
vorhersagen tiberein. Zur Gruppe der Klasse Illa ACn gehdren die neun membran-
gebundenen pseudoheterodimeren ACn von Wirbeltieren (Isoformen I bis IX) sowie
viele bakterielle ACn. Eine ebenfalls von ]. Bafdler durchgefiihrte Cluster Analyse der
Klasse Illa ACn mit der CLANS Software zeigte eine deutliche Aufteilung der CTE's nach
ihrer Herkunft von Wirbeltier C1, C2 und bakteriellen CTE's. Wahrend bei bakteriellen
CTE's keine Gruppierung erkennbar war, zeigten C1 und C2 CTE's eine zusatzliche
Gruppierung in ihre neun Isoformen. Auch ihre Unterteilung nach Sequenzeigenschaften
und Regulation in vier Gruppen (I, IlI, VIIL; II, IV, VII; V, VI und IX) spiegelte sich wider
[53, 162]. Eine Cluster Analyse mit den Sequenzen der CHDn ohne CTE's resultierte in
einer ahnlichen Aufteilung. Dies wurde als ein deutlicher Hinweis fiir eine Koevolution
von CTE und CHD gedeutet.

Nach den Untersuchungen zum optimalen Verkniipfungspunkt zwischen LgsS und
Rv1625c (3.2) wurde klar, dass die CTE in Rv1625c mit R218 beginnt. Im Alignment mit
der CyaG AC ist das entsprechende R456 die erste AS nach der S-Helix und markiert dort
den Beginn der CTE bzw. der bisher notierten CHD. Obwohl in diesen beiden
bakteriellen ACn die CTE's mit Arginin beginnen, war diese AS nicht auffallig in Klasse
[Ila ACn konserviert (Abb. 3.16). Wie erwartet flihrten daher AS-Substitutionen von
R218 in der LqsS-Rv1625c Referenzchimdre zu vergleichbar aktiven und regulierten
Chimaren. Die Deletion von R218 hingegen fiihrte zu einer invers regulierten Chimare
(S219, Abb. 3.9). Es scheint hier demnach nicht eine spezielle Aminosaure essentiell zu
sein, wohl aber ihr Vorhandensein.

Zu Beginn der Anfertigung dieser Arbeit wurde aufgrund bisheriger Vermutungen die
CTE mit einer Lange von 20 ASn angenommen, bei Rv1625c von R218 bis E237. Im
Sequenzlogo zeigte sich allerdings die 20. AS Position trotz haufigen Vorkommens von
Alanin kaum Kkonserviert, wahrend die 19. AS Position hoch konserviert war. Zur
Untersuchung der tatsachlichen Liange wurde die CTE daher in einigen weiteren
Versuchen sowohl mit 19 als auch mit 20 ASn eingesetzt.

4.3.1 Interaktion von S-Helix und CTE in LgsS-Chimaren

Sollte es sich bei der CTE um ein funktionell eigenstandiges Modul handeln, miisste sie
mit anderen Signaltransduktionsmodulen wie der S-Helix oder der HAMP Doméne
differenziert interagieren konnen. Um dies zu untersuchen, wurden die HAMP Domane
und die 25 ASn lange S-Helix von CyaG N-terminal der CTE von sowohl Rv1625c CHD als
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auch CyaG CHD eingesetzt. Die CTE blieb folglich mit ihrer natiirlichen katalytischen
Domadne verbunden. Obwohl bereits erfolgreich LqgsS-Rv1625c Chiméren generiert
worden waren, war unklar, wie sie auf ein dazwischengeschaltetes Modul reagieren. Die
CyaG CHD interagiert natiirlich mit den Modulen HAMP und S-Helix, es waren aber
bisher keine LgsS-CyaG Chiméaren generiert worden. Basierend auf den LqsS-Rv1625c
Chimaren wurden fiir die Insertionsversuche jeweils drei Langen von LgsS verwendet,
Y178, K187 und M191. Mit beiden CHDn wurden aktive und gréfdtenteils ahnlich
regulierte Chimaren erzeugt, folglich sind sie funktionell austauschbar. Im Vergleich der
LgsS-Chimaren wurden bei Chimaren mit Rv1625c CHD stets hohere Basalaktivitaten
gemessen als mit CyaG CHD, den Western Blots zufolge schienen jedoch die CyaG
Chimaren starker exprimiert als die Rv1625c Chimadren. Es ist denkbar, dass die
katalytischen Domadnen von Rv1625c eine hohere Affinitdt zueinander besitzen als die
von CyaG.

In allen Chimaéaren, die ohne S-Helix stimuliert waren, fiihrte die Insertion der S-Helix
von CyaG N-terminal zur CTE zu einer Signalinversion. Die Moglichkeit bestand, dass die
Signalinversion lediglich durch eine Insertion von 25 ASn und nicht zwingend von der
S-Helix selbst bewirkt wurde. Als Kontrolle erfolgte daher der Einsatz von 25 ASn, die
sich sequenziell von der S-Helix unterschieden, es handelte sich jeweils um die 25 ASn
von LgsS fortlaufend von der nominellen Ankniipfposition. Hier wurde keine Regulation
durch LAI-1 beobachtet. Weiterhin fiihrte die Insertion der S-Helix zu deutlich erh6hten
Basalaktivitiaten, wahrend die Insertion der 25 ASn von LgsS in geringen Basal-
aktivititen resultierte. Folglich miissen S-Helix und die 25 ASn von LgsS unter-
schiedliche Strukturen ausbilden, obwohl beide Sequenzen mit einer helikalen Struktur
vorhergesagt werden. Aufschlussreich ware der Einsatz anderer 25 ASn mit anderen
strukturellen Eigenschaften an dieser Stelle, weiterhin konnten Kristallstrukturen
Hinweise iiber die Funktionsweise dieser Segmente geben.

