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Tabelle 1 Aminosauren und deren Abkiirzungen

Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle |
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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1 Einleitung

Seit mehr als 100 Jahren wird das gram-negative Bakterium Escherichia coli in
Forschungslaboratorien als einer der wichtigsten Modell-Organismen verwendet. Auf den
ersten Blick erscheint dies verwunderlich, da E. coli nicht genutzt werden kann um einige
der faszinierendsten Prozesse in der Zell-Biologie zu untersuchen. E. coli ist nicht in der
Lage sich zu differenzieren (wie z. B. Caulobacter), zu sporulieren (wie z. B. Bacillus),
Stickstoff zu fixieren (wie z. B. Klebsiella) oder unter sehr extremen Umweltbedingungen
zu leben (wie z.B. Thermus). Dennoch gibt es Grinde, warum E. coli als Modell-
Organismus gewahlt wurde und auch heute noch verwendet wird. Die Tatsache, dass es
genetisch zuganglich, nicht stark infektids und leicht zu kultivieren ist, fihrt dazu, dass es
noch heute in vielen Laboren verwendet wird. Seine geringe Verdopplungszeit ist
ebenfalls von Vorteil. Heutzutage wird E. coli oftmals als Modell-Organismus gewahlt, da
es der von allen Lebewesen am meisten erforschte Bakterium ist. Trotz unseres
verhaltnismalig breiten Wissen sind viele Mechanismen, Regulationsprozesse und

Prozesse des Metabolismus bei E. coli noch weitestgehend unbekannt.

E. coli gehért zur Familie der Enterobacteriaceae und wird der Gruppe der gamma-
Proteobakterien zugeordnet. Es besitzt im Hinblick auf den Energiemetabolismus eine
Vielfalt an bioenergetischen Strategien. Trotz dieser Vielfalt verstoffwechselt E. coli
bevorzugt Kohlenhydrate, wie Glukose, welche es Uiber das Phosphotransferase-System
aufnimmt (Kotrba et al., 2001). E. coli ist auch in der Lage unter anaeroben Bedingungen
zu wachsen. Dabei nutzt es alternative terminale Elektronenakzeptoren, wie Nitrat, Nitrit,
Fumarat, Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Trimethylamin-N-Oxid (TMAO) (Haddock &
Jones, 1977; Strem et al., 1979; van der Plas et al., 1983). Sowohl unter aeroben, als
auch anaeroben Bedingungen nutzt E. coli den Weg der Glykolyse zur
Verstoffwechselung von Glukose. Das hierbei entstandene Pyruvat kann durch die
Pyruvat-Dehydrogenase oder die Pyruvat-Formiat-Lyase zu Acetyl-CoA verstoffwechselt
werden. Der Citrat-Zyklus ist unter anaeroben Bedingungen weitgehend reprimiert.
Entstandene Reduktionsaquivalente kdénnen zum Aufbau eines elektrochemischen
Gradienten Uber die Membran genutzt werden und anschliel3end wird die Energie in Form
von ATP konserviert. In Abwesenheit von externen Elektronenakzeptoren stellt E. coli
seinen Stoffwechsel auf die gemischte Sauregarung um. Dabei wird unter anderem das
gebildete Pyruvat zu Formiat und Acetyl-CoA nicht oxidativ gespalten (Knappe & Sawers,
1990), wobei die Energiekonservierung Gber Substratkettenphosphorylierung erfolgt. Um

den Redoxausgleich zu sichern, wird das produzierte Acetyl-CoA durch die
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Alkoholdehydrogenase zu Ethanol reduziert und somit kann NAD" regeneriert werden. Zur
Konservierung von Energie in Form von ATP kann Acetyl-CoA auch zu Acetat
verstoffwechselt werden (Wanner & Wilmes-Riesenberg, 1992).

Formiat ist ein Schllsselsubstrat und regulatorisches Molekll in der anaeroben
Fermentation. Mit einem Redoxpotenial von -420 mV kann es unter anaeroben
Bedingungen in E. coli und anderen Bakterien als Elektronendonor fir die Reduktion von
Nitrat oder Nitrit bzw. Fumarat genutzt werden (Macy et al., 1976; Wimpenny & Cole,
1967). Da grélRere Mengen von Formiat zur Ansauerung des Cytoplasmas flhren und
somit toxisch flr die Zelle sein kénnen (Russell, 1992), gibt es in E. coli mehrere
Mechanismen um intrazellular entstandenes oder extrazellular aufgenommenes Formiat
zu beseitigen. Die Formiatdehydrogenasen (Fdh) sind in der Lage Formiat zu
Kohlenstoffdioxid zu oxidieren. In E. coli gibt es drei verschiedene Fdh’s, bei denen es
sich immer um selenocysteinhaltige Molybdo-Enzyme handelt (Sawers, 2005). Die FdhF
ist ein cytoplasmatisch lokalisiertes Protein, welches gemeinsam mit der Hydrogenase 3
den Formiat-Hydrogen-Lyase (FHL) Komplex bildet und in der Lage ist unter strikt
anaeroben Bedingungen Formiat zu Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff zu spalten. Die
Fdh-H wird durch das fdhF-Gen codiert, dessen Expression durch den Regulator FhIA nur
in Anwesenheit von Formiat induziert wird (Rossmann et al., 1991; Sawers, 2005). Zudem
hat E. coli 2 weitere membrangebundene Fdh's (Fdh-O und Fdh-N) deren aktives
Zentrum im Periplasma lokalisiert ist (Berg et al., 1991; Sawers, 1994). Die Fdh-O wird
unter aeroben und anaeroben Bedingungen synthetisiert, wahrend die Fdh-N nur unter
anaeroben Bedingungen und in Anwesenheit von Nitrat synthetisiert wird (Enoch &
Lester, 1975). Daher kann Fdh-N die Formiat-Oxidation mit der Nitrat-Reduktion koppeln
(Sawers et al., 1991; Sawers, 2005). Der Formiat-Stoffwechsel von E. coli ist in Abb. 1

schematisch dargestellt.
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Periplasma
f Glukose Cytoplasma \
Pyruvat
PfiIB il
CO, + H, - Acetat
FHL C Formiat + Acetyl-CoA
__FhIA |
Ethanol

/

.

Fdh-O Fdh-N

H* + CO, H* + CO,
Abb. 1 Der Formiat-Stoffwechsel in der anaeroben E. coli Zelle
PfIB, Pyruvat-Formiat-Lyase; PflA, Pyruvat-Formiat-Lyase-Aktivase; FHL, Formiat-Hydrogen-

Lyase; FhlA, Formiat-Hydrogen-Lyase Transkriptionsregulator; Fdh-O, Formiatdehydrogenase O;
Fdh-N, Formiatdehydrogenase N; FocA, formate channel A.

Da Formiat im Cytoplasma entsteht, muss es die Membran zunachst passieren um
anschlie®end im Periplasma zur Energiekonservierung in CO,, Protonen und Elektronen
umgesetzt zu werden. Mit einem pK,;-Wert von 3,75 liegt unter physiologischen
Bedingungen nur ein sehr kleiner Teil von Formiat in der undissoziierten Form vor. Nur in
dieser Form ist Formiat in der Lage die Membran mittels Diffusion zu passieren. Bernhard
Suppmann (Doktorarbeit, 1993) nahm ein Saurespektrum im Medium auf und konnte
zeigen, dass Formiat zunachst in das Medium abgegeben wird und in der Mitte der
exponentiellen Wachstumsphase wieder aufgenommen wird (Abb. 2). Pyruvat verbleibt in

der Zelle und Acetat wird lediglich exportiert.
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>

—— Formiat
—&— Acetat

—*— Pyruvat

%
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O NWHAOON®O©O

g 10
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0,01 T T T T T T T T T T T T
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Abb. 2 Anderung eines Saurespektrum im Medium in Abhingigkeit von der optischen
Dichte (Suppmann, 1993)

A: Saurespektrum im Medium einer anaerob wachsenden E. coli-Kultur Uber einen Zeitraum von
I13‘:1\7V.achstumskurve einer anaerob wachsenden E. coli-Kultur

Da Diffusion zum gréfdten Teil ausgeschlossen werden konnte, muss in E. coli ein
Translokationssystem flir Formiat existieren. Mit dieser Frage beschaftigten sich bereits
1994 schon Suppmann & Sawers. lhnen gelang es durch knock-out Mutanten ein Gen zu
identifizieren, dessen Genprodukt wahrscheinlich einen Formiat-Transporter darstellt.
Dieses Gen wurde als focA (formate channel A) bezeichnet und liegt zusammen mit dem
Gen pfiB, welches fir die Pyruvat-Formiat-Lyase codiert, in einem Operon (Sawers &
Bock, 1989; Sawers, 2006; Suppmann & Sawers, 1994). Unter anaeroben Bedingungen
wird die Expression des focA-pfIB Operons durch die Transkriptionsfaktoren ArcA und
FNR reguliert (Drapal & Sawers, 1995; Sawers & Suppmann, 1992; Sawers, 2006). Dabei

wird die Transkription an verschiedenen Promotoren reguliert, wobei der Promotor 6a
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schwach konstitutiv exprimiert wird (Sawers, 2006). Stromabwarts des pfIB-Gens liegt das
Gen pflA, welches flr die Aktivase der Pyruvat-Formiat-Lyase codiert (Rddel et al., 1988;
Sawers & Bdock, 1989). Durch einen starken Terminator hinter dem pfiB-Gen wird eine

Cotranskription mit focA-pfiB verhindert (Sauter & Sawers, 1990).

Untersuchungen Uber den Einfluss der focA-Deletion auf die Formiattranslokation zeigten,
dass der Stamm ohne FocA eine um 50 % reduzierte Menge an Formiat exportiert und
anschlie®end reimportiert (Suppmann & Sawers, 1994). Diese Ergebnisse zeigten, dass
neben FocA noch ein weiteres Translokationssystem flr Formiat existieren muss. Erste
Analysen zu einem potentiellen Translokator wurden von L. Beyer (Diplomarbeit, 2009)
angefertigt. Dabei konnte gezeigt werden, dass es mindestens 2 weitere Translokatoren

geben muss, wobei einer von beiden cAMP-abhangig ist.

Das FocA-Protein wird aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeiten zum Nitrit-Transporter
NirC aus E. coli (Peakman et al., 1990) und FdhC aus Methanobacterium formicicium
(White & Ferry, 1992) in die Familie der Formiat-Nitrit-Transporter (FNT) eingeordnet
(Transport Classification Database; Klasse 2.A.44; (Saier et al., 1999)). Kirzlich wurde ein
weiteres Mitglied dieser Familie charakterisiert, welches eine eigene Gruppe bildet: das
HSC-Protein aus C. difficile. Dieses Membranprotein ist in der Lage Hydrosulfid, sowie
Nitrat und Formiat zu translozieren (Czyzewski & Wang, 2012). Alle Mitglieder der FNT-
Familie sind integrale Membranproteine und zeichnen sich durch eine Lange von 256-285
Aminosauren (AS), sowie 6 - 8 transmembrane Helices aus. Fir das FocA-Protein aus
E. coli wurden 6 transmembrane Helices, eine Gesamtlange von 285 AS und eine
berechnete Molekularmasse von 30,5 kDa postuliert (Suppmann & Sawers, 1994). Eine

theoretische Topologie von FocA ist in Abb. 3 dargestellt.
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Abb. 3 Topologie der transmembranen Segmente des FocA-Monomers aus E. coli nach
Suppmann & Sawers, 1994

Q: entspricht der Q-Schleife; S entspricht der S-Schleife; blau: basische AS; rot: saure AS; in rot
eingerahmt sind Bereiche, welche durch den Antikérper 8075 erkannt werden

Wie in Abb. 3 zu sehen ist, sind sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus im
Cytoplasma lokalisiert. Zusatzlich ist im Cytoplasma eine Schleifen-Struktur zu erkennen,
welche als Q-Schleife bezeichnet wird. Eine weitere Schleifen-Struktur befindet sich im

Periplasma und wird als S-Schleife bezeichnet.

In SDS-Page-Analysen konnte gezeigt werden, dass das hydrophobe Membranprotein
FocA bei einer GréfRe von ca. 23 kDa migriert und somit ein abweichendes Laufverhalten
zur berechneten Molekularmasse von 30,5 kDa zeigt (Falke et al., 2010; Suppmann &
Sawers, 1994). Mittels ersten Sekundarstruktur-Analysen konnte FocA als ein Protein mit
Uberwiegend a-helikalem Charakter identifiziert werden. Durch Blue-Native-Page
Analysen konnte erstmals die native Struktur von FocA aus E. coli ndher charakterisiert
werden. Es zeigte sich, dass FocA wahrscheinlich als Pentamer in der Membran vorliegt
(Falke et al., 2010).

Im Jahr 2009 gelang es der ersten Forscher-Gruppe das FocA-Protein aus E. coli zu
kristallisieren (Wang et al., 2009). Anhand der Struktur konnte gezeigt werden, dass es
sich bei FocA um ein Homopentamer handelt in dem jedes Monomer fir sich eine Pore
bildet und das Pentamer ebenfalls zusatzlich eine zentrale Pore aufweist. Sechs
asymmetrisch angeordnete a-Helices durchspannen die Membran, wobei es sich bei zwei
von ihnen um unterbrochene Helices handelt (Helix 2 und 5). Aufgrund der hohen

Ahnlichkeit zu dem Aquaglyceroporin GIpF wurde postuliert, dass es sich bei FocA
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wahrscheinlich eher um einen Kanal handelt als um einen Transporter. Die Kristallstruktur
des FocA-Proteins ist in Abb. 4 dargestellt.

Abb. 4 Kiristallstruktur des FocA-Proteins aus E. coli nach Wang et al. (2009); PDB 3KCV;
2,25A

A: Pentamer des FocA-Proteins aus periplasmatischer Sicht

B: Monomer des FocA-Proteins aus der Membranansicht

Das FocA-Pentamer weist eine Héhe von 55 A sowie einen Durchmesser von 80 A auf. In
der Struktur konnte gezeigt werden, dass die zentrale Pore die Form eines ,Weinglases*
besitzt, wobei es einen hydrophoben Hauptkérper gibt, einen Stiel und einen positiv
geladenen Boden. An der engsten Stelle hat das ,Weinglas“ einen Durchmesser von
4.5 A. In dieser Veréffentlichung wird allerdings nicht davon ausgegangen, dass Formiat
durch die zentrale Pore transloziert wird, da gezeigt werden konnte, dass diese in den
Kristallen mit Detergenzmolekiilen geflllt war. Dies lasst darauf schlielen, dass die
zentrale Pore in der Cytoplasmamembran wahrscheinlich mit Lipidmolekllen geflllt ist
(Wang et al., 2009). Kurze Zeit spater wurde die Struktur von FocA aus Vibrio cholerae
aufgeklart (Waight et al., 2010). Auch diese Gruppe postulierte, dass die monomere Pore
von FocA fir die Translokation von Formiat wichtig ist. Zudem wurde eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen den AS Histidin 208 und Threonin 90 identifiziert,
welche eine Engstelle in der monomeren Pore bildet. Es konnte gezeigt werden, dass
Formiatmolekile im selektiven Filter die Position von Threonin 90 einnehmen kénnen und
somit den Kanal 6ffnen. Eine Struktur des FocA-Proteins aus Salmonella typhimurium
konnte 2011 von LU et al. analysiert werden. Im Gegensatz zu den bisher veréffentlichten
Strukturen wurde die Kristallisation bei einem pH Wert von 4,0 durchgefiihrt und somit ein
pH-abhangiger Sensierungsmechanismus vorgeschlagen. Die Strukturen aller Gruppen
unterschieden sich nur minimal. Der einzige wesentliche Unterschied war, dass LU et al.
(2011) als einzige in der Lage waren einen Teil des N-Terminus zu kristallisieren. Dies
Iasst schlussfolgern, dass der N-Terminus von FocA wahrscheinlich sehr flexibel ist und
somit an der Entscheidung, ob Formiat importiert oder exportiert wird, beteiligt sein

kénnte. Jedoch waren die postulierten Translokationsmechanismen bei allen Gruppen
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unterschiedlich. Die Beteiligung verschiedener AS an der Translokation wurde

vorgeschlagen, jedoch bisher nur in-vitro gezeigt.

Obwohl drei Kristallstrukturen verdéffentlicht und erste Mechanismen der Translokation
postuliert wurden, ist bis heute unklar, wie der Export und Import von Formiat Gber FocA
reguliert wird. Eine Mdglichkeit stellt die pH-abhangige Anderung der Konformation von
FocA dar, wie sie schon von LU et al. (2011) beobachtet werden konnte. Eine weitere
Moglichkeit ware die Regulation Uber einen Interaktionspartner. Protein-Protein
Interaktionen sind in fast allen zellularen Prozessen involviert und regulieren eine Vielzahl
von Stoffwechselwegen (Gascoigne & Zal, 2004; Pawson & Nash, 2000; Warren, 2002).
Aufgrund der Tatsache, dass das Gen, welches fir FocA codiert mit dem Gen pfiB in
einem Operon liegt und die Transkription beider Gene koordiniert reguliert wird, wurde
vermutet, dass FocA mit PfIB interagieren kdnnte. Es konnte schon fir den
Ammoniumtransporter AmtB in E. coli gezeigt werden, dass dieser Transporter durch ein
cytosolisches Protein (GInK) reguliert wird, dessen Gen in einem Operon mit amiB
lokalisiert ist (Coutts et al., 2002). Zudem ist PfIB das Enzym, welches die grélite Menge
an Formiat in E. coli produziert. PfIB hat eine berechnete Molekularmasse von 85 kDa und
liegt im Cytoplasma als 170 kDa Homodimer vor (Becker & Kabsch, 2002; Becker et al.,
1999). Die Kristallstruktur eines PfIB — Homodimers ist in Abb. 5 gezeigt.

G734

Abb. 5 Kristallstruktur eines PfIB-Homodimers (Becker et al. 1999)
Angefarbt sind beide Monomere, Glycin an Position 734 mit Pfeil gekennzeichnet; PDB: 1MZO;
Auflésung 2,70 A

PfIB wird der Klasse der Glycyl-Radikal-Enzyme zugeordnet, da es in der Lage ist die

radikal-abhangige Spaltung von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym A und Formiat zu
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katalysieren (Knappe & Sawers, 1990). Damit nimmt es eine zentrale Rolle im
Garungsstoffwechsel von E. coli ein. PfIB wird sowohl unter anaeroben, als auch aeroben
Bedingungen synthetisiert, wobei die gebildete Menge in aerob gewachsenen Zellen
deutlich geringer ist (Sawers & Watson, 1998). Bevor PfIB in der Lage ist Pyruvat nicht-
oxidativ zu spalten, muss es durch eine 28 kDa grol’e Aktivase (PflA) aktiviert werden.
Dieses Enzym tragt ein 4Fe-4S-Cluster und katalysiert unter der Beteiligung von S-
Adenosyl-Methionin (SAM) als Cosubstrat und reduziertem Flavodoxin eine Radikal-
Bildung am Glycin 734 des PflB-Proteins (Wagner et al.,, 1992). Das Glycylradikal ist
durch Elektronentransfer in der Lage, ein Thiyl-Radikal am Cys 418/419 zu bilden, was
die homolytische Spaltung von Pyruvat vermittelt, welches am Cys 419 kovalent
gebunden ist (Parast et al., 1995). Durch den Kontakt mit Sauerstoff am Gly 734 zerfallt
das Protein in ein 82 kDa und ein 3 kDa Fragment (Wagner et al., 1992). Diese Spaltung
ist irreversibel und findet wahrscheinlich nur nach Zellaufschluss statt. Es wurde friher
postuliert, dass das multienzymatische AdhE-Protein in der Lage ist die aktive Form des
PfIB wieder in die inaktive Form zu Uberfihren (Kessler et al., 1992). Diese Vermutung gilt
heute als umstritten (Nnyepi et al., 2007). Entscheidend flir die Aktivierung (anaerobe
Bedingungen) bzw. Inaktivierung (aerobe Bedingungen) von PfIB ist der NAD/NADH-
Status der Zelle (Kessler et al., 1992).

Neben PfIB ist ein weiteres Glycyl-Radikal-Protein in der Lage die Reaktion von Pyruvat
zu Acetyl-Coenzym A und Formiat zu katalysieren: TdcE. TdcE ist eine 2-Ketobutyrat-
Formiat-Lyase mit einer 78%igen Identitat und 91%igen Ahnlichkeit zu PfIB (Hesslinger et
al., 1998). TdcE wird codiert vom gleichnamigen Gen, welches im multicistronischen
tdcABCDEFG-Operon lokalisiert ist (Goss et al., 1988; Hesslinger et al., 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass TdcE in der Abwesenheit von PfIB dessen Funktion im
Formiatstoffwechsel Gbernehmen kann (Sawers et al., 1998). Eine Interaktion von TdcE

und FocA konnte erstmals von D. Falke (Diplomarbeit, 2010) gezeigt werden.

Aus dem ersten Teil der Einleitung ergab sich das erste Ziel dieser Arbeit: Mittels gezielter
Mutagenese sollten AS identifiziert und charakterisiert werden, die an der Translokation
von Formiat Uber die Cytoplasmamembran beteiligt sind.

Die Charakterisierung einer méglichen Interaktion von PfIB bzw. TdcE mit FocA sollte das
zweite Ziel dieser Arbeit sein. Somit sollte mit dieser Arbeit der Mechanismus der Formiat-

Translokation sowie eine moégliche Regulation néher charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen und Plasmide

In dieser Arbeit verwendete Bakterienstdamme sind in Tabelle 2, verwendete Vektoren,

sowie hergestellte Plasmide in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 2 Verwendete E. coli Stamme

Escherichia coli Genotyp bzw. Phanotyp Referenz

Stamm

MC4100 F- araD 139 A (argF-lac) U 169 Casadaban & Cohen, 1979
ptsF25 deoC1 relA1 fIbB530
rpsL 150 A-

XL1-Blue hsdR17 endA1 supE44, thi-1, Stratagene, Amsterdam, NL

recA1, gyrA96, relA1, lac
[F proAB, lacl’ZAM15, Tn10]

BL21 (DE3) F- ompT lon hsdS (rB- mB-) Invitrogen, Carlsbad, USA
dem+ Tet gal A(DE3) endA
DHM1 cya-854 recA1 gyrA96 (Nal) Stratagene, Amsterdam, NL
thil  hsdR17 spoT1 rfbD1
ginV44(AS)
RM201 MC4100 AfocA ApfiB, Sawers & Bock, 1988
cm®
DH201 RM201 A(fdhF::lacZ) Beyer, 2009
cm® Kan®
REK701 MC4100 (focA’) Suppmann & Sawers, 1994
DH701 REK701 A(fdhF::lacZ) Beyer, 2009
Kan®
234M1 MC4100 A pflA G. Sawers
cm®
REK702 MC4100, in focA Mutation des Suppmann & Sawers, 1994
translationellen  Start-Codons
GTG zu ATG
RM223 MC4100 A pfiB, A pflA, Hesslinger et al., 1998

A tdcE




Tabelle 3 Verwendete Plasmide

MATERIAL UND METHODEN

Plasmid Vektor Genotyp Referenz, Quelle

pASK-IBA3 pASK-IBA3 Expressionsvektor, fl-IG, bla, |IBA Biotagnologies,
ori, tlpp, tet- Repressor, tetA- Gottingen
Promotor/Operator, Strep-tag |l
C-terminal

pASK-IBA5 pASK-IBA5 Expressionsvektor, fl-IG, bla, |IBA Biotagnologies,
ori, tlpp, tet- Repressor, tetA- Gottingen
Promotor/Operator, Strep-tag |l
N-terminal

pASK-IBA3focA pASK-IBA3 focA in pASK-IBA3 Falke, 2010

pASK-IBA5focA pASK-IBA5 focA in pASK-IBA5 Falke, 2010

p29 pACYC184 focA-pfIB-pflA in Christiansen und
pACYC184 Pederson (1981)

p29/1 pACYC184 pfIB-pflA in pACYC184 G. Sawers

pKT25 pSU40 Plasmid, welches T25 Karimova et
Fragment von CyaA codiert al., 1998

pKNT25 pSU40 Plasmid, welches T25 Karimova et al., 1998
Fragment von CyaA codiert

pUT18 pUC19 Plasmid, welches T18 Karimova et al., 1998
Fragment von CyaA codiert

pUT18C pUC19 Plasmid, welches T18 Karimova et al., 1998
Fragment von CyaA codiert

pKT25focA pKT25 focA in pKT25 diese Arbeit

pKNT25focA pKNT25 focA in pKNT25 diese Arbeit

pUT18CpflB pUT18C pfIB in pUT18C diese Arbeit

pUT18CpflB pUT18C pfiB (AS 0-424) in pUT18C diese Arbeit

(1-424)

pUT18pfiB pUT18 pfiB (AS 414-603) in pUT18 diese Arbeit

(414-603)

pUT18CpflB (603- pUT18C pfiB (AS 603-752) in pUT18C diese Arbeit

752)

FocA5 (K26A) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (C74S) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (L79A) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (C82S) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (K156E) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (V175A) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (C176S) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (W180F) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (D190A) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (D190K) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (K191A) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (F202A) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (E208A) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (H209Y) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (N213D) pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

FocA5 (N113S/ pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

F207A)

FocA5 pASK-IBA5 Mutation im focA Gen diese Arbeit

(H209Y/T91A)

PflB (JW0886) pCA24N pfiB in pCA24N mit N- ASKA Library,
terminalen His tag Japan

PfID (JW3923) pCA24N pfiD in pCA24N mit N- ASKA Library,
terminalen His tag Japan

PfIF (JW0807) pCA24N pfiF in pCA24N mit N- ASKA Library,
terminalen His tag Japan




2.2 Nahrmedien und Zusatze

221 LB-Medium
Die Anzucht der E. coli Stamme erfolgte im

(Sambrook et al., 1989).

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein (w/v) 1%
NaCl (w/v) 1%
Hefeextrakt (w/v) 0,5%
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Vollmedium /ysogeny broth

Zur Herstellung von LB-Agar erfolgte die Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar-Agar zum

LB-Medium.

2.2.2 TB-Medium

Zur Aufreinigung rekombinanter Proteine erfolgte die Kultivierung der entsprechenden

Expressionsstdmme im terrific broth (TB)-Medium.

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein (w/v) 1,2 %
Hefeextrakt (w/v) 24 %
98 % Glycerin (w/v) 0,4 %

Die Zusatze, die nach dem Autoklavieren hinzugegeben wurden, sind der Tab. 4 zu

entnehmen. Die Zusatze wurden, soweit nicht anders vermerkt ebenfalls 20 min bei 121 °C

autoklaviert.

Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten Medienzusitze fiir TB-Medium

Zusatz Stammliésung Endkonzentration
Aspartat 20 % (w/v) in HyOgqest, steril filtriert 0,375 % (v/v)
Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 1 M in HyOgest. 100 mM

Glukose 20 % (w/v) in HyOgest. 0,8 % (v/v)

MgSO, 1 M in HyOgest. 2 mM
Anhydrotetracyclin (AHT) 2 mg/ml in DMF 0,2 pg/ml

(steril filtriert)
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223 TGYEP-Medium

Fur die Bestimmung der [-Galactosidase-Aktivitat in rekombinanten E. coli-Stammen
wurden diese in TYEP (Trypton-Glukose-Phosphat)-Medium mit 0,4 % (w/v) Glukose in der
Hauptkultur angereichert. Nach Zusatz dieser Kohlenstoffquelle wurde das Medium fortan
als TGYEP-Medium bezeichnet.

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein (w/v) 1,0 %
Hefeextrakt (w/v) 0,5 %

Dem Medium wurde nach dem Autoklavieren, neben 0,4 % (w/v) Glukose, 100 mM
Kaliumphosphatpuffer zugesetzt. Die Anzucht erfolgte sowohl ohne als auch mit Zugabe
von 20 mM Natriumformiat. Natriumformiat wurde als 5 M Stammldsung steril filtriert und

dem abgekihlten Medium nach dem Autoklavieren zugesetzt.

2.2.4 Antibiotika

Den verwendeten Medien wurden die in Tab. 5 aufgelisteten Antibiotika je nach Stamm

zugesetzt. Alle Antibiotika wurden vor der Nutzung steril filtriert.

Tabelle 5 Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stammloésung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 125 mg/ml in HyOgest. 125 pg/ml

Chloramphenicol 50 mg/ml in Ethanol 12,5 ug/ml

Kanamycin 50 mg/ml in HyOgest, 50 pg/ml

2.3 Zellanzucht

Die Zellanzucht erfolgte in allen Fallen durch Beimpfen des Flissigmediums mit
Einzelkolonien eines 13-Strich Verdlinnungsausstriches von einer bei 4 °C gelagerten
Nahragarplatte. Flr eine Vereinzelung wurden die in Tabelle 2.1 aufgelisteten Organismen
aus einer Glycerinkultur mit Hilfe einer ausgegliihten Impfése auf die Nahragarplatten

ausgestrichen und flr 12 h bei 37 °C kultiviert.

2.31 Analyse des Bakterienwachstums
Das Wachstum der Bakterien konnte photometrisch am Photometer Spekol 1200 (Carl
Zeiss Technologie, Jena) durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von

600 nm (ODggo) dokumentiert werden. Als Leerwert wurde das entsprechende unbeimpfte
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Medium mitgefihrt. Die anaerobe Anzucht in Hungate-Réhrchen ermdéglichte die direkte
Bestimmung der optischen Dichte im Réhrchen ohne vorherige Probenentnahme. Bei allen
anderen Anzuchten wurde die Messung in Kivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm und
einem Volumen von 1 ml durchgefihrt. Die Septen der Serumflaschen wurden vor
Probenentnahme mit Ethanol abgeflammt. Durch sterile Einmalspritzen wurde 1 ml Probe

zur Messung entnommen.

2.3.2 Aerobe Anzucht

Die aerobe Anzucht der Expressionsstamme erfolgte in Schikanekolben, die das 5-fache
des Anzuchtsvolumen fassen, was flr eine optimale Sauerstoffversorgung sorgte. Dem
Medium wurde vor der Beimpfung das entsprechende Antibiotikum zugesetzt und die Kultur
anschlie®end bei 37 °C auf einem Rundschittler bei 100 upm inkubiert. Die Zellernte
erfolgte durch Zentrifugation bei 4 °C, 2990 g fir 25 min.

Die Anzucht von Bakterienkulturen zur spateren Plasmidpraparation, Vorkulturen und
Anfertigung von Glycerinkulturen wurde unter aeroben Bedingungen in Kulturréhrchen,
welche mit Kapsenbergkappen verschlossen wurden, durchgeflhrt. Dafir wurden die
Zellen bei 37 °C und 200 upm auf einem Rundschuttler fir ca. 12 h inkubiert. Flr die
Zellernte erfolgte die Zentrifugation der Kulturen flr 10 min bei 2990 g.

2.3.3 Semianaerobe Anzucht

In diesem Abschnitt wird beschrieben wie die semianaerobe Anzucht von E. coli
durchgefihrt wurde. Es erfolgte keine Begasung des Mediums oder der Gefalde. Zur
Gewinnung der einzelnen Zellfraktionen wurden die in 2.1 aufgelisteten Stamme in
Serumflaschen mit einem Fassungsvermégen von 500 ml in FlUssigkulturen kultiviert. Um
ein anaerobes Milieu zu schaffen, wurden die Serumflaschen mit 570 ml Medium bis zum
Septumverschluss beflllt. Die Hauptkultur wurde mit einer ODgo von 0,08-0,1 mit einer
Ubernachtkultur beimpft. Nach Zugabe von 0,4 % (w/v) Glukose und den entsprechenden
Antibiotika-Zusatzen wurden die Kulturen stehend bei 37 °C bis zur Zellernte kultiviert.

Zum Nachweis der B-Galactosidase-Aktivitdt wurden die rekombinanten E. coli Stamme in
TGYEP-Medium in Hungate-Réhrchen mit einem Fassungsvolumen von 15 ml kultiviert.
Den jeweiligen Stammen wurden entsprechende Mengen (0-50 mM) an Formiat
zugegeben. Der schnelle Verbrauch des restlichen Sauerstoffs im Medium wahrend des
Wachstums wurde durch Befiillung der Réhrchen mit 14 ml TGYEP-Medium gewahrleistet.
Danach erfolgte die Anzucht nicht schuttelnd bei 37 °C.
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2.3.4 Zellernte

Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation bei 4 °C und 2990 g (Sorvall RC6 Plus (F10S-
6x500y), Thermo Fisher Scientific, USA) fur 30 min. AnschlieRend wurde das erhaltene
Zellpellet in 1/100 Kulturvolumen 100 mM Tris/HClI pH 7,4 gewaschen und erneut

zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde das Zellpellet bei — 20 °C gelagert.
2.3.5 Stammhaltung

Die E. coli Stamme wurden auf LB-Agar Platten mit entsprechenden Antibiotika
ausgestrichen, bei 37 °C ca. 12 h inkubiert und bis zu vier Wochen bei 4 °C aufbewahrt.
Rekombinante Stdamme wurden als Glycerinkulturen gelagert. Hierzu wurden die Kulturen
im LB-Medium angezogen, anschlieBend mit Glycerin (Endkonzentration 10 % (w/v))

versetzt und bei -80 °C gelagert.

2.3.6 Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat (Griffith & Wolf, 2002)

Fur die Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitat wurden die Zellen in TGYEP-Medium bis
zu einer optischen Dichte von ca. 0,8 angezogen. Fir jede Messung wurden je 3 Kulturen
angezogen und diese jeweils 3-fach gemessen. Eine 100 pl Kultur wurde in 1 Well einer 96
er Mikrotiterplatte pipettiert, mit 20 ul Aufschlusspuffer (9 ml Puffer Z (60 mM NaH,POy;
40 mM Na,HPO4; 10 mM KCI; 1 mM MgSQ,); 1 ml B-Mercaptoethanol; 100 ul 10 % (w/v)
SDS) und 40 ul Chlorofrom flir ca. 5 min aufgeschlossen. AnschlieRend wurden 20 pl einer
ONPG-L6sung (4 mg/ml in Puffer Z) zu den aufgeschlossenen Zellen gegeben und sofort
die Messung der B-Galaktosidase-Aktivitat am Microplate Reader (Modell 3550 Microplate
reader, Biorad, Minchen) begonnen. Die eingestellten Parameter waren die folgenden:
Wellenlange 415 nm, Intervall 13 s und 80 Wiederholungen. Unter Einbezug der optischen
Dichte zum Zeitpunkt der Zellernte konnte die spezifische B-Galaktosidase-Aktivitat in Miller

Units bestimmt werden.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von Nukleinsduren

Isolierung von genomischer DNA aus E. coli

Zur Isolierung von genomischer DNA aus E. coli wurden 5 ml Kultur mit dem DNeasy Blood

and Tissue Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufgearbeitet.

Isolierung von Plasmid-DNA (Birnboim & Doly, 1979)

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli erfolgte mit dem illustra plasmidPrep Mini spin
kit (GE Healthcare, Freiburg).

2.4.2 Auftrennung von Nukleinsauren

Die Auftrennung von DNA erfolgte nach (Sambrook et al., 1989) in 1%igen Agarosegelen in
TAE- Puffer (40 mM Tris/Acetat, pH 8,0; 1 mM EDTA). Die Proben wurden vor dem Lauf
mit 0,2 Vol. Stopp- Lésung (0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol; 40 %
(w/v) Glycerin) versetzt und die Auftrennung erfolgte bei 90 V in horizontalen
Elektrophoresekammern (Peqglab, Erlangen). AnschlieBend wurde das Gel 20-30 min in
Ethidiumbromid (1 pg/ml in HyOgest) inkubiert und kurz mit Wasser gespllt. Die
Visualisierung und Dokumentation der Nukleinsduren erfolgte mit Hilfe eines Image
MastersTM VDS (TFX-20.M, MWG-Biotech, Ebersberg). Dadurch konnte die DNA

visualisiert und fotografiert werden.

2.4.3 GroRenstandard

Die annahernde GroRRe linearer DNA-Fragmente wurde durch direkten Vergleich mit
elektrophoretisch aufgetrennten Molekllen definierter Grélke (Marker) bestimmt. Zum
Einsatz kam dabei folgender Standard:

A-DNA/Pstl-verdaut:

14,06 /11,50 /5,08 /4,75/4,51/2,84/2,56/2,46/2,44/2,14/1,99/1,70/1,16 /1,09 /
0,81/0,51/0,47/0,45/0,34 /0,26 /0,25 kb
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2.4.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration gereinigter PCR Fragmente, isolierter Plasmid DNA, sowie von isolierter
genomischer DNA wurde vom Nanodrop 1000 (Peqlab, Erlangen) anhand der Absorption
bei 260 nm ermittelt. Die Reinheit der Probe wird durch das Verhaltnis A260:A280
kontrolliert. Dieser Wert gibt das Verhaltnis von DNA und Protein an und sollte idealerweise

zwischen 1,8 und 1,9 liegen.

2.4.5 Reinigung von PCR-Produkten

Zur Entfernung von Primern, Salzen und Proteinen aus PCR-Produkten wurden die
Ansatze unter Anwendung des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach

Angaben des Herstellers aufgearbeitet.

2.4.6 Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

PCR-Produkte und Plasmide wurden mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen,

Hilden) nach Angaben des Herstellers aus Agarosegelen isoliert.

2.4.7 Verdau von DNA-Fragmenten und Vektoren mit Restriktionsendonukleasen

Fur die Spaltung von DNA erfolgte ein Verdau mit entsprechenden Restriktionsenzymen
Uber Nacht. Die Temperatur und der verwendete Puffer wurden dabei entsprechend dem
Enzym gewahlt. Nach dem Verdau wurden die Restriktionsendonukleasen hitzedenaturiert
und die DNA nach 1.4.4 bzw. 1.4.5 gereinigt.

2.4.8 Ligation von DNA-Fragmenten und Mikrodialyse

Die Reaktionen wurden in einem 20 pl Ligationsansatz durchgefiihrt. Flr die Ligation von
spezifischen DNA-Fragmenten in einen linearisierten Vektor wurden die Fragmente sowie
der Vektor mit den gleichen Restriktionsendonukleasen gespalten, um kohasive Enden flr
die Ligation zu erzeugen. Fir die Ligationsreaktion wurde ein Vektor:DNA-Verhaltnis von
1:6 eingesetzt. Zunachst wurden Vektor und DNA-Fragment gemischt, fir 5-10 min bei
45 °C inkubiert und anschlief3end fur 2-3 min auf Eis abgekihlt. AnschlieRend wurden dem
Ansatz 2 ul 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim)
zugeflgt. Die Ligationsreaktion erfolgte Gber Nacht mit einem Gradienten von 30 — 4 °C.
Anschliellend wurde die Ligase hitzedenaturiert und der Ligationsansatz fir 30 min auf
einem Membranfilter (Porengréfte 0,025 um; Millipore GmbH; Eschborn) gegen HyOgest
mikrodialysiert (Marusyk & Sergeant, 1980).
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2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.5.1 Standard PCR

Zur Amplifizierung von PCR Produkten wurden verschiedene Polymerasen verwendet. Die
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, Frankfurt), welche eine 3’-5’-Exonuklease-
Aktivitat (proof-reading) besitzt, wurde fir Amplifikate genutzt, die zur Klonierung eingesetzt
werden sollten. Fir analytische Zwecke (z.B. Kontrolle von korrekten Ligationen, Kolonie-
PCR) wurde die Dream-Taq DNA-Polymerase (Fermentas, St.Leon-Rot) verwendet. In

Tabelle ist die Zusammensetzung einer Standard PCR gezeigt.

Tabelle 6 Zusammensetzung des PCR Ansatzes

Komponenten PCR-Ansatz
Primer 30 pmol
dNTPs 0,1 mM
Puffer 1x
Polymerase 1U
template DNA 50 ng

ad Hzodest 50 lJl

Zur Uberpriifung positiver Klone wurde eine Kolonie in 30 pl H,Ogest resuspendiert und zum
Aufschluss der Zellen flr 10 min bei 95 °C inkubiert. Der gesamte resuspendierte Ansatz
wurde als template eingesetzt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 12 (Anhang)
aufgelistet.

Die PCR wurde im Thermocycler T 3000 (Biometra, Goéttingen) mit folgenden Programmen

durchgeflhrt.

Dream Taqg-DNA-Polymerase : Denaturierung: 5 min 95 °C
Denaturierung: 30s 95 °C
Annealing: 30s Tn-5°C 34 x
Extension: XXX 72 °C
Pause: 4°C

Phusion™ High-Fidelity

DNA Polymerase: Denaturierung: 2 min 95 °C
Denaturierung: 30s 95 °C 10 x
Annealing: 30s T8 °C
Extension: XXX 72 °C
Denaturierung: 30s 95 °C
Annealing: 30s Tm-5 °C 24 x
Extension: XXX 72 °C

Pause: 4°C
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Die Extension-Zeit berechnete sich aus der Lange des zu erwartenden Fragments. Flr die
Dream Taq-DNA-Polymerase wurden 60 s pro 1 kb des zu amplifizierenden Fragments und
fur die Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase 30 s pro 1 kb gewahlt. Die Annealing

Temperatur (Tm) berechnete sich aus folgender Formel (Bertram & Gassen, 1991).

Tm =2 °C x Anzahl der A/T-Paare + 4 °C x Anzahl der G/C-Paare

2.6 Herstellung und Selektion rekombinanter E. coli Klone

2.6.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurden 200 ml LB-Medium (je nach Stamm
erfolgte die Zugabe von Antibiotika) 1%ig von einer Vorkultur angeimpft und bei 37 °C unter
Schitteln bis zu einer ODgyo von 0,5 — 0,8 angezogen. Die Kultur wurde fir 15 min auf Eis
abgeklhlt und anschlieliend 15 min bei 2990 g (4 °C) abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde
zweimal mit je 200 ml eiskaltem H;Ogest Und einmal mit 30 ml 10%igem (w/v) Glycerin
gewaschen. Das gereinigte Zellpellet wurde in 0,5-0,8 ml 10%igen Glycerin aufgenommen

und als 40 pl Aliquots bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.6.2 Transformation durch Elektroporation (Dower et al., 1988)

Fur den Ansatz wurden 40 ul kompetente Zellen mit 2-5 yl entsalztem Ligationsansatz
(2.4.8) versetzt. Nach 1 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen in eine sterile, vorgekiihlte
Elektroporationskivette mit 0,2 cm Elektrodenabstand Uberflihrt. Die Elektroporation
erfolgte bei 25 pF, 2,5 kV und 200 Q in einem Gene Pulser™ (Bio-Rad, Miinchen). Es
wurde eine Feldstarke von 12,5 kV/cm und Zeitkonstanten von circa 4,0 ms erreicht. Sofort
nach dem Impuls wurde zu den Zellen 0,8 ml vorgewarmtes LB-Medium gegeben und die
Zellen 1 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte das Ausplattieren der Zellen auf selektivem

Nahragar und anschlieRend eine Inkubation fir ca. 12 h bei 37 °C.

2.6.3 Herstellung CaCl, ultra-kompetenter Zellen

Zur Herstellung ultra-kompetenter Zellen wurden 50 ml LB-Medium mit einer
Ubernachtkultur 1%ig beimpft und das entsprechende Antibiotikum hinzugefiigt. Die Kultur
wurde bis zu einer ODggo von ca. 0,5 bei 37 °C schittelnd inkubiert und anschlieend in
sterilen Réhrchen bei 2990 g fiir 30 min bei 4 °C geerntet. Der Uberstand wurde verworfen

und das Zellpellet in 16 ml eiskaltem Transformationspuffer (50 mM MnCl,, 20 mM CaCl,,



MATERIAL UND METHODEN | 21

250 mM KClI, 2 % (v/v) 0,5 M PIPES pH 6,7) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde anschlielend unter Zugabe von 0,3 ml steriien DMSO in 4 ml
eiskaltem Transformationspuffer gelést und 10 min auf Eis inkubiert. 200 ul der

Zellsuspension wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalie Gberfuhrt und bei -80 °C gelagert.

2.6.4 Transformation in chemokompetente Zellen

Die bei -80 °C gelagerten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und zu 200 pl Zellsuspension
erfolgte die Zugabe von 4 pl Ligationsansatz (2.4.8) bzw. 2 ul gereinigtem Plasmid. Nach
30 minatiger Inkubation auf Eis, schloss sich ein 90 seklndiger Hitzeschock bei 42 °C an.
Der Ansatz wurde sofort fiur 2 min auf Eis abgekihlt, wodurch sich die
Membranpermeabilitdt deutlich erhdhte. Dem Ansatz wurden nun 800 ul vorgewarmtes LB-
Medium hinzugefligt und die Zellen wurden 45 min bei 37 °C schittelnd inkubiert. Zwei
verschiedene Volumina (z.B. 100 pl und 200 pl) wurden auf Agarplatten mit

entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.6.1 Quick Check Gel zur Uberpriifung von Transformanten

Um zu Uberprifen, ob die Klone das gewinschte Plasmid enthielten, wurden zunachst
100 pl Ubernachtkultur mit 20 ul DNA Ladepuffer und 50 ul Phenol-Chloroform (1:1) (untere
Phase) vermischt. AnschlieRend wurde die Probe gemischt und 5 min bei 10000 g
zentrifugiert. Ein Aliquot (20 pl) des Uberstandes wurde mittels Agarosegelelektrophorese
(1%iges Gel) analysiert. Die obersten Banden im Gel reprasentieren die chromosomale

DNA. Nachfolgend waren die Plasmide, sowie die ribosomale RNA sichtbar sein.

2.6.2 DNA-Sequenzierung und Auswertung

Sequenzier-Reaktionen wurden von der Firma Seqlab (Géttingen) nach dem Prinzip von
(Sanger et al., 1992) durchgefiuhrt. Hierzu wurden 50 — 200 ng DNA eingesetzt. Die
Auswertung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit dem Computerprogramm 4Peaks
(Version 1.7.2. Mek&Tosj ). Mit Hilfe des Programms BLAST (basic local alignment search
tool) wurden Uber die ,National Center for Biotechnological Information®- Webseite
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) die abgeleiteten Aminosauresequenzen klonierter DNA-
Fragmente mit den gespeicherten DNA- bzw. Proteinsequenzen der Datenbanken EMBL
und SwissProt (Stand September 2007) verglichen. Die Bestimmung des theoretischen
Molekularmasse und des isoelektrischen Punktes der synthetisierten Proteine erfolgte mit

dem Programm Compute pl/Mw des ,,Expasy Proteomics Server” (http://www.expasy.com).
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2.6.3 Gerichtete Mutagenese

Zur Analyse der Bedeutung einzelner Aminosauren flr die Funktionalitdt von Proteinen
wurde das Prinzip der gerichteten Mutagenese genutzt (Zoller & Smith, 1982). Hierbei
wurden einzelne Basen so verandert, dass nach der Translation ein Aminosaureaustausch
stattfand. Die PCR wurde an einem Plasmid durchgeflihrt, welches das zu mutierende Gen,
enthielt. Mit Hilfe von synthetischen Primern, welche die Veranderung mittig enthielten,
erfolgte eine in vitro Neusynthese des Plasmids mit gewiinschtem Austausch.

Die Durchfuhrung der Mutagenese erfolgte mit dem QuikChange Site-directed mutagenesis
kit der Firma Stratagene (Amsterdam, Niederlande). Die verwendeten Primer sind im
Anhang (Tab. 12) zusammengefasst und die PCR wurde im Thermocycler T 3000
(Biometra, Gottingen) durchgefluhrt. Der erfolgreiche verdnderte Basenabfolge wurde

mittels Seguenzierung (1.6.2) bestatigt.

2.7 Proteinchemische Methoden

2.71 Zellaufschluss und Fraktionierung

Das geerntete Zellpellet (2.3.4) wurde in 3 ml Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0,
170 mM NaCl) je 1 g Zellmasse resuspendiert. Pro 1 ml Zellsuspension wurden 1 mg
Lysozym, 0,1 yM PMSF und 5 pg/ml DNase hinzugefiigt und 30 min bei 30 °C inkubiert.
Anschliellend erfolgte der Zellaufschluss mittels Ultraschall (SONOPLUS Ultraschall-
Homogenisator Bandelin, Berlin). Daflir wurden folgende Parameter gewahit:
Sonotrodentyp KE76, 30 Watt, 3 Zyklen a 4 min, Beschallung in 0,5 s Intervallen. Zur
Sedimentierung der Zelltrimmer und nicht aufgeschlossener Zellen erfolgte eine
Zentrifugation bei 43150 g fiir 45 min bei 4 °C. Der entstandene Uberstand wurde im
Folgenden als Rohextrakt bezeichnet. Zur weiteren Fraktionierung wurde der Rohextrakt
bei 105907 g flr 45 min und 4 °C (Sorvall Discovery M120 SE, AT4, Kendro, Osterode)
zentrifugiert. Im Uberstand befanden sich nun alle cytoplasmatischen Proteine und dieser
wurde fortan als I6sliche Fraktion (LF) bezeichnet. Das entstandene Pellet entsprach der
Membranfraktion (MF), da es alle integralen Membranproteine, sowie die an die Membran
assoziierten Proteine enthielt. Zur Entfernung eventueller Verunreinigungen der
Membranfraktion wurde diese zweimal mit 100 mM Tris/HCI pH 7,4 gewaschen.
Membranfraktionen aus 1 | anaerober Anzucht wurden in 300 ul Puffer W (100 mM Tris/HCI
pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) resuspendiert. Membranfraktionen, welche zur
Proteinreinigung eingesetzt werden sollten, wurden in 3 ml Puffer W pro 1 | aerober
Anzucht resuspendiert. Die Fraktionen wurden bis zur weiteren Nutzung bei -20 °C

gelagert.
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2.7.2 Solubilisierung von Membranen

Um integrale Membranproteine mittels Affinitdtschromatografie reinigen zu kdnnen, missen
diese zunachst aus der Membran gelést werden. Dazu wurden der Membranfraktion (2.7.1)
15 mM n-Dodecylmaltosid (DDM, Glycon, Luckenwalde) zugegeben. Bei DDM handelt es
sich um ein Detergenz mit sehr milden Eigenschaften, einer nicht-ionischen Ladung mit
Maltoserest und einer kritischen Micellkonzentration von 0,16 mM. Die Solubilisierung
erfolgte Uber Nacht bei 4 °C im Rotationsschittler. Zur Abtrennung von nicht solubilisierten
Proteinen und restlichen Membranbestandteilen erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
(105907 g, 1 h, 4 °C). Der erhaltene Uberstand konnte nun zur Reinigung eingesetzt

werden.

2.7.3 Reinigung von Strep-tag-ll Fusionsproteinen

Die Aufreinigung der Strep-tag Il Fusionsproteine erfolgte durch Affinitdtschromatografie an
Strep-Tactin-Sepharose Material (IBA Biotagnologies, Géttingen). Die Fraktionen wurden
vor der Nutzung mit Avidin (24 ul einer 2 mg/ml Stammlésung) behandelt. Dies dient zur
Maskierung von Biotin, da dieses sonst irreversibel an das Affinitdtsmaterial bindet. Es
folgte eine 30-mindtige Inkubation auf Eis. Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Eine
Polypropylen-Saule (Qiagen, Hilden) wurde mit 2 ml Strep-Tactin-Sepharose (50 %) beflllt,
um so ein Saulenvolumen von 1 ml zu erreichen. Nach Aquilibrierung der Saule mit 3 x 2 ml
Puffer W* (Puffer W + 2 mM DDM) wurde die zu reinigende Fraktion aufgetragen. Alle nicht
gebundenen Proteine wurden durch Waschen mit 6 x 1 ml Puffer W* entfernt. Die Elution
der gebundenen rekombinanten Proteine erfolgte fraktioniert mit 6 x 0,5 ml Elutionspuffer
(Puffer W* + 2,5 mM a-Desthiobiotin). AnschlieBend wurde das Saulenmaterial mit 3 x 5 ml
Regenerationspuffer (Puffer W + 1 mM 4’-Hydroxyazobenzol-2-carbonsaure (HABA)) und 2
x 4 ml Puffer W gewaschen. Somit war ein mehrmaliges Verwenden der Saule méglich. Zur
langfristigen Lagerung der Saulen wurden diese nach der Regenerierung mit 5 Vol. HyOgest
gespult und mit 20 % Ethanol Aaquilibriert. Der gesamte Versuch wurde manuell

durchgeflhrt.
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2.7.4 Reinigung von Proteinen mit 6 x His-tag

Die Reinigung von Proteinen mittels His-tag erfolgte nach dem IMAC-Verfahren
(immobilized metal affinity chromatography). Hierfur wurde eine His Trap FF crude Saule
(GE Healthcare, Mdinchen) mit einem Saulenvolumen von 1 ml verwendet. Die
angeschlossene Pumpe erzeugte eine Flussrate von 0,5 ml/min. Vor der Auftragung der
Fraktion auf die Saule wurde diese mit 10 Vol. Bindepuffer (60 mM Tris/HCI pH 8,0,
300 mM NaCl) aquilibriert. AnschlielRend wurde die zu reinigende Fraktion aufgetragen und
mit 10 Vol. Bindepuffer gewaschen. Unspezifische, an die Saule gebundene, Proteine
wurden mittels eines ansteigenden Imidazol Stufengradienten (Bindepuffer + 5 mM, 10 mM
bzw. 30 mM Imidazol, je 4 Vol.) entfernt. Die Elution der Proteine erfolgte durch Zugabe
von 4 Vol. Elutionspuffer (Bindepuffer + 300 mM Imidazol). Zur Wiederverwendung der
Saule schlossen sich folgende Waschschritte an: 10 Vol. Stripping Puffer (20 mM
Natriumphosphat pH 7,4, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA), 10 Vol. Bindepuffer und 10 Vol.
H2Oqest. ZUr Regeneration wurde die Saule mit 0,5 Vol. 0,1 M NiSO, beladen. Zur Lagerung

wurde die Saule mit H,O4et gewaschen und auf 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert.

