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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

.Bakterien stehen auf Heavy Metal“ so hiel} es einst in einem Artikel (Spiegel-online, 2004). Aber
wozu benétigen Bakterien, wie z. B. Escherichia coli, Schwermetalle? Viele dieser Ubergangs-
metalle, so z. B. Zink, Mangan, Eisen, Kupfer und Cobalt, sind aufgrund ihrer physikochemischen
Eigenschaften ideale Bindungspartner fiir Schwefel-, Stickstoff- oder Sauerstoffatome (Nies,
2007) und sichern somit als Kofaktoren vieler Enzyme sowohl deren strukturelle Integritat als
auch die Katalyse biochemischer Reaktionen. Im Modellorganismus Escherichia coliist z. B. Zink
unentbehrlich fir die Funktionen von DNA- und RNA-Polymerasen (Coleman, 1998; Grass,
2006a). Mangan gewabhrleistet als Kofaktor biochemische Reaktionen wichtiger Enzyme wie z. B.
der manganhaltigen Superoxid-Dismutase SodA, mit der reaktive Sauerstoffspezies detoxifiziert
werden (Fridovich, 1995), und der alternativen Ribonukleotid-Reduktase NrdEF (Jordan ef al.,
1998; Eliasson ef al., 1996). Durch die Anwesenheit von zwei Cobalt-lonen im aktiven Zentrum
der Methionin-Aminopeptidase ist die hydrolytische Aktivitat dieses Enzyms und somit die N-
terminale Modifikation neu translatierter Polypeptide moglich (Kobayashi und Shimizu, 1999).
Eisen und Kupfer sind essenzielle Bestandteile der Enzyme der Atmungskette, da sie Elektronen-
transportvorgdnge gewdhrleisten und somit der Energiekonservierung dienen. Ahnlich wie
Mangan dient Eisen als Kofaktor einer anderen Superoxid-Dismutase, SodB (Fridovich, 1995).
Als Bestandteil der Ribonukleotid-Reduktase NrdAB ist Eisen fir die Reduktion der
2’-Hydroxylgruppen von Nukleotiden und somit fir die DNA-Synthese unentbehrlich (Jordan ef
al, 1998). Schon diese wenigen Beispiele belegen, dass Ubergangsmetalle fiir viele
biochemische Reaktionen enorm wichtig sind, weswegen sie als Biometalle bezeichnet wurden
(Grass, 2006a). Um metallabhangige zellulare Prozesse aufrechtzuerhalten, muss ein standiger,
jedoch streng kontrollierter Nachschub dieser Metalle aus der extrazelluldaren Umgebung
erfolgen. In Bakterien wie E. coli K12 bernehmen eine Reihe von Transporter diese Aufgabe
(Abb. 1).

So kénnen Ubergangsmetalle durch unspezifische Transport-Systeme, wie dem Phosphat-
Aufnahme-System PitA und dem Magnesium-Transporter CorA in das Cytoplasma aufgenommen
werden. PitA, als low affinity Pi-Transporter bewerkstelligt neben dem high affinity PstSACB und
weiteren Systemen wie PitB, GlpT und UhpT die Phosphat-Versorgung in £. coli (Hayashi ef al.,
1964; Winkler, 1966; Medveczky und Rosenberg, 1971; Willsky ef a/., 1973; Rosenberg ef al.,
1977; van Veen, 1997; Harris et al,, 2001). Da PitA im Gegensatz zum Pst-System, eine niedrige
Affinitdt zum Phosphat besitzt, dient es hauptsachlich der anorganischen Phosphat-Aufnahme
unter hohen Phosphat-Konzentrationen. Dabei wird Phosphat in Form von Metall-Komplexen im
Symport mit Protonen in das Cytoplasma aufgenommen, sodass ebenso unspezifisch Metall-
lonen, z. B. Zink, durch PitA in das Cytoplasma gelangen (van Veen ef al., 1994; Beard et al.,
2000). Die Expression von pitA wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert. Zum einen

wurde gezeigt, dass die Expression von pitA durch Zink induziert wird (Jackson ef al., 2008) zum
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anderen wurde bewiesen, dass die Expression von pitA z. B. in Mycobakterium smegmatis
konstitutiv erfolgt (Gebhard ef a/., 2009).

CorA (Co resistance A) ist Mitglied der gleichnamigen Transporter-Familie und wurde als Haupt-
Transportsystem fiir Magnesium identifiziert. CorA ist zusétzlich in der Lage, Ubergangsmetall-
lonen wie Nickel, Cobalt, Zink und Mangan zu transportieren (Park et al, 1976; Wang ef al.,
2006). Die Expression dieses Transporters in E. coli erfolgt konstitutiv (Smith ef af/, 1993).
Urspringlich wurde dieser Transporter aufgrund der héheren Cobalt-Resistenz einer Mutante
benannt, die eine Mutation dieses Gens trug (Silver 1969; Park ef al., 1976; Hmiel ef al., 1986).
Strukturelle Analysen ergaben, dass CorA einen trichterférmigen pentameren Komplex in der
Cytoplasmamembran bildet, wobei jedes Monomer aus zwei transmembranen Helices (TMH)
besteht. Der innere Raum wird hauptsachlich von TMH | gebildet, der von einem Ring, bestehend
aus TMH I, umgeben ist (Niegowski und Eshaghi, 2007). Der genaue Transportmechanismus

von CorA ist jedoch bisher unbekannt.

Porine Fe3*-Siderophor | "

Periplasma
Zn?*/Mn2*/Co?*/Ni2* ) Zn22+/Mn2*/F§2+
\/ . CoZ*/Cd?*INi2* | | Fe2+
ZnZ*INi2*
\? anf/FeZ*/Cd 2 : ) J? (3 |
Y @7 = Mt Tt
i \ \ i 4 w“ (
L5 ol
! ?
GTP

Cytoplasma

Abb. 1: Metall-Aufnahme-Systeme in Escherichia coli K12

Diese Abbildung veranschaulicht alle bisher bekannten Aufnahme-Systeme, verschiedener Transport-Familien, Uber die
Ubergangsmetalle in das Cytoplasma von E. coli K12 transportiert werden. Dabei werden Ubergangsmetalle durch
unspezifische Transporter, wie dem PitA- bzw. CorA-System (1) in das Cytoplasma transportiert. MntH, ein Vertreter der
NRAMP-Familie, katalysiert den Transport von Mangan, Eisen und Cadmium (2). Spezifische ABC-Transporter
gewahrleisten den Transport von Zink oder Nickel (3). ZupT, der bakterielle ZIP-Transporter, ist in der Lage, eine
Vielzahl zweiwertiger Metall-Kationen, z. B. Zink, Cobalt oder Eisen zu transportieren (4). Die Aufnahme von Eisen(ll)
wird durch das Feo-System (5) und die von Eisen(lll)-Komplexe durch Rezeptor-vermittelte-Aufnahme (6) gewahrleistet

Mangan, aber auch Eisen, Cobalt, Zink und Cadmium werden durch MntH (Manganese transport,

H*-stimulated), dem bisher einzigen Vertreter der NRAMP (Natural resistance associated

2
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macrophage protein)-Familie in E. coli transportiert (Makui ef al., 2000; Courville ef al., 2008). Der
Transport, der durch dieses integrale Membranprotein bewerkstelligt wird, erfolgt protonen-
abhangig. Sowohl unter Eisen- als auch unter Mangan-Mangel wird die Expression des mntH
Gens induziert, und wird dual, durch Fur und MntR kontrolliert (Patzer und Hantke, 2001).

Zur Familie der ABC (ATP-binding cassetfte)-Transporter gehort das high affinity Zink-
Aufnahme-System Znu (Zinc uptake). Die Expression von znuABC wird durch Zur, einem Mitglied
der Fur-Familie, reguliert und unter niedrigen extrazelluldren Zink-Konzentrationen exprimiert
(Patzer und Hantke, 2000). Das Znu-System besteht aus den Proteinen ZnuA, ZnuB und ZnuC.
Als periplasmatisches Bindeprotein besitzt ZnuA die Funktion, Zink im Periplasma zu binden und
anschlielRend zum spezifischen, in der Cytoplasmamembran lokalisierten, integralen Membran-
protein ZnuB zu leiten. Durch ZnuB wird der Zink-Transport durch die Cytoplasmamembran
gewahrleistet, dabei wird der Transport durch ATP-Hydrolyse, die durch die ATPase ZnuC
katalysiert wird, energetisiert (Patzer und Hantke, 1998; Hantke, 2005). Ein weiterer ABC-
Transporter, NikABCDE, sichert in einem ahnlichen Transport-Mechanismus den Transport von
Nickel in das Cytoplasma (Navarro ef a/., 1993). Die Expression von nikABCDE wird in Anwesen-
heit hoher Nickel-Konzentrationen durch NikR, einem metalloregulatorischen Protein, reprimiert
(De Pina et al., 1999).

Neben dem ZnuABC-System tragt ZupT, ein bakterieller Vertreter der ZIP-Familie, zur
Zinkversorgung der Zelle bei (Grass et al, 2002). Die Familie der ZIP (ZRT,/RT like proteins)-
Transporter wurde erstmalig 1996 entdeckt und nach den ersten identifizierten ZIP-Proteinen,
IRT1 (/ron regulated transporter) aus Arabidopsis thaliana und ZRT1 (Zinc regulated transporter)
aus Saccharomyces cerevisiae benannt (Eide ef al, 1996; Zhao und Eide, 1996a; Grotz ef al.,
1998). ZIP-Transporter sind ubiquitar verbreitet und kommen in Eubakterien, Archaen und
Eukaryoten bis hin zum Menschen vor (Zimmermann ef al., 1984; Gaither und Eide, 2001a).
Bisher wurden ca. 90 Mitglieder der ZIP-Familie identifiziert. Die ZIP-Transporter wurden anhand
konservierter Sequenzbereiche in vier Unterfamilien eingeteilt: ZIPI, ZIPIl, GufA und LIV-I (Eide,
2001) (Abb. 2).

Die Unterfamilie ZIPl umfasst meist ZIP-Transporter aus Pilzen und Pflanzen, wohingegen ZIP-
Transporter aus dem Nematoden Caenorhabditis elegans und Saugetieren in die Unterfamilie
ZIPIl eingeordnet wurden, zu der ebenso die SLC39 Protein-Familie gehoért. Diese umfasst 14
Protein-Mitglieder, die zum SLC39 Gen aus Homo sapiens sapiens Ahnlichkeiten aufweisen
(Eide, 2004). Viele dieser ZIP-Transporter aus beiden Unterfamilien sind am Zink-Transport
beteiligt. Putative bakterielle ZIP-Transporter sind in der GufA (gene of unknown function A)
Unterfamilie anzutreffen (McGowan ef al., 1993). Zu dieser Unterfamilie gehdrt ZupT, der erste
bakterielle ZIP-Transporter (Grass ef al., 2002).
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Abb. 2: Systematik und Vorkommen von Proteinen der ZIP-Transporter-Familie (Gaither und Eide, 2001a)
Dargestellt ist ein Dendogramm aus Gaither ef al,, 2001, dass die Sequenz-Homologien zwischen verschiedenen ZIP-
Transportern und deren Einteilung in die verschiedenen Unterfamilien wiedergibt.
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GufA wurde aufgrund von DNA-Sequenz-Analysen 1993 aus Myxococcus xanthus identifiziert,
dessen Funktion, wie fiur alle anderen putativen ZIP-Transporter, noch nicht experimentell geklart
ist (McGowan ef al, 1993). ZIP-Transporter-Gene, die mit dem Ostrogen-regulierten Gen Liv-1
verwandt sind, wurden in die LIV-1 Unterfamilie eingeordnet und umfassen meist ZIP-Transporter
aus Eukaryoten. Mitglieder dieser Unterfamilie werden als LZT (L/V-7 subfamiliy ZIP zinc
transporter) bezeichnet (Taylor und Nicholson, 2003). 1994 wurde erstmalig ein Zusammenhang
zwischen einer erhdhten Expressionsrate des ZIP-Transporters L/v-7 in malignen Brustkrebs-
Zellen beschrieben und kann somit als Biomarker fir diese Erkrankung dienen (Manning ef al.,
1994; Manning ef al., 1995).

Die meisten ZIP-Transporter besitzen vermutlich acht Transmembran-Helices, wobei der N- bzw.
C-Terminus extracytoplasmatisch lokalisiert ist (Guerinot 2000; Gaither und Eide 2001a) (Abb. 3).
Alle ZIP-Transporter weisen zwischen transmembraner Helix Ill und IV einen cytoplasmatischen
loop auf, dessen Sequenz und Lange innerhalb der ZIP-Familie wenig konserviert ist (Guerinot

2000). Aus diesem Grund wurde diese Region als ,Variable Region“ bezeichnet.

N-Terminus C-Terminus
Substratspezifitat

Cytoplasma

Variable Region

Abb. 3: Putatives Topologiemodell eines ZIP-Transporters

Fir die meisten ZIP-Transporter werden acht transmembrane Helices postuliert. Sowohl der N-Terminus als auch der C-
Terminus sind extracytoplasmatisch lokalisiert. In IRT1 ist der extracytoplasmatische /oop zischen TMH Il und TMH Il
fur die Substratspezifitdt von entscheidender Bedeutung. Zwischen TMH Il und IV befindet sich die , Variable Region®,
ein cytoplasmatischer /oop, der vermehrt Histidin-Reste (z. B. HXHXHX) aufweist und vermutlich am Metall-Transport
direkt oder indirekt beteiligt ist.

Dennoch ist auffallig, dass viele ZIP-Transporter in dieser Region Sequenz-Wiederholungen von
Histidin-Resten aufweisen. In ZRT1 aus S. cerevisae ist das Sequenz-Motiv HDHTHDE in der
.Variablen Region* aufzufinden. IRT1 aus A. thaliana besitzt das Motiv HGHGHG in dieser
Region. Aufgrund des haufigen Vorkommens von Histidin-Resten in allen ZIP-Transportern
kénnte diese Region fir den Metall-Transport von entscheidender Rolle sein. Jedoch konnte in
Nishida ef a/. (2008) und Milon et al. (2006) gezeigt werden, dass eine Mutation der Histidin-
Reste in der ,Variablen Region® den Metall-Transport nicht vollstandig zum Erliegen bringen.

Somit scheinen diese Histidin-Reste nicht essenziell fiir den Metall-Transport zu sein. Sie sind
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aber in jedem Fall am Transport direkt oder indirekt beteiligt. Ihnen kénnte ebenfalls eine
regulatorische Funktion zukommen. Innerhalb der ZIP-Familie ist der hochste Grad an
konservierten Aminosduren in den TMH IV und V zu finden. Diese Helices sind zum Teil
amphipatisch und weisen konservierte Histidin-Reste mit angrenzenden polaren oder geladenen
Aminosauren auf. Es wird vermutet, dass TMH IV und V eine aquatische Pore bilden, durch die
das Metall-Kation transportiert werden kann (Eng ef al., 1998). Wie wichtig diese konservierten
Aminosaure-Reste in den TMH IV und V sind, zeigen Veroffentlichungen, in denen durch
Mutation dieser Aminosaure-Reste ein Funktionsverlust des ZIP-Transporters eintrat (Rogers ef
al., 2000). Darlber hinaus wurde in Rogers ef al. (2000) beschrieben, dass der extrazellulare
loop zwischen TMH Il und Ill von IRT1 vermutlich an der Metallbindung beteiligt ist und somit fiir
die Substratspezifitat verantwortlich sein konnte.
So verschieden wie die ZIP-Transporter in ihrer Sequenz sein kénnen, so verschieden kann auch
ihr Substratspektrum sein. Wie jedoch im Einzelnen der Transport-Mechanismus erfolgt, ist
bisher noch unbekannt. Dies schlie3t auch die Energetisierung des ZIP-vermittelten Transportes
ein. Aufgrund bisheriger Publikationen scheint es, dass ZIP-Transporter verschiedene Energie-
quellen fiir den Metall-Transport nutzen kénnen. So wurde nachgewiesen, dass der ZRT1- bzw.
ZRT2-vermittelte Zn2+-Transport in S. cerevisae energieabhangig erfolgt (Zhao und Eide, 19963;
Zhao und Eide, 1996b), wohingegen der Zn2*-Transport, vermittelt durch den humanen ZIP-
Transporter hZIP1 durch Hydogencarbonat /in vivo stimuliert wird. Daher wurde hier ein
HCOsz/Me2+-Symport postuliert (Gaither und Eide, 2000). Dieser Transport-Mechanismus wird
ebenfalls fir die in der Maus vorkommenden ZIP-Transporter ZIP8 und ZIP14 angenommen
(Adair und Apt, 1990; He et al.,, 2006; Girijashanker ef a/., 2008).
ZupT [Zinc uptake transporter, urspringlich als YgiE annotiert (Blattner ef a/, 1997)] ist der erste
charakterisierte bakterielle ZIP-Transporter (Grass ef al, 2002), der in Escherichia coli neben
Zink ebenfalls Substrate wie Eisen, Cobalt und vermutlich Mangan, Cadmium und Nickel aus
dem Periplasma in das Cytoplasma transportiert (Grass ef a/., 2005). Im Gegensatz zu vielen
anderen ZIP-Transportern wird die Expression von Zzup7 nicht reguliert, sondern erfolgt
konstitutiv. Interessanterweise wird jedoch die Expression von zupT7 aus Cupriavidus
metallidurans durch Zink-Mangel induziert und durch Zink-Uberschuss reprimiert (Voigt, 2008;
Scherer, personliche Mitteilung). Im filamentésen Cyanobakterium Nostoc punctiforme wurde
kirzlich ein putatives ZIP-Transport-Protein identifiziert, dessen Expression, ebenso wie die
Expression von zupT aus C. metallidurans, nicht konstitutiv erfolgt, sondern entsprechend der
intrazelluldren Zn2*-Konzentration reguliert wird (Hudek ef a/., 2009).
Neben der Zink-Aufnahme gewahrleistet ZupT auch die Eisenversorgung der Zelle. Insbesondere
fur das Biometall Eisen existieren in E. coli eine Vielzahl von Transport-Systemen. Da Eisen in
zwei Oxidationsstufen, Fe(ll) oder Fe(lll) vorliegt, entwickelten sich im Laufe der Evolution fiir
beide lonen verschiedene Transport-Systeme. Auch MntH und vermutlich ebenfalls PitA sind in
der Lage, neben weiteren Substraten, Fe(ll) in das Cytoplasma aufzunehmen (Grass ef a/., 2005;
Makui ef al., 2000; Courville et al., 2008; van Veen et al., 1994). Ein weiteres Fe(ll)-Transport-
6
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System ist das FeoABC-System. Dieses wurde erstmalig durch Hantke ef a/. (1987) in E. coli
identifiziert und 1993 in Kammler et al. als das Feo (ferrous iron) Aufnahme-System bezeichnet.
Die Gene feoABC, in einer Operonstruktur angeordnet, codieren fir FeoA, einem kleinen,
cytoplasmatischen Protein, fiir das integrale Membranprotein FeoB und fiir ein weiteres kleines
cytoplasmatisches Protein, FeoC. Die Funktion von FeoA bzw. FeoC ist bisher unbekannt, jedoch
fihren einzelne Deletionen dieser Gene zu einer verminderten Eisen-Aufnahme im E£. colf
Deletionsstamm ECA137(AfecA-E AfeocABC AmntH AzupT AcorA AentC (Taudte, 2003). Da der
Feo-vermittelte Fe(ll)-Transport durch Einsatz von Vanadat inhibiert werden konnte, wurde
zunachst angenommen, dass der Fe(ll)-Transport durch ATP-Hydrolyse energetisiert wird
(Velayudhan ef al., 2000). In Marlovits ef al. (2002) wurde jedoch nachgewiesen, dass die N-
teminale Domé&ne von FeoB ein Binde- und Hydrolysemotiv fir GTP besitzt und eine GTP-
Bindung fiir den Fe(ll)-Transport notwendig ist. Dadurch, dass die GTP-Hydrolyse jedoch sehr
langsam erfolgt, reicht vermutlich eine Energetisierung des Transportes durch GTP-Hydrolyse
nicht aus (Hantke, 2003). Kirzlich wurde, zusétzlich zur G-Proteindomane am N-Terminus von
FeoB, die erste bakterielle GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor)-ahnliche Doméane
innerhalb FeoB identifiziert (Eng ef a/., 2008). Méglicherweise wird der FeoABC-vermittelte Fe(ll)-
Transport durch einen G-proteinartigen-Zyklus reguliert. Wie jedoch das G-Protein, die GDI-
ahnliche Domane und transmembrane Domanen von FeoB zusammen arbeiten, ist bisher noch
unbekannt.

Im aeroben Milieu und bei neutralem pH-Wert ist Ferro-Eisen Fe(ll) nicht stabil. Unter diesen
Bedingungen ist Eisen als Ferri-Eisen Fe(lll) kaum I6slich (Ldslichkeit <10-18 M bei pH 7.0), es
liegt als Eisenhydroxid-Komplex vor und ist fir die Zelle nicht ohne Weiteres verfiigbar (Bagg und
Neilands, 1987; Andrews ef al., 2003; Braun und Hantke, 2007). Dieses Problem umgehen viele
Mikroorganismen wie E. colfi, indem Fe(lll) durch spezifische Siderophoren mit hoher Affinitat
komplexiert wird und anschlieiend an spezifische Rezeptoren in der auReren Membran binden,
um in das Periplasma transportiert zu werden. Siderophoren sind organische, Fe(lll)-spezifische
Liganden, die unter Eisenlimitation von Pilzen, Grasern und Bakterien synthetisiert werden
(Neilands, 1995). Dabei unterscheidet man u. a. Hydroxamate, Catecholate und a-Hydroxy-
carboxylate (Neilands, 1995; Stintzi ef a/, 2000). In natlrlichen Habitaten ist es fiir Bakterien
O6konomischer, Siderophoren, die von anderen Mikroorganismen synthetisiert werden (Xeno-
siderophoren), zur Fe(lll)-Aufnahme zu nutzen als dass sie vom Bakterium selbst produziert
werden (Bagg und Neilands, 1987; Matzanke ef a/,, 1997; Braun und Hantke, 2007). So ist £. coli
zwar in der Lage, Enterobactin, eine Siderophore vom Catecholat-Typ, zu synthetisieren, besitzt
jedoch darlber hinaus eine Vielzahl von Rezeptoren, die Siderophore anderer Mikroorganismen
spezifisch binden (Pollack und Neilands, 1970; Raymond ef a/., 2003). Dazu zahlen die Xeno-
siderophoren vom Hydroxamat-Typ Ferrichrom, Coprogen, Ferrioxamin und Rhodotorulat.
Ferrichrom wird z. B. vom Brandpilz Ustilago maydis unter Eisenlimitation gebildet (Wang ef al,
1989; Ardon et al, 1998), Coprogen ist ein Siderophor, das von ANeurospora crassa (Hantke,

1983) und einigen Penicillium-Arten synthetisiert wird (Sauer ef al., 1987), Ferrioxamin wird von
7
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vielen Streptomyceten gebildet und Rhodotorulat ist ein Syntheseprodukt vieler Hefepilze der
Gattung Rhodotorula (Haas, 2003; Winkelmann, 2007).

Um das Eisen aufnehmen zu kdnnen, das von diesen Siderophoren komplexiert wurde, sind
spezifische Rezeptoren notwendig. So bindet z. B. FecA Citrat-Fe(lll)-Komplexe (Hussein ef al.,
1981; Zimmermann et al., 1984; Ferguson et al., 2002; Enz ef al., 2003). FepA oder auch CirA
und FiuA sind spezifische Rezeptoren fiir Enterobactin-Fe(lll)-Komplexe bzw. dessen Synthese-
Vorstufen, die ebenfalls als Siderophoren dienen kénnen (Hantke, 1990; Buchanan ef al.,, 1999;
Nikaido und Rosenberg, 1990; Braun und Endriss, 2007).

Der Transport Uber die aullere Membran hinweg ist bei allen Siderophor-Fe(lll)-Aufnahme-
Systemen ahnlich. In einem TonB-ExbB-ExbD abhangigen Prozess wird der Fe(lll)-Siderophor-
Komplex durch den Rezeptor, ein B-barre/ Protein, in das Periplasma geschleust. Die dafir
notwendige Energie wird vom elektrochemischen Potential der Cytoplasmamembran bereit-
gestellt und Uber Interaktion des TonB-ExbB-ExbD-Komplexes mit dem Rezeptor der Transport
des Fe(lll)-Siderophor-Komplexes energetisiert (Andrews ef a/., 2003; Braun und Hantke, 2007).
Anschlielend wird der Fe(lll)-Siderophor-Komplex im Periplasma entlassen und von einem
spezifischen Bindeprotein gebunden, das dieses Substrat zum ABC-Transporter leitet. Als
spezifische Bindeproteine fungieren z. B. FecB, im Falle des Fe(lll)-Citrat-Transportes und FepB
im Falle des Fe(lll)-Enterobactin-Transportes (Stephens ef al., 1995; Braun und Braun, 2002;
Braun und Hermman, 2007; Braun und Hantke, 2007).

Nach Bindung des Substrates durch den spezifischen ABC-Transporter erfolgt durch ATP-
Hydrolyse die Aufnahme des Fe(lll)-Siderophor-Komplexes in das Cytoplasma. Die Aufnahme
z. B. des Fe(ll)-Citrates katalysiert der ABC-Transporter FecCDE und die Aufnahme des Fe(lll)-
Enterobactins- bzw. dessen Hydrolyseprodukte wird durch den ABC-Transporter FepBCDG
bewerkstelligt (Andrews ef a/.,, 2003; Braun und Braun, 2002; Braun, 2003; Grass, 2006b; Braun
und Hantke, 2007). Im Cytoplasma hydrolysiert das Fes-Protein die Esterbindung des Fe(lll)-
Enterobactin-Komplexes. Daraus resultiert das Monomer Dihydroxyl-benzoyl-serin, dass eine
niedrige Affinitdt zum dreiwertigen Eisen aufweist (Brickman und Mcintosh, 1992). Womdglich
wird dadurch Fe(lll) freigesetzt und gleichzeitig zum Fe(ll) reduziert. Wie jedoch dieser Prozess
im Detail stattfindet, ist bisher noch nicht geklart. In der Vergangenheit wurde eine mdgliche
Reduktase-Aktivitdt des Fes-Proteins diskutiert (Ecker et al, 1986; Matzanke ef al, 1986;
Brickman und Mcintosh, 1992; Lin ef a/., 2005). Zusatzlich herrschen im Cytoplasma reduzieren-
de Bedingungen, die eine Elektronen-Aufnahme und somit eine Reduktion von Fe(lll) zu Fe(ll)
foérdern wirden. Im Cytoplasma wird entweder das Eisen direkt in den Stoffwechsel eingeschleust
oder es kann dazu genutzt werden, ein Eisenreservoir aufzubauen oder dieses zu erweitern.
Dazu fungieren spezifische Speicherproteine wie das Ferritin, das Bakterioferritin, das nur in
Eubakterien vertreten ist, und das Dps-Protein, das in allen Prokaryoten vorkommt und primar die
DNA vor oxidativen Schaden schitzt (Almiron ef al, 1992; Abdul-Tehrani ef al,, 1999; Waidner ef
al., 2002). Diese Proteine nehmen zwar Fe(ll) auf, deponieren es aber in der Fe(lll)-Form, wobei

die Oxidation durch das Protein katalysiert wird.
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Eisen als Biometall ist zwar haufig wahrend des bakteriellen Wachstums limitierend, dennoch
hatte ein etwaiger Uberschuss an Fe(ll)-lonen im Cytoplasma drastische Folgen. Aus der Fenton-
Reaktion und der Haber-Weiss-Reaktion wirden dulerst reaktive Hydroxylradikale resultieren,
die Biomolekiile, einschlielllich der DNA, angreifen (Fridovich, 1986a; Imlay, 1988; Imlay und
Linn, 1988). Um dies zu vermeiden, reguliert in £. coli das Fur Protein (ferric-uptake regulator
protein) die eisenabhangige Expression von mehr als 100 Genen (Hantke, 1981; Andrews ef al.,
2003; McHugh ef al, 2003). Fur fungiert als Repressor, der erst in Anwesenheit des Ko-
Repressors Fe(ll) seine Aktivitat entfaltet. Liegt Eisen in der Zelle im Uberschuss vor, so erhéht
sich die Affinitdt von Fur zur Fur-Bindestelle der DNA, der so genannten Fur-Box. Zwei Fur-Fe2+-
Homodimere binden an diese spezifische Sequenz und unterbinden somit die Expression zur
Eisenaufnahme relevanter Gene (Escolar ef al., 1998; Lee und Helmann, 2007). Darlber hinaus
kann der Fur-Fe2*-Komplex in einigen Fallen als Aktivator fungieren, indem er z. B. die
Expression des sodB Gens in E. coli indirekt, durch Abwesenheit einer kleinen regulatorischen
RNA RyhB induziert (Dubrac und Touati, 2002; Masse” und Gottesman, 2002). Die sRNA (smal/
RNA) RyhB Ubernimmt eine wichtige Funktion in der Regulation der Eisenhomd&ostase in £. coli.
Unter Eisenlimitation findet die Expression von ryAB statt und resultiert in einer Repression von
18 mRNA-Transkripten, die fir 56 Proteine codieren. Vieler dieser Proteine sind am Eisen-
Metabolismus beteiligt (Masse” ef al., 2005). Dazu bindet, in Anwesenheit des RNA Chaperons
Hfq, RyhB als antisense RNA die fargetmRNA. Nach Degradierung der RNaseE, die Bestandteil
dieses Multiprotein-Komplexes ist, erfolgt der Abbau beider RNAs. (Masse” ef al., 2003; Masse’
et al., 2007). Auf diese Art und Weise kann die Proteinbiosynthese eisenhaltiger Enzyme schnell
dem intrazellularen Eisengehalt angepasst werden und eine unkontrollierte Akkumulation von
Fe(ll)-lonen im Cytoplasma verhindert werden.

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen nicht nur als Folge der Fenton- bzw. Haber-Weiss-
Reaktion sondern auch im Zuge des aeroben Metabolismus durch Autooxidation von Enzymen,
die oft Komponenten der Atmungskette sind, so z. B. die NADH-Dehydrogenase Il (Messner und
Imlay, 2002; Seaver und Imlay, 2004). Dabei findet ein univalenter Elektronentransfer auf
molekularen Sauerstoff statt und es entstehen reaktive Sauerstoffspezies wie Superoxid-Anion,
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale. Organismen haben im Laufe der Evolution zum Schutz
vor oxidativem Stress verschiedene Strategien entwickelt. In E. coli existieren eine Reihe von
Enzymen, die die Anhaufung reaktiver Sauerstoffspezies durch deren Umsetzung verhindern und
somit oxidativen Stress vorbeugen. Zu diesen Enzymen gehéren Katalasen, Peroxidasen, die
Wasserstoffperoxid zu Wasser umsetzen (Hassan und Fridovich, 1978) und Superoxid-
Dismutasen, die Superoxid-Anion zu Wasserstoffperoxid disproportionieren (Saltzman und
Fridovich, 1973; Fridovich, 1995; Imlay, 2003; Imlay 2008). Eine E. col-Zelle muss sofort auf
oxidative Stressbedingungen reagieren kdnnen. Das SoxRS- und OxyR-Regulon spielen dabei
eine zentrale Rolle. Sie aktivieren nicht nur die Genexpression von Schutzenzymen sondern sind

ebenfalls in der Lage, die Expression von Genen globaler Regulatoren, wie z. B. die von fur, zu
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aktivieren und somit indirekt die Aufnahme von redoxaktivem Eisen zu beeinflussen (Zheng et al,
1999; Imlay 2008).

Zusammenfassend ist die Metall-Aufnahme in E. coli sehr komplex und unterliegt strengster
Kontrolle. Der genaue Transport-Mechanismus vieler Aufnahme-Systeme ist oft noch unbekannt.
Ein Beispiel daflr ist der bakteriellen ZIP-Transporters ZupT. Viele Fragen hinsichtlich des Metall-
Transportes durch ZupT sind noch nicht beantwortet: so ware es aufschlussreich zu wissen, ob
ZupT, genauso wie IRT1 aus A. thaliana, einen extrazellularer /oop besitzt, der fiir die Substrat-
spezifitdt verantwortlich sein kénnte oder ob die ,Variable Region“ von ZupT im Metall-Transport
involviert ist. Fur einige ZIP-Transporter wurde bereits gezeigt, dass konservierte Histidin-Reste
und angrenzende polare oder geladene Aminosaure-Reste in THM IV und V fir den Metall-
Transport essenziell sind. Existieren diese ebenfalls in ZupT und wenn ja, Ubernehmen diese
Aminosaure-Reste eine Funktion im Metall-Transport? Welche Energiequelle treibt den Metall-
Transport durch ZupT voran? Ist der Transport-Mechanismus ein HCO3-/Metall-Symport, wie es
fur hZIP1 postuliert wird oder ist der Metall-Transport streng energieabhangig? All diese Fragen
sollen in der vorliegenden Arbeit ertrtert werden und zum besseren Verstandnis fir den
Transport-Mechanismus des ersten bakteriellen ZIP-Transporters beitragen.

Nicht nur im Transport-Mechanismus sondern auch in der Metall-Aufnahme als solche bestehen
noch viele Unklarheiten. So wurde in der vorliegenden Arbeit ein E. coli Deletionsstamm
konstruiert, der in allen, fir das Wachstum im definierten Medium relevanten Eisen-Aufnahme-
Systemen deletiert ist. Uberraschenderweise ist diese Mutante dennoch in der Lage, unter Eisen-
limitation zu wachsen. Gibt es in E. coli weitere, bisher unbekannte Eisen-Aufnahme-Systeme,
die die Eisenversorgung sicherstellen? Oder verliert Eisen unter diesen Umstanden die heraus-
ragende Bedeutung im Stoffwechsel und kann die Funktion von Eisen durch andere Metalle
ersetzt werden? Dies kénnte im Einklang mit Wachstumsexperimenten stehen, in denen das
Wachstum dieses E. coli Deletionsstammes durch Zusatz von Mangan deutlich verbessert
werden konnte. Welche Funktion Ubernimmt Mangan in diesem E. coli Deletionsstamm? Diese
Fragen galt es ebenfalls zu untersuchen und damit neue Zusammenhange zwischen Eisen- und

Mangan-Homoostase in einer Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante aufzudecken.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2. Material und Methoden

2.1. Bakterienstamme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind in Tabelle 1

aufgefthrt.

Tab. 1: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm

Plasmid

wichtige Charakteristika

Referenz/Herkunft

Escherichia colf

W3110

JM 83

XL1-Blue

BL21

BW25141

BW25141

BW25113

BT340

VS102

plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

pLys3

pKD3

pKD4

pKD46

pCP20

pGEM®-T
Easy
pACYC184

E. coli Wildtyp

ara, A/ac-proAB), rspL, (strR), thi, ¢80,
/acZAM15

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsaR17,
relA1, supE44, lac[F', proAB,
laclqZAM15, Tn10 (tetR)]

F dem, omp, hsdS, (rs ms), lorr, galA,
DES3, (pLysS, cmR),
Uberexpressionsstamm fiir Strep-tagll®-
System

Derivat von pANTSy mit FRT-flankierter
Chloramphenicol-Kassette, cmR
Derivat von pANTSy mit FRT-flankierter

Kanamycin-Kassette (kan), kmR

lach, rrnBria, AlacZ W6, hsdR514,
AaraBA-Danss, ArhaBAD b7s Red.
disruption system (y, B, exo unter Kontrolle
von araBp), ampR

hitzeinduzierbare FLP Synthese, ampR

/acPOZ zur Klonierung von PCR-
Produkten, ampR

low-copy plasmid, tetR, cmR

(Mosteller und
Goldstein,1975)
(Vieira und Messing,
1982)

(Bullock 1987),
Stratagene GmbH,
Heidelberg
Stratagene GmbH,
Heidelberg

(Datsenko und Wanner,

2000)

(Datsenko und Wanner,

2000)

(Datsenko und Wanner,

2000)

(Datsenko und Wanner,

2000)

Promega, Madison, Wi-
USA

New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am

Main

11
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Fortsetzung Tab. 1:

EC973

EC979

ECA532
ECAS533
ECAS534
ECAS535
ECA536
ECA537
ECA538
ECA539
ECA540
ECA541
ECA542
ECA543
ECA544

ECA545

ECA546
ECA547
ECA548
ECA549
ECAS550
ECA551
ECA552
ECA553
ECAS554
ECAS555
ECA556
ECAS557

pECD754

pECD755

pECD1033
pECD1034
pECD1035
pECD1036
pECD1037
pECD1038
pECD1039
pECD1040
pECD1041
pECD1042
pECD1043
pECD1044
pECD1045
pASK-IBA3

pASK-IBA7

pECD1046

pECD1047
pECD1048
pECD1049
pECD1050
pECD1051
pECD1052
pECD1053
pECD1054
pECD1055
pECD1056
pECD1057
pECD1058

zupT als EcoRI Fragment mit Promotor-
Region in pACYC 184 kloniert, Disruption
der caf-Kassette, tetR

pECD754 Derivat mit ZupT EsoD, tetR

pECD754 Derivat mit ZupT HsgR, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT Hs7R, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT HasdA, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT Hs7A, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT E123D, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT E123A, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT E1s2A, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT E1s2D, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT S117V, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT H119R, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT H14sR, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT Me2A, tetR
pECD754 Derivat mit ZupT Dsg2A, tetR
Expressionsvektor mit C-terminalen
Strep-tag®ll, ampR

Expressionsvektor mit N-terminalen
Strep-tag®ll, ampR

zupT als EcoRl/Psfl Fragment kloniert
hinter tet Promotor, pASK-IBA3 Derivat
(C-terminaler Strep-tag®ll)

pECD1046 Derivat mit ZupT EsoD, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT HsgR, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT Hs7R, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT HaseA, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT Hs7A, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT E123D, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT E123A, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT E1s2A, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT E1s52D, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT S117V, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT H119R, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT H14sR, ampR

(Grass et al., 2005)

Stammsammlung,

AG Nies
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
IBA-GmbH,
Gottingen
IBA-GmbH,
Géttingen

(Grass ef al., 2002)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
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Fortsetzung Tab. 1:

ECA558
ECA559

ECA560

ECA561
ECA562
ECA563
ECA564
ECA565
ECA566
ECA567
ECA568
ECA569
ECA570
ECA571
ECA572
ECA573
ECAS574
ECA458
VS148

ECAS575
ECA349
GR354
GR362

ECAS578
ECA579
ECA580
ECA584
ECAS585

pECD1059
pECD1060
pACYC177

pECD1061

pECD1062
pECD1063
pECD1064
pECD1065
pECD1066
pECD1067
pECD1068
pECD1069
pECD1070
pECD1071
pECD1072
pECD1073
pECD1074
pECD1075
plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei

plasmidfrei

pECD1046 Derivat mit ZupT Ds2A, ampR
pECD1046 Derivat mit ZupT Ms2A, ampR

low-copy plasmid; kmR, ampR

zupT als Scal Fragment mit Promotor-Region

und Stoppcodon in pACYC177 kloniert),

Disruption der Amp-Kassette, kmR

pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061
pECD1061

Derivat mit ZupT EsoD, kmR
Derivat mit ZupT HsoR, kmR
Derivat mit ZupT Hs7R, kmR
Derivat mit ZupT HseA, kmR
Derivat mit ZupT Hs7A, kmR
Derivat mit ZupT E123D, kmR
Derivat mit ZupT E123A, kmR
Derivat mit ZupT E1s2A, kmR
Derivat mit ZupT E152D, kmR
Derivat mit ZupT S117V, kmR
Derivat mit ZupT H119R, kmR
Derivat mit ZupT H1sR, kmR
Derivat mit ZupT Ds2A, kmR
Derivat mit ZupT Me2A, kmR

AfecA-E NfeoABC AmntH AzupT AentfC
AfecA-E::kan AfeoABC AmntH AzupT

AentC::cat

ArenA AcorA

AcorA ArcnA AzupT::cat
AznuABC AzupT::cat

AznuABC AzupT AzntB::cat AzitB
AzntA ::kmois

AzupT AmnitH

AzupT AmntH AzntA:: cat

AzupT AmntH AzntA AyodA:: cat
AmntH:cat

AfecA-E NfeoABC AmntH AzupT AentC
ASodA: kan

diese Arbeit
diese Arbeit

New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am

Main
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

(Grass et al.,, 2005)

diese Arbeit
diese Arbeit

(Grass et al., 2002)
(Grass et al., 2002)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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Fortsetzung Tab. 1:

ECA586 plasmidfrei AfecA-E ANfecABC AmntH AzupT AentC diese Arbeit
AsodB::kan
ECA594 plasmidfrei AfecA-E NfeocABC AmntH DzupT AentC diese Arbeit
AcorA::cat
ECA588 plasmidfrei AfecA-E ANfecABC AmntH AzupT AentC diese Arbeit
ApitA:.cat
ECA596 pECD1082 pitA als EcoRI/Psd Fragment kloniert hinter tet  diese Arbeit
Promotor, pASK-IBA3 Derivat (C-terminaler
Strep-tag®ll)
ECAB10 pECD1096 PpitA mit Promotorregion als Xbal/Psfl Fragment  diese Arbeit
kloniert hinter tet Promotor, pASK-IBA3*
Derivat (C-terminaler Strep-tag®Il)
Baco-to-Bac®Baculovirus Expression System
Sf9 plasmidfrei Insektenzellen, penR/strepR Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
DH100 ™ pMON7124 F- mcrA A(mrr-hsaRMS-mceBC) ®80 /acZAM15  Invitrogen GmbH,
A/acX74 recA1 endA1 araA139 A(ara, leu)7697  Karlsruhe
gal) gaK \— rpsL nupG/bMon14272
/pMon7124, kanR, tetR
pFastBac ™1 Polyhedrinpromotor, SV40 Polyadenylations- Invitrogen GmbH,
signal, Tn7L und Tn7R, f1 origin, pUC origin, Karlsruhe
ampR, genR
ECA581 pECD1076 zupT als Xbal | Hindlll Fragment mit ATG, diese Arbeit

Strep-tag®ll C-terminal und Stoppcodon in

pFastBac ™ 1, ampR, genR

2.2. Kultivierungsbedingungen

2.2.1. Nahrmedien und Zusétze fiir Bakterien

A) Difco™ LB Broth, Lennox (Becton Dickinson, Heidelberg)

20g

ad 1 | HoOpidest.

Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht von E. coli Stdmmen.

B) Difco™ LB Agar, Lennox (Becton Dickinson, Heidelberg )

35 g, ad 1 | H2Opigest.

Dieses Festmedium diente der Zellanzucht von E. coli Stammen.
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C) SOB-Medium (Sambrook ef al., 1989)
20 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

0.5 g NaCl

10 ml 0.25 M KCI

NaOH ad pH 7.0

ad 1 | H2Opidest.

SOB-Medium wurde zur Anzucht von E. coli zur Gewinnung elektrokompetenter Zellen einge-
setzt. Nach der Elektroporation wurde zu den Zellen SOC-Medium, das sich aus SOB-Medium,

5 pl/ml 1 M MgSO4 und 20 pl/ml 1 M Glucose zusammensetzt, hinzu gegeben.

E) Spurenelementlésung SL6 (10-fach) nach Pfennig (1974)
0.1 g ZnSO4x 7 H20

0.03 g MnCl2 x 4 H20

0.3 g H3BO3

0.2 g CoCl; x 6 H20

0.01 g CuCl2x 2 H20

0.188 g NiCl2 x 6 H20

0.03 g Na2Mo4 x 2 H20

ad 1 | H2Ovigest.

F) Tris-gepuffertes Minimalmedium (Mergeay ef al., 1985)

Komponente A (20-fach): Komponente B (20-fach):
800 ml H2Obidest. 900 ml H2Obidest.

121.1 g Tris-HCI 19.5 g Na2S04 x 10 H20
HClad pH 7.0 4.6 g Na2HPO4 x 12 H20
danach Zugabe von: ad 1 | H2Ovigest.

93.6 g NaCl

29.8 g KCI

21.4 g NH4CI

4.0 g MgCl2 x 6 H20

0.60 g CaCl>x 2 H20

0.024 g Eisen-Ammonium-Citrat

2 ml Spurenelementlésung SL6 (10-fach) nach Pfennig (1974)

ad 1 | HoOvigest.

Die Komponenten A und B wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und auf die einfache Konzentration
verdlinnt. Fur die Anzucht von E. coliwurden 3 g/l Casaminosaurenhydrolysat und 20 g/l Glycerin

fir areobe Kultivierung zugesetzt und autoklaviert. Fir anaerobe Anzucht wurde dem Medium
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nach dem Autoklavieren steril filtrierte Glucose in der Endkonzentration von 20 g/l als

Kohlenstoffquelle eingesetzt.

G) Tris-gepuffertes Minimalmedium ohne Eisen und mit desferriertem Casaminosaurenhydrolysat

Die Komponente A wurde ohne Eisen-Ammonium-Citrat hergestellt. Die Komponenten A und B
wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und auf die einfache Konzentration verdiinnt.

10 g Casaminosaurenhydrolysat (CAS) wurden in 100 ml H2O gelést und mit 100 ml 3%igem 8-
Quinolinol in Chloroform extrahiert. Der Uberstand wurde abgenommen und erneut mit 100 ml
reinem Chloroform extrahiert (nach Bagg und Neilands, 1987). Das desferrierte CAS wurde nach
dem Autoklavieren in gewohnter Konzentration den Komponenten beigemischt. Als Kohlenstoff-

quelle diente auch hier 20 g/l Glycerin.

H) L-broth
LB-Medium wurde mit 2.5 mM CacCl, versetzt.

Dieses Medium diente zur Herstellung von P1-Phagenlysaten und zur P1-Phagen-Transduktion.

I) SM+Ca2?* -Medium

2ml 1.0 M Tris-HCL pH 7.5
2ml 5 M NaCl

ad 100 ml HzOpigest.

0.5ml 1M CaCl

Dieses Medium wurde in P1-Phagen-Transduktionen eingesetzt.

J) Weichagar

0.7 % Bacto-Agar

0.4% Glucose

1 g Difco™ LB Broth, Lennox

2.5 mM CaCl,

ad 50 ml H2Opigest.

Dieser Agar wurde zur Herstellung von Phagenlysaten verwendet. Dabei wurden alle Kompo-

nenten vermischt, unter Rihren aufgekocht und jeweils 2 ml aliquotiert und autoklaviert.

E) Medienzusatze

Schwermetallsalze

Die Schwermetallsalze ZnCl,, FeCls, CdCl2, CoClz, NiCly, CuCl; und MnCl; lagen als 1 M
wassrige Stammlésungen vor. Eine 50 mM wassrige Ga(NO3)s Stammldsung wurde stets frisch
hergestellt. Die Stammldsung wurde im sterilen Medium auf die beschriebene Endkonzentration

verdinnt. FeSO4 wurde z. T. in Anwesenheit von Ascorbat (beides immer frisch hergestellt)
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zugegeben, dabei lag FeSO4 als 100 mM waéssrige Stammldsungen vor und Ascorbat in einer

1 M Stammlésung.

Chelatoren

Fir Wachstumsversuche wurde als Fe2*-Chelator 2.2 -Dipyridyl (DIP) und als Zn2*-Chelator
N,N,N’,N’-Tetrakis-(2-pyridylmethyl)-Ethylenediamine (TPEN) verwendet. Dabei wurde DIP in
96%igem Ethanol und TPEN in 50%igem Ethanol gel6st. Die Stammlésung (0.1 M DIP, 50 mM

TPEN) wurde im sterilen Medium auf die beschriebene Endkonzentration verdiinnt.

Antibiotika und andere Medienzuséatze
Die Herstellung der Antibiotika-Stammldsungen erfolgte nach Ausubel ef al/ (1993). Die
Stammlésungen wurden bei -20°C aufbewahrt und den sterilen Medien in den in Tabelle 2

aufgeflhrten Endkonzentrationen zugesetzt.

Tab. 2: Antibiotika-Stammlésungen und Endkonzentration im Medium

Antibiotika/Mediumzusatz Stammldsung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 125 mg/ml H20 bigest. 125 mg/l

Kanamycin 25/50 mg/ml Hz20 bidest. 25/50 mg/l

Gentamcin 7/10 mg/ml H20 pidest. 7/10 mg/l

Chloramphenicol 15/25 mg/ml 96 % Ethanol 15/25 mg/l

IPTG 40 mg/ml Hz2Opidest. 40 mg/l

X-Gal 48 mg/ml DMF 48 pg/ml

AHT 2 mg/ml DMF 200 pg/l

2.2.2. Nahrmedien und Zusatze fiir Sf9 Insektenzellen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

A) SF 900 Il SFM Medium mit L-Glutamin ( Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Das Medium wurde beim Hersteller erworben und bei 4°C, im Dunkeln gelagert.