Das Einfiigen der HAMP Domaéane zwischen Rezeptor und S-Helix fiihrte nur bei LgsS-
M191 zu regulierten Chimaren, sie wurden durch LAI-1 stimuliert. Es war ein Muster
erkennbar: Lediglich aus Rezeptor- und Effektordoméne bestehende Chimédren waren
stimuliert, mit eingefiigter S-Helix trat Hemmung auf, mit zusatzlich eingefiigter HAMP
Domane trat erneut Stimulation auf. Jedes weitere eingefiigte Modul bewirkte also eine
Signalumkehr. Dieses Schema wurde auch in chimidren Tandem-HAMP Enzymen
beobachtet, bei dem jede HAMP Domane als Modul eine Signalumkehr bewirkt und sich
die Vorzeichenwechsel in Tandem-HAMPs somit wieder auftheben [163]. Auffallig war,
dass die Chimdren mit beiden Cyclasen eher mit einem weiteren Modul kompatibel
waren, je langer LgsS eingesetzt worden war. Vermutlich erfordert die Signal-
transduktion von LgsS liber mehrere funktionelle Strukturen der Signalwandler eine
gewisse Flexibilitat durch eine Art Linker am Membranausgang.
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Zur weiteren Untersuchung der Kommunikation der Module wurden die S-Helix, aber
auch die vormals verwendeten 25 ASn von LgsS C-Terminal der CTE (zwischen CTE und
CHD) der Referenzchimdre eingesetzt. Beide Insertionen bewirkten eine hohe
Stimulation und damit keine Signalinversion. Auch waren in beiden Fillen die Basal-
aktivitdten niedrig bei vergleichbaren Expressionslevel. Dies lasst sich gut erklaren mit
der Vermutung, dass beide 25 ASn hier wie eine Verlangerungshelix wirken. Beziiglich
der Dimerisierung der CHDn bedeutet dies mehr Freiheitsgrade fiir die Einstellung des
thermodynamischen Gleichgewichtes, was moglicherweise in einer weniger starren
Struktur des Dimers resultiert und folglich die geringe Basalaktivitat erklart. In den
Chimdren lagen die Ligandenkonzentrationen fiir halbmaximale Regulation im
vergleichbaren zweistelligen nanomolaren Bereich. Dies spricht fiir eine Unabhéangigkeit
der Interaktion der cytosolischen Module von der Rezeptordomdne und demonstriert
die Plastizitat der Signaltransduktion iiber die Membran [11, 151].

Die CTE wurde in der Referenzchimare am C-Terminus auf 19 bzw. 18 ASn verkiirzt und
anschliefdend die S-Helix N- bzw. C-terminal eingefiigt (Abb. 3.19), um anhand méglicher
unterschiedlicher Interaktionen Riickschliisse auf die Lange der CTE zu ziehen. Die
C-terminal verkiirzten Chimaren waren etwas starker durch LAI-1 stimuliert, allerdings
waren die Basalaktivititen gering. Im Gegensatz dazu waren bei den Chimaren mit
N-terminal um ein bis zwei ASn verkiirzten CTE's fiir jede zusatzlich deletierte AS eine
Signalinversion bei vergleichbarer Basalaktivitit beobachtet worden (S219 und E220,
Abb. 3.9). Die N- bzw. C-terminale Insertion der S-Helix bei 19 und 20 ASn langer CTE
fiihrte zu vergleichbaren Regulationen. Im Hinblick auf die geringeren Basalaktivitdten
der kiirzeren CTE ware es allerdings wahrscheinlicher, dass die Lange der CTE 20 ASn
betragt, wohingegen nach bioinformatischen Analysen eine Sequenzlange von 19 ASn
angenommen wurde, da die 20. Position nicht hochkonserviert war. Zu bedenken gilt
hier, dass eine hohe Sequenzkonservierung nicht zwangslaufig mit Domanengrenzen
einhergehen muss, beispielsweise zeigt die erste Position der CTE (R218 in Rv1625c)
eine hohe Variabilitdt. Mit 18 ASn langer CTE konnte kein Protein mit C-terminaler
Insertion der S-Helix exprimiert werden. Auf Sequenzrichtigkeit und Vektorintegritat
wurde gepriift, weiterhin zeigten die E. coli Zellen bei der Expression ein normales
Wachstum, die Expression des Proteins war folglich nicht toxisch. Das exprimierte
Protein war daher entweder instabil oder wurde falsch gefaltet, sodass es sofort
abgebaut wurde. Die N-terminale Insertion der S-Helix resultierte zwar in einer
Signalinversion, untypischerweise war die Basalaktivitiat jedoch nicht hoher, sondern
niedriger als ohne S-Helix. Zusammenfassend lasst sich somit schlussfolgern, dass eine
funktionelle CTE langer als 18 ASn sein muss, nach Erkenntnissen aus den
biochemischen Experimenten ist sie 20 ASn lang.

Wahrend die Deletion der S-Helix in Signalinversion resultiert, fiihrt die Deletion der
CTE in LgsS-Rv1625c Chimaren zum Verlust von Aktivitat. Die relativ kleinen Module
CTE und S-Helix besitzen folglich unterschiedliche Funktionen. Die S-Helix wird als
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durchgangige helikale Struktur vorausgesagt, die CTE nimmt hingegen wahrscheinlich
die Struktur einer durch einen Knick unterbrochene Helix an. Bei der Nummerierung
der ASn in Heptaden wurde bei der S-Helix die fiir coiled-coil typische Haufung von
hydrophoben ASn an den Positionen a und d gefunden, nicht aber bei der CTE. Aufgrund
ihrer Kiirze konnen beide Elemente keine komplexe Struktur annehmen, im Dimer
konnten jedoch beide entscheidend zur Dimerisierung beitragen und eine Schalter-
funktion tbernehmen. Beispielsweise agiert die a-N10 Helix in der pH sensitiven
Rv1264 durch Ausbildung bzw. Zusammenbruch der helikalen Struktur ("regulated
unfolding") wie ein Schalter, der katalytische Aktivitat unterbindet oder zulasst [60].

