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Einleitung

1 Einleitung

Die Erdkruste weist einen mittleren Zinkgehalt von 70 ppm auf, wohingegen der Gehalt in
Boden zwischen 1 und 300 ppm schwankt, was dazu fiihrt, dass es von allen Elementen an
Position 25 der Haufigkeit in der Erdkruste vorliegt (Nriagu, 1980; Malle, 1992; Nies, 2016).
Als Element der 4. Periode der 12. Gruppe des Periodensystems gehort Zink zu den
Ubergangsmetallen und wird aufgrund der chemischen und physikalischen Eigenschaften
vielféltig verwendet. Es dient unter anderem als Korrosionsschutz fiir Eisen, da es an der Luft
eine witterungsbestandige Schicht aus Zinkoxid und Zinkcarbonat bildet. Das Redoxpotential
liegt bei -0.763 V, wodurch Zink zu den unedlen Metallen gezahlt wird. Zinkionen (Zn?*) sind
im Gegensatz zu Eisen- (Fe?***) und Kupferionen (Cu'*/?*) redox-inaktiv, da die d-Schale
gefillt ist. Dennoch erlauben sie Katalysen als Lewis-Saure, d.h. Zink dient als elektrophiler

Elektronenpaarakzeptor.

1.1 Biologische Relevanz und Verfugbarkeit von Zink

,»Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift; allein die Dosis machts, daB ein Ding kein Gift
sei.” Bereits im 16. Jahrhundert tatigte Paracelsus, diese Aussage, welche auf verschiedenste
Stoffe aus der Natur angewendet werden kann, so auch auf die Metalle. Fiir den Menschen sind
11 Metalle essentiell: Natrium, Magnesium, Kalium, Calcium, Mangan, Eisen, Nickel, Kobalt,
Kupfer, Molybddn und Zink, wobei die zuletzt genannten in Milligrammmengen
gesundheitsschadliche oder toxische Wirkungen auf den Menschen haben kénnen, was auf der
Bildung freier Radikale und der Auslésung von Fenton-Reaktionen, hervorgerufen durch
oxidativen Stress, beruht (Vahrenkamp, 1973; Nies, 1999). Des Weiteren wirken die Metalle
toxisch durch unspezifische Wechselwirkungen mit Aminosdureresten von Proteinen. Eine
Wechselwirkung findet in diesem Fall mit Imidazol-Gruppen von Histidin-Resten oder den
Thiol-Gruppen von Cystein-Resten statt (Westenberg and Guerinot 1997; Nies, 2004, part 11.1).
So kaénnen Mangel und Uberschuss dieser zu den Schwermetallen zahlenden Biometalle zu
schwerwiegenden Krankheiten fuhren. Dies flihrte dazu, dass die WHO diese Metalle auf die
Liste der Stoffe aufnahm, die toxische Wirkungen hervorrufen und nicht medizinisch
verwendet werden (Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme, 10. Revision [Stand 17.07.2015], https://www.dimdi.de/static/de/klassi/
icd-10-who/kodesuche/onlinefassungen/htmlamtl2016/block-t51-t65.htm). Vergiftungs-

erscheinungen beim Menschen treten beispielsweise durch einen oralen Konsum von
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Zinksalzen ab einer Menge von 1 bis 2 g auf und gehen einher mit Ubelkeit, Schwindel,
Erbrechen und Koliken. Des Weiteren kann eine Erhohung des internen Zinkspiegels zur
Verdrangung von Kupferionen fihren und die sogenannte Hypocupramie (Anémien)
hervorrufen, da ein erhdhter Zinkgehalt im Darm assoziiert ist mit einer erhdhten Synthese von
Metallthionein. Die Affinitat dieser Proteine, mit niedrigem Molekulargewicht, ist fir Kupfer
hoher als fur Zink, was zur Kupferbindung und anschlieBenden Exkretion der beladenen
Metallthioneine durch die Enterozyten fiihrt (Ogiso et al., 1979; Igic et al., 2002; Plum et al.,
2010).

Fur tierisches Leben ist Zink als Biometall essentiell und so weist der menschliche Korper einen
Zinkgehalt von etwa 1.4-2.3 g auf. Die Verteilung in den Kompartimenten ist sehr divers.
Hauptséchlich an Erythrozyten gebunden befindet sich ca. 1 % des Zinks im Blut (85 % an
Erythrozyten, 11 % im Plasma, 3 % an Leukozyten und 1 % an Thrombozyten) (Ternes, 2013).
Im Gegensatz dazu reichert sich Zink mit einer Konzentration von 1 g/kg in der Prostata und
der Retina des Auges an. Aber auch in anderen Kdrperbestandteilen sind Konzentrationen von
20 bis 180 mg/kg an Zink zu finden. Im menschlichen Koérper gibt es einen labilen Zink-Pool,
wobei Zinkionen zu 66 % an Albumin, 30 % a>-Makroglobulin und 2 % Aminosduren
gebunden sind. Dabei sind die Aminosduren Cystein und Histidin in der Lage Zinkionen aus
dem Albuminkomplex zu losen (Ternes, 2013). Zink wird im Zytoplasma auch an Cystein-
reiche Metallthioneine mit unterschiedlicher Affinitdt im nano- bis pikomolaren Bereich
gebunden, die als Zinkpuffer dienen (Krezel and Maret, 2007; Peroza et al., 2009). Die Anzahl
der Bindungsstellen wird durch reversible Oxidation von Thiol-Resten der Metallthioneine
reguliert, was den Redox-Metabolismus mit der Zinkverfugbarkeit verbindet (Wellenreuther et
al., 2009). Die reversible Speicherung von lberschissigem Zink in sogenannten Zincosomen
erfolgt im millimolaren Bereich (Wellenreuther et al., 2009). Der Vorteil dieser Speicherung
ist die schnellere, reversible Sequestrierung von uberschissigem Zink im Vergleich zu
Metallthioneinen und einem entgegenwirken toxischer Effekte bei erhthter Konsumierung von
Zink. Der entgegengesetzte Fall tritt durch die Erndhrung mit Zink-armen Produkten auf, da
der menschliche Kérper nur 20 bis 40 % des oral aufgenommenen Zinks im Duodenum durch
energieabhangige Prozesse resorbieren kann, treten vermehrt Mangelerscheinungen auf (Malle,
1992; Ternes, 2013). So erhéhen niedrige Zink-, Kupfer- und Eisenwerte im Blutserum das
Risiko flir Osteoporose (Zheng et al., 2014). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine
Eisen-Andmie, mit einem abgesenkten Hamoglobinspiegel, einhergeht mit einer verminderten

Verfugbarkeit von Zink (Houghton et al., 2016). Aullerdem wird Zink eine antidiabetische
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Funktion zugeschrieben, da es die Insulinsekretion der p-Zellen stimuliert und die
Empfindlichkeit gegeniber Insulin erhéht (Cruz et al., 2017; Maret, 2017). Neben 2
Calciumionen sind allerdings auch 4 Zinkionen im Insulin durch 3 Histidinreste koordiniert,
um nur einige Beispiele fiir die physiologische Notwendigkeit von Zink im menschlichen
Korper zu nennen (Ternes, 2013). Zusammenfassend fur die biologische und medizinische
Bedeutung ist zu sagen, dass Zink in folgenden Bereichen von Bedeutung ist: Protein-,
Nukleinsaure-, Lipid-, Carboanhydrasemetabolismus, Immunsystem, Neurotransmitter,

Hormonsekretion und Signaltransduktion (Andreini et al., 2006b).

Zink ist nach Eisen das abundanteste Ubergangsmetall im Blut von Organismen und zellular ist
der Gehalt hoher als der anderer Biometalle. 10 % der humanen Proteine, was ca. 2 800
Proteinen entspricht, sind bekannt, die Zink als Co-Faktor benutzen, wobei dieser eine
katalytische, strukturelle oder regulatorische Funktion einnimmt (Andreini et al., 2006b;
Cvetkovic et al., 2010; Maret, 2013a). Die katalytische Funktion nutzen im Menschen etwa
1 000 Proteine der bekannten 6 Enzymklassen, wobei hauptséchlich hydrolisiert wird. Eine
strukturelle Funktion hat Zink, indem die globale Proteinstruktur stabilisiert wird oder durch
die Bindung des Co-Faktors findet eine Konformationsénderung statt, die die Prasentation von
Interaktionsflachen fur Lipide, Nukleinsduren und andere Proteine zur Folge hat. Eine
regulatorische Rolle nimmt Zink bei der Signaltransduktion und der Aufrechterhaltung der
Zinkhomdoostase ein (Finney and O'Halloran, 2003; Maret, 2013b; Maret, 2017). In
absteigender Haufigkeit werden zusatzlich zum Zink auch die lonen der folgenden Elemente
als Co-Faktoren genutzt: Magnesium, Eisen, Zink, Mangan, Kobalt sowie Kalium, Natrium,
Nickel und Molybdén, wobei letztere selten vorkommen. Zink, Kupfer und Nicht-Ham-Eisen
sind in Bakterien in 10 % des Proteoms auffindbar und in Archaea machen sie 13 % aus
(Andreini et al., 2006a; Andreini et al., 2007; Andreini et al., 2008). Kupfer und Eisen werden
als Elektronenakzeptoren bzw. Elektronendonatoren benutzt und im Hamoglobin ist Eisen flr

den Sauerstofftransport verantwortlich (Kurtz, 1999; Johnson et al., 2005).

1.2 Metallome und Metallomics

In den letzten Jahrzehnten wurden essentielle Bausteine fur das Leben mit dem Begriff ‘ome*
zusammengefasst (Maret, 2016). Dies umfasst die Genome, Proteome, Lipidome und Glycome.
Der Begriff Metallom wurde von J.P. Williams und H. Haraguchi geprégt und umfasst die
Gesamtheit der Metalle innerhalb eines Gewebes oder einer Zelle (Williams, 2001; Haraguchi,

2004). Techniken die mit den ‘omen‘ verkniipft sind, werden als ‘omiks‘ bezeichnet. So
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untersucht die Metallomik, die Interaktionen und funktionelle Zusammenhdnge von
Metallionen oder Metalloiden mit Genen, Proteinen und anderen Biomolekiilen (Maret, 2016).
Wird der Schwerpunkt auf die Erforschung der Protein-assoziierten Metalle gelegt, so handelt
es sich um die Metalloproteomik (Szpunar, 2005; Bertini and Cavallaro, 2008; Shi and Chance,
2008). Proteine werden dabei unterschieden in Metall-assoziierte Proteine, die wéhrend der
Reinigung ihren Co-Faktor verlieren und Metalloproteine die eine stabile Protein-Metall-
Bindung aufweisen (Vallee and Wacker, 1970). AuBerdem kann unterschieden werden in
funktionelle, strukturelle und quantitative Metalloproteomik (Maret, 2016). Bei der
strukturellen Metalloproteomik handelt es sich um die Erforschung der koordinierten Metalle
an Metallbindestellen, hauptséchlich in Proteinen, wohingegen die quantitative Analyse die
Konzentration der verschiedenen Metalle im System analysiert. Die funktionelle
Metalloproteomik hat das Verstehen der Funktion der Metalle in Proteinen zum Ziel. Die
Funktionen konnen in 3 Klassen unterteilt werden katalytisch, strukturell und regulatorisch
(Andreini et al., 2006b; Maret, 2013b). Metallionen mit katalytischer Funktion kdnnen zur
Aktivierung von gebundenem Wasser, Metallliganden oder Substarten fihren (Maret, 2016).
Strukturelle Metallionen organisieren die Proteindomanen und bestimmen somit die
Tertirstruktur, was einhergehen kann mit der Présentation von Domanen fiir Protein-Protein-
Interaktionen. In ihrer regulatorischen Funktion binden Metallionen transient und dienen somit
als Effektor des Proteins. Einem Metallion kann allerdings nicht in jedem Fall nur eine dieser
drei Funktionen zugeordnet werden, sondern es kann auch zu Kombinationen kommen. Die
Metall-Protein-Interaktion erfolgt in jedem Fall direkt als Co-Faktor oder das Protein bindet
eine Metall-assoziierte prosthetische Gruppe. Fir diese Bindungen missen sowohl
geometrische als auch chemische Voraussetzungen erfillt sein. Als Donor im Fall von Zink-
Protein-Komplexen dienen der Sauerstoff von Glutaminséure und Asparaginsaure, Stickstoff
von Histidin oder Schwefel von Cystein als mdgliche Bindepartner, die Zink verzerrt
tetraedrisch koordinieren, wobei das Zinkzentrum asymmetrisch vorliegt (Waldron et al., 2009;
Ternes, 2013). Das Zink-Finger-Motiv ist die abundanteste Form eines Zink-Bindemotives und
besteht im Idealfall aus 4 Cysteinresten mit zwei CxxC-Motiven, die durch eine Schleife von
12 bis 13 Aminosauren getrennt sind (Andreini et al., 2006b; Ternes, 2013). Ein Zink-Finger-
Motiv kann allerding auch aus 2 Cysteinresten und 2 Histidinresten bestehen (Miller et al.,
1985). Erfolgt eine Koordination des Zinkions durch Histidin, Cystein, Glu/Asp und einen
H,O/OH -Liganden fiihrt dies zu einem Zn?*-OH-Komplex, der sowohl nucleophile als auch

elektrophile Reaktionspartner aktvieren kann, was eine wichtige Voraussetzung fur die
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Hydrolyse ist (Ternes, 2013). In Alkoholdehydrogenasen ist ein weiteres Zink-Bindemotiv zu
finden Cx2Cx2Cx7C (Maret, 2016). Zink-Metalloenzyme sind in allen 6 Enzymklassen zu
finden und Beispiele sind Malat-, und Glutamatdehydrogenasen, Superoxiddismutasen,
Phospholipasen C, a-Amylasen, Elastasen, Kollagenasen, RNA-Ligasen, DNA-Polymerase,
Carboxypeptidasen, Carboanhydrasen, Oxidoreduktasen und Glutathion-Peroxidasen (Ternes,
2013; Maret, 2016). Beeinflusst wird das Metallom durch die Verfugbarkeit der essentiellen
Metalle. Aus diesem Grund ist der Aufbau und Erhalt einer Metallhom@ostase essentiell. Die

Aufrechterhaltung der bakteriellen Zinkhomdostase ist weitestgehend bekannt.

1.3 Zinkhomoostase in C. metallidurans

Als Modellorganismus zur Untersuchungen der Metallhomdostase wird das Gram-negative /-
Proteobakterium Cupriavidus metallidurans CH34, friiher Wautersia metallidurans, Ralstonia
metallidurans und Alcaligenes eutrophus genutzt, welches angepasst ist an eine Nische mit
hohen Schwermetallkonzentrationen (Goris et al., 2001; Vandamme and Coenye, 2004;
Vaneechoutte et al., 2004). Gram-negative Organismen zeichnen sich durch den Besitz von 2
Reaktionsraumen (Zytoplasma und Periplasma) aus, welche durch eine hydrophobe, selektive

und permeable Biomembran voneinander getrennt sind (Nikaido, 1992).

1976 konnte dieser Modellorganismus aus den Sedimenten eines Dekantationstanks einer
belgischen Zinkmine isoliert werden. Weitere Eigenschaften des fakultativ aeroben
chemolithotrophen Bakteriums sind eine stabchenférmige und begeiRRelte Morphologie, sowie

das Vorkommen in Wasser und Boden (Mergeay et al., 1978; Mergeay et al., 1985).

Fir das Uberleben an extremen Standorten sind genetisch verankerte Eigenschaften notwendig.
Im Fall von C. metallidurans CH34 sind im Genom eine Vielzahl von Resistenzdeterminanten
auf 2 Chromosomen, sowie den Megaplasmiden pMOL28 (171 kb) und pMOL30 (233 kb)
lokalisiert (Mergeay et al., 1978; Mergeay et al., 1985; Legatzki et al., 2003; Munkelt et al.,
2004; Monchy et al., 2007; von Rozycki and Nies, 2009; Janssen et al., 2010). Auf pMOL30
sind Resistenzen gegeniiber Co?*, Zn?* und Cd?* und auf pMOL 28 Resistenzen gegeniiber Co?*,
Ni%* und Cr® kodiert (Collard et al., 1994; Taghavi et al., 1997; Mergeay et al., 2003; Monchy
et al., 2007). Eine Resistenz gegeniiber Hg?* wird durch die Quecksilber-Transposons Tn4378
(pMOL28) und Tn4380 (pPMOL30) vermittelt (Diels et al., 1985). In der ersten Ebene gelangen
Metallionen bei Gram-negativen Bakterien (iber die dulere Membran durch wassergefiillte
Kanéle ins Periplasma, die als Porine bezeichnet werden (Nikaido, 1992). Die Aufnahme von

Metallen in den zytoplasmatischen Raum wird durch Transporter gewdhrleistet (Nikaido and
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Saier, 1992). Diese Transportmechanismen konnen einzelne oder mehrere Transmembran-
helices aufweisen, die die Biomembran durchspannen (Dalbey et al., 2000). Es werden passive
und aktive Transporte unterschieden, wobei der aktive Transport unter Energieaufwendung
gegen einen Konzentrationsgradienten stattfindet (Nikaido and Saier, 1992). Des weiteren wird

zwischen Efflux und Import unterschieden.

Der Efflux gehort zu den aktiven Transportvorgéngen gegen ein Konzentrationsgefalle und ist
fur die Eliminierung Uberschissiger Substanzen in erster Ebene aus dem Zytoplasma ins
Periplasma und in zweiter Ebene aus dem Periplasma in den extrazellularen Raum
verantwortlich. Die Entgiftung von Zink erfolgt in C. metallidurans im Stamm CH34 ebenfalls
auf zwei Ebenen. In der ersten Ebene wird Zink durch die Pigs-Typ ATPase CzcP, welche auf
dem Megaplasmid pMOL30 kodiert ist, aus dem Zytoplasma ins Periplasma transportiert
(Scherer and Nies, 2009). Der Export von Zink erfolgt allerdings auch durch die Pig2-Typ
ATPasen ZntA und CadA, welche durch MerR-Typ-Regulatoren kontrolliert werden (Abb. 1),
wobei zntA und cadA auf den Chromosomen kodiert sind (Legatzki et al., 2003; Scherer and
Nies, 2009).

Eine weitere Determinante fiir die Detoxifizierung sind Proteine der RND-Familie (resistence
nodulation cell division). Der Export von Schwermetallen wird realisiert durch die HME-
Unterfamilie (heavy metal efflux family). Ein strukturelles charakteristisches Merkmal dieser
Unterfamilien sind 12 putative transmembrane Helices (TMH) mit einem periplasmatischen
loop zwischen TMHI und TMHII, sowie zwischen TMHVII und TMHVIII (Goldberg et al.,
1999). In C. metallidurans gehort die CzcCBA-Effluxpumpe, welche auf pMOL30 kodiert ist
zu dieser Familie (Abb. 1), die im Gegensatz zu P-Typ ATPasen und CDF-Proteinen
Schwermetallionen aus dem Periplasma uber die &ullere Membran in den extrazellularen Raum

transportieren (Rensing et al., 1997).

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass die Detoxifizierung auf 2 Ebenen erfolgt. In
der ersten Stufe transportieren P-Typ ATPasen und CDF-Proteine Metalle aus dem Zytoplasma
ins Periplasma. Diese Transportmechanismen sind in C. metallidurans zum gréRten Teil auf
dem Chromosom kodiert. RND-Proteine stellen die zweite Stufe der Entgiftung dar und

transportieren die Metalle aus dem Periplasma in den extrazellularen Raum.

Importer sind die Gegenspieler der Exporter bei der Aufrechterhaltung der Metallhomdostase.
In C. metallidurans sind 9 Transporter fiir divalente Kationen mit hohen und niedrigen

Spezifitdten bekannt, von denen lediglich einer einen Einfluss auf die Zinkhomdostase hat
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(Grosse et al., 2016; Herzberg et al., 2016). Diese kdnnen unterteilt werden in primére und
sekundare Aufnahmesysteme, die in C. metallidurans auf den Chromosomen kodiert sind.
Sekundare Aufnahmesysteme zeichnen sich durch einen passiven Transport aus, wobei ein
elektrochemischer Gradient tiber eine Membran als Antrieb dient. Im Unterschied dazu nutzen
die primaren Aufnahmesysteme energiereiche Verbindungen wie ATP, PEP
(Phosphoenolpyruvat), Redoxenergie oder Licht (Saier et al., 2006; Nies, 2016).

Fur den spezifischen Zinkimport konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von Zinkionen in
E. coli einem aktiven Transport unterliegt und somit energieabhangig ist (Bucheder and Broda,
1974). Der bakterielle ZIP-Transporter (ZRT, IRT-like Protein) ZupT wurde in E. coli als erstes
Aufnahmesystem identifiziert (Grass et al., 2002). ZupT besitzt in E. coli ein breites
Substratspektrum und transportiert neben Zink und Eisen vermutlich auch Kobalt, Mangan,
Cadmium und Nickel aus dem Periplasma ins Zytoplasma (Grass et al., 2005; Taudte and Grass,
2010). Ein Transporter dieser Familie konnte ebenfalls in C. metallidurans identifiziert werden.
Im Gegensatz zum ZupTe. coli ISt ZUPTc. metatliduran Nicht konstitutiv exprimiert sondern wird
durch Zinkmangel induziert und bei Uberschuss reprimiert (Kirsten et al., 2011; Herzberg et
al., 2014a). Da es in C. metallidurans kein ZnuABC-System gibt, Gbernimmt ZupT die
Aufgabe des Hauptaufnahmesystems fur Zink (Herzberg et al., 2014a). Die Repression der
Expression erfolgt durch die Bindung des globalen Regulators Zur an eine Zur-Bindebox im

Promotorbereich von zupT (Schmidt et al., 2014).
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Abbildung 1: Ubersicht der in C. metallidurans CH34 an der Aufrechterhaltung der Zinkhomdostase
beteiligten Transporter. Das Periplasma wird mit Hilfe des RND-Systems CzcCBA entgiftet und das Zytoplasma
durch die P-Typ ATPasen ZntA und CadA (Nies, 2016). Das Hauptzinkaufnahmesystem ist der ZIP-Transporter
ZupT.

1.3.1 Rolle des globalen Zinkregulators Zur in der Zinkhomdoostase
Die Verfiigbarkeit von Zink in der Zellumgebung unterliegt einem stetigen Wechsel, der eine

schnelle Adaptation der Organismen an diese Fluktuation fiir das Uberleben voraussetzt. Fur
diese Prozesse sind Metall-Regulatoren zustandig, die zum einen den Efflux (z.B. ZntR) oder
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die Aufnahme (z.B. Zur) regulieren (Brocklehurst et al., 1999; Hitomi et al., 2001; Schmidt et
al., 2014; Schmidt, 2016). Bei diesen Regulatoren wird unterschieden in Metall-de-Repressoren
(z.B. CopY), Metall-Repressoren (z.B. Fur-Familie) und Metall-Aktivatoren (MerR-Familie)
(Giedroc and Arunkumar, 2007; Waldron et al., 2009). Der globale zinc uptake regulator Zur
gehort zur Fur-Familie (ferric uptake regulator) und ist fir die Regulation der
Zinkaufnahmesysteme in verschiedenen Organismen, wie E. coli, B. subtilis, L.
monocystogenes oder S. aureus verantwortlich (Gaballa and Helmann, 1998; Patzer and
Hantke, 1998; Dalet et al., 1999; Lindsay and Foster, 2001). Der Repressor bildet durch
Bindung eines Zinkions pro Monomer ein Homodimer, welches in der Zelle fur die Sensierung
der Zinkkonzentration zustandig ist und bei erhohter freier Verfugbarkeit an die
entsprechenden, im Promotorbereich lokalisierten Zur-Bindeboxen bindet, wobei die
Transkription reprimiert wird (Lee and Helmann, 2007; Ma et al., 2011). In N. meningitides ist
Zur fur die Regulation des ATP-abhangigen Transporters ZnuABC verantwortlich, welcher
eine Rolle bei der Pathogenitat und Virulenz des Organismus spielt (Pawlik et al., 2012).
ZnuABC gehort in E. coli ebenfalls zum Zur-Regulon, wobei in diesem Organismus auch die
ribosomalen Proteine L31P, L36P, PilG und das periplasmatische Zinkbindeprotein ZinT durch
Zur reguliert werden (Hantke, 2005; Gilston et al., 2014). Zusatzlich zu diesen 3 zentralen
zellulére Prozessen: Import, ribosomale Proteine und periplasmatische Bindeproteine, werden
auch Zinkspeicherproteine durch Mitglieder der Fur-Familie reguliert (Lee and Helmann, 2007;
Gilston et al., 2014). Dabei konnte festgestellt werden, dass Zure. coii eine hohe DNA-
Bindeaktivitdt mit einem Ky im subfemtomolaren Bereich besitzt und damit sehr sensibel
gegenuiber Veranderungen des internen Zinklevel ist. Aufgrund dessen wurde von Outten and
O'Halloran, 2001 postuliert, dass Bakterien kein frei verfiigbares Zink im Zytoplasma

tolerieren.

Fur eine derart affine Bindung zwischen Zur und der Promotor-DNA ist das Vorhandensein
einer Bindebox notwendig. Fiir E. coli konnte eine Ubereinstimmung in den Bindeboxen aller
Gene des Zur-Regulons gefunden werden, die zu der Annahme fiihrt, dass Zure. coii als Dimer
an einen Bereich bestehend aus 2 repetitiven Sequenzen bindet und folgende Struktur besitzt:
Purin-NINN-Pyrimidin-XXX-Purin-NNN-Pyrimidin (Gilston et al., 2014). Erste Studien zum
Zur-Regulon von C. metallidurans zeigten, dass Zur im Promotorbereich von zupT vermutlich
an folgende palindromische Sequenz bindet: GCAACxxxGTTGC (Haas et al., 2009; Schmidt
et al., 2014; Bitof et al., 2017).
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Wie alle Mitglieder der Fur-Familie bindet Zur in reduzierter Form ein strukturelles Zn?*
(Hantke, 2001). Diese Zinkbindung erfolgt mit hoher Affinitat in SiteA an zwei schwefelreiche
CxxC-Motive (Zink-Finger-Motiv), welche sowohl in E. coli als auch in C. metallidurans
gefunden werden konnten (Abb. 2) (Gilston et al., 2014). Im Gegensatz dazu wird das
funktionelle Zink in E. coli in der SiteB (stickstoff-/sauerstoffreich) durch 2 Histidine, 1 Cystein
und 1 Glutaminsaure koordiniert (Abb. 2) (Outten et al., 2001; Gilston et al., 2014). Bei
Sequenzvergleichen konnten in C .metallidurans keine konservierten Aminosaurereste fur die
Koordination des funktionellen Zinks im Vergleich zu E. coli gefunden werden. Analysen mit
dem Programm MetalDetector v2.0 fiihren allerdings zu der Annahme, dass die Koordination
uber His7, Cys45, His55 und His61 erfolgen konnte (Abb. 2) (Passerini et al., 2011). In jedem
Fall ist eine Bindung von 2 mol Zink/Monomer bei voller Metallierung von Zur in C.
metallidurans anzunehmen. Die SiteA befindet sich im C-terminalen Bereich von Zur, was nach
der Bindung des strukturellen Zinkions zur Bildung eines Homodimers in diesem Bereich fuhrt
(Ma et al., 2011). Das Zur-Homodimer bindet zun&chst ein Zinkion in der SiteB eines der
Monomere im N-terminalen Bereich, was zur Ausbildung eines asymmetrischen Dimers mit
niedriger DNA-Bindeaktivitét fihrt. Erst bei Bindung eines 4. mol Zn/Homodimer entsteht eine
hohe DNA-Bindeaktivitat (Lee and Helmann, 2007; Ma et al., 2011). Die in Abbildung 2 in rot
(DNA-Bindestellen), griin (Kooperative Aminoséurereste fir die Ausbildung von Salzbriicken)
und blau (Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen) dargestellten konservierten
Aminosdurereste sind nach der Bindung von 2 mol Zn/Monomer fur die Bindung des

Homodimers an die DNA verantwortlich (Gilston et al., 2014). Gilston et al., 2014 konnten in

Zurg . (JW5714) 1  MEKTT----—--—-—-- TQELLAQAEKICAQRNVRLTPORLEVLRLMSLODGAISA
0T poiallidoans (RMet_0128) |1 MTRTTPHAAASDDAVMPGDPLATAQLRLRQLGARVTQPRLAILACLIEAPEPLTH

Zurg . (JW5714) 45 YDLLDLLREAEPQAKPPTVYRALDFLLEQGFVHKVESTNSYVLCHLFDQPTH---
ZUTC merallidurans (RMet_0128) |56  QAVIDHL-PAEGDVDRVTVYRVLDWLVDQGLAQKRAGNDRVFRFSLVEHEAARAE

Zury ., (JW5714) 97 ---TSAMFICDRCGAVKEECAEGVEDIMHTLAAKMGFALRHNVIEAHGLCAACVE
ZUTe oraitidurans (RMEt_0128) | 110 VHRQHSHFHCTRC--DRTFCLESAGKSVAPRVPN-GFAVEHVELTVNGICAECGR

Zurg .,; JW5714) 149 VEACRHPEQCQHDHSVQVKKKPR
ZNTe oraiidurans (RMet_0128) | 162 —---SHGDASAH----—----—-

Abbildung 2: Alignment von Zur aus E. coli und C. metallidurans zur Darstellung der konservierten
Bereiche die an der Dimerisierung, DNA-Bindung oder Zinkbindung beteiligt sind (Gilston et al., 2014).
Rot: konservierte DNA-Bindestellen; Grun: konservierte Bereiche fur die Ausbildung kooperativer Salzbriicken;
Blau: Konservierte Aminosaurereste fiir die Ausbildung von Wasserstoffbriicken. Orange: (SiteA) Schwefelreiche
Zink-Bindestellen; Lila: (SiteB) Stickstoff/Sauerstoffreiche Zinkbindestelle.
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kooperativen DNA-Protein Kristallisationsexperimenten zeigen, dass 2 Zur-Homodimere in
unterschiedlicher Orientierung an die Zur-Box von ZnuABCE. cii binden, was bedeutet, dass

flr die Repression 4-mal mehr Molekule des Repressors bendtigt werden als DNA.

Wie bereits erwahnt gehdren Proteine unterschiedlicher Funktionen bei der Aufrechterhaltung
der Zinkhom@ostase zum Zur-Regulon. Fir diverse Organismen konnten Haas et al., 2009
durch bioinformatische Methoden mdgliche Zur-Bindeboxen postulieren. Dabei wurden drei
strukturelle Anordnungen in den Genomen identifiziert. Die erste Méglichkeit ist, dass zur in
einem Operon mit dem zu regulierenden Genen liegt. Variante Nummer zwei ist, dass die zu
kontrollierenden Gene in Clustern mit Genen von Zinktransportern kodiert sind. Die letzte
Madglichkeit ist, dass die Gene in Clustern mit Paralogen, die fiir Zink-abhangige Proteinen
kodieren, sind. In C. metallidurans konnten Beispiele fir alle 3 Vorkommen gefunden werden.
So befindet sich eine Zur-Bindebox im Promotorbereich von zupT, dessen Zugehdrigkeit zum
Zur-Cluster schon gezeigt werden konnte (Abb. 3) (Schmidt et al., 2014; Butof et al., 2017).
Aullerdem konnten 2 putative Zur-Bindeboxen im Promotorbereich des Genes cobWs, einer
putativen G3E P-loop GTPase ermittelt werden, welches sich in einem Gen-Cluster mit Genen
befindet, die fur Paraloge von Zink-abhéngigen Proteinen kodieren. Im dritten Cluster befinden
sich ebenfalls 2 putative Zur-Bindeboxen, eine im Promotorbereich von zur und eine im
Promotorbereich von cobWs, kodierend fiir eine weitere putative G3E P-loop GTPase. In
diesem Zur-Cluster sind zur und cobWs zusammen mit einem dritten Paralogen der G3E P-loop
GTPasen cobW, und dem globalen Transkriptionsregulator dksA kodiert, welcher in

Pseudomonas aerugenosa eine Funktion in der Zinkhomd@ostase hat (Blaby-Haas et al., 2011).

sseA zupT
Rmet_2620 Rmet_2621 Rmet_2622

cobW, cysS allB
Rmet_1098 Rmet 1099  Rmet_1100 Rmet 1101 Rmet 1102 Rmet_1103

—ee—e e mm)_ T T )T

zur cobW, dksA cobW;
Rmet 0128 Rmet_0127 Rmet_0126 Rmet_0125

Abbildung 3: Ubersicht der Gen-Cluster in denen zupT und die Gene der putativen Metall-Chaperone
cobWi1, cobW2 und cobWs annotiert sind, sowie die vorhergesagten Zur-Bindeboxen (Haas et al., 2009). Die
palindromischen Sequenzen innerhalb der Promotorregionen der putativen Gene des Zur-Regulons (blaue Pfeile)
und die mdéglichen Bindeboxen (schwarze Kreise) sind dargestellt.
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Basierend auf diesen Daten stellte sich bei der Bearbeitung der vorliegenden Arbeit zundchst
die Frage, ob die postulierten Gene zum Zur-Regulon gehéren und unter welchen Bedingungen

die Gene reprimiert werden?

1.3.2 Metall-Chaperone

Neben der Metallaufnahme, -Export und -Regulation sind in der Zelle Speicherung und
Mobilisierung, sowie die spezifische Insertion von Metallen ein essentieller Pfeiler der
Metallhom@ostase. Dies ist umso wichtiger, denn ohne selektive Inserierung, wirden Proteine
divalente Metallkationen nach ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften einbauen,
beruhend auf der Irving-Williams-Serie: Mg?* < Mn?* < Fe?* < Co?* < Ni?* < Cu?* >Zn?* (Irving
and Williams, 1948). Dies hétte bei einer Gleichverteilung der Metalle in der Zelle zur Folge,
dass alle Metall-Proteine bei Aufnahme von frei verfiigbarem Metall, Kupfer-Proteine waren.
In der Zelle liegen allerdings die Metalle in unterschiedlichen Konzentrationen vor, so ist in C.
metallidurans die Konzentration an Zink 150-fach niedriger als die des Magnesiums und 10-
fach geringer als die von Eisen, wohingegen die Konzentration von Kupfer nur halb so grof ist
wie die des Zinks (Herzberg et al., 2014a). Wird die Irving-Williams-Serie angewendet, wiirde
dies zur Folge haben, dass die meisten Proteine Magnesium, gefolgt von Eisen und Zink als
Co-Faktoren besitzen. Jedoch machen Magnesium- und Zink-Proteine mit ca. 16 und 9 % den
GroRteil der bekannten Metalloenzyme aus (Waldron and Robinson, 2009; Waldron et al.,
2009; Foster et al., 2014). Eine Begrundung daftr sind die physikalischen und chemischen
Eigenschaften der Metalle und Proteine die die Metallpraferenz beeinflussen. Zu diesen
Eigenschaften gehdren Valenz, lonenradius, Koordinationsgeometrie, Anzahl der Liganden,
Liganden der zweiten Schale, Effekte der Proteinmatrix, sowie die Eigenschaften des Liganden
Nettoladung, Dipolmoment, Polarisation, Ladungsabgabe- und Aufnahmevermdgen (Dudev
and Lim, 2014). Trotz dieser vielen unterschiedlichen Charakteristika, die zur Insertion bzw.
Bindung eines Co-Faktors abgestimmt werden konnen, gibt es bekannte Beispiele wie die S-
Galaktosidase und die Tryosinkinase, wo das Magnesiumion durch ein Zink ersetzt wird, was
eine Inaktivierung des Enzyms zur Folge hat (Sun and Budde, 1999; Fernandes et al., 2002;
Foster et al., 2014).

Diese Falschmetallierung hat in der Zelle meist einen selektiven Abbau, ein Recycling oder
eine partielle Entfaltung der Proteine zur Folge. Allerdings kann durch eine korrekte Geometrie
des eingebauten Metalls die Tertidrstruktur des Proteins stabilisiert werden (Foster et al., 2014).

Im Kontrast dazu gibt es auch promiskuitive Proteine die mit unterschiedlichen Metall-Co-
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Faktoren die Funktionen erfullen kénnen. Ein Beispiel sind die Superoxiddismutasen von
Streotoccocus mutans und Thermus filiformis, die ohne Verlust der Enzymaktivitat die
divalenten Kationen Mn?* und Fe?* verwenden kénnen (Martin et al., 1986; Mandelli et al.,
2013). Eine Insertion von Fe?* in die Mangan-abhingige SOD von E. coli hat allerdings eine

Inaktivierung des Proteins zur Folge (Culotta et al., 2006).

Die selektive Insertion von Co-Faktoren wird von Metall-Chaperonen durchgefuhrt. In B.
subtilis konnte fiir Kupfer-Chaperone gezeigt werden, dass sie am Efflux und an der Insertion
von Kupfer in Cu-Zn-Superoxiddismutasen (Cu-Zn-SOD) beteiligt sind (Palumaa, 2013). Die
Kupfer-Detoxifizierung des Zytoplasmas erfolgt in B. subtilis durch das Kupfer-Chaperon
CopZ und die ATPase CopA (Banci et al., 2001, Palumaa, 2013). CopZ bindet die Kupferionen
und transportiert sie zu CopA, wo es zur Ausbildung eines Heterodimers kommt. Im
Heterodimer werden die Kupferionen von CopZ auf das Metall-Bindemotiv (GMxCxxC) von
CopA (ubertragen und das Kupfer aus dem Zytoplasma heraus transportiert (Wimmer et al.,
1999; Banci et al., 2003, Palumaa, 2013). In Archaeoglobus fulgidus konnte die Detoxifizierung
des Zytoplasmas uber den CopZ-CopA-Weg ebenfalls gezeigt werden (Padilla-Benavides et
al., 2013). Die Insertion von Kupfer in das katalytische Zentrum der Cu-Zn-SOD erfolgt im
Zytoplasma durch das Kupfer-Chaperon CCS, welches 2 spezifische Doménen und ein CxxC-
Motiv besitzen (Culotta et al., 1997). Das CxxC-Motiv ist nicht nur fir die Co-Faktorbindung
zustandig, sondern es tragt auch zur Stabilitat der Cu-Zn-SOD bei, indem es an der Ausbildung
der Disulfidbriickenbindung beteiligt ist (Furukawa et al., 2004; Padilla-Benavides et al.,
2013). Die Doméne 1 besteht aus dem Metallbinde-Motiv, welches auch fir CopZ beschrieben
wurde. Die Doméne 2 ist fur die Interaktion mit der SOD zustandig (Lamb et al., 1999; Boal
and Rosenzweig, 2009). In Eukaryoten werden Kupferionen fur die Cytochrom c-Oxidase
benétigt. Das Kupferion wird durch die Sco- und Cox-Chaperone in das Enzym inseriert
(Robinson and Winge, 2010).

Neben Kupfer ist auch die Metallierung von Nickel-Protein am Beispiel von [NiFe]-
Hydrogenasen und Ureasen untersucht. Fir den Einbau des Co-Faktors in die Enzyme sind P-
loop GTPasen verantwortlich (Kuchar and Hausinger, 2004; Kim et al., 2005; Leach and
Zamble, 2007). Die G3E P-loop GTPase HypB kann zwei Funktionen tbernehmen, es kann
zum einen als Insertase und zum anderen als Metall-Chaperon fungieren (Haas et al., 2009).
Als Insertion wird der energieabh&ngige Einbau von Co-Faktoren in Target-Proteine
bezeichnet. Metall-Chaperone sind im Gegensatz dazu fir Speicherung und Transport der

Metalle verantwortlich. VVoraussetzung flr die Funktion als Chaperon ist ein Histidin-Einschub
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im N-terminalen Bereich des Proteins (Haas et al., 2009). Dies konnte 1995 fir HypB in
Bradyrhizobium japonicum gezeigt werden (Fu et al., 1995). HypBg. japonicum besitzt in diesem
Organismus C-terminal 24 Histidine in einer Sequenz mit einer Lange von 34 Aminosauren. In
vitro konnte gezeigt werden, dass HypBg. japonicum 18 Nickelionen pro Dimer binden kann. In E.
coli verfugt HypB Uber keine Histidin-reichen Bereiche, bildet allerdings mit dem Nickel-
Chaperon HypA bzw. dem Homolog HybF und SlyD einen Komplex, der fur die Insertion des
Nickel-Liganden in die [NiFe]-Hydrogenase verantwortlich ist (Maier et al., 1993; Maier et al.,
1995; Watanabe et al., 2009; Kaluarachchi et al., 2012; Watanabe et al., 2012). Lacasse et al.,
2016 postulierten den Zyklus des HypBe. coii ausgehend von 2 Monomeren, die fir die
Dimerisierung GTP benttigen. Die Bindung des Co-Faktors Nickel fuhrt anschlieRend zur
Hydrolyse des GTP einhergehend mit einer Konformationsanderung, die die Interaktion mit
dem Hydrogenasenreifungsprotein HypAE. coii ermaglicht, indem das Homodimer zerfallt und
das Monomer mit gebundenem Nickel und GDP die Interaktionsflache prasentiert. Eine andere
Alternative ist, dass SlyD die Funktion als Insertase und Chaperon tibernimmt (Zhang et al.,
2005; Leach et al., 2007; Kaluarachchi et al., 2012).

An der Reifung der Nickel-abhdngigen Ureasen, welche Harnstoff in Ammoniak und
Kohlenstoffdioxid spalten ist die G3E P-loop GTPase UreG beteiligt. UreG aus E. coli besitzt
keinen Histidin-stretch und fungiert als Insertase, indem es Nickel auf den UreDEF-Komplex
Ubertragt (Zambelli et al., 2013). In diesem Fall Gbernimmt das Reifungsprotein UreE die
Funktion des Chaperons und ist damit fiir die Speicherung von Nickel verantwortlich (Soriano
et al., 2000; Remaut et al., 2001; Song et al., 2001).

Im Gegensatz zu Nickel und Kupfer ist wenig Uber die Speicherung, Transport und Insertion
von Zink bekannt. Haas et al., 2009 konnten putative Zink-Chaperone identifizieren, die
moglicherweise zum Zur-Regulon gehdren. In Abbildung 3 sind CobW1/2/3 in den Gen-Clustern
mit annotierten Zur-Bindeboxen zu sehen. Diese Proteine gehdren wie UreG und HypB zu den
P-loop GTPasen der G3E-Familie, allerdings zur COG0523-Unterfamilie. Diese Familie ist
durch ein spezifisches G-Motiv (ein Glu befindet sich an Stelle eines Asp im Walker B-Motiv)
und ein intaktes base recognition-Motiv, mit einer Spezifitat fir Guanin, deutlich abgegrenzt
von den restlichen Familien der SIMIBI-Klasse (Signal recognition GTPases, MinD
superfamily, and BioD superfamily), wobei die Einteilung durch gemeinsame strukturelle und
sequenzielle Eigenschaften erfolgte (Leipe et al., 2002).
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Im allgemeinen katalysieren die GTPasen eine nukleophile Substitution am y-Phosphat, die zur
Spaltung des Nukleotids in GDP und Pi fihrt (Scheffzek and Ahmadian, 2005). Die Spezifitat
der Enzyme flr das Nukleotid GTP beruht auf der Nukleotidbindestelle mit dem NKxD-Motiv,
wobei die Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Glycinrest im Walker B-Motiv und dem
terminalen y-Phosphat des Sauerstoffs gebildet wird (Bourne et al., 1991). Zu dieser Klasse
zahlen metabolische Enzyme, wie Kinasen, signal recognition particle GTPasen aber auch
MinD ahnliche Proteine die an der Lokalisation von Proteinen beteiligt sind (Leipe et al., 2002).
Allgemein handelt es sich bei 10 — 18 % aller Proteine der meisten zellularen Organismen um
P-loop NTPasen, bei denen in der Aminosauresequenz N-Terminal ein flexibler loop im Walker
A-Motiv vorhanden ist, welches zwischen einem g-Faltblatt und einer a-Helix lokalisiert ist
(Saraste et al., 1990; Koonin et al., 2000). Strukturell kénnen die P-loop NTPasen in 2 Gruppen
unterteilt werden (Abb. 4): Gruppe 1 beinhaltet die Kinasen und GTPasen, bei denen die Motive
flr die Ausbildung des P-loops und das Walker B-Motiv in direkter Nachbarschaft liegen. Zur
2. Gruppe gehoren 5 Superklassen, wie die der RecA/F1Fo-Proteine mit einer Insertion eines
zusatzlichen g-Faltblattes zwischen diese beiden Motive (Leipe et al., 2002). Innerhalb der P-
loop NTPasen nehmen die GTPasen aufgrund des Walker B-Motivs, mit einem konservierten
Glycin- und Glutaminsdurerest, sowie dem distalen Nukleotid-Bindemotiv eine Rolle als
Superklasse ein (Bourne et al., 1991). GTPasen unterlaufen molecular switches, d.h. die
Bindung und Hydrolyse von GTP in der G-Domane sorgt fiir Konformationsanderungen, was
einhergeht mit der Effektivitat einer Interaktion mit einem Makromolekil (Vetter and
Wittinghofer, 2001). Die weitere Unterteilung erfolgt aufgrund struktureller und Sequenz
spezifischer Eigenschaften zum einen in die TRAFAC-KIlasse (translation factor-related), zu
denen beispielsweise Proteine der Ras-Familie gehdren und die bereits erwéhnte SIMIBI-
Klasse (Leipe et al., 2002). Beide Klassen zusammen umfassen 20 Familien, welche in 57
Unterfamilien kategorisiert wurden. 2 Superfamilien der SIMIBI-KIlasse, zu denen MinD und
BioD gehoren, grenzen sich von 4 weiteren Familien ab. Die G3E Familie ist eine dieser
separierten Familie: durch ein abgewandeltes konserviertes Walker A-Motiv (GxxGxGK), eine
Koordinierung des Magnesiumions durch einen Asparaginsaurerest im zweiten S-Faltblatt und
das Auftreten weiterer Asparagisaurereste im Walker B-strand, fuhren zur Einordnung der
Proteine in die SIMIBI-Klasse (Leipe et al., 2002). Abgegrenzt wird diese Familie von anderen
Vertretern durch einen Glutaminsdurerest im Walker B-Motiv und ein intaktes NKxD
Nukleotidbindemotiv. Die G3E P-loop GTPasen lassen sich wiederum in 4 Unterfamilien

einordnen, zum einen HypB-, UreG-, MeaB-&hnliche Proteine und die COG0523-Unterfamilie
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(Leipe et al., 2002; Haas et al., 2009). Die COG0523-Unterfamilie ist in allen Lebenswelten zu
finden und ist untergliedert in 15 Untergruppen. Die Gruppenmitglieder zeichnen sich durch
einen ahnlichen Aufbau aus. In Abbildung 5 ist ein Plot der konservierten Aminosauren gezeigt,
mit der N-terminalen GTPase-Doméne und dem variablen C-terminalen Bereich. In der
GTPase-Domane befinden sich das Walker A- und Walker B-Motiv. AuRerdem konnten ein
GCxCC-Motiv (Metallbinde-Motiv) und ein NKxD-Motiv (base recognition-Motiv) annotiert
werden (Haas et al., 2009).

e P-loop NTPasen F—
l I
Gruppe 1

- Motive fir die Ausbildung des P-loops und das Walker B-
Motiv in direkter Nachbarschaft liegen

Gruppe 1
- Insertion eines zusitzlichen f-Faltblattes zwischen P-loop und Walker B-Motiv

] ]
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Abbildung 4: Einordnung der P-loop NTPasen in die Klassen und Familien nach Leipe et al., 2002.

