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Abkiirzungen

AC(n)
A. fulgidus (Af)
AS

Adenylatcyclase(n)
Archaeoglobus fulgidus
Amphiphatische Helix (amphiphatic sequence)"

AA(s) Aminoséiure(n)2

CHD Cyclase Homology Domain
CTR Konnektor (Connector) '
IPTG Isopropylthiogalactosid
LB-Medium Luria—Bertani Kulturmedium

M. tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis

Ni’"-IDA Nickel-Iminodiacetic acid

Ni**-NTA Nickel-Nitrilotriacetic acid

oD optische Dichte

RT Raumtemperatur

SEM Standardfehler des Mittelwertes (Standard Error of the Mean)
TEV Tobacco Etch Virus

TEMED N, N, N’,N’-Tetramethylethylendiamin

™ Transmembran

Tsr Serin-Rezeptor von E. coli

Tar Aspartat-Rezeptor von E. coli

"in der Literatur verwendete Bezeichnung.

2 die 20 proteinogenen Aminosiuren wurden in der drei-Buchstaben-Abkiirzung angegeben. In Kombination mit
einer Positionsangabe, bei zwei und mehr aufeinanderfolgenden Aminoséuren und in Namen von Konstrukten
wurde das Ein-Buchstaben-Symbol verwendet.
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Domiineniibersicht und Aminosiuresequenz der

verwendeten Chiméiren

Die Klammern markieren die verschiedenen verwendeten Sequenzbereiche. Die genaue
Herkunft und Position in der jeweiligen Ausgangssequenz ist angegeben. Die gestrichelte
Linie zeigt Segmente aus Tsr, die gepunktete Linie aus Af1503, die durchgestrichene Linie

aus Tar und die durchgehende Linie aus Rv3645.

Af1503-Rv3645 Chimire (Af1503-WT)

Af1503 HAMP g, 33 Rv3645 CHD 334 540

MRGSHHHHHHGSHMSTITRPIIELSNTADKIAEGNLEAEVPHQNRADEIGILAKSIERLRRSL
KVAMELRDLFGRYVGEDVARRALERGTELGGQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQ
LLNEFFRVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAIFGAPIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGS
AEFGIGVSAGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPVNEAARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDA
EALCWDVGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAAPEEVSSEVRG.

Rv3645,4¢ 559

AC [

Af1503,75 334

Tsr-Af1503-Rv3645 Chimére Tsr-Af1503-WT

Tst Receptor, ;15 AF1503 HAMPg, ; ..., Rv3645 CHD 53, g5

MRGSHHHHHHGSMLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQ
STLNGSWVALLQTRNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAELMESASISLKQAEKNWADYEA
LPRDPRQSTAAAAEIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQGYQDGFEKQYVAYM
EQNDRLHDIAVSDNNASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGIKSTITRPIEELSNTADKIAEG
NLEAEVPHQNRADEIGILAKSIERLRRSLKVAMELRDLFGRYVGEDVARRALERGTELGGQ
ERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFFRVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAIFG
APIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEFGIGVSAGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPVNE
AARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWDVGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAAPE
EVSSEVRG.

TSy 45 Rv3645,;, 549

AC c

Af1503,75.331



Domiéneniibersicht und Aminoséuresequenz der verwendeten Chiméren

Tsr-Tsr-Rv3645 Chimére Tsr-Tsr-WT

Tsr Receptor+HAMP, ; ,55 Rv3645 53, 6540

MRGSHHHHHHGSMLKRIKIVTSLLLVLAVFGLLQLTSGGLFFNALKNDKENFTVLQTIRQQQ
STLNGSWVALLQTRNTLNRAGIRYMMDQNNIGSGSTVAELMESASISLKQAEKNWADYEA
LPRDPRQSTAAAAEIKRNYDIYHNALAELIQLLGAGKINEFFDQPTQGYQDGFEKQYVAYM
EQNDRLHDIAVSDNNASYSQAMWILVGVMIVVLAVIFAVWFGIKASLVAPMNRLIDSIRHIAG
GDLVKPIEVDGSNEMGQLAESLRHMQGELMRTVGLRDLFGRYVGEDVARRALERGTELG
GQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFFRVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAI
FGAPIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEFGIGVSAGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPV
NEAARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWDVGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAA
PEEVSSEVRG.