Zusammenfassend kann der S-Helix aus CyaG mit nur wenigen Ausnahmen eine
eigenstandige Funktion als Modul bestatigt werden. Ihre Fahigkeit zur Signalinversion
ist unabhangig von den eigenen direkt benachbarten Domanen HAMP und CHD. Aus den
Experimenten kann man ableiten, dass die Reihenfolge cytosolischer Module fiir die
Signaltransduktion von Rezeptor- auf Effektordoméne eine entscheidende Rolle spielt.
Folglich ist die Eigenschaft der S-Helix, das Vorzeichen des Signals umzukehren,
positionsabhangig, das weitergeleitete Signal ist unidirektional.

4.3.2 CTE Substitutionen

Bakterielle Klasse Illa ACn sind als Homodimere aktiv, bei der Bildung des katalytischen
Zentrums sind zwei identische CTE's und CHDn beteiligt. Im Gegensatz dazu sind alle
neun I[soformen der membranstiandigen Klasse Illa ACn von Wirbeltieren Pseudo-
heterodimere. Die beiden CTE's und CHDn liegen auf einer Peptidkette und sind
sequenziell verschieden. Die Sequenzen von CTE1 bzw. CTE2 der jeweiligen Isoform
sind in allen Wirbeltieren identisch, besitzen aber untereinander einen hohen
Konservierungsgrad (Abb. 7.1). CTE1 und CTE2 von AC Isoform V sowie die CTE von
Rv1625c stimmen beispielsweise in fiinf von 20 ASn tberein, zwei bis vier ASn sind
dhnlich (Abb. 3.20). Nach der bioinformatischen Analyse wurde eine Koevolution der
CTE mit ihrer Kkatalytischen Domédne fiir wahrscheinlich befunden [38]. Mit
Substitutionen der Rv1625c-CTE durch die ACV_CTE1 bzw. ACV_CTE2 wurde in der
Referenzchimare LgsS-Rv1625c sowie in der loslichen Rv1625c¢ AC tberpriift, ob die
CTE's funktionell austauschbar sind. In den membrangebundenen Chiméren fiihrte dies
zu einem Aktivititsverlust von Uber 94%, bei den cytosolischen Chimaren zu
mindestens 80%. Ubereinstimmend mit den vorangegangenen Versuchen waren sowohl
CTE-Modifikationen als auch die Trennung der CTE von der eigenen CHD stets mit
einem deutlichen Aktivititsverlust verbunden. Ahnliches war bei der CTE der Klasse I1Ib
AC Rv3645 beobachtet worden: Obwohl die Liange des dort Linker genannten Segments
unterschiedlich war, fihrte eine Punktmutation am N-terminalen Ende zu einem fast
vollstandigen Aktivitdtsverlust [1]. Es wurde daher spekuliert, dass dieser Linker bei der
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Regulation der AC-Aktivitit von Bedeutung sei. Die aktuellen Ergebnisse bestatigen
diese Vermutung.

Trotz der verminderten Aktivititen wurden die membrangebundenen Substitutions-
chimaren zumeist durch LAI-1 reguliert. Als Homodimere wurden die ACV_CTE1
Chimaren stimuliert, im Gegensatz dazu wurden die ACV_CTE2 Chimdren gehemmt. Da
in den Wirbeltier ACn die beiden CTE's als Paar interagieren, ist es moglich, dass jeder
Partner auf das Signal unterschiedlich reagiert. Es ware denkbar, dass beide CTE's auf
ihre jeweilige Membrandomane abgestimmt unterschiedliche Signale empfangen, da die
Membrandomanen ihrerseits sequenzverschieden sind. Beide Erklarungen deuten auf
eine Asymmetrie in der Struktur der CTE hin. Eine differenziertere Untersuchung der
CTE's erfolgte anschlief3end als heteromeres Paar. Durch insgesamt flinf Modifikationen
der katalytischen ASn in der Rv1625c CHD wurden die beiden katalytischen Domé&nen
C1 und C2 von Wirbeltieren imitiert. Nur bei Paarung von Rv1625c_C1 (N372T, R376H)
und Rv1625c_C2 (D256S, D300S, D301T) entsteht durch Komplementierung ein aktives
Zentrum [51, 75], wodurch auch die erforderliche Paarung der eingefiigten CTE's erfolgt.
Wie auch beim Homodimer wurde die Chimare mit doppelter ACV_CTE2 gehemmt.
Interessanterweise war die ACV_CTEZ2 als Heterodimer mit ACV_CTE1 oder der
Rv1625c-CTE unreguliert durch LAI-1. Insbesondere bei der Kombination von
ACV_CTE1 mit ACV_CTE2 war die Basalaktivitit im Vergleich zu allen anderen CTE-
Substitutionschimaren noch niedriger und lag mit 40 pmol-mg1-min-! nur gering iiber
der Empfindlichkeitsgrenze des AC-Assays. Dies war unerwartet, da es der Kombination
der CTE's in der ACV entspricht. Im Hinblick auf die gegensatzliche Regulation durch
LAI-1 als Homodimere kann man folglich mit Sicherheit annehmen, dass beide CTE's bei
der Signaltransduktion unterschiedliche Aufgaben erfiillen und in der ACV aufeinander
abgestimmt zur Signaltransduktion beitragen. Die Stimulation des Heterodimers aus
ACV_CTE1 und Rv1625c-CTE durch LAI-1 untermauert diese Annahme, da beide CTE's
als Homodimere bereits stimuliert wurden.