Walker A Walker B
GxxGxGK GCxCC hhhExxG NKxD

+/— His-stretch +/— His-stretch

”“Il IIM‘I \/ L | I\I \I/

GTPase domain Variable C-terminus domain

Abbildung 5: Putative Struktur zur COG0523-Unterfamilie der G3E P-loop GTPasen erstellt aus einem
Plot konservierter Aminosauren (Haas et al., 2009). Die putativen Metall-Chaperone CobW;, CobW; und
CobW3 der COG0523-Unterfamilie besitzen im N-Terminus die konservierte GTPase-Doméne. Der C-Terminus
der Proteine unterscheidet sich, so weist CobW im Gegensatz zu CobW; und CobW3 keinen His-reichen Bereich
auf. CobW besitzt einen internen His-Einschub und CobWj5 einen endstandigen C-terminalen His-Einschub.
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Ein variabler C-Terminus konnte fiir 40 % der Proteine gezeigt werden. Der C- Terminus weist
Histidin-Einschube auf, die intern oder endstandig sein kdnnen. Aufgrund der Variabilitat der
C-terminalen Doméne werden die Gene, die fir diese Gruppe kodieren, als segmentally
variable genes bezeichnet (Zheng et al., 2004). Zheng et al. konnten zeigen, dass Proteine die
derartig konservierte Regionen aufweisen und dennoch variabel innerhalb der Gruppe sind, eine
Rolle bei der Adaptation an Stress spielen. So wird davon ausgegangen, dass die Proteine der
COGO0523-Unterfamilie an der Aufrechterhaltung der Metallhomdostase beteiligt sind.
Vertreter der Unterfamilie wurden zunéchst als Teil der Cobalamin-Biosynthese in
Pseudomonas denitrificans annotiert (Crouzet et al., 1991). Die Funktion wurde bestétigt durch
Heldt et al., 2005 bei der aeroben Synthese von Vitamin B12 in Rhodobacter capsulatus. Eine

Disruption der jeweiligen Gene fiihrte zu einer fehlerhaften Synthese des Co-Faktors.

Insgesamt konnten 65 homologe Gene von CobW in verschiedenen Organismen annotiert
werden, wobei 54 dieser Gene eine Rolle bei der Cobalaminbiosynthese spielen kdnnten, da sie
unter Kontrolle eines Biz-Riboswitches stehen. Die restlichen 11 Gene stehen in keinem
Zusammenhang mit der Cobalaminbiosynthese, da sie vermutlich durch Zur reguliert werden
(Haas et al., 2009). Haas et al., 2009 postulierten Zur-Bindestellen, die auf eine Funktion im
Zinkkreislauf schlielRen lassen. In Bacillus subtilis konnte gezeigt werden, dass yciC unter der
Kontrolle von Zur steht und das bei Zinkmangelbedingungen die Expression initiiert wird. YciC
ist ebenfalls eine P-loop GTPase die zur COG0523-Unterfamilie gehort, aber falschlicherweise
urspringlich als low-affinity Transporter annotiert wurde (Gaballa et al., 2002; Gabriel et al.,
2008; Smith et al., 2009).

YeiR und YjiA konnten in E. coli ebenfalls als Mitglieder der COG0523-Unterfamilie annotiert
werden (Blaby-Haas et al., 2012; Sydor et al., 2013). Eine Deletion von yeiR fihrt zu einem
sensitiven EDTA- und Cadmium-Phénotyp, was ein Indiz fiir eine veranderte Zinkhomdostase
ist. Biochemische in vitro Studien ergaben, dass YeiR Zinkionen mit nanomolarer Affinitat
bindet und dass diese Bindung sowohl zur Dimerisierung des Proteins fuhrt als auch zu einer
erhohten GTPase-Aktivitat (Blaby-Haas et al., 2012). In biochemische Experimenten mit YjiA
konnte festgestellt werden, dass es sich um ein cambialistisches bzw. promiskuitives Protein
handelt, welches 1 mol Kobalt, 2 mol Nickel oder 4 mol Zink in Losung binden kann (Sydor et
al.,, 2013). YjiA weist als Apo-Protein eine GTPase-Aktivitat auf, allerdings fihrt die
Metallbindung zu einer verminderten GTPase-Aktivitat, was vermutlich an einer zusétzlichen

Metallbindestelle bestehend aus einem Cysteinrest und 2 Glutamatresten liegt, die in
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unmittelbarer Nachbarschaft zur Nukleotidbindestelle kodiert sind. Dies fuhrt vermutlich zur
Verdrangung des gebunden Nukleotids (Khil et al., 2004; Sydor et al., 2013).

Im Stammbaum (Abb. 6), welcher mit dem Programm Genious8 (https://www.geneious.com/;
Kearse et al., 2012) per Neighbor-Joining erstellt wurde, liegen einem globalen Alignement 20
Aminoséuresequenzen von Vertretern der COG0523-Unterfamilie, sowie Sequenzen von
UreG, HypB und MeaB zu Grunde. Dieser zeigt die Abgrenzung der Unterfamilien der G3E-
Familie voneinander. So bildet MeaB aus E. coli einen einzelnen Zweig, der sich von den
Proteinen der UreG-Unterfamilie (Griin) aus E. coli und C. metallidurans abzweigt. Die nachste
Abzweigung stellen die HypB-Proteine (Lila) der beiden Organismen dar. Fur eine weitere
Einordnung der putativen Metall-Chaperone aus C. metallidurans in die COG0523-
Unterfamilie wurden diese mit Vertretern der Organismen Saccharomyces cerevisiae, Mus
musculus, Homo sapiens, Acinetobacter baumannii, Synechocystis sp., P. denitrificans, B.
subtilis, E. coli, Cupriavidus necator und Cupriavidus taiwanensis verglichen. Im Stammbaum
ist ersichtlich, dass die eukaryotischen Vertreter der COG0523-Unterfamilie einen separaten
Zweig bilden. Evolutiondr scheinen YeiR aus E.coli, sowie ein Protein des Cyanobakteriums

die hochste Homologie zu den eukaryotischen Vertretern zu haben.

Der 2. Vertreter aus E. coli, Y]jiA findet sich in einem Abzweig mit CobW>aus C. metallidurans
(Blau) wieder, in dem sich auch andere Proteine der Burkholderiaceae befinden. VVon dieser
Entwicklungslinie getrennt sind Vertreter aus B. subtilis, C. necator und C. taiwanensis zu
finden, von denen sich CobW; und CobW3 aus C. metallidurans, sowie ein Vertreter aus C.
necator abzweigen (Rot). Das 1991 als Teil der Cobalaminbiosynthese annotierte Gen cobW
aus P. denitrificans befindet sich im Stammbaum in n&dherer Umgebung zu einem Paralogen
des Cyanobakteriums und in weiterer Entfernung zu YeiR aus E. coli und CobW- aus C.

metallidurans, was eine hohe Diversitat innerhalb der Unterfamilie zeigt (Crouzet et al., 1991).

Bei genauerem Hinsehen lasst sich erkennen, dass die 3 Proteine CobW1/2/3 variable Strukturen
aufweisen. Im Allgemeinen weisen alle die Merkmale der COGO0523-Unterfamilie auf. Die
Unterschiede sind im C-Terminus zu finden, denn CobW1 besitzt keine Histidin-reiche Region.
In der Aminoséuresequenz von CobW: I&sst sich ein interner Histidin-Einschub im C-Terminus
finden und CobW:3 besitzt den Histidin-Einschub endstdndig (Abb. 5/51). Zur Sequenz von
CobWs ist allerdings zu sagen, dass es keine Metallbindestelle mit dem Motiv GCxCC aufweist.
Auch die Regulation und somit Expression der putativen Chaperone CobWz2s3 ist divers. In

Proteomic-Analysen wurden beim Wachstum in Tris-Minimalmedium in der Mitte der
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exponentiellen Phase ausschliellich CobW, und CobWs identifiziert und nicht CobW;
(Herzberg et al., 2014b; Herzberg et al., 2015). In Microarray-Daten wurde dies bestétigt und
gezeigt, dass cobWo,s3 konstitutiv exprimiert werden, wohingegen cobW; ausschlieflich unter
Zinkmangel exprimiert wurde, was auch in Induktionsexperimenten verifiziert werden konnte
(Herzberg et al., 2016; Biitof et al., 2017). Da cobW, ahnlich wie zupT reguliert wird, schliel3t

C. metallidurans cobW1 - ABF07984 (Rmet 1098)

C. metallidurans cobW3 - ABF07011 (Rmet 0125)

C. necator AEI75552 N-1

—— B. subtilis AIW28673

L—— B. subulis YCIC_BACSU

C. necator FSGSM9 CUPNN N-1

C. taiwanensis WP 025581833
C. metallidurans cobW2 - ABF07013 (Rmet 0127)

C. necator KUES5493 PH3-6

C. taiwanensis CAP62811

E. coli yjiA - CUA25259

C. taiwanensisCAQ70758

Synechocystis sp. ALJ69289

P. dentrificans COBW_PSEDE

Synechocystis sp. BAA10577

A. baumannii ABO11366

E. coli yeiR - AACT75234

—— H. sapiens CBWDI_HUMAN

— —— M. musculus CBWD!_MOUSE

S. cerevisiae EWH 16266

—-(7—111‘.& llidurans HypB1 ABFOS1 7
C.m HvpB2 ABF08419

netallidurans HypB2 ABF(

colt HypB HYPB ECOLI
_: C. metallidurans UreG UREG CUPMC(
E. coli UreG UREG ECOLX

E. coli MeaB A0A228ZGS7_ECOLX

0.3

Abbildung 6: Phylogenetischer Stammbaum zur Einordnung von CobWai2z aus C. metallidurans in
bakterielle und eukaryotische Phyla, sowie die Abgrenzung von anderen G3E Unterfamilien. 26 Sequenzen
von annotierten Vertretern der G3E Familie der P-loop GTPasen von Prokaryoten und Eukaryoten wurden
ausgewahlt und global alignt, sowie der Stammbaum mit 51 Knotenpunkten per Neighbor-Joining mit dem
Programm Genious8 (https://www.geneious.com/ Kearse et al., 2012) erstellt. Die untersuchten Vertreter der G3E
Familie aus C. metallidurans sind farblich in den jeweiligen Abzweigungen markiert, wobei CobW; und CobWs
in Rot, CobW, in Blau, UreG in Griin und die HypB-Proteine in Lila dargestellt sind. C. metallidurans besitzt kein
MeaB-ahnliches Protein, weswegen die E. coli-Variante als einziger Vertreter auftritt.
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sich hier der Kreis zur Zinkhomoostase. Denn zusétzlich zu zupT kdnnten auch cobWs2/3 und
zur zum Zur-Regulon gehéren und somit im gleichen pathway agieren. Die CobW-Proteine
kdnnten allerdings aufgrund der Variabilitat in C. metallidurans unterschiedliche Funktionen
bei der Aufrechterhaltung der Metallhomdostase haben und verschiedene pathways bedienen.
Funktionen im Co-Faktorschutz, als Insertase oder in der Kobalt-Présentation gegentber der
Kobalt-Chelatase, aber auch der Speicherung von Metallen im Zytoplasma sind putative
Aufgaben von CobWz23 (Haas et al., 2009; Schroeder et al., 2009). Vor diesem Hintergrund
war nicht nur die Frage welche Gene in C. metallidurans zum Zur-Regulon gehdéren, sondern
auch welchen physiologischen Einfluss die putativen Chaperonen haben. Des Weiteren sollte
in der vorliegenden Arbeit eine biochemische Charakterisierung erfolgen und in diesem

Zusammenhang maogliche Interaktionspartner identifiziert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Kultivierungsbedingungen

In dieser Arbeit wurden die unter Anhang 11.1 Tabelle 19 aufgelisteten Bakterienstimme und

Plasmide verwendet.

2.1.1 Nahrmedien und Zusétze fiir Bakterien

A) BD Difco™ LB Broth, Lennox-Medium zur Anzucht der verwendeten E. coli-Stamme

(Becton Dickinson, Heidelberq)

209 LB-Medium
ad 11 H2Opidest

B) BD Difco™ LB Agar, Lennox-Agarplatten zur Stammhaltung von E. coli (Becton Dickinson,
Heidelberq)

35g LB-Agar
ad 11 H2Opidest

C Terrific Broth (TB)-Medium fiir Expressionsexperimente

12 g Pepton aus Casein

24 g Hefeextrakt

4ml  Glycerin [98 % (w/v)]

2.13 g Kaliumdihydrogenphosphat
12.54 g Dikaliumhydrogenphosphat
ad 11 H2Ogest.

D) Néhragar fur Konjugationsexperimente auf Festmedium (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

239 Nahragar
ad 11 H2Opidest
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E) Tris-gepuffertes Minimalmedium (Mergeay, M. et al., 1985)

Komponente A (20-fach): Komponente B (20-fach):
800 ml H2Opidest 900 ml H2Opidest
121.1 g Tris-HCI (pH 7,0) 19.5 g Na2S0Os4 x 10 H20
danach Zugabe von: 4.6 g NaoHPO4 x 12 H20
93.6 g NaCl ad 1 | H2Opidest
29.8 g KCI
21.4 g NH4CI

4.0 g MgCl2 x 6 H20

0.60 g CaCl2x 2 H.0

0.024 g Eisen-Ammonium-Citrat

2 ml Spurenelementldsung SL6 (10fach) nach Pfennig (1974)
ad 1 | H2Opidest

F) 10fach Spurenelementlésung SL6 (Pfennig, 1974)

900 ml HzOpigest

0.10 g ZnSO4x 7 H20
0.03 g MnClz x 4 H20
0.30 g HsBOs

0.20 g CoCl, X 6 H,0
0.01 g CuCl2 x 2 H20
0.188 g NiCl2 x 6 H20
0.03 g NazMos x 2 H.0O

ad 1 I H2Opidest

Die Komponenten A und B wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und fiir die Anzucht von
C. metallidurans auf einfache Konzentration verdiinnt. Als Kohlenstoffquelle wurden 0.2 %
Natriumgluconat (w/v) zugesetzt. Zur Herstellung von Festmedien wurden zusétzlich vor dem

Autoklavieren 2 % Bacto™-Agar (Becton Dickinson, Heidelberg) (w/v) zugefiigt.

G) Medienzusitze

Schwermetallsalze

Fur den Versuch wurden wassrige 1 M Stammldsungen der Metallsalze CoCl,, CdCl,, NiCl
und ZnCl, verwendet. Die Losungen wurden im Medium auf die gewiinschte Endkonzentration

verdinnt.
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Chelatoren

Als Chelator diente Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) und wurde in leicht basischem
H2Onbidest gelost. Die Stammldsungen (0.5 M EDTA) wurden in sterilem Medium oder H2Obigest.

auf die gewiinschten Endkonzentrationen eingestellt.
Antibiotika

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

aufgefiihrten Endkonzentrationen zugesetzt.

Tabelle 1: Medienzuséatze

Antibiotika Stammldsung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 100 g/l H2Obidest 100 mg/I
Kanamycin 50 g/l H2Opigest 50 mg/I (E. coli)

1.5 g/l (C. metallidurans)

Chloramphenicol 10 g/l Ethanol (99 %) 10 mg/I
Tetracyclin 12.5 g/l Ethanol (50 %) 12.5 mg/l
AHT 2 mg/ml DMF 200 pg/l
IPTG 1 M in H2Ovidest 1mM
X-Gal 40 g/l 40 mg/l

Weitere Medienzusétze

Als Zusatz fur Festmedien wurde der chromogene Farbstoff 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranosid (X-Gal) verwendet. Zur Herstellung der bei -20 °C gelagerten Stamml&sung
wurden 80 g/l X-Gal in Dimethylformamid (DMF) gelést und im Medium auf eine

Endkonzentration von 80 mg/l verdunnt.

2.1.2 Anzucht und Zellernte
A) E. coli

Die Anzucht von E. coli-Stdmmen erfolgte in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika
zur Primarselektion (Tabelle 1). Das Wachstum erfolgte in sterilen Reagenzglésern und

Erlenmeyerkolben, bei denen das Volumenverhéltnis von Medium zu Gefall max. 1:5 betrug.
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Die Flussigkulturen wurden bei 37 °C in schrdg angebrachten Reagenzglésern auf einem
Rundschdttler (HS500, IKA Labortechnik, Staufen) oder auf einem Rotationsschittler (HI,
Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 200 rpm angezogen. Zur Ermittlung des Zellwachstums
diente die optische Dichte (ODsoo), die mit einem Spektrometer Smartspec™ 3000 plus (Bio-
Rad Laboratories GmbH, Miinchen) gemessen wurde. Die Zellernte erfolgte bei 4° C in einer
Eppendorf-Zentrifuge 5804R (30 min, 5 000 rpm [Eppendorf AG, Hamburg]), einer Eppendorf-
Zentrifuge 5417R (15 min, 14 000 rpm [Eppendorf AG, Hamburg]) oder einer Sigma-
Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz). Beimpfte Agarplatten wurden
aerob bei 37 °C uber Nacht inkubiert.

B) C. metallidurans

Die C. metallidurans-Stamme wurden in Tris-gepuffertem Minimalmedium mit 2 g/l
Natriumgluconat als Kohlenstoffquelle kultiviert. Zur Selektion erfolgte die Zugabe der
Antibiotika (Tabelle 1). Die Anzucht erfolgte in sterilen Reagenzglasern, Erlenmeyer- und
Seitenarmkolben, wobei das VVolumenverhaltnis von Medium zu Gefal} max. 1:5 betrug. Die
Flussigkulturen wurden bei 30 °C auf einem Rotationsschdittler (HI, Infors AG, Bottmingen,
Schweiz) oder in einem Wasserschttlerbad (HAT, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 250
rpm angezogen. Mit einem Klett-Summerson-Colorimeter (Klett MFG Co., USA) konnte durch
Messung der Zelltribung in Klett-Einheiten (KE), das Wachstum der Flissigkulturen verfolgt
werden. Zur Kalibrierung wurde Medium als Nullwert verwendet. Die Zellernte erfolgte in der
Eppendorf-Zentrifuge 5417R (Eppendorf AG, Hamburg) fur 15 min, bei 4 °C und 14 000 rpm.
Beimpfte Agarplatten wurden aerob bei 30 °C fiir 3-5 Tage inkubiert.

2.1.3 Stammhaltung

Die Kultivierung von C. metallidurans-Stammen erfolgte auf Tris-MM-Agarplatten und die
von E. coli-Stdmmen auf LB-Agarplatten. Zur Selektion auf Antibiotikaresistenzen, die sich
auf Plasmiden befanden oder in das bakterielle Genom integriert wurden, erfolgte die Zugabe
dieser (Tabelle 1). Die Stdamme wurden spéatestens nach vier Wochen auf frische Agarplatten
uberfihrt. Nach der Inkubation bei 30 °C fur die C. metallidurans-Stdamme bzw. 37 °C fiir die
E. coli-Stdmme wurden die Platten bei 4 °C gelagert. Zusatzlich wurden Glyzerinkulturen von
neu konstruierten Stammen angelegt, indem Kulturen der spatexponentiellen Wachstumsphase
geerntet wurden. Nach Zugabe von sterilem Glyzerin mit einer Endkonzentration von 20 %

[v/v] erfolgte die Lagerung bei -80 °C.
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2.2 Molekulargenetische Arbeiten mit DNA

2.2.1 Isolierung von DNA

Fur die Arbeit mit DNA war es erforderlich, vorhandene DNasen zu inaktivieren, indem alle
hitzebestdndigen Gerate und Losungen vor Beginn der Experimente 20 min bei 121 °C
autoklaviert wurden Hitzeinstabile Gerate wurden mit 70 %igem Ethanol gereinigt oder

hitzelabile Losungen steril filtriert.

2.2.1.1 Isolation von Gesamt-DNA

Es wurden 750 pl einer Vorkultur der C. metallidurans-Stdmme AE104 und CH34 durch
Zentrifugation fiir 5 min bei 12 000 rpm pelletiert. Die Isolation der Gesamt-DNA erfolgte nach
dem Protokoll des GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).
Die Elution der Gesamt-DNA erfolgte in 200 pl H2Opigest und wurde bei -20 °C gelagert. Die
Gesamt-DNA diente als Template fir DNA-Amplifikationen mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR).

2.2.1.2 Isolation von Plasmid-DNA

Diese Methode diente der Isolation von Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung, fur
Restriktionsreaktionen und Transformation eingesetzt werden konnte. Dazu wurden 4 ml einer
Ubernachtkultur vom jeweiligen E. coli-Stamm bei 12 000 rpm pelletiert (Sigma 1-14, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode). Zur Isolation der Plasmid-DNA wurde das
Herstellerprotokoll des Genelet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fischer Scientific, USA)

abgearbeitet und die Elution erfolgte mit H2Obidest anstelle des Elutionspuffers.
2.2.2 DNA-Techniken

2.2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Flachbett-Elektrophoresen (Easy Cast™
Electrophoresis System). Fur die Agarosegele wurden 0.5-1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer
(40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA [pH 8.0]) durch Erwarmung in einer Mikrowelle (Bosch
Hausgeréate) geldst. Nach Abkuhlung wurde der noch flissigen Agaroseldsung Ethidiumbromid
(0.5 g/l) zugesetzt und das Gel gegossen. VVor dem Auftragen wurden die Proben mit 0.2 Vol.
Stopp-Ldsung (40 % [v/v] Glyzerin, 0.1 g/l SDS, 0.1 M EDTA, * 2.5 g/l Bromphenolblau)
versetzt. Die aufgetragene Menge richtete sich nach DNA-Grofie und DNA-Konzentration und
betrug 5-10 pl (analytische Gele) bzw. 20-100 ul (praparative Gele). Die Elektrophorese
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erfolgte bei 80-100 V (PHERO-stab. 300, Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen), bis die
gesuchten Fragmente ausreichend aufgetrennt waren. Die Visualisierung der DNA-Banden
erfolgte durch UV-Licht (UV-Transilluminator, Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen) und die Dokumentation mittels Image-Master (Intas Science Imaging Instruments
GmbH, Gottingen).

2.2.2.2 DNA-GrofRenstandard

Die Bestimmung der Grol3e linearer DNA-Fragmente in Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des
DNA-Markers Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA): 10 000, 8 000,
6 000,5 000, 4 000, 3 500, 3 000, 2 500, 2 000, 1 500, 1 000, 750, 500 und 250 bp

2.2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA-Fragmenten fiir Sequenzierungsreaktionen wurde mit einem
NanoDrop®ND-1000 (Thermo Scientific, USA) oder dem NanoQuantPlate™ im TECAN
Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Schweiz) gemessen. Die Konzentrations-
bestimmung fiir Restriktions- und Ligationsreaktionen erfolgte durch Vergleich der
Fluoreszenzintensitdt Ethidiumbromid-markierter DNA-Proben mit DNA Fragmenten

bekannter Konzentrationen (Standard).

2.2.2.4 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl (analytisch) bis 100 pl
(préparativ). Als Reaktionspuffer dienten die vom Hersteller mitgelieferten 10fach Puffer,
welche auf einfache Konzentration im Ansatz verdinnt wurden. Fir eine vollstandige
Restriktion wurden pro pug DNA 2 U Restriktionsendonuklease zugegeben und tiber Nacht, bei
der fur das Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. 1 U eines Enzymes ist als die Aktivitat
definiert, bei der 1 ng DNA in 1 h bei 37 °C verdaut wird. Nach Uberpriifung der vollstandigen
Restriktion mittels Agarosegelelektrophorese wurden die Enzyme mit dem GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Scientific, USA) entfernt.

2.2.2.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA

Die Reinigung von DNA erfolgte mittels GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific,
USA). Dabei sorgte eine chaotrophe Verbindung fur die Denaturierung von Proteinen und

forderte die Bindung der DNA an die Silikat-Membran der S&ule. Verunreinigungen (z.B.
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Enzyme) wurden durch einen Waschschritt entfernt und die Elution erfolgte abweichend vom
Protokoll des Herstellers mit H2Opidest..

2.3.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem praparativen Agarosegel aufgetrennt. Im
langwelligen UV-Licht wurde die Bande mit der entsprechenden Grof3e aus dem Agarose-Gel
herausgeschnitten. Mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden)
wurde die DNA aus dem Agarosegel isoliert. Anschlie3end wurde die DNA bei -20 °C gelagert.

2.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 30 pl durchgefiihrt, wobei das Verhiltnis
von Vektor-DNA zu Fragment-DNA 1:3 betrug. Die einzusetzenden Mengen wurden mit Hilfe
der Fluoreszenzintensitat abgeschatzt. Zunéchst wurden die Vektor- und Fragment-DNA mit
sterilem H2Onidest. gemischt und zur Freilegung der kohadsiven Enden fur 5 min bei 42 °C erhitzt.
Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden 3 pl 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-Ligase zugegeben.
Die Ligation erfolgte Giber Nacht bei 4 °C.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.3.1 Auswabhl der Primer

Die Konstruktion der Primer erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms Clone Manager
(Version 9, Scientific & Educational Software, USA) aus bekannten Sequenzen. Die
Oligonukleotide (Tabelle 20) wurden von einem kommerziellen Anbieter (Metabion,
Martinsried) in lyophilisierter Form bezogen. Sie wurden in sterilem H2Opidest. gel6st und auf
eine Stammkonzentration von 10 pmol/ul eingestellt und bei -20 °C gelagert. Die

Endkonzentration der Primer im PCR-Ansatz betrug 0.2 pmol/ul.

2.2.3.2 Standard Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten und kann fur
praparative und analytische Zwecke genutzt werden. Fur den praparativen Zweck wurde die Q5
high-fidelity DNA-Polymerase (New England Biolabs GmbH, Schwallbach i. Taunus) mit 5°-
3‘-proof-reading-Aktivitat verwendet, die fiir Sequenzen mit hohem GC-Gehalt geeignet ist.

Der Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 50 pl und setzte sich wie folgt zusammen:
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Template-DNA 1yl
5 x Q5 Reaction Buffer 10 ul
5 x Q5 High-GC Enhancer 10l
dNTP-Mix (10 mM) 1ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 1l
Primer 2 (10 pmol/ul) 1l

Q5 high-fidelity DNA-Polymerase (1 U/ul) 0.5 pl
H20bidest. 25.5 ul
Die Amplifikationen wurden als Hot-Start-Reaktionen im PCR-Block (T3000 Thermocycler,

Biometra, Gottingen) nach folgendem Protokoll gefahren und das Temperaturprotokoll dem

jeweiligen Primerpaar (Annealing-Temperatur) und dem DNA-Template (Extension-Zeit)

angepasst:
1. 30 sec 98 °C Hot Start
2. 5-10 sec 98 °C Denaturierung
3. 10-30 sec x °C Annealing
4, 20-30 sec/kb 72 °C Extension

Schritt 2.-4. 25-35 Zyklen
5. 2 min 72 °C Nachsynthese

6. 8°C Pause

Fur analytische Zwecke wurde die Tag-DNA-Polymerase eingesetzt mit frischem
Koloniematerial als Template. Dazu wurden die Zellen mit einem sterilen Zahnstocher von der
Agarplatte abgenommen und in steriles H2Ovigest. Gberfiinrt, in einem Hitzeschritt fir 10 min bei
95 °C gekocht und zentrifugiert. Fir den PCR-Ansatz wurden 2 pl des Uberstandes als
Template eingesetzt, wobei der Reaktionsansatz ein Volumen von 50 pl umfasste und sich

folgendermalien zusammensetzte:
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Template-DNA 2ul
10 x PCR-Puffer 5ul
dNTP-Mix (10 mM) 1pl
Primer 1 (10 pmol/ul) 1yl
Primer 2 (10 pmol/ul) 1yl
Tag DNA-Polymerase (1 U/ul) 1l
H20pidest. 39 pl

In einer Hot-Start-Reaktion mit auf Primerpaar (Annealing-Temperatur) und DNA-Template
(Extension-Zeit) angepasstem Protokoll im PCR-Block (T3000 Thermocycler, Biometra,
Gottingen) erfolgte die Amplifikation nach folgendem Protokoll:

1. 5 min 95°C Hot-Start

2. 30 sec 95°C Denaturierung
3. 30 sec x°C Annealing

4, 1 min/kb 72°C Extension

5. Schritt 2-4 26-30 Zyklen

6. 5 min 72 °C Nachsynthese
7. 8°C Pause

2.2.4 DNA-Transfer und Selektion rekombinanter Klone

2.2.4.1 Transformation nach der CaCl2-Methode

A) Herstellung chemokompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode (Dagert
and Ehrlich, 1979). Es wurde eine Ubernachtkultur des jeweiligen Stammes angezogen und mit
dieser 100 ml LB-Medium 1 %ig inokuliert und bei 37 °C kultiviert, bis eine optische Dichte
(ODes0o) von 0.5 erreicht wird. Die Zellen wurden in ein steriles 50 ml Falkon (Greiner Bio-
One, Frickenhausen) tberfihrt und 10-15 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen
far 10 min bei 5 000 rpm und 4 °C sedimentiert (Eppendorf-Zentrifuge 5804R; Eppendorf,
Hamburg), das Pellet in 20 ml eiskalter 0.1 M CaCl>-Ldsung resuspendiert und wiederholt 10-
15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 5 000 rpm und

4 °C pelletiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in 2 ml eiskalter 0.1 M CaCl,-Losung
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resuspendiert. Die Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:1 mit eiskaltem 50 %igen Glyzerin
(Endkonzentration 25 % [v/v]) gemischt und anschlieBend 100 ul Aliquotes bei -80 °C gelagert.

B) Transformation und Selektion

Die Transformation chemokompetenter Zellen erfolgte nach dem Protokoll von Sambrook et
al., 1989. Die CaCl,-kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit DNA gemischt und 30
min auf Eis inkubiert. Im Anschluss folgte ein 90 s Hitzeschock im Wasserbad bei 42 °C.
Danach wurden die Zellen auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 0.5 ml LB-Medium wurde der
Ansatz 60 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert und nachfolgend auf einer LB-Agarplatte mit dem
jeweiligen Resistenzmarker ausplattiert, was eine primare Selektion der rekombinanten E. coli-
Klone ermdglichte. Bei rekombinanten Klonen mit Integration des Gens in das a-Peptid (lacZ")
erfolgte zusétzlich eine Sekundarselektion mit Hilfe des Farbstoffs X-Gal. Dem
Selektionsprinzip liegt die a-Komplementation der S-Galaktosidase zugrunde, wobei das
chromosomal kodierte Q-Fragment nicht durch das auf dem Plasmid kodierte a-Peptid, in
welches die Fremd-DNA inseriert wurde, komplementiert wird. Der damit verbundene Verlust
der Fahigkeit zur Bildung des Indigo-Farbstoffes aus X-Gal fiihrt zu weillen Kolonien. Das

Zellwachstum auf den LB-Agarplatten erfolgte Gber Nacht bei 37 °C.

2.2.4.2 Plasmidtransfer durch Konjugation

Die Konjugation erfolgte mit Zellen der Ubernachtkulturen des E. coli-Stammes S17/1 und
einer Tris-MM-Kultur von C. metallidurans. Je 300 ul der zu konjugierenden Stdimme wurden
auf einer N&hragarplatte ausplattiert und 2 Tage bei 30 °C inkubiert. Das Zellmaterial wurde
mit einer Impfése abgenommen, in 300 pl Tris-MM resuspendiert und auf Tris-MM-
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Ein Wachstum von E. coli-
Zellen auf diesen Agarplatten wurde aufgrund von Auxotrophien und einer fur E. coli zu hohen
Antibiotikakonzentration in den Agarplatten verhindert.

2.2.4.3 Selektion von single cross-Rekombinaten

Zur Konstruktion von Mutanten wurde eine Methode von Lenz et al., 1994 in leicht veranderter
Form eingesetzt. Der zu rekombinierende DNA-Bereich wurde in den Vektor pECD794-1
kloniert, der in C. metallidurans nicht repliziert. Entscheidend dabei ist, dass eine homologe
Kopie des Fragments im Genom von C. metallidurans vorhanden ist. Der Vektor tragt zum
einen eine Kanamycin-Resistenzkassette und zum anderen ein Genfragment der B-

Galaktosidase (lacZ9). Das Plasmid ist mobilisierbar und C. metallidurans mit einem
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geeigneten E. coli-Stamm (S17/1) konjugiert werden. Bei der Konjugation kommt es zur
Rekombination zwischen den homologen Sequenzen, was Cointegrate zur Folge hat, welche
durch Selektion auf Kanamycin identifiziert werden konnen. Zur Uberpriifung wurde eine

analytische PCR auf das ausgetauschte DNA-Fragment in Verbindung mit lacZ * durchgefihrt.

2.2.4.4 Konstruktion von C. metallidurans Deletionsmutanten mittels cre-lox System

Die Konstruktion von Mutanten erfolgte mit dem cre-lox System nach Marx and Lidstrom,
2002 in abgewandelter Form. Diese Methode ermdglicht die Herstellung markerloser
Mutationen in einer Vielzahl von Gram-negativen Bakterien. Die Derivate des Vektors
pECD1003 besitzen eine Tetracyclin-Resistenzkassette sowie eine  Kanamycin-
Resistenzkassette, flankiert von loxP-Erkennungssequenzen, welche von der ortsspezifischen
Cre-Rekombinase des Phagen P1 erkannt werden und somit die in vivo Exzision der
Kanamycin-Resistenzkassette katalysieren. Fir eine verbesserte Selektion tragen die Derivate
des Vektors pECD1003 zusatzlich das Gen sacB. Wird dem Medium Saccharose zugegeben,
sorgt das Genprodukt von sacB dafir, dass die Zellen sterben, da das Periplasma mit dem aus
dem Zucker synthetisierten Levan-Polymer verstopft wird. Es wurden Fragmente amplifiziert,
die direkt stromaufwarts und stromabwarts des Zielgenes lokalisiert sind. Diese Fragmente
wurden so in den Vektor pECD1003 kloniert, dass sie die loxP-Erkennungsstellen beiderseits
flankieren. Nach dem Transfer des Plasmids mittels Konjugation von E. coli S17/1 auf C.
metallidurans kommt es zu Rekombinations-ereignissen zwischen den homologen Sequenzen,
was Cointegrate zur Folge hat, die durch Selektion auf Kanamycin und Tetracyclin identifiziert
werden koénnen. Die Zellen wurden in mehreren fliissigen Passagen mit Tris-MM mit 15 %
Saccharose (Suizid-Medium) und Kanamycin angezogen, wobei die Cointegrate ein zweites
Mal homolog rekombinierten und es dabei zur Plasmid-Exzision kam. Damit wurde auf die
Kanamycin-Resistenzkassette zwischen den loxP-Erkennungsstellen selektiert, zum anderen
kommt es durch die Zugabe von Saccharose zum Abtdten der Kulturen mit Cointegrat. Durch
negative Selektion auf Tetracyclin-haltigem Medium konnten die Doppelrekombinaten
identifiziert werden. Um eine markerfreie Deletionsmutante zu erhalten, wurde durch einen
weiteren konjugativen Transfer das Plasmid pCM157 in die Kanamycin-Insertionsmutante von
C. metallidurans gebracht. Dieses Plasmid tragt das Gen fiir die Cre-Rekombinase des Phagen
P1. Durch Zugabe von Tetracyclin konnte auf dieses Plasmid selektiert werden. Die Zellen
wurden zwei Tage in Tris-MM angezogen, wobei es zur Exzision der Kanamycin-

Resistenzkassette an den loxP-Erkennungsstellen durch die Cre-Rekombinase kam. Die
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gewiinschten Deletionsmutanten konnten durch negative Selektion auf Kanamycin identifiziert
werden. AuRerdem wurde durch negative Selektion auf Tetracyclin der Verlust des Plasmids
pCM157 nachgewiesen. Zur zusitzlichen Uberpriifung der Deletionsmutanten wurde eine

analytische PCR auf Verlust des Zielgenes durchgefiihrt.

2.2.5 DNA-Sequenzierung und Sequenzauswertung

Die Sequenzierung erfolgte in einem 15 pL Ansatz mit 1.5 pg Plasmid-DNA und 30 pmol
Primer und wurde von einem kommerziellen Anbieter (Microsynth AG, Lindau) durchgefthrt.
Der Versand des Ansatzes erfolgte in einem Mikro-Schraubdeckelréhrchen von Sarstedt AG &
Co (NUmbrecht, Germany). Fur die Auswertung wurden DNA-Sequenzen der NCBI-
Datenbanken (Nation Center for Biotechnology Information) verwendet und Alignements mit
dem Programm Clone Manager angefertigt.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Genexpression und Proteinreinigung

A) Strep-tag®II Protein Purification System (IBA lifescience, Gottingen)

Das Strep-tag®ll purification system basiert auf der spezifischen Bindung von Strep-Tactin® an
Strep-tag®!l Fusionsproteine. Der Strep-tag®ll, setzt sich aus den Aminosauren WSHPQFEK
zusammen und ist je nach Vektorsystem am N- oder C-Terminus kodiert. Diese Methode
ermoglicht die Affinitatschromatographie unter physiologischen Bedingungen, sodass die
biologische Aktivitét des Proteins erhalten bleibt. Aufgrund der geringen GroRe beeinflusst der
Strep-tag weder Proteinlokalisation noch Proteinfaltung. Die Induktion der Genexpression
erfolgte durch den Induktor AHT (Anhydrotetracyclin). Das AHT bindet dabei an den tet-

Promotor und injiziert die Genexpression.

B) His-tag®-Protein Purification System (QIAGEN GmbH, Hilden)

Mittels Einschrittaffinitdtschromatographie konnen Proteine, welche einen 6 x His-tag®
aufweisen, Uber die Bindung an Ni-NTA Agarose gereinigt werden. Durch Verwendung des
Vektors pRHB152 (pET28A TEV Derivat) wurden Proteine mit N-terminalem His-tag
synthetisiert, welcher durch eine Tev-Protease abgespalten werden kann. Die Induktion der
Expression erfolgte mit IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid), da das Gen hinter einen
T7 Promotor kloniert wurde.
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2.3.1.1 Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Der E. coli-Stamm Rosetta wurde mit den jeweiligen Plasmiden transformiert. Fir die
Expression wurden Ubernachtkulturen hergestellt, mit denen LB-oder TB-Medium im Kolben
oder im Fermenter (Minifors, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) 2 %ig inokuliert und bei 37 °C
inkubiert wurden. Nach dem Erreichen einer ODgoo = 1 im Kolben oder ODgoo = 3 im Fermenter
erfolgte die Zugabe des Induktors AHT (50-200 pg/l) bzw. IPTG (1 mM). Die Kolbenanzuchten
wurden fur weitere 3 h schittelnd bei 30 °C inkubiert, wo hingegen die Fermenteranzuchten 1
h bei 30 °C wuchsen. Durch Zentrifugation (30 min, 14 500 rpm und 4 °C, Eppendorf-
Zentrifuge 5804R; Eppendorf AG, Hamburg] oder 17 000 rpm und 4°C Sorvall-Zentrifuge
[Thermo Scientific, USA]) wurden die Zellen geerntet und die Zellpellets bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.3.1.2 Zellaufschluss und Gewinnung des Rohextraktes

Das Zellpellet wurde in 3 ml Puffer W (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150 mM NaCl) pro Gramm
Feuchtgewicht mit 1 mM Proteaseinhibitor (PMSF) und 10 pg/ml DNasel resuspendiert. Der
Zellaufschluss von kleinen Volumina erfolgte auf Eis mit 6 Ultraschallzyklen (Uniequip
Laborgeratebau UW60) a 30 s bei der Intervalleinstellung 70 % und 80 W Leistung. Zwischen
den einzelnen Zyklen wurden die Zellen 30 s auf Eis abgekuhlt. Bei groRerem VVolumen wurden
die Zellen mit Hilfe der French Press Gaulin (Amicon, Silver Springs, Maryland, USA) bei 2
000 psi (140 kg/cm?) in 5 Durchgangen aufgeschlossen. Zur Abtrennung der Zelltrimmer
wurden die aufgeschlossenen Zellen 30 min bei 14 000 rpm und 4 °C (Eppendorf-Zentrifuge
5417R [Eppendorf AG, Hamburg]) oder bei 17 000 rpm und 4 °C (Sorvall-Zentrifuge [Thermo
Scientific, USA]) zentrifugiert.

2.3.1.3 Proteinreinigung mittels Strep-Tactin-Chromatographie

Eine Einwegséule (Polypropylene Column 1 ml-10 ml, QIAGEN, Hilden) wurde mit 1 ml
Saulenmaterial (Strep-Tactin) gepackt und mit 5 Vol. Puffer W &quilibriert. Das Zellextrakt
wurde auf die Sdule gegeben, wobei das Fusionsprotein an das S&ulenmaterial band.
Unspezifisch bindende Proteine konnten durch Waschen mit 10 Vol. Puffer W entfernt werden.
Das rekombinante Protein wurde mittels 5-10 Vol. Puffer S (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150
mM NacCl, 2.5 mM Desthiobiotin) eluiert. Das Sdulenmaterial wurde durch Spulen mit 10 Vol.
Puffer R (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1 mM HABA) regeneriert. Fur die Analyse der Fraktionen,

32



Material und Methoden

wurden die Proben auf SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen und bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

2.3.1.4 Proteinreinigung mit Hilfe der Ni-NTA Affinitatschromatographie

Fur die Aufreinigung wurde wiederum eine Einwegsaule verwendet und mit 1-2 ml Ni-NTA-
Agarose (QIAGEN, Hilden) beladen. Fiir gréBere Volumen wurde eine Akta (AKTApurifier,
GE Healthcare, Freiburg) fur die Aufreinigung benutzt. Die Sdule wurde &quilibriert mit 5 Vol.
Puffer A (50 mM Tris- HCI [pH 8,0], 150 mM NacCl). Im Anschluss wurde das Zellextrakt
aufgetragen, wobei das rekombinante Protein spezifisch an die Matrix gebunden hat.
Ungebundene Proteine wurden mit 5-10 Vol. Puffer A und Puffer A mit steigenden
Imidazolkonzentrationen (5-25 mM Imidazol) von der Sdule gewaschen. Die Elution des
rekombinanten Proteins erfolgte durch Puffer A mit 500 mM Imidazol. Das Saulenmaterial
wurde mit 5 Vol. MES-Puffer (20 mM MES [pH 5], 100 mM NaCl) regeneriert und bis zur
erneuten Verwendung auf 20 % Ethanol gelagert. Fur die Entsalzung der Elutionsfraktionen
wurden die Proben auf eine mit Puffer E (50 mM Tris- HCI [pH 8,0], 150 mM NacCl, 5 %
Glyzerin) aquilibrierte PD10-Sdule (GE Healthcare, Freiburg) gegeben. Die rekombinanten
Proteine wandern bei dieser Methode schneller durch die S&ulenmatrix als die Salze. Zur
Analyse wurden die Proben auf SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen und bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.3.1.5 GroRenausschlusschromatographie

Durch Gelfiltration wurden Proteine der Grof3e nach auf einer Hiprep 26/60 Sephacryl S-100HR
(GE Healthcare, Freiburg) aufgetrennt, wobei groRere Proteine schneller durch die Matrix
laufen als kleinere Proteine. Die Sdule mit einem Bettvolumen von 320 ml wurde mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0.5 ml/min betrieben und mindestens 2 Saulenvolumen Puffer A (50
mM Tris-HCI [pH 8.0], 150 mM NacCl) &quilibriert. Es wurden min. 500 pg Protein in einem
maximalen Volumen von 5 ml durch die Probenschleife aufgetragen und mit weiteren 5 ml
Puffer A die Probenschleife gespiilt. Als Elutionspuffer diente der Aquilibrierungspuffer. Als
GroRenstandard diente das Gel Filtration Kit LMW (GE Healthcare, Freiburg) mit Proteinen
der Grolie 6.5 kDa bis 75 kDa, wobei Blue Dextran 2000 fiir die Bestimmung des Leervolumens
der S&ule diente. Mit Hilfe der Evaluierungssoftware UNICORN (GE Healthcare, Freiburg)
wurden die Retentionszeiten bestimmt und eine Kalibriergerade erstellt. Anhand dieser wurden

die GroRen der untersuchten Proteine errechnet.
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2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

2.3.2.1 Lowry-Proteinbestimmung (Lowry et al., 1951)

Zur Proteinbestimmung wurde ein abgewandelter Test verwendet, bei dem 10 pl der zu
vermessenden Proteinldsung bzw. Verdinnung in einer 96well-Microplatte (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) mit 100 pl frisch hergestellter Lésung C, die zu 90 % (v/v) aus Lésung A
(22 % [w/v] Na2CO3, 0.5 % [w/v] Natriumtartrat und 0.1 N NaOH) und 10 % (v/v) L6ésung B
(0.1 % [w/v] CuSOsx5H20) bestand, versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Danach wurden 15
pl Losung D [50 % (v/v) Folin-Ciocalteau's Phenol Reagenz] zugegeben und fiir 30 min bei
RT inkubiert. Bei 750 nm wurde die Absorption im Tecan Infinite 200 (Tecan Group, Schweiz)
gemessen und mit Hilfe einer BSA-Kalibriergraden die Konzentration berechnet.

2.3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)

Bei diesem Test wird die Bindung von Proteinen an Coomassie Brillantblau 250 ausgenutzt.
Durch die Proteinbindung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes auf 595
nm und ist ein MaR fur die Proteinkonzentration in der Lésung. Fir die Messung wurden
Verdiinnungen hergestellt und die Proteinbestimmung, wie im Roti®-Quant Kit (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) fur 96well-Microplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen) beschrieben,
durchgefuhrt. Eine Kalibrierungsgerade wurde mit BSA als Standard erstellt.

