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Verwendeter Konstruktname

Konstrukt mit Angabe der AS

AC Cglo311

Cg103 11 AC(298-508)

AC Rv3645

Rv3645 AC(331_549)

Af15035amp-ACcglo311

Af1503 HAMP 27.331)-Cgl0311 AC(295.508)

Chimadre 1 Cg103 11 TM(1_244) - Af1503 HAMP(278_331) -
Cg103 11 AC(298_503)
Chimare 2 Rv3645 TM(1_277) - Af1503 HAMP(278_331) -

Rv3645 AC(331_549)

HAMP-AC Cgl0311

Cgl0311 HAMP (245.297)-AC(298-508)

HAMP-AC Rv3645

Rv3645 HAMP 275-330)-AC(331-549)
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Holoenzym Rv3645 Rv3645 TM(1.277-HAMP 275.330)-AC(331-549)
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331)-RV3645 AC(331_549) (ms: mutation set s.
4.12.2)

Tsr-HAMP - ACry3e4s
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AC331-549)

WT

Af1503 HAMP WT(273_331)-RV3645 AC(331_549)

alle weiteren Konstrukte haben selbsterklirende Namen und orientieren sich an obigen

AS-Angaben.
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Einleitung

1. Einleitung

Um auf Umwelteinfliisse zu reagieren, besitzen Zellen ein ausgekliigeltes System, das
Antwort und Reaktion auf Reize ermdglicht. Diese Signaltransduktionswege sind von
essentieller Bedeutung, da sie iiberlebenswichtige Vorgidnge wie Stoffwechselregulation oder
Genexpression steuern. Dabei sind die Transduktionswege bekanntermalen quer durch die
Evolution grundsétzlich sehr &hnlich. In dieser Arbeit wird daher mit einem bakteriellen
Signaltransduktionssystem als Modell gearbeitet. Dieses Modell umfasst folgende drei

Komponenten: 1) Rezeptor/Membrananker, 2) HAMP-Domaine, 3) Adenylatcyclase.

1.1. Serin-Rezeptor (Tsr)

Das Nachrichtensystem in E. coli besteht aus Rezeptorkomplexen, die vorwiegend an den
Zellpolen lokalisiert sind (Maddock and Shapiro, 1993; Sourjik and Berg, 2004). Dabei
handelt es sich um Aspartat- (Tar), Serin- (Tsr), Dipeptid- (Tap), Galaktose/Ribose- (Trg) und
Sauerstoffrezeptoren (Aer). Von Kim et al. wurde die Kristallstruktur der cytoplasmatischen
Doméne des Tsr-Rezeptors geldst (Kim et al., 1999), Abbildung 1-1.

Ligandenbindungsstelle ]
\ o £%

] H
14
é '; Rezeptor
“et1°
Periplasma 3 g
§282
F; } TM-Region
Cytoplasma l'»::- _ L‘: 1
4 NN, HAMP-Domane
#
&3 il \
v ‘:: -é
- -
Methylierungsstellen ;'L
£ £
3 -]
] > Signaldomane
Bindungsstelle § §
Histidinkinasen/s‘;,;g
Trimerkontakte & L RY /
| 1 2

Signal

Abbildung 1-1  Modell des E. coli Tsr-Rezeptor Dimers, nach Kim et al. (1999).

1: Band-Modell des Tsr-Dimers, Monomere in blau und lila. Die monomere
cytoplasmatische Domiine besitzt eine coiled-coil-Struktur, bestehend aus zwei
antiparallelen Helixes, die durch einen ,,U-turn® verbunden sind. Zwei Monomere
ergeben ein verdrilltes, tetrahelicales Biindel. Gelbe Kugeln: Methylierungsstellen. Die



Einleitung

Dimensionen sind Modell 2 angepasst.

2: Schematisches Modell, Farbgebung wie bei 1. Aufbau: Rezeptorteil mit
Ligandenbindungsstelle, TM-Region (grau) als Bindeglied zwischen Peri- und
Cytoplasma, HAMP-Domine (rot unterlegt) mit anschlieender Signaldomiine. Diese
besteht aus Methylierungsstellen (kleine Pfeile) und den Bindungsstellen fiir
Histidinkinasen, sowie Kontaktstellen fiir kooperative Signaltransduktion.

Der Signalweg ist links beschrieben (graue Pfeile).

Das vollstindige Tsr-Modell wurde durch Kombination der Kristallstrukturen der
cytoplasmatischen Domidne aus Tsr und des E. coli Aspartatrezeptors (Chi et al., 1997)
erstellt, das dabei als Modell fiir die Ligandenbindungsstelle fungiert. Die Kopplung von
Rezeptoreinheit an Signaldoméne erfolgt iiber ein Transmittermodul. Ein solches Modul stellt
die HAMP-Doméne dar, die fiir die Regulation der Signalweiterleitung verantwortlich ist.
Bisher gelang es nicht, die Kristallstruktur von HAMP in Zusammenhang mit dem Tsr-
Rezeptor oder einer Effektordomdne zu l6sen. Weitergehende Untersuchungen des in
Abbildung 1-1 dargestellten Signalweges zeigten u.a., dass die Chemorezeptoren in
kooperativen Einheiten (Clustern) zusammenarbeiten (Ames et al., 2002; Bibikov et al., 2004;

Falke et al., 1997, Parkinson et al., 2005).

1.2. HAMP-Domanen

HAMP-Doménen gibt es in iiber 8000 Proteinen. Sie kommen in Histidin-Kinasen,
Adenylatcyclasen, Methyl-akzeptierenden Chemotaxisrezeptoren und Phosphatasen vor,
HAMP: (Aravind and Ponting, 1999). Es sind kleine Doméanen von 53 bis 63 AS, die oft das
Bindeglied zwischen Rezeptor— und Signaldomine darstellen (Jin and Inouye, 1994).
Zunichst vermutete man, dass HAMP zwei a-Helices besitzt (Butler and Falke, 1998). Dabei
handelt es sich um zwei amphipatische Helices, wie von Williams et al. fiir die Tsr-HAMP-
Doméne (Williams and Stewart, 1999) und von Linder et al. fiir die HAMP-Doméine aus M.
tuberculosis Rv3645 beschrieben wird (Linder et al., 2004), Abbildung 1-2.

Rv3645 Helix 1 Rv3645 Helix 2 Abbildung 1-2

Radmodell der a-Helices 1 und
2 der HAMP-Domiine aus
Mpycobacterium tuberculosis
Rv3645 (Linder et al., 2004),
Ansicht von oben,
fluchtpunktartige Darstellung.

Invers: hydrophobe AS; gelb
unterlegt: polare und geladene
AS. Die AS-Positionen sind
angegeben, a-Helix 1 beginnt in
dieser Abb. bei S279, a-Helix 2
bei E310.
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In (Abbildung 1-2) wird die Verteilung der hydrophilen/hydrophoben AS und vor allem der
hydrophobe Charakter der beiden Helices deutlich. Zwischen G297 und A308 sind die beiden
Helices iiber einen Linker verbunden (Abbildung 1-3). Die Struktur von HAMP-Dominen
wurde von Lupas et al. 1991 aufgrund ihrer Sequenz vorhergesagt: es handelt sich um coiled-
coil-Strukturen (Lupas et al., 1991). Coiled-coil zeigen ein Heptadenmuster von hydrophoben
AS, die in HAMP-Dominen (Abbildung 1-3) konserviert sind.

defgabcdefgabcde fg a d a d a

Af1503 - 278 STITRPIIELSNTADRIAEGNLE----REVPH---QNRADEIGILAKSIERLERSLEVREME 331
connector contacts Y & il * B * ol Wl W b

Mt Rv3645 Acye 278 MSIADPLROLRWALSEVORGNYN----LRHMOI----YDASELGLLOAGFNDMVEELSERQR 330
Ec Tar mcp 214 RMLLTPLARIIAHIREIAGGNLA----NTLTI----DGRSEMGDLAQSVSHMORSLTDIVT 266
Rr ChvG bk 275 GTIVRPLLRLAGAADRVRHGKAG--REEAIPD--FSNRRDELGDLSARLREMTEVLWARMD 331
INCpxA  hk 178 IWLIRPIREMILAMEFVADGSAT----PELFR--LPRRGDEIGELARALSQGAVDLATSRD 232
Vp0117  Geye 362 ERVTRPINATADAAQHLANGDWD----33MPQ---PGRVYETTVLAFAFNEMASNLEASFE 421
V2138 hk 370 NSITAPLLRLTWAAERVSAGDLD----QEMIS---TDREDEIGRLAVSFAEMQRSIREEIQ 423
SpCvaG  Acyc 370 RWISEPILRLSEASSATASGLRRNATASAFELNQQVEVERIRELGMLSESFNMMIQNLEDSFI 430
Mmp0413 mep 316 RSITEPINQLEDGVHEFGSGDYD----HTINV----KTGDELEELANSFNEMAKDIKELHS 2885
AcNtrY hk 321 EWLVAPIRRLMSAADHVAEGNLD----VEVPI---YRAEGDLASLAETFNEMTHELR3IQRE 374
alr0642 hk 370 VWITRPILEMNLASQAIASGKLD----QRINF----SHIQELNILTQSFNYMAGELSEFET 422
MmOrf Geye 188 ROIVOPVADASTVASRIAAGELD----VIVEE----GGDDEFGVLLRESMAVMRDNIZAMMZ 240
Vpal49l mep 213 ERLICGPLSLIVRQANAIARGDLI----TQLDR--EAIGNDELG3LADASSOMONNLROQLID 267
Sav4768 hk 205 RRITRELVELTARAAEDVARTRRL---GIQVEV----TGRDEVARLGRAFDEMLGRLEQSEE 258
B10031 hk 229 RGIVRPIERVALASETLASGNLD----MRVTV----DREDELGVLQQOSFNTMADALNQRID 23
Lmol061 hk 18% REMVRPLLRMNERVASFMANLNFT----EVLPI----TSKDEIGQL3GNLNEMAINLERTML 241

a-Helix 1 Linker a-Helix 2

Abbildung 1-3  Reprisentativer Auszug eines Clustal-Alignments von 250 HAMP-Domiinen, aus:
(Hulko et al., 2006). a-Helices 1 und 2, verkniipft durch Linker.

Rot: AS, die in 70% der Sequenzen hochkonserviert sind, vor allem am Anfang und am
Ende der beiden Helices positioniert (Appleman and Stewart, 2003). Blaue AS, gelb
unterlegt: Positionen mit hydrophoben AS. Buchstaben a-g: coiled-coil-Nomenklatur.
Gelbe Pfeile: wiederkehrende Abfolge von a, d nach 7 AS (Heptadenmuster).

*: Kontakt-AS zwischen Helices und Linker. Sequenzen: Af1503: Archaeoglobus
fulgidus: MtRv3645: Mycobacterium tuberculosis; EcTar: Escherichia coli; RrChvG:
Rhodospirillum rubrum; WCpxA: Idiomarina loihiensis; Vp0117: Vibrio
parahaemolyticus; V2138: Vibrio fischeri; SpCyaG: Arthrospira platensis; Mmp0413:
Methanococcus maripaludis; AcNtrY: Azorhizobium caulinodans; alr0642: Nostoc
PCC7120; MmOrf: Magnetospirillum magnetotacticum; Vpa0491: Photobacterium
profundum; Sav4768: Streptomyces avermitilis; Bl0031: Bifidobacterium longum;
Lmo1061: Listeria monocytogenes. Die HAMP-Dominen haben folgende
Effektordominen: Histidinkinase (hk), Adenylatcyclase (Acyc), Guanylatcyclase (Geyc),
methylakzeptierender Chemotaxisrezeptor (mcp)

Die coiled-coil-Nomenklatur beschreibt die wiederkehrende Abfolge von sieben AS mit
abcdefg (Abbildung 1-3). Die Positionen e und g sind meist polare AS; b, ¢ und f sind
hydrophil und zeigen nach auflen. Die Positionen @ und d sind mit hydrophoben AS,
bevorzugt Leu und Ile, besetzt. Diese Anordnung stabilisiert die Dimerisierung der Helices

durch hydrophobe Wechselwirkungen. Diese kanonische Anordnung wurde 1953 von F.
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Crick als Merkmal einer coiled-coil Struktur postuliert (Crick, 1953). Dabei kommunizieren
die d und a-Positionen der beiden Helices dergestalt miteinander, dass eine hydrophobe AS
einer a-Helix von vier AS der zugewandten Helix so umgeben wird, dass ein Hohlraum
entsteht, in den diese hydrophobe AS hineinpasst. Man spricht von einer knobs-into-holes
Anordnung (Gruber and Lupas, 2003).

Lupas et al. 16sten 2006 die Struktur der HAMP-Doméne eines Archaebakteriums per NMR.
Dabei beobachteten sie eine nicht-kanonische knobs-into-knobs-Anordnung der o-Helices
(Hulko et al. 2006; Kap. 5.2.1). Hier sind, im Gegensatz zur kanonischen Anordnung, drei
Positionen per Heptadenwiederholung an der Helixpackung beteiligt: in a-Helix 1 die
Positionen a, d und e und in a-Helix 2 a, d und g. Mit der Struktur der HAMP-Doméne aus
Archaeoglobus fulgidus Af1503 war es mdoglich, den Signaltransduktionsmechanismus von
HAMP zu untersuchen und im Sinne eines Homologiemodells auf andere HAMP-Dominen

zu iibertragen (Yoshida et al., 2007).

1.3. Adenylatcyclasen
Adenylatcyclasen stellen aus ATP cyclisches 3',5'-Adenosinmonophosphat (cAMP) her, ein

wichtiger second messenger fir u.a. Gentranskription, Stoffwechselvorgéinge,
Zelldifferenzierung. Externe oder interne Signale modulieren direkt, oder indirekt iiber
zwischengeschaltete Proteine, die Aktivitdt von ACn. Aufgrund ihrer Sequenzen werden ACn

in 6 Klassen eingeteilt (Barzu and Danchin, 1994):

Klasse Vorkommen Bemerkung

I Gramnegative Bakterien Enterobacteriaceae

II Bordetella pertussis (Leppla, 1982), Bacillus anthracis, | meist toxisch

Pseudomonas aeruginosa (Yahr et al., 1998)

III | Prokaryonten, Eukaryonten (Linder and Schultz, 2003) | Subklassen a bis d

IV | Aeromonas hydrophila (Sismeiro et al., 1998),

Yersinia pestis (Gallagher et al., 2006) Kristallstruktur
Vv Prevotella ruminicola (Cotta et al., 1998) einzige Cyclase der Klasse
VI | z.B. Rhizobium etli (Tellez-Sosa et al., 2002) einzig charakterisierte AC

Die Cyclasen der Klasse III sind am weitesten verbreitet. Sie sind grundsitzlich als Dimer
katalytisch aktiv. Sie werden aufgrund von Sequenzeigenheiten in die Subklassen a — d
unterteilt (Linder and Schultz, 2003). Dabei spielen sechs konservierte AS eine wichtige Rolle

bei der Bildung des aktiven Zentrums: Lysin und Aspartat sind verantwortlich fiir die
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Substratspezifitit, zwei Aspartat-Reste binden metallische Cofaktoren, Asparagin und Arginin
stabilisieren den Ubergangszustand (Tang and Hurley, 1998; Tesmer and Sprang, 1998;
Tesmer et al., 1999; Yan et al., 1997). Ein Charakteristikum der Klasse IIIb ist Threonin oder
Serin anstatt Aspartat fiir die Substratspezifitit. Dadurch existiert in dieser Unterklasse eine
spezifische Variante der Purinerkennung (Linder, 2005).

Bakterielle ACn haben i. d. R. eine katalytische Schleife. Durch Bildung eines Homodimers
wird das aktive Zentrum ausgebildet (Guo et al., 2001; Steegborn et al., 2005b). Die

katalytischen AS werden von beiden Monomeren beigetragen.

1.4. mycobakterielle Adenylatcyclasen
Mycobacterium tuberculosis ist ein grampositives, aerobes, stibchenférmiges Bakterium mit

einer dicken, wachsartigen Zellwand. Es gehort zum Stamm der Actinobakteriae, dem auch
M. leprae sowie das industriell interessante Corynebacterium glutamicum angehdren.

Durch die Genomprojekte (Cole, 1994; Cole, 1998; Cole and Barrell, 1998; Cole et al., 1998)
wurden die Sequenzen von 15 Klasse III ACn bekannt (McCue et al., 2000). Diese werden in
Subklassen eingeteilt (Abbildung 1-4):

III a III b Ic
Rv1625¢c Rv1318c Rv1264 Rv0386
Rv2435¢ Rv1319c¢ Rv2212 Rv1358
Rv1320c Rv1647 Rv2488c¢
Rv1900c
Rv0891c
Rv1359
DNA-bindende ACn
mit HTH-Motiv
Membrangebundene (m) ACn | losliche (I) ACn  (helix-turn-helix)

Abbildung 1-4 Einteilung der mycobakteriellen ACn vom Stamm H37Rv, v=virulent. Grau
unterlegt: die ACn, welche nach Expression in E. coli Aktivitit aufwiesen (Abdel
Motaal et al., 2006; Castro et al., 2005; Findeisen et al., 2007; Guo et al., 2001; Linder
et al., 2004; Reddy et al., 2001; Shenoy et al., 2005; Sinha et al., 2005); eingekreist:
Rv3645, mit der sich die vorliegende Arbeit beschéftigt.

Bei den membrangebundenen ACn unterscheidet man solche Klasse Illa ACn, die eine
katalytische Schleife und einen 6TM-Anker besitzen (Guo et al., 2001; Shenoy et al., 2003),
wihrend Klasse IIIb mit ebenfalls 6 Transmembranspannen, einem katalytischem Zentrum

und zusitzlich einer HAMP-Domaéne als Verbindungsmodul der beiden Einheiten ausgestattet
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ist (Abbildung 1-5). Welche Rolle die Membrananker noch spielen, ist bisher ungeklart. Die
HAMP-Doméne ist hochstwahrscheinlich wesentlich an der molekularen Signaltransduktion

beteiligt (Linder et al., 2004).

™

Abbildung 1-5

Schematische Darstellung der
membrangebundenen AC Rv3645 aus M.

PCRIEEAN tuberculosis als Dimer.
Blau: Membranregion mit sechs
Transmembranspannen (TM) je Monomer. An
H_AMP' die letzte TM ist direkt a-Helix 1 der HAMP-
Linker Domiine gekniipft (rot). Am C-terminalen Ende

Modulat_or von HAMP folgt die AC (grau) als antiparalleles
‘. Transmitier  pimer. HAMP und AC sind iiber einen zur AC
: gehorenden Linker verkniipft (grau gestrichelt).

1.5. Adenylatcyclase aus Corynebacterium glutamicum
C. glutamicum Cgl0311 wird zur industriellen Aminosiureproduktion hauptsidchlich von L-

Lysin und L-Glutamat im grof3technischen Mafistab genutzt. Das Genom von C. glutamicum
wurde von Kalinowski et al. entschliisselt (Kalinowski et al., 2003). Im Gegensatz zu M.
tuberculosis gibt es in C. glutamicum nur eine Klasse IlIb Isoform, bestehend aus einem
Membrananker, einer nachgeschalteten HAMP-Domine und der sich anschlielenden AC

(Abbildung 1-6).

Cgl0311 e MS-—-———=—=-- ML RALEWLWGTS @ 15
Rv3645 Do MDAEAFVGFREVPAARYEGLMARTEAA - - ~[@PREMIHAFVEWVVRTP @ 42
Rv1318c : MSAKKSTAQRLGRVLHTVTRQSERLPEMPAYCSWIILCIMYSESOZRRRVRT : 50
Rv1319c : MPAKKTMAQRLGQALMTMTRQCEQLPEMPAYGSWIILGIMYSESPSRRWVRI : 50
Rv1320c : MPSEKATTRHLPGAVJSTLSPRTERRPEWPAYGSWILCEYSESPEVMRRVRI : 50

Intrazellularer Bereich (intra)

Cgl0311 : WPlYAATEEIGT FZ—\EA FRRFLIEOEDASNFNAETSYLPAJGFAfL : 65

Rv3645 : WPMERL SO SPMT(e~ i v|fG PR Y GLIFPODNIQLODLPPUNLLMFVSTV : 92

Rv1318c : QUIILEA LAY T AN T GVAITILWT T AT|EEE - SEVRETPRMITECY VPGV : 99

Rv1319c : K VYIRYTANMTIET TEAFgVis-SHYTRAPWWYTEGUAPANA : 99

Rv1320c : QGILIVAREVT IGLEXGAgL TVAF)gK)Z- S\ I LPAPHWYSFGIVEGMC : 99
™ 1 extra ™ 2
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Cgl0311
Rv3645

Rv1318c
Rv1319c
Rv1320c

Cgl0311
Rv3645

Rv1318c
Rv1319c
Rv1320c

Cgl0311
Rv3645

Rv1318c
Rv1319c
Rv1320c

Cgl0311
Rv3645
Rv1318c
Rv1319c
Rv1320c

Cgl0311
Rv3645
Rv1318c
Rv1319c
Rv1320c

Cgl0311
Rv3645
Rv1318c
Rv1319c
Rv1320c

AFMNTVAR-MLEEFL.MFRPVIIDEOR-—— - - - SPEDHDRNMVRNLVMRAN&T Y
INLFLAE-AVYNLKLLMPVFERMORRDNLLTEPDPAAME LARSRALRIVISLY
LIALALESYAIROTVOA-HATIE ——————— GRKP{REEERRTFLAIFWR
TIALATETYWIPNTRIVRASIENATIE - ———-——— ERAPESIQADGRNTLLIFIEFR
NFILET YW ROTARA-IHNATIE——————— ERTPSHDEARSAFLIELR
intra —_—

RLCA LI IAIATLESASVSTSLALVVAESTLIAAAEVVLLTYLEA

RTHEIS ATEGGYF ILASWSVAKHAAPVVAVATARGATATAT IGaROR

IVGHEMERGVETINMRLTTIEYGLINNAF IPRELIFAVS FCGVIEVIAT AT MRHAN

IAAVHIETISD T GALLATLYGLANRVFVTIILFSVTECG VRTNCYLFT
1V

INEAVIEEIRNGAAAINENT ITIRY GLANRLE I PRFLIBSMGN I G AETSCYLLT

™3 extra ™ 4
BRIV si A RRFEDS TLEEPHS ORL RY TN T 1 ERRg VEM L AL 110G
2R VIRSY= Pl AR S[EVPENVNAIEWF LIS, VAA
19l E AN RV ORNRE 7. € PP PRR LA M GINT AM-
I ARSI\ ENBE A € R PPRR FA IGRT##VWELGSGVPVEGIATTAL—
BEAMSYE RV ORMIE VEATPRSLVR EH GRTEEVWLLCSGVPNVGVAETAI—

intra ™ 5

MsocliiFGspascIMPAflAAAFAS
DKIAMLHAWPEALFNP, ALAR
BEMVIILNLUWRMOFATG SMVT
MVLLWHNLUETQLAS ST T T e iV MuTpRR- 7 T, TV: Ak
§DDTFWELENDQFMIT WAPL FGFILMWILAWLTETPVR
- extra

d a d a d a
NG RERQRVRDLFGRM
891 §FRORTL.RDLFGRM
G LRERERVRDLFGRI

NGLRERERVRDLFEFGRIs!
KGLRERERVRDLEGRIz!

-
<

-Domane Cyclase-

v

AVLFVDLVGS TQLENAN=PIZAI /6L 1. N2
ADNAYK F IR K

AVLEVDVIGS TiNFAANINS PEEEAE
FF

AVVEVDIVGSTOENARSINPEVAR VU T NI F

g
»

-Domaéne

108
141
141
142
141

158
191
191
192
191

208
241
240
241
240

258
291
290
291
290

308
341
340
341
340

358
391
390
391
390
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Cgl0311 : EH VEVFH'NKGVINKFQGD"LAIFGAPLP!SDATGHALAAARE : 408
Rv3645 : R VET¥ GGEVNKFQGD"LAIFGAPIEHPDGAG‘ALEAA'E : 441
Rv1318c : AIVVDE‘D HGLVNKFEGD‘SLEIFGAPN PCPEDKENRZVVAN ¢ 440
Rv1319c : AIVVNE‘D HGLINKFEGD“LAIFGAPN DRPE DALV 2e2 : 441
Rv1320c : TYUMYDEYN HEREIFVINGS0€or SIB - \HEFNZN RIS S H PE DARNEA TRV : 440

Cgl0311 456
Rv3645 : H : 491
Rv1318c : VNEI : 490
Rv1319c : ANEQ : 491
Rv1320c : ASEWM 490
Cgl0311 : TEGETrNASTHRERNEABOMN 506
Rv3645 : EDGHNNEA T AlySGIL DAIKA LCDWYEE 541
Rv1318c : REGEARNSAOAMDAMNSIT ERRARIEIRE R H 540
Rv1319c : HIZARINE S DTIHAINS 3 T RA S IEE T 535
Rv1320c : Y)ESENS SOTHR GIS BN CIARSMEET 540
Cgl0311 : RS—————— e : 508
Rv3645 : EVSSEVRG--——-——-——————————- : 549
Rv1318c I e : 541
Rv1319c it bbb b : -
Rv1320c : AQSADIVGGALGDHQTHTIYRGAHPTD : 567

»

Abbildung 1-6  Alignment (Clustal W) der vier Klasse IIIb AC-Isoformen aus M. tuberculosis sowie der
AC von C. glutamicum.

TM1-6: Transmembranspannen, extra/intra: Verkniipfungsbereiche, die abwechselnd
cytosolisch oder periplasmatisch sind; doppelter Pfeil: HAMP-Dominen mit a, d-
Anordnung der hydrophoben AS; schwarzer Pfeil: AC-Domine.

V. AS zur Bindung des Me*"-Cofaktors, V. Substratselektion durch Thr/Lys,
\£ Stabilisierung des Ubergangszustandes durch Arg/Asn; O: Konserviertes Gly,
typisch fiir KLIII ACn; ------..: Region fiir die Dimerenbildung (Tesmer et al., 1997),
deren Linge unterscheidet sich nach Subklasse (Linder and Schultz, 2003).

Im Corynebakterium wurde ein Zusammenhang zwischen cAMP und dem Glyoxylat-Weg
gefunden (Kim et al., 2004; Letek et al., 2006; Spreadbury et al., 2005). Da C. glutamicum
nur eine einzige AC besitzt, ist es zur Kldrung der Funktion der Membranregion fiir einen

knock-out Ansatz gegeniiber M. tuberculosis zu bevorzugen.
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2. Fragestellung
Eingangs war geplant, ein Holoenzym der Klasse IIIb (Rv3645) und das dazugehorige 16sliche

Protein, bestehend aus HAMP-Doméne und Cyclase, zu isolieren (Grundlage: Dissertation
Hammer, 2004). Insbesondere mit dem l16slichen Protein sollten die Expressions-und
Reinigungsbedingungen optimiert werden, um durch Kristallisation zu einer Struktur einer
ersten HAMP-Domaine zu gelangen. Der Cyclase Rv3645 sollte dabei die Funktion eines read-
out-Systems zukommen, damit die Eigenschaften der HAMP-Doméne genauer untersucht
werden konnten. Die Struktur einer HAMP-Doméne aus A. fulgidus wurde allerdings durch
NMR schneller aufgeklart. Hier fehlte jedoch jede Moglichkeit, die Funktion biochemisch zu
charakterisieren. Deshalb wurde im Weiteren die mykobakterielle HAMP-Domine durch die
von A. fulgidus ersetzt. Welchen Einfluss hat HAMP Af1503 auf die Cyclase Rv3645? Wie
andern sich die biochemischen Eigenschaften der AC durch Mutationen in der HAMP-
Domine? Durch Kristallisation sollte die Struktur von HAMP Af1503 — verkniipft mit der
mykobakteriellen AC Rv3645 - gelost werden, um die Funktion von HAMP im
Zusammenspiel mit einer Effektor-Domdne zu verstehen und einen Nachweis fiir die
Hypothese des Signalweiterleitungsmechanismus (Kap. 5.2.1) zu liefern. Dazu waren
Verbesserungen der Reinigungsbedingungen erforderlich.

Um sowohl die Funktion der HAMP-Doméne in einem grof3eren Zusammenhang zu verstehen
als auch der im weitesten Sinne unbekannten Funktion der Transmembranregion von Klasse
IIT ACn nachzugehen, sollte die singuldre AC aus C. glutamicum kloniert werden. Diese ist
den vier Holoenzymen aus M. tuberculosis sehr dhnlich (Abbildung 1-6). Haben die
Transmembranspannen aufler der eines Membranankers weitere Funktionen? Findet man bei
der singulidren AC aus C. glutamicum einen Stimulus fiir die sechs Transmembranspannen,
der sich auf die TM-Region aus M. tuberculosis lbertragen lidsst? Konnte man den
Signaltransduktionsweg dieser bakteriellen Holoenzyme verstehen, wiirde das zur Aufklarung
einer Rezeptorfunktion von tierischen ACn beitragen.

Da der Signalweg des Serin-Rezeptors aus E. coli bekannt ist, konnte die Funktion der
HAMP-Domiéne in diesem Kontext untersucht werden. Dazu wurden Chiméren des Tsr-
Rezeptors kloniert, die unterschiedliche HAMP-Dominen enthielten; die Cyclase Rv3645
wurde als read-out beibehalten. Findet die Regulation via Serin nur mit der Tsr-HAMP-

Domine statt? Ist der Tsr-Rezeptor fiir Serin sensitiv oder reagiert er auch auf andere AS?
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3. Material

3.1. Geriate

BECKMAN, Miinchen: Ultrazentrifuge Optima L-60, Rotor Ti50.2
Bender & Hobein, Ulm: Vortex Genie 2

Biometra, Gottingen: TRIO-Thermoblock thermocycler mit Deckel
BIO-RAD, Miinchen: Blotapparatur Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell

Biosciences GmbH, Bad Homburg: LI-COR DNA sequencer model 4000, BaseImagelR,
version 4.0
Branson, Danbury (USA): Ultraschallsonde Sonifier B-12, Ultraschallbad Bransonic 12

Eppendorf, Hamburg: Thermostat 3401 und 5320, Thermoschiittler 5436,
Tischzentrifugen 3200 und mini spin, Kiihlzentrifuge 5402, BioPhotometer, Pipetten,
Multipette, ZK 401 Zentrifuge

Frobel, Lindau: Consort Microcomputer Elektrophoresis Power Supply E411

GE Healthcare, Freiburg: Liquid Scintillation Counter Rackbeta 1209 (LKB),
Elektrophorese-Spannungsquelle EPS 301, AKTA-FPLC-Proteinreinigungsanlage mit
Gelfiltrationssdulen (Superdex 200 (16/60) und (10/30)), FPLC-Controler LCC500,
FPLC-Fraktionssammler Fracl00, FPLC-Pumpen P500, Monitor UVM

Gilson: Pipetten

Heidolph: MR 2002 Laborriihrer

Heraeus, Osterode: Megafuge 1.0R (BS4402/A), Varifuge 3.0, Tischzentrifuge Biofuge A,
Laminair HLB2448

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt: pipetus-akku-Pipettierhilfe

Hoefer, San Francisco (USA): GelgieBapparatur Mighty Small SE245, zugorige Glas-und
Keramikplatten, Gellaufkammer SE250

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen: Vakuumzentrifuge 7yp BA-VC-300H

Idaho Technology (USA): Capillary Air Thermocycler 1605

INFORS AG, Bottmingen (Schweiz): Heiz-/Kiihlwasserbad mit Schiittler und Thermofiihler

Institutswerkstatt Tiibingen: Flachbett-Gelelektrophorese-Kammern, Kdmme, Spacer fiir
Gelelektrophorese

Kontron-Hermle, Gosheim: Centrikon H401, Rotoren A6.14 (SS34) und A8.24 (GSA)

KSG Sterilisatoren, Olching: Hochdruck-Dampfsterilisator KSG 40-2-1

LTF Labortechnik, Wasserburg: Videoprinter Mitsubishi Video Copy Processor P91 mit
Sony CCD Video Camera Modul XC-ST500E, Verbrauchsmaterial, Software BioCapt
Version 99.01s
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Metrohm, Herisau (Schweiz): pH-Meter £ 572 und 605
Mettler-Toledo, Steinbach: Waage Mettler PL200, pH-Elektrode

Millipore, Molsheim (Frankreich): Reinstwasseranlage Milli-Q UF Plus, Elix 3
(Vorreinigung), Amicon Ultra-15-Proteinkonzentratoren

Promega, Madison (USA): Vac-Man (Vakuumanschliisse zur Plasmidpriparation), Wizard

Minicolumns (zur Proteinreinigung)

Sartorius, Gottingen: Tischwaage BP 2100S, Analysenwaage handy, Sterilfilter 0,22pm
Scotsman: Eismaschine AF100

SLM Instruments, Urbana (USA): French Press mit Zubehor

Techne, Princeton (USA): DRI-Block DB 2D-Heizblocke

Vetter, Wiesloch: UV-Kontaktlampe Chroma 43

Wolf, Geillingen: Sanoclav Tischautoklav

WTB Binder, Tuttlingen: Kiihlbrutschrank KB 240, Wéarmeschrianke

3.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

AGS, Heidelberg: Restriktionsendonukleasen mit 10x Puffern

American National Can (USA): PARAFILM M

AppliChem, Darmstadt: Acrylamid 4K-Losung 30% (37,5 : 1 Acrylamid/Bisacrylamid-
Fertiglosung)

Becton-Dickinson, Heidelberg: Falcon Tubes, Einmalspritzen

BIO-RAD, Miinchen: BIO-RAD Protein Assay-Reagenz, Ni*"-IDA-Agarose

Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf: Sequagel XR, Sequagel Complete Buffer Reagent,
Chill Out 14 Liquid Wax von MJ Research

Dianova, Hamburg: Sekundérer Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Fc, konjugiert mit
Meerrettich-Peroxidase
Fluka Biochemika, Buchs (Schweiz) : Formamid, Natriumdodecylsulfat

GE Healthcare, Freiburg: ECL Plus Western Blot Detection System,
Hyperfilm ECL, Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit, [2,8-°H]-cAMP
(1,29 TBq/mmol), OnePhorAll-Buffer fiir Restriktionsendonukleasen
Gibco-BRL-Life-Technologies, Eggenstein: LB-Agar
Greiner Labortechnik, Niirtingen: Micro-Platten mit Abdeckplatte, Petrischalen, steril

Hampton Research, Laguna Niguel (USA): Reagenzienkits zur Proteinkristallisation

Hartmann Analytik, Braunschweig: [a-*2P]-ATP
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ICN, Eschwege: Ethidiumbromid Tabletten
Kodak: Rontgenfilme Biomax MR
Macherey-Nagel, Diiren: Nucleotrap Kit, Blotmembran porablot PVDF (2uM Porenweite)

MERCK; Darmstadt: Aluminiumoxid 90% aktiv, Ethanol, Methanol, 2-Mercaptoethanol,
DMSO, Glycerol 87%, Natriumchlorid, Imidazol, Essigsdure 100%, Aminosduren,
alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in p.a.-Qualitét

MWG-Biotech GmbH, Ebersberg: Oligonukleotide (PCR-Primer und Fluoreszenz-
markierte Sequenzierprimer [5’-IRD 800-Markierung])

New England Biolabs (NEB), Frankfurt a.M.: Restriktionsendonukleasen mit 10x
Reaktionspuffern, 74-Polynukleotid-Kinase, BSA 100x fiir Molekularbiologie, Ligase
mit Puffern

Novagen, Wiesbaden: E. coli BL21 (DE3) [pLysS]- und [pRep,]-Zellen, Vektor pET16b

Pall Life Sciences, Ann Arbour (USA): Proteinkonzentratoren Nanosep 10K blue

PeqLab, Erlangen: PeqGOLD Agarose, PeqGOLD Protein Marker

Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Boston (USA): Ultima Gold XR LSC-
Szintillator, Super Polyethylene Vials

Promega, Madison (USA): Wizard Plus Plasmid Purification Kit (Minipreps), Pfu-DNA-
Polymerase

Qbiogene, Heidelberg: Tag-DNA-Polymerase mit Reaktionspuffer

Qiagen, Hilden: Expressionsvektoren, Ni*-NTA-Agarose, anti-RGS-His,~ Antikorper

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Basel: 1,4-Dithiothreitol, Restriktionsendonukleasen
mit 10x Reaktionspuffern, Alkalische Phosphatase, Klenow-Polymerase, Rapid DNA
Ligation Kit, dNTPs, Kreatinkinase, Kreatinphosphat, ATP, Complete-EDTA-free-
Proteaseinhibitortabletten

Roth, Karlsruhe: Ampicillin, Kanamycin, Glycin, Brilliantblau G250

Schleicher & Schuell, Dassel: PROTRAN-Blotmembran, Whatmanpaper 3SMM

Serva, Heidelberg: TES, Visking Dialyseschlauch 8/32 (& 6mm) und 27/32 (& 21 mm)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deissenhofen: APS, Glycerol 99%, MOPS, TRIS, EDTA,
X-Gal, IPTG, Dowex 50WX4-400, Ponceau S, Tween 20, TEMED, LB-Agar
Fertigpulver, LB Broth Fertigpulver, Xylencyanol, Harnstoff, Kanamycin, Tetracyclin,
Bromphenolblau, oa-Monothioglycerol, Aminoséduren, alle nicht aufgefiihrten
Chemikalien in p.a.-Qualitat

Stratagene, Heidelberg: pBlueskriptll SK(-), E. coli XL1 Blue-Zellen

Vetter, Entringen: Eppicups, Pipettenspitzen und Plastik-Verbrauchsmaterial
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3.3. Plasmide
Fiir Klonierungszwecke wurde pBluescript II SK (-) (pBSKII(-)) von Stratagene verwendet.

Zur Expression dienten folgende Vektoren der Firma Qiagen: pQFE30 und pQE31; pQES0 L
(4,7 kb) mit MCS wie pQE30, der ein zusétzliches lacI’-repressor-gen besitzt; pET16b von
Novagen (mit MCS von pQE30).

Ubersichtskarten und Sequenzen der Plasmide befinden sich auf den Homepages der

Hersteller.

3.4. Oligonukleotide (Primer)

3.4.1. Mycobacterium tuberculosis Rv3645
Klein: Basenabfolge. Unterstrichen, Druckbuchstaben: Schnittstellen, eingefiihrt.

Primer-Name Position | Sequenz (5'- 3") Schnittstelle
HAMP Rv3645

Rv3645HAMPBamHIs 831 aa GGA TCC gcc atg tcg atc gcc gac | BamH [
Rv3645HAMPHindlIllas 990 ag AAG CTT cta ccg ctg ccg ctc gga | Hind III
Holoenzym-Chimiren

Rv3645-Start-s 1 aa AGA TCT atg gat gcc gag geg ttc Bgl I
Myco6TMSallLu-as 831 aaa GTC GAC gcc acc aac agg gtgct | Sal I

3.4.2. HAMP Af1503
Die Startposition ist immer das ATG der Ndel-Schnittstelle, entsprechend Met278 im Gen

von Af1503. Basenabfolge: kleine Buchstaben. Druckbuchstaben kennzeichnen in die

Sequenz eingefiihrte Mutationen. Schnittstellen sind unterstrichen.