B) Konditioniertes Medium

2-3-107 Zellen/1.5 ml einer vitalen Sf9-Zellkultur wurden fir 5-10 min bei 100 g zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand mit einem 0.2 pum Filter steril filtriert wurde, wurde es als konditioniertes

Medium zur Kryokonservierung eingesetzt.
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C) Kryomedium
Besteht aus 50 % konditioniertem Medium, 50 % frischem SF 900 Il SFM Medium und 7.5 %
DMSO. Das Kryomedium dient zur Lagerung von Sf9-Insektenzellen bei -80°C fir 3 Tage und

anschlieftend in flissigen Stickstoff.

D) Medienzusatze
Antibiotika

Als Antibiotika fir Sf9-Insektenkultivierung diente eine Kombination aus Penicillin und

Streptomycin, das kommerziell erworben wurde (Invitrogen GmbH, Karlsruhe). Dabei wurden

2.5 ml/l Medium in der jeweiligen Wachstumsphase der Insektenzellen eingesetzt.

Weitere Medienzusétze
Steril filtriertes Fetales Kalberserum (FKS, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurde 1 bzw. 2%ig zur

Vermehrung des Virusstocks eingesetzt.

2.2.3. Anzucht, Induktion und Zellernte von E. coli

Die verwendeten E. colFStamme wurden in LB-Medium angezogen. Zur Selektion wurden die
entsprechenden Antibiotika-Konzentrationen zugegeben. Als Anzuchtgefalle dienten sterile
Reagenzglaser und Erlenmeyerkolben, wobei auf ein maximales Volumenverhaltnis von Medium
zu Gefall von 1:5 geachtet wurde. Die Flissigkulturen wurden bei 30°C/37°C (Brutraum) in
schrag eingespannten Reagenzglasern auf einem Rundschiittler (HS500, IKA Labortechnik) oder
auf einem Rotationsschuttler (HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 200-250 rpm angezogen.
Das Zellwachstum wurde als Optische Dichte (ODsgpg) mit einem Spektrophotometer
(SmartSpec™3000, BIORAD, Miinchen) ermittelt. Beimpfte Agarplatten wurden aerob bzw.
anaerob bei 30°C/37°C (im Brutraum) fir 12-48 h inkubiert. Zur Erzeugung eines anaeroben
Milieus im Anaerobentopf wurde Anaerocult® A (Merck, Darmstadt) verwendet. Die Zellernte
erfolgte durch Zentrifugation in der Sorvall RC5 (Fisher Scientific, Schwerte) mit 20200 g fir
20 min bei 4°C, der Eppendorf Centrifuge 5804R (4500 g, 15 min, 4°C) bzw. -5417R (Eppendorf,
Hamburg) mit 10500 g fur 30 min bei 4°C oder in der Sigma Tischzentrifuge (Sigma

Laborzentrifugen, Osterode) mit 10500 g bei Raumtemperatur.

2.2.4. Stammhaltung

E. col-Stamme wurden auf LB-Agar-Platten mit dem jeweiligen Antibiotikum entsprechender
Konzentration kultiviert. Die Stdmme wurden aller vier Wochen auf frische Platten Gberimpft.
Nach der Inkubation bei 30°C bzw. 37°C wurden alle Platten im Kuhlraum bei 4°C aufbewahrt.
Um einer Kontamination der Stamme vorzubeugen, wurden alle Stdmme mit neu konstruierten

Plasmiden sowie die Stdmme, mit denen standig gearbeitet wurde, in Glycerinkulturen bei -80°C
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aufbewahrt. Dazu wurden die Kulturen in der spatexponentiellen Wachstumsphase geerntet und

mit Glycerin [Endkonzentration 20 % (v/v)] versetzt.

2.3. Molekulargenetische Arbeiten mit DNA

2.3.1. Isolierung von DNA

Da es fiur die Arbeit mit DNA erforderlich war, vorhandene DNasen zu inaktivieren, wurden alle
hitzebestandigen Gerate und Loésungen vor Beginn der Versuche bei 121°C autoklaviert.
Hitzeinstabile Gerate wurden mit 70%igem Ethanol abgerieben, hitzelabile Ldésungen filter-

sterilisiert.

2.3.1.1. Plasmidisolation mittels Spin Saulen

Diese Methode diente der Gewinnung hochreiner kovalent geschlossener Plasmid-DNA, die zur
Sequenzierung, zur praparativen Restriktion und zur Transformation eingesetzt wurde. Die DNA
wurde an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschlieffend mit H2Opigest. €luiert. Es wurden
4 ml einer Ubernachtkultur von E. colibei 10500 g pelletiert (Sigma 112, Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode). Die Praparation der Plasmid-DNA aus dem Zellpellet erfolgte unter Verwen-
dung des peqGOLD Plasmid Minijprep Kit | (peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bzw. des
QIAprep Plasmid Spin Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) entsprechend den Anweisungen der
Hersteller. Die DNA wurde bei —20°C gelagert.

2.3.1.2. Isolation genomischer DNA mittels Spin Saulen

Diese Methode diente zur Gewinnung genomischer DNA, die als fempl/ate in PCR eingesetzt
wurde. Die DNA wurde an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschlieRend mit erhitztem
H2Obigest. eluiert. Es wurden 1.5 ml Ubernachtkultur der zu untersuchenden E. coli Stimme bei
10500 g zentrifugiert. Das daraus resultierende Zellpellet wurde fir die Isolation der genomischen
DNA mittels E.ZN.A®Bacterial DNA Kit (peqlab, Biotechnologie GmbH, Erlangen) eingesetzt.
Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.

2.3.1.3. Mikroplasmidpréaparation (nach Akada, 1994)

Diese Methode diente der Grofienabschatzung rekombinanter Plasmide. Auf Grund des geringen
Aufwandes konnten so eine Vielzahl von Klonen relativ einfach tberprift werden. Je 100 pl einer
Ubernachtkultur der zu untersuchenden Klone wurden in ein steriles 1.5 mi-Eppendorf-
Reaktionsgefaly uberfihrt und 50 pl Phenol/Chloroform (1:1) sowie 10 pl Stopp-Mix [40 %
Glycerin (v/v), 1 g/l SDS, 0.1 M EDTA, 2.5 g/l BPB] zugegeben. Nach Mischen mittels Vortex
Shaker (Vortex Genie2™, Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz) fir 10 s und Zentrifugation fir
5 min in einer Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode) wurden ca. 35 pl des

wassrigen Uberstandes im 1%igen Agarosegel aufgetrennt.
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2.3.2. DNA-Techniken

2.3.2.1. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Flachbett-Elektrophoresekammern (Owl
Separation Systems, Portsmouth, NH, USA). Dabei variierte die Gel-Konzentration von 0.8 (w/v)
bei groRen Fragmenten bis zu 2 % (w/v) bei kleinen Fragmenten. Als Elektrophorese-Puffer
wurde 1 x TAE-Puffer [40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA (pH 8.0)] eingesetzt. Die Agarose
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe wurde dem Puffer zugegeben und in der Mikrowelle (Bosch
Hausgerate) geldst. AnschlieRend wurde der abgekihlten, aber noch flliissigen Agaroselésung
0.5 g/l Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel gegossen. Vor dem Auftragen wurden die Proben
mit 0.2 Volumen Stopp-Ldsung [40 % (v/v) Glycerin, 0.1 g/l SDS, 0.1 M EDTA, + 2.5 g/l BPB]
versetzt. Die aufgetragene Menge richtete sich nach DNA-Gréfe und -Konzentration und betrug
1-20 pl (analytische Gele) bzw. 20-120 ul (praparative Gele). Die Elektrophorese erfolgte bei 80—
100 V (PHERO-stab. 300, Biotec-Fischer, Reiskirchen bzw. Biometra®, Goéttingen) bis die
Fragmente geniigend aufgetrennt waren. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte durch UV-Licht
(Gel Jet Imager, Intas, Gottingen), die Dokumentation mittels der dazugehérigen Bild-Aufnahme-

Software.

2.3.2.2. DNA-GréRenstandard

Die Bestimmung der GroRRe linearer DNA-Fragmente in Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe dem
Gene Ruler 100 bp DNA LadderPlus (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) (14 Fragmente der
Gréfen 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 und 100 bp) und
dem Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (MBI) (14 Fragmente der GroRen 10000, 8000, 6000, 5000,
4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 und 250 bp).

2.3.2.3. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA-Fragmente wurde entweder mit dem GenQuant (Pharmacia
Biosystems, Freiburg) bestimmt oder durch Vergleich der Fluoreszenzintensitat Ethidiumbromid-
markierter DNA-Proben mit Standards (DNA-Fragmente bekannter Konzentration). Dies war vor
allem fir Sequenzreaktionen wichtig. Die Konzentrationsbestimmung flr Ligationen erfolgte

durch direkten Vergleich der miteinander zu ligierenden Fragmente.

2.3.2.4. Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 (analytisch) bis 100 ul
(praparativ). Die Enzymlésung nahm maximal 0.1 Volumen des Gesamtansatzes ein. Als
Inkubationspuffer dienten die vom Hersteller mitgelieferten Puffer, die 10-fach konzentriert
vorlagen und auf einfache Konzentration im Ansatz verdiinnt wurden. Pro ug DNA wurden 1-5 U

Restriktionsendonuklease zugegeben und mindestens 1 h oder tiber Nacht bei der fir das Enzym
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spezifischen Temperatur inkubiert. 1 U eines Enzymes ist als die Aktivitat definiert, die 1 yg DNA
in 1 h bei 37°C spaltet.

2.3.2.5. Reinigung und Konzentrierung von DNA

Die Reinigung der DNA erfolgte Uber den E.ZN.A®Cycle-Pure Kit (peqglab, Biotechnologie
GmbH, Erlangen). Dabei adsorbiert die DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silika-Gel-
Membran, wahrend Verunreinigungen (z. B. Enzyme) diese ungehindert passieren kénnen. Es
wurde nach dem Protokoll des jeweiligen Herstellers vorgegangen. Nach vollstandiger
Entfernung der Verunreinigungen durch einen Waschschritt erfolgte die Elution der DNA mit 50 pl
sterilem H2Opigest.. Die Methode diente der Reinigung von PCR-Produkten, wurde aber auch zur

Reinigung praparativer Restriktionen eingesetzt.

2.3.2.6. Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem praparativen Agarose-Gel aufgetrennt. Im
langwelligen UV-Licht wurde das entsprechende Fragment rasch aus dem Gel heraus-
geschnitten. Unter Anwendung des Q/Aquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) konnte

das Fragment aus dem Agaroseblock isoliert werden.

2.3.2.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 20-30 ul durchgeflihrt. Das Verhaltnis Vektor-
zu Fragment-DNA richtete sich nach den abgeschatzten Mengen und betrug ca. 1:5. Vektor- und
Fragment-DNA wurden mit sterilem H2Opigest. versetzt und zur Freilegung kohasiver Enden 5 min
bei 42°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze auf Eis abgeklhlt. Danach erfolgte die
Zugabe von 2-3 pl 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase. Die Ligation wurden uber Nacht
bei 16°C inkubiert.

2.3.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.3.3.1. Auswahl der Primer

Die Ableitung der Primer erfolgte unter Verwendung des Computerprogramms OLIGO aus
bekannten Sequenzen.

Die Oligonukleotid-Primer (Tabelle 3) wurden von kommerziellen Anbietern (Metabion GmbH,
Martinsried) bezogen. Sie wurden in sterilem H2Opigest. gelést (Stammlésung mit 100 pmol/pl) und

auf eine Endkonzentration von 10 pmol/ul verdiinnt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
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Tab. 3: Ubersicht {iber die verwendeten Primer

Primer-Name/ Sequenz 5'> 3'position? Bemerkung
Orientierung
Deletions- und Testprimer
AyodA P1 d — 35CTG TTT TGG CGA TTC GTC TTT ACA Deletionsprimer fir yodA mit
(=down) AAC TGG CTG TTG CTT GCGATT GTG TAG 39 Basen Ubereinstimmung
GCT GGA GCT upstream yodA und 21

Basen, die in pKD3 binden.

AyodA P2 u <« 1080GCG GCA TCG AGG CGT TAT CAT GAG Deletionsprimer fir yodA mit

(=up) AAT ACT CAA TGA GAC CCA TGG TCC ATA 39 Basen Ubereinstimmung

TGAATA TCC TCC downstream yodA und 24

Basen, die in pKD3 binden.

entCTestd — 15T TT TGT GGA TGA TAT GGA TAC GTC Testprimer, der 16 bp
upstream vom ATG bindet.

entCTestu <« 1445sGCC TTT TTC CCG ATA GCG ACG Testprimer, der ca. 70 bp
downstream vom  Stopp-
codon bindet.

fecE Test d —  220TGT ATT TCC GCT TCC ACG CTG Testprimer, der 40 bp
downstream vom  Stopp-
codon bindet.

fecATest u < 188TGATGG GGA AGG TAT GAC GCC Testprimer, der ca. 13 bp
upstream vom ATG bindet.

feoTestd — 162CGC ATC TGG CAACGAACGC Testprimer, der 380 bp
upstream vom feoA ATG
bindet.

feoTestu <« 3433TTATGG AAA GCC GCA CGC AA Testprimer, der ca. 50 bp
downstream  vom feoC
Stoppcodon bindet.

mntHTestd —  35GAG AAT CGC AAC AAC GGC AAG TG Testprimer, der 360 bp
upstream vom ATG bindet.

mntHTestu « 1681 TTA CGC CGC ATC CGC CAATAG TG Testprimer, der 50 bp
downstream vom  Stopp-
codon bindet.

zupTTestd — 35GCC TGC GGG AAG CCACCAAAGTC Testprimer, der ca. 370 bp

upstream vom ATG bindet.
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Fortsetzung Tab. 3:

zupT Testu

yohMTest d
(Psfid)
yohN Test u
(EcoRl u)

corA Test d

corA Testu

ZnuABC

Testd

ZnuABC

Testu

ZitBTest d

ZitB Test u

zntB Test d

zntB Test u

zntA Test d
Disrupt.
zntA Test u

Disrupt.

zntA Test d

&

1204GCT GGC AGA AGT TGT CCATGC GC

240CGC GCT TTC AGT TTC TGT TTA TCA

800 TAA CAA GCA AGA CGA GCA AGT GGC

1551 GC CCA CCG AAC TGT CCG ATA

1203AAT TGC CGT AGC AGC CTATGT TG

1233CCA GGG CGA CAG AGC GGG C

1006AAT ATG CCT GAT GCG ACG CTG T

77CCA CGC AGT AAC CCT GCA AAA

1262TGC ACT TCA GGG CGT TTA CGC

40AAC AGT TTC GCC GCG CTATTG

1915AAG GTT CGT GAG TTG GGC GGG

310GCA CGC CAA CTC TCT CTG AAA ACG

2408CGG TTT GCC TTATCT CCT GCG

10sCGT CCG CTC GCT GTATCT CTG

Testprimer, der 50 bp
upstream vom Stoppcodon
bindet.

Testprimer, der ca. 160 bp
upstream vom ATG bindet.
Testprimer, der ca. 600 bp
downstream vom yohN ATG
bindet.

Testprimer, der ca. 30 bp
upstream vom ATG bindet.
Testprimer, der 130 bp
downstream vom  Stopp-
codon bindet.

Testprimer, der ca. 1000 bp
upstream vom znuA ATG
bindet.

Testprimer, der ca. 100 bp
downstream  vom  znuB
Stoppcodon bindet.
Testprimer, der ca. 120 bp
upstream vom ATG bindet.
Testprimer, der 110 bp
downstream vom  Stopp-
codon bindet.

Testprimer, der ca. 360 bp
upstream vom ATG bindet.
Testprimer, der 520 bp
downstream vom  Stopp-
codon bindet.

Testprimer, der ca. 110 bp
downstream vom ATG bindet.
Testprimer, der 10 bp
downsfream vom  Stopp-
codon bindet.

Testorimer, der ca. 100 bp

upstream vom ATG bindet.
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Fortsetzung Tab. 3:

zntA Test u <«

sodA Testd -

sodA Test u “«—

sodB Test d -

sodBTest u <«

pitA Test d -

pitA Test u «—

2482GAT GCC GCC TTT TCC CCT C

52AAC AGG CTG ACT GGC CGC

1100ATC ACA AAA AAA CCA CCG CCG

131CGG CGT GTA TGT CGG CAA

1047ATC GAT GAT CCG CGT AGG CCT

113GAA CAG AAC ATA CCC GCC GCA

1950 GT CAC AAT CTG AAG CGG GCC

Testorimer, der 90 bp
downstream vom  Sfopp-
codon bindet.

Testprimer, der ca. 350 bp
upstream vom ATG bindet.
Testprimer, der 80 bp
downsfream vom  Stopp-
codon bindet.

Testprimer, der ca. 270 bp
upstream vom ATG bindet.
Testprimer, der ca. 60 bp
downstream vom  Stopp-
codon bindet.

Testprimer, der ca. 290 bp
upstream vom ATG bindet.
Testprimer, der ca. 50 bp
downstream vom  Stopp-

codon bindet.

Uberexpressionsprimer und Primer zur Komplementation in frans

zupT -
EcoRl d

zupT “«—
Psil u

Zup Terom. —
EcoRI d

zZup TProm. <«
EcoRl u

zZup TProm. —
Scal d

ZUp Terom. “«—
Scal u

TCG GAA TTC GTA CCT CTC ATT CTG
ACC ATA CTG GCG

8ssT TG CTG CAG ACC AAT TCC CGC CGT
TTG TA

139ACA GAA TTC GCG GGA AGC CAC CAA
AGT CAT

1337TAA GAA TTC CGA GAG AAG AGA CAG
CCG AAA AGG

139ACA AGT ACT GCG GGA AGC CAC CAA
AGT CAT

1337TAA AGT ACT CGA GAG AAG AGA CAG
CCG AAA AGG

5'-codierender Bereich von
zupT fir Klonierung in pASK-
IBAS.

3'-codierender Bereich von
zupT ohne Stoppcodon fiir
Klonierung in pASK-IBAS3.
5'-codierender Bereich von
zupT mit Promotorregion fur
Klonierung in pACYC184.
3'-codierender Bereich von
zupT mit Stoppcodon fir
Klonierung in pACYC.
5'-codierender Bereich von
zupT mit Promotorregion fur
Klonierung in pACYC177.
3'-codierender Bereich von
zupT mit Stoppcodon fir
Klonierung in pACYC177.
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Fortsetzung Tab. 3:

PitA —  24CGTGAATICCTACATTIGTTT GCT S5"-codierender Bereich von

EcoR/I d GGC CTG PitA fir Klonierung in pASK-
IBA3.

PitA « 1677GTA CTG CAG CAG GAA CTG CAA GGA 3'-codierender Bereich von

Psfiu GAG CCA pitA ohne Stoppcodon fir
Klonierung in pASK-IBA3.

PItAProm. —  110ACC TCT AGA CGC AGA ACA GAA CAT 5'-codierender Bereich von

Xbal d ACC CGC PpitA mit Promotorregion fir
Klonierung in pASK-IBA3+.

PitAprom. <« 1677GTA CTG CAG CAG GAA CTG CAA GGA 3'-codierender Bereich von

Psil up GAG CCA pitA ohne Stoppcodon fur
Klonierung in pASK-IBA3*.

zupT Mutagenese Primer

zupT « 165GCA CTA GCA GCT GAC GGA ATG TCG Quick-Change Mutagenese-

E6OD d CC Primer, flhren Mutation in

zupT — 191GG CGA CAT TCC GTC AGC TGC TAG zupT ein, A1soC (EsoD).

E60D u TGC

zupT - 243GAC CGC ATG TTG CCA CGT GCT CAT Quick-Change Mutagenese-

H89R d CCG CAG GATT Primer, fihren Mutation in

2upT N 277A ATC CTG CGG ATG AGC ACG TGG CAA ZupTein, A (HesR).

HB9R U CAT GCG GTC

zupT « 348AGT CTG CAT AAC TTC CCG GAC GGG Quick-Change Mutagenese-

E123D d ATT GCCACCTTT Primer, flhren Mutation in

zupT —  384AAA GGT GGC AAT CCC GTC CGG GAA ZzupTein, AssoC (E123D).

E123D u GTT ATG CAG ACT

zupT « 348AGT CTG CAT AAC TTC CCG GCA GGG Quick-Change Mutagenese-

E123A d ATT GCCACCTTT Primer, flhren Mutation in

zupT —  384AAA GGT GGC AAT CCC TGC CGG GAA ZzupTein, AsssC (E123A).

E123Au GTT ATG CAG ACT

zupT « 437CG TTG CAC AAT ATC CCT GCA GGT Quick-Change Mutagenese-

E152A d CTG GCAGTGGCAG Primer, fihren Mutation in

zupT —  466C TGC CAC TGC CAG ACC TGC AGG GAT zupT ein, AaseC (E152A).

E152A u ATT GTG CAACG
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Fortsetzung Tab. 3:

zupT « 41CAC AAT ATC CCT GAC GGT CTG GCA Quick-Change  Mutagenese-
E152D d GT Primer, fihren Mutation in
zupT —  466AC TGC CAG ACC GTC AGG GAT ATT zupT ein, As6C (E1s2D).
E152D u GTG
zupT « 333G CTC ACT CTC GGC ATC GTT CTG Quick-Change  Mutagenese-
S117vd CAT AAC TTC CCG Primer, flhren Mutation in
zupT —  366CGG GAA GTT ATG CAG AAC GAT GCC zupTein, AssoG, Gss1T (S117V).
S117V u GAG AGT GAG C
zupT « 334CTC ACT CTC GGC ATC AGT CTG CGT Quick-Change  Mutagenese-
H119R d AAC TTC CCG GAA GG Primer, flihren Mutation in
zupT — CCTTC CGG GAA GTT ACG CAG ACT GAT zupTein, AsseG, (H119R).
H119R u GCC GAG AGT GAG
zupT « 427CTG GCC GTC GCG TTG CGC AAT ATC Quick-Change  Mutagenese-
H148R d CCT GAAGGTCTG G Primer, flihren Mutation in
zupT — 463C CAG ACC TTC AGG GAT ATT GCG zupTein, Aa2G, (H14sR).
H148R u CAA CGC GAC GGC CAG
zupT « 166GCA CTA GCA GCT GAA GGA GCG TCG  Quick-Change  Mutagenese-
M62A d CCTGTGTTG GGT Primer, fiuhren Mutation in
zupT — ACC CAA CAC AGG CGA CGC TCC TTC =zupT ein, A1sG und T1ssC,
MG62A u AGC TGC TAG TGC (Meg2A\).
zupT <« 26T GGC TAT TTT GGC CTG GCC CGC Quick-Change  Mutagenese-
D82A d ATGTTC CCACAT G Primer, fiuhren Mutation in
zupT — 2020C ATG TGG CAA CAT GCG GGC CAG zupTein, A2sC (Ds2A).
D82A u GCC AAAATAGCCA
zupT « 243GAC CGC ATG TTG CCA GCT GCT CAT Quick-Change  Mutagenese-
H89A d CCGCAGGATT Primer, fiuhren Mutation in
zupT — 217A ATC CTG CGG ATG AGC AGC TGG zupTein, C265G, A266C (HsoA).
H89A u CAA CAT GCG GTC
Sonstige Primer

pASK d —  90AAA AGT GAA ATG AAT AGT TCG ACA Sequenzierprimer fur zupT-

AAA und pitA-Konstrukte in pASK-
pASK u « 290CGG TAA ACG GCA GAC AAA AAA AAT IBA3/3".

G

26



2. MATERIAL UND METHODEN

Fortsetzung Tab. 3:

PACYC184 d —  2ATTCACATT CTT GCC CGC CTG Sequenzier- und Kontroll-
primer flir zupT Konstrukte in

PACYC184 u « 1221GCTCACCGTCTTTCATIGCCA PACYC184.

pACYC177 d — 4221GCT CACCGTCTTTCATTG CCA Sequenzier- und Kontroll-
primer fUr zupT Konstrukte in

pACYC177 u <« 22ATT CAC ATT CTT GCC CGC CTG pACYC177.

pFastBac ™1 — AGCTCACTAGTCGCGGCCG Sequenzierprimer fur zupT

Konstrukte in pFastBac ™1,
bindet in der MCS.

M13 fwd — GTTTTCCAGTCACGAC Kontrollprimer  zur  Inte-
gration der zupT Konstrukte
in der Bacmid-DNA

M13 rev <~ CAG GAAACAGCT ATGAC (Baculovirus Expression)

a) Fur die Klonierung relevante Schnittstellen, die neu eingefihrt wurden, sind unterstrichen. Nicht unterstrichene
Schnittstellen wurden nicht fur die Klonierung verwendet. Unterstrichene, vergroerte und fett dargestellte Basen weisen
auf Basen-Austausche in zupT hin. Tiefergestellte Ziffern kennzeichnen die Basenposition in der jeweiligen
Gensequenz. Kursiv dargestellte Basen in den Deletionsprimer sind zur Sequenz von pKD3 bzw. pKD4 homolog.

2.3.3.2. Standard Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion diente der Amplifikation von DNA-Abschnitten und der Analyse
von durch Transformation erzeugten Klonen.

Fur praparative Zwecke wurde eine Polymerase mit 3™-5"-proof-reading-Aktivitat [Pwo (Roche,
Mannheim)] oder das 7aqg/ Tgo-Gemisch [Expand™ Long Template PCR System (Roche,
Mannheim)] eingesetzt. In diesem Fall diente gereinigte DNA als femplate fir die Reaktion.

Zur Analyse wurde 7ag-Polymerase (Roche, Mannheim) verwendet. Hierbei wurden entweder
gereinigte Plasmide oder frisches Koloniematerial als femp/ate verwendet. Die Zellen wurden mit
sterilem Zahnstocher von der Agaroberflache in 40 pl steriles H2oOpigest. Uberfiihrt. Nach Erhitzen
fir 10 min auf 96°C und anschlieRender Zentrifugation konnte der Uberstand als template

eingesetzt werden.

Reaktionsansatz:

1 ul template-DNA (ca.100 ng/ul) 0.7 -1 pl Polymerase
5yl 10 x PCR Puffer (5 yl DMSO)
1Tul 20 mM dNTP-Mix ad 50 pl steriles H2Opigest.

1ul Primer1 (10 pmol)
1ul Primer 2 (10 pmol)
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Die Reaktionen wurden als Hot-Start-Reaktionen im PCR-Block (T3000 Thermocycler, Biometra,

Gottingen) nach folgendem Protokoll gefahren:

1 2 min 96°C Hot-Start

2 30 sec 96°C Denaturierung

3. 30 sec x°C Annealing

4 1 min/kb 68/72°C Extension (Pwo, Taq* Tgol Taq)
Schritt 2-4: 25-30 Zyklen

5. 4 min 68/72°C Nachsynthese (Pwo, Tag* Tgol Taq)
Pause 4°C

Das Temperaturprotokoll wurde dem jeweiligen Primer-Paar (Annealing-Temperatur) und
femplate (Extension-Zeit), sowie der verwendeten Polymerase (Extension-Temperatur:
68°C/72°C) angepasst.

2.3.3.3. Quick-Change™ Site-Directed Mutagenesis-PCR (Stratagene Cloning Systems,
Heidelberg)

Diese Methode diente zur Mutagenese eines oder mehreren nebeneinander liegender
Basenpaare. Wichtig hierfir ist das Vorliegen der zu mutierenden Sequenz in einem relativ
kleinen doppelstrangigen, supercoilfen Vektor (z. B. pACYC, pASK-IBA), der aus einem dam
E. colFStamm isoliert wurde. Je ein Mutagenese-Primer flr jeden Strang, die zueinander
komplementar sind, diente zum Einflhren der gewiinschten Mutation. Sie wurden in einer PCR-
Reaktion eingesetzt, die dann das gesamte Plasmid mit Insert amplifizierte. Um second-site-
Reversionen zu verhindern, wurde die Pwo-Polymerase mit Korrekturlesefunktion eingesetzt.
Wichtig war aulerdem nur wenige Zyklen zu durchlaufen (16+1 pro jeden Basenaustausch).
Einige Quick-Change PCR Ansatze wurden in Anwesenheit von DMSO und Pfu-Polymerase
durchgeflhrt, die eine Extensionszeit von 1 kb/2 min aufwies. Anschliefend wurde der PCR-
Ansatz gereinigt und mit Dpnl behandelt. Dieses Enzym verdaut spezifisch die parentale, dan*
methylierte DNA, nicht aber das PCR-Produkt. Der mutierte Vektor konnte anschlieRend fir
Transformations-Experimente eingesetzt werden, ohne dass vorher eine Ligation erfolgen

musste.

2.3.3.4. Overlap extension PCR

Auch diese Methode diente zur Mutagenese mehrerer nebeneinander liegender Basenpaare.
Dabei wurden zwei mit Standard-PCR generierte Amplika, an deren Enden durch ,Mutagenese-
Primer“ die gewlinschte Veranderung der Basenfolge eingeflhrt wurde, als fempl/ate eingesetzt.
Die beiden Amplika Uberlappen randstandig in einem Bereich von ca. 30 bp. Die ,Randprimer®

der ersten beiden PCRs wurden fiir die zweite Reaktion verwendet. Die Annealing-Temperatur
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der Gesamtreaktion wurde durch die Annealing-Temperaturen der eingesetzten ,Randprimer*

und des Uberlappenden Zwischenbereiches festgelegt.

2.3.4. DNA-Transfer in Escherichia coliund Selektion rekombinanter Klone

2.3.4.1. Transformation nach der CaCl.-Methode

A) Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter E. colZellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode (Mandel
und Higa, 1970). Uber Nacht wurde eine Vorkultur des zu transformierenden Stammes inkubiert.
Diese Kultur wurde in frischem LB-Medium 1:100 verdiinnt und bei 37°C bis zu einer Optischen
Dichte [OD 600 nm] von 0.3 kultiviert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und in ein
steriles, gekihltes Greiner-Roéhrchen Uberflhrt. Es erfolgte die Sedimentation durch Zentrifu-
gation fir 10 min bei 4500 g und 4°C in der Eppendorf Zentrifuge 5804 R (Eppendorf AG,
Hamburg). Das Pellet wurde vorsichtig in 10 ml eiskalter 0.1 M CaClz-Lésung resuspendiert und
erneut zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 2 ml eiskalter 0.1 M CaCl,-Lésung
resuspendiert und bis zur Transformation 1-24 h auf Eis gelagert. Nicht verwendete kompetente

Zellen wurden mit Glycerin [Endkonzentration 25 % (v/v)] versetzt und bei -80°C gelagert.

B) Transformation

Die Transformation selbst wurde nach Sambrook ef a/. (1989) durchgefiihrt. CaCl,-kompetente
Zellen (frisch oder auf Eis aufgetaut) wurden mit der zu transformierenden DNA vorsichtig
gemischt und mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich ein Hitzeschock fiir 90 s bei
42°C an, wonach die Transformationsansatze sofort wieder auf Eis flir 2 min gekuhlt wurden.
Nach Zugabe von z. B. 400 pl LB-Medium zu 100 pl Zellen und einer 45-minttigen Inkubation bei
37°C/30°C wurde auf Selektivagar ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C/ 30°C
inkubiert.

2.3.4.2. Transformation von E. coli durch Elektroporation (nach Dower ef al., 1988)

A) Herstellung kompetenter Zellen

50 ml SOB-Medium (mit Antibiotikum) wurden mit einer Vorkultur 1:100 beimpft und bei 30°C
oder 37°C unter Schutteln bis 100 Klett kultiviert. Die Kultur wurde nach 15-minttigem Abkuhlen

auf Eis zentrifugiert (15 min 4500 g, 4°C) und das Zellpellet dreimal mit je 50 ml 10%igen,
eiskaltem Glycerin gewaschen. Anschlielend wurde das Zellpellet in 800 ul Glycerin [10 % (v/V)]

resuspendiert. Die elektrokompetenten Zellen wurden als 40 pul-Aliquote bei -80°C aufbewahrt.

B) Elektroporation

Die Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser®ll Electroporation System (BIORAD, Miinchen).
Pro Ansatz wurden 40 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-10 pl Plasmid-DNA versetzt
und nach 1 min Inkubation auf Eis in sterile, gekihlte Elektroporationskiivetten (Elektroden-
abstand 0.1 cm) Uberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 yF, 1.8 kV und 200 Q, wodurch
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eine Feldstarke von 12.5 kV/cm und Zeitkonstanten von 3.5-4.5 ms erreicht wurden. Sofort nach
Impuls wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben und die Zellen 1 h bei 30°C/37°C inkubiert. 50-1000

Ml des Ansatzes wurden auf Selektivagar ausplattiert.

2.3.4.3. Selektion plasmidtragender E. coli-Klone

Die Transformanten wurden auf LB-Agar-Platten unter Zusatz des entsprechenden Antibiotikums
und, wenn nétig, X-Gal und IPTG selektiert. Rekombinante Klone konnten aufgrund der vermit-
telten Antibiotikaresistenz und/oder der Fahigkeit, X-Gal als Substrat zu spalten, identifiziert

werden, was sich in der Blaufarbung der Klone feststellen liel3.

2.3.4.4. Inaktivierung chromosomaler Gene von E. coli (Datsenko und Wanner, 2000)

Dieses System beruht auf dem Prinzip der ortsspezifischen Rekombination unter Verwendung
des A Red (y, B, exo) Rekombinase Systems. Ein chromosomales Gen wird gegen eine selektier-
bare Antibiotikaresistenz ausgetauscht, welche durch PCR ampilifiziert wurde. Die genutzten
Primer enthielten zum einen eine zum Zielgen 39 nt homologe Sequenz fiir die Rekombination
und zum anderen eine zu pKD3 bzw. pKD4 21 nt homologe Sequenz. Mit amplifiziert wurden

FRT (FLP recognition targel)-sites, die fir die Entfernung der Antibiotikaresistenz notwendig sind.

A) Inaktivierung der Gene
E. coli BW25113 wurde bei 30°C in Gegenwart von 1 mM L-Arabinose in SOB-Medium inkubiert

und elektrokompetente Zellen, wie zuvor beschrieben, hergestellt. Unter Kontrolle des Arabinose-

Promotors stehen die Gene des A Red (y, B, exo) Rekombinase Systems, sodass in Anwesenheit
von L-Arabinose die Expression der Gene des A Red Rekombinase Systems stattfinden kann.
Die Zellen wurden mit gereinigten PCR-Produkten (ca. 39 bp up- und downstream des zu
deletierenden Genes, FRT-s/fes und Antibiotikaresistenz-Kassette) elektroporiert, 1h bei 37°C
schitteln inkubiert und anschlieBend Uber Nacht bei RT inkubiert. Zur Selektion von
Deletionsmutanten wurde der gesamte Elektroporationsansatz auf Antibiotika-haltigen
(Kanamycin bzw. Chloramphenicol) Agar ausplattiert. Die Uberpriifung des Genaustausches

gegen die Antibiotikaresistenz erfolgte mittels PCR.

B) Eliminierung der Antibiotikaresistenz

Das Plasmid pCP20 hat eine Ampicillin- und Chloramphenicol-Resistenz, ein temperatur-
sensitives Replikationsorigin und eine temperaturabhéngige Induzierbarkeit der FLP-Synthese.
Die Deletionsmutanten wurden mit pCP20 transformiert und auf Ampicillin bei 30°C selektiert.
Kolonien wurden auf Nichtselektivagar bei 43°C inkubiert und dann auf den Verlust samtlicher
Resistenzkassetten getestet. Der GroRteil der Klone verliert bei diesem Schritt die FRT-flankierte
Resistenzkassette und gleichzeitig das FLP-Helferplasmid (pCP20). Die Kontrolle der Deletion
erfolgte mittels PCR.
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2.3.4.5. Gentransfer durch P1-Transduktion (Provence, 1981)
A) Gewinnung des P1-Lysates
Eine Ubernachtkultur von E. coli wurde 1:20 in LB-Medium mit 2.5 mM CaCl, (L broth) verdiinnt

und 90 min bei 37°C schittelnd inkubiert. In der Zwischenzeit wurde ein vorhandenes P1-Lysat

1:20 in L broth verdlinnt. Zu 100 pl dieser Verdiinnung wurden 900 pl der E. coli Kultur gegeben
und zur Phagenabsorption 20-30 min bei 37°C inkubiert. 200 uyl des Ansatzes wurden zu 2 ml
Weichager pipettiert und auf LB-Agar gegeben. Nach 6-stiindiger Inkubation bei 37°C wurde der
Weichagar mit 5 ml LB-Medium mit 10 mM MgCl, abgeschwemmt und in ein steriles 50 mi
Greiner-Rohrchen uberfuhrt. Es wurden 0.15 ml Chloroform zu je 5 ml Lysat gegeben und 2 min
kraftig gevortext. Das Lysat wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert, am nachsten Tag abzentrifugiert
(4500 g, 4°C, 30 min) und der Uberstand in ein 2 ml Eppendorftube berfiihrt. Nach Zugabe von

einigen Tropfen Chloroform wurde das Lysat bei 4°C gelagert.

B) P1-Transduktion

Eine Ubernachtkultur des E. coli Zielstammes wurde 1:20 in LB-Medium mit 5 mM CaCl;
verdiinnt und 100 min bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die Kultur wurde zentrifugiert (5 min, 4500 g)
und in 1/10 Vol. SM+Ca?+*-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden 20 min bei RT inkubiert. Das

P1-Lysat wurde in SM+Ca2* 1:10 verdinnt und anschlieBend 0.1 ml Zellen hinzu pipettiert, die
zuvor in SM+Ca2*-Medium inkubiert wurden. Dieser Ansatz wurde flir 20 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 0.2 ml LB-Medium mit 50 mM Na-Citrat wurden die Zellen fir eine weitere
Stunde bei 37°C unter Schitteln inkubiert und dann 200 pl auf Selektivagar ausplattiert. Die
Agar-Platten wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.5. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte durch das Kettenabbruchverfahren (Sanger et al, 1977). Dabei
wurde durch enzymatische Synthese eine markierte, komplementdre Kopie des zu

sequenzierenden Matritzenstranges erstellt.

2.3.5.1. Sequenzierung unter Verwendung des DYEnamic™ ET terminator cycle sequencing
kit (GE Healthcare, Freiburg)
Fir die Sequenzreaktion, die im Uno-Thermoblock (Biometra, Goéttingen) stattfand, wurde

folgender Ansatz zusammengestellt:

Plasmid-DNA (0.5 ug) 2 ul
Primer (4 pM) 2 ul
ABI-Sequencing-Mix 2 ul
H2Obidest. ad 10 pl
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Die Sequenzreaktionen erfolgten nach folgendem Programm:

1) Denaturierung 95°C 1 min

2) Denaturierung 95°C 1 min

3) Annealing (je nach Primer)  52°C/60°C 30s

4) Extension 60°C 2 min
Schritt 2-4: 33 Zyklen

5) Pause 4°C

Die DNA wurde anschlieend zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide geféllt, indem 1 pl
3 M Na-Acetat (pH 5.2) und 30 yl Ethanol zugegeben wurden. Nach 20-minttiger Zentrifugation
bei RT und 10500 g und anschliefendem 5 min Waschen mit 70%igem (v/v) Ethanol wurde das
Pellet luftgetrocknet und war bei -20°C bis zur Sequenzierung stabil. Die Auftrennung der

Produkte der Sequenzreaktion erfolgte durch Ute Lindentraul}.

2.3.5.2. Sequenzierung durch kommerzielle Anbieter
Fir diese Sequenzreaktionen wurden 0.8 pg Plasmid DNA und 20 pmol Primer, in einem
Gesamtvolumen von 10 pl, verwendet. Dabei wurde auf Anbieter wie Microsynth AG, Lindau;

Agowa, Berlin oder auch Seglab, Géttingen zurlickgegriffen.

2.3.5.3. Auswertung der Sequenzdaten

Die primare Auswertung der Sequenzdaten erfolgte unter Anwendung des Programms Chromas.
Editierte und prozessierte Sequenzdaten wurden mit den Computerprogrammen Clone 5 (Clone
Manager-Version 7.0, Scientific & Educational Software, USA) ausgewertet. Sequenzhomologien
zu den in den Datenbanken EMBL und SWISS-PROT enthaltenen DNA- und Proteinsequenzen
wurden mit dem vom WNation Center For Biotechnology Information (NCBI) bereitgestellten
Internet-Programm Basic Logic Alignment Search Tool (BLAST, Altschul ef a/., 1997) ermittelt.
Sequenzvergleiche von Proteinen wurden mit dem Internet-Programm ClustalW vom European
Biotechnology Institut (EBI) erstellt. Die Bestimmung von Sequenzmotiven in Proteinsequenzen,
Hydropathieprofilen und die Berechnung von Protein-Molekulargewichten anhand der AS-
Sequenzen erfolgte mit den Internet-Programm Expasy des Expasy Molecular Biology Server

(Institut fir Bioinformatik, Genf, Schweiz).

2.4. Zellwachstumsversuche in Fliissigmedien

2.4.1. Messung der Zelltriibung

Das Klett-Summerson Colorimeter (Klett MFG Co., New York) diente der Zelltrilbungsmessung
wachsender Bakterienkulturen in Flissigmedien. Dazu wurde der Filter Nr. 54 eingesetzt, da er
im verwendeten Wellenlangenbereich (520-580 nm) das meiste Licht transmittiert. Zur

Kalibrierung der Skala wurde unbeimpftes Medium (Nullwert) verwendet. Aus den erhaltenen
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Klett-Einheiten konnte unter Verwendung einer Eichkurve die Konzentration der zugehdrigen Zell-
suspension ermittelt werden. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass durch Verwendung
von Seitenarmkolben wahrend der Bakterienkultivierung keine Probennahme zur Messung
notwendig war und somit eine Kontamination der Kultur vermieden wurde.

Neben der kontinuierlichen Messung des Zellwachstums wurde die Zelldichte nach einer
definierten Wachstumszeit (16 h, 20 h oder 24 h) bestimmt. Dazu wurde die Optische Dichte der
Kulturen bei 600 nm mit einem Spektrophotometer (SmartSpec™3000, BIORAD, Miinchen)

ermittelt. Die Bestimmung des Zelltrockengewichtes und der Zellzahl erfolgte mittels Eichkurven.

2.4.2. Zellanzucht von Escherichia coli -Stammen in Wachstumsversuchen

A) Wachstums-Endpunktbestimmungen

Vorkulturen wurden, wenn nétig mit Antibiotika, in LB Gber Nacht bei 37°C angezogen. Diese LB-
Kulturen wurden in Tris-MM, 1:400 verdiinnt und ebenfalls fir 16 h bei 37°C und 200 rpm
inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine weitere 1:400 Verdinnung der zweiten Vorkultur im ent-
sprechenden Tris-MM, d. h. fir Wachstums-Endpunktbestimmungen unter Eisenlimitation wurde
eisenfreies Minimalmedium (mit desferriertem CAS und eisenfreier Komponente A) verwendet
und flir phosphatfreies Tris-MM wurde die Komponente B ohne Phosphat verwendet. Das
Wachstum der Mittelkultur erfolgte im Inkubationsschittler bei 37°C und 250 rpm. Nach 2-
stiindigem Wachstum wurden 10 pl dieser Mittelkulturen in 4 ml des jeweiligen Tris-MM
Uberimpft, wobei verschiedene Schwermetalle bzw. Chelatoren in entsprechenden Konzen-
trationen eingesetzt wurden. Das Wachstum der Hauptkultur erfolgte fir 16 h, 20 h bzw. 24 h im
Inkubationsschittler bei 37°C und 250 rpm. Die Optische Dichte wurde bei 600 nm mit einem
Spektrophotometer (SmartSpec™3000, BIORAD, Minchen) bestimmt. Fir Wachstums-
Endpunktbestimmungen in Anwesenheit von CdClz wurden die Vorkulturen sowohl in LB-Medium
als auch in Minimalmedium zusatzlich mit 50 yM EDTA inkubiert. Die Hauptkulturen wurden
direkt aus der Minimal-Vorkultur 1:400 angeimpft und gleichzeitig mit 50 yM EDTA und
steigenden CdCl>-Konzentrationen versetzt. Die Bestimmung der Optischen Dichte erfolgte wie

oben beschrieben.

B) Trockenstress-Experimente mit anschlielender Wachstums-Endpunktbestimmungen

Vorkulturen wurden in LB Uber Nacht bei 37°C angezogen. Diese LB-Kulturen wurden in Tris-
MM, in Tris-MM mit 100 yM MnClI2 oder in Tris-MM mit 100 uM FeCls, 1:400 verdinnt und
ebenfalls fir 16 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. 1 ml der Minimal-Kultur wurde in H2Opidest.
gewaschen und die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Die Zellen wurden mit H2Opigest. SO
verdinnt, dass in 5 pyl Zellsuspension 106 Zellen enthalten sind. AnschlieRend wurden 106 Zellen
pro 5 ul auf sterile Filterblattchen gegeben und fir 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 oder 7 h inkubiert. Die
Filterblattchen wurden in 4 ml LB-Medium gegeben und auf Eis gelagert. Das Wachstum der

Kulturen erfolgte bei 37°C und bei 150 rpm. Nach 16-stiindiger Inkubation wurde die Optische
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Dichte bei 600 nm mit einem Spektrophotometer (SmartSpec™3000, BIORAD, Minchen)

bestimmt.

C) Anaerobe Wachstums-Endpunktbestimmungen

Die Vor- und Mittelkulturen wurden wie oben beschrieben beimpft. Eine 2-stiindige Mittelkultur
wurde zum Animpfen der Hauptkultur verwendet (1:400). Als Medium fiir die Hauptkultur diente
TrissMM ohne Eisen mit desferrietem CAS und Glucose als C-Quelle. Dabei wurden
verschiedene Konzentrationen von MnCl, oder FeSOs zum Medium hinzu gegeben. Nahezu
anaerobe Wachstumsbedingungen wurden erreicht, indem 15 ml Greiner mit Medium vollstandig
befiillt und fest verschraubt wurden. Das Wachstum der Kulturen erfolgte nicht schittelnd bei
37°C. Die Optische Dichte bei 600 nm wurde jeweils nach 16 h, 24 h und 48 h mit einem
Spektrophotometer (SmartSpec™ 3000, BIORAD, Miinchen) bestimmt.

D) Zeitabhangige Wachstumsversuche

Fur die Anzucht der kontinuierlich zu vermessenden Hauptkulturen wurden citratgesplilte
Seitenarmkolben verwendet. Vor- und Mittelkulturen wurden wie oben beschrieben angezogen.
Es wurden 10 ml Tris-MM ohne Eisen mit desferrietem CAS 1:400 mit der entsprechenden
Mittelkultur beimpft. Als Zusatze fir die Hauptkultur wurde 2,2°-Dipyridyl, FeSO4 oder MnClz
eingesetzt. Zeitabhangige Wachstumsversuche in Gegenwart von Ga(NO3)s erfolgten in Tris-MM.
Das Zellwachstum erfolgte bei 37°C im Schiittelwasserbad (Infors AG, Bottmingen) und wurde
kontinuierlich bis zum Erreichen der stationdren Phase mit einem Klett-Summerson-Colorimeter

verfolgt.

E) Zeitabhdngige Wachstumsversuche unter oxidativen Stressbedingungen
25 ml Tris-MM ohne Eisen und mit desferrierten CAS mit 10 yM MnClz oder mit 10 yM FeSO4

wurden 1:400 mit der entsprechenden Mittelkultur beimpft. Als Kontrolle diente das gleiche

Minimal-Medium ohne Schwermetall-Zusatz, dass ebenfalls mit einer Mittelkultur 1:400 beimpft
wurde. Nachdem die Kulturen eine Optische Dichte von 100 Klett erreichten, wurden die Zellen
mit doppelten Volumen mit TrissMM ohne Eisen und mit desferrierten CAS gewaschen.
Anschlieflend wurden zweimal jeweils 10 ml einer Kulturen in neue Seitenarmkolben pipettiert
und nur zu einem Ansatz 150 yM Paraquat hinzugegeben. Das Zellwachstum erfolgte weiterhin
bei 37°C im Schittelwasserbad (Infors AG, Bottmingen) und wurde kontinuierlich bis zum

Erreichen der stationaren Phase mit einem Klett-Summerson-Colorimeter verfolgt.
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2.5. Enzymologische Methoden - Bestimmung der Superoxid-Dismutase-
Aktivitat

2.5.1. Zellanzucht der E. col-Stamme

Ziel war es zu untersuchen, welche Superoxid-Dismutasen unter verschiedenen Anzuchts-
bedingungen im Deletionsstamm ECA458 (AfecA-E, AfecABC, AmntH, AzupT, AentC) aktiv sind.
Dazu wurden Vorkulturen in LB-Medium bei 37°C angezogen, die anschlielend in Tris-MM 1:400
verdinnt wurden und ebenfalls bei 37°C fir 16 h schittelnd inkubiert wurden. Diese zweite
Vorkultur wurde 1:400 in Tris-MM ohne Eisen und desferriertem CAS verdiinnt. Das Wachstum
dieser Mittelkultur erfolgte im Inkubationsschuttler fir 2 h bei 37°C. Nach 2-stlindigen Wachstum
wurde mit dieser Mittelkultur 100 ml Tris-MM ohne Eisen und desferrietem CAS mit
entsprechenden Zusatzen (2.5 pM DIP, 10 yM MnClz, 10 yM FeSO4 oder 10 uM MnCl>+10 pM
FeSO4) 1:400 beimpft. Auf die gleiche Art und Weise wurden Kulturen mit 2, 4 oder 6 pM
Ga(NOs3)s, jedoch in TrissMM inkubiert. Das Wachstum der Kulturen erfolgte in 300 ml
Seitenarmkolben bei 37°C im Schittelwasserbad (Infors AG, Bottmingen) bis 100 Kiett.