TS5 Rv3645,;, 549
M1 K215 L331 G549
....... B 1| —
N : Receptor § ]—-—' AC c
L. - —
G235 S246
A216 G268
TSr16.268

Tar-Af1503-Rv3645 Chimire Tar-Af1503-WT

Tar Receptory p,;; Af1503 HAMP,; ..., Rv3645 CHD 33 g5

MRGSHHHHHHGSMINRIRVVTLLVMVLGVFALLQLISGSLFFSSLHHSQKSFVVSNQLREQ
QGELTSTWDLMLQTRINLSRSAVRMMMDS SNQQSNAKVELLDSARKTLAQAATHYKKFK
SMAPLPEMVATSRNIDEKYKNYYTALTELIDYLDYGNTGAYFAQPTQGMQNAMGEAFAQY
ALSSEKLYRDIVTDNADDYRFAQWQLAVIALVVVLILLVAWYGIRSTSTITRPIEELSNTADKIA
EGNLEAEVPHQNRADEIGILAKSIERLRRSLKVAMELRDLFGRYVGEDVARRALERGTELG
GQERDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFFRVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAI
FGAPIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEF AGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPV
NEAARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWDVGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAA
PEEVSSEVRG.

Tar 53 Rv3645,;, 549

AC c

Af1503,75.35,

Af1503Holo-Rv3645 Chimiire

VI

AF1503 TM+HAMP,,, ;. Rv3645 CHD 331 s

MRGSHHHHHHGSHMKLTPQIVLIVVVASLVPLSVLGYLTIAGMTSSAEEAKQGVTTVSQEYL
TKAGEEAVRMKAQDLALAVQTYIEAKMKLENKTMLTTFDLIQDPKFRSLGAQRWGAKEYT
WVGAGNKVAGRDVAVILTHPAFTGQYEKYLGVDVAMLRWNETMPELYNLLLKITENPEAP
KPVCGYYHWDDPETPEKEEIPKYLCHYPTTIKVYDPISKGQLWVVVGTSAYIDGYFQYLTQN
PANPAENIASEISKSVEGAIQQVYYALGIAAAIAIVFVIVLAVFTTSTITRPIIELSNTADKIAEGN
LEAEVPHQNRADEIGILAKSIERLRRSLKVAMELRDLFGRYVGEDVARRALERGTELGGQE
RDVAVLFVDLVGSTQLAATRPPAEVVQLLNEFFRVVVETVARHGGFVNKFQGDAALAIFGA
PIEHPDGAGAALSAARELHDELIPVLGSAEFGIGVSAGRAIAGHIGAQARFEYTVIGDPVNEA
ARLTELAKLEDGHVLASAIAVSGALDAEALCWDVGEVVELRGRAAPTQLARPMNLAAPEE
VSSEVRG.
Af1503, 7 RV3645,3..549

AC c

Af1503,7 331



Nomenklatur der untersuchten Konstrukte

Fiir eine bessere Lesbarkeit wurden die untersuchten Konstrukte mit Kurznamen versehen.

Konstrukte mit mehreren Mutationen erhielten lediglich eine Nummer (z.B. Mutante 3). Die

von A. Lupas entworfenen Konstrukte wurden auch mit Nummern versehen, zusétzlich wurde

die Abkiirzung LM vorangestellt, um Verwechslungen zu vermeiden.

Kurzname

Af1503-Rv3645
(Af1503-WT)

Tsr-Rv3645
(Tsr-WT)

Tsr-Af1503-Rv3645
(Tsr-Af1503-WT)

Tsr-Tsr-Rv3645
(Tsr-Tsr-WT)

Tar-Af1503-Rv3645
(Tar-Af1503-WT)

Af1503 Holo-Rv3645

NAAIRS Mutante

TEV Mutante

Af1503-LILI Mutante

Tsr-LILI Mutante

Mutante 2

Mutante 3

Mutante 4
(Tsr x-da Mutante)

Mutante 5

Mutante 6

Mutante 7

Klon Beschreibung

HAMP Doméne der Af1503 (278-331) und katalytische Doméne der
Rv3645 (331-549)

HAMP Domine der Tsr (216-268) und katalytische Doméne der
Rv3645 (331-549)