Primer-Name | Sequenz (5' - 3") Schnittstellen
Lup-HAMP- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg BamHI, Ndel,
sense-neu Sall
Lup-HAMP- | aac aGA tcT CGC AAc tcc atg gcg acc ttg ag Bgl II, Ncol
Bglll-as

3645-msl1A- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc ata atc gag | BamHI, Ndel,
sense ctg agc aac act ATc gac aag CtC gcc gaa g Sall
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3645-ms1B- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc Cta atc gag | BamHI, Ndel,
sense AtT agc aac ac Sall
3645-ms1C- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc Cta atc gag | BamHI, Ndel,
sense AtT agc aac act CTc gac aag Sall

3645- aaa AGA TCT CGC AAc tcc atg geg acc ttg agg cte ctt ctA | Bgl II, Neol
ms1BC- aTc ctt tcg aGa ctc ttt gca aTa ata ccg aGt tcatca g

antisense

3645-ms-2A- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc Gcea atc BamHI, Ndel,
sense gag ctg agc aac act ATc gac aag Sall
3645-ms-2B- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc ata atc gag | BamHI, Ndel,
sense ctg agc aac act ATc gac aag Sall
3645-ms-2C- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc ata atc gag | BamHI, Ndel,
sense ctg agc aac act CTc gac aag Sall

ms-2- aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc ata atc gag | BamHI, Ndel,
Schultz-sense | ctg age aac act gGc gac aag Sall
3645-ms-3A- | aaa AGA TCT CGC AAc tec atg geg acc ttg agg ctc ctt ctc Bgl 11, Ncol
antisense agc ctt tcg ata ctc ttt gca aga ata ccg att tcC tca gee ctg

3645-ms-3B- | aaa AGA TCT CGC AAc tcc atg geg acc ttg agg ctc ctt ctc Bgl II, Ncol
antisense agc ctt tcg ata ctc ttt gca aga ata ccg atC tTa tca gee

3645-ms-3C- | aaa AGA TCT CGC AAc tcc atg geg acc ttg agg ctc ctt ctc Bgl I1, Ncol
antisense agc ctt tcg ata ctc ttt gca aga ata ccA Ttttcatca g

3645-ms-3C- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc aAT atc BamHI, Ndel,
sense gag Sall
Lup-HAMP- | aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc ata atc gag | BamHI, Ndel,
A291W-s ctg agc aac act TGG gac aag Sall

HAMP- aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att acg aga ccc GCa atc BamHI, Ndel,
1284A-sense | gag ctg Sall

HAMP- aaa AGA TCT CGC AAc tcc atg geg acc ttg agg ctc ctt ctA | Bgl 11, Ncol
L315A-as GCc ctt tcg at

HAMP- aaa AGA TCT CGC AAc tcc atg geg acc ttg agg ctc ctt ctc Bgl II, Ncol
L322A-as agc ctt tcg ata cte ttt gcA GCa ata ccg at

HAMP- aaa GGA TCC CAT ATG tcg acc att GCT aga ccc ata BamHI, Ndel,
T281A-sense Sall
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3.4.3. Corynebacterium glutamicum Cgl0311

Basenabfolge: klein. Mutationen: Druckbuchstaben. Schnittstellen: unterstrichen.

Primer-Name Position | Sequenz in 5' - 3' — Richtung Schnittstelle
Holoenzym/-chimére Cgl0311
6TM-MSHRH-Bam-s | -30 aaa GGA TCC atg tcg cac cgg cac gtt aga | BamH |
6TM-lo-BamHI-s -366 aaa GGA TCC atg gcg geg cgg caa tcc BamH I
6TM-sh-BamHI-s 1 aaa GGA TCC atg agt cga ttg ctt aga BamH I
Sall-HAMP-AC-s 744 aaa GTC GAC ccg att cgg gaa ctt cag Sal I
6TM-HAMP-Sall-as 744 aaa GTC GAC cac aga gga cac cac Sal I
Cg6TMSallLup-as 732 aaa GTC GAC acc aca agc cgg ttg Sal I
HAMP-AC Cgl0311
Cg-BamHI-HAMP-s 735 aaa GGA TCC tcc tct gtg gtC gaC ccg att | BamHI/Sall
Cg-HAMP-Bglll-as 894 aaa gaa aAG ATC Tcg gac gecg ctg Bgl I
AC-Cgl0311
Cg-AC-Bglll-s 897 aaa gtc cgA gaT ctt ttc ggt cge Bgl 11
BgllI-knockout-s 1218 gag ctg aag gat ctc cag ctc aag knockout
BgllI-knock-as 1242 ctt gag ctg gag atc ctt cag ctc knockout
Cg-AC-HindlIlI-as 1527 aaa AAG CTT tta gga cct atc cgc caa Hind III
linker-Austausch
Cglink-EcoRV-s 819 aaa gat atC tat gat ggc gat gaa atc ggt att EcoR V
ctt
Cglink-EcoRV-as 810 aaa (Gat atc aac ctg cac atc gtt ttc tcc ttc EcoR V
ggc aat ctt gtc
LuplinkerStul-s 912 aaa AGG ccT cac cag aac agg gettct gag | Stul
atc ggt gtg ctt
LuplinkHpal-as 909 aaa GTT aac ctc agc ctc aag gtt acc acg Hpal
acg aac cct gtt
Rv3645-HindlIII-as 1650 aaa AAG CTT CGA cta gcc geg tac ttc Hind III
(Bestand: A. Hammer) | (M.tub.)
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3.4.4. Sequenzierprimer

Name Richtung | Tannealing Sequenz in 5' - 3' - Richtung Plasmid
T3 s 56°C aat taa ccc tca cta aag gg pBSKII(-)
T7 as 56°C taa tac gac tca cta tag gg pBSKII(-)
U-pQE-IR s 54°C gaa ttc att aaa gag gag aaa pQE 30
R-pQE-IR as 54°C cat tac tgg atc tat caa cag g pQE 30

3.5. Puffer und Lésungen

3.5.1. Stammlosungen

Die Losungen wurden mit MilliQ Wasser hergestellt und autoklaviert (121°C, 20min, 2bar).

IM  Imidazol-HCI pH 8.0
IM  Tris/HCI pH 8.0 (pH 7.0/7.5/8.5)
0.5M EDTA pH 8.0

5M  NaCl
IM  MgCl

3.5.2. Molekularbiologie

3.5.2.1. Puffer und Losungen fiir DNA-Arbeiten

TAE-Puffer

40 mM Tris/Acetat
1mM EDTA

pH 8.0

BX-Probenpuffer (Agarosegele)

1x TAE-Puffer
5%  Glycerol

0.5% Bromphenolblau
0.5% Xylencyanol

10xCM

100 mM MgCl,
100 mM CacCl,

TE-Puffer

10 mM Tris/HCI pH 7.5
0.2 mM EDTA

10xTBE-Puffer(LI-COR)

440 mM Borséaure
1.34M Tris
25mM EDTA

dNTPs
20 mM pro dNTP fiir den Mix
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10xDephosphorylierungspuffer

500 mM Tris/HCI pH 8.5
ImM EDTA

3.5.2.2. Medien fiir E. coli

LB-Medium
20g/1 LB-Broth-Pulver

LB-Plattenagar
35g/1 LB-Agar-Pulver

LB-Medium fiir Dauerkulturen

20g/1 LB Broth-Pulver
40% Glycerol (87%)

3.5.2.3. Medium fiir C. glutamicum

Nahrmedium fiir die Aufzucht

1% Casein-Tryptone
0.5% Hefe-Extrakt
0.5% Glucose

0.5% NaCl

10xKlenowpuffer

200 mM Tris/HCI pH 7.9

60 mM MgCl,

10 mM Dithiothreitol

5% BSA, frisch zugeben

LB-Medium mit Antibiotika

100pg/ml Ampicillin und/oder
50pg/ml Kanamycin oder
10pg/ml Tetracyclin

LB-Plattenagar mit Antibiotika

100pg/ml Ampicillin und/oder
50pg/ml Kanamycin oder
10pg/ml Tetracyclin

3.5.3. Proteinbiochemie

3.5.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer

1.5M Tris/HCI pH 8.8, 0.4% SDS 500mM Tris/HCI pH 6.8
0.4% SDS 0.4% SDS
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Hoefer-Laufpuffer(10x)

250mM Tris
1.92M Glycin
1% SDS

Coomassie-Firbelosung

40% Methanol
1% Essigséure
0.2%Coomassie-Brilliant Blau G 250

4xProbenpufter

130mM Tris/HCI pH 6.8
10% SDS

10% B-Mercaptoethanol
20% Glycerol

0.06% Bromphenolblau

Entfarber

7.5% Essigsdure
30% Ethanol

3.5.3.2. Suspensions-und Lysispuffer fiir Zellen, Reinigungspuffer fiir Proteine

DNAse I (aus Pankreas)

2mg/ml Tris/HCI pH 8.0 (10mM)
10%  Glycerol

Suspensions-Puffer fiir Zellen

50mM Tris/HCI pH 8.0
1 mM EDTA

Waschpuffer A: Hochsalz

50mM Tris/HCI pH 8.0
2mM  Thioglycerol (0,02%)
10%  Glycerol (87%)
I5mM Imidazol

250mM NaCl

5SmM  MgCl,

Waschpuffer A-neu

analog Waschpuffer A, ohne Imidazol

Elutionspuffer C

50mM Tris/HCI pH 8.0
2mM  Thioglycerol
10%  Glycerol (87%)
250mM Imidazol

2mM  MgCl,

Lysozym (aus Hithnereiweil)

40mg/ml Tris/HCI pH 8.0 (10mM)
10% Glycerol

Lysis-Puffer

50mM Tris/HCI pH 8.0
2mM Thioglycerol
10% Glycerol (87%)

Waschpuffer B: Niedrigsalz

50mM Tris/HCI1 pH 8.0
2mM Thioglycerol
10% Glycerol (87%)
15mM Imidazol

5mM MgCl,

Waschpuffer B-neu

analog Waschpuffer B, ohne Imidazol
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3.5.3.3. Suspensions-und Lysispuffer fiir Membranproteine

Zellsuspensionspuffer

50mM Tris/HCI pH 8.0
2mM Thioglycerol (0,02%)

Membranpuffer

40mM Tris/HCI pH 8.0
1.6mM Thioglycerol (0,16%)
20%  Glycerol(87%)

3.5.3.4. Puffer zur Vorbereitung fiir die Kristallisation

Dialysepuffer 1

10mM Tris/HCI pH 7.5
2mM MgCl,

2mM Thioglycerol (0,02%)
10% Glycerol (87%)

Dialysepuffer 2

50 mM Tris/HCI pH 8.0
2mM  MgCl,

2mM Thioglycerol (0,02%)
10% Glycerol(87%)

10mM EDTA

2mM DTT

3.5.3.5. Waestern-Blot

TBS

20mM Tris/HCI pH 7.6

0.8% NaCl

TBS-T

0.1% Tween 20 in TBS-Puffer
primédre Antikdrper

RGS-(His)4-Antikérper
(monoklonal)Maus

Verdiinnung: 1:1000 in M-TBS-T

Hisy-Antikorper
(monoklonal)Maus

Verdiinnung: 1:1000 in M-TBS-T

FPLC-Puffer (filtriert.entgast)

50mM Tris/HCI pH 8.0
100mM NacCl,

2mM  MgCl,

2mM Thioglycerol (0,02%)
10%  Glycerol (87%)

M-TBS-T
5% Milchpulver in TBS-T-Puffer

Towbin-Transferpuffer

25mM Tris
192mM Glycin
20% Methanol

sekundirer Antikorper

Ziege-anti-Maus-Antikdrper
polyklonal, mit konjugierter Meerettich-
Peroxidase

Verdiinnung: 1:5000 in M-TBS-T
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3.5.3.6. Losungen fiir AC-Assay

2X AC-Cocktail 1.5X AC-Stoppuffer

50% Glycerol (87%) 3mM cAMP

0.1 M Tris/HCI pH 8 (weitere Puffer s.pH- 3mM ATP
Abhéngigkeit) 1.5% SDS

6mM MnCl,

4mM [2.8-’H]-cAMP (1.64x10°Bg/mmol)

fiir Membranpréparationen und ungereinigte Zellhomogenate:

regenerierendes System., zusédtzlich im Cocktail

6mM Kreatinphosphat  (Stammldsung 120mM in 50mM Tris/HCI pH7.5)
0.46mg/ml Kreatinkinase (Stammlosung 1mg in 217ul (10mM)Tris/HCI pH 7.5)

ATP-Substratlosungen 10x
10mM ATP pH 7.0

Verdinnungen fiir die Kinetik:
SmM ATP pH 7.0
2mM ATP pH 7.0
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4. Methoden

4.1. Gentechnologische Metoden

4.1.1. Plasmidisolierung aus E. coli (Miniprep)
Sml LB-Fliissigmedium mit geeigneten Antibiotika wurde mit einer E. coli Kolonie oder ca.

Sul Dauerkultur angeimpft und unter Schiitteln mit 220rpm iiber Nacht bei 37°C kultiviert.
Anschliefend wurden 3-5ml abzentrifugiert und das Plasmid wurde nach Herstellerprotokoll
des Wizard-Plus-Plasmid-Purification-Kits isoliert und gereinigt (Mini-Prep). Die DNA
wurde mit 50ul Wasser oder TE-Puffer eluiert und bei -20°C gelagert.

4.1.2. Trennung und Detektion von DNA mit Agarose-Gelelektrophorese
DNA wurde mit 1/5 Volumen mit BX-Puffer versetzt und auf ein Agarosegel geladen, das je

nach erwarteter Trennleistung 1 bis 2,5%ig war. Elektrophorese erfolgte bei 80-100V, 70-
90mA fiir 45-60min in TAE-Puffer, anschlieBend wurde das Agarosegel 1-2 min in ein
Ethidiumbromidbad (0,01mg/ml) gelegt. Nach weiteren 10 min Elektrophorese wurden die
Banden unter UV angesehen und iiber ein Videoprintersystem dokumentiert. Man kann
vereinfacht auch 1ul Ethidiumbromid zur Herstellung des Agarosegels geben, das Gel ist
dann sofort unter UV-Licht auswertbar. Zur GroBenbestimmung der Banden dienten der A-
Marker (EcoRI/HindlIIl verdaute A-DNA) und n-Marker (Mspl/Sspl verdautes pBSK II(-)-

Plasmid.

4.1.3. Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Die DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem

NucleoTrap-Kit nach Herstellerprotokoll gereinigt. Eluiert wurde mit 20ul Wasser, die
gereinigten DNA-Fragmente wurden bei 4°C gelagert.

Sollten DNA-L6sungen umgepuffert werden oder von zum Verdau benétigten Puffern befreit
werden, wurde dies ebenfalls mit dem NukleoTrap-Kit (Concentration and desalination of

DNA fragments) erledigt.

4.1.4. Konzentrationsbestimmung
Die DNA-Konzentration wurde in Quarz - Kiivetten bei 260nm photometrisch bestimmt.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

¢ = Eyo f - Verdiinnung (f = 0,02 bei Einzelstrang-, f = 0,04 bei Doppelstrang-DNA).

Durch gleichzeitige Messung bei 280nm ergeben sich Aussagen iiber die Reinheit der DNA.
Das Verhaltnis Ezeonm / E2sonm sollte liber 1,8 liegen, um eine ausreichende Sauberkeit der

DNA zu gewihrleisten.
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Zur ungefdhren Abschitzung von DNA-Mengen diente auch ein Intensitdtsvergleich von

Ethidiumbromid-gefarbten Banden mit dem Marker (s. 4.1.2).

4.1.5. Restriktionsverdau
Analytische Verdaue (100-300ng DNA) wurden entsprechend Herstellerangaben in 10ul mit

1 —4U (0,2ul) der jeweiligen Restriktionsenzyme angesetzt und fiir 1 bis 1 2 h verdaut. Fiir
praparative Zwecke wurden ca. 1pg DNA in 20pl mit 2 - 6U Restriktionsenzym fiir zwei
Stunden verdaut, anschlieBend wurden nochmals frisches Enzym und entsprechende(r) Puffer
(in 5ul) zugegeben und fiir weitere 1 — 2 Stunden verdaut. Durch den zweifachen Verdau
standen so die einzelnen Fragmente direkt fiir eine Ligation in einen nach derselben Methode

behandelten Expressionsvektor zur Verfligung.

4.1.6. Glatten von iiberhangenden Enden
Falls erforderlich wurden {iiberhingende DNA-Enden mit Klenow-Fragments gegléttet.

Reaktionsansatz: 1-2ug DNA, 0,8ul Klenow-Fragment (1U/ul), 1ul Klenowpuffer (10x) in
10ul. Nach dem Mischen wurde 10min bei 37°C inkubiert (Abbau der 3'-Uberhiinge), dann
wurde 1ul dNTPs (Endkonzentration je 2mM) hinzugefiigt (zum Auffiillen von 5'-
Uberhiingen) und weitere 40min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte eine Inaktivierung des

Enzyms durch Hitzeschock bei 70°C fiir 10min.

41.7. 5'-Phosphorylierung von PCR-Produkten

Geglattete Enden von PCR-Produkten miissen vor einer Ligation in einen dephosphorylierten
Vektor am 5'-Ende phosphoryliert werden. Also wurde der Klenow-Ansatz aus 4.1.6 mit 74-
Polynukleotidkinase (PNK) inkubiert: 10ul Klenow-Ansatz, 1,5ul Kinase-Puffer (10x), 1,5ul
ATP (10mM), 0,7ul (10U) T4-PNK in 15ul (37°C, 60min).

4.1.8. 5'-Dephosphorylierung von linearisierten Plasmiden
Die 5'-Dephosphorylierung eines verdauten Plasmids wurde mit Alkalischer Phosphatase

durchgefiihrt, um eine Religation des Vektors auszuschlieBen: dazu wurden 1U alkalische
Phosphatase und 1ul zugehoriger Puffer (10x) pro 10ul Ansatz direkt zum Restriktionsverdau
hinzugefiigt (oder nach dem Verdau, je nach Kompatibilitit der Puffer; 1h, 37°C). Der Vektor

wurde liber Gelelektrophorese gereinigt.
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4.1.9. Ligation von DNA

Ligationen von Inserts in Klonierungs-oder Expressionsvektoren erfolgten mit dem Rapid-
DNA-Ligation-Kit nach Angaben des Herstellers. Standardmifig erfolgten zwei Ansétze: im
Verhiltnis 1 : 1 (Vektor : insert) und 1 : 3, wobei liblicherweise 50ng Vektor-DNA eingesetzt

wurde (Konzentrationsbestimmung nach 4.1.4). Reaktionszeit: 20-25min bei RT.

4.1.10. Polymerase-chain-reaction (PCR)
Um DNA-Fragmente in Genen auszutauschen, war hiufig die Einflihrung neuer geeigneter

Schnittstellen notig. Daher enthalten die primer in der Regel entsprechende
Restriktionssequenzen. Auch gezielte Punktmutationen sowie mehrere zu mutierende Basen
lassen sich durch die primer einfihren (Mullis and Faloona, 1987). Die
Anlagerungstemperatur eines primers (annealing temperature) wird iiber folgende Formel

bestimmt:

T [°C] = 4-(GC)+2-(AT) GC = Anzahl bindende GC-Basenpaare

annealing

AT = Anzahl bindende AT-Basenpaare

Sollten sich die Tanneaing der primer unterschieden, wurde mit der niedrigeren Temperatur
gearbeitet. Ein PCR — Ansatz (50ul) besteht aus:

1 — 10ng Plasmid-DNA (template)

je 200uM aller vier dNTPs

0,5uM je primer

1U Taq bzw. 1,75U Pfu-Polymerase

5% DMSO (bei sehr GC-reichen DNA-Substraten)

PCR — Puffer

Ubliches Temperaturprogramm:

Reaktionsschritt Temperatur | Dauer
Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C Imin
Annealing der primer Tm Imin
Elongation 72°C Imin
Elongation (Auffiillen unfertiger Produkte) | 72°C 10min
Reaktionsende 4°C oo (Pause)

Es wurden 25-30 Zyklen gefahren. Bei einer Fusions-PCR wurde ein Temperaturgradient

eingebaut, d.h. die ersten 5 Zyklen fanden bei Tanear - 5°C statt. Fiir ein schnelleres Ergebnis
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bei einer Fusions-PCR oder mit sehr kurzen primern wurde eine Hei8luft — PCR durchgefiihrt,
wobei der oben angefiihrte Ansatz portionsweise in 10ul — Glaskapillaren hineingeschmolzen
wurde. Programm: Tpenawrierang = 94°C, 30sec (Programm 4), dann folgt Programm 1 mit
Tbenaturiering = 94°C, 10sec, Tanncating mit 10sec, Teiongation = 68°C, 100sec, und das Ende mit
Programm 5 bei RT. PCR—Produkte wurden iiber ein Agarosegel analysiert, ausgeschnitten

und wie beschrieben aufgereinigt.

41.11. Sequenzierung von DNA
Die Didesoxy-Methode nach Sanger wurde angewendet (Sanger et al., 1977). Dazu wurde der

Thermo Sequenase Primer Cycle Sequenzing Kit verwendet, von dem je 2ul Reaktionslosung
(bestehend aus dem jeweiligen ddNTP, dNTPs, Reaktionspuffer mit Mg”" und DNA-
Polymerase) in 0,2ml PCR caps vorgelegt wurde. Dazu kam ein Mix (3ul) aus:

Miniprep — DNA (7ul bei pBSKII(-); 11,3ul bei Expressionsvektoren)

0,7ul DMSO

1ul fluoreszenzmarkierter Sequenzierprimer (3pmol/ul)

Wasser ad 13pl

Nach griindlichem Mischen wird der Ansatz mit 10ul Chill out 14 Liquid Wax iiberschichtet,
kurz zentrifugiert und die Reaktion im TRIO-Thermocycler firr 0,2ml caps gestartet:

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [sec] Zyklen
1. Denaturierung 95 120
2. Denaturierung 95 20
Primer-Anlagerung Tannealing 20 30
Elongation 72 30
Ende 4 00

Fir den 73, 77 und die U-und R-pET(MCS-pQE30) primer wurde Tanneating = 56°C bendtigt,
fiir den U-pQE — und R-pQE — primer Tagnealing =54°C.

Nach Beenden der Reaktion wurden 6pul Stopp-Puffer zur Denaturierung der DNA zugegeben.
Danach wurden die Proben auf ein 6%iges Polyacrylamidgel zur elektrophoretischen
Auftrennung aufgeladen (ca. 1-1,2ul Probe). Die Elektrophorese erfolgte bei 50°C, 50W,
37mA (maximale Spannung 1500 V) im LI-COR DNA Sequencer. Die durch
Laserfluoreszenz bei 700nm sichtbar gewordenen Banden wurden mit der BaselmagelR

version 4.0 Software ausgewertet.
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4.2. Mikrobiologische Methoden

4.2.1. Herstellung kompetenter E. coli
Die Aufnahmefédhigkeit von E. coli-Zellen fiir Plasmide wird durch Behandlung mit CaCl,

gesteigert. Dazu wird eine 1ml-Ubernachtkultur in 100ml LB-Medium iiberimpft und bei
37°C bis zu einer ODg(y von 0,3-0,4 angezogen (ca. 3h). Es folgt Kiihlung auf Eis fiir 10min,
die Zellen werden dann abzentrifugiert (2000xg, 10min, 4°C), in 50ml eiskaltem CaCl,-Puffer
(100mM) vorsichtig suspendiert und fiir 20min auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation
(s.0.) wurde das Zellpellet in 50ml CaCl, -Losung (50mM) und 20% Glycerol aufgenommen.
Nach 2 Stunden auf Eis wurden Aliqouts von 100ul kompetenter Zellen bei -80°C

eingefroren.

4.2.2. Standardtransformation von E. coli
Ein Ligationsansatz mit Plasmid-DNA wurde mit 10ul CM-Puffer (10x) versetzt und mit

Wasser auf 100ul aufgefiillt. Nach Zugabe dieser Mischung zu 100ul kompetenten Zellen
(leicht angetaut) und kurzem Mischen wurde der Ansatz fiir mindestens 20min auf Eis
gestellt, anschlieend bei 42°C fiir genau 60sec einem Hitzeschock unterzogen und dann
weitere 10min auf Eis gehalten. Es folgte die Zugabe von 500ul sterilem LB-Medium (ohne
Antibiotika) und Inkubation (220rpm, 37°C, 45min). 100-300ul dieses Ansatzes wurden auf
antibiotikahaltige LB-Platten ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C inkubiert, der restliche

Ansatz wurde gegebenenfalls in LB-Fliissigmedium angeziichtet.

4.2.3. Schnelltransformation von E. coli
Zur Retransformation von bereits vorhandenen Mini-Preps wurden 100ul kompetente

Bakterienzellen (leicht angetaut) mit 100-200ng Plasmid-DNA (ca. 0,5-1ul aus Mini-Prep)
gemischt und 10min auf Eis gestellt, fiir 60sec bei 42°C hitzegeschockt und weitere 10min
auf Eis gehalten. AnschlieBend wurden 20-100pl des Ansatzes auf antibiotikahaltige LB-
Platten ausgestrichen und bei 37°C mind. 12h inkubiert.

4.2.4. Herstellung von E. coli-Dauerkulturen
Zur Konservierung transformierter Zellen wurden Dauerkulturen angelegt: 600ul einer

Ubernachtkultur wurden auf 400ul Glycerol gegeben, vorsichtig gemischt und sofort bei

-80°C eingefroren.

4.2.5. Blau-WeiB-Screen
Zur Unterscheidung von inserthaltigem pBlueskriptll SK(-) und von Religaten ohne insert

wurde eine Blau-Weil3-Selektion durchgefiihrt. XL1blue-Zellen wurden auf Agarplatten
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ausgestrichen, die vorher mit 40ul IPTG (0,1M) und 40ul X-Gal (2%) behandelt wurden.
Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht erscheinen weille Klone, die das rekombinante Plasmid

enthalten, und blaue Klone, die nur religierten Vektor beinhalten.

4.3. Proteinbiochemische Methoden

4.3.1. Proteinbestimmung
Es wurde das BIORAD Protein Assay-Reagenz nach Herstellerangaben verwendet

(Proteinlosung in 800ul Wasser plus 200ul Reagenz). Nach Smin wurde bei 595nm gemessen
(Eichkurve mit 2,4,6,8,10 und 12ug BSA).

4.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden aufgrund ihres Molekulargewichtes (MW) mit der diskontinuierlichen SDS-
PAGE-Methode nach Laemmli (Laemmli, 1970) getrennt. Dabei wéhlt man je nach MW des
Proteins verschiedenprozentige Trenngele (bis 30kDa 15%, ab 30kDa 12,5%). Nachfolgend
die Rezeptur fiir 2 Mini-Gele:

Sammelgel, pH 6,8 , 4,5% Trenngele, pH 8,8 12,5% 15%
Sammelgelpuffer I ml Trenngelpuffer 3 ml 3 ml
Wasser 2.4 ml Wasser 4 ml 3ml
Acrylamid-Fertiglosung' | 0,6 ml Acrylamid-Fertiglosung | 5 ml 6 ml
TEMED 10 pl TEMED 80ul 80ul
10% APS 40 pul 10% APS 10ul 10ul

Die Proteinproben wurden mit 4x Probenpuffer gemischt, und bei 95°C fiir Smin denaturiert
(letzteres nur fiir 16sliche Proteine). Das Gel wurde in einer Vertikal-Elektrophoreseeinheit
Hoefer Mighty Small befestigt, diese mit Laufpuffer befiillt, dann wurden die Proben (wenn
notig mit Taschenfindehilfe) aufgetragen. Elektrophorese bei 20mA (pro Gel) und maximal
200V, bis die blaue Lauffront gerade das Gel verlédsst. Gele wurden entweder fiir Western-
Blots weiterverwendet oder in Coomassie Brilliant Blue fiir mind. 25min gefdrbt. Nach
Entfarben in Coomassie-Entfarber (20min) waren die Proteinbanden sichtbar. Zum

GroBenvergleich dienten:

37,5 : 1 Acrylamid/Bisacrylamid Fertiglosung 30%
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Protein Herkunft Molekulargewicht
B-Galaktosidase E. coli 116 kDa

BSA Rinderserum 66,2 kDa
Ovalbumin Hiihnereiweil} 45 kDa
Lactat-Dehydrogenase Schweinemuskel 35 kDa

RE Bsp981 E. coli 25 kDa
B-Laktoglobulin Kuhmilch 18,4 kDa
Lysozym Hiihnereiweif3 14,4 kDa

Zum Schluss wurden die Gele mit der Biocapt Software dokumentiert.

4.3.3. Western Blot

Der immunochemische Nachweis der Proteinbanden erfolgt nach -elektrophoretischer
Ubertragung vom SDS-PAGE-Gel auf eine PVDF-Membran (blotting) und mit spezifischen
Antikorpern. Verwendet wurde die Methode des Semi-Dry-Elektrotransfers nach Towbin
(Towbin et al., 1979). Die Blot-Membran wurde auf Gelgréfle zugeschnitten und fiir 10min in
Methanol eingeweicht, anschlieBend wurde 10min mit Wasser gewaschen und 10min in
Towbin-Puffer gelegt. Das zu blottende SDS-Gel wurde zusammen mit 6 Streifen Whatman-
Papier der Grofle 6 x 9cm ebenfalls kurz in Towbin-Puffer gelegt. In die Blotapparatur
wurden sandwichartig zuerst 3 Lagen Whatman-Papier auf die Anode gelegt, dann die
Membran, obenauf das SDS-Gel und zum Bedecken nochmals 3 Lagen Whatman-Papier,
luftblasenfrei. Die Elektrophorese erfolgte bei 20V, 200mA fiir 3-3,5h. Zur Erfolgskontrolle
wurde das SDS-Gel in Coomassie nachgefarbt. Auf der Blot-Membran wurden die
Markerbanden mit einem Bleistift markiert. Dann wurde in Blockierpuffer fiir 1h bei RT oder
i.N. (4°C) eingelegt. Es folgte: Entfernen des Blockierpuffers durch zweimaliges Schwenken
in TBS-T fiir ca. 2min, Zugabe des priméren Antikdrpers (AK) und Inkubation fiir 1h,
Waschgang mit TBS-T: kurz schwenken, dann 1x15min schiitteln, danach 2x5min schiitteln.
Zugabe des sekundiren AK und ebenfalls Bindung fiir 1h, anschlieBend waschen wie o.a. Die
AK-Losungen konnen zwei- bis dreimal wieder verwendet werden (Aufbewahrung bei 4°C).
Die Detektion der gebundenen AK erfolgte mit ECL Plus Western Blot Detection System nach
Herstellerangaben. Nach der vorgeschriebenen Inkubationszeit wurden ECL-Hyperfilme

belichtet, die Expositionszeit variierte zwischen Ssec und 2min.
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4.4. Proteinexpression
Um ein Konstrukt zu exprimieren wurde aus einer Dauerkultur eine LB-Vorkultur angeimpft,

versehen mit Ampicillin (100pug/ml) und Kanamycin (50pug/ml). Das Volumen der Vorkultur
sollte etwa 5% des Expressionsvolumens entsprechen. Die Vorkultur wurde 1i.N bei 37°C und
220rpm angeziichtet und am néchsten Tag in die vorgewdrmten Kolben mit LB-Medium (plus
entsprechende Antibiotikazusitze) tiberimpft. Bei einer ODgpp von 0,4 - 0,6 wurde auf die
gewlinschte  Expressionstemperatur gebracht und mit IPTG induziert. Je nach
Expressionstemperatur (20°-30°C) variierten die Expressionszeiten von 5-20 Stunden.
Kritisch zu exprimierende Konstrukte (Corynebakterium) wurden in den pET16b
(MCS[pQE30])-Vektor kloniert und in BL21(DE3)[pLysS]-Zellen exprimiert. Diese besitzen
eine verstiarkte Kontrolle der Expression und Unterdriickung der Hintergrundexpression; die
Transkription des Zielgens wird hier iiber einen T7-Promoter gesteuert. Dieser wird nur von
der T7-RNA-Polymerase erkannt, nicht von E. coli-Polymerasen. Der zugehdrige lac-
Operator ist durch den lac-Repressor blockiert (codiert durch ein lacl-Gen auf pET16b und im
Wirtsgenom). Dadurch wird sowohl die direkte Expression des Zielgens als auch die
Expression von T7-RNA-Polymerase verhindert. Die zur Expression noétige T7-RNA-
Polymerase ist in den Expressionszellen codiert. Auf dem zusétzlichen pLysS-Plasmid wird
das T7-Lysozym codiert, das ein natiirlicher Inhibitor der T7-Polymerase ist. Erst bei
Induktion mit IPTG wird eine Expression moglich: der Repressor des lac-Operators vor dem
T7-Gen wird inaktiviert und die Expression von T7-Polymerase wird gestartet. Gleichzeitig
wird auch der lac-Operator vor dem Zielgen freigegeben und eine (Uber)expression kann

stattfinden.

4.5. Zellernte
Zur Ernte wurde in Portionen a 200ml bei 4°C, 3200xg fiir 10 min abzentrifugiert. Dabei

wurden immer 2 bis 3 Portionen in einem Metallbecher gesammelt. AnschlieBend wurde das
Pellet in 50ml Pellet-Wasch-Puffer resuspendiert (Metallspatel) und in ein Falkon-Tube
tiberfiihrt. Nach Abzentrifugieren in der Hereaus Megafuge bei 5500rpm, 15min, 4°C wurden
die erhaltenen Zellpellets bei -80°C gelagert.
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4.6. Zellyse

Die bei RT angetauten Zellen wurden mit 20 - 30 ml Lysispuffer durch Zerdriicken mit dem
Metallspatel und Vortexen resuspendiert. Es wurde im anschlieBenden Lyse-Schritt zunadchst
mit Ultraschall behandelt (3x10sec, hochste Stufe) und anschlieBend nacheinander 0,2 mg -
ml "' Lysozym und 5mM MgCl, mit 10pg - ml ' DNAsel zugegeben und fiir jeweils 30min
inkubiert.

Anstelle der Behandlung mit Ultraschall/Lysozym/DNAse wurde die Zellsuspension mit der
French Press (Druck > 1000 psi) aufgeschlossen (2-3mal hintereinander).

An beide Verfahren schlieft sich eine Zentrifugation bei 48 000xg fiir 45min (4°C) an
(Abtrennung der Zelltrimmer, inclusion bodies, weitgehende Entfernung von
Membranbestandteilen). Der Uberstand mit 18slichen Proteinen wurde zur Reinigung

eingesetzt.

4.7. Proteinreinigung durch Ni** -NTA- und Profinity-IMAC
Affinitatschromatografie

Da sidmtliche Expressionskonstrukte mit einem N-terminalen Hexa-His-Tag versehen waren,
erfolgte die Proteinreinigung iiber Ni*-NTA (Qiagen; The QIAexpressionist, 5th edition,
June 2003). Im Gegensatz dazu ist der funktionelle Ligand der Fa. BioRad iminodiacetic acid
(IDA) mit drei zur Chelatbildung verfiigbaren Bindungsstellen (Porath et al., 1975). Da die
divalenten Nickelionen immobil an der Chelatoberfldche verbleiben und die HisTag-Proteine
affin zu diesem Material sind, nennt man diese Technik IMAC: immobilized metal affinity
chromatography. Der 16sliche Proteiniiberstand (200ml Bakterienkultur ergeben eine Portion
a 20ml) wird mit 250mM NaCl, 15mM Imidazol und 250ul Nickelharz (Qiagen) versetzt und
fiir zwei bis drei Stunden auf Eis leicht geschiittelt. Das Affinitdtsmaterial wird entfernt
(1100xg, 5 min, 4°C), mit Waschpuffer A aufgenommen und in eine Spritze iiberfiihrt, an die
zuvor eine mit Lysis-Puffer vordquilibrierte Mini-Prep-Sdule (aus dem Wizard Plus
Purification Kit) geschraubt wurde. Es wurde zweimal mit 10ml Hochsalzpuffer (A) und
einmal mit Sml Niedrigsalzpuffer (B) gewaschen und mit 0,6ml Elutionspuffer (C) langsam
eluiert. Das Eluat wurde nochmals auf die Sdule aufgetragen, um noch nicht gebundenes
Protein zu eluieren. Zur sofortigen Lagerung bei -20°C wurde 40% Glycerol zugesetzt. Vor

einer Gelchromatografie musste die Probe dialysiert werden (4.10.1).
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4.8. Saulenchromatografie
Das Elutionsprofil wurde bei 280nm aufgenommen. Es wurden folgende Sdulen eingesetzt:

Saulenmaterial Superdex 200 (10/30) Superdex 200 (16/60)
Sdulenvolumen 24 ml 120 ml

Flussrate 0,4 ml/min Iml/min

Aquilibrierung 30ml 240ml

Auftrag 200ul Probe 3-4ml Probe (iiber super-loop)
Maximaldruck 1,5 MPa 0,5 MPa

Fraktionsgrof3e 0,5 ml I ml

Die Saulen wurden mit Markern geeicht (s. Kapitel 5.4.2). Eine Superdex 75 (PC 3,2/30)

wurde fiir Versuche mit geringen Proteinmengen verwendet (s. 5.4.3).

4.9. Membranpréparation
Die bei -80°C gelagerten Zellen wurden in Zellsuspensionspuffer suspendiert und einmal

durch die French Press (1200psi) gedriickt. Das Homogenat wurde zentrifugiert (3000xg,
30min, 4°C). Der Uberstand wurde fiir 1h bei 100 000xg, 4°C in der UZ zentrifugiert (Ti 50.2
Rotor). Der glasig-gelbe Niederschlag wurde in 0,5—-1ml Membranpuffer aufgenommen und
durch Auf - und Abpipettieren homogenisiert. Grobe Bestandteile wurden bei 10000rpm

abgetrennt (Epicap). Die Membransuspension wurde fiir Folgeexperimente eingesetzt.

4.10. Kristallisation

4.10.1. Konzentrieren
Das Affinitats-gereinigte Protein wurde bei 4°C dialysiert (3.5.3.4); 1ml Protein/100ml

Puffer. Die Proteinlésung wurde in einen mit Wasser befeuchteten Dialyse-Schlauch gefiillt
(bis 10ml: @ 6mm; ab 10ml: @ 21mm), mit zwei Klammern verschlossen und unter Riihren
i.N. dialysiert. Dabei wurde Imidazol zu 99% entfernt und die Glycerolkonzentration auf
10% verringert. Nach der Dialyse wurde die Proteinkonzentration erneut bestimmt.

Die Konzentration erfolgte  volumenabhdngig  mit  Vivaspin-Konzentratoren
(Fassungsvermdgen 2ml, Ausschlussgrofe 10kDa), und/oder Amicon Ultra Filtern
(Fassungsvermogen 15ml, AusschlussgroBe SkDa) bei 4200rpm in der Heraeus bei 4°C.
Proteine wurden auf 2—10 mg/ml aufkonzentriert. Vor dem Befiillen mit neuer Proteinlésung

wurde immer wieder aufgewirbelt (mit einer Pipette) um zu vermeiden, dass Protein den
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Filter verklumpt. Der Verlauf der Filtration wurde durch Probennahme und
Proteinbestimmung {iberwacht. Die portionsweise erhaltenen Konzentrate wurden am Ende

vereinigt.