2.5.2. Probenvorbereitung fur Aktivitdtsfarbung der Superoxid-Dismutasen

Nach Zentrifugation der Kulturen (15 min, 4500 g bei 4°C) wurde das Pellet in 2 ml 100 mM Tris-
HCI pH 7.0 mit 1 mM Proteaseinhibitor PMSF resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann in
einer French-Presse (Amicon, Silver Springs, Maryland, USA) bei 2000 psi (140 kg/cm?2) in zwei
Durchgangen aufgeschlossen. Als Alternative zur French-Presse wurden die Kulturen im
Ultraschall (Uniequip Laborgeratebau UW 60) aufgeschlossen. Dabei wurden die Zellen fir
6 x 30 s bei Intervalleinstellung 75 % und 80 % Watt Leistung unter dauerhafter Kiihlung aufge-
schlossen. Zwischen den einzelnen Zyklen wurden die Zellen 30 s auf Eis abgekuhlt. Zur Abtren-
nung der Zelltrimmer erfolgte ein 15-minttiger Zentrifugationsschritt bei 4°C und 10000 g in der
Eppendorf-Zentrifuge 5417R (Eppendorf AG, Hamburg). AnschlieRend wurde die Proteinkonzen-
tration der Uberstande mit Bradford-Reagenz bestimmt und 70 pg-200 ug Gesamtprotein in einer

Nativen PAGE eingesetzt.

2.5.3. Acktivitdtsfarbung der Superoxid-Dismutasen in der Nativen PAGE
(Zymogramm) (nach Beauchamp und Fridovich, 1971)

Die SOD-Aktivitatsfarbung in der Nativen PAGE beruht auf der Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
(NBT)-Methode. TEMED als Radikalstarter bewirkt am Licht die Oxidation von Riboflavin. Im
Verlauf dieser Reaktion werden O * Radikale freigesetzt, die einen Farbumschlag des NBT von
gelb nach blau-schwarz bewirken. Die SOD konkurriert mit NBT um die Radikale und verhindert
dadurch eine Schwarzfarbung des Gels.

Nach der Gelelektrophorese wurde das Native Gel 20 min im Dunkeln mit Lésung A (12.5 mg
NBT, 5 mg Riboflavin in 50 ml inkubiert H2Opigest.) inkubiert. Danach wurden 150 pyl TEMED
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zugegeben und das Gel im Tageslicht inkubiert. Das blaugefarbte Gel mit ungefarbten Bereichen,
die den SOD-Banden entsprechen, wurde bei Erreichen eines guten Kontrastes in Wasser

gespult und somit die Reaktion gestoppt.

2.6. Proteinbiochemische Methoden

2.6.1. Protein-Expression und -Reinigung Uber das Strep+tag®ll Protein Purfication
System (Institut fir Bioanalytik GmbH, Géttingen)

Mittels des Strep-tag®ll Uberexpressionssystems kénnen exprimierte Proteine in einer Einschritt-
Affinitatschromatographie gereinigt werden. Zur Reinigung des 7argetProteins wird N-terminal
ein fag eingefigt, der aus 8 AS (WSHPQFEK) besteht. Dieser Strep-tag®ll bindet spezifisch an
StrepTactin, das als Saulenmaterial verwendet wurde. Weiterhin beeinflusst dieser fag
normalerweise weder Proteinlokalisation noch Proteinfaltung. Die Induktion der Expression
erfolgte durch AHT (Anhydrotetracyclin), da das Gen des zu exprimierenden Proteins hinter einen
fetPromotor kloniert wurde. Unspezifisch bindende Proteine konnten wahrend eines
Waschschrittes entfernt werden, wahrend das 7argetProtein spezifisch durch Austausch der

Bindung mit Desthiobiotin von der Saule eluiert werden konnte.

2.6.1.1. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte
A) Protein-Expression in BL21(pLys)

Die Plasmidkonstrukte wurden in den Uberexpressionsstamm E. coli BL21(pLys) transformiert.
Die Vorkultur, die tGber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert wurde, wurde 2%ig in frisches LB-
oder TB-Medium iiberfiihrt. Die Hauptkulturen in LB- oder TB-Medien zur Uberexpression wurden
schittelnd bei 37°C inkubiert, bis sie eine Optische Dichte von ODego = 0.6 bzw. 1.0 erreichten.
Die Expression der Proteine wurde durch Zugabe von 200 pg AHT/l induziert. AnschlieRend
wurden die Kulturen weitere 3 h schittelnd bei 30°C oder uber Nacht bei 15°C inkubiert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation fir 30 min bei 4500 g und 4°C (Eppendorf-Zentrifuge 5804R,
Eppendorf AG, Hamburg) sedimentiert und das Medium sorgfaltig abgenommen. Die Zellpellets

wurden bei -20°C gelagert.

B) Protein-Expression zum Nachweis der ZupT- Mutanten-Proteine in der Membran
Die Plasmidkonstrukte, wurden u. a. in ECA580 (AzupT AmntH AzntA AyodA::cal) oder ECA577
(AznuABC AzupT AzniB:.cat AzitB AzntA:: kmpis) transformiert. Es erfolgte eine Inkubation dieser

transformierten Stdmme in LB- Medium Uber Nacht bei 37°C. AnschlieRend wurden die Kulturen
1:400 in Tris-MM verdlinnt und ebenfalls bei 37°C ber Nacht schittelnd inkubiert. Mit dieser
Vorkultur wurde die Hauptkultur, bestehend aus mindestens 100 ml Tris-MM und Ampicilin auf
ca. 30 Klett angeimpft. Bis zur Verdopplung der Klettzahl erfolgte das Zellwachstum bei 37°C
schiittelnd. AnschlieRend wurden die Kulturen mit 200 ug AHT/I versetzt und fiir eine weitere

Stunde bei 37°C schitteind inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fir 30 min bei
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4500 g und 4°C (Eppendorf-Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg) sedimentiert und das

Medium sorgfaltig abgenommen. Die Zellpellets wurden bei -20°C gelagert.

2.6.1.2. Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt

A) Ultraschall

Das Zellpellet wurde in 2 ml (pro 100 ml Kultur z. B. ECA580 mit exprimiertem zup7) Puffer W
[100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl] mit 1 mM Proteaseinhibitor PMSF und 10 pg/mi
DNasel resuspendiert. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (Uniequip Laborgeratebau UWG60)
6 x 30 s bei Intervalleinstellung 70 % bei 80 W Leistung unter Kiihlung aufgeschlossen, zwischen
den einzelnen Zyklen wurden die Zellen 30 s auf Eis abgekihlt. Zur Abtrennung der Zelltrimmer
wurden die aufgeschlossenen Kulturen 30 min bei 10000 g in der Eppendorf-Zentrifuge 5417R
bei 4°C zentrifugiert.

B) French-Presse
Das Zellpellet wurde in 30 ml (pro 1000 ml Kultur) Puffer W [100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM

NaCl] resuspendiert und 1 mM PMSF versetzt. Die Zellsuspension wurde dann in einer French-

Presse (Amicon, Silver Springs, Maryland, USA) bei 2000 psi (140 kg/cm2?) in mehreren
Durchgangen aufgeschlossen. Nach Zentrifugation in der Sorvall-Zentrifuge (20200 g, 20 min,

4°C) wurde der Uberstand auf Eis gelagert.

2.6.1.3. Membranpraparation und Solubilisierung

Zur Gewinnung der Membranfraktion wurde der klare Uberstand einer Ultrazentrifugation
(Beckmann Coulter, Krefeld) (100000 g, 1 h, 4°C) unterzogen. Das so gewonnene Membran-
pellet wurde in Puffer W [100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl] aufgenommen und die
Proteinkonzentration mit Bradford Reagenz oder mit dem BCA-Kit bestimmt. Anschlie3end wurde
die Proteinkonzentration auf 10 mg/ml eingestellt. Die Solubilisierung der Membran erfolgte mit
1 % Laurylsarcosin oder mit 1 % n-Dodecyl-3-D-Maltosid fiir 1 h auf Eis. Nach der Solubilisierung
schloss sich ein weiterer Zentrifugationsschritt in der Ultrazentrifuge fir 30 min bei 100000 g und
4°C an, um ungeléste Membranreste und Zelltrimmer zu pelletieren. Die gewonnenen

Membranproteine konnten fiir die Affinitdtschromatographie eingesetzt werden.

2.6.1.4. Native Proteinreinigung mittels StrepTactin-Chromatographie

Eine Einweg-Saule (Polypropylene Column 1 ml-10 ml, QIAGEN, Hilden) wurde mit 1-5 ml
Saulenmaterial (SfrepTactin) gepackt und mit 5 Vol. Puffer W [100 mM Tris-HCI (pH 8.0),
150 mM NaCl] equilibriert. Die Zellextrakte, welche das Strep-tag®ll-Fusionsprotein enthielten,
wurden auf die Saule gegeben, wobei das Fusionsprotein an das S&ulenmaterial band.
Unspezifisch bindende Proteine wurden durch Waschen mit 10 Vol. Tris-Puffer [100 mM Tris-HCI
(pH 8.0), mit 150 mM NaCl] und 5 Vol. Tris-Puffer ohne Salz entfernt. Das 7argetProtein wurde
mittels 3—4 Vol. Puffer E [100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 2.5 mM Desthiobiotin] eluiert. Das
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Saulenmaterial wurde durch Spulen mit 10 Vol. Puffer R [100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM HABA]

regeneriert.

2.6.2. Bac-to-Bac®Baculovirus Expression System (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Trotz zahlreicher, methodischer Variationen des unter 2.6.1. beschriebenen Systems und die
Verwendung weiterer £. coli Stammen zur Uberexpression von zup7, war es nicht gelungen
ausreichende Proteinmengen von ZupT zu gewinnen. Aus diesem Grund wurde versucht, mit
dem Bac-to-Bac®Baculovirus Expression System (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) die Ausbeute an
exprimierten ZupT zu erhéhen.

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass zunachst rekombinante Baculoviren generiert
werden, die anschlieBend zur Transfektion von Spodopfera frugiperda Sf9 Insektenzellen
eingesetzt werden und somit zur einer hohen Expressionsrate des gewiinschten Proteins fiihren
(Abb. 4).
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Abb. 4: Das Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

2.6.2.1. Konstruktion rekombinanter Bacmid-DNA

Zunachst wurde zupT7 mit Startcodon, Sfrep-tag®l und Stoppcodon in das Donorplasmid
pFastBac™1 downstream vom Baculovirus- spezifischen Polyhedrin (PH)-Promotor kloniert. Die
Expressions-Kassette, bestehend aus Gentamicin-Kassette, zup7 unter der Kontrolle vom PH-

Promotor und SV40 Polyadenylierungssignal, ist jeweils flankiert von Tn7R und Tn7L. Diese
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Konsensussequenzen sind essenziell fir die Integration der Expressions-Kassette in das Virus-
genom. Das Virusgenom liegt als Baculovirus shuttle Vektor (Bacmid, bMON14272) in
DH10Bac™-Zellen vor. Dartber hinaus besitzen DH10Bac™-Zellen ein Helferplasmid
(PMON7124), dass eine Transposase codiert. Transformiert man nun das pFastBac™1-
Konstrukt in DH10Bac™-Zellen, so findet eine ortsspezifische Rekombination der Expressions-
Kassette Uber die affTn7-sites in das Bacmid statt. Die aft7n/-sites befinden sich in /acZo,
sodass durch a-Komplementation rekombinante Bacmid-DNA selektiert werden konnte. Die
Selektion rekombinanter Bacmid-DNA wird durch Antibiotika-Marker, die vom Bacmid codiert
werden, unterstitzt. AnschlieBend wurde die rekombinante Bacmid-DNA isoliert und fiir die
Transfektion in Sf9 Insektenzellen eingesetzt, sodass rekombinante Baculoviren generiert werden

konnten.

2.6.2.2 Transfektion in Spodopftera frugiperda Sf9 zur Herstellung rekombinanter Baculoviren

A) Kultivierung von Sf9 Insektenzellen

Die Kultivierung der Insektenzellen und die Transfektion erfolgten in Zusammenarbeit mit Ines
Sommerer und PD Dr. med. habil. Dominik Huster an der Medizinischen Fakultat, Universitat
Leipzig. Die Lagerung von Sf9 Insektenzellen erfolgte im Kryomedium in flissigen Stickstoff,
wobei 3-107 Zellen/1.5 ml vorlagen. Diese Zellen wurden im 37°C-Wasserbad fur eine Minute
erwarmt. AnschlieRend wurden 30 ml SF-900 Il Medium mit diesen Zellen beimpft, sodass eine
Konzentration von 106 Zellen/ml vorlag. Das Wachstum der Zellkultur erfolgte bei 27°C, unter
Lichtausschluss und unter standigem Schiitteln bei max. 150 rpm flr ca. 2 Tage. Nach dieser
Inkubationszeit wurden die Anzahl und die Vitalitdt der Insektenzellen bestimmt. Betrug die
Konzentration an vitalen Zellen 1.2-108 Zellen/ml so wurde eine erneute Passage in frischem SF-
900 Il Medium vorgenommen und fiir weitere 2 Tage bei 27°C, unter Lichtausschluss und unter
standigem Schiitteln bei max. 150 rpm inkubiert. Anschlielend erfolgte erneut die Bestimmung

der Anzahl der vitalen Zellen, die fir die Transfektion eingesetzt wurden.

B) Transfektion

In 35 mm Zellkulturschalchen wurden 95 Sf9 Zellen in 2 ml SF-900 Il Medium mit Penicillin und
Streptomycin gegeben und zur Anhaftung an die Schalchenoberflache fir 1 h bei 27°C ohne
Schitteln, im Dunkeln inkubiert. Wahrend dessen wurde 2 ug Bacmid DNA in 100 pyl SF-900 I
Medium aufgenommen und 6 pl Cellfectin® Reagenz [besteht 1:1.5 aus N,N!, NI, N!l-Tetramethyl-
N, N, NI Nil-tetrapalmitylspermin (TM-TPS) und Dioleoyl-phosphatidylethanolamin (DOPE)]
ebenfalls in 100 yl SF-900 Il Medium verdiinnt. AnschlieBend wurde die verdiinnte Bacmid-DNA
und das verdinnte Cellfectin® Reagenz vereint, vorsichtig gemischt und bei RT inkubiert.
Waéhrend der Inkubation des DNA-Lipid-Gemisches wurden die Sf9 Insektenzellen einmal mit
2 ml SF-900 Il Medium ohne Antibiotika gewaschen. Zu dem DNA-Lipid-Gemisch wurden 800 pl
SF-900 Il Medium hinzu gegeben, vorsichtig gemischt und anschlieRend der gesamte Ansatz pro

95 Insektenzellen/well hinzugefiigt. Dem schloss sich eine 5-stiindige Inkubation bei 27°C an.
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Danach wurde der DNA-Lipid-Komplex entfernt und 2 ml SF-900 Il Medium mit Penicillin und
Streptomycin zu den Insektenzellen hinzu gegeben. Nach 72 h Stunden bei 27°C wurde der P1

Virusstock isoliert, sofern die Insektenzellen typische Infektionsmerkmale aufwiesen.

C) Erhéhung des Virustiters zur gesteigerten Protein-Expressionsrate

Der P1 Virusstock wurde gewonnen, indem die Zellen nach der 72-stlindigen Inkubation in einem
Greiner vereint wurden (in drei wells wurde die selbe Transfektion durchgefiihrt) und bei 500 g fiir
5 min abzentrifugiert und der Uberstand mit einem 0.2 uM Filter sterilfiltriert wurde. Nach der
Zugabe von 2 % FKS konnte der P1 Virusstock zum einem bei -80°C gelagert werden und zum
anderen zur erneuten Infektion einer 50 ml Sf9 Insektenkultur, die drei Tage zuvor beimpft wurde,
eingesetzt werden. Daflr wurden 2.5 ml P1 Virusstock zu 50 ml Sf9-Kultur (2-108 Zellen/ml) und
1 % FKS hinzu gegeben. Die Zellen wurden fir 3 Tage bei 27°C unter stdndigem Schitteln bei
150 rpm inkubiert. Zur Isolierung des P2 Virusstockes wurden die Zellen flir 5 min bei 500 g
zentrifugiert und der Uberstand erneut sterilfiltriert und mit 2 % FKS versetzt. Dieser P2 Virus-
stock kann ebenfalls bei -80°C gelagert werden und zur Gewinnung des P3 Virusstockes flir eine
erneute Transfektion eingesetzt werden. Dazu wurde eine 200 ml Sf9-Kultur mit einer
Konzentration von 3106 Zellen/ml, die drei Tage zuvor beimpft wurde, mit 10 ml sterilfiltrierten P2
Virusstock und 1 % FKS versetzt. Diese transfizierten Insektenzellen wurden erneut flr drei Tage
bei 27°C unter stédndigem Schiittlen inkubiert. Zur Gewinnung des Zellpellets und des P3
Virusstock wurden die Kulturen zentrifugiert. Der P3 Virusstock wurde wie der P1 und der P2

Virusstock isoliert und gelagert.

D) Zellaufschluss und Gewinnung vom gereinigten ZupT
Das Insektenzellpellet wurde in HB-Puffer (25 mM Imidazol, 0.25 M Sascharose, 1 mM DTT,

Protease Inhibitor) resuspendiert und die Zellen mit einem Dounce-Homogenisator aufge-

schlossen. Die Membranpraparation und die Proteinreinigung wurden wie unter 2.6.1.3. bzw.
2.6.1.4. beschrieben, durchgefiihrt.

2.6.3. Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

2.6.3.1. BCA-Test (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit, Sigma GmbH, Osterode)

Zu 50 pl Proteinlésung wurden 1 ml BCA-Lésung zugegeben und gemischt. Der Ansatz wurde
anschlieRend 30 min bei 37°C inkubiert und danach die Absorption bei 562 nm gegen einen
Nullwert bestimmt. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer Eichreihe, die

durch Verdinnung einer 1 mg/ml BSA-L&sung erstellt wurde.

2.6.3.2. Bradford-Proteinbestimmung (Bradford, 1976)
Fir die Proteinbestimmung wurden 50 pl der zu vermessenden Proteinlésung bzw. Verdinnung
mit 750 pl Bradford-Lésung (Roti®-Quant, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) und 200 pl

H2Obidest versetzt und 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach erfolgte die Absorptions-
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messung bei 595 nm mit dem Spektrophotemeter (SmartSpec™ 3000, BIORAD, Miinchen). Die
Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Eichgerade, die durch Verdinnung einer

1 mg/mlI-BSA-Stammldsung erstellt wurde.

2.6.4. Konzentrieren von Proteinlésungen

Proteinlésungen konnten mit Hilfe von Konzentratoren (Vivaspin; Sartorius AG, Goéttingen)
konzentriert oder in andere Ldsungen umgepuffert werden. Vor dem Benutzen wurden die
Vivaspin-Réhrchen einmal mit dem zu verwendeten Puffer gesplilt (Eppendorf-Zentrifuge 5804R,
Eppendorf AG, Hamburg). AnschlieRend wurde die einzuengende Proteinldsung in die Réhrchen
gegeben und erneut bei 4000 g, 4°C zentrifugiert bis die gewlinschte Proteinkonzentration
erreicht war. Beim Umpuffern wurde der neue Puffer mindestens dreimal Uber die Saule
gegeben. Zur Lagerung wurde die Saule mit 70%igem Ethanol gespllt und anschliefsend in

20%igem Ethanol gelagert.

2.6.5. Elektrophoretische Methoden

Die Polyacrylamid-Elektrophorese wurde in einer Minigel-Twin-Kammer (Biometra GmbH,
Gottingen) oder in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN Tefra Electrophoresis
System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durchgefiihrt. Dabei wurden Glasplatten der Abmessung

10 x 10 x 0.1 cm oder Glasplatten mit integrierten 7.5 mm Spacern verwendet.

2.6.5.1. Probenvorbereitung

Die in der SDS-PAGE aufzutrennenden Proben wurden im Verhaltnis 1:1 mit SDS-Probenpuffer
[0.125 M Tris-HCI pH (6.8), 20 g/l SDS, 50 % (v/v) Glycerin, 0.5 % (v/v) B-Mercaptoethanol,
0.01 g/l Bromphenolblau (BPB)] gemischt und 10 min bei 40°C oder 5 min bei 95° denaturiert.

Danach erfolgte die Auftragung der Proben mit Hilfe einer Mikroliterspritze (Hamilton) aufs Gel.

2.6.5.2. Proteinmarker

Um Aussagen Uber die GréRe der im Gel analysierten Proteine treffen zu kdénnen, wurden
Proteinmarker aufgetragen. Dabei wurden folgende Marker verwendet: Broad Range (#7702)
(NEB GmbH, Frankfurt am Main) mit 13 Proteinen von 212, 158, 116, 97.2, 66.4, 55.6, 42.7, 36.5,
26.6, 20, 14.3, 6.5, 3.4 und 2.3 kDa, der Strep-tag® Proteinmarker von IBA GmbH, Gottingen mit
Proteinbanden der Gréflen 100, 60, 45, 30, 23.5 und 16 kDa und die Fermentas Marker
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (#SM0671) mit folgenden ProteingréRen 170, 130, 95,
72,55, 43, 34, 26, 17 und 10 kDa und der PageRuler™ Unstained Protein Ladder (#SM0661) mit
Strep-tag® Proteinen der GroRe: 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, und 10
KDa.
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2.6.5.3. Lineare SDS-PAGE (Laemmli 1970)

Fir die Auftrennung der Proteine wurden lineare SDS-Polyacrylamid-Gele nach Laemmli (1970)

verwendet.

Trenngel. 125 %
30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacrylamid Stammldsung 2.5 mi
1.88 M Tris-HCI (pH 8.8) 1.2 ml
5 g/l SDS 1.2ml
H2Obidest. 1.1ml
TEMED 5 ul
APS (10%ig) 30 pl

Das Gelgemisch wurde nach vorsichtigem Mischen luftblasenfrei zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen. Um eine planare Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu erhalten,
wurde das Trenngel mit 1 ml Wasser (berschichtet. Nach Polymerisierung des Trenngels wurde
das Wasser wieder entfernt und 1.5 ml Sammelgel zur Aufnahme und Konzentrierung der Proben

auf das Trenngel gegeben, in das zur Formung von Geltaschen ein Kamm eingesetzt wurde.

Sammelgel:

30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacylamid Stammldésung 0.33 ml
0.625 M Tris-HCI (pH 6.8) 0.4 ml
5 g/l SDS 0.4 ml
H20bigest. 0.87 ml
TEMED 2 ul
APS (10%ig) 10

Der Elektrodenpuffer [30.2 g/l, 144 g/l Glycin, 10 g/l SDS] wurde in Anoden- und Kathodenraum
der Elektrophoresekammer gegeben, der Kamm unter Puffer entnommen und die Proben aufge-

tragen. Die Elektrophorese wurde bei maximaler Stromstarke und 200 V durchgeflhrt.

2.6.5.4. Native PAGE

In der Nativen Page wurden I8sliche Proteinfraktionen verschiedener Kulturen aufgetrennt und
anschlielRend auf die Superoxid-Dismutase-Aktivitat untersucht.

Die Proben wurden vor der Auftragung auf ein Gel mit 0.2 Vol. 5x Beschwerungslésung [20 %
(w/v) Saccharose, 0.1 % (w/v) BPB] versetzt. Die Elektrophorese wurde bei 200 V und Imax
durchgefiihrt.

Elektrodenpuffer: 12.1 g Tris, 7.5 g Glycin, ad 1 | H2Opidest.
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Gelzusammensetzung: Sammelgel (8 %) Trenngel (10 %)
40 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 0.4 ml 1.5 ml
2.5 M Tris-HCL, pH 8.5 0.2 ml 0.2 mi
H2Obidest. 1.4 ml 3.9 ml
TEMED 2l 5ul
10 % (w/v) APS 15 40 pl

2.6.5.5. Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran (Westernblot)

Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte auf eine Polyvinyliden-difluorid-
Membran (PVDF-Membran, Millipore, Eschwege) oder Nitrocellulose (Machery-Nagel GmbH &
Co KG, Diren) mittels Semi-Dry-blot. Die Membran wurde auf Gelgréf3e zugeschnitten und fur
jeweils 1 min in Methanol und H2Opidest. geschwenkt (nur PVDF Membran). Anschlieend erfolgte
eine Inkubation fir 15 min in Towbin-Puffer [25 mM Tris-HCL, 0.192 M Glycin, 20 % (v/v)
Methanol]. Vier Lagen Blottingpapier (VWR International GmbH, Dresden) wurden auf Gelgroie
zugeschnitten und ebenfalls in Towbin-Puffer getrankt. Das Gel wurde nach Entnahme aus der
Elektrophoresekammer fir 15 min in Towbin-Puffer geschwenkt. In der Blotapparatur (BIORAD,
Minchen) wurden zwei Lagen Blottingpapier, die Membran, das Proteingel und zwei weitere
Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei Ubereinander gelegt, die Apparatur verschlossen und
Strom angelegt. Der Elektrotransfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei konstanter
Stromstarke und -Spannung (3 mA/cm? Gelflache, 15 V) fir 30 min. Nach dem Transfer wurde

das Gel zur Kontrolle der Bloteffizienz mit Coomassie gefarbt und die Membran luftgetrocknet.

2.6.5.6. Streptag®Il Detektionssystem (Institut fir Bioanalytik GmbH, Géttingen)

Der spezifische Nachweis Strep+tag® ll-haltiger Proteine auf PVDF-Membranen erfolgte mittels
StrepTactin®-Peroxidase-Konjugat. Die Blot-Membran (56 cm?) wurde in 20 ml Blockingpuffer [1 x
PBS-Puffer (4 mM KH2PO4, 16 mM NaxHPO4, 115 mM NaCl) mit 3 % BSA (w/v) und 0.5 %
Tween 20] fur 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran
3 x 5 min in PBS-Puffer mit 0.1 % v/v Tween 20 gewaschen. Nach dem letzten Wachschritt
wurde 10 ml PBS-Puffer mit 0.1 % v/v Tween 20 hinzu gegeben. Das SfrepTactin®-Peroxidase-
Konjugat wurde 1:100 in PBS-Puffer mit 0.2 % BSA und 0.1 % Tween verdiinnt und 10 ul davon
zu 10 ml PBS-Puffer mit 0.1 % v/v Tween 20 gegeben. Mit dieser Ldsung wurde die Membran
zusatzlich fur eine Stunde schwenkend inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran 2 x 1 min in
PBS-Puffer mit 0.1 % v/v Tween 20 und 2 x 1 min in PBS-Puffer gewaschen. Die Membran wurde
einige Minuten in Lésung A [5 ml 100 mM Tris-HCL, pH 8.0, 51 pl 3 % (w/v) 4-Chloronaphtol
(Chromogen-Stammlésung in Methanol) und 23 ul p-Cumarséaure (gelést in DMSO)] und Ldsung
B (5 ml 100 mM Tris-HCL, pH 8.0, 4 pl 30 % H202) im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran zwischen Folie gelegt und ein Réntgenfilm (Hyperfiim™ ECL, Amersham Biosciences,

UK) fur einige Minuten exponiert.
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2.6.6. Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen und PVDF-Membranen

2.6.6.1. Unspezifische Proteinfarbung mit Coomassie-Blau (Weber und Osborn 1969)

Die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden mindestens 30 min oder Uber
Nacht leicht schwenkend in Coomassie-Farbelésung (2 g Coomassie Brilliantblau R-250, 0.5 g
Coomassie Brilliantblau G-250, 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, ad 1 |
H20Ovidest) inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Entfarbung des Hintergrundes innerhalb von 1-2 h
durch Entfarberlésung (40 % Ethanol, 7.5 % Essigsaure). Die Gele wurden bis zur Trocknung in
H2Ovidest. aufbewahrt.

2.6.6.2. Unspezifische Proteinfarbung mit Ponceau-Rot (Toplab GmbH, Martinsried)

Zur N-terminalen Sequenzierung von ZupT wurde das gereinigte Protein auf eine Polyvinyliden-
difluorid-Membran (PVDF-Membran, Millipore, Eschwege) geblottet. Danach erfolgte eine 5-
mindtige Inkubation der Membran in einer Ponceau-Rot-Farbelésung (0.5 % Ponceau S, 1 %
Essigsaure). Anschliefiend wurde die Membran so lange mit H2Ovigest. €ntfarbt, bis die Protein-
banden gut sichtbar waren. Nach dem Ausschneiden der Proteinbande erfolgte die N-terminale

Ansequenzierung durch Toplab GmbH, Martinsried.

2.7. Transportstudien mit radioaktiven Isotopen und ganzen Zellen
2.7 1. Zellanzucht der E. coli Stamme

Nach einer Vorkultur in LB-Medium und Zusatz und dem entsprechenden Antibiotikum bei 37°C
wurden die Zellen 1:400 in Tris-MM verdiinnt, welches das entsprechende Antibiotikum enthielt.
Das Wachstum dieser Mittelkultur erfolgte schittelnd bei 37°C Uber Nacht. Mit der Mittelkultur
wurde die Hauptkultur, bestehend aus Tris-MM und Ampicilin auf ca. 30 Klett angeimpft. Bis zur
Verdopplung der Klettzahl erfolgte das Zellwachstum bei 37°C schiittelnd. Anschlielend wurden
die Kulturen mit 200 ug AHT/I versetzt und fur eine weitere Stunde bei 37°C schuttelnd inkubiert.
Nach der Induktion wurden die Kulturen im entsprechenden Medium bzw. Puffer gewaschen und
die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Fiir die Transportstudien wurden die Kulturen auf eine

Optische Dichte von ca. 0.4 eingestellt.

2.7.2. Aufnahmeexperiment mit radioaktivem 55Fe (nach Kammiler ef a/, 1993)

Hierzu wurden die Zellen in Tris-MM ohne Eisen und ohne CAS gewaschen. Zu Beginn wurde die
Zelldichte mit dem Klett-Summerson Colorimeter (Klett MFG Co., New York) bestimmt. Die
Aufnahmeuntersuchungen wurden nach der Filtrationsmethode in einem Wasserbad bei 37°C
durchgefiuihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer radioaktiven 55Fe-Lésung (1 mCi in 0.1 M
HCL, Perkin Elmer Life Sience INC., Boston) gestartet, die neben dem radioaktiven Metallisotop,
FeSO. und Ascorbat enthielt. Die radioaktive 55Fe-Ldsung wurde so eingesetzt, dass die Eisen-

Gesamtkonzentration 5 yM und die Ascorbat-Konzentration 1 mM betrug. Nach definierten Zeiten
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(0.12, 2.5, 5, 10, 15, 20 und 25 min) wurden 400 pl Proben entnommen und filtriert (NC 45,
Schleicher und Schilll, Dassel). Um unspezifisch gebundenes Metall von der Zelloberflache zu
entfernen, wurden die Filter mit 12 ml Waschpuffer (0.1 mM LiCl) gewaschen und in ein Mini-
Poly-Q-Réhrchen uberfuhrt. Nach Zugabe von 4 ml Ready Safe™ wurde die Radioaktivitat im
Flissigkeitsscintillationszahler bestimmt. Die Zahlzeit betrug 2 min. Die gemessene Radioaktivitat
wurde in counts per million (cpm) angegeben. Als Absolutwert wurden 400 ul Probe aus der
jeweiligen Kultur enthommen und ohne Filtration in ein Mini-Poly-Q-Réhrchen Uberfiihrt und

vermessen.

2.7.3. Aufnahmeexperiment mit radioaktivem 57Co, 85Zn, 199Cd und %4Mn

Hierfir wurden die Zellen nach Induktion der zup7 Expression in 10 mM Tris-HCI pH 7.0 (fir
Co2*- und Cdz+-uptake) oder in Tris-MM ohne Eisen, CAS, Spurenelementlésung und Phosphat
(fr Mn2+*- und Zn2+-uptake) gewaschen und aufgenommen. Das Aufnahmeexperiment wurde
durch Zugabe der radioaktiven Lésung, die jeweils aus radioaktivem (1 mCi in 0.1 M HCL, Perkin
Elmer Life Sience Inc., Boston bzw. Irvine Biomedical Inc., Irvine fir 57CoCly) und
nichtradioaktivem Metall bestand, gestartet. Dabei wurde fiir den Co2*-uptake 2.5 yM 57CoCly, fir
den Zn2+- und Cd2*-uptake 1 uM 65ZnClz bzw.199CdCl, und fir den Mn2+-uptake 1.4 yuM 55MnClz
eingesetzt. Nach definierten Zeiten wurden die jeweiligen Probenvolumina (300-400 ul)
entnommen und filtriert. Um unspezifisch gebundenes Metall von der Zelloberflache zu entfernen,
wurden die Filter mit 12 ml Waschpuffer (10 mM Tris-HCI pH 7.0, 10 mM MgCl,) gewaschen und
in ein Mini-Poly-Q-Rdéhrchen uberfihrt. Die Radioaktivitdt der Proben wurde wie unter 2.7.2.

beschrieben, bestimmt.

2.7.3.1. Radioaktive Aufnahmeexperimente zur Bestimmung der Transport-Kinetik

Fir die Bestimmung der Kinetik fiir den ZupT-vermittelten Metalltransport war es notwendig die
Aufnahmeexperimente in einem Medium vorzunehmen, dass keine Komponenten enthielt, die
den Metalltransport beeintrachtigen. Somit wurden die Kulturen nach der Induktion der zupT
Expression mit AHT in Tris-MM ohne Eisen, CAS, Spurenelementldsung und Phosphat
gewaschen und resuspendiert. Die Kulturen wurden auf eine Optische Dichte von ca. 0.4
eingestellt. Die Aufnahmeuntersuchungen wurden nach der Filtrationsmethode in einem
Wasserbad bei 37°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde nach Zugabe der radioaktiven Ldsung,
die jeweils aus radioaktiven (1 mCi in 0.1 M HCL, Perkin Elmer Life Sience Inc., Boston bzw.
Irvine Biomedical Inc., Irvine fiir 57CoCl,) und nichtradioaktiven Metall bestand, gestartet. Proben
wurden nach definierten Zeiten enthommen, wobei die Probennahme nur in dem Zeitfenster
erfolgte, indem der Transport noch nicht gesattigt war, d. h. proportional zur Reaktionszeit
erfolgte. Zur Bestimmung der Transport-Kinetik wurden unterschiedliche Konzentrationen an

radioaktiven Metallldsungen eingesetzt und die Transportgeschwindigkeit bestimmt.
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2.7.3.2. Kompetitive Inhibition der 85Zn2*-Aufnahme mit anderen Schwermetallen

Die Zellen wurden nach Induktion der zup7 Expression in TrissMM ohne Eisen, CAS,
Spurenelementlésung und Phosphat gewaschen und resuspendiert und die Kulturen auf eine
Optische Dichte von ca. 0.4 eingestellt. Die Reaktion wurde nach Zugabe einer radioaktiven
Lésung, die aus 1 mM ¢5ZnCl; (jeweils aus radioaktiver und nicht radioaktiver Lésung hergestellt)
und verschiedener Konzentration (1 mM, 5 mM, 20 mM oder 50 mM) an CdClz, MnCl,, CoCly,
CuCly, NiCl> oder FeSO4 bestand, gestartet. Die radioaktive Lésung wurde 1:500 eingesetzt. Als
Kontrolle wurde das 65Zn2*-Aufnahmeexperiment ohne Zusatz von Schwermetallen durchgefihrt.

Allgemein wurde das Aufnahmeexperiment wie unter 2.7.3 beschrieben durchgefiihrt.

2.7.3.3. Untersuchung des radioaktiven Zn2*-Transportes in Abhangigkeit vom pH-Wert

Eine Kultur wurde nach Induktion der zup7 Expression aufgeteilt und in Tris/Mes-Minimalmedium
ohne Eisen, CAS, Spurenelementlésung und Phosphat mit einem pH-Wert von 6.0, 6.5 oder 7.2
gewaschen und resuspendiert. Die Optische Dichte der Kulturen wurde auf ca. 0.4 eingestellt.
Fir das radioaktive Aufnahmeexperiment wurde 1 pM 85ZnCl; eingesetzt und bei verschiedenen

pH-Werten wie unter 2.7.3 beschrieben, durchgefihrt.

2.7.3.4. Inhibition des radioaktiven Metall-Transportes mit FCCP, CCCP und Orthovanadat

Die Zellen wurden nach Induktion der zup7 Expression in TrissMM ohne Eisen, CAS,
Spurenelementlésung und Phosphat gewaschen und resuspendiert. Die Kulturen wurden auf
eine Optische Dichte von ca. 0.4 eingestellt. Bevor die Reaktion durch Zugabe der radioaktiven
Lésung (Endkonzentration 1 yM 57CoCl, bzw. 1 uM 65ZnCly) gestartet wurde, wurden die Zellen
mit jeweils 10 M, 25 uyM oder 50 yM FCCP bzw. CCCP und 0.5 mM oder 1 mM Orthovanadat fur
5 min bei 37°C im Schiuttelwasserbad inkubiert. Das radioaktive Aufnahmeexperiment wurde wie

unter 2.7.3. beschrieben, durchgefiihrt.

2.8. Spektroskopische und Analytische Methoden
2.8.1. Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS)

Um eine Aussage Uber den intrazellularen Eisen- bzw. Mangangehalt in Zellen des E. coli
Stammes W3110 und der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ECA458 unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen in verschiedenen Wachstumsphasen treffen zu kdnnen, wurde die
Atom-Absorptions-Spektroskopie angewandt. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, das
Licht verschiedener Wellenlangen mit einer bestimmten Intensitat durch eine atomisierte Probe
absorbiert und dadurch geschwacht wird. Durch das Verhaltnis Intensitat des ungeschwéachten
Lichtes und Intensitat des absorbierten Lichtstrahles durch das zu messende Element, kann der
Metallgehalt in der jeweiligen Probe bestimmt werden. Die Atomisierung der Proben erfolgte
durch starkes Erhitzen im Graphitrohr. Um die Konzentration an Eisen bzw. Mangan in Zellen

bestimmen zu kénnen, wurde eine Kalibrierungskurve fiir das entsprechende Metall erstellt.
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2.8.1.1. Zellanzucht

Vorkulturen wurden in LB Gber Nacht bei 37°C angezogen. Diese LB-Kulturen wurden in Tris-
MM, 1:400 verdiinnt und ebenfalls fir 16 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Anschlielend erfolgte
eine weitere 1:400 Verdinnung der zweiten Vorkultur in Tris-MM ohne Eisen und mit
desferriertem CAS. Das Wachstum der Mittelkultur erfolgte im Inkubationsschittler bei 37°C und
250 rpm. Nach 2-stiindigem Wachstum wurde mit der Mittelkultur ca. 50 ml bzw. 20 ml Tris-MM
ohne Eisen und mit desferrierten CAS, in citratgespiilte 300 ml Seitenarmkolben beimpft. Das
Wachstum erfolgte wahrend des gesamten Experimentes bei 37°C im Schittelwasserbad (Infors
AG, Bottmingen). Die Optische Dichte wurde mit dem Klett-Summerson Colorimeter (Klett MFG
Co., New York) bestimmt. Die Zellen wurden zu bestimmten Zeitpunkten geerntet: in der lag-
Phase (15 Klett), in der exponentiellen Phase und in der stationdren Phase. Nach Zentrifugation
wurden die Zellen zweimal mit 10 mM Tris-HCI, pH 7.0 und 100 uM EDTA und einmal mit 10 mM
Tris-HCI, pH 7.0 gewaschen. Die Zellen wurden zwischen den Waschschritten auf Eis gelagert.
Nach Waschen der Kulturen wurden die Zellen in ca. 500 pyl 10 mM Tris-HCI, pH 7.0
resuspendiert und die Optische Dichte bei 600 nm mit dem Spektrophotometer
(SmartSpec™3000, BIORAD, Minchen) bestimmt. Die Zellsuspension wurde so verdiinnt, dass
in 80 yl Suspension 108 Zellen enthalten waren. 80 pl dieser Zellsuspension wurden in ein neues
Eppendorftube Uberfiihrt und in der SpeedVac SVC 100E (Savant, Instruments, Inc. Fermingdale,
New York) eingeengt. Als Negativkontrolle fir die spatere Messung in der AAS dienten 80 ul 10
mM Tris-HCL, pH 7.0, die genauso vorbereitet wurden wie die Zellsuspensionen. Anschliellend
wurden die Zellen bei -20°C gelagert. Zur Messung des Metallgehaltes in Medien wurden 50 pl
des Mediums in Eppendorftubes Uberflihrt und auf dieselbe Art und Weise wie Zellen fiir die

AAS-Messung vorbereitet.

2.8.1.2. Probenvorbereitung

Zum Ansauern der Proben und zur Entfernung des Kohlenstoffgehaltes im Probenmaterial wurde
zum Zellpellet 50 ul H202 (30%ig, Fe-Gehalt: <0.00000003 %, Fluka, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) und 150 pl HNO3 (65%ig, Fluka, Fe-Gehalt: <0.000001 %) hinzu gegeben und
fur ca. 12 h bei 40°C inkubiert. Danach wurden die Proben mit reinem H2Opigest. (Carl-Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe) auf 500 ul Endvolumen aufgefillt und in der AAS vermessen.

2.8.1.3. AAS
Die Messung des Eisen- oder Mangangehaltes in den Proben erfolgte nach folgenden

Parametern:
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Optische Parameter
Wellenlange
Spaltbreite
Lampen-Typ
HKL-Strom
Untergrund-Korrektur
Feldstarke
Integrationsparameter
Integr.-art
Integr.-zeit
Verzdgerungszeit
Messzyklen

Ofen
Trocknungs-Temp.
Pyrolyse
Atomisieren
Heizrate

Haltezeit
Probengeber
Typ/Teller
Arbeitsweise
Injektion

Autom. Tiefenkorrektur
Verdlinnung
Modifier (5 pl)
Kalibration
Verfahren
Herstellen durch:
Kalibrierbereich:
Anzahl d. Std.:
Kall-0:
Stammlésung:
Bezugsfunktion:

Messzyklen:

Fe

248.3 nm
0.2 nm
M-HKL

6.0 mA
Ein/3-Feld
08T/05T

Signal-A
40s

0

3

85/95/110°C
1200 °C
2200 °C

FP

4s

MPEG0/89 Pos.
kontinuierlich

20 pl/-0.9 mm

ein

bei Uberschreitung
0.1 % Mg(NOs3)2

Standard
Verdlinnen
0-100 pg/l
6

0

100 pg/l
linear

3

Mn

279.5 nm
0.2nm
M-HKL
7.0 mA
Ein/2-Feld
08T

Signal-A
3.0s

0

3

85/95/110°C
800 °C

1900 °C
1500 °C/s
3s

MPEG0/89 Pos.
kontinuierlich

20 pl/-0.9 mm

ein

bei Uberschreitung

Standard
Verdinnen
0-8 pg/l

5

0

8 ug/l
linear
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2.8.2. Inductively-Coupled-Plasma-Mass-Spectrometry (ICP-MS)

Die ICP-MS ist ein weiteres Verfahren, mit deren Hilfe der Eisen- oder Galliumgehalt in Zellen der
E. coli Deletionsstammes ECA458, des E. coli Wildtyps W3110 und des Deletionsstammes
ECA588(AfecA-E NfeocABC AmntH AzupT AentC ApitA::cal) unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen bestimmt wurde. Der Vorteil gegeniber der Atom-Absorptions-Spektroskopie
besteht darin, dass innerhalb kirzester Zeit eine Vielzahl von Elementen in geringsten Konzen-
trationen bestimmt werden kénnen. Das Prinzip beruht auf der lonisierung des Probenmaterials in
einem Plasma von ca. 5000°C. Die lonen werden in Richtung des Massenspektrometers in
einem elektrischen Feld beschleunigt. Dort werden die Masse der Elemente und deren Isotope

erfasst.

2.8.2.1. Zellanzucht

Die Zellanzucht erfolgte wie unter 2.8.1.1. beschrieben, jedoch wurde der E. coli Deletionsstamm
ECA458 und E. coli Wildtyp in 10 ml TrissMM ohne Zusatz, mit 2, 4 oder 6 pM Ga(NOs3)3
inkubiert. Das Wachstum des Deletionsstammes ECA588 fand in 10 ml Tris-MM ohne Zusatz, mit
2 oder 4 yM Ga(NOs3)s statt. Auch hier erfolgte das Wachstum wahrend des gesamten Experi-
mentes bei 37°C im Schittelwasserbad (Infors AG, Bottmingen). Die Optische Dichte wurde mit
dem Klett-Summerson Colorimeter (Klett MFG Co., New York) bestimmt. Die Zellen wurden in
der stationdren Phase geerntet und wie unter 2.8.1.1. beschrieben, gewaschen und fir die ICP-

MS Messung vorbereitet.

2.8.2.2. Probenvorbereitung und ICP-MS Messung

Die Probenvorbereitung und ICP-MS Messung erfolgte an der University Nebraska-Lincoln, USA.
Die Probenvorbreitung wurde von Christophe Espirito Santo, Schoo/ of Biological Sciences,
University Nebraska-Lincoln vorgenommen. Dabei wurden die Proben in 40 pl PBS resuspendiert
und 40 yl HNO3 hinzu gegeben. Anschlieliend erfolgte eine 2-stiindige Inkubation der Proben bei
70°C. Die Proben wurden mit reinstem Wasser verdiinnt, welches Standards fir Arsen und
Indium enthielt. Die ICP-MS-Messung erfolgte durch Dr. Javier Seravalli Redox Biology Center,

Biochemistry Department, University Nebraska-Lincoin.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung des ersten bakteriellen ZIP-Transporters ZupT
3.1.1. Der bakterielle ZIP-Transporter ZupT weist ein breites Substratspektrum auf

Urspringlich wurde der erste bakterielle ZIP-Transporter ZupT (friher ygiE) aus Escherichia coli
als Zinc uptake transporter identifiziert (Grass et al, 2002). Die Autoren konnten zeigen, dass
ZupT zur zelluldren Zink-Aufnahme beitragt. Zink schien bereits zu diesem Zeitpunkt nicht das
einzige Substrat von ZupT zu sein. Um das vollstdndige Substratspekirum von ZupT zu unter-
suchen, wurden spezifische Deletionsstamme verwendet bzw. konstruiert. Diese Mutanten sind in
allen bekannten Aufnahme- und Efflux-Systemen fir ein bestimmtes Metall deletiert. So wurde der
Deletionsstamm ECA580(AzupT AmntH AzntA AyodA:.cal) fur die Untersuchung der Cadmium-
Aufnahme, der Deletionsstamm ECA458(AfecA-E AfeocABC AmntH AzupT AentC) bzw.
VS148(AfecA-E::kan AfeoABC AmntH AzupT AentC::cal) fur die Untersuchung der Mangan- bzw.
Eisen-Aufnahme und der Deletionsstamm ECA349(AcorA ArcnA AzupT::cal) fur die Untersuchung
der Cobalt-Aufnahme konstruiert. Die Deletionsstamme GR362(AznuABC AzupT AzniB::cat
AzntA:: kmpis AzitB) und GR354(AznuABC AzupT:.cal) wurden fir die Untersuchung der Zink-
Aufnahme verwendet.