2.7.5 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

2.7.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 20 ul der Probe mit 1 ml Bradford-
Reagenz (0,007 % (w/v) Serva Blau G-250; 5 % (v/v) Ethanol; 8,5 % (v/v) H,PO,) gemischt,
10 min im Dunkeln bei RT inkubiert und anschlieend wurde die Absorption bei 595 nm mit
einem UV/VIS Spektralphotometer (Uvikon 900, Double Beam UV/VIS Spektralphotometer,
Kontron Instruments, Rossdorf) in einer 1 ml Kivette gemessen. Die
Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte anhand einer linearen Eichgerade, die mit

BSA in einem Konzentrationsbereich von 1-10 ug / 20 pl Probe erstellt wurde.

2.7.5.2 Proteinbestimmung bei 280 nm mit Hilfe des Nanodrops

Mit Hilfe des Nanodrops wurde die relative Proteinkonzentration von Proteinldsungen bei
einer Wellenlange von 280 nm gemessen. Zudem konnte unter Verwendung des
spezifischen Extinktionskoeffizienten und der errechneten Molekularmasse (ExPASy
Proteomics, Online Programm), die Konzentration von gereinigten Proteinen bestimmt

werden. Fur FocAsyep Wurden folgende Parameter verwendet:

Molekularmasse: 32,03 kDa
Extinktionskoeffizient: 56170 M cm™
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2.7.5.3 Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al., 1951)

Zwischen 20 und 50 ul einer Proteinldsung wurden in einer 1 ml Kivette mit HyOgest. auf
100 pl Endvolumen aufgeflllt, mit 1 ml Losung C gemischt und der Ansatz 10 min bei RT
inkubiert. Dem Ansatz wurde 150 pl Lésung D zugesetzt und anschlie®end alles gemischt.
Nach erneuter Inkubation fir 30 min bei RT im Dunkeln folgte die Extinktionsmessung im
Uvikon bei 750 nm. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration diente eine lineare
Eichgerade, die parallel mit BSA in einem Konzentrationsbereich von 5-50 ug Protein

erstellt wurde.

Lésung A
Na,COs (w/v) 2%
Natriumtartrat (w/v) 0,5 %
NaOH 1N
Lésung B
CuSOy4 x 5 H,0 (w/v) 0,1 %
Lésung C
Lésung A (v/v) 89,5 %
Lésung B (v/v) 10 %
SDS (w/v) 0,5 %
Lésung D
Folin-Ciocalteau’s Phenol Reagenz 50 %

(Fluka, Steinheim) (v/v)

2.7.6 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Visualisierung von Proteinen wurden diese auf 10-12,5%ige SDS-Polyacrylamidgele
(Laemmli, 1970) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in vertikalen Mini- bzw. Midigel
Apparaturen (Biometra, Gottingen) in SDS-Laufpuffer. Nach Angaben des Herstellers
wurden das Sammelgel und das Trenngel vorbereitet (Zusammensetzung siehe Tab. 7).
Die Proben wurden mit 0,5 Vol. 5 x SDS-Probenpuffer bzw. 5 x Membran-Probenpuffer
versetzt und nach Denaturierung (5 x SDS-Probenpuffer 10 min, 95 °C) bzw. 1 h bei RT (5
x Membran-Probenpuffer) bei 25 mA im Gel aufgetrennt. Als GroRRenstandard diente der

PageRuler Prestained Protein Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot).
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Tabelle 7 Zusammensetzung eines SDS-Gels und dessen Puffer

Lésung Inhaltsstoffe

Sammelgel 5 % (w/v) Acrylamid (37,5:1)
125 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS

Trenngel 10-12,5 % (w/v) Acrylamid (37,5:1)
376 mM Tris/HCI, pH 8,8
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED

5 x SDS-Probenpuffer 315 mM Tris/HCI, pH 6,8
10 % (w/v) SDS
50 % Glycerin
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
25 % (v/v) B- Mercaptoethanol

5 x Membran-Probenpuffer 160 mM Tris/HCI pH 6,8
25 % (v/v) Glycerin
0,025 % (w/v) Bromphenolblau
25 mM DTT
5 % (w/v) SDS)

2.7.7 Blue-Native Elektrophorese

Die Blue-Native Polyacrylamidgelektrophorese (BN-Page) wurde urspringlich von
Hermann Schagger zur lIsolierung von Membranproteinkomplexen aus Mitochondrien
entwickelt, jedoch nimmt sie heute eine wichtige Rolle in der biologischen und
biochemischen Untersuchung von Membranproteinkomplexen ein (Schagger & Jagow,
1991). Durch die Zugabe des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,01%) zum
Kathodenpuffer erhalten die eigentlich hydrophoben Proteine eine negative Ladung und
werden wasserldslich. Durch die negative Ladung wandern die Proteine zur Anode, wobei
die Wandereigenschaften von Ladung, GroRe und Form der Proteine beeinflusst werden.
Fur die BN-Page wurde 5-15%ige Gradientengele verwendet. Die Proteinproben wurden
mit 10 x Probenpuffer gemischt und auf das Gel geladen, wobei zunachst mit Coomassie
versetzter Kathodenpuffer fir den Lauf verwendet wurde. Nachdem die Coomassie
Lauffront die Halfte des Gels erreicht hatte, wurde der Coomassie-freie Kathodenpuffer
benutzt. Die Zusammensetzung der Gele und aller verwendeten Puffer ist in Tab. 8

dargestellt.
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Tabelle 8 Zusammensetzung eines BN-Gels und dessen Puffer

Lésung Inhaltsstoffe

Natives Sammelgel 4 % Acrylamid:Bisacrylamid (49,5:1,5)
50 mM Bis-Tris/HCI pH 7,0
0,5 M 6-Aminocapronsaure
0,2 % TEMED
0,05 % Ammoniumpersulfat

Natives Trenngel 5-15 % Acrylamid:Bisacrylamid (49,5:1,5)
50 mM Bis-Tris/HCI pH 7,0
0,5 M 6-Aminocapronsaure
5-20 % Glycerin
0,1 % TEMED
0,025 % Ammoniumpersulfat

Kathodenpuffer 50 mM Tricin

15 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0
Anodenpuffer 50 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0
10 x Probenpuffer 5 % Coomassie Brilliant Blue G-250

100 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0
500 mM 6-Aminocapronsaure
30 % Saccharose

2.7.8 Farbung von Proteinen

2.7.8.1 Coomassie Farbung (Weber & Osborn, 1969)

Das Gel wurde zur Anfarbung der Proteine 30-60 min in Coomassie-Farbelésung (0,2 %
(w/v) Serva Blau R 250; 0,05 % (w/v) Serva Blau G 250; 5 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v)
Essigsaure; 42,5 % (v/v) Ethanol) geschwenkt. AnschlieBend wurde das Gel in
Entfarbelésung (10 % (v/v) Essigsaure; 45 % (v/v) Ethanol) inkubiert bis die Banden die

gewlnschte Farbintensitat zeigten.

2.7.8.2 Coomassie Blue Silver Farbung (Kolloidal Farbung)

Eine weitere Methode zur Farbung von SDS-Gelen stellt die Coomassie Blue Silver
Methode dar. Dazu werden 2 % der Farbelésung A (5 % (w/v) Coomassie G 250) und
98 % der Farbelésung B (2 % (v/v) ortho Phosphorsdure; 10 % (w/v) Ammoniumsulfat)
gemischt und mindestens 4 h gerthrt. Das SDS-Gel wird nach der Elektrophorese 1 h in
Fixierlésung (40 % (v/v) Methanol; 10 % v/v) Essigsaure) geschwenkt, mit H,O gewaschen

und anschlielRend Uber Nacht in der Farbelésung geschwenkt.
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2.7.9 Western-Blot Analyse

Nach elektrophoretischer Auftrennung von Proteinen wurden diese mit Hilfe einer semi dry
Fastblot B34-Apparatur (Biometra) auf eine Nitrocellulosemembran (Machery & Nagel,
Duren) transferiert. Hierfir wurden die Gele und die zugeschnittene Nitrocellulosemembran
zunachst 10 min in Towbin-Puffer (25 mM Tris; 0,015 M Glycin; 20 % (v/v) Methanol)
geschwenkt. AnschlieRend wurde von der Anode aus folgende Schichtung luftblasenfrei
vorgenommen: 3 Lagen Towbin-Puffer-getranktes Whatman-Papier (Schleicher & Schill,
Dassel), Nitrocellulosemembran, Polyacrylamidgel, 3 Lagen getrdnktes Whatman-Papier.

Der Transfer erfolgte fiir 90 min und 1,2 mA pro cm? Membranflache.

2.7.10 Proteindetektion mittels ECL-Reaktion (Enhanced Chemiluminescence)

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen vor der Detektion wurde die
Nitrocelluslosemembran nach dem Transfer der Proteine fir mindestens 1 h oder Uber
Nacht in 1 x PBS (4 mM KHy;PO4 16 mM NaHPO4 115 mM NaCl) mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver geschwenkt. AnschlieRend wurde die Membran 3 x 5 min in 1 x PBS
gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation Uber Nacht mit dem priméaren Protein
spezifischen Antikérper (AK) in 1 x PBS + 0,5 % (w/v) BSA an. Um ungebundene AK zu
entfernen, wurde die Membran im Anschluss 3 x 15 min mit 1 x PBS gewaschen. Es folgte
die Inkubation mit dem sekundaren AK (1: 5000 in 1 x PBS + 0,5 % (w/v) BSA; goat-anti-
rabbit 1gG (H+L)-HRP Konjugat, Biorad, Minchen) fir 1 h. Danach schloss sich ein
Waschschritt fir 3 x 15 min mit 1 x PBS an. Das IgG (H+L)-HRP Konjugat ist mit
Meerrettich-Peroxidase konjugiert. Somit erfolgte die Detektion der Proteine indirekt durch
die Oxidation von Luminol in Anwesenheit von H,O, zu einem lichtemittierenden Produkt.
Fur die Reaktion wurden Lésung A (100 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 % (v/v) 250 mM Luminol
(Fluka, Steinheim) in DMSO; 0,5 % 90 mM p-Coumarsaure (Fluka, Steinheim) in DMSO)
und Lésung B (100 mM Tris/HCI pH 8,0; 0,018 % (v/v) Hz0O,) im Dunkeln miteinander
vermischt und die geblottete Membran fir 1 min darin geschwenkt. Nach dem Auflegen
eines Rodntgenfiims (Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film, Roche Diagnostics,
Mannheim) wurde dieser abhangig von den zu erwartenden Detektionssignalen exponiert.
Zur Entwicklung wurde der Réntgenfilm fir 1-2 min in Entwicklerlésung (Calbe Fotochemie,
Calbe) geschwenkt, mit Wasser gesplult und in Fixierlésung (Calbe Fotochemie, Calbe) flr

ebenfalls 1-2 min belassen.
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2.7.11 Antikorper-Stripping der Nitrocellulosemembran

Fur eine zweite Detektion mit einem primaren Protein-spezifischen AK mussten zunachst
bereits gebundene Primar- und Sekundarantikérper durch , Mild Stripping“ entfernt werden.
Dazu wurde die Membran zunachst kurz in 1 x PBS getrankt und anschlieRend
nacheinander 2 x 10 min in Mild Stripping-Puffer (0,2 M Glycin; pH 2.2; 0,1 % (w/v) SDS;
1 % (v/v) Tween) und 2 x 10 min in 1 x PBS gewaschen. Zum Nachweis des erfolgreichen
Stripping wurde eine ,Blinddetektion durchgefiihrt, um sicher zu gehen das der komplette
AK der ersten Detektion abgewaschen wurde und keine Signale mehr detektiert werden
kénnen. Vor der erneuten Inkubation mit einem Antikérper wurden freie Bindungsstellen

durch Inkubation in 1 x PBS + 5 % (w/v) Magermilchpulver blockiert.

2.7.12 Herstellung und Reinigung von Antikérpern

Zur Verbesserung der Detektion des FocA Proteins in Western-Blot Analysen wurden
polyklonale AK gegen das Protein FocA aus E. coli nach dem 3 Monate Standard-
Immunisierungsschema (Seglab, Goéttingen) im Kaninchen hergestellt werden. Die auf
diese Weise gewonnenen AK wurden mit Hilfe des AminoLink Coupling Gel Kits der Firma
PIERCE Biotechnology (Rockford, USA) gereinigt. Die Reinigung erfolgte Uber die
reversible und spezifische Bindung der AK an das vorher an die Saulenmatrix kovalent
gebundene FocA mit N-terminalen Strep-tag, wobei das Saulenvolumen 1 ml betrug. Die
Immobilisierung von FocA erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Hierzu wurden 10 ml des
zu reinigenden AK-Serums filtriert und mit 20 ml 1 x PBS-Puffer verdinnt. Die Saule wurde
mit 10 ml Waschpuffer 1 (1 M Tris-HCI; 50 yl NaCNBH3; (5 M NaCNBH3; in 1 N NaOH)) flr
30 min gewaschen. AbschlielRend wurde das verdlinnte Serum auf die Saule gegeben und
mit der Matrix Uber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Durchlauf aufgefangen
und es erfolgten mehrere Waschschritte mit je 10 ml 1 x PBS, Waschpuffer 2 (50 mM
Tris/HCI; pH 8,0; 0,1 % Triton (w/v); 0,5 M NaCl), Waschpuffer 3 (50 mM Tris/HCI; pH 9,0;
0,1 % Triton (w/v); 0,5 M NaCl) und Waschpuffer 4 (50 mM Na-Phosphat-Puffer; pH 6,3;
0,1% Triton (w/v); 0,5 M NaCl). Die Elution erfolgte mit 10 ml Elutionspuffer (50 mM
Glycin/HCI; pH 2,5, 0,1 % (w/v) Triton, 0,15 M NaCl) in 1 ml Fraktionen. Zur Neutralisierung
des pH-Wertes wurde in den Reaktionsgefallen 100 pl Neutralisationspuffer (1 M Tris/HCI;
pH 9,0) vorgelegt. Zur Regeneration der Saule wurde diese mit 20 ml 1 x PBS-Puffer
gewaschen und anschlieftend bei 4 °C gelagert. Zur Kontrolle der Reinigung wurde jeweils
10 ul der Wasch- und Elutionsfraktionen in einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Nach

Auftragung des Serums auf die Matrix wurden alle Schritte bei 4 °C durchgeflhrt.
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2.7.13 Far Western-Analyse

Als eine Mdglichkeit zur Bestimmung der Interaktionen zwischen 2 gereinigten Proteinen
eignet sich die Far Western-Methode. Diese Methode basiert auf dem schon
beschriebenen Western Blotting. Wahrend bei klassischen Western-Blot Verfahren ein AK
an das Protein von Interesse bindet, bindet bei Far Western-Analysen ein gereinigtes
Protein, welches kein Antikdrper ist. Zunachst erfolgt der Transfer der Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran wie unter 2.7.9 beschrieben. Das Blockieren der Membran erfolgte
mit 5 % Milchpulver (w/v) Gber Nacht. Nach 3 maligen Waschen der Membran in 1 x PBS
wird diese Uber Nacht mit dem gereinigten Protein inkubiert (500 ug gereinigtes Protein;
0,5 % BSA gel6st in 20 ml 1 x PBS). AnschlielRend wurde die Membran 3 mal in 1 x PBS
gewaschen und Uber Nacht mit dem primaren AK (gerichtet gegen das Protein, welches in
Lésung auf die Membran gegeben wurde) inkubiert. Im Folgenden wurde die Membran
gewaschen (3 mal mit 1 x PBS) und der sekundéare AK flir eine Stunde auf die Membran
gegeben. Zur Detektion einer moglichen Interaktion wurde der Blot mittels ECL-Reaktion
(2.7.10) entwickelt.

2.7.14 Circulardichroismus (Kelly et al., 2005)

Zur Ermittlung des Anteils an Sekundarstrukturelementen (z.B. der Anteil an a-Helices, [3-
Faltblattern oder random coils) in Proteinen, eignet sich die Methode der
Circulardichroismus (CD) Spektroskopie. Da die Reinheit der im Puffer enthaltenen
Inhaltsstoffe wichtig fir die Messung ist, wurden die Proteine zunachst mittels einer PD 10
Saule (Amersham Biosciences, Freiburg) umgepuffert (20 mM Tris/HCI (Gerbu, Gaiberg),
pH 8,0; 150 mM NaCl (Merck, Darmstadt; 0,2 mM EDTA (Gerbu, Gaiberg); 1 mM DDM)
und mit Hilfe eines Centrikon-Réhrchens (Vivaspin 6, Membran 10000, Sartorius Stedim
Biotech, Gottingen) aufkonzentriert.  Fern-UV-CD-Spektren wurden in  einem
Wellenlangenbereich von 190-260 nm in Quarzglasklvetten mit einer Schichtdicke von
0,01 cm aufgenommen. Die Messung erfolgte in einem J-810 Spektrofotometer (Jasco
Labor- und Datentechnik, Gross Umstadt) bei 20 °C, einer Geschwindigkeit von 1 nm/s und
einer Glattung von 1 s. Alle Messungen wurden 50 fach akkumuliert und pufferkorrigiert.
Die gemessene Elliptizitat wurde anhand der Gleichung 1 in die molare Elliptizitat

umgerechnet.
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Gleichung 1 Berechnung der molaren Elliptizitat

O X Mr

0] = S ax10

[©] = molare Elliptizitat in deg x cm? x dmol
(¢ = gemessene Elliptizitat in mdeg

Mr = Molekulargewicht in g/mol
C = Proteinkonzentration in mg/ml
d = Schichtdicke der Kuvette in cm

2.7.15 Pull-down Analyse

Zum Nachweis einer Interaktion zwischen zwei Proteinen kann die Pull-down Analyse
genutzt werden. Die beiden in dieser Arbeit verwendeten Methoden unterscheiden sich
sowohl in der Art der genutzten beads, als auch im Prinzip. Alle Pull-down Analysen
wurden bei 4 °C durchgefuhrt.

2.7.15.1  Pull-down Analyse mittels Streptactin-coated magnetic beads

Fur die Verwendung dieser Methode ist es notwendig, dass einer der Interaktionspartner
einen Strep-tag besitzt. Die Immobilisierung des Fusionsproteins erfolgt fir 1 h auf dem
Rotationsschuttler nach Zugabe von 20 ug gereinigtem Protein auf 2 mg Streptactin-coated
magnetic beads type Il (IBA Biotagnologies, Goéttingen). Anschlielliend wurden die beads
nach Anlegung eines magnetischen Feldes 5 x mit 500 pl Puffer W (2.7.3) gewaschen.
Nach Zugabe von 10 ug Strep-tag freien Protein bzw. 100 pg léslicher Fraktion wurden
diese erneut 1 h im Rotationsschuttler inkubiert. Nach Ende der Inkubation schlossen sich
10 Waschschritte mit je 500 pl Puffer W an. Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte
mit 50 pl Elutionspuffer (Puffer W + 2,5 mM a-Desthiobiotin) fir 30 min im
Rotationsschiuttler. Je 25 ul der Elutionsfraktionen wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel

(1.7.6) aufgetragen.

2.7.15.2  Pull-down Analyse mittels Protein A-coated magnetic beads

Diese Methode basiert auf dem Einsatz eines spezifischen Antikbrpers gegen einen
Interaktionspartner und bietet den Vorteil, dass keiner der Interaktionspartner einen
Fusions-tag besitzen muss. Dabei bindet der spezifische Antikérper an ein Protein und im
Fall einer Interaktion sollte ein Komplex aus Antikdrper und beider Interaktionspartner an
den Protein A-coated magnetic beads (NEB, Frankfurt am Main) gebunden sein. Hierzu
wurden 100 pg gereinigte Membranfraktion (1.7.1) mit 18 mM DDM fir 1 h bei 4 °C im
Rotationsschittler solubilisiert. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 5 pl anti-PflB-

Antikdrper zum Ansatz, welcher anschlieiend 30 min bei 4 °C Uber Kopf geschittelt wurde.
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Protein A-coated magnetic beads (25 pl) wurden mit 500 pl Bindepuffer (0,1 M
Kaliumphosphatpuffer; pH 8,0) gewaschen und wurden zusammen mit 80 pl Bindepuffer
zum Ansatz gegeben. Die Inkubation erfolgte fir 30 min bei 4 °C im Rotationsschiittler. Im
magnetischen Feld wurde der Ansatz 3 mal mit Bindepuffer gewaschen, anschliel’iend mit
50 ul 0,2 M Glycin (pH 2,5) versetzt, gemischt und 5 min bei 4 °C invertiert. Die Elution
erfolgte im magnetischen Feld nach Zugabe von 10 pl 1 M Tris/HCI (pH 9,0) und 25 pul der
Elution wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel (1.7.6) aufgetragen. Der Nachweis erfolgte
im Western Blot (1.7.9) mit Antikérpern gegen den 2. Interaktionspartner. Flr die
Verifizierung einer Interaktion zwischen 2 gereinigten Proteinen wurden anstatt der
Membranfraktion 10 ug gereinigtes FocA, 5 ug gereinigtes PfIB, sowie FocA-spezifischer

Antikdrper vermischt und zu den Protein A coated magnetic beads hinzugegeben.

2.7.16 Bacterial-Two-Hybrid-(BACTH) System

Als weitere unabhangige Methode zu den in vitro Interaktionsstudien sollte nun das Prinzip
des Bacterial Two Hybrid Systems genutzt werden. Dieses System stellt eine schnelle und
effiziente Moglichkeit dar, Heterodimerisierung von Proteinen in vivo zu detektieren. In
dieser Arbeit wurde das BACTH (Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid) System der
Firma Euromedex (Souffelweyersheim, Frankreich) genutzt. Das System wurde von der
Gruppe von Dr. D. Ladant (Pasteur Institut Paris) entwickelt und basiert auf der
Interaktions-vermittelten Wiederherstellung der Adenylat Cyclase Aktivitat in cya  E. coli
Stammen (Karimova et al., 1998; 2000). Das Prinzip ist in Abb. 6 dargestellt.

A B C

N
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) "

cAMP =
RN CTTDD
cAMP-CAP Reporter Gene
Promotor (lac, mal, usw.)

Abb. 6 Darstellung der Funktionsweise des BACTH Systems
modifiziert nach Karimova et al. 1998
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Dabei wurde sich die Tatsache zu Nutze gemacht, dass die Adenylat Cyclase (CyaA) aus
Bordetella pertussis aus zwei Teilen (T25 und T18) besteht (Abbildung 6A) und nicht aktiv
ist wenn diese beiden Teile physisch voneinander getrennt sind (Ladant & Ullmann, 1999)
(Abbildung 6B). Werden diese Fragmente allerdings an interagierende Polypetide (X und Y)
fusioniert, fuhrt die Heterodimerisierung dieser Fragment dazu, dass T25 und T18 wieder in
raumliche Nahe gelangen und wieder funktionsfahig sind (Abbildung 6C). Diese
Komplementation resultiert in der Synthese von cAMP. Das produzierte cAMP kann an das
katabolische Aktivator Protein (CAP) binden, welches nun in der Lage ist als Regulator die
Transkription in E. coli zu beeinflussen. Durch die Bindung des Regulator wird u. a. die
Expression verschiedener Resistenz-Gene induziert, sowie die Gene des /lac und mal
Operons, deren Genprodukte im Laktose und Maltose Katabolismus eine wichtige Rolle
spielen (Abbildung 6D). Somit koénnen die Zellen Laktose bzw. Maltose als
Kohlenstoffquelle nutzen und diese Umsetzung kann auf Indikator- bzw. Selektivmedien
nachgewiesen werden. Zudem kann mit der Messung der B-Galaktosidase-Aktivitat indirekt
die Menge an gebildeten cAMP bestimmt werden und somit eine Aussage Uber eine
maogliche Interaktion getroffen werden.

Dazu wurden die Gene der zu untersuchenden Proteine in die entsprechenden Vektoren
kloniert (2.5 und 2.4) und in den Stamm DHM1 co-transformiert (2.6). Anschliellend wurde

die B-Galaktosidase-Aktivitat der Stamme ermittelt.
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2.8 Gerate und Chemikalien

In den zuvor beschriebenen Abschnitten wurden einige Gerate und deren Hersteller

angegeben. Weiterhin wurden folgende Gerate verwendet:

Elektroporator BioRad Gene Pulser, Pulse Controller (BioRad, Miinchen)
Inkubationsschittler ~ TS1 Thermoshaker (Biometra, Goéttingen)

Laborwippen Rocking Platform (Biometra, Géttingen)

Laminarbox LF MRF 06.12 GS (Steag, Pfullingen)

Magnetrihrer Magnetmix 2070 (Roth, Karlsruhe)

pH-Meter MV870, Pracitronic (Dresden) 761 Calimatric Fa. Knick
Photometer Spekol 1200 (Carl Zeiss Technology, Jena)
Spannungsgeber Power Supply EV243 (Peqlab, Erlangen)

Thermoblock Trio-Thermoblock , Nr. 9511386 (Biometra, Géttingen)
Waagen Kern 572 (Kern & Sohn, Balingen-Frommern)

EK-1200 (A&D, Japan)
Feinwaage FX-200 (A&D, Japan)

Zentrifugen Sorvall RC6 Plus (SLA-3000, SS34, Dupont Instruments, USA)
Hettich Universal 30 RF (Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen)
Eppendorf Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)
Sorvall Discovery M120 SE (Kendro, Osterode)
L8-60M Ultrazentrifuge (Beckmann, Miinchen)

Chemikalien (wenn nicht anders angegeben) wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Bioscience Europe (Freiburg)

Fluka (Buchs, CH)
Gerbu (Gaiberg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)

SERVA (Heidelberg)
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung und Reinigung von FocA und dessen Varianten

Schon 1994 konnte von Suppmann & Sawers gezeigt werden, dass das FocA Protein bei
der Translokation von Formiat Uber die Cytoplasmamembran eine zentrale Rolle einnimmt.
Dies wurde durch die Aufklarung der Kristallstruktur von FocA bestatigt und verschiedene
Modelle fir die Translokation wurden erstellt (LU et al., 2011; Waight et al., 2010; Wang et
al., 2009). Jedoch konnte bisher noch kein eindeutiger Mechanismus fir die Translokation
von Formiat gezeigt werden. Deshalb wurden anhand eines Aminosaure (AS) Vergleiches
verschiedener FocA-Proteine bzw. verschiedener Vertreter der Formiat-Nitrit-Transporter
(FNT)-Familie hochkonservierte und konservierte AS identifiziert, welche eventuell eine

entscheidende Rolle in der Translokation von Formiat spielen kénnten (siehe Anhang Abb.

37 + 38).