4.10.2. Kristallisation
Es wurde die "hanging drop"-Methode angewendet (Abbildung 4-1). Die Zusammensetzung

der Reservoirlosung muss empirisch bestimmt werden. Man startet am Besten mit einigen
hundert Standardmischungen, die sich in der Literatur fiir vergleichbare Proteine als
erfolgreich erwiesen haben. Solche Standards enthalten zumeist einen pH — Puffer (0,1M), ein
Féllungsreagenz  (Hochsalz, Polyethylenglykole, organische Losungsmittel), sowie
gegebenenfalls Adjuvantien (z.B. Salzzusitze (ca. 0,2M) zu PEG oder PEG (2-10%) zu
Hochsalz). 1pul aus dem jeweiligen Puffer-Reservoir mischt man mit 1ul des konzentrierten
Proteins auf einem Deckglidschen und legt dieses anschlieBend mit dem Tropfen nach unten
hingend auf das 500ul Puffer-Reservoir. Ergeben sich Kristalle (Mikroskopie) werden die
Pufferbedingungen optimiert; dabei ergibt sich ein Spielraum fiir pH, Temperatur,
Salzvariationen. .., um die Kristallmatrix zu verbessern. Bei einem maschinellen Ansatz wird
die konzentrierte Proteinlosung mit NaNj als Bakterizid versetzt, alle weiteren Handgriffe
erledigt der Roboter.

Proteintropfen
mit Reservoir Deckglas

Abbildung 4-1 "hanging drop"-Methode, der Pfeil beschreibt die durch den osmotischen Druck
entstehende Dampfdiffusion

i Reservoir

4.11. Adenylatcyclase-Test (AC-Test)
Die AC Aktivitit wird iiber Umsetzung von [a-*P]-ATP in **P-cAMP gemessen (Salomon et

al., 1974). Das **P-cAMP wird von unverbrauchtem ATP chromatographisch abgetrennt: die
erste Sdule enthidlt 1,2g Dowex-50 WX4-400 (Kationenaustauscher), die zweite 1g neutrales
Aluminiumoxid. Interner Standard fir die Wiederfindung ist [2,8-’H]-cAMP, das dem
Cocktail von Anfang an zugefiigt wird. Zur Durchfiihrung der Reaktion werden 40ul
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Proteinlosung auf Eiswasser vorgelegt und mit 50ul 2X AC-Cocktail vermischt. Nach Zugabe
von 10ul [0->*P]-ATP-Substrat wurden die Proben gevortext und bei 37°C auf dem Inkubator
geschiittelt (1000rpm, 10min). Bei der Untersuchung von Zellhomogenaten wird ein ATP-
regenierendes System verwendet (Kreatinkinase und Kreatinphosphat). Dann werden die
Proben in Eis gesetzt und 150ul AC-Stop-Puffer und 750u1 Wasser zugesetzt. Je zwei Proben
ohne Protein dienen als Leerwerte. Die Ansdtze werden auf die Dowex-Sdulen aufgetragen,
nach Einsickern wird mit 3 bzw. 4ml Wasser gewaschen. Es wird mit Sml Wasser von den
Dowex-Saulen direkt auf die Aluminiumoxid-Séulen eluiert. Das **P-cAMP wird mit 4,5ml
Tris/HCI 0,IM pH 7,5 direkt in die Szintillationsgefdsse eluiert, die mit 4ml
Szintillationsfliissigkeit Ultima Gold XR befiillt wurden. Nach Schiitteln wird im Liquid
Scintillation Counter ausgezahlt. Dabei werden zwei Kanile gemessen: einer fiir *H (interner
Standard), der zweite fiir **P-cAMP. Doppelte Standards an eingesetztem *H und **P werden

bestimmt. Die enzymatische Aktivitit (A) wird nach folgender Formel berechnet:

pmol [CAMP] | _ cpm [**Plpppe - €PM [2P] convert
mg [Protein] - min cpm [32P],1a
cpm [PH] e Substrat [uM] - 10°
oPM PHlprops - 3% [2Plorps  Zeit [min] - Protein [ug]

Mindestaktivitdt, die fiir eine Auswertung brauchbar ist, war doppelter Leerwert. Zur
Bestimmung der AC Aktivitit der Expressionszellen wurden Zellhomogenate von mit
Leervektor transformierten Zellen verwendet.

Die Sdulen werden regeneriert: Dowex-Sdulen werden erst mit Sml 2N HCI, dann mit 10ml
Wasser gewaschen, die Alox-Saulen werden mit 4,5ml Tris/HC1 0,1M pH 7,5 gewaschen. Vor
dem erneuten Gebrauch sollte nochmals gespiilt werden: Dowex mit Sml Wasser und Alox

mit 4,5ml Tris/HC1 0,1M pH 7.5.

Standardbedingungen fiir einen AC-Test: 37°C, 10min; 50mM Tris/HCI pH 8.0, 3mM MnCl,,
2mM [’H]-cAMP, 22% Glycerol (87%), ImM ATP. Alle Verinderungen des Standards
werden angegeben.

Die Angabe der statistischen Fehlerbalken bei der Auswertung entpricht dem standard error of

the mean (SEM), erhéltlich durch Division der Standardabweichung durch \/n(Anzam Versuche)-
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4.12. Klonierungen

4.12.1. Mycobacterium tuberculosis/ HAMP Af1503

Af1503 HAMP M. tuberculosis, HAMP-AC Rv3645
T_ = =
ST © EN Zo T w
82 8 z| % 38 28 &
' |J:' — HAMP ACRv3645 |OTCG
pGex 4T-1 J pQE 30
834 993 837 990 1650
HAMPLup-neu-s
PCR
LupasHAMP-Bgl ll-as
PCR-Produkt
Verdau Verdau
BamHI/Bgl II,
BamHI/Bgl II M
" — —
S~ _
—
l Ligation
8= o= -]
223 22 £
4“| FTCG}—
pQE 30
Sequenzierung im
Expressionsvektor
T =
E85 o2 =
5 9=
VZn g £
Umklonierung in -——-— ACRV3645 PTCG}—
PQE80- MCS(pQE30) pQESg0 i [AMPlg93
ANcol s3s 993

Konstruktname: WT
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Der Ausgangsklon HAMP-AC Rv3645 aus M. tuberculosis ist von Dr. A. Hammer (Hammer,
2004). Die HAMP-Doméne aus Archaeoglobus fulgidus Af1503, die an AS Position 278
beginnt, wurde von Prof. A. Lupas, MPI fiir Entwicklungsbiologie, Tiibingen, im
Expressionsvektor pGex 4T-1 zur Verfligung gestellt. Die einklonierten Schnittstellen
(BamHI, Ndel, Sall) sowie die per se vorhandene Ncol-Schnittstelle wurden fiir spitere
Verwendungszwecke beibehalten.

Mit diesem Plasmid als template wurde eine PCR mit o.a. primern gemacht, das PCR-Stiick
nach Aufreinigung (Nukleotrap) mit BamHI/BglII verdaut und erneut aufgereinigt. Es wurde
in die mit BamH/BglII aufgeschnittene HAMP-AC Rv3645 kloniert. Dabei war die richtige
Orientierung des inserts nicht immer gegeben, sodass im Weiteren die Mdglichkeit
wahrgenommen wurde iiber Sall/Ncol zu klonieren. Diese Konstrukte waren {iber einen
zweifachen Verdau (s. Kap. 4.1.5) zugénglich und konnten ohne vorherige Selektion iiber den
pBluescriptSKII(-) direkt in den Expressionsvektor ligiert werden. Konstruktname: WT (s.
Glossar).

4.12.2. Mutationen der HAMP Af1503

Fiir die von A. Lupas entworfenen Mutationen der HAMP-Doméne aus 4. fulgidus wurde ein
Ubersichtsplan entworfen, der mit ms (mutation set) abgekiirzt ist. Einzelpunktmutationen
werden nicht mit ms abgekiirzt.

Alle Mutanten wurden nach o.a. Schema kloniert, so dass hier lediglich eine tabellarische
Ubersicht iiber die Verwendung des jeweiligen templates aufgefiihrt ist.

A)

Als template wurde hier der WT verwendet:

ms Mutation(en) s-primer as-primer

1A A2911,1294L 3645-ms1A-sense Lup-HAMP-BgllI-as

1B 1284L,L.2871, 3645-ms1B-sense 3645-ms1BC-antisense
[312L,L3151,1319L,L.3221

1C 1284L,1.2871,A291L 3645-ms1C-sense 3645-ms1BC-antisense
I312L,L3151,I319L,1.3221

2A 1284A,A2911 3645-ms-2A-sense Lup-HAMP-Bglll-as

2B A2911 3645-ms-2B-sense Lup-HAMP-Bglll-as

2C A291L 3645-ms-2C-sense Lup-HAMP-BgllI-as

3A D310E Lup-HAMP-sense-neu | 3645-ms-3A-antisense
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3B E311K Lup-HAMP-sense-neu | 3645-ms-3B-antisense
3C I1284N,I312N 3645-ms-3C-sense 3645-ms-3C-antisense
- A291G ms-2-Schultz-sense Lup-HAMP-BgllI-as
- A291W Lup-HAMP-A291W-s Lup-HAMP-BgllI-as
B)
Fiir die Mutanten L315A und L322A wurde als template die Mutante 2B verwendet (A2911).
Konstrukt s-primer as-primer
L315A Lup-HAMP-sense-neu HAMP-L315A-as
L322A Lup-HAMP-sense-neu HAMP-L322A-as

0

Bei folgenden Mutationen diente als template die jeweilige Mutante im Vektor pGex 4T-1 der

AG Lupas. Die primer machten die mutierten HAMP-Doménen in meinem System klonierbar

via BamHI/BglII.
Konstrukt s-primer as-primer
A201V Lup-HAMP-sense-neu Lup-HAMP-BgllI-as
A291C Lup-HAMP-sense-neu Lup-HAMP-BgllI-as
A291F Lup-HAMP-sense-neu Lup-HAMP-BgllI-as

4.12.3. Holoenzym Rv3645-Chimare

Die Isolierung der 6TM-Region aus M. tuberculosis gelang unter Verwendung des

Ausgangskonstruktes von Dr. A. Hammer (Hammer, 2004). Nach Sequenzierung und Verdau

mit Bglll/Sall konnte sie als insert vor das Konstrukt WT ligiert werden, das dabei als Vektor

diente.
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Holoenzym Rv3645, Ausgangsklon von A.Hammer (#93)

T ACRV345 TCGF
PQE 30 831  |993 Jl.
1 834 990 1650
Rv3645Start-s
(A.Hammer) PCR
_ myco6TMSal1Lu-as
3 3 3 3
Ligation
— — e |
B [T ——— g0 1T
1 831 .
Sequenzierung lim pBSKII()
Verdau lBgl ll/Sal |
(T R En TR
Insert 840bp
Ausgangskonstrukt: WT }
= T -
| Verdau
ACRv3645 |-Tc<,| o — _l

-
o
a
=)
=
e
=
w
S

— _
'z
Ligation \
5
=
T
ACRV3645 |- TCG‘_—
pQE 30
ANcol 1650

Endkonstrukt: Chimére #2
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4.12.4. Corynebacterium glutamicum
Die katalytische Doméne der AC wurde aus bakterieller DNA kloniert. Stamm: ATCC 13032

(von Dr. S. Morbach, Universitit zu K6In). Dazu wurden ein paar Bakterienzellen mit der Ose

von der LB-Platte genommen, in ein steriles Epicap mit 50ul bidest. Wasser gegeben und 10

— 15min bei 95°C gekocht. AnschlieBend wurden verschiedene Verdiinnungen dieser

Suspension als template eingesetzt.

Da die AC eine fiir weitere Klonierungen ungiinstige BgllI-Schnittsstelle an Position 1227

enthielt, wurde diese mit einer Fusions — PCR ausgeschaltet (silent) und eine BgllII-

Schnittstelle an den Anfang kloniert. Dieser AC Klon bildete so den Ausgangspunkt fiir alle

weiteren Konstrukte.

4.12.4.1. Konstrukt: AC Cgl0311

Bgl Il

PCR-Produkte: 1 P ITTTTTTTT 2

897

1227 1227

1242 1218

Hindlll

o Stop

Primer fiir 1:
Cg-AC-Bglll-s
Bglll-knock-as

Primer fiir 2:

Bglll-knockout-s
Cg-AC-Hindlll-as

Fusions-PCR, Pfu-Polymerase

(NSNS ENENANANEENERERE

Doppelverdau mit Bglll/Hindlll und
Klonierung in den mit BamHI/Hindlll

verdauten pQE 31

Hindlll

pPQE 31
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Durch das Einsetzen in den pQFE3] wurde BamHI auf BglIl kloniert und dabei die

Schnittstelle zerstort. So kann die AC exprimiert werden, fiir weitere Klonierungszwecke war

sie Uiber ilibliche PCR-Reaktionen wieder zugénglich. Dabei konnte sie mit den jeweils

gewlinschten Schnittstellen versehen werden. Die Sequenzierung erfolgte direkt im

Expressionsvektor. Durch die GC-reiche Sequenz des Corynebacteriums musste die hot-air-

PCR angewendet werden. Durch zweistufige Temperaturgradienten, die das Annealen der

primer erleichterten, konnte letztendlich das richtige Produkt (630bp = 210AS) erhalten

werden.

4.12.4.2. Konstrukt: HAMP-AC Cgl0311

ATCC 13032

Cg-BamHI-HAMP-s
Cg-HAMP-Bgl ll-as

I

735 891 l

|

BamHI
Bglll
(897)

I

E_ =
S ® =
m» 1]
735 897

A

AC-Cgl0311

Hindlll

——

pQE 31

PCR

_—

+«—— Klenowund ——mm

Phosphorylierung

<— Ligation in

 —

pBluescript SK Il (-)
blunt in EcoRv

Bgl Il

Bglll «—

Cg-AC-Bgll I-s
Cg-AC-Hind lll-as

Hindlll

v

Hindlll

897

1527

38



Methoden

Bgl ll/Xbal +«— Verdaujenach — Bgl ll/Xho |
oder Orientierung der inserts oder
Bgl ll/Hindlll Bglll/Hindlll
N _/

\/

Ligation | eines der Konstrukte
dient dabei als Vektor

= =& K
S8 22 £
PBSKII(- AVp |ESEEEESEESEEEEEEEEE
l Sequenzierung
894
735 891 1527 Verdau mit BamHI/HindlIll

und Ligation in pQE30,
pQE80 (MCS-pQE30) oder
pET (MCS-pQE30)

E- T 2
o» o T
Expressionsvektor
894
735 891 1527

HAMP-AC Cgl0311

Dieses Konstrukt konnte iiber BamHI (oder ecine andere Schnittstelle aus dem
Expressionsvektor), Bglll und HindIIl mit anderen Konstrukten gekreuzt werden. Unter
Beibehaltung und Einfiihrung dieser Schnittstellen entstand eine Art Werkzeugkasten, mit

dem man Doménen beliebig aneinander ligieren kann.

4.12.4.3. Konstrukt: Holoenzyme AC Cgl0311
Es wurden drei Konstrukte mit unterschiedlichen, in der Sequenz per se vorkommenden N-

termini kloniert. Der Vollstandigkeit halber sind alle N-terminalen Anfange aufgefiihrt. Da sie
sich in ihrer Aktivitit nicht unterschieden und in der Literatur ein zu Konstrukt 2
vergleichbarer Beginn gefunden wurde, wurde mit diesem Konstrukt weitergearbeitet. Das
Start Met dieses Konstruktes hat die Position 1, das entsprechende A des Startcodons ATG
wird ebenfalls als Position 1 der DNA bezeichnet. Die beiden anderen Konstrukte erhalten

demnach eine Negativnomenklatur fiir den Start.
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—_ HAMP-AC Cgl0311 _
I — =
£S5 o6 2
(7] me I
ATCC13032
pQES80
894
6TM-lo-BamHI-s 735 891 1527
6TM-HAMP-Sal I-as
PCR
Sal I-HAMP-AC-s
Cg-AC-Hindlll-as
I - E - — =
ESE 3 S = T o g
56 @ g4 = ® o £
6-TM-Region
AN S Ad YA AAA S SIS S SN VA  E—
A1
A-366 750 744 1527
l Klenow & Phosphorylierung l
l Ligation in pBSKII(-), J
Sequenzierung
BamHl/Sal |l—Verdau _ l Sal I/Hindlll
— _/
~
Triple-Ligation in
Expressionsvektor,
verdaut mit BamHI/Hindlll
£ S =
EsI = - E
®HH o w ® o I
PQE30, pQES0
(MCS-pQE30), A AL VD VA A IS AP, H AN —
pET(MCS-pQE30)
A1
A-366 735 1527
Konstrukt 1 (A-366) |
6TM-sh-BamHI-s PCR ————— ! 6TM-MSHRH-BamHIs
| Konstrukt 3 (A-30)
Konstrukt 2 (A1)
g o 8 6 @ T
PQE30, pQES0
(MCS-pQE30) A A
pET(MCS-pQE30)

735 1527
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Der Membranpart fiir Konstrukt 1 war aus dem Bakterium iiber PCR zuginglich, das Cgl0311
HAMP-AC-Konstrukt aus 4.12.4.2 diente als zweite Vorlage. Konstrukt 1 diente dann als
template fiir Konstrukte 2 und 3. Der hohe GC-Anteil des Holoenzyms bereitete bei der

Klonierung Schwierigkeiten, zur PCR wurde deshalb 5% DMSO zugesetzt. Im Weiteren
wurde Konstrukt 2 verwendet.

4.12.4.4. Af1503 HAMP-CgAC

Dies Konstrukt enstand durch 'Umstopseln’' der AC aus C. glutamicum hinter die HAMP
Af1503. WT aus 4.12.1 diente dabei als Vektor.

HAMP-AC Cgl0311

WT
= = E -— =
I — — —— —
E- = 2 Eg=- oS o
g3 & £ 8238 22 £
AC-Cgl0311
— —|= = AC Rv3645 preom. s
pQE 30 HAMP | pQE 80
894 Af1503|
735 891 1527 834 993 1650
Doppelverdau,
Bgl I/Hindlll iiber Nacht Bg! I/Hindlll

p——— 1y i

HAMP pQE 80
- ngelltlon /

AC-Cgl0311

Cgl0311
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4.12.5. Corynebacterium: Holoenzym-Chimare
Ausgangskonstrukt: Holoenzym Cgl0311, Konstrukt 2

T _ 5 - _- 3
E = = =~
g3 § 3 22 :
A i A A
pET

A1 735 (MCS-pQE30)

U-pBSKIi(-)-Xbal- 732 801 1527

Primer

(von A. Schultz)

PCR

CgTMSal1Lup-as _
_I _ 5 _
£5 3 g 3

. Verdau Ligation in pET(MCSpQE30),
}—f,{#’ffffffffffff/ﬁ/ 77 W geschnitten Xbal/Sall "
A1
732 =
=0 I = S =
ER I g 3
_p];T 4‘— A A AL IS LSS AL A,

MCS(pQE30) A1
l Sequenzierung 732

Verdau _ Konstrukt: HAMP Aﬂsoz'ACCgloan
BamHI/Sall TEs s
am a o= T = 5
© ©O © [ o
amzZp 22 =
HAMP
Af150 PQE 30
| = 834 993 1527
T _ S - -
E = 9 3 Verdau T _ __
a2 g & BamHI/Sall E 359 5
o 9 zZn
AL SAS LSS LSS LSS A )
A1 HAMP
insert 732 Vektor PQE 30 Af1503
Ligation
pQE30
T 5 =
) gz 3%
m o w w zZz@m
AL AL LSS SIS IS SIS, —
pQE 30 6TM-Cgl0311 AC-Cgl0311

A 732
Chimire #1 834 993
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4.12.6. Linker-Austausch
Erster Tausch: der 12 AS lange Linker aus C. glutamicum gegen den Linker aus der HAMP

Af1503 (13AS). Ausgangskonstrukte bilden HAMP-AC Cgl0311, im pET- und im pQE30-
Vektor vorliegend.

Ausgangskonstrukt: — :TE: - = %
HAMP-AC Cgl0311 % s 8% B €
in pET (MCSpQE30) W X *
CgAC
6xHis
pET(MCSpQE30) Cg
894
735 891 1527
e |
Lup-link-Hpal-as | PCR | Luplinker.Stut<
Cg-AC-Hindlll-as
=5 E
F e I
PCR-Produkte »
B_A_&gﬁ 8891 1527
Klenow, 12-92

Phosphorylierung

1 <— blunt-Ligationin 2
pBSKII(-)
l ASacl/Hpal Verdau Stu liSac | l
— _
Ligation 1 und 2
— T in pBSKII(-) =
né £ o Ausgangskonstrukt: HAMP-AC Cgl0311
S a l @ (pQE30) als Vektor
%sxms |||||||||||||||||=i= EE;: = %
E sosw =) S
S m2Zn o T
735 891 1527 CAAC
l Sequenzierung g
pQE30 | Cg
ANcol 894
735 891 1527
—— Verdau
Z T - I - =
g E g., EcoRI/Bgl lI E § 2_ 3 2
. CgAC
6xHisgg || |||||||g||||||||||
|| | N N N N N N N N N N N A |
PQE 30

735 891 894
\ — 1527

B T ngatnon in pQE30  _
) £ = ]
0 3 =) c
ww (i3] T
—LGles .
pQE30 Konstruktname:
ANcol

1527 Linker Af1503
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Zweiter Tausch: Linker aus 41503 HAMP gegen Linker aus HAMP C. glutamicum
Ausgangskonstrukt: WT,

TT - =
pET (MCSpQE30) E g 8= 5= §
D82 £|3’ £
ACRv3645 |.TCG
pET(MCSpQE30) |HAMP }% 1650
834 993 lllllllllll
T7-primer —  PCR Cg-link-E_coRV-s
Cg-link-EcoRV-as Rv3645Hindlll-as
......... (A.Hammer)
— T S __ =
% E= x v > °— ©
oO® _— c
8E &3 8 8 22 T
PCR-Produkte w

........... H ACRv3645 FTCG‘—
D 1650
KIenow, . 16 - 82

795 - 813 Phosphorylierung

<+<— blunt-Ligationin —M —»

2
pBSKiIi(-)
AEcoRV/Hindlll ;
l . Verdau EcoRVIHlnd‘IIIl
— -
!.igation 1und2 Ausgangskonstrukt: WT, pQE30
: in pBSKII(-) l als Vektor
S -

I w = IT-_ __ =
Z EEzigs : EE3z 35S :
g 823 cz?ga £ T §”g £
%GxHis . ACRv3645 ACRv3645

: QE30 [HAWP 1650
993 1650 p }7 650
4 993 4 993
83 —— Verdau 83
T _ =
_ EcoRI/Bgl I E g n_é _ Eu, E
x E ;— - = o< ucj g o0 I
8 STw® 9= <
w nZy é’ g’
ACRv3645 |
pQE 30
LSXHIS * 1650
834 993 - Ligation in pQE30 _
S E$z3s 3
g 0Z0 3F ! £
—LGxHis 4 ACRv3645 TCe
pQE30
ANcol 993 1650| Konstruktname:
Linker Cgl0311
834 993
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4.12.7. Tsr-Konstrukt
Die Chimédre Tsr-HAMP af1503-ACry3eas (#237) wurde von PD Dr. J. Linder kloniert. Daher

war der Rezeptorpart iiber einen BamHI/Sall Verdau erhéltlich und konnte vor das ebenfalls

existierende Konstrukt aus Kap. 4.12.2, (ms 1C, Klonierungsschema 4.12.1) aus der 4f1503-
Serie ligiert werden.

Ausgangsklon: #237 (PD Dr.J.L.)

A ACRV3645 Verdau
pPQE30

BamHI
Nco l
Bgl Il
Hindlll

64 HAMP }% 1650
1 BamHI|Sal |
834 993

BamHI
Sal |

insert
Ausgangsklon: HAMP 1 503ms1c-ACry364s

=
£
I
ACRV3645 e %’
: am
1650/ PQESO: g
— _/
T
Ligation
; in pQE 80
Sequenzierung
I =
- == =
2 s 235 £
m w 28 I
HAMP
: : Hsm |‘ ACRv3645 - -
; PQESO ; 645 93 1650
! 834 993

Konstruktname: Tst-HAMP ¢ 505006 g onstrukic™ACRy3645
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5. Ergebnisse

5.1. Mycobacterium tuberculosis HAMP-AC Rv3645

5.1.1. Optimierung der Expression von HAMP-AC Rv3645
Anhand der Adenylatcyclase Rv3645 sollten die Struktur-Funktionsbeziehungen in HAMP-

Doménen modellhaft aufgekldrt werden. Erstes Ziel war daher die Kristallisation des
16slichen HAMP-AC Rv3645 - Fragments. Es war bekannt, dal die HAMP-Doméne einen
regulierenden Einflufl auf die katalytische Doméne ausiibt (Linder et al., 2004). Zunéchst
erfolgte eine Produktion des Proteins im mg-Mallstab. Dazu wurden die

Expressionsparameter und die Reinigungsmethode optimiert.

5.1.1.1. IPTG

Zunichst wurde die Konzentration von IPTG optimiert, um die Expression zu induzieren. Der
Promotor im pQE30-Vektor reagiert auf einen Konzentrationsbereich bis 1000uM IPTG.
Entsprechend wurde die IPTG-Konzentration von 60-1000uM  variiert. Die
Expressionstemperatur (22°C) und die Zeit (4h) wurden beibehalten.

T T T T T kDa
1 - -
80 116
140 - J
- 66
£ 120 1 -
E 45
% 100 1 .
5 80 - 35
° =i —
T 60 1 .
£ 25
2 40 | -
201 ] 18
0 T T T T T e
0 200 400 600 800 1000 60 300 600 1000

IPTG[uM] [WM]IPTG

Abbildung 5-1  AC Aktivitit und SDS-Gel des mit verschiedenen IPTG-Mengen exprimierten Proteins
HAMP-AC Rv3645.

links: AC Aktivitit [pmol cAMP-min”']; n=2. Testbedingungen: Standard, je 5pg
Protein. Rechts: gereinigtes Protein auf SDS-Gel (15%) («=) markiert das gereinigte
Protein bei 30kDa. Auftrag: je Spur 2,2pg Protein

Nach Induktion mit 1mM IPTG ist die Aktivitit der Cyclase am hochsten (160 pmol
cAMP-min™"), auch entsprechend dem SDS-Gel ist bei dieser IPTG-Konzentration das meiste

Protein exprimiert. Trotz Reinigung sind deutliche Verunreinigungen erkennbar.
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5.1.1.2. Temperatur

Um herauszufinden, bei welcher Expressionstemperatur die AC die hochste Aktivitéit
aufweist, wurde das Konstrukt bei fiinf unterschiedlichen Temperaturen exprimiert. Die
Kulturen wurden bei 30°C bis zu einer optischen Dichte von 0,4-0,6 angeziichtet. Dann
wurden die Kulturen auf die gewiinschte Expressionstemperatur gebracht und mit ImM IPTG
induziert. Die Expressionen bei 15°C und 20°C wurden ii.N. angesetzt, 3 Stunden waren fiir

die Expressionstemperaturen bei 25°C, 30°C und 37°C vorgesehen.

700 3 kDa

600 - { 16-_
E 500 - . - -
. 45 — =

400 - ===
s 35 —
<  —
2 3007 7 25—
o
E 2001 -

100 - . 18—

14 —
0 -
15 20 25 30 35 40 15°C 19°C 25°C 30°C 37°C
T[°C]

Abbildung 5-2 AC Aktivitit und SDS-Gel von HAMP-AC Rv3645 nach Expression bei
unterschiedlichen Temperaturen und 1mM IPTG.

links: AC Aktivitit [pmol cAMP-min™'|, AC-Test erfolgte am gereinigten Protein,
Testbedingungen: Standard; n=2. Rechts: SDS-Gel (15%), aufgetragen sind jeweils
die Zellhomogenate, je 6pul. («==) markiert das exprimierte Protein bei 30kDa

Am besten exprimiert wurde das Protein bei 37°C, was an der Dicke der gewiinschten Bande

im SDS-Gel zu sehen ist, das Aktivititsoptimum lag bei 30°C.

5.1.1.3. Zeit
Bei 30°C und ImM IPTG wurde die Expressionszeit untersucht: es wurde fiir 2, 4, 6 und 8
Stunden exprimiert (Tabelle 5-1).

Expressionszeit [h] Aktivitit [pmol cAMP - min ']
2 55+047
4 185+ 13
6 386 + 12
8 257+9
Tabelle 5-1 Ergebnis der AC  Aktivitit nach unterschiedlichen Expressionszeiten.

Testbedingungen: Standard; n=2; je Spg gereinigtes Protein
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Die AC Aktivititsunterschiede sind zwischen 4h und 6h statistisch hoch signifikant (p<0,01)
und zwischen 6h und 8h statistisch signifikant (p<0,05). Somit waren die optimalen
Expressionsbedingungen festgelegt (T = 30°C, IPTG = ImM und t = 6h), um HAMP-AC
Rv3645 im groBBen Mal3stab herzustellen.

5.1.2. Reinigung der HAMP-AC Rv3645

Es wurden zunidchst zwei Aufschlussmethoden verglichen: zum einen die beschriebene
Variante (Linder et al., 2004) mit Ultraschall, Lysozym und DNAse (4.6), zum anderen
AufschluB3 durch French Press Behandlung.

Die French Press Behandlung erbrachte hohere Ausbeuten. AuBlerdem wurde eine hdhere

Reinheit des Proteins durch Zusatz von 10% Glycerin (87%) im Lysispuffer erreicht.

116 w— }
B0 W
45 ==

35 |-

25 e

18 &

14 W

Spur 1 2 3 4

Abbildung 5-3  SDS-Gel (15%) von HAMP-AC Rv3645 mit und ohne 10% Glycerol im Lysis-Puffer.

Spurl: Reinigung mit 10% Glycerol (87%) im Lysis-, Wasch - und Elutionspuffer;
2.2ng  Protein. Spur2: 6pl Zellpellet in 100pul Probenpuffer. Spur3: 6pul
Nickeliiberstand. Spur 4: Reinigung ohne Glycerol mit deutlichen Verunreinigungen,
3.3pg Protein. (=—): typische Verunreinigung bei Ni**-NTA
Affinititschromatographie mit loslichem E. coli Protein. Die Bande wird in der
Literatur als Peptidylprolylisomerase SlyD (26kDa) beschrieben (Yan et al., 2001).
(+—): gereinigtes Protein bei 30kDa

Dieses Reinigungsprotokoll ist fiir alle weiteren zu reinigenden Proteine das

Standardprogramm, solange nichts anderes vermerkt.

5.1.3. Kristallisationsversuche
Gereinigte HAMP-AC Rv3645 wurde gegen Dialysepuffer 1 dialysiert. Die Verwendung

dieses Puffers war bereits bei der Kristallisation anderer AC-Doménen erfolgreich (Tews et

al., 2005). Er enthdlt 10% Glycerin zur Stabilisierung des Enzyms. Ansonsten 10mM
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Tris/HCl, pH 8, 2mM MgCl,, 2mM Thioglycerol. Das Dialysat wurde auf 1Ilmg/ml

aufkonzentriert (Vivaspin 2, 10kDa-cutoff-Konzentratoren).

5.1.3.1. HAMPTON-, WIZARD-Screen
Fiir das manuelle Ansetzen von Platten wurden 1ul konzentriertes Protein und 1ul des

jeweiligen Puffers benétigt (4.10.2). Von Hampton wurden die Puffer-Reihen Crystal Screen,
Crystal Screen 2 und Crystal Screen Lite angesetzt. Von Wizard-Screen I und II wurden die
Bedingungen angesetzt, die sich nicht mit dem Hampton-Kit deckten.

Es entwickelten sich Kristalle unter den Bedingungen des HAMPTON Crystal Screen 2, #39:

Abbildung 5-4 Minikristalle aus dem Hampton Crystal Screen 2, #39:

3.4M 1,6 Hexandiol, 0,2M MgCl,, 0,1M Tris/HCI pH 8.0; Wachstumstemperatur:
12°C, Wachstumsdauer: 2-3 Monate. Grofle: ca. 40x5Sum, verzweigte Biischel

Die Kristalle waren unter diesen Bedingungen reproduzierbar, Zusatz von MgCl, war nicht
notwendig. 40x5um sind fiir eine Vermessung zu klein, daher wurden die einzelnen
Pufferkomponenten variiert (darauf wird im Einzelnen nicht eingegangen). Da trotz
weitgehenden Versuchen keine Kristalle erhalten wurden, die fiir eine Strukturaufkldrung
geeignet waren (Grofe: 80x10uM bis 110x20uM, unverzweigt, keine kubischen Formen),

wurden die Versuche eingestellt.

5.2. HAMP aus Archaeoglobus fulgidus ORF Af1503
Zwischenzeitlich 16ste die Arbeitsgruppe von Prof. A. Lupas, MPI fiir Entwicklungsbiologie,

die Struktur einer anderen HAMP-Domine (Hulko et al, 2006). Im Genom des
hyperthermophilen Archaebakteriums Archaeoglobus fulgidus kommen HAMP-Dominen
haltige ORFs vor. Eine solche HAMP-Domine (aus ORF Af7503) wurde zur
Strukturaufklirung per NMR gewihlt. Die Uberlegung war, dass eine Proteindomine, die als
dynamischer Schalter bei 100°C funktionieren sollte (Lebensraum des Archaebakteriums sind
heiBe Quellen) bei Raumtemperatur wahrscheinlich in ihrer stabilsten Konformation

eingefroren ist, sodafl eine NMR-Strukturaufklarung moglich sein sollte.
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Ein Alignmentausschnitt der in Kapitel 1.2 aufgefiihrten HAMP-Dominen zeigt nochmals die
Homologie der beiden HAMP-Doménen aus A. fulgidus Af1503 und M. tuberculosis Rv3645:

Af1503 278: STﬂﬁSNTADiA@LE——EEEPH——ONREDAKSIERLSESKVAME
Rv3645 278 : MBRIAD OIRRWATL SENMQ YN--EHNMQI-——-YDIRSIHNEIMEOAGEFNCMVIREMSERQR

Abbildung 5-5  Alignment der HAMP-Doméinen aus A. fulgidus Af1503 und M. tuberculosis Rv3645,
nach Clustal W. Schwarz unterlegt: identische und dhnliche AS. Der die Helices 1 und 2
verkniipfende Linker beginnt bei beiden Sequenzen an Position G297 und endet bei
Af1503 an Position A309, bei R3645 an A310.

5.2.1. Die einzigartige Struktur der Af1503 HAMP-Domaéne
Die NMR-Analyse zeigte, dass die HAMP-Doméne aus zwei parallelen a-Helices besteht, die

durch einen Linker verbunden sind. Zwei HAMP-Doménen bilden wiederum ein paralleles
Homodimer, sodass ein Biindel aus vier parallelen Helices entsteht, die leicht gegen die

Symmetrieachse geneigt sind (Abbildung 5-6).

Abbildung 5-6  Struktur der HAMP-Domiine aus A. fulgidus Af1503, Seitenansicht.

Links: Seitenansicht als paralleles Dimer. In kriftigem Gelb und Griin das erste
Monomer mit N-terminus (N), dem die beiden Helices verbindenden, im Vordergrund
sichtbaren Linker, und das C-terminale Ende (C) der HAMP-Domiine, das sich an
Helix zwei anschlie8t. Das fiir die Dimerenbildung noétige zweite Monomer ist in
blasseren Farben sichtbar (N' und C'). Rote Stifte: AS, deren Seitenketten ins Innere
des helicalen Biindels ragen, blaue Stifte: die AS, deren Seitenketten zur Nachbarhelix
zeigen (besser ersichtlich in Abbildung 5-7).

Mitte: schematische Darstellung eines Monomers (ebenfalls Seitenansicht). Griin: a-
Helix 1, gelb: a-Helix 2; N-und C-terminus

Rechts: Seitenansicht des Monomers, 180° um die eigene Achse gedreht, ohne Linker.
Schwarz gestrichelt sind die Ebenen 1-4 eingezeichnet, die durch die Interaktion von
hydrophoben AS ausgebildet werden und so das Helixbiindel stabilisieren. Blaue und
rote Stifte: wie links. Alle Daten aus der Literatur (Hulko et al., 2006).
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Das parallele Dimer der HAMP-Doméne aus 4. fulgidus hat die Struktur einer coiled-coil. Die
Strukturen von coiled-coils beruhen auf der Periodizitit hydrophober AS in den a-Helices, in
denen jede AS eine Drehung um ungefihr 100° hervorruft. Klassische coiled-coils haben eine
Periodizitdt von 7 AS (Heptadenmuster), also nahezu zwei Drehungen im gestreckten Zustand
der Helices. Die fehlenden 20° werden durch Verdrillen der Helices umeinander kompensiert.
Die Positionen der Periodizitdt der AS werden mit den Buchstaben abcdefg wiedergegeben (s.
Abbildung 1-3). Die hydrophoben Positionen @ und d sind an der Ausbildung der
Helixpackung beteiligt. Diese wird durch den Aufbau einer kanonischen coiled-coil definiert.

Kanonische coiled-coil: bezeichnet die Packung der bevorzugten hydrophoben AS innerhalb

der Helices: Leu an @ und Ile an d. Dabei wird eine hydrophobe AS einer Helix jeweils von
vier Seitenkettenresten der ihr zugewandten Helix umrahmt, so entsteht ein Hohlraum, in den
die AS  Thineinpasst: knobs-into-holes-Anordnung, die coiled-coils normalerweise
kennzeichnet (Abbildung 5-7).

Eine von der kanonischen Anordnung einer coiled-coil abweichende Packung konnten Lupas

et al. bei Af1503 beobachten: eine knobs-into-knobs-Packung. Sie wird durch zwei
Orientierungen charakterisiert: zum einen existieren hier vier hydrophobe AS, jetzt mit x
bezeichnet, deren Seitenkettenreste direkt ins Innere des helicalen Biindels ragen. Zweitens
wurden AS beobachtet, deren Seitenketten sich seitlich zur Nachbarhelix orientieren, um so
einen wechselwirkenden Ring zu bilden, bezeichnet mit da (da entspricht den Positionen e
(Helix 1) bzw. g (Helix 2)). Eine dichte monomere Packung wird dadurch erreicht, dass die x-
Ebenen von Helix 1 mit den da-Ebenen von Helix 2 kombiniert werden und umgekehrt. So
entstehen gemischte x-da-Ebenen. Lupas et al. bezeichnen diese beobachtete Form der
interhelicalen Packung mit "komplementdire x - da" (Abbildung 5-7). Die Existenz einer
solchen ungewoOhnlichen Packung wurde von Pauling in den 50er Jahren vorhergesagt
(Pauling et al., 1951) und ist bislang nur im Lac-repressor (Regulator des lac-Operons aus E.

coli) beobachtet worden (Solan et al., 2002).
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knobs-to-knobs

komplementér,
x-da

Abbildung 5-7

kanonisch

Interaktionen der hydrophoben AS im tetrahelicalen Biindel von HAMP Af1503.

Links: schematische Darstellung der knobs-into-knobs Anordnung, bezeichnet als
komplementiire x-da, Ansicht von oben. Rote Kreise: x-Positionen, deren Seitenketten
ins Innere des Biindels zeigen, blaue Kreise: da-Positionen, deren Seitenketten zur
Nachbarhelix zeigen; violett unterlegt: die Wechselwirkungen im Kernstiick der vier
Helices (AS-1, AS-1', AS-2, AS-2").

Mitte: Modell zur Darstellung der Umwandlung von komplementir x-da zu kanonisch.
Das Zahnrad symbolisiert die vier Helices (Farbgebung wie Abb. 5.6). Sie drehen sich in
einer konzertierten Rotation von 26° umeinander, Wechsel von knobs-into-knobs zu
knobs-into-holes und umgekehrt. Lila Pfeile: Umwandlung in beide Richtungen.

