Membrantransport und Kaliumhomaoostase

Wie Bakterien die Aufnahme
von Kaliumionen regulieren
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K* plays an essential role in a different cellular processes in bacteria,
and is a central player in microbial adaptation towards a number of
environmental challenges. Accordingly, K* transporters are subject to
tight regulation by a diverse set of mechanisms. Here, we discuss three
regulatory strategies from three transport systems, as well as the gen-
eral regulation of K* homeostasis by the second messenger c-di-AMP.
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B Bakterien sind in einer Vielzahl von
Umgebungen {iberlebensfahig und haben es
so geschafft, beinahe jedes mogliche Milieu
zu erobern. Hierbei miissen sie verschiedens-
te Hiirden tiberwinden - von extremen Tem-
peraturen oder Trockenheit iber saure oder
alkalische pH-Werte bis zu hypo- oder hyper-

osmotischen Umgebungen. Ein Molekiil, das
zunehmend als zentral in der bakteriellen
Adaption betrachtet wird, ist K*. K* spielt eine
wichtige Rolle in der Osmoadaption, der Tro-
ckenheitsresistenz und der pH-Regulation,
bei der Proteinbiosynthese und der Aktivitat
verschiedener Enzyme sowie in der Homoos-
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A Abb. 1: Regulation des K*/H*-Symporters KimA mittels Substratinhibition. A, Den aktiven
Transport von Kaliumionen gegen einen Konzentrationsgradienten stellt KimA sicher, indem es den
vorhandenen einwartsgerichteten Protonengradient nutzt. Der okkludierte Zustand verhindert dabei,
dass der Transporter jemals zu beiden Seiten gleichzeitig gedffnet wird, da so lonen, wie durch
einen Kanal, entlang ihres Gradienten hindurchschliipfen konnten, was die Effizienz des Transports
drastisch verringern wiirde. B, Kryo-EM-Struktur [6S3K] mit vergréBertem Ausschnitt der sub-
stratinhibierten Bindestelle. Transmembrandomanen tiirkis, cytoplasmatische Doméanen orange.
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tase des Membranpotenzials und moglicher-
weise der damit verbundenen elektrischen
Kommunikation. Entsprechend muss das K*-
Niveau in der Zelle strengstens reguliert wer-
den; sowohl zu niedrige als auch zu hohe
intrazelluldre Kaliumkonzentrationen sind
uber einen langeren Zeitraum todlich. Diver-
se Membranproteine, die K* in die Zelle ein-
oder ausschleusen, sorgen fiir die Kaliumho-
moostase, wobei die individuellen Systeme
gezielt aktiviert oder inaktiviert bzw. synthe-
tisiert oder abgebaut werden miissen, um
eine genaue Abstimmung zu gewahrleisten
[1]. Hier betrachten wir anhand dreier Syste-
me verschiedene Regulationsmechanismen,
durch die die Kaliumtransportsysteme
gesteuert werden, um ihre spezifischen phy-
siologischen Rollen zu erfiillen.

