Proteinphosphorylierung in Bakterien - Regulation von
Genexpression, Transportfunktionen und Stoffwechselvorgingen

Von Josef Deutscher* und Milton H. Saier, Jr.

Die wichtige Rolle der Proteinphosphorylierung zur Regulation der unterschiedlichsten
Prozesse in eukaryontischen Zellen ist seit langem bekannt und sehr gut untersucht; der
eindeutige Nachweis der Proteinphosphorylierung in Bakterien gelang dagegen erst vor we-
niger als einem Jahrzehnt. Mittlerweile kennt man fiinf bakterielle Proteine, deren Aktivitat
durch reversible Phosphorylierung kontrolliert wird: Die Phosphorylierung der Isocitrat-
Dehydrogenase steuert unter bestimmten Wachstumsbedingungen den weiteren Abbauweg
von Isocitrat iiber entweder den Citratcyclus oder den Glyoxylatcyclus. Die Phosphorylie-
rung von HPr, einem Phosphorylcarrier-Protein des Phosphotransferase-Systems, reguliert
in Gram-positiven Bakterien die Kohlenhydrataufnahme iiber dieses Transportsystem. Die
Phosphorylierung der Glycerin-Kinase in Streptococcus faecalis reguliert den Transport und
den Abbau von Glycerin. Die Phosphorylierung des Stickstoffregulator-Proteins I (NR,) in
E. coli steuert die Genexpression der Enzyme, die am Stickstoffmetabolismus beteiligt sind.
Die Phosphorylierung der Citrat-Lyase-Ligase bei Clostridium sphenoides schlieBlich regu-
liert die Umwandlung der Citrat-Lyase von der inaktiven Mercapto- in die aktive Acetyl-
form und damit den weiteren Abbauweg von Citrat. Neuere Untersuchungen haben gezeigt,
daB in E. coli mehr als hundert Proteine phosphoryliert werden. Man darf daher erwarten,
daB die Proteinphosphorylierung bei Bakterien eine genauso wichtige Rolle bei der Regu-

lation der zelluldren Prozesse spielt, wie dies bei Eukaryontenzellen der Fall ist.

1. Einleitung

Zahlreiche Enzymaktivititen werden durch Proteinmo-
difizierungsreaktionen gesteuert, die nach der Proteinbio-
synthese (posttranslational) stattfinden. Die kovalente, re-
versible Modifizierung eines Proteins erfordert sowohl den
enzymatisch katalysierten Transfer der modifizierenden
Gruppe von einem Donormolekiil zum Protein als auch
die enzymatische Abspaltung dieser Gruppe vom Protein
(Abb. 1). Diese beiden entgegengesetzt wirkenden Enzym-
aktivititen - Modifizierung und Demodifizierung eines
Proteins - werden hdufig durch ,second messengers* (c-
AMP, c-GMP, Ca?®) oder durch zellulidre Metabolite gere-
gelt. Das Verhiltnis von modifiziertem Protein zu unmodi-
fiziertem Protein in einer Zelle hingt von der Abstimmung
dieser beiden Enzymaktivititen ab. Da modifiziertes und
unmodifiziertes Enzym meist verschiedene Ky- und V-
Werte gegeniiber ihren Substraten aufweisen, ist damit ein
Mechanismus zur Regulation der Enzymaktivitdt gegeben.
Bei Enzymen, deren Aktivitit zusatzlich durch Effektor-
molekiile geregelt wird (Allosterie), kann die Modifizie-
rung auch eine verinderte Affinitit zum Effektor und auf
diesem Weg eine verinderte Enzymaktivitiat bewirken. Ein
weiterer, kiirzlich entdeckter Mechanismus der Enzymre-
gulation durch Proteinmodifizierung, der als ,,zero order*-
Ultrasensitivitit bezeichnet wurde, wird in Abschnitt 2
ausfiithrlich besprochen werden.
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Abb. 1. Reaktionen bei einer reversiblen Proteinmodifizierung, dargestellt
am Beispiel der Phosphorylierung eines Proteins.

Unter den reversiblen, posttranslationalen Proteinmodi-
fizierungen (Tabelle 1) nimmt die Proteinphosphorylie-
rung die wichtigste Stellung ein. 1943 beobachteten Cori
und Green, daBl die Glycogen-Phosphorylase, die Glyco-
gen unter Bildung von Glucose-1-P abbaut, in zwei inein-

Tabelle 1. Auflistung der am hiufigsten vorkommenden, reversiblen Protein-
modifizierungen, der zugehdrigen Donormolekile und der dabei im Protein
modifizierten Aminosduren.

Modifizierung Donormolekiil Modifizierte
Aminosdure
Phosphorylierung ATP, GTP, PEP Serin
Threonin
Tyrosin
Histidin
Methylierung S-Adenosylmethionin Aspartat
Glutamat
Lysin
Histidin
Glutamin
Acetylierung Acetyl-CoA Lysin
Cystein
Sulfatierung 3-Phosphoadenosin- Tyrosin
5-phosphosulfat
ADP-Ribosylierung NAD® Arginin
Lysin
Glutamat
Nucleotidylierung ATP, UTP Tyrosin
(Adenylylierung, Serin
Uridylylierung)
Tyrosylierung Tyrosin Carboxylterminus
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ander umwandelbaren Formen, die sie als a und b bezeich-
neten, vorkommt!". Es dauerte aber noch zwdlf Jahre, bis
nachgewiesen wurde, daB Phosphorylase a die phosphory-
lierte und Phosphorylase b die unphosphorylierte Form
des Enzyms sind™?\. Glycogen-Phosphorylase war damit
das erste Protein, bei welchem Phosphorylierung und De-
phosphorylierung nachgewiesen werden konnten. Phos-
phorylierte und unphosphorylierte Form des Enzyms un-
terscheiden sich in ihrer Aktivitit und verhalten sich dar-
uiber hinaus verschieden bei der allosterischen Aktivierung
durch Adenosinmonophosphat!®. In der Folge konnte ge-
zeigt werden, daB auch die Phosphorylase-Kinase, jenes
Enzym, das die Phosphorylierung der Glycogen-Phospho-
rylase katalysiert, durch reversible Phosphorylierung regu-
liert wird®. Als wenig spiter nachgewiesen wurde, daB
auch das Enzym Glycogen-Synthetase, das Glycogen aus
UDP-Glucose bildet, in phosphorylierter und nicht-phos-
phorylierter Form vorkommt'®], war man tberzeugt, das
Phdnomen der reversiblen Proteinphosphorylierung sei auf
Proteine des Glycogenmetabolismus beschrinkt. Bald fand
man jedoch, daB auch die Aktivitit anderer Enzyme, z. B.
der mitochondrialen Pyruvat-Dehydrogenase!”, durch
Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert wird.
Vor allem erkannte man, daB die Phosphorylase-Kinase
von einer c-:AMP-abhingigen Protein-Kinase phosphory-
liert wird, die neben der Phosphorylase-Kinase noch zahl-
reiche andere Proteinsubstrate phosphoryliert. Dies erklirt
zum Teil die vielfiltigen Effekte, die von ¢c-AMP in der
Zelle ausgeiibt werden'®®. Heute weil man, daB8 die Phos-
phorylierung von Proteinen so unterschiedliche Prozesse
wie Protein-, Kohlenhydrat-, Lipid- und Nucleinsiure-
stoffwechsel, DNA-Reparatur, Genexpression, Muskel-
kontraktion sowie Rezeptor- und Transportfunktionen re-
guliert. Bei all diesen Prozessen werden die Proteine meist
an einem Serin-, weniger hidufig an einem Threoninrest
phosphoryliert (Abb. 2).

coo® coo®
e | e |
H3N—([:H H3N—?H
CHy—0-® H(|:—0—®
CH3
1 2
coo® coo® coo®
o | e | ®
H3N—?H H3N—(|:H H3N—(|:H
CH, CHy CHy
/®
N 7 NN
N—/ N—J
—® ®/
3 %] 4b

Abb. 2. Strukturformeln der in Phosphoproteinen am h4ufigsten anzutreffen-
den phosphorylierten Aminosduren Serin 1, Threonin 2, Tyrosin 3 und Hi-
stidin 4a und 4b. Nicht selten beobachtet man, daB in einem Protein zwei
oder mehr Aminosiuren phosphoryliert werden kénnen,

Ende der siebziger Jahre wurde entdeckt, daB pp60*=-,
jenes Protein, das die transformierenden Eigenschaften
des Rous-Sarcoma-Virus bewirkt, Proteinkinase-Aktivitit
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hat!'”. Anders als die bis dahin bekannten Protein-Kinasen
phosphoryliert pp60**" in Proteinen jedoch nicht einen
Serin- oder Threonin-, sondern einen Tyrosinrest!'"). Heute
kennt man acht Protein-Tyrosinkinasen, die alle das Pro-
dukt viraler Onkogene sind. Diese viralen Onkogene leiten
sich vermutlich alle von zellularen Protoonkogenen ab, de-
ren Genprodukte normale regulatorische Funktionen in
der Zelle erfiillen. Im Gegensatz dazu weisen virale Onko-
gene Mutationen oder DNA-Deletionen auf, die vermut-
lich die Transformation einer Zelle nach der Virusinfek-
tion bedingen. Die Identifizierung der Proteinsubstrate
Onkogen-codierter Protein-Tyrosinkinasen ist daher heute
ein Hauptziel bei der Erforschung der Transformation
oder Differenzierung von Zellen!",