Rechts: Darstellung der kanonischen Packung, schematisch, Ansicht von oben.
Angegeben sind u.a. die fiir die Packung wichtigen AS in der Buchstabenkennzeichnung
fiir kanonische coiled-coils. Farbgegung: die rot umrandeten x-Reste (links) werden nun
zu d-(Helix 2) oder a-(Helix 1) Resten (ebenfalls rot umrandet). Die blau umrandeten a-
Reste (links, Helix 1) werden durch die Drehung zu e-Resten in Helix 1 (blau umrandet)
der kanonischen Packung; d-Reste (Helix 2), links blau umrandet, werden zu g-Resten
in Helix 2 (blau umrandet) der kanonischen Packung, an der nur die a- und d-Reste
beteiligt sind. Violett unterlegt: das Herzstiick des Biindels, das bei dieser Packung von
AS-Interaktion unberiihrt bleibt.

In Abb. 5.7, Mitte, wird von Prof. A. Lupas ein Modellvorschlag gemacht, der den

Mechanismus der HAMP-Doméne bei der Signaltransduktion erkldren soll. Dabei spielt der

beinahe isoenergetische Zustand der kanonischen und der komplementdren x-da-Packung eine

Rolle: an der komplementdiren x-da-Packung sind drei Positionen per Periodizitit beteiligt (x,

d und a), wihrend bei der kanonischen Packung die Positionen a und d beteiligt sind (Abb.

5.7). Die Hypothese von A. Lupas ist, dass der Ubergang der x-da-Struktur in eine kanonische

coiled-coil-Struktur durch eine Rotation der Helices erfolgt. Dabei sollen sich die vier Helices

um 26° drehen, wobei jeweils benachbarte Helices in entgegengesetzte Richtungen drehen,

dhnlich einem Getriebe (Abbildung 5-7, Mitte). Diese Hypothese wird u. a. durch
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Mutationsstudien im GCN4-Leucinzipper begriindet (der Leucin 'Rei3verschluss' beschreibt
das Strukturmotiv der Leu-Periodizitit in parallelen Helices und die damit einhergehende
Dimerisierung). Der GCN4-Leucinzipper ist ein Transkriptionsfaktor der Hefe und gehort zu
den am besten untersuchten coiled-coil Familien. Yadav et al. konnten durch Punktmutation
an Position e (E20C) die kanonische Packung unter Ausbildung eines a-d-e-Ringes in die
beobachtete komplementire x-da-Anordnung umwandeln. Durch weitere Mutation dieser e-
Position zu Ser konnten unter verschiedenen Kristallistationsbedingungen die Strukturen
beider Packung erhalten werden. Dabei stellte sich jedoch heraus, dass in diesem Fall die
Umwandlung von kanonisch nach x-da eine Umorientierung der Helices von parallel zu
antiparallel zur Folge hatte (Yadav et al., 2006).

Da die Helices von HAMP Af1503 bereits in paralleler Form angeordnet sind, kann der
Ubergang von der ihr eigenen komplementiren x-da-Packung zu kanonischer Packung mit
einer Rotation der Helices um 26° ohne eine Umorientierung erreicht werden, so die
Hypothese von A. Lupas. Da zur Ausbildung der x-da-Packung die Positionen a, d, e der
Helix 1 und a, d, g der Helix 2 beansprucht werden (wenn man die a-g-Nomenklatur der
kanonischen Form zugrunde legt), sind die Helices asymmetrisch zueinander.

Man kann festhalten: HAMP Af7503 besteht als Homodimer aus vier parallelen Helices, die
eine nicht kanonische coiled-coil-Struktur besitzen. Diese ungewohnliche Helix-Packung wird
mit komplementdr x-da bezeichnet; die Helices sind asymmetrisch zueinander (Hulko et al.,
20006).

Eine Frage war, ob sich die Packung der Helices durch eine Rotation um 26° von der
komplementdren x-da in die kanonische coiled-coil umwandeln lidsst und ob dabei die

parallele Anordung der Helices erhalten bleibt.

5.2.2. Funktionsanalyse mit Hilfe der Rv3645 AC als read-out:
Af1503HAMP (375.331)-RV3645AC 331.549

Die Struktur der Arbeitsgruppe Lupas sagte zur Funktion nichts aus, da Af71503 keine 'output'-
Domine besitzt. Wie kann der postulierte Rotationsmechanismus nachgewiesen werden, mit
dem die HAMP-Domine ein Signal intramolekular weiterleitet, d.h., dass HAMP zwischen
komplementdr x-da und kanonisch alterniert durch eine konzertierte Rotation um 26°
(Abbildung 5-7)? Zunéchst wurde untersucht, ob die HAMP-Doméne von Rv3645 durch
HAMP Af1503 unter Erhalt der enzymatischen AC Aktivitit ersetzt werden kann (Konstrukt
WT, Abbildung 5-8).
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|278] [330

331 |

(540 [278] [334

549

331 |

AC Rv3645 AC Rv3645

Rv3645
HAMP

Konstruktname: HAMP-AC Rv3645

Gt

Konstruktname: WT

Abbildung 5-8

Austausch von HAMP Rv3645 gegen HAMP Af1503 in M. tuberculosis Rv3645.

links: Konstrukt: HAMP-AC Rv3645, HAMP-Doméne und AC aus M. tuberculosis;
Weilles Oval: HAMP-Domiine, Angabe der AS (eingerahmt), weiles Rechteck: AC,
Angabe der AS (eingerahmt), Konstruktname.

rechts: Konstrukt mit ausgetauschter HAMP von A. fulgidus. Graues Oval: HAMP aus
A. fulgidus, Angabe der AS (eingerahmt); weifles Rechteck: AC aus M. tuberculosis,
Angabe der AS, Konstruktname.

5.2.2.1. Expression, Reinigung und Aktivititsvergleich
Die Expression des Konstruktes WT erfolgte unter den in 5.1.1 beschriebenen Bedingungen:

Animpfen mit 5% Vorkultur (37°C ii. N.), Texpression=30°C, t=5-6h, ImM IPTG.

Gereinigt wurde nach Standardmethode (5.1.2). Das WT - Monomer hat ein berechnetes MW

von 30,6kDa.
kDa kDa
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Abbildung 5-9

AC Rv3645

AC Aktivitit und gereinigte Proteine WT, HAMP-AC Rv3645 und AC Rv3645.

Links: Sdulendiagramm der spezifischen Aktivitit der Konstrukte AC Rv3645,
HAMP-AC Rv3645 (weifle Saule) und WT (graue Siule), Testbedingungen: Standard,
je Spg Protein

Mitte: SDS-Gel (15%): 1: 2,2ug HAMP-AC Rv3645 (30kDa); 2: 2,2ng WT (30,6kDa)

Rechts: Western-Blot, 1: AC Rv3645 (23,8kDa), 1,45ug Protein; 2: HAMP-AC
Rv3645, 1,8ug Protein; 3: WT, 1,45pg Protein
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Mit einer spezifischen Aktivitit von 633 nmol cAMP-mg'min” ist das Konstrukt WT
2,2fach aktiver als das Konstrukt mit der mykobakteriellen HAMP Rv3645 (280 nmol
cAMP'mg''min™"). Die AC Rv3645 hat mit 4 nmol cAMP-mg ' ‘min™ eine geringe Aktivitit
in Ubereinstimmung mit den bisherigen Befunden (Linder, 2006; Linder et al., 2004).

5.2.2.2. Zeitabhiingigkeit
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Abbildung 5-10 Zeitabhingigkeit von HAMP-AC Rv3645 und WT, n=4; Testbedingungen: Standard,
2-10min, Proteinmenge: je 0,5ng

Der enzymatische Umsatz ist bei beiden Konstrukten linear mit der Zeit.

5.2.2.3. Proteinabhiingigkeit WT
Fiir die Verdiinnungen des Proteins wurde folgender Puffer hergestellt: 10mM Tris/HCl, pH

8.0, 50% Glycerol (87%). Die Proben konnten so bei -20°C eingefroren werden. Fiir jeden
Test wurden frische Verdiinnungen aus der Stammldsung hergestellt, die bei diesem Versuch
eine Konzentration von 2,2mg/ml hatte. Aus dieser Proteinlésung wurden die Verdiinnungen
1:40 und 1:4 hergestellt, diese waren die Ausgangslosungen, aus denen die benétigte

Proteinmenge direkt pipettiert wurde.
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Abbildung 5-11 Proteinabhéngigkeit WT. Links: spezifische Aktivitit [pmol cAMP/(mg*min)],
Testbedingungen: Standard, n=2, Testbereich: 25-1000ng Protein.
Rechts: Angabe der Verdiinnungsreihe des Proteins WT, Tabelle.

Die Aktivitdit ist im Rahmen der tiiblichen experimentellen Schwankungen anndhernd
konstant. Fiir die Proteinkonzentrationen 25-100ng wurde eine Verdiinnung der Stammldsung
von 1:40 angefertigt, von der wiederum 0,45ul, 1ul und 1,8ul fiir den Test verwendet wurden.
Es ist moglich, dass die Endverdiinnung entweder ungeniigend durchgemischt war oder
bereits der Verdiinnungsfaktor zu grofl und damit die Ausgangsverdiinnung zu ungenau, daher
sind die Werte in diesem Bereich nicht konstant.

Zwischen 0,2 und 1ug Protein bleibt die spezifische Aktivitdt konstant bei 1,2 umol cAMP

‘mg”'min”'. Es wurde eine Menge von 0,5ug Protein fiir alle weiteren Versuche festgelegt.

5.2.2.4. Kinetische Charakterisierung

1.2 A 1
_E L, 1
WE
s .
- T
< o 08 7 1
<E
g .
o 4 4
82 0.6
E g
N o
oo 041 1
»n £
2
0.2 1 1
0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000
ATP[uM]

Abbildung 5-12 Substratkinetik von WT, Auftragung nach Michaelis-Menten, Testbedingungen:
Standard, 0,5pg Protein, 25-2000uM ATP; n=4
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Abbildung 5-13  Substratkinetik von WT.

Links: Auftragung nach Lineweaver-Burk zur Bestimmung von V., und K;;
Geradengleichung: y=0,793+173,23x; R= 0,99886

Rechts: Hill-Plot; y=-2,5 + 1,082x, R=0,9997

WT zeigt eine Substratabhingigkeit nach dem Michaelis-Menten-Modell. Die Berechnung
nach Lineweaver-Burk ergibt eine Vy,.x von 1296 + 96 nmol-mg'lmin'l. Damit liegt die
spezifische Aktivitit des WT deutlich liber der AC Aktivitit von HAMP-AC Rv3645 (590 +
10 nmol'mg'min”, Daten von PD Dr. J. Linder). Der Unterschied ist statistisch hoch
signifikant (p<0,01). Mit einer K,, von 229 + 60uM besitzt der WT eine hohere
Substrataffinitit als HAMP-AC Rv3645 (2700 = 100uM). Der Hill-Koeffizient von 1,082 fiir
WT deutet nicht auf positive Kooperativitidt hin im Gegensatz zu HAMP-AC Rv3645 mit
einem Hill-Koeffizienten von 1,4 (Daten zu HAMP-AC Rv3645 aus (Linder et al., 2004)).

Somit ist gezeigt, dass die HAMP-Doméne aus Af71503 in Kombination mit einem
nachgeschalteten Effektor, hier Rv3645 AC, eine enzymatisch aktive Chimaére bildet.

Im Folgenden wird untersucht, ob die geloste NMR-Struktur der HAMP Af7503 den
angeschalteten Zustand der Chimére reprisentiert und durch welche Mutationen in der

HAMP-Doméne eine weniger aktive Chimére erhalten werden kann.

57



Ergebnisse

5.3. Mutationsstudien der HAMP Af1503 via AC Rv3645 und
kinetische Charakterisierung

33183@
DN

1319

Aufsicht des Dimers
(60° gedreht), schematisch:
Ebene 3 im Querschnitt

= A291

Aufsicht des Dimers

Seitenansicht des Dimers

Abbildung 5-14  Seitenansicht, Aufsicht und Querschnitt des Dimers von HAMP Af7503.

Links: Bandmodell des Dimers, Seitenansicht. Kriftiges griin: a-Helix 1, kriftiges gelb:
oa-Helix 2, das zweite Monomer in blasseren Farben (wie Abb. 5.6); Ebenen 1-4 sind
angeschrieben. Rot: A291 der a-Helices 1 und 1' in Ebene 3 als Atommodell mit Van-
der-Waals-Radius dargestellt. Leicht taillierte Form des Dimers erkennbar.

Mitte: Aufsicht Dimer, Farben wie links. Die rdumliche Situation im Inneren des
Biindels wird sichtbar: von 'oben' (Ebene 1) nach 'unten' (Ebene 4) wird der innere
Raum enger; rot: A291 auf Ebene 3, wie links.

Rechts: schematischer Querschnitt des Dimers (Mitte), um 60° nach rechts gedreht.

Die Vogelperspektive zeigt die Anordnung der AS auf Ebene 3 in der komplementiren x-
da Packung (Farbgebung der Helices wie links). Blau: S318/1319 der a-Helix 2, die sich
zur Nachbarhelix orientieren und rot: A291, das direkt nach Innen zeigt (links und
Mitte als Atommodell dargestellt). So formt der interagierende Ring von AS-Resten eine
knobs-into-knobs Packung. Hervorgehoben ist A291; Abbildung aus (Hulko et al., 2006).

In der Seitenansicht des Dimers (Abbildung 5-14, links) ist ersichtlich, dass die Struktur des
HAMP Af1503-Dimers in Ebene 3 und 4 eine leicht taillierte Form annimmt. Durch die
Perspektive in Abbildung 5-14, Mitte, die das Innere des tetrahelicalen Biindels zeigt, wird
deutlich, dass die innere Rohre enger wird und somit ein Platzproblem fiir AS mit gréeren
Seitenkettenvolumina darstellt (hier angedeutet durch den Van-der-Waals-Radius des Ala auf
Ebene 3). Bei Betrachtung der AS-Anordnung im Inneren des Biindels (Abbildung 5-14,
rechts) fillt Ala291 auf. Die Methylgruppe von Ala291 passt hier, wihrend grossere
Seitenketten moglicherweise keinen Platz haben. Aus der Literatur ist bekannt, dass AS mit
weniger volumindsen Seitenkettenresten an dieser Position die knobs-into-knobs Anordnung
favorisieren (Gernert et al., 1995; Lupas and Gruber, 2005).

Mutationen dieses Ala zu AS mit volumindseren Seitenketten wurden an der HAMP-Doméne

der nitratabhidngigen Histidinkinase NarX aus E. coli untersucht. A189V resultierte hier in
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einer Reduktion der B-Galaktosidase Aktivitdt (Testsystem) in Anwesenheit von Nitrat
(Appleman and Stewart, 2003). Dieselbe Mutation wurde in der HAMP-Doméne des
Osmosensors EnvZ aus E. coli durchgefiihrt. EnvZ ist ein Membranprotein bestehend aus
periplasmatischer Rezeptordoméne, zwei Transmembranspannen, HAMP-Doméne und
Signaldomdne (Histidinkinase). EnvZ kontrolliert die Aktivitit von OmpR, das die
Transkription von OmpF und OmpC reguliert (Omp: Outer membrane proteins). Die
Mutation A193V (HAMPg,,z) resultierte in einer Veranderung der Expression von OmpF und
OmpC und damit verdnderter Osmoregulation (Park and Inouye, 1997; Tokishita et al., 1992).
Aufgrund dieser Beobachtungen wurden an Position 291 der HAMP Af1503
Einzelpunktmutationen mit AS durchgefiihrt, die unterschiedliche Seitenkettenvolumina
besitzen. Da das Af71503 Dimer durch Drehung um 26° zwischen kanonisch und x-da-
Konformation oszillieren kann, stellte sich die Frage, ob durch eine Anderung des
Seitenkettenvolumens an der Position A291 die Drehbarkeit beeintrachtigt wird und als Folge
davon die Aktivitdit der Rv3645 AC. Ob die AC Aktivititen in der Lage sind, die

Beeintrachtigung der Drehbarkeit wiederzugeben, soll im Folgenden untersucht werden.

5.3.1. A291V
Mit Chemotaxis-Versuchen der Arbeitsgruppe A. Lupas, die die HAMP-Doméne des Tar-

Rezeptors durch die HAMP Af1503 ausgetauscht haben, wurde gezeigt, dass Zellen, die an
Position 291 Valin anstelle von Alanin enthalten, ihr Schwimmverhalten dnderten. Daher
wurde Position 291 zuerst von Alanin nach Valin mutiert und in Kombination mit der Cyclase

getestet. Die Substratabhidngigkeit von A291V:
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Abbildung 5-15 Substratabhingigkeit von A291V.

Links: Substratkinetik nach Michaelis-Menten, n=4, Testbedingungen: Standard, 0,Spg
Protein, 25-2000pM ATP; rechts: Hill-Plot, y=-3,5066+1,211x; R=0,9968
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Eine Auswertung nach Lineweaver-Burk war nicht mdglich, da die Gerade durch den
Ursprung verlief. Daher wurde V. iiber den Hill-Plot ermittelt (Hill-fitting). A291V
verminderte V. von 1296 + 96 nmol cAMP-mg'l-min'1 auf 486 +£11 nmol cAMP-mg'l-min'].
Im Vergleich zu WT ist der Aktivitdtsunterschied hoch signifikant (p<0,01).

Mit einem K, Wert von 752 £105 uM ist die Affinitidt zu ATP deutlich hoher als bei HAMP-
AC Rv3645 (2700uM). Der Hill-Koeffizient von 1,2 deutet kaum auf positive Kooperativitit.
Die Zeitabhingigkeit war linear, Abbildung 5-16, links.
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Abbildung 5-16 Zeitabhingigkeit, SDS-Gel (15%) und Western-Blot von A291V.

Links: Zeitabhingigkeit A291V, n=4, Testbedingungen: Standard; 2-10min, 0,5pg
Protein; rechts: 1: Western-Blot A291V (122ng Protein) und 2: SDS-Gel: A291V
(1,22png Protein)

5.3.2. A291C

Eine bereits in in-vivo getestete Mutante war A291C.
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Abbildung 5-17 Zeitabhingigkeit von A291C und gereinigtes Protein A291C.

Links: Zeitabhingigkeit, n=4, Testbedingungen: Standard, 2-10min, 0,S5pg Protein.
Rechts: 1: Western-Blot von A291C (60ng Protein); 2: SDS-Gel mit 0,8ug Protein
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Die Zeitabhingigkeit der Mutante war linear (Abbildung 5-17, links).
Die Substratabhédngigkeit von A291C:
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Abbildung 5-18 Kinetik von A291C, Testbedingungen: Standard, 0,5ug Protein, n=4.
Oben Mitte: Michaelis-Menten-Substratkinetik, 25-2000nM ATP.
Unten links: Lineweaver-Burk-Darstellung: y=7,249-10'4+0,26333x; R=0,9993.
Unten rechts: Hill-Plot: y=-2,9031+1,02966x; R=0,9816.

Mit einer Ve von 1730 + 100 nmol cAMP-mg ' 'min™ ist A291C 1,3mal aktiver als der WT.
Kn (520 £ 90 uM) zeigt eine Sfach hohere Substrataffinitit als HAMP-AC Rv3645
(2700uM). Hill-Koeffizient: 1,0 + 0,1, d.h. keine Kooperativitét.

Da die Daten wiederspriichlich zu den Ergebnissen des Chemotaxis-assay waren, wurde
zusitzlich ein Test mit 1mM 1,4-Dithiothreitol durchgefiihrt, um oxidative Vorgénge
auszuschlieBen (Abbildung 5-19, links).

Auch die pH-Abhéngigkeit wurde bestimmt (Abbildung 5-19, rechts). Da die Cyclase Rv3645

nur von pH 7.0-8,5 aktiv ist (Hammer, 2004), wurde nur dieser Bereich getestet.
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Abbildung 5-19 Zeitabhiingigkeit A291C und WT + 1mM DTT. pH-Abhiingigkeit von WT und A291C.

Links: Zeitabhingigkeit WT und A291C = 1mM DTT-Zugabe, Testbedingungen:
Standard, 2-10min, n=2 (SEMs nicht gezeigt); je 0,Sug Protein (kein frisches Protein).

Rechts: pH-Abhiingigkeit WT und A291C, Testbedingungen: Standard, pH 6,9 bis 8,3,
pH-Werte bei T=37°C angegeben, n=2.

Auf DTT reagieren beide Proteine mit einer 2,5fachen Aktivitétssteigerung (Abbildung 5-19,
links). Allerdings waren beide Proteine bei diesem Test bereits 4 Tage alt, was zu einem AC
Aktivitdtsverlust von 50% der ohne DTT getesteten Proteine fithrte (Verlust im Vergleich zu
frisch gereinigtem Protein). Verglichen mit frisch préapariertem Protein betrdgt die
Aktivitatssteigerung durch DTT 1,3. Moglicherweise hat DTT einen Einfluss auf die
Ausbildung von Oligomeren (s. 5.4.2 und 5.4.3).

Bei unterschiedlichen pH-Werten ergeben sich keine nennenswerten Unterschiede der

spezifischen Aktivitit (Abbildung 5-19, rechts).

5.3.3. A291G

Glycin ist die kleinste Aminoséure. Sie ist achiral und besitzt keine Seitenkette. Daher ist Gly
hiufig an Positionen konserviert, die kritisch fiir die molekulare Beweglichkeit zu sein
scheinen. Hier wurde vielleicht eine erhohte, erleichterte Art der Rotation erwartet. Die

Abhingigkeit von der Zeit war auch hier linear (Daten nicht gezeigt). Kinetische Auswertung:
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Abbildung 5-20 Substratkinetik und gereinigtes Protein A291G.

Links: Substratabhingigkeit, Auftrag nach Michaelis-Menten,
Standard, 0,5ng Protein, 25-2000pM ATP; n=4.

Rechts: 1 und 2: SDS-Gel (15%), WT (0,9ng Protein) und A291G (1pg Protein);
3: Western-Blot A291G, 0,1ng Protein.

Testbedingungen:

o JTTTTTT T T T T T T ]
BT 02 - 1
2 . 0,0 - ¢ 1
3 =
S E Yy 02 ]
sZ E 04 4 4
0. ="
= E, 3 06 - ]
N
a £ g 08 -
= 1,0 -
1,2 -
T T T T T -1’4 o ’ ’ i i ' ' ' ' '
0 0002 0004 0006 0008 0,010 1,2 1,4 16 18 20 22 24 26 28 3,0 32
1/[UM]ATP log [uUM ATP]

Abbildung 5-21 Substratkinetik A291G.

Links: Darstellung nach Lineweaver-Burk; Geradengleichung y=0,48957+251,99x;
R=0,9984

Rechts: Auftragung nach Hill: y=-2,61579+0,99652x; R= 0,9978

Vinax von A291G ist mit 2064 + 133 nmol cAMP-mg‘min™ 1,6fach hoher als beim WT. Die
Substrataffinitét (523 + 53 uM) ist dhnlich wie bei A291C.

Somit scheint die Beweglichkeit der HAMP-Domine durch die kleinste AS an Position 291
gestiegen zu sein und die Vermutung einer erleichterten Rotation bestétigt. Alle bisherigen

Parameter zum Vergleich s. Tabelle 5-2.
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5.3.4. A291]

Mit den folgenden Aminosduren wurde das Volumen der Seitenketten systematisch
vergroBert. Da bisher die Reaktion linear mit der Zeit war, wurde auf eine erneute
Zeitabhéngigkeit verzichtet. Es wurden lediglich die kinetischen Eigenschaften der jeweiligen

Mutanten bestimmt.
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Abbildung 5-22 Substratkinetik und gereinigtes Protein A2911.

Links: Michaelis-Menten-Substratkinetik, Testbedingungen: Standard, 0,Spg Protein,
25-2000pM ATP; n=4

Mitte: Hill-Plot; y=-3,85359+1,46757x; R=0,999
Rechts: 1: SDS-Gel mit 1,7pg Protein; 2: Western-Blot: 80ng Protein

Zusammenfassung der kinetischen Eigenschaften der bisherigen Mutanten:

Konstrukt Vinax (nmol (:AMP-mg'1~min'1 ) Kin/SCso (UM) Hill-
Koeffizient

WT 1296 + 96 229 + 60 1.1+0.1
A291V 486 £ 11 752 + 105 1.2+0.0
A291C 1730+ 100 520+90 1.0+0.1
A291G 2064 + 133 523+ 53 1.0+0.1
A2911 281 £ 11 409 +27 1.5+0.0

Tabelle 5-2 Ubersicht der kinetischen Parameter von WT und Mutanten 5.3.1-4

Im Vergleich zum WT ist mit V=281 = 11 nmol cAMP-mg']-min'] die AC Aktivitdt von
A2911 um den Faktor 4,6 gesunken, auch ist sie nur noch halb so aktiv wie A291V. Die

Mutante zeigt ansatzweise positive Kooperativitit.
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5.3.5. A291L

Die Mutation zu Leucin zeigte keine groBBen Unterschiede in Vyx zu A2911; die kinetischen
Parameter dieser Mutante wurden ebenfalls {iber Hill-fitting bestimmt.
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Abbildung 5-23  Substratabhiingigkeit und gereinigtes Protein A291L. Links: Auftrag nach Michaelis-
Menten, Testbedingungen: Standard, 0,Spg Protein, 25-2000uM ATP; n=4

Mitte : Hill-Plot, y=-4,1169+1,4029x; R=0,998
Rechts: 1-Western-Blot mit 0,11pg Protein, SDS-Gel mit 1,1pg Protein
Vinax betrigt 319 + 11 nmol cAMP-mg™'min”', die Substrataffinitit bei A291L ist niedriger als

bei A2911: 878 =41 uM vs. 409 £ 27 uM. Sie ist gegeniiber dem WT um den Faktor 4 erhoht.

5.3.6. A291F

Die Spekulation, ob durch Einfiihren eines aromatischen Ringes die Anordnung der Helices

soweit verdndert werden kann, dass die Aktivitdit noch weiter sinkt, wird im Folgenden

untersucht:
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Abbildung 5-24 Substratkinetik, SDS-Gel und Western-Blot von A291F.

Links: Michaelis-Menten-Substratkinetik, n=6, Testbedingungen: Standard, 0,5ng
Protein, 25-2000uM ATP

Mitte: Hill-Plot, y=-3,9886+1,5356x, R=0,9985, Hill-Koeffizient: 1,5
Rechts: 1- SDS-Gel (0,8ug Protein); 2- Western-Blot mit 1,2pg Protein
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Mit einer Vg von 213 £ 8 nmol cAMP-mg'l-min'1 (gefittet aus dem Hill-Plot), ist die
Mutante zwar nicht inaktiv, liegt aber unter der AC Aktivitit von A2911 (281 + 11 nmol
cAMP-mg'min”', vgl. Tabelle 5-2). Verglichen mit dem WT ist die spezifische Aktivitit
sechsfach niedriger. Im Gegensatz zur verminderten Aktivitét ist die Affinitdt zu ATP nicht
beeintrachtigt (368 + 17uM). NMR-Studien dieser HAMP-Mutante (nur der HAMP-Domine)
der Kooperationspartner zeigten, dass die Konformation des Homodimers zum Teil

antiparallel vorliegt, in einem geschétzten Gleichgewicht von 1:1.

5.3.7. A291W
Den groBten Seitenkettenrest aller AS hat Tryptophan.

A291W zeigte nicht das tlibliche Substratsittigungsverhalten (Michaelis-Menten).
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Abbildung 5-25 Substratabhiingigkeit und gereinigtes Protein A291W.

Links: Substratabhiingigkeit A291W, n=4. Testbedingungen: Standard, 0,5pg Protein,
25-2000nM ATP. Man beachte, dass bis 2mM ATP kein Ubergang in den
Sittigungsbereich erkennbar ist.

Rechts: 1- SDS-Gel (0,9ng Protein); 2- Western-Blot mit 1,1ug Protein

Da bei 2mM ATP die Gerade noch steil ansteigt, wurde in weiteren Versuchen ATP bis auf
4mM erhoht, um zu sehen, ob sich Sittigung einstellt (Abbildung 5-26).

In gleichen Konzentrationen wurde ab 0,5mM ATP die Mn’'-Konzentration erhoht (was
allerdings keinen Effekt hatte; nicht gezeigt). Der WT als Kontrolle wurde durch 4mM ATP

auf 77% der maximalen Aktivitit reduziert (+ zusitzlichem Mn”"; Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5-26 Substratabhingigkeit A291W, 0,1-4mM ATP, ab 2mM ATP in 0,Smolar

Abstinden, Testbedingungen: Standard, 0,5ug Protein, n=4. Der Pfeil deutet auf
die optimale Aktivitiit Vopt = 446 nmol cAMP-mg"-min”".

Es stellte sich keine Substratsittigung ein. Man kann lediglich die optimale Aktivitit angeben,
hier Vop= 446 nmol cAMP-mg'l-min'l, d.h. 34% Restaktivitit im Vergleich mit WT.

Moglicherweise wiirden in diesem Fall weitere Verdiinnungen des Proteins zu genaueren
Ergebnissen fiihren, da die Priparation aber ohnehin instabil war (nach 2tigiger Lagerung
sank die Basalaktivitdt bereits auf ein drittel) und auch mittels NMR die Struktur der HAMP-

Mutante nicht erfasst werden konnte, wurden diese Versuche unterlassen.
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5.3.8. Zusammenfassung der Einzelmutationen an Position A291

Konstrukt> V max K./SCso | Seitenkettenvolumen Hill-
(nmol cAMP-mg ™ ‘min™") (uM) (A% Koeffizient

WT (A291) 1296 + 96 229 + 60 28.5 1.1 £0.1
A291G 2064 + 133 523 +53 0 1.0+£0.1
A291C 1730 + 100 520 £90 48.4 1.0+£0.1
A291V 486 £ 11 752 £ 105 79.9 1.2+0.0
A291L 319+ 11 878 + 41 106.6 1.4+0.1
A2911 281+ 11 409 + 27 106.6 1.5+£0.0
A291F 213 +8 368 +17 129.8 1.5+0.1
A291W Vopi= 446 - 167.7 -

Tabelle 5-3 Ubersicht Ergebnisse Kap.5.2.2 und 5.3 (1-7)

Auffallig ist, dass nicht nur beim WT, sondern durchgingig bei allen Mutanten die
Substrataffinitit um ein Vielfaches niedriger ist als bei HAMP-AC Rv3645 (SCso = 2700 +
100uM). Die HAMP-Doméne aus A. fulgidus orientiert die katalytischen Doménen der AC
Rv3645 offenbar so, dass auch ohne weitere Aktivatoren eine hohe Substrataffinitit erzeugt
wird. Mit einer niedrigeren AC Aktivitdt geht nicht eine niedrige Substrataffinitit einher
(Tabelle 5-3); statistische Relevanz s. Tabelle 5-4. Die Unterschiede zwischen diesen
Parametern ergeben sich wahrscheinlich durch das Verhalten der HAMP gegeniiber der
Cyclase. Es wird angenommen, dass die HAMP-Domaéne sich bevorzugt in zwei Zustédnden:
angeschaltet oder ausgeschaltet befindet (Hulko et al., 2006). Damit lassen die V.x-Werte
von WT und den Mutanten A291C und A291G die Vermutung zu, dass die Proteine sich
wahrscheinlich im angeschalteten Zustand befinden. Bei Mutanten mit groferen
Seitenkettenvolumina ~ an  Position =~ A291  verschiebt sich das  Verhéltnis
angeschaltet/ausgeschaltet zunehmend in den ausgeschalteten Zustand.

Die Mutanten A291L, A2911 und A291F zeigen ansatzweise positive Kooperativitét.

? hier ist nur der Name der jeweiligen Mutation aufgefiihrt, Rv3645AC wird nicht jedes Mal erwihnt
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Statistische Auswertung von Vpax und Ky,:

Tabelle 5-4

Vi | A291G [ A291C | A291V | A29IL | A2911 [ A291F | Vi
p>0,05 | * ser | wwr | %% | A291G

p>0,05 | *** [ A29IL

* | A2911

Vinax

Statistik der kinetischen Parameter von WT und Mutanten. Die Art der Signifikanz ist
mit Sternen angegeben: *statistisch signifikant, p<0,05. ** statistisch hoch signifikant,
p<0,01 und ***statistisch hochst signifikant, p<0,001. Nicht signifikant: p>0,05.
Hellgrau unterlegt: Statistik von V,,,, dunkelgrau unterlegt: Statistik von K, die leeren
Kiistchen teilen die Tabelle diagonal.

Viax: in ihren AC Aktivitdten unterscheiden sich alle Mutanten signifikant vom WT (Art der
Signifikanz s. Tabelle 5-4, hellgrau unterlegt). Bis auf A2911/A291L und A291G/A291C sind

auch die Mutanten untereinander signifikant unterschiedlich.

Kp: nur A291F unterscheidet sich nicht signifikant von WT (Art der Signifikanz s. Tabelle

5-4, dunkelgrau). Die Signifikanz der K,,-Werte der Mutanten untereinander ist nicht so

ausgeprigt wie bei Vi,x.

Die AC Rv3645 ist also in der Lage, die Beeintrachtigung der Drehbarkeit der HAMP-Helices

bzw. die Folge von Mutationen in der HAMP-Domine wiederzugeben. Die angesprochene

Abhéngigkeit der AC Aktivitdt bzw. Drehung der HAMP-Domine vom Seitenkettenvolumen

an Position A291 konnte bewiesen werden, denn das Volumen der Seitenketten der AS

korreliert direkt mit der spezifischen Aktivitit der Konstrukte, mit Ausnahme von A291C:
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Abbildung 5-27
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Korrelation der V,,,, mit dem Seitenkettenvolumen der AS an Position 291 der Af1503

HAMP-Domiine (Hulko et al., 2006).

Die angegebenen AS beziehen sich auf die Mutationen des WT an Position 291. Die
Gerade zeigt die Abnahme der V,,,, mit zunehmendem Seitenkettenvolumen der AS an
Position 291. Cys bildet die einzige Ausnahme und ist mit dem Chemotaxis-assay nicht

im Einklang (5.3.2).

5.3.9. Die x-Positionen — Versuch einer Charakterisierung
In diesem Kapitel war die Frage, ob Alanin an den anderen x-Positionen vertrédglich ist.

Abbildung 5-28
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Querschnitt durch die Ebenen 1-4 des HAMP Af1503-Dimers. Ansicht von oben.
Modelldarstellung der komplementiiren x-da Anordnung im Kernstiick des Dimers.

Die Helices sind in Form von offenen Kreisen dargestellt (um die Rotation zu
anzudeuten): griin: o-Helix 1, gelb: o-Helix 2, a-1' und @-2' in den entprechend
blasseren Farben. Rote Stifte: die entsprechenden x-Positionen auf allen vier Ebenen,
die ins Innere zeigen, Angabe der AS. Blaue Stifte: die jeweiligen AS, die zur
Nachbarhelix zeigen, Angabe der AS. Grau eingerahmt: Ebene 3, deren x-Position
A291 in Kap. 5.3.1-7 untersucht wurde.
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In Abbildung 5-28 ist ein Querschnitt durch die tetrahelicale Anordnung der Af7503 HAMP
auf allen vier Ebenen dargestellt. Durch die Ansicht von oben ist hier der Innenraum
ersichtlich, in den bei der komplementdren x-da-Anordnung die Seitenkettenreste der AS in x-
Position hineinragen (rot). Dabei féllt die bereits untersuchte Position A291 auf, die im
Gegensatz zu 1284 (Ebene 1), L315 (Ebene 2) und L322 (Ebene 4), wenig Raum im Inneren
des Dimers ausfiillt. Ob sich eine Mutation dieser anderen x-Positionen zu Ala giinstig auf die
Aktivitit der AC auswirkt, wird durch kinetische Untersuchungen untersucht.

Dazu wurde A291 in Ebene 3 (Abbildung 5-28) zu Isoleucin mutiert, um dann nacheinander
die x-Positionen in den Ebenen 1, 2 und 4 zu Ala zu mutieren.

1) Ebene 1 und Ebene 3: 1284A und A2911
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Abbildung 5-29 Kinetik und gereinigtes Protein von 1284A, A2911.

Oben Mitte: Substratabhingigkeit 1284A, A2911; Auftrag nach Michaelis-
Menten. Testbedingungen: Standard, 0,5ug Protein, 25-2000uM ATP; n=4.

Unten links: Hill-Plot, Geradengleichung: y=-3,958+1,3282x, R=0,999;
unten rechts: Western-Blot (0,1ng Protein) und SDS-Gel (15%) mit 2pg Protein
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Da Position A291 mit Ile besetzt ist, war anzunchmen, dass die Aktivitit wie bei der
entsprechenden Einzelpunktmutante gering ist. Diese Vermutung wurde bestdtigt, mit Vi, =
243 + 13 nmol cAMP-mg''min”' scheint die Zusatzmutation 1284 keinen Unterschied
hinsichtlich der Aktivitit zu ergeben. Die Substrataffinitit (966 + 48uM) der Doppelmutante
nimmt im Vergleich zu A2911 (409 + 27uM) ab (Tabelle 5-5). Es ist die geringste ATP-
Affinitét aller bisherigen Mutanten.

2) Ebene 2 und Ebene 3: A2911 und L315A
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Abbildung 5-30 Kinetik und gereinigtes Protein von A2911, L315A.

Oben Mitte: Michaelis-Menten-Substratkinetik, Testbedingungen: Standard, 0,5pg
Protein, 25-2000uM ATP; n=4;

unten links: Hill-Plot mit y=-3,347+1,1624x, R=0,997;

unten rechts: Western-Blot mit 124ng Protein, SDS-Gel mit 1,24ug Protein
Bei dieser Mutante wurde ein Aktivititsminimum der bisherigen Mutanten erreicht: Vyax =
165 + 16 nmol cAMP-mg''min”. Offenbar passt diese AS nicht in die 2. Ebene,

moglicherweise treten Faltungsprobleme auf.
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3) Ebene 3 und Ebene 4: A2911 und L322A, Substratkinetik:
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Abbildung 5-31 Substratkinetik und gereinigtes Protein von A2911, L322A.

Oben Mitte: Substratkinetik, Auftrag nach Michaelis-Menten, Testbedingungen:
Standard, 0,5ng Protein, 25-2000pM ATP; n=4.

Unten links: Hill-Plot: y=-2,906+1,0337x, R=0,996;

unten rechts: Western-Blot (95ng Protein) und SDS-Gel mit 0,95ug Protein
Diese Mutante ist mit 493 + 36 nmol cAMP-mg™-min”" doppelt so aktiv wie A2911 (281 = 11
nmol cAMP-mg''min"). Das konnte durch die Lage in Ebene 4 in der Nihe des '(a2)-
Ausgangs' begriindet sein. Die Beweglichkeit der Helices konnte sich durch das kleinere

Seitenkettenvolumen verbessert haben.