Regulation des K*/H*-Symporters
KimA durch Substratinhibition

Die einfachste Taktik zur Steuerung des K*-
Transports ist die direkte Regulation durch
das intrazelluldre K* selbst. Ein Beispiel filir
diese Taktik findet sich im sekundéar aktiven
Transporter KimA (K*-Importer), der durch
Riickkopplungshemmung {iber K* reguliert
wird. KimA aus Bacillus subtilis ist ein K*/H*-
Symporter der KUP-Superfamilie, der mit
einer apparenten Affinitit von 0,2 mM fiir K*
dessen Aufnahme bei moderaten K*-Konzen-
trationen besonders in sauren Umgebungen
bewerkstelligt [2, 3]. KimA bildet ein Homo-
dimer, wobei jedes Monomer funktional in
zwei Doménen unterteilt werden kann: eine
kaliumtransportierende Transmembran-
domane und eine regulatorische cytoplasma-
tische Domane. Beide Transmembrandoma-
nen transportieren Kaliumionen und Proto-
nen mittels eines Kippschalter-Mechanismus:
Die Ionen binden von der AuBenseite an die
durch negativ geladene und aromatische Sei-
tenketten gebildeten Bindestellen. Zu dieser
Zeit ist der Transporter nach innen verschlos-
sen. Die Ionenbindung bewirkt, dass die
Transmembrandomanen in eine einwartsge-
richtete Konformation alternieren, also das
auBere Gate schlieBt, wahrend das innere
offnet. Nach der Abgabe des Substrats alter-
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A Abb. 2: Metabolitregulation des Kaliumkanals KtrAB. A, Gating-Mechanismus von KtrAB. Im
ADP-gebundenen Zustand nimmt der KtrA-Ring (grau) eine ovale Konformation ein, in der die ver-
langerten Helices (gelb) stabilisiert werden. Diese wiederum halten die den Kaliumfluss kontrollie-
renden Intramembranschleifen in der Kanal-Untereinheit KtrB (griin) in ihrer geschlossenen Kon-
formation. Bei z. B. Salzstress steigt die zelluldre ATP-Konzentration. ATP verdréngt ADP im KtrA-
Ring, wodurch dieser eine runde Konformation einnimmt. Hierdurch brechen die verlangerten
Helices und die Gating-Schleifen erlauben den Kaliumfluss. KtrA grau, KtrB griin mit verlangerten
Helices gelb. B, Kristallstrukturen von KtrA im ovalen, ADP-gebundenen Zustand [4)91] und im
runden, ATP-gebundenen Zustand [4)90] mit vergréBerten Ausschnitten der Nukleotidbindung.

niert KimA zuriick in die auswartsgerichtete
Konformation (Abb. 1A). Dieser Transport
wiirde fortgesetzt, solange es das elektroche-
mische Potenzial erlaubt, was unter vielen
Bedingungen dazu fiihren wiirde, dass sich
die Zellen mit zu hohen Kaliumkonzentratio-
nen vergiften. Um dies zu verhindern, unter-
steht KimA einer substratmodulierten trans-
Inhibition: Kaliumionen binden in der zum
Cytoplasma geoffneten Konformation unter-
halb der Kaliumbindestelle (Abb. 1B). Hier-
durch wird die Abgabe weiterer Kaliumionen
ins Cytoplasma verhindert und KimA in der
einwértsgerichteten Konformationen einge-

froren. Der K*-Spiegel in der Zelle reguliert
also selber direkt den K*-Transport [2].

Metabolitregulierte K*-Aufnahme
durch den Kaliumkanal KtrAB

Wahrend Substratkontrolle wichtig fiir eine
sehr schnelle und direkte Regulation ist, wird
eine robustere Kontrolle von Transportern
und Kandlen tiber Metaboliten ermoglicht, die
auch, aber nicht ausschlieBlich den K*-Spie-
gel der Zelle reflektieren konnen. Ein solcher
Liganden-gesteuerter Kanal ist KtrAB
(K*-Transporter). Mit einer apparenten Affi-
nitdt von 50-100 uM ist KtrAB aus Vibrio