2.3.2.3 Proteinbestimmung am NanoDrop®ND-1000 Spektrophotometer

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine direkte spektroskopische Methode
verwendet, bei der das spezifische Molekulargewicht und der Extinktionskoeffizient des
jeweiligen Proteins beriicksichtigt wurden und die Absorption bei 280 nm NanoDrop®ND-
1000 Spektrometer (Thermo Scientific, USA) gemessen. Die theoretischen Extinktions-
koeffizienten der rekombinanten Proteine wurde mit Hilfe des Programms ProtParam des
ExPASy-Servers bestimmt (Pace et al., 1995)

2.3.3 Konzentrieren von Proteinlésungen

Proteinlosungen wurden mit Hilfe von VivaSpin-Saulen mit PorengroRen von 10-30 kDa
(VivaSpin, Sartorius AG, Gottingen) ankonzentriert. Die VivaSpin-S&ulen wurden mit 2 Vol.
H2Odest. bzw. Puffer E gespilt und die Proteinlésung bei 2 500 rpm und 4 °C (Eppendorf-
Zentrifuge 5804R; Eppendorf AG, Hamburg) bis zur gewilinschten Proteinkonzentration

eingeengt.
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2.3.4 Elektrophoretische Methoden

Die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde in einem Mini-PROTEAN® Tetra Electrophoresis
System (Bio-Rad Laboratories, USA) durchgefiihrt.

2.3.4.1 Probenvorbereitung

Die in der SDS-PAGE aufzutrennenden Proben wurden im Verhéltnis 1:1 mit 2 x SDS-
Probenpuffer (125 mM Tris-HCL [pH 6.8], 20 g/l SDS, 50 % [v/v] Glyzerin, 0.5% [v/v] p-
Mercaptoethanol, 0.01 g/l Bromphenolblau) gemischt und 5 min bei 95 °C denaturiert.

2.3.4.2 Proteinmarker

Folgende Proteingrof3enstandards wurden aufgetragen:

e PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus (#26619) (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA): 10, 15, 25, 35,55 70, 100, 130, 250 kDa

e SERVA VisiBlot Standard | (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg): 25, 40, 45,
60, 75, 85, 90, 120, 150 kDa

2.3.4.3 Lineare SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Fur die Auftrennung der Proteine wurden lineare SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli (1970)
verwendet (Tabelle 2). In das Sammelgel wurde ein Kamm zur Formung von Geltaschen
eingesetzt. Der Elektrodenpuffer (2.5 mM Tris, 0.2 M Glyzin, 3.5 mM SDS) wurde in den
Anoden- und Kathodenraum gegeben und die Proteine Auftrennung 1 h bei 180 V aufgetrennt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Trenngel Sammelgel
Detergens
125 % 10 %
30 % Acrylamid, 0.8 % Bis-Acrylamid 2.5 mi 2mi 0.33 ml
1.88 M Tris-HCI (pH 8.5) 1.2 ml 1.2 ml
0.625 M Tris-HCI (pH 6.8) 0.4 ml
0.5% SDS (w/v) 1.2ml 1.2 ml 0.4 ml
AqUabidest 1.1ml 1.6 ml 0.87 ml
TEMED 5ul 5ul 2 ul
10 % APS 30 ul 30 ul 10 ul
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2.3.4.4 Native-PAGE

In der nativen Polyacrylamidgelelektrophorese wurden 16sliche Proteinfraktionen
verschiedener Kulturen aufgetrennt und auf die Aktivitdt der Fe-SOD bzw. der [NiFe]-
Hydrogenasen untersucht. AuBerdem wurden EMSA-Experimente mit den nicht-
denaturierenden Polyacrylamidgelen durchgefihrt (Tabelle 3), sowie die native Laufform als
Mono-/Di- bzw. Multimer untersucht. 0.2 Vol. 5 x Native-Probenpuffer (20 % Saccharose
[w/v], 0.1 % Bromphenolblau [w/v], 10 % Glycerin [v/v]) dienten der Beschwerung der Proben.
Die Elektrophorese wurde mit eiskaltem Elektrodenpuffer (0.1 M Tris, 0.1 M Glycin) fiir ca.
4 h bei 80 V durchgefihrt.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Native-PAGE

Trenngel Sammelgel

Detergens
10 % 8%
40 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 1.5ml 0.4 ml
1,88 M Tris-HCI (pH 8,5) 0.6 ml 0.2ml
AqUabidest 3.82ml 1.4 ml
TEMED 5l 2 ul
10 % APS 40 pl 15 pl

2.3.4.5 Proteintransfer auf eine Membran (Western-Blot)

Proteine kénnen mittels einer Semi-dry Fastblot B34-Apparatur (Analytik Jena, Jena) auf eine
Nitrocellulose-Membran (porablot NCP, Machery-Nagel, Duren, Porengrose 0.45 um)
transferiert werden. Nach der Elektrophorese wurden das Gel, die Membran und das Whatman
Papier (Schleicher & Schull, Dassel) 10 min in Towbin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
20 % Methanol, ad 1 | H2Opidest.) inkubiert und der semi-dry-fastblot von der Anode ausgehend,

luftblasenfrei zusammengebaut:

— 3 Lagen Whatman Papier
— Nitrocellulose-Membran
— SDS-Polyacrylamidgel
— 3 Lagen Whatman
Der Transfer erfolgte bei 20 V und 150 mA fir 30 min
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2.3.4.6 Strep-tag®ll Detektionssystem (IBA lifescience, Géttingen)

Nach dem Blotvorgang wurde die Membran mit 3 % (w/v) BSA (in 1 x PBS-Puffer [4 mM
KH2PO4, 16 mM Na;HPO4 x 12 H>0O, 115 mM NacCl]) + 0.5 % Tween20 fir 1 h bei RT oder
uber Nacht bei 4 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen vor der Detektion zu
blockieren. Die Membran wurde 3-mal mit 1 x PBS-Puffer + 0.1 % Tween20 fir 5 min
gewaschen. Fir den Nachweis der rekombinanten Proteine erfolgte eine 1 stindige Inkubation
mit 1:100 000 Strep-Tactin-HRP-Konjugat (Bio-Rad, Miinchen) verdinnt in 1 x PBS + 0.5 %
(w/v) BSA + 0.1 % Tween20 und 2 weitere Waschschritte mit 1 x PBS-Puffer + 0.1 % Tween20
fiir 5 min, sowie 5 min in 1 x PBS-Puffer. Das Konjugat wurde mit einer Meerettich-Peroxidase
markiert, welche mittels ECL-Reaktion (Enhanced Chemiluminescence) nachgewiesen werden
konnte. Bei diesem Nachweis wird Luminol in Anwesenheit von H2O; unter Lichtaussendung
oxidiert. Die Losungen A (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150 mM NaCl, 90 mM Coumarsaure [in
DMSO gel6st], 250 mM Luminol [in DMSO gelést]) und B (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150
mM NaCl, H202 (v/v) 0.03 %) wurden zu diesem Zweck im Dunkeln gemischt und 1 min auf
die Membran gegeben. Die Membran wurde anschlieRend luftblasenfrei in eine Folie gelegt
und in einer Fotokassette durch Auflegen eines Rontgenfilms (Lumi-Film Chemiluminescent
Detection Film, Roche Diagnostics, Mannheim) exponiert. Der Rontgenfilm wurde 5 min bis
1 h aufgelegt und in Entwicklerldsung (Calbe Fotochemie, Calbe) geschwenkt. Anschlie3end

wurde der Film in Wasser gewaschen und fixiert (Calbe Fotochemie, Calbe).

2.3.4.7 His-tag Antikdrpernachweis

Die Membran wurde nach dem Blotvorgang in 5 % Milchpulver (in 1 x PBS-Puffer) 1 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 3-mal fiir 5 min in 1 x
PBS-Puffer gewaschen. Danach wurde die Membran 1 h im priméren Antikorper (Anti His-
Anitkorper [Acris Antibodies GmbH, Herford] 1:2 500 in 1 x PBS-Puffer) geschwenkt,
wiederum 3-mal 5 min mit 1 x PBS-Puffer gewaschen und anschliefend 1 h mit dem
sekundaren Antikdrper (1:5 000 Anti Mouse Antikorper [Acris Antibodies GmbH, Herford] in
1 x PBS-Puffer) inkubiert. AbschlieBend wurde die Membran wieder 3-mal 5 min in 1 x PBS-
Puffer gewaschen und danach erfolgte die ECL-Reaktion.

2.3.4.8 Multiplex-Detektion mittels Fluoreszenzantikdrpern

Zur Blockierung unspezifischer Bindestellen auf der Nitrocellulosemembran wurde diese Gber
Nacht mit 3 % (w/v) BSA (in 1 x PBS-Puffer) bei 4 °C inkubiert. Nach 2 Waschritten fir 5 min
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in 1 x PBS-Puffer + 0.1 % Tween und einem mit 1 x PBS-Puffer wurde die Membran zun&chst
mit dem priméren Antikorper (Anti His-Anitkorper [Acris Antibodies GmbH, Herford] 1:2 500
in 1 x PBS-Puffer) fur eine Stunde inkubiert. Nach 3 weiteren Waschschritten mit 1 x PBS-
Puffer fir 5 min wurde die Membran parallel mit dem sekundéren Antikdrper (Cy3 goat anti-
mouse 1gG (H+L) [Thermo Fisher life technologies, Carlsbad, CA, USA] 1:1 000 verdinnt in
1 x PS-Puffer) und Streptavidin Alexa Fluor 647 Konjugat ([Thermo Fisher life technologies,
Carlsbad, CA, USA] 1:1 000 verdunnt in 1 x PS-Puffer) flr eine Stunde im Dunkeln inkubiert.
Es schlossen sich 3 weitere Waschritte fur 5 min in 1 x PBS-Puffer im Dunkel an. AnschlieRend
wurde die Membran im Dunkeln getrocknet, was eine dauerhafte Lagerung und
Wiederverwendung ermdglicht. Die Fluoreszenzdetektion erfolgte mit dem INTAS Advanced
Imager (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen). Der Cy3 goat anti-mouse 1gG
(H+L) Antikorper wurde bei einer Wellenldange von 552 nm angeregt und fluoreszierte griin
mit einer Emission bei 570 nm. Im Gegensatz dazu wurde das Streptavidin Alexa Fluor 647
Konjugat bei 650 nm angeregt und fluoreszierte im roten Bereich bei 668 nm. Durch
gleichzeitige Messung beider Fluoreszenzkanéle wurde ein Multiplex-Image aufgenommen,

wobei Uberlagerungen beider Farbstoffe gelb dargestellt wurden.

2.3.5 Farbemethoden fiir Polyacrylamidgele
2.3.5.1 Proteinfarbung mit Coomassie-Blau nach Weber and Osborn, 1969

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine konnten mittels Coomassie-Blau
angefarbt werden, dabei lagert sich der Triphenylfarbstoff an die basischen Seitenketten der
Aminoséuren an. Zu diesem Zweck wurden die Gele mindestens 1 h oder Uber Nacht leicht
schwenkend in Coomassie-Blau-Farbelésung (2 g Coomassie Brillantblau R-250, 0.5 g
Coomassie Brillantblau G-250, 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, ad 1 |
H20nidest) inkubiert und nicht proteingebundener Farbstoff mittels Entfarberldsung (10 %
Ethanol, 10 % Essigsaure, 80 % H2Opidest.) entfernt.

2.3.5.2 Proteinfarbung mittels Quick Coomassie™ stain

Diese Methode diente der schnellen Proteinfarbung von Polyacrylamidgelen, welche in
destilliertem Wasser gewaschen und anschlief3end fir 20-30 min in der Farbeldsung der Firma
SERVA Electrophoreses (GmbH, Heidelberg) inkubiert wurden. Die Entfernung von
uberschiissigem Farbstoff erfolgte durch waschen mit destilliertem Wasser.
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2.3.5.3 Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde nach Rabilloud et al., 1988 und Nesterenko et al., 1994 in
modifizierter Form durchgefuhrt. Die zu farbende PAGE wurde zunéchst durch die rotierende
Inkubation in einer Losung aus 50 % Aceton (v/v), 1.25 % Trichloressigsaure (TCA) (v/v) und
0.02 % Farmaldehyd (v/v) flr 5 min fixiert. Das Gel wurde mehrmals mit destilliertem Wasser
gewaschen und anschliefend mit 50 % Aceton (v/v) vorbehandelt. Es schloss sich eine zweite
Vorbehandlung mit 0.02 % NazS203 (W/v) in HoOpigest. flir 1 min an. Nach mehrmaligem
waschen mit destilliertem Wasser erfolgte die Farbung mit 0.26 % AgNOs (w/v), 0.37 %
Formaldehyd (v/v) in H2Ogest. fir 8 min, wobei sich die Silberionen an die negativ geladenen
Seitenketten der Aminosduren anlagern. Das Entwickeln erfolgte durch Reduktion der lonen zu
elementarem Silber und wurde nach weiteren Waschschritten mit destilliertem Wasser
durchgefuhrt. Dazu wurde das Polyacrylamidgel in einer Losung aus 1 % Na2COs (w/v), 0.02
% Farmaldehyd (v/v), 0.0005 % Na>S203 (w/v) in H2Ogest. bis zum Erscheinen der Banden
inkubiert. Die Reaktion wurde 30 s mit 1 % Essigsaure (v/v) gestoppt und das Polyacrylamidgel

in destilliertem Wasser gelagert.

2.3.5.4 Visualisierung von DNA-Fragmenten mittel Ethidiumbromid

Fur die Anfarbung von DNA-Fragmenten in der Native-PAGE wurde ein post staining in einem
Ethidiumbromid-Bad (1 pg/ml) fur 10 min durchgefuhrt. Die Visualisierung und
Dokumentation erfolgte durch UV-Licht an einem UV-Transilluminator (Intas Science Imaging
Instruments GmbH, G6ttingen).

2.3.6 Abspaltung des His-tags mit Hilfe der Tev-Protease

Die Expression der Gene mit dem Vektor pRHB152 flihrte dazu, dass ein rekombinantes
Protein mit einem N-terminaler His-tag entsteht. Dieser Tag kann aufgrund einer tev-cleavage
site an der Erkennungssequenz ENLYFQGH durch die Tevyis abgespalten werden. Fur das
Assay wurden 1 mol Tev-Protease mit 1 mol rekombinantem Protein in 1 x Tev-Puffer (2 x
Tev-Puffer 100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA, 2 mM DTT) mit 0,5 % Mercaptoethanol
fir 24 h bei 4 °C inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Ni-NTA-Affinitatschromatographie,
wobei sich das rekombinante Protein im Durchfluss befand und die Tevnis-Protease in den

Elutionsfraktionen.
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2.3.7 CD-Spektroskopie

Bei der CD-Spektroskopie (Circulardichroismus) wird die Differenz der Absorption von rechts
und links zirkular polarisiertem Licht gemessen. Wichtig flr diese Messung waren Proben die
chirale Molekule enthielten, da die Enantiomere das Licht unterschiedlich stark absorbieren.
Die Aufnahme von fern UV-CD-Spektren (A = 250-195 nm) und nah UV-CD-Spektren (A =
350-250 nm) erfolgte am Institut fir Biochemie/Biotechnologie in Kooperation mit PD Dr. H.
Lilie. Die Messungen wurden in einer 0.1 mm Quarzglaskiivette fur Fern-UV-Aufnahmen und
einer 10 mm Quartzkivette fir Nah-UV-Spektren an einem Jasco J-810 CD-Spektro-
polarimeter (JASCO EUROPE S.R.L., Cremella, Italien) durchgefuhrt. Die Messung erfolgte
bei 20 °C mit einer Stickstoffflussgeschwindigkeit von ca. 2.7 I/min und einer Auflésung von
0.5 nm. Es wurden jeweils 60 Spektren erstellt, gemittelt und anschliefend durch Abzug des
Pufferspektrums korrigiert. Fir die Messung wurden 0.8 mg/ml der rekombinanten Proteine
eingesetzt. Die mittlere molare Elliptizitat wurde mit Hilfe der Molekulargewichte der
rekombinanten Proteine nach Formel 1 berechnet und mit dem Programm CDNN (Bohm et al.,
1992) der prozentuale Anteil an a-Helices und S-Faltblattern kalkuliert.

Formel 1: em = e*M/(10*d*c)

mit: ¢ — Eliptizitat [mdeg]
M — durchschnittliches Molekulargewicht der AS [g/mol]
¢ — Proteinkonzentration [g/1]
d — Schichtdicke Kuvette [cm?]

2.3.8 Herstellung von Apo-Proteinen

Die Apo-Proteine wurden aus den gereinigten Proteinen hergestellt, indem 100 uM Protein mit
1 mM EDTA inkubiert wurden. Dieser Vorgang erfolgte bei 4 °C fur 2 h und sollte zu einer
Komplexierung der proteingebundenen Metalle fihren. AnschlieBend wurden die
Proteinldosungen tber eine PD10-Sédule entsalzt. Zuvor wurden die Sdulen mit 2 Vol. Puffer E

aquilibriert. Die Elutionsfraktionen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.3.9 Metallinkubationsassay nach Sydor et al., 2013

Um Aussagen Uber die spezifische Metallbindung der rekombinanten Proteine treffen zu
kdnnen wurden die hergestellten Apo-Proteine mit verschiedenen Metallen inkubiert. 100 uM

Apo-Protein wurden mit 1 mM ZnCl; fiir 2 h bei 4 °C inkubiert und anschlieRend tiberschiissige

40



Material und Methoden

Metallionen durch PD10-S&ulen entfernt. Als Elutionspuffer und Aquilibrierungspuffer diente
Puffer E. Die Proteinproben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.3.10 Zincon-Assay

Dieses Assay beruht auf der Bindung von Zink an den Farbstoff Zincon (2-carboxy-2’-hydroxy-
5’-sulphoformazylbenzene), welche einhergeht mit der Verschiebung des Absorptions-
maximun von 480 nm auf 620 nm (Hilario et al., 1990; Sabel et al., 2010). Zu diesem Zweck
wurden 10 uM der hergestellten Apo-Proteine oder 10 pM der mit Metallen inkubierten
Proteine in das Assay eingesetzt. Zu den Proteinen wurden steigende ZnCl>-Konzentrationen
von 0-140 uM und 10 uM Zincon gegeben. Als Kontrolle wurde anstelle der Apo-Proteine 10
uM EDTA eingesetzt. Die 20 pl Ansdtze wurden mit Puffer W aufgefullt. Die Messung der
Spektren (230-1 000 nm) in den 384well-Mikroplatten (Greiner Bio-One, Frickenhausen)

erfolgte im Tecan Infinite 200 (Tecan Group, Schweiz).

2.3.11 Electrophoretic Mobility Shift-Assay (EMSA)

Fur die Protein-DNA-Interaktionsstudien wurde das Protokoll nach Shin et al., 2007 in
abgewandelter Form durchgefiihrt. In einem 20 ul Reaktionsansatz wurden gereinigtes
rekombinantes Protein (Strep-Zur) in einem Konzentrationsbereich von 5.4 pmol bis 53.6 pmol
mit 0.68 pmol oder 1.11 pmol DNA des jeweiligen zu untersuchenden Promotorbereichs fiir 30
min in Bindepuffer (20 mM Tris-HCI pH 7.8, 50 mM KCI, 5 % Glyzerin [v/v] und 1 mM
Dithiothreitol [DTT]) bei 30 °C inkubiert. Die Konzentration an DNA-Molekilen wurde
anhand der DNA-Konzentration und der Molekiilmasse basierend auf der Sequenzladnge
bestimmt. Weitere optionale Zusatze waren 0.1 mM ZnCl, bzw. EDTA. Nach der Inkubation
wurden 0.2 Volumen des 5 x Native-Probenpuffers zu jeder Reaktion hinzugegeben und in
einer 10 %ige Native-PAGE aufgetrennt. Als GroRRenstandard diente der Gene Ruler™ 1 kb
DNA Ladder (Thermo Scientific, USA). Anschlielend erfolgte die Visualisierung der DNA
mittels Ethidiumbromid, Silberfarbung und Western-Blot.

2.3.12 Identifizierung von Interaktionspartnern mittels Pulldown

2.3.12.1 Pulldown mittels Ni-NTA magnetic Beads

Zur ldentifizierung moglicher Interaktionspartner wurden Pulldown Analysen mit gereinigten
His-getaggten Proteinen und der l6slichen Fraktion des Stammes AE104 Azur durchgefiihrt, da

in diesem Stamm Gene zinkabhangiger Proteine hochreguliert sein sollten. 250 pg der HisPur™
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Ni-NTA magnetic Beads (Thermo Scientific, USA) wurden durch einen Magneten im 96well-
plate mit U-Boden sedimentiert und zunéchst 3-mal mit Puffer E gewaschen. Anschlie3end
wurden 10 pg des bait-Proteins fir 30 min bei 4 °C an die Matrix gebunden. Die Bindung
mdoglicher Interaktionspartner erfolgte durch Inkubation mit 100 pg Rohextrakt bei 4 °C. Nicht
gebundenes Rohextrakt wurde zur weiteren Analyse abgenommen und die magnetic Beads 5-
mal mit Puffer E gewaschen und anschlieBend die Proteine durch Zugabe von 2 x SDS-
Probenpuffer oder Elutionspuffer (Puffer A + 500 mM Imidazol) eluiert. Alle Uberstande,
Waschfraktionen und die Elutionsfraktionen wurden in einer 12.5 %igen SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Coomassie-Blau geférbt. Fir die Identifizierung der Interaktionspartner
wurden die eluierten Proteine durch Zugabe von 4 Teilen eiskaltem Aceton tber Nacht bei
4 °C gefallt und anschlieBend 1 h bei 5 000 rpm sedimentiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das durch Imidazol bernsteinfarben gefarbte Proteinpellet bei -80 °C gelagert

und zur Analyse tryptisch In-Losung verdaut.

2.3.12.2 Pulldown mit Strep-Tactin magnetic Beads

Zum Nachweis der spezifischen Interaktion wurden 10 pg rekombinanter Strep-tag
Fusionsproteine als bait Proteine in 96well-plates an 2 pg MagStrep “type3“ XT magnetic
Beads (IBA lifescience, Gottingen), nach dreimaligem Waschen dieser mit Puffer W, fir 30
min bei 4 °C gebunden. Die Inkubation mit dem prey Protein erfolgte fir 3 h bei 4°C unter
Zugabe von 500 uM MgCl; und optional 10 uM GTP, 10 uM GDP, 500 uM EDTA und ZnCls.
Es schlossen sich 5 Waschschritte mit Puffer W und der anschlieenden Elution durch 2 x SDS-
Probenpuffer an. Die Uberstinde wurden zur Analyse durch Coomassie-Blau-Farbung und

Western-Blot in 12.5%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt.

2.3.13 Tryptischer In-Lésungsverdau

Der tryptische Verdau dient der Fragmentierung von Proteinen, dabei wird durch Trypsin
spezifisch die Peptidbindung am Carboxyterminus basischer Aminosduren gespalten. Zu
diesem Zweck wurde das Pellet pro 100 pg Protein in 221 pl 25 mM AmBic-Puffer
(Ammonium-hydrogencarbonat in HPLC Grade Wasser) gel6st. Durch Zugabe von 12.5 ul
0.1%iger RapiGest Losung und der Inkubation fiir 10 min bei 80 °C verbessert sich die
Loslichkeit der Proteine. Anschlielend wurde DTT gel6st in AmBic-Puffer in einer
Endkonzentration von 0.25 mM hinzugegeben und zundchst 10 min bei 60 °C inkubiert und
danach auf Raumtemperatur abgekdihlt. AnschlieRend wurde der Ansatz fiir 30 min im Dunkeln

mit 0.8 mM lodacetamid versetzt. Der tryptische Verdau erfolgte mit 1 pug Trypsin tiber Nacht
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bei RT und die Reaktion wurde durch 37 %ige HCI abgestoppt, 30 min bei 4 °C und 13 000
rpm zentrifugiert und der Uberstand mit den Peptiden abgenommen und fir die Analyse mit
der Synapt G2-S (Waters GmbH, Eschborn), in Kooperation mit Stefan Helm/Dr. Dirk

Dobritzsch verwendet.
2.4 Zellwachstumsversuche
2.4.1 Waschtumsversuche in Flussigmedium

2.4.1.1 Messung der Zelltriibung

Das Klett-Summerson-Colorimeter  (Klett MFG Co., New York) diente der
Zelltrubungsmessung wachsender Bakterienkulturen in Flissigmedien. Zur Kalibrierung der
Skala wurde Medium als Nullwert verwendet. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass
durch die Verwendung von Seitenarmkolben bei der Bakterienkultivierung keine
Probenentnahme zur Messung notwendig war und somit eine Kontamination der Kultur
vermieden wurde. Neben der kontinuierlichen Messung des Zellwachstums wurde auch die
Zelldichte nach einer definierten Wachstumszeit (20 h) bestimmt. Dazu wurde die optische
Dichte der Kulturen bei 600 nm mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN,
Mannersdorf, Schweiz) gemessen. Die Bestimmung des Zelltrockengewichtes und der Zellzahl

erfolgte mittels Kalibierkurven.

2.4.1.2 Zeitabhangige Wachstumskurven

Fur die Aufnahme von zeitabhangigen Wachstumskurven wurden die C. metallidurans-
Stamme in einer 1. Vorkultur in Tris-MM angezogen und nach dem Erreichen der friihen
stationaren Phase 5 %ig eine 2. Vorkultur inokuliert. Diese wuchs 24 h bei 30 °C bis zur spéten
stationdren Phase, sodass eine Mangelkultur entstand. Fir die Hauptkultur wurde die 2.
Vorkultur in 2 ml Tris-MM 1:20 verdunnt und bei 30 °C in 24well Zellkulturplatten (TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) schittelnd im Tecan Infinite 200 Pro
reader (TECAN, Ménnersdorf, Schweiz) inkubiert, wobei alle 33 min die optischen Dichte bei

600 nm (ODeoo) gemessen wurde.

2.4.1.3 Wachstumsendpunktbestimmung von C. metallidurans-Stammen

Die Endpunktbestimmung (Dose Response-Experimente) des Zellwachstums von
C. metallidurans mit verschiedenen Konzentrationen an CdCl,, CoCl,, ZnClz, NiCl> und des
Komplexbildners EDTA wurde in Tris-MM durchgefihrt. Aus einer Tris-MM Vorkultur, der
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frihen stationdren Phase wurde eine 2. Vorkultur 5 %ig inokuliert. Diese wurde fiir 24 h
schittelnd bei 30 °C bis zum Erreichen der spaten stationdren Phase, angezogen. Die
Hauptkultur wurde 10 %ig in Medium verdiinnt und in 96well Mikroplatten (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) kultiviert. Die Hauptkulturen wurden bei 30 °C in einem neoLab-Thermoshaker
(neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg) bei 1 300 rpm angezogen. Nach 20 h erfolgte die
Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODsgo) mit dem Tecan Infinite 200 Pro reader
(TECAN, Mannersdorf, Schweiz). Aus den erhaltenen Werten wurden die 1C50-Werte
berechnet (Formel 2). Der 1C50-Wert gab dabei den Wert an, bei dem die Zelltribung um die
Halfte reduziert war. Die Berechnung basierte auf der abgewandelten Formel von Pace and
Scholtz, 1997.

Formel 2: OD(c) = ODO0/(1 + exp[(c - IC50)/b])

2.4.2 Bestimmung der MIC (minimal inhibitory concentration) von C. metallidurans

Mit dieser Methode kann die toxische Konzentration von Metallen und Chelatoren in festem
Medium bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden Tris-MM-Agarplatten mit verschieden
Konzentration an EDTA, CoCl,, CdClI2 und ZnCl; hergestellt. In diesem Experiment wurden 2.
Vorkulturen 1:100 verdunnt und auf den Agarplatten ausgestrichen. Diese 2. Vorkulturen
wurden zuvor 5 %ig mit einer Vorkultur inokuliert und 24 h bei 30 °C, bis zur Erreichung der
spaten stationédren Phase, kultiviert. Die MIC-Agarplatten wurden flr 4 Tage bei 30 °C gelagert
und im Anschluss das Zellwachstum auf den Platten ausgewertet.

2.5 Enzymologische Methoden

2.5.1 Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitat

Mit Hilfe dieses Experimentes konnte die Induktion der Gene Uberprift werden. Zu diesem
Zweck wurden lacZ-Genfusionen mit Hilfe des Vektors pECD794-1 hergestellt.

2.5.1.1 Zellanzucht der C. metallidurans-Stamme

Die fir die Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitdt verwendeten Stdmme von C.
metallidurans wurden in Tris-MM mit 1.5 mg/ml Kanamycin angezogen. Aus den Vorkulturen
der friihen stationdren Phase wurden zweite Vorkulturen in Klettkolben mit 12 ml Tris-MM auf
30 Klett-Einheiten inokuliert und bei 30 °C und 200 rpm im Wasserbad inkubiert. Nach
Verdopplung der Zelldichte erfolgte eine Aufteilung der Kulturen in sterile 96well-

Mikroplatten (Greiner Bio-One, Frickenhausen). Diesen Kulturen wurden unterschiedliche
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Konzentrationen an EDTA, ZnCl,, CoCl, und CdCl> zugesetzt. Nach dreistundiger Inkubation
bei 30 °C und 1 300 rpm im neoLab Shaker DTS-2 (neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg)
wurden 200 upl Kultur in 96well-Mikroplatten mit round bottom (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) uberfihrt, die ODeso am TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN,
Mannersdorf, Schweiz) gemessen und durch Zentrifugation bei 4 °C fur 30 min bei 4 500 g
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bis zur weiteren Verarbeitung

am nachsten Tag bei -20 °C gelagert.

2.5.1.2 3-Galaktosidase-Aktivitatsbestimmung

Fur den Enzymtest (Miller, 1972; Miller, 1992; Griffith and Wolf, 2002) wurden die Zellpellets
in 190 pl Z-Puffer (60 mM Naz HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCI, 1 mM MgSQOg4, 0.5 M f-
Mercaptoethanol) mit 10 pl Permeabilisierungspuffer (6.9 mM CTAB; 12 mM
Natriumdesoxycholat) aufgenommen. Der Ansatz wurde 10 min bei RT schittelnd inkubiert.
AnschlieBend wurden 20 pl Substratlésung (13.3 mM ortho-Nitrophenyl-f-D-galactopyranosid
[ONPG] in Z-Puffer [ohne f -Mercaptoethanol]) zugegeben und bis zur Gelbfarbung bei 30 °C
im neoLab-Shaker (neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg) bei 300 rpm inkubiert. Die
Farbreaktion ist auf die Umsetzung des Substrates ONPG zu o-Nitrophenol durch die g-
Galaktosidase zurlckzufiihren. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl 1 M Na,CO:s-
Ldsung abgestoppt. Na2COs erhoht den pH-Wert im Reaktionsansatz auf 11, wodurch die -
Galaktosidase inaktiviert wurde. Die Zeit von Substratzugabe bis Reaktionsabstoppung wurde
flr die Berechnung der spezifischen Aktivitat notiert. AnschlieRend wurde die Extinktion bei
420 nm und 550 nm mit dem Tecan Infinite 200 Pro reader (TECAN, Ménnersdorf, Schweiz)
gemessen. Der Korrekturfaktor von 315.8 umol/l wurde berechnet aus dem
Extinktionskoeffizienten von o-Nitrophenol, der Schichtdicke der Kivette und dem
Koeffizienten aus Kulturvolumen und Volumen des Reaktionsansatzes (Formel 3). Als
Nullwert diente ein Reaktionsansatz ohne Zellmaterial. Fir die Berechnung der Aktivitat und
der spezifischen Aktivitdt wurden folgende Formeln verwendet, wobei der Berechnung der

Zelletrockenmasse in pg/ml die Formel 6 nach Schwuchow, 1995 zu Grunde lag:
Formel 3: Korrekturfaktor =315.8 pmol/I=(1.35 mol*cm/45001*0.95cm)*10°
Formel 4: Aktivitat =315.8 pmol/l * (OD420 — [1.75 * ODsso]) /Reaktionszeit (min)
Formel 5: Spezifische Aktivitat =Aktivitat/Zelltrockenmasse

Formel 6: Pro (ug/ml) =4,84+2,38xKE—1,57x10 °*xKE?+6,46x10 °*xKE3+8,79x10 "xKE*
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2.5.2 Aktivitatsfarbung der Superoxiddismutase (SOD)

Die SOD-AKktivitatsfarbung (Beauchamp and Fridovich, 1971) in der Native-PAGE beruht auf
der Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)-Methode. TEMED als Radikalstarter bewirkt am
Licht die Oxidation von Riboflavin. Im Verlauf dieser Reaktion werden O:- . Radikale
freigesetzt, die einen Farbumschlag des NBT von gelb nach blau-schwarz bewirken. Die SOD
konkurriert mit NBT um die Radikale und verhindert dadurch eine Schwarzfarbung des Gels.
Nach der Gelelektrophorese wurde das native Polyacrylamidgel 20 min im Dunkeln mit Lésung
A (0.3 mM NBT, 0.26 mM Riboflavin in Hz2Ovigest.) inkubiert. Danach wurden 0.3 % TEMED
zugegeben und das Gel bei Tageslicht oder unter Blaulicht fur eine beschleunigte Reaktion
inkubiert. Das blaugeféarbte Gel mit ungeféarbten Bereichen, die den SOD-Banden entsprechen,

wurde bei Erreichen eines guten Kontrastes in Wasser gespilt und somit die Reaktion gestoppt.

2.5.3 Hydrogenasen-Aktivitatsfarbung

Fur den Nachweis der Hydrogenasenaktivitat wurden die Proteinkomplexe eines zellfreien
Extraktes in einer Native-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde im Anschluss fur 10 min mit 50
mM MOPS pH 7.0 gewaschen und dann in Aktivitatspuffer (50 mM MOPS pH 7.0, 0.5 mM
Benzylviologen, 1 mM 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid, 0.3 mM NADH) unter 100 % Ho-
Atmosphére in einer Serumflasche bei Raumtemperatur inkubiert (Ballantine and Boxer, 1985;
Enoch and Lester, 1975).

2.6 ICP-MS (inductively-coupled-plasma mass-spectrometry)

Die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma dient der Spurenelementanalyse
(X Serie 11, Thermo Fisher). Das Verfahren beruht auf der Bildung eines Argon-Plasmas bei
5 000 bis 10 000 °C aus einem hochfrequenten ionisierten Argon-Strom. Die Proben werden
eingeleitet und ionisiert. Durch den Skimmer und den Sampler werden die lonen in das
Vakuumsystem des Massenspektrometers tberfuhrt. Die lonen wurden durch mehrere Linsen
fokussiert, durch den Quadropol die Massen getrennt und anschlieBend quantitativ vom

Detektor erfasst.

2.6.1 Probenanzucht

Zur quantitativen Elementbestimmung mittels ICP-MS wurden C. metallidurans Vorkulturen
in Tris-MM angezogen und bei 30 °C kultiviert. Mit diesen Vorkulturen der friihen stationdren
Phase wurden 2. Vorkulturen in Tris-MM 5 %ig inokuliert, welche ebenfalls bei 30 °C inkubiert
wurden. Ausgehend von den 24 h Kulturen wurden Hauptkulturen mit einem Volumen von 12
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ml Tris-MM angezogen. Diese Kulturen wurden 1 %ig im Medium verdiinnt und in einem
Wasserbad bei 30 °C schuttelnd inkubiert. Diesen Kulturen wurden bei 100 KE 100 uM EDTA,
10 pM ZnClz, 100 pM ZnClz, 100 uM CoCl2 oder 100 uM NiClz zugegeben. Nach dem
Erreichen von 150 KE wurden die Proben durch Zentrifugation bei 5 000 rpm und 4 °C fir 30
min (Eppendorf-Zentrifuge 5804R [Eppendorf AG, Hamburg]) geerntet. Die Zellpellets
wurden 2-mal mit Puffer 1 (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150 mM NaCl, 10 mM EDTA)
gewaschen, um tberschussige Metalle zu entfernen. Auerdem wurden Leerwerte mit und ohne

Induktion durch Spurenelemente mitgefiihrt. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

2.6.2 Probenaufbereitung

Die Zellpellets wurden in 71 pl analytischer Salpetersaure (70 %) aufgenommen und
mindestens 2 h bei 70 °C mineralisiert. Nach der Mineralisierung wurden die Proben auf ein
Volumen von 2.5 ml mit Reinstwasser aufgefiillt, sodass eine Salpetersdure-Endkonzentration

von 2 % entstand.

2.6.3 Ermittlung des Metallgehalts ganzer Zellen

Zur quantitativen Bestimmung des Metallgehalts in den Proben, wurden vor jeder Messreihe
Kalibriergeraden erstellt. Zu diesem Zweck wurden Multielementstandards (Merck KGaA,
Darmstadt) in Konzentrationen von 0 bis 100 ppb (parts per billion) erstellt, wobei das
Verhaltnis der gemessenen counts gegen den internen Indiumstandard bestimmt wurde. Die
Konzentration der jeweiligen Elemente wurde in ppb bestimmt. Die gemessenen ppb-Werte der
Leerwerte dienten als Korrekturfaktor fiir die Berechnung. AuRerdem wurden Bestimmungs-
und Nachweisgrenzen errechnet. Die Nachweisgrenze berechnet sich aus der Summe des
Leerwertmittelwertes (MW) und der dreifachen absoluten Standardabweichung (SAW) des
Leerwertes (Formel 7). Die Bestimmungsgrenze errechnet sich aus der Summe des
Leerwertmittelwertes und der zehnfachen absoluten Standardabweichung des Leerwertes
(Formel 8).

Formel 7: MW + (3*SAW)

Formel 8: MW + (10*SAW)
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Fur die Datenauswertung wurde mit Hilfe einer cfu-Kalibriergerade und den ppb-Werten die

Atomanzahl pro Zelle berechnet (Formel 9).

Formel 9: (ppb * 10° * Na)/(2 * M * Z)
mit ppb — ppb-Wert der ICP-MS
Na — Avogadrokonstante 6.022 *10?3
M — Molare Masse [g/mol]
Z — Zellzahl pro Liter [Zellen/l]

2 — Verdunnungsfaktor durch Aufkonzentration
von 10 ml auf 5 ml

10% — Einheitskorrekturfaktor

2.6.4 Probenaufbereitung und Datenauswertung von Proteinproben

Mit Hilfe der ICP-MS konnen an Proteine gebundene Metalle bestimmt werden. Zu diesem
Zweck wurden Proteinldsungen auf eine Proteinendkonzentration von 0.1 mg/ml oder 0.025
mg/ml eingestellt und mit 43 pl analytischer Salpetersaure (70 %) gemischt. Die Proteinproben
wurden zur Mineralisierung 2 h bei 70 °C inkubiert und im Anschluss mit Reinstwasser auf 1.5
ml aufgefillt. Unter Einbeziehung der molaren Masse des jeweiligen Proteins und der Metalle

wurde das Molverhaltnis berechnet.
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3 Ergebnisse

Die putativen Chaperone CobW123, gehdren zur Unterfamilie COG0523 der P-loop GTPasen
(Leipe et al., 2002). Durch die Entdeckung der Zur-Bindeboxen von Haas et al., 2009 wurde
erstmals ein Zusammenhang mit der Zinkhomdgostase hergestellt. Ob es sich bei den 3
annotierten Chaperonen CobW1/23 aus Cupriavidus metallidurans um Zink-bindende Proteine
handelt, was die Rolle dieser Proteine bei der Aufrechterhaltung des Zinkgleichgewichts ist und
wie die Regulation der Genexpression erfolgt, waren die zentralen Fragen dieser Arbeit. Um
diese Fragen zu beantworten, wurden Einfach- und Mehrfachdeletionsmutanten in
verschiedenen Stammbhintergriinden erstellt und der Einfluss der Mutationen in
Wachstumskurven, Dose Response-Experimenten und im Metallgehalt ermittelt. Zusétzlich
wurden proteinbiochemische Versuche durchgefiihrt, um die Metallbindekapazitat zu
bestimmen, und mogliche Interaktionspartner zu identifizieren. Auflerdem sollte die

Zugehorigkeit der Chaperone zum Zur-Regulon geklart werden.

3.1 cobWy3 und zur sind Teile des Zur-Regulons

Von Schmidt et al., 2014 konnte mit Hilfe von EMSA-Experimenten (electrophoretic mobility
shift assay) die annotierte Zur-Bindebox in der Promotorregion von zupT (zupTp) bestétigt
werden. Durch Optimierung der Reinigungsbedingungen wurde Zur als Holo-Protein mit N-
terminalem Strep-Tag Uber Saulenaffinitatschromatographie gereinigt (Abb. 40) und ein
Metallgehalt von 2.9 £ 0.8 mol Zn/mol Protein (Tabelle 21) per ICP-MS bestimmt. Die
Reproduktion des EMSA flr zupT, erfolgte nach dem Protokoll von Schmidt et al., 2014 in
abgewandelter Form, mit steigenden Holo-Strep-Zur Konzentrationen und konstanten DNA-
Konzentrationen von 0.68 pmol. Durch PCR wurden die DNA-Sequenzen der
Promotorbereiche amplifiziert und im Experiment auf die gewinschte Endkonzentration
verdunnt (siehe 2.3.10) (Abb. 7). Fur alle EMSA wurden in Spur 1 als Kontrolle 0.68 pmol
Promotor-DNA und in Spur 9 54 pmol Holo-Strep-Zur aufgetragen. Bei einem Verhéltnis von
1:8 (Spur 2) ist der beginnende Shift, durch einen Schmier der DNA-Bande in der
Ethidiumbromidfarbung (Abb. 7A) zu sehen, welcher bei einem Verhéltnis von 1:39 (Spur 6)
vollstéandig ist. Die Bande lauft verzdgert in Hohe der 1 000 bp Markerbande und zeigt, dass

durch Optimierung der Bedingungen Zur im Promotorbereich von zupT bindet.
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Abbildung 7: Ethidiumbromidfarbung (A) und Silberfarbung (B) eines nativen 10%igen Polyacrylamidgels
nach EMSA von 0.68 pmol zupTp mit steigenden Konzentrationen Holo-Strep-Zur (Bitof et al., 2017). 0.68
pmol DNA des Promotorbereiches von zupT, wurden mit 0, 5.4, 10.7, 16.1, 21.4, 26.8, 40.2 oder 53.6 pmol (Spur
1-Spur 8) Holo-Strep-Zur fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. In Spur 9 sind 53.6 pmol des Proteins chne DNA als
Kontrolle aufgetragen. Der 1 kb DNA-Ladder diente als GréRenstandard (M).

Der Promotorbereich direkt upstream vom ATG des Gens cobW1 (cobW1,) mit einer GroRe von
399 bp wurde per PCR amplifiziert. Eine Bindung von Zur im Promotorbereich von cobWj ist
in der Ethidiumbromidfarbung (Abb. 8A Spur 4) bei einem Verhaltnis von 1:24 und nach der
Silberfarbung (Abb. 8B Spur 3) bei 1:16 durch ein verzogertes laufen in der Native-PAGE
erkennbar. Die Verzégerung ist starker als bei zupT,, was zu einer Bande im Bereich von 2 000
bp fiihrt.

M 1 23 4 5 67 8 9 M 1 23 4 5 67 8 9
A. = B.
1000 bp N :
500 bp B et
250 bp

Abbildung 8: 10%ige Native-PAGE gefarbt mit Ethidiumbromid (A) zur DNA-Visualisierung und Silber
(B) fur die Anfarbung von DNA und Proteinen nach der Inkubation von 0.68 pmol cobW:ip DNA mit Holo-
Strep-Zur (Butof et al., 2017). Nach DNA Amplifikation wurden 0.68 pmol DNA des Promotorbereiches von
cobWy, mit 0, 5.4, 10.7, 16.1, 21.4, 26.8, 40.2 oder 53.6 pmol (Spur 1-Spur 8) Holo-Strep-Zur fur 30 min bei 30
°C inkubiert. In Spur 9 sind 53.6 pmol des Proteins ohne DNA als Kontrolle aufgetragen. Der 1 kb DNA-Ladder
diente als GrolRenstandard (M).

Die Untersuchung der Zur-Bindebox im Promotorbereich von cobWs (cobWsp) erfolgte mit
einem 344 bp grolem DNA-Fragment, welches per PCR upstream vom Start-Codon
amplifiziert wurde. Der beginnende Shift und damit die Bindung von Zur an die DNA von
CcobWszp ist bei einem Verhdltnis 1:8 zu beobachten, wobei die gesamte DNA bei einem
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Verhéltnis von 1:16 gebunden ist (Abb. 9 Spur 3). Das verzogerte Laufverhalten der
gebundenen DNA fiihrt wie bei zupT, zu einer Bande im Bereich von 1 000 bp.

M 1 23 4 5 67 8 9
= 3 Pt 7T
B.

=

—

s TR S S =
- -

-—

—

Abbildung 9: EMSA von 0.68 pmol cobWsp mit steigenden Konzentrationen Holo-Strep-Zur visualisiert mit
Ethidiumbromid (A) und Silber (B) (Butof et al., 2017). Der Ansatz bestehend aus 0.68 pmol DNA des
Promotorbereiches von cobWs; und steigenden Konzentrationen von 0, 5.4, 10.7, 16.1, 21.4, 26.8, 40.2 oder 53.6
pmol (Spur 1-Spur 8) Holo-Strep-Zur wurden fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. In Spur 9 sind 53.6 pmol des Proteins
ohne DNA als Kontrolle aufgetragen. Der 1 kb DNA-Ladder diente als GroRenstandard (M).

Haas et al., 2009 publizierte einer weitere Zur-Bindebox im Promotorbereich von zur (zurp).
Fur den EMSA wurde ein PCR-Fragment mit einer GroRe von 412 bp upstream des ATG
amplifiziert. Eine Bindung von Zur an zurp ist bei einem Verhaltnis von 1:32 (Abb. 10 Spur 5)
zu sehen, wobei das verzdgerte Laufverhalten wiederum zu einer Bande auf Hohe der 1 000 bp
Markerbande fihrt.
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Abbildung 10: Ethidiumbromidfarbung (A) und Silberfarbung (B) eines nativen 10 %oigen
Polyacrylamidgels nach EMSA von 0.68 pmol zurp mit Holo-Strep-Zur (Butof et al., 2017). 0.68 pmol DNA
des Promotorbereiches von zur wurden mit 0, 5.4, 10.7, 16.1, 21.4, 26.8, 40.2 oder 53.6 pmol (Spur 1-Spur 8)
Holo-Strep-Zur fur 30 min bei 30 °C inkubiert. In Spur 9 sind 53.6 pmol des Proteins ohne DNA als Kontrolle
aufgetragen. Der 1 kb DNA-Ladder diente als GroRenstandard (M).