Konstrukt Vinax (nmol cAMP'mg ™' 'min™") K (ULM) Hill-Koeffizient
A2911 281+ 11 409 + 27 1.5+£0.0
A2911, 1284A 243+ 13 966 + 48 1,3+0,1
A2911, L315A 165+ 16 739 + 112 1,2+0,1
A2911, L322A 493 + 36 659+ 114 1,0£0,0

Tabelle 5-5 Ubersicht Kap. 5.3.9, hellgrau unterlegt: Einzelmutante A2911 zum Vergleich
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Alle Doppelmutanten zeigen keine positive Kooperativitdt. Nur A2911 kann mit einem Hill-
Koeffizienten von 1,5 als positiv kooperativ eingeordnet werden. Da im Vergleich zu WT
(Tabelle 5-3) sowohl die AC Aktivitit durchgingig erniedrigt ist, als auch die ATP-Affinitit
aller Doppelmutanten abnimmt, ist anzunehmen, dass Ala an den x-Positionen der Ebenen 1,

2 und 4 wenig Einfluf3 hat.

5.3.10. Die kanonische Packung einer coiled-coil
Coiled-coil Strukturen beruhen auf dem Heptadenmuster hydrophober AS in den a-Helices.

Dabei werden Leu und Ile an den Positionen a und d bevorzugt (Angabe der Positionen s.
Abbildung 5-32). Eine kanonische coiled-coil bezeichnet die Anordnung von a und d
innerhalb der Helices. Dabei wird eine hydrophobe AS einer Helix jeweils von vier
Seitenkettenresten der ihr zugewandten Helix umrahmt, so entsteht ein Hohlraum, in den sie
hineinpasst, das ist die knobs-into-holes-Anordnung, die coiled-coils auszeichnet (s. 5.2.1)
und an deren Ausbildung zwei Reste per Heptadenmuster beteiligt sind (d und a). Die nicht-
kanonische, beobachtete komplementire x-da-Packung bendtigt drei Reste per
Heptadenmuster (x, d und a = a, d und e, bzw. g) zur Ausbildung der Packung.

Es wurde berichtet, dass nur kleine Anderungen im helicalen Register vorgenommen werden
miissen, um die kanonische Packung in die x-da-Anordnung umzuwandeln (Deng et al.,
2006). Deng et al. mutierten dazu im GCN4-Leucinzipper drei polare g-Positionen zu
hydrophoben AS, daraus resultierte eine Beteiligung der Positionen a, d und g an der
interhelicalen Packung. Zudem ging damit eine Anderung der Helix-Orientierung von parallel
zu antiparallel einher. Alberti et al. konnten durch Mutation der ungeladenen Positionen g und
e des Lac-repressors (x-da-Konformation) diesen in eine kanonische Packung umwandeln
(Alberti et al., 1993); dazu ersetzten sie g und e durch die entsprechenden geladenen AS des
GCN4-Leucinzippers an diesen Positionen. Auch hier dnderte sich die Orientierung der
Helices: von antiparallel zu parallel.

Die Helices der Af1503 HAMP sind in paralleler Form angeordnet, was der Orientierung in
einer kanonischen coiled-coil bereits entspricht. Das sollte nach Ansicht von A. Lupas eine
Umwandlung der hier vorliegenden komplementdiren x-da Packung zu einer kanonischen
Packung durch Mutationen der a-und d-Positionen ermdglichen. Dazu hat A. Lupas eine Serie
unterschiedlicher Konstrukte entworfen (A, B, C und D). Im Folgenden werden ihre

biochemischen Eigenschaften anhand der AC Aktivitdt untersucht:
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A)
291 294
x da x da da x da x
d a d a d a d a d a
[wr]278 STITRPIIELSNTEDK[JAEGNLEAEVPHONRADE LG ILAKSTERLRRSLKVANE 331
A 278 I—L 331

a-Helix1 ——

a- Helix 2 —

Abbildung 5-32 AS-Sequenz der Af1503 HAMP 373331, Angabe der a-Helices. Schwarze Buchstaben:
hydrophobe AS; graue Buchstaben (fett): hochkonservierte AS

d, a: kanonische Aminosiiuren einer coiled coil, hier mit der beinahe umgekehrten
Verteilung: Leu an d und Ile an a

X, da: AS des beobachteten, komplementiiren x-da-Zustands von Af1503 HAMP
eingerahmt: hydrophobe AS A291 und 1294 im WT
grau unterlegt: Mutation dieser AS im Konstrukt A : A2911, 1294LL

Die Mutante A erhilt einen perfekten hydrophoben Ring mit Ile in Position ¢ und Leu in
Position d. Dadurch sind die @ und d-Priaferenzen genau gegensitzlich verteilt, nach
Vorhersage von A. Lupas sollte diese Anordnung den aktiven Zustand der Cyclase

stabilisieren. Kinetische Untersuchungen ergaben Folgendes:
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Abbildung 5-33 Substratkinetik und gereingtes Konstrukt A (A2911, 1294L).

Links: Substratabhiingigkeit, Auftrag nach Michaelis-Menten: Testbedingungen:
Standard, 25-2000uM ATP, 0,Sug Protein, n=4.

Mitte: Hill-Plot, y=-3,888+1,3438x, R=0,998;
rechts: 1- Western-Blot (0,1ng Protein); 2- SDS-Gel mit 2ug Protein

Im Vergleich zum WT (Vinax=1296 + 96 nmol cAMP-mg™‘min™") ist die spezifische Aktivitit
mit 591 + 57 nmol cAMP-mg™"'min”' um den Faktor 2 gesunken. Die Affinitit zu ATP wurde
ebenfalls erniedrigt: 802 + 73uM gegeniiber WT mit 229 + 60uM. Mit einem Hill-

Koeffizienten von 1,34 £ 0,1 ist diese Mutante ansatzweise positiv kooperativ.
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B)
x da x da da x da x
d a d a d a d a d a
@278 STITRPIESNTADKIAEGNLEAEVPHONRADEGIAKSERRRSLK\/AME 331
B 278 L —1 L—1 L—I11 331

a-Helix1 —— a-Helix 2 ——

Abbildung 5-34 Mutationskonstrukt B: 12841, L2871, 1312L, L3151, 1319L, L3221, Beschriftung s.
Legende Abbildung 5-32

In Konstrukt B werden mit Ausnahme von A291 die a-Positionen zu Leu und die d-
Positionen zu Ile mutiert. Damit erhdlt diese Mutante beinahe die bevorzugte Anordnung
einer kanonischen coiled-coil. Nach Vorhersage von A. Lupas sollte diese Mutante den
ausgeschalteten Zustand bevorzugen. Die Klonierung bereitete Schwierigkeiten, da immer
wieder neue Mutationen durch E. coli eingefiihrt wurden, letztendlich fiihrte der richtige Klon

zu einem iiberraschenden Ergebnis:
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Abbildung 5-35 Substratkinetik von WT und Konstrukt B. Gereinigtes Konstrukt B.

links: Michaelis-Menten-Substratabhiingigkeit von WT und Konstrukt B,
Testbedingungen: Standard, 25-2000uM ATP, je 0,Spg Protein; n=4

rechts: 1: 15%-SDS-Gel mit 1,5ug Protein (Konstrukt B) und 2: Western-Blot
(0,07pg Protein, Konstrukt B)
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Abbildung 5-36 Substratkinetik Konstrukt B.

Links: Lineweaver-Burk-Darstellung Konstrukt B, y=0,489+77,2x; R=0,996.
Rechts: Hill-Plot Konstrukt B, y=-2,033+0,8172x, R=0,992

Diese Mutante hat eine hohere Aktivitdt als WT (Abbildung 5-35): mit V,,,=2049 £ 47 nmol
cAMP-mg''min™ ist Konstrukt B 1,5fach aktiver als WT (1296 + 96 nmol cAMP-mg " ‘min™").
Die Substrataffinitdt von 157 £ 6uM ist hoher als beim WT (229 £ 60uM). Bei dieser

Mutante liegen keine Anzeichen von Kooperativitit vor (Hill-Koeff. < 1).

Bisher wurde das kritische Ala291 nicht verdndert. Was passiert, wenn A291 zu Leu mutiert
wird (Konstrukt C)?

9
X da X da da X da X
d a d a d a d a d a
278 STITRPIESNT@DKIAEGNLEAEVPHQNRADEG IAKSERRRSLK\/AME 331
c 278 L—I L L—l—L—I——— 331

a- Helix 1 ——

a - Helix 2 —

Abbildung 5-37 Konstrukt C: 1284L, L2871, A291L, I312L, L3151, I319L, L322I; Beschriftung s.
Legende Abbildung 5-32

In Konstrukt C sind alle @ und d Positionen mit den bevorzugten Aminosiduren L bzw. I
besetzt. Die Vorhersage von A. Lupas war, dass wir eine sehr stark verminderte AC Aktivitét
erwarten miissen. Konstrukt C bereitete auf molekularbiologischer Ebene Schwierigkeiten
und nach der Proteinreinigung war in Konstrukt C am nichsten Tag die Hilfte der AC
Aktivitit verloren gegangen (instabil wédhrend Lagerung bei -20°C). Die Kinetik-assays

erfolgten mit frisch gereinigtem Protein. SDS-Gel und Western-Blot zeigten keine
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Abbruchbanden (Abbildung 5-38, rechts). Die Substratabhéingigkeit von Konstrukt C ist im
Vergleich zu WT und Konstrukt B dargestellt (Abbildung 5-38, links):
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Abbildung 5-38 Substratabhingigkeit der Konstrukte B, C und von WT. Gereinigtes Konstrukt C.

Links: Substratkinetik von WT (n=4), Konstrukt B (n=4), und C (n=3), Auftrag nach
Michaelis-Menten. Testbedingungen: Standard, je 0,5ug Protein, 25-2000pM ATP.

Rechts: 1- Western-Blot Konstrukt C; 2-SDS-Gel (15%) Konstrukt C, je 1,2pg Protein

Die spezifische Aktivitidt von Konstrukt C dhnelt der von Konstrukt B; verglichen mit WT
zeigte sich, dass Konstrukt C 1,8fach aktiver ist als der WT:
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Abbildung 5-39 Substratkinetik Konstrukt C. Links: Lineweaver-Burk-Darstelllung:
y=0,4208+131,96x, R=0,987. Rechts: Hill-Plot: y=-2,5489+0,969x, R=0,992.

Die Vorhersage stimmte mit dem Ergebnis nicht {iberein: V., von Konstrukt C ist mit 2381 =
63 nmol cAMP'mg ' ‘min™' etwas héher als bei Konstrukt B (2049 + 47 nmol cAMP-mg ™' min”
", der Unterschied ist signifikant (p<0,05). Die Substrataffinit betrigt 312 + 25 uM und ist
damit um den Faktor 2 niedriger als bei B (157 £ 6 uM).
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Konstrukt D:

284 312
x da X da da X da Xx

d a d a d a d a d a
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D 278 N N 331

a-Helix1 —

a-Helix 2 ——

Abbildung 5-40 Konstrukt D: 1284N und I312N, Beschriftung s. Legende Abbildung 5-32

Die Mutationen sollten nach Einschitzung von A. Lupas die coiled-coil Packung durch
Einfithren zweier Amid-Gruppen destabilisieren und dadurch die AC Aktivitdt erniedrigen.

Das Ergebnis war in der Tat eine weniger aktive Mutante:
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Abbildung 5-41 Substratabhiingigkeit Konstrukt D.

Links: Auftragung nach Michaelis-Menten. Testbedingungen: Standard, 25-2000pM
ATP, 0,5ng Protein; n=4

Mitte: Hill-Plot, Geradengleichung y=-4,6278+1,4566x, R=0,998
Rechts: 1-(15%) SDS-Gel mit 0,8ug Konstrukt D und 2-Western-Blot (0,1pg Protein)

Mit einer Vi von 148 + 2 nmol (:AMP-mg'1~min'1 ist diese Mutante um den Faktor 9
weniger aktiv als der WT (1296 + 96 nmol cAMP-mg"-min™") und liegt noch unter der Vax
von A291F (213 + 8 nmol cAMP-mg'min™'; vgl. Tabelle 5-3). Auch die Substrataffinitit ist
hier von sdmtlichen bisherigen Mutanten am niedrigsten: 1558 + 131uM. Der Hill-Koeffizient

betrigt 1,4 + 0,1.
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Tabellarische Ubersicht der kinetischen Parameter der Konstrukte A-D:

Konstrukt Vimax Ky (uM) Hill-
(nmol cAMP-mg ™ ‘min™") Koeffizient
A | A2911, 1294L 591+ 57 802 + 73 1,34 £ 0,1
B | I284L, L2871, 2049 + 47 157+6 0,8+ 0,1
I312L, L3151, I319L, L3221
C | I284L, L2871, A291L, 2381 + 63 312+£25 0,98 +0,1
I312L, L3151, I319L, L3221
D | I284N, I312N 148 £2 1558 £ 131 1,4+0,1
Tabelle 5-6 Ubersicht Kap. 5.3.10

5.3.11. Hoch konservierte Bereiche in HAMP Af1503
Wie im Alignment in Kapitel 1.2 gezeigt (Hulko et al., 2006) findet man in den Sequenzen

verschiedener HAMP-Doménen stark konservierte Aminosduren. Hier sind diese Positionen

in HAMP A4f1503 hervorgehoben (Abbildung 5-42). Folgende AS werden mutiert:

310 311

278 STITRHIIELSNTADKIANLEAEVPHONRAIILAKSIERLRRSLK\/AME 331

Abbildung 5-42 HAMP Af1503 mit hochkonservierten Aminosiuren, hervorgehoben durch
Einrahmung. Pfeile: die zu mutierenden Positionen D310 und E311, Einzelmutationen.

In Anlehnung an bereits literaturbekannte Mutationen, die einen verdnderten Phanotyp
zeigten, wurden in HAMP Af71503 zwei Einzelmutationen vorgenommen:

1) D310E: Eine Mutation des konservierten Asp an Position 310 der HAMP A4f7503 zu Glu
wurde von Buron-Barral et al. im Aer-Protein durchgefiihrt (Buron-Barral et al., 2006). Aer
ist als Chemotaxis-Protein ein Signaliibertrdger fiir die Sauerstoftkonzentration und andere
Energie-abhéngige Vorginge in E. coli. Das Protein besteht N-terminal aus einer
cytosolischen PAS-Domine (FAD-bindend), einer strukturell unbekannten F1-Region, einer
HAMP-Domidne und C-terminaler Signaldomdne. Die Mutation D237E bewirkte in der
HAMP-Doméne des Aer-Proteins eine Inaktivierung der Bewegung des Flagellarmotors.

2) E311K: die Mutation Glu nach Lys in den HAMP-Doménen von Tsr (Ames and
Parkinson, 1988) und NarX wurde beschrieben. NarX ist eine nitratabhidngige Kinase in F.

coli, die eine HAMP-Doméne enthélt. Durch die Mutation E208K in der HAMP-Doméne von
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NarX (Kalman and Gunsalus, 1990), konnten Kalman et al. in Abwesenheit von Nitrat eine
verstiarkte Expression der Operons feststellen, die fiir die Nitratreduktase und die
Formiatdehydrogenase N codieren (normalerweise wird diese Expression von Nitrat
induziert). Dieser Effekt wurde von Collins et al. bestétigt (Collins et al., 1992).

In der HAMP-Domine des Osmosensors EnvZ aus E. coli wurde die entsprechende Mutation
ebenfalls untersucht. Durch E212K in HAMPg,z wurde die Expression der &usseren
Membranproteine OmpF und OmpC beeinflusst (Harlocker et al., 1993; Park and Inouye,
1997).

Ad 1) Welche Auswirkung hat die Mutation D310E in HAMP Af1503 auf die Aktivitdt der
AC Rv3645?
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Abbildung 5-43 Substratkinetik und gereinigtes Protein D310E.

Links: Substratabhiingigkeit, Auftragung nach Michaelis-Menten. Testbedingungen:
Standard, 25-2000uM ATP, 0,5ng Protein, n=4.

Rechts: 1- SDS-Gel, 0,9ug Protein 2- Western-Blot, 80ng Protein
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Abbildung 5-44 links: Lineweaver-Burk Darstellung von D310E: y=7,3147-10'4+0,559x, R=0,997

rechts: Hill-Plot D310E: y=-3,229+1,184x, R=0,989
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D310E (Vimax=1284 + 100 nmol cAMP-mg'l-min'l) fihrte hier zu keiner verdnderten Aktivitit
im Vergleich mit dem WT (1296 + 96 nmol cAMP-mg " ‘min™"), der Unterschied ist statistisch
nicht signifikant (p>0,05). Die Substrataffinitit ist niedriger als bei WT: K;;, = 655 + 41uM; in
diesem Punkt unterscheidet sich D310E statistisch hoch signifikant von WT (229 + 60uM;
p<0,01). Der Hill-Koeffizient (1,2 + 0,1) deutet nicht auf positive Kooperativitét.

Ad 2) Was bewirkt die Mutation E311K?
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Abbildung 5-45 Substratkinetik und gereinigtes Protein von E311K.

Links: Substratabhéngigkeit, Auftragung nach Michaelis-Menten.
Testbedingungen: Standard, 25-2000pM ATP, 0,5nug Protein, n=4.

rechts: 1- SDS-Gel, 1,0ng Protein; 2- Western-Blot, 90ng Protein
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Abbildung 5-46 links: Lineweaver-Burk Darstellung E311K; y=0,4826+150,65x, R=0,996

rechts: Hill-Plot E311K; y=-2,154+0,786x, R=0,998
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E311K bewirkt eine Erhohung von V. um den Faktor 1,6 (Vmax = 2082 + 85 nmol
cAMP-mg'min™") und unterscheidet sich damit hoch signifikant von WT (p<0,01). Im
Vergleich zu D310E ist die Substrataffinitit dieser Mutante erhoht (284 + 24uM, der
Unterschied zu D310E ist statistisch hochst signifikant, p< 0,001). Das Verhalten dieser
Mutante ist nicht positiv kooperativ (Hill-Koeffizient: 0,78 = 0,0).

5.4. Kristallisation WT

Der néchste Schritt wire, die Struktur des in Kap.5.2.2 charakterisierten WT zu 16sen. Dabei
wire es wiinschenswert, wenn die HAMP-Doméne in beiden moglichen Rotationszustéinden
im Zusammenhang mit der Cyclase zu sehen wire. Fiir die Kristallisation waren zunéchst

weitere Reinigungsschritte des Proteins ndtig.

5.4.1. Umstellung von Ni**-NTA (Qiagen®) auf Profinity™ IMAC Resin
(Biorad) fiir die Proteinreinigung

Fiir die Reinigung der Proteine mit Ni**-NTA von Qiagen setzt man wéhrend der Bindung des
Proteins an die Affinitdtsmatrix 15mM Imidazol zu. Auch in den Waschpuffern A und B
waren 15mM Imidazol-Zugabe nétig (nach (Linder et al., 2004)). Um erstens herauszufinden,
ob bei Verwendung von Ni**-IDA der Firma Biorad beim Binden an die Affinititsmatrix auf
die Imidazol-Zugabe verzichtet werden kann und zweitens, ob weniger oder gar kein Imidazol
fiir die Waschpuffer nétig ist, wurde die folgende Versuchsreihe gestartet. Obendrein sollte
ermittelt werden, ob die Konzentration von 250mM Imidazol im Elutionspuffer durch den
Einsatz von Ni*"-IDA reduziert werden kann. Eine weitere Frage war, ob mit Ni*'-IDA die
Proteinausbeute verbessert werden kann (Bindekapazitit Ni**-IDA: 15mg Protein/ml Harz;
Bindekapazitit Ni*-NTA: 5-10mg Protein/ml Harz).

Im Versuch erfolgte die zweistiindige Bindung des Proteins WT an 250ul Ni*"-IDA ohne
Zusatz von Imidazol. Im anschlieBenden Waschgang wurde eine Versuchsreihe mit
unterschiedlichen Imidazol-Konzentrationen im Waschpuffer B durchgefiihrt (0, 5, 15, 30, 50,
100, 150, 200, 250mM Imidazol). Die Kontrolle mit Ni**-NTA und herkédmmlicher
Waschmethode (Kap. 4.7) wird mit Standard bezeichnet. Ergebnis s. Abbildung 5-47.
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Abbildung 5-47 Versuchsreihe Proteinreinigung WT nach Bindung an Ni**-IDA und anschlieBendem
Waschen mit steigenden Imidazol- Konzentrationen im Waschpuffer B, Darstellung
auf 15% igen SDS-Gelen. Standard: Bindung an Ni**-NTA und anschlieBende
herkémmliche Waschmethode (Kap. 4.7)

SDS-Gel links: a-Standard, 2,2ug Protein; b-e: Versuchsreihe nach Bindung an Ni*'-
IDA und anschlieBendem Waschgang mit 5, 15, 30 und 50mM Imidazol in
Waschpuffer B, aufgetragen je 0,8-1,2pg Protein, f-Eluat nach dem
Imidazolwaschgang: 1,1pg Protein; g-Pellet, Sul; h-Ni**-Uberstand (5ul) nach 2h
Bindung an Ni**-IDA, Pfeil: deutet auf ungebundenes Protein WT (30,6kDa) im Ni**-
Uberstand

SDS-Gel rechts: a-Standard, 3,0pg Protein; b-f: Versuchsreihe nach Bindung an NiZ*-
IDA und anschlieBendem Waschgang mit 50, 100, 150, 200 und 250mM Imidazol in
Waschpuffer B: 1,5-2,0ng Protein je Spur; g-Eluat ohne Imidazol in Waschpuffer B,
250mM Imidazol direkt in Elutionspuffer, 1,Sug Protein

Erstens: die Bindung mit Ni*'-IDA kann ohne Imidazol erfolgen, es ist kein Unterschied zur
Standardmethode erkennbar (Abbildung 5-47, rechts, g). Zweitens: ohne Imidazol im
Waschpuffer B (Abbildung 5-47 rechts, g), ist das Protein bereits sauber. Es kann auf die
Imidazol-Zugabe im Waschpuffer verzichtet werden.

Drittens: die Konzentrationen von 5-50mM Imidazol im Waschpuffer B liefern unreines
Protein. Sauberes Protein wird ab 100mM Imidazol im Waschpuffer B eluiert (Abbildung
5-47 rechts, c). Da jedoch bei dieser Imidazol-Konzentration die Proteinausbeute abnimmt
und erst bei einem Zusatz von 250mM Imidazol eine der bisherigen Ausbeute vergleichbare
Proteinkonzentration erhalten wurde (ca. 1,5mg/ml), wird fiir den Elutionspuffer die
Konzentration von 250mM Imidazol beibehalten.

Im Nickeliiberstand ist nicht-gebundenes Protein zu erkennen (Abbildung 5-47 links, h). Um
die Ausbeute effizienter zu gestalten, wurde der Uberstand fiir die Nickelbindung in Portionen
a 10ml aufgeteilt. Dieses Verfahren erwies sich als effektiver als denselben Uberstand (20ml)
zweimal hintereinander binden zu lassen (durch diese Behandlung erhielt man im zweiten

Bindungsgang weniger Protein (ca. 0,5-0,9mg/ml). Die Ausbeute an sauberem Protein konnte
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auf diese Weise verdoppelt werden: 3mg aus 200ml Kultur. Ein AC Aktivititsvergleich der
mit den unterschiedlichen Ni*'-Materialen gereinigten Proteinen ergab keine Unterschiede
(nicht gezeigt). Alle folgenden Proteine werden ohne Imidazol-Zusatz wihrend der Bindung
und mit Ni*-IDA Profinity™ IMAC (Biorad) gereinigt. Die Aufteilung der Uberstinde
erfolgt wie oben beschrieben, Waschpuffer ohne Imidazol s.3.5.3.2.

5.4.2. Gelfiltration mit AKTA

Nach Dialyse und Aufkonzentrieren des Proteins folgt in der Regel eine Gelfiltration. Dieser
Schritt ist eine Routine, die selbst bei SDS-PAGE sauberen Proteinen angewandt wird. Dabei
werden schonend und effizient kleine Peptidbruchstiicke und gegebenenfalls Salzreste der
vorherigen Puffer abgetrennt. Obendrein wird dabei erkannt, ob das zu kristallisierende
Protein monomer ist. Fiir den WT wurde die Sdule Superdex 200 (10/30) verwendet,

(Gelfiltrationspuffer wie in 3.5.3.4). Eichung der Sdule (Konzentration der Markerproteine je

2mg-ml™"):

Marker MW | Elution ::

(kDa) | (ml) E 17

c 16

Chymotrypsinogen A 25 17,673 § 15
Ovalbumin 43 15,86 Ml y=28511Lnp + 2673

5 13 Re=0,9915

BSA (Monomer) 66 14,669 g 12

11

Phosphorylase b 96 13,86 10

10 Ln MW [kDa] 100

Abbildung 5-48  links: Markerproteine fiir Superdex 200 (10/30);
rechts: Eichgerade mit Gleichung
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Abbildung 5-49 Chromatografie von WT an Superdex 200 (10/30), AKTA. Auftrag: 2,08mg Protein.
FluBirate: 0,4ml-min”". Ab 7ml wurde fraktioniert (0,5ml Fraktionen)

durchgehende Linie: Absorption bei 280nm,
gepunktete Linie: Test auf enzymatische Aktivitit der Fraktionen 7-24, aufgetragen
ist die spezifische Aktivitit (Testbedingungen: Standard, 0,Spg Protein pro Fraktion)

Das Molekulargewicht des Monomerswr tragt 30,6kDa. Das Dimerwt entspricht in etwa der
Schulter zwischen 14ml und 14,5ml. 11,725ml entsprechen einem Tetramer. Die Trennung ist
nicht optimal, moglicherweise wurde Protein aufgetragen, welches sich aufgrund der hohen
Ausgangskonzentration zusammengelagert hat (Agglomeratbildung, diese erscheinen im
Ausschlussvolumen). Das Aktivitdtsprofil 148t erkennen, dass sich die Hauptaktivitdt in der
Niahe der Di-und Tetramere befindet, dort sind Aktivitdtsspitzen von bis zu 3,2 pmol
cAMP-mg”'min". Die Aktivitit des Proteins vor dem Lauf betrug 1,07 pmol cAMP-mg ™" min
'. Da das Dimer im Verhiltnis zu anderen, nicht weiter spezifizierbaren Spezies weniger als

10% betrug, waren weitere Reinigungsversuche notwendig.

5.4.3. Versuche mit einer SMART-Apparatur
In Kooperation mit Prof. Stehle, Biochemie Tiibingen, wurde deren SMART-System genutzt;

die Superdex 75-Saule benétigt nur 1/10 des Protein-Auftragsvolumens der Superdex 200. So
konnten sehr rasch verschiedene Zusdtze ausprobiert werden, die eine Anreicherung des

Dimers unter Erhalt der AC Aktivitét begiinstigen konnten. Gelfiltrationspuffer wie in 3.5.3.4.
Eichung der Saule:
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Protein MW VElution
(kDa) (ml)
Ovalbumin 43 1,54
Albumin 67 1,49
Aldolase 158 1,39
Ferritin 440 1,2
Dextran Blue 2000 0,899

Abbildung 5-50

1,8

Elutionsvolumen (ml)

0,6 “r
10

1,6 1

1,4 -

1,2 1

0,8 1

d

y = -0,1704Ln(x) + 2,2123;

R2=0,9855

100
In

links: Tabelle mit Markerproteinen fiir die Superdex 75.

Rechts: Eichgerade mit Gleichung

1000

(MW) [kDa]

10000

Zusatz von 1,5M Guanidiniumchlorid oder 1M NaCl verschoben das Gleichgewicht nicht

zum Dimer (nicht gezeigt). Zugaben von 10mM EDTA und/oder 2mM DTT hatten einen

giinstigen Effekt (Abbildung 5-51 bis 53). Aufgetragen wurden pro Lauf 20ul (230pg

Protein). Die Aktivitit des WT vor den Zusitzen (Kontrolle) war 896 nmol cAMP-mg ™' min™".

1) Zugabe von 10mM EDTA

kDa 20|T0 440 158 67
0,04 N T T T T T " T " T T T T
v v ll v
K
0,03 1 A
E 0,02
=
2
N 0,01
S
0,00

0,5 06 0,7 08 09 1011 1,2 13 141516 1,7 1

»N N
=) o

e
(,-unwe,-Bued w2 jowrl)
JeNAIDY ayosijizadg

T Ll 1
,8 1,9 2,0 ml (Elutions-

9 11 13 15 17 19 21 23

1

3

5 7

volumen)

Fraktionen

Fraktion ng/ul
Protein
3 0,16
4 0,13
7 0,08
8 0,1
11 0,1
12 0,16
14 0,37
15 0,27
17 0,06

Abbildung 5-51 Chromatografie von WT mit 10mM EDTA an Superdex 75, SMART-Apparatur.
Proteinauftrag: 230ng, Fraktionsgrofie: S0ul.

Durchgezogene Linie: Absorption bei 280nm. Gestrichelte horizontale Linie: Basislinie.
Gepunktete Linie: spezifische Aktivitit der Fraktionen (Testbedingungen s. Legende
Abbildung 5-49). Oben angegeben: Proteinmarker in kDa.

Rechts: Fraktionen mit Proteinkonzentration
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Der Lauf ergab zwei getrennte Proteinpeaks je mit einer leichten Schulter, im Wesentlichen
ein Multimerenpeak (Spezies > 600kDa) und ein Dimerenpeak (67kDa = 1,5ml) im
Verhiltnis 60 zu 40. Die AC Aktivitét des Proteins war in Richtung Dimer verschoben, wobei
auch der 'Talbereich' der Oligomere noch AC Aktivitit aufweist. Die Aktivitit des WT mit
10mM EDTA vor dem Lauf (Kontrolle) betrug 1147 nmol cAMP-mg™min".

2) 2mM DTT
e — Fraktion | pg/ul
1 7 25 Protein
Tw
% - 2,0 3}3 2 0,37
—_ 0 =
0,06 - 9 =
£ | s EZ 3 0,35
R 0,04 - 0
a4 3 > 8 0,16
a L 10 @ X
O 0,02 - 3= 11 0,2
[ o5 38
0 A P2 13 0,38
J 1L 0 14 0,46
0,506 0,7 08 09 1,0 1,1 1,213 14 1,516 1,7 1,8 1,9 2,0 ml (Elutions-
T volumen) 15 0,37

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 Fraktionen

Abbildung 5-52 Chromatografie von WT mit 2mM DTT an Superdex 75, SMART-Apparatur.
Proteinauftrag: 230ng, Fraktionsgrofie: S0pl.

Durchgezogene Linie: Absorption bei 280nm. Gepunktete Linie: spezifische Aktivitit
der Fraktionen (Testbedingungen s. Legende Abbildung 5-49).

Rechts: Fraktionen mit Proteinkonzentration

Hier war die Anreicherung des Dimers nicht viel besser als ohne DTT-Zusatz, doch konnte
die Aktivitit in den Bereich des Dimers verschoben werden. Das wurde bei der Auswertung
der Aktivitit nach Volumen (nmol cAMP-ml'l-min'l) deutlicher (nicht gezeigt). Kontrollwert
WT mit 2mM DTT: 1196 nmol cAMP-mg ™ ‘min".
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3) 2mm DTT und 10mM EDTA

0,07
0,06
0,05
0,04

0,03

OD(280nm)

0,02
0,01

Abbildung 5-53

Fraktion | pg/pl
2 0,16
A T 1 1 ' 3 0’15
- 2,0
. —_ 5 0,08
3¢
. L 15 % e 8 0,09
- Jg’ @ 9 0,13
. TR T 0,15
] ’ g E )
3“ i 11 0,24
| i 58
%3~ 2 0,21
. 13 0,46
0,506 0.7 0,8 0.9 1,0 11 1.2 1.3 1.4 1,5 1,6 1.7 1,8 1.9 2,0 24 2.2 2.3 ml (Elutions- 14 0,6
N — volumen)
1 3 57 911131517 19 21 23 Fraktionen 15 0,43
16 0,16

Chromatografie von WT mit 2mM DTT und 10mM EDTA an Superdex 75, SMART-
Apparatur. Proteinauftrag: 230pg, Fraktionsgrofie: S0ul.

Durchgezogene Linie: Absorption bei 280nm. Gepunktete Linie: spezifische Aktivitit
der Fraktionen (Testbedingungen s. Legende Abbildung 5-49).

Rechts: Fraktionen mit Proteinkonzentration

Die Schulter zwischen 1,2 und 1,35ml sollte noch abgetrennt werden, um eine saubere

Dimerenfraktion zu erhalten. Somit konnte die Verteilung der Spezies beinahe 50:50 erhalten

werden. Kontrolle WT mit 2mM DTT und 10mM EDTA: 961 nmol cAMP-mg ™ ‘min".

4) SDS-Gel zur Uberpriifung der Reinheit der Fraktionen (Auszug)

#4 #15

+EDTA

#11 #14 #3 #10 #14

+DTT

+EDTA +DTT

Abbildung 5-54

SDS-Gel (15%) mit Protein WT nach
Gelfiltration (SMART) aus
verschiedenen Fraktionen. Die
Fraktionsnummern (#) entsprechen
den Liufen 1-3.

1: 1pg Protein (Kontrolle, ohne
Zusatz, vor dem Lauf)

2: 10pg Protein (Kontrolle, ohne
Zusatz, vor dem Lauf); WT sauber

3 und 4: EDTA-Fraktionen, je 1,3ng
Protein

5 und 6: DTT-Fraktionen, 1,0ng und
1,4pg Protein

7-9: EDTA-und DTT-Fraktionen,
1,5ng, 1,3ug und 1,2pg Protein
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5) Schlieflich wurde {iberpriift, ob die beiden Hauptpeaks (Multimer — Dimer) nach

Trennung, Poolen und Aufkonzentrieren stabil waren (Abbildung 5-55).

. . . . 0,08 7— . . . . —
0,14 i
042 - ] 0,07 - -
= oo ! = 0,06 - -
] ] 0,05 - -
g o008 g °
& 0,06 A 1 & 004 - -
a a
o 0041 1 © o003 1
0,02 - d . 002 | % ]
0,00 ] 0,01 - ’
-0,02 - ]
0,00 - i
0,04 " T T T T T T T T T
0,5 1,0 15 2,0 00 05 10 15 20 25
ml ml

Abbildung 5-55 Gelfiltration der gepoolten und wiederaufkonzentrierten Multimer-/Dimerfraktionen.

Links: Gelfiltation der gepoolten und wieder aufkonzentrierten Multimere an Superdex
75, SMART-Apparatur, Absorption der Multimere bei 280nm. Pfeil: deutet auf die
Stelle bei 1,Sml = 67kDa, an der sich kein Dimer mehr gebildet hat;

rechts: Gelfiltration des abgetrennten und wieder aufkonzentrierten Dimers an
Superdex 75, SMART-Apparatur, Absorption des Dimers bei 280nm. Pfeil: deutet auf
den Bereich zwischen 0,8ml und 1,2ml: keine Multimere.

Aus den Multimeren bildete sich kein Dimer nach. Was fiir die Kristallisation wichtig ist: aus

dem Dimer bilden sich keine Multimere nach - das Dimer ist stabil.

6) Um die Stabilitit des isolierten Dimers zu priifen, wurden zwei und fiinf Tage nach der
Reinigung (Tag 0) AC-Assays durchgefiihrt, durch die die Lagerungstemperatur mit 10%
Glycerolzusatz (mehr ist weder fiir Sdule noch Ansetzen von Kristallen tragbar) tiberpriift

werden sollte.

Lagerung | Tag2 (umol'mg ' min ") | Tag 5 (umol'mg ' min ™)
Dimer wr 4°C 3,6 2,6
Gesamtproteinwr 4°C 2,7 2.2
Dimer wr 23°C nicht getestet 2,2
Gesamtproteinyt 23°C 3,0 1,9

Tabelle 5-7 Stabilititstest WT Dimer und Gesamtprotein, Bedingungen: Standard, ImM ATP

Das Dimer ist bei 4°C am stabilsten, die Aktivitdt nimmt um 18% ab. Die Lagerung bei 23°C
ist fiir das Dimer ungiinstig (Aktivitdtsverlust 39%). Dies trifft auch auf das Gesamtprotein zu

(-37%).
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5.4.4. Inhibitoren

Es ist bekannt, dass viele Strukturen von Proteinen u.a. nur dadurch geldst werden konnten,
weil sie in Anwesenheit eines Stabilisators kristallisiert worden sind (Tesmer et al., 1997).
Um mogliche Co-Kristallisatoren zu finden, wurden potentielle AC Inhibitoren untersucht.

Dabei wurde ohne Vorinkubation getestet.

5.4.4.1. Substratanaloga und Phosphate

g [ [ Inhibitorkonzentration : 1mM
S 800 - . [T Inhibitorkonzentration : 200uM _|
'g [ Inhibitorkonzentration : 10uM
o
=
< 600 -
©
E pr—
< [ ]
:‘E 400 - — -
s —
3
o
£
@ 200 -
!'ﬁ
)
o
)

(O g D \s"? & ‘»0? 02 (@ R @ R A8 o0

o™ T ;% o 1% oo ooV
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.

Abbildung 5-56 Madgliche Inhibitoren fiir WT Gesamtprotein unter Angabe der spezifischen Aktivitiit,
Testbedingungen: Standard, 0,5ng Protein, 200uM ATP; WT=100%

Abkiirzungen: o/f-CH,-ATP: a,p-Methylenadenosin-5'-triphosphat; P,O5:
Pyrophosphat; 2'3'ddATP: 2'3'-didesoxy-adenosin-5'-triphosphat; UTP:
Uridintriphosphat; ITP: Inosintriphosphat; CTP: Cytidintriphosphat; GTP:
Guanosintriphosphat; 3'dATP: 3'-desoxy-ATP, a/B-CH,-ADP: a,p-Methylenadenosin-
5'-diphosphat; R,ATP-0-S: Adenosin-5'-[a-thio]-triphosphat, Rp: R-Stereoisomer;
2',3'-MANT-ATP: 2°(3")-O-(N-methylanthraniloyl-)adenosin-5"-triphosphat; PolyP:
Polyphosphat, Kettenléinge 16; PolyP;y: Polyphosphat, Kettenlinge 30

Die Substratkonzentration war 200uM, d. h. suboptimal, die Aktivitit WTkonrore war 901
nmol cAMP-mg‘min”'. Die Substratanaloga UTP, ITP, CTP und GTP wurden bei ImM
gemessen. CTP und GTP hemmten ca. 74%. 200uM 2°.3'-MANT-ATP [2°(37)-O-(N-
methylanthraniloyl-)adenosin-5"-triphosphat], das als kompetitiver Inhibitor von Membran-

ACn im Bereich von 10-100nM bekannt ist (Mou et al., 2006), hemmt die AC zu 93%. 10uM

91



Ergebnisse

Polyphosphat P30 und -P16 hemmen zu 98%. Polyphosphate sind kettenformige
Kondensationsprodukte der ortho-Phosphorsdure. Zu ihrer Herstellung wird Na,HPO4
verwendet. Die Angaben 30 bzw. 16 beziehen sich auf die Kettenlédnge (n) der allgemeinen
Formel: Na'-O-[P(OMe")(0)-O],-Na". Pyrophosphat, das bei der Cyclasereaktion gebildet

wird, hemmt nur gering (30% bei 10pM). Fiir die beiden Polyphosphate wurden Dosis-
Wirkungskurven aufgenommen (Abbildung 5-57).

12 17— —
- 1.2 1 o
E 105 P16 | ¢ 7 P30
13 o o E 1.0 o o
‘757 0.8 1 ‘T. 0.8 -
£ g
* 0.6 1 .E
o 0.6 A
= S
g 041 < 04 A
— (&)
5 e
£ 02 - g 02 1
= =
0 0 A
— T T T T T — T T T T T
0,001 0,01 0,1 1 10 100 0,001 0,01 0,1 1 10 100
log(P,¢)[uM] log(P;o)[uM]

Abbildung 5-57 Hemmung des isolierten Dimersyr durch P16 und P30 (je 1-100nM).