Sensor Doméne der Tsr (1-215), HAMP Domine der Af1503 (278-
331) und katalytische Doméne der Rv3645 (331-549)

Sensor Doméne der Tsr (1-215), HAMP Doméne der Tsr (216-268)
und katalytische Doméne der Rv3645 (331-549)

Sensor Doméne der Tar (1-213), HAMP Doméne der Af1503 (278-
331) und katalytische Doméne der Rv3645 (331-549)

Transmembranbereich der Af1503 (1-277), HAMP Domine der
Af1503 (278-331) und katalytische Domine der Rv3645 (331-549)

NAAIRS Sequenz zwischen D244 und G245 in der Tsr-Tsr-Rv3645
Chimére

TEV Schnittstelle (ENLYFQG) zwischen D244 und G245 in Tsr-
Tsr-Rv3645 Chimére

a/d Reste canonical (a=l/d=i) in der Tsr-Af1503-Rv3645 Chimire;
Mutationen: 1284L-1.2871-A291L-1312-L.3151-1319L-L3221

a/d Reste canonical (a=l/d=i) in der Tsr-Tsr-Rv3645 Chimire;
Mutationen: L2181/M222L/L.225/1229L/M249L/L2521/M2591

Reduktion der Ladungen in Af1503 HAMP in der Tsr-Af1503-
Rv3645 Chimire; Mutationen: E296G-D310N-K317A-R323Q-
R324G

Erhéhung der Ladungen in Tsr HAMP in der Tsr-Tsr-Rv3645
Chimire; Mutationen: A220R-G234E-N247D-Q260R-G261R

Tsr-Tsr-Rv3645 mit x-da Reste aus Af1503;
L2181/M2221/1226S/1229A/M2491/L.2561/M259L

Mutationen:

Sensor Doméne der Tsr (1-215), AS1 Tsr (216-234)-CTR Tsr (235-
246)-AS2 Af1503 (310-331) und CHD der Rv3645 (331-549)

Sensor Doméne der Tsr (1-215), AS1 Af1503 (278-296)-CTR Tsr
(235-246)-AS2 Tsr (247-268) und CHD der Rv3645 (331-549)

Sensor Domine der Tsr (1-215), AS1 Af1503 (278-297)-CTR
Af1503 (235-246)-AS2 Tsr (247-268) und CHD der Rv3645 (331-
549)

VI



Nomenklatur der untersuchten Konstrukte

Kurzname

Mutante 8

Mutante 10

Mutante 11
(Af1503 x-da
Mutante)

Tar- x-da Tsr
Mutante

Tar- x-da Tar
Mutante

Mutante LM3

Mutante LM4

Rv3645 CHD

Rv3645 CHD mit
linker

HAMP-CHD Rv3645

VIII

Klon Beschreibung

Sensor Doméne der Tsr (1-215), AS1 Tsr (216-234)-Linker Af1503
(297-309)-AS2 Af1503 (310-331) und CHD der Rv3645 (331-549)

Tsr-Tsr-Rv3645 mit Konservierten Regionen aus Af1503;
Mutationen: V219T-A220R- M2221-N2231-N347D-M3501

Tsr-Af1503-Rv3645 mit x-da Reste aus Tsr; Mutationen: 1280L-
1284M-S2881-A2911-1312M-I1319L-L322M

Tar-Af1503-Rv3645 mit x-da Reste aus Tsr; Mutationen: 1280L-
1284M-S2881-A2911-1312M-1319L-L322M

Tar-Af1503-Rv3645 mit x-da Reste aus Tar; Mutationen: 1280L-
1284L-1L.2871-S2881-A2911-1312M-1319V-L322M

Tsr-Af1503-Rv3645 mit ,,griinem Netzwerk® aus Tsr; Mutationen:
1280L-T281V-1284M-R308G-A309S-D310N-1312M

Tsr-Tsr-Rv3645 mit ,,griinem Netzwerk™ aus Af1503; Mutationen:
L218I-V219T-M2221-G345R-S346A-N347D-M3501

Katalytische Doméne der Rv3645 ab GQE (356-549)

Katalytische Doméne der Rv3645 ab DL (333-549)

HAMP und katalytische Doméne der Rv3645 ab GKE (278-549)