Anders als bei Viren, Pilzen und héheren Organismen
war es bei Bakterien lange zweifelhaft, ob auch bei ihnen
die Proteinphosphorylierung zur Regulation zelluldrer
Prozesse genutzt wird. Roseman et al. hatten 1964 das bak-
terielle Phosphotransferase-System (PTS), ein Transportsy-
stem fiir Zucker und Zuckeralkohole, in Escherichia coli
entdeckt!"! und gefunden, daB die Proteine dieses Trans-
portsystems phosphoryliert werden. Enzym I und die ver-
schiedenen Enzyme III des PTS werden an N-3 eines Hi-
stidins (vgl. 4b) und HPr und die verschiedenen Enzyme II
an N-1 eines Histidins (vgl. 4a) phosphoryliert (Abb. 2)
(HPr ist ein Phosphorylcarrier-Protein des PTS). Die Phos-
phorylierung dieser Proteine am Histidin erfiillt jedoch
keine regulatorische, sondern eine katalytische Funktion,
d.h. die Proteine bilden eine Phosphorylierungskette, wo-
bei die Phosphatgruppe ausgehend von Phosphoenolpyru-
vat (PEP) als Phosphatdonor auf den zu transportierenden
Zucker ibertragen wird (vgl. dazu Abb. 4). Obwohl die
PEP-abhingige Phosphorylierung der Proteine des PTS
damit nicht unter die Kategorie der hier besprochenen re-
versiblen Proteinphosphorylierung zur Erfiillung regulato-
rischer Funktionen fillt, wird uns dieses Transportsystem
in den Abschnitten 3 und 4 ausfiihrlich beschiftigen.

Ein erster Bericht tiber eine c-AMP-abhingige Protein-
Kinase in E. coli, die Histone aus Kalbsthymus phosphory-
liert, stammt von Kuo und Greengard (1969)!"’. Wenige
Jahre spiter beobachteten Rahmsdorf et al. Proteinphos-
phorylierung in E. coli nach Infektion mit dem Bakterio-
phagen T7"'L Es stellte sich jedoch heraus, daB die Protein-
Kinase nicht vom E.-coli-Genom, sondern von den frithen
Genen des Phagengenoms codiert wird!'’l. Diese Protein-
Kinase wird unmittelbar (etwa 4 min) nach der Infektion
synthetisiert und fiihrt dann zur Phosphorylierung von 40
bis 50 Proteinen von E. coli. Darunter befinden sich einige
ribosomale Proteine, aber auch die - und B’-Untereinheit
der E.-coli-RNA-Polymerase!'®, Die Phosphorylierung die-
ser Proteine durch die Protein-Kinase des Bakteriophagen
T7 fihrt vermutlich dazu, daBB die Synthese von E.-coli-
Wirtsproteinen eingestellt wird und danach nur noch Pro-
teine des Bakteriophagen T7 synthetisiert werden.

Der erste eindeutige Nachweis einer bakteriellen Prote-
in-Kinase, die auch Bakterienproteine phosphoryliert, ge-
lang Wang und Koshland bei Salmonella typhimurium!”.

[*] Der interessierte Leser sei darauf hingewiesen, daB die Phosphorylierung
von Proteinen in Eukaryontenzellen ausfihrlich in folgendem Werk zu-
sammengefaBt ist: P. D. Boyer, E. G. Krebs (Hrsg.): The Enzymes, Vol. 17
(1986) und Vol. 18 (1987), Academic Press, New York.
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Diese Autoren fanden nach Puls-Label-Experimenten mit
32p.Phosphat vier phosphorylierte Proteine und konnten
spiter auch vier Protein-Kinasen mit unterschiedlicher
Substratspezifitit und unterschiedlicher Sensitivitit gegen-
iiber Inhibitoren nachweisen!'®l. Das erste bakterielle Pro-
tein, das als Ziel einer bakteriellen Protein-Kinase identifi-
ziert wurde, war die Isocitrat-Dehydrogenase aus E. colil’®\
Die Regulation dieses Proteins wird zusammen mit der
Phosphorylierung der Isocitratlyase in Abschnitt 2 behan-
delt werden. In Abschnitt 3 werden wir die ATP-abhangige
Phosphorylierung von HPr des bakteriellen Phosphotrans-
ferase-Systems in Gram-positiven Bakterien besprechen,
bevor wir in Abschnitt 4 auf die ungewdhnliche Regulie-
rung der Dihydroxyaceton/Glycerin-Kinase von Strepro-
coccus faecalis durch reversible Phosphorylierung mit
P-his-HPr eingehen werden. Danach werden wir die
Phosphorylierung des Stickstoffregulator-Proteins 1 (NR;)
durch das Stickstoffregulator-Protein II (NR;) behandeln,
einen ProzeB, der die Transkription des fiir Glutamin-Syn-
thetase codierenden gln4-Gens in E. coli reguliert. Im letz-
ten Abschnitt werden wir weitere Proteinphosphorylie-
rungs-Reaktionen in Bakterien besprechen und einen Aus-
blick auf die kiinftige Forschung geben.

2. Regulation der Isocitrat-Dehydrogenase von
E. coli durch reversible Phosphorylierung

Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH) ist ein Enzym des Ci-
tratcyclus, das Isocitrat unter NADP-abhingiger Oxida-
tion und unter CO,-Abspaltung zu a-Ketoglutarat umsetzt.
Der Abbauweg von Isocitrat iiber den Citratcyclus dient
vornehmlich der  Energiegewinnung. Isocitrat kann aber
auch von der Isocitrat-Lyase (ICL) im ersten Schritt des
Glyoxylatcyclus zu Glyoxylat und Succinat gespalten wer-
den. Glyoxylat wird unter Verbrauch von Acetyl-CoA wei-
ter zu Malat umgesetzt; der Glyoxylat-Seitenweg miindet
damit wieder in den Citratcyclus (Abb. 3)?%. Das ebenfalls
entstehende Succinat kann fiir die Synthese von Zellbau-
steinen verwendet werden. Die Enzyme des Glyoxylat-Sei-
tenweges sind induzierbar, d. h. sie werden von den Bakte-
rienzellen nur dann synthetisiert, wenn sie auf Acetat,
Ethanol oder Fettsduren als einziger C-Quelle wachsen.
Unter diesen Bedingungen ist der Glyoxylatcyclus fur die
Bakterien der einzige Weg, um Zellbausteine zu erzeugen.
Isocitrat muB dann sowohl zur Energiegewinnung iiber
den Citratcyclus als auch zur Bildung von Zellbausteinen
iiber den Glyoxylatcyclus metabolisiert werden. Garnak
und Reeves hatten beobachtet, dafl die ICDH-AKktivitat ab-
nahm, wenn E.-coli-Zellen auf Acetat als C-Quelle wuch-
sen. Diese Verminderung der ICDH-AKktivitit ging mit der
Phosphorylierung des Enzyms einher'. Die phosphory-
lierte Form des Enzyms konnte von E.-cofi-Zellen, die auf
32p_Phosphat gewachsen waren, gereinigt werden. Partielle
Siurehydrolyse des gereinigten, mit **P-Phosphat markier-
ten Proteins und anschlieBende Trennung der Hydrolyse-
produkte ergab, da die ICDH an einem Serinrest phospho-
ryliert wird. Die Phosphorylierung der ICDH fiihrt zu ei-
nem nahezu vollstindigen Verlust der Enzymaktivitat un-
ter Vpax-Bedingungen'?-?2. Spaltung von phosphorylierter,
radioaktiv markierter ICDH mit entweder Trypsin® oder
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Abb. 3. Abbauwege von Isocitrat in E. coli ber entweder den Citratcyclus
(katalysiert von Isocitrat-Dehydrogenase, ICDH) oder den Glyoxylatcyclus
(katalysiert von Isocitrat-Lyase, ICL). Das dabei entstehende Succinat kann
fiir Biosynthesereaktionen verwendet werden, wihrend Glyoxylat mit Acetyl-
CoA zu Malat umgesetzt wird. Damit miindet der Glyoxylatcyclus wieder in
den Citratcyclus.

Chymotrypsin® ergab jeweils nur ein radioaktiv markier-
tes Peptid, das isoliert und sequenziert wurde. Die Sequenz
in der Umgebung des phosphorylierten Serins in ICDH ist
in Tabelle 2 wiedergegeben. Es ist keine Homologie zu
Phosphorylierungsstellen eukaryontischer Phosphopro-
teine zu erkennen. P-ICDH, das aus Zellen isoliert wurde,
und P-ICDH, das in vitro mit ATP und ICDH-Kinase her-
gestellt worden war, hatten {ibereinstimmende Phosphory-
lierungsstellen. Interessant ist, daBl die Sequenz um das
phosphorylierte Serin (Arg-Ser-Leu-Asn) auch in Dihy-
drofolat-Reduktase aus Hiihnerleber, einem anderen
NADPH-abhingigen Enzym, vorkommt®”!, Da bei der Di-
hydrofolat-Reduktase diese Sequenz nahe der NADP-Bin-

Tabelle 2. Aminosduresequenzen der Phosphorylierungsstellen von Isocitrat-
Dehydrogenase (ICDH) aus E. coli und der HPr-Proteine aus S. aureus, S.
faecalis und B. subtilis. Die Sternchen bezeichnen die phosphorylierte Ami-
nosdure. Fiir HPr aus E. coli konnte eine ATP-abhingige Phosphorylierung
nicht nachgewiesen werden.