Um zu priifen, ob die Abnahme der Basalaktivititen mit dem Signal von der Membran-
domane verknlipft war, wurden CTE Substitutionen auch im l6slichen Teil von Rv1625c
durchgefiihrt. Ein Pseudoheterodimer aus zwei cytosolischen Teilen von Rv1625c der
Positionen D204-G443 mit einem 14 ASn langen Linker verbunden zeigte eine hohere
Aktivitat, dies wurde der erzwungenen rdaumlichen Nahe der beiden katalytischen
Einheiten zugeschrieben [75]. Von A. Schultz war nach gleichem Schema ein Hetero-
dimer der loslichen Teile (D204-G443) von Rv1625c_C1 und Rv1625c_C2 verbunden mit
dem Tetradekapeptidlinker generiert worden. Rv1625c_C1 und Rv1625c_C2 besafden
die gleichen fiinf Mutationen im katalytischen Zentrum wie die oben verwendeten
membrangebundenen Heterodimeren. S. Breitkopf demonstrierte die essentielle
Dimerisierung der CHDn dieses Heterodimers fiir enzymatische Aktivitat [51]. Weil die
cytosolischen pseudoheterodimeren Enzyme keine Rezeptordomdne besafden, wurde
keine Information zur Regulation erhalten. Aufgrund ihrer Loslichkeit konnten sie
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allerdings iiber ihren N-terminalen His-Tag aufgereinigt werden. Wie auch bei den
membrangebundenen Chimaren fiihrte jede Substitution einer oder beider CTE's zu
Enzymen mit deutlich reduzierter Aktivitat. Der Verlust betrug im Vergleich zum WT-
Enzym 80 bis 95%. Es verdeutlicht, dass die Aktivititsabnahme nicht durch die
Membranverankerung beeinflusst wird, sondern speziell auf Verdanderungen im Bereich
der CTE's zuriickzufiihren ist und deutet folglich auf Funktionen bei der Dimerisierung
hin. Es ist eine asymmetrische Struktur der CTE Paare vorstellbar, da bei den Paarungen
der Rv1625c-CTE mit ACV_CTE1 oder ACV_CTEZ2 signifikant unterschiedliche Aktivitaten
erhalten wurden in Abhédngigkeit der Positionierung im Rv1625c_C1 oder Rv1625c_C2
Segment. Es wurden jedoch bei der Paarung von ACV_CTE1 und ACV_CTE2 unabhéangig
von der Positionierung vergleichbare Aktivititen erhalten. Dies wurde so gedeutet, dass
die beiden Helices ihre dimere Struktur ausbilden konnen. Dafiir spricht auch, dass hier
die mogliche direktionale strukturelle Beschrankung durch die Membrandomane fehlt.

Zu Rv1625¢c-CTE ist die ACV_CTE1 in 13 von 20 ASn verschieden, die ACV_CTE2 in 14
von 20 ASn. Um den Einfluss dieser Unterschiede genauer zu untersuchen, wurden
ACV_CTE1 bzw. ACV_CTE2 Modifikationen jeweils im Dimer mit der Rv1625c-CTE
durchgefiihrt. Diese Paarung versprach die grofitmogliche Aktivitdtssteigerung, da
Rv1625c-CTE als Homodimer (WT) die hochste Aktivitiat aller CTE Paarungen aufwies
(Abb. 3.25). Der Austausch der N- bzw. C-terminalen Halfte der ACV_CTE1 durch die
entsprechenden ASn der Rv1625c-CTE resultierte in 91 bzw. 37% aktiveren Enzymen.
Die Aktivitat betrug jedoch nur 17 bzw. 12% der Aktivitit des WT, obwohl nur noch
sieben bzw. sechs ASn unterschiedlich waren. Es stellt nur scheinbar einen Widerspruch
dar, dass weniger verschiedene ASn eine grofiere Differenz der Aktivitit bewirken.
Unter Einbezug aller bisherigen Erkenntnisse bekraftigen diese die Vermutung, dass die
N- und C-terminalen Hélften der CTE unterschiedliche Funktionen einnehmen.

Bei Betrachtung der geladenen ASn in den CTE's fiel deren gehauftes Auftreten im
Randbereich auf. Es ist moglich, dass sie durch ionische Wechselwirkungen die dimere
Struktur stabilisieren. Durch Substitution einzelner ASn wurde versucht, die Ladungs-
verteilung in der CTE1 bzw. CTE2 anzugleichen. In allen Versuchen konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied zur nicht modifizierten Variante festgestellt werden. In den
homodimeren Membranchiméren bewirkten die gleichen Punktmutationen hingegen
den Verlust der Aktivitit. Obwohl nur ein oder zwei ASn verandert worden waren,
wirkte sich das in den beiden Testsystemen vo6llig unterschiedlich aus. Méglicherweise
besitzen die CTE's im cytosolischen System durch die Verbindung iiber einen Linker
eine etwas hohere Flexibilitit beziiglich ihrer Ausrichtung als im System der
membrangebundenen Chimaren. Daher koénnte die durch AS-Substitution induzierte
strukturelle Veranderung im cytosolischen System toleriert werden, wahrend diese in
membrangebundenen Dimeren zum Aktivitatsverlust fiihrt.
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Ein weiterer Aspekt, der im cytosolischen Dimer der Rv1625c-CTE mit ACV_CTE2
untersucht wurde, war die Lange der CTE und damit verbunden der Abstand der ersten
AS der CTE zum katalytischen Aspartat (D) im 'FAD'-Motiv in C1 CHDn. Dieser Abstand
betragt bei Rv1625c 37 ASn, bei der ACV_CTEZ 40 ASn. Die Substitution dieses gesamten
Bereiches sowie der Einsatz der ACV_CTEZ2 in den Langen von 19 bis 23 ASn resultierten
jedoch lediglich in weiterem Aktivitatsriickgang, weshalb daraus kein Riickschluss auf
die Lange der CTE gezogen werden konnte. Obwohl die absolute Lange der Mutanten 2 B
und 2 G (Tab. 3.20) identisch waren, unterschieden sich die Aktivitdten signifikant. Dies
verdeutlicht erneut, dass in diesem Bereich wenige ASn entscheidend zur Signal-
transduktion beitragen.