alginolyticus bzw. B. subtilis das favorisierte
Kaliumaufnahmesysteme bei moderatem
Osmo- und pH-Stress [4, 5]. Anders als in
eukaryotischen Zellen, wo das Membranpo-
tenzial tiber die Membranpermeabilitat fiir K*
und Na* bestimmt wird, definiert in Bakterien
hauptsdchlich H* das Membranpotenzial, da
die protonengekoppelte Respiration den gros-
ten Beitrag zum lonenverkehr tiber die Mem-
bran beitragt. Dadurch entsteht ein elektri-
scher Gradient, durch den auch Ionenkanéle
wie KtrAB K* gegen den Konzentra-
tionsgradienten akkumulieren kénnen [1].
KtrAB besteht aus zwei membranstandigen
Kanaluntereinheiten (KtrB), die auf der cyto-
plasmatischen Seite mit einem oktameren
Ring aus KtrA assoziiert sind. KtrB besitzt
einen fiir K*-Kanéle typischen Selektivitits-
filter, der jedoch von der kanonischen Amino-
sduresequenz (TVGYG) abweicht und nur
eine K*-Bindestelle aufweist [6]. Direkt unter
dem Selektivitdtsfilter liegt eine Intramem-
branschleife, die durch eine gebrochene
Transmembranhelix gebildet wird. Zusam-
men mit einem konservierten Arginin
blockiert diese Schleife als Gate die Pore des
Kanals im geschlossenen Zustand und ver-
hindert den K*-Fluss [7]. Zum Offnen des
Kanals muss sich also die Intramembran-
schleife verschieben, um K* durch die Pore
flieBen zu lassen. Dieses Offnen und das effi-
ziente VerschlieBen der Poren in KtrB werden
durch den KtrA-Ring reguliert: Im geschlos-
senen Zustand hat der Ring ADP gebunden
und nimmt eine ovale Konformation ein. Die-
se stabilisiert zwei verlangerte Transmem-
branhelices der Kanaluntereinheiten, welche
wiederum die Intramembranschleife in einer
geschlossenen Konformation stabilisieren [8].
Bei Salzstress steigen die zellulare ATP- und
vermutlich auch die Na*-Konzentration tran-
sient an. Die Verschiebung des ADP-zu-ATP-
Gleichgewichts fiihrt, beglinstigt durch ein
weiteres, vermutlich membranvermitteltes
Signal, zum Austausch des gebundenen ADPs
zu ATP. Weiterhin bindet die Kanalunterein-
heit Natriumionen [9]. Die ATP-Bindung ruft
eine drastische Konformationsdnderung im
KtrA-Ring hervor: Der Ring adaptiert eine
quadratische Struktur, welche die verlanger-
ten Helices brechen lasst [6, 10]. Durch die
Natriumbindung stabilisiert ein bislang
unklarer Mechanismus schlieBlich die Intra-
membranschleife in der geéffneten Konfor-
mation (Abb. 2). Bei Wiederherstellung des
K*-Gleichgewichts und Absinken der intrazel-
luldren Na*-Konzentration bindet KtrA wie-
der ADP und Na* dissoziiert méglicherweise
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ab, sodass sich der Kanal wieder schlieBt.
Der K*-Strom durch KtrAB wird also direkt
durch die Bindung eines haufigen Metaboli-
ten und eines Ions im Cytoplasma als Signal-
molekiile kontrolliert.

Regulation der Pumpe KdpFABC
auf transkriptionaler und posttrans-
lationaler Ebene