ICDH -Pro-Val -Gly-Gly-Gly -Ile -Arg-S:r-Leu~Asn-Val -Ala-Leu-Arg-
(E. coli) 106 119
HPr -Gly-Lys-Lys-Val -Asn-Leu-Lys-S:r-lle -Met-Gly-Val -Met-Ser -
(S. aureus) 39 52
HPr -Gly-Lys-Ser -Val -Asn<uu-Lys-S;r—I]e -Met-Gly-Val -Met-Ser -
(S. faecalis) 39 52
HPr -Gly-Lys-Thr-Val -Asn»Leu-Lys-SZr-Ile -Met-Gly-Val -Met-Ser -
{B. subtilis) 39 52
HPr -Gly-Lys-Ser -Ala-Ser -Ala-Lys-Ser-Leu-Phe-Lys-Leu-Gln-Thr-
(E. coli) 39 52
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dungsstelle liegt, wurde vermutet, daB das phosphorylierte,
NADPH-abhingige ICDH das Coenzym nicht mehr bin-
den kann. Wie durch Fluoreszenz-Titrationsexperimente
gezeigt werden konnte, bindet NADPH tatsichlich nicht
an phosphorylierte, inaktive ICDH, wohl aber stochiome-
trisch an aktive, unphosphorylierte ICDH!?®\. Dieser Effekt
beruht auf der negativen Ladung der Phosphatgruppe:
Wird niamlich der phosphorylierbare Serinrest in Position
113 der Aminosduresequenz der ICDH gegen einen Aspa-
raginsdurerest ausgetauscht, filhrt dies ebenfalls zu einer
kompletten Inaktivierung des Enzyms!''¥,

ICDH-Kinase, das Enzym, das die Phosphorylierung
der ICDH katalysiert, wurde zuerst von LaPorte und Kosh-
land gereinigt"®”, Ein iiberraschendes Ergebnis war, daB
dieses Enzym (M, =66 000) nicht nur ICDH-Kinase, son-
dern auch P-ICDH-Phosphatase-Aktivitit besaB. Zwei
entgegengesetzt wirkende Enzymaktivititen sind hier auf
einer Polypeptidkette vereint. Eine dhnliche Beobachtung
war zuvor schon fiir die Enzyme 6-Phosphofructo-2-
Kinase und Glutaminsynthetase-Adenylyltransferase ge-
macht worden!”®. Die Regulation der beiden Enzymaktivi-
taten ICDH-Kinase und ICDH-Phosphatase erfolgt durch
intrazellulire Metabolite. Isocitrat, Pyruvat, ADP, Phos-
phoenolpyruvat, Oxalacetat und 3-Phosphoglycerat hem-
men alle die ICDH-Kinase-Aktivitit und stimulieren die
ICDH-Phosphatase-Aktivitit, die wiederum von NADPH
gehemmt wird®®., Citrat, Fructose-6-phosphat und Glyoxy-
lat inhibieren nur die ICDH-Kinase-Aktivitdt und haben
keinen Einfluf auf die ICDH-Phosphatase-Aktivitat!>®,
Unter in-vivo-Bedingungen stimuliert Pyruvat sowohl in
Wildtypstimmen als auch in Stimmen mit defektem Pyru-
vatmetabolismus die ICDH-Aktivitat?®. Dies deutet auf
eine direkte Wechselwirkung von Pyruvat mit ICDH-Kina-
se/Phosphatase hin. Der wichtigste Effektor der ICDH-
Kinase/Phosphatase scheint aber Isocitrat zu sein. Bei
Wachstum von E.-coli-Zellen auf Acetat treten hohe Kon-
zentrationen von Isocitrat (bis 0.6 mMm) auf, die zum einen
den Abbau von Isocitrat iber den Glyoxylat-Seitenweg er-
moglichen, da die Isocitrat-Lyase einen relativ hohen Ky-
Wert fiir Isocitrat hat (um 1 mM), und die zum anderen zur
Dephosphorylierung der P-ICDH und damit zu erhéhter
ICDH-AKktivitét fiihren™'.

Im Zusammenhang mit der Regulation der ICDH durch
reversible Phosphorylierung wurde auch der Fall der ,,zero
order“-Ultrasensitivitdt diskutiert®?. Obwohl schon frither
mathematisch formuliert, gelang am Beispiel der ICDH-
Kinase/Phosphatase zum erstenmal der experimentelle
Nachweis dieses Regulationsmechanismus. Das Phino-
men beruht darauf, daB ein relativ geringer Anstieg der
maximalen Geschwindigkeit eines Konverterenzyms (im
Falle der ICDH also ICDH-Phosphatase oder ICDH-Ki-
nase) unter Bedingungen, bei denen das Konverteren-
zym im Sittigungsbereich arbeitet, zu einer erheblichen
Verschiebung des Verhiltnisses von modifiziertem Protein
zu nicht-modifiziertem Protein fiihren kann®®*. Gerade die-
ses Verhiltnis ist, wie schon angedeutet, von groSter Be-
deutung fiir die Aktivitit eines Enzyms, das reversibel
phosphoryliert wird.

Die Bedeutung der Phosphorylierung der ICDH fiir die
Regulation des Stoffwechselflusses durch den Glyoxylat-
Seitenweg wird noch dadurch hervorgehoben, dafl ICDH-
Kinase/Phosphatase zusammen mit den Enzymen des
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Glyoxylat-Seitenweges, Isocitrat-Lyase und Malat-Syntha-
se, das Glyoxylat(ace)-Operon bildet. Die Regulation der
beiden konkurrierenden Stoffwechselwege Citratcyclus
und Glyoxylatcyclus scheint noch komplexer zu sein, da
auch das zweite, um Isocitrat konkurrierende Enzym, die
Isocitrat-Lyase (vgl. Abb. 3), in vitro phosphoryliert
wird?¥. Die Phosphorylierung dieses Enzyms erfolgt je-
doch nicht an einem Serin-, Threonin- oder Tyrosinrest,
sondern an N-1 eines Histidinrestes (vgl. 4a in Abb. 2)!'!5),
Anders als bei ICDH scheint die phosphorylierte Form der
Isocitrat-Lyase die aktive Form zu sein. Weitere Untersu-
chungen werden sicherlich iiber die Bedeutung dieser
Phosphorylierung in vivo Auskunft geben. Deutlich wird
aber schon jetzt, daB die Regulation der Enzyme an der
Verzweigung von Citratcyclus und Glyoxylatcyclus fiir
Enterobacteriaceen von groBter Wichtigkeit ist. Die Auf-
teilung des Stoffflusses auf beide Cyclen fiir sowohl Ener-
giegewinnung als auch Bereitstellung von Biosynthesemo-
lekiilen ermoglicht es den E.-coli-Zellen, auf Acetat oder
Ethanol als einziger C-Quelle zu wachsen. Die Fihigkeit,
auf unterschiedlichsten Substraten gedeihen zu kénnen, ist
eines der hervorstechenden Merkmale von Bakterien.
Welch komplexe zellulidre Prozesse dafiir manchmal not-
wendig sind, wird am Beispiel der Regulation von ICDH
und Isocitrat-Lyase durch reversible Proteinphosphorylie-
rung deutlich.

3. Regulation der Kohlenhydrataufnahme
iiber das Phosphotransferase-System
bei Gram-positiven Bakterien

Anaerobe und fakultativ anaerobe Bakterien enthalten
ein Transportsystem fiir Kohlenhydrate, das 1964 von Kun-
dig, Ghosh und Roseman erstmals beschrieben und als
bakterielles Phosphotransferase-System (PTS) bezeichnet
wurde!'?. Es ist ein wesentliches Merkmal dieses Trans-
portsystems, daB Zucker oder Zuckeralkohole wihrend
des Transports in die Zelle phosphoryliert werden. Trans-
port und Phosphorylierung sind aneinander gekoppelt**!.
Energie- und Phosphatdonor fiir Transport und Phospho-
rylierung ist Phosphoenolpyruvat. Die Phosphatgruppe
wird dabei iiber eine Phosphorylierungskette, die meist aus
vier Proteinen besteht, wihrend des Transportvorganges
auf den Zucker lbertragen (Abb. 4). So wichtige Monosac-
charide wie Glucose, Fructose, Mannose, aber auch Zuk-
keralkohole wie Mannit und Sorbit und Disaccharide wie
Lactose und Sucrose werden iiber das PTS aufgenommen.
Die Proteine Enzym I und HPr sind die allgemeinen, nicht
fiir einen bestimmten Zucker spezifischen Protein-Kompo-
nenten des PTS, wihrend es fiir jeden Zucker, der iiber das
PTS transportiert wird, ein fiir diesen Zucker spezifisches
Enzym-11/Enzym-III-Paar gibt, wie in Abbildung 4 fir
Lactose und Mannit dargestellt. Enzym I, HPr und Enzym
II1 sind wasserlosliche Proteine, und nur Enzym II ist ein
integrales Membranprotein, dessen Polypeptidkette die Li-
piddoppelschicht der Membran vermutlich mehrmals
durchquert®. Wie schon in Abschnitt 1 erwihnt, ist die
Phosphatgruppe bei den Proteinen des PTS an N-1 (HPr,
Enzym II) oder N-3 (Enzym I, Enzym III) eines Histidin-
rests gebunden.