Die urspriingliche Unterteilung der Wirbeltier ACn in die neun Isoformen erfolgte
aufgrund sequenzieller Unterschiede in den Membrandomanen, ihr Vorkommen ist
gewebsspezifisch. Die CTE ist direkt vor dem (3-Faltblatt mit dem 'FAD'- bzw. 'FAS'-Motiv
der CHDn positioniert, daher ist eine Beteiligung der CTE's an der Dimerisierung der
CHDn sehr wahrscheinlich. Die gewonnenen Erkenntnisse, dass die Modifikation der
CTE oder die Trennung der CTE von ihrer natiirlichen katalytischen Doméane zu einem
dramatischen Aktivitiatsverlust fiihrt, deuten auf ein abgestimmtes System von
Membrandoméane, CTE und CHD in der direkten Signaltransduktion hin. Eine solche
wiirde die unterschiedliche AS Sequenz der Isoformen bei hoher Konservierung in
verschiedenen Spezies plausibel erkliren. Dass die CTE eine zentrale Rolle in der
Signaltransduktion einnehmen konnte, wurde in der Vergangenheit nie in Betracht
gezogen. Moglicherweise gestaltete sich die erfolgreiche Kristallisation einer dimeren
AC deshalb schwierig. Von der CTE sowie von der S-Helix mit der CTE sind bisher keine
Strukturen in Kombination mit der HAMP bzw. der katalytischen Domédne bekannt. Es
gelang lediglich die Kristallisation der katalytischen Doméanen ab dem 'FAD'/'FAS' Motiv
als Dimere verschiedener Isoformen [67, 164-166]. Aufgrund von Strukturen der
l6slichen, menschlichen AC X (pdb: 4clf) sowie einer GC der Ratte (pdb: 3hls) wurde von
J. Bafdler, Max Planck Institut, Tibingen, ein 3D Strukturmodell zur mdéglichen
Signaltransduktion durch die CTE erstellt (Abb. 4.1). Beide CTE's wechseln dabei
zwischen einer geknickten und einer gestreckten helikalen Struktur tiiber einen
asymmetrischen Zwischenschritt.
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Abb. 4.1 Modell der CTE's fiir die Signaltransduktion (J. Bafdler, MPI, Tiibingen) aus [38]. N-Terminus
unten (signaling helix), C-terminus oben (CYCc). Die CTE's (blau und orange hervorgehoben) liegen im
Dimer entweder als abgeknickte (links) oder gestreckte Helix (rechts) vor. Den Ubergangszustand (Mitte)
zeichnet eine asymmetrische Struktur beider Helices aus. Eine mégliche Interaktion der hydrophoben AS
Reste der C-terminalen Helix fithren vermutlich zur Verlangerung der N-terminal gebildeten coiled-coils.
Signaling helix = S-Helix, CYCc = CHD.

4.4 Vergleich von LAI-1 und CAI-1

Die o-Hydroxyketone CAI-1 und LAI-1 unterscheiden sich in der Lange ihrer
hydrophoben Kette, LAI-1 ist zwei C-Atome langer [119]. Es wurde fiir CqsS gezeigt, dass
der Rezeptor in vivo und in vitro auf kurzkettigere Varianten von CAI-1 reagiert, nicht
aber auf langerkettigere wie LAI-1 [127, 128, 167]. Umgekehrt wurde fiir LgsS
demonstriert, dass der Rezeptor sowohl auf LAI-1 als auch auf das kurzkettigere CAI-1
reagiert, allerdings antagonistisch [131]. Erst kiirzlich wurde mit LgsT ein zweiter,
homologer Rezeptor fiir LAI-1 entdeckt, LgsT zeigte keine Reaktion auf CAI-1 [131, 159].
Wahrend in Vibrionen vier verschiedene Autoinducer (Al) Systeme konvergieren,
erfolgt die differenzierte Regulation in L. pneumophila offenbar durch das gleiche Al-
Molekiil tiber teilweise antagonistisch signalisierende Rezeptoren. Es wurde daher
spekuliert, dass die Signalisierung tiber a-Hydroxyketone komplexer als bisher bekannt
sein muss [159].
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle LqsS Chiméaren zusatzlich zu LAI-1 auch mit 1 pM
CAI-1 getestet. Anders als bei den Chemotaxis Rezeptoren fiir Serin (Tsr) und Aspartat
(Tar), bei denen der jeweils andere Ligand keine Reaktion auszulosen vermochte und als
Negativkontrolle verwendet werden konnte, war 1 uM CAI-1 als Ligand aktiv. Auf diese
Aktivitaten wurde separat in Kapitel 3.5 eingegangen. Die meisten Chimaren zeigten bei
beiden Liganden eine vergleichbare Regulation gleichen Vorzeichens (Stimulation,
Hemmung bzw. keine Regulation). Nur selten wurde eine unterschiedliche Regulation
beobachtet, sie trat vorrangig bei Chimaren auf, die im Rahmen der Untersuchung der
Anknlipfpositionen von LqsS und Rv1625c erzeugt wurden (Abb. 3.29). Es war kein
Muster erkennbar, in zwei Fillen war der Unterschied signifikant.