Sowohl in Wachstums-Endpunktbestimmungen als auch in radioaktiven Aufnahmeexperimenten
mit ganzen Zellen wurde das Substratspektrum von ZupT bestimmt. Dazu wurden fir Wachstums-
Endpunktbestimmungen die jeweiligen Deletionsstdmme mit dem /ow-copy Plasmid
pECD754(pACYC184::zupT) transformiert, um eine Komplementation von zupT in frans erzielen
zu kénnen. Da auf diesem Plasmid nicht nur das Gen zupT7 sondern auch die zugehdrige
Promotorregion codiert ist, wurde eine konstitutive Expression von Zzup7 erreicht, die der
natiirlichen Situation nahe kommt. Da jedoch die Expression des tetR-codierenden /ow-copy
Plasmids pACYC184 das Wachstum des Deletionsstamm ECA458 in Anwesenheit von Mangan
auf unbekannte Weise stark negativ beeinflusste, wurde zupT inklusive Promotorregion in das
kmR-codierende /fow-copy Plasmid pACYC177 kloniert [pECD1061 (pACYC177::zupT)] und flr
Wachstums-Endpunktbestimmungen eingesetzt. Fir radioaktive Aufnahmeexperimente wurden
die jeweiligen Deletionsstamme mit dem Plasmid pECD1046(pASK-IBA3::zupT) transformiert.
Eine Expression von zup7 wurde nach Zugabe von Anhydrotetracyclin (AHT) als Induktor erzielt.
Je nachdem, in welchem Deletionsstamm zupT in frans exprimiert wurde, konnte entweder ein
vermindertes (Abb. 5A, B, D) oder verbessertes Wachstum (Abb. 5C, E) dieser E. coli Stdmme
beobachtet werden. Im Falle von z. B. Cadmium ist das verminderte Wachstum darauf zurtickzu-
fihren, dass durch den vermehrten Metall-Einstrom durch ZupT eine erhdhte Toxizitat verursacht
wurde und somit das Wachstum in Anwesenheit steigender Metall-Konzentrationen beeintrachtigte
wurde. Dies ist in Abb. 5A, B und D verdeutlicht: der E. coli Deletionsstamm ECA580(AzupT

AmntH AzntA AyodA::.cal) mit zupT in trans ist gegenliber Cadmium um das 4-fache sensitiver als
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der Deletionsstamm mit Leervektor (Abb. 5A). Die Expression von zupT in frans beeintrachtigte
das Wachstum des Cd2*-spezifischen Deletionsstammes ECA580 so stark, dass die Medien mit
50 uM des Metallchelators EDTA versetzt werden mussten, um ein Wachstum dieses Stammes
gewahrleisten zu koénnen. Aus diesem Grund wurden samtliche Medien in Wachstums-
Endpunktbestimmungen mit 50 yM EDTA versetzt.

Im Co2+-spezifischen Deletionsstamm ECA349(AcorA ArcnA AzupT::cal) flihrte die Expression
von zupT in frans zu einer 10-fach héheren Sensitivitat gegeniiber CoCl; als im Deletionsstamm
mit Leervektor (Abb. 5B).

Wachstum Metall-Aufnahme

25 2

1.5
1.5

OD [600 nm]
nmol Cd/g d.w.

05 0.5

0 20 40 60 0 1 2 3

CdCl, [uM] + 50 uM EDTA Zeit [min]

OD [600 nm]
&
nmol Co/g d.w.

0 100 200 300 400 500 0 1 2 3 4

CoCl, [uM] Zeit [min]

25

1.5

OD [600 nm]
nmol Fe/g d.w.

0.5

0 20 40 60 80 0 5 10 15 20 25

2,2°-Dipyridyl [uM] Zeit [min]
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Abb. 5: ZupT transportiert Cadmium, Cobalt, Eisen, Mangan und Zink

LB-Ubernachtkulturen wurden 1:400 in Tris-MM (+50 uM EDTA fiir CdCl.-Endpunktbestimmungen) verdiinnt und 16 h
bei 37°C schittelnd inkubiert. Diese Vorkulturen wurden entweder direkt 1:400 in der Hauptkultur in Anwesenheit von A:
50 uM EDTA und steigenden CdClz-Konzentrationen eingesetzt oder erneut in Tris-MM (fir C, D: Tris-MM ohne Eisen
und mit desferriertem CAS) 1:400 verdlnnt und fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Diese Mittelkulturen wurden 1:400
in der Hauptkultur eingesetzt und in Anwesenheit von B: steigenden CoCl>-Konzentrationen, C: 1mM Ascorbat und
steigende 2,2°-Dipyridyl-Konzentrationen, D: steigende MnClz2-Konzentrationen und E: steigenden TPEN-Konzen-
trationen inkubiert. Dabei diente der jeweilige Metall-spezifische Deletionsstamm mit zup7, kloniert in pACYC in frans fir
Endpunktbestimmungen (linke Seite) bzw. kloniert in pASK-IBA3 fiir radioaktive Metall-Aufnahmeexperimente (rechte
Seite) als Positivkontrolle (m). Der jeweilige Deletionsstamm mit dem Leervektor stellte jeweils die Negativkontrolle dar
(3). Nach 16-stiindigem Wachstum (24 h fiir C:) wurde die Optische Dichte bei 600 nm ermittelt. Fir radioaktive Metall-
Aufnahmeexperimente wurde Tris-MM mit den Minimalkulturen auf 30 Klett angeimpft. Bis zur Verdopplung der Zellzahl
erfolgte das Wachstum bei 37°C, anschlieRend wurde die zup7 Expression durch Zugabe von 200 pg/l AHT induziert
und die Zellen erneut bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. Danach wurden die Zellen im jeweiligen Puffer gewaschen und
resuspendiert. Durch Zugabe von A: 1 pM 199CdClz, B: 2.5 yM 57CoClz, C: 5 uM 55FeCls, 1mM Ascorbat, D: 1.4 uyM
54MnClz2 und E: 1 uM 65ZnCl2 wurden radioaktive Metall-Aufnahmeversuche gestartet. Nach bestimmten Zeitpunkten
wurden Proben enthommen und vermessen. Die Kulturen wurden wahrend des Versuches bei 37°C schittelnd
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen.

In Wachstums-Endpunktbestimmungen in Anwesenheit steigender MnCl2-Konzentrationen unter-
schieden sich der Deletionsstamm ECA458, der zupT in frans exprimierte und die zugehdrige
Negativkontrolle in zwei Merkmalen: das Wachstum der Negativkontrolle wurde zunachst durch
Mangan verbessert, jedoch ist der Mutantenstamm, mit zupT7 in frans, sensitiv gegentiber héheren
MnCl>-Konzentrationen (Abb. 5D). Dagegen flihrte eine Expression von zup7 in frans in der
Deletionsmutante VS148(AfecA-E::kan AfeoABC AmntH AzupT AentC::cat) (Abb. 5C) unter Eisen-
limitation bzw. in der Zink-Aufnahme-Mutante GR354(AznuABC AzupT::cat (Abb. 5E) unter Zink-
limitation zu einem verbesserten Wachstum. Eisen- oder Zinklimitation wurde durch den Einsatz

verschiedener Chelatoren, wie dem Fe(ll)-Chelator 2,2°-Dipyridyl (DIP) (Pugsley und Reeves,
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1976; Angerer ef al, 1992; Kammler ef al, 1993; Dubrac und Touati, 2000) oder dem Zn2*-
Chelator TPEN [N,N,N’,N’-Tetrakis-(2-pyridylmethyl)-Ethylenediamine] (Patzer und Hantke, 1998;
Outten und O'Halloran, 2001; Graham ef al, 2009) in den Wachstumsversuchen erzielt.
Vermutlich wurden durch ZupT essenzielle Eisen- bzw. Zink-lonen in das Cytoplasma transportiert
und férderten somit das Wachstum. So wuchs die Deletionsmutante VS148 mit zupT in frans noch
bei einer 5-fach hoheren 2,2 -Dipyridyl-Konzentration als die entsprechende Negativkontrolle. Ein
ahnlicher, positiver Effekt auf das Wachstum wurde im Mutantenstamm GR354(AznuABC
AzupT:.cal), der zupT in frans exprimierte, beobachtet. Hierbei flhrte die Expression von zup7 zu
einer 4-fach héheren Resistenz gegentiber TPEN als die dazugehdrige Negativkontrolle. Isotopen-
Aufnahmeexperimente in ganzen Zellen unterstiitzen die Ergebnisse der Wachstums-Endpunkt-
bestimmungen und zeigen, dass die Induktion der Expression von zupT in den jeweiligen E. colf

Deletionsstdmmen zu einer gesteigerten Akkumulation des entsprechenden Schwermetalls fihrte.

3.1.2. Uberexpression und Reinigung von ZupT iiber das Strep-tag®ll-System

Fur weiterfihrende Experimente wurde versucht, ZupT als Sitreptag® Fusionsprotein zu
exprimieren und Uber Affinitats-Chromatographie zu reinigen. Die Vorraussetzung daflir bietet
das Plasmid pECD1046, das zu Beginn dieser Arbeit vorlag. Hier wurde zupT in den pASK-IBA3
Vektor so kloniert, dass die Expression von zup7 unter der Kontrolle des fetAp Promotors stand
und somit durch Zugabe von AHT induziert werden konnte.

Aus der Uberexpression resultierte ZupT als C-terminales Fusionsprotein mit dem Strep-tag®ll
Epitop, bestehend aus den Aminosduren WSHPQFEK, dass dann an das S&aulenmaterial
StrepTactin-Sepharose bindet, so dass die Reinigung von ZupT durch Affinitdts-Chromatographie
bis zur Homogenitat vorgenommen werden konnte. Trotz zahlreicher Variationen in der Art und
Weise der Uberexpression (Verwendung verschiedener E. coli Uberexpressionsstimme, ver-
schiedener Medien, Inkubation bei verschiedenen Temperaturen, Induktion der Expression durch
verschiedene AHT-Konzentrationen, verschiedene Induktionszeiten) oder auch in der Protein-
Reinigung selbst (Verwendung verschiedener Detergenzien zur Solubilisierung des
Membranproteins) konnten maximal 50 pg gereinigtes ZupT aus 10 x 200 ml Kultur gewonnen
werden. Darlber hinaus war ein Nachweis von ZupT in der Membran-Fraktion zu diesem
Zeitpunkt nicht méglich. Aus diesem Grund wurde auf das Bac-fo-Bac®Baculovirus Expression
System (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) zuriickgegriffen. Mit Hilfe diesen Systems wird ein hoher
Titer rekombinanter Baculoviren (Aufographa californica multiple-capsid Nucleopolyhedrovirus,
AcMNPV) erzeugt, die in Insekten-Zellkultur zu einer hohen Expressionsrate des Zielproteins
fuhren. Rekombinante AcCMNPV Baculovirus-DNA entsteht durch spezifische Transposition des
zu exprimierenden Fremd-Gens von einem Spenderplasmid (pFastBac™1) in die ACMNPV-DNA
(Bacmid). Das Bacmid kann in £. coli als Plasmid replizieren und ist fir Spodoptera frugiperda

Sf9-Insektenzellen infektios.
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Ausgehend vom Plasmid pECD1046(pASK-IBA3::zupT) wurde zupT mit C-terminalem Strep-tag®
unter Verwendung der Restriktionsenzyme Xbal/Hindlll in das Donorplasmid pFastBac™1
kloniert. Das daraus resultierende Donorplasmid pECD1076(pFastBac™::zup7step.) Wurde in
DH10Bac™ E. coli Zellen transformiert. Diese Zellen besaften nicht nur das Bacmid, sondern
zusatzlich ein Helferplasmid, das eine Transposase codierte. Dadurch wurde eine ortsspezifische
Rekombination Uber mini-atiTn7 sites des zupTswep.-Konstruktes in das Bacmid ermdglicht,
wodurch /n vivo ein Fusionsplasmid entstand. Dieses Fusionsplasmid wurde in Sf9 Insektenzellen
transferiert und ermdglichte die Expression von zupT7swep. Nach der Membranpraparation erfolgte
die Reinigung des C-terminalen Strep-tag® Proteins Uber Affinitdts-Chromatographie. Mit dem
Bac-to-Bac®Baculovirus Expression System konnte aus 200 ml transfizierter Sf9-Insekten-
zellkultur ca. 1 mg ZupT gereinigt werden (Abb. 6). Dies entspricht einer 20-fachen Steigerung
der Ausbeute im Vergleich zur jenen Ausbeute, die durch herkdmmliche Uberproduktion in £. coli
BL21 gewonnen werden konnte. Dass es sich wirklich um ZupT in den Elutionsfraktionen

handelte, wurde durch Sequenzierung des N-Terminus bestatigt (Toplab GmbH, Martinsried).

A: B
1 2 M 3 4 5 6 1 2 3 4 M 6 7
/ 20 KDa
ire———
/ T B s e
14.3 KDa
-—

Abb. 6: Vergleich der Ausbeute des gereinigten ZupT-Proteins durch Uberexpression in £. coli BL21(pLys) und im
Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System

ZupT wurde in beiden Féllen als C-terminale Strep-tag®ll-Fusionen /n vivo synthetisiert und Uber das Strep-tag®ll-
System gereinigt. Solubilisiert wurde mit dem Detergenz Dodecylmaltosid. In einer 12.5%igen SDS-PAGE wurden 20 pl
der gewonnenen Eluate, resultierend aus (A) der Uberexpression im E£. coli Stamm BL21(pLys), 1-6: aufgetragen
wurden 20 pl der Elutionsfraktionen 3 bis 8 und (B) dem Bac-fo-Bac®Baculovirus Expression System, 1-7: aufgetragen
wurden 20 pl der Elutionsfraktionen 2 bis 7. Die Gele wurden mit Coomassie gefarbt. Zur GroRenbestimmung wurde der
Protein Marker, Broad Range (#7702, NEB GmbH, Frankfurt am Main) (Spur M) verwendet.

3.1.3. Wie wird der ZupT-Transport energetisiert?

Bisher war es weitgehend unklar, welche Energiequelle von ZIP-Proteinen fir den Metall-
Transport genutzt wird. So kdnnte eine ATP-Hydrolyse, ein H*- oder Na*-Metall/Symport oder ein
HCO3- -Metall/Symport, wie es schon fir die humanen ZIP-Transporter hZIP2, hZIP8 und hZIP14
(Gaither und Eide, 2000; He ef al., 2006; Girijashanker et al., 2008) beschrieben wurde, den
Transport von Metallen energetisieren. Um diese Frage hinsichtlich der Energetisierung des
ZupT-vermittelten Metall-Transportes zu klaren, wurde in radioaktiven Aufnahmeexperimenten
zum einen die Protonophoren FCCP (Carbonyl cyanid 4-(trifluoromethoxy)phenyl-hydrazon) und
CCCP (Carbonyl cyanid 3-chlorophenylhydrazon) und zum anderen der ATPase-Hemmer
Orthovanadat eingesetzt. Bevor die Aufnahmeexperimente durch Zugabe von 1 uM 57CoCl;
gestartet wurden, wurden Zellen des Deletionsstammes ECA349(AcorA ArcnA AzupT::cal) mit
zupTin frans fir 5 Minuten mit jeweils einem dieser Inhibitoren inkubiert und so der Einfluss von
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FCCP, CCCP bzw. Orthovanadat auf die Cobalt-Akkumulation untersucht. Abbildung 7 zeigt,
dass die Protonophoren FCCP und CCCP die Cobalt-Aufnahme verminderten. Schon der Einsatz
von 10 yM FCCP bzw. 10 yM CCCP fihrten zu einer eindeutigen Inhibierung des Cobalt-
Transportes. Wurden 25 yM FCCP bzw. 25 yM CCCP im radioaktiven Aufnahmeexperiment
eingesetzt, so konnte eine starkere Inhibierung des Cobalt-Transportes festgestellt werden. Auch
der radioaktive Zn2*-Transport im E. coli Stamm GR362(AznuABC AzupT AzntB AzitB::.cat

AzntA:: kmpis), der zupT in frans exprimierte, konnte durch Einsatz von FCCP und CCCP inhibiert
werden (Daten nicht gezeigt).

>
W

nmol Co/g d.w.
nmol Co/g d.w.

Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 7: Radioaktive Aufnahmeexperimente in Anwesenheit der Protonophoren FCCP oder CCCP

Nach Anzucht und Induktion der Expression von zup7 wurden die Kulturen in Tris-MM (ohne Spurenelementlésung,
Eisen, CAS und ohne Phosphat resuspendiert und auf die Optische Dichte [OD 600 nm] von 0.4 eingestellt. Die Kulturen
wurden fir finf Minuten mit A: 10 uM FCCP (A), 25 yM FCCP (#) und mit B: 10 uM CCCP (A), 25 yM CCCP (#)
inkubiert. Durch Zugabe von 1 uM 57CoCl. wurde das Experiment gestartet und nach bestimmten Zeiten Proben
entnommen. Als Positivkontrolle diente in beiden Fallen ein Experiment ohne Zusatz der Protonophoren (W) und als

Negativkontrolle eine Kultur ohne zuypT (O). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens
drei unabhangigen Messungen.

Das gleiche Experiment wurde mit dem E£. coli Stamm ECA458(AfecA-£E AfecABC AmntH AzupT
AentC) mit zupT in trans durchgefihrt. Auch hier konnte beobachtet werden, dass die Mangan-
Akkumulation durch Einsatz der Protonophoren stark vermindert werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Orthovanadat hingegen musste in hohen Konzentrationen (1.0 mM) eingesetzt werden,
um hinsichtlich des Co?*- und Zn2+-Transportes einen Hemmeffekt zu erzeugen. Der Einsatz von
Orthovanadat im radioaktiven Mn2*-Aufnahmeexperiment Ubte jedoch keinen Einfluss auf die
Mn2+*-Akkumulation aus (Daten nicht gezeigt). L6sungsmittel, in denen die Inhibitoren vorlagen,
wie Ethanol, Methanol und H2Opigest. beeinflussten das Transportexperiment nicht. Um auszu-
schlielRen, dass dieser Hemmeffekt durch Zelltod resultierte, wurden Zellen nach 5-, 10- und 20-
minutiger Inkubation mit dem jeweiligen Inhibitor entnommen und auf LB-Agarplatten inkubiert.
Die Behandlung mit Inhibitoren resultierte in einer unveranderten CFU. Daher konnte ein
genereller negativer Effekt der Inhibitoren auf die Lebensfahigkeit der Zellen ausgeschlossen
werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte untersucht werden, ob eine Anderung des externen pH-Wertes
und somit eine Anderung der externen Protonen-Konzentration die Transport-Aktivitat von ZupT

beeinflussen wiirde. In Abb. 8 ist ersichtlich, dass eine Erhéhung des pH-Wertes zu einer
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zunehmenden Zn2*-Akkumulation in zupT exprimierenden GR362(AznuABC AzupT AzntB
AzitB::cat A zntA:kmpis)-Zellen  fihrte, wobei eine maximale Zn2+-Akkumulation bei
physiologischem pH-Wert erreicht wurde. Der radioaktive Zink-Transport konnte in Puffern mit
héheren pH-Werten nicht untersucht werden, da vermutlich Zinkhydroxid im Verlaufe des
Experimentes prazipitierte. Dies wurde dadurch erkenntlich, dass wahrend des radioaktiven
Aufnahmeexperimentes innerhalb weniger Minuten die Werte der fofa/ com extrem abnahmen,
die im Normalfall konstant bleiben sollten (z. B. pH-Wert 8: Zeitpunkt ,0“ 8905 fofa/ com und
Zeitpunkt ,1.5 min“ 4392 fotal com, bei pH-Wert 9 wurde eine gesteigerte Abnahme der fofal/ com
beobachtet). Darliber hinaus wurde ebenso eine pH-Wert-Abhangigkeit des Cobalt- und Mangan-

Transportes durch ZupT beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Abb. 8: Radioaktive Zn2*-Aufnahmeexperimente in
Gegenwart verschiedener pH-Werte
Nach Anzucht und Induktion der Expression von zupT
wurden die Kulturen in Tris/Mes-MM ohne Spurenelement-
Iésung, Eisen, CAS, Phosphat und verschiedener pH-
Werte: pH 6.0 (A), pH 6.5 (®) oder pH 7.2 (m) resus-
pendiert und auf die Optische Dichte [OD 600 nm] von 0.4
eingestellt. Durch Zugabe von 1 yM 65ZnCl> wurde das
Aufnahmeexperiment gestartet und nach bestimmten
0 1 2 3 Zeiten Proben entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte
Zeit [min] mit Standardabweichungen von mindestens drei unab-
hangigen Messungen.

nmol Zn/g d.w.

In Gaither ef a/. (2000) wurde fir den humanen ZIP-Transporter hZIP2 ein Zn2*/HCO3 -Symport
als Transportmechanismus /n vivo postuliert.

Dementsprechend wurde in radioaktiven Aufnahmeexperimenten untersucht, inwiefern die
Transport-Aktivitat von ZupT durch Einsatz von Bicarbonat beeinflusst werden kann. Weder in
Cdz*-, Co%*- noch in Znz*-Aufnahmeexperimenten konnte ein Einfluss von HCOs  beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Auch die Anwesenheit von NaCl, CaCl,, MgCl, und KCI veranderte
in keinem der Falle die Transport-Aktivitdt von ZupT (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zu
hZIP2, 8 und 14 scheint der ZupT-vermittelte Metall-Transport nicht durch Einsatz von Hydrogen-
carbonat und anderen Salzen stimuliert zu werden. Sie scheinen nicht die treibende Kraft fiir den
Metall-Transport zu sein, vielmehr besteht die Moglichkeit, dass der Metall-Transport durch

profon-motive force energetisiert werden kénnte.

3.1.4. Der ZupT-vermittelte Zn*-Transport wird durch &quimolare Mengen an
Cadmium gehemmt

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass ZupT ein breites Substratspektrum besitzt. Wird jedoch
jedes Substrat mit derselben Affinitat von ZupT gebunden und mit derselben Geschwindigkeit in
das Cytoplasma transportiert? Um diese Frage beantworten zu kdnnen, wurde die Transport-
Kinetik von ZupT naher untersucht. Dadurch, dass die Energiequelle fir alle ZIP-Transporter

noch nicht zweifelsfrei identifiziert wurde und somit radioaktive Aufnahmeexperimente in right
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side out Vesikeln nicht durchfihrbar waren, wurde die Transport-Kinetik von ZupT fiir Zink,
Cobalt und Mangan in ganzen Zellen bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die fir das jeweilige
Metall spezifischen Deletionsstamme [GR362(AznuABC AzupT AzntB AzitB::cat AzntA:: kmpis) fur
ZnCly, ECA349(AcorA ArcnA AzupTi.cal) fir CoCl, und ECA458(AfecA-E AfeoABC AmntH
AzupT AentC) fur MnCl;] mit pECD1046(pASK-IBA3::zup7) transformiert, sodass durch AHT die
zupT Expression induziert werden konnte. Um die Transport-Kinetik von ZupT bestimmen zu
kénnen, wurde zunachst der Zusammenhang zwischen Substratkonzentration (ZnClz, CoCl. und
MnCl2) und Transportgeschwindigkeit ermittelt. Die Darstellung der Reaktionsgeschwindigkeit als
Funktion der Substratkonzentration zeigte einen hyperbolischen Kurvenverlauf und folgte somit
der Michaelis-Menten-Kinetik (Abb. 9A).

A o6 B

: 10 - y=1.379x + 1.1809
T R? = 0.9974
5 04
()]
< =
E o2t =
c
=
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E 0 2 120 1 2 3 4 5
> 0 0.5 1 1.5 4 L

MnCl, [uM] 1/[S]

Abb. 9: Transport-Kinetiken Diagramme am Beispiel der ZupT-vermittelten Mangan-Aufnahme

Nach Anzucht und Induktion der Expression von zup7 wurden die Kulturen in Tris-MM (ohne Spurenelementlésung,
Eisen, CAS und ohne Phosphat) resuspendiert und auf die Optische Dichte [OD 600 nm] von 0.4 eingestellt. Zunachst
wurden die Metall-Konzentrationen in radioaktiven Isotopen-Aufnahmeexperimenten bestimmt, bei der sich eine
Sattigung des Transportes einstellte. AnschlieBend wurden die Transportgeschwindigkeiten bei verschiedenen
Substratkonzentrationen bestimmt, mit deren Hilfe die Michaelis-Menten-Kinetik bestimmt werden konnte. A zeigt die
Substratsattigungskurve, B ist die doppeltreziproke Auftragung der Transportdaten als Lineweaver-Burk-Diagramm.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen.

In Tabelle 4 sind die Kn-Werte und die maximalem Geschwindigkeiten fir die Substrate Zink,
Cobalt und Mangan aufgefiihrt. Diese Daten deuten darauf hin, dass vermutlich Zink affiner
gebunden und effektiver durch ZupT transportiert wird als Cobalt und Mangan. Die Substrate

werden wahrscheinlich mit folgender Praferenz von ZupT gebunden: Zn2+>Co2+>Mn2+,

Tab 4: Kinetik-Parameter fiir den ZupT-vermittelten Co2*-, Zn2*- und Mn2*- Transport

Metall Km [UM] Vmax [nmol/ min ~ g d.w.]
CoCl 0.91 + 0.09 0.49 £ 0.03
ZnCl 0.71+0.14 1.87 £ 0.03
MnCl2 1.16 £ 0.29 0.85 + 0.009
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Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten der Substrate lassen vermuten, dass die Transport-
Effektivitadt der Substrate nach folgender Reihe differieren: Zn2+> Mn2+>Co2*. Fiir weitere Metalle
wie z. B. Eisen konnte aufgrund der verbliebenen Aktivitat unbekannter Transporter in der zuge-
hérigen Negativkontrolle die Transport-Kinetik nicht quantitativ bestimmt werden.

Kompetitions-Experimente sollten mehr Aufschluss Uber die Substratspezifitdt von ZupT geben.
Dazu wurden radioaktive Isotopen-Aufnahmeexperimente mit 1 yM 65ZnCl, (Endkonzentration) im
E. coli Stamm GR362(AznuABC AzupT AzntB AzitB::cat NzntA:..kmpis) mit zupT in frans
durchgefiihrt. Die radioaktive Stammlésung von 1 uM 65ZnCl, (Endkonzentration) wurde mit den
potentiell inhibierenden Metallen gemischt und anschlieBend fiir Aufnahmeexperimente einge-
setzt. Zunachst wurden aquimolare Mengen, d. h. Endkonzentration von 1 yM CdCl,, CuCly,
MnClz, CoClz, NiCl> oder FeSO4 zur 85ZnCl2-Stammldsung hinzu gegeben. Schon der Einsatz
agimolarer Mengen von CdCl, hemmten eindeutig den Zn2+-Transport durch ZupT (Abb. 10A).
Durch eine Erhéhung der Endkonzentration auf 5 yM CdClz> wurde ein maximaler Hemmeffekt
des Zn2+-Transportes erreicht, da eine Verdopplung der CdCl>-Konzentration den Zn2*-Transport
im selben MaRe hemmte wie 5 yM CdCl, (Abb. 10). In dieser Konzentration wirkte ebenfalls
CuCly als Inhibitor des Zn2+-Transportes. Dabei konnte bei einem 20-fachen Uberschuss an
CuCl. die maximale Kompetition des Zn2*-Transportes beobachtet werden (Abb. 10B). Dagegen
mussten MnClz, CoClz, und NiCl in einem 50-fachen Uberschuss eingesetzt werden, damit eine
eindeutige Hemmung des ZnCl>-Transportes eintrat. FeSO4 hingegen wirkte nicht als Inhibitor.

Sowohl 1 yM, 50 pM oder 100 uM zugesetztes FeSO4s hemmte den Zn2*-Transport in keiner

Weise.
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Abb. 10: Hemmung des ZupT-vermittelten Zink-Transportes durch andere Schwermetalle

Nach Anzucht und Induktion der Expression von zup7 wurden die Kulturen in Tris-MM ohne Spurenelementlésung,
Eisen, CAS und ohne Phosphat resuspendiert und die Optische Dichte [OD 600 nm] von 0.4 eingestellt. Durch Zugabe
von 1 pM 65ZnCl2 (Endkonzentration) bzw. zusétzlich verschiedener Metalle wurde das radioaktive Aufnahme-
experiment gestartet und nach bestimmten Zeiten Proben entnommen. A: Hemmung des Zn2*-Transportes am Beispiel
mit CdClz2 [ohne Metall (m), mit 1 yM CdCl> (A) und 5 pM CdClz (®)] B: Zn2*Transport wird durch verschiedene
Schwermetalle im unterschiedlichen MaRe gehemmt. Gezeigt sind die Werte, die in den Proben bestimmt wurden, die
nach 3 min entnommen wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei
unabhangigen Messungen.
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3.1.5. Welche Aminosauren sind am ZupT-vermittelten Metall-Transport beteiligt?

In Rogers ef al. (2000) wurde gezeigt, dass Mutationen in den konservierten Histidin-Resten und
benachbarten polaren oder geladenen Aminosaure-Resten in TMH IV und V zu einem Funktions-
verlust von IRT1, dem ersten ZIP-Transporter aus Arabidopsis thaliana, fuhrten. Weiterhin wurde
bewiesen, dass bestimmte Aminosaure-Reste im cytoplasmatischen /oop, die ,Variable Region®,
flr die Substratspezifitat von IRT1 verantwortlich sind. Ausgehend von diesen Arbeiten sollten in
ZupT gezielt Aminosaure-Reste mutiert werden, um so Aminosauren zu identifizieren, die fir die
Substratspezifitat und/oder den Transport notwendig sein kénnten.

Um zunachst einen Eindruck Uber die Sequenz-Homologien zwischen ZupT und anderen ZIP-
Transportern zu gewinnen, wurden mit ClustalW multiple Alignments durchgefihrt (Abb. 11).
Dabei ist auffallig, dass besonders in den transmembranen Helices IV und V der bakteriellen ZIP-
Transporter konservierte Aminosaure-Reste vorhanden sind und der cytoplasmatische /oop
zwischen den transmembranen Helices Il und IV stark in Ldnge und Sequenz variiert, wie es

schon in Guerinot (2000) beschrieben wurde.

ZRT1 ---MSNVTTPWWKQWDPSEVTLADKT PDDVWKTCVLOGVYFGGNEYNGNLGARISSVEVI 57
IRT1 MKTIFLVLIFVSFAISPATSTAPEECGSESANPCVNK———--——-- AKALPLKVIAIFVI 51
hzZIP1 ---MGPWGEPELLVWRPEAVASEPPVPVG-——=-=——==—————————- LEVKLGALVLL 37
ZUpT e MSVPLILTILA 11
GUEA e MGAGLVASLLA 11
TMH II
ZRT1 LFVSTFFTMFPLISTKVKRLRIPL—-—--— YVYLFAKYFGSGVIVATAFIHLMDPAYGAIG 112
IRT1 LIASMIGVGAPLFSRNVSFLOPDG——--— NIFTIIKCFASGIILGTGFMHVLPDSFEMLS 106
hzZIP1 LVLTLLCSLVPICVLRRPGANHEGSASRQKALSLVSCFAGGVFLATCLLDLLPDYLAAID 97
ZupT GAATFIGAFLGVLGQKPSNR--————-——- LLAFSLGFAAGIMLLISLMEMLPAALAREG 61
GufA GTATGLGALPVLVTSELSRKAQGP----—- DVGLQRGRDAGGQSFSLVIPAMELVRGQGH 65
. . . . * . .
TMH III
ZRT1 GTTCVGQTGNWGLYSWCPAIMLTSLTFTFLTDLFSSVWVERKYGLSHDHTHDEIKDTVVR 172
IRT1 -SICLEEN-PWHKFPFSGFLAMLSGLITLATDSMATSLY TSKN-————————=—-————— 147
hzZIP1 --EALAALHVTLQFPLQEFILAMGFFLVLVMEQITLAYKEQSG-————————==-——--— 138
ZupT  mmmmmmm———mm— o MSPVLGYGMFIFGLLGYFGLDR-————=-——————————————— 83
Gufa e DGPSAALRVAAGVLLGGLFLRVWHD———-——==———=——————— 90
TMH IV
ZRT1 NTAAVSSENDNENGTANGSHDTKNGVEYYEDSDATSMDVVQSFQAQFYAFLILEFGVIFH 232
IRT1  —--——- AVGIMPHGHGHGHGPANDVTLPIKEDDSSNAQLLR-—---YRVIAMVLELGIIVH 197
hzIP1  ———mm——- PSPLEETRALLGTVNGGPQHWHDGPGVPQASGAPATPSALRACVLVFSLALH 190
ZupT  m—————————- MLPHAHPQDLMQKSVQPLPKS-——---——---—- IKRTAILLTLGISLH 119
Gufa  mmmmmmm——e- LMPHEHALKGHEGHGGTKWNS -~ ———=—=-————-———- ALLFVLAMTLH 122
. .. *
TMH V
ZRT1 SVMIGLN--LGSVG-DEFSS--LYPVLVFHQSFEGLGIGARLSATEFPRSKRWWPWALCYV 287
IRT1 SVVIGLS--LGATS-DTCTIKGLIAALCFHOMFEGMGLGGCILQAEYTNMK---KFVMAF 251
hzZIP1 SVFEGLA--VGLQR-DRARAMELCLALLLHKGILAVSLSLRLLQSHLRAQV---VAGCGT 244
ZupT NFPEGIATFVTASS-NLELGFGIALAVALHNIPEGLAVAGPVYAATGSKRT--——--— AT 171

GufA NFPEGLAVGVSFAAPQPELGLSVALGIGAQNIPEGLVVALALRASGASASR-—————— AA 175

* . . .
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TMH VI TMH VII
ZRT1 AYGLTTPICVAIGLGVRTRYVSGSYTALVISGVLDAISAGILLYTGLVELLARDFIFNPQ 347
IRT1 FFAVTTPFGIALGIALSTVYQDNSPKALITVGLLNACSAGLLIYMALVDLLAAEFMG-PK 310
hzZIP1 LFSCMTPLGIGLGAALAESAG---PLHQLAQSVLEGMAAGTFLYITFLEILPQELAS--S 299
ZupT LWAGISGLAEILGGVLAWLILG-SMISPVVMAAIMAAVAGIMVALSVDELMPLAKEIDPN 230
Gufa FLALLTGMVEPVGALFGVLALS---LSSALLPWGLAFAGGAMLYVISHEMIPESHRGGFE 232

. . . % K e . o e e

TMH VIII

ZRT1 RTKDLRELSFNVICTLFGAGIMALIGKWA 376
IRT1 LQGSIKMQFKCLIAALLGCGGMSIIAKWA 339
hzZIP1 EQRILKVILLLAGFALLTGLLFIQI---- 324
ZupT NNPSYGVLCGMSVMGFSLVLLQTAGIG-- 257
Gufa REATTGLMWGFVLALVLDMSLG-—----- 254

Abb. 11: Sequenz-Alignmentvon ZupT mit anderen ZIP-Transportern

Dargestellt ist ein Alignment von ZupT aus E. coli mit verwandten ZIP-Transportern: ZRT1 aus Saccharomyces
cerevisae, IRT1 aus Arabidopsis thaliana, hZIP1 aus Homo sapiens und GufA aus Myxococcus xanthus. ldentische (*)
und ahnliche (. und :) AS sind unterhalb der Sequenz gekennzeichnet, ebenfalls die putativen transmembranen Helices
(TMH) | bis VIII. Fett sind die Aminosduren in ZupT gekennzeichnet, die gegen andere Aminoséuren durch gerichtete
Mutagenese ausgetauscht wurden.

Mit Hilfe des Programms http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM-2.0/ konnte eine Topologie-

Vorhersage getroffen werden und fir den ersten bakteriellen ZIP-Transporter ZupT ein
zweidimensionales Topologiemodell erstellt werden (Abb. 12). Auch hier werden flir ZupT acht

transmembrane Helices postuliert, dabei ist der N-und C-Terminus im Periplasma lokalisiert.

Periplasma

Cytoplasma

Abb.12: Putatives Topologie-Modell von ZupT
Dargestellt sind die transmembranen Helices, gekennzeichnet von I-VIII und die Aminosauren mit Positionsangaben, die
durch gerichtete Mutagenese ausgetauscht wurden.

Weiterhin besitzt ZupT die flir ZIP-Transporter charakteristische ,Variable Region“ zwischen
transmembraner Helix Il und IV (Abb. 2). Um den Transport-Mechanismus von ZupT verstehen

zu koénnen, schien es bedeutsam, putative periplasmatische oder cytoplasmatische Metall-
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bindestellen und fir den Transport essenzielle Aminosduren aufzudecken. Aus diesem Grund
wurden folgende Aminosaure-Austausche vorgenommen: EgoD, Me2A, Dg2A, Hg7R, Hg7A, HsoR,
HeoA, S117V, H119R, E123D, E123A, H14sR, E152D und E152A (Abb. 12).

Die mutierten zup7-Gene, vorliegend in /ow- und high-copy Plasmiden, wurden in den jeweiligen
Deletionsstammen in {frans exprimiert. Als Positivkontrolle diente das von pECD754
(pPACYC184::zupT), pECD1061(pACYC177::zupT) bzw. pECD1046(pASK-IBA3::zupT) codierte
ZupT Wildtypprotein. In Tabelle 5 sind die Auswirkungen der jeweiligen Mutationen im ZupT
Protein hinsichtlich des Cobalt-, Eisen-, Zink-, Mangan- und Cadmium-Transportes zusammen-
gefasst. Die AS-Austausche Me2A, Dg2A, Hg7R, HazA und HgeR im ZupT Protein flhrten zu keinem
Funktionsverlust, alle Mutantenproteine waren in der Lage, die entsprechenden Metalle zu
transportieren. Allerdings konnte zum Teil eine gesteigerte Resistenz gegeniber einigen Metallen
festgestellt werden. Wurde jedoch das Histidin an Position 89 in der ,Variablen Region® gegen ein
Alanin ausgetauscht, so war diese ZupT-Mutante kaum noch in der Lage, Cobalt und Eisen zu
transportieren. Darlber hinaus schien der Zink- und Mangan-Transport in solchen Zellen,
zumindest in Wachstums-Endpunktbestimmungen, eingeschrankt zu sein. Der Cadmium-
Transport wurde jedoch durch diese Mutation im Protein nicht beeinflusst.

Die Mutation des Glutamates an Position 60 im extracytoplasmatischen /oop zwischen TMH I
und TMH Il fihrte zum Verlust des Cd2+-Transportes und in einer eingeschrankten Co2*-
Transport-Aktivitat in Wachstums-Endpunktbestimmungen.

Fir die ZupT-Mutante, deren Serin an Position 117 gegen Valin ausgetauscht wurde, konnte kein
Mangan-Transport festgestellt werden, wohingegen ein eingeschrankter Cobalt-Transport fir
diese ZupT-Mutante beobachtet wurde. Interessanterweise war jedoch diese Mutante in der

Lage, Eisen, Cadmium und Zink zu transportieren (Abb. 13).
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Abb. 13: Untersuchung des Einflusses der Mutation im zuyp7-Gen auf den Metall-Transport und auf das Wachstum am
Beispiel der S117V ZupT-Mutante

Der Einfluss der Mutationen im zuyp7 Gen wurde in Wachstums-Endpunktbestimmungen (linke Seite) und in radioaktiven
Aufnahmeexperimenten (rechte Seite) wie unter Abb. 5 beschrieben, untersucht. Gezeigt ist das Wachstum und die
Metall-Aufnahme am Beispiel der ZupT Mutante S117V (A). Dabei diente der jeweilige Metall-spezifische
Deletionsstamm mit zupT in frans als Positivkontrolle (B) und mit Leervektor als Negativkontrolle (O0). Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen. Die vollstandige Mutanten-
Analyse ist in Tab. 5 zusammengefasst.
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Wurden die konservierten Histidin- und Glutamat-Reste in TMH IV und TMH V mutiert (H119R,
E123D, E123A, H14sR, E152D und E152A), filhrte dies zu drastischeren Auswirkungen auf den ZupT-
vermittelten Transport. So konnte nur noch ein stark eingeschrankter Zn2*- und Cd2*-Transport,
zumindest in Cd2*-Aufnahmeexperimenten, der Mutante ZupT H119R beobachtet werden. Alle
weiteren Metalle konnten nicht von diesem Mutanten-Protein transportiert werden. Das Glutamat
an Position 123 wurde sowohl gegen ein Aspartat als auch gegen ein Alanin ausgetauscht. Fur
beide Mutanten-Proteine konnte nur in den Metall-Aufnahmeexperimenten ein stark verminderter
Cdz*-Transport festgestellt werden. Wahrend die ZupT-Mutante E123D keinen weiteren Metall-
Transport katalysieren konnte, war das Mutanten-Protein ZupT E123A in der Lage, wenn auch
eingeschrankt, Zink zu transportieren. Ahnliches konnte fiir die ZupT-Mutante, deren Histidin an

Position 148 gegen ein Arginin ausgetauscht wurde, beobachtet werden.

Tab. 5: Einfluss der Mutationen im zup7-Gen auf den Co?*-, Fe2*-, Zn2*-, Mn2*- und Cd2*-Transport
und auf das Wachstum

Mutante Co Co Fe Fe Zn Zn Mn Mn Cd Cd

Wachstum uptake Wachstum uptake Wachstum uptake Wachstum uptake Wachstum Uptake

EsoD ++ - - - ++++ - ++++ - ++++ - +--- +---
Me2A +++++ +++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++++ ++++ +++++ +++++
Ds2A +++++ +++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++++ ++++ +++++ +++++
Hs7R +++++ +++++ ++++ ++++ ++++ ++ - - +++++ ++++ ++++ ++++
Hs7A +++++ - ++++ - ++++ - +++++ - ++++ -
HsoR +++++ +++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++++ ++++ ++++ ++++
HsoA - - - +--- ++ - - ++++ ++ - - ++++ ++++ ++++
S117V ++ - - ++ - - +++ - +++ - ++++ ++++ - - +++ - +++ -
H119R - - - - ++ - - +--- - - - +++-
E12sD - - - - - - - - - ++--
E123A - - - - ++ - - ++ - - - - - +---
H14sR - - - - ++ - - - - - - -
E152D ++ - - ++ - - ++ - - ++ - - - - - - ++ - - +---
E152A +--- - +--- - ++++ +--- +--- - ++++ +++-
++++ WT, +++ - nahezu WT, ++ - - intermedar, + - - - nahezu funktionslos, - funktionslos, orange sind diejenigen Mutanten-

Proteine dargestellt, die eine Funktion in der Substratspezifitdt von ZupT libernehmen kdénnten.
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Wurde das konservierte Glutamat an Position 152 im ZupT-Protein gegen ein Aspartat
ausgetauscht, so resultierte dies in einem Funktionsverlust hinsichtlich des Zn2*- und des Mn2*-
Transportes. Im Gegensatz dazu konnten Cobalt, Eisen und Cadmium durch dieses Mutanten-
Protein, im eingeschrankten Malde, transportiert werden. Wurde jedoch dieses Glutamat gegen
ein Alanin ausgetauscht, so blieb zwar der Funktionsverlust hinsichtlich des Mn2*-Transportes
erhalten, jedoch war diese Mutante nun in der Lage, wenn auch eingeschrankt, Zink zu trans-
portieren. Darlber hinaus konnte ein wildtypahnlicher Cd2*-Transport fir diese Mutante
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu war diese Mutante kaum noch in der Lage, Cobalt und
Eisen zu transportieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass besonders die konservierten
Aminosauren Hi19, E123 und Hisg in den transmembranen Helices IV und V fiir den Metall-
Transport essenziell sind und weitere Aminosauren wie Ego, Hso, S117 und E1s2 eine Funktion
hinsichtlich der Substratspezifitat ibernehmen kénnten.

Der Nachweis des Wildtyp-Proteins in der Cytoplasmamembran erwies sich als sehr schwierig.
ZupT konnte, trotz zahlreicher Variationen in der Art und Weise der Uberexpression, nicht in der
Membran nachgewiesen werden. Fir eine Detektion war die Reinigung von ZupT Uber das Strep-
tag®ll-System notwendig, jedoch aufgrund der geringen Ausbeute, nicht optimal. Nachdem
innerhalb der Arbeitsgruppe das Sifrep-tag®ll-Detektions-System mit spezifischem Antikérper
Strep-Tactin® optimiert und eine weitere Anzuchtsmethode zur Uberexpression von ZupT
etabliert wurde, gelang es letztendlich, das Wildtyp-Protein in der Membran nachzuweisen. Dazu
wurde das in pASK-IBA3 klonierte zup7-Gen bzw. die mutierten zup7-Gene im Cd2*-spezifischen
Deletionsstamm (ECA580), auf dieselbe Art und Weise wie flr radioaktive Aufnahme-
experimente, exprimiert.

Die Induktion der Expression resultierte durch Zugabe von AHT fir eine Stunde. Nach
Zellaufschluss erfolgte die Isolation der Membran und durch /mmunoblotting der Nachweis der
Proteine. Abbildung 14 zeigt den Nachweis von ZupT bzw. der ZupT-Mutanten in der Membran.
Dabei ist auffallig, dass die Mutanten-Proteine EsoD, H148R und Hg7A entweder gar nicht oder in
sehr geringen Mengen in der Membran nachgewiesen werden konnten. Die Ursache dafir
kénnte entweder ein niedriges Expressionsniveau oder ein verminderter Einbau der Mutanten-
Proteine in der Cytoplasmamembran sein. Dadurch, dass im Rohextrakt vergleichbar geringere
Mengen von diesen Mutanten-Proteinen nachgewiesen wurden (Daten nicht gezeigt), ist das
niedrige Expressionsniveau dieser ZupT-Varianten eine Erklarung fir die geringen Mengen
dieser Mutanten-Proteine in der Membran. Die Expression dieser ZupT-Mutanten wurde ebenfalls
in weiteren Metall-spezifischen Deletionsstdmmen durchgefiihrt, auch hier wurden diese
Mutanten-Proteine in nur sehr geringen Mengen in der Membran nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). Alle weiteren ZupT-Mutanten konnten eindeutig in der Membran detektiert werden,
sodass die Effekte in den Wachstums-Endpunktbestimmungen und den radioaktiven Aufnahme-

experimenten auf intakte ZupT-Mutanten zurlickzufiihren sind.

64



3. ERGEBNISSE

R
C o of o T od ot T T T
AR AR AP SR I A A S AP

AN A AN A A
W R R AR R S R R R R mikoa)
— A8 s - - — 20
— 15

Abb.14: Nachweis der ZupT-Mutanten-Proteine in Membran-Fraktionen

Die Kulturen wurden auf dieselbe Art und Weise wie fir radioaktive Isotopen-Aufnahmeexperimente angezogen und mit
dem Induktor AHT inkubiert. Aus 100 ml Minimal-Kultur wurde die Membranfraktion gewonnen und 50 yg Membran in
einer 12.5%igen SDS-PAGE aufgetragen. Der immunologische Nachweis erfolgte durch Bindung des StrepTactin-
Peroxidase-Konjugates an die Fusionsproteine. Dargestellt sind Immunoblots resultierend aus der Induktion der
Proteine im Cd2*-spezifischen E. coli Stamm ECA580 (AzupT AmntH AzntA AyodA::catl). Zur GroRenbestimmung wurde
der PageRuler™ Unstained Protein Ladder, MBI Fermentas, (St. Leon-Rot) (Spur M) verwendet.

3.2. Neue Zusammenhange zwischen Mangan-und Eisen-Homdostase
in Escherichia coli

3.2.1. Mangan verbessert erheblich das Wachstum einer Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante

Untersuchungen zum Mangan-Transport von ZupT deckten eine Besonderheit hinsichtlich des
Wachstums der Deletionsmutante ECA458 auf. Das Wachstum dieses £. coli Stammes mit dem
low-copy Plasmid pACYC177 in frans konnte unter Eisenlimitation erheblich durch Mangan
verbessert werden (Abb. 5E). Das zeitabhangige Wachstumsverhalten der Deletionsmutante
ECA458, jedoch ohne /ow-copy Plasmid pACYC177 in frans, konnte dieses Ergebnis validieren
(Abb. 15). Diese Mutante zeichnet sich durch die deletierten Gene der Eisen- bzw. Mangan-
Aufnahme-Systeme fecA-£, feoABC, mntH, zupT und entC aus. Aufgrund dieser Deletionen ist
diese Mutante nicht mehr in der Lage, Fe(lll) durch die Siderphoren Citrat und Enterobactin,
Fe(ll) durch das Feo-System und Fe(ll) bzw. Mn(ll) durch ZupT und MntH aufzunehmen. Fe(lll)
kann ebenfalls durch Xenosiderophoren wie z. B. Ferrichrom oder Coprogen komplexiert werden
und Uber das Fhu-System in £. colitransportiert werden (Hantke, 1983; Sauer ef a/,, 1990; Braun
et al, 1999; Andrews ef al, 2003; Braun und Hantke, 2007). Da jedoch in allen folgenden
Experimenten Tris-MM zu Kultivierung dieses Deletionsstammes verwendet wurde, kann eine
Fe(lll)-Aufnahme durch das Fhu-System ausgeschlossen werden. Demzufolge fehlen dieser
Mutante alle, fir das Wachstum in definiertem Medium relevanten Eisen- und Mangan-
Aufnahme-Systeme, sodass diese Mutante als Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in der
vorliegenden Arbeit bezeichnet wurde.