Fur den Nachweis einer Zink-abhangigen Interaktion zwischen Zur und den Zur-Bindebox,
wurden EMSA mit cobWi, und Apo-Strep-Zur mit und ohne Zugabe von Zink, sowie dem
Holo-Protein mit EDTA-Zugabe durchgefuhrt, welche diese Hypothese bestatigten (Abb. 41)
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Als zusétzliche Kontrollen dienten DNA-Abschnitte im zur-Cluster und upstream vom
alternativen Start-Codon von zupT, flr die keine Zur-Bindeboxen vorhergesagt wurden und fir
die auch keine Bindung von Zur beobachtet werden konnte (Abb. 42).

3.1.1 Die Deletion von zur fuhrt zu einer gesteigerten Expression von cobWu3

Im Gegensatz zu cobW.3 befindet sich upstream von cobW- keine Zur-Bindebox und es konnte
auch kein Shift von cobW, im EMSA beobachtet werden. CobW. ist allerdings downstream
von zur kodiert. Aufgrund einer moglichen Co-Transkription kdnnte dieses Gen ebenfalls unter
der Kontrolle von Zur stehen und zum Regulon gehdren. In Induktionsexperimenten sollte
somit ein Zinkmangel oder eine Deletion von zur zu einer gesteigerten Expression der Gene
fuhren. Um dies zu uberprifen, wurden cobWs- und cobW»-lacZ-Fusionen im Genom von C.
metallidurans generiert, sowie die Induktion von cobWs in den Disruptionsmutanten durch
Insertion des lacZ-Gens in den Leserahmen von cobW: an Position 354 (p[cobW; “:lacZ]354)
gemessen. Die Basalaktivitat von cobW: liegt im Wildtyp CH34 bei 2.1 £ 1.4 U/mg TG und im
AE104 bei 1.2 + 0.2 U/mg TG (Tabelle 4). Die Deletion der Effluxsysteme zntA, cadA, fieF
und dmef (Ae4) fuhrt zu einer verminderten Basisaktivitit von cobW; (0.4 + 0.3 U/mg TG). In
allen Stammbhintergrunden fihrt die Deletion von zupT zu einer hoheren Aktivitét, was auf den
erzeugten Zinkmangel zurtick zu fuhren ist, aber auch auf einen Zusammenhang zwischen den
Genen hinweist. Durch die Deletion von zur wird die Regulation der Gene des Zur-Regulons
entkoppelt. Die Deletion dieses Gens im AE104 fiihrt zu einer Erhéhung der Induktion um
Faktor 468 und bestétigt somit die Zugehorigkeit von cobWi zum Zur-Regulon. In den Stdmmen
CH34, AE104, AzupT und den Effluxdeletionsmutanten Ae4 und AedzupT fuhrt EDTA im
Wachstumsmedium zu einer gesteigerten Expression von cobW; um Faktor 7 bis 40, was die
Rolle von CobW; bei Zinkmangelbedingungen bestatigt. Ausschlieflich im Stamm AzupT
fuhren 10 uM Kobalt zu einer signifikanten Induktion von cobW: um Faktor 3.8. Die Zugabe
von 10 uM bzw. 100 uM Cadmium zum Medium fuhrte zu einer Geninduktion um Faktor 1.8-
10.4 in den Stammen AE104 und AzupT.

Um die Expression von cobW> zu bestimmen wurde eine lacZ-Fusion konstruiert (¢p[cobW--
lacZ]), bei der das Reportergen direkt hinter das Stopp-Codon von cobW: kloniert wurde. Im
Gegensatz zu cobW: weist cobW, unter den getesteten Bedingungen eine héhere Grundlevel-
aktivitdt im CH34, AE104 und AzupT von 64 bis 93 U/mg TG auf. Durch die Zugabe des
Chelators EDTA konnte in diesen Stammhintergriinden die Expression um Faktor 2 gesteigert
werden. Zink reprimiert die Expression des Gens cobW> im CH34 und im AzupT, hat aber
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keinen Einfluss im AE104. Die Deletion des globalen Regulators zur fiihrt zu einer erhéhten
Expression von cobW; auf 442 + 83 U/mg Trockengewicht. Diese Aktivitat kann durch die
Erzeugung eines Metallmangels nicht gesteigert werden und wird auch durch Metallzugabe

nicht verandert und weist auf eine Zugehdorigkeit des Gens zum Zur-Regulon hin.

Die Expression von cobWs wurde ebenfalls durch Fusion des Reportergens lacZ direkt hinter
das Stopp-Codon bestimmt (p[cobWs-lacZ]). Die Grundlevelaktivitit von cobWs liegt in den
Stammen AE104, CH34, Ae4 und AzupT bei 95 bzw. 125 U/mg TG. Die Erzeugung eines

Tabelle 4: In vivo Aktivitat der Gene des Zur-Regulons.

Faktor der Hochregulation

Stamm  Dasisaktivitat EDTA ZnCly2 CoCl,® cdcl,®

[U/mg TG]
50 uM 1mM 0uM  100pM 10pM  100puM  10puM 100 uM
p(cobW, “:lacz)354
CH34 2,144 37.4%63  150%8& 0200 nd. 1.000  1,0%00 Q.80 1,0%03
AE104 1.2%02 20.3*26  65.9*12° nd. 0.7%02 1,280 11201 1.8%02  3,6%07
AZUpT 3_410.56 27_812.8 23_112.5 n.d_ 1.210.7 3.8t0'5 1.510.5 1011.1 8_812.9
Azur 56281 1.1%01 1.4%01 1.1%03 (.84 1.2%01 .81 1.3%01  0.9%01
Aed 0.4%03 7.5%28 93.6*183  0.2t00  n. 0.2 nd n.d. 0.1%00
Ae4zupT  3.6%16 18.7%2 16796 0903 1,004 1.3%04 1,203 1,107 (,7%06
p(cobW,-lacZ)
CH34 64120 2.6i0‘6 2_410.5 0_410.1 0.1t0‘0 0.9t0'2 0.9t0'2 1.3i0.1 1.3i0,1
AE104 8513.3 22’:0.0 2_610.0 0_9i0.0 0.8t0‘0 0.9t0'0 0.8*0-0 1_4i0.0 1_6i0.0
AZUpT 9317.3 2.8t0‘0 2_610.0 0_9i0.0 0.6t0‘0 0.7t0'0 Oth0.0 1_0i0.0 0_7i0.0
Azur 442183 1.010.0 1_110.0 1_210.0 0.810.0 O.8t0'0 0.710.0 0_910.0 0_910.0
p(cobWs-lacZ)
CH34 123148 1.6t0'5 1_510.4 1_110.3 0.710.2 0.410.1 0.210.1 0_610.0 0_610.1
AE104 95132 2.8t0'4 2_210.5 1_410.3 1.310.2 0.610.5 0.310.3 1_210.1 1_210.2
AZUpT 108124 1.6t0'6 1_910.6 0_810.2 0.910.2 0.910.0 0.710.0 1_010.0 0_810.0
Azur 615188 0.910.1 1_110.3 0_910.2 1.010.1 0.610.0 0.410.0 0_710.1 0_610.3
Aed 125145 1.410.5 1_510.3 0_610.2 O.lto'o 0.710.3 0.310.2 0_510.1 0_510.1
AC4ZUpT 218163 1.010.3 1_210.2 0_410.2 0.110.0 0.410.0 0.610.0 0_210.0 0_310.0

Im Wildtypstamm CH34, dem Parentalstamm AE104 und den Mutanten wurden Disruptionen in cobW; durch
Insertion von lacZ-pECD794-1 (¢(cobW; :lacZ)) und lacZ-Fusionen (p(cobW--lacZ), ¢(cobWs-lacz))
downstream cobW, und cobWs erzeugt. Zellen der friihen exponentiellen Phase wurden zu diesem Zweck fiir 3 h
bei 30 °C mit steigenden EDTA- bzw. Metallkonzentrationen inkubiert. Die S-Galaktosidaseaktivitdt wurde
bestimmt und der Faktor der Expressionssteigerung im Verhaltnis zur Basisaktivitat ohne Zusatz berechnet. Ein
Faktor grofier 1 bedeutet eine gesteigerte Expression des Gens, wobei signifikante Ergebnis fett dargestellt sind.
Signifikante Unterschiede sind fett markiert. n.d. - nicht definiert (n>3). 2 CH34 1000 uM/5000 uM EDTA; 1000
UM/3000 UM ZnCly; 100 uM/ 1000 uM CoCl,, ® Ae4 AedzupT 1 uM/10 uM ZnCl,/CoCl,/CdCl..
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Metallmangels fiihrt auBer im Stamm Ae4 zu einer Induktion von cobWs. Eine erhohte
Basisaktivitat konnte im Stamm Ae4zupT bestimmt werden, wobei die Deletion von zupT einen
Metallmangel erzeugt, der fir die Induktion des Gens zustandig ist. Im Azur ist die
Grundlevelaktivitat um Faktor 6 hoher im Vergleich zum Parentalstamm AE104. Die Metalle

Zink, Kobalt und Cadmium fiihren zur Repression von cobWs in den Effluxdeletionsmutanten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Gene cobWa/23 durch Metallmangel induziert
werden und indirekt durch die Kodierung downstream von zur oder direkt durch Zur-
Bindeboxen im Promotorbereich zum Zur-Regulon gehoren. Diese Ergebnisse stellen eine

Verknupfung zur Zinkhomdostase her.

3.2 Physiologische Charakterisierung der C. metallidurans Deletionsmutanten
Metallchaperone konnen in der Zelle unterschiedliche Funktionen besitzen. Zum einen die
Speicherung von Metallen und zum anderen der Transport zu Target-Proteinen und die damit
verbundene Ubergabe des oder der Co-Faktoren. Der Einfluss der Chaperone auf die
Metallnomg@ostase  sollte in  Deletions- und Disruptionsmutanten in  diversen
Stammhintergriinden durch physiologische Experimente tiberpriift werden (Anhang 11.6).

3.2.1 Die Deletion der cobW*s fuhrt im CH34 zu multiplen Effekten

Der Wildtyp CH34 besitzt 2 Chromosomen und 2 Megaplasmide pMOL28 und pMOL30, auf
denen eine Vielzahl von Resistenzdeterminanten kodiert sind. In diesem Stammhintergrund
wurden markerfreie Deletionen des gesamten cobWi-Clusters und von cobWs erzeugt und
zusétzlich Disruptionen von cobW.. So war es im CH34 moglich Einzel-, Doppel- und
Dreifachdeletionen zu untersuchen. Im ersten Schritt wurde der Einfluss der Deletionen auf das
Wachstum der Staimme untersucht (siehe 2.4.1.2). Der Wildtyp CH34 erreicht die stationére
Phase nach ca. 17 h und besitzt eine Verdopplungszeit von 3.5 + 0.4 h (Abb. 11A). Lediglich
in der Disruptionsmutante ist ein verandertes Wachstum erkennbar, denn dieser Stamm erreicht
die stationare Phase nach 20 h mit einer signifikant erhdhten Zelldichte. Dieser Effekt ist durch
die Zugabe von EDTA nicht zu erkennen (Abb. 11B). Unter dieser Bedingung erhoht sich die
Verdopplungszeit der Disruptionsmutante auf 4.9 + 0.2 h, was ebenfalls zu einem spéateren
Eintritt in die stationdre Phase fiihrt (22 h). Dies weist auf eine essentielle Rolle als
Zinkspeicherprotein von CobW- unter Mangelbedingungen hin. Diese These wird unterstutzt
durch ein verschlechtertes Wachstum des Stammes mit Zink im Medium. Unter dieser
Bedingung liegt die Verdopplungszeit bei 4.4 h + 0.0 h im Vergleich zum CH34 mit
2.7 £ 0.1 h (Abb. 11C). Die Deletion von cobWs hat im Vergleich dazu einen Effekt auf das
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Wachstum mit Kobalt und kdnnte ein Indiz dafur sein, dass CobWs3;, welches kein GCxCC-
Motiv fur die Metallbindung besitzt, als Speicherprotein unterschiedlichen Metallen dient. Der

Phénotyp &uRert sich in einer verlangerten lag-Phase bei gleicher Verdopplungszeit.

ohne Zusatz 100 uM ZnCl,

T T T T T T 1 T T T T T T !
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

B. tih] tih) D.
. 100 uM EDTA 100 uM CoCl,

. ‘ ‘ . ‘ " . ‘ . . ‘ :
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
tih] tih]

Abbildung 11: Wachstumskurven des Parentalstammes CH34 und der Einzeldeletionsmutanten. Mit
Vorkulturen der friihen stationdren Phase wurde eine 2. Vorkultur angezogen und mit dieser nach 24 h Wachstum
eine Hauptkultur 5 %ig inokuliert. Das Wachstumsverhalten in Tris-Minimalmedium ohne Zusétze (A), 100 uM
EDTA (B), 100 pM ZnCl; (C) und 100 pM CoCl, (D) des Wildtyps CH34(0-), CH34AcobW:-Cluster (A-), CH34
@(cobW, ‘::lacZ)299 (@) und CH34AcobWs (- )wurden untersucht (n>3).

Auch in den Doppeldeletionsmutanten zeigt sich ein Einfluss der Disruption von cobW, auf das
Wachstum in  Tris-Minimalmedium ohne Zusdtze, mit EDTA und Zink in den
Stammhintergriinden CH34AcobWs und CH34AcobW:-Cluster. (Abb. 12). Unter Metallmangel
erhoht sich in den genannten Doppeldeletionsmutanten die Verdopplungszeit im Vergleich zum
Wildtyp CH34 von 2.5+ 0.2 h auf 4.5 £ 0.2 h bzw. 4.1 £ 0.1 h und konnte flr eine geringere
Verfugbarkeit von Zink in den Zellen sprechen. Gestitzt wird diese These durch die
Wachstumskurven mit Zink, bei denen ein deutlich verschlechtertes Wachstum des Stammes
CH34AcobW;-Cluster ¢(cobW: ‘::lacZ)299 zu beobachten ist, einhergehend mit einer
Verdopplungszeit von 5.2 + 0.3 h. Bei Zugabe von Kobalt zeigt lediglich der Stamm
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CH34AcobWs ¢(cobW- “::lacZ)299 einen signifikanten Wachstumsunterschied im Vergleich
zum Wildtyp, was sich in einer verlangerten lag-Phase bei gleicher Verdopplungszeit auswirkt
und ein Indikator fir die Rolle der Chaperone bei der Aufrechterhaltung der Homdostase

verschiedener Metalle.

ohne Zusatz 100 pM ZnCl,

t[h] t[h] D
12 100 uM EDTA 100 uM CoCl, '

t[h]

Abbildung 12: Wachstumskurven der Doppeldeletionen im Vergleich zum CH34 Wildtyp. Mit Vorkulturen
der friihen stationdren Phase wurde eine 2. Vorkultur hergestellt und mit dieser nach 24 h Wachstum eine
Hauptkultur 5 %ig inokuliert. Das Wachstumsverhalten in Tris-Minimalmedium ohne Zusétze (A), 100 uM EDTA
(B), 100 puM znCl; (C) und 100 pM CoCl, (D) des Wildtyps CH34 ( o= ), CH34AcobW;-Cluster
¢(CObW; “::lacZ)299 (& ), CH34AcobW;-Cluster AcobWs (<0~ ) und CH34AcobWs; g(cobW: ::lacZ)299 (-= )
wurden untersucht (n>3).

Die Dreifachdeletionsmutante zeigt im Vergleich zum Wildtyp CH34, sowohl in Tris-
Minimalmedium als auch mit EDTA und Zink im Medium ein deutlich verschlechtertes
Wachstum, mit Verdopplungszeiten zwischen 4.2 + 0.2 h bis 5.7 = 0.2 h. Kobalt im Medium
fuhrt zu keinem veranderten Wachstum der Mutante im Vergleich zum CH34 (Abb. 13).
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ohne Zusatz 100 uM ZnCl,

B t [h] t[h] D
12 - 100 uM EDTA 12 100 uM CoCl, '

t [h] t[h]

Abbildung 13: Vergleich des Wachstums des Parentalstammes CH34 im Vergleich zur
Dreifachdeletionsmutante CH34AcobW:i-ClusterdcobWs ¢(cobW:“::lacZ)299. Mit Vorkulturen der fruhen
stationdren Phase wurde eine 2. Vorkultur erzeugt und mit dieser nach 24 h Wachstum eine Hauptkultur 5 %ig
inokuliert. Das Wachstumsverhalten in Tris-Minimalmedium ohne Zusétze (A), 100 uM EDTA (B), 100 uM
ZnCl; (C) und 100 uM CoCl; (D) des Wildtyps CH34(0-) und CH34AcobW,-Cluster AcobWs gp(cobW, “: :lacZ)299
(=0-) wurden untersucht (n>3).

3.2.1.1 Berechnung der mittleren inhibitorischen Konzentration der CH34-Derivate

Der Einfluss der Chaperone auf die Metallhomdostase zeigt ich auch in Wachstumsendpunkt-
bestimmungen mit steigenden Konzentrationen des Chelators EDTA, sowie den Metallen
Nickel, Zink, Kobalt und Cadmium (siehe 2.4.1.3). Aus den entstandenen Dosis abhé&ngigen
Kurven wurden die 1C50-Werte berechnet. CobW> und CobWs3 haben einen Einfluss auf das
Wachstum von C. metallidurans bei Metallmangel, was sich auch in den 1C50-Werten wieder
spiegelt, denn diese sind in den Disruptionsmutanten CH34 ¢(cobW:::lacZ)299 und
CH34AcobWs ¢(cobW: “::lacZ)299 niedriger als im Wildtyp CH34 (Tabelle 5). Dies kdnnte
bedeuten, dass nicht genligend frei verfligbares Metall in der Zelle ist, welches an
Targetproteine Ubergeben werden kann. Bestatigt wird dies durch einen Zink sensitiven
Phénotyp der Doppel- und Dreifachdeletionsmutanten. Die IC50-Werte weisen auf’erdem
darauf hin, dass sich die Chaperone CobW, und CobW3 gegenseitig komplementieren kénnen,

denn lediglich die Doppelmutante zeigt einen Cadmium sensitiven Phanotypen.
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Wie auch in den Wachstumskurven zeigt sich eine Verbindung zwischen der Kobalthomgostase
und der Deletion von cobWs, was sich in einer verringerten Resistenz durch das Fehlen des
Gens ausdruckt. Der Resistenzverlust kénnte auf einen verminderten Kobaltgehalt in der Zelle

hinweisen und wurde fir eine Speicherfunktion des Chaperons sprechen.

Eine gestorte Metallhomoostase durch Deletion bzw. Disruption eines der Gene, zeigt sich auch
an den IC50-Werten der anderen Metalle, die im Fall von Nickel zu sensitiven Ph&notypen

fuhren.

Tabelle 5: Mittlere inhibitorische Konzentrationen von EDTA und divalenter Kationen auf CH34.

IC50-Werte
Stamm EDTA ZnCl,[WM]  NiCl,[mM]  CoCl,[mM] CdCl,
[mM] [uM]

CH34 6I0i1A13 2.0t0'13 2.610.20 1.5t0'24 103‘;9
CH34AcobW;-Cluster 8.7%109 2.1%015 2.1%014 1.6%043 127+12
CH34 ¢(cobW, ::lacZ)299 3.6:077 2,0%0.10 192016 1.52007 12928
CH34ACObW3 6.0t0.99 1.9t0.19 1_310.15 1.0t0.1l 106t24
CH34AcobW;-Cluster 6.2+1-%0 1,700 1.8%008 1.4020 123
@(cobW, ::lacZ)299
CH34AcobW;-ClusterAcobWs 8.5%132 2.1%028 1.7%0.19 2.2031 145*20
CH34AcobWs p(CObW- *::1acZ)299  4.5%037 1.60.06 1.70.09 0.8:012 45%2
CH34AcobW;-Cluster AcobWs 6.417 1.3%0.07 1.5%012 1502 150%°

@(cobW, “::lacZ)299

Die Bestimmung der IC50-Werte fiir die Stdmme beruht auf den Dose Response-Kurven mit steigenden
Konzentrationen an Zusatzen und wurde berechnet durch das Einfligen einer linearen Regression. Daflr wurden
die Stdmme in einer Vorkultur angezogen, welche nach dem Erreichen der friihen stationdren Phase zur
Inokulation der 2. Vorkultur genutzt wurde. Die 20 stiindige Hauptkultur wurde 10 %ig mit der 2. Vorkultur der
spaten stationdren Phase inokuliert. Das Zellwachstum wurde bei 600 nm bestimmt (n>4) und die signifikanten
Ergebnisse fett markiert.

3.2.1.2 EDTA fuhrt zu einem verminderten Zinkgehalt in den Zellen

In den Dose Response-Kurven sind multiple Effekte fur die CH34-Deriavte zu sehen, um zu
testen ob sich dies auch in den Metallgehalten der Zellen wieder spiegelt, wurden ICP-MS-
Messungen durchgefuhrt (siehe 2.6). Im Gegensatz zu den Wachstums- und den Dose
Response-Kurven zeigt sich in diesem Experiment der Einfluss von CobW; auf die
Zinkhomoostase, denn die Deletion fuhrt in jedem Stammhintergrund bei Metallmangel zu
einem vermindert Zinkgehalt in der Zelle. Dies weist darauf hin, dass das Chaperon unter dieser
Bedingung essentiell ist, um das wenige frei verfligbare Zink in der Zelle zu binden und aus
dem Medium zu akquirieren. Einhergehend mit dem verminderten Zinkgehalt ist ein geringerer

Kobaltgehalt pro Zelle und ein erhohter Nickelgehalt pro Zelle, was auf eine gestorte
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Metallhomgdostase hinweist. Ein erhohter Nickelgehalt zeigt sich auch in allen Doppel-
deletionsmutanten und in der Dreifachdeletionsmutante, welcher bei Zugabe von EDTA und
Zink in den Stammen einhergeht mit der Verringerung des Kobaltgehalts in den Zellen, wenn
cobW;y deletiert ist. Auch dies bestétigt eine gestorte Metallhomgostase, kann allerdings auch
ein Indiz fur eine Funktion des Proteins bei der Aufrechterhaltung des Kobaltgleichgewichts
sein. Bestatigt wird dies durch einen verminderten Kobaltgehalt in den Zellen nach Zugabe des
Metalls. Ein kontréres Ergebnis zeigt sich fur die Deletion von cobWs, denn die
Einzeldeletionsmutante akkumuliert doppelt so viel Kobalt in der Zelle wie der Wildtyp bei
einem verringerten Nickelgehalt in der Zelle. Dies Ergebnis weist darauf hin, dass CobW3 an
der Entgiftung von Kobalt im Zytoplasma beteiligt sein kdnnte.

Die ICP-MS Daten zeigen allerdings auch einen Zusammenhang zwischen der Verfligbarkeit
von Kobalt und Nickel in den Zellen, denn ein erhohter Nickelgehalt in der Zelle fuhrt zu einem

verminderten Kobaltgehalt und umgekehrt.

Tabelle 6: Metallgehalt der CH34-Derivate.

Atome pro Zelle

Stamm ]
Zusatz Mg (10%) Fe(10%) Zn(10%) Co (10% Ni (10%)
ohne 11,9410 6365 p4*4 12905 40%22
100 uM EDTA | 11.4%0° 68196 63%6:2 1.5%02 5.4%25
CH34

100 uM ZnCl, | 11.8*08 629212 119*86 1.2*02 7.2%35
25 uM CoCl; 13.4*19 6407 62+62 4225 4.3*19
ohne 10.5%09 720%61 73%63 1.2*01 9.0%2°
100 uM EDTA | 9.6%04 57341 43428 0.8%0:2 12.1*7
100 uM ZnCl, | 9.3*10 621*107  9g*89 0.6%01 8.3*%2
25 pM CoCl; 10.0%01 618*1° 59+25 28%52 2.7405

CH34AcobW;-Cluster

ohne 117907 687+ 67*53 0801 11408
CH34 p(cobW, *::lacZ)299 100 WM EDTA | 107412 571*% 518 0§01 13434

100 yM ZnCl, | 12.0%12 7047 13042 069!  11.9%20

ohne 112814 7048 7883 20®4 5329

100 uM EDTA | 10.7#0° 604+% 47452 1.4*02 3.7+28
100 uM ZnCl, | 12.1*11 609251 140%41 2.6%04 6.3%40
25 UM CoCl, 10.5%3 462+ 51224 83tL3 0.7+0:2
ohne 11.0%11 890+% 68%57 1.0%01 17.320
100 uM EDTA | 10.3*1! 668+1%6  49*56 0.6%01 14.0%22
100 uM ZnCl, | 10.7#0¢ 766+%2 119#10 0.6%01 15.0%30

CH34AcobW;

CH34AcobW;-Cluster
@(CobW, ::lacZ)299
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Fortsetzung Tabelle 6: Metallgehalt der CH34-Derivate.

Atome pro Zelle

Zusatz Mg (10%) Fe(10%) Zn(10%) Co (10% Ni (103

ohne 11.0%0° 794761 79%63 0.9%02 12.8%22
CH34AcobW;-ClusterAcobWs3 100 uyM EDTA | 11.7%0° 664786 47+28 0.5%01 10.4#21
100 pM ZnCl, 10.8*10 73875 10892 0.501 10.1%18
ohne 10.1%08 675%53 75%48 1.7%02 12.0%0°
100 uM EDTA | 11.1%0° 729%102  5QS9 1.1%03 12,810
100 pM ZnCl, 10.9%10 739%92 12320 1.0%03 15,3%30
Ohne 11.0t1'3 8351170 6715.7 1.0t0'1 16.2t4'9
100 uM EDTA | 11.1%#%4 809*242  45*7S 0.601 12.3%27
100 pM ZnCl, 10.6%11 742%77 10812 0.501 17.8%64

Stamm

CH34AcobWs
@(cobW, ::lacZ)299

CH34AcobW;-Cluster
AcobW3 p(cobW; “:lacZ)299

Fur Metallgehaltbestimmung in den Zellen wurde eine 1. Vorkultur angezogen, welche zur Anzucht der 2.
Vorkultur diente. Mit dieser Kultur wurde eine Hauptkultur inokuliert die gegebenenfalls von 100 bis 150
Kletteinheiten mit den Zusatzen 100 uM EDTA, 25 uM CoCl; oder 100 uM ZnCl; inkubiert wurden. Es schlossen
sich 2 Waschschritte mit Puffer | an. Daraufhin sorgte 70 %ige HNO; fur die Mineralisierung der Zellen. Nach
der Messung mittels ICP-MS erfolgte die Berechnung der Metallgehalte mit Hilfe der optischen Dichten und den
gemessenen ppb-Werten. Die signifikanten Effekte sind fett markiert (n>5).

3.2.1.3 Die CH34-Mutanten zeigen unterschiedliche Resistenzen gegen oxidativen Stress

Mit Hilfe von Wasserstoffperoxid und Paraquat sollte oxidativer Stress in den CH34-Mutanten
ausgelost werden. Das Ziel dabei war die Erzeugung von Stress auf den unterschiedlichen
Ebenen der ROS-Entgiftung (reactive oxygen species). Organismen schiitzen sich gegen die
toxische Wirkung von H>O> mittels Enzymen (z.B. Katalasen, Peroxidasen), die es zu
ungiftigem molekularen O, und H2O spalten (McCord et al., 1971). Auch die Zugabe von
Paraquat (Methylviologen) flihrt in Organismen zu oxidativem Stress (Tsaneva and Weiss,
1990). Dabei regeneriert Paraquat durch univalente Elektronenibertragung auf molekularen O2
Superoxid-Anionen (Hyperoxide) im Zytoplasma und steigert somit die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (Imlay, 2008). Diese Hyperoxide kdnnen in Gegenwart von Wasser unter
Bildung von  Sauerstoff und Hydroxiden, sowie von  Wasserstoffperoxid
(Superoxiddismutasen) zerfallen. Durch die Wirkung von H20 kann es wiederum zur Bildung
von Hydroxylradikalen kommen (Fenton- oder Haber-Weiss-Reaktion) (Hassan and Fridovich,
1977; Fridovich, 1986). Es ist daher anzunehmen, dass unter Paraquat vergleichbare Effekte
wie unter H.O-Stress auftreten. Aufféllig ist, dass die Mutation von cobW;: in allen
Stammhintergriinden zu einem resistenten Ph&notyp im Vergleich zum Wildtyp CH34 fuhrt
(Abb. 14) und das dieser Effekt einhergeht mit einer erhdhten Resistenz gegen Cadmium und
EDTA. Das Gen ist somit nicht essentiell fir den Schutz gegen reaktive Sauerstoffspezies. Die
Disruption von cobW- fiihrt im CH34 zum gleichen Effekt.
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Abbildung 14: Dose Response Kurven mit steigenden Konzentrationen an H202 und Paraquat zur
Herbeifiihrung von oxidativem Stress in den CH34-Derivaten. Zellen des Wildtypstammes CH34 (-0-) oder
der Mutanten wurden in der Hauptkultur 5%ig mit der zweiten Vorkultur der spaten stationdren Phase in frischem
Tris Minimalmedium verdinnt und mit steigenden Konzentrationen an H,O; (A-C) und Paraquat (D-F) bei 30°C
fur 20 h kultiviert. Die Optische Dichte bei 600 nm wurde bestimmt. Panel A und D zeigen die Einfachmutanten
CH34 AcobW;-Cluster (& ) CH34AcobWs; (-2 ) und CH34 ¢(cobW, ‘::1acZ)299 (-e-) Die Darstellung der
Doppelmutanten erfolgte in B und E CH34AcobW;-Cluster ¢(cobW, ‘::lacZ)299 ( A& ) CH34AcobW;-
ClusterAcobWs; (<= ) CH34AcobWs ¢(cobW, “::lacZ)299 (= ). C und F: CH34AcobW;-ClusterAcobWs;
@(cobW, “::lacZ)299 (<-) (n=3).

Zusammenfassend fir die CH34-Derivate kann gesagt werden, dass die Disruption von cobW>
in allen Stammhintergriinden zu einem verschlechterten Wachstum in Tris-Minimalmedium
und mit EDTA gefihrt hat, was eine Funktion als Speicherprotein vermuten lasst. Bestatigt
wird dies durch die Ergebnisse der Dose Response-Kurven. Im Gegensatz dazu fuhrt die
Deletion von cobWs zu einem verénderten Wachstum bei Kobalt im Medium, welches sich in
einer verlangerten lag-Phase bei gleicher Verdopplungszeit ausdriickt und somit auf eine

Funktion von CobW3 bei der Speicherung von Kobalt in der Zelle hinweist. Ein Kobalt
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sensitiver Phanotyp und eine erhohte Akkumulation von Kobalt in der Zelle nach Inkubation
mit dem Metall bestétigen dieses Ergebnis.

3.2.2 Physiologische Charakterisierung der AE104-Derivate

Der Stamm AE104 unterscheidet sich vom Wildtyp CH34 durch den Verlust der Megaplasmide
pMOL28 und pMOL30. Da auf den Megaplasmiden eine Vielzahl von Resistenzgenen kodiert
sind, ist der AE104 im Vergleich zum CH34 sensitiver bei Metallstress. In diesem

Stammbhintergrund sollte der physiologische Einfluss der Chaperone ebenfalls untersucht

ohne Zusatz

100 uM EDTA

10 uM 7ZnCl,

t(h]

Abbildung 15: Untersuchung des Wachstumsverhaltens vom AE104 und den Derivaten. Mit VVorkulturen der
frithen stationdren Phase wurde eine 2. VVorkultur hergestellt und mit dieser nach 24 h Wachstum eine Hauptkultur
5 %ig inokuliert. Das Wachstumsverhalten in Tris-Minimalmedium ohne Zusétze (A), 100 uM EDTA (B), 100
MM ZnCl; (C) des Parentalstammes AE104 (o-) AzupT (=), Azur (&), AE104AcobWs (- ), AE104AcobWs
o(cobWs ‘::lacZ)354 (-@-) und AE104AcobWs; ¢p(cobW- ‘::lacZ)299 (=¢) wurden untersucht (n>3).
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werden, da die Annahme bestand, dass die Prasenz des CzcCBA-Systems Effekte verschleiern
konnte. Mit dem cre-lox-System wurde eine markerfreie Deletion des Genes cobWs erstellt. Die
funktionelle Stérung der Gene der Chaperone CobW: und CobW- entstanden durch die
Insertion des Vektors pECD794-1 mittig in den kodierenden Bereich. So entstanden die
Stimme  AE104AcobWs ~ AE104AcobWs  ¢(cobW:‘::lacZ)354 und  AE104AcobWs
@(CobW> “::lacZ)299, welche zundchst in ihrem Wachstumsverhalten im Vergleich zum
Parentalstamm untersucht werden sollten (siehe 2.4.1.2). Lediglich die Zugabe von EDTA fihrt
zu signifikanten Wachstumsunterschieden im Vergleich zum Elternstamm AE104 (Abb. 15).
Unter dieser Bedingung kommt es zu einer erhohten Verdopplungszeit der Doppeldeletions-
mutanten AE104AcobW3 ¢(cobW; ‘::lacZ)354 und AE104AcobWs3 p(cobW: ‘::lacZ)299 von 5.3
+0.1 h bzw. 5.0 £ 0.1 h, wohingegen der AE104 sich in 2.4 h + 0.0 verdoppelt. Dies weist wie
in den CH34-Deriavten auf eine Rolle der Chaperone bei Metallmangel hin, um das interne

Metalllevel konstant zu halten.

3.2.2.1 Die IC50-Werte der AE104-Varianten weisen auf eine gestorte Metallhomdostase
hin

Dose Response-Kurven dienten der Uberpriifung der Wachstumseffekte bei Metallmangel-
bedingungen und den Einfluss der Mutationen auf die Metallresistenzen zu testen (siehe
2.4.1.3). Das Ergebnis der zeitabhéngigen Wachstumskurve des Stammes AE104AcobWs
@(cobWs “::lacZ)354 mit 100 uM EDTA im Medium (Abb. 15B) spiegelt sich auch in einem
um 80 % verminderten IC50-Wert wieder (Tabelle 7). Uberraschenderweise zeigt der Stamm
AE104AcobWs ¢(cobW- “::lacZ)299 die gleiche Resistenz wie der AE104, was dafir spricht,
dass CobWi: die anderen Chaperone unter dieser Bedingung komplementiert. Gestutzt wird
diese These durch die Einzeldeletion von cobW;, die 50 % der Resistenz des Parentalstammes
besitzt. Eine Storung der Metallhomdostase in diesem Stammhintergrund zeigt sich auch an

Kobalt und Cadmium sensitiven Phanotypen.

Die Rolle von ZupT bei der Zinkaufnahme zeigt sich ebenso, denn die EDTA-Resistenz ist um
50 % reduziert und bestatigt damit die Daten von Herzberg et al., 2014a. Die Deletion von zupT
fuhrt zu pleiotrophen Effekten, die sich ebenso in Resistenzverlusten gegen die weiteren

Metalle zeigen und auf eine gestorte Metallhomdostase hinweisen.

63



Ergebnisse

Tabelle 7: IC50-Werte der AE104-Varianten im Vergleich zum Parentalstamm.

Stamm 1C50
EDTA[mM] ZnCl,[mM] NiCl2[uM] CoCl2[uM]  CdCl, [uM]

AE104 3.2%05 0.5*01 227+ 13518 11916
AzupT 1.8%0° 0.1200 163*° 85+18 40%

Azur 2.0%04 0.5%01 1956 13614 16118
AE104 ¢(cobW; “::lacZ)354 1.5%01 0.5%01 n.d. 888 6124
AE104 ¢(cobW, ::lacZ)299 2.4%04 0.6%01 n.d. 12416 119%
AE104AcobW3 4,104 0.6%01 279*% 12814 114*16
AE104AcobWs p(cobW; “::lacZ)354  0.6%00 0.5%01 177410 6718 10812
AE104AcobWs; p(cobW, *::lacZ)299  2.7+08 0.5*01 21910 5414 72%6

Die Bestimmung der 1C50-Werte der AE104-Derivate beruht auf den Dose Response-Kurven mit steigenden
Konzentrationen an Zusétzen und wurde berechnet durch das Einfiigen einer linearen Regression. Dafiir wurden
die Stdmme in einer Vorkultur kultiviert, welche nach dem Erreichen der friihen stationdren Phase zur Inokulation
der 2. Vorkultur genutzt wurde. Die 20 stiindige Hauptkultur wurde 10 %ig mit der 2. Vorkultur der spéten
stationdren Phase inokuliert. Das Zellwachstum wurde bei 600 hm bestimmt. Signifikante Unterschiede sind fett
markiert (n>4).

3.2.2.2 Wie auRert sich der Resistenzverlust im Metallgehalt der Zellen?

Mit der Bestimmung des Metallgehalts in den Zellen (siehe 2.6) sollten die Hypothesen
untersucht werden, die anhand der Wachstums- und der Dose Response-Kurven aufgestellt
wurden. Als Kontrollelemente wurden die Magnesium- und Eisengehalte bestimmt. In den
Disruptionsmutanten AE104 ¢(cobWs ‘::lacZ)354 und AE104 ¢(cobW: ::lacZ)299 scheint
lediglich der Eisengehalt beeinflusst zu sein. Die Verfiigbarkeit von Zink im Medium und der
interne Eisenspiegel scheinen ebenso in Verbindung zu stehen, denn eine Zugabe von Zink
vermindert den Eisengehalt in den Zellen (Tabelle 8). Dieser Effekt ist nach Deletion von
cobWs nicht zu beobachten. Allerdings zeigt sich im Stamm AE104AcobWs3 ein Zusammenhang
zur Kobalthom@ostase, denn diese Mutante akkumuliert weniger Eisen bei Kobaltzugabe und
parallel einen um 50 % reduzierten Kobaltgehalt in den Zellen, im Vergleich zu AE104. Bei
Inkubation mit EDTA akkumuliert die Mutante lediglich 20 % des Kobaltgehaltes, der fur den
Parentalstamm AE104 bestimmt werden konnte.

Tabelle 8: Metallgehalt des Parentalstammes AE104 und der Mutanten.

Atome pro Zelle
Zusatz Mg (105 Fe(10%) Zn(10°) Co(10%) Ni (10%)
ohne 11.5%10 768%96 76%44 3.3%07 5.1#23
100 uM EDTA 10.8%16 639+1%8 51%61 2.4%08 2.9415
100 pM ZnCl; 11.5%1° 460+ 138*20 3.511 4.3%256
25 UM CoCl; 11,74 569%7° 54776 121*%7 1.3%04

Stamm

AE104
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Fortsetzung Tabelle 8: Metallgehalt des Parentalstammes AE104 und der Mutanten.

Atome pro Zelle

Stamm

Zusatz Mg (10%) Fe(10%) Zn(10% Co(10%) Ni (109
ohne 10.1%%3 666410 3214 5.5%16 3.7
100 uM EDTA 10.3%%4 508183 28*10 4.8%08 4.6%11

azupT 100 pM ZnCl; 10.4%10 439*40 12220 5.9%13 6.2t27
25 pM CoCl, 9.4%02 5364 61+3:9 145* 6.4+16
ohne 10,7409 76399 g7+e7 2.807 5.0%20

Azur 100 uM EDTA 11.0%06 72170 78%10 3.2807 2,203
100 pM ZnCl; 11.9%09 51990 169+ 3.4%06 6.110
25 pM CoCl; 9,317 542+137 69+ 10116 1,2%01
ohne 14,1%09 639+%7 7681 6.2t13 3.4%L6

AE104 p(cObW; :lacZ)354 100 yMEDTA | 13.4512  56g%  5:1 3005  37:18
100pM ZnCl, | 10.7#17  287*%  96*1 45412 4227
ohne 117510 7420 §3#7 2506 g0

AE104 ¢(cobW: “::lacZ)299 100 uM EDTA | 12.4*11 630+148 49+31 1.6%03 5.6%31
100 pM ZnCl; 11.3*H 351*%8 123+96 3.1#12 3.6%%1

ohne 10.6*1° 591*107 4483 1.5%05 2.1#10
AE104AcobWs 100 uM EDTA | 11.7#0° 664+86 47+28 0.5%01 2.9%20
100 uM ZnCl; 12.1#10 495*116 139+ 2.9%08 5.0837
25 uM CoCl, 8.5%02 407+12 672 6940 0.7+02
ohne 11.0*06 686+7 69*32 2.6%03 5.5*19

AE104AcobWs

o(CObW: *-/acZ)354 100 pM EDTA 10.9*06 59187 47+6.6 1.7%03 5,7%20

100 uM ZnCl, 11.6%07 447+78 138+ 2.8%03 5.0%19
ohne 11.209 716%81 77412 3.1%04 7.0%39
100 uM EDTA | 10.9*08 595+% 5066 1.9203 5.6%24
100 uM ZnCl, 12.3*22 46148 157+%8 3.4%09 5.0¢7

AE104AcobW3
@(cobW, ::lacZ)299

Fir die Bestimmung der Metallgehalte wurde eine 1. Vorkultur angezogen, welche zur Anzucht der 2. Vorkultur
diente. Mit dieser Kultur wurde eine Hauptkultur inokuliert die gegebenenfalls von 100-150 Kletteinheiten mit
den Zusédtzen 100 uM EDTA, 25 uM CoCl; oder 100 uM ZnCl, inkubiert wurden. Es schlossen sich 2
Waschschritte mit Puffer | an. Daraufhin sorgte 70 %ige HNO; fur die Mineralisierung der Zellen. Nach der
Messung mittels ICP-MS erfolgte die Berechnung der Metallgehalte mit Hilfe der optischen Dichten und den
gemessenen ppb-Werten. Signifikante Unterschiede sind fett markiert (n>4).

3.2.2.3 Die AE104AcobWs-Deriavte sind resistenter gegen oxidativen Stress
Um den Einfluss des durch Wasserstoffperoxid und Paraquat erzeugten oxidativen Stress auf
die Mutanten zu untersuchen, wurden Dose Response-Kurven erstellt. Die Deletion von cobW3

fihrt zu einem H20; resistenten Phanotypen, der sich durch die Disruption von cobW: und
cobW:> nicht &nderte (Abb. 16). Ein abweichender Ph&notyp zeigt sich mit Paraquat, denn der
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Stamm AE104AcobWs ¢(cobW> ‘::lacZ)299 besitzt das gleiche Wachstum wie der
Parentalstamm AE104.

Die Stamme AzupT und Azur sind resistenter gegen Paraquat, bei gleicher Resistenz mit
Wasserstoffperoxid im Vergleich zum Parentalstamm. Das Ergebnis fiir den Stamm AzupT
steht im Widerspruch zu den publizierten Daten von Herzberg et al., 20144, die zeigen konnten,
dass der Stamm unter den getesteten Bedingungen sensitiver gegen oxidativen Stress ist als der
AE104.

B.

0 10 20 30 40 0 100 200 300 400 500
H,0; [mM] Paraquat [uM]

Abbildung 16: Wachstumsendpunktbestimmung der AE104-Varianten bei steigendem oxidativen Stress
hervorgerufen durch Paraquat und H20.. Zellen des Wildtypstammes AE104 (©-)oder der Mutanten wurden
in der Hauptkultur 5%ig mit der zweiten VVorkultur der spéten stationdren Phase in frischem Tris-Minimalmedium
verdinnt und mit steigenden Konzentrationen an H-0; (A) und Paraquat (B) bei 30°C fur 20 h kultiviert. Die
Optische Dichte bei 600 nm wurde bestimmt. AzupT (- ), Azur (& ), AE104AcobWs (- ), AE104AcobWs
@(cobW1 ::lacZ)354 (o) und AE104AcobWs; p(cobW: ‘::lacZ)299 (¢ ) (n>3).

Zusammenfassend konnte in den physiologischen Daten der AE104-Derivate gezeigten
werden, dass CobW; im AE104 eine zentrale Rolle in der Zinkhomdostase einnimmt, denn
durch die Disruption des Gens kam es zu Resistenzverlusten gegen Zink. Bestatigt wird dies
durch ein schlechteres Wachstum der Mutante in den Wachstumskurven bei Metallmangel. Die
Wachstumskurven zeigten allerdings auch einen Einfluss von CobW, auf die Zinkhomdostase.
Eine Bestatigung der mdglichen Rolle von CobWs3 in der Kobalthomgostase konnte durch die
ICP-MS Messungen und die Wachstumsendpunktbestimmung ebenso bestétigt werden.

3.2.3 Die Deletion der Chaperone fuhrt im Stamm AzupT zu einem Wachstumsdefizit

Die Deletion von zupT fihrt zu einem verminderten Zinkgehalt in den Zellen und zu einem
EDTA- und Zink-sensitiven Phanotypen (Herzberg et al., 2014a). Ob sich dieser Effekt durch
eine zusétzliche Deletion oder Disruption der Gene der Chaperone verstarkt war eine zentrale

Frage dieser Arbeit. In den Wachstumskurven in Tris-Minimalmedium (siehe 2.4.1.2) zeigt sich
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ein deutliches Wachstumsdefizit der Einzeldeletionsmutante AzupTAcobWs, welcher
tendenziell durch eine Disruption cobW; verstarkt wird (Abb. 17). Dies spricht dafir, dass die
Chaperone bei einem verminderten Zinkgehalt in der Zelle eine wichtige Funktion einnehmen
und das CobW- diesen Effekt nicht komplementieren kann, wobei CobW; vermutlich die
Funktion von CobW: tibernehmen kann. Die Verdopplungszeit erhoht sich von 2.5 £ 0.1 him
Parentalstamm auf 3.5 = 0.0 h in der Einzeldeletionsmutante und auf 3.8 £ 0.1 h im Stamm

AzZupTAcobWs ¢(cobW1 ‘::lacZ)354. Bei Zinkmangel hingegen flhrt eine zusétzliche

ohne Zusatz

100 uM EDTA

10 uM ZnCl,

Abbildung 17: Wachstumskurven der AzupT-Derivate in Tris-MiM (A), mit Zugabe von 100 uM EDTA (B)
und 10 uM ZnCl2 (C). Mit Vorkulturen der friihen stationdren Phase wurde eine 2. VVorkultur hergestellt, mit der
nach 24 h Wachstum eine Hauptkultur 5 %ig inokuliert wurde. Das Wachstum der Stdmme AzupT (-©-),
AzupTAcobWs (- ), AzupTAcobWs ¢(cobWs ‘::lacZ)354 (@~ ) und AzupTAcobWs ¢(cobW:; ::lacZ)299 (=)
wurden bei 600 nm gemessen (n>3).
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Disruption von cobW; oder cobW: im AzupTAcobWs zu einem vergleichbaren
Wachstumsdefizit was einhergeht mit einer Verdopplungszeit von 5.1 + 0.0 h. Dies spricht
dafur, dass bei Metallmangel CobW: essentiell ist flr die Speicherung des verfiigharen Zinks
in der Zelle. Zinkzugabe flhrt dazu, dass das Wachstumsdefizit der AzupTAcobWs Mutante
aufgehoben wird, da vermutlich durch einen unbekannten Transportweg mehr Zink in die Zelle
gelangt und die essentiellen Proteine mit Co-Faktoren beladen werden kénnen.