1075



Membran
innen aulen
Lactose-6-P Lactose
em'ac gnlac
PEPXEIOKNS-HW p-gmlac
p-emmt!
Pyruvat P-EI HPr
3 mmtl EO mtl
Mannit-1-P Mannit

Abb. 4. Schematische Darstellung der Proteinphosphorylierungskette des
Phosphotransferase-Systems. Die Phosphatgruppe wird von Phosphoenolpy-
ruvat (PEP) Gber die Proteine Enzym I (EI), HPr, Enzym 1II (E III) und
Enzym II (E II) auf das Zuckermolekiil wihrend dessen Transport in die
Zelle ibertragen. Fiir jeden Zucker gibt es ein spezifisches Enzym-11-/
Enzym-111-Paar. Bei S. aureus und S. faecalis werden Lactose und Mannit
nach dem abgebildeten Schema in die Zelle transportiert.

Im Zusammenhang mit dem Regulationsphdnomen der
Inducer-Expulsion entdeckte man, daB HPr auch einer
ATP-abhingigen Phosphorylierung unterliegt’®”. Die In-
ducer-Expulsion ist ein Regulationsmechanismus, bei dem
nicht-metabolisierbare Zuckeranaloga wie 2-Desoxyglu-
cose oder Methyl-B-thiogalactosid, die tiber das PTS in die
Zelle aufgenommen und als phosphorylierte Zucker akku-
muliert werden, aus der Zelle als unphosphorylierte Zuk-
ker ausgeschleust werden, sobald ein metabolisierbarer
PTS-Zucker, wie Glucose oder Mannose, dem Wuchsme-
dium zugegeben wird®®*! Dieser Regulationsmechanis-
mus erwies sich als unabhéngig von intrazellulirem ATP.
Genauere Untersuchungen ergaben, da die Zuckerphos-
phat-Phosphatase, die von den intrazelluldr akkumulier-
ten, nicht weiter metabolisierbaren Zuckerphosphaten die
Phosphatgruppe abspaltet, ATP bendétigt, was auf eine
mogliche Phosphorylierung dieses Enzyms hindeutete!®,
Tatsdchlich beobachtete man, daB unter den Bedingungen
der Inducer-Expulsion bei Streptococcus pyogenes ein Pro-
tein mit niedrigem Molekulargewicht phosphoryliert wird,
das jedoch nicht die erwartete Zuckerphosphat-Phospha-
tase-Aktivitdt aufwies, sondern als HPr des PTS identifi-
ziert wurde®’.

Waihrend der genaue Mechanismus der Inducer-Expul-
sion weiter im Dunkeln blieb, erwies sich die ATP-abhin-
gige Phosphorylierung von HPr als wichtig fiir die Regula-
tion der Transportaktivitit des PTS in Gram-positiven
Bakterien. Neben HPr aus S. pyogenes wird auch HPr von
Streptococcus faecalis, Streptococcus lactis, Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus carnosus, Bacillus subtilis, Bacillus stearo-
thermophilus, Clostridium histolyticum, Lactobacillus casei
und Lactobacillus brevis ATP-abhingig phosphoryliert,
nicht jedoch HPr aus Gram-negativen Bakterien wie E.
coli®1-%%2 Im Gegensatz zur PEP-abhingigen, von En-
zym I katalysierten Phosphorylierung von HPr, die an ei-
nem Histidinrest stattfindet, wird'bei der ATP-abhéngigen
Phosphorylierung ein Serinrest modifiziert (P-ser-HPr, am
Serin phosphoryliertes HPr; P-his-HPr, am Histidin phos-
phoryliertes HPr). P-ser-HPr kann seine Phosphatgruppe
nicht auf Zucker iibertragen”, Phosphorylierte, radioaktiv
markierte Peptide konnten von *?P-ser-HPr aus S. faeca-
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Iis'*) und aus S. aureus'” isoliert und sequenziert werden
(Tabelle 2). Von beiden Proteinen ist die Aminosiurese-
quenz bekannt; eine Zuordnung der Peptide war daher
mdglich. Danach wird Serin-46 in der Aminosduresequenz
von HPr ATP-abhingig phosphoryliert. Der Bereich um
Serin-46 ist bei den drei aus Gram-positiven Bakterien iso-
lierten HPr-Proteinen, deren Aminoséduresequenz bekannt
ist (S. aureus, S. faecalis, B. subtilis***"), fast vollig gleich
(Tabelle 2). HPr aus E. coli zeigt im Vergleich dazu nur
geringe Homologie um Serin-46, was erklaren diirfte, daB
HPr aus E. coli von der HPr-Kinase Gram-positiver Bakte-
rien nicht phosphoryliert wird.

Die ATP-abhingige HPr-Kinase, die die Bildung von P-
ser-HPr katalysiert, wurde aus S. faecalis'*'!, S. pyogenes™*?,
L. brevis”"™ und B. subtilis'"""1 gereinigt. Die Aktivitat dieser
Enzyme wird von intrazelluliren Metaboliten wie Gluco-
nat-6-P, 2-P-Glycerat und Fructose-1,6-diphosphat (FDP)
stimuliert und von Phosphat inhibiert. P-ser-HPr-Phos-
phatase wurde von S. faecalis gereinigt!*®, Dieses Enzym
bendtigt fiir optimale Aktivitit hohe Phosphat-Konzentra-
tionen (um 50 mM). Die ATP-abhingige Phosphorylierung
von HPr am Serin-46 fiihrt zum nahezu vollstindigen Ver-
lust der PEP-abhingigen Phosphorylierung am Histidin!*.,
P-ser-HPr wird von PEP und Enzym I mehr als tausend-
mal langsamer phosphoryliert als HPr. Umgekehrt wird
auch P-his-HPr deutlich langsamer von ATP und HPr-Ki-
nase phosphoryliert als HPr'*'%, Die beiden Phosphory-
lierungsstellen am HPr scheinen sich gegenseitig zu be-
einflussen; die Bildung des zweifach phosphorylierten
P,(ser,his)HPr ist offenbar nur sehr schwer méoglich. Die
PEP-abhingige Phosphorylierung von P-his-HPr wird
durch verschiedene Arten von Enzym III beschleunigt®,
Die physiologische Bedeutung dieser Beobachtung ist
nicht klar. Moglicherweise erklirt sie, daB einige PTS-Zuk-
ker bevorzugt gegeniiber anderen in die Zelle transportiert
werden. Wie am Beispiel der Phosphorylierung von o-Ni-
trophenylgalactosid, einem Lactoseanalogon®®, und von
Mannit"""""! durch die entsprechenden PTS-Enzyme aus S.
aureus gezeigt werden konnte, fithrt die Phosphorylierung
am Serin bei diesen beiden PTS-Substraten zu einer 150fa-
chen Verminderung der PTS-Aktivitat unter V,,,,.-Bedin-
gungen.

Da Wachstum von S.-aureus-Zellen auf Lactose oder
Mannit, wie auch auf anderen PTS-Zuckern, zu erhéhter
Synthese von P-ser-HPr fiihrt, lag die Vermutung nahe,
daB die Bildung von P-ser-HPr zur Regulation der PTS-
katalysierten Aufnahme von Kohlenhydraten in die Zelle
dient. Interessant waren in diesem Zusammenhang Arbei-
ten tiber die Regulation der Pyruvat-Kinase durch intrazel-
luldre Metabolite bei S. lactis®®. Dieses Enzym wird fast
ebenso reguliert wie die HPr-Kinase aus S. faecalis und S.
pyogenes, d.h. sie wird durch Phosphat-Konzentrationen
iber 3 mM gehemmt und durch FDP (25 mMm) stimuliert.
Untersuchungen iiber die Konzentrationsinderungen von
FDP, PEP und Phosphat in S.-lactis-Zellen, die aus einem
Medium ohne C-Quelle in ein Glucose-haltiges Medium
tberfiihrt wurden, hatten ergeben, daBl im Medium ohne