Abbildung 15A zeigt, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (AfecA-E, AfecABC, AmntH,
AzupT, AentC) unter Eisen-Mangelbedingungen ca. zehn Stunde spater in die exponentielle
Phase eintrat als der £. co/i Wildtyp Stamm. Gab man zum Medium 2.5 uyM des Fe(ll)-Chelators

2,2"-Dipyridyl hinzu, so verschlechterte sich das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-
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Mutante geringfligig. In der stationaren Phase wurden ahnliche Zelldichten erreicht, unabhangig
von der An- oder Abwesenheit des Chelators. Durch Zugabe von 10 yM FeSO4 oder 10 uM
MnCl> zum Medium, konnte das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante verbessert
werden, wobei Mangan das Wachstum starker forderte als Eisen. Schon ca. 12 h nach Start des
Experimentes konnte der Eintritt in die exponentielle Phase verzeichnet werden, ca. zwei
Stunden friher als die Zellen, die mit 10 yM FeSOs inkubiert wurden. Gab man beide Metalle
gleichzeitig zum Medium, so verbesserte sich das Wachstum nur geringfligig im Vergleich zum
Wachstum in Anwesenheit von Mangan. Darlber hinaus wurden durch Zugabe von Eisen
und/oder Mangan hoéhere Zelldichten in der stationdren Phase erreicht. Dagegen wurde das
Wachstum des E. coli Wildtyps in Gegenwart von 2,2 -Dipyridyl, Mangan und/oder Eisen kaum
beeinflusst. Alle E. coli Wildtyp-Kulturen traten bereits nach ca. 6.5 h in die exponentiellen
Phasen ein. Nur die Zelldichten in den stationdren Phasen unterscheiden sich je nach
Wachstumsbedingungen, dabei wurden besonders in Anwesenheit von Eisen héhere Zelldichten
erzielt. (Abb. 15B).
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Abb. 15: Zeitabhéngiges Wachstumsverhalten der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ECA458 und des E. coli Wildtyps
W3110 unter Eisen-Mangelbedingungen oder in Anwesenheit von Mangan und Eisen

LB-Ubernachtkulturen wurden 1:400 in Tris-MM verdiinnt und 16 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Diese Minimal-Kulturen
wurden in Tris-MM ohne Eisen und mit desferrietem CAS 1:400 angezogen und fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert.
Diese Mittelkulturen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (A) und des E. co/i Wildtyps W3110 (B) wurden erneut 1:400
in 10 ml Tris-MM ohne Eisen, mit desferriertem CAS verdiinnt und ohne Zusatz (©), mit 2.5 uM 2,2"-Dipyridyl (4), mit
10 uM FeSOs (m), mit 10 uM MnCl> (A) oder mit jeweils 10 uM FeSOs und 10 uM MnClz (®) inkubiert. Das
Zellwachstum erfolgte bei 37°C und wurde kontinuierlich bis zum Erreichen der stationdren Phase mit einem Klett-
Summerson-Colorimeter verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen Messungen.

3.2.2. Wie viel Eisen bzw. Mangan kann die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante im
Vergleich zum E. coli Wildtyp W3110 aufnehmen?

In zeitabhangigen Wachstumsexperimenten wurde gezeigt, dass das Wachstum der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ECA458 im Vergleich zum Wildtyp stark beeintrachtigt war
und dartber hinaus durch den Zusatz von Mangan oder Eisen im Medium in unterschiedlichem
MaRe verbessert werden konnte. Was ist jedoch die Ursache fir das verminderte Wachstum
ohne und fir das verbesserte Wachstum mit Mangan der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante?
Kann die Bestimmung des intrazellularen Eisen- und Mangangehalts dieses Stammes einen

Aufschluss Uber das beobachtete Wachstumsverhalten geben? Um diese Frage beantworten zu
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kénnen, wurde der Mangan- und Eisengehalt in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und
des E. coli Wildtyps durch Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS) untersucht. Dazu wurden die
Kulturen auf die gleiche Art und Weise angezogen wie fir zeitabhangige Wachstums-
experimente. Dadurch, dass der Metallgehalt wahrend der verschiedenen Wachstumsphasen
variieren konnte, wurde der Mangan- und Eisengehalt von Zellen bestimmt, die sich in der lag,
exponentiellen oder stationdren Phase befanden. Nach entsprechender Probenvorbereitung
wurde der Metallgehalt von 108-Zellen bestimmt. Tabelle 6 und 7 zeigen, dass viel mehr Eisen als
Mangan wahrend allen Wachstumsphasen, unabhangig von den Anzuchtsbedingungen, in Zellen
beider Stamme vorhanden war. Zum anderen nahm der Eisengehalt, im Gegensatz zum
Mangangehalt, wahrend des Wachstums in beiden Stdmmen, besonders wenn Eisen zugegeben
wurde, stark ab. Die Daten zeigen, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante offenbar noch in
der Lage ist, Eisen aufzunehmen, wobei ein niedrigerer Eisengehalt als im Wildtyp wahrend des
Wachstums unter nahezu allen Wachstumsbedingungen nachgewiesen wurde. Nur unter Zusatz

von Mangan war der Eisengehalt beider Stamme wahrend allen Wachstumsphasen ahnlich.

Tab. 6: Vergleich des Eisengehaltes in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und im E. coli
Wildtyp innerhalb verschiedener Wachstumsphasen und unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen

Wachstums- lag-Phase exponentielle Phase stationére Phase
. Phase
W3110 ECA458" | W3110 ECA458' | W3110 ECA458"
[ng Fe/108Zellen] [ng Fe/108Zellen] [ng Fe/108Zellen]
Mediumzusatz .,
ohne 17.212 6.6£1.7 | 10.1£3 6.1£2.2 | 1.820.3 1.2:0.01
2.5 yM DIP 9.5+1.6 5.3£1.7 | 20.9+3.5 6.6+£1.7 | 2.8+0.8 2.7£0.3
10 uM FeSOq4 748.8£203.7 533.62160.9 | 34.3z2.8 23.0£3.7 | 23.7:2.6 14.0:0.7
10 uM MnCl: 8.8+1.4 3.6+£1.07 | 9:0.6 8.8£1.2 | 1.6£0.2 1.8£0.3
10 yM FeSO4/ 729.1£103.7 444.7+84.4 | 33.5¢1.5 25.1+£3.6 | 19.3+2.5 12.2+2.1
10 uM MnCl:

1ECA458 = AfecA-E NeoABC AmntH AzupT AentC
Ein besonders hoher Eisengehalt wurde in den lag-Phase Zellen beider Stdmme bestimmt, die

unter Eisenzusatz im Medium inkubiert wurden. Dieser war 50-fach héher als der Eisengehalt von

Zellen, die ohne Zusatz inkubiert wurden. Auffallig ist, dass der Eisengehalt dieser Zellen in der
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exponentiellen Phase um das 20-fache abnahm, da vermutlich mehr Eisen von den Zellen
verbraucht wurde als aufgenommen werden konnte.

Wurden die Stdmme ohne Zusatz oder mit 2.5 yM DIP angezogen, so wurde zu Beginn des
Wachstums in Zellen des Wildtyps ein 2-fach héherer Mangangehalt als in Zellen der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante festgestellt, der im Laufe des Wachstums um ca. die Halfte
abnahm. Der Mangangehalt der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante blieb unter diesen Wachs-
tumsbedingungen nahezu konstant. Unter Zusatz von 10 yM FeSO4 wurde in den Zellen der lag-
Phase beider Stamme ein ahnlicher Mangangehalt festgestellt, der jedoch in den Zellen des
Wildtyps im Verlaufe des Wachstums abnahm und in den Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante konstant blieb. Bei Zugabe von 10 yM MnCl> war zu Beginn des Wachstums der
Mangangehalt beider Stdmme gleich, der bis zur stationdren Phase um das 8-fache in den
Wildtyp-Zellen zunahm und in den Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante dagegen nahezu

konstant blieb.

Tab. 7: Vergleich des Mangangehaltes in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und im E. col
Wildtyp innerhalb verschiedener Wachstumsphasen und unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen

Wachstums- lag-Phase exponentielle Phase stationare Phase
. Phase
W3110 ECA458" | W3110 ECA458" | W3110 ECA458"
[ng Mn/108Zellen] [ng Mn/108Zellen] [ng Mn/108Zellen]
Mediumzusatz .,
ohne 0.6+0.1 0.17£0.04 | 0.60.2 0.3£0.1 | 0.2+0.1 0.3+0.1
2.5 uM DIP 0.5+£0.04 0.2£0.04 | 0.4£0.03 0.2£0.1 | 0.2+.0.2 0.3+0.1
10 uM FeSOq4 0.5£0.1 0.4:£0.2 | 0.3:0.01 0.3:0.04 | 0.1£0.01 0.320.1
10 uM MnCl2 0.6+0.1 0.6+0.1 | 1.240.1 0.5+0.1 | 3.8:0.3 0.8+0.1
10 uM FeSO4/ 2.3:0.5 2.4+0.3 | 1.4£0.01 0.9:0.2 | 2.9+.2.9 0.7+0.1
10 uM MnCl:

1ECA458 = AfecA-E NeoABC AmntH AzupT AentC

Wurden jedoch dem Medium beide Metalle hinzugeben, so wiesen die Zellen beider Stdmme in
der lag-Phase einen 4-fach héheren Mangangehalt auf, als Zellen derselben Wachstumsphase,
die nur mit Mangan inkubiert wurden. Dieser Mangangehalt blieb bis zur stationaren Phase in
Wildtyp-Zellen nahezu konstant, wohingegen die Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in
der stationaren Phase einen 4-fach geringeren Mangangehalt aufwiesen als in der lag-Phase.
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3.2.3. Mangan verleiht der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante eine erhhte Resistenz
gegeniber Trockenstress

In Daly ef al. (2004) wurde nachgewiesen, dass extreme Resistenz gegeniliber lonisierender
Strahlung mit einem hohen Mangangehalt in Deinococcus radiodurans korreliert. D. radiodurans
zeichnet sich nicht nur durch seine hohe Resistenz gegenliber lonisierender Strahlung sondern
auch durch seine hohe Resistenz gegeniiber Trockenstress aus (Mattimore und Battista, 1996;
Fredrickson et al, 2008). Dadurch, dass lonisierende Strahlung und Trockenstress ahnliche
toxische Auswirkungen auf den Mikroorganismus haben, wurde in folgenden Experimenten der
Einfluss von Mangan bzw. Eisen auf die Trockenstress-Resistenz der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante im Vergleich zum E. co/i Wildtyp W3110 untersucht. Dazu wurden die Kulturen beider
Stdmme jeweils ohne Zusatz, mit Mangan- oder Eisenzusatz inkubiert. Um Trockenstress zu
induzieren wurden diese Kulturen auf sterile Filterblattchen gegeben. Nach bestimmten
Inkubationszeiten wurden diese Filterblattchen in Medium Uberfiihrt und die Optische Dichte der
Kulturen nach 16-stlindigem Wachstum bestimmt. In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass die

Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante sensitiver gegenliber Trockenstress ist als der £. co/i Wildtyp.
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Abb. 16: Eisen vermindert die Resistenz der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante gegeniber Trockenstress, aber nicht
vom Wildtyp E. coliW3110

LB-Ubernachtkulturen wurden 1:400 in Tris-MM verdiinnt und ohne Zusatz (00), mit 10 uM MnCl. (A) oder mit 10 uM
FeCls (m) fir 16 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zlgig in H20videst. zZweimal gewaschen und die
Zellzahl bestimmt. Die Kulturen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (A) und des E. coli Wildtyps (B) wurden so
verdinnt, dass in 5 pl Suspension 108 Zellen enthalten waren. 108 Zellen/5 pyl der Kulturen wurden auf sterile
Filterblattchen gegeben und fir unterschiedlich lange Zeitrdume auf den Filtern inkubiert (1 bis 7 h). AnschlieRend
wurden die Filter in 4 ml LB-Medium gegeben. Fir den Zeitpunkt ,0“ wurden 5 pl der Zellsuspension auf ein
Filterblattchen getropft und sofort in 4 ml LB-Medium Gberfiihrt. Die LB-Kulturen wurden fir 16 h bei 37°C schittelnd
inkubiert. AnschlieBend wurde die Optische Dichte bei 600 nm ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen.

Unabhangig von den Anzuchtsbedingungen resultierte eine 1-stindige Inkubation der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante auf dem Filterblattchen in einer verminderten Lebendzellzahl
(Abb. 16A). Im Gegensatz zum E. co/i Wildtyp, hier nahm die Lebendzellzahl nur geringfligig ab
und anderte sich kaum bei andauerndem Trockenstress (Abb. 16B). Auch die Anzucht der
Kulturen mit Mangan oder Eisen beeinflusste nicht die Resistenz gegeniiber Trockenstress im

E. coli Wildtyp. Dagegen konnte die Trockenstress-Resistenz der Eisen/Mangan-Aufnahme-
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Mutante durch vorherige Inkubation der Kulturen mit Mangan bzw. Eisen beeinflusst werden.
Wurden die Zellen mit MnClz inkubiert, so resultierte dies in einer verstarkten Resistenz
gegenlber Trockenstress. Wurden jedoch die Zellen mit FeClz angezogen, so war die

Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante sensitiver gegentiber Trockenstress.

3.2.4. Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ist sensitiver gegeniiber oxidativem
Stress als E. coli Wildtyp W3110

Paraquat (Methylviologen) regeneriert durch univalente Elektronenlibertragung auf molekularen
Sauerstoff Superoxid-Anionen im Cytoplasma von Zellen und steigert somit die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (Hassan und Fridovich, 1977; Fridovich, 1986a; Imlay, 2008). Durch Zugabe
von Paraquat zum Medium kénnen oxidative Stressbedingungen induziert werden, so dass die
Resistenz gegenlber Paraquat Riickschlisse Uber die Resistenz gegenilber oxidativem Stress
zuldsst. In Abbildung 17 ist das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante im Vergleich
zum E. coli Wildtyp W3110 in Anwesenheit von Paraquat dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass
schon geringe Konzentrationen von Paraquat das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante inhibierten. Unter Zusatz von 5 yM Paraquat zum Medium konnte kaum noch ein
Wachstum festgestellt werden. Im Gegensatz dazu beeinflusste der Zusatz von 30 uM Paraquat
das Wachstum des E£. coli Wildtypstammes kaum und erreichte eine Optische Dichte
[OD600 nm] von 2.2. Somit scheint die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante deutlich sensitiver

gegenlber oxidativem Stress zu sein als £. co/i Wildtyp W3110.

Abb. 17: Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ist
sensitiver gegeniiber oxidativem Stress als £. co/i Wildtyp
Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter
Abb. 15 beschrieben. Die Mittelkulturen  der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (O) und des E. coli
Wildtyps W3110 (m) wurden 1:400 in Tris-MM ohne
Eisen, mit desferriertem CAS und steigenden Paraquat-
Konzentrationen verdiinnt. Nach 24-stiindiger Inkubation
bei 37°C erfolgte die Bestimmung der Optische Dichte bei
0 20 40 60 600 nm. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardab-
weichungen von mindestens drei unabhangigen
Messungen.

OD [600 nm]

Paraquat (Methylviologen) [uM]

3.2.4.1. Mangan schiitzt die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante vor oxidativem Stress

Im vorangegangenen Experiment wurde beobachtet, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
extrem sensitiv gegenliber Paraquat-induziertem oxidativen Stress ist. Kann eine Anzucht der
Zellen mit Mangan oder Eisen diese Sensitivitdt gegeniber Paraquat und somit gegeniber
oxidativem Stress vermindern und einen Schutz gegeniiber reaktiver Sauerstoffverbindungen
bieten? Abbildung 18 zeigt, dass der Zusatz von Paraquat das weitere Wachstum der Kulturen
hemmte. Jedoch flihrte eine vorherige Inkubation der Zellen mit MnCl> zu einer deutlichen

Steigerung der Resistenz gegeniber Paraquat. Das Wachstum dieser Kultur &hnelte dem
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Wachstum der Kultur, die ohne Zusatz und ohne Paraquat inkubiert wurde. Dabei verdoppelte
sich die Zellzahl bis zum Erreichen der stationdren Phase. Eine Inkubation der Vorkulturen mit
FeSO4 verdnderte nicht die Sensitivitdt der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante gegenlber
Paraquat, hier konnte nach Zugabe von Paraquat kein Wachstum beobachtet werden. Diese
Kultur verhielt sich genauso wie die Kultur, die ohne Zusatze zuvor inkubiert wurde. Wurde zu
den Kulturen, die zuvor mit Mangan oder Eisen inkubiert wurden, keine Paraquat hinzu gegeben,
so konnten die Ergebnisse der zeitabhangigen Wachstumsexperimente bestatigt werden (Abb.
15), denn ein Zusatz dieser Metalle verbesserte das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Mangan, nicht Eisen, die Eisen/Mangan-

Aufnahme-Mutante vor Paraquat-induziertem oxidativen Stress schiitzen kann.

+ FeSOs4

< 300 + MnCl2
T 250
< ohne Zusatz
w200 + Paraquat/MnCl2
©
12

150 + Paraquat/FeSOs4

100 == + Paraquat

0 1 2 3 4 5
Zeit [h]

Abb. 18: Wachstum in Anwesenheit von Mangan erhéht die Resistenz gegeniiber Paraquat-vermittelten oxidativem
Stress der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante

Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben. Die Mittelkulturen wurden 1:400 in Tris-
MM ohne Eisen, mit desferriertem CAS verdinnt und mit 10 uM FeSO4 (Vierecke), mit 10 yM MnCl. (Dreiecke) oder
ohne Zusatz (Kreise) inkubiert. Das Zellwachstum erfolgte bei 37°C bis zum Erreichen von 100 Klett-Einheiten. Die
Kulturen wurden gewaschen, auf dieselbe Zelldichte eingestellt und in zwei Ansatze aufgeteilt. Zu einem Ansatz wurde
150 uM Paraquat hinzugegeben (volle Symbole), der andere blieb unbehandelt (leere Symbole). Das weitere Wachstum
wurde mit einem Klett-Summerson-Colorimeter verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von
mindestens drei unabhangigen Messungen.

3.24.2. Die Manganhaltige Superoxid-Dismutase SodA scheint fiir den aeroben
Metabolismus der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante essenziell zu sein

E. coli besitzt drei verschiedene Superoxid-Dismutasen, die sich u. a. in ihren Kofaktoren unter-
scheiden. Die manganhaltige (SodA)- und die eisenhaltige (SodB)-Superoxid-Dismutase sind im
Cytoplasma lokalisiert, wohingegen SodC, die kupfer- und zinkhaltige Superoxid-Dismutase, im
Periplasma lokalisiert ist (Fridovich, 1995; Imlay und Imlay, 1996; Miller, 2004). Die Superoxid-
Dismutasen, insbesondere die cytoplasmatischen Enzyme SodA und SodB, Ubernehmen in
E. coli eine wichtige Funktion im Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies.

Um zu erértern, ob das durch Mangan hervorgerufene, verbesserte Wachstum der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante mit einer erhéhten SodA-Aktivitdt im Zusammenhang steht,
wurden die Superoxid-Dismutasen-Aktivitaten in Kulturen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante

und des E. coli Wildtyps unter verschiedenen Wachstumsbedingungen untersucht. Stammte die

71



3. ERGEBNISSE

Proteinfraktion vom E£. co/i Wildtyp, der in Anwesenheit von DIP oder MnCl; inkubiert worden war,
so konnten gro’e Mengen aktiver MnSOD (SodA) und nur geringe Mengen aktiver FeSOD
(SodB) nachgewiesen werden (Abb. 19). Wurde der E. co/i Wildtyp W3110 mit Eisen oder mit
Eisen und Mangan inkubiert, so konnten ahnliche Aktivitditen von SodA und SodB beobachtet
werden, wobei die SodA-Aktivitat, im Vergleich zur Anzucht mit Mangan bzw. DIP, ab- und die
SodB-Aktivitdt zunahm. Unter Eisenlimitation konnten in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-

Mutante nur sehr geringe SodA-Aktivitdten und keine SodB-Aktivitaten nachgewiesen werden.

E. coliW3110 E. coliECA458

MnSOD

FeSOD

Abb. 19: Die SodA-Aktivitat der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante kann durch Manganzugabe stark gesteigert werden
Die Anzucht und Inkubation der E. coli Stamme erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben. Ldsliche Proteinfraktionen
wurden aus E. coli Wildtyp- und ECA458-Kultur gewonnen, die mit 2.5 yM DIP, 10 yM MnClz2, 10 yM FeSO4 oder mit
10 yM MnCl2 und 10 pM FeSOs inkubiert wurden. Diese Proteinfraktionen wurden in einer 12.5%igen Nativen PAGE
aufgetrennt. Das Gel wurde 20 min im Dunkeln in 12.5 mg Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) und 5 mg Riboflavin,
geldst in 50 ml H2Ovidest., inkubiert. Die Radikalreaktion wurde durch Zugabe von 150 yl TEMED gestartet. Gezeigt ist ein
reprasentatives Beispiel dreier Wiederholungen des Experimentes.

Durch Zugabe von 10 yM MnCl> zum Medium konnte eine gesteigerte SodA-Aktivitat in der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante beobachtet werden, jedoch keine SodB-Aktivitdt. Durch
Inkubation der Kultur mit 10 yM FeSOs konnte SodB, aber auch SodA, anhand der
Aktivitatsfarbung nachgewiesen werden. Inkubierte man die Kulturen mit beiden Metallen, so
konnten beide Superoxid-Dismutasen detektiert werden, dabei Uberwiegte die SodA-Aktivitat im
Vergleich zur SodB-Aktivitdt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante (ECA458) nicht mehr in der Lage ist, genauso viel aktive Superoxid-
Dismutasen zu bilden wie E. co/i Wildtyp, jedoch kann durch Zugabe des entsprechenden Metall-
Kofaktors die Aktivitdt erhoht werden. Unter diesen Bedingungen konnten vergleichbare
Aktivitaiten der SodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und im Wildtyp beobachtet
werden. Die SodB-Aktivitat konnte zwar gesteigert werden, erreichte aber nicht die SodB-Aktivitat

des Wildtyps. Die Ergebnisse des Zymogramms lassen die Notwendigkeit der manganhaltigen
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Superoxid-Dismutase zum Schutz vor reaktiven Sauerstoffverbindungen in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante vermuten.

Die besondere Rolle von SodA in dieser Mutante wurde durch weiterfihrende Experimente
deutlich. So konnte eine zuséatzliche Deletion von sodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
nur unter anaeroben Bedingungen erfolgreich erzielt werden (Abb. 20B). Wurden diese
Deletionsmutanten (Abb. 20A) aerob inkubiert, so konnte kein homogenes Wachstum, sondern
groBe und kleine Koloniemorphologien, beobachtet werden. Das Wachstum dieser Deletions-
mutante [ECAS585 (AfecA-E ANfeoABC AmntH DzupT DNentC AsodA::kan)] schien unter aeroben
Bedingungen stark beeintrachtigt zu sein. Im Gegensatz dazu konnte im E. coli Wildtyp diese
Deletionsmutante unter aeroben Bedingungen ohne Probleme konstruiert werden (Daten nicht

gezeigt).

sodA-Mutanten sodB-Mutanten

aerob anaerob aerob anaerob

Abb. 20: SodA scheint unter aeroben Wachstumsbedingungen in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante essenziell zu
sein

Nach zusétzlicher Deletion von sodA bzw. sodB in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante wurde der E. coli Stamm ECA
585(AfecA-E AfeocABC AmntH DMzupT AentC AsodA:: kan) unter Eisenlimitation aerob (A) und anaerob (B) inkubiert. Das
gleiche Experiment wurde mit dem E. coli Stamm ECA586(AfecA-E AfeoABC AmntH DMzupT AentC AsodB::kan)] aerob
(C) oder anaerob (D) durchgefiihrt. Anaerobe Platten wurden bei 37°C fiir zwei Tage und aerobe bei 37°C fiir einen Tag
inkubiert. Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel dreier Wiederholungen des Experimentes.

Eine Deletion des Gens der eisenabhangigen Superoxid-Dismutase SodB in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante war sowohl unter anaeroben als auch unter aeroben Wachstumsbedingungen
maoglich und wurde nach erneuter aerober (Abb. 20C) bzw. anaerober (Abb. 20D) Inkubation
nicht beeinflusst. Dies konnte ebenfalls fir die Deletion von sodB in E. coli W3110 beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse bestatigen die Notwendigkeit der mangan-
haltigen Superoxid-Dismutase SodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante unter aeroben
Bedingungen.

In einem weiterfihrenden Experiment wurde untersucht, ob ein Zusatz von Mangan nicht doch
das Wachstum einer sodA Deletionsmutante unter aeroben Bedingungen ermdglicht. Wie in
Abbildung 21A und B gezeigt werden kann, erlaubt bereits die Zugabe von 10 pM MnCl; ein
aerobes Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, die zusatzlich in sodA deletiert wurde.
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Eisen dagegen ermdglichte nicht das Wachstum dieser Mutante, auch eine Erhéhung der
Konzentration auf 100 pM FeSO4 flihrte nicht zum aeroben Wachstum dieses E. coli
Deletionsstammes (Abb. 21C und D).

sodA-Mutanten, aerob

+10 pM MnClz +100 M MnClz +10 pM FeSOs4 +100 UM FeSOs

Abb. 21: Mangan erméglicht das aerobe Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante mit zusétzlicher sodA
Deletion

Nach zusatzlicher Deletion von sodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante wurde der E. coli Stamm ECA
585(AfecA-E AfeoABC AmntH AzupT AentC AsodA::.kan) unter Eisenlimitation aerob in Anwesenheit von 10 yM MnCl2
(A), 100 uM MnCl2 (B), 10 uM FeSO4 (C) oder 100 uM FeSO4 (D) Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Gezeigt ist ein
reprasentatives Beispiel dreier Wiederholungen des Experimentes.

3.2.5. Auch das anaerobe Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante kann
durch Mangan verbessert werden

In aeroben zeitabhangigen Wachstumsexperimenten konnte gezeigt werden, dass das
Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante durch Zugabe von Mangan erheblich ver-
bessert werden konnte. Um zu untersuchen, ob dieser Effekt nur unter aeroben Wachstums-
bedingungen auftritt, wurden anaerobe Endpunktbestimmungen mit der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante und dem E. coli Wildtypstamm durchgefiihrt. Nahezu anaerobe Wachstums-
bedingungen wurden erzielt, indem als Kohlenstoffquelle Glucose im Medium verwendet und die
E. coli Stamme als deep cultures kultiviert wurden. Als Medienzusatze dienten 10 yM MnCl, oder
10 uM FeSO.. Analog zu den zeitabhangigen Wachstumsexperimenten wurden auch hier Eisen-
Mangelbedingungen geschaffen, indem Tris-MM ohne Eisen und mit desferriertem Casamino-
saurenhydrolysat verwendet wurde. Das Wachstum der verwendeten E. co/i Stdmme wurden
nach 16, 24 und 48 h als Optische Dichte ermittelt. Wie in Abbildung 22A ersichtlich ist, wurde
ebenfalls das anaerobe Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante unter Zusatz von
Mangan erheblich verbessert. Mit Mangan ist bereits nach 16 h die maximale Optische Dichte
[OD 600 nm] von ca. 0.25 der Zellen erreicht. Wurden die Kulturen jedoch ohne Mediumzusatz
angezogen, so wurde eine vergleichbare Optische Dichte erst nach 48 h erreicht. Unter Zusatz
von FeSO; im Medium erzielte die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante eine zwar weitaus héhere
Optische Dichte, jedoch erst nach 48 h. Nach 16 und 24 h wurde das Wachstum unter Zusatz

von Eisen kaum positiv beeinflusst.
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Abb. 22: Anaerobe Endpunktbestimmungen unter Eisen-Mangelbedingungen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
ECA458 und des £. coli Wildtyps W3110 in Anwesenheit von Mangan oder Eisen

Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben. Die Mittelkulturen der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante (A) und des E£. coli Wildtyps W3110 (B) wurden 1:400 in 16 ml Tris-MM ohne Eisen, mit desferrier-
tem CAS und mit 0.2 % Glucose verdinnt und ohne Zusatz (O), mit 10 yM MnClz (N) oder mit 10 pM FeSOs ()
inkubiert. Anaerobe Milieubedingungen wurden erreicht, indem Glucose als C-Quelle und 15 ml Kulturréhrchen mit
festen Schraubverschliissen als Anzuchtsgefale verwendet wurden. Das Zellwachstum erfolgte bei 37°C fur 16, 24 und
48 h. Anschlielend wurde die Zelldichte als OD [600 nm] ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standard-
abweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen.

Diese Ergebnisse veranschaulichen, dass nicht nur das aerobe Wachstum, sondern ebenfalls
das anaerobe Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante durch Zugabe von Mangan
erheblich verbessert werden konnte. Dagegen wurde das anaerobe Wachstum des E. coff
Wildtypstammes W3110 durch Zusatz von MnCl, oder FeSO4 nicht beeinflusst (Abb. 22B).
Vermutlich spielt unter diesen Bedingungen Mangan eine wesentliche Rolle in der Stress-

bewaltigung.

3.2.6. Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ist sensitiver gegeniiber dem Fe(lll)-
Antagonist Gallium als £. co/i Wildtyp W3110

Durch den Einsatz von Gallium kann extreme Eisenlimitation simuliert werden (Kaneko ef af.,
2007). Was geschieht, wenn Zellen, die stdndig Eisenmangel ausgesetzt sind, wie die der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, in Anwesenheit von Gallium angezogen werden? Um dies zu
untersuchen, wurde die Minimale Inhibitor-Konzentration (MIC) der Mutante und des E. coli
Wildtyps in Flassigkulturen bestimmt.

In Abbildung 23A ist zu erkennen, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Wachstums-
Endpunktbestimmungen sensitiver gegenlber Gallium war als der Wildtyp und eine MIC von
13 uM Ga(NO3)s besall. Die genaue Minimale Inhibitor-Konzentration fir £. co/i Wildtyp konnte
nicht bestimmt werden, da Ga(NOs)z in hohen Konzentrationen in Tris-MM prazipitierte. Die MIC
liegt jedoch jenseits von 200 yM Ga(NOs3)s. Um zu untersuchen, ob durch Zugabe von Mangan
oder Eisen die Wachstums-Inhibierung durch Gallium wieder aufgehoben werden kann, wurden
Wachstums-Endpunktbestimmungen in Anwesenheit von 13 uM Ga(NOs)s und gleichzeitiger
Titration steigender Konzentrationen von MnClz, FeSO4 oder FeCls (Abb. 23B) durchgefihrt.
Dabei konnte beobachten werden, dass schon geringe MnCl>-Konzentrationen (0.25 yM) zum

Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Gegenwart von Gallium genlgten. Wurde
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Eisen hinzu titriert, musste 4-fach héhere Konzentrationen an FeSO4 bzw. 8-fach mehr FeCls
eingesetzt werden, um ein dhnliches Wachstumsverhalten der £. co/i Mutante wie in Gegenwart
von Gallium und MnCl, erzielen zu kénnen. Interessanterweise forderte die Zugabe hoherer
Konzentrationen von FeSO4, jedoch nicht von MnCl;, das Wachstum der Eisen/Mangan-

Aufnahme-Mutante, wodurch ansteigende Optische Dichten nach 24-stiindiger Inkubation erzielt

wurden.
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Abb. 23: Gallium inhibiert das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante stérker als das des Wildtyps; sowohl
Eisen- als auch Manganzugabe kann die Wachstums-Inhibierung durch Gallium aufheben

Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben jedoch in Tris-MM. Die Mittelkulturen der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante () und des E. coli Wildtyps W3110 (M) wurden 1:400 in Tris-MM und steigenden
Ga(NOs)s-Konzentrationen verdiinnt (A). In (B) wurde die Mittelkultur der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante 1:400 in
Tris-MM mit 13 uM Ga(NOa)z und steigenden Konzentrationen von MnCl. (A), FeSO4 (M) oder FeCls (<) verdinnt.
Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37°C erfolgte die Bestimmung der OD [600 nm]. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen.

Als Kontrolle wurden Wachstums-Endpunktbestimmungen in Anwesenheit von 13 uM Ga(NO3)3
und steigenden Konzentrationen von ZnCl, durchgefihrt. Durch Zink-Zugabe konnte jedoch kein
Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Sowohl
Mangan als auch Eisen konnten im unterschiedlichen Male spezifisch die Wachstums-
Inhibierung durch Gallium wieder aufheben. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass

das Zusammenspiel von Gallium und Eisen-Homoéostase komplexer ist als bisher angenommen.

3.2.6.1. Gallium verringert nicht den intrazelluldren Eisengehalt in Zellen der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante und des E. coli Wildtyps

Weshalb inhibiert Gallium das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante? Blockiert es die
noch vorhandenen, unbekannten Eisen-Aufnahme-Systeme und verstarkt so Eisenlimitation, so
wie es fUr Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen wurde (Kaneko ef a/,. 2007)? Oder wirkt
Gallium als Fe-Substituent vorwiegend intrazelluldar? Um dies zu untersuchen, wurde der
intrazelluldre Gallium-und Eisengehalt von Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und des
E. coli Wildtyps, die mit verschiedenen Gallium-Konzentrationen inkubiert wurden, bestimmt.
Dazu wurden Gallium-Konzentrationen gewahlt, in deren Anwesenheit noch Wachstum der

Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zu beobachten war. In Abbildung 24 ist das Wachstum der
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Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und des E. coli Wildtyps in Tris-MM ohne Gallium und in
Anwesenheit von 2, 4 oder 6 uM Ga(NOs3); gezeigt.

Abb. 24: Bereits geringe Gallium-Konzentrationen hemmen

300 das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
c 250 r Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter
% 200 r Abb. 23 beschrieben. Die Mittelkulturen der Eisen/Mangan-
= 150 L Aufnahme-Mutante (leere Symbole) und des E. coli Wildtyps
% 100 L (volle Symbole) wurden 1:400 in 10 ml Tris-MM verdinnt
< 50 | und ohne Zusatz (O, W), mit 2 yM Ga(NOs)s (A, A), mit
4 uM (o, @) oder 6 pM Ga(NOs)s (<; @) inkubiert. Das
0 =— Zellwachstum erfolgte bei 37°C und wurde kontinuierlich bis
0 5 10 15 20 |zum Erreichen der stationdren Phase mit einem Klett-
Zeit [h] Summerson-Colorimeter verfolgt. Dargestellt sind die Mittel-

werte von mindestens drei unabhangigen Messungen.

Wie schon vorangegangene Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, ist die Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante gegenliber Gallium sensitiver als der £. coli Wildtyp. Schon die Anwesenheit von 2 uM
Ga(NOs3)s verminderten das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante. In Gegenwart von
4 oder 6 yM Ga(NO3)s wurde das Wachstum zwar zunehmend vermindert, erfolgte jedoch noch.
Bei diesen Konzentrationen sollte sich also Galiumstress gut untersuchen lassen. Das Wachstum
des E. colf Wildtyps wurde in Anwesenheit dieser Gallium-Konzentrationen nicht beeinflusst. Zur
Bestimmung des intrazelluldren Gallium- bzw. Eisengehaltes wurden stationare Zellen beider
E. coli Stamme, deren Wachstum ohne Zusatz und mit 2, 4 oder 6 uyM Ga(NOs)z erfolgte,
geerntet, gewaschen und der Metallgehalt in 108 Zellen in der /nductively Coupled Plasma-Mass
Spectromeftry (ICP-MS) bestimmt. In Abbildung 25A ist ersichtlich, dass sowohl in £. co/i Wildtyp-
Zellen als auch in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante die intrazellulare Gallium-
Konzentration zunimmt, wenn diese mit steigenden Gallium-Konzentrationen inkubiert wurden.
Jedoch war der intrazellulare Galliumgehalt in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante um
ca. ein Drittel geringer als in E. coli Wildtyp-Zellen. Darlber hinaus veranderte sich der
intrazelluldre Galliumgehalt in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, die mit 4 oder 6 yM
Ga(NOs3)s inkubiert wurden, nur wenig. Hier wurden ca. 1.6 und 1.86 ng Ga/108 Zellen nach-
gewiesen. In Zellen des E. coli Wildtyps dagegen konnte eine eindeutige Erhdéhung des
Galliumgehaltes unter diesen Bedingungen festgestellt werden, hier betrug der intrazellulare
Galliumgehalt in 108 Zellen ca. 3 und 4.5 ng. Da in Zellen des E. coli Wildtyps mehr Gallium
nachgewiesen wurde als in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, wird die Annahme
bestarkt, dass Gallium Uber Eisen-Aufnahme-Systeme in die Zelle gelangen kénnte. Um zu
untersuchen, ob Gallium die Eisen-Aufnahme beeinflusst, wurde ebenfalls der intrazellulare
Eisengehalt dieser Zellen bestimmt. Dabei wurden vorangegangene Ergebnisse bestatigt, denn
der intrazellulare Eisengehalt in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante war stets geringer
ist als der Eisengehalt in Zellen des E. coli Wildtyps (Abb. 25B).
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Abb. 25: Gallium beeinflusst nicht den intrazelluldren Eisengehalt stationdrer Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante

Nach erfolgtem Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (O) und des E. co/i Wildtyps (m) in Gegenwart von 0,
2, 4 oder 6 yM Ga(NOs)s wurden die Kulturen in der stationaren Phase geerntet, gewaschen und von 108 Zellen der (A)
intrazelluldre Galliumgehalt und (B) intrazellulare Eisengehalt durch ICP-MS bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen.

Zudem beeinflusste eine Inkubation mit Gallium den intrazellularen Eisengehalt in stationaren
Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante nicht und betrug ca. 22 ng Fe/108 Zellen. Dagegen
wurde in Anwesenheit von 6 uM Ga(NOs)3 in Zellen des E. coli Wildtyps mit etwa 53 ng ein um
ca. die Halfte erhbhter Eisengehalt festgestellt als in Zellen, die ohne Gallium inkubiert wurden,
hier wurden ca. 36 ng Fe/108 Zellen ermittelt.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die durch Gallium hervorgerufene Wachstums-Inhibition der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante nicht durch eine verminderte Eisen-Aufnahme verursacht wird.
Jedoch scheint es einen Zusammenhang zwischen einem verminderten intrazellularen Eisen-

gehalt und erhdhter Sensitivitat gegeniber Gallium zu geben.

3.2.6.2. Gallium fiihrt zu einer verminderten FeSOD (SodB)-Aktivitat in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante

In Beriault ef a/. (2007) wurde erstmalig Gallium-induzierter oxidativer Stress in Pseudomonas
fluoreszenz beschrieben. Um zu untersuchen, ob die wachstumsinhibierende Wirkung von
Gallium in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante durch oxidativen Stress verursacht wird, wurde
die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Tris-MM ohne Gallium bzw. mit 2, 4 oder 6 puM
Ga(NO3)s bis 100 Klett inkubiert, anschlieRend I6sliche Proteinfraktionen prapariert und die SOD-
Aktivitdten im Zymogramm untersucht. Wie in Abbildung 18, konnten auch hier im Vergleich zum
E. coli Wildtyp nur geringe Mengen aktiver Superoxid-Dismutasen in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante beobachtet werden (Abb. 26). Des Weiteren ist bemerkenswert, dass in
Proteinfraktionen von Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, die mit 4 oder 6 pM
Ga(NO3s)sinkubiert wurden, kaum noch aktive FeSOD (SodB) nachgewiesen werden konnte.

Im Gegensatz dazu wurden ahnliche, jedoch geringe MnSOD (SodA)-Aktivitaten in jeder
Proteinfraktionen beobachtet. In Zellen des E. coli Wildtyps konnten ahnliche SOD-Aktivitaten
nachgewiesen werden, unabhangig davon, ob E. coli Wildtyp-Zellen mit oder ohne Gallium

inkubiert wurden.
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Abb. 26: Gallium fiihrt zu einer verringerten SodB-Aktivitat in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, jedoch nicht
in E. coli Wildtyp-Zellen

Die Anzucht und die Inkubation der E. coli Stamme erfolgte wie unter Abb. 22 beschrieben bis 100 Klett-Einheiten.
Lésliche Proteinfraktionen wurden aus E. coli ECA458- bzw. Wildtyp-Kultur gewonnen, die ohne Zusatz, mit 2, 4 oder
6 UM Ga(NOs3)s inkubiert wurden und in einer 12.5%ige Nativen PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde 20 min im Dunkeln in
12.5 mg NBT und 5 mg Riboflavin, gelést in 50 ml HzObicest, inkubiert. Die Radikalreaktion wurde durch Zugabe von
150 ul TEMED gestartet. Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel dreier Wiederholungen des Experimentes.

Diese Ergebnisse zeigen, dass steigende Gallium-Konzentrationen in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante zu einer verminderten und letztendlich, in Anwesenheit von 6 yM Ga(NO3)s,
zum Verlust einer aktiven SodB flihrte. Die Folgeerscheinung ist wahrscheinlich zunehmender
oxidativer Stress in diesen Zellen. Dies kdnnte eine mdgliche Ursache fir das inhibierte

Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Anwesenheit von Gallium darstellen.

3.2.7. PitA ist vermutlich ein weiterer unspezifischer Eisen-Transporter im E. col
Stamm ECA458(AfecA-E AfeoABC AmnitH Azup T AentC)

3.2.7.1. Die Deletion von pitA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante verursacht
vermindertes Wachstum unter Eisenlimitation

Alle bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, der alle, unter
diesen Wachstumsbedingungen relevanten, Eisen- und Mangan-Aufnahme-Systeme fehlen,
noch in der Lage ist, Eisen und Mangan aufzunehmen. Aber welche zuséatzlichen Transporter
sind fur die Eisen- bzw. Mangan-Aufnahme im E. co/i Stamm ECA458 verantwortlich? Um diese
Frage zu erdrtern, wurden Gene potentieller Kandidaten, die fiir eine Metall-Aufnahme verant-
wortlich sein kénnten, zusatzlich deletiert und in weiterfiihrenden Experimenten der Einfluss
dieser Deletionen untersucht. Zu den potentiellen Kandidaten zahlten CorA und PitA. Wirden
diese Transporter den Eisen- bzw. Mangan-Transport in der £. coli Deletionsmutante ECA458
vermitteln, so wirde eine zusatzliche Deletion von pitA oder corA eine Verminderung des

Wachstums unter Eisenlimitation verursachen. Diese Deletionsmutanten ECAS588(AfecA-£

79



3. ERGEBNISSE

AfeocABC AmntH AzupT AentC ApitA::cal) und ECA484(AfecA-E AfecABC AmntH AzupT AentC
AcorA::cat) wurden in zeitabhangigen Wachstumsexperimenten unter Eisen-Mangelbedingungen
untersucht. Dabei zeigte die zusatzliche Deletion von corA keinen Einfluss auf das Wachstum der
Kulturen (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu fiihrte die zusatzliche Deletion von pitA in der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zu einem stark verminderten Wachstum. Dabei trat die
Deletionsmutante ECA588 etwa fiinf Stunden spéater als die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in
die exponentielle Phase ein (Abb. 27). Das Wachstum wurde durch Zugabe von 2.5 yM DIP
zunehmend verschlechtert. Zwar wurde das Wachstum dieser pitA Deletionsmutante durch
Zusatz von 10 pM FeSOs4 zum Medium verbessert, jedoch nicht im selben Male wie das
Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante unter diesen Bedingungen. Auffallend war
jedoch, dass die pitA Deletionsmutante in der stationdren Phase hdhere Zelldichten erzielte als
der Stamm ECA458. Bereits 10 yM MnCl; flihrten wie im Stamm ECA458 zu einer erheblichen
Verbesserung des Wachstums des pitA Deletionsstammes und zu vergleichbaren Zelldichten.
Wurden beide Metalle, Mangan und Eisen, zum Medium hinzugefiigt, so verbesserte sich das
Wachstum kaum, lediglich die Zelldichten in den stationdren Phasen waren unter dieser
Bedingung héher als die Zelldichten der Kulturen, die nur mit Mangan inkubiert wurden (Abb.
27B). Somit scheint PitA nicht fur die Mangan-Aufnahme in der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante verantwortlich zu sein. Jedoch deuten die Daten darauf hin, dass PitA an der Eisen-
Aufnahme im E. coli Deletionsstamm ECA458 beteiligt sein koénnte. Trotz Deletion von pitA
konnte das Wachstum des Deletionsstammes ECA588 in Anwesenheit von Eisen verbessert
werden. Dies lasst auf das Vorhandensein mindestens eines weiteren unbekannten Eisen-

Transporters vermuten.
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Abb. 27: Einfluss einer zuséatzlichen Deletion von pitA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante unter Eisen-
Mangelbedingungen in Anwesenheit von Mangan und Eisen

Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben. Die Mittelkulturen der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante (A) und Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante mit zusatzlicher pitA Deletion (B) wurden 1:400 in 10 ml
Tris-MM ohne Eisen, mit desferrietem CAS verdiinnt und ohne Zusatz (°), mit 2.5 ygM 2.2-Dipyridyl (&), mit 10 yM
FeSO4 (M), mit 10 uM MnCl2 (A) oder mit 10 yM FeSO4 und 10 uM MnCl2 () inkubiert. Das Zellwachstum erfolgte bei
37°C und wurde kontinuierlich bis zum Erreichen der stationdren Phase mit einem Klett-Summerson-Colorimeter
verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen Messungen.
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3.2.7.2. Die Deletion von pitA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante fihrt zur erhdhten
Sensitivitat gegeniiber dem Fe(lll)-Antagonisten Gallium

Da Gallium Eisenlimitation verstarkt, wurde untersucht, ob die Abwesenheit von PitA im Stamm
ECA588 einen negativen Einfluss auf das Wachstum in Anwesenheit von Gallium hat. Hierzu
wurde im Vergleich zur Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante die Minimale Inhibitor-Konzentration
fur Galliumnitrat fir diesen E. coli Deletionsstamm in Wachstums-Endpunktbestimmungen
bestimmt. Abbildung 28A zeigt, dass der Deletionsstamm ECAS588(AfecA-£E AfeoABC AmntH
AzupT AentC ApitA:.cal) eine erhdhte Sensitivitat gegentber Galliumnitrat aufwies als die
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante. Bereits 4 yM Ga(NOs)s fihrten zu einem um die Halfte
vermindertem Wachstum. Fir eine vergleichbare starke Hemmung des Wachstums waren im
PitA positiven Stamm ECA458 etwa die doppelte Konzentration, ca. 8 yM Ga(NOs)s, ndétig.
Demzufolge fuhrt eine zusatzliche Deletion von pitA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zu
einer erhodhten Sensitivitdt gegentber Gallium. Diese unterschiedliche Gallium-Sensitivitat wird
ebenfalls durch die verschiedenen Minimalen Inhibitor-Konzentrationen deutlich. Die
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ECA458 besitzt eine MIC von 13 yM Ga(NOs3)3, wohingegen
die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, die zusétzlich in pitA deletiert ist, eine MIC von nur 9 uyM
Ga(NO3)s besitzt.

Weiterfiihrend wurde in Wachstums-Endpunktbestimmungen untersucht, inwiefern durch Zugabe
von MnCl,, FeSO4 oder FeClz das Wachstum des Deletionsstammes ECA588 in Anwesenheit
von 9 uM Ga(NOs)s wiederhergestellt werden konnte (Abb. 28B).

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Wachstums-Endpunktbestimmung der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante ECA458 in Gegenwart von Gallium, flihrten auch hier schon geringe

Konzentrationen von MnClz im Medium zum Wachstum des E. coli pitA Deletionsstammes.
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Abb. 28: Wachstumsverhalten der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und des Stammes ECA588(ApitA) in Anwesenheit
vom Fe(lll)-Antagonisten Ga(NOs)s und Aufhebung des inhibitorischen Ga-Effekts durch Metall-Titrierung

Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter Abb. 23 beschrieben. Die Mittelkulturen der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante (®) und des E. coli Stammes ECA588 (<) wurden 1:400 in 4 ml Tris-MM und steigenden Ga(NO3)3
Konzentrationen verdlnnt (A). In (B) wurde die Mittelkultur der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (volle Symbole) und
des E. coli Stammes ECA588 (leere Symbole) in 4 ml Tris-MM mit 13 pM bzw. 9 pM Ga(NOs)s und steigenden
Konzentrationen von MnCl. (A, A), FeSO4 (m, O) oder Fe(Cl)s (®, <) verdiinnt. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37°C
erfolgte die Bestimmung der OD [600 nm]. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens
drei unabhangigen Messungen.
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Jedoch mussten héhere Konzentrationen von FeSOs zum Medium hinzugefliigt werden, um ein
verbessertes Wachstum zu erreichen. In Anwesenheit von 2 yM FeSO4 konnte gerade eine
Zelldichte OD [600 nm] von 0.6 festgestellt werden, wohingegen die Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante ECA458 eine Zelldichte von 2 erreichte. Ahnliches konnte in Anwesenheit von FeCls
beobachtet werden. Der Zusatz von 6 yM FeCls zum Medium verbesserte zwar das Wachstum
des pitA Deletionsstammes ECA588, jedoch war im Vergleich zur Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante die Optische Dichte um das 3-fache vermindert. Auch diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass PitA unter diesen Bedingungen Eisen transportiert. An der Mangan-Aufnahme scheint
PitA jedoch nicht beteiligt zu sein.