3.2.3.1 Welchen Einfluss haben die Chaperone auf die Metallresistenz der

Zinkaufnahmemutante AzupT?

Fur die Verifizierung der beobachteten Effekte der Wachstumskurve wurden die Resistenzen
der Stdamme bestimmt (siehe 2.4.1.2) und es kann gezeigt werden, dass das Wachstumsdefizit
der Doppeldeletionsmutanten bei Mangelbedingungen einhergeht mit einem Resistenzverlust
von 50 % gegen EDTA im Vergleich zum AzupT (Tabelle 9). Die Einzeldeletion von cobW:
und cobW: zeigen dies allerdings nicht, was fiir eine gegenseitige Komplementation der

Chaperone spricht.

Wie auch in den CH34-Derivaten fiihrt die Deletion von cobWs zu einem Nickel und Kobalt

sensitiven Phanotyp, was fir eine gestérte Metallhomdostase spricht.

Tabelle 9: Mittlere inhibitorische Konzentrationen von EDTA und divalenter Kationen auf die AzupT-
Derivate.

1C50
Stamm
EDTA[MmM] ZnCl2[pM]  NiCl2[uM]  CoClz[uM]  CdCl. [uM]
AzupT 1.8%09 137%46 163*° 8513 40%8
AzupT g(cobW, ‘::lacZ)354 4.8%15 157+ n.d. 90*? 55%13
AzupT @(cobW, ‘::lacZ)299 1.6%05 1513 n.d. 36%10 40%3
AzupTAcobWs 1.5%06 151%7 80+te 1710 47%5
AzupTAcobWs ¢p(cobWs “::lacZ)354  0.6*01 131%14 157+16 308 39#1
AzupTAcobW; p(cobW- “::lacZ)299  0.9%02 137%8 73%8 26*1 3283

Die Bestimmung der IC50-Werte der AzupT-Derivate beruht auf den Dose Response-Kurven mit steigenden
Konzentrationen an Zusétzen und wurde berechnet durch das Einfiigen einer linearen Regression. Dafiir wurden
die Stdmme in einer Vorkultur angezogen, welche nach dem Erreichen der frihen stationdren Phase zur
Inokulation der 2. Vorkultur genutzt wurde. Die 20 stiindige Hauptkultur wurde 10 %ig mit der 2. VVorkultur der
spéten stationdren Phase inokuliert. Das Zellwachstum wurde bei 600 nm bestimmt. Fett markiert sind signifikante
Werte (n>3).

68



Ergebnisse

3.2.3.2 Die AzupTAcobWs-Derivate akkumulieren mehr Zinkatome pro Zelle

Mittels ICP-MS konnte der Metallgehalt in den AzupT-Derivaten gemessen werden (siehe 2.6),
der im Vergleich zum AE104 um 50 % vermindert ist (Tabelle 8). Auffallig ist, dass die

Deletion von cobWsin Tris-Minimalmedium zu einer Akkumulation von Zink in der Zelle fihrt

Tabelle 10: Metallgehalt der Aufnahmedeletionsmutante AzupT und den Derivaten.

Atome pro Zelle

Stamm Zusatz Mg (10°) Fe Zn Co Ni (10°)
(10%) (10% (109

ohne 10.1%%3 666%10t  32t14 5 5t16 3.7#1
AzupT 100 uM EDTA | 10.3*14 508%3  28*10 4808  46*11

100 uM ZnCl; 10.4%10 439%40 122%20  5.g*13 6.2+27

ohne 12.1#05 58560 4675 5109 47487
AzupT p(cobW; “::lacZ)354 100 uM EDTA | 10.8*%° 579%251  28%58 3706 4.6%14

100 uM ZnCl; 10.3*11 461%116  104%34 4,304 49413

ohne 10.3%03 626%°7 385 501 3.5%12
AzupT p(cobW, “::lacZ)299 100 uM EDTA | 10.4%24 598%174 2390 2 g09 2.9%13

100 uM ZnCl, 10.5%22 342+58 12230 4.6%11 5.5%26

ohne 13.8%13 65570 77%84 4,208 3.1%15
AzupTAcobW; 100 uM EDTA | 13.1#10 485%  36%82 2,307 2.9%13

100 uM ZnCl; 15.0%%4 410%72 168%15 4,108 5.7%41

ohne 13.4%22 652186 71#1 4.9%15 5.9%35
AzupTAcobWs3

100 uM EDTA | 11.5%15 496%63 342 3,008 5.1%38
@(cobWs “::lacZ)354

100 uM ZnCl; 11.5%13 447*%1 182#21  4,3%10 46427

ohne 13.5%1° 60743 71#83 509 7.4%34
AzupTAcobWs ¢

100 uM EDTA | 12.6%20 488*7° 3543 3,408 5.2%29
@(cobW, ‘::lacZ)299

100 pM ZnCl, 11.7#13 40891 212%36 4,307 4.6%29

Fur die Bestimmung der Metallgehalte in den Zellen wurde eine 1. VVorkultur angezogen, welche zur Kultivierung
der 2. Vorkultur diente. Mit dieser Kultur wurde eine Hauptkultur inokuliert die gegebenenfalls von 100 bis 150
Kletteinheiten mit den Zusétzen 100 uM EDTA, 25 puM CoCl; oder 100 uM ZnCl; inkubiert wurden. Es schlossen
sich 2 Waschschritte mit Puffer (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150 mM NaCl, 10 mM EDTA) an. Daraufhin sorgte
70 %ige HNO; fir die Mineralisierung der Zellen. Nach der Messung mittels ICP-MS erfolgte die Berechnung
der Metallgehalte mit Hilfe der optischen Dichten und den gemessenen ppb-Werten. Fett markiert sind signifikante
Werte (n>3).
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(Tabelle 10). Bei Zugabe von Zink erhoht sich der Zinkgehalt ebenfalls, sodass mehr Zink als
im AE104 und CH34 akkumuliert wird. Dies spricht dafir, dass der verringerte Zinkgehalt des
AzupT in Tris-Minimalmedium abh&ngig ist von CobWs und, dass CobW:s fur die Belieferung

der Effluxsysteme verantwortlich sein konnte.

3.2.3.3 Paraquat und H20:2 fuhren in den AzupT-Stdmmen zu unterschiedlichen Effekten

Da es in C. metallidurans Eisen- und Kupfer/Zink-abh&ngige Superoxiddismutasen gibt, sollte
der Einfluss der Chaperone auf oxidativen Stress hervorgerufen durch Paraquat bzw.
Wasserstoffperoxid und indirekt auf die Funktionalitdt der SOD (uberprift werden (siehe
2.4.1.3). Lediglich der Stamm AzupTAcobWs zeigt ein signifikant vom Parentalstamm
abweichenden sensitiven Phanotypen in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (Abb. 18). Die
Deletionen bzw. Disruptionen von cobWaz3 im AzupT fiihren zu einem Paraquat sensitiven
Phénotypen, wobei der Stamm AzupTAcobWs ¢(cobW: ‘::lacZ)299 den starksten Resistenz-

verlust zeigt. Vermutlich ist die Funktion der Cu/Zn-SOD durch die Deletionen beeinflusst.

A B.

0 10 20 30 40 0 100 200 300 400 500
H,0, [mM] Paraquat [uM]

Abbildung 18: Resistenz der AzupT-Derivate gegenlber oxidativem Stress. Die Stdmme wurden in der
Hauptkultur 5%ig mit der zweiten Vorkultur der spaten stationdren Phase in frischem Tris-Minimalmedium
verdunnt und mit steigenden Konzentrationen an H,O, (A) und Paraquat (B) bei 30 °C fur 20 h kultiviert. Die
Optische Dichte bei 600 nm wurde bestimmt. AzupT (o-), AZupTAcobWs (4@-), AzupTAcobWs; g(cobW; ::lacZ)354
(¢ ) und AzupTAcobWs p(cobW; “::lacZ)299 (a- ) (n>3).

Zusammenfassend weisen die Daten der AzupT-Derivate auf eine Rolle der drei Chaperone bei
der Aufrechterhaltung der Zinkhomdostase hin, wobei CobW1 vermutlich eine essentielle Rolle
bei Metallmangel einnimmt und die Funktion unter diesen Bedingungen nicht durch CobW2/3
komplementiert werden kann. Gestltzt wird diese These durch die zeitabhdngigen
Wachstumskurven. CobWs3 scheint am Efflux von Zink beteiligt zu sein, da ein Fehlen des
Chaperons zur Akkumulation des Metalls in der Zelle fiihrt.
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3.2.4 Physiologische Charakterisierung der Azur-Derivate

Um mogliche globale Effekte des Zink Aufnahme Regulators Zur im AE104 zu analysieren,
wurde das Gene deletiert (Schmidt et al., 2014) und der Einfluss der Chaperone in diesem
Stammbhintergrund untersucht, wobei eine Deletion des cobWi-Clusters zu einem verbesserten
Wachstum bei EDTA-Mangel fihrt, was sich auch in einer Verdopplungszeit von 2.4 + 0.1 h
im Vergleich zum Parentalstamm mit 3.3 £ 0.1 h zeigt (Abb. 19). Dieser Effekt wird aufgehoben
durch die zusétzliche Disruption von cobW. und ist auch in der Mutante AzurAcobW3
@(cobW; ‘::lacZ)354 zu beobachten. Diese Stdimme, sowie der Stamm AzurAcob W3 besitzen ein
Wachstumsdefizit, welches einher geht mit einer um 50 % erhtéhten Verdopplungszeit und
konnte darauf hinweisen, dass das Zink nicht in der Zelle gebunden werden kann.

ohne Zusatz

100 uM EDTA

10 uM ZnCl,

0 5 10 15 20 25 30

t[h]

Abbildung 19: Wachstumskurven der C. metallidurans zur-Derivate. Mit Vorkulturen der friihen stationdren
Phase wurde eine 2. VVorkultur inokuliert, mit der nach 24 h Wachstum eine Hauptkultur 5 %ig inokuliert wurde.
Das Wachstum der Stamme Azur (-0-), AzurAcobW,-Cluster (=4-), Azur ¢(cobW- ‘::lacZ)299 (<), AzurAcobWs
(1), AzurAcobW;-Cluster p(cobW- ‘::lacZ)299 (=), AzurAcobWs ¢(cobWs ‘::lacZ)354 (—+) und AzurAcobWs;
@(cobW ‘::lacZ)299 (<) erfolgte in Tris-MM (A), mit 100 uM EDTA (B) oder 10 pM ZnCl; (C); ODegoo nm (n=>3).
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3.2.4.1 Die Azur-Derivate weisen multiple Resistenzunterschiede auf

Die Resistenzbestimmung der Azur-Derivate ergab einen von CobW3 abhdngigen EDTA
sensitiven Phénotypen (siehe 2.4.1.3), der einher geht mit einer Sensitivitat gegen Nickel und
Kobalt (Tabelle 11). Dies bestatigt eine gestorte Metallhomdostase, die auch schon im
Stammbhintergrund des AzupT beobachtet werden konnte. Auerdem scheint CobW:s fiir die

Akquirierung der Metalle unter diesen Umstéanden notwendig zu sein.

Die Deletion von cobW: und cobW> zeigt einen Zink sensitiven Phanotypen, was flr einen

erhéhten Zinkgehalt in der Zelle spricht.

Eine zusitzliche Deletion oder Disruption im Azur fiihrt nicht zu verdnderten Resistenzen

gegenuber oxidativem Stress (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 11: IC50-Werte der Azur-Derivate fir EDTA und divalente Metallkationen.

1C50
Stamm _
EDTA[mM]  ZnCl;[uM]  NiClz[uM]  CoCl>[uM]  CdCl; [uM]

Azur 2.0%04 4854 1956 136%14 161%18
Azur cobW:-Cluster 1.9%02 516%4° 183%12 134#15 166
Azur ¢(cobW: ::lacZ)299 1.6%03 435%%8 17910 1206 126*11
AzurAcobWs 1.3%01 51373 125%17 101#2 164%15
AzurAcobW;-Cluster 1.6%02 276%2%3 15511 62%° 135+18
@(cobW, ::lacZ)299

AzurAcobWs 1.4%01 44877 150%35 7712 12]#10
@(cobWs “::lacZ)354

AzurAcobWs 1.8%03 447%53 188%12 629 12678

@(cobW, “::lacZ)299

Die Bestimmung der IC50-Werte der Azur-Derivate beruht auf den Dose Response Kurven mit steigenden
Konzentrationen an Zusatzen und wurde berechnet durch das Einfligen einer linearen Regression. Dafiir wurden
die Stdmme in einer Vorkultur angezogen, welche nach dem Erreichen der friihen stationdren Phase zur
Inokulation der 2. Vorkultur genutzt wurde. Die 20 stiindige Hauptkultur wurde 10 %ig mit der 2. VVorkultur der
spéten stationdren Phase inokuliert. Das Zellwachstum wurde bei 600 nm bestimmt Fett markiert sind signifikante
Werte (n>4).

3.2.4.2 Der Zinkgehalt im Azur ist erhoht

Die Deletion von zur fiihrt dazu, dass zupT konstitutiv exprimiert wird und mehr Zink in die
Zelle gelangt, was sich in der Anzahl der Zinkatome pro Zelle im Vergleich zum Parentalstamm
AE104 mit wiederspiegelt (Tabelle 8). Die Deletion von cobW- und des cobW:-Clusters flihren
dazu, dass das Zinklevel sinkt, wobei der Wert in Doppeldeletionsmutanten sich nicht weiter
verringert. Dieses Resultat lasst den Schluss zu, dass sich die Chaperone gegenseitig
komplementieren kdnnen, was die Speicherung von Zink in der Zelle angeht. Die essentielle
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Rolle von CobW:> bei der Speicherung zeigt sich bei Metallmangel im Azur ¢(cobW- *::lacZ)299
und bei Zinkiiberschuss im AzurAcobWs ¢(cobW:‘::lacZ)299 an einem verminderten
Zinkgehalt in der Zelle. Das Wachstum mit Zink fuhrt bei Deletion von cobW, und cobW;
allerdings auch zu einem verringerten Nickelgehalt in den Zellen, was fur eine gestorte

Homa@ostase spricht.

Tabelle 12: Analyse des Metallgehaltes vom Parentalstamm Azur und den Mutanten

Atome pro Zelle
Stamm

Zusatz Mg (10%) Fe (10% Zn(10%) Co(10%) Ni(10%
ohne 10.7%0° 763%8° 97487 2.8%07 5.0%20
Azur 100 uM EDTA | 11.0%0¢ 721%70 78%10 3.2%07 2.2%03
100 uM ZnCl, | 11.90° 519*% 169+ 3.406 6.1+10
ohne 10.7%08 68683 8857 1.7%04 5719
AzurAcobW,-Cluster 100 uM EDTA | 11.2#10 @46t 7510 1.5%03 3.509
100 uyM ZnCl, | 11.4%04 5174107 143*2 1.8%03 3.3%10
Ohl’le 9.610.6 591143 6418.2 1_910.5 3_511.1
Azur ¢(cobW, ::lacZ)299 100 uM EDTA | 9.3908  476%87 5394 15802 D05
100 uM ZnCl, | 10.7%°3 379% 14513 2.3%02 2.4%06
ohne 12.3%07 80177 93%8:2 1.9%01 6.418
AzurAcobWs 100 uM EDTA | 11.1%%3 64383 6485 1.1%02 5.1#19
100 uM ZnCl, | 11.8%08 512+56 137+2° 1.8%03 4.4%13
Ohne 9.110.5 545148 6615.9 1_810.2 2_610.6
2;556@?%;%%%? 100 M EDTA | 102811 50O g9 17403 37307
100 uM ZnCl, | 10.9°8 3874 15516 1.8%0°5 1.8%0°
Ohne 8.810.5 527t72 6317.8 1_810.4 2_811.2
AzurAcobWs p(cobW; ::lacZ)354 100 uM EDTA | 10.3%8 66522  45%5 1.2%02 2.1%05
100 uM ZnCl, | 10.3%0° 44487 141*8 2.3%07 4,021
ohne 10.2%07 71485 91+t 1.9%0°5 3.3%1
AzurAcobWs p(cobW; ::lacZ)299 100 uM EDTA | 10.6%03  507%34  45%5 1.2%02 2.4%10
100 pM ZnCl, | 9.9%04 3687 131%84 2.1%03 2.2%05

Fir die Bestimmung der Metallgehalte in den Zellen wurde eine 1. Vorkultur angezogen, welche zur Anzucht der
2. Vorkultur diente. Mit dieser Kultur wurde eine Hauptkultur inokuliert die gegebenenfalls von 100 bis 150
Kletteinheiten mit den Zusétzen 100 uM EDTA, 25 puM CoCl; oder 100 uM ZnCl; inkubiert wurden. Es schlossen
sich 2 Waschschritte mit Puffer (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150 mM NaCl, 10 mM EDTA) an. Daraufhin sorgte
70 %ige HNO;s fir die Mineralisierung der Zellen. Nach der ICP-MS erfolgte die Berechnung der Metallgehalte
mit Hilfe der optischen Dichten und den gemessenen ppb-Werten. Fett markiert sind signifikante Werte (n>3).
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Zusammenfassend zeigen die Daten der Azur-Derivate, dass CobW: eine essentielle Rolle bei

der Speicherung von Zink unter Metalmangelbedingungen einnimmt und das CobW; fiir die

Zinkresistenz in diesem Stamm verantwortlich sind.

3.2.5 CobWa123sind im Ae4 essentiell fur die Zinkspeicherung

Bei erhdhten Metallgehalten in den Zellen sorgen Effluxsysteme flr den Transport von
Metallen aus dem Zytoplasma ins Periplamsa und weiter tUber die &uf’ere Membran in den
extrazellularen Raum. Im Stamm Ae4 sind ZntA, CadA, FieF und DmeF im Stamm AE104

Aed AedAzupT

D.

ohne Zusatz

E:

100 pM EDTA

1 uM ZnCl,

Abbildung 20: Wachstumsverhalten der Effluxdeletionsmutanten in Tris-MM(A/D), unter Metallmangel
(B/E) und bei Zinkzugabe (C/F). Mit Vorkulturen der frihen stationdren Phase wurde eine 2. Vorkultur
inokuliert, mit der nach 24 h Wachstum eine Hauptkultur 5 %ig inokuliert wurde. Das Wachstum der Varianten
vom Ae4 (-0-) ist in Panel A-C gezeigt und beinhaltet die Stimme Ae4AcobW;-Cluster (--), Ae4AcobW; (A-),
AedAcobWi-Cluster ¢(cobW, ‘::lacZ)299 (¥ ), AedAcobWs ¢(cobW: ::lacZ)354 () und AedAcobWs
@(cobW; “::lacZ)299 (- ). Im Panel D-F sind die Derivate der Mutante Ae4AzupT (-©-) zu sehen; AedAzupT
ACObW; (), Ae4AzuUpTACObW3 (CObW1 “::lacZ)354 (&) und Ae4AzupTAcobWs p(cobW; ‘::lacZ)299 (@-). Die
optischen Dichten wurden bei 600 nm gemessen (n>3).
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deletiert, die an der Entgiftung des Zytoplasmas beteiligt sind (Scherer and Nies, 2009).
Lediglich die Zugabe von 1 uM Zink fiihrt zu Wachstumsunterschieden (siehe 2.4.1.2), die sich
in einer erhohten Verdopplungszeit von 2.8 £ 0.1 h im Ae4 auf 5.3 = 0.1 h im Ae4AcobWs
@(cobWs “::lacZ)354 und 4.6 £ 0.1 h im AedAcobWs ¢(cobW- ‘::lacZ)299, sowie einer
verminderten optischen Dicht zu Beginn der stationdren Phase dufRert (Abb. 20). Den starksten
Wachstumsunterschied zeigt jedoch der Stamm Ae4AcobW:-Cluster ¢(cobW: ‘::lacZ)299 mit
einer Verdopplungszeit von 18.4 £ 0.6 h. Diese Ergebnisse weisen auf eine essentielle Rolle

der Chaperone bei der Speicherung hin, da das Zink nicht eliminiert werden kann.

Wird im Stamm Ae4 der Transporter zupT deletiert, fihrt dies zu einer Mutante, die im Efflux
und Import gestort ist (Herzberg et al., 2014a). Auf diese Mutante hat die Deletion von cobWs
und cobW, bzw. cobWs und cobW; auf das Wachstum einen negativen Einfluss, was wie im
Aed zu einer erhdhten Verdopplungszeit und einer geringeren optischen Dicht beim Eintritt in

die stationére Phase flihrt und bestatigt die aufgestellte These.

3.2.5.1 Die Effluxdeletionsmutanten sind Nickel und Cadmium sensitiv

Durch die Deletion der Effluxsysteme zeigen die Stdmme Ae4 und Aed4AzupT sensitive
Phénotypen fir alle getesteten Metalle mit IC50-Werten die um Faktor 10 bis 100 niedriger
sind als des Parentalstamms AE104 (siehe 2.4.1.3) (Tabelle 13). Es konnte auch ein leicht
sensitiver Effekt fiir Metallmangel durch EDTA beobachtet werden. Diese Daten bestatigen die
Ergebnisse von Scherer and Nies, 2009 fir Zink und Kobalt. Ein sensitiver Phanotyp der
Effluxdeletionsmutanten fur Cadmium konnte ebenfalls beobachtet werden, allerdings ist der
IC50-Wert mit 21 bzw. 22 uM um ein vielfaches héher als der publizierte mit 0.082 uM
(Scherer and Nies, 2009). Eine Funktion der Chaperone bei der Aufrechterhaltung der
Zinkhomoostase zeigt sich in der Mutante Ae4AcobWs ¢(cobWs *::lacZ)354 in einem sensitiven
Phénotypen. AulRerdem konnten, wie auch schon in den anderen Stammbhintergriinden Nickel,
Kobalt und Cadmium sensitive Phanotypen beobachtet werden, was wiederum auf eine gestorte
Metallhnomdostase oder eine Funktion der Chaperone bei der Speicherung mehrerer divalenter

Kationen hindeutet.
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Tabelle 13: 1C50-Werte der Effluxdeletionsmutanten fir Metallmangel und -tberschuss.

Stamm 1650
EDTA[mM]  ZnClo[uM]  NiCl,[uM]  CoCl,[uM]  CdCl, [uM]

Ae4 1.7:0% 6.3:10 2613 4.7412 2110
Ae4AcobW;-Cluster 1.5%02 5.3%05 717 4.6*01 1.9%05
AedAcobWs 1.5%02 5.6%01 664 4.7%02 1.5%04
AedAcobW;-Cluster 1.6%02 5.3%05 6+34 4,603 n.d.
@(cobW, “::lacZ)299
Ae4ACObWs p(cobWi ::lacZ)354  1.7%0% 1.6%01 6Ll 4.4%02 14837
AedAcobWs p(cobW, “::lacZ)299  1.5%03 5.4%05 504 3.0%02 2.9%09
Ae4AzupT 1.9%0% 5.7:04 20419 4.1#15 20%12
Ae4AzupTAcobWs 1.6%02 5.6%02 14209 4,602 1.7%03
Ae4AzupTAcobWs 1.7+03 6.31° 21#11 4,602 2.4%05
@(cobWs “::lacZ)354
Aed4AzupTAcobWs 1.6%02 5.5435 4#23 1.6%04 2.8%14

@(cobW, “::lacZ)299

Die Bestimmung der IC50-Werte der Ae4-Derivate beruht auf den Dose Response-Kurven mit steigenden
Konzentrationen an Zusatzen und wurde berechnet durch das Einfligen einer linearen Regression. Dafiir wurden
die Stamme in einer Vorkultur kultiviert, welche nach dem Erreichen der friihen stationdren Phase zur Inokulation
der 2. Vorkultur genutzt wurde. Die 20 stindige Hauptkultur wurde 10 %ig mit der 2. Vorkultur der spéten
stationdren Phase inokuliert. Das Zellwachstum wurde bei 600 nm bestimmt. Signifikante Unterschiede sind fett
markiert; n.d. — nicht definiert (n>4).

3.2.5.3 Der Magnesiumgehalt in den erzeugten Effluxstdmmen ist vermindert

Fur die weitere physiologische Charakterisierung der Mutanten wurde der Metallgehalt mittels
ICP-MS ermittelt. Die Deletion der Effluxsysteme dmeF, fieF, zntA und cadA fiihrt unter allen
Bedingungen zur Akkumulation von Magnesium in den Zellen. Dies andert sich auch nicht mit
zusatzlicher Deletion von zupT. Ca. 39.9 x 108 und 35.3 x 10° Atome/Zelle konnten bereits von
Herzberg et al., 2014a publiziert werden. Jede Deletion bzw. Disruption eines Gens des Zur-
Regulons fiihrt zur Verminderung des Magnesiumgehalts auf das Niveau des Stammes AE104
(Tabelle 14), was auf eine Umsortierung des Metallimports durch die jeweiligen Deletion bzw.

Disruptionen schlielen lasst.

In den Effluxdeletionsmutanten ist CobWs bei Metallmangel und bei Zinkzugabe fur die
Speicherung des Zinks verantwortlich, was sich im Zinkgehalt pro Zelle unter diesen
Bedingungen zeigt. Eine zuséatzliche Disruption von cobWi bzw. cobW, hat darauf im Ae4
keinen Einfluss. Allerdings zeigt der Stamm Ae4AcobW;-Cluster ¢(cobW: ‘::lacZ)299 bei
Metallmangel und bei Zinkzugabe ebenfalls einen verringerten Zinkgehalt pro Zelle. Dies

kdnnte zum einen abhdngig von CobW.- sein, da die Einzeldeletionsmutante diesen Effekt nicht
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Tabelle 14: Metallgehalt der Effluxdeletionsmutanten bestimmt per ICP-MS.

Atome pro Zelle

Stamm
Zusatz Mg (10%) Fe(10%) Zn(10%) Co (10%) Ni (10%)
ohne 30.9%61  761%127  5g=49 39413 1.7:08
Aed 100 UM EDTA | 37.7%45  g5QHI78 156 3.404 2.3404
10 UM ZnCl, 31.0'0 6181105 2154 37:06 3.4%21
ohne 9.4415 57 71 2.3404 2.3404
Ae4AcobW;-Cluster 100 yM EDTA | 9,616 4831102 565 3,641 2.1%06
10 UM ZnCl, 11494 517407 p]gHs 1 gw03 2,220
ohne 10,096 f17:° 774 4,308 2.1%06
AedAcobWa 100 yM EDTA | 8.9%08 46976 46%7 25414 2 5414
10 UM ZnCl, 8.3408 4750 172412 00 2.0%06
Ohl’le 9.5t0.1 571t78 70tll 3.410.7 1.410.3
2?30%\:/?/?\,\/}(1%?&; 100 (M EDTA | 97514 36177 4548 2§08 1.7:08
10 UM ZnCl, 9.0%15 4275 164*2  2.9*08 2.0%08
Ohl’le 9.5tl.4 609t109 62t7.8 3.811.3 2.110.6
2?;‘0?)‘\:,3?}'{\'{?“2)35 . 100 uM EDTA | 9.3:09 443568 41242 2,707 1.6%08
10 UM ZnCl, 7.9%07 48850 1727 3.0%08 21207
Ohl’le 8.3t0.8 512t70 66t5.6 3.410.8 2.010.9
2??0%\:/?/?}.{\%@299 100 uM EDTA | 9.1%13 361:3 4068 2,606 1.4%05
10 UM ZnCl, 8.6*10 496 150:0 2807 1.4205
ohne 35385  711#119 7234 5.0+16 1.8%07
AedAzupT 100 UM EDTA | 36.4%49  5p2*188 43460 3.8%04 1.5:08
10 UM ZnCl, 28592 5305 2648 2604 3420
ohne 100901 531#70  g5p:Le 4,012 1,745
Ae4AzupTAcobWs 100 uM EDTA 11.1#15 52289 2827 3.6%14 2.0%06
10 UM ZnCl, 10.8515  497*%9 1940 40%12 2,0%08
Ohne 9.2t2.1 474t208 64t8.9 3.211.2 1.410.5
2(‘330%3\1/5’“]22%\’;’35 A 100 uM EDTA | 96209 49650 4204 2,905 1.9+04
10 UM ZnCl, 8.4+11 515109 191#36 2,809 2.0%05
Ohne 9.4t0.6 488t91 88t11 3.510.5 1.210.4
2530%3\12“]22%\’\2’;9 100 IMEDTA | 9597  406%02 360 2 ¥l 12408
10 UM ZnCl, 8.5:09 337774 152412 3.4%20 1,641

Fir die Bestimmung der Metallgehalte in den Zellen wurde eine 1. Vorkultur angezogen, welche zur Kultivierung
der 2. Vorkultur diente. Mit dieser Kultur wurde eine Hauptkultur inokuliert die gegebenenfalls von 100 bis 150
Kletteinheiten mit den Zusétzen 100 uM EDTA, 25 pM CoCl; oder 100 uM ZnCl, inkubiert wurden. Es schlossen
sich 2 Waschschritte mit Puffer (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 150 mM NaCl, 10 mM EDTA) an. Daraufhin sorgte
70 %ige HNOg fiir die Mineralisierung der Zellen. Nach der Messung mittels ICP-MS erfolgte die Berechnung
der Metallgehalte mit Hilfe der optischen Dichten und den gemessenen ppb-Werten. Signifikante Unterschiede
sind fett markiert (n>3).
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zeigt und zum anderen beweisen, dass sich CobW1 und CobW> gegenseitig komplementieren
und erst die Doppeldeletion einen Effekt hervorruft. Im Ae4AzupT fuhrt Metallmangel in den
Doppeldeletionsmutanten nicht zu einem verringerten Zinkgehalt im Vergleich zum

Ausgangsstamm, was auf eine gegenseitige Komplementation der Chaperone hindeutet.

In Tris-Minimalmedium akkumulieren die Stdmme Ae4AcobWs, Ae4AzupTAcobWs, Ae4AzupT
ACObW3 p(cobWs “::lacZ)354 und AedAzupT AcobWs p(cobW: ‘::lacZ)299 mehr Zink, was sich
durch die Hochregulation eines unbekannten Zinktransporters erklaren lieRe, der bei

Zinkuberschuss reprimiert wird.

3.2.5.2 Oxidativer Stress fuhrt zu multiplen Effekten in den Effluxmutanten

Die Chaperone beeinflussen die Resistenz gegen Wasserstoffperoxid und Paraquat auf
unterschiedliche Weise, denn im Stammhintergrund des Ae4 fuihren die Deletionen von cobWs
und des cobW1-Clusters zu einem resistenteren Phénotypen, wohingegen die Doppeldeletions-

mutanten sensitiv gegen Wasserstoffperoxid und Paraquat sind (Abb. 21).

A. os C.

Aed

ODGI]I]

0 10 20 30 40 0 200 400 600 800
Paraquat [pM] D

AedAzupT

0.0

20 30 40 0 200 400 600 800
H,0; [mM] Paraquat [uM]

Abbildung 21: Dose Response-Kurven der Effluxdeletionsmutanten unter oxidativem Stress erzeugt durch
Wasserstoffperoxid (A/B) und Paraquat (C/D). Mit Vorkulturen der frihen stationdren Phase wurde eine 2.
Vorkultur inokuliert, mit der nach 24 h Wachstum eine Hauptkultur 5 %ig inokuliert wurde. Das Verhalten der
Varianten vom Ae4 (-o-) ist in Panel A und C gezeigt und beinhaltet die Stimme Ae4AcobW;-Cluster (-4-),
AedAcobW; (), Ae4AcobW,-Cluster o(cobW; ::lacZ)299 (-e-), AedAcobWs ¢(cobWs ::lacZ)354 (%) und
AedAcobWs p(cobW: “::lacZ)299 (-9-). Im Panel B und D sind die Derivate der Mutante Ae4AzupT (©-) zu sehen;
AedAzupT AcobWs (-2H), AedAzupTAcobWs p(cobW, ‘:lacZ)354 (&) und AedAzupTAcobWs p(cobW; ‘::lacZ)299
(7). Die optischen Dichten wurden bei 600 nm gemessen (n>5).
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Fir die Derivate des Ae4AzupT, zeigt sich ein dhnliches Bild. So fuhrt die Deletion von cobWs
zu einer Resistenzsteigerung gegen Wasserstoffperoxid, aber zu einem Resistenzverlust gegen
Paraquat. AuBerdem zeigt die Mutante Ae4AzupT AcobWs ¢p(cobWs : :lacZ)354 einen sensitiven
Paraquat Phanotypen.

Die Kombination der Ergebnisse der Effluxdeletionsmutanten l&sst vermuten, dass die Cu/Zn-
SOD in der Aktivitét beeinflusst ist und ein mogliches Target der CobW’s ist.

Zusammenfassend flihren die Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen der
Effluxdeletionsmutanten zu dem Schluss, dass CobWs verantwortlich ist fiir die Speicherung
von Zink in der Zelle und in Tris-Minimalmedium nicht durch die CobW12 komplementiert
werden kann. Bestétigt wird dies durch die Wachstumsdefizite. Zudem zeigen die Ergebnisse,
dass auch CobW1 und CobW: eine Funktion bei der Zinkspeicherung haben und sich vermutlich

gegenseitig komplementieren.

3.3 Welchen Einfluss haben die Deletionen von cobWs und dem cobW:-Cluster auf die
Effluxsysteme ZntA, CadA, DmeF und FieF?

Fur die Aufrechterhaltung der Zinkhomoostase im AE104 ist ein Zusammenspiel zwischen dem
Aufnahmesystem ZupT und den Haupteffluxsystemen ZntA und CadA notwendig (Scherer and
Nies, 2009; Herzberg et al., 2014a). Es ist allerdings nicht geklart, ob die Effluxsysteme frei
verfugbare Metalle entgiften oder ob im Zytoplasma eine Belieferung durch Chaperone erfolgt.
Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den Effluxsystemen und CobWaipz zu

untersuchen wurden Reportergenfusionen von zntA, cadA, dmeF und fieF erstellt.

3.3.1 CadA wird in den CH34-Derivaten durch Zink induziert

Die Expression von zntA wird in allen CH34-Derivaten durch 750 uM Zink induziert und bei
hoheren Konzentrationen reprimiert, was eine Funktion im Zinkefflux bestatigt und somit die
Daten von Schwarzenberger, 2007 reproduziert (siehe 2.5.1) (Tabelle 15). Eine Induktion der
Genexpression konnte auch mit Cadmium beobachtet werden und weist auf eine Rolle bei der

Cadmiumentgiftung hin.

Die Basisaktivitat von cadA ist durch die Deletion von cobWs und/oder des cobW:-Clusters um
Faktor 2.5 bis 3 vermindert, wird jedoch durch 750 uM Zink induziert. Dies bestétigt zum einen
eine Funktion der Pig2-Typ ATPase bei der Zinkentgiftung und zum anderen l&sst sich eine
Funktion der Chaperone beim Efflux postulieren. CadA spielt auBerdem eine Rolle beim Efflux

von Cadmium, was sich anhand der Geninduktion durch Cadmium ableiten l&sst.
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Eine mdgliche Funktion der Chaperone beim Efflux von Metallen zeigt sich auch in der

Grundaktivitdit von dmeF, welche in den Einzeldeletionsmutanten vermindert und in der

Doppeldeletion erhéht ist im Vergleich zum CH34. Da in der Doppeldeletionsmutante weniger

Metallspeicherkapazitét durch das Fehlen von CobW3 vorhanden ist, lasst sich vermuten, dass

DmeF unter dieser Bedingung eine essentielle Rolle besitzt.

Tabelle 15: Einfluss der Deletion von cobWs und des cobW:-Clusters im CH34 auf die Expression der Gene
zntA, cadA, dmeF und fieF.

Faktor der Hochregulation

Basis-
Stamm aktivitat EDTA ZnCl; CoCl, CdCl,
[U/mg TG] 1mM 5mM 750uM  2mM  01mM  1mM  10pM 100 pM
p(zntA-lacz)
CH34 21.0*:7.7 1.0i0‘2 1.0t0‘2 2.1t0‘5 0.210.2 1.1t0'3 1.1t0'l 3.6t0'4 4.7i0.3
CH34AcobW;-
21.5’:3.6 0l8i0.2 0.9t0‘2 1.9t0‘6 0.110.0 1210.2 1l4tO.l 5.6t0'9 5.4*:0.3
Cluster
CH34AcobWs 21.1%58 0.8901  0.9%01 23%5 (5903 1101 (902 4603 650
CH34ACObW1- 19.2454.9 1.0t0.2 Olgto.l 2.7450.5 0_210.1 1.3t0.1 1.5t0.2 5.5t0.8 8_011.5
ClusterAcobWs
p(cadA-lacz)
CH34 20_8t5.3 1.4t0.2 1.3t0.2 1.3t0.1 0_710.3 1.3t0.1 1.0t0.2 3.0t0.3 9_412.0
CH34AcobW;-
7.4i2‘2 1.1i0‘3 1.1t0‘2 2.0t0‘4 0.4i0.1 1.3t0'l 1210.2 4.4t0'2 13.4*:0.8
Cluster
CH34ACObW3 72&1.7 1.1i0‘1 1.1t0‘1 2.5t0‘4 0_8i0.1 1.0t0'5 1.0t0'4 7.1t0'2 17.6i0'6
CH34AcobWs- 8.2%28 1.0%02 1.12%02 1,9%03 0.2302 1,402 1.3%00 §2#07 12 5%2!1
Cluster AcobWs
o(fieF-lacz)
CH34 18_3t1.8 1.2t0.1 1.1450.0 O.Gto'l 0_310.1 1.0t0.0 Olgto.l 1.0t0.0 1_010.0
CH34AcobW;-
19_4t2.8 1.2t0.2 1.0t0.0 OlstO.Z 0_110.0 1.1t0.1 1.0t0.1 1.1t0.1 1_010.2
Cluster
CH34AcobWs 15.1#40 13901 1201 0§01 (0300 1502 1303 Jge01 14201
CH34ACObW1- 21.414.9 1l4tOAl 1l4tOAl OthOAl 0_110.0 1.410'1 12:0.3 13:0.1 1.2i0A1

Cluster AcobWs
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Fortsetzung Tabelle 15: Einfluss der Deletion von cobWs und des cobW:-Clusters im CH34 auf die
Expression der Gene zntA, cadA, dmeF und fieF.

Faktor der Hochregulation

Basis-
Stamm aktivitat EDTA ZnCl, CoCl; CdCl,
[U/mg TC] ImM 5mM 750pM 2mM 01mM 1mM 10uM 100 pM
¢(dmeF-lacz)

CH34 54.9t4.1 1.8t0‘4 0.8*0'1 0.610.2 0'210.1 1.6t0'1 0.8t0'7 Olgt0.0 0.910.3
CH34AcobW;-

33_313,2 1.310.1 0.910.2 0_510.1 0_110.0 1.710.3 1.310.0 1.010.1 1_110.2
Cluster
CH34AcobWs 35.6%40 2.1%02 0.9%02 04202 101 21205 14204 1001 11202
CH34AcobW- 89.2+127 12802 1001 0601 01200 1303 7201 091 80!
Cluster AcobW3

Im Wildtypstamm CH34 und den Mutanten wurden lacZ-Fusionen downstream dmeF, fieF, zntA und cadA
erzeugt. Zellen der friihen exponentiellen Phase wurden zu diesem Zweck fiir 3 h bei 30 °C mit steigenden EDTA-
bzw. Metallkonzentrationen inkubiert. Die p-Galaktosidaseaktivitdt wurde bestimmt und der Faktor der
Hochregulation im Verhaltnis zur Basisaktivitdt ohne Zusatz berechnet. Ein Faktor grofer 1 bedeutet eine
gesteigerte Expression des Gens. Signifikante Unterschiede sind fett markiert (n>3).

3.3.2 CadA wird in der Deletionsmutante AzupTAcobWs: mit zunehmenden Zink-

konzentrationen induziert

Durch das Fehlen der Megaplasmide und somit einer Vielzahl von Resistenzdeterminanten,
wird zntA durch Zink starker induziert, was sich in einer bis zu 10fach hdherer Expression
wieder spiegelt. Allerdings flihrt die Deletion von cobWs im AE104 und AzupT zu einer
verringerten Induktion bei hoheren Zinkkonzentration und deutet gemeinsam mit den Daten der

Induktion mit Kobalt auf eine Beeinflussung der Effluxsysteme durch die Chaperone hin.

Wie auch im CH34 flihrt die Deletion von cobWsim AE104 zu einer um Faktor 2 verminderten
Basisaktivitat von cadA. Die Zugabe von Cadmium und Zink fuhrt zu einer Induktion des Gens,
vergleichbar mit dem des AE104. Im AzupTAcobWs hingegen wird cadA durch Cadmium nicht

so stark induziert und l&sst vermuten, dass der Stamm weniger Cadmium in der Zelle hat.
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Tabelle 16: Einfluss der Deletion von cobWs im Stamm AE104 und dessen Mutante AzupT auf die
Expression der Gene zntA, cadA, dmeF und fieF.

Faktor der Hochregulation

Basis-
Stamm aktivitat EDTA ZnCl, CoCl, CdCl,
[U/mg TG]
100uyM  1mM 100uM 500 M 25uM 10 uM 2.5 UM 150 uM
p(zntA-lacz)
AE104 50.4>8 0.6%1 0.6%02 738 6.007  3.1%03 1000 .82 5.8%02
AE104AcobW; 53.2%86 0.7¢01 0701 94206 3.2805 2304 14201 g4t12 5.0%34
AZUpT 37_417.5 0.510.1 0_610.1 1011.7 5.511.3 1.4%10 0_910.3 6.3ﬂ'2 1613.2
AzupTAcobW;  50.784 0.7¢01 06%01 83*7 260 462 2,107 798  ggH7
p(cadA-lacz)
AE104 28.5i4'7 0|9¢0.1 Olgio.l 1.710.2 0.8t0‘2 1.110.2 1.010.1 8.3ﬂ'9 2112.5
AE104AcobW;  15.0%%8 09801 07201 2305 17803 1201 (g0l 138 4009
AZUpT 25.7*:5.0 0.7i0‘1 0.6i0.0 1.410.2 0.4t0‘2 1.110.3 0.910.1 6]12.0 2113.5
AzupTAcobW; ~ 25.2%75 0.8%01 0.7:01 1892 08903 1092 0700 9628 2828
o(fieF-lacz)
AE104 20_214.4 1.2t0.l 1_010.2 1_310.2 0.5’50'1 1.2t0.1 1_010.1 1.1t0.2 0.8t0'4
AE104AcobWs  23.6*7 11301 12%01 g1 302 g2l 1702 101 70l
AZUpT 25_3t3.3 1.lt0.0 1_010.1 1_010.1 O.3t0.2 1_110.2 1_010.1 1.1t0.2 0.8t0'2
AzupTAcobW;  31.0%48 1.000 10%1 Q7! 0301 1,0%0! 080 1.1%0!  09%02
p(dmeF-lacz)
AE104 33.4436.7 1.4i0‘3 1_710.6 1.510.1 0I610.1 2.1t0.8 2_5t0.6 1.5*0'2 3.4t0'9
AE104AcobW; 31.747° 1505 2804 1504 0.6%02 2,5%09 39%09 1502 3.9%03
AZUpT 34.3*:6.7 1.3i0‘1 1_310.2 1.3i0.2 0.3t0‘1 4.6%15 3.3i0.2 1.3t0'l 3l110.2
AzupTAcobW;  25.5%46 1.1%02 1902 1 g4 0.6%%3 3.8%08& 371*1  1,1%02 2.6404

Im AE104, AzupT und den Mutanten wurden lacZ-Fusionen downstream dmeF, fieF, zntA und cadA erzeugt.
Zellen der frihen exponentiellen Phase wurden zu diesem Zweck fir 3 h bei 30 °C mit steigenden EDTA- bzw.
Metallkonzentrationen inkubiert. Die f-Galaktosidaseaktivitat wurde bestimmt und der Faktor der Hochregulation
im Verhaltnis zur Basisaktivitat ohne Zusatz berechnet. Ein Faktor gréer 1 bedeutet eine gesteigerte Induktion.
Signifikante Unterschiede sind fett markiert (n>3).
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3.4 Proteinbiochemische Charakterisierung von CobW1213

Fur eine biochemische Charakterisierung der Chaperone CobWi2z wurden die Gene
amplifiziert und mit dem pET28A-Derivat pRHB152 ligiert. Dies ermdglichte die Reinigung
der rekombinanten Proteine tber einen N-terminalen ab spaltbaren Histidin-tag mittels Tev-

Protease.

3.4.1 Reinigung der rekombinanten Proteine und Abspaltung des Tags

Nach der Geninduktion mit IPTG und der Proteinsynthese konnten die rekombinanten Proteine
von CobWa23in 50 pg Zellen in einer SDS-PAGE durch kolloidale Farbung und Western-Blot
nachgewiesen werden (siehe 2.3) (Abb. 22). His-CobW?: konnte nach der Induktion als 48 kDa
grolRes Protein durch Coomassie-Blaufarbung nachgewiesen werden. CobW> und CobWs
konnten als His-tag-Fusionsproteine mit einer Grof3e von 44 kDa bzw. 46 kDa sowohl kolloidal

angeférbt werden, als auch im Immunoblot detektiert werden.
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Abbildung 22: Nachweis von His-CobW13 in Zellen mit Coomassie-Blau-Farbung und Western-Blot. Die
Expression erfolgte in TB-Medium bei 37 °C bis zum Erreichen der ODgoo=1.5, dann erfolgte ein Temperaturshift
auf 30 °C und die Induktion mit 1 mM IPTG fir 1 h. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Farbung der SDS-
PAGE mit Coomassie-Blau (A) und Western-Blot (B) mit 1:2 500 Anti His-Antikdrper und 1:5 000 Anti Mouse-
Antikorper (Acris). 50 pg Zellen 2 x SDS-Probenpuffer nach 5 min 95 °C: (1) vor Induktion cobWs, (2) nach
Induktion cobWs, (3) vor Induktion cobW-, (4) nach Induktion cobWs,, (5) vor Induktion cobWs, (6) nach Induktion
cobWs. Als GroRenstandard flr die Coomasie-Blau-Féarbung diente der PageRuler™Prestained Protein Ladder
Plus und fiir den Western-Blot VisiBlot.