Ausgewahlt wurden folgende AS (siehe Tabelle 9):

Tabelle 9 FocA Varianten und Eigenschaften der ausgetauschten AS

Konservierung in

Lokalisierung im AS

Austausch zu

Polaritat

verschiedenen FocA Protein AS Aciditat/Basizitat
Organismen
identische AS
transmembrane Leucin 79 Alanin polar - unpolar
Region neutral > neutral
Q - Schleife Phenylalanin Tyrosin unpolar - polar
90 neutral > neutral
Q - Schleife Asparagin 113 Serin polar - polar
neutral > neutral
cytoplasmatische Lysin 156 Glutamat polar - polar
Schleife basisch - sauer
transmembrane Valin 175 Alanin unpolar = unpolar
Region neutral > neutral
transmembrane Tryptophan Phenylalanin unpolar = unpolar
Region 180 neutral > neutral
transmembrane Lysin 191 Alanin polar - unpolar
Region basisch - neutral
transmembrane Phenylalanin Alanin unpolar = unpolar
Region 202 neutral > neutral
S - Schleife Glutamat 208 Alanin polar = unpolar

sauer - neutral
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S - Schleife Histidin 209 Tyrosin polar - polar
basisch - neutral
S - Schleife Asparagin 213  Aspartat polar - polar
neutral > sauer
semi-
konservierte AS
transmembrane Aspartat 190 Alanin bzw. polar - polar
Region sauer > neutral bzw.
Lysin polar - polar
sauer - basisch
nicht
konservierte AS
N- Terminus Lysin 26 Alanin polar - unpolar
basisch - neutral
transmembrane Cystein 74 Serin polar - polar
Region neutral > neutral
transmembrane Cystein 82 Serin polar - polar
Region neutral > neutral
Q - Schleife Leucin 89 Alanin unpolar - unpolar
neutral > neutral
transmembrane Cystein 176 Serin polar - polar
Region neutral > neutral

*. als semikonserviert werden AS bezeichnet, die nicht identisch sind, allerdings derselben Gruppe
zugeordnet werden kénnen

Zur naheren Charakterisierung des FocA Proteins und dessen Varianten wurden diese
zunachst Uberproduziert und gereinigt. Dies erfolgte mittels des Strep-tag basierten
Expressions- und Reinigungssystems. Plasmide, welche flir eine FocA Variante mit N- bzw.
C-terminalen Strep-tag (FocA5 bzw. FocA3) codieren, wurden von Dorte Falke (Falke,
2010) hergestelit.

Da die FocA Variante mit N-terminalem Strep-tag in gréReren Mengen Uberproduziert
werden konnte, wurde das pASK-IBA5focA Plasmid als Ausgangs-Plasmid fir eine
gerichtete Mutagenese gewahlt. Mittels spezifischer Primer wurden so einzelne
Basenaustausche in das pASK-IBA5focA Plasmid eingeflihrt, die zu einem einzelnen AS
Austausch flhrten. Die Varianten FocA (L89A) und FocA (F90Y) wurden im Weiteren von
Doreen Hunger in ihrer Diplomarbeit ndher charakterisiert (Hunger, Diplomarbeit 2012). Die
Reinigung der einzelnen Proteine erfolgte mittels der Strep-tag basierten
Affinitdtschromatografie. Alle Varianten konnten mittels DDM aus der Membran geldst und

aus dieser gereinigt werden (Abb. 7).
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Abb. 7 Coomassie gefarbtes 12,5%iges SDS-Polyacrylamidgel. Analyse der gereinigten FocA-
Varianten nach Affinitatschromatografie.
M: PageRuler Prestained (3 pl); jeweils 5 ug Protein aufgetragen

Aus je 3 Liter Anzucht konnte im Durchschnitt 1 mg Protein gereinigt werden. Die einzelnen
Banden sind bei einer Gréfle von ca. 25 kDa sichtbar. Die berechnete Molekularmasse von
FocA betragt 31,5 kDa. Dieses aberrante Laufverhalten in der SDS-Page wurde schon
1994 von Suppmann & Sawers gezeigt und ist auf den hydrophoben Charakter des FocA
Proteins zuriickzufiihren. Zwischen den einzelnen Varianten sind nur geringe Unterschiede
im Laufverhalten zu sehen. Zudem ist bei allen Varianten eine zuséatzliche Bande bei ca.
45 kDa sichtbar, welche jedoch eine bedeutend schwachere Intensitat aufweist. Diese stellt

wahrscheinlich das Dimer des FocA Proteins da.

Um die Synthese der einzelnen FocA-Varianten spezifisch nachzuweisen, wurden Western-
Blot Analysen mit 2 verschiedenen Antikdrpern (AK) und einem Konjugat durchgefihrt. Als
primare AK dienten der AK FocA CD, wobei es sich um einen polyklonalen AK handelt der
gegen das Gesamt-Protein gerichtet ist, und der AK FocA 8075, ein polyklonaler AK der 18
AS der periplasmatischen Schleife erkennt (siehe Abbildung 3). Zum Nachweis des N-
Terminus diente das Strep-Tactin HRP Konjugat, da es den N-terminalen Strep-tag des

Proteins erkennt. In Abb. 8 sind die Autoradiogramme der Western-Blot Analysen zu sehen.
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FocACD

FocA 8075

Strep HRP

Abb. 8 Autoradiogramm nach Western-Blot Analyse eines 12,5%igen SDS Gels nach
Reinigung der verschiedenen FocA Varianten;

Aufreinigung der Varianten durch Affinitatschromatografie nach aerober Anzucht der E. coli
Expressionskultur BL21 + pfocAmuante: ES wurde je 1,5 ug Protein aufgetragen, AK FocA CD
(1:3000), AK FocA 8075 (1:300), Strep HRP Konjugat (1:300).

Unter Verwendung des AK FocA CD konnte jeweils das Monomer des FocA Proteins
nachgewiesen werden. Jedoch konnte nicht bei allen Varianten die Bande bei 45 kDa
detektiert werden. Nicht nachweisbar war das Dimer bei beiden Wildtyp Varianten (FocA3
und FocA5), FocA (D190K), FocA (F202A) sowie FocA (H209Y/T91A). Western-Blot
Analysen mit dem AK FocA 8075 zeigten bei allen Varianten eine Bande bei 25 kDa, doch
nur bei wenigen Varianten eine schwache Bande bei 45 kDa (FocA3, FocA5, FocA (K26A),
FocA (C74S), FocA (L79A), FocA (C82S), FocA (K156E) und FocA (C176S)). Der N-
terminale Strep-tag konnte in allen Varianten des Monomers nachgewiesen werden. Das
Dimer konnte nur bei den Varianten FocA (D190K) und FocA (K191A) detektiert werden.
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3.2 Bestimmung der Sekundarstruktur der FocA-Varianten

Zur Ermittlung eventueller Unterschiede in der Sekundarstruktur der verschiedenen FocA-
Varianten, welche auf AS-Austausche zurlickzufUhren waren, wurden Fern-UV-CD-
Spektren aufgenommen (Abb. 9). Diese Methode wird vorrangig flr die Analyse der Anteile
an B-Faltblattern und a-Helices in Proteinen genutzt. Schon 2010 konnte von Falke et al.
die Sekundarstruktur des FocA Proteins aufgeklart werden. Diese wies einen hohen Anteil
an a-Helices (52-56 %) auf. Fur die Untersuchung der Sekundarstruktur wurden die
Proteine mit einer PD10-Saule in CD Puffer umgepuffert, da die Reinheit der verwendeten
Pufferbestandteile wichtig fir die Messung ist. Fir die Messung wurden auch die

unveranderten FocA-Varianten FocA3 und FocA5 hinzugezogen.
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Abb. 9 Fern-UV-CD Spektren der verschiedenen FocA Varianten; durchgefihrt bei
20 °C; eingesetzte Proteinkonzentrationen: 0,5-0,8 ug/ul

Alle Varianten zeigten wie das unveranderte FocA-Protein, einen hohen Anteil an a-Helices
und wiesen keine wesentlichen Unterschiede zueinander auf. Lediglich das Spektrum der

Variante FocA (K191A) zeigte bei gleichem Verlauf eine schwéachere Intensitat. Jedoch
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wies auch dieses Spektrum die charakteristischen Minima bei 208 und 220 nm sowie ein
Maximum unterhalb von 196 nm auf. Somit konnte mit dieser Messung gezeigt werden,
dass der Austausch einzelner AS keine Auswirkung auf die Sekundarstruktur der FocA-

Varianten hat.

3.3 Bestimmung der Quartarstruktur von FocA3, FocA5 und den
FocA Varianten

Nachdem bei der Untersuchung der Sekundarstruktur keine Unterschiede zwischen den
einzelnen FocA Varianten festgestellt werden konnten, wurde nun die Quartarstruktur
ermittelt. Dazu wurde die Methode der Blue-Native (BN)-Page genutzt, welche es
ermdglicht die GréRe von nativen, nicht-denaturierten Proteinen zu bestimmen. Durch die
Zugabe von Coomassie erhielten alle Proteine dieselbe Ladung und migrierten nun im Gel
abhangig von ihrer Molekularmasse. Fur das nicht veranderte FocA-Protein, FocA5, konnte
eine charakteristische Bande bei ca. 160 kDa gezeigt werden (Abb. 10A). Diese Bande
entspricht der GroRe eines FocA-Pentamers, da ein Monomer eine berechnete
Molekularmasse von 31,5 kDa aufweist. Das Pentamer konnte in einer Western-Blot

Analyse mit dem AK Anti-FocAcp ebenfalls spezifisch nachgewiesen werden (Abb. 10B).

A B
M 1 1
kDa kDa
440 —

440 —

161 —

Abb. 10 BN-Page (5-13,5 %) und Autoradiogramm von FocA5

A: BN-Page; M: BN-Marker (7 ul); 1: FocA5 (1,5 ug)

B: Autoradiogramm nach Western-Blot Analyse einer BN-Page; 1: FocA5 (1 ug); Anti-FocAcp
(1:3000)

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es sich bei FocA wahrscheinlich um ein Pentamer
handelt wurde nun untersucht, ob der Austausch einzelner AS einen Einfluss auf die
Quartarstruktur der FocA Varianten hat. Dazu wurden die gereinigten Proteine auf ein 5-

13,5%iges BN-Gel aufgetragen (Abb. 11). Zur Kontrolle wurden sowohl FocA5 als auch
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FocA3 herangezogen. Einige Varianten (FocA (K26A), FocA (C74S), FocA (L79A), FocA
(K156E), FocA (V175A), FocA (C176S), FocA (K191A), FocA (F202A), FocA
(H209Y/T91A)) migrierten ahnlich wie das unveranderte FocA5 bei 160 kDa. Jedoch
zeigten andere Varianten starke Unterschiede in der Quartarstruktur. Die Varianten FocA
(C82S), FocA (W180F), FocA (D190K), FocA (E208A), FocA (H209Y), FocA (N213D),
FocA (H209Y/T91A) und FocA (N113S/F207A) zeigten 3 bis 4 Proteinbanden unterhalb
von 160 kDa (siehe auch Abbildung 12). Die starkste Bande wies eine Grdlie auf, die dem
Dimer entsprechen kénnte. Die Variante FocA (D190A) zeigte eine starke Bande bei ca.
440 kDa, welche auf ein mégliches Pentadekan (Trimer aus Pentameren) schlieen lasst.
Auffallig war jedoch auch, dass es eine leichte Veranderung im Laufverhalten des

Pentamers gab und nicht alle pentameren Formen auf genau der gleichen Héhe migrierten.
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Abb. 11 BN-Page (5-13,5 %) zur Analyse der nativen Struktur verschiedenen FocA-Varianten
M: BN-Marker (7 ul); jeweils 1,5 ug Protein aufgetragen.

Nachdem alle Protein Varianten in der BN-Page nachgewiesen werden konnten, wurden
diese nun spezifisch mittels Western-Blot Verfahren untersucht. Dazu wurden alle
Varianten auf eine BN-Page geladen und diese nach der Ubertragung auf die

Nitrocellulosemembran mittels der 3 verschiedenen AK bzw. Konjugate detektiert (Abb. 12).
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< Pentamer
<& Tetramer
< Trimer

< Dimer
<Monomer

<Pentadekan

FocA 8075

Strep HRP

Abb. 12 Autoradiogramm nach Western-Blot Analyse einer BN-Page (5-13,5 %) der nativen
Form der FocA Varianten

Die Molekularmassen sind links im Bild zu sehen; jeweils 1,5 ug Protein aufgetragen; verwendete
AK: FocA CD AK 1:3000; FocA 8075 AK (1:300); Strep-Tactin HRP Konjugat (1:100000).

Unter Verwendung des AK FocA CD konnte bei allen Varianten die pentamere Form des
FocA Proteins nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich bei den Varianten FocA (K26A),
FocA (V175A), FocA (C176S), FocA (W180F), FocA (D190A), FocA (D190K), FocA
(K191A) sowie FocA (F202A) eine Bande zwischen 160 kDa und 440 kDa. Im Fall von
FocA (D190K) wurde zusatzlich eine Bande bei ca. 440 kDa, die dem Pentadekan
entsprechen wurde, beobachtet. Ebenfalls konnten weitere Banden unterhalb der 160 kDa
Bande detektiert werden, die dem Monomer, Dimer, Trimer bzw. Tetramer entsprechen
(FocA (C74S), FocA (L79A), FocA (C82S), FocA (K156E), FocA (C176S), FocA (W180F),
FocA (D190K), FocA (K191A), FocA (E208A), FocA (H209Y), FocA (N213D), FocA
(H209Y/T91A), FocA (N113S/F207A)).

Unter Nutzung des AK der gegen 18 AS einer periplasmatischen Schleife gerichtet ist
(FocA 8075; Abbildung 12B) konnten fast alle Pentamere (auller FocA (C82S))
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten alle Formen nachgewiesen werden, welche
auch in der BN-Page (Abb. 11) am starksten sichtbar waren.

Bei Western-Blot Analysen mittels des Strep-Tactin-HRP Konjugates (Strep HRP) wurden
alle Pentamere nachgewiesen, jedoch bei den Varianten FocA5, FocA (W180F), FocA
(E208A) und FocA (H209Y) waren die detektierten Banden sehr schwach (Abbildung 12C).
Die kleineren Banden bei FocA3, FocAS5, FocA (K26A), FocA (C74S), FocA (C82S), FocA
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(K156E), FocA (C176S) und FocA (W180F) wurden auch detektiert. Bei den Varianten
FocA (V175A), FocA (K191A), FocA (E208A), FocA (H209Y), FocA (N213D), FocA
(H209Y/T91A) und FocA (N113S/F207A) konnte nur das Pentamer nachgewiesen werden,
obwohl Banden unterhalb von 440 kDa auch in der BN-Page (siehe Abbildung 11) gezeigt

werden konnten. Bei keiner Variante konnte ein Pentadekan detektiert werden.

3.4 Physiologische Charakterisierung der FocA Varianten

Die unter 3.1 hergestellten FocA Plasmide, welche flr jeweils eine FocA Variante kodieren,
wurden zur naheren Charakterisierung in die Stdmme DH201 und DH701 transformiert
(2.6.2). Mit Hilfe der transformierten Plasmide wurde gezeigt, ob die verschiedenen FocA-
Varianten synthetisiert werden und die Fahigkeit besitzen Formiat Uber die Membran zu
translozieren. Diese Fahigkeit soll nachfolgend als Formiattranslokation bezeichnet werden
und gibt eine indirekte Aussage Uber die interne Formiatmenge in E. coli, welche mittels
des Formiat-abhangigen fdhFp::lacZ Fusionskonstruktes bestimmt werden kann

(Rossmann et al. 1991).

3.4.1 Invivo Untersuchungen zur Formiattranslokation im Stamm DH201

Nachdem schon 1994 von Suppmann & Sawers gezeigt werden konnte, dass FocA an der
Formiattranslokation beteiligt ist, wurde nun naher untersucht, ob einzelne AS-Austausche
Effekte auf die Translokation austiben. Mit Hilfe einer indirekten Bestimmung des internen
Formiatspiegels sollten Vergleiche zwischen den nicht veranderten FocA Varianten und
den Varianten mit AS-Austauschen getroffen werden. Hierzu wurde ein fdhFp::lacZ-
Fusionskonstrukt verwendet, welches chromosomal in die E. coli Stamme integriert wurde
(Beyer, Diplomarbeit 2009). Der Promotor des /lacZ-Fusionskonstruktes wird unter
Formiatbindung in der Zelle durch den Transkriptionsaktivator FhlA induziert und das
Enzym R-Galaktosidase wird synthetisiert. Der Stamm DH201 besitzt eine Deletion in den
Genen focA und pfiB, d.h. er besitzt kein funktionelles FocA-Protein in der Membran und ist
zudem aufgrund der fehlenden Pyruvat-Formiat-Lyase nicht in der Lage intern Formiat zu
bilden. Deshalb wurden in diesen Stamm Plasmide, welche fir die verschiedenen FocA-
Varianten codieren, transformiert um eventuelle Effekte des AS-Austausches zu zeigen.
Fur die Messung wurden alle Stdmme anaerob in TYEP-Medium (pH 6,85) bei 37 °C
angezogen. Es konnte gezeigt werden, dass alle FocA-Varianten in die Membran des
Stammes DH201 integriert wurden (Abb. 13). Als Kontrolle wurde ein Stamm verwendet der

nur den Leervektor (IBAS) enthielt, also kein FocA in die Membran integriert hat.
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Abb. 13 Autoradiogramm der Membranfraktionen (MF) und l6slichen Fraktionen (LF) von
DH201

Western-Blot Analyse einer 12,5%igen SDS-Page, FocA CD AK (1:3000), je 50 pg Protein
aufgetragen.

25 ——

Wie in Abb. 13 zu sehen ist, konnte in jedem Stamm das FocA Protein nachgewiesen
werden. Nur FocA (D190K) zeigte verhaltnismallig wenig FocA in der Membran.

Die dazu gemessenen [R-Galaktosidase-Aktivitaten sind in Abb. 14 dargestellt. Der
Ubersicht halber wurden unter die einzelnen Balken nur die einzelnen Positionen der AS-
Austausche aufgezeigt, bzw. wurden die nicht veranderten Varianten mit FocA3 (FocA mit
C-terminalen Strep-tag) und FocA5 (FocA mit N-terminalen Strep-tag) bezeichnet. Alle

Aktivitatsmessungen wurden mindestens 18-fach bestimmt.
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Abb. 14 Darstellung der spezifischen B-Galaktosidase-Aktivitit nach anaerober Anzucht des
E. coli Stammes DH201

DH201 mit transformierten Plasmiden anaerob angezogen bei 37 °C in TGYEP-Medium; pH 6,85;
mit 0 mM Formiat (@) bzw. 20 mM Formiat (®) im Medium; n= 18

Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchsreihen wurde die Aktivitat des
Stammes DH201 mit dem Plasmid FocA5 bei Zugabe von 20 mM Formiat auf 100 %
(entspricht ca. 1725 Miller Units (MU)) gesetzt und alle anderen Aktivitaten zu diesem Wert
ins Verhaltnis gesetzt. Als Kontrolle wurde ein Stamm verwendet der nur den Leervektor
(IBA5) enthielt, also kein FocA in die Membran integriert hat. Alle Stdmme wurden sowohl
ohne als auch mit (20 mM) Formiat im Medium kultiviert. Wie aus Abb. 14 zu erkennen ist,
konnte ohne die Zugabe von Formiat zum Medium nur eine sehr geringe Aktivitat von ca. 2-
5 % detektiert werden. Unter Zugabe von Formiat konnte bei dem Stamm mit Leervektor
(IBA5) eine Aktivitdt von ca. 70 % bestimmt werden. Diese Tatsache deutet darauf hin,
dass neben FocA noch ein weiteres Translokationssystem in E. coli existiert und bestatigt
frihere Vermutungen (Beyer, 2009; Suppmann & Sawers, 1994). Die FocA-Wildtyp-
Variante mit C-terminalen Strep-tag (FocA3) wies eine um 10 % geringere Aktivitat als
FocA5 auf. Ahnlich dem Wildtyp verhielten sich die Varianten mit Austauschen an den
Positionen 74 und 180. Nur die Variante in der ein Aspartat an Position 190 zu einem
Alanin ausgetauscht wurde, sowie die Doppelmutante N113S/F207A zeigten eine hdhere
Aktivitdt (ca. 170 % und ca. 135 %). Im Gegensatz dazu fuhrte ein Austausch dieses
Aspartats (D190) zu einem Lysin zu einer bedeutend geringere R-Galaktosidase-Aktivitat

auf, welche mit ca. 36 % selbst niedriger ist, als die B-Galaktosidase-Aktivitat des Stammes



ERGEBNISSE | 46

mit Leervektor. FocA (D190K) sowie die Varianten FocA (K26A), FocA (L79A), FocA
(C82S), FocA (K156E), FocA (V175A), FocA (C176S), FocA (K191A), FocA (F202A), FocA
(E208A), FocA (H209Y), FocA (N213D) und FocA (H209Y/T91A) zeigten eine niedrigere [3-
Galaktosidase-Aktivitat als FocAS und die Leervektor-Kontrolle (IBA5).

Es konnte gezeigt werden, dass bis auf die Varianten FocA (C74S) und FocA (W180F) alle

Varianten einen Einfluss auf die Formiattranslokation haben.

3.4.2 In vivo Untersuchungen zur Formiattranslokation im Stamm DH701

Der Stamm DH701 ist durch die Insertion von zwei Stopp-Codons im focA-Gen nicht in der
Lage ein funktionelles FocA-Protein chromosomal zu synthetisieren. Er kann dennoch ein
funktionelles PfIB Protein synthetisieren und somit intern Formiat bilden (Suppmann &
Sawers, 1994). Da auch DH701 ein chromosomales fdhFp::lacZ-Fusionsprodukt hat, kann
mit Hilfe dieses Stammes eine Aussage (ber Anderungen des internen Formiatspiegels
getroffen werden. Die Abb. 15 zeigt die Ergebnisse der Messungen.
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Abb. 15 Darstellung der spezifischen B-Galaktosidase-Aktivitit nach anaerober Anzucht des
E. coli Stammes DH701

DH701 mit transformierten Plasmiden anaerob angezogen bei 37 °C in TGYEP-Medium,
pH 6,85; ohne zusatzliches Formiat im Medium; n=18.

Alle Messungen wurden anaerob bei 37 °C in TGYEP- Medium (pH 6,85) durchgefihrt. Es
erfolgte keine Zugabe von Formiat, da mit diesem Versuch hauptsachlich der Export bzw.

Re-Import von intern produziertem Formiat betrachtet werden sollte. In dieser Abb. wurde
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die Aktivitdt des Stammes mit transformiertem Leervektor (IBAS) gleich 100 % (entspricht
ca. 1250 MU) gesetzt, da dieser Stamm durch das Fehlen eines funktionellen FocA-
Proteins kein intern produziertes Formiat FocA-abhangig translozieren kann. Die Varianten
FocA3, FocA K26A, FocA C82S, FocA C176S, FocA W180F, FocA D190A, FocA D190K,
FocA K191A und FocA F202A verhielten sich wie die Wildtyp-Variante FocA5 (ca. 63 %),
d.h. es gab keine Unterschiede in der Translokation von Formiat. Auffallig war auch, dass
mehrere Varianten (FocA L79A, FocA K156E, FocA V175A und FocA N113S/F207A) sich
ahnlich der Leervektor-Kontrolle verhielten, was schlussfolgern lieRe, dass diese Varianten
Formiat nicht mehr FocA-abhangig ins Periplasma translozieren kdnnen. Unter
Einbeziehung der Ergebnisse der Messung mit den DH201 Stdmmen, lassen sich folgende
Schlussfolgerungen treffen: FocA L79A, FocA C82S, FocA K156E und FocA V175A und
FocA H209Y (niedrige R-Galaktosidase-Aktivitat) sind wahrscheinlich im Import und im
Export gestort. Die Variante FocA N113S/F207A, welche in der Messung des Stammes
DH201 eine stark gesteigerte Aktivitat aufwies, ist wahrscheinlich fir die Regulation des
Importes verantwortlich und nicht in der Lage Formiat zu exportieren. Die Variante FocA
N213D zeigte eine B-Galaktosidase-Aktivitdt von ca. 170 % und liegt somit héher als der
Stamm mit Leervektor. Die FocA D190A Variante zeigte eine verbesserte Aufnahme von
Formiat in DH201.

3.5 Uberproduktion der cytosolischen Proteine PflB, PflD, PfIF
und TdcE

Neben dem Membranprotein FocA und dessen Varianten wurden verschiedene andere
Vertreter der Glycyl-Radikal-Enzyme (GRE)-Familie fir Interaktionsstudien Uberproduziert
und gereinigt. Eine Ubersicht (iber einige Eigenschaften der Proteine ist in Tabelle 10 zu

sehen.

Tabelle 10 Ubersicht der Proteineigenschaften

Protein GengroRe berechnete Funktion
(bp) Molekularmasse (kDa)
PfIB 2283 85,4 Pyruvat-Formiat-Lyase
PfID 2298 86,0 vorhergesagte Funktion als Glycyl-Radikal

Enzym; unbekanntes Substratspektrums

PfIF 2433 90,0 vorhergesagte Funktion als Glycyl-Radikal
Enzym; unbekanntes Substratspektrums

TdcE 2295 86,0 2-Ketobutyrat-Formiat-Lyase,
Pyruvat-Formiat-Lyase

Zunachst wurden die Plasmide der ASKA-Kollektion (Kitagawa et al., 2005), welche jeweils
fur die Proteine PfIB, PfID und PflF codieren, in den E. coli Stamm BL21 transformiert und
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aerob kultiviert. Die Reinigung der Proteine PfIB, PfID und PflF fand nach dem IMAC-
Verfahren (2.7.4) statt. Nach der Uberproduktion von TdcE wurde dessen Reinigung von
Dérte Falke (Falke, Diplomarbeit 2010) mittels des Intein-CBD Systems durchgefiihrt. Das
gereinigte Protein wurde freundlicherweise flr diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Alle

gereinigten Proteine sind in Abb. 16 dargestellit.

kDa PfIBy;s PfIDy;s PAIF i TdcE
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Abb. 16 Coomassie gefarbtes 10%iges (w/v) SDS-Polyacrylamidgel. Analyse der gereinigten
Proteine
M: PageRuler Prestained (3 pl); jeweils 5 ug Protein aufgetragen

Wie in der Abb. zu erkennen ist, konnten alle Proteine bis zur Homogenitat gereinigt
werden. Die Banden in Abb. 16 entsprechen nicht zu 100 % den berechneten
Molekularmassen (siehe Tabelle 10), daher ist auch bei diesen Proteinen ein aberrantes
Laufverhalten nicht auszuschlieBen. Somit konnten alle Proteine fir weitere in vitro

Untersuchungen eingesetzt werden.