Die Bestimmung des intrazellularen Gallium- und Eisengehaltes durch ICP-MS sollte einen
Aufschluss darliber geben, weshalb durch Deletion von pitA eine erhéhte Sensitivitat gegenliber
Gallium in Wachstums-Endpunktbestimmungen beobachtet wurde. Dazu wurde die
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und der E. co/i Stamm mit zusatzlicher pitA Deletion (ECA588)
in Tris-MM ohne Zusatz und mit 2 oder 4 yM Ga(NOs)s inkubiert, Zellen der stationaren Phase
geerntet, gewaschen und der Gallium- und Eisengehalt von 108 Zellen bestimmt. Die Ergebnisse
in Abbildung 29A veranschaulichen, dass ahnliche Mengen von Gallium in stationaren Zellen
beider Stamme vorhanden war, jeweils abhangig von der Gallium-Konzentration im Medium.
Demnach wurde mehr Gallium in solchen Zellen beider Stdmme nachgewiesen, deren Wachstum
in Gegenwart von 4 yM Ga(NO3)s stattfand als in Zellen, die ohne Gallium inkubiert wurden. Dies
zeigt, dass sowohl die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante als auch der E. co/i Stamm mit
zusatzlicher pitA Deletion (ECA588) ahnliche Mengen an Gallium akkumulierten. Wie bereits in
vorangegangenen Versuchen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, wurde der intrazellulére
Eisengehalt der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante durch Anwesenheit von Gallium nicht

beeinflusst. Dies konnte ebenfalls flir den Deletionsstamm ECA588 beobachtet werden.
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Abb. 29: Eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber Gallium korreliert vermutlich mit einer verminderten Eisen-Aufnahme,
verursacht durch die Deletion von pitA

Nach erfolgtem Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante () und des Deletionsstammes ECA588 (<) in
Gegenwart von 0, 2, oder 4 yM Ga(NOs)s wurden die Kulturen in der stationaren Phase geerntet, gewaschen und von
108 Zellen der (A) intrazellulare Galliumgehalt und (B) intrazellulare Eisengehalt durch ICP-MS bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen.
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Jedoch wurde in stationaren Zellen des Deletionsstammes ECAS588 unter allen
Wachstumsbedingungen ein niedrigerer Eisengehalt nachgewiesen als in stationdren Zellen der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (Abb. 29B). Auch diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
das Phosphat-Aufnahme-System PitA unspezifisch Eisen in das Cytoplasma transportiert. Ferner
deuten die Daten darauf hin, dass eine pitA Deletion erhdhte Sensitivitat gegenliiber Gallium

verursacht, die mit einem verminderten intrazellularen Eisengehalt korreliert.

3.2.7.3. Die Expression von pitA in frans im Deletionsstamm ECA588 fiihrt zum verbesserten
Wachstum unter Eisenlimitation

Um weitere Hinweise zu erhalten, ob PitA als /fow affinity Phosphat-Aufnahme-System fir die
unspezifische Eisen-Aufnahme in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante verantwortlich sein
kdénnte, wurde untersucht, ob das Wachstumsdefizit, verursacht durch zuséatzliche Deletion von
pitA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, durch ein Komplementation von pitA in frans
wieder aufgehoben werden kann. Dazu wurde pifA in den Expressionsvektor pASK-IBA3 so
kloniert, dass die Expression von pitA unter der Kontrolle des fefAp Promotors stand, sodass die
Expression von pitA durch AHT induziert werden konnte. Jedoch hemmte AHT das Wachstum
dieses E. coli Stammes auf unbekannte Weise, so dass auf eine Induktion mit AHT verzichtet
werden musste. Um dennoch eine Komplementation von pitA in frans erzielen zu kdnnen, wurde
PitA mit zugehdriger Promotorregion in den Expressionsvektor pASK-IBA3+ kloniert, um eine
konstitutive Expression zu ermdéglichen (Harris ef al., 2001). Der Deletionsstamm ECA588 wurde
mit dem so konstruierten Plasmid pECD1096(pASK-IBA3*::pitArrom.) transformiert und das
Wachstum dieses E. coli Stammes unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Als Negativ-
kontrolle diente dabei der Deletionsstamm ECAS588 mit Leervektor. In Abbildung 30A wird
deutlich, dass der Deletionsstamm ECA588 mit pitA in frans gegenlber der Negativkontrolle ein
verbessertes Wachstum unter Eisenlimitation aufwies. Nach 20-stiindigem Wachstum unter
Eisenlimitation erreichte der Deletionsstamm, der pitA in frans exprimierte, eine Optische Dichte
[OD 600 nm] von ca. 0.2, wohingegen der Kontrollstamm kaum Wachstum zeigte. Durch Zugabe
von 2.5 pM FeSOs zum Medium konnte zwar das Wachstum beider £. coli Stdmme verbessert
werden, jedoch war die Optische Dichte [OD 600 nm] von ca. 0.6 des E. coli Deletionsstammes
mit p/itA in frans um das 4-fache hoher als die Optische Dichte der Negativkontrolle.

Durch Zugabe hdherer Konzentration von FeSO4 konnte jedoch das Wachstum sowohl der
Positiv- als auch der Negativkontrolle nicht gesteigert werden. Um zu zeigen, dass das PitA-
Protein in den Mutantenzellen synthetisiert wurde, wurde PitA als Strep-tag®ll Fusionsprotein in
der Membranfraktion des Deletionsstammes ECA588 mit pitA in frans exprimierte, durch

Immunoblot nachgewiesen (Abb. 30B).
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Abb. 30: Komplementation von pifA in frans im Deletionsstamm ECAS588 fiihrt zu einem verbesserten Wachstum in
Anwesenheit von Eisen

Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben, jedoch mit Ampicillin. (A) Die Mittel-
kulturen des Deletionsstammes ECA588 mit Leervektor (O) und mit pitA in frans (m) wurden 1:400 in 4 ml Tris-MM ohne
Eisen, mit desferriertem CAS verdinnt und mit steigenden FeSOas-Konzentrationen versetzt. Nach 20-stundigem
Wachstum bei 37°C wurde die Optische Dichte [OD 600 nm] bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standard-
abweichungen von mindestens drei unabhangigen Messungen. (B:) Die Kulturen wurden 1:400 in 100 ml Tris-MM ohne
Eisen, mit desferriertem CAS verdiinnt bis 100 Klett bei 37°C schittelnd inkubiert. AnschlieRend wurden Membran-
fraktionen gewonnen und 50 pg Membran des Deletionsstammes ECAS588 mit Leervektor (2) bzw. mit pitA in frans (3) in
einer 12.5%igen SDS-PAGE aufgetragen. Der immunologische Nachweis erfolgte durch Bindung des StrepTactin-
Peroxidase-Konjugates an das Fusionsprotein. Zur Grofenbestimmung wurde der PageRuler™ Unstained Protein
Ladder, MBI Fermentas, (St. Leon-Rot) (Spur M) verwendet.

In vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass durch PitA Metalle in Form von Metall-
Phosphat-Komplexen in die Zelle gelangen (van Veen ef al., 1994). Demzufolge kdnnte PitA
vermutlich Eisen in Form von Eisen-Phosphat-Komplexen transportieren. Um zu erértern,
inwieweit die Phosphat-Konzentration den PitA-vermittelten Eisen-Transport beeinflusst, wurde
das Wachstum des Deletionsstammes ECA588 mit pifA in frans und zugehériger Negativ-
kontrolle sowohl in An- und Abwesenheit von Phosphat als auch in An- und Abwesenheit von
Eisen untersucht. Dazu wurden in Wachstums-Endpunktbestimmungen phosphatfreies Tris-MM
und phosphatfreies Tris-MM ohne Eisen und mit desferriertem CAS verwendet und steigende
Phosphat-Konzentrationen zum Medium hinzugegeben. In Abbildung 31 ist zu erkennen, dass
der Deletionsstamm ECA588 mit pitA in frans sowohl in phosphatfreiem Tris-MM als auch in
phosphatfreiem Tris-MM ohne Eisen und mit desferriertem CAS verbessertes Wachstum aufwies
als die zugehorige Negativkontrolle. Des Weiteren war zu beobachten, dass in Anwesenheit von
Eisen der Deletionsstamm mit pitA in frans nach 20-stindiger Inkubation eine hdhere Optische
Dichte erzielte als unter Eisenlimitation. Die Zelldichte blieb jedoch in Anwesenheit steigender
Phosphat-Konzentrationen unverandert. Erfolgte dagegen das Wachstum dieses E. coli Stammes
mit pifA in frans in phosphatfreiem Medium unter Eisenlimitation, so war das Wachstum in

Anwesenheit von 700 yM Phosphat um ca. das Doppelte erhoht.
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Abb. 31: Der PitA-vermittelte Eisen-Transport ist weitgehend unabhéngig von der Phosphat-Konzentration im Medium
Die Anzucht der Vor- und Mittelkulturen erfolgte wie unter Abb. 15 beschrieben, jedoch in phosphatfreiem Tris-MM als
auch in phosphatfreiem Tris-MM ohne Eisen, mit desferriertem CAS und mit Ampicillin. Die Mittelkulturen des
Deletionsstammes ECA588 mit Leervektor (leer Symbole) und mit pifA in trans (volle Symbole) wurden erneut 1:400 in
4 ml phosphatfreiem Tris-MM (B, 0O) bzw. phosphatfreiem Tris-MM ohne Eisen, mit desferrier-tem CAS (A, A)
verdiinnt und mit steigenden Phosphat-Konzentrationen versetzt. Nach 20-stiindigem Wachstum bei 37°C wurde die
Optische Dichte [OD 600 nm] bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens
drei unabhangigen Messungen.

Interessanterweise wurde das Wachstum des Deletionsstammes ECA588 mit Leervektor auf eine
andere Arte und Weise durch Phosphat beeinflusst. Sowohl in Anwesenheit von Eisen als auch
unter Eisenlimitation flihrte die Zugabe steigender Phosphat-Konzentrationen zum Medium zu
einem verringerten Wachstum. Vermutlich wurde durch die Anwesenheit von Phosphat als
Kationen-Chelator im Medium Eisenlimitation verstarkt, da dieser PitA-negative Stamm, nicht in
der Lage war, Eisen-Phosphat-Komplexe aufzunehmen und Phosphat in diesem Fall die Konzen-
tration an freiem Eisen zunehmend verringerte. Auch diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
PitA in der Lage ist, Eisen zu transportieren. Fir diesen Prozess scheinen sehr geringe

Phosphat-Konzentrationen ausreichend zu sein.
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4. Diskussion

4.1. Charakterisierung des bakteriellen ZIP-Transporters ZupT
4.1.1. ZupT, ein ZIP-Transporter mit breitem Substratspektrum

Die Familie der ZIP-Transporter gewahrleistet in verschiedenen Organismen, dort lokalisiert in
verschiedenen Kompartimenten, den Transport essenzieller Metalle. Einer der Namensgeber der
ZIP-Transporter-Familie, IRT1 in A. thaliana, ist fur die Eisen-Versorgung unter Eisenlimitation
verantwortlich und wird ausschlief3lich in Wurzelzellen exprimiert (Eide ef a/,. 1996; Connolly ef
al, 2002). Neben Eisen zahlen auch Zink, Mangan und Cadmium zum Substratspektrum
(Korshunova ef al., 1999; Rogers ef al., 2000) von IRT1. Die Hauptaufgabe von IRT1 scheint
jedoch die Eisen-Versorgung der pflanzlichen Zellen unter Eisen-Mangelbedingungen zu sein
(Eide et al., 1996). Die Zink-Versorgung in A. thaliana Gbernehmen die ZIP-Transporter Zip1-3,
die ebenfalls in der Wurzel exprimiert werden. ZR77, der zweite Namensgeber der ZIP-Familie,
codiert fir das high affinity Zn2+-Aufnahme-System in Saccharomyces cerevisiae (Zhao und Eide,
1996a). Zusammen mit ZRT2, dem /ow affinity Znz*-Aufnahme-System (Zhao und Eide, 1996b),
sichert es die Zink-Aufnahme unter verschiedenen Wachstumsbedingungen. IRT1 unterscheidet
sich insofern von ZRT1 und ZRT2, dass das Substratspektrum nicht nur auf Zink beschrankt ist.
Humane ZIP-Transporter, wie hZIP1 und hZIP2, gewahrleisten die Zink-Aufnahme in unter-
schiedlichen Zelltypen des menschlichen Organismus. Das hZIP1 Protein wird, im Gegensatz
zum hZIP2 Protein, das nur im Gewebe der Prostata und der Gebarmutter vorkommt, Ubigitar in
verschiedenen Zelltypen exprimiert. Somit scheint es das primare Zink-Aufnahme-System in
verschiedenen Gewebearten darzustellen (Gaither und Eide, 2000; Gaither und Eide, 2001b). Fur
das hZIP2-Protein wurde anhand von Kompetitionsstudien neben Zink auch Eisen, Cadmium,
Kupfer, Cobalt und Mangan als Substrate identifiziert (Gaither und Eide, 2000). ZIP14 und ZIP8
sind weitere Beispiele fiir eukaryotische ZIP-Transporter, deren Substratspektrum nicht nur auf
ein Metall beschrankt ist. So ist das in der Maus vorkommende ZIP8-Protein in der Lage, neben
dem unphysiologischen Metall Cadmium, auch Mangan und Zink zu transportieren (He ef al.,
2006; Liu et al, 2008). Ahnliches wurde fiir den ZIP14-vermittelten Metall-Transport nachge-
wiesen, neben Cadmium sind Zink, Mangan und Kupfer Substrate von ZIP14 (Girijashanker ef
al, 2008). Anhand dieser wenigen Beispiele wird ersichtlich, dass viele ZIP-Transporter ein
breites Substratspektrum besitzen.

Wie viele andere Transporter dieser Protein-Familie ist der bakterielle ZIP-Transporter ZupT
ebenfalls in der Lage, verschiedene Metalle zu transportieren. Das Substratspektrum umfasst die
Ubergangsmetalle Zink, Cobalt, Eisen (Grass et al, 2002; Grass et al, 2005), aber auch
Mangan, Cadmium und vermutlich Kupfer und Nickel (Abb. 5 und 10).

Zur Untersuchung des Substratspektrums von ZupT und zur weiteren Quantifizierung der ZupT-

Transport-Kinetik fir verschiedene Metalle wurden Metall-spezifische Deletionsstdmme kons-
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truiert und verwendet. Ziel war es, solche E. coli Stdamme zu konstruieren und zu verwenden, die
in allen, fiir ein jeweiliges Metall spezifischen, Aufnahme- und Efflux-Systeme deletiert sind.

So wurden flir einen Cd2*-spezifischen E. coli Stamm neben zupT7 die Gene fir das
Mn2+/Fe2+/Cd2+-Aufnahme-System MntH (Chaloupka ef a/., 2005), fir das periplasmatische Cd2*-
bindende Protein YodA (ZinT) (Puskarova ef al., 2002; Kershaw ef a/., 2007) und fir die Zn2*-und
Cd2*-transportierende P-Typ ATPase ZntA deletiert (Rensing ef al., 1997). Zur Untersuchung der
Cobalt-Aufnahme wurden neben zupT7 die Gene fiir CorA als Cobalt-Aufnahme-System (Silver,
1969; Hmiel ef al, 1986) und RcnA als Cobalt-Efflux-System deletiert (Rodrigue ef al., 2005;
Koch et al., 2007). Zur Untersuchung der Zink-Aufnahme unter Zink-Mangelbedingungen, erzielt
durch TPEN (Outten und O'Halloran, 2001), wurde ein £. co/i Stamm verwendet, der neben zupT
auch in znuABC, das fir ein hochaffines Zink-Aufnahme-System in E. coli codiert (Patzer und
Hantke, 1998), deletiert wurde. Fir radioaktive Aufnahmeexperimente wurde ein Zink-
spezifischer Deletionsstamm verwendet, der neben zuyp7in Genen aller anderen bekannten Zink-
Aufnahme- und Efflux-Systemen deletiert wurde: znuABC (Patzer und Hantke, 1998), zifB (Grass
et al, 2001), zntA (Rensing et al, 1997) und znfB (Worlock und Smith, 2002). Fir die
Untersuchung der Eisen-Aufnahme wurde ein Deletionsstamm konstruiert, der neben zupT7 in
allen, fir das Wachstum in Tris-MM relevanten Eisen-Aufnahme-Systemen in £. coli K12 deletiert
wurde: dem Fe-Citrat-Aufnahme-System FecA-E (Hussein ef a/., 1981; Zimmermann et a/., 1984;
Ferguson et al., 2002; Enz ef al., 2003), dem Me2*-Transporter MntH (Makui ef a/., 2000), dem
Fe(ll)-Aufnahme-System FeoABC (Kammler ef al, 1993) und der Isochorismat-Synthase EntC
(Tummuru et al., 1989; Liu et al., 1990). Da ebenfalls in diesem Deletionsstamm das Gen des
bisher einzigen bekannten Mn2*-Aufnahme-Systems MntH deletiert wurde, war auch dieser zur
Untersuchung des Mangan-Transportes geeignet. Die Verwendung solcher Deletionsstamme
hatte den Vorteil, dass z. B. in Transportstudien die Substratspezifitdt von ZupT ohne auftretende
Interferenzen mit anderen Metall-Transport-Systemen untersucht werden konnte. Diese
Deletionsstamme sind nicht nur fiir Untersuchungen zum Metall-Transport von ZupT, sondern
auch fir Untersuchungen anderer Metall-Transporter geeignet und wurden somit innerhalb

unserer und von internationalen Arbeitsgruppen verwendet.

4.1.2. Ist ZupT vorrangig ein Zink-Transporter?

Besitzt ein ZIP-Transporter ein breites Substratspektrum, so stellt sich die Frage, welche Metalle
bevorzugt transportiert werden. Die Ergebnisse der Kompetitionsstudien und der Transport-
Kinetiken von ZupT konnten erste Hinweise zur Beantwortung dieser Fragen geben.

In anderen Arbeiten wurden durch retrovirale Infektion fétaler Maus-Fibroblasten Kulturen mit
Zip8-cDNA die Transportkinetiken von ZIP8 fir Cadmium und fir Mangan bestimmt. Dabei
besitzt ZIP8 flir Mangan ein Kn von 2.2 pM und Vmax von 73.8 pmol/min/mg Protein und flr
Cadmium ein Ky von 0.62 pM und vmax 92.1 pmol/min/mg Protein (He ef a/,, 2006). Kompetitions-

studien zeigen zusatzlich, dass der ZIP8-vermittelte Cd2*-Transport durch verschiedene Metalle
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gehemmt werden kann. Folgende Reihenfolge aller Metalle hinsichtlich des inhibitorischen
Effekts auf den ZIP8-vermittelten Cd2+-Transport kdnnen festgestellt werden: Mn2+>Hg2+>>Pb2+
=Cu2*=Zn2*=Cs2*, Sowohl Cobalt als auch Eisen und Nickel hemmen diesen Transport nicht.
Kirzlich wurde jedoch gezeigt, dass in Xenopus Oocyten der Cd2*-Transport durch ZIP8 sehr
effizient durch Zink, jedoch nicht durch Mangan gehemmt wird (Liu ef a/, 2008). In dieser
Veréffentlichung wird ein ahnlicher Wert der Michelis-Menten-Konstante (Kn = 0.48 uM) fir den
Cadmium-Transport beschrieben. Auch Zink scheint flr ZIP8 ein attraktives Substrat zu sein, die
Michelis-Menten-Konstante betragt 0.26 uM und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit fir den
Zink-Transport 1.8 pmol/Oocyte/h, dagegen fiir den Cd2+-Transport 1 pmol/Oocyte/h (Liu ef al.,
2008). Beide Veroffentlichungen zeigen, dass der Cd2*-Transport der Michaelis-Menten-Kinetik
folgt. Die Unterschiede der Absolutwerte der einzelnen Parameter resultieren wahrscheinlich aus
den unterschiedlichen Zellsystemen, die dabei verwendet wurden (Liu ef a/., 2008).

Eine Verodffentlichung Uber einen weiteren eukaryotischen ZIP-Transporter, ZIP14, verschafft
Klarheit Uber den kontrovers diskutierten Mangan- oder Zink-Transport. Hier wird zum einen
gezeigt, dass ZIP14 eine starkere Affinitdt zu Cadmium als zu Mangan aufweist, was die
Ergebnisse der ersten Veroéffentlichung bestatigen und zum anderen, dass der Cd2*-Transport
sehr effektiv durch geringe Konzentrationen an Zink, aber auch durch héhere Konzentrationen an
MnCl2 und CuCl, gehemmt wird (Girijashanker ef al, 2008). Eisen hemmt auch hier den
Transport nicht. Fasst man die Ergebnisse dieser Veroffentlichungen zusammen, so sind Zink
und Cadmium sehr gute Substrate dieser ZIP-Transporter, aber auch Mangan und vermutlich
Kupfer kbnnen mit guter Effizienz transportiert werden.

Auch IRT1, einer der ersten identifizierten ZIP-Transporter aus A. thaliana, der urspriinglich als
Eisen-Transporter identifiziert wurde (Eide ef a/, 1996), besitzt ein breites Substratspektrum
(Korshunova et al.,, 1999). Zunachst wurde angenommen, dass IRT1 nur ausschliel3lich Fe(ll)
transportiert (Eide ef al, 1996). Darlber hinaus wird die Expression von /R77 nur durch
Eisenlimitation induziert. Jedoch kann die Expression von /RT7 die Deletion von smf7, einem
high affinity manganese uptake system in S. cerevisae, komplementieren, was somit auf einen
Mangan-Transport hinweist. Der Mn2+-Transport durch IRT1 kann durch 50-fachen Uberschuss
divalenter Kationen wie Zink und Cadmium effizient gehemmt werden. Auch der Einsatz von
Eisen(ll) und Kupfer resultiert, wenn auch nicht im gleichen Mafe wie Zink und Cadmium, in
einem verminderten Mn2*-Transport (Korshunova ef a/, 1999). Cobalt und Eisen(lll) hemmen
dagegen den Mn2+-Transport nicht. Die Expression von /R77 kann ebenfalls Zink-Mangel,
resultierend durch Deletion der Gene fiur die Zink-Aufnahme-Systeme ZR77 und ZR72 in
S. cerevisae, komplementieren. Auch der Zink-Transport kann durch Cobalt, Cadmium, Eisen(lll)
aber auch durch Kupfer und Mangan gehemmt werden. Dagegen fiihrt Eisen(ll) sogar zu einem
vermehrten Zink-Transport (Korshunova ef al, 1999). Untersuchungen zur Transport-Kinetik
lassen vermuten, dass durch IRT1 Zink effektiver als Mangan transportiert wird. Ein méglicher

Cuz+-Transport durch IRT1 wird kontrovers diskutiert, da die Expression von /R77 das
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Wachstumsdefizit, hervorgerufen durch Mutation in ctr7 (copper transporter 7) (Dancis et al.,
1994), nicht komplementieren kann.
Auch der Zink-Transport durch ZupT konnte in Gegenwart divalenter Kationen inhibiert werden
(Abb. 10). Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit bestimmt, ab welcher minimalen
Konzentration das inhibierende Metall den Zink-Transport hemmte (Abb. 10A). So wurde der
Zn2*-Transport durch ZupT schon in Gegenwart aquimolarer Mengen an CdCl, stark gehemmt.
Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen aus vorangegangenen Veroffentlichungen; der Cd2+-
Transport, vermittelt durch ZIP8 oder ZIP14, konnte in Gegenwart von Zink stark gehemmt
werden (Girijashanker ef al, 2008; Liu ef al, 2008). Jedoch wurde nicht beschrieben, ob
aquimolare Konzentrationen genligten, um den Cd2+-Transport zu hemmen. Des Weiteren konnte
ein stark verringerter Zink-Transport, vermittelt durch ZupT, in Gegenwart von Kupfer beobachtet
werden. Schon der Einsatz eines 5-fachen Uberschusses resultierte in einem stark verminderten
Zn2*-Transport. Somit scheint Kupfer ein weiteres attraktives Substrat flir ZupT darzustellen.
Auch die ZIP-Transporter ZIP8, ZIP14 und IRT1 scheinen Kupfer transportieren zu kénnen
(Korshunova et al., 1999; Girijashanker ef a/., 2008; Liu ef a/., 2008). Wurden divalente Kationen
wie Mangan, Cobalt und Nickel im 50-fachen Uberschuss im radioaktiven Zink-
Aufnahmeexperiment eingesetzt, so wurde auch hier der Zink-Transport eindeutig gehemmt.
Fasst man die Resultate der Kompetitionsstudien zusammen, so scheint ZupT die Substrate mit
folgender Praferenz zu transportieren: Zn/Cd>Cu>Mn/Co/(Ni). Uberraschenderweise konnte der
Zink-Transport, vermittelt durch ZupT, nicht durch Eisen(ll) gehemmt werden, obwohl eindeutig
bewiesen werden konnte, dass Eisen(ll) zum Substratspektrum von ZupT gehért (Abb. 5C). Im
Gegenteil, der Zink-Transport wurde sogar in Anwesenheit von 100 pM Fe(ll) gesteigert. Ein
ahnliches Ergebnis beschrieben die Autoren, die den Cd2*-Transport, vermittelt durch ZIP8 und
ZIP14, in Anwesenheit von Eisen, untersuchten (He ef al., 2006; Girijashanker ef a/., 2008; Liu ef
al, 2008). Auch der Zink-Transport durch IRT1 kann durch Eisen nicht inhibiert werden, im
Gegenteil, er wird sogar gesteigert (Korshunova ef al, 1999). Die Autoren begriinden dies in
einem mdglichen Ko-Transport beider Metalle oder, dass Fe(ll) den Zn2*-Transport allosterisch
regulieren konnte. Ein moglicher Ko-Transport beider Metalle wiirde jedoch nicht erklaren, dass
der ZupT- oder auch IRT1-vermittelte Zn2*-Transport durch Fe(ll) gesteigert werden konnte. Auf
der anderen Seite wirde eine allosterische Regulation des ZupT-vermittelten Zn2*-Transportes
durch Fe(ll) ebenfalls bedeuten, dass in einem ungekehrten Experiment der Fe(ll)-Transport
durch Zink gehemmt werden kénnte. Dies wurde jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt,
ein 50-facher Uberschuss an ZnCl, verringerte nicht die Fe(ll)-Aufnahme durch ZupT (Daten
nicht gezeigt). Somit scheint ein moéglicher Ko-Transport von Zink und Eisen(ll) eine bessere
Erklarung fiir die aufgefihrten Resultate zu sein. Zur eindeutigen Klarung dieser Frage kdnnten
weiterfiihrende Experimente, z. B. die Bestimmung der Transport-Kinetik in Anwesenheit beider
Substrate, einen wichtigen Beitrag leisten.
In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Zn2*-, Mn2*- und Co2*-
Transport durch ZupT der Michaelis-Menten-Kinetik folgte (Abb. 9). Betrachtet man nun die
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einzelnen kinetischen Parameter, so stellt man fest, dass die Affinitat von ZupT zu den einzelnen
Substraten ahnlich ist. Jedoch ist der Ky, fir Zink kleiner und vmax flr Zink gréRer als fur Cobalt
und Mangan. Wenn diese Unterschiede signifikant sind, bindet ZupT Zink vermutlich mit héherer
Affinitdt und transportiert es effektiver in das Cytoplasma als Cobalt und Mangan. Auch die
kinetischen Parameter des Co2*- und Mn2*-Transportes zeigen nur geringe Unterschiede.
Mdglicherweise wird zwar Mangan mit niedriger Affinitat durch ZupT gebunden, jedoch geht der
Mn2+-Transport effektiver vonstatten als der Co2*-Transport. Diese Ergebnisse scheinen im
Widerspruch zu den Ergebnissen der Kompetitionsstudien zu stehen. Wenn jedoch ZupT Zink,
Cobalt und Mangan mit ahnlicher Effektivitat transportiert, so ist es verwunderlich, dass der Zink-
Transport von ZupT erst bei einem 50-fachen Uberschuss an Cobalt oder Mangan eindeutig
gehemmt werden konnte. Scheinen regulatorische Prozesse im Metall-Transport von ZupT
beteiligt zu sein? Auch andere Arbeitsgruppen beobachteten einen scheinbaren Widerspruch
zwischen Transport-Kinetik und Kompetitionsstudien. In Korshunova ef a/. (1998) wird gezeigt,
dass Zink mit héherer Affinitat gebunden und effektiver durch IRT1 transportiert wird als Mangan.
Allerdings konnte auch hier der Zink-Transport in keinster Weise durch Mangan gehemmt
werden. Dadurch, dass die Transport-Kinetik flir Zink nur bei einem niedrigen pH-Wert (pH 4.2)
ermittelt werden konnte, wurde dieses Resultat mit einer pH-abhangigen lonenselektivitat erklart.
Jedoch wurde der Mangan-Transport bei einem pH-Wert von 6.5 durch Zink inhibiert. Somit kann
nicht eindeutig geklart werden, weshalb der Zink-Transport durch Mangan nicht gehemmt wurde,
obwohl dies eindeutig ein Substrat von IRT1 ist. Es ist moglich, dass eine allosterische
Regulation im Metall-Transport von ZupT, aber auch von anderen ZIP-Transportern, eine Rolle
spielt. Somit kann man in diesem Fall vermutlich nicht von Kompetition sprechen, denn eine
Kompetition im engeren Sinne scheint hier nicht vorzuliegen, da ein kompetitiver Inhibitor die
Substratbindung und somit den Transport verhindert.

Zusammenfassend lasst sich jedoch sagen, dass die Substrate der hier exemplarisch

aufgefiihrten ZIP-Transporter und von ZupT mit ahnlicher Praferenz transportiert werden.

4.1.3. Der ZupT-Transport wird vermutlich durch profon-motive force energetisiert

Bisher wurde noch nicht eindeutig geklart, welche Energiequelle fiir den ZIP-vermittelten Metall-
Transport genutzt wird. Erstmalig wurde flr den humanen ZIP-Transporter hZIP2 ein Zusammen-
hang zwischen Hydrogencarbonat und dem Metall-Transport beschrieben (Gaither und Eide,
2000). Dabei wird ausgeschlossen, dass der Metall-Transport durch proton-motive force, d. h.
weder durch ApH noch durch Ay energetisiert wird. Dennoch besteht eine pH-Wert-Abhangigkeit
des Zn2*-Transportes durch hZIP2, dabei resultiert ein steigender pH-Wert in einer erhéhten Zink-
Aufnahmerate. Weil der Zn2+-Transport durch Hydrogencarbonat stimuliert werden kann, wird
diese pH-Wert-Abhangigkeit des Zn2*-Transportes damit begriindet, dass die Konzentration von
Hydrogencarbonat durch den pH-Wert beeinflusst wird. Der Cd2*-Transport durch den in Sauge-

tieren vorkommenden ZIP-Transporter ZIP8 dagegen erfolgt energieabhangig, jedoch unab-
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hangig von K+*-, Na*- und CI- -lonen (He ef a/., 2006). Dartber hinaus zeigt der Cd2*-Transport
eine pH-Wert-Abhangigkeit, wobei ein maximaler Cd2*-Transport bei pH 7.5 stattfand. Somit
wurde ausgeschlossen, dass Protonen die Antriebskraft fir den Cd2*-Transport durch ZIP8 sein
kénnten. Des Weiteren wird der CdZ*-Transport durch Hydrogencarbonat stimuliert, was die
Hypothese stitzt, dass es sich bei ZIP8, ebenso wie bei hZIP2, um einen HCO3-/Metall-
Symporter handelt. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir den ZIP14-vermittelten Cd2*-Transport
beobachtet (Girijashanker ef al., 2008): energieabhangig, jedoch unabhangig von K+*-, Na*- und
CI--lonen, optimaler Cd2+-Transport bei externem pH Wert von 7.5 und eine Steigerung des Cd2+-
Transportes in Anwesenheit von Hydrogencarbonat.

Um Hinweise zu erhalten, welche Energiequelle den ZupT-vermittelten Metall-Transport voran-
treiben kénnte, wurden radioaktive Cobalt-Aufnahmeexperimente in Anwesenheit der Protono-
phoren FCCP und CCCP und dem ATPase Inhibitor Orthovanadat durchgefiihrt. Dadurch, dass
beide Protonophoren den Co2*-Transport inhibierten (Abb. 7), liegt die Vermutung nahe, das der
Metall-Transport durch die profon-motive force energetisiert werden kénnte. Um zu
differenzieren, ob ApH oder Ay den Transport energetisieren, wurden die Aufnahmeexperimente
bei verschiedenen externen pH-Werten durchgefiihrt. Sollte der Metall-Transport im Symport mit
Protonen erfolgen, wie z. B. im Falle von MntH, (Makui ef al., 2000; Courville et al., 2008), so
sollte ein maximaler Zn2*-Transport bei niedrigem pH-Wert erfolgen, da dann die externe
Protonen-Konzentration am hochsten ist. Jedoch wurde hier, wie es auch fir andere ZIP-
Transporter festgestellt wurde, der umgekehrte Fall beobachtet, der ZupT-vermittelte Zn2*-
Transport verstarkte sich bei steigendem externen pH-Wert und erreichte bei physiologischem
pH-Wert das Maximum (Abb. 8). Dies kénnte jedoch verschiedene Ursachen haben. Zum einen
kénnte sich die Affinitdt zum Substrat (Kn) bei steigendem pH-Wert erhéhen und zum anderen
kénnte die Transporteffizienz, d. h. vmax unter diesen Bedingungen verbessert werden. Kinetische
Transportstudien in Anwesenheit verschiedener pH-Werte wiirden eine Antwort auf diese Frage
geben. Solche Transportstudien wurden in ganzen Zellen, die mntH exprimierten, durchgefihrt
(Courville ef al,, 2008). Hier wurde gezeigt, dass die Affinitdt zu Cadmium mit niedrigerem pH-
Wert steigt, jedoch die maximale Reaktionsgeschwindigkeit mit steigendem externen pH-Wert
zunimmt. Vermutlich wird der Zustand des Proteins, d. h. die Protonierung verschiedener
Aminosauren und somit der Transport selber durch unterschiedliche pH-Werte beeinflusst. Wiirde
dies auch fir den ZupT-vermittelten Zn2*-Transport zutreffen, kdnnte es eine Erklarung dafir
sein, weshalb der ZnZ*-Transport durch ZupT bei steigendem pH-Wert zunahm. Diese pH-Wert-
Abhangigkeit des ZupT-vermittelten Transportes wurde ebenfalls fir den Cobalt- und Mangan-
Transport beobachtet (Daten nicht gezeigt). Eine Zunahme des ZupT-vermittelten Metall-
Transportes ist somit eindeutig auf den zunehmenden pH-Wert zurlickzuflihren. Weitere
Ergebnisse einiger Experimente unterstitzen die Hypothese des protonen-abhangigen Metall-
Transportes durch ZupT. Eine Zugabe von K*-, Na*-, Ca2*-, Mg2*-, CI- und HCO3--lonen hatten
keinen Einfluss auf Metall-Aufnahmeexperimente. Im Gegensatz zu den bisherigen Unter-

suchungen hinsichtlich des Transportes von hZIP2, ZIP8 und ZIP14, scheint der ZupT-vermittelte
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Transport nicht durch Hydrogencarbonat stimuliert zu werden. Vielmehr deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass der Metall-Transport von ZupT durch profon-motive force energetisiert werden

kénnte und dabei vermutlich Protonen eine wichtige Rolle spielen.

4.1.4. Spezifische Aminosdure-Reste in der TMH IV und V sind wichtig fir den
Metall-Transport durch ZupT

Die meisten ZIP-Transporter besitzen vermutlich acht transmembrane Helices, dabei sind der C-
und N-Terminus extracytoplasmatisch lokalisiert. Betrachtet man die Aminosaure-Sequenzen
einzelner ZIP-Transporter, so ist auffallig, dass besonders in den transmembranen Helices IV und
V viele konservierte Aminosaure-Reste vorhanden sind. Bisher ist jedoch wenig Uber den
genauen ZIP-vermittelten Transport-Mechanismus der Metalle bekannt. Einen Ansatzpunkt zur
Untersuchung des Transport-Mechanismus durch ZIP-Proteine bietet die Mutagenese von
Aminosaure-Resten. Der erste identifizierte ZIP-Transporter IRT1 besitzt ein breites Substrat-
spektrum und ist somit ein ideales Modell-System, um spezifische Aminosduren, die in der
Metall-Bindung und im Transport involviert sein kénnten, zu identifizieren. Hierflir wurden im
extracytoplasmatischen /oop zwischen transmembraner Helix 1l und Il putative metallbindende
Aminosduren mutiert. Die Mutanten-Proteine wurden hinsichtlich des Fe2*-, Mn2+-, Zn2*- und
Cd2*-Transportes untersucht und festgestellt, dass eine Mutation des Aspartates an Position 100
in IRT1 zum Verlust der Fe2*- und Mn2*-Transport-Aktivitdt fihrt und das darlber hinaus das
Mutanten-Protein IRT1 E103A nicht mehr in der Lage ist, Zn2* zu transportieren (Rogers et al.,
2000). Somit wird vermutet, dass dieser extracytoplasmatische /oop in IRT1 fir die Substrat-
spezifitdt verantwortlich sein kdnnte. In Anlehnung an dieser Veréffentlichung wurden ebenfalls
im ersten bakteriellen ZIP-Transporter ZupT Aminosauren mutiert (Abb. 32), die in der Metall-

Bindung und/oder im Transport involviert sein kénnten.
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Abb. 32.: Vergleich der durch gerichtete Mutagenese ausgetauschten Aminoséaure-Reste in den ZIP-Transportern IRT1
aus A. thaliana und ZupT aus E. coli

Dargestellt sind die putativen Topologie-Modelle der beiden ZIP-Transporter IRT1 aus A. thaliana (A) und ZupT aus
E. coli (B). Ferner sind die Aminosduren mit Positionsangabe gekennzeichnet, die in Rogers et. a/. (2000) in IRT1 und in
der vorliegenden Arbeit in ZupT durch gerichtete Mutagenese ausgetauscht wurden.
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Um zu untersuchen, ob bestimmte Aminosauren im extracytoplasmatischen /oop im ZupT-
Protein, genauso wie in IRT1, fir die Substratspezifitat verantwortlich sein kdnnten, wurde das
Glutamat an Position 60 mutiert. Diese Mutation resultierte in einem verminderten Co2*- und
Cdz+*-Transport. Dagegen schien der Fe2*-, Mn2+- und Zn2*-Transport in Wachstums-Endpunkt-
bestimmungen im Vergleich zum Wildtyp-Protein unverandert (Tab. 5). Transportstudien konnten
diese Ergebnisse weder bestatigen noch widerlegen, da das Mutanten-Protein nicht in der
Membran nachgewiesen werden konnte (Abb. 14). Dies scheint jedoch durch die hohe
Expressionsrate des Mutanten-Proteins, codiert auf einem Aigh-copy Plasmid, und der Toxizitat
zustande zu kommen, da offensichtlich die Expression von zupT EeoD, codiert auf einem /ow-
copy Plasmid, den Einbau des Proteins in der Membran nicht beeinflusste, da ein
wildtypahnlicher Fe2*-, Mn2*- und Zn2*-Transport in Wachstums-Endpunkbestimmungen
beobachtet werden konnte.

Wurde jedoch das Methionin an Position 62 in Alanin mutiert, so flhrte dies nicht zu einem
Funktionsverlust des Metall-Transportes dieses Mutanten-Proteins, im Gegenteil, es konnte
sogar ein leicht gesteigerter Co2+-, Mn2*- und Cd2*-Transport beobachtet werden. Somit scheint
nur das Glutamat in dem periplasmatischen /oop zwischen TMH Il und IIl im ZupT-Protein eine
wichtige Rolle im Co2*- und Cd2*-Transport und somit eine Funktion hinsichtlich der Substrat-
spezifitat zu Gbernehmen.

Es ist bekannt, dass besonders in TMH IV und V viele konservierte Aminosaure-Reste innerhalb
der Transporter der ZIP-Familie auftreten. Auch in IRT1 wurden konservierte Aminosaure-Reste
mutiert und die Mutanten-Proteine auf ihre Transport-Fahigkeit hinsichtlich der Mn2+-, Fe2+*-, Zn2*-
und Cdz+-Aufnahme untersucht. Dabei wird festgestellt, dass eine Mutation des Histidins oder
des Serins an Position 197 oder 198 im IRT1-Protein (Abb. 32) in TMH IV zu einem kompletten
Verlust des Metall-Transportes fihrt (Rogers ef al, 2000). Zum gleichen Resultat fihren
Mutationen des Glutamates oder des Histidins an Position 224 und 228 in IRT1. Durch diese
Ergebnisse und durch den hohen Konservierungsgrad dieser Aminosauren innerhalb verschie-
dener ZIP-Transporter wurde die Annahme verstarkt, dass diese Aminosaure-Reste in TMH IV
und V putative Metall-Liganden sind und fir den Metall-Transport essenziell sind. Die Mutationen
analoger Aminosaure-Reste in ZupT flhrten zu einem &hnlichen Ergebnis (Tab. 5). Hier wurde,
im Gegensatz zu Rogers ef. al. (2000) das Serin, welches in ZupT vor dem Histidin an Position
119 lokalisiert ist, gegen ein Valin ausgetauscht. Dies resultierte in einem kompletten Verlust der
Mn2+-Transport-Fahigkeit, aber der Fe2* Cd2*- und Zn2+-Transport ist durch diese Mutation nicht
beeinflusst worden (Abb. 13). Allerdings war der Co2*-Transport um die Halfte vermindert. Dieses
Serin ist offensichtlich fir die Bindung und/oder fiir den Transport des Mangans essenziell. Es ist
moglich, dass eine Mutation des Serins, genauso wie die des Glutamats an Position 60, die
kinetischen Parameter des Co2+-Transportes verandert. Sowohl die Affinitat zum Cobalt und/oder
die Transporteffizienz des Cobalts konnten durch Austausch des Serins vermindert worden sein.
Untersuchungen zur Transport-Kinetik dieser ZupT Mutanten kénnten zur Klarung dieser Frage

beitragen.
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Der Austausch des benachbarten Histidins an Position 119 gegen ein Arginin resultierte in einem
drastischen Verlust der Metall-Transport-Aktivitat. Es konnte noch lediglich ein verminderter Zn2+-
Transport beobachtet werden und in radioaktiven Aufnahmeexperimenten ein Cd2*-Transport.
Auch dieses Histidin, genauso wie in IRT1, scheint fir den Co2*-, Mn2*- und Fe2*-Transport
essenziell zu sein. Dadurch, dass dieses Histidin an Position 119 gegen eine andere, ebenfalls
basische Aminosaure, ausgetauscht wurde, scheint hauptsachlich die Struktur des Histidins an
Position 119 fir den Transport wichtig zu sein.
Die Mutation einer weiteren konservierten Aminosaure, dem Glutamat an Position 123 im ZupT-
Protein, in TMH 1V, resultierte ebenfalls in einem nahezu kompletten Funktionsverlust dieses
Mutanten-Proteins. Lediglich ein stark eingeschrankter Cd2+-Transport konnte fir diese Mutante
beobachtet werden. Die Mutation erfolgte durch Austausch dieses Glutamats in sowohl ein
Aspartat als auch in ein Alanin. Daraus kénnte man schlieen, dass nicht nur die Ladung des
Glutamates an Position 123 fiir den Metall-Transport wichtig zu sein scheint. Jedoch scheint die
ZupT-Mutante E123A, im Gegensatz zur ZupT-Mutante E123D, noch in der Lage zu sein, wenn
auch stark eingeschrankt, Zink zu transportieren. Was ebenfalls darauf hindeutet, dass vielmehr
strukturelle Eigenschaften an dieser Stelle den Metall-Transport bestimmen, da Alanin nicht zu
den Aminosauren zahlt, die Metalle bevorzugt binden (Karlin und Zhu, 1997; Shimazaki ef al.,
2009).
Auch die Ergebnisse der Wachstums-Endpunktbestimmung mit der ZupT-Mutante Hi4sR
bestatigen den essenziellen Charakter dieser Aminosaure flr den ZupT-vermittelten Metall-
Transport (Tab. 5). Denn das ZupT Mutanten-Protein H14gR war kaum noch in der Lage, Metalle
zu transportieren. Dies wurde ebenfalls fiir die IRT1-Mutante beschrieben, die in analoger
Aminosaure mutiert wurde (Rogers et a/, 2000). Radioaktive Aufnahmeexperimente konnten
auch hier die Ergebnisse der Wachstums-Endpunktbestimmungen weder bestatigen noch
widerlegen, da vermutlich die hohe Expressionsrate des Mutanten-Proteins einen Einbau in die
Membran nicht begtinstigte. Jedoch scheint die Expression von zup7 H1gR, codiert auf einem
low copy Plasmid, zu einer funktionalen ZupT-Mutante zu fihren, da ein Zink-Transport, wenn
auch stark eingeschrankt, nachgewiesen werden konnte (Tab. 5). Somit scheinen die Ergebnisse
der Wachstums-Endpunkbestimmungen auf die Mutation in ZupT zurlckzufihren zu sein.
Der Glutamat-Rest an Position 152 in der TMH V von ZupT wurde ebenfalls in ein Aspartat und
Alanin ausgetauscht. Dies resultierte jedoch nicht in einem kompletten Funktionsverlust, im Falle
des Mutanten-Proteins ZupT E1s52D konnte kein Mn2*- und Zn2*-Transport beobachtet werden,
Cobalt, Eisen und Cadmium wurden, jedoch eingeschrankt, transportiert. Ein Austausch dieses
Glutamates gegen ein Alanin resultierte in einem vollstadndigen Zn2+- und Cd2*-Transport, der
Co2*- und Fe2*- Transport dagegen wurde zunehmend vermindert. Es ist in diesem Falle mdglich,
dass Alanin, als hydrophobe Aminosaure, den Transport fiir Zink und Cadmium im ZupT-Protein
mehr unterstltzt als Aspartat, genauso wie es fiir die ZupT-Mutante E123A/D beobachtet wurde.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die konservierten Aminosaure-Reste in TMH

IV und V: Hi4g, E123 und Haas flr die Metallbindung und/oder fir die Struktur von ZupT essenziell
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sind. Dabei scheint nicht nur die Ladung dieser Aminosauren eine wichtige Rolle fiir den
Transport zu spielen. Interessant sind daneben der Serin-Rest an Position 117, der Glutamat-
Rest an Position 60 und 152, die nicht nur flr den Metall-Transport notwendig zu sein scheinen,
sondern auch vermutlich zur Substratspezifitat beitragen. Wie schon in Rogers et al. (2000)
vermutet, konnten TMH IV und V einen Kanal bilden, wobei die Substratbindung wahrend des
Metall-Transportes durch diese exponierten Aminosauren erfolgen koénnte. Fir den IRT1-
vermittelten Metall-Transport wurde eine Beteiligung weitere, im cytoplasmatischen /oop
zwischen TMH VIl und VIII (Abb. 32) lokalisierten Aminosaure-Reste, nicht bestatigt.

4.1.5. Welche Rolle spielen die Histidin-Reste in der ,Variablen Region® im ZupT-
vermittelten Metall-Transport?

Ein weiteres Merkmal, das alle bekannten ZIP-Transporter teilen, ist das Vorhandensein einer
cytoplasmatischen ,Variablen Region“ (Guerinot, 2000). Sowohl der Konservierungsgrad
innerhalb der Sequenz als auch die Lange dieses /oops variieren sehr stark innerhalb der ZIP-
Familie. Eine eindeutige Funktion konnte bisher nicht zugeordnet werden, jedoch wird vermutet,
dass die ,Variable Region“ am Metall-Transport beteiligt ist und eine putative Metall-Bindestelle
darstellen kénnte (Eide ef al, 1996). Eine Publikation beschreibt die Notwendigkeit zweier
Histidine im cytoplasmatischen /oop des humanen ZIP-Transporters hZIP1 fir den Zn2*-Transport
(Milon et al., 2006). Dadurch, dass diese Mutanten-Proteine dennoch in der Lage sind, wenn
auch verringert, Zink zu transportieren, wird vermutet, dass beide Histidine zusammen mit einem
Aspartat-Rest, ebenfalls lokalisiert in der ,Variablen Region®, zur rdumlichen Koordinierung
wahrend der Zn2*-Aufnahme einen wichtigen Beitrag leisten. Vermutlich ist der cytoplasmatische
loop fiir die ternare Struktur des Transporters und somit fir die rdumliche Nahe der Histidine zur
TMH IV wichtig. Durch weitere Experimente wird angenommen, dass der cytoplasmatische /oop
von hZIP1 eine Art ,reentrant loop* darstellen kénnte, der von der Innenseite her in die Membran
eintaucht, diese jedoch nicht durchspannt und somit zum Metall-Transport/Bindung beitragt.
Untersuchungen zu den ZIP-Transportern TjZNT1 und TjZNT2 aus dem Nickel-hyper-
akkumulierenden Hellerkraut 7hA/aspi japonicum zeigen, dass beide ZIP-Transporter zwei histidin-
reiche Regionen (HRD) im Cytoplasma aufweisen (Nishida ef a/,, 2008). Eine Deletion der ersten
HRD verandert nicht die Zn2*-Transport-Eigenschaft von TjZNT1, jedoch resultiert die Deletion
der zweiten HRD in einem verringerten Zn2+-Transport, der Cd2+*-Transport dagegen wird kaum
verandert. Auch hier wird postuliert, dass die histidinreiche Region eine wichtige Funktion in der
Substratspezifitat ibernehmen kdnnte.