[*] W. Hengstenberg, unverdffentlichte Ergebnisse.
[**] J. Reizer, A. Peterkofsky, A. Romano, unveroffentlichte Ergebnisse.
[***] J. Reizer, M. H. Saier, unverdffentlichte Ergebnisse.
[****] N. Meyer, J. Deutscher, unverdffentiichte Ergebnisse.
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C-Quelle die Zellen etwa 50 mM Phosphat und etwa § bis
10 mM PEP enthielten, wogegen die Konzentration an
FDP sehr niedrig (1 mM) war®®°!, Die Anwesenheit von
Glucose im Medium fiihrte jedoch zu einem raschen An-
stieg der FDP-Konzentration auf ca. 25 mM, wihrend die
Konzentrationen von Phosphat und PEP auf 3 mM bzw.
| mm sanken. Dieser fiir Glucose beobachtete Effekt gilt
sicher fiir alle Giber den Embden-Meyerhof-Weg abgebau-
ten Kohlenhydrate und damit fiir nahezu alle PTS-Zucker.
Die Aufnahme eines PTS-Zuckers in die Zelle und die da-
mit verbundene Anderung der Konzentrationen von Gly-
colyse-Intermediaten und von Phosphat diirften nach dem
in Abbildung S vorgeschlagenen Mechanismus zur Bildung
von P-ser-HPr fiihren. Die hohe Konzentration von Phos-
phat in einem Medium ohne C-Quelle inhibiert die HPr-
Kinase und stimuliert die P-ser-HPr-Phosphatase. Unter
diesen Bedingungen wird lberwiegend freies HPr in der
Zelle vocliegen. Bei Aufnahme eines PTS-Zuckers in die
Zelle fiithrt dessen Abbau zu einem raschen Anstieg der
FDP-Konzentration und zu einem Abfall der Phosphat-
Konzentration. FDP stimuliert die HPr-Kinase; die Bil-
dung von P-ser-HPr verlangsamt die Aufnahme von Koh-
lenhydrat in die Zelle. Gleichzeitig stimuliert FDP die Py-
ruvat-Kinase, was zu einer erhéhten Synthese und Umset-
zung von ATP fiihrt, die wiederum die intrazelluldre Phos-
phat-Konzentration ansteigen lassen. Dies aktiviert die P-
ser-HPr-Phosphatase, die P-ser-HPr wieder zu freiem HPr
umsetzt. In der Zelle wird sich ein Gleichgewicht einstel-
len, bei dem die Aktivititen von HPr-Kinase, Pyruvat-Ki-
nase und P-ser-HPr-Phosphatase so aufeinander abge-
stimmt sind, daB die Aufnahme eines Kohlenhydrats iiber
das PTS dem Verbrauch dieses Kohlenhydrats angeglichen
ist. Kiirzlich gelang es, durch spezifische Mutagenese Se-
rin-46 in HPr von B. subtilis gegen Alanin auszutauschen
und das mutierte HPr, das nicht mehr ATP-abhingig phos-
phoryliert werden kann, jedoch 50% der PTS-Aktivitit des

Zucker
( % EO
P2 lser.his) HPr
Zucker - P
— |
|
P-his-HPr w |
|
P-ser-HPr :
- ©
w |
|
. ®
I
Fm’r |
\ l!EP Pyr.Kin.

k ADP \Pyr ATPJ

Abb. 5. Vermutlicher EinfluB der Phosphorylierung von HPr an einem Serin-
rest auf die Zuckeraufnahme iiber das Phosphotransferase-System in Gram-
positiven Bakterien. Die Abkdrzungen bedeuten: E I, Enzym I; E 11, Enzym
11; P-ser-HPr, an Serin-46 phosphoryliertes HPr; P-his-HPr, an Histidin-15
phosphoryliertes HPr: Py(ser,his)HPr, an Serin-46 und Histidin-15 phospho-
ryliertes HPr; Pyr.Kin., Pyruvat-Kinase; F-1,6-PP, Fructose-1,6-diphosphat:
Pyr, Pyruvat; ®, Stimulierung.

Angew. Chem. 100 (1988) 1072-1082

normalen HPr hat, nach Expression in E. coli zu reini-
gen®", Dieses HPr kann daher nicht mehr von der HPr-
Kinase reguliert werden. Das verinderte Gen fiir HPr
wurde in einer Mutante ohne HPr-Aktivitit exprimiert!7.
Diese Experimente sollten Aussagen iiber die Bedeutung
der P-ser-HPr-Bildung in vivo ermdéglichen und soliten
auch kliren, ob ein Zusammenhang zwischen P-ser-HPr-
Bildung und Inducer-Expulsion besteht oder ob dies zwei
voneinander unabhingige Ereignisse sind, die aber unter
gleichen Bedingungen beobachtbar sind.

Erwihnt sei noch, daB kiirzlich iiber eine zweite ATP-
abhingige Phosphorylierung von HPr aus S. salivarius an
N-3 eines Histidinrests berichtet wurde!®. Uber die phy-
siologische Bedeutung dieser Phosphorylierung ist jedoch
nichts bekannt, und es ist auch nicht geklart, ob Histidin-
15, das PEP-abhingig an N-1 phosphoryliert wird, von
dieser Phosphorylierung betroffen ist oder ob ein anderer
Histidinrest in diesem HPr ATP-abhangig phosphoryliert
wird.

4. Regulation der Glycerin-Kinase
von Streptococcus faecalis durch P-his-HPr

Glycerin wird von Bakterien in allen bisher untersuch-
ten Fillen durch erleichterte Diffusion in die Zelle aufge-
nommen®?. Ein in die Cytoplasmamembran eingelagertes
Protein, der Glycerin-Facilitator, der eine fir Glycerin und
Dihydroxyaceton spezifische Pore bildet’®?, katalysiert den
raschen Konzentrationsausgleich zwischen Wuchsmedium
und Zellinnerem. Der Transportvorgang erfordert keine
Energie, und die Glycerin-Konzentration in der Zelle kann
daher maximal die Konzentration im Medium erreichen.
Glycerin wird aber intrazellulair durch Glycerin-Kinase
rasch zu Glycerinphosphat oder durch Glycerin-Dehydro-
genase und Dihydroxyaceton-Kinase zu Dihydroxyaceton-
phosphat umgesetzt. Die phosphorylierten Metabolite wer-
den vom Glycerin-Facilitator nicht als Substrat erkannt
und bleiben in der Zelle eingeschlossen. Daraus resultiert
ein NettofluB von Glycerin in die Zelle. Die Glycerin-Ki-
nase ist daher sowohl fiir den Transport als auch fiir den
Abbau von Glycerin wichtig. In den Gram-negativen Bak-
terien E. coli und Salmonella typhimurium wird die Aktivi-
tdt der Glycerin-Kinase durch allosterische Interaktion mit
Enzym III#* des PTS reguliert®* > Bei der Suche nach
Enzym I1I#° in Gram-positiven Bakterien entdeckte man,
daB in S. faecalis ein Protein mit M, = 55000 in Gegenwart
der beiden PTS-Proteine Enzym I und HPr PEP-abhiingig
phosphoryliert wird®®, Obwohl dieses Protein wegen der
von Enzym I und HPr katalysierten Phosphorylierung fiir
ein Enzym [II gehalten wurde (vgl. Abb. 4), konnte keine
Enzym-III-Aktivitdt fiir dieses Protein gefunden werden.
Versuche, fiir dieses Protein eine regulatorische Funktion
dhnlich der des Enzyms I1I#" bei Gram-negativen Bakte-
rien nachzuweisen, fiilhrten zu seiner Identifizierung als
Glycerin-Kinase!®”. Dihydroxyaceton (DHA) erwies sich
jedoch als besseres Substrat fiir dieses Enzym (niedrigerer
Kwm- und groBerer V,,,-Wert), weshalb es als DHA-/Gly-
cerin-Kinase bezeichnet wurde. Abhdngig von der Sauer-
stoffversorgung kann Glycerin von S. faecalis entweder

[*] J. Reizer, unverdffentlichte Ergebnisse.
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(unter aeroben Bedingungen) zu Glycerinphosphat phos-
phoryliert werden oder (unter anaeroben Bedingungen) zu-
erst zu DHA reduziert und dann phosphoryliert werden!*®.
Die Phosphorylierung von sowohl DHA als auch Glycerin
wird vermutlich von der DHA-/Glycerin-Kinase kataly-
siert. Die PEP-abhingige Phosphorylierung der DHA-/
Glycerin-Kinase durch P-his-HPr findet an N-3 eines Hi-
stidinrests statt und fiihrt zu einer zehnfachen Steigerung
der Enzymaktivitat®”. Die Phosphorylierung der DHA-/
Glycerin-Kinase durch P-his-HPr ist jedoch langsam ver-
glichen mit der Phosphorylierung von Enzym-III-Prote-
inen durch P-his-HPr. Phosphorylierte DHA-/Glycerin-
Kinase kann die Phosphatgruppe zuriick auf HPr iibertra-
gen, wobei wieder P-his-HPr entsteht.