Die Ursache fiir die unterschiedliche Regulation durch LAI-1 und CAI-1 kénnte im
Ruhezustand der Chimaéren liegen, bei dem das unterschiedliche Signal von der
Membrandomane stimulierend bzw. hemmend interpretiert werden kann. Der
tatsachliche Bindemechanismus von Ligand und Rezeptor ist unbekannt. Aufgrund der
Hydrophobizitit konnte der Ligand in die Membran selbst eintauchen, es wird jedoch
derzeit von einer Bindetasche ausgegangen, bei der der Ligand entweder fast senkrecht
oder waagerecht in der Membrandomane steht [119, 156]. Davon ausgehend, dass die
Ligandenbindung die notige Energie fiir die cytosolische Konformationsanderung
bereitstellt, miissten beide Liganden unterschiedliche thermodynamische Eigenschaften
besitzen. Dies ist nur moglich, wenn die Liganden vollstandig in den Rezeptor, nicht aber
in die Membran eintauchen [154]. Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit
unterstreichen die Theorie einer Ligandenbindetasche.

Die Kreuzreaktivitdt deutet aufierdem auf eine mogliche Inter-Spezies Kommunikation
zwischen Legionellen und Vibrionen hin [120, 137, 168, 169]. Beide Organismen
besetzen allerdings verschiedene 6kologische Nischen, daher ist eine Kommunikation
tiber die QS Systeme in diesem Fall unwahrscheinlich [121, 137, 170]. Das Igs-Gencluster
wurde allerdings auch in anderen Spezies wie Nitrococcus, Burkholderia und
Polaromonas gefunden. Es wurde die Annahme formuliert, dass die Einzeller tiber das
Signalisieren durch o-Hydroxyketone sowohl die Anwesenheit von Bakterien der
gleichen sowie fremder, moglicherweise feindlicher Spezies registrieren konnen. Eine
umfangreiche Inter-Spezies Kommunikation ist demnach prinzipiell méglich [137, 171].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen, dass die Signaltransduktion
iiber die Membran nach einem Mechanismus erfolgt, der einer universellen Sprache
gleicht. Domédnen von verschiedenen Enzymen konnen zu einem aktiven, funktionellen
und regulierten chimdren Enzym zusammensetzt werden, vergleichbar wie Worter zu
Satzen zusammengesetzt werden. Es wird allerdings auch deutlich, dass die einzelnen
Bauteile fein aufeinander abgestimmt sind und kleine Anderungen leicht zu
Missverstandnissen fithren konnen.
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5 Zusammenfassung

Signaltransduzierende Membranproteine besitzen zwischen Rezeptor- und Effektor-
domane oft signalmodulierende Domanen wie HAMP, S-Helix oder Cyclase-Transducer-
Element (CTE). Aufgrund dieses Aufbaus wird ein &hnlicher Mechanismus der
Signaltransduktion vermutet, der funktionelle Austausch von Domédnen wurde mit einer
moglichen universellen Sprache gedeutet. Auch Adenylatcyclasen besitzen solche
Signalwandlermodule, eine direkte Regulation von ACn durch Liganden wurde bislang
nicht bewiesen.

Hier wurden funktionelle chimire ACn hergestellt, bei denen der hexahelikale TM
'Quorum-Sensing Receptor' LqsS aus Legionella pneumophila den hexahelikalen TM
Membrananker der mykobakteriellen AC Rv1625c ersetzt. Als Verkniipfungsposition
des LgsS Rezeptors an die Rv1625c AC wurden auf der LgsS Seite viele Ankniipf-
positionen toleriert. Dabei trat sowohl Stimulation als auch Hemmung durch den
Liganden LAI-1 auf. Auf der Rv1625c Seite wurden nur wenige Ankniipfpositionen
toleriert. Mit abnehmender Lange von Rv1625c nahm die Basalaktivitiat der AC drastisch
ab.

Es wurde die Fragestellung der funktionellen Eigenstiandigkeit der S-Helix bearbeitet.
Hierfiir wurde die S-Helix mit HAMP Domanen von Tsr, Af1503 und CyaG sowie den
CHD Effektordomdnen von Rv3645, Rv1625¢ und CyaG kombiniert. Mit den
N-terminalen Rezeptoren Tsr bzw. LqsS wurde die Regulation durch die Liganden Serin
bzw. LAI-1 untersucht. Meist wurde die signalinvertierende Eigenschaft der S-Helix
bestatigt, d.h. ihre Funktion als eigenstandiges Modul. Mit der CHD von Rv3645 wurden
keine regulierten Chimaren erhalten, vielleicht mangels Kompatibilitat zwischen S-Helix
und einer Klasse I1Ib AC. Bei der Untersuchung der Kommunikation von S-Helix und CTE
wurde die signalinvertierende Eigenschaft der S-Helix als positionsabhangig festgestellt.

Unter Einbezug aller Ergebnisse wurde erstmals das 20 ASn lange Cyclase-Transducer-
Element biochemisch charakterisiert. Neben einem mittig gelegenen, invarianten Prolin,
das vermutlich die helikale Struktur unterbricht, besitzt die CTE eine ausgepragte
Sequenzkonservierung. Die Austauschbarkeit der bakteriellen Rv1625c-CTE mit der
ACV_CTE1 bzw. der ACV_CTE2 von Wirbeltieren wurde untersucht. Jede Veranderung
der Rv1625c-CTE resultierte in einem Aktivitdtsverlust. Es wurde gezeigt, dass sich
N- bzw. C-terminale Modifikationen der CTE unterschiedlich auswirken. Die Daten
deuten darauf hin, dass CTE's auf ihre umgebenden Doméanen abgestimmt sind und eine
asymmetrische Funktion in der Signaltransduktion einnehmen. Dies stiitzt die
Hypothese der direkten Regulation von ACn, welche in Eukaryoten zusatzlich zur
indirekten Regulation durch GPCRn erfolgen wiirde.
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6 Summary

Between receptor and effector domains of signaling proteins signal transducing or
modifying domains like HAMP, S-Helix or Cyclase-Transducer-Element (CTE) are
frequently found. Because of this common domain organisation, similarities in the
mechanism of signal transduction are likely. The functional replacement and
exchangeability of these domains indicates a universal language in signal transduction.
Such signal modifying modules are also present in adenylate cyclases, albeit a direct
receptor regulation has yet to be shown.