Dosis-Wirkungskurven, n=2. AC-Test mit 200uM ATP als Substrat, 0,5ug
Protein/Test, Bedingungen: Standard, SEMs nicht gezeigt.

Die ICsp-Werte sind 0,5uM und 0,2uM fiir P16 bzw. P30. 300uM Pyrophosphat hemmte zu
91%.

5.4.4.2. Hemmung durch Olsiure

Es wurde gefunden, dass die AC Rv2212 aus M. tuberculosis von Fettsduren beeinflusst wird
(Abdel Motaal et al., 2006). Hier war die Frage, ob dies auch auf die AC Rv3645 zutrifft.
Dazu wurde der Einfluss von Olsdure auf die AC Rv3645, auf HAMP-AC Rv3645 und auf
das Holoenzym Rv3645 getestet (Abbildung 5-58, links). In einem weiteren Versuch wurde

der WT untersucht (Abbildung 5-58, rechts) im Vergleich zur AC Rv3645 und zu HAMP-AC
Rv3645.
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Abbildung 5-58

EinfluB von Olsiure auf AC Rv3645. Testbedingungen: Standard, 200uM ATP.
Links: spezifische Aktivitit von Holoenzym Rv3645 (24ug Protein/Test, aus

pmol cAMP ¢ mg-! ¢« min-

1,0 -

0,8 1

0,6

0,4 1

0,2 1

[t

HAMP-AC
Rv3645

[ ohne Zusatz
4 Olsdure100uM

Membranpriparation, + regeniererendes System im AC-Test), HAMP-AC Rv3645

(1ng Protein/Test) und AC Rv3645 (10ug Protein/Test) + 100uM Olsiure; n=2-4,

SEMs nicht gezeigt

Rechts: spezifische Aktivitit von HAMP-AC Rv3645 und WT (0,5pg Protein/Test) +
100uM Olsédure; n=2. Man beachte die unterschiedlichen Skalen.

Das Holoenzym Rv3645 wird von der Olséure ebenso wie die Cyclase nicht beeintrichtigt.

Im WT wird die spezifische Aktivitdt durch die Olsiure auf 29% reduziert. Eine Dosis-

Wirkungs-Kurve fiir Olsiure ergab keine vollstindige Hemmung bis 100uM (Abb. 5.59).

spezifische Aktivitét

(nmol cAMP * mg-' * min-1)

Abbildung 5-59

vyl

001 o 4 o -
°
800 - -
600 - -
400 - -
200 - -
= ACRv3645
0o { & B | | o HAMPACRv364
” o wr
-8 -6 -5 -4

log Olsaure [M]

Dosis-Wirkungskurve fiir Olséiure auf WT. Testbedingungen: Standard, 0,5ug

Protein, 200nM ATP; n=4

Ab 20uM Olsiure ist eine Abnahme der Aktivitit erkennbar, iiber 100uM Olsiure wurde

nicht getestet, da keine physiologische Relevanz vorliegen diirfte.
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5.4.5. Kristallisation

Die Kristallisation des WT wurde mit einem Roboter (Genomic Solutions, Cartesian
Dispensing Systems) am MPI Tiibingen, Arbeitsgruppe Prof. Lupas durchgefiihrt. 10mg
Protein (in Iml) reichen, um 1000 Bedingungen zu testen. Zur Kristallisation wurde nur das
aufkonzentrierte Dimer des WT angesetzt (5.4.3, Abs. 5). Zusitzlich wurden Ansédtze mit
verschiedenen Inhibitoren angesetzt. Die Saule, welche fiir den abschlieBenden
Reinigungsschritt eingesetzt wurde, war Superdex 200 (16/60, prep. grade). Die Trennleistung
fiir die Reinigung von WT war so gut, dal Dimer in ausreichenden Mengen erhalten wurde.

Zur Anschauung zwei der insgesamt sechs Gelfiltrationsldufe (Abbildung 5-60).

) ) " 758ml ) ) ' ) 76,276 i
2501 48,259ml | 140 7 ]
120 A E
= 200 —_
§ E 1997 48,318 -
150 1 4 y i
g § 80
S 100 1 5 60 - 42,548 ]
O 4] .
50
20 A E
0 0 ]

40 50 60 70 8 90
mi |
Abbildung 5-60 Chromatografie von WT an Superdex 200 (16/60, prep. grade), AKTA.

Links: Auftrag von 28mg Protein WT; 75,8ml = Dimer (62kDa), peaks bei 48,259ml
und 59,91ml: Multimere, Verteilung etwa 65:35 (Dimer). Die Aggregation zu
Multimeren wird durch hohere Proteinkonzentration gefordert (s. OD;ggpm)-
Blockpfeil: Dimer-Fraktionen zum Aufkonzentrieren.

Rechts: Auftrag von 12mg Protein WT; 76,276ml = Dimer, peaks bis 42,548ml:
Multimere, Verhiltnis zu Dimer: etwa 50:50. Blockpfeil: Dimer-Fraktionen zum
Aufkonzentrieren; niedrigere Proteinkonzentration begiinstigt Dimer-Ausbeute.

Das aus den Gelfiltrationsldufen erhaltene Dimer wurde gepoolt, aufkonzentriert und zur

Kristallisation angesetzt.

5.4.5.1. Kiristallisation ohne Inhibitor
Im ersten Screen mit 1000 Bedingungen entwickelten sich Kristalle nach ungefahr 25 Tagen.
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Abbildung 5-61
Minikristalle (ca. 9ug Protein/Tropfen),

Bedingung: HAMPTON Research Index 30, das entspricht:
0,1M NaCl; 0,1M Bis/Tris pH 6,5; 1,5M Ammoniumsulfat

Anschliefend wurde ein so genannter Additive Screen durchgefiihrt, der mit weiteren 100
Ansitzen eine Variation des Puffers untersucht, mit dem Kristalle wuchsen. Diese Ansitze

erfolgten manuell. Ziel dieses Screens: die Kristalle auf eine vermessbare Gréf3e zu 'ziichten'.

Abbildung 5-62 Kristalle aus HAMPTON Research Index 30 (0,1M NaCl; 0,1M Bis/Tris pH 6,5; 1,5M
(NH4),SO,) plus verschiedene Zusétze aus HAMPTON Additive Screen™ HR2-428.

1: plus 0,1M Nal, Grofie: 200x300pm

2: plus 3% (w/v) 1,5-Diaminopentan-dihydrochlorid, Grofie: 100x30pm
Die Proteinkristalle waren nun fiir eine Vermessung grof3 genug. Mit dem Additiv Nal (0,1M)
sahen die Kristalle vielversprechend aus, daher wurde nochmals der Ausgangspuffer (Index
30) mit den verschiedenen Additiven und zusétzlich iiberall 0,1M Nal angesetzt. Kristalle
bildeten sich bereits nach 3 Tagen mit einer Grofe von ca. 200x200x300pm. Eine
Vermessung am Synchrotron, SLS Ziirich, ergab eine Streuung etwa bis 4A, jedoch lag kein
auswertbarer Datensatz vor. Die Kristalle mit 1,5-Diaminopentan-dihydrochlorid-Zusatz

(Abbildung 5-62; 2) streuten mit 3A; hier wird ein Datensatz ausgewertet.

5.4.5.2. Kiristallisation mit Inhibitor
Als Inhibitor wurde ImM GTP mit 1mM MgCl, zugesetzt, zweitens Polyphophat P16

(0,4AmM) und drittens GTP und Polyphosphat gemeinsam. Auch hier entwickelten sich

Kristalle, deren Vermessung jedoch aussteht.
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5.5. Holoenzyme: Rv3645 und Corynebacterium glutamicum
Wie eingangs gezeigt besteht eine hohe Ahnlichkeit der Sequenzen von Corynebacterium

glutamicum Cgl0311 und den vier mykobakteriellen Holoenzymen der Klasse I1Ib ACn. Da
sich diese Arbeit im Besonderen mit HAMP und AC aus Rv3645 beschiftigt, ist im

Folgenden nochmals ein Ausschnitt im Alignment gezeigt.

— HAMP-Doméne — Start AC
M.tub.278: D PLROLIRWIA LISV OR GAMNENGIME T Y DINSELGLLQAGFNEMVREAILEFRORLRDLFGRY VG#BVARRALENE
cg 245: SERYVIBIRSNROF NN I DIY@V|B I ¥ DESE I GVLOAGFNMMMRELNERORVRDLFGRY VGAMVAKRALEIMS
V V \V
M. tub. 352: TEMEESERDZNGRRGNAZEINO A2 TR PEA| WL NEFFIR I VEREEGIAVNKFOGDAALATFGAP I [s8y
cg VR | GGEBRINVAVLEVDV TGS THRANANIzE Pl LNEFFf3 ERINNGIY T NKFQGDAALATFGAP LIRS
Y
M.tub. 426: G AARELEINE LieIRelyNaIa RGN AGHIGINGARFE Y TV I GDIFVNEAARLTE LAKIBNRGISYT N
Cg 393: ATEHRNRALNNINER AJIK DO - - LK AGEAYVAGH I GEBIARFEY TVIGDIWNQAARLTE I AKNNECEUY VIR
M. tub. 500: [ArafsGRLDNEALCEDNGE A A PNV LAAPEEVS SEVRG
cg 465: MSTEREBMNERNSOARGTIMKS §SOMEORWNIR PTLADRS —
Abbildung 5-63 Alignment der ACn Rv3645 aus M. tuberculosis (M. tub.) und Corynebacterium

glutamicum Cgl0311 (Cg).

Mit Pfeilen angezeigt ist der Beginn der HAMP- und AC-Domiinen (Start AC).
Schwarz unterlegt: identische und dhnliche AS, Alignment nach Clustal W.

V': AS; welche fiir die Me?" - Bindung verantwortlich sind; V. AS, die Adenin/Purin
spezifizieren, ¥ :AS, die den Ubergangszustand der AC stabilisieren

C. glutamicum besitzt nur eine AC, die aus einer Transmembranregion, anschlieBender
HAMP-Doméne und C-terminaler AC besteht. Daher ist C. glutamicum in unser Interesse
geriickt. Das AC-Holoenzym von C. glutamicum Cgl0311 sollte kloniert, exprimiert und auf
AC Aktivitit getestet werden.

5.5.1. Expression und Aktivitatstest
Die Expression des Holoenzyms Cg/ 0311 erfolgte bei 16°C iiber Nacht, bei 20°C und 30°C

je fiinf Stunden mit S50uM bzw. 500uM IPTG. Die Kombination aus 50uM IPTG, 20°C, 5
Stunden hat sich bewiéhrt (Abbildung 5-64) und wurde im Weiteren angewendet. AC Aktivitdt

wurde mit einer Membranpréparation mit regenerierendem System getestet.
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Abbildung 5-64 Expression des Holoenzyms Cgl0311 bei verschiedenen Temperaturen, AC-Test.

Links: SDS-Gel (15%), 1: pET-Leervektor Kontrolle (15pg M-Priip.); 2: Holoenzym
Cgl0311, 16°C (20pg M-Priip); 3: Holoenzym Cgl0311, 20°C (14pg M-Prip); 4:
Holoenzym Cgl0311, 30°C (14pg M-Prip). Der Pfeil markiert die erwartete Grofie
von 55,5kDa. Trennung aufgrund des 15%igen SDS-Gels nicht optimal.

Rechts: AC-Test des bei unterschiedlichen Temperaturen (50uM IPTG) exprimierten
Holoenzyms Cgl0311; Bedingungen: Standard, 200uM ATP, regenerierendes System,
23-28ug Protein/Test aus M-Prip; Kontrolle pET Leervektor (keine Aktivitiit); n=2

Das Holoenzym Cgl0311 ist aktiv (68 pmol cAMP-mg ™ ‘min™"). Benétigt die AC aus Cgl0311
Mn®" oder Mg®" als Cofaktor? Dies wurde getestet. 3mM Mn”" ist als Cofaktor bevorzugt
(nicht gezeigt). AbschlieBend wurde die pH-Abhédngigkeit bestimmt (pH 6,5 — 9), Abbildung
5-65.

Spezifische Aktivitat
(pmol cAMP ¢ mg-! * min-')
N
o

6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
pH

Abbildung 5-65 pH-Abhéingigkeit Holoenzym Cgl0311 bei pH 6,3-8,9 (pH-Werte bei 37°C). Puffer
pH 6-9: Tris/HCL Testbedingungen: Standard, 200pM ATP, regenerierendes
System, 23png Protein (M-Priip); n=2.

Das pH-Optimum liegt bei pH 8.
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5.5.2. Adenylatcyclaseaktivitat in C. glutamicum Cgl0311

Corynebakterien wurden bei 30°C angeziichtet (Medium s. 3.5.2.3), zuerst in einer Vorkultur
iiber Nacht, anschlieBend Uberimpfung in zwei 200ml-Kolben. Bei einer OD=0,73 nach 3,5
Stunden wurde der erste Kolben geerntet. Der zweite Kolben wurde nach 8 Stunden bei

OD=1,83 geerntet. Die Membranpraparation der Zellen wurde auf AC Aktivitit untersucht.

160 1

[ frithe Phase 4

[N spite Phase l

-— — =

D © o N b

© © o o o

1 L 1 1 L
L 1

Spezifische Aktivitat
8

(pmol cAMP * mg-! * min-1)

N
o
1

100 |

[\ A A J
Zelltriimmer Uberstand nach UZ Membranpriparation

Abbildung 5-66 Bakterienaufzucht Cgl0311 mit Test auf AC Aktivitét.

Links: SDS-Gel (12,5%) mit verschiedenen Wachstums-und Priiparationsstadien des
geziichteten Bakteriums Cgl0311; 1: Uberstand nach UZ, friithe Phase, 1,3ng,
2: Uberstand nach UZ, spite Phase, 1,6pug; 3: M-Priip friihe Phase, 1,6png; 4: M-Priip
spite Phase, 1,3ng. Pfeil: markiert die Position des erwarteten AC-Proteins mit 56 kDa.

Rechts: AC-Test unter Angabe der spezifischen Aktivitit, Testbedingungen: Standard,
200uM ATP, regenerierendes System, zwischen 6pg und 24pg Protein aus M-Priip., n=2

Bei diesem Versuch wurde eine mit dem rekombinanten Protein vergleichbare spezifische AC
Aktivitdt gefunden. Dabei ist bemerkenswert, dass wihrend der friihen Wachstumsphase nur
in der Membran Aktivitit vorliegt (92 pmol cAMP-mg ' ‘min™), wihrend das Protein der
spiaten Wachstumsphase nicht mehr in der Membranfraktion vorliegt. Im cytosolischen
Uberstand findet sich AC Aktivitit der spiten Wachstumsphase (101 pmol cAMP-mg-min™).

Dies sollte bei weiteren Versuchen beachtet werden.

5.5.3. Einfluss von Detergenzien
Um das Holoenzym aus C. glutamicum aus der Membranfraktion zu erhalten, wird ein

Detergenz-Zusatz notig sein. Dabei sollte die AC Aktivitdt nicht zu sehr beeintrichtigt
werden. Es wurde eine Auswahl von Tensiden getestet. Das Detergenz wurde unmittelbar vor
dem Test zur Membranpréparation gegeben und einige Minuten vor dem Start der Reaktion

inkubiert.
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Abbildung 5-67 Detergenz-Einfluss auf Holoenzym Cgl0311. Testbedingungen: Standard, 200nM ATP,
38ug Protein aus M-Priip, regenerierendes System, n=2. K=Kontrolle ohne
Detergenzbehandlung, die Zahl innerhalb der Siulen ist die Konzentrationsangabe (%)
des jeweilgen Detergenz (mit Mustern markiert, Beschriftung rechts der Grafik).
Abkiirzungen: CHAPS: 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-
propansulfonsiure; DDM: Dodecyl-p-D-maltosid; Tween20: Polyoxyethylen(20)-
sorbitan-monolaurat; LDAO: Lauryl-dimethyl-amin-N-oxid; Triton X 100: 4-(1,1,3,3-
Tetramethylbutyl)-phenyl-polyethylenglykol, Nonidet: Octylphenoxypolyethoxyethanol,
Brij 35: Polyoxyethylen(23)-laurylether

5.5.4. Chimaren
Die Doménenstrukturen der AC Cgl0311 und der mykobakteriellen AC Rv3645 sind

identisch. Daher wurden Chiméren hergestellt, in denen Doménen ausgetauscht wurden.
Obendrein war die Frage, ob die jeweilige HAMP-Doméne funktionell durch HAMP Af1503

ersetzt werden kann.

Holoenzym Holoenzym
L H [Gavy Ac-cglos 11 R HH Krave] ac-rvaeas
6TM Cgl0311 C9l0311 6TMRv3645 Rv3645
HAMP
AC-Cgl0311 LTI | ac-rvssss
6TM Cgl0311 HAMP 6TMRv3645 HAMP
Chimare # 1 Chimare # 2

Abbildung 5-68 Einbau der HAMP-Domiine Af1503 in die beiden Holoenzyme Cgl0311 und Rv3645.
Berechnetes MW der Konstrukte: Chimére #1: 55,4kDa und Chimire #2: 58kDa
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Die Chiméren wurden unter den gleichen Bedingungen exprimiert wie die Holoenzyme. Die

Membranpréiparation erfolgte nach Standardbedingungen.

_ kDa
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Abbildung 5-69 Western-Blot und AC Aktivitit der Holoenzyme Cgl0311 und Rv3645 sowie ihrer
Chimiiren (#1 und #2); Membranpriparationen.

Links: Western-Blot (12,5%iges Gel), 1: Cgl0311 Holoenzym, 28,8ng; 2: Chimire #1,
28,8ng; 3: Rv3645 Holoenzym, 19,2pg, kein Signal, trotz korrektem AK (RGS-AK fiir
6xHis-Tag, vgl. 4.12.3); 4: Chimire #2, 19,2ng

Rechts: AC-Test Holoenzyme und Chimiiren, n=2. Testbedingungen: Standard,
regenerierendes System, 38ug Protein (aus M-Priip) fiir Holoenzym Cgl0311 und
Chimire #1; 24-30pg (aus M-Prip.) fiir Holoenzym Rv3645 und Chimire #2

Im Western-Blot deutlich zu sehen ist die Bande des Holoenzyms Cgl0311 sowie seiner
Chimére bei 55kDa. Mdgliche Abbruchbanden kénnen durch zuviel aufgetragenes Protein
begriindet sein. Das Holoenzym Rv3645 zeigt so kein Signal im Western-Blot, diese
Beobachtung konnte von Dr. J. Linder bestitigt werden. Im Holoenzym Rv3645 geht der N-
terminale His-Tag wahrscheinlich durch posttranslationale Prozessierung verloren. Nach
Information von Dr. J. Linder lassen sich kleine Mengen des Proteins mit His-Tag anreinigen
und ergeben dann eine Bande im Western Blot. Die Chimére des Holoenzyms Rv3645 ergibt
eine deutliche Bande bei 58kDa.

Betrachtet man die spezifische Aktivitdt der Chimaren, ldsst sich feststellen, dass in Chimére
#1 der Ersatz der HAMP-Domine durch die aus Af7503 die AC Aktivitit unverdndert lasst
(bleibt bei rund 100 pmol cAMP-mg™"'min™"). Dagegen verhilt sich Chimére #2 anders; sie ist
mit der Af1503 HAMP-Domiéne um den Faktor 8 aktiver als das Holoenzym Rv3645:

5,6 = 0,4 nmol cAMP-mg ™ min™' gegen 0,7 + 0,05 nmol cAMP-mg™"-min".
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5.6. Corynebacterium glutamicum Cgl0311

Die Cyclase des Holoenzyms von C. glutamicum hat nur geringe AC Aktivitit. Im folgenden
Kapitel wird das 16sliche Protein untersucht. In diesem Zusammenhang sollte die Cyclase aus

Cgl0311 charakterisiert werden.

5.6.1. Expressionsbedingungen AC und HAMP-AC aus Cgl0311

Aus Vorversuchen (Daten hier nicht gezeigt) sowie in Anlehnung an die
Expressionsbedingungen des Holoenzyms Cgl0311, ergaben sich fiir die Konstrukte AC und
HAMP-AC folgende Expressionsbedingungen:

Temperatur Zeit IPTG

20°C (nach Animpfen bei 30°C bis OD 0,4-0,6) Sh 50uM

Die Reinigung erfolgte nach 5.4.1. Allerdings war die Ausbeute nach der Reinigung gering
(im Durchschnitt 0,3-0,4mg/ml je Protein). Die AC lieB sich sauber reinigen. Die HAMP-AC
zeigte jedoch sowohl auf dem SDS-Gel als auch auf dem Western-Blot eine Abbruchbande.

SDS-Gel kDa Blot SDS-Gel
o 116

66

35

' 25.. ]

Abbildung 5-70 SDS-Gel (15%) und Western-Blot von AC Cgl0311 und HAMP-AC Cgl0311,
Reinigung der Proteine ohne und mit Proteasehemmer.

Links: Reinigung ohne Proteasehemmer. 1 und 2: SDS-Gel, 1: AC, 1,6ug, erwartetes
MW bei 23,5kDa; 2 HAMP-AC, 2,4ug, erwartetes MW bei 29,6kDa, Abbruchbande
bei 26kDa. 3 und 4: Western-Blot, 3: AC und 4: HAMP-AC, Abbruchbande bei
26kDa ebenfalls detektiert. Auftrag: jeweils gleiche Proteinmenge wie beim Gel.

Rechts: Reinigung mit Proteasehemmer. 1, 2 und 3: SDS-Gel, 1: AC, 1,6png; 2:
HAMP-AC, 1,8ng; 3: Nickeliiberstand HAMP-AC; 4 und 5: Western-Blot, 4: AC
(0,8ng); S: HAMP-AC mit 0,9ug, Abbruchbande bei 26kDa wiederum detektiert.

Die Cyclase Cgl0311 zeigt die erwartete Bande bei 23,5kDa. HAMP-AC Cgl011 mit MW
29,6kDa hat eine definierte Abbruchbande bei 26kDa. Selbst in einem weiteren
Reinigungsversuch mit einem Proteasehemmer erschien diese Bande wieder. Wenn diese rund

35 AS im C-terminalen Bereich der AC fehlen (C-terminal, da sich der His-Tag mit der
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Erkennungsregion fiir den AK am N-terminus befindet), wird wahrscheinlich das fiir die
Aktivitdt essentielle katalytische Zentrum der AC nicht tangiert. Da sich die Aktivitit von
HAMP-AC als sehr gering herausstellte, kann man nicht eindeutig sagen, ob dies das Resultat

dieser Verkiirzung ist.

5.6.2. Aktivitatstests

Die Testung beider Proteine erwies sich als problematisch, da sie wenig aktiv waren.
Vorversuche, bei denen zum wiederholten Male die Identitit des metallischen Cofaktors
belegt werden sollte, zeigten, dass dies Mn®" ist (s. auch Holoenzym). Auch hohere
Substratkonzentrationen ergaben keine hohe Aktivitdt. Die Klonierung in den pET-Vektor
und anschlieende Expression in pLysS-Zellen brachte keinen Erfolg wie der Versuch, mit
verschiedenen Nickelaffinitdtsmaterialien zu reinigen. Die Proteinabhingigkeit von 25-

4000ng wurde getestet und war linear (Abbildung 5-71).
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Abbildung 5-71 Proteinabhingigkeit von AC Cgl0311 und HAMP-AC Cgl0311. Testbedingungen:
Standard, 200uM ATP, 25-4000ng Protein.

Links: AC Cgl0311, n=2. Rechts: HAMP-AC Cgl0311, n=2.

Die kinetische Charakterisierung wurde mit 25ng Protein/Test durchgefiihrt.

Konstrukt Vinax (nmol cAMP'mg ™ 'min") | Ky, bzw.SCso (uM) | Hill-Koeffizient
AC 32+7 1109 £ 75 1,2+0,0
HAMP-AC 22+6 515+ 51 1,8+0,0

Tabelle 5-8 Ergebnisse der kinetischen Untersuchung von AC und HAMP-AC aus C. glutamicum
Cgl0311, Testbedingungen: Standard, 25-2000uM ATP, 25ng Protein; n=4.

Vmax der beiden Konstrukte unterschied sich nicht signifikant (p>0,05). Auffallend ist, dass
die HAMP-Doméne vor der katalytischen Doméne in einer eindeutigen Kooperativitdt und in

(2fach) verbesserter Substrataffinitit resultiert (p<0,05; Unterschied signifikant).
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5.6.3. Af1503 HAMP-Corynebacterium AC
Im Falle der mycobakteriellen Rv3645 AC wurde erhohte AC Aktivitdit mit der HAMP-

Domine Af1503 aus A. fulgidus gefunden (s. 5.2.2). Wie verhélt sich AC Cgl0311, wenn
HAMP Cgl0311 gegen HAMP Af1503 ausgetauscht wird? Ein Alignment zeigt
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der HAMP-Doménen von Af1503, Rv3645 und Cgl0311.

d d a d a d d a

L1 R

Af1503 278:- TRIN TSRS N T ADIEAE, LPHQN‘DKSIERS VAME - -

NET VRPN EFEESY S T/AD 1RO LIATLRIa IR CNMNARNEOTYDASF1.G L L OACENEMV RN SERORES

Cgl0311 245: - UDPIRE LONATNRVINRGINDWYO VNI YDESE T GVLOAGENIVMRETLRERORESS

Abbildung 5-72 Alignment der HAMP-Doménen aus A. fulgidus Af1503, M.tuberculosis Rv3645 und C.
glutamicum Cgl0311, nach Clustal W. schwarz unterlegt: identische und iihnliche AS in
allen Sequenzen. Grau unterlegt: identische und dhnliche AS in zwei Sequenzen,
hauptsiichlich bei Rv3645 und Cgl0311. Pfeile: a und d-Positionen, die die bevorzugten
hydrophoben AS in a-helicalen coiled-coil kennzeichnen und HAMP-Doméinen
zugrunde liegen.

5.6.3.1. Expression und Reinigung

|278] [331] 298 | 508 kDa
—116
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-_25

Konstruktname: HAMP ;,..,-AC_. 4314

—18

Abbildung 5-73 Konstrukt HAMP 511503 -ACcgio311 mit Western-Blot. Links: HAMP 451503 ~ACcgi0311
unter Angabe der AS: HAMP-Doméne Af1503: 278 bis 331, AC C. glutamicum
Cgl0311: 298 bis 508, berechnetes MW des Konstruktes: 30kDa.

rechts: Western-Blot von HAMP ;503 ~AC 9311 mit 80ng Protein, Pfeil: gewiinschtes
Protein bei 30kDa; Abbruchbande bei 26kDa detektiert.

Es wurde bei 16°C iiber Nacht exprimiert, da zu diesem Zeitpunkt mit 200uM ATP Aktivitét
gut messbar war. Die Reinigung erfolgte nach Standardbedingungen, die Ausbeute war nicht
grof3 (0,1-0,15 mg/ml). Sowohl auf dem SDS-Gel (nicht gezeigt) als auch im Western-Blot
(Abbildung 5-73, rechts) erscheint die gleiche Bande bei 26kDa wie schon bet HAMP-AC
Cgl0311 (s. Kap. 5.6.1). Wie dort ausgefiihrt, handelt es sich um ein C-terminal verkiirztes
Protein, da der His-Tag, der im Western-Blot detektiert wird, N-terminal sitzt. Es fehlen etwa
4kDa, in etwa 33-38 AS entsprechend. In der Sequenz ist keine Proteaseschnittstelle
augenscheinlich (Abbildung 5-63, S. 96). Man konnte versuchen, eine AC zu klonieren, die

C—teminal um diesen Bereich verkiirzt ist.
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5.6.3.2. Proteinabhiingigkeit

0,25 4

0,20 - 1
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[ ]
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Abbildung 5-74 Proteinabhiingigkeit HAMP 411503-ACcgio3115 Testbedingungen: Standard, 200pM ATP,
25-5000ng Protein; n=2

Die Proteinabhingigkeit ist linear. Im Folgenden wird mit 1,5ug Protein/Test gearbeitet.

5.6.3.3. Temperaturabhingigkeit
Diese wurde von 0°-60°C gemessen. Zudem wurden die Lagerungsbedingungen fiir das

Protein untersucht.

i 24

180 -+

160 - E 2,2 A

140 -+ 2,0 A

120 A 1,8 A

100 - 1,6 A

80 14 1

60 - 1,2 A
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1,0 A
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0,8 -
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TrC] 1000/T [K-']

Abbildung 5-75 Temperaturabhingigkeit HAMP 4¢;503-ACcgio311 und Arrhenius-Plot.

Links: spezifische Aktivitiit des bei unterschiedlichen Bedingungen gelagerten
Proteins; —@—: -20°C, 40% Glycerol; = -O- =: 4°C, 20% Glycerol
Testbedingungen: Standard, 1,5ug Protein, n=4.

Rechts: Arrhenius-Plot, Symbole wie links. Geradengleichungen:
—0—: y=13,88-3,5286x und — -O- —: y=12,31-3,0429x.

Die Lagerung bei -20°C mit 40% Glycerol scheint giinstiger zu sein als die bei 4°C mit 20%
Glycerol (schwankende Werte). Fiir den Arrhenius-Plot wurde die Aktivitit beider
Lagerungen separat und die Temperaturen von 0-30°C verwendet (linearer Bereich). Die

Steigung der Plots betrdgt m = — 3,5286 bzw. m= - 3,0429 (Abbildung 5-75, rechts). Daraus
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lasst sich nach der Gleichung m = - E5 /(2,3 - R (mit R=8,276 J/mol) die Aktivierungsenergie
berechnen: E, = 67 kJ/(mol - K) bzw. 60 kJ/(mol - K). Mit diesen Werten liegt die AC
Cgl0311 durchaus in dem beschriebenen Bereich fiir ACn (Tang and Hurley, 1998).

5.6.3.4. pH-Optimum
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Abbildung 5-76 pH-Optimum HAMP ¢;503-ACcgio3115 Testbedingungen: Standard, 1,5Sug Protein, je
50mM Puffer, n=2.

Das Optimum liegt bei pH 8,0. Auch hier dhnelt die Cyclase den Klasse III-ACn (Linder,
2006; Linder et al., 2004; Sinha et al., 2005; Wetterer, 2004).

5.6.3.5. Kinetische Charakterisierung
Die Kinetik der AC Cgl0311 wurde bei 37°C, pH 8,0 mit 1,5ug Protein untersucht.
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Abbildung 5-77 Substratkinetik von HAMP s1;503-ACcgo311- Testbedingungen: Standard, 25-2000uM
ATP; n=4. Auftrag nach

links: Michaelis-Menten und rechts: Lineweaver-Burk, y=0,0131+1,9165x, R=0,999
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Abbildung 5-78  Hill-Plot HAMP s1;503-ACcgio311 (links), y=-2,095+0,967x, R=0,993; n=4;

rechts: Zusammenfassung der kinetischen Parameter HAMP 41;503-ACcgio311 (Tabelle)

Vimax von HAMP s¢1503-ACcglo311 betrdgt 75 nmol cAMP-mg'l-min'l. Aus dem niedrigen K, -
Wert geht hervor, dass die Affinitdt zu ATP hoch ist. Das Konstrukt zeigt keine positive

Kooperativitit.

5.6.4. 'Linker'-Austausch

Bisher wurden vor allem die beiden a-Helices der HAMP-Doméne untersucht. Stellte sich

nun die Frage, ob und wie der 12 bzw. 13 AS lange Linker dazwischen beteiligt ist.

Af1503 SIAVAME - —
Rv3645 E'——
Cgl0311 245: L YDESE T GVLOAGENIN €L REROR
< : »—--linker--- :
a-Helix 1 a-Helix 2

Abbildung 5-79 Alignment der HAMP-Domiinen aus A. fulgidus Af1503, M. tuberculosis Rv3645 und C.
glutamicum Cgl0311, nach Clustal W.

Gestrichelter Kasten: Linker—Bereich zwischen o-Helix 1 und o-Helix 2. Schwarz
unterlegt: identische und ihnliche AS in allen drei HAMP-Domiinen, grau unterlegt:
identische und dhnliche AS in je zwei HAMP-Doménen

Da im Linker-Bereich die meisten HAMP-Doménen unterschiedliche AS aufweisen (s. auch
Abbildung 1-3), kann man vermuten, dass er zur Stabilisierung der Helices beitrdgt und auf
jede einzelne HAMP-Doméine abgestimmt ist.

Als erstes wurden in den Af7503 und Cgl0311 HAMP-Dominen die Linker getauscht
(Abbildung 5-79, Nomenklatur der Konstrukte s. Glossar).
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5.6.4.1. Linker Cgl0311 und Linker Af1503
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Abbildung 5-80 AC Aktivitit und gereinigte Linker-Chiméren Linker Cgl0311 und Linker Af1503.

Links: Aktivititsvergleich der Linker-Chiméren. WT (grau) und Linker Cgl0311
(grau, gestreift); HAMP-AC Cgl0311 (weifl) und Linker Af1503 (weil}, gestreift).
Testbedingungen: Standard, je 0,5ug Protein; n=2.

Mitte: SDS-Gel; 1: HAMP 551503-ACcqi0311, 0,91 Protein, 30kDa, 2: LinkerAf1503,
1,15ug Protein, 30kDa. 3: Linker Cgl0311, 1,27pg Protein, 30,5kDa.

Rechts: Western-Blot, 1: HAMP 41503-ACcgios11, 80ng Protein, 2: Linker Af1503,
0,12pg Protein; 3: LinkerCgl0311, 0,13ng Protein

In Linker Cgl0311 bewirkte der Linker-Austausch eine Erniedrigung der AC Aktivitit im
Vergleich zu WT, wobei WT eine ungewohnlich hohe Aktivitit aufweist (WT bei ImM ATP
betrug iiblicherweise ca. 1 pmol cAMP-mg''min'). In Linker Af1503 zeigte der Austausch
keine Auswirkungen (Abbildung 5-80, links). Der Western-Blot weist die fiir das
Corynebacterium typische Abbruchbande auf, bei der Chimidre Linker Cgl0311 ist nicht
eindeutig, ob es sich hier um zuviel appliziertes Protein oder um Abbruchbanden handelt
(Abbildung 5-80, rechts 1, 2 und 3). Auf dem SDS-Gel sind Verunreinigungen bei allen drei
Proteinen zu sehen Abbildung 5-80, Mitte.

5.6.4.2. Kinetik Linker Cgl0311
Im Folgenden wird die Chimire Linker Cgl0311 kinetisch charakterisiert.
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Abbildung 5-81 Substratkinetik von Linker Cgl0311. Testbedingungen: Standard, 25-2000uM ATP,
0,6ng Protein, n=4.

Links: Auftragung nach Michaelis-Menten. Rechts: Hill-Plot, y=-4,777+1,627x, R=0,999

Eine Lineweaver-Burk-Auswertung war nicht moglich, da die Gerade durch den Ursprung
geht. Viax wurde iiber Hill-fitting mit 1850 £+ 253 nmol cAMP-mg'l-min'1 ermittelt, der SCso —
Wert liegt bei 950 = 175 uM. Vmax von WT und Linker Cgl0311 unterscheiden sich nicht
signifikant, die SCsp-Werte sind signifikant unterschiedlich (p<0,05). Das Enzym ist positiv
kooperativ (Hill-Koeffizient=1,6).

5.7. Tsr-Rezeptor
Wie eingangs erldutert, steht M in HAMP fiir methyl-accepting chemotaxis proteins. Vertreter

dieser Gruppe in E. coli sind Rezeptorproteine fiir Serin (7sr), Aspartat (7Tar), Galaktose,
Ribose (Trg) und Dipeptide (Tap). Bereits Jin und Inouye untersuchten erfolgreich Chiméren
von Tar und EnvZ (Jin and Inouye, 1993; Jin and Inouye, 1994). Hier wurde versucht, den
Rezeptorteil mitsamt der HAMP-Doméne vor die AC Rv3645 zu hédngen. Diese Versuche
wurden von PD Dr. J. Linder durchgefiihrt (unverdffentlicht). Nur in der Tsr-Chimére wurde
die AC durch Serin reguliert. Da sowohl Input als auch Out-put bekannt sind, stellt sich
zundchst die Frage, ob es bei diesem Prozess notwendig ist, dass die HAMP-Doméne von Tsr
das Signal weiterleitet, oder ob dies auch von anderen HAMP-Domaénen erledigt werden kann
(Zhu and Inouye, 2004)?

Das folgende Alignment zeigt die HAMP-Domaénen, die ausgehend von dieser Frage bis dato

in unserem Labor untersucht worden sind (Abbildung 5-82):
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Abbildung 5-82 Alignment der HAMP-Domiéinen aus M. fuberculosis Rv3645, A. fulgidus Af1503, E. coli
Aspartat-Rezeptor Tar und Serinrezeptor Tsr; hochkonservierte Bereiche in allen
Sequenzen: schwarz; konserviert in zwei bis drei Sequenzen: grau-Abstufungen,
Alignment nach Clustal W. a und d: kennzeichnen hydrophobe AS, in kanonischen
coiled-coils herrschen Priiferenzen fiir Leu an Position @ und Ile an Position d.

Zur Ubersicht eine Tabelle mit den Ergebnissen von Dr. J. Linder, der den Tar bzw. Tsr-

Rezeptor inklusive HAMP-Doménen gegeneinander austauschte und dabei die AC Rv3645 als

Reporter beibehielt.
Rezeptor HAMP-Doméne AC Aktivitat reguliert

Tsr Tsr +++ ja, durch Ser
Tar Tar +++ nein (durch Asp)
Tar Tsr ++ nein

Tsr Rv3645 + ja, durch Ser
Tsr Tar ++ ja, durch Ser
Tsr Af1503 ++ nein

Tsr Af1503 mut.A291V + nein

Tabelle 5-9 Ergebnisse der AC Aktivitit [nmol cAMP/(mg - min)] der Rezeptor-Chiméren:

(+++) aktiv, (++) miBig aktiv, (+) geringe Aktivitit

Die Tsr-Chimdre mit der HAMP-Doméne aus A. fulgidus (Tst-HAMP sf1503-ACry36as) 1St
geniligend aktiv, die A291V-Mutante reduzierte die AC Aktivitit (was dem Verhalten des
l6slichen Proteins entspricht, s. Kap. 5.3.1). Beide Chimiren wurden nicht durch Serin
reguliert (Tabelle 5-9). Zur Erweiterung dieser Ergebnisse wurde die Mutante der Af71503
HAMP-Doméne in den Tsr-Rezeptor eingebaut, die an den Positionen a zu Leu und an
Positionen d zu Ile mutiert wurde und somit der Anordnung der hydrophoben AS in einer

kanonischen coiled-coil entspricht (Abbildung 5-83).
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Konstruktname: Tsr-HAMP ;505 ¢ konstruktc"ACRry36as

Abbildung 5-83 Einbau der HAMP 4¢,503-Mutante Konstrukt C in den Tsr-Rezeptor.

Angabe der a und d-Positionen. Eingerahmte AS im WT: Positionen a und d, die
mutiert werden, grau unterlegt: mutierte AS in Konstrukt C: 1284L, L2871, A291L,
13121, L3151, I319L, L322I. Af1503 Konstrukt C7333;, wird hinter den Tsr-
Rezeptor.;s) gehingt mit der AC Rv3645331.549) als read-out. Angabe des

Konstruktnamens der Triple-Chimére. Errechnetes MW: 54,2kDa.