Die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte durch Ni-NTA-Affinitdtschromatographie (siehe
2.3.1.4), mit anschlieRender Abspaltung des His-tags mittels Tev-Protease (siehe 2.3.6). In
Abbildung 23 ist dies am Beispiel von His-CobW: gezeigt und es ist deutlich nach 24 stundiger
Inkubation mit der Protease ein GréRenshift nach der Coomassie-Blau-Farbung, im Vergleich
zu Tev-His und His-CobW: erkennbar, und ein Signalverlust im Western-Blot, was auf die
Abspaltung des Tags schlieBen l&sst. Ebenso konnte nach einer zweiten Affinitats-
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chromatographie zur Trennung der Tev-Protease und CobW1 kein Signal auf dem Autoradio-
gramm fur CobW1 mit einer Grolze von 44 kDa detektiert werden, jedoch eine Doppelbande

nach der kolloidalen Farbung, was fur ein Gemisch aus CobW; und His-CobWj, spricht.
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Abbildung 23: Coomassie-Blau-Farbung und Autoradiogramm zum Nachweis der Abspaltung des
Affinitatstags am Beispiel von CobW:. His-CobW; wurde in einem Molverhaltnis von 50:1 mit Tev-His in Tev-
Puffer + 0.07 % Mercaptoethanol fur 24 h bei 4 °C inkubiert und anschlieBend ber Affinitdtschromatographie
gereinigt. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Farbung der SDS-PAGE mit Coomassie-Blau (A) und
Western-Blot (B) mit 1:2 500 Anti His-Antikérper und 1:5 000 Anti Mouse-Antikorper. Gereinigtes Protein in 2
X SDS Probenpuffer nach 5 min 95 °C: (1) 8 ug His-CobWs4, (2) 8 ug Tev-His, (3) 4 ug His-CobW; und 0.1 pg
Tev-His zum Zeitpunkt t=0,(4) 4 pg His-CobW; und 0.1 pg Tev-His zum Zeitpunkt t=24 h, (5/6) Durchfluss
Affinitdtschromatographie, (7/8) Elutionsfraktionen Affinitatschromatographie. Als GroBenstandard dienten A:
PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus und B: VisiBlot.

Vor der weiteren Verwendung wurden die Proteine als Fusionsproteine und ohne His-Tag auf
eine SDS-PAGE aufgetragen und es zeigten sich nach Farbung mit Coomassie-Blau keine

weiteren abundanten Banden in den Spuren nach der Abspaltung (Abb. 24).
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Abbildung 24: SDS-PAGE nach Coomassie-Blau-Farbung zum Nachweis der Proteine CobW12;3 mit und
ohne Affinitatstag. Nach der Aufreinigung der rekombinanten Proteine wurde der Affinitatstag im Tev-Assay
entfernt. Zur Kontrolle wurden die Proteine in 2 x SDS-Probenpuffer nach 5 min 95 °C auf eine 15 %ige SDS-
PAGE aufgetragen: (1) 10 pg His-CobWj, (2) 5 pg CobWj, (3) 10 pg His-CobW, (4) 10 pg CobWs-, (5) 10 pg
His-CobWs;, (6) 10 pg CobWs. Als GrolRenstandard fir die Coomassie-Blau-Farbung diente der
PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.
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3.4.2 Bestimmung der Bindekapazitit der CobW*s

Fur die Bindung von Zink an Proteine sind unteranderem zinc finger Motive notwendig. In
Eukaryoten bestehen diese typischerweise aus 4 Cysteinen oder 2 Cysteinen und 2 Histidinen
(Andreini et al., 2006a). Koordiniert wird das klassische Cys2His2-Motiv mit einem
gebundenen Zn?* durch eine a-Helix und ein antiparalleles -sheet (Lee et al., 1989). In der
COGO0523-Familie der P-loop GTPasen wurde eine abweichende putative Metallbindestellen
mit einem GCXxCC-Motiv identifiziert, dass auch in C. metallidurans konserviert ist (Haas et
al., 2009). CobW; und CobW- besitzen im Gegensatz zu CobW3 ein GCICC-Motiv (Abb. 25).
Allerdings besitzen CobWs (endstandig) und CobW» (mittig) im variablen C-Terminus
Histidin-Einschibe, die mdglicherweise an der Metallbindung beteiligt sein kdnnten (Abb. 5).
Um dies zu untersuchen wurden die gereinigten Chaperone auf ihre Metallbindekapazitat
mittels Zincon-Assay und Metallbinde-Assay mit anschlieBender Co-Faktorbestimmung per
ICP-MS untersucht.

CobW,;: EETLVEMSNGCICCTLREDLLLEVERLAR---EGR--FDQLVIESTGISEPLPVA
CobW,: REQIVQOMSNGCICCTIRGDLVQALSDLVTQRDEGKIAFDRVVIETTGVANPGPVA
CobWy: —————- DSHG-==-=-———- DLLAEVERLAQ---TGQ--YDHVVIEAGATDEPLGLA

Abbildung 25: Aminosaurenalignment eines Ausschnittes der Sequenzen von CobW\23, zur Darstellung
des putativen Metallbindemotives (in rot).

3.4.2.1 Zincon-Assay zur Bestimmung der Zinksbindeaffinitat

Sollte es sich bei den Chaperonen um Zink bindende Proteine mit einer hohen Affinitat halten,
dann treten sie mit dem Farbstoff Zincon in Konkurrenz und l6sen es aus diesem heraus bzw.
verhindern die Bindung (siehe 2.3.10). In diesem Fall wiirde Zincon erst Zink binden, wenn
CobW1/213 mit Zink gesattigt sind. Als Kontrolle wurden zunéchst 10 uM Zincon mit steigenden
Konzentrationen an Zink inkubiert und die Konzentration der Sattigung bestimmt (Abb. 26).
Die Sattigung wurde anhand des Verschwindens des Peaks bei 480 nm berechnet und in Prozent
angegeben. Die Sattigung des Zincons setzt bei einem Verhdltnis von 1:1 ein. Um das
Herausldsen von Zink aus dem Zincon-Zink-Komplex zu simulieren, wurde dem Ansatz 10 uM
EDTA zu gefligt. Dies sorgt dafiir, dass das Zincon erst bei einem Verhéltnis von 1:3 gesattigt
ist. Bei 10 uM Zink liegt die Sattigung bei 0 %, was daftr spricht, dass das gesamte Zink durch
EDTA gebunden ist. Erhoht sich die Konzentration auf 20 uM ZnCl; liegt die Sattigung bei

30 % und beschreibt einen intermedidren Bindungszustand.
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Werden diese Kontrollen nun mit dem Ergebnis von CobW; (Abb. 26A) verglichen, so zeigt
sich, dass 10 uM des mit EDTA hergestellten Apo-CobW: bei einem Verhdltnis von 1:2
gesdttigt sind (siehe 2.3.8). 10 uM Zinkchlorid sorgt fur einen intermediéren Bindungszustand
und zeigt eine Sattigung von 20 %. Anhand dieser Daten wirde das Apo-Protein von CobW;
zwischen 1 und 2 mol Zn/mol Protein binden. Als Kontrolle wurde das Apo-Protein vor dem
Assay mit Zink inkubiert und Uberschissiges Zink durch GrdRenausschlusschromatographie
entfernt (siehe 2.3.9). Beim metallierten CobW1 setzt die Sattigung des Zincons bereits bei einer

Konzentration von 10 uM Zinkchlorid ein.
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Abbildung 26: Konkurrenzexperiment zwischen dem Farbstoff Zincon und CobW12;3 um frei Verflgbares
Zink. 10 pM Zincon wurden mit 10 uM des jeweiligen Proteins und verschiedenen Zinkchloridkonzentrationen
gemischt und die Bindung von Zink an Zincon gemessen. Das Absorptionsmaximum des Zincon verschiebt sich
durch die Metallbindung von 480 nm auf 620 nm und die Séttigung [%] konnte berechnet werden. Als Kontrollen
wurde nur 10 pM Zincon + ZnCl, (-®-) und 10 uM Zincon + 10 uM EDTA + ZnCl, (-©~)verwendet. In Panel A
wurde CobW; als Apo-Protein (-©-) und mit Zink beladen (- ) untersucht. Panel B zeigt das Apo-Protein von
CobW,; (-©- ) und das mit Zink metallierte (-®-). Das Apo-Protein von CobWs3 (-©-) im Vergleich zum Zink
inkubierten ist in Panel C dargestellt (@~ ).
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CobW: besitzt zusétzlich zum Metallbindemotiv eine C-terminale Histidin-reiche Region, die
dazu fiihrt, dass eine Sattigung des Apo-Proteins von 100 % bei 30 uM ZnClz erreicht ist (Abb.
26B). Allerdings konnte ein intermediérer Bindungszustand bei Konzentrationen von 7.5, 10,
und 20 uM mit Sattigungen von 50 — 80 % festgestellt werden. Daraus lasst sich schliel3en, dass
die Bindekapazitat des Apo-Proteins geringer als 3 mol Zn/mol Protein ist. Auch in diesem Fall
wurde eine Zink-inkubierte Variante getestet, welche bei einem Verhaltnis von 1:1 mit 100 %

gesattigt ist.

Trotz des fehlenden GCxCC-Motivs in CobWs3 bindet die Apo-Form des Chaperons Zink mit
hoher Affinitat, was sich an einer Sattigung von 100 % bei einem Verhaltnis von 1:5 zeigt (Abb.
26C). Dies lasst den Schluss zu, dass die Metallbindung durch die C-terminal kodierten
Histidine erfolgt. Bei genauerer Betrachtung lasst sich eine Sattigung von 0 % bis zu einer
Konzentration von 2.5 uM ZnCl; erkennen. Diese steigt stufenweise auf 20 % bei 5 uM ZnCl;
uber 80 % bei 40 uM auf 100 %. Aufgrund dieser Daten liegt die Bindungskapazitat von Apo-
CobW3 bei zwischen 4 und 5 mol Zn/mol Protein. Die Nutzung des voll metallierten CobW3

flhrt zu einer Sattigung des Proteins bei einem Verhéltnis von 1:1.

Anhand des Zincon-Assays lasst sich zusammenfassen, dass CobW3 die hichste Bindekapazitat

flr Zink besitzt und CobW1: die geringste.

3.4.2.2 Bestimmung des gebundenen Metalls mittels ICP-MS

Die analytische bzw. spektrometrische Bestimmung der Metall-Co-Faktoren erfolgte mittels
ICP-MS. Anhand der ppb-Werte (parts per billion), dem Molekulargewicht der Proteine und
der Proteinkonzentration wurde die gebundene mol-Menge pro mol Protein berechnet.
Zunéchst wurden die Apo-Proteine durch Inkubation mit EDTA hergestellt (siehe 2.3.8), die
als Grundlage fiir die Metallinkubationen mit Zink oder Zink, GTP und Magnesium dienten
(siehe 2.3.9). Fiir alle Ansétze konnte ein Kobalt-, Cadmium- und Magnesiumgehalt unterhalb
der Nachweis- und Bestimmungsgrenze ermittelt werden (Tabelle 17), was eine Bindung dieser
Metalle an die Proteine ausschlief3t. Nickel konnte im Gegensatz dazu unter allen Bedingungen
mit ca. 1 mol/mol Protein gebunden an CobW> nachgewiesen werden, jedoch nicht in CobW1
und CobWs.

Wird der Zinkgehalt der Proteine untereinander verglichen, so zeigt sich eine minimale
Verunreinigung von Apo-CobW1, wobei der gemessene ppb-Wert unterhalb der Nachweis- und
Bestimmungsgrenze lag. Die Inkubation von Zink oder Zink, GTP und Magnesium fuhrt zur
Bindung des Metalls ohne signifikante Unterschiede. Anhand des Zincon-Assays konnte eine
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Bindung von 1 bis 2 mol Zn/mol CobW; postuliert werden, was sich in diesem Experiment

bestatigt.

Hohe Standardabweichungen fur den Zinkgehalt des Apo-CobW. mit einem Mittelwert von 1
+ 0.1 mol Zn/mol Protein lassen vermuten, dass der Histidin-reiche C-Terminus je nach
Struktur verénderte Zinkaffinitaten besitzt und eine Herstellung des Apo-Proteins erschwert.
Die Inkubation mit Zink bzw. Zink, GTP und Magnesium fiihrt zu einer Bindung von ca. 7
0.7 bzw. 8 £ 0.0 mol Zn/mol Protein und liegt damit deutlich tiber dem postulierten Wert aus

dem Zincon-Assay.

Die Metallierung eines Zink-freien CobWs3 fiihrt zur Bindung von 6 = 2.7 mol Zn/mol Protein
bei Inkubation des Proteins mit Zink. Im Gegensatz dazu fuhrt die Inkubation mit Zink, GTP
und Magnesium zu einer Bindung von 3 + 0.0 mol Zn/mol Protein. Der Mittelwert beider

Ansétze ergibt eine Bindung von 4.6 mol Zn/mol CobW3sund bestétigt damit das Zincon-Assay.

Zusammenfassend bestatigen die Co-Faktorbestimmungen von CobW; und CobW:3s das Zincon-
Assay. Allerdings ergibt sich aus den ICP-MS-Messungen eine veranderte Hierarchie was die
Bindekapazitaten der Chaperone angeht, denn CobW: bindet mit ca. 7 mol Zn/mol Protein das

meiste Zink.

Tabelle 17: Co-Faktorbestimmung der gereinigten rekombinanten Proteine CobWu2s.

Metall [mol/mol Protein]
Bedingung Zn Mg Ni Co Cd

Apo 0.09%0%  0.01%% 00500  0.00%%®  0.00%0%

CobW; ZnCl; 1.844063  0,08%001  0.03%% 0,000  0.00%%
ZnCl, + GTP + MgCl, 1419013 0,08%0%°  010%%  0.00%%°  0.00%%

Apo 1.3790%  0,00%0%  091¥% 000000 (.00

CobW, ZnCl; 7075078 0,060 141208 00099  0.00%0%
ZnClz + GTP + MgCl, 7.6450%0  0.23%0  119%0%  0,00%%®  0.00%0%

Apo 0.01%0% 0,004  0.08%0%  0.01%%  0.00%0%

CobWs ZnCl, 5.76%265 0.00%0.08 0.080:04 0.01*001 0.00%0:00
ZnCl; + GTP + MgCl, 3.34%000 0.040:00 0.14%000 0.00%0:0 0.00*0:00

Die Reinigung der Proteine erfolgte mittels Affinitdtschromatographie und anschlieBender Entsalzung der durch
PD10-Saulen. Um die Proteine mit Zink beladen zu kénnen, wurde im ersten Schritt ein Apo-Protein durch Zugabe
eines 10fachen Uberschusses an EDTA hergestellt. Die Metallierung mit Zink erfolgte ebenfalls mit einem
10fachen Uberschuss. Nach dem gleichen Prinzip erfolgte die Beladung mit Zink, GTP und Magnesium. Zur Co-
Faktorbestimmung wurde die X-Serie benutzt. Die Messung von CobW, und CobWs;mit GTP, Mg und Zn beruhen
auf einem Einzelexperiment, alle anderen Daten sind Mittelwerte aus mindestens 3 Replikaten.
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3.4.3 Beeinflusst die Apo-Proteinherstellung und die Metallierung die Sekundar- und
Tertiarstruktur von CobW/2/3?

Circulardichroismus kann in 2 Wellenldngenbereichen durchgefuhrt werden. Zum einen
zwischen 195 bis 250 nm (fern UV) fiir die Bestimmung der Sekundarstruktur und zum anderen
zwischen 250 und 350 nm (nah UV) fur die Tertidrstruktur. Dabei wird die Chiralitat optisch
aktiver Molekdile ausgenutzt, die polares Licht unterschiedlich stark absorbieren (Greenfield,
2006). Es kommt zur Bildung eines Spektrums, in dem positiver und negativer
Circulardichroismus abgebildet ist, je nachdem ob rechts oder links zirkular polarisierte
Komponenten starkeren absorbiert werden. Daraus folgt das a-Helices 2 Minima aufweisen,
bei 208 und 222 nm und ein Maximum bei 193 nm. Antiparallele p-Faltblatter haben im
Vergleich dazu ein einzelnes Minima bei 218 nm und ein Maximum bei 195 nm. Eine negative
Elliptizitat bei 195 nm und eine leicht positive bei 210 nm weist auf eine disorderd Struktur
hin, wobei die Berechnung auf der Differenz der Extinktionskoeffizienten multipliziert mit der
Schichtdicke, der Proteinkonzentration und einem konstanten Faktor von 33 beruht. Flr die
Berechnung der mittleren molaren Elliptizitat wurde das durchschnittliche Molekulargewicht
der Aminoséauren des Proteins mit einbezogen. Die Ermittlung der fern UV-Spektren wurde
genutzt, um eine native Faltung der Proteine zu zeigen. Bei der Messung im nah UV-Bereich
wird die Absorption von Tryptophan, der spektroskopisch aktivsten aromatische Aminoséure,
bei 290 nm ausgenutzt (Strickland, 1974). Tyrosin kann in den nah UV-Spektren bei ca. 266
und 299 nm gemessen werden, wohingegen Phenylalanin bei 270 nm absorbiert (Gasymov et
al., 2014). Die Spektren wurden in jeweils 3 Replikaten aufgenommen die die gleichen
Schlussfolgerungen zulieRen. Da es durch eine leichte Verschiebung der Maxima und Minima
auf der x-Achse zu hohen Standardabweichungen kam sind hier Einzelspektren einer Messung

gezeigt, fur die parallel eine Co-Faktorbestimmung durchgefihrt wurde.

Die fern UV Spektren von Apo-CobW?1, nach Zink und Zink, GTP und Magnesium Inkubation
zeigten die gleiche a-helikale Struktur mit den charakteristischen Minima und dem Maximum
(Abb. 27A). Die Berechnung mit dem Programm CDNN ergab fur die 3 Varianten von CobWy
ca. 15 % a-Helices, 21 % p-sheet und 48 % random coil (B6hm et al., 1992). Mit Hilfe des
Programms Phyre wurde die Tertidrstruktur vorhergesagt und bestatigte mit 30 % a-Helices
und 21 % p-sheets, sowie 11 % disorderd Bereichen die Berechnung, was auf eine korrekte
Faltung der CobW:-Varianten schlieRen l&sst (Kelley and Sternberg, 2009). Die Bestimmung
der Tertiarstruktur ergab fur alle Ansatze Maxima bei 286 nm und 292 nm, was Tryptophan

und Tyrosin entspricht (Abb. 27B), darauf hatte die Bindung von ca. 1.5 mol Zn/mol Protein
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einhergehend mit der Inkubation mit Zink bzw. Zink, GTP und Magnesium im Vergleich zum
Apo-Protein keinen Einfluss. Somit handelt es sich bei dem gebundenen Zink vermutlich nicht

um ein strukturelles Zink.
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Abbildung 27: Bestimmung der Sekundér- und Tertiarstruktur von CobW: bei definierten Co-
Faktorbindungen. Nach der Affinitdtschromatographie wurde eine Apo-Form (-e-) von CobW: durch Inkubation
mit EDTA hergestellt. Die Metallierung des Proteins erfolgte durch Zink (-e-) bzw. Zink, GTP und MgCl; (-0-)
und ergab eine Bindung von ca. 1.5 mol Zn/mol CobW; .Nach der Co-Faktorbestimmung wurde ein fern UV
(Panel A) und ein nah UV-Spektrum (Panel B) mit dem CD-Spektroskop Jasco aufgenommen.

Leicht ausgeprégte Minima und ein Maximum im fern UV-Spektrum sprechen fir eine a-
helikale Struktur von CobW> (Abb. 28A). Die Berechnung mit CDNN ergab 17.5 % o-helikale
und 20.5 % p-sheet Anteile, sowie 20.5 % disorderd Struktur, was abweichend von der Phyre
Vorhersage mit 32.5 % a-Helix, 23 % p-Faltblatt und 10.2 % ungefalteten Bereichen ist (B6hm
etal., 1992; Kelley and Sternberg, 2009). Da die Messung und die Vorhersage auf eine helikale
Struktur hinweisen, kann davon ausgegangen werden, dass die CobW>-Varianten korrekt
gefaltet sind. Das nah UV-Spektrum des Apo-Proteins und des metallierten Proteins zeigen
keine Unterschiede und lassen den Schluss zu, dass es sich bei den 3 mol Zn/mol CobW- nicht
um strukturelles Zink handelt (Abb. 28B). Im Vergleich dazu zeigt sich nach der Inkubation
mit Zink, GTP und Magnesium ein verandertes Spektrum was fur eine Fehlfaltung spricht, die

in der Bestimmung der Sekundarstruktur nicht sichtbar war.
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Abbildung 28: Analyse der Nah- und Fern-UV Spektren von CobW: bei definierter Co-Faktorbindung. Das
rekombinante Protein wurde mit EDTA behandelt und somit ein Apo-CobW, (®-) hergestellt. Die Metallierung
des Proteins erfolgte durch ZnCl; (@) bzw. ZnCl,, GTP und MgCl; (0-) und fiihrte zur Bindung von ca. 3 mol
Zn/mol Protein. Nach der Co-Faktormessung wurde ein Spektrum der Sekundér- (Panel A) und der Tertiarstruktur
(Panel B) mit dem CD-Spektroskop Jasco aufgenommen.

Die fern UV-Spektren der CobWs-Derivate deuten auf eine a-helikale Struktur hin, die durch
das Programm CDNN mit 15.2 % a-Helices und 21.2 % p-Faltblatter nicht eindeutig bestatigt
werden konnte (Bohm et al., 1992; Abb. 29A). Die VVorhersage mit Hilfe des Programms Phyre
ergab einen abweichenden Anteil, mit 30.7 % a-Helices und 18.7 % p-Faltblatter, sowie 16.6
% disorderd (Kelley and Sternberg, 2009). 47.8 % random coil Struktur konnten anhand des
Spektrums berechnet werden, was auf den Histidin-reichen C-Terminus zurtick zu flihren ist.
Die Inkubationen mit Zink und Zink, GTP, Magnesium fiihrte zu einer Verschiebung des
Minimums auf der x-Achse um 2 nm, was auf eine Verénderung der Tertidrstruktur durch die
Bindung von 1.4 mol Zn/ mol CobWs3 hin deuten kdnnte. Dies kann jedoch durch das nah UV-
Spektrum nicht bestatigt werden, was wiederum darauf hin deutet, dass es sich bei dem
gebundenen Zink nicht um strukturelles Zink handelt (Abb. 29B).
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Abbildung 29: Sekundar- und Tertiarstruktur von CobWs bei definierter Zinkbindung. Nach der
Affinitatschromatographie wurde CobWs; also Apo-Protein (-e-) durch Inkubation mit EDTA hergestellt. Die
Metallierung des Proteins erfolgte durch Zink (-e-) bzw. Zink, GTP und MgCI2 (-o- ), was zur Bindung von ca.
1.5 mol Zn/mol Protein fiihrte. Nach der Co-Faktorbestimmung wurde ein fern UV (Panel A) und ein nah UV-
Spektrum (Panel B) mit dem CD-Spektroskop Jasco aufgenommen.

3.4.4 CobW: liegt nach der Reinigung als Mono- und Dimer vor

Die GroRenausschlusschromatoraphie von CobW; ergab 2 Peaks, die mit Hilfe einer
Kalibriergeraden 73.8 kDa und 54.8 kDa zugeordnet werden konnten (Abb. 30A; Anhang 11.8).
Da CobW; eine vorhergesagte GroRe von 44.4 kDa besitzt spricht dies fur eine Reinigung von
Mono- und Dimeren oder flir Verunreinigungen (Pace et al., 1995). Um diese Thesen zu priifen
wurden die Peaks in 5 Fraktionen eluiert und auf eine SDS-PAGE aufgetragen (Panel C), die
in Spur 3 eine Verunreinigung durch ein Protein mit einer GréfRe von 120 kDa zeigt. Die
anderen Proben fuhrten zu einer Bande bei ca. 50 kDa und entsprechen CobW1, was eine Mono-
und Dimerisierung bestatigt, die auch an dem Bandenmuster in der Native-PAGE erkennbar ist
(Panel B). Fir eine weitere Bestatigung wurden Banden aus dem nativen Polyacrylamidgel
ausgeschnitten und in Kooperation mit Frau Dr. Schierhorn und Dr. Dirk Dobritzsch die Peptide
mittels MALDI-TOF-MS bestimmt (Anhang 11.9). In allen Gelausschnitten wurde CobW;
identifiziert und in Elutionsfraktion 3 zusétzlich eine Pyruvatkinase Typ Il aus E. coli, welche
allerdings nicht Zink als Co-Faktor besitzt. Die massenspektrometrischen Daten bestétigen die
Hypothese, dass CobW; als Mono- und Dimer vorliegt.
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Abbildung 30: Nachweis von CobWi-Multimeren mit GroéfRenausschlusschromatographie und Native-
PAGE. 5 mg des gereinigten Proteins wurden mit einen Flussgeschwindigkeit von 0.5 g/ml auf eine HiPrep 26/60
Sephacryl S-100 High Resolution Sdule aufgetragen und mit Puffer A eluiert. Im Chromatogramm (A) sind die 5
Elutionsfraktionen eigezeichnet, von denen 5 ug in B auf eine 10 %ige Native-PAGE und in C auf eine 12.5 %ige
SDS-PAGE aufgetragen wurden. Die Polyacrylamidgele wurden zur Visualisierung mit Coomassie-Blau gefarbt.
Als GroRenstandard in Panel C diente der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.

3.4.5 CobWi-Monomere dimerisieren nicht durch Zugabe von Zink

Nachdem gezeigt wurde, dass CobW1 nach der Reinigung als Monomer und Dimer auftreten
kann, sollte die Dimerisierung der Monomere durch Zugabe von Zink, GTP und/oder
Magnesium gezeigt werden. Bei diesem Inkubationsexperiment wurde CobW;: in 4
verschiedenen Ansdtzen 2 h inkubiert und das native Laufverhalten, sowie das des denaturierten
Proteins in Polyacrylamidgelen untersucht. In der Coomassie-Blau gefarbten Native-PAGE ist
zu erkennen, dass sich durch Zugabe von Zink, Magnesiumchlorid und GTP oder Zink,
Magnesium und GTP im Vergleich zum Apo-Protein kein verandertes Laufverhalten zeigt und
somit keine Dimerisierung vorliegt (Abb. 31A). Als Kontrolle wurden die Ansétze auf eine
SDS-PAGE aufgetragen, was in allen Ansatzen zu einer ca. 50 kDa Bande fihrte (Panel B).
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass CobW1 ein Monomer ist und die Dimere Artefakte waren

oder der Trigger fur die Dimerisierung nicht Zink und GTP sind.
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Abbildung 31: Coomassie-Blau-Farbung zum Nachweis von CobW:-Monomeren nach Inkubation mit Zink
und GTP. 100 uM der nach GréRenausschlusschromatographie eluierten CobW;-Monomere wurden fur 2 h bei
4 °C inkubiert. 5 pg der Ansétze (1) Kontrolle ohne Zusatz, (2) 1 mM ZnCly, (3) 1 mM GTP und 1 mM MgCly,
(4) 1 mM ZnCl;, 1 mM MgCl; und 1 mM GTP wurden auf ein nicht denaturierendes (A) und eine denaturierendes
(B) Polyacrylamidgel aufgetragen. Der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus diente als GroRenstandard.

3.4.6 Identifizierung von Interaktionspartnern

CobWi/2s3 konnen als Chaperone fiir die Speicherung und Ubergabe von Zink zustandig sein.
Die Ubergabe von Zink an Targetproteine oder aber die Ubernahme des aufgenommenen Zinks
von Zinkaufnahmesystemen wirde eine Interaktion voraussetzen. Da (ber die mdglichen
Interaktionspartner von CobW1/2;3 nichts bekannt ist, wurden unterschiedliche Ansétze gewéhit.
Zum einen sollten Gber Pulldown fishing Experimente mit den getagten Proteinen und dem
Rohextrakt vom Azur, mit anschlieBender Identifizierung per Massenspektrometrie, mogliche
Bindepartner gefunden werden. Zum anderen wurde in spezifischen Pulldown-Experimenten
die Interaktion mit Strep-Zur (Rmet_0128) und FolEs2-Strep (Rmet_1099) untersucht.

3.4.6.1 Protein-Fishing mit dem Rohextrakt von Azur

Target-Proteine von CobW1i3 sollten identifiziert werden, indem 10 pg als bait
(Féngerprotein) an Ni-NTA magnetic Beads gebunden wurden und mit 1 mg des Rohextraktes
vom Stamm Azur inkubiert (prey) (siehe 2.3.12.1). Fir die Auswertung wurde der Uberstand
nach der bait- und prey-Inkubation, sowie die Waschfraktionen und die Elutionsfraktion auf
eine SDS-PAGE aufgetragen (Abb. 32), wobei darauf geachtet wurde, dass es keine
Verunreinigungen in der letzten Waschfraktion gibt. In den Elutionsfraktionen konnten
zusétzlich zu CobW1/23 weitere Proteine nach der Farbung mit Coomassie-Blau detektiert

werden.

Zunachst wurden die abundanten Banden der Elutionsfraktion des CobWi-Anstatzes

ausgeschnitten, um in Kooperation mit Fr. Dr. Schierhorn putative Interaktionspartner von
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CobW; zu identifiziert (Panel A). Dies fuhrte zur Identifikation von RpoC, GroEL, CobW-,
LysA und SbnB, wobei es sich bei RpoC und CobW> um Zink-abhé&ngige Proteine handelt.
SbnB ist an der Synthese des Siderophores Staphloferrin B beteiligt (Beasley et al., 2011).
Maoglicherweise gibt dieses Metalle an CobW: weiter. Zur Bestdatigung der Daten und
Identifizierung weiterer Proteine wurden die Elutionsfraktionen in einem In-Lésungsverdau mit
Trypsin behandelt. In Kooperation mit Stefan Helm und Dr. Dirk Dobritzsch wurden die
Peptide mittels Synapt G2-S identifiziert und dem Proteom von C. metallidurans zugeordnet.
Dem Pulldown von CobW; konnten Peptide von 1170 Proteinen zugeordnet werden, wobei
Proteine mit 5-fach hoherer Abundanz als das Kontrollprotein Glykogenphosphorylase weiter
betrachtet wurden (Tabelle 18/ Tabelle 23). Das abundanteste Protein war in diesem Fall
CobW- und bestétigt damit die Hypothese einer Interaktion der beiden CobW*s. RpoC und
weitere Untereinheiten der RNA-Polymerase konnten ebenfalls identifiziert werden und deuten
darauf hin, dass die Zink-abhdngige RNA-Polymerase, im speziellen RpoB/C (5 *-
Untereinheiten) ein Targetprotein von CobW; ist.
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Abbildung 32: SDS-Polyacrylamidgele mit Coomassie-Blau gefarbt nach dem Pulldown von His-CobWau/2i3
mit der loslichen Fraktion des Azur. 10 pg der rekombinanten Proteine wurden als bait an HisPur™ Ni-NTA
Magnetic Beads gebunden durch 30 min Inkubation. Der Uberstand wurde abgenommen (1). Als prey wurde 1 mg
der 16slichen Fraktion des Stammes Azur genutzt, welcher 3 h inkubierte (2). Durch 5 Waschschritte (3-7) wurden
nicht ans bait gebundene Proteine entfernt. Die Elution (8) der Proteine erfolgte mit 2 x SDS-Probenpuffer. Panel
A zeigt den Pulldown von His-CobW3, Panel B von His-CobW, und Panel C von His-CobWs. Als GréfRenstandard
fungierte PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.
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Nach dem Pulldown von CobW> konnten 934 Polypeptide identifiziert werden, wobei ein Porin
(Rmet_3234) sowie RpoB (f-Untereinheit) als Untereinheit der RNA-Polymerasen mit der
hochsten Konzentrationen gefunden wurden (Panel B). RpoB koénnte demzufolge ein

Targetprotein von CobW: sein.

Tabelle 18: Abundante Proteine des Fishing-Experiments mit His-CobW/2s.

sLnritr;er Annotation ,ZAbundan Funktion E:I;tor
His-CobW:

Rmet_0127 CobW; 6.5 Chaperon Zn%*, Mg?*

Rmet_3234 putatives Porin 6.4

Rmet_0965 putativer Transkriptionsregulator [6.0

Rmet_3334 RpoB 5.9 B-Untereinheit RNA-Polymerase Zn%*

Rmet_3324 Tuf; 4.8 Elongationsfaktor GTP
His-CobW,

Rmet_3234 putatives Porin 3.3

Rmet_3334 RpoB 3.2 B-Untereinheit RNA-Polymerase Zn%*

Rmet_0965 putativer Transkriptionsregulator | 3.1

Rmet_3291 RpoA 2.9 a-Untereinheit RNA-Polymerase Zn?*

Rmet_3497 AtpH 2.8 o-Untereinheit F1Fo-ATPase Mg?
His-CobWs

Rmet_1282 HypD 34.2 Hydrogenasenreifungsprotein Mg?*

Rmet_5065 putativer ATPase-Aktivator 30.8 Mg?*

Rmet_0875 CbbFs 11.1 Fructose 1,6-bisphosphatase Zn?

Rmet_4954 Transkriptionsregulator 10.3 Aminotransferase; GntR family

Rmet 4603 Transkriptionsregulator 5.9 Aminotransferase; GntR family

Es wurde ein Pulldown mit His-CobW323 und dem Rohextrakt des Azur durchgefiihrt, indem das rekombinante
Protein an Ni-NTA magnetic Beads gebunden wurden. Die nicht gebundenen Proteine wurden in mehreren
Waschschritten entfernt und anschlieRend die Proteine mit Puffer A + 500 mM Imidazol eluiert. Fir die
Massenspektrometrie wurden die Proteine der Elutionsfraktion mit Aceton gefallt und ein tryptischer In-
Losungsverdau durchgefiihrt. Die Bestimmung der Peptide erfolgte in Kooperation mit Stefan Helm und Dr.
Dobritzsch (AG Prof. Baginsky) mit anschlielendem Abgleich gegen das Proteom von C. metallidurans. Als
Kontrolle wurden 10 fmol einer humanen Glykogenphosphorylase hinzu gegeben. Die Abundanz gibt an um
welchen Faktor das Protein h&ufiger gefunden wurde als das Kontrollprotein.

Der CobW3-Pulldown fuhrte zu 1133 Proteinen, wobei es sich bei den am meisten abundanten
Proteinen ausschlieBlich bei CbbFs um ein Zink-abhé&ngiges Protein handelt (Panel C). Das
abundanteste Protein HypD ist an der Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen beteiligt und kénnte
ein Indiz sein, dass CobWs3 auch bei der Aufrechterhaltung der Nickelhomoostase eine Rolle

spielt (Forzi and Sawers, 2007). Mit geringeren Konzentrationen wurden CobW> und RpoB als
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maogliche Interaktionspartner gefunden und zeigt wiederum eine Verknlpfung der Chaperone
untereinader und auch zur RNA-Polymerase.

In allen 3 Pulldown-Experimenten konnten Proteine gefunden werden, welche im cobW;-
Cluster kodiert sind. Die Konzentration von FolEs: liegt bei 12 fmol (CobWs Pulldown) bis
24 fmol (CobW: Pulldown), was um Faktor 1.2 bzw. 2.4 hoher ist als die des Kontrollproteins
und somit auf eine Interaktion schlie3en lasst.

Zusammenfassend wird vermutet, dass CobW1/2;3 mit den Zink-abhéngigen Untereinheiten der
RNA-Polymerase, sowie den Proteinen die durch das cobW;-Cluster kodiert sind, interagieren.

Aulerdem scheinen die Chaperone Bindungen untereinander einzugehen.

3.4.6.2 Interagiert CobW: mit dem Protein FolEis2 aus der Folatbiosynthese?

FolEg2 wird durch das Gen Rmet_1099 kodiert, welches in einem Cluster mit cobWs liegt. Da
die Induktion beider Gene im Microarray bei Metallmangel und in der Deletionsmutante von
zur sichtbar war, wurde die Hypothese aufgestellt, dass unter Metallmangel CobW; FolEg; als
Paralog eines essentiellen Proteins mit Zink beliefert (Herzberg et al., 2014b; Herzberg et al.,
2015; Butof et al., 2017). Bei FolEg2 handelt es sich um eine GTP Cyclohydrolase 1B, die die
Reaktion von GTP in Anwesenheit von Wasser zu Formiat und 7,8-Dihydroneopterin-3'-
triphosphat katalysiert (Nichol et al., 1985). Auf Grundlage der Fishing-Experimente wurden
spezifische Interaktionsstudien mit FolEg> (bait) und CobWa23 (prey) durchgefuhrt (siehe
2.3.12.2). Zu diesem Zweck wurde FolEg2-Strep als rekombinantes Protein gereinigt (Abb.48)
und anschlielRend eine Co-Faktorbestimmung durchgefuhrt(Apo- FolEg2-Strep 0.3 mol Zn/mol

Protein).

3.4.6.2.1 Die Interaktion der Chaperone mit FolEs: ist Zink-abhangig

Im ersten Ansatz unter Zugabe von Zink, GTP und Magnesium konnten FolEg2-Strep und
CobWinis nach den jeweiligen Inkubationen im Uberstand detektiert werden, jedoch nicht in
den letzten Waschfraktionen (Abb. 33). In der Elutionsfraktion nach der Coomassie-
Blaufarbung sind zwei Banden mit gleicher Intensitat zu sehen, welche durch den Multiplex-
Fluoreszenz-Western-Blot His-CobW; und FolEg2-Strep zugewiesen werden konnten. Eine
Interaktion der beiden Proteine mit gleichem stdchiometrischem WVerhaltnis ist daher

anzunehmen.
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Abbildung 33: Coomassie-Blau gefarbte SDS-PAGE (A) und Multiplex-Western-Blots (B) zum Nachweis
der Interaktion zwischen FolEs2-Strep und His-CobW: bei Zugabe von Zink, Magnesium und GTP. 10 ug
FolE2-Strep (bait) wurden 30 min an MagStrep “type3” XT Beads gebunden. Der Uberstand wurde abgenommen
(2). Als prey wurden 100 pg His-CobW: genutzt und 3 h inkubiert (2). Durch 5 Waschschritte (3-7) wurden nicht
gebundene Proteine entfernt. Die Elution (8) der Proteine erfolgte mit 2 x SDS-Probenpuffer. Panel Fir den
Multiplex-Fluoreszenz-Western-Blot wurden Streptavidin Alexa Fluor 647 Konjugat (rot) und Cy3 goat anti-
mouse (H+L) (grin) genutzt, welches an den primaren Antikdrper Anti His gebunden hat. Als GroRRenstandard
fungierten A: PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus und B: VisiBlot.

Die Validierung der Interaktion erfolgte mit ungetaggtem Apo-CobW?: als Ligand und es zeigte
sich nach kolloidaler Farbung, dass Apo-CobW: nach der Inkubation und in der ersten
Waschfraktion sichtbar war, jedoch im Gegensatz zu FolEg2-Strep nicht in der Elutionsfraktion
(Abb. 34A). Wird parallel zur Inkubation mit Apo-CobW: Zink zum Ansatz gegeben, dann
erscheint eine zusétzliche Bande der Grofe von CobW1 in der Elutionsfraktion (Panel B). Diese
Ergebnisse sprechen fur eine Zink-abhédngige Interaktion der beiden Proteine, unabhéngig von

GTP und Magnesium.
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250kDa 250kDa
130kDa 130kDa
100kDa 100kDa
70kDa ' 70kDa
55 kDa y { - 55kDa
&b s
35kDa 35kDa
25kDa 25kDa

Abbildung 34: Coomassie-Blau gefarbte SDS-PAGE zum Nachweis der Interaktion von FolEsz-Strep und
CobW: ohne (A) und mit (B) Zink. 10 pg des bait FolE g.-Strep wurden 30 min an MagStrep “type3” XT Beads
gebunden. Der Uberstand wurde abgenommen (1). Als prey wurden 100 pg Apo-CobW; 3 h inkubiert, der
Uberstand abgenommen (2) und 5-mal gewaschen (3-7). Die Elution (8) der Proteine erfolgte mit 2 x SDS-
Probenpuffer. Als GréRenstandard fungierte der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.
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Apo-CobWs interagiert nicht mit FolEg2-Strep in Abwesenheit von Zink, weil es unter dieser
Bedingung nicht in der Elutionsfraktion detektier werden konnte (Abb. 35A). Die Zugabe von

Zink flhrt zu einer Bindung der Proteine im gleich stéchiometrischen Verhéltnis (Panel B).

AL M 1 2 3 4 5 6 7 8 B. M 1 2 3 4 5 6 7 8
250kDa SN T 5 ; 250kDa
130kDa 0 130kDa
100kDa 100kDa
70 kDa 70 kDa
55kDa w 55kDa Wo
35kDa 35kDa
25kDa 25kDa

Abbildung 35: Nachweis der Interaktion von FolEisz-Strep und CobWs ohne (A) und mit Zink (B) durch
Coomassie-Blau-Farbung. 10 pg FolEg.-Strep wurden 30 min an MagStrep “type3” XT Beads gebunden. Der
Uberstand wurde abgenommen (1). Als prey dienten 100 pg Apo-CobWs, welches 3 h inkubierte. AnschlieRend
wurde der Uberstand abgenommen (2) und die Beads 5-mal gewaschen (3-7). Die Elution (8) der Proteine erfolgte
mit SDS-Probenpuffer. Als GréRenstandard fungierte der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.

Um eine Zink-abhé&ngige Interaktion von CobW> und FolE2 zu testen wurde dem Ansatz
wahrend der Ligandenbindung Zink zugefligt, was dazu fuhrte, dass CobW. in der
Elutionsfraktion in einem &hnlichen stochiometrischen Verhéltnis wie FolE2-Strep detektiert
werden konnte (Abb. 36).
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Abbildung 36: Uberpriifung der Interaktion von CobW: mit FolEe-Strep bei Zinkzugabe durch
Coomassie-Blau-Farbung einer SDS-PAGE. 10 pug FolEg2-Strep 30 min an MagStrep “type3” XT Beads
gebunden. Der Uberstand wurde abgenommen (1). Als prey dienten 100 pg Apo-CobW, welches 3 h inkubierte.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen (2) und die Beads 5-mal gewaschen (3-7). Die Elution (8)
erfolgte mit SDS-Probenpuffer. Als Grolienstandard diente der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.

Die spezifischen Interaktionsstudien von FolEg2-Strep und CobWiz3 ergab eine Zink-
abhangige Interaktion der Proteine, was den Schluss zulésst, dass es sich bei FolEig2 um ein

Targetprotein der Chaperone handelt.

99



Ergebnisse

3.4.6.3 CobW12 interagieren minimal mit Zur

Da cobWaz3 in einem Cluster mit zur kodiert sind, stellte sich die Frage, ob die Chaperone an
der Ubergabe des funktionellen Zink beteiligt sind. Die Interaktionsstudien von CobW; und
CobW. mit Apo-Strep-Zur bei Zinkzugabe fiihrte zur Visualisierung der Chaperone in den
entsprechenden Elutionsfraktionen, jedoch nicht in der letzten Waschfraktion (Abb. 37A/B)
(siehe 2.3.12.2). Da das stochiometrische Verhaltnis nicht 1:1 betragt lassen sich 3 Hypothesen
aufstellen: 1. Die Banden von CobW32 sind Verunreinigungen, daraus resultiert 2., dass Zur
kein Target der Chaperone ist; 3. CobWi, sind fir die Ubergabe des strukturellen Zinks

verantwortlich.

CobW3 konnte im Uberstand nach der Inkubation und in der ersten Waschfraktion detektiert
werden, jedoch nicht in der Elutionsfraktion (Panel C). Zur ist demnach kein Targetprotein von
CobWs.
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Abbildung 37: SDS-PAGE nach Farbung mit Quick Coomassie Stain zur Interaktionsstudie von Strep-Zur
mit CobWu213 bei Zinkzugabe. 10 ug Strep-Zur wurden 30 min an MagStrep “type3” XT Beads gebunden und
der Uberstand abgenommen (1). 100 pug Apo-CobWas3 inkubierten 3 h, der Uberstand wurde abgenommen (2)
und die Beads 5-mal gewaschen (3-7). Die Elution (8) der Proteine erfolgte mit 2 x SDS-Probenpuffer. A :CobWj,
B CobW; und C CobWs3 Der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus wurde als GréfRenstandard genutzt.

100



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Das Zur-Regulon umfasst in C. metallidurans Gene der Zink-Aufnahme, der

Regulation und Chaperone

Die Konzentration an frei verfligbarem Zink im Zytoplasma der Zellen fluktuiert, so konnte fur
ruhende eukaryotische Zellen eine pikomolare Konzentration bestimmt werden und in Phasen
des signallings nanomolare Konzentrationen (Li and Maret, 2009, Colvin et al., 2010). Fir
prokaryotische Organismen konnte am Beispiel von E. coli eine freie Zytoplasmatische
Zinkkonzentration im mikro- bis pikomolaren Bereich bestimmt werden (Outten and
O'Halloran, 2001). Im Gegensatz dazu liegt die Gesamtzinkkonzentration in der Zelle im

millimolaren Bereich, was auf eine hohe intrazelluldre Bindekapazitat fiir Zink schlielen lasst.

Frei verfligbares Zink im Zytoplasma ist der Trigger flr die Regulation der Gene, kodierend
fur Aufnahme- und Effluxsysteme (Outten and O'Halloran, 2001). Diese Aufgabe ibernehmen
die hoch affinen Proteine der Zur-Familie, von den derzeitig 18 Orthologe in verschiedenen
Organismen identifiziert und charakterisiert sind (Choi and Bird, 2014). In den Organismen E.
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerogenosa, Streptomyces coelicolor und
Agrobacterium tumefaciens gehdren die Gene der ATPase ZnuABC zum Zur-Regulon, wobei eine
erhohte zytoplasmatische Zinkkonzentration eine Repression der Gene des Aufnahmesystems zur
Folge hat (Patzer and Hantke, 1998, Patzer and Hantke, 2000, Lindsay and Foster, 2001, Shin et
al., 2007, Ellison et al., 2013, Bhubhanil et al., 2014). Auch in Xantomonas campestris und
Corynebacterium glutamicum reprimiert Zur die Expression des Gens fir die ATPase, allerdings
besitzt Zur in diesen Organismen auch eine Aktivatorfunktion fur Effluxsysteme der CDF-Familie
und der Pig2-ATPasen (Tang et al., 2005; Huang et al., 2008; Teramoto et al., 2012).