Dagegen konnte fiir den humanen ZIP-Transporter hZIP4 gezeigt werden, dass die histidinreiche
Region essenziell fiir die posttranslationale Regulation von hZIP4 ist und damit zum Schutz vor
toxischen cytoplasmatischen Zn2+-Konzentrationen beitragt (Mao et al, 2007). Denn diese
histidinreiche Doméane von hZIP4 ist fiir den Ubiquitin-abhangigen Abbau des Proteins notwendig
(Mao et al., 2007).
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In S. cerevisae wird diese Funktion nicht durch die Histidin-Reste in der ,Variable Region® von
ZRT1 vermittelt. Eine Mutation dieser Aminosaure-Reste fiihrte lediglich zu einer verminderten
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit des Zink-Transportes. Die posttranslationale Inaktivierung
von ZRT1 als schnelle Antwort auf das Vorhandensein hoher Zink-Konzentrationen im
Cytoplasma wird durch eine potentielle metal response domain (MRD) vermittelt (Gitan ef al.,
2003). Dieses Sequenzmotiv (DATSMDYV) ist neben der histidinreichen Sequenz im cytoplas-
matischen /oop lokalisiert. Wie jedoch der Abbau durch diese Sequenz vermittelt wird, ist bisher
noch unklar. Dabei kénnte eine Zink-Bindung an der MRD oder auch die Interaktion mit einem
cytosolischen Protein die Ubiquitinierung und somit den Abbau von ZRT1 induzieren.

Abgeleitet von diesen Ergebnissen wird die Regulation der Expression von /RT7 aus A. thaliana
von mehreren Autoren diskutiert. Es ist bekannt, dass unter Eisen-Mangelbedingungen die
Expression von /RT77 induziert wird, dabei Ubernimmt FIT (FER-like iron deficiency-induced
transcription factor) eine Schlisselfunktion (Colangelo und Guerinot, 2004; Bauer ef al., 2007).
Wie jedoch eine schnelle Antwort auf Eisen-Uberschuss erfolgt, ist bisher unbekannt. Dabei wird
ebenso eine Beteiligung der Histidin-Reste in der ,Variablen Region“ in Betracht gezogen. Durch
Isothermale Titrationskalorimetrie wurde die Affinitat verschiedener Metalle zu einem kinstlichen
Peptid bestimmt, dessen Aminosaure-Sequenz identisch mit der der ,Variablen Region“ war. Die
Autoren zeigen, dass diese histidinreiche Region sehr niedrige Bindungs-Affinititen zu den
typischen IRT1-Substraten, auRer zu Fe(lll), aufweist (Grossoehme ef al., 2006). Folglich wird
vermutet, dass die Bindung von intrazellularem Fe(lll) einen Eisen-Uberschuss signalisiert und
somit die Eisen-Aufnahme indirekt reguliert werden kénnte (Grossoehme ef al., 2006).

Vermutlich Ubernimmt die ,Variable Region* in verschiedenen ZIP-Transportern verschiedene
Funktionen. So scheint in Eukaryoten die histidinreiche Region zum einen in der posttrans-
lationalen Regulation des ZIP-Transportes und zum anderen im Metall-Transport an sich
involviert zu sein. Welche Funktion kdnnte jedoch die histidinreiche Region in Prokaryoten
Ubernehmen; eine regulatorische oder funktionelle?

Zum jetzigen Zeitpunkt ist ZupT als einziger bakterieller Vertreter der ZIP-Familie charakterisiert
worden. Ein weiterer putativer bakterieller ZIP-Transporter wurde kirzlich im Cyanobakterium
Nostoc punctiforme durch Genom-Analysen identifiziert (Hudek ef a/, 2009). Im metall-
resistenten Bakterium Cupriavidus metallidurans existiert ebenfalls ein putativer ZIP-Transporter
(Voigt, 2008; Scherer, personl. Mitteilung). Im Gegensatz zu zupT aus E. coli erfolgt die Gen-
expression dieser ZIP-Transporter nicht konstitutiv, sondern wird je nach Metall-Verfligbarkeit
reguliert (Hudek ef a/., 2009; Voigt, 2008; Scherer, personl. Mitteilung). Vergleicht man die AS-
Sequenzen dieser bakteriellen ZIP-Transporter, so stellt man fest, dass in der ,Variablen Region”
vom ZIP-Transporter aus C. metallidurans CH34 sehr viele Histidin-Reste vorhanden sind,
wohingegen die beiden anderen ZIP-Transporter, aus £. coliund N. punctiforme, nur sehr wenige
Histidin-Reste in dieser Region aufweisen (Abb. 33).
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C. metallidurans CH34 EKISLLRHSHHHEGDGHHHHHGHDREEA
E. coli DRM----LPHAHPQDLMQKSVQPLPKSI

N. punctiforme NWEFLSYQGAKHRKRSGEQQ—---PSEEEN

Abb. 33: Sequenz-Alignment der ,Variablen Region“ der bakteriellen ZIP-Transporter

Dargestellt ist ein Alignment der ,Variablen Region® der bakteriellen ZIP-Transporter aus C. metallidurans, E. coli und
N. punctiforme. |dentische (*) und ahnliche (. und :) AS sind unterhalb der Sequenz gekennzeichnet. Fett sind die
Histidin-Reste des cytoplasmatischen /oops bzw. der ,Variablen Region“ gekennzeichnet.

Aufgrund des sehr geringen Konservierungsgrades der Aminosauren in der ,Variablen Region*
innerhalb der bakteriellen ZIP-Transporter liegt die Vermutung nahe, dass die Anzahl der Histidin-
Reste eine spezifische Anpassung je nach Bakterium sein konnten. C. metallidurans besitzt, im
Gegensatz zu E. coli; kein weiteres Zink-Aufnahme-System wie z. B. das hochaffine ZnuABC-
System (Patzer und Hantke, 1998). ZupT scheint das essenzielle Zink-Aufnahme-System in
C. metallidurans darzustellen (Voigt, 2008; Scherer, persénl. Mitteilung), sodass der Zink-
Transport, genau den Milieubedingungen entsprechend, reguliert werden muss. Somit ist es von
enormer Bedeutung, den Metall-Einstrom schnellstmdglich zu kontrollieren. So koénnte eine
Metall-Bindung an die Histidin-Reste in der ,Variablen Region“ ein indirekter Hinweis flir die
Metall-Verfiigbarkeit im Cytoplasma darstellen. Sind die Bindungen besetzt, so ist der Metall-
Transport schnell gesattigt und der Metall-Einstrom wird verringert. Auf diese Art und Weise
kénnte indirekt der Metall-Transport als solches in C. metallidurans reguliert werden.

Dagegen ist sowohl in £. coli als auch in N. punctiforme das hochaffine Zink-Aufnahme-System
ZnuABC vorhanden und sichert somit die Zink-Versorgung. In der ,Variablen Region“ des ZIP-
Transporters aus N. punctiforme ist lediglich ein Histidin-Rest vorhanden. Dennoch ist dieser ZIP-
Transporter vermutlich in der Lage, Zink zu transportieren. In ZupT aus E. coli sind zwei Histidin-
Reste in der ,Variablen Region® vorhanden. Ein Austausch jeweils beider Histidin-Reste in
Arginin veranderte nicht die Transport-Eigenschaft von ZupT (Tab. 5). Wurde jedoch das Histidin
an Position 87 im ZupT-Protein gegen ein Alanin ausgetauscht, konnte diese Mutante nicht mehr
in der Membran nachgewiesen werden. In Wachstums-Endpunktbestimmungen konnte dagegen
sogar eine gesteigerte Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp-Protein beobachtet werden. Vermutlich
wurde durch die Uberexpression dieser ZupT-Mutanten ein zu hoher Metall-Einstrom bewirkt und
dadurch dieses Mutanten-Protein abgebaut. Wurde jedoch das zweite Histidin an Position 89
gegen ein Alanin ausgetauscht, so konnte durch diese ZupT-Mutante kein Cobalt und Eisen
transportiert werden, der Zink- und Mangan-Transport wurde ebenfalls beeintrachtigt. Die
Isotopen-Aufnahmeexperimente zeigten dagegen Wildtyp-Transporteigenschaften hinsichtlich
dieser Metalle, jedoch lassen sich aus den Aufnahmeexperimenten keine Riickschliisse auf einen
veranderten Kn-Wert oder einer verédnderten maximalen Reaktionsgeschwindigkeit ziehen. Das
Histidin an Position 89 ist, im Gegensatz zum Histidin an Position 87 im ZupT-Protein, essenziell
fur den Cobalt-, Eisen- und Zink-Transport. Jedoch scheint der Imidazol-Ring dieser Aminosaure

nicht fir den Metall-Transport notwendig zu sein, denn ein Arginin an dieser Position ermdglichte
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ebenfalls einen Metall-Transport. Dennoch I&sst sich zusammenfassend sagen, dass das Histidin
an Position 87 im ZupT-Protein wichtig fiir die Substratspezifitdt sein kdnnte und eher

regulatorische Funktion Gbernehmen kdnnte.

4.2. Das Zusammenspiel von Eisen-und Mangan-Homo&ostase in einer
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante

Das Wachstum einer Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante konnte erheblich durch Anwesenheit von
Mangan verbessert werden (Abb. 15). Wieso wurde das Wachstum durch Mangan so stark
geférdert? Wie wichtig Mangan sein kann, belegen einige Mikroorganismen, wie z. B.
Lactobacillus plantarum oder auch Borellia burgdorferi, deren Metabolismus offenbar nicht von
Eisen, jedoch von Mangan abhangig ist (Archibald und Duong, 1984; Archibald, 1986; Posey und
Gherardini, 2000). Im Bakterium Deinococcus radiodurans korreliert eine hohe Konzentration an
intrazellularem Mangan mit extremer Strahlenresistenz (Daly ef al., 2004; Daly et a/., 2007; Daly,
2009). Auch fir die Virulenzeigenschaften von Salmonella enterica serovar Typhimurium scheint
Mangan eine wichtige Rolle zu spielen, denn eine Deletion von mntH und sitABCD, beide
codieren flir hoch affine Mn2+-Aufnahme-Systeme, flihrten zu einer verringerten Pathogenitat
(Boyer et al.,, 2002; Kehres et al,, 2002; Papp-Wallace ef al., 2006). Ferner Gibernimmt Mangan in
der Sporulation vom Gram positiven Bakterium Bacillus subtilis eine entscheidende Funktion
(Que und Helmann, 2000).

Welche Rolle spielt Mangan im Metabolismus von E. col/? Vergleicht man die Anzahl jener
Enzyme, die Metalle wie Eisen, Cobalt oder auch Zink als Kofaktor nutzen, so scheinen mangan-
abhangige Enzyme in der Minderheit vorzukommen (Kehres und Maguire, 2003). Wichtige
manganhaltige Enzym in £. coli sind z. B. die Kofaktor-abhangige Phosphoglucerat-Mutase, ein
Enzym der Glycolyse (Fraser ef al,, 1999), die manganabhangige Fruktose 1.6-bisphosphatase,
ein wichtiges Enzym der Gluconeogenese (Donahue ef a/., 2000) und die Serin/Threonin Protein
Phosphatasen PrpA/B, die u. a. zusammen mit dem Zwei-Komponenten-System CpxAR an der
Stress-Antwort auf falsch gefaltete Proteine beteiligt sind (Missiakas und Raina, 1997; Shi ef al.,
2001; Kehres und Maguire, 2003). Mangan Ubernimmt ebenso in anderen regulatorischen
Prozessen wie in der ,stringent response”eine wichtige Funktion, denn als Kofaktor der ppGpp
3'-Pyrophosphohydrolase SpoT gewéhrleistet es die Hydrolase-Aktivitat (Johnson ef al., 1979;
Xiao et al, 1991), so dass Stoffwechselprozesse je nach Wachstumsbedingungen angepasst
werden kdnnen.

Interessanterweise gibt es enzymatische Reaktionen, in denen sowohl Eisen als auch Mangan
als Kofaktor beteiligt sein kénnen. So existieren in £. coli, neben der periplasmatischen kupfer-
und zinkhaltigen Superoxid-Dismutase, zwei verschiedene cytoplasmatische Superoxid-
Dismutasen, eine manganabhangige und eine eisenabhdngige, wobei beide zwar die gleiche
Reaktion katalysieren, jedoch in verschiedenen Wachstumsphasen unter verschiedenen

Bedingungen aktiv sind. Darlber hinaus katalysieren in £. coli unter aeroben Wachstums-
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bedingungen zwei Ribonukleotid-Reduktasen die Reduktion von 2'-Hydroxylgruppen von
Nukleotiden. Die zur Klasse la zugehotrige NrdAB besitzt als Kofaktor Eisen, wohingegen die zur
Klasse Ib zugehodrige NrdEF Mangan als Kofaktor nutzt (Atta ef a/, 1992). Die Hauptaufgabe
hinsichtlich der DNA-Synthese (bernimmt die Ribonukleotid-Reduktase NrdAB, die mangan-
abhangige Ribonukleotid-Reduktase NrdEF spielt eher eine untergeordnete Rolle und Gbernimmt
vermutlich eine wichtige Funktion unter oxidativen Stressbedingungen (Jordan und Reichard,
1998; Monje-Casas ef al, 2001). Interessanterweise ist in der Promotorregion vom nrdH/IEF
Operon, das fir die manganabhangige Ribonukleotid-Reduktase codiert, eine Fur-Box
vorhanden, sodass die Expression von nrdH/EF durch Fur reguliert wird (Vassinova und Kozyreyv,
2000; McHugh et al., 2003). (Keele et al., 1970; Yost und Fridovich, 1973; Stallings ef al., 1984;
Fridovich, 1995). Warum existieren Isoformen eines Enzyms und warum wird Mangan und nicht
andere typische Metallo-Kofaktoren genutzt?

Es scheint, dass sich Eisen- und Mangan-Homdostase in E. coli gegenseitig beeinflussen und
somit nicht streng abgrenzbar sind. Dies wird auch am Beispiel der Regulation von mnfH deutlich.
Dieses Gen wird sowohl in Anwesenheit von Mangan durch den Transkriptions-Regulator MntR,
als auch in Gegenwart von Eisen durch den Transkriptions-Regulator Fur reguliert. OxyR
induziert ebenfalls die Expression von mnfH unter oxidativen Stress in E. coli (Kehres et al.,
2000; Patzer und Hantke, 2001). In vorangegangenen Arbeiten wurden ein Zusammenhang
zwischen Mangan und dem damit verbundenen Schutz vor oxidativem Stress beschrieben
(Horsburgh ef al,, 2002; Daly ef al., 2007; Anjem ef al., 2009). Wirde jedoch Mangan nur eine
wichtige Rolle zum Schutz vor oxidativem Stress spielen, wieso wird dann die Expression von
mntH zusatzlich durch MntR und Fur reguliert?

Welche Funktion Gbernimmt Mangan in einem E. co/i Stamm, in dem alle, fir das Wachstum in
Minimalmedium relevanten, Eisen-und Mangan-Aufnahme-Systeme deletiert sind? Diese zentrale

Frage qilt es in der vorliegenden Arbeit zu erdrtern.

4.2.1. Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ist dennoch in der Lage, Eisen und
Mangan aufzunehmen

Das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ist im Vergleich zum Wildtyp stark
eingeschrankt. Dennoch konnte das Wachstum durch Zusatz von Mangan oder Eisen geférdert
werden (Abb. 15). Wie und in welchen Mengen werden jedoch diese Metalle vom Deletions-
stamm aufgenommen, da doch alle bisher bekannten Aufnahme-Systeme deletiert sind? Diese
E. coli Mutante verfiigt weder Gber Fe(lll)/Fe(ll)-Aufnahme-Systeme noch ber den bisher einzig
bekannten Mn2*-Transporter in E. coli MntH (Makui ef a/, 2000). Die Ergebnisse der Atom-
Absorptions-Spektroskopie zeigten, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante dennoch in der
Lage ist, Eisen oder Mangan aufzunehmen (Tab. 6 und 7). Demzufolge scheint ein unbekanntes

Transport-System fiir die Metall-Aufnahme verantwortlich zu sein.
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Untersuchungen zur Mangan-Aufnahme in einer AmntH AsitABCD Doppelmutante in S. enferica
Typhimurium zeigten ebenfalls, dass neben diesen beiden Systemen noch ein unbekanntes
Transport-System fir die Mn2*-Aufnahme existieren muss (Kehres und Maguire, 2003). Auch in
einer kurzlich erschienen Arbeit wird festgestellt, dass neben MntH in E. coli ein weiteres Mn2+-
Transport-System vorhanden sein muss (Anjem ef al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde
gezeigt, dass ZupT, der erste bakterielle ZIP-Transporter, ein breites Substratspektrum besitzt
und somit auch die Mangan-Aufnahme in E. coli gewahrleisten kann. ZupT kdnnte der gesuchte
Mangan-Transporter in einer mntH bzw. mntH sitABCD Mutante in E. coli bzw. S. enterica
Typhimurium sein. Dennoch muss noch ein weiteres Aufnahme-System in E. colj existieren, da
die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, die ebenfalls in zupT deletiert ist, immer noch Mangan
und Eisen aufnehmen kann.

In Anwesenheit von Eisen konnte in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in den Zellen der lag-
Phase ahnliche Menge an Eisen wie im Wildtyp nachgewiesen werden. Wurde jedoch die
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante mit Eisen und Mangan inkubiert, so fiihrte dies zu einer
Abnahme des intrazellularen Eisengehaltes. Dagegen beeinflusste der Zusatz von Mangan nicht
den Eisengehalt der Wildtyp-Zellen. Betrachtet man dazu den Mangangehalt in denselben Zellen
der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, so konnte nur in Anwesenheit von Eisen und Mangan im
Medium ein hoher Mangangehalt in den Zellen nachgewiesen werden. Dies kdnnte womdglich
ein Hinweis auf einen unbekannten Transporter in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante sein,
der sowohl fiir die Eisen- als auch flr die Mangan-Aufnahme verantwortlich sein kénnte. Jedoch
scheint dieser nur in Anwesenheit von Eisen einen effizienten Mn2+-Transport vermitteln zu
kénnen, denn eine Anzucht der Zellen nur mit Mangan resultierte nicht in einer so hohen
intrazellularen Mangan-Konzentration.

Es ist auffillig, dass der Mangangehalt unter diesen Bedingungen in den Zellen der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante wahrend des Wachstums abnahm, jedoch nicht im Wildtyp
und auch nicht in den Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, die nur mit Mangan inkubiert
wurden. Vermutlich stand wahrend des Wachstums nicht gentigend Eisen zur Verfiigung, um so
den putativen Transporter zur Mn2*-Aufnahme zu stimulieren. Die Abnahme der intrazellularen
Mangan-Konzentration kann jedoch nicht die Folgeerscheinung eines limitierender Mangan-
gehaltes wahrend des Wachstums sein, denn der geringe intrazelluldare Mangangehalt aller
Zellen der lag-Phase (bis zu 73 ng Mangan/ 2.7-10° Zellen) umfasst gerade bis zu 0.27 % des im
Medium verfiigbaren Mangans (ca. 27 ug in 50 ml Medium).

Die Ergebnisse zeigen weiterhin deutlich, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp in der Mangan-Aufnahme stark eingeschrankt war. Das spiegelt wider,
dass MntH aber auch ZupT den Mangan-Transport in £. coli ibernehmen (Abb. 5D) (Kehres ef
al, 2000; Makui et al, 2000; Anjem et al, 2009). Das MntH einen Groldteil der Mangan-
Aufnahme in E. coli gewahrleistet, wurde ebenfalls von Anjem ef al. (2009) beobachtet, denn eine
mnitH Mutante akkumuliert weniger Mangan als der Wildtyp. Eine leichte basale Aktivitat scheint

der unbekannte Transporter auch ohne Anwesenheit von Eisen zu besitzen, denn es konnte
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mehr Mangan in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante nachgewiesen werden, die mit
Mangan inkubiert wurden als in Zellen, die ohne Zusatz inkubiert wurden. Es besteht aber auch
die Moglichkeit, dass noch weitere unbekannte Mn2*-Transporter in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante existieren. Letztendlich wurde in den Zellen der stationdren Phase genauso
viel Mangan nachgewiesen wie in den Zellen der stationdren Phase, die mit Eisen und Mangan
inkubiert wurden.
In wachsenden Zellen des Wildtyps konnte in Anwesenheit von Mangan im Medium eine
gesteigerte Akkumulation von Mangan festgestellt werden. Auch andere Arbeitsgruppen stellten
fest, dass der Mangangehalt in der stationaren Phase des Wachstums am hdéchsten zu sein
scheint. Dies steht vermutlich im Zusammenhang mit der positiven Regulation der Expression
von mntH durch OxyR. In aeroben Stoffwechselprozessen entstehen reaktive Sauerstoffspezies,
deren Akkumulation z. B. durch manganhaltige Enzyme wie Superoxid-Dismutase SodA und
Katalase-Peroxidase KatG verhindert wird (Keele ef al., 1970; Fridovich, 1986b; Fridovich, 1995;
Singh ef al., 2004). Dennoch ist die oxidative Stresssituation in der stationaren Phase in E. coli
besonders ausgepragt (Dukan und Nystrom, 1999; Noor ef a/., 2009), sodass OxyR z. B. die
Expression von mntH induziert und somit die Aufnahme von Mangan gewéahrleistet (Kehres ef
al, 2000; Kehres et al,, 2002, Imlay, 2008; Anjem ef al., 2009). Womdglich konnte aus diesem
Grund in wachsenden E£. co/i Wildtyp Zellen eine Zunahme der intrazellularen Mangan-
Konzentration beobachtet werden. Wurden jedoch die Wildtyp-Zellen ohne Mangan inkubiert, so
nahm der Mangangehalt wahrend des Wachstums ab. Dies kann nur durch eine verminderte
Mangan-Aufnahme verursacht worden sein, denn Mangan im Medium war nicht limitierend. War
die Transport-Aktivitat von MntH herabgesetzt oder wurde die Expression reprimiert? Letzteres ist
eher unwahrscheinlich, da beide Repressoren, MntR und Fur, nur unter Mangan- bzw.
Eiseniiberschuss aktiv sind (Que und Helmann, 2000; Patzer und Hantke, 2001; Braun, 2003;
Papp-Wallace und Maguire, 2006; Braun und Hantke, 2007; Lee und Helmann, 2007). Auch
andere Autoren zeigen, dass wahrend des Wachstums ohne externe Mangan-Zugabe der
intrazellulare Mangangehalt abnimmt (Medicis ef al., 1986; Kehres und Maguire, 2003), weshalb,
das steht immer noch offen. Der Mangangehalt der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante bleibt
jedoch nahezu konstant und nimmt wahrend des Wachstums, im Gegensatz zum Wildtyp, nicht
ab. Scheint Mangan in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante doch eine andere Rolle als im
E. coli Wildtyp zu spielen?
Interessanterweise war der intrazellulare Eisengehalt in wachsenden Zellen beider Stamme viel
hoéher als der Mangangehalt in diesen Zellen, was mit Ergebnissen aus Outten und O'Halloran,
(2001) und Anjem ef al. (2009) im Einklang steht. In diesen Veréffentlichungen wird gezeigt, dass
E. coli Zellen der stationdren Phase sogar bis zu 100-fach mehr Eisen als Mangan akkumulierten.
In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch in E. coli Wildtyp-Zellen nur eine bis zu 28-fach héhere
Eisen-Akkumulation festgestellt werden. Es kann ausgeschlossen werden, dass der
unterschiedliche intrazellulare Eisengehalt durch andere Kultivierungsbedingungen zustande
kam, denn das hier verwendete Medium wies einen ahnlichen Eisen (2 yM)- bzw. Mangangehalt
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(0.2 pM) auf wie das Medium, welches in Outten und O'Halloran, (2001) verwendet wurde. Im
Gegensatz dazu entspricht der intrazellulare Mangangehalt von Wildtyp-Zellen der stationaren
Phase ungefahr dem, der in Outten und O'Halloran, (2001) bzw. in Anjem ef al. (2009) ermittelt
wurde.

Wurden die Kulturen mit Eisen inkubiert, so war besonders auffallig, dass der Eisengehalt im
Verlaufe des Wachstums stark abnahm. Diese Beobachtungen wurden schon 1981 von
Hartmann und Braun gemacht. Hier wurde gezeigt, dass das exponentielle Wachstum und die
Eisen-Aufnahme von Kulturen, die mit Eisen und Citrat inkubiert wurden, ausgewogen waren.
Wurde das Eisen im Medium aufgebraucht, so sank der Eisengehalt dieser Kulturen, obwohl
noch Wachstum erfolgte (Hartmann und Braun, 1981). In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls
eine starke Abnahme des intrazelluldren Eisengehaltes beider Stdmme im Verlaufe des
gesamten Wachstums festgestellt. Die vorherige Inkubation der Kulturen in Minimalmedium, in
eisenfreiem Minimalmedium und erneut in eisenfreiem Minimalmedium fiihrte vermutlich zur
extremen Eisenlimitation in den Zellen. Durch Zugabe von 10 uM Eisen zum Medium konnte dies
kurzzeitig aufgehoben werden. Berechnet man die Menge an Eisen, die im Medium verfiigbar
war (ca. 30 pg/50 ml Medium) und vergleicht dies mit dem intrazellularen Eisengehalt aller Zellen
in einer 50 ml Kultur der lag-Phase (bis zu 24.3 ug Eisen in Zellen des Wildtyps und bis zu 19 ug
Eisen in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante), so stellt man fest, dass ein hoher
Prozentsatz an verfiigbaren Eisen aus der extrazellularen Umgebung von diesen Zellen
akkumuliert wurde. Im Verlaufe des exponentiellen Wachstums nahm der intrazellulére Eisen-
gehalt in den Zellen ab, da vermutlich nicht mehr genigend Eisen aus der extrazelluldren
Umgebung aufgenommen werden konnte.

Es besteht jedoch ebenso die Moglichkeit, dass die Abnahme des intrazellularen Eisengehaltes
in Zellen des Wildtyps durch verminderte Eisen-Aufnahme resultierte. Eine verminderte Eisen-
Aufnahme setzt einen aktiven Fur-Fe2*-Repressor voraus (Hantke, 2001; Andrews ef a/., 2003;
Braun, 2003; Braun und Hantke, 2007). Das Fur als Repressor in Wildtyp-Zellen der
exponentiellen Phase fungierte, beweisen die beobachteten SodB-Aktivitdten (Abb. 19). Auch in
Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante konnte unter diesen Bedingungen aktive SodB
nachgewiesen werden, zwar war diese weitaus geringer als die SodB-Aktivitat in Wildtyp-Zellen,
dennoch zeigt es, dass Fur als Repressor in der exponentiellen Phase vorgelegen haben muss.
Um jedoch die genaue Ursache fir die Abnahme des intrazelluldren Eisengehaltes zu erdrtern,
sind weiterfihrende Experimente notwendig. Wirde z. B. ein Wachstum in Gegenwart héherer
Eisen-Konzentrationen nicht zu einer Abnahme des intrazellularen Eisengehaltes fiihren, so ware
dies ein Hinweis darauf, dass die Abnahme der intrazellularen Eisen-Konzentration durch den
limitierenden Eisengehalt im Medium hervorgerufen wurde. Des Weiteren wirden Gen-
expressionsstudien von Eisen-Aufnahme-Systemen wahrend allen Wachstumsphasen wertvolle
Hinweise Uber den ,Fur-Status® der Zellen liefern.

Betrachtet man nun den Eisengehalt der Zellen, die mit dem Eisen-Chelator DIP inkubiert

wurden, so stellt man fest, dass nur der intrazellulare Eisengehalt des Wildtyps, nicht jedoch der
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der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, beeinflusst wurde. In der exponentiellen Phase wurde in
Zellen des Wildtyps, die mit DIP inkubiert wurden, ein hoherer Eisengehalt nachgewiesen als in
Zellen der lag-Phase. Eine Erhdhung des Eisengehaltes in den Wildtyp-Zellen konnte womdoglich
eine Antwort auf die verstarkte Eisenlimitation durch DIP sein. Jedoch kann dies nicht durch eine
Fur-Derepression hervorgerufen worden sein, denn in Wildtyp-Zellen der exponentiellen Phase
wurde aktive SodB nachgewiesen.

Obwohl das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante stark eingeschrankt war, konnten
unter Umstanden, dhnliche Mengen an Eisen und Mangan wie im Wildtyp aufgenommen werden.
Es scheint, dass das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante nur dann erfolgen konnte,
wenn eine bestimmte minimale intrazellulare Eisen- und/oder Mangan-Konzentration erreicht
wurde. Dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante aufgrund der deletierten Aufnahme-Systeme
mehr Zeit dafir in Anspruch nahm als E£. coli Wildtyp, beweisen die langen lag-Phasen im
Wachstum (Abb. 15). Zudem muss in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante noch mindestens ein
unbekannter Transporter vorhanden sein, der die Eisen- bzw. Mangan-Aufnahme gewahrleistet

und somit ein Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante erlaubt.

42.2. Mangan schitzt vermutlich vor Protein-Oxidation, verursacht durch
Trockenstress

Zunachst wurde angenommen, dass die Fahigkeit zur extremen Strahlenresistenz von
D. radiodurans auf besondere DNA-Reparaturmechanismen basierte (Daly ef a/, 1994; Minton
und Daly, 1995; Makarova ef al, 2001). In den letzten Jahren wurden jedoch neue
Zusammenhange zwischen der extremen Strahlenresistenz vom Bakterium D. radiodurans und
dem hohen intrazellularen Mangangehalt beobachtet (Daly ef a/., 2004). Dabei weisen strahlen-
resistente Zellen einen 300-fach héheren Mangangehalt und einen zwei Drittel geringeren
Eisengehalt auf als sensitive Zellen, wie z. B. E. coli. Das Wachstum in Anwesenheit von Mangan
wird nicht nur verbessert, sondern ist Voraussetzung flir eine extreme Strahlenresistenz (Daly ef
al, 2007; Daly, 2009). Wird die Mangan-Aufnahme unterbunden, so resultiert dies in einer
verminderten Resistenz gegenlber Strahlung, was sich in einer erhodhten Proteinoxidation
widerspiegelt (Daly et al., 2004; Makarova et al., 2007).

Auffallig ist, dass viele strahlenresistente Bakterien auch trockenstressresistent sind. So ist z. B.
D. radiodurans in der Lage, sechs Wochen Trockenstress zu Uberstehen (Fredrickson ef al.,
2008). Auch hier schitzt Mangan die Proteine vor trockenstress-induzierter Oxidation. Sowohl
Strahlen- als auch Trockenstress erzeugt reaktive Sauerstoffspezies, die direkt Proteine oxidieren
kénnen und indirekt durch Fenton-Reaktion die DNA schadigen (Daly und Myles, 2009). Wie
jedoch reaktive Sauerstoffspezies durch Dehydratisierung genau entstehen, ist bisher noch
unbekannt. Es wird vermutet, dass durch Wasserverlust die intrazellulare lonen-Konzentration
zunimmt und dadurch womdoglich die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies erhéht wird (Pereira
Ede et al, 2003; Franca ef al, 2007). In der Tat kann die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
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ebenfalls durch Mangan vor Trockenstress geschitzt werden (Abb. 16A). Wurden die Zellen vor
der Trockenstresseinwirkung ohne Mangan inkubiert, so Uberlebten weniger Zellen den Trocken-
stress als Zellen, die zuvor mit Mangan inkubiert wurden. Die Unterschiede in der Uberlebensrate
resultierten durch Trockenstress-verursachten Zelltod und nicht durch verbessertes Wachstum
der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante durch Mangan. Denn die Zellen wurden nach
Trockenstress-Exposition in Vollmedium inkubiert, um Eisenlimitation und Wachstumsférderung
durch Mangan zu vermeiden. Dies ist ein weiterer Hinweis dafir, dass die Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante in der Lage ist, Mangan aufzunehmen, das dann vor Trockenstress schitzt.
Vermutlich schitzt Mangan vor Trockenstress-induzierter Proteinoxidation, wie auch in
D. radiodurans.

Wurde die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zuvor mit Eisen inkubiert, so waren die Zellen
sensitiver gegenliber Trockenstress als die Zellen, die ohne Zusatz inkubiert wurden. Wie die
Ergebnisse zeigten, wies die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante einen héheren Eisengehalt auf,
wenn sie mit Eisen kultiviert wurde (Tab. 6). Wurden die Zellen zusatzlich Trockenstress
ausgesetzt, so wurden vermutlich durch Anwesenheit von Fe(ll)-lonen im Cytoplasma mehr
reaktive Sauerstoffspezies gebildet. Eisen kann in der Fenton-Reaktion gefahrliche Hydroxyl-
radikale regenerieren, die dann direkt DNA, Proteine und Lipide schadigen (Imlay ef al., 1988;
Imlay und Linn, 1988; Fridovich, 1995; Imlay, 2003; Imlay, 2008). Je mehr Eisen in den Zellen
vorliegt, umso mehr Eisen konnte zusammen mit H2O. die Fenton-Reaktion katalysieren.
Zusatzlich kénnen reaktive Sauerstoffspezies wie O und H2O in die aktiven Zentren von
Dehydratasen penetrieren und so durch Oxidation der Fe-S-Cluster die Inaktivierung dieser
Enzyme verursachen (Imlay, 2008).

Mangan dagegen geht keine Fenton-Reaktion ein und verstarkt somit nicht den oxidativen Stress.
Dies kénnte erklaren, weshalb unter diesen Bedingungen die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
sensitiver gegenliber Trockenstress ist. Jedoch scheint dies nicht die einzige Ursache fur die
verminderte Resistenz gegentber Trockenstress zu sein, denn Wildtyp-Zellen, die zuvor in
Gegenwart von Eisen inkubiert wurden, zeigten keine verminderte Resistenz gegeniber
Trockenstress (Abb. 16B).

4.2.3. Mangan férdert die SodA-Aktivitat

Enzyme wie die Superoxid-Dismutasen, Katalasen oder Peroxidasen vermeiden die Anhdufung
toxischer Sauerstoffspezies, die wahrend des aeroben Metabolismus entstehen (Imlay ef al.,
1988; Imlay und Linn, 1988; Fridovich, 1995; Imlay, 2003; Imlay, 2008).

In E. coli existieren drei Superoxid-Dismutasen. Zwei, SodA und SodB, sind im Cytoplasma
lokalisiert und SodC im Periplasma. Fur die SodA-Aktivitat ist Mangan essenziell, wohingegen
SodB Eisen und SodC Kupfer und Zink als Kofaktor besitzen (Keele ef a/, 1970; Yost und
Fridovich, 1973; Touati ef al, 1995; Benov ef al, 1996; Imlay und Imlay, 1996). Die

Hauptaufgabe hinsichtlich der Disproportionierung von Superoxid-Anionen in £. coli scheinen die
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beiden cytoplasmatischen Superoxid-Dismutasen zu tibernehmen, denn eine Deletion in beiden
Superoxid-Dismutasen fiihrt nicht nur zu einem verminderten Wachstum sondern auch zu einer
erhéhten Mutationsrate unter aeroben Wachstumsbedingungen (Farr ef al, 1986). Dagegen
zeigen sodC Mutanten in E. coli und in Salmonella Typhimurium keine erhdhte Sensitivitat
gegenuber Superoxid (Gort ef al., 1999).
Die Transkription von sodC wird durch das RpoS Regulon in der stationdren Phase induziert und
durch Fnr (fumarate nitrafe reductase) unter anaeroben Wachstumsbedingungen reprimiert
(Benov und Fridovich, 1994; Imlay und Imlay, 1996; Gort ef a/., 1999). Die Expression von sodA
steht unter der Kontrolle von sechs Transkriptionsregulatoren; SoxRS-Regulon (oxidative
response), Arc (aerobic regulation control), \HF (integration host factor), Fur (ferric iron regulater)
und Fnr (fumarate nitrate reductase) (Compan und Touati, 1993). Dabei wird sodA unter
oxidativen Stress exprimiert, jedoch u. a. durch Eiseniberschuss und durch anaerobes
Wachstum reprimiert (Compan und Touati, 1993). Die Expression von sodB scheint weniger
komplex zu sein, sowohl unter anaeroben als auch unter aeroben Bedingungen findet die
Expression in Abhangigkeit von der Eisenverfligbarkeit statt. Die sodB Expression wird indirekt
durch Fur aktiviert (Dubrac und Touati, 2000; Dubrac und Touati, 2002). Ist genligend Eisen in
der Zelle vorhanden, so reprimiert Fur-Fe2* die Expression einer kleinen regulatorischen RNA
ryhB, die sonst die sodB mRNA binden und letztendlich die Translation verhindern wirde
(Masse” und Gottesman, 2002; Masse” ef al., 2005). Dadurch, dass die Regulation von SodA so
komplex ist, lasst sich schwer eine Aussage darlber treffen, welche Superoxid-Dismutase die
Hauptaufgabe wahrend des Wachstums in £. coli Gbernimmt, dies ist sehr von den Wachstums-
bedingungen abhangig. Welche Superoxid-Dismutasen sind unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen im E. coli Wildtyp und einer Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante aktiv?
In der vorliegenden Arbeit wurde die SOD-Aktivitdt von Zellen der exponentiellen Phase unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen untersucht. Dabei zeigte sich, dass unter Eisenlimitation
in Wildtyp-Zellen die SodA-Aktivitat viel hdher ist als die SodB-Aktivitdt (Abb. 19). Da Fur als
Repressor unter Eisenlimitation nicht aktiv ist, wird die Expression von sodA nicht reprimiert,
jedoch die von sodB. Dies erscheint 6konomisch, da Eisen als Kofaktor der SodB nicht im
Uberschuss vorhanden ist. Wird jedoch Eisen zum Medium hinzugegeben, so nimmt die SodA-
Aktivitat in Wildtyp-Zellen ab und die SodB-Aktivitat zu. Vermutlich ist Fur durch Bindung von
Eisen unter diesen Bedingungen aktiv und reprimiert so die Expression von sodA, induziert
jedoch indirekt die Expression von sodB. Die dennoch vorhandene SodA-Aktivitat in Wildtyp-
Zellen beweist, dass trotz Eiseniiberschuss die Expression von sodA stattfand, wahrscheinlich
aktiviert durch das SoxRS Regulon.
Es scheint ebenfalls moéglich, dass Eisen Mangan aus dem aktiven Zentrum der manganhaltigen
Superoxid-Dismutase verdrangt und somit die Aktivitdt von SodA vermindert. Dass SodA Eisen
im aktiven Zentrum binden kann, wurde bereits in vielen vorangegangenen Arbeiten beschrieben
(Beyer et al, 1991; Whittaker, 2003; Culotta ef a/, 2006; Whittaker, 2009). Aus einer areob
wachsenden E. coli Kultur wurden drei Formen der manganabhangigen SOD isoliert: Mno-
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MnSOD, Mn,Fe-MnSOD, and Fe>-MnSOD (Beyer ef a/,1991). Die verschiedenen Mangan-
Superoxid-Dismutasen unterscheiden sich kaum in ihrer Konformation, jedoch in ihrer
katalytischen Aktivitdt. Durch Bindung eines Eisenatoms im aktiven Zentrum der MnSOD, nimmt
das Redoxpential ab und eine Disproportionierung von Oz kann nicht mehr katalysiert werden
(Beyer et al, 1991; Vance und Miller, 1998). Die eigentliche Bindung ist abhéangig von der
Verflgbarkeit des jeweiligen Metalls. Das scheint in E. coli einen weiteren Regulations-
mechanismus der beiden Superoxid-Dismutasen-Aktivitdten in Abhangigkeit von der Mangan-
bzw. Eisenverfligbarkeit darzustellen (Culotta ef a/., 2006).

Dies wirde weiterhin erklaren, weshalb die SodA-Aktivitat in Wildtyp-Zellen wieder zunimmt,
wenn beide Metalle wahrend des Wachstums vorhanden waren. Der ,Fur-Status® in diesen Zellen
muss der gleiche gewesen sein wie in Zellen, die nur mit Eisen inkubiert wurden. Denn wurde
Fur-Fe2* nicht mehr als Repressor aktiv sein, so wirde ryhB transkribiert werden und so die
Translation der sodB mRNA unterbinden. Dies wirde sich im Verlust der SodB-Aktivitat wider-
spiegeln, was jedoch nicht beobachtet wurde.

Die einzige plausible Erklarung scheint zu sein, dass Mangan im Uberschuss um Bindestellen im
aktiven Zentrum mit dem Eisen konkurriert. Daraus resultiert eine leichte Zunahme der SodA-
Aktivitat im Vergleich zur SodA-Aktivitat von Wildtyp-Zellen, die nur mit Eisen inkubiert wurden.
Jedoch erreicht die Aktivitat nicht die SodA-Aktivitat der Zellen, die ohne Eisen inkubiert wurden.
Das heildt, sobald Eisen intrazellular vorhanden ist, fihrt dies zu einer aktiven SodB. Dass Eisen
in den Wildtyp-Zellen unter diesen Bedingungen intrazellular vorlag, beweisen die Ergebnisse der
Atom-Absorptions-Spektroskopie (Tab. 6).

Unter Eisenlimitation wurden in den Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante dagegen nur
sehr geringe SodA-Aktivitdten und keine SodB-Aktivitaten beobachtet. Dies bestatigt vorange-
gangene Ergebnisse, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante im Vergleich zum Wildtyp unter
diesen Wachstumsbedingungen einen niedrigeren Mangan- und Eisengehalt aufwies. Auch
andere Arbeitsgruppen beobachteten eine niedrigere SodA-Aktivitat in einer sodB mntH Doppel-
mutante (Anjem ef al, 2009). Dennoch konnte die SodA-Aktivitat durch Zugabe von Mangan in
den Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante stark gesteigert werden (Abb. 19). Ebenso wie
andere Arbeitsgruppen zeigten, dass durch Mangan die SodA-Aktivitat geférdert werden kann
(Pugh et al., 1984; Al-Maghrebi ef al., 2002; Anjem et al., 2009). Somit musste Mangan in die
Zellen durch ein unbekanntes Aufnahme-System transportiert worden sein, was durch die
Bestimmung des intrazellularen Mangangehaltes bestatigt wurde (Tab. 7).

Die Inkubation der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Medium mit Eisen flhrte zu einer
Abnahme der SodA-Aktivitat und zu einer Zunahme der SodB-Aktivitat, die jedoch insgesamt
sehr gering war. Die Ergebnisse der Atom-Absorptions-Spektroskopie zeigten, dass in Zellen der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante unter diesen Wachstumsbedingungen intrazelluldr Eisen
vorlag, jedoch geringere Mengen als in Zellen des Wildtyps. Offensichtlich reichte der
intrazelluldre Eisengehalt in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante nicht aus, um grof3e

Mengen aktiver SodB zu bilden. Jedoch genligte die intrazellulare Eisen-Konzentration fiir die
106



4. DISKUSSION

Aktivierung des Fur-Repressors, was zu einer Expression von sodB fiihrte. Dies wirde ebenfalls
die Abnahme der SodA-Aktivitat erklaren.

Wurde die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Anwesenheit beider Metalle inkubiert, so konnte
wiederum eine hohe SodA-Aktivitat und eine geringe SodB-Aktivitat beobachtet werden. Diese
SodA-Aktivitdt unterschied sich nicht von der SodA-Aktivitdt derjenigen Zellen, die nur mit
Mangan inkubiert wurden. In diesem Fall scheinen die Eisen-Atome nicht um Bindstellen in der
MnSOD zu konkurrieren, was in Wildtyp-Zellen der Fall war. Dies spricht daflir, dass die
intrazellulare Eisen-Konzentration nicht hoch genug war, um mit den Mangan-Atomen im aktiven
Zentrum der SodA zu konkurrieren. Um jedoch genauere Aussagen treffen zu kdnnen, misste
das Expressionsniveau von sodA und sodB in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante und
des E. coliWildtyps unter diesen Wachstumsbedingungen untersucht werden.

Vermutlich ist die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante aufgrund der geringen SOD-Aktivitdten
extrem sensitiv gegenilber oxidativem Stress, was Wachstumsexperimente in Anwesenheit von
Paraquat bestatigen (Abb. 17).

In E. coli wird Paraquat schnell reduziert, das daraus entstehende Paraquat-Radikal reagiert mit
Sauerstoff und regeneriert so toxisches Superoxid-Anion (Hassan und Fridovich, 1979). Somit
initiiert Paraquat oxidativen Stress. Die durch Paraquat regenerierten toxischen Sauerstoff-
spezies fihren zur Aktivierung des SoxRS-Regulons. Das konstitutiv exprimierte SoxR besitzt ein
Fe-S-Cluster, das in Anwesenheit von O, oxidiert wird. Dadurch verandert sich die Konformation
dieses Homodimers, das nun als starker Transkriptions-Faktor wirkt und so die Expression von
soxS induziert. SoxS wiederum ist ein Transkriptions-Faktor vieler Gene und aktiviert die
Expression von z. B. fur, acnA, folC, fumC und sodA (Demple ef al., 1999; Storz und Imlay, 1999;
Touati, 2000b; Imlay, 2003). Bereits in vorangegangenen Arbeiten wird eine Induktion der sodA
Expression in Anwesenheit von Paraquat beschrieben (Liochev und Fridovich, 1991).

Fand das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Anwesenheit von Mangan statt, so
war dieser resistenter gegenuber Paraquat-induziertem oxidativen Stress (Abb. 18), vermutlich
durch Zunahme der SodA-Aktivitdt in Gegenwart von Mangan. Fand das Wachstum der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Anwesenheit von Eisen statt, so schiitzten vermutlich die
Superoxid-Dismutasen nicht im gleichen Maf3e vor Paraquat-induziertem oxidativen Stress wie es
unter Mangan-Zugabe der Fall war. AulRerdem verstarkt wahrscheinlich Eisen als redoxaktives
Metall die toxische Wirkung von Paraquat, was ebenfalls in frlheren Arbeiten gezeigt wurde
(Korbashi ef al., 1986).

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass SodA im Schutz vor oxidativem Stress in der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante die Hauptaufgabe ibernimmt. Schon in Kargalioglu und Imlay
(1994) wird die Notwendigkeit der MnSOD unter aeroben Wachstumsbedingungen in £. coli
beschrieben. Aber ist sie in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante essenziell? Zur Beantwortung
dieser Frage wurde in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante versucht, zusatzlich sodA zu
deletieren. Dies war jedoch unter aeroben Bedingungen nicht mdglich (Abb. 20A, B). Im

Gegensatz dazu konnte im E. co/i Wildtyp diese Deletionsmutante unter aeroben Bedingungen
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ohne Probleme konstruiert werden (Daten nicht gezeigt). Auch eine sodB Deletion war in beiden
E. coli Stdmmen unter aeroben Bedingungen mdglich (Abb. 20C, D).

Ahnliche Ergebnisse wurden in vorherigen Arbeiten beschrieben, in denen sodA sodB
Doppelmutanten nicht mehr in der Lage waren, aerob im Minimal-Medium zu wachsen (Carlioz
und Touati, 1986). Dies lasst vermuten, dass SodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante den
einzigen Schutz vor oxidativem Stress bietet. SodB dagegen scheint im Schutz vor Superoxid

eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.

4.2.4. Mangan schiitzt direkt vor oxidativem Stress

Wurde jedoch die zusétzliche Mutation von sodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in
Anwesenheit von Mangan durchgefihrt, so war ein Wachstum dieses E. coli Stammes moglich
(Abb. 21). Wie kann jedoch Mangan direkt vor oxidativem Stress schutzen? In vielen anderen
Arbeiten wird die Mdglichkeit in Betracht gezogen, dass Mangan direkt vor Superoxid und/oder
Wasserstoffperoxid schitzen kann (Archibald und Duong, 1984; Al-Maghrebi et al, 2002;
Horsburgh ef al,, 2002; Kehres und Maguire, 2003; Daly ef a/., 2004).