3.6 Untersuchungen zu moglichen Interaktionspartnern von FocA

Bis heute ist der Mechanismus der Formiattranslokation sowie deren Regulation noch nicht
vollstandig aufgeklart. Als mdéglicher Regulationsmechanismus ware eine pH-abhangige
Konformationsanderung des FocA-Proteins denkbar (LU et al., 2011). Eine weitere
Mdoglichkeit ware die Regulation durch die Bindung eines Interaktionspartners von FocA.
Schon 2010 konnte D. Falke in ihrer Diplomarbeit erste Hinweise darauf liefern, dass FocA
mit dem Protein PfIB interagiert. Diese Interaktion sollte mit den folgenden Versuchen

bestatigt und naher charakterisiert werden.

3.6.1 FocA abhéngige Lokalisation von PfIB an der Cytoplasmamembran

Wie bereits erwahnt spielt das membranstandige Protein FocA eine maldgebliche Rolle im

Formiat-Stoffwechsel. Ein méglicher Interaktionspartner stellt das Glycylradikal-Enzym PflB
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dar, welches Pyruvat zu Formiat und Acetyl-CoA spaltet. Da diese Enzym flir einen grolden
Anteil des in der Zelle produzierten Formiats verantwortlich ist und die Gene focA und pfiB
in einem Operon organisiert vorliegen und cotranskribiert werden, wurde untersucht, ob es

zu einer FocA abhangigen Colokalisation von PfIB an der Cytoplasmamembran kommt.

Zur Untersuchung wurden die E. coli Stamme MC4100, RM201, REK702, REK701 und
234M1 herangezogen. Der Stamm MC4100 ist ein Wildtyp Stamm. Kennzeichnend flir den
Stamm RM201 ist die Deletion der Gene focA und pfiB, weshalb weder FocA noch PflB
synthetisiert werden. Im Stamm REK702 wurde das Start-Codon des focA Gens GTG zu
ATG ausgetauscht, was dazu fihrt, dass im Vergleich zum Wildtyp MC4100 eine hdhere
Menge an FocA synthetisiert wird. Im Stamm REK701 sind durch Mutation zwei Stopp-
Codons in das focA Gen eingeflhrt wurden, so dass kein funktionsfahiges FocA Protein
gebildet werden kann. Durch eine Deletion des pflA-Gens kann kein funktionsfahiges PfIB
Protein im Stamm 234M1 gebildet werden. Teilweise wurden in die einzelnen Stamme
Plasmide transformiert um eine Komplementation zu zeigen. Genutzt wurden die Plasmide
pASK-IBA3focA, pASK-IBA5focA, p29 (pflB, pflA, focA) und p29/1 (pflB, pflA). Zur
Untersuchung wurden die Zellen anaerob in LB-Medium angezogen und bis zu einer
optischen Dichte (OD) bei 600 nm von 0,8 kultiviert. Es erfolgte keine Zugabe von
Induktoren zum Medium. Nach der Ernte wurden die Zellen aufgeschlossen und mittels
Ultrazentrifugation in Membranfraktion (MF) und I6sliche Fraktion (LF) geteilt. Um
eventuelle Verunreinigungen zu entfernen, wurde die MF zweimal mit Puffer W gewaschen.
Anschlieffend wurden je 50 pg Protein auf ein 10%iges (w/v) SDS-Gel aufgetragen und
mittels Western-Blot Analyse mit einem anti-PfIB AK detektiert. Das Ergebnis ist in Abb. 17
zu sehen. Als Kontrolle wurden die Fraktionen auch auf das Vorhandensein von FocA mit
dem AK FocA CD untersucht.
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Abb. 17 Autoradiogramm nach Western-Blot Analyse der Membranfraktion und l6slichen
Fraktion verschiedener E. coli Stamme;

A: Detektion der Membranfraktion mit anti-PfIB AK (1:3000); je 50 ug Protein aufgetragen

B: Detektion der I6slichen Fraktion mit anti-PflB AK (1:3000); je 50 ug Protein aufgetragen

C: Detektion der Membranfraktion mit FocA CD AK (1:3000); je 50 ug Protein aufgetragen

Die PfIB bzw. FocA Polypeptide sind mit einem Sternchen gekennzeichnet. Die anderen
kreuzreagierenden Polypeptide bei 55 und 43 kDa sind unbekannt.

In der MF und in der LF des Stammes MC4100 konnte eine leichte Bande bei ca. 85 kDa
detektiert werden, welche der errechneten Molekularmasse von PfIB entspricht, obwohl die
Menge an FocA in der MF zu gering zu sein scheint um es im Western-Blot zu detektieren.
Keine Bande bei 85 kDa konnte jedoch im focA/pflB Deletionsstamm-Stamm RM201
detektiert werden, auch wenn die Menge an FocA erhéht wurde (Abb. 17C). Wurde das
Start-Codon von FocA ausgetauscht (REK702) konnte sowohl in der MF als auch in der LF
eine PfIB Bande detektiert werden. Steigerte man die Menge an FocA und PfIB in der Zelle
durch die Transformation des Plasmids p29, konnte eine starke Bande bei der
entsprechenden Grélie sowohl in der MF als auch in der LF nachgewiesen werden. Wurde
hingegen nur die Menge an PfIB erhoht (p29/1 oder PflBy;s) zeigte sich nur eine schwache
Bande bei 85 kDa. In der MF des Stammes REK701 konnte keine Bande detektiert werden.
Wurde allerdings p29 in die Zellen transformiert war PfIB in der MF schwach nachweisbar.
Nach der Transformation von p29/1 war nur eine schwache Bande sichtbar. Der Stamm
234M1 zeichnet sich durch das Vorhandensein von inaktivem PfIB aus, welches wie in Abb.
17 zu sehen ist, auch an der Membran FocA-abhangig colokalisiert ist. Bei allen Stammen

konnten die zu erwartenden Mengen an FocA nachgewiesen werden (Abb. 17 C).



ERGEBNISSE | 51

3.6.2 In vitro Untersuchungen zur Interaktion zwischen FocA und PfIB

3.6.2.1 Pull-down Assay mit Protein A-coated magnetic beads

Zur Bestimmung einer Interaktion zwischen zwei Proteinen direkt in einer Membranfraktion
bietet sich das System des pull-downs mit Protein A-coated magnetic beads an. Dazu
wurden verschiedene Stadmme anaerob angezogen, aufgeschlossen und die
Membranfraktion aufgereinigt. Anschlieliend wurden die MF mit n-Dodecyl-3-maltosid
(DDM) solubilisiert und mit anti-PfIB AK inkubiert. Nach Bindung des AK an die Protein A-
coated magnetic beads wurden diese mehrfach gewaschen um unspezifisch gebundene
Proteine zu entfernen. Die Elutionsfraktionen wurden anschlieRend auf eine 10%ige (w/v)
bzw. 12,5%ige SDS-Page geladen (Abb. 18).

Abb. 18 Autoradiogramm nach Western-Blot Analyse des Protein A pull-downs

A: Elutionsfraktionen aufgetragen auf eine 10%ige SDS-Page, Detektion mit anti-PfIB AK (1:3000);
B: Elutionsfraktionen aufgetragen auf eine 12,5%ige SDS-Page, Detektion mit AK FocA 8075
(1:300);

Pfeil: PfIB Protein; * FocA; 25 pl Elutionsfraktion aufgetragen

Als Kontrollen wurden sowohl das gereinigte PfIB (A) sowie das gereinigte FocA Protein (B)
aufgetragen. Unter Nutzung des Stammes REK701, welcher 2 Stopp-Codons im focA Gen
besitzt, konnte kein PfIB in der MF nachgewiesen werden. Wurde in diesen Stamm
allerdings das Plasmid p29 transformiert, konnte PfIB FocA-abhangig in der MF
nachgewiesen werden. Wurde das Plasmid p29/1 verwendet, welches nur flr pfiB und pflA

codiert, konnte nur eine schwache Bande bei ca. 85 kDa gezeigt werden, welche der Grolie
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von PfIB entspricht. Die Elutionsfraktion des Stammes 234M1, ohne PflA zeigt, dass PflB
auch in der inaktiven Form an der Membran lokalisiert ist, wenn FocA vorhanden ist. Auch
im Stamm REK702 + PflBys konnte eine Interaktion von getaggten PfIB mit der Membran

nachgewiesen werden (Western-Blot Analyse mit anti His AK nicht gezeigt).

3.6.2.2 Pull-down Assay mit Streptactin-coated magnetic beads

Der pull-down Assay mit Streptactin-coated magnetic beads eignet sich zur Bestimmung
einer Interaktion zwischen zwei gereinigten Proteinen. Hierfir sollte ein Interaktionspartner
einen Strep tag tragen, der zweite Interaktionspartner kann durch andere tags markiert sein

oder nativ vorliegen.

Interaktion von FocAS mit verschiedenen I6slichen Fraktionen und gereinigtem PflBys

In dem hier gezeigten Experiment (Abb. 19) wurde zunachst das N-terminal Strep-getaggte
FocA-Protein an die magnetic beads gebunden. Nach mehrmaligem Waschen wurden
verschiedene I6sliche Fraktionen zu den beads gegeben und erneut inkubiert. Die eluierten

Fraktionen wurden auf eine 12,5%ige SDS-Page geladen und mittel anti-PfIB AK detektiert.
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Abb. 19 Autoradiogramm nach pull-down Analyse mittels Streptactin-coated magnetic beads
Western-Blot Analyse nach 10%iger (w/v) SDS-Page; anti-PflIB AK (1:3000); 25 pl Elutionsfraktion
und 2 ug gereinigtes PfIB wurden aufgetragen.

Unter Verwendung einer LF des Stammes MC4100 und dem FocA5 Protein konnte kein
Signal im Western-Blot detektiert werden. Wurde in diesen Stamm allerdings das Plasmid
p29 transformiert zeigte sich eine deutliche Band bei ca. 85 kDa, die der berechneten
Molekularmasse von PflIB entspricht (die letzte Spur zeigt gereinigtes PfIB). Eine Bande,
welche Uber der 85 kDa Bande lief, konnte unter Verwendung des FocA5-Proteins und dem

His getaggten PfIB-Protein nachgewiesen werden. Wurde eine LF eines AfocA ApfiB
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Stammes verwendet konnte kein Signal detektiert werden. Als weitere Kontrolle wurde die
LF von MC4100 + p29 mit beads inkubiert, an die kein FocA Protein gebunden war, um

unspezifische Bindungen auszuschliel3en.

Einfluss der Position des Strep tag am FocA Protein

Fur die in vitro Untersuchung wurden zwei verschiedene Varianten von FocA hergestellt:
mit N- bzw. C-terminalen Strep tag. Um den Einfluss der Position des Strep tag zu
bestimmen wurden ebenfalls pull-down Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde entweder das
N-terminal getaggte FocA (FocA5) oder das C-terminal getaggte FocA (FocA3) an die
beads gebunden und mit den LF der Stamme REK702 + p29 bzw. RM223 (ApfiB, ApfiA,
AtdcE) inkubiert. Die Western-Blot Analyse der Elutionsfraktionen ist in Abb. 20 zu sehen.

FocA5 FocA3

kDa REK702/ RM223 RM223 REK702/
p29 p29
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Abb. 20 Autoradiogramm nach pull-down Analyse von FocA5 und FocA3
Western-Blot Analyse nach 10%iger (w/v) SDS-Page; anti-PflIB AK (1:3000); 25 ul Elutionsfraktion
aufgetragen

In allen Elutionsfraktionen wurde eine Bande bei ca. 55 kDa nachgewiesen, welche
gleichzeitig als Ladekontrolle dient. Diese zusatzlich detektierte Bande konnten bis jetzt
noch nicht identifiziert werden und sie konnte auch nicht bei jeder Western-Blot Analyse
nachgewiesen werden. Wurde die LF des Stammes REK702 (+ p29) zu den beads
gegeben, konnte eine zusatzliche Bande bei ca. 85 kDa sowohl in den Elutionsfraktionen
mit FocA5 als auch FocA3 detektiert werden. Es ist allerdings deutlich, dass die Bande
unter der Verwendung von FocA3 starker ist. Die pull-down Analysen, bei denen der
Stamm RM223 (ApfiB, ApflA, AtdcE) verwendet wurden, zeigten nur die Ladekontrolle bei
55 kDa.
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Interaktion von FocA mit verkirztem PfIB Protein

Um erste Aussagen Uber potentielle Interaktionsflachen der Pyruvat-Formiat Lyase PflB
treffen zu kdnnen wurden die pull-down Analyse mit einer verkilrzten Variante von PflB
durchgeflihrt. Diese Variante ist am C-Terminus um 27 AS verkirzt und kann somit nicht
mehr von dem Aktivator Protein PflIA aktiviert werden. PfIB 733y wurde von Dr. P. Kolenko
Uberproduziert und flur diese Arbeit freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Es wurden
sowohl pull-down Analysen mit FocA5 als auch FocA3 durchgefiihrt. Als Vergleich diente
der Versuch mit dem unveranderten PfIByis. Die Elutionsfraktionen wurden ebenfalls auf ein
10%iges (w/v) SDS Gel aufgetragen und mittels Western-Blot Analyse detektiert (Abb. 21).

FocA5 FocA3
kDa PﬂB(1-733) I:)ﬂBHis I:)ﬂB(1-733)
95
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Abb. 21 Autoradiogramm der pull-down Analyse mit verkiirztem PfIB
Western-Blot Analyse nach 10%iger (w/v) SDS-Page; anti-PflIB AK (1:3000); 25 pl Elutionsfraktion
aufgetragen

Wie zu sehen ist konnte in allen Elutionsfraktionen eine Bande detektiert werden, die der
berechneten Molekularmasse von PflB entspricht. Zwischen den einzelnen Banden konnten
keine starken Unterschiede in der Intensitat beobachtet werden. Dabei zeigten sich auch
keine Unterschiede bei der Verwendung von FocA3 oder FocA5. Dieser Versuch zeigt,

dass der C-Terminus von PfIB fir die Wechselwirkung mit FocA nicht erforderlich ist.

Interaktionsnachweis von FocA und TdcE

Die Primarstruktur von PfIB weist eine 78%ige Identitdt und 91%ige Ahnlichkeit zur
Aminosauresequenz von TdcE auf. TdcE ist eine 2-Ketobutyrat-Formiat Lyase, die
ebenfalls als Pyruvat-Formiat-Lyase fungieren kann. Daher sollte getestet werden, ob
dieses Enzym auch in der Lage ist an FocA zu binden. Das rekombinante TdcE Protein
wurde mit Hilfe des IMPACT (Intein-mediated purification with an affinity chitin binding tag)
Systems gereinigt (Falke, Diplomarbeit 2010). Nach der Abspaltung des Intein-CBD-tags

konnte das Protein fir pull-down Analysen eingesetzt werden. Aufgrund der hohen Identitat
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zu PfIB konnte TdcE mit dem anti-PfIB AK nachgewiesen werden. Das Ergebnis der pull-

down Analyse ist in Abb. 22 zu sehen.

FocA5 nur FocA5 nur
KDa + TdcE TdcE + PfIByy PfIB,; PfIByis
e p
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Abb. 22 Autoradiogramm nach pull-down Analyse mit TdcE
Western-Blot-Analyse nach 10%iger (w/v) SDS-Page; anti-PflB AK (1:3000); 25 pl Elutionsfraktion
aufgetragen

In allen Spuren konnte eine Bande bei ca. 85 kDa detektiert werden, auch in den Spuren
der Elutionsfraktionen ohne FocA Zugabe zu den beads. Jedoch ist deutlich zu sehen, dass
sowohl unter der Verwendung von gereinigten TdcE als auch von gereinigtem PfIBy;s eine
starkere Bande nach der pull-down Analyse nachweisbar war. Als Kontrolle wurde
gereinigtes PfIB auf das Gel aufgetragen. Somit konnte auch mit TdcE eine Interaktion

nachgewiesen werden.

Interaktion von FocA und PfIB in Gegenwart von DDM

Zur Solubilisierung der Membran wurde das nicht-ionische Detergenz n-Dodecyl-8-maltosid
(DDM) genutzt. Da in anderen Versuchen (z.B. ITC Messungen) schon festgestellt werden
konnte, dass Detergenzien einen Einfluss auf eine mdgliche Interaktion haben kénnen,
wurde nun untersucht, ob DDM einen Einfluss auf die Interaktion zwischen FocA und PflB
hat. Um dies naher zu bestimmen, wurden die pull-down Analysen in Gegenwart von DDM
(1 mM DDM im Puffer) durchgefiihrt. Als Protein mit Strep tag wurde FocA5 genutzt. Die
Detektion der Elutionsfraktionen ist in Abb. 23 zu sehen. Es wurden jeweils dieselben
Proben mit bzw. ohne DDM aufgetragen. Bei allen Versuchen wurden die gleichen
Proteinmengen eingesetzt. Ohne Zugabe von DDM sind unter Verwendung der LF der
Stamme MC4100, MC4100 + p29 und REK702 Banden in der GrofRe von ca. 85 kDa
sichtbar. Wurde der Stamm RM223 verwendet, mit Deletionen in den Genen pfiB, pflA und
tdcE, konnte keine spezifische PfIB Bande detektiert werden. Als Kontrolle wurde die LF
des Stammes MC4100 + p29 zu dem beads gegeben ohne das diese zuvor mit FOCAS
inkubiert wurden. Es zeigt sich eine leichte Bande bei 85 kDa, woraus zuschliel3en ist, dass

eine geringe Menge an PfIB auch unspezifisch an die beads binden kann. Wurde zu allen
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Wasch- und Inkubationsschriten 1 mM DDM hinzugegeben, zeigen sich in den
Elutionsfraktionen nur sehr schwache Banden (FocA5 + LF MC4100, FocA5 + REK702,
FocA5 + MC4100 + p29, LF MC4100 + p29). In der Elutionsfraktion der beads, welche mit

der LF des Stammes RM223 inkubiert wurden ist wiederum keine Bande bei 85 kDa

sichtbar.
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Abb. 23 Autoradiogramm der pull-down Analyse in Gegenwart von DDM
Western-Blot Analyse nach 10%iger (w/v) SDS-Page; anti-PflIB AK (1:3000); 25 pl Elutionsfraktion
aufgetragen.

Es zeigte sich, dass die Zugabe von DDM die Interaktion zwischen FocA und PflB

schwacht, allerdings nicht vollstandig verhindert.

Interaktion zwischen FocA und anderen Proteinen

Nachdem eine Interaktion zwischen FocA und PflIB gezeigt werden konnte, wurde nun
untersucht, ob die putativen Glycylradikal-Enzyme PfIF und PfID ebenfalls mit FocA
interagieren. Dazu wurden beide Proteine mittels Affinitdtschromatographie mit His-tag
aufgereinigt und fur pull-down Analysen eingesetzt. PfID hat eine berechnete
Molekularmasse von 85 kDa und PflF eine Molekularmasse von ca. 91 kDa. Als Kontrolle
wurde der Versuch mit gereinigten PfIB durchgeflihrt. Die Elutionsfraktionen wurden auf
eine 10%ige (w/v) SDS-Page aufgetragen und mittels Western-Blot Analyse detektiert
(Abb. 24). Um alle Proteine gleichzeitig nachweisen zu kdénnen, wurde der His-tag AK

verwendet.
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Abb. 24 Autoradiogramm nach pull-down Analyse mit PflDy;s und PflF ;s
Western-Blot Analyse nach 10%iger (w/v) SDS-Page; His tag AK (1:2000); 25 pl Elutionsfraktion
aufgetragen

Weder in den Elutionsfraktionen der pull-down Analysen mit PfIDys noch mit PflFys konnte
eine Bande bei 85 kDa bzw. 91 kDa nachgewiesen werden. Die Kontrolle, in der PfIB zu
FocA5 beladenen magnetic beads gegeben wurde, zeigte eine deutliche Bande bei 85 kDa,
was der berechneten Molekularmasse von PfIB entspricht. Es konnte keine Interaktion von

FocA5 mit PfID oder PflF nachgewiesen werden.

3.6.2.3 Far Western-Blot Analysen

Eine weitere Methode zur Bestimmung einer Interaktion zwischen zwei gereinigten
Proteinen ist die Far Western-Blot Analyse. Wie bereits in 2.7.13 beschrieben basiert die
Methode auf der klassischen Western-Blot Analyse, wobei jedoch vor dem primaren AK die
Membran mit einem zweiten Protein inkubiert wird. Flr die Bestatigung der Interaktion
zwischen FocA und PfIB wurden zunachst die verschiedenen FocA Varianten auf eine BN-
Page aufgetragen. Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran und der
anschlieRenden Blockierung der Membran wurde diese Gber Nacht mit 500 ug gereinigten
PfIB inkubiert. Nach mehrmaligen Waschschritte wurde der PfIB AK auf die Membran
gegeben, welche anschliel’end detektiert wurde. Das Ergebnis dieses Versuches ist in Abb.

25 zu sehen.
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Abb. 25 Autoradiogramm nach Far Western-Blot Analyse einer 5-13,5%igen (w/v) BN-Page
Western-Blot Analysenach Inkubation mit 500 ug PflBys; anti-PfIB AK (1:3000); 1,5 ug Protein
aufgetragen

In allen Spuren konnten Banden bei ca. 160 kDa mittels anti-PfIB AK detektiert werden.
Dies entspricht der Molekularmasse eines FocA-Pentamers, welches bereits spezifisch
nachgewiesen werden konnte. Es zeigen sich zudem bei einigen Varianten Banden bei ca.
440 kDa, die einem Pentadekan entsprechen kénnten (FocA3, FocA5, FocA (V175A), FocA
(C176S), FocA (W180F), FocA (D190A), FocA (D190K), FocA (K191A), FocA (H209Y),
FocA (N213D), FocA (N113S/F207A)). Weitere Banden, unterhalb von 161 kDa, konnten
bei den Varianten FocA (C82S), FocA (V175A), FocA (W180F), FocA (D190A), FocA
(D190K), FocA (K191A), FocA (E208A), FocA (H209Y), FocA (N213D), FocA (H209Y) und
FocA (N113S/F207A) detektiert werden. Es zeigte sich, dass das Pentamer meist das
starkste Signal aufwies. Zudem konnten nach der Far Western-Blot Analyse teilweise
Banden detektiert werden, welche zuvor nicht bzw. nur sehr schwach gezeigt werden
konnten (z. Bsp. Pentadekan bei FocA (H209Y), FocA (N213D) und FocA (N113S/F207A)).
Fur weitere Kontrollen wurden in den folgenden Versuchen nur die unveranderten
Varianten (FocA3 und FocA5) sowie einzelne veranderte Varianten genutzt.

Zur Kontrolle ob der anti-PfIB AK allein an FocA binden kann, wurde ein Far Western-Blot
durchgeflihrt, ohne die vorherige Inkubation der Membran mit PfIBy;s. Nach der Detektion
konnte kein Signal nachgewiesen werden, wodurch eine unspezifische Interaktion des anti-
PfIB AK an FocA ausgeschlossen werden konnte (Abbildung nicht gezeigt).

Um zu zeigen, ob auch die denaturierte Form von FocA mit PfIB interagieren kann, wurde
die Far Western-Blot Analyse mit einer 12,5%igen SDS-Page durchgefuhrt. Dazu wurden
nur einzelne Varianten des FocA Proteins verwendet. Wie in Abb. 26 zu sehen ist, ist

PfIByis in der Lage an die denaturierte Form von FocA zu binden.
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Abb. 26 Autoradiogramm nach Far Western Blot Analyse mit PfIBy;s
A: 12,5%ige (w/v) SDS-Page nach Inkubation mit 500 pg PflBys; anti-PflB AK (1:3000); 1,5 pg
Protein aufgetragen

Es zeigten sich hier keine Unterschiede in den Banden-Intensitaten bei 26 kDa zwischen
den einzelnen Varianten. FocA3, FocA5 und FocA (C74S) wiesen zusatzlich eine Bande
bei ca. 45 kDa auf.

In den zuvor beschriebenen pull-down Analysen wurde getestet, ob die Proteine PfID und
PfIF mit FocA interagieren. Die Proteine sollten nun ebenfalls fir Far Western-Blot
Analysen eingesetzt werden.

Zunachst wurden 5 Varianten von FocA auf ein 12,5%iges SDS-Gel aufgetragen, auf eine
Membran Ubertragen und diese anschlieRend mit gereinigten PflFys inkubiert. Nach
Inkubation mit dem anti-PflF AK wurde die Membran detektiert (Abb. 27 A).
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Abb. 27 Autoradiogramm nach Far Western-Blot Analyse mit PflF;s

A: 12,5%ige (w/v) SDS-Page nach Inkubation mit 500 ug PflFys; anti-PfIF AK (1:3000); 1,5 pg
Protein aufgetragen

B: 12,5%ige (w/v) SDS-Page nach Inkubation mit anti-PflF AK (1:3000); 1,5 ug Protein aufgetragen
Wie in Abb. 27 zu erkennen ist, ist auch das PflFys Protein in der Lage an FocA zu binden.
Es gab hierbei keine Unterschiede in der Intensitdt der einzelnen Banden. Um
auszuschlief3en, dass der anti-PflF AK an FocA bindet, wurde ein weiterer Far Western-Blot
durchgeflhrt, wobei die Membran nicht mit PflF; inkubiert wurde. Das Ergebnis ist in Abb.
27 B zu sehen. Es zeigen sich deutliche Banden bei FocA5, FocA (K26A) und FocA (L79A).
Dies lasst schlussfolgern, dass der anti-PflF AK unspezifisch an FocA binden kann.
Dennoch ist zu bemerken, dass die Intensitat der Banden in Abb. 27 B geringer ist.

Als weitere Kontrolle sollte der Versuch mit gereinigtem PfIDys und HypFuis
(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Mario Brausemann) durchgeflihrt werden. Mit
diesem Versuch sollte nochmals sichergestellt werden, das FocA nicht unspezifisch alle
Proteine bindet. Daher wurde mit beiden Proteinen jeweils ein Far Western-Blot einer SDS-
Page angefertigt. Wie auch bei dem Versuch mit PfIByis wurden 500 ug gereinigtes Protein
eingesetzt. Da flr diese Proteine keine spezifischen AK vorhanden waren, wurde der anti-
His-tag AK genutzt. Als Kontrolle wurde das jeweilige Protein aufgetragen, um zu zeigen,

dass die Detektion erfolgreich war. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Abb. 28 zu sehen.
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Abb. 28 Autoradiogramm einer Far Western-Blot Analyse mit PflDy;s und HypFy;s

A: 12,5%ige (w/v) SDS-Page nach Inkubation mit 500 pg PflDy;s; anti-His-tag AK (1:5000); 1,5 pg
Protein aufgetragen

B: 12,5%ige (w/v) SDS-Page nach Inkubation mit 500 yg HypFys; anti-His-tag AK (1:5000); 1,5 pg
Protein aufgetragen

Wie in Abb. 28 zu erkennen ist konnte weder eine Interaktion mit PfIDys (A) noch mit
HypFis (B) nachgewiesen werden, da keine FocA spezifischen Banden mit Hilfe des anti-
His-tag AK detektiert wurden. Als Kontrolle konnte jedoch das aufgetragene PflDys bei
einer Grofle von 85 kDa nachgewiesen werden, welche der berechneten Molekularmasse
entspricht. Ebenfalls konnte eine Bande bei ca. 82 kDa detektiert werden, die der
Molekularmasse von HypFys entspricht (Abb. 28 B). Somit konnte gezeigt werden, dass

weder PfIDy;s noch HypFis mit FocA auf einer Membran interagieren.
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3.6.3 In vivo Untersuchung zur Interaktion zwischen FocA und PfIB

3.6.3.1 Klonierung in die Plasmide pUT18/pUT18C und pKT25/pKNT25 des
BACTH Systems

Um Interaktionsstudien zwischen FocA und PfIB durchfihren zu konnen, mussten zunachst
die Gene focA und pfiIB der einzelnen Proteine in die Vektoren des BACTH Systems
kloniert werden. Das Gen focA wurde hierbei in die Plasmide pKT25 und pKNT25 kloniert,
welche fir eine N- bzw. C-terminale Fusion von T25 an FocA codieren. Das Gen, welches
fur PfIB codiert, wurde in die Vektoren pUT18 und pUT18C kloniert. Es wurde sowohl das
gesamte Gen von pfiB als auch einzelne Teile kloniert, da verhindert werden sollte, dass es
durch die GroRe von PfIB nicht zur Verhinderung einer Komplementation kommt. Die
einzelnen Konstrukte, sowie die in PfIB gekennzeichneten Regionen sind in Abb.

schematisch dargestellt.