Here, functional chimeric ACs between the quorum-sensing receptor LqgsS from
Legionella pneumophila and the mycobacterial AC Rv1625c were generated. The
hexahelical TM receptor domain of LgsS replaced the hexahelical TM membrane domain
of Rv1625c. On the side of LgsS, several linkage points were accepted. The ligand LAI-1
regulated cAMP production, both inhibition and stimulation were observed. On the AC
side, only few linkage points were tolerated. Further truncated Rv1625c AC resulted in
drastically lower basal AC activities.

The S-Helix as a stand-alone module was investigated by combining it with domains
from various proteins, e.g. HAMP domains from Tsr, Af1503 and CyaG and CHD domains
from Rv3645, Rv1625c and CyaG. As receptors, Tsr (serine) or LgsS (LAI-1) were used.
The S-Helix inverted the output signal in most cases, thereby attesting its property as a
stand-alone module. With Rv3645 CHD no regulated chimeras were observed, possibly
due to an incompatibility with class IIIb ACs. Studying the communication between S-
Helix and CTE, the ability of the S-Helix to invert the signal was demonstrated to be
position dependent.

Taken together, the 20 amino acid long segment Cyclase-Transducer-Element was
biochemically characterized for the first time. A central invariant proline is likely to
disrupt the helical structure. Unlike HAMP domains, the CTE amino acid sequence is
conserved in both bacterial and vertebrate ACs. The mycobacterial Rv1625¢c-CTE was
replaced by either vertebrate ACV_CTE1 or ACV_CTEZ2 to investigate if CTEs are
exchangeable between bacteria and mammalia. Any modification resulted in decrease of
basal AC activity. Additionally, differences were observed if modifications were aimed at
the N- or the C-terminus of the CTE. The data illustrate the fine tuning of each CTE to its
flanking input and output domains. In conclusion, CTEs likely result in asymmetric
signal transduction. This supports the hypothesis of a direct regulation of ACs which
would exist additionally to the established indirect regulation by GPCRs in eukaryotes.
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7 Anhang

Zu Kapitel 3.4 Identifizierung des neuen Cyclase-Transducer-Elements (CTE)

Mensch ACI-C1 : S DINEKCIXRINE U SIRAS R INKEDFLKPPE
Maus_ACI-C1 : 1 ) I KEDFLKPPE--
Ratte ACI-C1 : ) ) LLP IWKEDFLKPPE--
Mensch ACII-C1 : EMIE

Maus ACII-C1 : E} EMG

Ratte ACII-C1 H KA
Mensch_ ACIII-Cl C
Maus ACIII-C1

Ratte ACIII-C1

Mensch ACIV-C1 : I RINUKAEIMARLOAGQGSRPEST -
Maus_ACIV-C1 : IPARINKAEIMARLOAGORSRPENT
Ratte_ACIV-Cl : ) 3 ) P RIGNKAFRIMARLOAGQS SRPENT -
Mensch ACV-CLl : ) AMIAUKADIMNAKQE D
Maus ACV-Cl : S INIKADINAKQED

Ratte ACV-C1 H B ) HUKA DIMNAKQED-
Kaninchen ACV-C1
Mensch ACVI-C1

Maus ACVI-C1 :
Ratte_ACVI-C1l : W MAYKEDINTKKED

Mensch ACVII-C1l : ane 7 HiSMGUKLABT FRLKEHGDRRCMPD-—

Maus ACVII-CL : SAANE A HIlSMGRKLAM I ERLKEGGDRHYMPD-—

Ratte ACVII-C1 : s A M SMGUKLAMIERLKEGGDRHYTPD-—

Mensch ACVIII-C1 : ) WVIBESVL PSS VY EMINE*TNVEDEHLQ

Maus ACVIII-C1 : ) ) LPaviy EMINE“TNVEDEHLQ

Ratte ACVIII-C1 : YIrRAARE R FY VIS TNDY TNVEDEHLQ

Mensch_ACIX-C1 : IUISR TRV D DISMKQGDEE SENSVKRHATSSPKNRKKKSSIQKAPT

Maus_ACIX-C1 : ) SR T2 D DMK QGDEESENSVKRHATSSPKNRKKKSSTQKAPT
Ratte ACIX-C1

Mensch_ ACI-C2
Maus_ACI-C2

Ratte ACI-C2
Mensch ACII-C2
Maus_ACII-C2 :
Ratte ACII-C2 :
Mensch ACIII-C2
Maus ACIII-C2
Ratte ACIII-C2
Mensch ACIV-C2
Maus_ACIV-C2
Ratte ACIV-C2
Mensch ACV-C2 :
Maus_ACV-C2

Ratte ACV-C2
Kaninchen ACV-C2
Mensch_ACVI-C2
Maus ACVI-C2
Ratte_ACVI-C2
Mensch_ACVII-C2
Maus ACVII-C2 :
Ratte ACVII-C2
Mensch_ ACVIII-C2

Maus ACVIII-C2 : MLIAINT L
Ratte ACVIII-C2 : MLANT L. P&
Mensch ACIX-C2 : ) ANT IPpY
Maus ACIX-C2 : v SN T TPy
Ratte ACIX-C2 : SSIMRDQAD AN T T Dy

Abb. 7.1 Alignments von Sequenzausziigen. Gruppiert in eukaryotische C1 (oben) und C2 (unten). Die
Aminosauren sind in Graustufen hinterlegt, um den Grad der Konservierung hervorzuheben (weif = nicht
konserviert, schwarz = hoch konserviert). Die CTE ist durch eine Raute markiert, umrandet sind die in
dieser Arbeit verwendeten CTE-Sequenzen. Das Dreieck markiert das in C1 hochkonservierte FAD bzw. in
C2 das hochkonservierte FAS Motiv. Die Gruppierung der Sdaugetier-ACn in vier Gruppen (I, IlI, VIIL; II, IV,
VII; V, VI und IX) spiegelt sich hier wider [53, 162].