C. metallidurans kodiert im Gegensatz zu den genannten Organismen nicht fur ein orthologes
Gen des high affinity ZnuABC-Transporters sondern flr einen ZIP-Transporter ZupT
(Rmet_2621), welcher ebenfalls unter der Kontrolle von Zur steht (Schmidt et al., 2014). Dies
aulerte sich in Reportergenfusionen durch die Hochregulation des Gens in einer Zur-
Deletionsmutante und konnte auch durch Microarray-Daten verifiziert werden (Bitof et al.,
2017). Basierend auf diesen Daten wurde die Hypothese aufgestellt, dass im Stamm Azur der
Gesamtzinkgehalt in der Zelle steigt, da die Expression des Importers nicht reprimiert wird. Die
Messung des zelluldren Gesamtzinkgehalts im Parentalstamm AE104 lag nach Wachstum in

Minimalmedium bei ca. 76 000 Atomen/Zelle und stieg in der Mutante auf ca. 97 000
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Atome/Zelle (Tabelle 8). Dieser Effekt konnte auch bei Inkubation der Stimme mit 100 uM
EDTA als Chelator beobachtet werden. In diesem Fall akkumulierte die Mutante ca. 78 000
Zinkatome/Zelle im Vergleich zum AE104 mit ca. 51 000 Zinkatome/Zelle. Lediglich die
Inkubation mit 100 uM Zinkchlorid fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen
Wildtyp und Mutante.

Diese Ergebnisse weisen auf eine gestorte Zink-Homdostase durch einen erhohten
Zinkeinstrom in die Zelle der Deletionsmutante hin. Es lasst sich allerdings nicht aus den Daten
schlielen, ob C. metallidurans fir ein Zur-kontrolliertes Effluxsystem wie X. campestris und
C. glutamicum kodiert, da dieses in der Deletionsmutante reprimiert wére (Huang et al., 2008;
Schroder et al., 2010; Teramoto et al., 2012). Bioinformatische Analysen zu potentiellen
Mitgliedern des Zur-Regulons von Schmidt, 2016 gaben keine Indizien fir ein Effluxsystem
unter der globalen Kontrolle von Zur. Die Erh6hung des internen Zinkgehalts durch die gestorte
Regulation kénnte sich in der Resistenz des Stammes auswirken, denn frei im Zytoplasma
verfugbares Zink kann zur Verdrangung von Co-Faktoren nach der Irving-Williams-Serie
flihren, wie es fir die f-Galaktosidase und die Tryosinkinase bekannt ist, wo das Magnesiumion
durch ein Zink ersetzt wird, was eine Inaktivierung des Enzyms zur Folge hat (Sun and Budde,
1999; Fernandes et al., 2002; Foster et al., 2014).

Entgegen der Vermutungen zeigte sich fiir den Stamm Azur im Vergleich zum Parentalstamm
AE104 kein Zink-sensitiver Phanotyp, was bedeuten konnte, dass es Pufferkapazitaten fur Zink
in der Zelle gibt (Tabelle 7). Erstaunlicherweise ist der Stamm sensitiv gegen Metallmangel
erzeugt durch den Chelator EDTA. Metallmangel fiihrt im AE104 zur Expressionssteigerung
von Genen des Zur-Regulons wie zupT, da essentielle Konzentrationen an Zink in der Zelle
benotigt werden (Kirsten et al., 2011; Butof et al., 2017). EDTA und die Deletion von zur
sollten in der Zelle zu ahnlichen Effekten fihren. Der Vergleich der Zinkgehalte in der Zelle
zeigt allerdings, dass selbst bei erzeugtem Mangel der interne Zinklevel hoher ist als im
Elternstamm beim Wachstum in Minimalmedium (Tabelle 12). AulRerdem zeigt sich kein
signifikanter Unterschied im Stamm AE104Azur zwischen Normalbedingungen und
Metallmangel. Diese Ergebnisse weisen auf ein gestortes Zinkgleichgewicht hin, wobei eine
EDTA-Sensitivitat bei nicht vermindertem Zinkgehalt in der Zelle ein mdgliches Abfangen des
Zinks in der Zelle zur Folge hat und dieses nicht an die Targetproteine weiter geleitet wird.
Dieses Protein misste eine héhere Zinkaffinitat haben als die Targetproteine. Eine zweite

Maoglichkeit ware eine Falschmetallierung, indem das Zink durch Chaperone fehlerhaft weiter
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gegeben wurde oder Chaperon unabhéngig gebunden wurde. In jedem Fall missten Proteine

die diese Funktionen tbernehmen unter Metallmangel hoch reguliert werden.

In Microarray-Analysen konnte ein mdglicher Kandidat identifiziert werden, bei dem es sich
um cobW; (rmet_1098) handelt (Herzberg et al., 2015). CobW;1 ist eine P-loop GTPase der
G3E-Familie und zugehorig zur Unterfamilie COG0523. Diese Unterfamilie besitzt strukturell
alle Eigenschaften einer GTPase mit einer metal binding site (Leipe et al., 2002; Haas et al.,
2009). Des Weiteren zeichnen sich die Vertreter dieser Unterfamilie durch eine putative Zur-
Bindestelle in der Promotorregion des Gens aus oder einer Co-Transkription mit zur, was eine
Verkniupfung zur Zink-Homdostase herstellt (Haas et al., 2009). Die Zugehorigkeit von cobWs
zum Zur-Regulon wurde nach dem von Schmidt et al., 2014 publizierten Protokoll in
abgewandelter Form untersucht, indem das rekombinante Strep-Zur ohne EDTA im
Waschpuffer per Affinitatschromatographie gereinigt wurde. Nach der Chromatographie lag
das Protein als Holo-Protein vor (siehe Anhang 11.3). Eine nachtrégliche Herstellung eines
Apo-Proteins durch Behandlung mit einem 10fachen Uberschuss an EDTA fiihrte zur Bindung
von 1 mol Zn/mol Protein, was eine Reproduktion des Zinkgehalts der Daten publiziert durch
Schmidt et al., 2014 bedeutet. In dieser Publikation wurden EMSAs durchgefiihrt mit der
Promotorregion des Gens zupT, dem gereinigten rekombinanten Strep-Zur, mit oder ohne
Zinkzugabe. Schmidt et al., 2014 konnten eine Bindung des Proteins an die Promotorbox durch
einen Shift der DNA-Bande zeigen, allerdings nur unter Zugabe von Zink. Die Validierung der
Methode unter zu Hilfenahme des Holo-Strep-Zur fuhrte auch ohne Zugabe von Zink zu einem
ahnlichen Ergebnis, wobei die gesamte DNA von zupTp mit einem 59fachen Uberschuss an
Holo-Strep-Zur geshiftet wurde (siehe 3.1). Zum Vergleich wurde die Promotorregion von
cobWs in das Experiment eingesetzt, mit dem Ergebnis, dass eine héhere Affinitat von Zur zu
dieser DNA-Sequenz vorliegt: CobW:p wurde bereits bei einer Holo-Strep-Zur-Konzentration
von 10.7 pmol, was einem Verhaltnis von 1:15 entspricht, vollstdndig gebunden. Dieses
Ergebnis konnte mit der Apo-Form des rekombinant gereinigten Regulators nicht beobachtet
werden, lediglich eine Inkubation in Anwesenheit von Zink fiihrte zu einer Bindung und
bestétigt eine Zinkabhangigkeit der Interaktion (Schmidt et al., 2014; Schmidt, 2016; Butof et
al., 2017).

Nachdem geklart wurde, dass es sich bei cobW: um ein Mitglied des Zur-Regulons handelt,
wurden Sequenzuntersuchungen angestellt, in denen die Promotorregionen maoglicher anderer
Vertreter untersucht wurden. Als Kandidaten kamen die von Haas et al., 2009 publizierten

putativen Chaperone cobW> (rmet_0127), cobWs (rmet_0125), sowie zur in Frage, wobei cobW>
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keine postulierte Zur-Bindebox besitzt sich aber vermutlich in einem Operon mit zur befindet,
da der Leserahmen von cobW> direkt stromaufwaérts und in gleicher Orientierung mit einem aus
nur 50 Basen bestehenden intergenischen Raum zu zur kodiert ist. Dies muss jedoch in
Operonstrukturanalysen durch quantitative Real Time-PCR bestatigt werden. Erstellte
Alignments der putativen Zur-Bindeboxen mit Hilfe der Software Mega7 zeigen
palindromische Sequenzen: GCAACXxXA/GTTGC (Abb. 38A) (Kumar et al., 2016). Die
Promotorregion von cobW; weist zwei aufeinander folgende palindromische Sequenzen, mit
einem GCAACxxxGTTGC-Motiv auf, was auf eine strikte Regulation des Gens hindeuten
konnte und somit die hohere Affinitdt von Zur im EMSA erkldren kann. Das zwei Zur-
Bindeboxen im Promotorbereich zu einer strikten Regulation von Genen fihrt, wurde von
Gabriel et al., 2008 fir yciC aus B. subtilis ebenfalls postuliert. Untersuchungen von YciC-
Orthologen in anderen Organismen zeigten, dass die Regulation nicht immer durch die Bindung
von Zur an zwei aufeinander folgende palindromische Sequenzen erfolgt. So wurde im
Promotorbereich von yciC aus A. tumefaciens eine putative Zur-Bindebox mit einem
AATGTTxXTTCATT-Motiv identifiziert (Chaoprasid et al., 2016). Alle untersuchten Zur-
Bindeboxen weisen jedoch die allgemeine Struktur auf: Purin-NNN-Pyrimidin-XXX-Purin-
NNN-Pyrimidin (Gilston et al., 2014).

A. Sequenz
ZUpoy TGAA ATCGGGT
TAACGTAGCCCA
zupTpox ATT GTTAATC
CAACGCAATTAG
cObW poxt AAG ATTTAAG
CAACGTAAATTC
cODW oz AAT ATTAACC
CAACGT AATTGG
cobW o TTT ATCAACA

CAACGTAGTTGT

2
31
A
0 . - P~
- o (] - wn (=] ~ w -] 9 'v: 'Ql' ‘(’?_ 3’

wablaga berkaley sdu

Abbildung 38: Alignment der Zur-Bindeboxen der Gene des identifizierten Zur-Regulons erstellt mit
WebLogo (Crooks et al., 2004). Die Basensequenzen der Promotorbereiche von zupT, zur, cobW: und cobWs; wurden
auf homologe palindromische Sequenzen untersucht. A: Sequenzvergleich der Zur-Bindeboxen mit Markierung
der homologen Basen, wobei in Blau die die erste putative Zur-Bindestelle und in Rot die zweite stromaufwérts
liegende Zur-Bindestelle dargestellt sind. B: WebLogo der konservierten Bereiche aus A.
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Die postulierten Zur-Bindeboxen von zupT und cobWs zeigen die gleiche palindromische
Sequenz bestehend aus 13 Basen, lediglich das Motiv im Promotorbereich von zur weicht in
einer Base ab. Im WebLogo an Position 9 ist zu sehen, dass ein Guanin durch ein Adenin ersetzt
wurde (Abb. 38B) (Crooks et al., 2004). Die Zugehdrigkeit zum Zur-Regulon wurde im
Anschluss an diese Untersuchungen ebenfalls durch mobility shift Assays untersucht, mit dem
Ergebnis, dass Zur mit gleicher Affinitat an die Bindebox im Promotorbereich von zur bindet
wie in zupTp bzw. die gleich hohe Affinitat fur cobWsp besitzt wie fur cobWip (Abb. 7-10).

Induktionsexperimente mit dem Reportergen lacZ, kodierend fir die p-Galaktosidase,
bestatigten eine Zugehdorigkeit der Gene, einschlieBlich cobW, zum Zur-Regulon, da alle Gene
sowohl unter Metallmangel als auch in einer AE104Azur-Mutnate signifikant hoch reguliert
wurden (Tabelle 4). Diese Ergebnisse bestatigen auch die erhobenen Microarray-Daten, die
zeigen, dass diese Gene im Stamm Azur auf RNA-Ebene hochreguliert werden (Butof et al.,
2017). Bei Zinkzugabe ergaben die Induktionsraten aller Gene eine Herabregulation, was in
anderen Organismen, wie B. subtilis, fur Gene des Zur-Regulons ebenfalls beobachtet werden
konnte. So ergaben p-Galaktosidase-Experimente, dass yciC bei Mangelbedingungen
exprimiert und bei Zinklberschuss reprimiert wird (Gaballa and Helmann, 1998). Allerdings
ist in den Reportergenfusionen deutlich geworden, dass cobW», cobWs und zur im Gegensatz
zu zupT und cobW; konstitutiv exprimiert werden. Dies spiegeln die publizierten Microarray-
Daten auf RNA-Ebene wieder, bei denen cobW; bei einem erzeugten Metallmangel um Faktor
18 hochreguliert wird (Herzberg et al., 2015). Die Transkriptomanalyse vom Stamm AE104
zeigte fiir den Vergleich von EDTA- und Zinkzugabe keine Unterschiede in der RNA-Menge
von cobW; (Butof et al., 2017). Auf Proteomebene konnten die Peptidfragmente von CobW1
und ZupT, nach Wachstum in Minimalmedium, nicht identifiziert werden (Herzberg et al.,
2014b). Die anderen Gene des zur-Clusters wurden im AE104 beim Vergleich zwischen EDTA
und Zinkzugabe nicht signifikant auf RNA-Ebene reguliert, die Peptide jedoch in der
Proteomanalyse identifiziert (Herzberg et al., 2014b; Butof et al., 2017). Die meisten
Kopienzahlen in der Zelle konnten mit 1 755 + 195 fir CobW: berechnet werden, gefolgt von
CobW3 mit 263 = 68 Kopien und 77 = 17 flr Zur.

Auch in Yersinia pestis konnten Unterschiede in der Regulation der Gene des Zur-Regulons
beobachtet werden. So wird das hoch affine Zinkaufnahmesystem ZnuABC strikt reguliert, wie
es in C. metallidurans bei ZupT erfolgt, wobei andere Zink-abhangige Gene zwar reguliert
werden aber ein erhohtes Grundlevel der Expression aufweisen (Li et al., 2009). Die

Unterschiedlichen Expressionsraten der Gene des Zur-Regulons trotz der hohen Homologien
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kdnnte zum einen an den upstream und downstream Bereichen der Boxen liegen, denn es
konnte zu Ausbildungen von Sekundérstrukturen wie loops kommen, die die Bindung der
Polymerase inhibieren.

Fur Fur ist bekannt, dass es eine indirekte positive Regulation austiben kann. In diesem Fall
wird Fur durch eine antisense regulatorische SRNA reprimiert, was zu einer Induktion der Gene
fihrt (Lee and Helmann, 2007). Dies stellt eine zweite Maoglichkeit der Zur-abh&ngigen
Regulation dar.

Eine weitere Mdoglichkeit fur die Klarung der unterschiedlichen Regulationen, ist ein
Zusammenspiel zwischen Zur und einer weiteren regulatorischen Komponente. Dies kdnnte
zum Beispiel der Transkriptionsregulator DksA sein. Ein Paralog ist ebenfalls im zur-Cluster
von C. metallidurans kodiert. DksA destabilisiert in seiner Aufgabe open promotor Komplexe
(Blaby-Haas et al., 2011). Das Hauptmerkmal von DksA-Proteinen ist ein Zink-Finger-Motiv,
welches aus 4 Cysteinresten gebildet wird. C. metallidurans kodiert fir 4 DksA Paraloge.
DksA> (Rmet_4453), DksAz (Rmet_4470) und DksA4 (Rmet_4602) weisen ein Zink-Finger-
Motiv auf. DksA: wird durch das Gen rmet_0126 kodiert, welches in besagtem zur-Cluster
liegt. Dieses Protein besitzt jedoch kein konserviertes Zink-Finger-Motiv. Eine Kontrolle dieses
Gens durch Zur kann ausgeschlossen werden, da der Abstand zwischen dem Stopp-Codon von
cobW- und dksA1 318 bp betragt. Zudem konnte in p-Galaktosidase-Messungen keine Induktion
des Gens bei Zinkmangel festgestellt werden (Schirrmeister, 2015). Fir P. aeruginosa konnte
gegensétzliches gezeigt werden. Das DksA Paralog ohne Zink-Finger-Motiv wird ebenfalls
durch Zur kontrolliert (Blaby-Haas et al., 2011). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass DksA
ohne Zink-Finger als back-up System unter Zinkmangelbedingungen dient. Diese Hypothese
konnte fur C. metallidurans nicht bestatigt werden (Schirrmeister, 2015). Ebenso zeigte sich,
dass DksAz konstitutiv exprimiert wurde und in der Zelle 3 283 £+ 111 Kopien vorlag, wobei
ein Zinkmangel erzeugt durch die Deletion von zupT lediglich zu einer leicht erhdhten
Kopienzahl von 3 588 + 41 flihrte (Herzberg et al., 2014b). Jedoch konnte keines der 3 Zink-
abhéngigen Paraloge identifiziert werden. DksA: kdnnte demnach eine andere regulatorische

Rolle in C. metallidurans Gibernehmen.

In B. subtillis konnten zwei unterschiedliche Bindeformen von Zur festgestellt werden, die die
unterschiedlichen Regulationen hervorrufen konnten, Zur,Zns und ZurZns, wobei das
Homodimer bei sinkenden Zinkkonzentrationen in der Zelle ein Zinkionen verliert und es zur

Bildung des Zur,Znz-Komplexes kommt (Shin and Helmann, 2016). Dieser Komplex I6st sich
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vom Promotor und es kommt zur Derepression einiger Gene, die essentielle Funktionen im
Stoffwechsel besitzen. Gene, die an der Aufnahme des Zinks beteiligt sind, werden erst bei
weiterem Abfall der internen Zinkkonzentration dereprimiert. Shin and Helmann, 2016 stellten
daher die Hypothese auf, dass die Nutzung von Zink aus Speicherproteinen Prioritét hat vor der

energieabhangigen Aufnahme von Zink.

Reportergenfusionen sollten eine Zink-Abhangigkeit der Genexpression von cobW: zeigen
(Tabelle 4). Eine Inkubation mit Zink fuhrte zur Herabregulation des Gens, was auf eine
Repression durch Zur zuriickzufuhren ist. Allerdings wurde dieser Effekt auch schon bei
anderen Messungen mit nicht Zink-abhangigen Genen beobachtet und konnte auf eine
Fehlfunktion der p-Galaktosidase hinweisen, durch Einbau von Zink ins aktive Zentrum und
der einhergehenden Verdrangung des Magnesiums (Sun and Budde, 1999; Fernandes et al.,
2002; Foster et al., 2014, Herzberg et al., 2014a).

Worauf die unterschiedliche Regulation der Gene beruht muss in weiteren Experimenten
untersucht werden, aber die Daten aus B. subtillis fiir yciC und znuABC weisen Parallelen zu
den Induktionsdaten von zupT und cobW: aus C. metallidurans auf. So kénnten durch gezielte
Veranderung der Promotorregion, essentielle Basen identifiziert werden, die fur die Bindung
von Zur notwendig sind und parallel die Bestimmung der DNA-Bindeaffinitaten des Zur-

Homodimers mittels SRP (surface plasmon resonance) am Biacore erfolgen.

Fur die Zink-abhéngige Regulation durch Zur kann postuliert werden, dass bei
subfemtomolaren Zinkkonzentrationen das Homodimer im Promotorbereich der Gene bindet
und somit die Expression der Gene vermindert bzw. im Fall von zupT und cobW; die Expression
fast komplett reprimiert (Choi et al., 2017). Bei der Bildung eines Zur-Homodimers in B.
subtilis, wird zundchst im C-terminalen Bereich von Zur ein strukturelles Zinkion pro Monomer
gebunden (Ma et al. 2011). Es kommt zur Bildung eines Dimers ohne Repressoreigenschaft.
Im zweiten Schritt wird im N-terminalen Bereich ein Zinkion gebunden, was zur Bildung eines
asymmetrischen Dimers fiihrt. Dieses Dimer besitzt eine schlechte DNA-Bindeaktivitat. Bei
Zinkuberschuss wird ein viertes Zinkion gebunden, wodurch ein Homodimer mit hoher DNA-
Bindeaffinitat entsteht und als Repressor agiert (Lee and Helmann, 2007; Ma et al., 2011). Die
Sensierung von in der Zelle frei verfligbarem Zink ist vermutlich der Trigger der
regulatorischen Funktion von Zur, was durch die Zugabe von Zink zum EMSA mit dem Apo-
Protein bestatigt wurde (Abb. 41). AuBerdem zeigten die Pulldown-Experimente der

gereinigten Chaperone und Zur keine Interaktion und somit keinen Zinktransfer.

107



Diskussion

4.2 Die Deletion von zur fuhrt zur Akkumulation von Zink in der Zelle

In zeitabh&ngigen Wachstumskurven zeigte sich, dass der Azur im Vergleich zum AE104 keine
Wachstumsdefizit oder —benefit hat (Abb. 15). Dies bedeutet, dass C. metallidurans mit einer
erhdhten Anzahl von Proteinen des Zur-Regulons umgehen kann und eine erhohte Aufnahme
von Zinkionen kompensieren konnte. Ein von ca. 76 000 Zn-Atomen/Zelle im AE104 auf ca.
97 000 Zn-Atomen/Zelle im Azur, um 30 % gesteigerter Zinkgehalt konnte per ICP-MS
gemessen werden (Tabelle 12). Die Bestimmung von Zink®-Aufnahmeraten des AE104 fiihrten
zu 231 + 133 Zn®*-Atomen/Zelle pro Sekunde (Kirsten et al., 2011; Schmidt, 2016). Durch die
Deletion von zur veranderte sich diese Aufnahmerate mit 227 + 89 Zn®-Atomen/Zelle pro
Sekunde nicht signifikant (Butof et al., 2017). Der erhohte Zinkgehalt ist demnach kein Resultat

eines veranderten flow equilibrium zwischen Aufnahme und Efflux.

Dies legt die Vermutung nah, dass die Zink-Homdoostase zwar gestort ist, dass es aber zu einer
Kompensation der erhdhten Zinkatome in der Zelle durch Speicherung im Zytoplasma kommt,
da eine erhohte Anzahl Zink-bindender Proteine vorliegen. Diese Kompensation von erhéhtem
Zink in der Zelle konnte auch in Dose Response-Experimenten in flissig und bei der Ermittlung
der MIC beobachtet werden, denn es gibt keine signifikanten Unterschiede in den Resistenzen
(Tabelle 11/26). Allerdings kann die Deletion einen erzeugten Metallmangel durch EDTA zwar
in der Wachstumskurve bei Zugabe von 100 uM kompensieren, der IC50-Wert vermindert sich
jedoch von 3.2 £ 0.5 mM auf 1.8 £ 0.9 mM, was auf festem Medium nicht bestatigt werden

konnte, denn die MIC beider Stdmme lag bei 2 mM.

Das es allerdings zu einer gestorten Metallhomdostase durch die Deletion von zur kommt, zeigt
sich in der Toxizitatsbestimmung von Cadmium und Nickel (Tabelle 11). Bei steigenden
Konzentration im Medium konnte fur beide Metalle ein verdnderter Phanotyp bestimmt
werden. Die Ermittlung des IC50-Wertes fir Nickel ergab 195 + 6 uM in der Mutante und zeigt
damit ein signifikant sensitiveres Wachstum als der AE104 mit 227 + 11 uM. Ein Nickel-
abhangige Enzyme, welche in C. metallidurans CH34 auch unter heterotrophen Bedingungen
synthetisiert werden, sind [NiFe]-Hydrogenasen (Herzberg et al., 2015). Die Mutante ist zwar
Nickel-sensitiv besitzt jedoch den gleichen Nickelgehalt pro Zelle, was vermuten l&sst, dass die
Aktivitat des Enzyms nicht beeinflusst ist. Zu diesem Zweck wurden In-Gel Farbungen nach
Ballantine and Boxer, 1985 durchgefuhrt. Das Bandenmuster ist nicht verandert, was fir eine
unverénderte Aktivitdt der Hydrogenasen spricht, nach Wachstum der Stdmme in

Minimalmedium (Abb. 50). Leicht resistenter ist die Mutante jedoch gegeniiber Cadmium, was
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sowohl durch MIC auf festem Medium, als auch in flussig durch Dose Response bestimmt
werden konnte. Der 1C50-Wert steigt durch die Deletion von 119 + 16 uM auf 161 + 18 uM,
wobei der Effekt auf festem Medium deutlicher ausfallt und sich die MIC von 255 £ 27 pM auf
400 uM erhoht. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse fur Nickel und Cadmium, dass eine
gestorte Metallhomoostase vorhanden ist, die flr verdnderte Resistenzen sorgen, was bei Nickel

an einer mis-Metallierung liegen konnte.

Um die Einflisse von Zur weiter zu untersuchen, wurden Deletionen und Disruptionen von
cobWu23 in der Azur-Mutante eingefugt. Dabei ist aufféllig, dass jede Doppeldeletionsmutante
ein vermindertes Wachstum unter EDTA-Zugabe aufweist, d.h. ein erzeugter Metallmangel
auBerhalb der Zelle nicht kompensiert werden kann (Abb. 19). Dies spricht dafiir, dass unter
diesen Bedingungen die Zinkatome nicht zu den Targetproteinen gelangen konnten.
Gleichzeitig bedeutet dies, dass die Chaperone sich gegenseitig nicht ersetzen kénnen. Nun ist
die Frage ob der Metallmangel auch einen Einfluss auf den zellularen Zinkgehalt hat. In den
Einzeldeletionsmutanten fihrt lediglich die Disruption von cobW. zu einem verminderten
Zinkgehalt/Zelle, der 62 % des Elternstammes entsprach (Tabelle 12). CobW. scheint demnach
fur die erhdhte Akkumulation von Zink in den Zellen des Azur verantwortlich zu sein. Werden
die Gene von zwei Chaperonen im Azur deletiert, so zeigen sich multiple Effekte. Zum einen
kann CobW1 in Minimalmedium das Fehlen der anderen Chaperone kompensieren, jedoch nicht
unter Metallmangel und bei Zinkiberschuss im Medium. Was auf eine verminderte
Bindungskapazitat des Proteins schlieRen lasst. Der 2. Effekt ist, dass CobW. lediglich bei
Zinkzugabe die Deletionen von cobW; und cobWs kompensieren kann. Dies legt die Vermutung
nah, dass sich die Chaperone in unterschiedlichen Stoffwechselwegen befinden, die sich nur
unter bestimmten Bedingungen kreuzen. Deutlich wird dies auch im 3. Effekt, denn CobW3
kompensiert das Fehlen der anderen Chaperone bei Metallmangel und Zinkiberschuss im

Medium.

Vergleichend weisen die Daten der ICP-MS darauf hin, dass es durch die Deletion bzw.
Disruption der Chaperone zu einer verminderten Akkumulation von Zink in der Zelle kommt
und damit der Efflux von Zink erhoht ist. Um diese These zu bestatigen, missten
Untersuchungen der Haupteffluxsysteme fiir Zink ZntA und CadA durchgefihrt werden, wobei
ZntA die erste Ebene der Entgiftung ist und CadA diese Rolle beim Fehlen von ZntA teilweise
ubernimmt (Legatzki et al., 2003; Scherer and Nies, 2009).
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4.3 CobW- konnte in C. metallidurans die Funktion des Zinkspeicherproteins

Ubernehmen

CobW: ist im zur-Cluster mit einem Abstand von 50 bp hinter zur kodiert, besitzt jedoch einen
Abstand 318 bp zu dksA. Dies lasst darauf schlieBen, dass cobW, und zur in einem Operon
vorliegen und dksA einen eigenen Promotor besitzt. Eine markerfreie Deletion konnte fur
cobW:z nicht erzeugt werden, da beim cre-lox die homologe Rekombination im Promotorbereich
des downstream kodierten dksA erfolgt. DksA ist zusammen mit dem Signalmolekil ppGpp fur
die generelle Stressantwort in der Zelle verantwortlich und ist daher essentiell fiir das Uberleben
(Paul et al., 2004; Potrykus and Cashel, 2008). Da es mdglich war cobW- in verschiedenen
Stammbhintergriinden zu disruptieren, beruht der toxische Effekt vermutlich nicht auf dem

Verlust des Gens.

Das CobW: jedoch einen Einfluss auf die Metallhomdostase und das Wachstumsverhalten von
C. metallidurans CH34 hat, zeigte sich in zeitabhdngigen Wachstumskurven der
Einzeldeletionsmutante bei Zugabe von EDTA und Zink, und wird verstérkt in der Doppel- und
Dreifachdeletionsmutante (Abb. 11/12/13). Bei genauerer Betrachtung flihrt die Disruption von
cobW>, unter diesen Bedingungen, in allen Stammbhintergriinden zu einem verschlechterten
Wachstum, was einhergeht mit einer erhdhten Verdopplungszeit (Abb. 15/17/19). Dieser Effekt
konnte auf einer verringerten Speicherkapazitat fir Zink in der Zelle oder an der fehlenden

Weitergabe von Zink als Co-Faktor an Targetproteine beruhen.

Der Zinkgehalt in den Stammhintergriinden des CH34, AE104, AzupT und den Effluxdeletions-
mutanten scheint allerdings nicht abhdngig von CobW> zu sein (Tabelle 6/8/10). Lediglich im
Azur hat das Fehlen des Chaperons in Minimalmedium und bei Metallmangel im Medium einen
negativen Effekt auf die Verfugbarkeit von Zink in der Zelle (Tabelle 12). In dieser Mutante
sind cobW1 und zupT nicht reprimiert, d.h. dass die Zinkaufnahme Uber den Zip-Transporter
erfolgt und CobW; vermutlich Co-Faktoren an essentielle Proteine des cobWsi-Clusters Gibergibt
(Schmidt et al., 2014; Butof et al., 2017). Ein verminderter Zinkgehalt kénnte demnach
bedeuten, dass CobW: das Zink direkt von ZupT ubernimmt, speichert und verteilt.
Andererseits konnte CobW, auch als interner Zinkspeicher fehlen, der bei Metallmangel Zink
an CobW; Ubergibt. Dass es sich bei CobW um einen internes Zinkspeicherprotein handeln
konnte, das an der Zink-Ubergabe beteiligt sein konnte, ist auch am EDTA-sensitiven
Phénotypen des Stammes CH34 ¢(cobW- ‘::lacZ)299 zu erkennen (Tabelle 5), der trotz

unveréndertem Zinkgehalt in den Zellen Metallmangel nicht tolerieren kann.
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Zusammenfassend weisen die Daten darauf hin, dass CobW, als Zinkspeicherprotein im
Zytoplasma dienen kann, diese Funktion allerdings unter bestimmten Bedingungen auch von
CobW; tibernommen werden kann. AulRerdem scheint eine Kaskade ausgehend von ZupT uber
CobW- zu CobW; zu existieren. Diese Theorien missen aber noch Interaktionsstudien und

Zink-Ubergabeexperimenten stand halten.

4.4 CobW: und CobW: bedienen vermutlich den gleichen pathway in C.

metallidurans

Um eine Interaktion zwischen den Chaperonen zu zeigen und mdogliche Targetproteine zu
identifizieren wurden Fishing-Pulldown-Experimente durchgefiihrt. Zundchst wurde die
Nullprobe bestimmt, indem das Rohextrakt direkt mit den Ni-NTA magnetic Beads inkubiert
wurde und in Kooperation mit Stefan Helm und Dr. D. Dobritzsch, mit Hilfe von high
definitition MS (HDMS), die Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse durch Messung der Flugzeit der
Peptide bestimmt (TOF). Dabei konnten verschiedene Metall-abhéngige Proteine identifiziert
werden, unter anderem RpoB, FolEg2 aber auch CobW- (Tabelle 24). Alle diese Bindungen
beruhen auf einer erhohten Affinitat fiir Nickel, was bei CobW, auf den Histidin-Einschub im

C-Terminus des Proteins zurlick zu filhren ist.

Fur das spezifische Suchen nach Interaktionspartnern wurde zunachst CobW3 an die magnetic
Beads gebunden und 1170 Proteine als putative Interaktionspartner identifiziert (Tabelle 23).
Unter diesen befanden sich Proteine die als Interaktionspartner aufgrund der Lokalisation in der
Zelle ausgeschlossen werden kdnnen, wie ein putatives Porin (Rmet_3234). Ein putativer
Transkriptionsregulator (Rmet_0965) und RpoC (Rmet 3333) konnten als mdgliche
Interaktionspartner von CobW: identifiziert werden. Bei RpoC handelt es sich um die Zink-
abhangige S*-Untereinheit der RNA Polymerase (Chanfreau, 2013). Das Holoenzym bindet 2
Zinkionen tetrahedral pro Heteropentamer an der p‘-Untereinheit, wobei die lonen durch
Cysteine koordiniert sind (Wu et al., 1992; Murakami, 2013). Die Bindung von Zink scheint
dabei essentiell fiir die Funktion des Enzyms zu sein (Markov et al., 1999).

Rmet_0965 hingegen ist ein hypothetischer Transkriptionsregulator der direkt stromaufwérts
vom Urease-Reifungscluster kodiert ist, aber in entgegengesetzter Richtung. Die Analyse der
Aminosauresequenz ergab eine mogliche Metalbindestelle koordiniert durch 2 Cysteine und 2
Histidine, die keine Bindemotiv bilden, allerdings in der Tertidrstruktur ein Zink binden
kdnnten (Passerini et al., 2011). RpoC und Rmet_0965 kommen als putative Interaktionspartner

in Frage und mussen durch Pulldown-Experimente und weitere Interaktionsstudien z.B. per size
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exclusion Chromatographie oder ITC Uberpriften werden. AulRerdem besteht die Mdoglichkeit
von Bacterial Two Hybrid-Experimenten (BACTH), bei dem die Interaktion zweier Proteine
im Zytoplasma oder an der inneren Membran zur Rekonstruktion von cAMP (cyclic AMP)
fuhrt, was mit Hilfe der Umsetzung von ONPG und X-Gal durch B-Galaktosidaseaktivitat
sichtbar gemacht werden kann (Karimova et al., 2017). Dieses Experiment ist auch mdglich fur

den Ausschluss falsch positive Ergebnisse des Fishing-Pulldowns.

Zu den falsch positiven Ergebnissen konnte auch CobW> gehdren, welches sowohl in der
Negativkontrolle als auch im Experiment mit hoher Abundanz auftaucht. CobW> kann zum
einen aufgrund des Histidin-reichen Bereichs an die Ni-NTA-Beads binden oder aber ein
Interaktionspartner von CobW: sein. Fir den putativen Interaktionspartner spricht der
experimentelle Aufbau bei dem das bait-Protein im Uberschuss zum Ansatz gegeben wird, um
eine Sattigung aller prasentierten Bindeflachen zu realisieren. Allerdings kénnte CobW, eine
hohere Affinitat fur Nickel besitzen als CobW1, was zu einer Verdrangung des bait-Proteins
fuhrt. Putative Zielproteine von CobW. wurden ebenfalls per fishing bestimmt, mit einem
ahnlichen Ergebnis (Tabelle 23). Die Bestimmung ergab 934 Interaktionspartner, wobei das
putative Porin (Rmet_3234) und den Transkriptionsregulator (Rmet_0965), sowie Bestandteile
der RNA Polymerase (RpoB/RpoA) ebenfalls bestimmt werden konnten. Auch CobW; wurde
identifiziert, allerdings mit einer geringen Abundanz. Fir RpoA und RpoB, welche fir die o-
und g-Untereinheiten der RNA-Polymerase kodieren, ist ebenfalls eine schwache Bindung von
Zink beschrieben die allerdings keinen strukturellen Einfluss hat (Nies and Grass, 2009).
Weitere Zink-abhangige Proteine die identifiziert wurden sind das universelle Stressprotein
UspA, die Methyltransferase RsmD und die Sulfatase EgtB, die mit den bereits genannten
Methoden weiter untersucht werden missen. AtpH, die d-Untereinheit der F1Fo-ATPase ist ein
Magnesium-abhangiges Protein welches ebenfalls mit hoher Abundanz bestimmt werden
konnte, vermutlich aber kein Targetprotein von CobW: ist. Aufgrund der ahnlichen putativen
Interaktionspartner die fir CobW: und CobW. bestimmt werden konnten, kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass sich beide Proteine im gleichen pathway befinden. In diesem Fall
wirde CobW2, welches konstitutiv exprimiert wird, unter normalen Bedingungen Zink zum
einen Speichern und zum anderen die Co-Faktoren auf die genannten Proteine tibertragen, und
CobW; diese Rolle bei Metallmangel tbernehmen. In diesen pathway konnte auRerdem der
Zink-Transporter ZupT eingreifen, welcher bei Metallmangel und somit unter den gleichen
Bedingungen hoch reguliert wie cobW1 (Herzberg et al., 2015). Die Proteine kdnnen somit eine

Kaskade ausgehend vom Importer ZupT bilden, der die importierten Zinkionen auf CobW- oder
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CobW;: ubertrégt, welches dann das Zink an Zinkabhdngige Proteine essentieller
Stoffwechselwege und Enzyme weiter gibt. Aulierdem kénnte CobW> auch gespeichertes Zink
bei Metallmangel an CobW: weiter geben, um die essentielle Stoffwechselwege zu bedienen.
Auch hier werden fur die Untersuchung der Hypothese proteinbiochemische Experimente
benétigt, die Protein-Protein-Interaktionen und Transfer von Metallen zeigen. Fir diese
Experimente ist eine Reinigung des Transporters ZupT unausweichlich, was in bisherigen
Arbeiten nur in Spuren flr ZupT aus E. coli gelang (Grass et al., 2005). Demzufolge missen
die Bedingungen hierfur zundchst validiert werden. Taudte, 2010 etablierte die Expression in
Spodoptera frugiperda Sf9 Insektenzellen nach vorheriger Transfektion der Zellen mit
generierten Baculoviren. Zusatzlich zu diesem System stellt auch die zellfreie Expression eine
Madglichkeit dar, fur die schon eine Expression von Membranproteinen aus E. coli gezeigt
werden konnte (Schwarz et al., 2007a; Schwarz et al., 2007b). Der erste Schritt um eine Protein-
Protein-Interaktion von CobW: und ZupT zu zeigen ist jedoch die Nutzung des BACTH-
Systems oder FRET (Forster-Resonanzenerigetranzfer) (Kenworthy, 2001; Karimova et al.,
2017).

4.5 Basiert die Entgiftung von Zink auf CobW3;?

Fur die Aufrechterhaltung der Zinkhomdostase sind Regulations-, Aufnahme und
Effluxvorgange essentiell. In C. metallidurans sind die Systeme, die diese Funktionen
ubernehmen, weitestgehend untersucht, allerdings fehlt das Wissen Uber das oder die
zytoplasmatischen Bindeglieder. Regulatorische Prozesse werden im Stamm AE104 durch Zur,
flr die Aufnahme von Zink und ZntR, fur den Efflux von Zink tbernommen (Schmidt et al.,
2014; Schmidt, 2016). Bei steigenden Zinkkonzentrationen im Zytoplasma bindet ZntR Zink
mit femtomolarer Sensitivitat, was zu einer Zink-induzierten strukturellen Anderung fiihrt,
sodass ZntR an die DNA binden kann und die Expression der Effluxpumpe induziert
(Brocklehurst et al., 1999; Outten and O'Halloran, 2001; Hitomi et al., 2001).

ZntR wird durch Rmet_3456 kodiert und wurde bestétigt als Aktivator von ZntA (Schmidt,
2016). Im Gegensatz dazu reguliert Zur zupT und somit die Zinkaufnahme, um unter
Zinkmangelbedingungen ein Minimum von 20 000 Zinkatomen in C. metallidurans-Zellen zu
realisieren (Kirsten et al., 2011; Herzberg et al., 2014a). Eine Deletion von zupT fihrt zu
multiplen Effekten, wie der Akkumulation der Zink-abhangigen p‘-Untereinheit der RNA-
Polymerase, einem EDTA-sensitiven Phénotypen und der Verringerung des Zinkgehalts auf
besagte ca. 20 000 Zinkatome/Zelle (Kirsten et al., 2011; Herzberg et al., 2014a; Herzberg et
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al., 2016). Wie der Stamm AzupT die Aufnahme der ca. 20 000 Zinkatome/Zelle realisiert, ist
bisher nicht bekannt, es wurden aber 8 weitere putative primare und sekundare
Zinkaufnahmesysteme untersucht (Grosse et al., 2016; Herzberg et al., 2016). Aus den
Untersuchungen ist die Hypothese aufgestellt wurden, dass C. metallidurans, zuséatzlich zur
unspezifischen Aufnahme und ber Phosphatkomplexe, Zink an Natriumgluconat gebunden in
die Zelle aufnimmt. Allerdings muss diese Vermutung uberprift werden, indem alternative
Kohlenstoffquellen genutzt werden, die keine Metallkomplexe binden. Mergeay et al., 1985
publizierten zwar alternative Kohlenstoffquellen, ein Wachstum mit diesen konnte allerdings
nicht bestatigt werden (unpublizierte Daten Dr. M. Herzberg). Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass es im Stamm AE104 durch die Funktionalitdt von ZupT und ZntA zu einem
Gleichgewicht kommt. Stellt sich nun die Frage, wie das Zink im Zytolpasma weiter
transportiert wird und an die Zielproteine gelangt. Um diese Frage zu klaren wurden, wie bereits
erwéhnt, im Vorfeld dieser Arbeit Microarrays mit dem Stamm AzupT durchgefiihrt und die

Chaperone als Kandidaten identifiziert (Herzberg et al., 2015).

In physiologischen Experimenten mit Einzel-, Doppel- und Dreifachdeletionsmutanten in
verschiedenen Stammbhintergriinden wurden multiple Effekte beobachtet, die auf eine gestorte
Metallhomdostase hinweisen. Wie bereits erwahnt fiihrt die Deletion von zupT zu einem EDTA
sensitiven Phanotypen, welcher in der Doppelmutante AzupTAcobWs ¢(cobW1::1acZ)354 in
Flussigkultur verstarkt wird (Tabelle 9) (Herzberg et al., 2014a). Auf festem Medium
vermindert sich die MIC AzupTAcobWz im Vergleich zum Parentalstamm AzupT (Tabelle 26).
Der gleiche Effekt konnte in A. tumefaciens beobachtet werden, wo durch die Deletion von
yciC im Stamm AtroCBA die Sensitivitat gegenuber Metallmangel erhoht wird (Chaoprasid et
al., 2016). In diesem Organismus konnte allerdings auch durch die Deletion des cobW
Paralogen yciC und eines weiteren Zink-Chaperons zinT ein Wachstumsdefekt bei
Metallmangel beobachtet werden. In den C. metallidurans-Stammen AE104AcobWs
@o(cobW1 ::lacZ)354 und AE104AcobW3 p(cobW2 ‘::lacZ)299 konnte in Wachstumskurven ein
vermindertes Wachstum mit 100 uM EDTA im Medium gezeigt werden, was zu einer
verlangerten exponentiellen Phase und einem verspéteten Eintritt in die stationdre Phase fihrt.
Dies geht einher mit der Erhéhung der Verdopplungszeit von 2.4 £ 0.0 h auf 5.3 £ 0.0 h (Abb.
15). Wird der Stamm AzupT als Parentalstamm genutzt, dann fuhrt jede Disruption bzw.
Deletion von cobWi3 zu einem verminderten Wachstum bei Metallmangel, wobei der
Metallgehalt der cobWy2-Mutanten konstant bleibt (Abb. 17/ Tabelle 10). Auffallig war jedoch,

dass jede Mutante mit Deletion von zupT und cobWs zu einem erhéhten Zinkgehalt in der Zelle
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fihrte. Mit ca. 71 000 bis 76 000 Zinkatomen/Zelle liegt der Gehalt bei 200 % im Vergleich
zum Parentalstamm bei Wachstum in Minimalmedium. Auch die Zugabe von 100 pM Zink
fuhrt in den Mutanten zu einem gesteigerten Zinkgehalt in der Zelle von 140 bis 175 %. Wird
eine Metallmangel durch Zugabe von 100 uM EDTA erzeugt, dann sind keine signifikanten

Anderungen des Metallgehaltes zu erkennen.

Einhergehend mit der Erhohung des Zinkgehalts in der Zelle zeigt sich eine verminderte
Resistenz gegen oxidativen Stress, hervorgerufen durch Paraquat und Wasserstoffperoxid. Ob
die Anderung der Resistenz gegen diese Stoffe einen Einfluss auf die Aktivitat der Eisen-
Superoxiddismutase hat, wurde ein SOD-Assay durchgefiihrt (Abb. 49), mit dem Ergebnis, dass
die Aktivitdt durch keine der Deletionen beeinflusst ist. Somit kénnten die Anderungen im
Resistenzverhalten auf der Aktivitdt der Cu/Zn-SOD des Organismus beruhen, was eine

Fehlfunktion durch mis-Metallierung vermuten lasst.

Allerdings lassen sich aus der Akkumulation von Zink in der Zelle und den anderen
physiologischen Effekten zwei Hypothesen aufstellen: zum einen, dass das Effluxsystem ZntA
nicht bedient wird und zum anderen, dass es durch die Deletion von cobWs zu einer
Expressionssteigerung von cobW, kommt. Ist dies der Fall, dann mussten die Doppelmutanten
einen verminderten Zinkgehalt aufweisen. Dies war allerdings nicht der Fall, denn auch in
diesen Stammen waren 71 000 Zinkatome/Zelle messbar (Tabelle 10). Fur die Widerlegung
dieser Hypothese missten allerdings noch weitere Experimente, wie Reportergenfusionen mit
gfp und lacZ, durchgefuhrt werden. Fir die Untersuchung der ersten Hypothese, dass es durch
die Deletion von cobWs zu einem verminderten Efflux kommt, kdnnten Induktionsstudien der
Effluxsysteme Aufschluss geben oder aber die Untersuchung von Exportraten mit radioaktivem
Zink.