A
Konstrukt pUT18CpfIB (0-752) ~ —— T8 | pflB 0-752 ——
Konstrukt pUT18CpflB (0-424) —l T18 | pflB 0-424 |;
Konstrukt pUT18pfIB (414-603) ————1 pfIB 414-603 | T18 —
Konstrukt pUT18CpfIB (603-752) ———— T18 pfIB 603-752

Abb. 29 Darstellung der verschiedenen Konstrukte von pfiB fiir das BACTH System

A: Anordnung der Gene in den verschiedenen Plasmiden, welche flir das BACTH System eingesetzt
wurden

B: Schematische Darstellung eines PfIB Monomers; eingefarbt sind die verschiedenen Bereich deren
Gensequenz in die Plasmide kloniert wurde (Becker et al., 1999)

C: Kristall-Struktur des PfIB Monomers; PDB: 2PFL; 2,9 A (Becker et al., 1999) Die verschiedenen
Bereiche sind jeweils farbig gekennzeichnet, um deren Lage in dem Modell und der Kristallstruktur
aufzuzeigen
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Die Position des Fusion-Proteins wurde so gewahlt, dass die Fusion mdglichst die

Domanstruktur des Fragmentes nicht beeinflusst.

3.6.3.2 Auswertung des BACTH Systems

Zunachst wurden die Plasmide in unterschiedlichen Kombinationen in den E. coli Stamm
DHM1 cotransformiert und auf selektivem Medium ausplattiert. Auf McConkey Platten,
welche bei einer Interaktion zwischen FocA und PfIB rote Kolonien zeigen sollten, konnten
rosa Kolonien nachgewiesen werden. Dabei unterschied sich die Anzahl der Kolonien dahin
gehend, dass wenn das Plasmid pKNT25focA (T25 C-terminal an FocA fusioniert) genutzt
wurde mehr Kolonien beobachtet werden konnten. Die Positiv-Kontrolle (zwei Plasmide
(pUT18C-zip und pKT25-zip), die fir Gene codieren, deren Genprodukte miteinander
interagieren) zeigte rote Kolonien und die Negativ-Kontrolle (pUT18C-zip und pKT25focA)
zeigte nur weilde Kolonien. Auch nach der Selektion auf X-gal haltigen LB-Platten konnten
keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Kombinationen gezeigt werden. Daher
wurden jeweils 3 Klone pro Platte erneut ausgestrichen und in jeweils einer Ubernachtkultur
angezogen. Jeweils 3 Réhrchen pro Ubernachtkultur wurden anaerob in TGYEP-Medium
bis zu einer optischen Dichte von ca. 0,7 angezogen. AnschlieRend wurde von jedem
Réhrchen eine 3-fach B-Galaktosidase-Bestimmung durchgeflhrt. Die Ergebnisse sind in
Abb. 30 dargestellt.
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Abb. 30 B-Galaktosidase Aktivitaten des Bacterial Two Hybrid Systems
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DHM1 mit transformierten Plasmiden angezogen anaerob bei 37 °C in TGYEP-Medium; pH 6,85

Es wurden fir die Berechnung der [-Galaktosidase Aktivitat die Mittelwerte aus je 9
Messungen bestimmt und die entsprechende Standardabweichung angegeben. Jeder
Versuch wurde mind. 3-fach wiederholt. In Abb. 30 ist ein Beispiel einer Messung gezeigt.
Alle anderen Messungen unterschieden sich lediglich in der Héhe der R-Galaktosidase-
Aktivitat, jedoch nicht in der Tendenz. Das Verhaltnis zwischen den einzelnen
Kombinationen blieb immer gleich. Wie in Abb. 30 zu erkennen ist, zeigt die Positiv-
Kontrolle die hdochste Aktivitat mit ca. 720 MU, die Negativ-Kontrolle hat eine Aktivitat von
ca. 50 Miller Einheiten. Ahnlich der Negativ-Kontrolle verhalten sich die Kombinationen
pKT25focA + pUT18CpfIB (1-424), pKT25focA + pUT18pflIB (414-603), pKT25focA +
pUT18CpfIB (603-752), pKNT25focA + pUT18CpflIB (603-752) und pKNT25focA +
pUT18CpfIB. Auffallig ist das es sich hierbei meistens um Kombinationen handelt in denen
FocA eine N-terminale Fusion mit T25 hat. Deutliche Aktivitdten konnten bei den
Kombinationen pKT25focA + pUT18CpflB (1-424) und pKT25focA + pUT18pflB (414-603)
nachgewiesen werden. Ein geringer Unterschied zeigte sich bei der Kombination aus den
Plasmiden pKT25focA + pUT18CpflB. Daher konnte gezeigt werden, dass sowohl die AS 1-
424 als auch die AS 414-603 von PfIB mit FocA interagieren, wenn der N-Terminus von
FocA zuganglich ist. Wurde das gesamte PflB-Protein eingesetzt, konnte auch mit der N-
terminalen Fusion von T25 an FocA eine Interaktion gezeigt werden, welche jedoch
deutlich geringer war. Diese geringe Aktivitdt kdnnte auch darin begrindet sein, dass die
GroRRe des PfIB-Proteins eine Interaktion der Cyclase Untereinheiten reduziert. Die AS 603-
752 von PfIB, welche u.a. die wichtigen AS fir die Bildung des Glycyl-Radikals beinhalten,
scheinen keine Interaktion mit FocA zu zeigen. Mit diesem System konnte auch in vivo eine

Interaktion zwischen FocA und PfIB nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss einzelner Aminosaure-Austausche auf die Stabilitat
des FocA-Proteins und die Translokation von Formiat uiber die
Membran

Obwohl in den letzten Jahren immer mehr Mitglieder der Formiat-Nitrit-Transporter (FNT)-
Familie (Klasse 2.A.44 nach der Transport Classification Database, (Saier et al., 1999))
strukturell aufgeklart wurden, gibt es bis heute keine eindeutigen Hinweise Uber die
Wechselwirkungen der einzelnen Monomere im Pentamer des FocA-Proteins. Durch die
Aufklarung der Kristallstruktur von FocA konnten erste Hinweise auf allgemeine
Eigenschaften und einen mdglichen Mechanismus der Formiattranslokation gegeben
werden (LU et al., 2011; Waight et al., 2010; Wang et al., 2009). Im Folgenden ist nun eine
Ubersicht tber die veréffentlichten Kristallstrukturen, sowie den postulierten Mechanismus
dargestellt (Tabelle 11).

Tabelle 11 Ubersicht der verdffentlichten Kristallstrukturen von FocA

Organismus  Auflésung N-Terminus Model der Autor (Jahr)
Formiattranslokation
Escherichia 2,25 A N-Terminus Engstellenbildung in monomerer Wang et al.
coli verklrzt (nur Pore durch AS-Paare: F75/F202 (2009)
AS 28-285) und L79/L89
Vibrio cholera 2,13 A ungeordnete Engstellenbildung in monomerer  Waight et al.
Struktur Pore durch AS-Paar H208/T90 (2010)
Salmonella 2,8 A 3 pH-abhangige LG et al. (2011)
typhimurium verschiedene Konformationsanderung
Strukturen
beobachtet

Die Unterschiede in den Strukturen beziehen sich hierbei nicht nur auf den zu
untersuchenden Organismus, sondern auch auf die Vorhersage eines maoglichen
Translokationsmechanismus. Dabei zeigte sich, dass sowohl Wang et al. als auch Waight
et al. (2010) einen Mechanismus vorschlagen der eine Engstellenbildung vorsieht. Jedoch
unterscheiden sich hierbei die beteiligten Aminosauren. Wahrend Wang et al. ihren
Mechanismus durch eine Untersuchung auf durch Wasserstoffbriickenbindungen gebildete
Engstellen in der monomeren Pore zwischen den AS F75/F202 und L79/L89 stltzen,
postulieren Waight et al. (2010) eine Engstellenbildung zwischen anderen Aminosauren
(H208 und T90). In Abb. 31 ist dieser Mechanismus dargestellt. Die Bindung kénnte durch
die Anwesenheit von 2 dissoziierten Formiatmolekilen (FMT1 +FMT2) im selektiven Filter

geldst werden, indem ein Formiatmolekil (FMT2) die Position der AS T90 einnimmt und
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Uber eine Wasserstoffbriickenbindung mit H208 interagiert.
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Abb. 31 Postullerte:r Mechanismus der Formlattranslokatlon in V. cholerae nach Walght et al.,
i?1l-(|)i3208 und T90 interagieren durch eine Wasserstoffbriickenbindung; B) zwei Formiatmolekile
(FMT1  und FMT2) sind im selektiven Filter Ilokalisiert; C) FMT2 geht eine
Wasserstoffbriickenbindung mit His208 ein und tUbernimmt die Position von T90; damit ist der Kanal
offen fir die Translokation weiterer Formiatmolekiile; Die AS H208 und T90 entsprechen den AS des
FocA-Proteins aus E. coli H209 und T91

Da die AS T90 in der Q-Schleife von FocA lokalisiert ist und somit in der Mitte der Pore
liegt, wird von Waight et al. (2010) postuliert, dass dieser Mechanismus stark von der
Flexibilitat der Q-Schleife abhangig ist. In dieser Arbeit wurde die Funktion verschiedener
AS des FocA Proteins untersucht, indem diese AS durch andere AS ausgetauscht wurden.
Durch die indirekte Messung des internen Formiatspiegels konnten mehrere AS identifiziert
werden, welche eine Rolle in der Formiattranslokation zu haben scheinen. Unter Anderem
wurde auch die AS H209 (die korrespondierende AS in E. coli zu H208 aus V. cholerae)
untersucht. In B-Galaktosidase-Aktivitats-Messungen im E. coli Stamm DH201, welcher
nicht in der Lage ist intern Formiat zu bilden, zeigte ein Austausch des Histidins an Position
209 zu einem Tyrosin eine Senkung der internen Formiatmenge. Dieser Unterschied
kdénnte zum Beispiel in einem verringertem Import oder einem gesteigerten Export von
importierten Formiat begrindet sein. Die Untersuchungen im Stamm DH701 ohne
Formiatzugabe zeigten eine erhéhte Menge an Formiat in der Zelle. Geht man von einem
unterschiedlichen Mechanismus fiir den import sowie fir den Export aus, wirden sich die
Ergebnisse wiedersprechen, da das Ergebnis im Stamm DH701 flr einen verringerten
Export bzw. einen gesteigerten Reimport von Formiat spricht. Wenn Import und Export
jedoch gleich funktionieren ware es auch mdglich, dass die OH-Gruppe, welche durch das
Tyrosin eingefiihrt wurde, den Transport durch die Pore verlangsamt. Bei der Interpretation
dieser Ergebnisse sollte allerdings nicht aulder Betracht gelassen werden, dass es neben
FocA noch mindestens einen weiteren Formiat-Translokator in E. coli gibt (Suppmann &
Sawers, 1994). Da bisher dieser Translokator noch nicht identifiziert werden konnte, ist es
schwer eine Aussage Uber die genaue Funktion der AS H209 im FocA-Protein in E. coli zu

treffen.
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In der Diplomarbeit von D. Hunger (2012) wurde die Funktion der AS T91
(korrespondierende AS in E. coli zu T90 in V. cholerae) untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass ein Austausch der Aminosaure Threonin an Position 91 zu Alanin zu einem
gesteigerten Import von Formiat fihrt. Eine Variante mit beiden Austauschen
(H209Y/T91A), zeigte sowohl im Stamm DH201 als auch im Stamm DH701 eine verringerte
B-Galaktosidase-Aktivitat, was auf einen verringerten Import, als auch auf einen
gesteigerten Export schlielen lasst (Abb. 14 + 15). Dabei sollte beachtet werden, dass
durch die Austausche zu Tyrosin bzw. zu Alanin eine Wasserstoffbriickenbindung
verhindert werden kénnte, bzw. die Distanz zwischen den AS verringert wird. Damit ware
zumindest der gesteigerte Export erklarbar. Somit konnte gezeigt werden, dass die AS
H209 und T91 auch in E. coli an der Formiattranslokation beteiligt zu sein scheinen, was
die Theorie von Waight et al. (2010) unterstlitzen wiirde. Die These, dass die AS H209 an
der Translokation beteiligt ist, konnte vor Kurzem auch durch Simulationsstudien gezeigt
werden (Feng et al., 2012).

Da von Wang et al. (2009) ein Mechanismus vorgeschlagen wurde, welcher auf den
Kristallisationsergebnissen und in vitro- Analysen von FocA aus E. coli beruht, wurden auch
in der hier vorliegenden Arbeit einige AS untersucht, die am Mechanismus beteiligt zu sein
scheinen. Wie bereits erwahnt postulieren Wang et al. (2009) eine Bildung eines selektiven
Filters durch Engstellenbildung in der Pore des Monomers. Dabei wurden 4 AS naher
untersucht: F75, F202, L79 und L89. Die Orientierung dieser AS, sowie die gebildete

Engstelle sind in Abb. 32 zu sehen.
W

Abb. 32 Darstellung der Engstellen im selektiven Filter des FocA-Proteins aus E. coli (Wang
et al., 2009)

Gezeigt ist die raumliche Darstellung der AS im Monomer, dabei betragt die Entfernung zwischen
F75 und F202 1,8 A und zwischen L79 und L89 1,35 A
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Es konnte gezeigt werden, dass diese AS eine Engstelle von 1,8 A bzw 1,35 A bilden,
welche zu schmal ware um Wasser oder Formiat zu translozieren. Daher wurde von Wang
et al. geschlussfolgert, dass die gezeigte Kristallform wahrscheinlich die geschlossene
Form von FocA darstellt. Es war in dieser Arbeit nicht mdglich einen AS-Austausch an der
Position 75 zu erzeugen, weshalb die benachbarte AS C74 naher charakterisiert wurde.
Messungen der internen Formiatkonzentration zeigten, dass ein Austausch der AS F202 zu
Alanin und L79 zu Alanin zu einer verringerten Menge an Formiat in der Zelle fuhrt. Dabei
sollte beachtet werden, dass der Austausch eines Phenylalanin zu einem Alanin keine
Unterschiede in der Polaritat aufweist, allerdings gro3e Unterschiede in der rdumlichen
Struktur. Der Austausch des Leucin zu einem Alanin fiihrt zur Anderung der Polaritat. Der
Austausch des Cystein an Position 74 zeigte hingegen keinen Unterschied in der
gemessenen [-Galaktosidase-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp, so dass gezeigt werden
konnte, dass ein Austausch einer benachbarten AS keinen Einfluss auf die Translokation
von Formiat ausibt. Méglicherweise wird bei diesen Varianten importiertes Formiat sofort
wieder aus der Zelle exportiert.

Die Funktion der AS Leucin 89 wurde in der Diplomarbeit von D. Hunger naher untersucht.
Darin konnte festgestellt werden, dass ein Austausch dieses Leucins zu einem Alanin keine
eindeutigen Auswirkungen auf die Aktivitat von FocA hatte. Daher konnten mit der Methode
der indirekten Formiatmessung auch die Ergebnisse von Wang et al. teilweise bestatigt
werden. Auch durch Untersuchungen am HSC-Protein aus C. difficile (Bry & Wang, 2012)
konnte gezeigt werden, dass auch dieses Protein einen hoch konservierten Bereich besitzt
der eine Q-Schleife bilden kénnte. Die AS L82 und F194 zeigten in Austausch-Varianten
einen deutlich erhéhten Formiatimport. Die Variante mit einem Austausch am Threonin 84
(korrespondierende AS zu T91 aus E. coli) zeigte hingegen keinen eindeutigen Effekt in der
Formiataufnahme. Daher kann geschlussfolgert werden, dass AS der Q-Schleife wichtig fur
die Translokation von Formiat zu sein scheinen. Es konnte allerdings noch nicht 100%ig
bestatigt werden, welche AS im Einzelnen daran beteiligt sind. Eine Variation dieser AS in

den verschiedenen Organismen ist dabei nicht auszuschliel3en.

Eine weitere Region im FocA-Protein war auffallig. Die AS D190 und K191 liegen in der
transmembranen Helix 5a, einer unterbrochenen Helix in der die jeweiligen AS dem
Cytoplasma zugewandet sind (Abb. 33). Austausche der AS Aspartat 190 zu einem Alanin
bzw. einen Lysin wiesen starke Unterschiede zu einander auf. Die Bestimmung des
internen Formiat-Levels im Stamm DH201 zeigt einen starken Anstieg der Formiatmenge in
der Zelle, wenn das Aspartat zu einen Alanin ausgetauscht wurde. Erfolgte jedoch der

Austausch der sauren AS Aspartat zu einer basischen AS (Lysin) resultierte dies in einem
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stark verringerterm Formiatspiegel in der Zelle. Untersuchungen im Stamm DH701 zeigten,
dass alle Austausche sich gleich verhielten, sobald Formiat intern produziert wurde. Dies
deutet darauf hin, dass durch den Austausch zu Alanin die Aufnahme von Formiat
gesteigert wurde. Ersetzte man dieselbe AS jedoch durch eine basische AS, veranderte
also die Ladung, wurde die Formiataufnahme in die Zelle verringert. Eine Verringerung der
Formiataufnahme konnte ebenfalls durch den Austausch des benachbarten Lysins 191 zu
einem Alanin gezeigt werden. Auch in diesen Fall wurde die Ladung verandert. Die Lage

dieser AS im FocA-Pentamer ist in Abb. 33 gezeigt.

) Periplasma

Abb. 33 Darstellung der Lokalisation von D190 und K191 im FocA Protein

A: Darstellung der Oberflachenstruktur eines FocA Pentamers aus E. coli von cytoplasmatischer
Sicht; PDB: 3KCV; 3,2 A Wang et al. (2009). Die roten Stelle zeigen die Positionen von D190 und
gjgljo‘pologie Diagramm des FocA Monomers aus V. cholerae nach Waight et al. (2010); Pfeil
markiert die Position der AS 190 und 191

Auffallig ist hierbei, dass beide AS an der Oberflache von FocA liegen und somit auch
zuganglich waren fir mogliche Interaktionspartner wie z. B. die Pyruvat-Formiat-Lyase PflB
in E. coli. Werden verschiedene Alignments zwischen FocA-Proteinen aus
unterschiedlichen Organismen betrachtet, ist auffallig (Abb. 37, Anhang), dass besonders in
der Gruppe der Enterobacteriaceae die AS D190 stark konserviert ist. Alle bereits
identifizierten FocA-Proteine aus der Gruppe der Enterobacteriaceae besitzen an Position
190 ein Aspartat und an Position 191 ein Lysin. Zudem ist zu bemerken, dass alle Vertreter
dieser Gruppe, welche ein FocA-Protein synthetisieren auch eine Pyruvat-Formiat-Lyase
besitzen. Bei anderen Vertretern der Proteobacteria ist meist nur das Lysin an Position 191
konserviert und nur einige Ausnahmen haben ein konserviertes Aspartat. Auch bei den
meisten Vertretern der Archea zeigt sich eine Konservierung des Lysins, allerdings nicht
des Aspartats (Abb. 37, Anhang). Da in den Untersuchungen im Stamm DH701 keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten gezeigt werden konnten, kann nicht

eindeutig gesagt werden, ob diese AS an der Interaktion mit PfIB beteiligt sind, bzw. ob



DISKUSSION | 70

einzig und allein der Austausch einer einzelnen AS die Translokation beeinflussen kdnnte.
Weitere Hinweise kdénnten durch Translokationsstudien in Liposomen oder kinstlichen
Membranen gewonnen werden. Da es sich hierbei um einen in vitro Versuch handeln
wlrde, ware klar zu zeigen, ob ein Austausch nur den Import oder Export betrifft, da
Reimporte oder Reexporte ausgeschlossen werden kdénnen.

In Abb. 34 ist zusammenfassend dargestellt, welche AS wahrscheinlich einen Einfluss auf
den Import bzw. Export von Formiat zeigen. Zudem ist die Lage einzelner AS in der

Kristallstruktur und im Alignment.

Periplasma
« C74 « L79
« W180 + (82
« F202 + K156
- E208 « V175
*  H209/T91 « C176
«  N113/F207 « D190>A
« D190 > K
+ K191
Cytoplasma

HTFXEXVXLGILCNLMVCLAXWMS YXGRSLXDKKXAMXL " XXXFVASGFEHS TANMFX T

FocA HTFTEAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLIIDK MVLPVAMFVASGFEHS IANMFM T
FocB HTFTESVSLGIMCNLMVCLA WMSYCGRSL(DKf VAMTLP ' TLFVASGFEHC IANLFVI
NirC - GALCNWLVCLATWM "k} A L LAFTASGVEHS IANM

Abb. 34 Zusammenfassende Darstellung des Einflusses einzelner AS auf die
Formiattranslokation

Brauner Pfeil: Export; blauer Pfeil Import; In der Kristallstruktur sind die entsprechenden AS
eingefarbt

Die Variante N213D ist in dieser Abbildung nicht dargestellt, da sie keiner der beiden
Transport-Richtungen spezifisch zugeordnet werden kann. Im Stamm DH201 wies sie eine
verringerte B-Galaktosidase-Aktivitat als der Leervektor auf, was auf einen gehemmten
Import oder einen gesteigerten Export von zuvor importierten Formiat schliefen wirde.
Betrachtet man allerdings die Aktivitat im Stamm DH701, so weilt die Variante N213D eine
sehr hohe Aktivitat auf, welche auf einen gehemmten Export bzw. gesteigerten Reimport

von bereits exportierten Formiat deutet. In dieser AS-Austausch Variante kénnten auch
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sowohl der Import, als auch der Export gestort sein. Betrachtet man die Lage der AS N213
in der Kristallstruktur von FocA, so zeigt sich, dass N213 Teil einer a-Helix ist, welche in der
zentralen Pore liegt. Somit ware die Vermutung, dass N213 an der Regulation der
Porendffnung beteiligt ist und somit die SchlieBung bzw. Offnung des Kanals beeinfluft,

nicht auszuschlielR3en.

Ebenfalls aufféllig waren in dieser Arbeit die unterschiedlichen Quartarstrukturen der
verschiedenen FocA Varianten. In Blue-Native-Gel-Analysen konnten fir die verschiedenen
Varianten sowohl Pentamere, Tetramere, Trimere, Dimere, Monomere als auch ein
Pentadekan nachgewiesen werden. Je nachdem welcher Antikérper (AK) verwendet wurde,
konnten unterschiedliche Banden in Western-Blot Analysen nachgewiesen werden (Abb.
12). So konnten zum Beispiel unter Verwendung der Streptactin-HRP Konjugates
(detektiert den Strep-tag am N-Terminus von FocA) nur das Pentamer oder kleinere
Oligomer-Formen nachgewiesen werden. Besonders auffallig waren hierbei die Varianten
FocA (E208A), FocA (H209Y), FocA (N213D), FocA (H209Y/T91A) und FocA
(N113S/F207A) bei welchen nur das Pentamer gezeigt werden konnte, obwohl
verschiedene Oligomere auch in der Coomassie gefarbten Page sichtbar waren.
Verwendete man den AK 8075, welcher AS der periplasmatischen Schleife erkennt,
konnten alle Formen von FocA detektiert werden. Anhand dieser Ergebnisse kénnte man
schlussfolgern, dass der N-Terminus in manchen Oligomeren nicht mehr zuganglich ist und
somit nicht detektiert werden konnte.