Die Aufnahme eines PTS-Zuckers bei Gram-positiven
Bakterien hemmt die Aufnahme von Glycerin®®*®. Zusitz-
lich war bei B. subtilis beobachtet worden, daBl die Auf-
nahme von Glycerin in Mutanten ohne Enzym-I-Aktivitat
nahezu vollstindig inhibiert war, daB8 also der Glycerin-
transport in vivo von einem funktionierenden PTS ab-
hingt, obwohl Glycerin nicht tiber dieses Transportsystem
in die Zelle gelangt'®”. Die Abhingigkeit der Glycerinauf-
nahme vom PTS fiihrte zu folgender Interpretation der
Phosphorylierung der DHA-/Glycerin-Kinase durch P-
his-HPr: Nehmen S.-faecalis-Zellen keinen Zucker iiber
das PTS auf, dann sind die Proteinkomponenten des PTS
iberwiegend phosphoryliert?®'. Unter diesen Bedingungen
wird die DHA-/Glycerin-Kinase von P-his-HPr phospho-
ryliert. Das phosphorylierte Enzym zeigt eine zehnfach er-
hohte Aktivitdt, und Glycerin kann bei Abwesenheit eines
PTS-Zuckers rasch von S. faecalis aufgenommen und me-
tabolisiert werden. Ist jedoch ein PTS-Zucker im Medium
vorhanden, dann sind die PTS-Proteine iiberwiegend un-
phosphoryliert'®, da die Phosphatgruppe von den PTS-
Proteinen rasch auf den Zucker ibertragen wird. In der
Konkurrenz um die Phosphatgruppe von P-his-HPr wird
DHA-/Glycerin-Kinase gegeniiber Enzym III unterliegen,
da sie in vitro deutlich langsamer phosphoryliert wird als
Enzym I1157. DHA-/Glycerin-Kinase wird daher bei Auf-
nahme eines PTS-Zuckers in der unphosphorylierten, we-
niger aktiven Form vorliegen. Dieses Modell erklart so-
wohl die verlangsamte Aufnahme von Glycerin bei Anwe-
senheit eines PTS-Zuckers im Wuchsmedium als auch die
Abhingigkeit der Glycerinaufnahme von funktionsfahigen
PTS-Proteinen (Enzym I und HPr).

Die Phosphorylierung der DHA-/Glycerin-Kinase ist je-
doch in dreierlei Hinsicht ungewohnlich. Erstens wirkt
nicht ein Nucleosidtriphosphat als Phosphatdonor, son-
dern ein phosphoryliertes Protein (P-his-HPr), dessen
Phosphatgruppe von PEP stammt. Zweitens scheint es
keine P-Protein-Phosphatase zu geben, die die Phosphat-
gruppe von P-DHA-/Glycerin-Kinase abspaltet, sondern
der Phosphattransfer ist reversibel - der Phosphorylie-
rungszustand der DHA-/Glycerin-Kinase hédngt vom
Phosphorylierungszustand des HPr ab. Drittens ist die
Phosphatgruppe in P-DHA-/Glycerin-Kinase an N-3 eines
Histidinrests gebunden, was ebenfalls ungewohnlich ist,
aber die Reversibilitat des Phosphattransfers zwischen HPr
und DHA-/Glycerin-Kinase ermoglicht. Trotz dieser Be-
sonderheiten erfiillt die Phosphorylierung der DHA-/Gly-
cerin-Kinase die Kriterien einer reversiblen Proteinmodifi-
zierung, die der Regulation einer Enzymaktivitat dient. Die
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Bedeutung dieser Phosphorylierungsreaktion fiir die Gly-
cerinaufnahme intakter Zellen muB allerdings noch nach-
gewiesen werden.

Es sei noch erwihnt, daB kiirzlich auch bei Bacillus ste-
arothermophilus gezeigt werden konnte, da3 die Glycerin-
Kinase dieses Bakteriums von PEP, Enzym I und HPr
phosphoryliert wird'?. Allerdings liegen hier noch keine
Ergebnisse iiber eine Steigerung der Enzymaktivitit durch
Phosphorylierung oder eine Reversibilitit des Phosphat-
transfers zwischen HPr und DHA-/Glycerin-Kinase vor.
Umgekehrt scheint bei B. subtilis die Regulation der Gly-
cerin-Kinase eher dem bei E. coli und S. typhimurium be-
obachteten Mechanismus einer allosterischen Interaktion
mit Enzym [II8* zu folgen!®?.

5. Regulation der Transkription des gin4-Gens
(Glutamin-Synthetase) durch
Proteinphosphorylierung bei Enterobacteriaceen

Enterobacteriaceen wie E. coli, S. typhimurium oder
Klebsiella aerogenes konnen auf einer Reihe anorganischer
und organischer Stickstoffverbindungen, z.B. N,, NH,
und NOY oder Histidin, Prolin und Arginin, als einziger
Stickstoffquelle wachsen und stickstoffhaltige Molekiile
synthetisieren. Langjdhrige Forschungsarbeiten in vielen
Laboratorien erméglichten es nun, einen molekularen Me-
chanismus zu formulieren, der die Regulation der anaboli-
schen und katabolischen Reaktionen des Stickstoffmetabo-
lismus umfaBt'®”. Fir die Regulation der Glutamin-Syn-
thetase wurde eine allosterische Interaktion mit mehreren
Effektoren nachgewiesen!®>-%’. Bei diesem dodekaedrisch
aus Untereinheiten aufgebauten Enzym wird eine kumula-
tive Feedback-Inhibierung beobachtet, d.h. die Inhibito-
ren wie Histidin, Tryptophan, Alanin, Glycin, AMP, CTP,
Carbamylphosphat und Glucosamin-6-phosphat binden
an unterschiedliche Stellen des Enzyms, und die inhibitori-
sche Wirkung eines jeden einzelnen Effektors kumuliert
sich zu einer Gesamtinhibition. Dieser Mechanismus er-
moglicht es den Bakterien, die Stoffwechselrate von Stick-
stoffverbindungen genau dem Bedarf anzupassen. Die Ak-
tivitit der Glutamin-Synthetase wird aber auch durch re-
versible, kovalente Proteinmodifizierung gesteuert. Adeny-
lylierung der Glutamin-Synthetase an einem Tyrosinrest
fiihrt sowohl zu einer erniedrigten Enzymaktivitat als auch
zu einer verinderten allosterischen Regulation durch die
Inhibitoren. Das Enzym, das die Adenylylierung der Glu-
tamin-Synthetase katalysiert, wird seinerseits durch ein te-
trameres Protein, das als P;; bezeichnet wird, allosterisch
reguliert’®”. P;; wiederum wird uridylyliert; diese Reaktion
ist der Adenylylierung analog'“®. Sowohl die Adenylyl-
Transferase als auch die Uridylyl-Transferase sind bifunk-
tionelle Enzyme, die wie die ICDH-Kinase/Phosphatase
die Modifizierungs- und Demodifizierungsreaktion eines
Proteins katalysieren. Intrazelluldre Stoffwechselinterme-
diate wie a-Ketoglutarat, Glutamin oder Glutaminsiure,
deren Konzentrationen von der Verfiigbarkeit von Stick-
stoff im Medium abhéngen, regulieren durch allosterische
Interaktion die Aktivitidten dieser beiden Enzyme!®®-¢%,

Zusatzlich zur Regulation der Glutamin-Synthetase
durch Allosterie und Proteinmodifizierung schien auch die
Transkription des fir die Glutamin-Synthetase codieren-

Angew. Chem. 100 (1988} 1072-1082



den glnA-Gens einer Regulation zu unterliegen, wobei
urspriinglich eine Beteiligung der Glutamin-Synthetase
selbst angenommen wurde’®’%. Nachfolgende Untersu-
chungen zeigten jedoch, daB die Produkte zweier neben
dem Gen fiir Glutamin-Synthetase (g/nA) liegender regula-
torischer Gene (ntrB und ntrC) sowie das Produkt eines
weiteren regulatorischen Gens (ntr4 oder rpoN), das aber
weit entfernt vom g/nA-Gen und von den beiden anderen
regulatorischen Genen lokalisiert ist (Abb. 6), die Expres-
sion des ginA-Gens steuern!”> 7, Die Produkte von ntrA,
ntrB und ntrC kontrollieren aber auch die Expression von
ntrB und nirC, nicht jedoch von ner4!",

chanismus schematisch dargestellt. Die Aktivitit der NR;-
Kinase/Phosphatase wird von P;, und dem Enzym regu-
liert, das die Uridylylierung von P, katalysiert (Uridylyl-
transferase-Aktivitdt UT; Uridylylremoving-Aktivitdt UR).
Die UT-Aktivitat, die zur Bildung von P,;,-UMP fiihrt, wird
von a-Ketoglutarat stimuliert und von Glutamin inhibiert,
wihrend umgekehrt die UR-Aktivitit von Glutamin stimu-
liert und von a-Ketoglutarat inhibiert wird!®®. Stickstoff-
mangel, der eine hohe intrazellulire Konzentration von a-
Ketoglutarat und eine niedrige Glutamin-Konzentration
bedingt, fiihrt zur Umwandlung von P, zu P,;-UMP, wih-
rend umgekehrt bei hinreichender Versorgung der Bakte-

rpoN ntrB ntrC
ginB gin0 (ginF,ntrA) ginA fginL)  (ginG)
I ] [P1[P2] [P [ 3
$ [}
]
]
! Abb. 6. Vorgeschlagener Mechanismus zur Regulation der
| 1
| 1 Genexpression der am Stickstoffmetabolismus von E. coli
! : beteiligten Enzyme [63). Die fetten, ausgezogenen Pfeile
! 4 = weisen auf die jeweiligen Genprodukte hin, die mageren,
60 | | I WP | y NR; ! ) "
6 {Repressor) ausgezogenen Pfeile kennzeichnen Protein-Protein-Interak-
h + tionen, die fetten, unterbrochenen Pfeile Protein-DNA-In-
teraktionen und die mageren, unterbrochenen Pfeile Inter-
L M  r aktionen von Metaboliten mit Proteinen (®, stimulato-

Phosphatase

risch; ©, inhibitorisch). Die Abkiirzungen bedeuten: GS,
Glutamin-Synthetase; UT-UR, Uridylyltransferase-Uridy-
lylremoving-Enzym; P,,-UMP, uridylyliertes P,;; NR;-P,
phosphoryliertes NR,; a-KG, a-Ketoglutarat: Gln, Gluta-

min; rpoN, weiteres regulatorisches Gen; P,, P, und P, be-
zeichnen Promotorstellen (Bindestellen der RNA-Polyme-
rase) auf der DNA. Umfassende Erlauterung siehe Text.