Die bislang betrachteten Systeme sind ver-
antwortlich fiir die ,alltdgliche K*-Aufnah-
me, wofiir sie mit ihren moderaten Affinita-
ten gut geeignet sind. Sinken die Kalium-
konzentrationen der Umgebung jedoch ins
Extreme (niedrige mikromolare Konzentra-
tionen) wird ein potenteres Aufnahmesy-
stem bendtigt. Diese Rolle fiillt in Escheri-
chia coli KdpFABC (K*-dependent P-type
ATPase) aus, ein Komplex der K* mit einer
apparenten Affinitdat von 5 uM aktiv in die
Zelle pumpt. KdpFABC besteht aus der
P-Typ-ATPase KdpB und dem kanaldhnli-
chen KdpA sowie den zusatzlichen Unter-
einheiten KdpF und KdpC. Der Transport-
prozess wird durch die P-Typ-ATPase
bestimmt und folgt dem Post-Albers-Zyklus,
der aus den nach auBen und innen geoffne-
ten Konformation E1 und E2 sowie den phos-
phorylierten Intermediaten E1-P und E2-P
besteht. Im E1-Zustand tritt K* in den Kom-
plex ein, wobei Kanaluntereinheit KdpA
iiber einen Selektivitatsfilter die hohe Spe-
zifitdt vermittelt. Direkt unterhalb des
Selektivitatsfilters werden die Ionen durch
ein konserviertes Arginin in einen KdpA mit
KdpB verbindenden Tunnel geleitet, der
waagerecht zur Membran bis zur kanoni-
schen Substratbindestelle (CBS) in der
Transmembrandoméne von KdpB fiihrt. Der
Eintritt von Ionen in die CBS wird detektiert
und an die cytosolischen N(Nucleotide bin-
ding)-, P(Phosphorylation)-, und A(Actuator)-
Doméanen von KdpB weitergeleitet. Zwi-
schen den N- und P-Domédnen wird ATP
hydrolysiert, wobei Asp, . in der P-Doméne
phosphoryliert wird (E1-P-Intermediat). Die-
ser energiereiche Zustand ist instabil und
zerfallt, unter groBen Umlagerungen in
KdpB, in den nach innen offenen E2-P-
Zustand, in dem K* in die Zelle entlassen
wird. SchlieBlich dephosphoryliert die
A-Domdéne uber ein konserviertes TGES-
Motif die P-Doméne (E2-Zustand), wonach
der Transporter wieder in den E1-Zustand
zuriickkehrt (Abb. 3A, [11-13]).

Wegen der hohen Affinitat und des aktiven
Transports ist es wichtig, dass KdpFABC so
reguliert wird, dass es nur bei akutem K*-
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Mangel aktiv ist. Dies wird ermoglicht durch
Regulation auf transkriptioneller und post-
translationaler Ebene. Da KdpFABC nur
unter extremem K*-Mangel benétigt wird,
wird der Transporter auch nur unter den
Bedingungen produziert. Hierzu wird das
kdpFABC-Operon durch das Zwei-Komponen-
ten-System KdpDE kontrolliert. KdpD ist eine
membranstdandige Sensorkinase, die intra-
und extrazelluldre K*-Konzentration detek-
tiert. Bei geringen K*-Konzentrationen phos-
phoryliert sie den Transkriptionsfaktor
KdpE, der daraufhin die Transkription von
kdpFABC aktiviert. Bei wiederhergestellten
K*-Konzentrationen dephosphoryliert KdpD
den Transkriptionsfaktor wieder, um weitere,
unnotige Transkription zu verhindern. Die
Produktion des Transporters ist also direkt
an den K*-Bedarf der Zelle gekoppelt [14].

Doch selbst das vorhandene KdpFABC
wiirde ausreichen, um die Zellen mit Kalium
zu vergiften, es muss also abgeschaltet wer-
den. Dies wird erreicht durch eine K*-abhan-
gige Phosphorylierung von Ser, , im TGES-
Motif von KdpB, welches fiir die Dephospho-
rylierung des E2-P-Zustands verantwortlich
ist. Diese Phosphorylierung verhindert die
Annaherung der A-und P-Doméanen im E2-P-
Zustand und arretiert die ATPase somit im
E1-P-Zustand, wodurch kein weiteres K*
aufgenommen wird (Abb. 3B, [15]). Welche
Kinase diese Phosphorylierung vermittelt
und wie der Komplex im eigentlich instabi-
len E1-P-Zustand gehalten werden kann, ist
bislang unklar. Solche posttranslationalen
Modifikationen als Regulationsmechanis-
mus sind in Bakterien vergleichsweise sel-
ten, aber spielen, wie bei KdpFABC, trotz-
dem eine wichtige Rolle.