Da bisher nur die Quartarstruktur des Pentamers gezeigt werden konnte, war es
interessant zu sehen, dass einzelne AS Austausche groRe Unterschiede in der
Quartarstruktur bewirken. Dies konnte auch schon von D. Hunger in ihrer Diplomarbeit
(2012) an AS des Q-Schleife gezeigt werden. Unabhangig von der Position der
ausgetauschten AS in der Schleife zeigten sich unterschiedliche Quartarstrukturen (G86,
F90, T91, A99 und W107). So zeigten sich bei den Varianten von D. Hunger neben dem
Pentamer auch Monomere, Dimere, Trimere und Tetramere. Denkbar ware hier, dass der
Austausch einzelner AS dazu fihrt, dass eventuell wichtige Wechselwirkungen zwischen
den einzelnen Monomeren geschwacht sind und somit das Pentamer leichter in seine
einzelnen Untereinheiten zerfallt. Da bis heute noch kein Mechanismus gezeigt werden
konnte, wie das FocA-Protein in die Membran integriert wird, ware es auch denkbar, dass
durch einzelne AS-Austausche die korrekte Insertion des FocA-Pentamers verhindert wird.
Erste Hinweise auf die Oligomerisierung eines Membranproteins, dass in der Tertiarstruktur
hohe Ahnlichkeiten zu FocA besitzt, wurden kirzlich veréffentlicht (Neumann et al., 2012).
Dabei konnte anhand des Aquaglyceroporins (GIpF) gezeigt werden, dass die

Oligomerisierung erst nach der Insertion der Monomere in die Membran erfolgt. Es wird



DISKUSSION | 72

hierbei postuliert, dass es nach der Insertion der einzelnen Helices zu einer Ausbildung
einzelner Domanen durch Helix-Helix-Interaktionen kommt. Diese Domé&nen fihren
anschlie®end zur Ausbildung der Monomere. Zwei Monomere lagern sich dann zu einem
Dimer zusammen, welches anschlielfend zu einem Tetramer verknlpft wird. Da FocA aber
eine pentamere Struktur aufweist, bleibt bis zum heutigen Zeitpunkt unverstanden, wie es
zur Bildung dieses Pentamers kommt. In den verschiedenen in dieser Arbeit hergestellten
Varianten zeigten sich ebenfalls unterschiedliche Oligomer Formen. Wie in Abb. 12 zu
erkennen ist, konnte bei allen Varianten, auller FocA (V175A), FocA (D190A) und FocA
(F202A), mehrere Banden unterhalb der 440 kDa Bande mit verschiedenen AK
nachgewiesen werden. Diese Banden wirden aufgrund ihrer Gréle auch dem Monomer,
Dimer, Trimer und Tetramer zugeordnet werden. Interessant ist besonders die Variante
D190A. Bei dieser Variante wurde Alanin als Austausch-Variante gewahlt und es konnten
nur das Pentamer bzw. das Pentadekan nachgewiesen werden. Tauschte man allerdings
das Aspartat an Position 190 zu einem Lysin, entstand eine doppelt positive Ladung (Lysin
an Position 190 und 191) und es konnten wieder eine tetramere und trimere Form
nachgewiesen werden. Diese Anderung in der Ladung beeinflusst wahrscheinlich die
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Monomeren. Eine weitere Erklarung flr das
Auftreten verschiedener Oligomer-Formen kdnnte eine reduzierte Stabilitdt der FocA-
Varianten sein. Durch das Solubilisieren der Membran kommt es zur Anlagerung von
Seifenmolekiilen, welche mit hydrophoben Resten an die hydrophoben Bereiche der
Proteine binden und dabei teilweise die Phospholipide verdrangen (Roth et al., 1989).
Somit ist es mdglich, dass das Pentamer nicht komplett in die Mizelle integriert werden
konnte und in den gereinigten Proteinfraktionen unterschiedliche Oligomere nachweisbar

waren. Um diese Vermutung zu bestatigen, missten weitere Untersuchungen erfolgen.
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4.2 Die Rolle des N-Terminus in FocA

Nach der Vero6ffentlichung der Kristallstrukturen zeigten sich erste Hinweise, dass der N-
Terminus flexibler ist als andere Regionen von FocA (Tabelle 11). Wang et al. war es nicht
gelungen das Volllangen-Protein-FocA aus E. coli zu kristallisieren. Daher entschieden sie
sich den N-Terminus durch ein V8-Protease zu verkurzen. Erst nach diesem Verdau war es
maoglich Kristalle zu erhalten, welche in einer guten Auflésung betrachtet werden konnten.
Auch Waight et al. (2010) waren nicht in der Lage eine geordnete Form des N-Terminus
des FocA-Proteins aus V. cholerae zu kristallisieren. Auffallig war auch, dass es in der hier
vorliegenden Arbeit nicht mdéglich war N-Terminal verkirzte Varianten von FocA
herzustellen (Daten nicht gezeigt). Erst LU et al. (2011) gelang es den N-Terminus (verkirzt
um 13 AS) von FocA aus Salmonella typhimurium in einer Kristallstruktur zu zeigen. Dabei
erhielten sie 3 verschiedenen Formen von FocA: eine geschlossene Form, eine offene

Form und eine Zwischenform. Die verschiedenen Formen sind in Abb. 35 dargestelit.

Abb. 35 Darstellung der verschiedenen Formen von FocA aus S. typhimurium (nach Li et al.
2011)

A: offene Form, Darstellung der relativen Position des Monomeres im Pentamer; B: Zwischenform;
C: geschlossene Form; N: N-Terminus; C: C-Terminus; Q: Q-Schleife

Dabei unterschieden sich die Strukturen hauptsachlich in der Lage des N-Terminus sowie
der Q-Schleife. Bei einem pH von 4,0 konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus
strukturiert vorliegt, allerdings auch eine hohe Asymmetrie und Flexibilitat aufweist. Diese
Flexibilitdt kénnte auch auftretende Probleme bei der Kristallisation des N-Terminus
erklaren. In der offenen Form (Abb. 35 A) liegt der N-Terminus unstrukturiert vor und 6ffnet
somit den Kanal fur die Substrate. Eine dhnliche Struktur konnte bei FocA aus V. cholerae

gezeigt werden, was darauf hin deutet, dass auch diese Struktur eine offene Form darstellt.
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Die Zwischenform zeigt den N-Terminus als Helix, welche den Kanal tUberspannt und
verengt, allerdings eine Substrat-Translokation nicht vollstdndig verhindert (Abb. 35 B). In
dieser Form kommt es zu einer Interaktion des N- und C-Terminus mit der Q-Schleife. In
der geschlossenen Form blockiert der N-Terminus den Kanal Eingang, wodurch keine
Formiat-Moleklle den Kanal passieren kénnen (Abb. 35 C). Durch die Rotation des N-
Terminus verlieren sowohl der C-Terminus als auch die Q-Schleife ihre strukturiert
Konformation. Nur in der Zwischenform liegt die Q-Schleife strukturiert vor, da
wahrscheinlich die Interaktion mit dem N-Terminus eine stabilisierende Funktion erfullt. In
der Kristallstruktur konnten LU et al. sehen, dass in einem Pentamer zwei Kanale die
geschlossene Form zeigen, wahrend die anderen drei Kanale die offene Form aufweisen.
Es wird postuliert, dass der Ubergang der einzelnen Formen durch eine Veranderung des
pH-Wertes induziert wird. Bei hohen externen pH-Werten erfolgt die Abgabe von Formiat in
das Medium durch den passiven Export-Kanal. Sinken die pH-Werte wird Formiat Gber
einen aktiven Formiat/H* Transporter in die Zelle importiert. Schon Rossmann et al. gaben
1991 die ersten Hinweise, dass der pH-Gradient Gber der cytoplasmatischen Membran das
Verhaltnis von internem und externem Formiat bestimmt. Weiterhin postulierten sie einen
Protonen-Symport Mechanismus, welcher Formiat bei saurem pH in die Zellen aufnimmt.
Bei alkalischen pH-Werten erfolgt eine Sekretion von Formiat in das Medium.
Elektrophysiologische Studien zeigten, dass FocA bei pH 7,0 als spezifischer Kanal
fungiert. Bei einem pH-Wert von 5,1 schlie3t sich der Kanal (LU et al., 2011). Da alle
Versuche in dieser hier vorliegenden Arbeit bei einem externen pH-Wert von 6,85
durchgeflihrt wurden, ware davon auszugehen, dass FocA als spezifischer Kanal fungieren

wlrde.

Nach ersten Hinweisen, dass der pH-Wert eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
Formiat-Translokation spielt, wurde nun eine Interaktion mit einem weiteren Protein als
Regulationsmechanismus in Betracht gezogen. Aufgrund der engen Verknlipfung des
Membranproteins FocA und des cytosolischen Proteins PfIB im Formiatstoffwechsel wurde
zunachst diese Interaktion untersucht. Nachdem schon D. Falke in ihrer Diplomarbeit
(2010) zeigen konnte, dass beide Proteine miteinander interagieren, wurde in dieser Arbeit
diese Interaktion naher charakterisiert. Durch Colokalisations-Studien konnte gezeigt
werden, dass PfIB in der Anwesenheit von FocA an der Membran lokalisiert ist. Dabei
konnte auch gezeigt werden, dass PfIB auch in der Abwesenheit von FocA in sehr geringen
Mengen an der Membran lokalisiert ist. Es ist zu vermuten, dass PfIB mit den zweiten, noch
unbekannten, Formiat-Transporter interagiert, somit auch diesen reguliert und deshalb in
der Abwesenheit von FocA an der Membran lokalisiert ist. Wascht man die

Membranfraktion allerdings mehrfach mit hohen Salzkonzentrationen (500 mM NacCl) so ist
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PfIB nur FocA abhangig an der Membran lokalisiert, was darauf hindeutet, dass die
Interaktion zwischen PfIB und FocA starker ist als zwischen PfIB und dem anderen Formiat-
Transporter. Pull-down Analysen bestatigten die Colokalisations-Ergebnisse und zeigten

eine starke spezifische Interaktion zwischen beiden Proteinen.

Bisher konnten diese nicht-kovalenten Wechselwirkung allerdings nicht genau definiert
werden, da bei Protein-Protein-Interaktionen verschiedene Bindungstypen involviert sein
kénnen (Ofran & Rost, 2003). Diese unterscheiden sich aufgrund der GréRe, Form sowie
der Oberflachen Komplementaritdt (Fernandez & Scheraga, 2003). Dabei wurde flr
Standard-Interaktionsflichen (Horton & Lewis, 1992) eine GréRe von 1200-2000 A?
gezeigt. Kurzlebige oder instabilere Komplexe zeichnen sich durch etwas kleiner (1150-
1200 A?) Interaktionsflichen aus (Conte et al., 1999). GroRere Interaktionsflichen
zwischen 2000 — 4660 A?treten bisher nur zwischen Proteasen, eine speziellen Klasse von
Inhibitoren, G-Proteine und Komponenten des Signal-Transduktion Systems auf (Horton &
Lewis, 1992; Janin & Chothia, 1990). Die Bindung zwischen FocA und PflIB wirde
wahrscheinlich in der Gruppe der Standard-Interaktionen eingeordnet werden, da durch
verschiedene Salzkonzentrationen gezeigt werden konnte, dass es sich hierbei um keine
instabile Bindung handelt.

Die Bindungstypen werden in die drei wichtigsten Gruppen unterteilt: elektrostatische
Bindungen, Wasserstoffbriicken- und Van-der-Waals Bindungen. Diese Gruppen
unterscheiden sich voneinander in der raumlichen Struktur, Bindungsstarke und Spezifitat
(Cho et al., 2005). Elektrostatische Bindungen treten meist zwischen entgegengesetzt
geladenen AS-Resten auf. Durch intermolekulare Salzbriicken, kann diese Bindung
stabilisiert werden (Xu et al., 1997). Im Gegensatz zur elektrostatischen Bindung kénnen
sich Wasserstoffbriicken zwischen ungeladenen und geladenen AS-Resten ausbilden,
wobei sich immer zwei Atome ein Wasserstoffatom teilen (Jones & Thornton, 1996).
Auffallig ist, dass 76 % der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen AS-Resten an der
Kontaktflache zu Interaktionspartnern ausgebildet werden (Moreira et al., 2007). Die
Wechselwirkungen durch Van-der-Waals Krafte beruhen auf der Ausbildung von
schwachen Bindungen zwischen apolaren AS-Resten. Treten diese allerdings in gréRerer
Dichte in der Kontaktflache auf, flihrt dies haufig zur Ausbildung von engen Bindungen. Bei
vielen Protein-Protein Interaktionen kdnnen sowohl elektrostatische Wechselwirkungen,
Wasserstoffbriickenbindungen, als auch Van-der-Waals Krafte beteiligt sein. Da bei der
Interaktion zwischen FocA und PfIB noch keine Hinweise vorhanden sind um welche

Wechselwirkungen es sich handelt, sollten weitere Untersuchungen erfolgen.
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Die meist verbreitete Methode zur Untersuchung von Interaktionsflachen ist der Austausch
einzelner AS um deren Beteiligung an der Interaktion zu bestimmen. In dieser Arbeit
wurden mehrere AS durch andere ersetzt. Auch mit diesen Varianten wurden pull-down
Analysen durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass alle Varianten mit PfIB interagieren. Jedoch
konnten keine Unterschiede in der Bandenintensitdt gesehen werden, so dass keine
Aussage Uber den Einfluss eines AS-Austausches auf die Interaktion gezeigt werden
konnte.

Durch den Austausch einzelner AS zu einem Alanin konnten von mehreren Arbeitsgruppen
sogenannte hot spots vorhergesagt werden (Bogan & Thorn, 1998; Hu et al., 2000). Bei
einem hot spot handelt es sich um einen AS-Rest, der wenn er zu einem Alanin mutiert
wird, zu einem Absinken der Bindekonstante fihrt. Anstatt von Alanin konnte auch eine
Austausch zu Glycin erfolgen, welcher allerdings auch eine Flexibilitat des
Proteinrlickgrates induziert und daher eher selten durchgefiihrt wird (Morrison & Weiss,
2001). Anhand der generellen Eigenschaften eines AS-Restes (Hydrophobizitat, Form und
Ladung) kann bis jetzt noch keine Aussage getroffen werden, welche Atome einen hot spot
bilden kénnen (Conte et al., 1999; Jones & Thornton, 1996). Es wird allerdings immer 6fter
gezeigt, dass polare Reste an der Oberflache von Proteinen haufig hot spots bilden (Ma et
al., 2003). Bogan und Thorn (1998) fanden heraus, dass in hot spot Regionen im
Allgemeinen vorwiegend die AS mit hydrophoben Seitenketten, z. B. Tryptophan (21 %),
Tyrosin (13,3 %) und Arginin (12,3 %) angereichert sind. Durch diese Seitenketten waren
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen leichter moglich. Regionen mit einem hohen
Anteil an AS mit hydrophoben Seitenketten konnten in FocA nicht identifiziert werden (Abb.
37). Leucin, Serin, Threonin und Valin sind fast nie in hot spots zu finden. In FocA konnten
keine Regionen identifiziert werden, welche diese AS gehauft enthielten.

Aufgrund einer Veroéffentlichung im Jahr 2001 konnte gezeigt werden, dass durchschnittlich
9,5 % der AS-Reste an der Oberflache hot spots bilden kénnen (Bogan & Thorn, 1998;
Thorn & Bogan, 2001). Hot spots Uberlappen haufig mit hoch konservierten AS-Resten im
Protein (Keskin et al., 2005; Li et al., 1998) und die Anzahl dieser scheint mit der Gré3e des
zu analysierenden Systems zu korrelieren (Hu et al., 2000). Zudem zeigte sich, dass AS-
Reste an der Interaktionsflaiche meist einem gemeinsamen evolutionaren Ursprung
besitzen, d. h. stark konserviert sind (del Sol et al.,, 2003; Goh & Cohen, 2002). Diese
Tatsache wirde wieder fur die wichtige Rolle der AS D190 und K191 im FocA Protein
sprechen. Da wie schon gezeigt wurde beide AS je nach Vorhandensein von PfIB
konserviert vorliegen, wirde dies die These von del Sol et al. (2003) und Goh &Cohen
(2002) unterstitzen.

Wie die steigende Anzahl an kristallisierten Protein-Komplexen zeigt, sind immer mehr

Protein-Protein-Interaktionen strukturabhangig (Najmanovich et al.,, 2000). Einige
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Interaktion sind auch abhangig von der Funktion und somit in der Lage verschiedene
Partner zu binden (Barnett et al., 2000; DelLano et al., 2000; Harris et al., 2001). Leider war
es bisher nicht méglich Co-Kristalle von FocA und PfIB zu analysieren. Diese Daten wiirden

eindeutige Hinweise auf eine mdgliche Interaktionsflache geben.

In dieser Arbeit wurden Interaktionsstudien zwischen dem Membranprotein-FocA und
einigen cytosolischen Proteinen durchgefiihrt. Dabei konnte durch pull-down Analysen
gezeigt werden, dass die Pyruvat-Formiat-Lyase in ihrer inaktiven Form mit FocA
interagieren kann. Diese Bindung scheint spezifisch und relativ stark zu sein, da eine
Interaktion auch in der Anwesenheit von 500 mM NaCl nachgewiesen werden konnte
(Falke, 2010). Bei der Interaktion zeigten sich allerdings schon in den pul/l-down Analysen
Unterschiede. Wurde das N-terminal getaggte FocA verwendet zeigte sich eine
schwachere Interaktion als mit dem C-terminal getaggten Protein. Daher wurde zunachst
vermutet, dass der N-Terminus des FocA-Proteins eine wichtige Rolle in der Interaktion
einnimmt. Wie schon in den Kristallstrukturen von FocA aus verschiedenen Organismen
(LO et al., 2011; Waight et al., 2010; Wang et al., 2009) gezeigt werden konnte, scheint der
N-Terminus sehr flexibel zu sein und seine Struktur pH-abhangig zu verandern. Daher ist
es vorstellbar, dass ein zusatzlicher tag am N-Terminus eine Interaktion verhindern bzw.
schwachen kdnnte. Daher wurde die Interaktion auch in in vivo-Versuchen untersucht. Die
Ergebnisse des bacterial two hybrid (BACTH) Systems deuten ebenfalls darauf hin, dass
der N-Terminus von FocA eine entscheidende Rolle spielt. Eine deutliche $-Galaktosidase-
Aktivitat war nur messbar, wenn das ,Fanger-Protein“ C-Terminal an FocA fusioniert war.
Cross-linking Daten, welche von Michael Zorn (AG Sinz, Pharmazie, Universitat Halle-
Wittenberg) erhoben wurden, lassen ebenfalls darauf deuten, dass der N-Terminus an der
Interaktion mit PfIB beteiligt ist. Aus den Daten des BACTH-Systems ist ersichtlich, dass
zwei verschiedene PfIB Fragmente mit FocA interagieren. Diese Fragmente haben als
einzige gemeinsame AS die AS424. Es ware also denkbar, dass sich im Bereich um M424
mogliche Interaktionsflachen befinden. Die cross-linking Daten gaben weitere Hinweise,
dass die Region um die Lysine K441 - K473 im PfIB-Protein in die Interaktion involviert zu
sein scheinen, da diese durch cross-linking mit AS von FocA verbunden waren. Analysiert
man jedoch die AS-Zusammensetzung dieser Region, widersprechen die cross-linking
Daten, der postulierten AS-Zusammensetzung in hot spots (geringer Anteil an Tyrosin,
Arginin und Trypthophan). Fur die Interaktionsflachen von PfIB lassen sich aufgrund der in
dieser Arbeit gezeigten Daten nur wenige Rickschllisse ziehen. Zwar zeigte sich in pull-
down Analysen mit dem verkirzten PfIB (1-733) ebenfalls eine Interaktion, woraufhin
angenommen werden kann, dass der C-Terminus von PfIB keine Rolle in der Interaktion

spielt. Dennoch missten diese ersten Daten durch weitere Experimente bestatigt werden,
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um ein endglltiges Modell aufstellen zu kénnen. Ein weiterer Hinweis auf die Interaktion
des N-Terminus von FocA konnte durch Analysen des FocA Proteins aus Thermococcus
gammertolerans gezeigt werden (personliche Mitteilung A. K. Richter, Biologie, Universitat
Halle-Wittenberg). Dabei wurde festgestellt, dass FocA aus diesem Archeon nicht mit PflB
aus E. coli interagiert. In Sequenz-Vergleichen der FocA Proteine zeigt sich, dass der N-
Terminus beider Proteine nur sehr wenige Sequenz-Homologien aufweist (Abb. 37).
Weiterhin konnte auch nicht 100%ig geklart werden, ob das FocA Protein aus T.
gammatolerans dieselbe Funktion im Formiat-Stoffwechsel einnimmt wie FocA aus E. coli.
In der Veroffentlichung konnte lediglich gezeigt werden, dass T. gammertolerans in der
Lage ist Formiat zu oxidieren und Formiat zu translozieren (Kim et al., 2010). Ob diese
Translokation ebenfalls Uber eine Interaktion mit einem cytosolischen Protein erfolgt ist
nicht bestatigt. Auch bei vielen anderen Membranproteinen konnte gezeigt werden, dass
der N-Terminus nicht nur fir die Funktion wichtig ist, sondern auch Bindungen mit anderen
Interaktionspartnern eingeht. So wurde es zum Beispiel flir die mammalian transient
receptor potential (canonical) (TRPC) Kanale gezeigt, dass die N-terminale Domane der
IP3-Rezeptoren mit TRPC3 interagiert (Kiselyov et al., 1998; 1999). Es konnte zudem
gezeigt werden, das der IP3-Rezeptor mit der C-terminalen bzw. N-terminalen Doméane der
TRPCs interagiert (Birnbaumer et al., 2000; Boulay et al., 1999; Tang et al., 2001; Zhang et
al., 2001). Somit zeigt sich auch, dass der N-Terminus flexibel auf verschiedene

Bedingungen reagieren kann.
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4.3 Interaktion von FocA mit anderen cytosolischen Proteinen

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, interagiert das Membranprotein FocA auch mit
dem I6slichen Protein TdcE. TdcE ist eine 2-Ketobutyrat-Formiat-Lyase, welche ebenfalls in
der Lage ist Pyruvat zu spalten. Durch die Herstellung einer pfiB-Mutante konnte gezeigt
werden, dass TdcE die Funktion von PfIB Ubernehmen kann und ebenfalls Formiat
produziert (Sawers et al., 1998). TdcE kann wie PfIB von dem Enzym PflA aktiviert werden.
In der Primarstruktur ist eine 78%ige Identitdt und 91%ige Ahnlichkeit zur Primarstruktur
von PfIB zu sehen. Zudem weisen beide Proteine eine nahezu identische Molekularmasse
auf. In Anbetracht der hohen Identitdt und dhnlicher Molekularmasse lie3e sich auch eine
Tertiarstruktur ableiten, so dass ahnliche Interaktionsflachen wie bei FocA und PfiIB
entstehen kdnnten. Bei Interaktionsstudien konnte bestatigt werde, dass das gereinigte
TdcE mit FocA interagiert. Betrachtet man konservierte Bereiche zwischen beiden
Proteinen ist auffallig, dass beide eine Gleichverteilung von Tryptophan, Tyrosin und
Arginin besitzen und somit gleiche hot spots bilden kdnnten. Diese hohe Identitat sowie die
Tatsache, dass beide Proteine dasselbe Substrat binden, unterstiitzen die in dieser Arbeit
gezeigten Daten.

Zudem wurden Interaktionsstudien zwischen FocA und PfID bzw. PfIF durchgeflihrt. Diese
zeigten keine Interaktion zwischen den gereinigten Proteinen. Fur das Genprodukt von pflD
wurde aufgrund seiner Lage im Genom eine Funktion im Zucker-Stoffwechsel postuliert, da
das Gen zusammen mit Genen des Phospho-Transferase-Systems lokalisiert ist. Die
Vermutung konnte allerdings bisher nicht bestatigt werden (Taubert, 2008). PfID besitzt zu
PfIB eine Identitdt von 25 % (Abb. 39). Fur PfIF ist es schwierig eine solche Funktion
aufgrund der Lage des Gens in Genom hervorzusagen. In naherer Umgebung des Gens
befinden sich Gene, die flr eine Untereinheit der Aldolase (fsaA) sowie flr eine Zucker-
Phosphatase (ybiV) codieren. In der Nachbarschaft von pfIF sind Gene lokalisiert, welche
fur Komponenten des Molybdopterin-Biosynthese-Weges codieren. Durch Analysen der
Synthesebedingungen, sollten erste Hinweise auf eine Funktion gegeben werden, welche
allerdings nicht erfolgreich waren (Lehneck, 2010). PflF besitzt eine 28%ige ldentitat zu
PfIB (Abb. 39). Da flr beide Enzyme (PfID und PflF) keine Funktion im Formiat-
Stoffwechsel nachgewiesen werden konnte, ist es nicht auffallig, dass beide Proteine keine

Interaktion mit FocA zeigen.
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4.4 Modell zur Regulation der Formiattranslokation in E. coli

Um nun ein moégliches Modell fir die Interaktion zwischen FocA und PfIB aufstellen zu
kénnen, wurden zunachst die Strukturen naher betrachtet. Wie bereits dargestellt (Abb. 35),
ist der N-Terminus von FocA sehr flexibel und kann verschiedenen Positionen einnehmen.
In mehreren Experimenten konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus von FocA an der
Interaktion mit PfIB beteiligt ist. Da das Pentamer von FocA die funktionelle Einheit des
Proteins zu bilden scheint, sollte zunachst betrachtet werden, ob die Formiattranslokation
Uber die Monomer-Pore oder die zentrale Pore erfolgt. Da schon Wang et al. (2009) zeigen
konnten, dass die AS, die der monomeren Pore zu gerichtet sind, Engstellen bilden kdnnen
und die zentrale Pore in der Kristallisationsansatzen immer mit Deterenz (wahrscheinlich in
vivo mit Lipiden gefullt) geflllt war, schlussfolgerten sie, dass die Translokation tUber die
Monomer-Pore erfolgt. Auch Waight et al. (2010), sowie LU et al. (2011) postulierten eine
Translokation Gber die monomere Pore. Aufgrund dieser Aussagen sollte fir ein moégliches
Modell zunachst diese Pore in Betracht gezogen werden. Auch bei PfIB konnte
nachgewiesen werden, dass es als Dimer vorliegt und somit sollte auch dieses in das
Modell mit einbezogen werden (Becker et al., 1999). Die GroRe der Proteine mit den
berechneten Molekularmassen flir FocA als Pentamer (ca. 150 kDa) und PfIB als Dimer
(ca. 170 kDa) wirde mehrere Interaktionsflachen ermdglichen. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass der N-Terminus von FocA und die AS 1-733 von PfIB an der
Interaktion beteiligt zu sein scheint. Daher wurden diese in das Modell mit einbezogen.
Ebenfalls wurde im Modell einer mdglichen Regulation der Translokation die Interaktion der
inaktiven Form vom PflB, sowie eine Aktivierung von PfIB durch PflA an der Membran

berlicksichtigt. Das derzeitige Modell ist in Abb. 36 dargestellt.
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Abb. 36 Schematische Darstellung der Interaktion von FocA und PfIB, sowie der Regulation
durch PfIB

A: Das membranstandige FocA-Protein ist in der Lage Formiat zu importieren, als auch zu
exportieren. Der N-Terminus ist in der offenen Konformation. B: Bindet nun die inaktive Form von
PfIB an FocA, befinden sich die N-Termini in der geschlossenen Konformation und Formiat kann
nicht transloziert werden. Der hellblaue Teil von PfIB stellt hierbei die AS 733-760 dar, ein Bereich
der wahrscheinlich nicht mit FocA interagiert und in dem das Glycyl-Radikal gebildet wird. C: Durch
die Bindung von PflA an PfIB erfolgt die Aktivierung von PfIB. D: Das aktivierte PfIB 16st sich von der
Membran. Intern produziertes Formiat kann exportiert und externes Formiat kann importiert werden.

In der schematischen Darstellung wird eine Interaktion der inaktiven Form von PfIB mit
FocA gezeigt, welche durch mehrere Experimente nachgewiesen wurde. Jedoch ist nicht
auszuschliel3en, dass die aktivierte Form von PfIB ebenfalls mit FocA interagiert. Aulierdem
sollte nicht vergessen werden, dass es sich bei PflB um ein Homodimer handelt und nur
jeweils ein Monomer von PflIB aktiviert wird (half site activation) (Wagner et al., 1992). Es
kann zum heutigen Zeitpunkt keine Aussage darlber getroffen werden, ob beide
Monomere von PfIB mit FocA interagieren oder ob jeweils nur ein Monomer an FocA
bindet. Die Anderung der Transportrichtung wéare durch eine mdgliche
Konformationsanderung beider Interaktionspartner zu erklaren. Dies konnte auch schon fur
Protease-Inhibitor-Komplexe gezeigt werden, wobei zwei Proteine eine Kontaktflache von
2000-4000 A? bilden (Conte et al., 1999).
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass anhand dieses Modells die Aufnahme von Formiat
durch die Interaktion von PfIB mit FocA gehemmt wird. Wird allerdings PfIB durch PflA
aktiviert und ist somit in der Lage Formiat zu produzieren, dissoziiert der Komplex von der
Membran und Formiat kann sowohl aufgenommen, als auch abgegeben werden. Die
Entscheidung wann Formiat importiert und wann exportiert wird, liegt wahrscheinlich am
vorherrschenden pH-Wert in der Zelle und misste durch weitere Untersuchungen bestatigt

werden.
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5 Zusammenfassung

1)

2)

3)

4)

5)

In dieser Arbeit konnten verschiedene Varianten von FocA Uberproduziert und
gereinigt werden. Es zeigten sich hierbei keine wesentlichen Unterschiede in der
Sekundar-Struktur, jedoch konnten unterschiedliche Quartar-Strukturen mittels Blue
native Page gezeigt werden. Alle FocA-Varianten konnten mit 3 verschiedenen
Antikdrpern im Western Blot nachgewiesen werden.