In den letzten Jahren wurden die Produkte der drei ntr-
Gene identifiziert und partiell charakterisiert, was zu ei-
nem klareren Verstindnis der molekularen Vorginge bei
der Regulation der Transkription des gin4-Gens, das die
Glutamin-Synthetase codiert, fiihrte. Das Genprodukt des
ntrA-Gens ist ein Protein mit M,=60000, das als Sigma-
Faktor (6%°) an RNA-Polymerase bindet, wobei es andere
Sigma-Faktoren verdriangt. Mit 6*® beladene RNA-Poly-
merase-Molekiile transkribieren iiberwiegend nur Opero-
ne, deren Proteinprodukte am Stickstoffmetabolismus be-
teiligt sind”®. Das ntrC-Gen codiert ein DNA-Bindepro-
tein (Stickstoffregulator-Protein), das als NR, bezeichnet
wurde”®""l und das sich neben mit 6*° beladener RNA-
Polymerase als notwendig fiir die in-vitro-Transkription
des ginA-Gens erwies’®. Das Genprodukt von ntrB, das
NR;; genannt wurde!’?, wandelt NR, reversibel von einem
Transkriptionsrepressor in einen Transkriptionsaktivator
um. Diese Modifizierungsreaktion wurde als ATP-abhin-
gige Phosphorylierung von NR, identifiziert’®, Auch NR;;
ist ein bifunktionelles Enzym, das sowohl Phosphorylie-
rung als auch Dephosphorylierung von NR,; katalysiert
und daher als NR;-Kinase/Phosphatase bezeichnet wurde.
An der Regulation der Transkription des Glutaminsynthe-
tase-Gens sind auch die zuvor erwidhnten Proteine P;, und
Uridylyl-Transferase, die von den Genen ginB bzw. ginD
codiert werden, beteiligt. Eine Serie von Proteinmodifizie-
rungsreaktionen, die zu verinderten Protein-Protein- und
Protein-DNA-Interaktionen fiihrt, erméglicht es den Bak-
terien, die Biosynthese der am Stickstoffmetabolismus be-
teiligten Enzyme bei Stickstoffmangel rasch anzuschalten
und bei ausreichender Versorgung mit Stickstoff ebenso
rasch wieder abzuschalten. In Abbildung 6 ist dieser Me-
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rien mit Stickstoff iberwiegend unmodifiziertes P, in der
Zelle vorliegt. Genetische Daten wiesen darauf hin, daf3 P;,
nicht nur die Adenylylierung der Glutamin-Synthetase,
sondern auch die Aktivitit der NR;-Kinase/Phosphatase
steuert, wihrend P,;-UMP keinen EinfluB auf dieses En-
zym ausiibt. So zeigen Mutanten ohne P;; (durch Mutatio-
nen des g/nB-Gens) auch bei hinreichender Stickstoff-
versorgung eine erhohte Transkriptionsrate des ginA-ntrB-
ntrC-Operons®'. Umgekehrt bedingt der Verlust der UT-
UR-Aktivitdt (durch Mutation des g/nD-Gens) auch unter
Stickstoffmangel eine niedrige Transkriptionsrate des
ginA-ntrB-nirC-Operons®?. Bei beiden Mutanten erfordert
der beobachtete Effekt eine aktive NR,-Kinase/Phospha-
tase, denn gleichzeitige Mutationen im ntrB-Gen unter Ver-
lust der NR;-Kinase/Phosphatase-Aktivitit unterbinden
auch die Stimulierung oder Inhibierung der Genexpres-
sion bei ginB- und ginD-Mutanten®. Dies 14t darauf
schlieBen, daB P;, und UT-UR ihre Effekte auf die Genex-
pression iiber die NR;-Kinase/Phosphatase ausiiben. In-
teressant verhalten sich auch nirB-Mutanten, bei denen die
NR;-Phosphatase-Aktivitit verlorenging, die NR,;-Kinase-
aktivitdt aber erhalten blieb. Diese Mutanten zeigen unab-
hingig von den Wachstumsbedingungen und von der An-
oder Abwesenheit von P, stets eine erhohte Transkrip-
tionsrate des ginA-Operons®. Wie in Abbildung 6 darge-
stellt, konnen die durch unterschiedliche genetische und
physiologische Manipulationen ausgeldsten Effekte der
Genexpression des glnA-ntrB-nirC-Operons damit erklirt
werden, daB Py,, nicht jedoch P;;-UMP, mit der NR;-Kina-
se/Phosphatase wechselwirkt, wobei es die NR;-Phospha-
tase-Aktivitat stimuliert und die NR;-Kinase-Aktivitit inhi-
biert. Umgekehrt inhibiert nach diesem Modell UT-UR die
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NR;-Phosphatase-Aktivitit der NR;-Kinase/Phosphatase
und stimuliert deren NR,-Kinase-Aktivitit. Wie ebenfalls
in Abbildung 6 schematisch dargestellt, fiihrt die Phospho-
rylierung von NR, zu einer verinderten Interaktion mit der
DNA. Anders als NR;, das an den Promotor P, bindet, was
die Transkription inhibiert, bindet P-NR; an den Promotor
P, und stimuliert auf diese Weise die Transkription des
ginA-Operons. Unter bestimmten Bedingungen werden da-
bei auch die ntrB- und nirC-Gene transkribiert. Die Ex-
pression dieser beiden Gene scheint aber auch durch die
Bindung von NR; an den Promotor P, unter Inhibierung
der Transkription gesteuert zu werden'®®. Daneben wird
von den ntr-Genprodukten auch die Expression von Ami-
nosdure-Permeasen und anderen am Stickstoffmetabolis-
mus beteiligten Enzymen reguliert. Das Ntr-Regulationssy-
stem ist das erste Beispiel, bei dem ein Transkriptions-
repressor durch Proteinphosphorylierung zu einem Tran-
skriptionsaktivator umfunktioniert wird.

Die Beteiligung der Proteinphosphorylierung an der Re-
gulation der Transkription bei Eukaryonten ist schon frii-
her diskutiert worden!®-®¥ Es gibt fundierte genetische
Hinweise, daB3 auch die Transkription bestimmter Proteine
des bakteriellen Phosphotransferase-Systems durch Prote-
inphosphorylierung kontrolliert wird®. Interessant ist,
daBB NR, Sequenzhomologie zu einer Reihe anderer Tran-
skriptionsaktivatoren zeigt, z. B. den Proteinen der Gene
phoB und ompR bei E. coli!"'®. In Analogie zu NR; wird
auch fiir die Proteine PhoB und OmpR vermutet, daB} sie
einer reversiblen Proteinmodifizierung unterliegen, wobei
die Proteine PhoR bzw. EnvZ jeweils als modifizierendes
Enzym fungieren sollen. PhoR und EnvZ wiederum zeigen
Homologie zu NR;, der NR;-Kinase/Phosphatase. Das
Proteinpaar PhoB/PhoR ist wichtig fiir die Expression be-
stimmter Enzyme beim Wachstum der Zellen unter phos-
phatlimitierenden Bedingungen, wogegen das Proteinpaar
OmpR/EnvZ auf Verdnderungen der extrazelluldren Os-
molaritat anspricht!''*), Eine gewisse Homologie dieser
Proteine besteht auch zu den an der Chemotaxis beteilig-
ten Proteinen Tar, Tsr und Trg von E. coli, die ebenfalls
auf extrazelluldre Signale reagieren!''”). Alle drei Proteine
sind integrale Membranproteine, die als Chemorezeptoren
fur Aspartat (Tar), Serin (Tsr) sowie Ribose und Galactose
(Trg) fungieren und Anderungen der extrazelluliren Kon-
zentration ihrer jeweiligen Liganden ins Zellinnere signali-
sieren. Dabei spielt reversible Proteinmodifizierung (Me-
thylierung an Glutamatresten) durch die Enzyme CheB
und CheR eine wesentliche Rolle. Mdglicherweise liegt der
Signaliibertragung in allen diesen Fillen, trotz unter-
schiedlicher reversibler Proteinmodifizierung, ein gemein-
sames Prinzip zugrunde.