135



Anhang

UniProtKB/TrEMBL Nummern fiir alle Sequenzen in Abb. 7.1: Mensch: ADCY1: Q08828,
ADCY2: Q08462, ADCY3: 060266, ADCY4: Q8NFM4, ADCY5: 095622, ADCY6: 043306,
ADCY7: P51828, ADCY8: P40145, ADCY9: 060503. Maus: ADCY1: 088444, ADCY2:
Q80TL1, ADCY3: Q8VHH7, ADCY4: Q91WF3, ADCY5: P84309, ADCY6: Q01341, ADCY7:
P51829, ADCY8: P97490, ADCY9: P51830. Ratte: ADCY1: D4A3N4, ADCY2: P26769,
ADCY3: P21932, ADCY4: Q66HKS5, ADCY5: Q04400, ADCY6: Q03343, ADCY7: F1LQT1,
ADCY8: P40146, ADCY9: MOR5U4. Kaninchen: ADCY5: P40144.

[Rv1625¢ e A
CyaG A.max. : LRDSFIALENTNRELEQRVLERTA
CyaG A.plat. : LRDSFIALEKTNRELEQRVLERTA
retinale GC i MLEQYSSNLEDLIRERTEE]
Oscillatoria I e ————————— ),
[lla =4 Lyngbya P! AKe
Dechloromonas : ——————=——————————————————
Nostoc P
Hyphomicrobium : -—--—--—-==—-————--u——
Agrobacterium : ---——--—————————————
_MeﬁulhiZQbium e Etteetetede ettt

Rv3645 H ) DLFGR E RRALER!
b {RVT 318c H 1 "GR ERE1

lllc =—Rv1264 : GPMIQDMLFMQLRHMMETEAVNAGERAAGKPLPGAR-QVTVAFADLVGFT

Abb. 7.2 Alignments von Sequenzausziigen von bakteriellen ACn der Klassen Illa, IIIb und Illc sowie der
eukaryotischen, retinalen Guanylatcyclase (GC). Die Aminosduren sind in Graustufen hinterlegt, um den
Grad der Konservierung hervorzuheben (weifd = nicht konserviert, schwarz = hoch konserviert). Die CTE
ist durch eine Raute markiert, umrandet ist die in dieser Arbeit verwendete CTE-Sequenz. Das Dreieck
markiert das hochkonservierte FAD Motiv. Quadrat: S-Helix in Arthrospira (A. max. und A. plat.) und
retinale GC, Kreis: Ende der HAMP Domane in Arthrospira (A. max. und A. plat.), Rv3645 und Rv1318c.

UniProtKB/TrEMBL Nummern fiir alle Sequenzen in Abb. 7.2: Rv1625c Mycobacterium
tuberculosis: POWQ35, CyaG Arthrospira maxima: B5VY]6, CyaG Arthrospira platensis:
QI9EXQ?2, retinale_GC Homo sapiens: Q02846, Oscillatoria acuminata: K9TD27, Lyngbya
sp.: A0YQ82, Dechloromonas aromatica: Q47AI8, Nostoc punctiforme: B2]J1Y6,
Hyphomicrobium nitrativorans: V5SB69, Agrobacterium albertimagni: K2QX48,
Mesorhizobium alhagi: HOHZC1, Rv3645 Mycobacterium tuberculosis: 16X773, Rv1318c
Mycobacterium tuberculosis: PO9WQ33, Rv1264 Mycobacterium tuberculosis: POWMUO9.
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Zu Kapitel 3.4.3 Interaktion der CTE mit der S-Helix

Tab. 7.1 Ubersicht der Ergebnisse der Chimiren unterschiedlich langer CTE. Insert A: S-Helix431.455 aus
CyaG, Insert B: LgsSigs-212 wurden an Pos. 1 oder Pos. 2 eingefiigt. Negative Regulation bedeutet
Hemmung, positive Regulation bedeutet Stimulation. n=2, # S.EM *, p<0,05, **¥, p<0,01, t, p<0,001 zur
Basalaktivitat. Bei der Chimare mit 20 ASn CTE ohne Inserts handelt es sich um die Referenzchimare
(kursiv).

Basalaktivitat Regulation bei ECso ICso
[nmol cAMP-mg-1-min-1] 1 uM LAI-1 [%] [nM] | [nM]

Insert

LqsS1-187 - Pos. 1 - CTE 20 ASn - Pos. 2 - Rv1625c238-443

Pos. 1, Insert A 49,3 + 4,7 -42,7+ 0,7t - 41
Pos. 1, Insert B 0,58 + 0,04 nicht reguliert - -
kein Insert 20,7 +1,7 +86,7 + 3,771 32 -
Pos. 2, Insert A 1,9+0,4 +219,6 + 38,6** 54 -
Pos. 2, Insert B 0,19+0,4 +277,8 £ 5,8* 72 -

LgsSi1-187 - Pos. 1 - CTE 19 ASn - Pos. 2 - Rv1625c238-443

Pos. 1, Insert A 6,0+1,8 -50,1+ 0,1t - 27
kein Insert 1,8 +0,3 +247,6 +13,2* 53 -
Pos. 2, Insert A 1,0+0,5 +322,9 +11,4** 52 -

LQsS1.187 - Pos. 1 - CTE 18 ASn - Pos. 2 - Rv1625c238-443

Pos. 1, Insert A 0,57 +0,03 -38,1 +1,7** - 33
kein Insert 1,3+0,1 +80,6 + 9,6** 33 -
Pos. 2, Insert A nicht aktiv - - -
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