Durch indirekte Messungen des internen Formiat-Spiegels konnte gezeigt werden,
dass die Aminosauren K26, L79, D190, K191, H209 und N213 eine entscheidende
Funktion in der Translokation von Formiat haben. Diese Ergebnisse unterstiitzen
teilweise die bereits von anderen Gruppen verdffentlichten Mechanismen zur
Formiat-Translokation.

Die Glycyl-Radikal Enzyme PfIB, PfID und PfIF konnten erfolgreich Uberproduziert
und gereinigt werden. Alle gereinigten Proteine konnten fir Interaktionstudien mit
FocA eingesetzt werden.

Mittels Co-Lokalisationsstudien konnte eine FocA-abhangige Lokalisation von PflB
(Pyruvat-Formiat-Lyase) an der Cytoplasmamembran gezeigt werden. Je mehr
FocA in der Cytoplasmamembran eingebaut war, desto mehr PfIB konnte an der
Cytoplasmamembran nachgewiesen werden. Durch pull-down Analysenkonnte
gezeigt werden, dass weder PflF noch PfID mit FocA interagieren.

Mittels Far Western Analysen konnte einen Interaktion zwischen dem gereinigten
FocA-Protein und dem inaktivem PfIB-Protein gezeigt werden. Dabei konnte die C-
terminal lokalisierte Glycyl-Radikal-Domane des PfIB als alleinige Interaktionsflache
ausgeschlossen werden.

Durch pull-down Analysen konnte die Interaktion zwischen FocA und PfIB bestatigt
werden. Dabei interagierte sowohl das native PfIB als auch PfIB mit einem His fag
mit FocA. FlUr das FocA-Protein konnte gezeigt werden, dass sowohl eine C-
terminal-, also auch die N-terminal getaggte Version mit PfIB interagiert.

Durch in vivo Untersuchungen wurde gezeigt, dass der N-Terminus von FocA fur
die Interaktion mit PfIB wichtig ist. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
wahrscheinlich eine grélkere Oberflache von PfIB an der Interaktion mit FocA

beteiligt ist.
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6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erste Hinweise auf einen moglichen Mechanismus der Formiat-

Translokation in E. coli erlangt werden. Zudem konnte mit Hilfe verschiedener

Interaktionsstudien ein erstes Modell erstellt werden. Um diese zu verifizieren sind

allerdings weiterfihrende Untersuchungen nétig:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Um genauere Aussagen Uber den Einfluss einzelner Amnosauren im FocA-Protein
treffen zu konnen, sollten alle FocA Varianten als Alanin-Austausch Varianten
Uberproduziert und gereinigt werden. Alle Mutationen die einen starken Effekt auf
den Formiat Transport haben, sollten ebenfalls an dem Plasmid pASK-IBA3focA
erzeugt werden, um einen moglichen Einfluss des Strep-tags auf die Aktivitat des
FocA-Proteins auszuschlie3en.

Durch Doppelmutationen im focA Gen sollten die Ergebnisse der in vivo
Untersuchungen zur Translokation von Formiat Uber FocA unterstitzt werden.
Dadurch kénnten eventuell starke Unterschiede in der in vivo Funktion von FocA
gezeigt werden.

Durch die Rekonstitution von FocA in Liposomen sollte der Einfluss einzelner
Aminosaure-Austausche auf die in vitro Funktion des Kanal-Proteins FocA gezeigt
werden.

Andere Methoden zur Untersuchung der Interaktion zwischen zwei Proteinen sollten
durchgeflihrt werden, um die Interaktionsflachen zwischen FocA und PfIB naher zu
charakterisieren (z.B. cross-linking Experimente, phage-display Analysen, Co-
Kristallisation). Dabei sollten auch am PfIB-Protein gezielte Aminosaure-Austausche
vorgenommen werden.

Die bereits erzeugten FocA-Varianten sollten in Interaktionsstudien mit PflB
eingesetzt werden, um eventuelle Zusammenhdnge zwischen den in vivo
Ergebnissen und den bisherigen Interaktionsstudien zu zeigen.

Durch die ldentifizierung des weiteren Formiat Transporters, sollte die Regulation
der Formiat-Translokation naher untersucht werden.

Um den kompletten Mechanismus der Formiat-Translokation besser zu verstehen
sollte andere maogliche Interaktionspartner von FocA identifiziert und untersucht
werden.
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8 Anhang

Tabelle 12 Verwendete Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz 5’ > 3’ Charakteristik Tm (°C)
Primer fir Mutagenese
K26A-focA for GAGGCGGGTGTCTATGCGGCAACGAAACATCC forward Primer fur AS-Austausch K26A 78
K26A-focA rev GGATGTTTCGTTGCCGCATAGACACCCGCCTC reverse Primer fur AS-Austausch K26A 78
C74S-focA for ACTGGTTGGCGGCATTAGCTTCTCTCTGGG forward Primer fur AS-Austausch C74S 79
C74S-focA rev CCCAGAGAGAAGCTAATGCCGCCAACCAGT reverse Primer fur AS-Austausch C74S 79
L79A-focA for CATTTGCTTCTCTCTGGGGGCGATTCTTTGTGTTGTCTG forward Primer fur AS-Austausch L79A 79
L79A-focA rev GCAGACAACACAAAGAATCGCCCCCAGAGAGAAGCAAATG reverse Primer fur AS-Austausch L79A 79
C82S-focA for CTGATTCTTTCTGTTGTCTCGGGAGCC forward Primer fur AS-Austausch C82S 70
C82S-focA rev GGCTCCCGAGACAACAGAAAGAATCAG reverse Primer fur AS-Austausch C82S 70
L89A-focA for TGTCTGCGGAGCCGATGCCTTTACTTCCACCGTG forward Primer fur AS-Austausch L89A 79
L89A-focA rev CACGGTGGAAGTAAAGGCATCGGCTCCGCAGACA reverse Primer fur AS-Austausch L89A 79
F90Y-focA for GCGGAGCCGATCTCTATACTTCCACCGTGTT forward Primer fur AS-Austausch F90Y 79
FO0Y-focA rev AACACGGTGGAAGTATAGAGATCGGCTCCGC reverse Primer fur AS-Austausch FO0Y 79
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K156E-focA for TACAAACCGCCGACCACGAAGTGCACCATACTTTT forward Primer fur AS-Austausch K156E 75
K156E-focA rev AAAGTATGGTGCACTTCGTGGTCGGCGGTTTGTA reverse Primer fur AS-Austausch K156E 75
V175A-focA for CTGGCAAACCTGATGGCATGTCTGGCAGTATGG forward Primer fir AS-Austausch V175A 76
V175A-focA rev CCATACTGCCAGACATGCCATCAGGTTTGCCAG reverse Primer fir AS-Austausch V175A 76
C176S-focA for ATCCTGGCAAACCTGATGGTAAGTCTGGCAGTATG forward Primer fiir AS-Austausch C176S 80
C176S-focA rev CATACTGCCAGACTTACCATCAGGTTTGCCAGGAT reverse Primer fiir AS-Austausch C176S 80
W180F-focA for GATGGTATGTCTGGCAGTATTCATGAGTTATTCTGGCCGCA forward Primer fiir AS-Austausch W180F 79
W180F-focA rev TGCGGCCAGAATAACTCATGAATACTGCCAGACATACCATC reverse Primer fiir AS-Austausch W180F 79
D190A-focA for GGCCGCAGCCTGATGGCCAAAGCGTTCATTATG forward Primer fiir AS-Austausch D190A 80
D190A-focA rev CATAATGAACGCTTTGGCCATCAGGCTGCGGCC reverse Primer fiir AS-Austausch D190A 80
D190K-focA for GGCCGCAGCCTGATGAAGAAAGCGTTCATTATG forward Primer fiir AS-Austausch D190K 75
D190K-focA rev CATAATGAACGCTTTCTTCATCAGGCTGCGGCC reverse Primer fiir AS-Austausch D190K 75
K191A-focA for GGCCGCAGCCTGATGGACGCAGCGTTCATTATG forward Primer fir AS-Austausch K191A 79
K191A-focA rev CATAATGAACGCTGCGTCCATCAGGCTGCGGCC reverse Primer fir AS-Austausch K191A 79
F202A-focA for CTGCCGGTCGCGATGGCTGTTGCCAGCGGTTT forward Primer fiir AS-Austausch F202A 80
F202A-focA rev AAACCGTTGGCAACAGCCATCGCGACCGGCAG reverse Primer fiir AS-Austausch F202A 80
F207A-focA for GATGTTTGTTGCCAGCGGTGCGGAGCACAGTATCGCAAAC forward Primer fiir AS-Austausch F207A 81
F207A-focA rev GTTTGCGATACTGTGCTCCGCACCGCTGGCAACAAACATC reverse Primer fiir AS-Austausch F207A 81
E208A-focA for GTTGCCAGCGGTTTTGCGCACAGTATCGCAAAC forward Primer fiir AS-Austausch E208A 76
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E208A-focA rev GTTTGCGATACTGTGCGCAAAACCGCTGGCAAC reverse Primer fur AS-Austausch E208A 76
H209Y-focA for GTTTGTTGCCAGCGGTTTTGAGTATAGTATCGCAAACATGTTTATGA forward Primer fiir AS-Austausch H209Y 79
H209Y-focA rev TCATAACATGTTTGCGATACTATACTCAAAACCGCTGGCAACAAAC reverse Primer fir AS-Austausch H209Y 79
N213D-focA for GTTTTGAGCACAGTATCGCAGACATGTTTATCCCG forward Primer fiir AS-Austausch N213D 76
N213D-focA rev CGGGATCATAAACATGTCTGCGATACTGTGCTCAAAAC reverse Primer fir AS-Austausch N213D 76
Primer fiir THS-

Konstrukte

pKT25focA for ACTTCTGCAGGAAAAGCTGACAACCCTTTTGAT g:lg/;/z;:% ePrimer fur Konstruktion der THS | 71
pKT25focA rev ACGGAATTCTTAATGGTGGTCGTTTTCACGCAG /|’De|ver5fij Primer fir Konstruktion der THS | 73
pKNT25focA for TACTGCTGCAGGAAAGCTGACAACCCTTTTGAT galli;:réePrimer fur Konstruktion der THS | 73
pKNT25focA rev AGATGGAATTCCATGGTGGTCGTTTTCACGCAG gelj::;é ePrimer fur Konstruktion der THS | 74
pUT18CpfiB for AACTGCAGGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTAGCCACA galli;:réePrimer fur Konstruktion der THS | 74
pUT18CpfIB rev ATCGAATTCTTACATAGATTGAGTGAAGGTACGAGTAAT gelj::;é ePrimer fur Konstruktion der THS | 72
pUT18CpfIB (1-424) for AACTGCAGGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTAGCCACA galli;:réePrimer flr Konstruktion der THS | 77
pUT18CpfIB (1-424) rev ATCGAATTCTTATTTACCAACGATCATCGGGCT gelj::;é ePrimer fur Konstruktion der THS | 75
pUT18pflB (414-603) for ATCTGCAGGAGCCCGATGATCGTTGGTAAA galli;:réePrimer flr Konstruktion der THS | 78
pUT18pfIB (414-603) rev. | ACGAATTCATTAAGAAGTGATGGTCAGAACAGA rejzlrj;;a ePrimer flr Konstruktion der THS | 72
pUT18CpfIB (603-752) for | AACTGCAGGTCTGTTCTGACCATCACTTCT fza:lif/;gePrimer fur Konstruktion der THS | 73
pUT18CpfIB (603-752) rev | ATCGAATTCTTACATAGATTGAGTGAAGGTACGAGTAAT gelj::;é ePrimer fur Konstruktion der THS | 72

asmide

Unterstrichen ist die Basenabfolge, die verandert wurde



ANHANG @ 95
E. coli MKADNPFDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTFYLAITAGVFISIAFVFYITATTG-- 58
S. typhimurium MKADNPFDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTFYLAITAGVFISIAFVFYITATTG-- 58
V. cholerae -MEHNQFDSLLPPQMAERAAITGEGKAKKAAYKSFLLAISAGIQIGIAFVFYTVVTTG-- 57
T. tengcongensis ---MGFKMPKDIT---EGMSSLGKAKSELSISKLLVLGFLGGAYIALGGLLAIRAAG--- 51
T. gammatolerans MVDAKEKILYGVDTTFEGIAKKATPKFKTTPGRLLFAGFMAGAFIAFGFLLAVVAGCIAK 60
. * . . . * * . ..
E.coli e TGTMPFGMAKLVGGICFSLGLILCVVCGADLFTS-TVLIVVAKASGRITWGQLA 111
S. typhimurium ~ —meee TGAMPYGMAKLIGGICFSLGLILCVICGADLFTS-TVLIVVAKASGRITWGQLA 111
V. cholerae = e AHDMPYGVTKLLGGLAFSLGLILVVITGGELFTS-SVLILVAKASGKISWKELV 110
T. tengcongensis ----ALPDSFG-SLQKFIFGAVFPLGLILVVIAGAELVTGNMMTQPMAYFDRKIDLKGLL 106
T. gammatolerans YPPFAVGDTFNKALLKILLGAVFPVGLIAVVLGGADLWTGNVQFLSSAKVKGYADFKCVL 120
s . *:: * *.:*** *: *.:* *. * . .
E. coli KNWLNVYFGNLVGALLFVLLMWLSGEYMTANGQ—-——————=== WGLNVLQTADHKVHHTFI 162
S. typhimurium KNWLNVYFGNLIGALLFVLLMWLSGEYMTANGQ-——————=== WGLNVLQTADHKMHHTFI 162
V. cholerae RNWTVVYFGNLCGSIILVFIMLATRQFMEDGGQ-———————— LGLNAMAISQHKLHHTFL 161
T. tengcongensis KNWTFVYIGNFIGSVFVAYFLAYKTGLIMEVAKMGEIPKALPWALYAVKIANAKVSLSWW 166
T. gammatolerans YNWFGSYGGNFIGSIFLALMAIPLTGLFGHVGDPNLFGKTV———=—= VAIAHGKVSKDIL 174
*k * okkg k.. @ : .. : *3
E. coli EAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMFVASGFEHSIANMFMIPMGIV 222
S. typhimurium EAVCLGILANLMVCLAVWMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMFVASGFEHSIANMFMIPMGIV 222
V. cholerae QAFALGLMCNILVCLAVWMTFSARSLTDKVMVLILPVAMFVSSGFEHCIANMFQVPMAIG 221
T. tengcongensis OAFLRGIGCNWLVALAVWMAYSAEDIIGKIFAIWWPIMGFVAIGFEHSVANMFFIPLGIY 226
T. gammatolerans ALFFLGIGCNWLVNLAIWQSARVQDGAGKILAIWFPIFAFVAIGFEHAIANMWAIPTGII 234
. *: .* :* **:* s . .* s : *: **: ****.:***: :* .*
E. coli IR-—— e DFASPEFWTAVGSAP—————————— ENFSHLTVMN=-=—— == —— 249
S. typhimurium IR-————mm e DFATPEFWTAVGSSP-—————=—=— ESFSHLTVMS———————————— 249
V. cholerae IK-——mmmmm e YFAPESFWAMTGANI —————————— AQYADLNFVN—-———mm e 248
T. tengcongensis Y - QDPLYVNFAKSAEGIL-——————- LNVPILKATWEN-—————— 256
T. gammatolerans ASNYAVTWSQFFHNVIPVTFGNAVGGFLFVAFYYWYLSHPELTAERLVKEIVDFFVVFAV 294
*

E. coli -FITDNLIP----VTIGNIIGGGLLVGLT----- YWVIYLRENDHH--—————— 285

S. typhimurium -FITDNLIP----VTIGNIIGGGLLVGLT----- YWVIYLRGNEHHLEHHHHHH 293

V. cholerae -FIVNNLIP----VTLGNIVGGGVFVGMW--——— YWLIYLKD-———m o 280

T. tengcongensis -FIVNNLIP----VTLGNIVGAGFFVAT-———— IYWYVYRK-—mmmmmmm e e 287

T. gammatolerans FWILATLIPAGIGIALDKAMGRGAMYAVPVVLSIYYIVGTFALAKVAKPA-——— 344

.k * k% o . . . % * . * . .

Abb. 37 Alignment der AS Sequenzen verschiedener FocA Proteine aus unterschiedlichen
Organismen mit FocA aus E. coli

* markiert identische AS; : kennzeichnet konservierte AS; . kennzeichnet semikonservierte AS; der
Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des Programms CLUSTAL W 2.0.12 (Thompson et al., 1994)
erstellt
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FocA MKADNPFDLLLPAAMAKVAEEAGVYKATKHPLKTFYLAITAGVFISIAFVFYITATTGTG 60
Nirc = e MFTDTITKCAANAARIARLSANNPLGFWVSSAMAGAYVGLGIILIFTLGNLLD 53
FocB MRNKLSFDLQLSARKAAIAERIAAHKIARSKVSVFLMAMSAGVFMAIGFTFYLSVIADAP 60
Hse = ————=-- RAHKETLDKLTNAAINKINLLNTSKVKYLVSSAFAGLYVGIGILLIFTIGGLLT 54
. . *k e . . . ..
FocA TMPFGMAKLVGGICFSLGLILCVVCGADLFT-STVLIVVAKASGRITWGQLAKNWLNVYF 119
NircC PS---VRPLVMGATFGIALTLVIIAGSELFTGHTMFLTFGVKAGTISHGOMWAILPQTWL 110
FocB SS-QALTHLVGGLCFALGFILLAVCGTSLFT-SSVMTVMAKSRGVISWRTWLINALLVAC 118
Hsc DAGSPMTKIVMGLSFAIALSLVIMTGTELFTGNNMVMSAGMLNKGVSIKDTSKIWAYSWV 114
: H I SO S TS R I . HH
FocA GNLVGALLFVLLMWLSGEYMTANGQWGLNVLQTADHKVHHTFIEAVCLGILANLMVCLAV 179
NircC GNLVGSVFVAMLYSWGGGSLLP--VDTSIVHSVALAKTTAPAMVLFFKGALCNWLVCLAI 168
FocB GNLAGIACFSLLIWFSGLVMSENAMWGVAVLHCAEGKMHHTFTESVSLGIMCNLMVCLAL 178
Hsc GNLIGALVLGIIFVGTGLVDKG--PVAEFFANTAASKASMPFTALFFRGILCNILVCVSV 172
Fhko ok .ot * . * . T R R
FocA WMSYSGRSLMDKAFIMVLPVAMFVASGFEHSIANMFMIPMGIVIRDFASPEFWTAVGSAP 239
NircC WMALRTEG-AAKFIAIWWCLLAFIASGYEHSIANMTLFALSWFG---—————————eeu— 211
FocB WMSYCGRSLCDKIVAMILPITLFVASGFEHCIANLFVIPFAIAIRHFAPPPFWQLAHSSA 238
Hsc LCSFRTNSDTAKIIMIFLCLFAFITSGFEHSVANMTIYSVSLFS———————————————— 216
: .. * o, HER R T S
FocA ENFSHLTVMNFITDNLIPVTIGNIIGGGLLVGLTYWVIYLRENDHH----=————-— 285
NircC -NHSEAYTLAGIGHNLLWVTLGNTLSGAVFMGLGYWYATPKANRPVADKFNQTETAA 267
FocB DNFPALTVSHFITANLLPVMLGNIIGGAVLVSMCYRAIYLRQES-—-—====————== 282
Hsc -PTISTVTIGGAIYNLVAVTLGNIVGGALFMGLG-TYILGKEK---=-=——————-—-=— 257
ke *k skk o Kk _ s . . .

Abb. 38 Alignment verschiedener Mitglieder der FNT-Familie

* markiert identische AS; : kennzeichnet konservierte AS; . kennzeichnet semikonservierte AS; der
Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des Programms CLUSTAL W 2.0.12 (Thompson et al., 1994)
erstellt
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DKVMEGVKLENRTHAPVDFDTAVASTITSHDAGYINKQLEKIVG-=====——— LQTEAPL
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KRALIPFGGIKMIEGSCKAYNRELDP---MIKKIFTEYRKTHNQGVFDVYTPDILRCRKS
REELFPYWEKRSMKDFINGOQMTDEVKAATNTQIFSIN-QTDKGQGHIIIDYPRLLNHGLG
-HEVCPWWRGQTVQDRCYGMFTDEQKGLLATGIIKAEGNMTSGDAHLAVNFPLLLEKGLD

KRALHPFGGINMIKSSFHAYGREMDS---EFEYLFTDLRKTHNQGVFDVYSPDMLRCRKS

. ok . PO O L

GVLTGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGIDYLMKDKLAQFTSLOADLENGVNLEQTIRLREE
ELVAQMQOQHCQQQ=-=========—=— PENHFYQAALLLLEASQKHILRYAELAETMAANCT
GLREEVAERRSRINLT----VLEDLHGEQFLKAIDIVLVAVSEHIERFAALAREMAATET
GVLTGLPDGYGRGRIIGDYRRVALYGISYLVRERELQFADLQSRLEKGEDLEATIRLREE

: HEH : PO A : . T . * :

IAEQHRALGOMKEMAAKYGYDISGPATNAQEAIQWTYFGYLAAVKSONGAAMSFGRTSTF
DAQRREELLTIAEISRHN---AQHKPQTFWQACQLFWYMNIILQYESNASSLSLGRFDQY
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LAEHRHALLQIQEMAAKYGFDISRPAQNAQEAVQWLYFAYLAAVKSONGGAMSLGRTASF
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LDIYIERDFKAGVLNEQQ-AQELIDHFIMKIRMVRFLRTPEFDSLFSGDPIWATEVIGG-
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—--MGLDGRTLVTKNSFRYLHTLHTMGPAPEPNLTILWSEELPIAFKKYAAQVS-IVTSSL

. . * * 3 * . shkkgs o . *

QYENDDLMRPDFNND—-—======— DYAIACCVSPMIVGKQMQFFGAR--ANLAKTMLYAIN
QIFNDEVVVPAFLNRGVSLEDARDYSVVGCVELSIPGRT-YGLHDIAMFNLLKVMEICLH
AFNNDEIVIPEFIKLGIEPQDAYDYAAIGCIETAVGGKWGYRCTGMSFINFARVMLAALE
QYENDDLMRTDFNSD—=====—=— DYATIACCVSPMVIGKQMQFFGAR--ANLAKTLLYAI
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GG-VDEKLKMQVGPKSEPIKGDVLNYDEVMERMDHFMDWLAKQYITALNIIHYMHDKYSY
E----NEGNAALT--—======—=—=— YEGLLEQIRAKISHYITLMVEGSNICDIGHRDWAP
GGHDATSGKVFLPQEKALSAGNFNNFDEVMDAWDTQIRYYTRKSIEIEYVVDTMLEENVH
GG-VDEKLKIQVGPKTAPLMDDVLDYDKVMDSLDHFMDWLAVQYISALNITIHYMHDKYSY

EASLMALHDRDVIR-=-—=——————————m TMACGIAGLSVAADSLSAIKYAKVKPIRDED
VPLLSSFISDCLEKGRDITDGGARYNFSGVQGIGIANLSDSLHALKGMVFEQQRLSFDEL
DILCSALVDDCIERAKSIKQGGAKYDWVSGLQVGIANLGNSLAAVKKLVFEQGAIGQQOQL
EASLMALHDRDVYR-=-—————ecee e TMACGIAGLSVATDSLSAIKYARVKPIRDEN
HE N HEH Fhk kg HES A HH
GLAIDFEIEG-----——————— EYPQFGNNDPRVDDLAVDLVERFMKKIQKLHTYR---—

LSVLKANFATPEGEKVRARLINRFEKYGNDIDEVDNISAELLRHYCKEVEKYQNPR-———

AAALADDFDGLTHEQLRQRLINGAPKYGNDDDTVDTLLARAYQTYIDELKQYHNPRYGRG
GLAVDFEIDG-========—==— EYPQYGNNDERVDSIACDLVERFMKKIKALPTYR-——-—
. sakks *k s e Lsss *

--DAIPTQSVLTITSNVVYGKKTGNTPDGRRAGAPFGPG-ANPMHGRDQKGAVASLTSVA
--GGYFTPGSYTVSAHVPLGSVVGATPDGRFAGEQLADGGLSPMLGQDAQGPTAVLKSVS
PVGGNYYAGTSSISANVPFGAQTMATPDGRKAHTPLAEG-ASPASGTDHLGPTAVIGSVG
--NAVPTQSILTITSNVVYGQKTGNTPDGRRAGTPFAPG-ANPMHGRDRKGAVASLTSVA

..... * * kkkkk * . * * * % k0% o kx

KLPFAYAKDGISYTFSIVPNALGKDDEVRKTNLAGLMDGYFHHEASIEGGQHLNVNVMNR
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KLPFTYAKDGISYTFSIVPAALGKEDPVRKTNLVGLLDGYFHHEADVEGGQHLNVNVMNR
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55
51
60
59

106
111
120
110

163
170
179
167

223
218
235
227

283
275
292
287

341
332
352
345

398
389
411
402

4438
4438
471
452

507
492
531
511

552
552
591
556

596
608
651
600

653
666
710
657

713
719
764
717
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Pf1B EMLLDAMENPEKYPQLTIRVSGYAVRFNSLTKEQQQDVITRTFTQSM 760

Pf1D DTLREAQQRPQDYAGLVVRVAGYSAFFVELSKEIQDDIIRRTAHQL- 765

Pf1F ETLLDAKKHPDQYRDLVVRVAGYSAFFTALSPDAQDDIIARTEHML~- 810

TdcE EMLLDAIEHPEKYPNLTIRVSGYAVRFNALTREQQQDVISRTFTQAL 764
s ok gk 3 kg, Kk K _skkgkkg, ok kg 3 kgkgk k%

Abb. 39 Alignment verschiedener Vertreter der GRE-Familie aus E. coli

* markiert identische AS; : kennzeichnet konservierte AS; . kennzeichnet semikonservierte AS; der
Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des Programms CLUSTAL W 2.0.12 (Thompson et al., 1994)
erstellt
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Erlangung eines akademischen Grades beworben habe.

Ich versichere weiterhin, dass die vorliegende Arbeit selbststandig und nur unter Benutzung
der angegebenen Quellen und Hilfsmittel erstellt wurde. Die den genutzten Werken wortlich

oder inhaltlich entnommenen Stellen sind als solche gekennzeichnet.

Muinster, den 01.10.2012

Claudia Doberenz