6. Weitere Proteinphosphorylierungsreaktionen in
Bakterien

Die Verdffentlichung von Wang und Koshland iiber die
Proteinphosphorylierung in S. typhimurium!'? verursachte
eine intensive Suche nach der Phosphorylierung von Prote-
inen bei anderen Bakterien. Neben den in den vorangegan-
genen Abschnitten zitierten Arbeiten erschien eine Reihe
von Veréffentlichungen iiber die Proteinphosphorylierung
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bei Halobacterium halobium"™®, bei Myxococcus xanthus®®",
bei Rhodospirillum rubrum!''®, beim Archaebakterium Sul-
folobus acidocaldarius®?, bei Clostridium sphenoides'®*, bei
Synechococcus 6301'°*, bei Rhodocyclus gelatinosus®®, bei
Rhodomicrobium vannielii®®, bei Bacillus subtilis®" und bei
Mycoplasma gallisepticum'®®. Proteinmodifizierung durch
eine phosphathaltige Gruppe war bei Rhodospirillum rub-
rum®- 1L Rhodobacter capsulatus"" und Chromatium vi-
nosum"°Y nachgewiesen worden. Diese Modifizierungsre-
aktion wurde als ADP-Ribosylierung identifiziert!'®. Ei-
nige der aufgefiihrten Beispiele sollen im folgenden niher
besprochen werden.

Halobakterien haben lichtgetriebene H®- und C1°-Pum-
pen, die zur Bildung von lonengradienten iiber die Mem-
bran dieser Bakterien fiihren; diese Gradienten lassen sich
dann fir Transportvorgénge und andere energieabhingige
Prozesse nutzen. Werden Zellen von Halobacterium halobi-
um, die im Dunkeln mit **P-Phosphat markiert worden
waren, dem Licht ausgesetzt, dann werden drei zuvor
phosphorylierte Proteine dephosphoryliert und bei an-
schlieBender Dunkelphase rasch wieder phosphory-
liert!®*% Die Dephosphorylierung erwies sich als ab-
hingig von Retinal, dem Coenzym der Proteine Bacterio-
rhodopsin und Halorhodopsin, die die lichtgetriebene Bil-
dung von lonengradienten katalysieren. Es wird daher ver-
mutet, daBl die drei Phosphoproteine, deren Phosphorylie-
rungszustand von der Lichteinwirkung abhingig ist, an der
Transduktion der Photoenergie beteiligt sind. Lichtabhin-
gige Phosphorylierung zweier Proteine wurde auch beim
Cyanobakterium Synechococcus 6301 beobachtet'®!. Eines
dieser Proteine war in der Thylakoidmembran, die auch
Triger der beiden Photosysteme 1 und II ist, lokalisiert.
Uber eine mogliche regulatorische Funktion dieser Pro-
teine gibt es noch keine Anhaltspunkte.

Myxococcus xanthus und B. subtilis sind Bakterien, die
Sporen bilden konnen. Bei beiden ist die Sporenbildung
aus vegetativen Zellen von einer Anderung des Protein-
phosphorylierungs-Musters begleitet®-*". Bei Myxococcus
xanthus waren es vor allem zwei Membranproteine, deren
Phosphorylierungszustand sich nach Einleiten der Sporen-
bildung durch Glycerin wesentlich anderte’®". Moglicher-
weise sind diese Proteine wichtig fur die Erhaltung der
Zelliform. Eine Beteiligung an der Bildung der Zellform
wird auch fiir ein Phosphoprotein mit M,=55000 aus My-
coplasma gallisepticum diskutiert™®,

Bei Rhodospirillum rubrum”®'°, bei Rhodobacter capsu-
latus'"" und bei Chromatium vinosum!"% wird die Aktivi-
tat des Enzyms Nitrogenase durch eine Proteinmodifizie-
rung reguliert, die man urspriinglich fiir eine Phosphorylie-
rung gehalten hatte. Das Enzym besteht aus einem molyb-
din- und einem eisenhaltigen Protein. Beim eisenhaltigen
Protein beobachtete man eine aktive und eine inaktive
Form!®**'°!! die ineinander umwandelbar sind. Die aktive
Form tritt dann auf, wenn Zellen unter Ammonium-Man-
gel gezogen werden. In der aktiven Form hat das Eisen-
Protein von Rhodospirillum rubrum nur eine Unter-
einheit mit M,=30000. Die inaktive Form weist auf
SDS-Polyacrylamidgelen jedoch zwei Untereinheiten mit
M.=30000 und 31500 auf®. Markierungsexperimente
mit **P-Phosphat ergaben, daB die schwerere Untereinheit
der inaktiven Form kovalent gebundenes Phosphat enthilt.
Die Phosphatgruppe kann von dieser Untereinheit abge-
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spalten werden, die damit wieder in die aktive Form
(M,=30000) iiberfiihrt wird. Eine dhnliche Verschiebung
des auf SDS-Polyacrylamidgelen ermittelten Molekularge-
wichts durch Phosphorylierung wurde fiir das Eisen-Pro-
tein der Nitrogenase aus Rhodobacter capsulatus (von
M. =33500 nach 38000) beobachtet. Experimente bei R.
rubrum ergaben schlieBlich, daB die Nitrogenase an einem
Argininrest kovalent gebundene ADP-Ribose enthielt!'?3),
Diese Befunde legen den SchluB nahe, daB3 die Aktivitit
der Nitrogenase bei diesen Bakterien durch reversible
ADP-Ribosylierung reguliert wird; bei Stickstoffmangel
tritt die aktive Form des Eisen-Proteins und bei hinrei-
chender Stickstoffversorgung die modifizierte, inaktivierte
Form auf. In Analogie zu anderen ADP-Ribosylierungsre-
aktionen ist vermutlich auch hier NAD das Donormolekiil
(siehe Tabelle 1).

In Clostridium sphenoides unterliegt das Enzym Ci-
trat-Lyase-Ligase einer reversiblen Proteinphosphorylie-
rung®. Dieses Enzym katalysiert selbst eine Proteinmodi-
fizierungsreaktion, und zwar die Umwandlung der inakti-
ven Mercaptoform der Citrat-Lyase in die aktive Acetyl-
form (siehe Tabelle 1). Die Citrat-Lyase-Ligase kommt
ebenfalls in einer aktiven und einer inaktiven Form vor,
wobei die aktive Form das phosphorylierte Enzym ist.
Dephosphorylierung fiihrt zu einer Inaktivierung des En-
zyms. Glutaminsdure stimuliert nicht nur die Umwandlung
der inaktiven, unphosphorylierten Citrat-Lyase-Ligase in
die aktive, phosphorylierte Form, sondern ist neben Citrat
auch fur die Acetylierung der Citrat-Lyase durch die akti-
ve, phosphorylierte Form der Citrat-Lyase-Ligase né-
tig'®L Auch hier besteht also eine Proteinmodifizierungs-
kaskade, die den Abbau von Citrat zu entweder Glutamin-
sdure oder zu Acetat und Oxalacetat reguliert.

Bei E. coli beobachtete man eine Autophosphorylierung
des dnaK-Genprodukts!'®!. Dieses Protein ist vermutlich
an der Replikation der DNA der Bakteriophagen A und
M13 beteiligt!"®" 1%, Autophosphorylierung ist hiufig ein
Charakteristikum von Protein-Kinasen. Tatsdchlich fand
man, daB das dnaK-Genprodukt an der Phosphorylierung
der Glutaminyl-tRNA-Synthetase und der Threonyl-
tRNA-Synthetase beteiligt ist''°®. Interessant ist auch, daB
die Infektion von E.-coli-Zellen mit dem Phagen M13 zu
einer veridnderten Phosphorylierung des vom dnaK-Gen
codierten Proteins fiihrte. Dabei ist nicht nur der Anteil an
phosphoryliertem Protein wesentlich erhgéht, sondern das
zuvor an Serin phosphorylierte Protein ist nach Infektion
mit MI13 fast ausschlieBlich an Threonin phosphory-
liert!!'0,

Auch Protein-Tyrosinphosphorylierung wurde bei Bak-
terien (E. coli und Rhodospirillum rubrum) gefunden!''"-!'3,
Bei E. coli handelt es sich um ein an Ribosomen assoziier-
tes Protein, das an einem Tyrosinrest phosphoryliert
wird!''?. Eine genaue Analyse der Phosphoproteine wurde
bei E. coli durch zweidimensionale Geltechnik versucht,
wobei die Proteine in der ersten Dimension nach dem iso-
elektrischen Punkt und in der zweiten Dimension nach der
Grofle getrennt wurden. Unter anaeroben Wachstumsbe-
dingungen wurden dabei 20'''* und unter aeroben Wachs-
tumsbedingungen 128 phosphorylierte Proteine gefun-
den'"'?, Die genaue Kenntnis des isoelektrischen Punktes
und des Molekulargewichts sollte in einigen Fillen die
Identifizierung der Phosphoproteine erleichtern.
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Die groBe Zahl noch unbekannter Phosphoproteine und
die offenbar weit iiber die Regulation von Transkription,
Transportfunktionen und Stoffwechselvorgingen hinaus-
gehende Bedeutung der Proteinphosphorylierung machen
deutlich, da3 diese Reaktion auch bei Bakterien eine so
zentrale Rolle bei der Regulation der verschiedensten zel-
luldren Prozesse spielt, wie dies zuvor bei Eukaryontenzel-
len gezeigt worden ist.
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