Regulation von K*-
Transportsystemen durch den
Sekundarbotenstoff c-di-AMP

Wahrend alle bisher genannten Regulations-
mechanismen fiir einzelne Transportsyste-
me spezifisch sind, riickt ein Signalmolekiil
zunehmend in den Fokus als allgemeiner
Regulator der K*-Homoostase in Gram-posi-
tiven Bakterien. Als Sekundérbotenstoff
bietet zyklisches di-AMP (c-di-AMP) eine
zusétzliche Amplifikation des regulatori-
schen Signals. Bei Aktivierung von Ade-
nylatzyklasen wie CdaA unter hohen K*-
Konzentrationen wird c-di-AMP en masse
produziert. Durch das Zwischenschalten
dieses Enzyms entsteht eine breite Welle
des Sekundarbotenstoffs, die schnell eine
groBe Menge an verschiedenen Systemen

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 3: Inhibition von KdpFABC durch Serin-Phosphorylierung. A, Post-Albers-Transportzyklus
von KdpFABC. In der auswartsgerichteten E 1-Konformation binden Kaliumionen am Selektivitéts-
filter der Kanaluntereinheit KdpA (griin) und gelangen iiber einen Halbtunnel zur CBS der P-Typ-
ATPase KdpB (sand). Dies 16st die Hydrolyse von ATP und die Phosphorylierung eines hochkonser-
vierten Aspartats in der P-Doméne (blau) aus. Damit einhergehende Konformationsédnderungen
verschlieBen den duBeren Halbtunnel. Die energiereiche E1P-Konformation relaxiert in die E2P-
Konformation, wobei sich die A-Doméne (gelb) zwischen die N- (rot) und die P-Domane (blau) plat-
ziert. Diese Anderungen 6ffnen den einwartsgerichteten Halbtunnel und erniedrigen die Affinitat
der CBS, Kaliumionen werden ins Cytoplasma entlassen. AnschlieBend dephosphoryliert das TGES-
Motif der A-Doméne das katalytische Aspartat und KdpFABC nimmt tber die E2-Konformation
wieder den auswartsgerichteten E1-Zustand ein. Die Rolle von KdpC (lila) ist unklar. B, Kryo-EM-
Struktur [7NNL] mit vergroBertem Auschnitt der regulatorischen Phosphorylierung an Ser, , in

der A-Doméne von KdpB.

regulieren kann [16]. In B. subtilis z. B. wird
die K*-Aufnahme durch KtrAB, KtrCD und
KimA durch c-di-AMP-Bindung in KtrA, KtrC
bzw. der cytoplasmatischen Doméane von
KimA allosterisch inhibiert. Gleichzeitig wird
die Genexpression von kimA und ktrAB durch
¢-di-AMP-Bindung an den ydaO-Riboswitch
unterbunden. Die Kaliumeffluxsysteme CpaA
and KhtSTU werden dagegen aktiviert. Sta-
phylococcus aureus als weiteres Beispiel pro-
duziert neben anderen K*-Aufnahmesyste-
men auch KdpFABC. Hier wird die Transkrip-
tion von kdpFABC durch c-di-AMP-Bindung
an die Sensorkinase KdpD verhindert. Eine
Bindung von c-di-AMP an KdpFABC zu des-
sen direkten Inaktivierung wurde dagegen
(noch) nicht beschrieben. Warum aber bend-
tigen Gram-positive Bakterien diese zusitz-
liche Regulation fiir Systeme, die auch ander-
weitig schon durch den K*-Spiegel kontrol-
liert werden? Eine wahrscheinliche Erkla-
rung ist, dass c-di-AMP eine tibergeordnete
Regulation fiir die gesamte K*-Homdostase
ermoglicht und damit tiber den anderen
Regulationsmechanismen steht. Die Zelle
kann alle Systeme gleichzeitig ansteuern,
unabhéngig von den einzelnen Kontrollsig-
nalen. Dies ermoglicht eine robustere Kont-
rolle der K*-Homdostase. Die meisten Gram-
negativen Bakterien scheinen kein c-di-AMP
zu erzeugen. Mit Hinblick auf die Vorteile
eines solchen Systems ist es nicht unmog-

lich, dass es auch in Gram-negativen Bakte-
rien einen allgemeinen Regulator der Kali-
umhomoostase gibt, der bislang jedoch noch
nicht identifiziert wurde. |
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