Mangan, gebunden an bestimmte Biomolekile, kann O disproportionieren (Archibald und
Fridovich, 1982). Kinetische Studien zu SodA und SodB-Aktivitdten zeigen ebenso, dass Mangan
die Funktion der Superoxid-Dismutasen tUbernehmen kénnte, wenn es in mM-Konzentration in
der Zelle vorliegen wirde (Gray und Carmichael, 1992). Eine E. coli Zelle mit intrazellular 150 M
Mangan konnte im Idealfall Oz disproportionieren, dass einer Superoxid-Dismutase-Aktivitat von
108 U/ml entspréache (Anjem ef al, 2009). Die enzymatische Superoxid-Dismutase-Aktivitat
ungestresster E. coli Zellen ist jedoch mit 3000 U/ml um fast das 30-fache hoher. Sind E. coli
Zellen H202-Stress ausgesetzt, so betragt die Superoxid-Dismutase-Aktivitat sogar 14000 U/ml
(Anjem ef al., 2009). Somit wird vermutet, dass Mangan keinen optimalen Schutz vor Superoxid-
Anion bieten kénnte (Anjem et al.,, 2009).

Jedoch konnte nur in Anwesenheit von Mangan, nicht in Anwesenheit von Eisen, sodA zusatzlich
in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante erfolgreich deletiert werden (Abb. 21). In Zellen der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, die mit 10 uM MnClI; inkubiert wurden, konnte bis zu 150 yM
Mangan intrazelluldr nachgewiesen werden. Kénnte diese Konzentration dennoch ausreichen,
um eine zuséatzliche Deletion von sodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zu erlauben
oder fuhrt eine Deletion von sodA zu einer gesteigerten Mangan-Aufnahme, sodass durch héhere
intrazelluldre Mangan-Konzentrationen der Verlust der SodA-Aktivitdt kompensiert werden
kénnte? Dies wurde fiir eine sodA sodB Doppelmutante in E. coli beschrieben, die mehr Mangan
als der Wildtyp akkumulierte (Al-Maghrebi ef al, 2002). Die Bestimmung des intrazellularen
Mangangehaltes der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante mit zusatzlicher sodA Deletion wiirde
diese Frage beantworten. Wirde jedoch die intrazellulare Mangan-Konzentration fiir eine direkte

Disproportionierung von Oz nicht ausreichen, kénnte auch Mangan fir die katalytische Aktivitat
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eines unbekannten Enzyms wichtig sein, das dann die Funktion der Superoxid-Dismutase
Ubernehmen kénnte und somit einen Schutz vor oxidativem Stress bieten wirde.

Dass Mangan die Funktion der Superoxid-Dismutasen Ubernehmen kénnte, beweisen
Mikroorganismen wie Lactobacillus plantarum, der ohne Superoxid-Dismutasen auskommt,
jedoch einen ungewohnlichen hohen intrazellularen Mangangehalt von dber 30 mM aufweist
(Archibald und Fridovich, 1981a; Archibald und Fridovich, 1981b; Archibald und Duong, 1984).
Auch das strahlenresistente Bakterium D. radliodurans besitzt einen hohen intrazellularen
Mangangehalt (Daly et al, 2004). Die in 2007 erschienene Arbeit Uber diesen Organismus
beweist, das Mangan die Proteine vor Oxidation schitzt, die durch Strahlung verursacht wird
(Daly et al., 2007). Neisseria gonorrhoeae besitzt nur eine Superoxid-Dismutase, SodB. Dennoch
korreliert der intrazellulare Mangangehalt in sodB Mutanten mit einer erhdhten Resistenz
gegenlber Paraquat-induziertem oxidativen Stress (Tseng ef al., 2001). Des Weiteren ist das
Wachstum von Bacillus subtilis sodA Mutanten nur in Anwesenheit von Mangan méglich, was fir
eine Eliminierung von Superoxid-Anion durch Mangan spricht (Inaoka ef a/.,, 1999).

Neben der Disproportionierung von Superoxid ist Mangan im Komplex mit Bicarbonat in der
Lage, H20- zu disproportionieren (Berlett ef a/, 1990; Stadtman ef a/, 1990). Jedoch wird dies in
der kirzlich erschienen Arbeit von Anjem ef al. (2009) in Frage gestellt, da kein effektiver Abbau
von H>O> durch Mangan beobachtet wurde. Voraussetzung fir eine effiziente Disproportionierung
ware auch hier eine extrem hohe intrazellulare Konzentration von Mangan. 150 yM Mangan und
28 mM Bicarbonat wirden die Halfte das durch Atmungsaktivitat entstehende H>O- innerhalb von
27 min umsetzten (Anjem ef al, 2009). Wenn Mangan in solch hohen intrazelluldren Konzen-
trationen in E. coli vorkommt, wirde jedoch diese Reaktion viel zu lange dauern, um allein einen
optimalen Schutz bieten zu kdnnen. Zusammen jedoch mit der Aktivitat der Alkyl-Hydroperoxid-
Reduktase Ahp und der Katalase KatG wirde die Halbwertszeit von H202 nur 1.3 ms betragen
(Seaver und Imlay, 2001; Anjem ef al., 2009).

Fand das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Anwesenheit von 10 yM MnCl;
statt, so wurden bis zu 150 uM Mangan intrazellular nachgewiesen (Tab. 7). Diese Konzentration
wlrde ausreichen, um eine Disproportionierung von H2O2 im Komplex mit Bicarbonat zu
katalysieren. Diese Reaktion ware zwar nicht sehr effektiv, jedoch kénnte so Mangan, neben Ahp
und KatG, zur H>O> Entgiftung beitragen. Auch dies kdnnte eine Erklarung dafiir sein, weshalb
das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Anwesenheit von Mangan stark
verbessert werden konnte (Abb. 15A).

4.2.5. Mangan scheint auch unter anaeroben Wachstumsbedingungen eine wichtige
Rolle in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zu spielen

Mangan schitzt die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante direkt und indirekt vor oxidativem Stress.
Jedoch scheint Mangan nicht nur aerob eine wichtige Funktion in der Eisen/Mangan-Aufnahme-

Mutante zu GUbernehmen. Auch das anaerobe Wachstum wurde in Anwesenheit von Mangan

109



4. DISKUSSION

verbessert (Abb. 22). Seit langem ist bekannt, dass ebenfalls unter anaeroben Bedingungen
Superoxid-Dismutasen exprimiert werden kénnen, um so vor schnell auftretenden aeroben
Wachstumsbedingungen gewappnet zu sein (Privalle und Fridovich 1987; Privalle ef al., 1989;
Privalle ef al., 1993; Kargalioglu und Imlay, 1994; Fridovich 1995). Jedoch wird unter anaeroben
Wachstumsbedingungen nur das Gen der eisenabhangigen Superoxid-Dismutase SodB
exprimiert (Privalle und Fridovich, 1988; Kargalioglu und Imlay, 1994; Fridovich, 1995). Eine
aktive SodA kann nur unter bestimmten anaeroben Wachstumsbedingungen, wie z. B. durch
Zugabe von Diamid oder unter Eisenlimitation beobachtet werden (Privalle ef al, 1993; Moody
und Hassan, 1984). Zwar wird unter Eisenlimitation die Expression von sodA nicht durch Fur-Fe2+
reprimiert, jedoch durch ArcA/B (aerobic respiration control) (Tardat und Touati, 1991; Compan
und Touati, 1993). Dazu ist es eher unwahrscheinlich, dass anaerob das SoxRS Regulon die
s0dA Expression aktiviert (Compan und Touati, 1993). Selbst wenn sodA in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante exprimiert werden wiirde und durch Mangan die Bildung aktiver SodA
geférdert werden wiirde, ist es eher unwahrscheinlich, dass dadurch das Wachstum verbessert
werden konnte, da unter anaeroben Bedingungen das Entstehen toxischer Sauerstoffspezies
sehr limitiert ist.

Mangan scheint aus einem bisher unbekannten anderen Grund das anaerobe Wachstum der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zu verbessern. Kann moglicherweise Mangan unter Eisen-
Mangelbedingungen den Platz von Eisen in einigen Enzymen einnehmen und so das aerobe
oder anaerobe Wachstum unter Eisenlimitation fordern? Mangan ist im Gegensatz zum Eisen
nicht redoxaktiv und kann somit keine Fenton-Reaktion eingehen. Mangan besitzt ahnliche
Eigenschaften wie Eisen, so kommt Mangan ebenfalls in mehreren Oxidationszustanden vor und
die Redoxpotentiale beider Metalle liegen eng beieinander (Archibald, 1986; Kehres und
Maguire, 2003; Anjem ef al,, 2009). Zwar ist Mangan ein schlechteres Reduktionsmittel als Eisen,
dennoch wirde dies in Komplexen mit bestimmten Liganden einige Reaktionen katalysieren
kdénnen (Archibald 1986; Anjem ef al., 2009). Ein Paradebeispiel daflr ist L. plantarum, der eine
Reihe manganabhangiger Enzyme besitzt so z. B. Katalase, Laktat-Dehydrogenase oder RNA-
Polymerase (Archibald und Duong, 1984; Archibald 1986). In anderen Arbeiten konnte /n vitro
eine Enzymaktivitdt der Transketolase mit sowohl Eisen als auch mit Mangan als Kofaktor
beobachtet werden (Anjem ef al., 2009). Wie es jedoch am Beispiel der Superoxid-Dismutasen in
E. coli bereits beschrieben wurde, ist es nicht immer moglich, Mangan durch Eisen zu ersetzten.
Dennoch kann die Méglichkeit nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass Eisenlimitation auf
diesem Wege umgegangen werden koénnte und somit ein Uberleben unter Eisenmangel

ermdglicht werden kann.
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426. Gallum als Fe(lll)-Substituent verscharft vermutlich die indirekte
Eisenlimitation und oxidativen Stress in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante

Gallium hat auf Grund seiner antitumoralen und antimikrobiellen Wirkung in den letzten Jahren
besonderes Interesse in der klinischen Forschung geweckt (Straus, 2003; Chitambar, 2004;
Davies ef al., 2006; Kaneko ef al., 2007). So zeigen Arbeiten mit Pseudomonas aeruginosa, dass
Gallium sowohl das Wachstum als auch die Biofilm-Ausbildung verhindert (Kaneko ef al., 2007).
Weshalb besitzt Gallium solch eine antimikrobielle Wirkung? Gallium und Eisen besitzen dhnliche
lonen-Radien (0.62 A; 0.64 A) (Chitambar und Narasimhan, 1991; Stojilikovic ef al, 1999;
Weaver et al., 2008). Viele biologische Systeme kdnnen daher nicht zwischen Fe(lll) und Ga(lll)
unterscheiden (Chitambar und Narasimhan, 1991; Kaneko ef al., 2007). Dadurch, dass Ga(lll), im
Gegensatz zum Fe(lll), nicht reduziert werden kann, kénnen so eisenabhangige metabolische
Redox-Prozesse und Enzym-Aktivitaten eisenhaltiger Proteine unterbunden werden. Gallium
vermindert das Wachstums verschiedener Mirkoorganismen (Olakanmi ef a/., 2000; Davies et al.,
2006; Harrington et al., 2006; Kaneko ef al., 2007, Beriault et al., 2007), vermutlich die Folge-
erscheinung von Protein-Fehlfunktionen. Frihere Arbeiten zeigen ebenfalls, dass Gallium zum
Funktionsverlust der Ribonukleotid-Reduktase in humanen Krebszelllinien flhrt (Chitambar und
Narasimhan 1991; Chitambar ef a/., 1991). Dariber hinaus wurde bewiesen, dass Eisenlimitation
die Sensitivitat gegenlber Gallium férdert (Olakanmi et a/., 2000; Beriault ef a/., 2007; Kaneko et
al., 2007). Dies wurde ebenfalls in der vorliegenden Arbeit beobachtet, denn die Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante ECA458(AfecA-E AfecABC AmntH AzupT AentC) ist, im Gegensatz zum
E. coli Wildtyp, extrem sensitiv gegeniiber Gallium (Abb. 23). Das zeigt wiederum, dass die
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante extremer Eisenlimitation ausgesetzt ist, obwohl der
intrazellulare Eisengehalt dem anscheinend widerspricht. Aber wie vermittelt Gallium diesen
toxischen Effekt? Werden Eisen-Aufnahme-Systeme durch Gallium blockiert und/oder substituiert

Gallium intrazelluldr Eisen und inaktiviert so metabolisch wichtige Enzyme?

4.2.6.1. Wie wird Gallium in die Zelle transportiert?

In Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante wurde eindeutig Gallium nachgewiesen, wobei
der intrazelluldre Galliumgehalt dieser Zellen zunahm, wenn diese mit steigenden Gallium-
Konzentrationen inkubiert wurden (Abb. 25A). Jedoch wurde unter gleichen Wachstums-
bedingungen in stationdren Wildtyp-Zellen ein hdherer Galliumgehalt nachgewiesen. E. colf
Wildtyp und die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante unterscheiden sich nur hinsichtlich der
deletierten Eisen- bzw. Mangan-Aufnahme-Systeme. Vermutlich fihren die Deletionen der
bekannten Aufnahme-Systeme ebenfalls zu einer verminderten Gallium-Aufnahme in der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante. Welches System dabei an der Gallium-Aufnahme beteiligt
sein kénnte, kann jedoch nicht geklart werden.

Aufgrund der Ahnlichkeit zum Fe(lll) wurde bisher angenommen, dass Gallium Uber

Siderophoren in die Zelle transportiert wird (Larson ef a/., 1980; Emery, 1986; Hubbard ef al.,
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1986; Chitambar und Zivkovic, 1987; Atkinson et al, 1998; Ardon et al, 2001). In den
Pathogenen Haemophilus influenza, Neisseria gonorrhoeae oder Neisseria meningitidis wird
Fe(lll), welches zuvor durch Transferrin/Laktoferrin-Bindeprotein durch die &ulRere Membran
transportiert wurde, durch ein spezifisches, ATP-abhangiges Fe(lll)-Transportsystem FbpABC in
das Cytoplasma geschleust (Anderson ef al., 2004; Anderson et al., 2007; Weaver et al., 2008).

Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante verfligt jedoch weder (ber das Fec- oder FbopABC-System
noch kann Enterobactin synthetisiert werden. Die einzigen Mdglichkeiten der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante, Fe(lll) aus der extrazellularen Umgebung aufzunehmen, waren Uber Fe(lll)-
Ferrichrom-, Coprogen-, Ferrioxamin- oder Rhodotorulat-Komplexe. Diese Siderophoren sind
Xenosiderophoren vom Hydroxamat-Typ und werden von vielen Pilzarten synthetisiert (Hantke,
1983; Sauer ef al., 1987; Haas, 2003; Winkelmann, 2007). Diese kommen jedoch unter den hier
verwendeten Kultivierungsbedingungen nicht vor. Demnach kann ein Gallium-Transport durch
Siderophoren in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ausgeschlossen werden. Dies wird durch
Ergebnisse anderer Arbeiten bestatigt, die zeigten, dass Gallium in Pseudomonas aeruginosa
zwar die Eisen-Aufnahme vermindert, jedoch wahrscheinlich durch Verringerung der Expression
der Pyoverdin-Synthese-Gene (Kaneko ef a/, 2007) und nicht durch Blockade der Fe(lll)-
Transporter. Mutationen in den Biosynthese-Genen der Siderophoren Pyoverdin, Pyochelin und
dem Eisen(lll)-Citrat-Rezeptor verringerten nicht die Gallium-Aufnahme. Im Gegensatz dazu
konnte die Zugabe von Pyoverdin und Pyochelin die Eisen-Aufnahme in Anwesenheit von
Gallium steigern (Kaneko ef al., 2007). Diese Veréffentlichungen und der Nachweis von Gallium
in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (Abb. 25A), sprechen dafiir, dass auch die
Gallium-Aufnahme durch weitere unbekannte Transporter in der Eisen/Mangan-Aufnahme-

Mutante bewerkstelligt wird.

4.2.6.2. Warum ist Gallium fiir die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante toxisch?

Wirde Gallium nur Eisen-Transporter blockieren und so seine Toxizitat nur auf diesem Wege
vermitteln, so wirde durch Gallium ein niedrigerer intrazellularer Eisengehalt in der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante resultieren, was jedoch nicht der Fall war (Abb. 25B). Im
Gegensatz dazu nahm der intrazelluldre Eisengehalt in stationaren Wildtyp-Zellen um die Halfte
zu, wenn diese mit 6 yM Ga(NO3)s inkubiert wurden. In Kaneko ef al. (2007) wird gezeigt, dass
Gallium in P. aeruginosa zu einem veranderten Expressionmuster verschiedener Gene fiihrt. So
reprimiert Gallium die Expression der Gene fur das Pyoverdin-Aufnahme-System, jedoch wurden
die Gene des Pyochelins-Aufnahme-Systems induziert. Wirde Gallium auch in E. coli Wildtyp-
Zellen zu einer gesteigerten Expression von Eisen-Aufnahme-System-Genen fihren, so wirde
dies den erhohten Eisengehalt in Wildtyp-Zellen erklaren, die mit steigenden Gallium-
Konzentrationen inkubiert wurden. E£. coli Wildtyp-Zellen sind vermutlich in der Lage, den
toxischen Effekt von Gallium mit einer gesteigerten Eisen-Aufnahme zu kompensieren. Der
intrazelluldre Eisengehalt scheint auch hier die Sensitivitat bzw. die Resistenz gegeniiber Gallium

zu bestimmen. Dies steht im Einklang mit anderen Veroffentlichungen, in denen gezeigt wurde,
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dass vorherrschende Eisenlimitation den toxischen Effekt von Gallium verstarkt (Olakanmi ef al.,
2000; Beriault ef al., 2007; Kaneko ef al., 2007).

Gallium beeinflusste nicht den intrazellularen Eisengehalt in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante, inhibierte jedoch mit steigenden Konzentrationen zunehmend das Wachstum dieser
Mutante (Abb. 24). Vermutlich entfaltet Gallium seine toxische Wirkung in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante auf anderem Wege, nicht durch verminderte Eisen-Aufnahme. Die
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante zeichnet sich nicht nur durch verminderte Eisen-Aufnahme
aus, sondern ist ebenfalls sensitiv gegeniiber oxidativem Stress. Auch Gallium verursacht die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und flhrt zu einer erhdhten SOD-Aktivitdt oder anderen
Antioxidanzien (Stojilikovic et al, 1999; Beriault ef al., 2007; Yang und Chitambar, 2008). In
P. aeruginosa fuhrt Gallium zu einer gesteigerten Expression u. a. von Genen der Superoxid-
Dismutasen und Katalase (Kaneko ef al/, 2007). Untersuchungen zur Superoxid-Dismutase-
Aktivitat in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in Anwesenheit steigender Gallium-
Konzentrationen zeigten, dass ein zunehmender intrazellularer Galliumgehalt mit einer Abnahme
aktiver FeSOD korrelierte (Abb. 26). Dadurch, dass Gallium den intrazellularen Eisengehalt in
Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante jedoch nicht beeinflusste, ist es eher unwahr-
scheinlich, dass Gallium die Aufnahme des SodB-Kofaktors Eisen vermindert und so auf diesem
Wege die Bildung aktiver FeSOD inhibierte. Vielmehr kénnte Gallium Eisen als Kofaktor in der
eisenhaltigen Superoxid-Dismutase (SodB) verdrangen, was zum Verlust der FeSOD-Aktivitat
fuhren wirde. Auch im Wildtyp inhibiert méglicherweise Gallium die Bildung einer aktiven SodB.
Jedoch ist vermutlich der Wildtyp, im Gegensatz zur Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante, in der
Lage, diese Inhibierung durch eine gesteigerte Eisen-Aufnahme zu kompensieren. Wenn Gallium
in der Lage ist, Eisen in SodB zu verdrangen, so liegt die Vermutung nahe, dass Gallium
ebenfalls in anderen Enzymen Eisen verdrangen kann, so wie es flir einige Enzyme bereits
beschrieben und diskutiert wurde (Chitambar ef a/,, 1991; Kaneko ef al., 2007).

Der Verlust aktiver FeSOD in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante kann nicht die einzige
Ursache fir die wachstumsinhibierende Wirkung von Gallium sein, denn eine zusatzliche
Deletion von fur in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante beeinflusste nicht das Wachstum
(Daten nicht gezeigt). Eine Deletion von fur fuhrt zur konstitutiven Expression von ryhB, die die
Translation der sodB mRNA unterbindet (Masse” und Gottesman, 2002; Masse” ef al., 2005).
Dazu ist vermutlich SodA, nicht aber SodB, flir das aerobe Wachstum der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante essenziell ist (Abb. 19). Daher scheint die toxische Wirkung von Gallium
durch Verlust von Enzymaktivitdten und die damit verbundene indirekte Eisenlimitation oder
durch oxidativen Stress zustande zu kommen.

Wie jedoch Gallium zur Enzym-Inaktivitat flhrt, ist bisher noch nicht eindeutig geklart. Dadurch,
dass in Fe-S-Cluster Proteinen Eisen in zwei verschiedenen Oxidationszustanden vorliegt
(Beinert et al,, 1997), kdnnte Gallium Fe(lll) ersetzten und somit zum Verlust der Enzym-Aktivitat
fuhren. Es besteht ebenfalls die Mdoglichkeit, dass Gallium Enzyme wie die humane

Ribonukleotid-Reduktase inhibiert, indem Gallium die Bindung des Substrates reversibel hemmt.
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Durch Zugabe von Eisen kann die Enzym-Aktivitdt wieder hergestellt werden (Chitambar und
Narasimhan, 1991; Chitambar ef a/, 1991). Des Weiteren kdnnte Gallium in ahnlicher Art und
Weise wie Kupfer zur Inaktivierung von Fe-S-Cluster Proteinen fiihren, indem Eisen freigesetzt
wird (Macomber und Imlay, 2009).

Durch Zugabe von Mangan und Eisen konnte die wachstumsinhibierende Wirkung von Gallium
aufgehoben werden. Dabei bewirkte schon der Zusatz von 0.25 yM MnClz zu Zellen, die durch
13 M Ga inhibiert worden waren, Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante. Eisen
musste jedoch in héheren Konzentrationen eingesetzt werden, um den inhibitorischen Effekt von
Gallium aufheben zu kénnen. Dies kénnte mehrere Ursachen haben: zum einen schiitzt Mangan
die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante direkt vor oxidativem Stress (Abb. 21A-D) und zum
anderen fordert Mangan die Bildung aktiver MnSOD (SodA) (Abb. 19). Dagegen bietet Eisen
keinen direkten Schutz vor oxidativem Stress (Abb. 21A-D). Jedoch kann durch Zugabe von
Eisen, die Bildung aktiver SodB in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante gefordert werden
(Abb. 19). Vermutlich kann Eisen erst in hdheren Konzentrationen die von Gallium verursachte
Inhibierung von Proteinen aufheben und somit die enzymatische Aktivitat wieder herstellen, so
wie es flr die reversible Hemmung der humanen Ribonukleotid-Reduktase beschrieben wird
(Chitambar und Narasimhan, 1991; Chitambar ef a/, 1991). Gleichzeitig steigt die Gefahr der
Fenton-Reaktion, da Gallium vermutlich ebenfalls zur Inaktivierung von Fe-S-Cluster Proteinen
fuhrt und folglich Eisen freigesetzt werden konnte. Durch Oxidationsmittel wie Cystein
(Cystein/Cystin; E° = -250 mV, pH 7.4), NADH (NADH/NAD*, E°= -320 mV, pH 7.0), FADH»
(FADH2/2FAD*, E° = -150 mV, pH 7.4) oder Gluthation (GSSH/GSH, E° = -264 mV, pH 7.4) kann
Fe(lll) zu Fe(ll) (E°= +770 mV, pH 7.0) reduziert werden (Rowley und Halliwell, 1982a; Rowley
und Halliwell, 1982b; Coves und Fontecave, 1993; Woodmansee und Imlay, 2002; Park und
Imlay, 2003), das nun in der Fenton-Reaktion gefahrliche ROS regenerieren kénnte (Imlay ef al.,
1988; Imlay und Linn, 1988; Fridovich, 1995; Touati, 2000a).

Durch Gallium erfahrt womdglich die Zelle gleichzeitig Eisenlimitation und Eisenlberschuss und
die Eisen-Homdostase gelangt aus dem Gleichgewicht (Abb. 34). Eine andere Strategie kdnnte
der Zelle verhelfen, Eisenlimitation zu Uberstehen: Nutzung von Mangan als Alternative zum
Eisen. Dies kdnnte vielleicht weniger effektiv sein als Eisen, was die héheren Zelldichten unter
Zusatz von Eisen in zeitabhadngigen Wachstumsexperimenten erkldren wirden (Abb. 15), aber
dennoch zum Uberleben ausreichen wiirde. Dies wiirde auch erklaren, weshalb E. coli einige
Enzyme wie Superoxid-Dismutasen oder Ribonukleotid-Reduktasen besitzt, die Mangan oder

Eisen als Kofaktor fiir die von ihnen enzymatisch katalysierten Reaktionen benétigen.
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Abb. 34: Modell der Wirkungsweise von Gallium auf die Eisen-Homdostase der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
Gallium gelangt vermutlich tUber ein unbekanntes Transport-System in das Cytoplasma der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante. Dort substituiert es moglicherweise Eisen z. B. in der eisenhaltigen Superoxid-Dismutase und in weiteren Fe-S-
Cluster Proteinen. Dies flihrt zum Verlust von Enzym-Aktivitaten. Das freigesetzte Eisen kann durch GSSH, NADH, oder
FADH:2 zu Fe(ll) reduziert werden und zur Regeneration gefahrlicher reaktiver Sauerstoffspezies innerhalb der Fenton-
Reaktion fihren. Die Zelle erfahrt damit gleichzeitig indirekte Eisenlimitation durch Protein-Fehlfunktionen und Eisen-
Uberschuss, durch Freisetzung von Eisen. Damit verbunden ist die Verscharfung oxidativen Stresses. Inwiefern das
Uberschussige Eisen in Eisenspeicherproteinen wie z. B. dem Bakterioferritin, Dps oder Ferritin entsorgt werden kann,
ist unbekannt.

4.2.7. Ist PitA ein weiterer Eisen- und Mangan-Transporter in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante?

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante dennoch in der
Lage ist, Eisen und Mangan aufzunehmen (Abb. 15, Tabelle 6 und 7). Ist PitA der gesuchte
Eisen- bzw. Mangan-Transporter? Auch andere Autoren spekulieren, dass PitA in der Lage sein
kénnte, Mangan zu transportieren (Kehres und Maguire, 2003). PitA transportiert vorrangig
Phosphat in Form von Metall-Phosphat-Komplexen in die Zelle (van Veen et al,, 1994). Folglich
ist es nicht unwahrscheinlich, dass PitA auch Eisen/Mangan-Phosphat-Komplexe transportieren
konnte.

Zeitabhangige Wachstumsexperimente zeigten, dass eine zusatzliche Deletion von pitA in der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante das Wachstum tatséchlich zunehmend verschlechterte (Abb.
27). Phosphatmangel als Ursache fir das verminderte Wachstum des Deletionsstammes
ECA588(AfecA-E AfeoABC AmntH AzupT AentC ApitA:.caf) kann vermutlich ausgeschlossen
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werden, da Medium mit einem niedrigen Phosphatgehalt verwendet wurde und somit das high
affinity Phosphat-Aufnahme-System PstSACB fir die Phosphatversorgung der Zellen verant-
wortlich war. Das Pst (Phosphate specific transport system)-System ist neben dem Pit (/norganic
phosphate transport)-System eines der beiden Haupt-Phosphat-Aufnahme-Systeme in E. coli
(Medveczky und Rosenberg, 1971; Willsky ef al., 1973; Rosenberg ef al., 1977; van Veen, 1997).
Als Bestandteil des pho Regulons wird die pst Expression bei einer Phosphat-Konzentration
unterhalb von 1 mM induziert (Willsky et al., 1973; van Veen, 1997; Harris ef a/, 2001) und
versorgt somit unter Phosphat-Limitation die Zelle mit Phosphat. Daneben existieren in E. colf
weitere Phosphat-Aufnahme-Systeme wie PitB, GlpT und UhpT. Die Expression von pitB erfolgt
im Gegensatz zur pifA Expression nicht konstitutiv, sondern steht vermutlich unter der Kontrolle
des pho-Regulon und wird bei niedrigen Phosphat-Konzentrationen reprimiert (Harris ef al.,
2001). Der Transport von Glycerol-3-Phosphat durch GlpT und Glucose-6-Phosphat durch UhpT
tragt ebenfalls zur Phosphat-Versorgung der Zelle bei, die jedoch alleine, ohne dem Pst- und Pit-
System, flir eine Phosphat-Versorgung nicht ausreichen wirden (Hayashi ef a/., 1964; Winkler,
1966; van Veen, 1997).

Ein weiterer Hinweis, dass der Deletionsstamm ECA588 keinem Phosphatmangel ausgesetzt
war, zeigt das verbesserte Wachstum dieses Stammes in Anwesenheit von Mangan, das im
selben MaRe verbessert wurde wie das Wachstum der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante (Abb.
27B). Im Gegensatz zum Pit-System transportiert das Pst-System keine Metall-Phosphat-
Komplexe, sondern HoPO4 and HPO42 (Luecke und Quiocho, 1990; van Veen ef al,, 1994; van
Veen, 1997), sodass die Anwesenheit von Mangan keinen Einfluss auf die Pst-vermittelte
Phosphat-Aufnahme ausiiben sollte. Wéare Phosphatmangel die Ursache fir das verminderte
Wachstum des Deletionsstammes ECA588, so kénnte vermutlich Mangan den Phosphatmangel
nicht beseitigen und wirde das Wachstum der pitA Mutante ECA588 nicht verbessern kénnen.
Dies war jedoch nicht der Fall. Das verbesserte Wachstum in Anwesenheit von Mangan |asst
ebenfalls darauf schlielen, dass PitA wahrscheinlich nicht an der Mangan-Aufnahme in der
Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante beteiligt ist. Im Gegensatz dazu konnte zwar das Wachstum
des Deletionsstammes ECA588 in Anwesenheit von Eisen verbessert werden, jedoch nicht im
selben Male wie das der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass PitA vermutlich am Eisen-Transport beteiligt sein kdnnte und dartber hinaus noch
weitere unbekannte Transporter in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante existieren mussen, die
die verbliebene Eisen-und/oder Mangan-Aufnahme in der p/itA Mutante gewahrleisten.

Auch zeitabhangige Wachstumsexperimente in Anwesenheit von Gallium lassen ebenso
vermuten, dass PitA ein unspezifischer Eisen-Transporter sein konnte. Die zusatzliche Deletion
von pitA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante fiihrte zu einer erhéhten Sensitivitdt gegenlber
Gallium (Abb. 28A). Die Bestimmung des intrazellularen Gallium- und Eisengehaltes von Zellen
des Deletionsstammes ECA588, die mit Gallium inkubiert wurden, zeigten, dass &hnliche

Mengen an Gallium in diesen Zellen vorlagen wie in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
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(Abb. 29A). Demzufolge scheint Gallium nicht Uber das Phosphat-Aufnahme-System PitA in die
Zelle zu gelangen.
Wenn jedoch der Galliumgehalt in beiden Deletionsstdmmen ahnlich ist, wieso wurde das
Wachstum der pitA Mutante starker inhibiert als das der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante? Der
intrazelluldre Eisengehalt gibt Aufschluss dariiber, denn dieser war in Zellen des Deletions-
stammes ECA588 niedriger als der Eisengehalt in Zellen der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante.
Folglich scheint eine zusatzliche Deletion von pifA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
Eisenlimitation zu verscharfen und somit erhéhte Sensitivitdt gegentiber Gallium zu verursachen.
Auch diese Ergebnisse sprechen dafiir, das PitA unspezifisch Eisen in das Cytoplasma trans-
portieren kdnnte.
Auch im Deletionsstamm ECAS588 konnte der wachstumsinhibierende Effekt von Gallium durch
Mangan- bzw. Eisenzugabe wieder aufgehoben werden. Auch hier bewirkten &hnliche Mangan-
Mengen wie in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ein Wachstum des Deletionsstammes
ECA588 in Gegenwart von Gallium. Dagegen musste jedoch Eisen in einer 3-fach hoheren
Konzentration als in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante eingesetzt werden, um das
Wachstum der pifA Mutante im gleichen MalRe wie das der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante in
Anwesenheit von Gallium wieder herzustellen (Abb. 28B). Auch dies veranschaulicht, dass
vermutlich durch pitA Deletion weniger Eisen in die Zelle gelangt und somit im Cytoplasma den
inhibitorischen Effekt von Gallium verhindern kénnte.
Um das verminderte Wachstum des Deletionsstammes ECAS88 ohne Zweifel auf die Deletion
von pitA zurlckfihren zu kdénnen, wurde pitA in frans komplementiert. In den letzten Jahren
wurde die konstitutive Expression von pitA kontrovers diskutiert. In einer kirzlich erschienen
Publikation wird gezeigt, dass die Expression von pitA durch héhere Konzentrationen von Zink
induziert wird (Jackson ef a/., 2008), jedoch wurde keine phosphatabhangige pitA Expression
beobachtet. In Mycobacterium smegmatis dagegen konnte eindeutig eine konstitutive Expression
von pitA nachgewiesen werden (Gebhard ef a/, 2009). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte
eine konstitutive Expression von pitA beobachtet werden. Durch Klonierung von pitA mit
zugehdriger Promotorregion wurde eine konstitutive Expression von pifA im E. coli Stamm
ECA588 erzielt, sodass das Wachstum des £. coli Stammes ECA588 mit pifA in frans verbessert
werden konnte (Abb. 30A). Immunoblots bestétigten dabei das Vorhandensein von PitA in der
Membran vom E. coli Stamm ECA588 mit pitA in frans (Abb. 30B).
In van Veen et al. (1993) wird gezeigt, dass PitA Phosphat in Form von neutralen MeHPO;-
Komplexen im Symport mit Protonen transportiert. Dabei werden &quimoldre Mengen an
Phosphat und z. B. Calcium in das Cytoplasma transportiert (van Veen ef al,, 1993; van Veen et
al., 1994). In Gegenwart von Magnesium wird der Ca2*-Transport, jedoch nicht der Pi-Transport,
kompetitiv inhibiert. Folglich ist der Phosphat-Transport abhangig vom Vorhandensein divalenter
Metall-Kationen, wie Mg2+, Ca2+, Co2+, Mn2+ und Zn2* und das Substrat neutrale Metall-
Hydrogenphosphat-Komplexe (Kay und Ghei, 1981; van Veen ef al., 1994; Beard ef a/., 2000).
Wenn PitA unspezifisch Eisen transportiert, so sollte dies in Form von Eisen-Phosphat-
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Komplexen erfolgen. Um dies zu Uberprifen wurden Wachstums-Endpunktbestimmungen mit
dem Deletionsstamm ECAS588, der pifA in frans exprimierte, und zugehoriger Negativkontrolle in
Anwesenheit von Phosphat und Eisen durchgeflhrt. Dabei zeigte sich, dass der Stamm mit p/tA
in frans zwar unter allen Bedingungen ein besseres Wachstum aufwies, jedoch weitgehend
unabhéngig von der Phosphat-Konzentration. Das dennoch Eisen als Substrat fiir PitA in Frage
kommt, zeigen die Daten der Wachstums-Endpunktbestimmungen in phosphatfreiem Tris-MM
und in phosphatfreiem Tris-MM ohne Eisen (Abb. 31). Beide Medien unterscheiden sich nur im
Eisengehalt, es sind ca. >5 yM Fe im Tris-MM enthalten, wohingegen weniger als 2 yM Fe in
Tris-MM ohne Eisen enthalten sind. Dies spricht dafiir, dass das verbesserte Wachstum des
Deletionsstammes ECAS588 mit pitA ifrans durch Eisen-Aufnahme hervorgerufen wurde.
Womadglich scheint der Eisen-Transport nur unabhangig von der Phosphat-Konzentration zu sein.
Zwar wurde das Medium ohne Phosphat hergestellt, dennoch kann keine genaue Aussage Uber
den exakten Phosphatgehalt im Medium getroffen werden. Vermutlich scheinen geringe
Phosphat-Konzentrationen flr einen Eisen-Transport ausreichend zu sein.

In anderen Arbeiten wurde bereits die Transport-Kinetik von PitA in verschiedenen Systemen
untersucht. Dabei wurden verschiedene Kn-Werte von 1.9 yM, 11.9 uM bis 39 uM fir den
MeHPO4-Transport bestimmt (Willsky ef al.,, 1973; Rosenberg ef al., 1977; van Veen ef al., 1994;
Harris et al, 2001). Diese Unterschiede resultierten vermutlich aus der Verwendung
verschiedener Systeme. Wahrend z. B. in van Veen ef al (1994) Transportstudien mit
chromosomal codiertem pitA durchgefiihrt wurden, untersuchten die Autoren in Harris ef. al.
(2001) die Transport-Kinetik von pitA in frans, codiert auf einem multicopy Plasmid. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde pitA mit zugehdriger Promotorregion in ein mulficopy Plasmid kloniert,
sodass dies auch hier eine Veranderung der Transport-Kinetik zur Folge haben kénnte. Geringe
Phosphat-Konzentrationen kénnten flir einen unspezifischen Eisen-Transport ausreichen, denn
durch Zugabe von Phosphat zum Medium, konnte das Wachstum in Anwesenheit von Eisen nicht
gesteigert werden. Genauso wie weitere Wachstums-Endpunktbestimmungen zeigten, dass das
Wachstum unter Phosphat-Uberschuss zwar in Gegenwart von 2.5 yM FeSO4 verbessert werden
konnte, jedoch steigende Eisen-Konzentrationen das Wachstum nicht veranderten (Abb. 30A).
Der Eisen-Phosphat-Transport schien in Anwesenheit geringer Eisen- und Phosphat-
Konzentrationen gesattigt zu sein.

Betrachtet man nun das Wachstum des Deletionsstammes ECA588 mit Leervektor in An- und
Abwesenheit von Phosphat, so ist auffallig, dass das Wachstum mit steigender Phosphat-
Konzentration abnahm (Abb. 31). Zunachst wies die Negativkontrolle in Anwesenheit von >5 uM
Eisen ein besseres Wachstum auf als in Tris-MM ohne Eisen und desferriertem Casamino-
saurenhydrolysat. Auch dieses Ergebnis Ildsst auf das Vorhandensein eines weiteren
unbekannten Eisen-Transporters vermuten. Wurde jedoch dem Medium 200 yM Phosphat hinzu
gegeben, so wurde das Wachstum der Negativkontrolle beeintrachtigt. Dabei verbesserte Eisen
als Zusatz zum Medium das Wachstum der Negativkontrolle nicht mehr. Die Ursache fiir das

verminderte Wachstum des Deletionsstammes ECA588 mit Leervektor in Tris-MM konnte
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verscharfte Eisenlimitation sein, die durch Phosphat hervorgerufen wurde. Dabei wurde
vermutlich Eisen durch Phosphat komplexiert. Unter diesen Wachstumsbedingungen, d. h. bei
niedriger Phosphat-Konzentration, ist das Aigh affinity Phosphat-Aufnahme-System Pst fir die
Phosphat-Aufnahme verantwortlich (Medveczky und Rosenberg 1971; Willsky ef al, 1973;
Rosenberg et al., 1977; van Veen 1997). Da das Pst-System keine Metall-Phosphat-Komplexe
transportiert (Luecke und Quiocho, 1990; van Veen ef al., 1994; van Veen, 1997), ist Eisen nicht
mehr fir die Zelle verfiigbar. Ein vermindertes Wachstum aufgrund von Phosphatmangel ist eher
unwahrscheinlich, da Phosphat im Uberschuss vorliegt und wahrscheinlich nur ein kleiner Teil mit
Eisen und anderen Metallen komplexierte. Diese Daten insgesamt sprechen dafir, das PitA ein
weiteres unspezifisches Eisen-Aufnahme-System in £. coli darstellt und weitere Transporter fir

die Eisen - und Mangan-Aufnahme in E. coli existieren missen (Abb. 35).

Rezeptor-vermittelte Porine ‘
Aufnahme v ‘

. Periplasma
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ATP ADP+ Pi
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Abb. 35: Modell der Eisen-Aufnahme in Escherichia coli K12 mit PitA als zusatzliches Eisen-Aufnahme-System

E. coli besitzt eine Reihe von Transport-Systemen, die die Eisen-Aufnahme gewahrleisten. So werden Siderophor-
Fe(lll)-Komplexe durch spezifische Rezeptoren in der Membran gebunden und Uber einen TonB-ExbB-ExbD-energie-
abhangigen Prozess in das Periplasma aufgenommen. Der weitere Transport in das Cytoplasma wird Uiber spezifische
ABC-Transporter bewerkstelligt. Den Fe(ll)-Transport in das Cytoplasma katalysieren das Feo-System, verbunden mit
GTP-Hydrolyse, MntH im Symport mit Protonen und ZupT vermutlich energetisiert durch pmf. Auch PitA transportiert
vermutlich Eisen. Darliber hinaus existieren in E. colinoch weitere Systeme, die die Eisen-Aufnahme gewahrleisten.
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4.3. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der erste bakterielle ZIP-Transporter ZupT naher charakterisiert.
Neben Ermittlung des Substratspektrums von ZupT wurden Aminosauren identifiziert, die an der
Substrat-Bindung und/oder am Metall-Transport beteiligt sind. Um jedoch einen genaueren
Einblick in die Funktionen der Aminosauren beziglich des Metall-Transportes zu gewinnen
konnten kinetische Transportstudien einen wichtigen Beitrag leisten. Dartber hinaus ist die Frage
hinsichtlich der Energiequelle, die den ZupT-vermittelten Transport vorantreibt, noch nicht
eindeutig geklart. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben erste Hinweise Uber die Energiequelle,
vermutlich wird der Metall-Transport durch ZupT durch pmf energetisiert. Dabei ist noch nicht
bekannt, ob ApH oder Ay fir die Energetisierung des Transportes essenziell ist. Transportstudien
in right side out Vesikeln kénnten diese Frage beantworten, jedoch waren entsprechende
Experimente im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich. Darliber hinaus wirden kinetische
Transportstudien in Gegenwart verschiedener pH-Werte wichtige Hinweise darliber geben, ob
der gesteigerte Transport bei physiologischem pH-Wert, wie es in der vorliegenden Arbeit
beobachtet wurde, durch einen niedrigeren Kn-Wert oder durch eine grélkere maximale
Geschwindigkeit verursacht wird. Eine weiterflihrende biochemische Charakterisierung von ZupT
als ZIP-Transporter mit breitem Substratspektrum wiirde sich fiir die Zukunft anbieten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten deutlich, dass eine Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante durch
Mangan-Zugabe ein stark verbessertes Wachstum aufwies. Zwar deuten die gewonnen
Ergebnisse darauf hin, dass Mangan vermutlich die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante vor
oxidativem Stress schitzt, dennoch konnte nicht vollstdndig geklart werden, wie Mangan zum
Schutz vor oxidativem Stress beitrdgt. Einen Anhaltspunkt bietet Gallium, allerdings ist bisher
noch nicht eindeutig die toxische Wirkungsweise von Gallium aufgeklart worden. Wirde man den
genaueren toxischen Mechanismus von Gallium kennen, kénnte man womdglich erklaren,
weshalb Mangan die toxische Wirkung von Gallium in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante
vermindert. Ferner wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass PitA vermutlich in der Lage ist, Eisen-
Phosphat-Komplexe zu transportieren. Bis zu diesem Zeitpunkt ist noch unklar, mit welcher
Affinitat die verschiedenen Metall-Hydrogenphosphat-Komplexe gebunden und mit welcher
Effektivitat die verschiedenen Komplexe durch PitA transportiert werden. Neben PitA muss noch
mindestens ein unbekannter Transporter in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante vorhanden
sein, die die verbleibende Eisen-und/oder Mangan-Aufnahme gewahrleisten. Die Beantwortung
dieser Fragen kdnnte einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis des Zusammenhangs zwischen

Eisen- und Mangan-Homdostase leisten.
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5. Zusammenfassung

In Bakterien wurde bisher nur ein Vertreter der ZIP (ZRT, IRT-like proteins)-Transporter, ZupT,
untersucht. Ziel dieser Arbeit war es, ZupT biochemisch und physiologisch naher zu
charakterisieren und Hinweise zum Transport-Mechanismus zu gewinnen.

Untersuchungen zum Mangan- bzw. Eisen-Transport von ZupT zeigten, dass ein E. coli Stamm,
dem alle, fir das Wachstum in definietem Medium relevanten Eisen- und Mangan-Aufnahme-
Systeme (Fec, Feo, MntH, ZupT und Enterobactin) fehlen, dennoch in der Lage war, zu wachsen.
Dariber hinaus konnte das Wachstum dieses E. coli Deletionsstammes durch Zugabe von
Mangan erheblich verbessert werden. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen,
weshalb Mangan das Wachstum dieser Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante verbessert, welche
unbekannten Transporter die verbliebene Mangan- bzw. Eisen-Aufnahme in diesem E. col
Stamm gewahrleisten und den Zusammenhang zwischen Eisen-und Mangan-Homd&ostase in der

Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante naher zu charakterisieren.

1) ZupT ist ein ZIP-Transporter mit breitem Substratspektrum und transportiert zweiwertige
Metall-Kationen wie Zn2*, Cd2*, Co2*, Fe2* und Mn2*. Kompetitionsstudien lassen
vermuten, dass ebenfalls Cu2+ und Ni2* zum Substratspektrum von ZupT gehéren. ZupT
scheint die Substrate mit folgender Praferenz zu transportieren: Zn/Cd>Cu>Mn/Co/(Ni).

2) Der Metall-Transport, vermittelt durch ZupT, wird vermutlich durch protfon-mofive force
energetisiert.

3) Die konservierten Histidin-Reste an Position 119 und 123 und der Glutamat-Rest an
Position 148 in der TMH IV und TMH V von ZupT sind fir den Metall-Transport
essenziell. Darlber hinaus scheint nur das Histidin an Position 89 in der ,Variablen
Region® fir den ZupT-vermittelten Transport eine wichtige Rolle zu spielen. Genauso wie
dieses Histidin, ist vermutlich das S+17, E1s2 oder Eso an der Vermittlung der Substrat-
spezifitat von ZupT beteiligt.

4) Durch Verwendung des Bac-fo-Bac® Baculovirus Expression System konnte die Ausbeute
an gereinigtem ZupT im Vergleich zur Expression in £. coli BL21(pLys) um das 20-fache
gesteigert werden.

5) Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante kann trotz Deletion aller, fur das Wachstum in
Minimalmedium relevanter Eisen- und Mangan-Aufnahme-Systeme erhebliche Mengen
an Eisen und Mangan akkumulieren.

6) Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ist im Gegensatz zum E. coli Wildtyp sensitiver
gegenuber Paraquat-induziertem oxidativen Stress und gegenuber Trockenstress.
Mangan schutzt, im Gegensatz zum Eisen, die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante sowohl

vor Paraquat-induziertem oxidativen Stress als auch vor Trockenstress.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Mangan fordert die Bildung aktiver SodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante. Durch
Zugabe von Eisen kann jedoch kaum SodB-Aktivitat gesteigert werden. SodA scheint, im
Gegensatz zur SodB, fir den aeroben Metabolismus der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante essenziell zu sein. Eine Deletion von sodA in der Eisen/Mangan-Aufnahme-
Mutante war nur in Anwesenheit von Mangan aerob durchfihrbar.

Mangan scheint nicht nur zum Schutz vor oxidativem Stress in der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante zu dienen, denn auch das anaerobe Wachstum der Eisen/Mangan-
Aufnahme-Mutante konnte in Gegenwart von Mangan verbessert werden.

Die Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante ist im Vergleich zum E. coli Wildtyp sensitiver
gegenlber dem Fe(lll)-Substituent Gallium. Jedoch kdnnen bereits geringe Mengen an
Mangan die wachstumsinhibierende Wirkung von Gallium verhindern. Der intrazellulare
Eisen-gehalt der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante wurde durch Gallium nicht
beeinflusst, jedoch hemmt Gallium die SodB-Aktivitdt in der Eisen/Mangan-Aufnahme-

Mutante.

10) Das anorganische Phosphat-Aufnahme-System PitA gewahrleistet vermutlich in der

Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante den Eisen-, jedoch nicht den Mangan-Transport.
Darliber hinaus deuten die Ergebnisse darauf hin, dass noch zusatzliche Transport-
Systeme in der Eisen/Mangan-Aufnahme-Mutante existieren missen, die die Mangan-

und Eisen-Aufnahme gewabhrleisten.
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