Konstrukt C aus Kapitel 5.3.10 fiihrte im 16slichen Protein zu einer Aktivitdtssteigerung um

den Faktor 1,8. Ob dieses Ergebnis im Membranprotein bestitigt wird und ob eine

Signalweiterleitung stattfindet, wird im Folgenden untersucht.

5.7.1. Triple-Chimare

Die Expression von Tsr-HAMP 4 f1503mut Konstrukic-ACry3eas erfolgte bei 22°C und bei 30°C fiir 5

Stunden unter Zugabe von100uM IPTG (in Anlehnung an die Experimente von PD Dr. J. L.).

Die anschlieBende Membranpréparation erfolgte nach Standardbedingungen und konnte bei

-20°C aufbewahrt werden.
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Abbildung 5-84

Aktivititstest, SDS-Gel und Western-Blot von Tsr-HAMP 4¢1503mut.Konstruktc-ACry364s.

Links: AC AKktivitit von TSF-HAMPTsr-ACRV3645, Tsr-HAMPAﬂ503-ACRV3645 und Tsr-
HAMPAflSOSmut.KonstruktC'ACRv3645 (TExpression=22°C und 30°C), alle + Serin/Aspartat.
Testbedingungen: Standard, 200uM ATP, + regenerierendes System, 21-24pg Protein
aus M-prép., n=2, SEMs nicht gezeigt.

Rechts: 1-4: SDS-Gel (15%): 1: Tsr-HAMP z1503-ACry3645, 10,2ng Protein. 2: Tsr-
HAMPTSI‘-ACRV3645’ 895Hg Protein. 3: Tsr'HAMPAﬂ503mut.KonstruktC'ACRv3645s TExpression
=30°C, 15pg. 4: Konstrukt wie 3, Tgypression=22°C, 17ng Protein. Pfeil: gewiinschte Grofie
aller Konstrukte bei 54kDa. 5 und 6: Western-Blot, 5: Tsr-HAMP,-ACgry364s, 10,2185

6: Tsr'HAMPAﬂ503mut.KonstruktC'ACRv36459 17"’g Protein.

Die Expression von Tsr-HAMPfi503mutKonstrukic-ACry3sas bei 30°C war erfolglos. Die

Expression bei 22°C war erfolgreich: die AC Aktivitdt von Tsr-HAMP af1503mut Konstruktc-
ACRy364s 1st um den Faktor 3,6 hoher als bei Tsr-HAMPa¢i503-ACry3eas. Gegeniiber Tsr-
HAMPrg-ACry3ess zeigt Tsr-HAMP af1503mut Konstrukic-ACry3645 keine hohere Aktivitdt. Sowohl
bei Tsr-HAMP af1503-ACry3ess als auch bei Tsr-HAMP A f1503mut Konstrukic-ACryzeas findet keine
Regulation iiber Serin statt. Aspartat diente als Kontrolle (Abbildung 5-84, links).

Es wurde eine Serin-Dosis-Wirkungskurve an Tsr-HAMP af1503mut. Konstruktc-ACry3eas erstellt

(Abbildung 5-85).
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Abbildung 5-85

Dosis-Wirkungs-kurve  fiir = Serin  auf
Tsr 'HAMPAfl503mut.K0nstruktC'ACRv3645'
Testbedingungen: Standard, 200pM ATP, +
regenerierendes System, 21-24ug Protein aus
M-prip., n=4. Zur Kontrolle dient
TSF-HAMPTsr-ACRV3645.

Die Hemmung von Tsr-HAMP14-ACry3ess durch Serin betragt 85% (wie auch bei fritheren

Versuchen, s. Tabelle 5-9). Tsr-HAMP af1503mut.Konstrukic-ACry3eas wird durch Serin nicht

beeinflusst.

5.7.2. Tsr: sensitiv fiur Serin?
An Tsr-HAMP1g-ACry364s wurden alle 20 AS mit ImM getestet.

Arginin

Lysin [

Histidin [

Asparagin [

Glutamin [

Glutaminsaure [

Asparaginsaure [

Tryptophan r
Tyrosin [

Phenylalanin f

Prolin F

Methionin [

Isoleucin F

Leucin F

Valin [

Cystein |

Threonin [

Alanin F

Glycin

Serin [—

Tsr-Kontrolle [

0

5

10

15 20

spezifische Aktivitat (hmol cAMP ¢ mg-! ¢ min-1)

Abbildung 5-86 Spezifische Aktivitit (x-Achse) von Tsr-HAMPry,-ACRry3e45 Vor (Tsr-Kontrolle) und
nach Zugabe von je 1mM Aminosiurelosung. Testbedingungen: Standard, +
regenerierendes System, je 17ug Protein, n=2. Dunkler hervorgehoben: Tyr, Trp, Ser.

Deutlich sichtbar sind die Hemmung durch Serin und Tyrosin (25% Restaktivitit), sowie

Tryptophan (Hemmung nur 32%). Es wurden Dosis-Wirkungskurven fiir Tyr und Trp erstellt:
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Abbildung 5-87 Dosis-Wirkungskurven fiir Tyrosin und Tryptophan an Tsr-HAMP,-A Cgy3645.
Spezifische Aktivitiit, Testbedingungen: Standard, 200uM ATP, + regenerierendes
System, 17ng Protein aus M-Priip.

Links: Tryptophan (1-1000nM), n=4 und rechts: Tyrosin (1-1000pM), n=4

Tryptophan hat keinen Einfluss auf die Regulation der Signalweiterleitung, es besteht kein
statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p>0,05). Nach Zugabe von 500uM
Tyrosin ist die Hemmung von Tsr-HAMPrs-ACry3esas hoch signifikant (p<0,01). Bemerkung:
die Stammlosung (10mM) von Tyrosin wurde in 1M Tris hergestellt und hat pH=10. Der
Tris/HCI-Puffer im Test sollte dies noch ausreichend abpuffern, um das pH-Optimum der AC

zu gewihrleisten.
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6. Diskussion
"Es fiihren viele Wege zum Gipfel des Berges, doch die Aussicht bleibt immer die Gleiche"

(Chinesisches Sprichwort). Unter diesem Aspekt sind die Ansdtze zu verstehen, mit denen

versucht wurde, die Funktion der HAMP — Doméne bei der Signaltranduktion zu verstehen.

6.1. Expression und Reinigung von WT
Es wurde gezeigt, dass unter optimalen Expressionsbedingungen ein sehr aktives Protein

erhalten werden konnte. Letzlich sind die Ausgangsbedingungen fiir alle Proteine HAMP-
Rv3645, -Af1503 und die angehdngte AC Rv3645 dieselben und man kann sie als Ursache fiir
Aktivititsunterschiede  ausschlieBen.  Fiir ~ Kristallisationszwecke =~ mussten  die
Reinigungsbedingungen optimiert werden. Fiir die Kristallisation von HAMP-AC Rv3645
wurde zundchst keine Gelfiltration durchgefiihrt, allerdings wurden keine ausreichend
brechenden Kristalle erhalten. Bei der Gelfiltration des WT zeigte sich, dass das Protein nicht
nur als Dimer vorliegt, sondern sich zu Oligomeren zusammenlagert. Mg>" im Puffer trigt
moglicherweise zur Agglomeratbildung bei, indem es an die Oberflaiche des AC-Proteins
bindet. Dadurch werden die Proteine gewissermassen verbriickt, was durch Zugabe des
Komplexbildners fiir zwei-und mehrwertige Kationen, EDTA, aufgehoben wird. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass 'freies' EDTA als Zwitterion auch direkt an das AC-Protein bindet.
Dadurch konnte es Epitope abdecken, die ansonsten Interaktionen mit weiteren AC-
Molekiilen eingingen und Aggregation forderten.

Es ist moglich, dass die amphipatischen HAMP-Domédnen van der Waals- oder
Salzbriickenbindungen mit weiteren HAMP-Helices eingehen und es so zur
Agglomeratbildung kommt (Alberti et al., 1993). Das erklédrt, warum NaCl keinen Einfluss
auf die Dimerenbildung hatte (Bordignon et al., 2005). DTT kann als Reduktionsmittel
vorhandene Disulfidbriicken aufspalten, z.B. verursacht durch das einzige Cystein (Cys513)
der AC. Durch die Isolierung des Dimers wurde gezeigt, dass maximale Aktivitdt im Bereich
des Dimers liegt (bis 3,6 pmol cAMP-mg''min"; 5.4.3). Dies kann als Indiz fiir die
Funktionstiichtigkeit der HAMP-Doméne in einer tetrahelicalen Anordnung als Dimer
bewertet werden (Zhu and Inouye, 2004), da die AC ihrerseits nur als Dimer aktiv ist (Linder,
2006; Zhang et al., 1997). Diese Phdnomene wurden nicht nur an der hier untersuchten AC
beobachtet, sondern auch an anderen der HAMP-Domine nachgeschalteten Effektoren, die
dimerisieren (Yoshida et al., 2007); oder im Gesamtkomplex mit Rezeptorteil, die als

"Trimers of Dimers" aktiv sein sollen (Studdert and Parkinson, 2005).
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6.2. Kinetik von WT

WT ist mit Ve =1296 + nmol - mg'] - min”' 150mal aktiver als die isolierte katalytische
Doméne von Rv3645 (8,2 + 0,6 nmol - mg "' 'min ). Die Wechselzahl von WT betrégt
40/min und ist damit hoher als bei HAMP-AC Rv3645 (18/min); bei AC Rv3645 liegt die
Wechselzahl bei 0,1/min. Der Ky,-Wert von WT (229 + 60uM) ist um den Fakor 5 niedriger
als bei AC Rv3645 (1200 £ 100uM). Im Vergleich zu HAMP-AC Rv3645 (2700 + 100uM)
ist der K,,-Wert 12fach niedriger, was bedeutet, dass HAMP Af1503 die katalytischen
Doménen von Rv3645 offenbar so orientiert, dass eine hohere Substrataffinitdt erzeugt wird.
Mit einem Hill-Koeffizienten von 1,1 £ 0,1 ist WT genauso wie die isolierte AC Rv3645 nicht
positiv kooperativ, was der Substratsittigungskurve nach Michaelis-Menten entspricht. Die

Daten zur isolierten katalytischen Doméne Rv3645 wurden publiziert von Linder et al. (2004).

6.3. Charakterisierung der Mutanten
Um einen Nachweis fiir den hypothetischen Rotationsmechanismus der HAMP-Doméne

Af1503 zu finden, wurde die moglicherweise fiir die Rotation wichtige Position A291 einer
Punktmutationsanalyse unterzogen. Je grofler der Aminosdurerest an Position 291 wurde,
desto weniger aktiv war die Mutante (aus Kapitel 5.3 (1-7), in Tabelle 5-3 zusammengefasst).
Die bildliche Darstellung der spezifischen Aktivitit der Mutante gegeniiber dem
Seitenkettenvolumen der jeweiligen AS zeigte eine direkte Korrelation dieses Verhéltnisses

(Hulko et al., 2006):

10 T T T T T T T T T T T T T

Phe|

Vmax (umol cAMP « mg-1 ¢ min-1)

lle

0’1 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Seitenkettenvolumen [A3]

Abbildung 6-1 Korrelation der V,,,, mit dem Seitenkettenvolumen der AS (Hulko et al., 2006).
Die angegebenen AS sind die Mutationen an Position A291 des WT. Die Gerade zeigt die
Abnahme der V,,,, mit zunehmendem Seitenkettenvolumen der AS an Position 291.
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Das zunehmende Seitenkettenvolumen an Position 291 der HAMP Af71503 resultierte in einer
Abnahme der AC Aktivitit, die Proteine bevorzugten den ausgeschalteten Zustand. Es wurde
beschrieben, dass es sich bei der Aktivierung und Inaktivierung von Cyclase-Dimeren
generell um einen Drehmechanismus handelt (Sinha et al., 2005; Tews et al., 2005). Die
erschwerte Drehung und damit einhergehende Bevorzugung des inaktiven Zustandes fiihrte
bei der A291W—-Mutante zu einer nicht messbaren AC Aktivitit. Bis 2mM ATP trat keine
Substratsittigung ein, bis 4mM Substrat wurde die Restaktivitit von A291W auf 28%
reduziert. Eine zu hohe Substratkonzentration tragt nicht zur Sittigung bei, sondern fiihrt zu
einer Aktivititsabnahme, daher kann man von einer Hemmung der AC Aktivitdt durch
Substratiiberschuss sprechen. 2mM ATP ist die optimale Substratkonzentration, die sich aus
dem Verhiltnis von Substratspezifitidt und Substratiiberschusshemmung ergibt.

Die Ergebnisse der Mutationen an A291 der HAMP Af71503 wurden durch weiterfithrende
Untersuchungen an der HAMP-Doméne der Histidinkinase EnvZ bestdtigt; die Autoren
beschreiben, dass Mutationen an exakt dieser Position einen Einfluss auf die Kinase haben
(Kishii et al., 2007). Da die kinetischen Eigenschaften der Einzelmutanten im Ergebnisteil
dargestellt worden sind (5.3.8), wird auf die Mutanten eingegangen, deren Eigenschaften

wenig zur Rotationshypothese beigetragen haben:

Mutante Vimax [nmol - mg T min '1] K./SCsp Hill-
[uUM] Koeff.
WT 1296 + 96 229 + 60 1,1+0,1

A | A2911, 1294L 591 +57 802 + 73 1,34 + 0,1

B | 1284L, L2871, 2049 + 47 157+6 0,8+0,1
I312L, L3151, I319L, L3221

C | 1284L, L2871, A291L, 2381 + 63 312+£25 0,98 + 0,1
13121, L3151, I319L, L3221

D | I284N, I312N 148 £2 1558 £131 | 1,4+0,1

- | D310E 1284 +100 655+ 41 1,2+0,1

- | E311K 2082 + 85 284 +24 0,78 £0

Tabelle 6-1 Ergebnisse der Kapitel 5.3.10 und 5.3.11, n=4

Die Ky-Werte der Mutanten A bis D sind sehr unterschiedlich. Da in dieser Mutationsreihe
die bevorzugt hydrophoben Positionen @ und d mutiert wurden, lassen sich die Unterschiede

der ATP-Affinitdten im Vergleich zu WT folgendermallen erklaren:

116



Diskussion

In Mutante A sind alle a-Positionen mit Ile und alle d-Positionen mit Leu besetzt (entspricht
der umgekehrten Verteilung von Ile und Leu, die in kanonischen coiled-coils bevorzugt an
Position d bzw. a sitzen). Dies fiihrt zu einer vierfachen Erniedrigung der Substrataffinitét.
Viax sinkt auf 50%. Verglichen mit der Einzelmutante A2911 (Vax=281+£1 lnmol-mg'1 -min’!
und SCs5p=409 + 27uM, Hill-Koeffizient: 1,5, Kap. 5.3.4), sind sich die kinetischen
Eigenschaften &hnlich, was auf das Einfiihren einer volumindseren Seitenkette an Position
291 zuriickzufiihren ist. Mutante A ist im Gegensatz zu A2911 nicht mehr positiv kooperativ,
verursacht durch Leu an Position 294.

In Mutante B sind alle a und d Positionen mit den bevorzugten AS Leu bzw. Ile besetzt, mit
Ausnahme von A291. K, ist im Vergleich zu WT hoher (1,4fach). Die Besetzung der a und d
Positionen von HAMP mit den einer kanonischen coiled-coil entsprechenden AS resultiert in
einer verbesserten ATP-Affinitdt der AC. Die Verdoppelung der Vi,.x im Vergleich zu WT
bestdtigt eine hohere Umsetzung des Substrats durch die Cyclase (63 Molekiile ATP - min™).
Mutante C besitzt, trotz A291L (einziger Unterschied zu B), ebenfalls sehr hohe katalytische
Aktivitit (Wechselzahl: 73- min™). Die etwas geringere Substrataffinitit (als bei B) zeigt, dass
zwischen zwischen Vi« und K, bzw SCsy kein Zusammenhang besteht. Die Anordnung von
Leu und Ile in den von coiled-coil bevorzugten Positionen der HAMP hat keine
aktivititsmindernden Eigenschaften auf die AC. Auch die Affinitét fiir ATP bleibt bei dieser
Anordnung weitgehend unbeeintriachtigt. Entgegen der Vorhersagen von A. Lupas verschiebt
sich der Zustand durch die Umordnung der AS in den a und d Positionen in HAMP Af1503 in
Zusammenhang mit der AC nicht gegen inaktiv, sondern scheint den aktiven Zustand zu
stabilisieren.

Der Ersatz der hydrophoben Reste durch Sdureamide in der Seitenkette fiihrte bei Mutante D
zu einem Protein, das im Vergleich zu WT noch 11% AC Aktivitit besitzt. Die Affinitat der
Cyclase zu ATP ist stark erniedrigt (7fach). Durch Einfiihrung von hydrophilen
Seitengruppen 'am Eingang' der a-Helices (Ebene 1) und damit Unterbrechung des
Heptadenmusters konnen die resultierenden Aktivitdtsverluste und die niedrigere
Substrataffinitét erklart werden. Die verminderte ATP-Affinitit kann auch ein Anzeichen fiir
eine leicht gestorte Packung der katalytischen Furche sein, zu der beide Monomere in
unterschiedlicher Weise beitragen miissen. Bemerkenswert ist die ansatzweise positive
Kooperativitét dieser Mutante.

D310E: die vergleichbare, positionsdquivalente Mutation, die im Aer-Protein zu einer
Inaktivierung fiihrt (Buron-Barral et al., 2006; Watts et al., 2004), hatte bei Af1503 keine

Bedeutung. Lediglich die Substrataffinitdt wurde etwas erniedrigt. Diese Diskrepanz lisst sich
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damit deuten, dass die HAMP-Doméne im Aer-Protein mit einer PAS-Domine, die fiir FAD-
Bindung zustiandig ist, verkniipft ist.

Der Effekt einer Mutation an der hochkonservierten Glutaminsdure E311 entsprach den
Erwartungen, da in den HAMP-Doménen der Histidinkinasen NarX (Collins et al., 1992) und
EnvZ (Harlocker et al., 1993) derartige Mutationen zu einer Aktivierung gefiihrt haben.
E311K fiihrt zu einer Aktivitdtszunahme (1,6fach), die Substrataffinitit wird nicht veridndert.

6.4. Die Bedeutung des Linkers
Die beiden Helices a; und o, der HAMP Af7503 werden durch einen 13 AS langen Linker

verbunden. Hat dieser Strukturbestandteil Funktionen, die iiber eine reine Verkniipfung
hinausgehen? Die Lénge des Linkers darf entsprechend der parallelen Anordnung der Helices
nicht kiirzer als 12 AS sein, da ansonsten die Distanz zwischen den Helices nicht mehr
gespannt werden kann. In Abbildung 6-2 besitzen bis auf 47503 (Linker: 13 AS) und 4.
platensis CyaG (Linker: 20 AS) alle HAMP-Doménen einen 12 AS langen Linker. In
Abbildung 1-3, S. 3, sieht man in einem reprédsentativen Auszug eines Alignments von 250

HAMP-Doménen keinen Linker, der Azirzer als 12 AS ist.

............................................. | d

Af1503 278: STITREMIEMSNTADKMAE®-————-—— NEAE PHONRADIBRE TIRAK S TERIMRR S
Rv3645 278: MSIADISRROMRWNESEMORE———————— NYNAHNIOBRY s/ - ASIHNE T IWOAG
Rv1318c 277: WLTATIYRVIYRANERRYERE-——————— Eb-GTIENEEIRORG
Rv1319c 278: WLTAAERMRVIRAINEKRWE Q€ - ——————— EB-GTINNEEINORG
Rv1320c 277: WLTATIEYRVYRENENRWYEQ®———————— Eb-GTINEFIMORG
Sp.CyaG 370: RWISE)EIT.R KWYEK-IRNEMIRSE S
Cgl0311 245: SSVVDEAREOELINRIYRRE - ——————— ENDVQ DaYE—GSVQAG
Tsr 216: ASLVARUNRIBIDSIRRHMAGE——————-—— DEVKP EYDG—-SNIHUEOWAFE ST REMOGE|

Abbildung 6-2  Clustal W-Alignment der HAMP-Doméinen aus A. fulgidus Af1503, M. tuberculosis
Rv3645, Rvi318c, Rvi319¢c, Rv1320c, Arthrospira platensis CyaG, C. glutamicum Cgl0311
und E. coli Tsr (Serin-Rezeptor).

Schwarz: identische und é#hnliche AS in allen acht HAMP-Doméinen,
grau-Abstufungen: identische und é&hnliche AS in fiinf bis sieben Sequenzen.

""""" |: Linker-Bereich, Start fiir alle Dominen aus diesem Alignment am
hochkonservierten G, bei Af1503: G297-A309. Linker der anderen Dominen
entsprechend angegebener Nummerierung. d, a: Angabe der Positionen d und a in
coiled-coil-Nomenklatur.

Hier wurde der 13 AS Linker aus Af71503 gegen den 12 AS Linker aus Cg/0311 ausgetauscht,
um neben einer Funktionsédquivalenz per se auch mit einem Linker zu testen, der die
beobachtete minimale Lange mit sich bringt. An der Maximalgeschwindigkeit &nderte sich

trotz des verkiirzten Linkers nichts, jedoch stieg K, von 229 + 60uM auf 950 + 175uM. Bis
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auf zwei konservierte hydrophobe AS in 'der Mitte' der Linker sind die AS weitgehend
verschieden (s. Abbildung 6-2) und scheinen somit auf die HAMP-Helices abgestimmt. Da
der Linker straff in die Furche der beiden Helices gepackt ist, kann die Rotation der HAMP
durch das Einfilhren anderer AS im Linker erschwert werden, was in erniedrigter ATP-
Affinitét der AC resultiert. Das wahrscheinlich fiir die Flexibilitdt und damit den Erhalt der
AC Aktivitdt hochkonservierte Glycin (G297 bei Af1503) ist unverdandert. Bemerkenswert ist
die durch den Linker-Austausch erhaltene positive Kooperativitit der Chimére (Hill-

Koeffizient: 1,6).

6.5. Modulatoren des WT

6.5.1. Olsaure
Auf die Frage, ob Fettsduren an der Regulation der AC beteiligt sind wie bei AC Rv2212 aus

M. tuberculosis (Abdel Motaal et al., 2006), fand sich folgende Antwort (s. Abbildung 5-58):
Olsiure hatte keinen Einfluss auf die AC Aktivitit. Auch bei dem wenig aktiven Holoenzym
zeigte sich kein Effekt. In Gegenwart der HAMP—-Domaénen (sowohl HAMP Rv3645 als auch
Af1503) wurde die AC zu 70% durch 100uM Olsiure gehemmt. Aufgrund ihrer amphoteren
Eigenschaften (Linder et al., 2004) konnen die a-Helices einerseits Wechselwirkungen
untereinander eingehen (Bordignon et al., 2005), andererseits auch in Gegenwart von
lipophilen Reagenzien. Es sind zwei Vorstellungen denkbar, wie die HAMP-Doméne durch
Olséure beeinflusst wird: die hydrophoben Reste wdlben sich in Richtung der Fettsiure, sie
drehen sich aus ihrer dichten Packung nach auBen. Oder die Olsiure schiebt sich zwischen das
tetrahelicale Biindel und beeintrdchtigt die interhelicale Anordnung. In der Literatur sind
bisher weder dieser noch andere Effekte bekannt, die die HAMP-Domine in ihrer Funktion
als Signalmodul hindern. In Gegenwart der sechs Transmembranspannen (Holoenzym
Rv3645) hat die Olsiure keinerlei Auswirkung auf die AC Aktivitiit, sie verhindern aufgrund
ihrer hydrophoben Eigenschaften Wechselwirkungen der FS mit der HAMP-Doméne.

6.5.2. Inhibitoren der Adenylatcyclase Rv3645

Fiir die Cyclasen sind eine Reihe von Inhibitoren griindlich untersucht worden, beispielsweise
fiir Sduger ACn (Dessauer and Gilman, 1997). Dessauer et al. beschreiben Adenosin-Analoga,
die u. a. fiir die Auswahl der hier getesteten Inhibitoren herangezogen wurden (Dessauer et

al., 1999). Von Mou et al. wurde ein hemmender Effekt der MANT-Nukleotide beschrieben
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(Mou et al., 2006), von denen das hier applizierte 2°-3"-MANT-ATP bei 200uM die AC zu
93% hemmt (Abbildung 5-56). Besser als ImM der Substratanaloga ITP, CTP und GTP
hemmen Polyphosphate, die bei 10uM eine 100%ige Hemmung erzielen. P16 und P30 sind
chemisch nicht ganz eindeutig definiert.

Bei der enzymatischen Umsetzung von ATP entsteht cAMP und Pyrophosphat. Es ist
allgemein bekannt, dass cAMP die Klasse III ACn nicht hemmt, da es nicht bindet und
schnell abdiffundiert (Linder, 2006). PP;, das eine hohere Affinitit hat und langsam abgeht,
wurde in unterschiedlichen Konzentrationen zum Test gegeben, hemmt allerdings erst ab
physiologisch irrelevanten Konzentrationen > 300uM (s. 5.4.4.1). Pyrophosphat spielt eine
Rolle in Kombination mit P-site Inhibitoren der Sduger ACn, diese Inhibitoren binden nur in
Gegenwart von PP; an die AC (Dessauer and Gilman, 1997; Dessauer et al., 1999).

Bei den bisherigen Kristallisationsansdtzen mit Inhibitor gibt es keine nennenswerten Erfolge.
Es besteht aber die Mdoglichkeit, zu den Kristallen, die bisher immer reproduzierbar waren
und auf ausreichende GrofBle herangeziichtet werden konnten, einen Inhibitor im Nachhinein
zuzusetzen. Man spricht vom 'soaking' von Inhibitoren.

Vor zwei Jahren wurde die Struktur der AC CyaC aus Arthrospira platensis aufgeklart
(Steegborn et al., 2005a). Der Komplex besteht aus dem in der katalytischen Furche
gebundenen ATP und einem Inhibitor, der zu ATP nicht kompetitiv ist; ein Katechol-
Estrogen, das in der Nihe des katalytischen Zentrums einen Chelatkomplex mit dem fiir die
Katalyse benétigten Magnesiumion einzugehen scheint. Da diese AC ebenfalls der Klasse I1Ib
angehort, konnte nicht nur die Information des neuartigen Inhibitors von Bedeutung fiir die
Untersuchung von AC Rv3645 sein, sondern auch die Struktur selbst, die zum molecular

replacement herangezogen werden kann, um die Kristallstruktur von WT zu losen.

6.6. Rotation?
Letztendlich kann nur die Struktur der AC Rv3645 zusammen mit der HAMP Af1503

genaueres zur Aufkldrung des Mechanismus beitragen, dessen sich das HAMP—Modul zur
Signalweiterleitung bedient. Natiirlich wére von Vorteil, eine Struktur im angeschalteten und
ausgeschalteten Zustand zu erhalten, um die Bewegung der HAMP bei der Signaltransduktion
sichtbar zu machen. Bisher wurden drei Modelle fiir die intramolekulare Signaltransduktion
diskutiert, 1) das "piston"-Modell, 2) das Hebelmodell und 3) eine Rotationsbewegung
(Abbildung 6-3).
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Membra r:}arqgizé)r_i._l""’
Rezeptor %, /

Abbildung 6-3  Drei Modelle zur intramolekularen Signaltransduktion der HAMP-Doméne.

Modell als Dimer dargestellt, bestehend aus Membranregion/Rezeptordomiine
(hellgrau), HAMP-Helices (schattiert a-Helix 1 und weiss a-Helix 2) und Effektor-
Domiine (dunkelgrau schattiert). Schwarze Pfeile: postulierte Bewegung der HAMP-
Helices, Erliuterung 1-3 folgt im Text.

(1) diskutiert wird tiber einen stanzartigen Mechanismus, bei dem HAMP als Verldngerung
der TM-Region angesehen wird und sich um ein kleines Stiick wie ein Zylinder in die Zelle
hineinschieben und so eine Konformationsinderung der darunter liegenden Elemente
verursachen soll (Miller and Falke, 2004; Ottemann et al., 1999).

(2) zeigt die Vorstellung von einem Ausscheren der HAMP-Helix im Sinne einer Tiirklinke.
Die klappende Klinke wire a-Helix 2, die in Richtung o-Helix 1, welche an der Membran
peripher assoziiert ist, ausschert (Seligman and Manoil, 1994; Williams and Stewart, 1999).
(3) Hier wird ein Rotationsmechanismus vorgestellt und wahrscheinlich gemacht: eine
Drehung der Helices, genauer, eine konzertierte Rotation der vier HAMP-Helices um 26°
(Hulko et al., 2006). Dieser Rotationsmechanismus wird durch folgende Publikationen
gestiitzt: Bordignon et al. zeigten 2005, dass die HAMP-Domine des lichtempfindlichen
Rezeptors NpSRII aus Natronomonas pharaonis in einem Gleichgewicht zwischen zwei
Konformations-Zustinden existiert (Bordignon et al., 2005); darauf basierend zeigten
Engelhard et al. (2006), dass der Rezeptor NpSRII Signale weitergibt, indem sich seine zweite
Membranhelix um 15° im Uhrzeigersinn dreht. Dabei verschiebt sich die Helix in der
Membran um 0,9A zur Seite (Moukhametzianov et al., 2006).

Eine Rotation der HAMP-Doméne ermoglicht cis-und trans-Signale. Dabei tlibersetzt HAMP
als zwischengeschaltetes Modul ein Signal aus dem extrazelluldren Bereich und leitet es an
einen darunter liegenden Effektor weiter (cis-Signal). Fehlen weitere cytoplasmatische
Elemente (wie in Af1503), wird das Signal durch die Rotation an andere Dominen

weitergegeben (trans-Signal), die an der Signaltransduktion beteiligt sind. Es ist vorstellbar,
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dass sich die HAMP-Doméine wie die innere Unruhe einer Uhr hin und herdreht, um einen

reibungslosen Ablauf der Signalweiterleitung zu gewéhrleisten.

6.7. Cgl0311 Adenylatcyclase

6.7.1. HAMP-Domane und Adenylatcyclase Cgl0311
Die Arbeitsgruppe von A. Lupas versucht derzeit, mehr als 7500 HAMP-Doménen aufgrund

thres Vorkommens in Histidinkinasen, ACn, mcps und Phosphatasen in Cluster einzuteilen.
Beim Vergleich von AS der HAMP-Doménen mit C-terminaler AC M. tuberculosis Rv3645
und C. glutamicum Cgl0311 mit HAMP Af1503 fillt folgendes auf (Abbildung 6-2):

In coiled-coil-Strukturen werden die @ und d-Positionen bevorzugt mit Leu und Ile besetzt; in
C. glutamicum sind die d-Positionen der a-Helix 1 bevorzugt mit Val besetzt, dies trifft auch
auf drei der vier HAMP-Doménen aus M. tuberculosis zu. Die a-Positionen der N-terminalen
Helix sind bei C. glutamicum mit Ile besetzt, darunter die fiir die AC Aktivitéit essentielle
Position A291 der HAMP Af71503, entsprechend 1261. Auffillig ist in a-Helix 2 die Besetzung
von a und d durch Phe bzw. Met, nicht nur in C. glutamicum, sondern auch bei den vier
HAMP-Doménen aus M. tuberculosis sowie bei A. platensis. Ein Phe an a-Position 291 der
HAMP Af1503 stellte fiir die postulierte Drehung der HAMP-Helices ein Hindernis dar (vgl.
5.3.6). Moglicherweise ist Phe an a-Position der hier diskutierten HAMP-Dominen ein Grund
fiir die geringeren AC Aktivititen (Tabelle 6-2).

Nach Austausch gegen Af1503 HAMP wurde Vi.x von AC Rv3645 verdoppelt (vgl. mit
HAMP-AC Rv3645) und V. von AC Cgl0311 verdreifacht (vgl. mit HAMP-AC Cgl0311;
Tabelle 6-2, grau unterlegt). In beiden Fillen bewirkt die ausgetauschte HAMP Af7503 eine
Erhohung der Affinitdt fir ATP im Vergleich zum jeweiligen Konstrukt mit endogener
HAMP-Doméne.

Betrachtet man die AC Aktivititen ohne HAMP-Doménen (Tabelle 6-2), so hat HAMP
Cgl0311 eine hemmenden Einfluss auf die AC Aktivitit von Cgl0311, vergleichbar dem
Effekt der HAMP aus Rv1319c (Linder et al., 2004). Allerdings wird durch die HAMP
Cgl0311 die Substrataffinitit der AC verbessert, im Gegenteil zu HAMP-AC Rv1319¢ und zu
HAMP-AC Rv3645. Auch verhilt sich die AC Cgl0311 erst durch die endogene HAMP-
Domine deutlich positiv kooperativ. Hier scheint die HAMP-Doméne eine aktivierende

Wechselwirkung der katalytischen Zentren zu vermitteln.
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Enzym Vinax [nmol - mg T min '1] Kw/SCso [uM] | Hill-Koeffizient
WT 1296 + 96 229 + 60 1,2+0,1
HAMP-AC Rv3645 590 + 10 2700 £+ 100 1,4 £0,01
AC Rv3645 82+0,6 1200 + 100 1,0 £ 0,03
HAMP-AC Rv1319c¢ 3,6 0,1 150 +3 1,2+0,1
ACRv1319c 6,6 +0,1 57+1 1,0 £ 0,04
HAMP-AC Cgl0311 22+6 515+ 51 1,8+0,0
AC Cgl0311 32+£7 1109 + 75 1,2+0,0
HAMP at1503-ACcql0311 75+5 143 £ 17 0,9+0,1

Tabelle 6-2 Vergleich der kinetischen Parameter von ACn, HAMP-ACn und HAMP-Chiméren aus M.
tuberculosis Rv3645, Rvi319c und C. glutamicum Cgl0311. Die Daten zu Rv1319¢ und
Rv3645 sind aus der Literatur entnommen, Rv1318c und Rv1320c¢ nach dortiger Aussage
zu wenig aktiv (Linder et al., 2004). Konstrukte mit HAMP-Domiine sind grau unterlegt.

Die charakteristischen Parameter fir AC Cgl0311 konnten bestimmt werden: die
Proteinabhéngigkeit der AC Cgl/0311 war linear, das pH-Optimum liegt bei pH 8,0,

Temperaturoptimum bei 37°C.

6.7.2. Holoenzym
Das Holoenzym Cgl031] ist mit 68 pmol cAMP-mg''min”' im Gegensatz zum Holoenzym

Rv3645 um Faktor 10 weniger aktiv und liegt im AC Aktivitdtsbereich des Holoenzyms von
Rv1319¢ (39 pmol cAMP-mg''min”', Hammer, 2004). Die AC Aktivitit des in-vivo
aufgeziichteten Bakteriums (70 — 100 pmol - mg "' min ') war im Einklang mit der AC
Aktivitdt des rekombinanten Proteins. Mit der Frage nach der Funktion der Membranregion
im Corynebacterium haben sich V. Anantharaman und L. Aravind beschéftigt, die mittels
Profilanalysen verschiedener TM-Sequenzen und "comparative genomics" TM-Rezeptoren

einteilten (Anantharaman and Aravind, 2003): zwei grole 7TM-Rezeptorfamilien; eine mit

extrazelluliren N-terminalen globuliren Doménen ausgestattet, die Liganden wie
beispielsweise Kohlenhydrate binden. Die andere Familie ist mit einer a-helicalen
extrazelluliren Domine ausgestattet und soll Signale iiber eine intrazellulire Hydrolase-

Doméne weiterleiten. Multi-TM-Doménen, die keine extrazelluldre 'Bindungsstelle' besitzen

und an unterschiedliche C-terminale Signaldoménen gekniipft sind:

davon entweder 5TM-Spannen, dieser Rezeptor konnte in Bacillus subtilis identifiziert
werden und soll einen Sensor fiir Mureinderivate darstellen.

Oder durchschnittlich 8TM-Spannen, die nach der zuckerabhédngigen His-Kinase aus E. coli

definiert wurden. Unter anderem ordnen die Autoren dieser Gruppe auch die TM-Region aus
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Corynebacterium glutamicum zu, doch war ihre computergesteuerte Suche (Nielsen et al.,

1997) nach einem Signalpeptid erfolglos. Sie konnten Strukturvorrausagen machen, die sich

auf die hier untersuchte AC Cgl031] anwenden lassen und eine ansatzweise

Charakterisierung der 6TM ermoglichen:

Cgl0311

Rv3645
Rv1319c

Cgl0311

Rv3645
Rv1319c

Cgl0311

Rv3645
Rv1319c

Cgl0311

Rv3645
Rv1319c

Cgl0311

Rv3645
Rv1318c

Cgl0311

Rv3645
Rv1319c

Abbildung 6-4
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Alignment der Transmembranbereiche (TM) aus C. glutamicum Cgl0311, M.
tuberculosis Rv3645 und Rv1319c, nach Clustal W.

Schwarz unterlegt: identische/dhnliche AS in allen drei Sequenzen, in
unterschiedlichem grau unterlegt: identische/ihnliche AS in zwei Sequenzen. Grau
eingezeichnet sind die Transmembranregionen (TM1-6, Striche) und der Beginn der
HAMP-Domiinen (Pfeil) unmittelbar nach der letzten TM-Spanne. Intra-und
extrazellulire Bereiche sind angeschrieben. Symbole: schwarzes Quadrat:
Strukturmerkmal fiir TM 1: aromatische AS und Pro; Ovale: Pro; senkrechte schwarze
Pfeile: deuten auf Gly; senkrechte graue Pfeile: deuten auf Ala; kleine Kreise: geladene
AS

Die Autoren sprechen von einem Strukturmerkmal, welches durch eine aromatische AS,

gefolgt von einem Prolin, den Beginn einer TM kennzeichnet. Dieses Merkmal findet sich bei

Cgl0311 am Beginn von TM1 (Abbildung 6-4). Wie erwihnt, war der Beginn des N-terminus
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bei Cgl0311 nicht eindeutig, die Autoren sprechen von einer Lange von 290 — 300 AS bei der
8TM-Region (s. dazu im Anhang die Vorhersage der TM von Cgl/0311 nach (Krogh et al.,
2001)). In der TMS und 6 sollen sich gehduft AS mit kleinen oder gar keinen
Seitenkettenresten befinden, bei Cg/0371 Gly und Ala (Abbildung 6-4). Die Autoren
beschreiben einen intrazelluldren Abschnitt mit hauptsdchlich geladenen AS in der Nihe der
letzten Helix (Abbildung 6-4). Hier konnte es zu Wechselwirkungen mit der HAMP-Doméne
kommen. Der hohe Anteil an Gly und Pro fiihrt nach Ansicht der Autoren zu
Konformationsdnderungen, die sich auf die Signalweiterleitung auswirken konnen. Das in
Abbildung 6-4 dargestellte Alignment soll darauf aufmerksam machen, dass sich diese
Strukturmerkmale auch auf M. tuberculosis Rv3645 tibertragen lassen.

Die Frage nach der Funktion der 6TM aus M. tuberculosis konnte mit dem Ziel, die
Membranregion aus Cgl0311 zu charakterisieren, erwartungsgemill nicht beantwortet
werden. Es wiirde sich ein knock-out in-vivo anbieten (Mampel et al., 2005), um einen
Stimulus fiir die AC Cgl0311 zu finden. Aufgrund der Sequenzdhnlichkeiten kénnte man
daraus Riickschliisse fiir die membrangebundenen ACn aus M. tuberculosis zichen.

Fiir die Aufreinigung des rekombinanten Membranproteins Cgl/0311 Holoenzym iiber eine
Nickelsdule wurden Detergenzien getestet (5.5.3), davon eigneten sich DDM und Nonidet. Sie
hatten keine Auswirkungen auf die AC Aktivitit, da sie mit dem BIORAD-Reagenz
reagieren, misste hier ein MicroBC-Assay (mit Bicinchoninsdure) durchgefiihrt werden.
CHAPS wiirde sich fiir die Proteinbestimmung besser eignen, fiihrte aber zu verringerter AC

Aktivitat.

6.8. Tsr— Rezeptor

Die einzige Moglichkeit, die Funktion der HAMP-Doméne in einem groferen Kontext zu
betrachten, bieten die Rezeptorproteine, bei denen die Bindungsstelle fiir den Liganden
bekannt ist und der Signalweg reguliert werden kann. Des Weiteren sind ihre Effektoren
bekannt, im Falle von Tsr handelt es sich um Histidinkinasen. Ebenso bekannt sind die
Funktion und der Mechanismus von ACn. Auf der Grundlage publizierter Untersuchungen
(Baumgartner et al., 1994; Jin and Inouye, 1993; Utsumi and Inoue, 1991) wurden die
bekannten Elemente verschaltet, um die Funktionsweise der Signaldoméne, deren Aufklarung
in einem groferen Zusammenhang bis heute nicht gelungen ist, hinsichtlich der Rotation zu
untersuchen. Die Chimédren aus Tsr-Rezeptor/Membranregion Rv3645, HAMP Af1503 (WT
und mutiert) und AC Rv3645 (5.5.4 und 5.7.1) fiihrten zu folgendem Ergebnis:
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Membran/Rezeptor | HAMP-Domine | spezifische Aktivitidt der AC Rv3645 | Regulation
Rv3645 Rv3645 0,639 nmol - mg™' - min’
Rv3645 Af1503 5,6 nmol - mg™' - min™’
Tsr Tsr 17 nmol - mg™ - min™' ja (Ser)
Tsr Af1503 3 nmol - mg" - min™’ nein (Ser)
Tsr Af1503 10t KonstrukiC 17 nmol - mg'1 - min™! nein (Ser)

Tabelle 6-3 Ergebnisse der Chiméren und der Triple-Chimiiren aus 5.5.4 und 5.7.1

Durch die HAMP-Doméne aus Af7503 wurde die AC Aktivitdt bei Rv3645 Holoenzym erhoht
(Tabelle 6-3). Beim Tsr-Rezeptor wurde sie erniedrigt, die Signalweiterleitung war
unterbrochen. Mit HAMPAfs03mutkonstrukee Wurde die  AC  Aktivitdt wiederhergestellt,
allerdings war auch hier keine Serin-Regulation moglich. Mdglicherweise hat die
Signalweiterleitung (Ser) nicht nur mit der Anordnung der hydrophoben AS zu tun, sondern

auch mit der energetischen Situation der HAMP-Domainen (Abbildung 6-5):

Rv3645 278: MmAD. """" lﬁW’Al's’i EIQRNYNAHQ —fiv DAS'IZ.@I&'G‘F"NBMVEEIS ERQR

Af1503 2783 Sik [ SN"TKBREE.EAE.PHQ.RAD-IEK. """"" SIKVAg

.|._

Tar (e.coli)214: R LIS Mﬁ . 1A EMGE QE TDTET

Tsr(e.coli)216: AVA DSHRHIAG GSN EJMRTYG
+ -— =

Abbildung 6-5  Alignment der HAMP-Doméinen aus M. fuberculosis Rv3645, Af1503, E. coli Tar und
Tsr, nach Clustal W. Schwarz: identische und dhnliche AS in allen HAMP-Sequenzen.
Grau: identische/ahnliche AS in zwei bis drei Sequenzen. Negative und positive
Ladungen der AS sind mit dem jeweiligen Symbol gekennzeichnet. Eingekreist
(gestrichelt und durchgezogen) sind die Ladungen innerhalb der Helices (a1 und a2).

Die Ladungsverhéltnisse der einzelnen HAMP-Domaénen sind verschieden. Af7503 hat in o2
sehr viele positiv geladene AS, die a-Helices 1 und 2 von Tsr und Tar dagegen besitzen
beinahe ein ausgeglichenes (+/-) Ladungsverhéltnis (Abbildung 6-5). Es ist mdglich, dass die
Signalweiterleitung durch das Rotationsprinzip nur in dieser Zusammensetzung durchfiihrbar
ist; durch das FEinflihren fremder AS wird der Signalweg trotz Erhalt der AC Aktivitit
unterbrochen. Die Ladungsverteilung sowohl im Tsr- als auch im Tar-Rezeptor konnte der
Grund fiir ein individuelles Verhalten der HAMP-Dominen sein, denn die Feinmotorik der
HAMP-Doméne mufl mit dem TM-Bereich des Rezeptors iibereinstimmen (Rebbapragada et
al., 1997).

Ob der Tsr-Rezeptor nur via Serin reguliert ist, lie3 sich bei der Testung aller 20 AS in einer
Konzentration von ImM am Rezeptor herausfinden. Es resultierte eine Regulation durch
Tyrosin (5.7.2). Ahnliche Versuche wurden von V. Sourjik unternommen, um den Tar-

Rezeptor auf seine Sensitivitit fiir Aspartat zu iiberpriifen (Michalodimitrakis et al., 2005), es
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wird darauf hingewiesen, dass durch die Testung an einer Chimére diese Sensibilisierung

beeintrichtigt werden kann.

6.9. Offene Fragen und Ausblick
Das Kristallkonstrukt WT, derzeit bei einer Auflésung von 3A, sollte einen Einblick in die

Rotation der HAMP im Zusammenspiel mit der AC ermoglichen. Die Strukturaufkldrung ist
von groflter Wichtigkeit, denn sie konnte den endgiiltigen Beweis einer Drehung liefern. Es
wiirde sich auch ein Kristallisationsansatz anbieten, der mit einem potentiellen Inhibitor
versehen ist, um die AC oder auch HAMP im inaktiven Zustand zu fixieren und so eine
Bewegung nachzuvollziehen. Da bereits bis zu 200um groBe Kristalle des WT-Konstruktes
im aktiven Zustand vorliegen, wire es auch moglich, einen Inhibitor direkt zuzugeben
('soaking').

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Frage nach der Funktion der
Transmembranspannen in C. glutamicum nicht geklart werden. Da sowohl das Holoenzym als
auch das losliche Protein aktiv waren und sich das Corynebakterium problemlos in vivo
anziichten ldsst, kann man im Genom von C. glutamicum Cgl0311 Knock-outs hergestellen,
um dann in vivo die mogliche Rezeptorfunktion der sechs Transmembranspannen zu
untersuchen. Dies liee sich z.B. mit swarm plate assays oder durch Aufzucht in Ndhrmedium
durchfiihren, wobei die Platte/das Medium den jeweiligen Signalstoff enthélt.

Die HAMP-Domine des Tsr-Rezeptors bedarf zusétzlicher Untersuchungen hinsichtlich der
Signalweiterleitung. Um zu kldren, ob die Ladungsniveaus der einzelnen HAMP-Doménen
tatsdchlich individuell und fiir die Signaltransduktion im jeweiligen Kontext essentiell sind,
sollten die Ladungsniveaus verschiedener HAMP-Domaénen aneinander angeglichen werden
(wird von nachfolgenden Doktoranden bearbeitet). Oder es sollten moglichst viele HAMP-
Dominen auf ihre Funktionstiichtigkeit beziiglich des Tsr-Rezeptors iiberpriift werden, um
einen mainstream innerhalb dieses Moduls erkennen zu konnen (derzeit an HAMP aus
Arthrospira platensis CyaG untersucht). Zudem miisste man versuchen zu beweisen, dass es
sich bei cis- und trans-signaling der HAMP-Domine um einen gemeinsamen Mechanismus
handelt.

Des Weiteren wird von unseren Kooperationspartnern der Versuch unternommen, die HAMP-
Doménen mit Hilfe computergestiitzter Programme zu klassifizieren, um so einen generellen

Mechanismus fiir alle oder fiir Gruppen von HAMP-Doménen festlegen zu kdnnen.
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7. Zusammenfassung
Die HAMP-Domaine aus M. tuberculosis Rv3645 konnte im 16slichen Protein gegen HAMP

Af1503 ausgetauscht werden, deren Struktur (durch NMR) bekannt geworden war. Daher
wurden Kristallisationsversuche von HAMP-AC Rv3645 unterlassen. Der Austausch von
HAMP ergab eine enzymatisch aktive Chimdre (WT); dadurch konnte der HAMP-Doméne
aus A. fulgidus, die keinen C-terminalen Effektor hat, eine Funktion nachgewiesen werden.
Der Zustand von HAMP Af1503 wurde als angeschaltet angenommen. Durch die kinetische
Charakterisierung der Chimére konnte dies bestétigt werden. Dadurch konnte die Annahme,
HAMP Af1503 unterliege wéhrend der Signalweiterleitung einem Rotationsmoment, wobei
sich die vier Helices jeweils um 26° aufeinander zudrehen, ndher untersucht werden. Das
gelang durch Mutationen an Position A291 der HAMP A4f1503: AC Rv3645 konnte die durch
die Mutationen verdnderten Zustandswahrscheinlichkeiten der HAMP-Domine wiedergeben.
Durch direkte Korrelation der V. (AC) mit dem Seitenkettenvolumen der AS (HAMP)
konnte das Drehmoment bestétigt werden. Auch die ATP-Affinititen der Mutanten lieBen
einen Drehmechanismus vermuten. Weitere Mutationen belegten zudem, dass Viy.x und K,
unabhéngig voneinander beeinflusst werden. Die in dieser Arbeit hervorgehobene Tatsache,
dass sowohl HAMP als auch ACn als Dimere arbeiten, war ein weiterer Beweis fiir eine
konzertierte Rotation der Helices und lieferte gleichzeitig ein 'Ausschlusskriterium' fiir andere
publizierte Mechanismen. Mdglicherweise kann der hier postulierte Mechanismus universell
angewendet werden; auch Signalweiterleitungsmodule wie z.B. GAF-Doménen erfordern die
Ausbildung von Dimeren (Martinez et al., 2005; Martinez et al., 2002). Durch Optimierung
der Reinigungsbedingungen konnte das losliche Konstrukt WT als Dimer kristallisiert
werden, dabei wurde die KristallgroBe durch unterschiedliche Pufferzusitze verbessert. Die

Aufldsung liegt bei 3A; molecular replacement mit A. platensis CyaC AC war mdglich.

Die AC aus C. glutamicum Cgl0311 erwies sich als aktiv. Dabei stimmten die Ergebnisse des
rekombinanten AC Holoenzyms mit den in-vivo Daten iiberein. Die Suche nach einem
Stimulus fiir die TM-Region sowie die Aufreinigung des Holoenzyms wurden zugunsten
eines geplanten Knock-outs in vivo unterlassen. Die biochemischen Parameter von AC sowie
HAMP-AC konnten bestimmt, die Einordnung in Klasse IIIb der ACn bestétigt werden.

Eine 'Individualitit' der HAMP-Domaéne in Bezug auf ihre Rezeptordoméne konnte mit dem
Serinrezeptor gefunden werden. Offenbar funktioniert eine Signalweiterleitung des Tsr-
Rezeptors nur mit dessen eigener HAMP-Doméine, durch Austausch gegen HAMP Af1503
bzw. Rv3645 wurde die Transmitterfunktion unterbrochen. Ob dabei die HAMP an sich oder

nur ihr Ladungsniveau eine Rolle spielt, bedarf weiterer Untersuchungen.
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8. Anhang

8.1. Rv3645, DNA- und Proteinsequenz: TM, HAMP, AC

UniProtK B/TrEMBL accession number 006362, gene name: MT3748, Rv3645

f akl :M spl BamHI

ATGGATGC COAGGCGTTCGTCGGT TTCCG GCAAGTOCCC GLCGCCCGAT ACGETGGGCTAATEGC AACCACGECGGLGLTACCCAGACGD
H O &~ E A F ¥ &4 F R QO ¥ P & & R ¥ G G L H & T T & & L P R R

Bl Ml
Bemi Ms=pl Dralll Blpl Sehl Pt

ATECATGtATTCGTEtGGTGGGTAGTGCGCAETCCETGGCEGCTGTTCTEGE#GAGEATGtTGCAETCCGACATCATEGGCGEATTGTTC
I H & F ¥ R W ¥ ¥ R T P w P L F 5 L 5 H L 0 35 DT I G & L F

AWML Agel
Pstl BstaPl | Mspl Hincll

GTGCTCGGATTCCTGEGC TACGGL CTGCC GCCTE AGGAC AATATCCAAC TGCAGGATCTGCCACCGOTCAACCTACTGATCTTCG TCAGE
¥y L G F LR Y G L PPPOIOTDODMWN I QT L DL PP ¥ NL L I F ¥ 35

:Iu1 spl ﬁlul Iu1 spl

ACGGTAATCATCT TGTTCCTCGEC GEGGCCGT GG THAAC CTGAAGCTGC TGATGCCGGTCTTTCGATGGC AGCGCCGLGACAACC TGCTE
T ¥ I I L F L & G & ¥ ¥ N L K L L M P ¥ F R W O R R 0 N L L

Mspl Mspl
¢ Eanl Alul Sphl Rsal

Bsphdl

AC-EGAGCETGATC-C-GGECGEEACEGAG-CTGGECCGEAGCCGEGCATTGCGCATG.ECGTTGT-AEEGCAETCTGATCAGEETGGEGGTCTGG
T EPDPAN A&ATEL A& R SR AL RHWHPL Y R T L I S5 L & ¥ W

Mspl Aldl Mgl
i Fokl :P\rull:}{crﬂ :Ilnscl ESphl Mscl

GCTACCGGCGGCGEGETGTTCATCCTCGE CAGCTGETCGGTGEECCAAGCATGCGGCCCCCGTOGT GECHEGTGECCACCACGOTEEGTGEEC
A T G G G ¥ F I L A& 3 W 3 ¥ & K H & & P ¥ ¥ & ¥ & T A& L G A

Fstl Eanl
i Bspmi Maelll i Mspl M spl

.-".CEGEEAECGECATEATCGGETAECTGCA-GTE-TGAAEGGGT.GTTAC-GGC.EGGTGGCEGTCGCGGCGCTGCGCAGCGGTGTGC-EGG.-"..-".AAE
T &4 T &4 I I G ¥ L O 5 ER ¥ L R P ¥ & ¥ & & L R 35 G ¥ P E N

Hincll M spl Mepl Rsal Pl

GTE.AAEGEAEE.CGGEGTCATAETGCGACTGATGCTGGEGTGGATTCEGTECAE.CGGEGT.ACEAETCCTGGEGAT.CGTGETGGEEGTAGEG
¥ N A P G ¥ I L R L B L & w I P 35 T GY¥ P L L & I ¥ L & ¥ &

:Il.l] Sl
Fokl Poem Berl BarrHI

GCGGACAAGATTGCCTTGLTGCAC GOCAC ACCAGAGGCGCTGTTCAATCCCATCCTGATGATGEC ACTGE CCGEGCTGAECATCGGATCE
4 D K I &# L L H & TP E A& L F NP I L H H & L & & L G I G 5

Mscl f'vul Maelll :Elsrl Elpl

GTCAGCACCCTGT TGGTGGLCATGE TEGAT CGCCGACCCG TTACGCCAGT TGEGC TGGGCGCTAAGCEAGG TGCAGCGCGGCAACT ACAAC

HAMP

90 BP
30AS

180 BP
60 AS

270 BP
90 AS

360 BP
120 AS

450 BP
150 AS

540 BP
180 AS

630 BP
210 AS

720 BP
240 AS

810 BP
270 AS

900 BP

300 AS
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EN spl EEI st EAlul EEISL-&F'I

GCCCACAT G-E.-".G.-'J. TTTACGACGCCAGCGAACTGG G-CETGETAE.-". .-".GC-E.G GCTTCAACGACATGGTCCGLG AG-CTG TCCGAGCGGE .-'J.GEGG- 990 BP
HA P

A H WM OQ I ¥ DO & 5 E L G L L 0 A GF NIDMHWY R EL S5 E R QR 330 AS

Maelll Mspl EST’iI !&pal

TTGCGTGACTTGT TCGGT CGCTACGTCGG CGAAGACGTGECCCEGCGEGECCCTEGAGCGCGECACCHAGT TGGECGETCAGGAACGLGAC 1080 BP
AC

[
L R DL F G R ¥ ¥ G E DVY¥Y & R R &L ER G TE L G G O E R D 360 AS

Alul
EAatI | EElsrl EF'vull

GT-E GLGGTGCTGTTCGTGGATCTGGTCGGCTCLA CGEAAETGGE.EGCGA CACGACCGCCCGCCGAGGTON TECAG-ETGCT CAACGAGTTC 1170 BP
AC

¥ & ¥ L F ¥ D L ¥ G 5 T @ L & & T R P P & E ¥ ¥ 0L L N E F 390 AS

Eru1 spl ;M spl EH incll ESh,fl Eru1 scl

TTCCGGETGATGETCAAAACCETCBCCCEGCACGGTRAGTTCGTCAACA AGTTC CAAGAC BACGE CACGC TRRCCATCTT CAATG CACEE 1260 BP
AC

FR ¥ ¥ ¥ E T ¥ &4 R H G G F ¥ N K F 0 G D A A& L A& I F G A& P 420 AS

I EH P DG A DG A & L 5 A A R EL HDETL I P ¥ L G 5 & E F  450AS

Eagl
Ml ¢ Mspl S

Bsal :Ilnspl :Hinl:II

GGCATCGGCGTGTCGGCC GEAAGG GLCATCGCCGGCCAC ATCGECGCTC AAGCCCGLTTCGAGTACACCGTCATCGRCGACCCGGTCAAC 1440 BP
AC

G I G ¥ 35 & GR & I &# G H I G &4 0 & R F E ¥ T ¥ I G D P ¥ N 480 AS

Msel
;-41 =pl i Berl ;{hnl :M sl fukl Pvul

GAGGCCGCCCGECTCACC GAACT G GLCAAACTCGAGGATGECCACGTTC TGGCETCGGCGATCGCGETCAGTGECGLCCTEGACGCCGAA  1530BP
AC

E & & R L T EL & K L E DG H ¥ L & 5 & I & % 5 G & L 0 & E 510 AS

Alul

Fokl Sacl Sacll

GCATTGTGTTGGGATGTTGGCGAG G.TGGT TGAG.E TlEEGE.GGACG TGCTGCACCCACCCAACTAGC CAGGCCAATGAATCTGGCTGCACCE 1620 BP
AC

A4 L C w DY G E Y ¥ E LR GRA AP T QL &R PHNL A & F 540 AS

Fsal

GAAGAGGTTTCCAGEGAAGT.AEGCGGETAG 1650 BP
AC

|
EE ¥ 35 3 E ¥ R G .  55AS
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8.2. Af1503, DNA-und Proteinsequenz

Archaeoglobus fulgidus DSM 4304 complete genome, gi/662624|, gb|AE000782.1;

UniProtKB/TrEMBL accession number 028769, gene name: AF 1503
EHil"li:II EEIpU'l ol EJ-_DKI ;’%IUI

ATGAAGTT-GACBCCCCAAATTGTTTTGATAGTGGTTGTTGI:M.BCCTTBTGI:CI:I:-TBABCGTTCTTBGTTATCTTACI:-ATAG.I:TGGGATG 90 BP
H ¥ L T P QI ¥ L I ¥ ¥ ¥ & 5 L ¥ P L 5 ¥ L G Y L T I & G H 30AS

Ecam
| Styl Mspl Alul

EFukl EMaualll EECDRII

AEATECTCT.GCTGAAGAGGCGAAGCAGGGC.GTTACAAEAGTCAG.CCAGGAATAEETGAECAAGGE.CGGTGAGGAAG-CTGTEAGGATGAAG 180 BP
T 5§ 5 & EE & K QO G ¥ T T ¥ 5 0 E Y L T K & G EE A& ¥ R H K 60AS

Fakl Styl #hal

GEACAG.GATTTGGC.CTTGGCAGTTCAGACCTACATTGAGGCAAAGATGAAAC-TEGAGAAEAAAAECATGCTCACAACCTTTGACTTAATT 270 BP
4 0 0D L & L & ¥ O T ¥ I E & K H K L E N K T H L T T F DL I 9AS

Rsal
i EcoRll M aelll

CAAGACCCGAAGT TCAGAAGTCT TEGAGCACAACGCTGEEGGETGCGAAGGEAGTACACCTEEETTGETGCTEGETAACAAAGTTGCGEETAGG 360 BP
o o0 P K F R 5 L G &4 0 R WG & K EXY T W ¥ 6 & G N K ¥ A G R 120AS

:R sal

Fokl  Fok Mspl  Rsal Styl Hincll

GATGTGGC-AGTTA.TI:CTAACGCATCI:CBCCTTCAC.CGBACAGT.ACGAAAAGT-AI:.I:TTGGTGTT.BACBTTBCGATGCTGAGATGGAACBAA 450 BP
0Dy &4 ¥ I L T HP & F T G OQ Y E K Y L G Y DY & MM L R W N E 150AS

Bput0l sl
i Alul BspMI Alul Mspl i Berl

ACAATGLCTGAGC TTTACAACCTGCTCCTCAAAATAACCOARAACCCTGAAGCTCCARMAGCCGGTTTGTGGCTATTACCACTGGGATGAL 540 BP
T MW PEL Y N L L L K I TEWMNPTE®SAEZPKP ¥ CG ¥ ¥ HW D O 180AS

Alul
EFDkI E><mnl EStgrl EP\rl.lll

CCCGA.-\A.CAECTG.-\A.-\AGGAAGA.AATTECGA.-\AT.-\TCTCTGCCACTATCCCACGACEATAMGGTCTATGACCC GATTTC.CAAGGGTEAG. 630 BP
P E T P E K E E I P K ¥ L C H Y P T T 1T K ¥ ¥ 0O P I 5§ K G 0 210AS
Bputol Maelll Bsrl Rsal Pt Bstl

CTGTGGGTTGTTGTGGGAACE-TEAGCETAEATCGAEG.GTTACTTE-CAGT.AECTCACCCAGAACECCGECAATCCTGEA.GAGAACATCGC.C 720 BP
Low ¥ ¥ ¥ 6 7T 5 4 ¥ I DG Y F QO ¥ L T O NP A NP A& E N I A& 240AS

BspMl Mzl

AGTGAGATAAGEAAGAGTGTTGAGGGT.GCAATTEAGCAGGTTTAETACGCTTTGGGTATTGEAGCGGE.AATTGCTATAGTTTTCGTCATE 810 BP
s E I 3 KW 5 ¥ E G & I O Q¥ ¥ ¥ & L G I & & A I & I ¥ F ¥ I 270AS

Alul
{ Bipl

Bsrmal

GTTCTGGCGGTGT TCACAACCTC GACCATTACGAGACCCATAATCGAGC TGAGC AACAC TGCCGACAAGATTGCCGAAGGARACCTTGAG 900 BP
L

C HamP-Domane Af1503
¥y L &Y F T TS T 1T TWHR®PIT I E L 3 N T & DK I & E G N L E 300AS

Meal
Bputdl Styl

GC.TG.-’.GGTTCCGCACCAGAACAGGGCTGATGAAATCGGTATTCTTGCAAAGAGTATCGAA.-’.GGCTG.-’.GAAGGAGCCTCAAGGTCGC.CATG 990 BP

HamP-Dormdne AT1503
4 E ¥ P HOQOMNR & DEI G I L A& K S I ERLRR S L K ¥ & M 33AS

Econl JLEl

GAGAGECTTG.AGGAGGCAETG-AAATGA 1017 BP

E 5 L E E & L K . 339AS
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8.3. Corynebacterium glutamicum, DNA-und Proteinsequenz: TM,

HAMP, AC

ATCC 13032 DNA, complete genome, gi|42602314|dbj BA000036.3, accession BX927147.

UniProtKB/TrEMBL accession number Q8NTJ6, gene name: Cgl0311

M =l Dralll :M zll

ATGAGTCGATTGC TTAGAGCATTOAAATGGCTGT GEGGCACATCGTGEC CACTATATGCTOCGAC GOTGC TCOGCACGAATGTGT TTGGT
M S R L L R & L K %W L w6 T 5 w P L ¥ & & T ¥ L G T N ¥ F G

Alul
Bl Freull

GEGCTEGEAGTAATGETGTTTGTGEGETTCETEATTCEGEAGCC."'.GATGETTEAAATTTEAACGETGA.GATETEGTATETGEE.-".G.CTGTT
A L A ¥ H L F ¥R F L I P QP D A& 535 N F N & E I 5 ¥ L P & ¥

Mspl
L
JLEE M sl

GGTTTCGCATACCTGGCGTTCGCCATTGTCGCGGGCATG.C.TG.GTGACATTTTTGATGTTCCGCC.CGGTGCTTGATTGGCAGCGAAGCCCT
G F & ¥ L & F & I ¥ & G H L ¥ T F L W F R P ¥ L D w 0O R 3 P

Fokl

GAAGATCATGACC GAAAT ATGETGCGLAACTTGGTTATGCGCATCCCCATCTAC CAGGCAATTCTGTGCGCAGTGGTGTGGTTAATCGEE
E ODH ODODRMNMH®Y R N L ¥ H R I P I ¥ 0 a4 I L C & ¥ ¥ Ww L I G

It fil Betl Accl Perl Herrl Lk

ATTGC.AATTGCAAEGTTGATTTEGGE-EAGTGTGT-ETAE.EAE‘TTTG-GEGI:TGGTEGTGGEGTTTTEEAEGT-TGATGGETGECGEAATCGTE
I 4 I » T L I 5 & 535 ¥ 5 T 5 L & L ¥ ¥ & F 35 T L H & & & I ¥

Blgl Mgl

GTGCTGCTEACCTAEETTGAGGE.TGAGCGTTTGGTGCGTI:.I:GGTTGCTGCGTCTGCCCTGGCGCGTEGATTTGAGGATTECACGCTGGAA
¥ L L T ¥ L E & E R L ¥ R P ¥ & & 5 & L & R R F E D 35 T L E

Berl
f\fel :Elsml :Msll :EcnRI

CCACCTGT GAGCC AGCGC TTGEG T ATGAC GTGGT TG TG ACGTTGGGCATTCCAGTGATGGGAATTCTGC TGLTTATTTGGGGCT ACTCG
PP ¥ 5 0 R LREM T Ww L L T LG I P ¥ HW G I L L L I W G ¥ 35

90 BP
30 AS

180 BP
60 AS

270 BP
90 AS

360 BP
120 AS

450 BP
150 AS

540 BP
180 AS

630 BP
210 AS
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BstEl
Mspl Afel Magll Maell M spl

CAGGGEATTTTEGGCTCTGATGECTE.I:GGAATTATGI:ETGI:CATEGEAGC.GI:TI:GEGTTTGEATEGTTG.GTEACGG.GTTACETGGGI:AACl 720 BP
.o 6 I F G S 0D A 5 G I H P A& I & A L & F & 5 L ¥ T G Y L G N 240AS

BarrH =]

CGGCTTGTGGTGTCCTET GTGGTG-GATCE GATTCGGGAACTTCAGGAGGCCATC AACAGGGTTCGTCGTD GTGAA.AACGA TGTGCAGGTT 810 BP
HAMP

R L ¥ ¥ 5 5 ¥ ¥ O P I R E L QO E & I NR ¥ R R GE N DO ¥ 0 ¥ 270AS

bzl

AT ATTTATGATGGCTCT GAGATC GETGTGLTTC AGGCTGGCTTCAATGAGATGATGEGTGGCCT GCGTGAACGT CAGES CGTCE.GTGAE 900 BP
HAMP 5, C

o1 ¥ b G S E I G ¥ L a G F N EMHMHKHRG L REW®R TR Y R D 300 AS

:Mscl :}{crrl

CTTTTEGGTEGCT ACGTGGGEGCT GAAGT GGCCAAGCGTGCGLT GLAGG AACGCCCCACTCTGGG TGGCGAGGACCGTAAGGTTLGCCGTG 990 BP
AC

L F G R ¥ ¥ G A E ¥ A KR A& L EERPTL GG E DR K ¥ & ¥  330AS

:Hinu:II

TTGTTTGTCGATGTCATCGECTCC ACTACCTTTGCCGTC AACCACACTCCTOAAGAGGTTGTGGAGGCGC TCAATGAGTTCTTCGAGCAC 1080 BP
AC

L F ¥ D ¥ I G 5 T T F & ¥ N HTPEEY¥ ¥ E A& L N E F F E H 360AS

pralll :Maelll

GTCGTEGAGGTTGTGCAC CECAAC AAGGGTGTTATCAAC AAGT T CCAGGGTEACGCGEEGTTGGECGATTT TCOGCGETCCCCTGCCECTG 1170 BP
AL

¥ ¥ E ¥ ¥ H R N K G ¥ I N K F O G D & & L & I F G & P L P L  39AS

!Agel !&Iul
gEMspI gESacI EAlul EEIgIII EAlul Eruflspl

TCTEATEC CACCEETCAT GCOCTT BCEGE TECEE GTEARCTCCG CECARAGCTGAAACAT CTECABCTCA ARGCE BEAAT TEGTETGECT 1260 BP
AC

5 b A T G H & L & & & R E L R A& E L KD L 0 L K A& G I G ¥ A& 420AS

EM zcl :}{EI‘T‘I Em aelll ERsal EElssHII

GCT GG.EE.-".TGTEG.TTGET GGETCAT ATCGG EG-GTE ACGCGAGGTT TGAGT-ACAETGTGATC GGCOACGCGGE TGAAC CAGGE TG.EGE GCCTG 1350 BP
ALC

4 G H ¥ ¥ & G H I G G H A& R F E ¥ T ¥ I G D & ¥ W O & & R L  450AS

ENrul Er-n aelll

ACG GAGATEG-EGAAAAEG ACCCCAGGCCG E.-".CC.G TCACCAACGCTTCCACGCTGCGTOAGGCCAACGAGGCGGAGCAGGC TCGCTGGACG 1440 BP
ALC

T E I & KT TP GR T ¥ T N & 35 T L R E & N E & E Q & R W T  480AS

afil
Alul | Eagl Prund|
CTCATBAAGTCCGTRGABCTGCGL BEACG TAGCL AGATGACBCA GATTGCGCGGLCTATTCRGCCBACGT TRECARATAGGTCCT A4 1527 BP
AT
|
L H K 5 ¥ E L R G R 5 O0H T Q21T & R P I R PTL & D R 5 . 509 AS
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Anhang

8.4. Tsr, DNA-und Proteinsequenz: Rezeptor, HAMP, Kinase
Escherichia coli K12 MG1655, complete genome gi|48994873| gb|U00096|

UniProtKB/TrEMBL accession number P02942, gene name: tsr

Maelll Al Kernl
ATGTTAAMACGTATCAAMATTGT GACCAGCTTACTRCTGATTT TRGCCETTTTTGACCTTTTACAACTGACATCAGGCGGTCTATTCTT TAATGCCTTAAAGAATGACA AL 111 BP
H L KR T KT V¥ TS35LL LY L&Y FG&LLOQLTSGGELFFNALKMNDEK 37 AS
Al
Alul Miul

Pyull L Maell

GMMTTTCACTGTTTTACMACCATTCECCAGCAGCAATCCACGCTGAATGGCAG.CTGGGTCGCGTTGTTGCAGA.CGC.GTMCACCCTCMCCGCECGGGTATCCGCTAC 222 BP
ENFTYLOQDTIROQZOZS5 TLNGS WY & LLITRNTLNERSIGTIRY 74 AS

Sl :Blpl :Alul :Bsrl :Bsrl
ATGATGGATCAGA ATAATATTGG TAGCGGTTCAACCGT TGCTGAGCTGATGGAGAGTGC CAGTATTTCGCTGAA ACAGGCGGAAAAAAACTGGECGRATTACGAAGCGTTE 333 BP
HHDOoNNTOGS OGS T Y A ELHES A ST S L KD A&EKNWSD Y E &L 111AS
Maelll Alul
CCGC.GTGACCCGCGTCAGAGCACCGCCGEAGCGGCAGAGATCAMCGTMTTACGATATTTATCACM.TGCGCTGGCGGAG-CTGATCCAACTGTTAEGTGCAGGCMMTC 444 BP
PRODOPRQS T & & 4 4 E T KRNYDIYHNSLASELTILLLGASGEKTI 148 AS
EcoRy Puul EcoRY

AACGAGTTCTTTGATCAGCCGAC CCAGGGATAT CAGGACGGTT TCGAGAAGCAGTATGTGGCTTACATGGAGCA ARACGATCGGETCCATGATATCGCCGTCAGCGATAAL 555 BP
NEFFDOQPTOQGY dTDGFEKY ¥ &Y HWEOILNDRLHEDI &Y 5D N 18AS

Barl

AATGCCTCCTACAGLCAGGCGATGTGRATTCTGGATGUGCATRATRATCGTCATA CTGGC.GGTCA TCTTCGCCGT CTGOT TCGETATTAAAGCCTCGCTGATAGCGCCAATE 666 BP

| HAMP
[

N o4 5 Y 5 Q0 & H W I LY G ¥ M I Y Y LAY I F & ¥ W F G I K A& S L Y &P H 222 AS
Berri Fuk Berl Nl

AATCGCCTGATTGACAGCATTCGTCATATTGCAGGCAGLGATC TRATGAAACCOATTOAGGTOGATGAC TCTAATOAGA TROGGCAACT GRCAGAGAGTTTGCGCCATATE 777 BP
HAMP

NRLIDSTIRHTIAGEGEDLY KPITEVYDGS NEMWEGLLAESLRHEH 2548
Alul Mspl

CAGGGAGA G.CTGA TGCGTACCGT COGTGATGTGCGCAACGGGG CCAATGCCATCTATAGCGETECCAGC GARATCGCCA C.CGGCMTM CGATCTCTCTTCGCGCACCGAG 888 BP
M,
HANMP

y
|

0T 6 ELHRT Y GDODVY¥ RNGANSLSI Y S GEAH&S5E T A TGENNDLS S RTE 296 AS
Bsmal BssHIl

CAACAGOCCOCTTCOCTGGAAGA GACEECABCE ARCAT GEAGT AACTEA CLAC A ACOET GAAGE ABAAC BCCEA ARATG CECOCC AGRC CABCCATCTRGCATT AAGTECT 009 BP

0T Q4 4 5L EET A& 4 5 HEQLT AT VY K OQNA@ENSRILASS HL S L S & 333 AS

BstARI EcoRY  Barl

TCTGAAACGECGL AACGCGGCGGTAAAGTEGTAGATAACGTGG TGLAGACTATGCGCGATATCTCCACCAGTTCGCAGAAMATCGLCGATATTATCAGCGTAATTGACGGE 1110 BP

5 E T & 0 R G G K ¥ % O N ¥ ¥ a2 THRDI ST S 502 K I 401 1 35 y¥ I D0 G 370 AS
Senl

ATTGCCTTCCABACCAATATTCT GECTTTGAAC GCGGC BETTC AGBCTBCECET GCREE TRAGE AAGBGCECGETTTTGCEETEETCEC CABARAAGTECATAATCTERCE 1221 BP

I 4 Fa TN I L & LN &Y E & & R & GEOQGHRGF & % ¥ & &5 E ¥ R N L & 407 AS

fokl Mspl
CAGCGLAGCOCCCAGGCGGCTCGTGAAATTAALAGCCT GATTGAAGACTCGGTGGGEAAAGTGEATGTTGGCTCTACGC TEETCGAAMGCGCCGGGEAAACAATEGCEREAG 1332 BP
O R S &0 & A4 RETI K SLTIEDTSVY G KVY DY G STLVYESASIGETHAME 444 AS
Maell Maelll Clal Blpl Mspl
ATTGTCAGCOCCGTGACC CRCT GACGEACATT ATGGECEAA TTRCTTCTRCT TCTGATGAGE ABABCCATGGTATCGATCAGG TTRGCTTAGCEGTTBCTBAGATERAC 1443 BP
I v 5 &% TR Y TDIMWWGETIASD?S A SDELS RGI DO VY GL &Y & EHTD 481 AS
Maelll Bstl Mepl

COGOTAACTCAAC AGAACGCCGC GCTOG TEEAAGAGTC TACCECTGCCGCCGCCACACTREAAGAGCAGGCCAGTCGCC THACCGAAGC AGTAGCAGTGTTCCGGATTCAG 1554 BP
R Y T o a N & &L Y EE S & & & 4 4 & L EEQ A& 5 RLTEASY &Y F RI0 518 AS

Alul
:Maelll P\tull ﬁsrl pral
CA4CAGCAGCOTGAAACATCAGC TRTEGTAAAAACCGT GACGCCAGCTUCECCGLATAAAATOECCOTGGCAGATAGLGAGGAGAACTGGUAAACATTTTAL 1656 BP
o0 1R ET S & ¥ ¥ KT ¥ TP A &P R KW A&Y & D35 EENWETF . 552 AS
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Anhang

8.5.

Vorhersage der TM aus Corynebacterium glutamicum

# Zchange CgTM-HAMP-AC-2 .pro Length: 508

# ZchangeCgTM-HAMFP-AC-2.pro Number of predicted TMHs: 6

# ZchangeCgTM-HAMP-AC-Z.pro Exp nuwber of AAs in TMHs: 133.82833

# Zchange CgTM-HAMP-AC-2.pro Exp nuwber, first 60 AAs: 25.53731

# Zchange CgTM-HAMP-AC-2.pro Total prob of N-in: 0.94614

# ZchangeCgTM-HAMF-AC-Z.pro POSSIBLE N-term signal sequence

T ) T inside 1 187
Thelix 20 42
outside 43 g1
TMhelix 62 94
inside a5 104

TMhelix 105 1i7

outside 128 130

. TMhelix 131 153
Gesamiprotein M1: 508 AS inside 154 190
mit kurzem N-terminus TMhelix 191 213
outside 214 217

TMhelix 218 240

inside 241 508

TMHMM posterior probabilites for 2changeCgTM-HAMP-AC-2 pro
12

S 1111 el ][] O] | WSS ||| 1y)]1]]|}

og

probability
o
[#2]

In | ¥ || s — ]

04} ]

02t ]
!m.. |.I||1.| —

prabability

{1 o111 . .
0 100 200 300 400 500
transmembrane |||II|II|||’ inside = = - outside ————
Length: 630
Humber of predicted TMHs: &
Exp nunber of AZs in TMH=s: 135.56777
Exp nunmber, first 60 aas: 0.01721
Total prob of HN-in: 0.94644
inside 1 137
TMhelix 138 1&0
outside 161l 179
TMhelix a0 202
inside 203 26
TMhelix 227 240 .
outside 250 252 Gesamiprotein M-122: 630AS
TMhelix 253 273 langer N-terminus
inside 275 31z

TMhelix 313 335
outside 333 339
TMhelix 340 362
inside 363 630

TMHMM posterior probabilities for zuFastaCgTM pro

0 100 200 300 400 500

transmembrane I ingide -~ - - outside
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