Reportergenfusionen mit lacZ wurden fur die Gene der Effluxsysteme ZntA, CadA, DmeF und
FieF durchgefihrt. Bei Zugabe von Zinkkonzentrationen im Bereich von 0 bis 100 uM kommt
es zu einer Induktion von zntA und cadA. Die Gene dmeF und fieF werden bei Zugabe von Zink
nicht hochreguliert (Tabelle 15/16). Interessanterweise wird zntA in den Stimmen AzupT und
AzupTAcobWs gleich reguliert, sodass die Expression um Faktor 10 von 37.4 + 7.5 U/mg
Trockengewicht auf 386.2 + 64.3 U/mg Trockengewicht bei 100 uM Zinkchlorid gesteigert
wird. Unterschiede sind jedoch in der Expression von cadA zu beobachten, wobei die Induktion
im Grundlevel im AzupT bei 25.7 + 5.0 U/mg Trockengewicht liegt und im AzupTAcobW3 bei
25.2 = 7.5 U/mg Trockengewicht. Diese Basisaktivitat erhoht sich bei Zugabe von 100 uM
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Zinkchlorid im AzupT um Faktor 1.4 auf 36.0 = 5.6 U/mg Trockengewicht und im
AzupTAcobWs um Faktor 1.8 auf 48.7 £ 4.3 U/mg Trockengewicht.

Auch in anderen Stammhintergriinden konnte eine Induktion von zntA und cadA gemessen
werden, allerdings zeigten sich keine Unterschiede in der Expression durch das Fehlen von
cobWs. Bei der Untersuchung weiterer Metalle war aufféllig, dass zntA im Stamm AzupT
AcobW3 bei der Zugabe von Kobalt induziert wird und eine 4fach hohere Induktionsrate bei 2.5
MM Kobalt besitzt als im Parentalstamm. Auch dmeF wurde unter diesen Bedingungen
induziert, jedoch ohne Unterschiede zwischen den Stammen. DmeF scheint demnach fiir die
Entgiftung von Kobalt zustandig zu sein, was auch in Wachstumsexperimenten von Scherer
and Nies, 2009 gezeigt werden konnte. Auch die Zugabe von bis zu 150 pM Cadmium steigerte
die Induktion von dmeF, aber auch von zntA und cadA in allen Stammhintergrinden. Das ZntA,
CadA und DmeF an der Entgiftung von Cadmium beteiligt sein konnten, zeigte sich in
Wachstumsexperimenten nicht, denn lediglich eine Vierfachdeletionsmutante Ae4 zeigt einen
sensitiven Phanotyp (Scherer and Nies, 2009). FieF hingegen wurde nur signifikant hoch
reguliert bei Zugabe von Eisen (Daten nicht gezeigt). Die Induktionsdaten der Effluxsysteme

bestatigen die Hypothese, dass CobWs3 Teil der Entgiftung von Zink sein kdnnte.

Fur die Identifizierung maoglicher Interaktionspartner, wie den Transportern die an der
Entgiftung der Zytoplasmas beteiligt sind, wurden Fishing-Pulldown-Experimente mit der His-
getaggten metallierten Variante von CobWs durchgefiihrt, die zur Identifizierung von 1133
Proteinen fiihrten (Tabelle 23). Die Analyse fuhrt zur Zink-abhdngigen Fructose-1,6-
bisphosphatse CbbFs, welche in der Glucogenese den Umsatz von Fructose-1,6-bisphossphat
zu Fructose-6-phostpaht und Phosphat katalysiert (Hers, 1983; Zhang et al., 1996). Neben
diesem Enzym konnte, wie auch fir CobW: und CobW>, das Zink-abhdngige universelle
Stressprotein UspA identifiziert werden, sowie die RNA-Polymerase Untereinheiten RpoA
bzw. RpoB. Auch das putative Porin Rmet_3234 konnte in diesem Ansatz gefunden werden,
was auch in diesem Fall aufgrund der Lokalisation von Porinen in der &ufReren Membran als
Zielprotein ausgeschlossen werden kann. In vergleichenden Proteomikanalysen zwischen den
Stdmmen AE104 und AzupT konnte das Porin in der Mutante in geringerer Kopienzahl in der
Zelle gefunden werden als im Wildtyp (Nies, 2016). Allerdings ist nicht klar warum eine Zelle
die Metallmangel durch verminderte Zinkaufnahme und damit fehlerhafte Zinkallokation,
Transportmechanismen wie dieses Porin der duReren Membran herabreguliert. VVorstellbar ist
eine spezifische Aufnahme von Zink durch dieses Porin und den Transport ins Periplasma, mit
einer Weiterleitung zu Transportern der inneren Membran wie ZupT, dann konnte es ein
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Netzwerk geben, dessen Bestandteil die Proteine des Zur-Regulons und Rmet_3234 sind. Im
Pulldown ist nicht auszuschlie3en, dass es zu einer Bindung aller Proteine des Netzwerks
kommt, die eine Kette bilden und gemeinsam eluiert werden Das wiirde auch den Fakt erklaren,

dass CobW: im Pulldown von CobW3 ebenso wie in CobW: identifiziert werden konnte.

Ein weiteres Pulldown-Ergebnis weist auf eine Funktion von CobWs3 aullerhalb der Zink-
Homd@ostase hin. Die hochste Abundanz konnte mit 34.2 fiir HypD bestimmt werden. Dieses
Protein ist an der Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen beteiligt und bildet gemeinsam mit HypC
einen Komplex, der den Transfer des Fe-CN:Co-Liganden auf die groRe Untereinheit
katalysiert (Forzi and Sawers, 2007; Stripp et al., 2013; Lacasse and Zamble, 2016). HypD
weist lediglich ein Eisen-Schwefel-Cluster im aktiven Zentrum auf und keine weiteren
Kationen wie Nickel und Zink, somit kann ausgeschlossen werden, dass HypD aufgrund einer
hohen Nickelaffinitat His-CobWs3 verdréangen kann (Forzi and Sawers, 2007). Allerdings ist ein
Zink-bindendes Protein an der Reifung beteiligt HypF, welches mit HypE einen Komplex
eingeht, den Cyanidliganden generiert und auf das Rickgrat des HypC-HypD-Heterodimers
ubertragt (Blokesch et al., 2004). Ein zweites Zink-abhangiges Protein ist HypA, dass sowohl
Zink als auch Nickel bindet (Lacasse and Zamble, 2016). Bei dem Zinkion handelt es sich um
ein strukturelles Zink und sorgt somit fir die Prasentation des Interaktionsflache von HypA
(Watanabe et al., 2015). Die Ausbildung dieses HypA-HypB-Komplexes und SlyD sorgt fur
die Insertion des Nickelions in das aktive Zentrum der groRen Untereinheit der [NiFe]-
Hydrogenase (Lacasse and Zamble, 2016). Um zu tberprifen, ob die Deletion von cobWsz einen
Einfluss auf die Aktivitat der [NiFe]-Hydrogenase besitzt wurden In-Gel-Farbung (Abb. 50)
(Ballantine and Boxer, 1985). Es konnte bei einigen Stdmmen eine zusétzliche Bande bei ca.
100 kDa identifiziert werden. Das Auftreten der Bande ist allerdings unbeeinflusst von der
Deletion von cobWsz oder eines anderen Gens des Zur-Regulons. AuRerdem konnten die Daten
von Herzberg et al., 2015 nicht eindeutig reproduziert werden, was in einer Optimierung des
Experiments und der Bestimmung der quantitativen Hydrogenaseaktivitit fur zukinftige

Versuche resultiert.

Die Physiologischen Daten der cobWs-Deletionsmutanten weisen auRerdem auf eine
Verknlpfung zur Kobalthomdostase hin. So zeigen die Wachstumskurven der CH34-Derivate
eine verlangerte lag-Phase, wobei die Berechnung der Verdopplungszeit in der log-Phase nicht
vom Elternstamm abwich (Abb. 11/12). Daraus lassen sich zwei Hypothesen ableiten: zum
einen werden die Effluxsysteme nicht mit Kobalt beliefert, dann misste mehr Kobalt in der

Zelle akkumuliert sein. Oder es kann kein Kobalt gespeichert werden, dann ist weniger Kobalt

117



Diskussion

in der Zelle vorhanden. Die Metallgehalte der Einfachdeletionsmutante CH34AcobWs bestétigt
die erste Hypothese, denn bei Zugabe von Zink oder Kobalt akkumuliert der Stamm doppelt so
viel Kobalt wie der Wildtyp CH34 (Tabelle 6), was einhergeht mit einem Kobalt sensitivem
Phénotypen (Tabelle 5). Eine Kobaltakkumulation, nach Zugabe des Metalls, konnte ebenfalls
im AE104AcobWs; beobachtet werden (Tabelle 8).

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse von CobWs auf eine Rolle des Chaperons bei der
Entgiftung von Zink und Kobalt hin. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass das
Protein auch Nickel speichert und inseriert.

4.6 Die Chaperone CobW1/23 zeigen unterschiedliche Zink-Bindekapazitaten

Die postulierte Funktion der zur Unterfamilie COG0523 gehdrenden P-loop GTPasen YeiR und
YjiAaus E. coli und YciC aus B. subtilis in der Aufrechterhaltung der Metallhomdostase konnte
gezeigt werden und in der vorliegenden Arbeit an Hand der physiologischen Daten fir
CobW1/13 aus C. metallidurans bestatigt werden (Gaballa and Helmann, 1998, Blaby-Haas et
al., 2012). Nun stellt sich jedoch die Frage, ob es ein spezifischer Einfluss auf das
Zinkgleichgewicht ist oder ob CobWuzs in C. metallidurans unterschiedliche
Metallpréferenzen besitzen. Kristallstrukturuntersuchungen und die Bestimmung von
Bindungskonstanten ergaben fiir YjiAe. coii, dass dieses Protein mit steigender mikromolaren
Affinitaten Zink, Nickel Kobalt bindet, wobei die Affinitat fur Zink bei paralleler Bindung von
GDP im Verhdltnis zu Nickel und Kobalt steigt (Sydor et al., 2013). Dies kénnte bedeuten, dass
durch die Bindung des Nukleotides eine Konformationsanderung stattfindet, die eine
verbesserte Bindeaffinitat fir Zink zur Folge hat.

Stammbaumanalysen der Aminoséauresequenzen von Y jiAg. coli und CobW1/2/3c. metallidurans haben
ergeben, dass CobW> evolutiondr am engsten mit YjiA verwandt ist (Abb. 6), was dhnliche
Funktionen und Affinitdten vermuten l&sst. Allerdings weist YjiA im Vergleich zu CobW>
keinen Histidin-Einschub auf. Dieser Einschub befindet sich im C-Terminus des Proteins,
allerdings nicht endstdndig und setzt sich aus 22 Histidinen in einer Sequenz aus 43
Aminosauren zusammen (Abb. 51). Ein C-terminaler Histidin-Einschub l&asst sich auch in der
Aminosauresequenz von CobW:s finden, welches eine héhere phylogenetische Distanz zu
CobW: besitzt. Aufgrund der Histidin-reichen Regionen sollten beide Proteine &hnliche
Bindekapazitaten aufweisen, welche vergleichbar mit dem Histidin-reichen HypB aus B.

japonicum sind (Fu et al., 1995). Trotz des hoheren phylogenetischen Abstandes, aber aufgrund
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des fehlenden Histidin-Einschubs sollte CobW: &hnliche Metallbindekapazitaten wie YJjiAk. coli
oder YciCag. subtitis aufweisen.

Die Vorhersage putativer Metallbindestellen in CobW1, YcCICag. subtitis und YJiAg. coii beruhen
lediglich auf dem Metallbindemotiv GCxCC (Haas et al., 2009). Programme zur Vorhersage
von Metallbindestellen, wie MetalDetector v2.0 annotieren ausschlieflich Metallbindemotive,
dabei kann es in der Tertidrstruktur zur Ausbildung weiterer Metallbinde-Motive kommen oder
auch zur Metallkooridnierung durch Anreicherung von Metall-bindenden Aminosduren in der
Sequenz. CobW:1 besitzt insgesamt 9 Histidine und 5 Cysteine, die an der Koordinierung von
Zink beteiligt sein kdnnten. Im Vergleich dazu besitzt YciCg. subtiis 8 Cysteine und 7 Histidine.
Vergleiche zur Metallbindekapazitat kénnen nicht durchgefiihrt werden, da es fur YciCg. subtitiis
lediglich Experimente zur Zugehorigkeit zum Zur-Regulon gibt. Hier konnte aber gezeigt
werden, dass yciCag. subtillis Wie cobWz zwei Zur-Bindeboxen in der Promotorregion aufweist
(Gaballa et al., 2002; Gabriel et al., 2008). Eine ahnliche Funktion der beiden Proteine mit a-
helikaler Struktur ist daher anzunehmen (Kelley and Sternberg, 2009). Im Gegensatz dazu weist
die Aminosauresequenz von YjiAk. coii 7 Histidine und 4 Cysteine auf. In Abwesenheit von GDP
bindet YjiAe. coii 3.8 mol Zn/ mol Protein und in Anwesenheit von GDP 3.2 mol Zn/mol Protein
(Sydor et al., 2013). CobW1 bindet 1.4 + 0.1 mol Zink/ mol nach der Inkubation mit Zink, sowie
mit Zink, GTP und Magnesium (Tabelle 17). In Konkurrenzversuchen mit Zincon zeigte sich
das gleiche Resultat. Bereits bei einem Verhéltnis von 1:1 treten Zincon und CobWo; in
Konkurrenz, was auf eine ahnlich hohe Affinitat schlieBen lasst (Abb. 26). Bei einer
Konzentration von 20 pM Zinkchlorid und somit einem 2fachen Uberschuss ist das Zincon

geséttigt. Die Bindekapazitdt von CobW1 liegt demnach bei 50 % im Vergleich zu YjiAE. coli.

Es stellt sich allerdings die Frage, wie CobW1 als Monomer 1.5 mol Zink/ mol Protein binden
kann. YeiR aus E. coli dimerisiert in Anwesenheit von Zink, was durch GréRenausschluss-
chromatographie gezeigt werden konnte (Blaby-Haas et al., 2012). Die Dimerisierung von
CobW1 konnte durch SEC (Size Exclusion chromatographie) gezeigt werden, allerdings war es
nicht moglich mit Apo-CobW?1 in vitro ein metalliertes Dimer zu erzeugen. CobW: dimerisiert
also nicht unter den getesteten Bedingungen, die auf dem Protokoll von Sydor et al., 2013
beruhen. Sollte die Funktionalitat des Proteins auf einer Multimerisierung beruhen, wie es auch
flir andere G3E P-loop GTPasen wie HypB, UreG und YeiR bekannt ist, findet dies nicht unter
den gewdhlten Bedingungen statt oder es handelt sich um einen anderen Ausldser (Fu et al.,
1995, Fong et al., 2013, Blaby-Haas et al., 2012). Bei UreGH. pyiori beruht die Bildung des

Homodimers auf der Bindung eines GTP-Nukleotids pro Monomer, welches der Trigger fir die
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Dimerisierung und die Bindung des Nickel-Co-Faktors ist und mit dem Targetprotein
interagieren kann (Fong et al., 2013). Dies fuhrt zur Bildung eines Reifungskomplexes
bestehend aus UreF,H,G,, der die Apo-Urease durch die Ubergabe des Nickelions aktiviert,
was durch die GTP-Hydrolyse erfolgt. Allerdings ist nicht geklart, ob fir die Aktivierung von
UreG und damit die Beladung eine Interaktion mit dem UreE-Homodimer notwendig ist
(Farrugia et al., 2013). Da die Funktion von CobW; vermutlich nicht auf der Bildung eines
Komlexes mit anderen Proteinen beruht, die dann einen Co-Faktor an ein Targetprotein
Ubertragen, missen die Dimerisierungsbedingungen weiter untersucht werden und berprift

werden ob ein Homodimer fiir die Aktivitat des Chaperons notwendig ist.

Wie bereits erwéhnt ist die phylogenetische Distanz zwischen CobW3 und CobW; geringer als
beider Proteine zu CobW,. Allerdings zeigen die Aminosduresequenzen strukturelle
Unterschiede auf zwischen CobWs und CobWi, so besitzt CobWs kein GCxCC
Metallbindemotiv. Allerdings kénnen in der Sequenz 3 Cysteine gefunden werden und 23
Histidine, die fiir Co-Faktorbindungen eine Rolle spielen kdnnten. Acht der Histidine bilden im
C-Terminus einen Einschub, die fir eine Zinkkoordinierung sorgen konnte. Die
Aminoséuresequenz von CobW- weist 7 Cysteine und 30 Histidine auf, von denen 22 Histidine
einen Histidin-Einschub bilden. Fir HypB aus B. japonicum konnte ebenfalls eine Histidin-
reiche Region bestehend aus 24 Histidinen in einer Sequenz aus 39 Aminosduren annotiert
werden, welcher abweichend von CobWa3 im N-Terminus kodiert ist (Fu and Maier, 1994).
HypB ist bei der Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen an der Insertion des Nickel-Co-Faktoren
beteiligt (Forzi and Sawers, 2007). Fir HypB aus B. japonicum konnte gezeigt werden, dass es
sich mit einer Bindung von 9 mol Nickel/mol Monomer, um ein Nickelspeicherprotein handelt,
welches auch an der Aktivierung der Transkription der Hydrogenasenreifungsproteine beteiligt
ist (Fu et al., 1995; Olson et al., 1997).

Die bestimmten Bindekapazitaten von CobW23 bestétigen, dass der Histidin-Einschub zu einer
erhdhten Bindung von Metallen fiihrt und die Proteine somit an der Speicherung im Zytoplasma
beteiligt sein konnten, was wiederum die physiologischen Daten bestatigt. Die Co-
Faktorbestimmung ergab, dass 7.1 £ 0.7 mol Zn/mol CobW. gebunden sind und das eine
Zugabe von GTP die Kapazitat auf 7.6 mol Zn/ mol CobW: erhoht (Tabelle 17). Allerdings war
auch nach der Herstellung des Apo-Proteins noch 1 mol Zn/ mol CobW- messbar, was auf eine
starke Bindeaffinitat und ein strukturelles Zink hinweist. Aufgrund erhohter
Standardabweichungen spielte es bei der Co-Faktorbestimmung von CobWs3 keine Rolle, ob

dem Metallinkubationsassay nur Zink oder Zink, GTP und Magnesium zugesetzt wurden, denn
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es gab sich ein Zinkgehalt von 5.8 + 2.7 bzw. 3.3 £ 0.0 mol Zn/mol CobWs3. Die erhdhten
Standardabweichungen sind vermutlich auf die Anh&ufung der Histidine im C-Terminus zurtick
zu fuhren. Diese Histidin-reichen Bereiche sind flexible Bereiche die in der CD-Spektroskopie
oft als disordered Bereiche zu sehen sind und auch in Kristallisationsexperimenten nur schlecht
aufgeldst werden kénnen (personliche Information Dr. H. Lilie) (Abb. 27/28/29).

Um zu testen, ob die Zinkionen mit unterschiedlichen Affinitaten gebunden werden, mussten
vergleichende Experimente mit Chealtoren bekannter Stabilitatskonstanten durchgefihrt
werden. Daflir kommen EDTA mit einer Stabilitatskonstanten von log K; = 13.4 bei pH 7.0
und TPEN mit einer Stabilitatskonstanten von log K1 = 15.6 in Frage (Sillen and Martell, 1971,
Andregg et al., 1977). Bisher wurde fir CobW: lediglich ein competition Experiment mit
Zincon durchgefiihrt, bei dem es sich um einen Farbstoff handelt, der Zink mit einer
Stabilitatskonstante von log K: = 5.89 bindet, einhergehend mit einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 480 nm auf 620 nm (Hilario et al., 1990, Sabel et al., 2010, Kocyla
etal., 2017). Im Experiment wiirde dies bedeuten, dass die Sattigung des Zincons bei 0 % bleibt,
wenn Zink starker an CobW- bindet. S&ttigungen zwischen 0 und 100 % zeigen einen
intermediaren Zustand, bei dem die Bindeaffinitat fir Zink bei Zincon und CobW: gleich ist.
Aus dem Zincon-Assay ergibt sich, dass CobW2 1.5 mol Zink/mol Protein mit einer héheren
Affinitat bindet als Zincon und 1.5 mol Zink/mol Protein mit gleicher Affinitat (Abb. 26). Im
Gegensatz dazu konkurriert CobWs3 bereits ab einer Zinkkonzentration von 5 puM mit dem
Zincon um das Zink. Dieser intermedidre Bindezustand ist bist zu einer Konzentration von 40
UM zu beobachten, wobei Zincon bei 50 uM Zinkchlorid geséttigt ist und einen hohere
Stabilitatskonstante als CobWs aufweist. CobW3 bindet demzufolge 0.5 mol Zn/ mol Protein
mit hoher Affinitat und weitere 3.5 mol Zn/mol Protein mit der gleichen Affinitat wie Zincon.
Die unterschiedlichen Affinitaten fur Zink der Proteine CobW, und CobWs3 beruhen zum einen
auf der Affinitat der Metallbindestelle (GCxCC-Motiv) und zum anderen auf der Flexibilitat

bzw. der disorderd-Struktur des C-terminalen Histidin-Einschubs.

Fur eine quantitative Aussage ist das Zincon-Assay nicht geeignet, da zum einen grof3e
Abweichungen zur Metallbestimmung per ICP-MS vorhanden sind und selbst bei Substanzen
mit bekannter Zink-Bindekapazitat, wie EDTA keine genaue Aussage getroffen werden kénnen
(Hilario et al., 1990, Sabel et al., 2010). Es sollten daher Experimente wie die isotherme
Titrationskalometrie (ITC) fur Bestimmungen der Bindeaffinitdten genutzt werden und ICP-

MS-Messungen fir die Bestimmung der mol-Verhéltnisse.
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Die Daten der zur Bindekapazitédt von CobW1/2/3 lassen auBerdem den Schluss zu, dass fir die
Bindung des Co-Faktors die Bindung des Nukleotids nicht notwendig ist und die GTPase-
Funktion beispielsweise notwendig ist fiir die Ubertragung des Co-Faktors an ein Targetprotein
oder fur die Herstellung der Interaktion zwischen Chaperon und Targetprotein. Fir die genaue
Kléarung dieser Funktion sind zunachst Basisexperimente notwendig, wie die Sicherstellung der
Magnesium und Nukleotidbindung. Dafiir muss die Inkubation validiert werden, denn nach der
Inkubation mit Zinkchlorid, GTP und Magnesium war lediglich Zink in der Probe messbar und
kein Magnesium (0.04 mol/mol Protein). Mdglicherweise kann die Magnesium- und GTP-
Bindung durch anaerobe Bedingungen, wie sie von Blaby-Haas et al., 2012 beschrieben
wurden, verbessert werden. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Bindung der
Nukleotide an die Chaperone wahrend der GrofRenauschlusschromatographie verloren geht,
sollte dem Puffer GTP und Magnesium zugesetzt werden (Sydor et al., 2013). Auch die
Bindung des Nukleotids an das Protein muss sichergestellt werden, wobei noch die Frage
beantwortet werden muss, ob eine Bindung von GTP oder GDP erfolgt. Erste Versuche um die
Enzymaktivitdt und den Umsatz von GTP mit Malachitgriin nachzuweisen waren nicht
erfolgreich, da entweder der Trigger fur die Hydrolyse gefehlt hat oder aber die Hydrolyse
innerhalb der ersten Minuten stattfand und somit keine kinetische Messung méglich war
(Lanzetta et al., 1979). Eine Diskriminierung zwischen GMP, GDP und GTP mit der ICP-MS
ist aufgrund der Sensitivitaten fur Phosphor ebenfalls nicht mdgliche gewesen (Daten nicht
gezeigt). Daher ist eine Phosphorbestimmung mit dem Element2 (Thermo Fisher) oder der
Nachweis von GTP, GDP und GMP in einem isokratischer Lauf mit 7.5 mM Acetonitril als
Laufmittel auf einer RP-S&ule denkbar (Hubert and Porath, 1980; Rubio et al., 2004). Erst nach
Klarung dieser Punkte kann experimentell der Kreislauf der putativen GTPasen geklart werden,
d.h. worauf die GTPase-Funktion beruht, was der Trigger flr die Interaktion und die
Freilassung des Targetproteins ist, und wie es zur Freilassung des Co-Faktors kommt. Nicht zu

vernachlassigen ist auch die Suche nach Targetproteinen durch fishing-Experimente.

Zusammenfassend kann eine Hierarchie aufgebaut werden, wobei CobW; die hdchste
Bindekapazitat fur Zink besitzt und CobW: die niedrigste, jedoch binden beiden Proteine
jeweils 1 mol Zink mit hoher Affinitat, vermutlich an das GCxCC-Motiv und weitere Zinkionen
werden durch CobWa23 an stickstoff-/sauerstoffreiche Aminosduren mit geringerer Affinitat
gebunden (Outten et al., 2001, Leipe et al., 2002, Gilston et al., 2014). Allerdings beruht nicht
nur die Affinitat fir Zink auf den beteiligten Aminosauren, sondern auch die Selektivitat. So

wird davon ausgegangen, dass eine optimale Zinkbindung mit hoher Affinitat und Selektivitat
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Aminosauren der Sz(N/O)-Struktur bendétigt und eine S(N/O)s-Struktur keine hohe Selektivitat
aufweist, was einhergeht mit der Bindung von z.B. Nickel und Kobalt, die durch Titration mit
Zink verdréangt werden (Outten et al., 2001).

Das Metall-bindende Proteine verschiedene lonen binden kdnnen, wurde bereits an YjiAE. coii
gezeigt, dass in Lésung 1 mol Co, 2 mol Ni oder 4 mol Zn/mol Protein binden kann. Die
Aktivitat des Proteins mit Zink als Co-Faktor ist im Vergleich zu den anderen Metallen héher
(Sydor et al., 2013). CobW:; bindet als His-tag-Version nach der Inkubation mit einem
Metallmix, wobei Nickel, Kobalt, Cadmium und Zink im gleichen Verhéltnis vorlagen,
ebenfalls Nickel und Kobalt, allerdings mit niedrigerer Affinitat als Zink (Bauer, 2013). Die
Bindung der Metallionen an den His-tag kann in diesem Experiment allerdings nicht
ausgeschlossen werden, da dieser eine hohe Metallaffinitat besitzt (Hengen, 1995). Fir CobWy
und CobW:3 zeigte sich das gleiche Resultat, denn bei Inkubation mit dem Metallmix wurde
Zink bevorzugt gebunden (Bauer, 2013). Diese Co-Faktorbestimmung lasst vermuten, dass es
sich um cambialitische Proteine handeln kdnnte. Sollte dies der Fall sein, fuhrt eine Bindung
dieser Metalle nicht zu einem Aktivitatsverlust der Proteine. Die Untersuchung anderer G3E P-
loop GTPasen ergab, dass z.B. UreG, welches ein Nickel-abhéngiges Enzym mit einer Funktion
in der Reifung der Urease ist, Zink mit hoherer Affinitét als Nickel bindet (Mehta et al., 2003;
Zambelli et al., 2005). Die GTPase Aktivitét dieses Proteins beruht jedoch auf der Bindung von
Nickel und wird durch Zink nicht beeinflusst. In diesem Protein hat Zink eine postulierte
strukturelle Funktion (Zambelli et al., 2005; Fong et al., 2013). Fur die zweite Unterfamilie der
HypB-ahnlichen Proteine konnte &hnliches beobachtet werden. Auch diese Proteine binden
Zink mit hoherer Affinitat als Nickel, obwohl es sich um Nickel-abhangige Proteine handelt
(Mehta et al., 2003, Leach et al., 2005). Trotz der préferierten Bindung von Zink vor Nickel
flhrt die Bindung von Zink zu einer verminderten GTPase Aktivitét, allerdings nicht zu einem
Aktivitatsverlust (Cai et al., 2011). MeaB-ahnliche Proteine sind im Gegensatz zu den anderen
Unterfamilien an der Insertion des Cobalamin-Co-Faktors in die Methylmalonyl-CoA-
Mutatase beteiligt, wobei die Aktivitat ebenfalls Co-Faktor spezifisch ist (Padovani et al.,
2006). Wenn alle Unterfamilien der G3E P-loop GTPasen &hnliche Metall-spezifische
Chaperonfunktionen besitzen, dann ist davon aus zugehen, dass CobW1iz3 keine
cambialistischen Proteine sind und eine Zink-abhéngige GTPase-Aktivitat vorhanden sein
sollte.
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4.7 FolEis2 ist ein mogliches Targetprotein von CobW123 in C. metallidurans

Das fishing Experiment resultierte in einer Vielzahl von mdglichen Interaktionspartnern, die
zunachst auf ihre Metallabhangigkeit Gberpruft werden mussten und anschlieRend auf ihre
Lokalisation in der Zelle. Dabei konnte nicht ausgeschlossen werden, dass falsch positive
Proteine gemessen wurden, die nicht an das bait-Protein sondern an die Matrix gebunden haben.
Allerdings lieferte diese Methode auch putative Targetproteine die in weiteren Experimenten
untersucht werden sollten. Eines dieser Experimente ist der spezifische Pulldown mit bait- und
prey-Proteinen. Dabei wurde der putative Interaktionspartner an MagStrep “type3“ XT
magnetic Beads gebunden und anschliefend mit den Chaperonen CobW123 mit und ohne
Affinitatstag inkubiert. Fir dieses experimentelle Set up wurden 2 putative Bindepartner
ausgesucht, die aufgrund der Kodierung im zur-Cluster bzw. im cobW:-Cluster gewahlt
wurden. Zunichst sollte die Frage geklart werden, ob die Chaperone an der Ubertragung des
strukturellen oder funktionellen Zinks auf das Apo-Monomer von Zur beteiligt sind. Vor dem
Experiment wurde sichergestellt, dass die Chaperone nicht an die StrepTactin-bead-Matrix

binden (Daten nicht gezeigt).

Nach Durchfiihrung des Pulldowns mit immobilisiertem Apo-Strep-Zur und CobWa2/3 unter
Zugabe von Zink, sind lediglich schwache Banden in den Elutionsfraktionen sichtbar, die
Verunreinigung aufgrund der experimentellen Herangehensweise sein konnten (Abb. 37). Es
kann damit die Hypothese bestatigt werden, dass CobW1/23 nicht mit Zur interagieren, um
funktionelles Zink zu Ubertragen. Somit ist vermutlich im Zytoplasma frei verfugbares Zink fir

die Funktion des globalen Zink-Aufnahme-Regulators verantwortlich.

Im cobW1-Cluster sind Gene kodiert, deren Proteine Paraloge von Zink-abhéngigen Proteinen
sind. Zu diesen Proteinen gehort die GTP-Cyclohydrolase FolE g2, die kodiert ist durch das Gen
rmet_1099. Diese Enzymklasse ist flr die initiale Katalyse in der Tetrahydrofolatbiosynthese
verantwortlich, wodurch der fur die Synthese von Pyrimidin, Serin und Methionin und weiterer
Substanzen notwendige Co-Faktor gebildet wird (Nichol et al., 1985). In E. coli kodiert folE
fur die GTP-Cyclohydrolase IA, die GTP zu 7,8-Dihydroneopterintriphosphat umsetzt (Yim
and Brown, 1976; Katzenmeier et al., 1991). Fir den nukleophilen Angriff am Purin-Ring des
GTP an Position C8 ist die Aktivierung eines Wassermolekils durch Zink notwendig
(Auerbach et al., 2000). Zink nimmt in dieser Reaktion die Rolle einer Lewis-Base ein (Nies,
2016). 26 % der Bakterien kodieren fir ein Paralog der GTP-Cyclohydrolase IA, die als folE2

annotiert sind und als GTP-Cyclohydrolase IB bezeichnet werden, wobei 65 % der Bakterien
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das Enzym IA besitzen, 14 % IB, 12 % besitzen beide und 9 % keines (Sun and Budde, 1999).
C. metallidurans kodiert rmet_3990 (folEia1), eine GTP-Cyclohydrolase 1A und rmet_2614
(folEis1), rmet_1099 (folEiz2) GTP-Cyclohydrolasen IB, wobei letzteres im cobW;-Cluster
direkt downstream von cobW; liegt. Die GTP-Cyclohydrolasen IB zeichnen sich durch eine
Zur-Regulation aus bei Zink limitierenden Bedingungen (Gaballa et al., 2002). Fir N.
gonorrhoeae konnte festgestellt werden, dass es sich bei diesem Enzym um ein cambialistisches
Protein handelt mit einem Mangan- oder Zinkion als Co-Faktor (Sankaran et al., 2009). Die
Aktivitat von FolEs aus B. subtilis basiert auf Mangan und nimmt ab durch die Bindung von
Eisen, Magnesium, Kobalt, Zink und Nickel (Sankaran et al., 2009). Um die Aktivitat von
FolEia und FolEig aus C. metallidurans nach der Bindung verschiedener Kationen zu
bestimmen, mussen die Proteine gereinigt werden und in einem Fluoreszenz-Assay der Umsatz
des Metabolits GTP bestimmt werden (EI Yacoubi et al., 2006). Bestandteil der vorliegenden
Arbeit war es allerdings zu testen, ob FolEis2 mit CobW: oder CobWzs3 interagiert und
moglicherweise ein Co-Faktortransfer stattfindet. FolE g2 wurde als Strep-tag Fusionsprotein
gereinigt (Anhang 11.11) und das Apo-Protein mit einem Zinkgehalt von 0.3 = 0.2 mol Zn/mol
Protein in Pulldown Versuche eingesetzt. Bei einer Interaktion und einem Transfer sollte
FolEg2 als Holo-Protein 1 mol Zn/mol Protein binden (Rebelo et al., 2003). Um die Hypothese
zu Uberprufen, ob CobW: mit FolEg2 interagiert und somit den Co-Faktor Ubertragt, wurde
zun&chst ein Pulldown durchgefihrt mit den Zusétzen Zink, GTP und Magnesium. FolE g2 und
CobW: konnten in gleichen Konzentrationen in der Elution visualisiert werden, was eine

Interaktion unter diesen Bedingungen bestatigt (Abb. 33).

Um den Effekt des GTP und des Magnesiums auf die Interaktion zu testen, erfolgte in einem
zweiten Ansatz der Pulldown ausschliellich mit Zink im Reaktionsansatz. Auch unter diesen
Bedingungen waren FolEig2 und CobWi: nach mehreren Waschfraktionen ohne
Verunreinigungen im Eluat nachweisbar (Abb. 34). Fir die Interaktion beider Proteine ist
demzufolge kein GTP notwendig, was die Frage offen l&sst welche Funktion das Nukleotid hat.
Um unspezifische Interaktionen auszuschliefen, wurde das Experiment ohne Zusétze
durchgefuihrt. Es konnte bestatigt werden, dass es sich um eine Zink-abhangige Interaktion der
Proteine FolE g2 und CobW1 handelt. Erste Pulldown-Experimente mit Kobalt und Mangan im
Ansatz flhrten ebenfalls zu einer Interaktion, wobei sich beide Proteine nicht im gleichen
Verhaltnis im Eluat befanden (Daten nicht gezeigt). Diese Ansétze miissen jedoch reproduziert
und per Western Blot bestétigt werden. Wenn sich dieses Ergebnis bestatigt, konnte die

Bindung von Metallen an CobW: zu einer Konformationsénderung flihren, die die Prasentation
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der Interaktionsflache zur Folge hat. Experimentell muss dies allerdings durch size exclusion
Chromatographie, ITC und Kristallisation, sowie cross linking bestatigt werden. Erste Versuche
auf der SEC lieferten keine eindeutigen Ergebnisse, weswegen eine Validierung der Methodik
erfolgen muss (Daten nicht gezeigt). Ein weiteres folgendes Experiment in diesem
Zusammenhang ist die Bestatigung des Metalltransfers von CobW; auf FolE g2, einher gehend

mit der Bestatigung einer FolEg2-Aktivitat.

Im néchsten Schritt wurde Uberpriift, ob die Interaktion auf CobW: beschrénkt ist, indem der
Pulldown mit CobW> und CobWs3als bait-Proteinen wiederholt wurde. In den Coomassie-Blau-
Farbungen ist eindeutig zu erkennen, dass auch diese beiden Chaperone unter Zugabe von Zink
mit FolEs2 interagieren, dabei ist kein Konzentrationsunterschied zwischen bait- und prey-
Protein in der Elutionsfraktion zu erkennen. Dieses Ergebnis sollte ebenfalls in einem
unabhéngigen Experiment bestétigt werden, welches die Interaktion, mit anschlieRendem
Nachweis der Ubertragung des Co-Faktors auf FolEs2 zeigt. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass CobW13 in &hnlichen Stoffwechselwegen im Zytoplasma agieren konnten. Es muss
jedoch gepriift werden, ob auch alle ein Metallion tbertragen kénnen.

Aus den aufgestellten Thesen konnte das folgende Modell (Abb. 39) erstellt werden: Zur liegt
nach der Reinigung als Apo-Protein mit 0.9 £ 0.2 mol Zink/mol Protein vor. Dieses entspricht
dem strukturellen Zink. Bei Zinkmangel bindet Zur aufgrund der niedrigen intrazelluléren
Zinkkonzentration nicht an die Promotorbereiche, was zur Expression von zur, zupT, cobW1,
cobW> und cobWs fuhrt. Unter dieser Bedingungen stellt ZupT den Import eines Minimums
von 20 000 Zinkatomen/Zelle sicher und kénnte dieses direkt an CobW1 Uibergeben, welches
essentielle Zink-abhéngige Proteine beliefert, die fir das Uberleben des Organismus notwendig
sind. Gezeigt werden konnte dies in vitro fur FolEis2, welches ebenfalls nur unter
Mangelbedingungen exprimiert wird und an der Synthese von Pterin-Co-Faktoren beteiligt ist
(Nichol et al., 1985). Unter dieser Bedingung sind CobW2/3 vermutlich nicht mit Zink beladen,
da die Zinkspeicher in der Zelle aufgebraucht wurden. Steigt die interne Zinkkonzentration in
der Zelle bindet Zur als intrazelluldrer Sensor Zink und bindet als Repressor an die Zur-
Bindeboxen, wobei die Expression von cobW: zunéchst reprimiert ist. ZupT sorgt bei leicht
erhohten Zinkkonzentrationen fur die Aufnahme von Zink, welches durch CobW.;3 vermutlich
gespeichert wird, um es an Targetproteine weiter zu geben. Aus den Daten wurde CobW: als
moglicher primérer Speicher fir Zink identifiziert und CobWs wirkt unterstiitzend und
komplementierend. Steigt die Konzentration des Zinks in der Zelle weiter an, fungiert Zur als

Repressor, reprimiert die Expression von cobWa;3 aber nicht vollstandig. Demnach werden bei
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steigenden Zinkkonzentrationen im Zytoplasma vermutlich alle Zinkbindestellen von CobWay3
besetzt werden und CobWs sorgt durch die Belieferung von Effluxsystemen fur die
Aufrechterhaltung der Homoostase. Sowohl CobW- als auch CobWs3 sind bei dieser Bedingung
vermutlich auch an der Ubergabe von Zink auf Zink-abhangige Proteine verantwortlich.

Zinkmangel Zinkiiberschuss

e

Abbildung 39: Darstellung der hypothetischen Funktionen der Chaperone CobWuq2iz in der Zelle. Unter
Zinkmangel (in rot) und bei Zinkiberschuss (in griin) werden die Chaperone unterschiedlich stark exprimiert, was
an der Regulation durch Zur liegt. Wenn in den Zellen ein Zinkmangel vorherrscht, werden alle Gene des Zur-
Regulons exprimiert, da Zur kein funktionelles Zink gebunden hat. Zinkiberschuss in der Zelle fiihrt zur
Repression der Gene, wobei cobW; am stérksten reprimiert wird, gefolgt von zupT und den Genen des Zur-
Clusters, welche konstitutiv exprimiert werden (TEM-Aufnahme Dr. N. Wiesemann und Dr. G. Hause).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Aspekte in der Zinkhomoostase des Modellorganismus

C. metallidurans untersucht, die Aufschluss Uber das Zur-Regulon und dessen Funktion bei der

Ubergabe und Speicherung von Zink lieferten.

1.

cobWyz, zur und zupT bilden ein Regulon, kontrolliert durch den
Zinkaufnahmeregulator Zur, welcher im Promotorbereich der Gene bei steigenden
intrazellularen Zinkkonzentrationen an die Zur-Bindeboxen bindet, die Expression
reprimiert und unter Zinkmangel sich vom Bindemotiv 16st. Diese Hypothese konnte in
EMSA’s und mit Hilfe von Reportergenfusionen mit lacZ verifiziert werden.

Im Azur erhoht sich der Zinkgehalt in den Zellen im Vergleich zum AE104 und ist im
Stamm Azur ¢(cobW: ‘::lacZ)299 vermindert und sogar unterhalb des AE104 Gehaltes.

Die P-loop GTPasen CobW13 sind in C. metallidurans an der Aufrechterhaltung der
Metallhomdostase beteiligt. So kommt es durch die Deletion aller Chaperone im CH34
zu einer Zinksensitivitat. AufRerdem flihren die Deletionen zu Nickel- und Kobalt
sensitiven Phanotypen. Das veranderte Verhalten in Bezug zu diesen beiden Metallen
zeigt sich auch in den verminderten Nickel- und Kobaltgehalten in den Zellen und l&sst
auf eine gestorte Metallhomgostase, einhergehend mit einer Fehlleitung der Metalle
schlieBen. In den Stammbhintergriinden des AE104, AzupT und Azur konnten die
gleichen Phénotypen beobachtet werden, wobei es keine Unterschiede im Metallgehalt
gibt.

Eine Deletion eines oder mehrerer Gene des Zur-Regulons in der
Effluxdeletionsmutante Ae4 hat in jedem Fall einen Einfluss auf die Resistenz

gegenlber Cadmium, wobei der IC50-Wert um bis zu Faktor 10 vermindert ist.

Die Expression von cadA ist durch die Deletionen des cobWs-Clusters und cobWs bei

Zugabe von Zink erhéht.

Proteinbiochemische Untersuchungen der Chaperone zeigten, dass CobW1/2/3 Zink mit
hoher Affinitat binden, wobei CobW. die hochste und CobW: die niedrigste
Bindekapazitat besitzt. Dieses Resultat konnte in Konkurrenzexperimenten mit Zincon

und in Co-Faktorbestimmungen mittels ICP-MS ermittelt werden. Eine Veranderung
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Zusammenfassung

der Sekundar- und Tertiarstruktur durch die Bindung von Zink konnte durch CD-

Spektroskopie nicht gezeigt werden.

Die Chaperone CobW1.3 interagieren in vitro mit FolE2, einem Protein aus der
Folatbiosynthese, welches einen Metall-Co-Faktor benétigt und im cobW;-Cluster
kodiert ist. Pulldown-Experimente fiihrten zur Bestatigung dieser These. Weitere
maogliche Interaktionspartner konnte nicht identifiziert werden, allerdings wurden in
Pulldowns mit den Chaperonen und dem Rohextrakt des Stammes Azur maogliche

Kandidaten gefunden.
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6 Ausblick

Aufgrund der publizierten Zur-Bindeboxen von Haas et al.,, 2009 konnten in vitro
Untersuchungen zur Bindung von Zur vorgenommen werden, allerdings weisen die
palindromischen Sequenzen in den Promotorbereichen der Gene Unterschiede auf, was auf
variable Affinitaten hinweist. Um zu kléaren, welchen Einfluss einzelne Basenaustausche auf
die Affinitat haben, sollten Mutageneseexperimente durchgefiihrt werden. Dadurch ist eine
Aufklarung der idealen Zur-Bindebox maglich. Zusétzlich zu den bisher durchgefiihrten EMSA
konnten auch SRP- und ITC-Experimente durchgefuhrt werden, was eine Bestimmung der
Bindungsaffinitdt ermoglichen wirde. Bei SRP-Versuchen am Biacore wird eines der
Molekiile, in diesem Fall Zur an einem Chip immobilisiert und der Analyt in verschiedenen
Konzentrationen Uber die Probe gegeben. Anderungen an der Chip-Oberflache konnen
gemessen und analysiert werden (Myszka et al., 1998; Jason-Moller et al., 2006). Im Gegensatz
dazu werden ITC-Messungen mit definierten Mengen an Liganden durchgefihrt, die sich in

Losung befinden und zeitabhéngig die Entstehung von Energie gemessen (Krell et al., 2014).

Die Bestimmung der Bindeaffinitat sollte allerdings auch flr die Chaperone CobW1/2/3 erfolgen,
indem mittels ITC die Bindung von Zink und anderen Metallen an die Proteine untersucht wird.
Dies wirde Aufschluss Gber die Spezifitat und die Bindungsstarke liefern (Quinn et al., 2016).
Dieses Experiment geht einher mit der Erstellung von Punktmutationen zur Identifizierung der
Metallbindestellen. Das ist jedoch nicht das einzige proteinbiochemische Experiment, welches
noch getétigt werden muss. Bis zum derzeitigen Zeitpunkt ist die GTPase Funktion der Proteine
nicht geklart. Ob die Bindung von Zink, die Abgabe von Zink oder die Bindung eines
Targetproteins zur Hydrolyse von GTP flhrt, konnte noch nicht geklart werden. Da
zeitabhdngige Experimente bisher nicht funktionierten, weil die Autohydrolyse des GTP ein
mdogliches Signal der GTPase Uberlagerte, ist die Bestimmung von GTP, GDP und GMP
beispielsweise mittels HPLC, wie von Rubio et al., 2004 publiziert, eine Alternative. Eine
guantitative Bestimmung mittels ICP-MS stellte sich aufgrund der Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen als schwierig heraus, konnte allerdings unter zu Hilfenahme eines Element2
der ICP-MS Serie von Thermo Fisher erfolgen. Mit diesem Gerat ist es mdglich in tieferen
Bereichen zu messen. Auch die Diskriminierung zwischen GMP, GDP und GTP mittels HPLC
ist eine Alternative fir die Bestimmung des gebundenen Nukleotids (Hubertand Porath, 1980;
Rubio et al., 2004).
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Im Zusammenhang mit der Nukleotidbestimmung sollte, wie bereits erwéhnt, die Bindung an
einen Interaktionspartner nicht aufler Acht gelassen werden. Hierfur muss auch dieses
Experiment validiert werden. Im Moment konnte eine Interaktion der Chaperone mit FolEg2
ausschlieBlich mit einem Pulldown nachgewiesen werden. Durch Inkubation der beiden
Proteine auf einer Gelfiltrationssaule mit variierenden Konditionen koénnen die
Bindungsbedingungen gefunden werden und durch zusétzliche Experimente ermittelt werden,
ob das GTP hydrolisiert wurde. Anschlielend muss der Trigger fur die Freilassung des
Targetproteins identifiziert werden. Um den Ubergang von Zink auf das Targetprotein zu
zeigen, konnten die Chaperone mit radioaktiv markiertem Zink beladen werden. Nach der
Ubertragung des Co-Faktors und dem Freilassen des Targetproteins, kdnnen die Proteine durch
eine Chromatographie getrennt werden und das Zink in den Proteinen gemessen werden. Auch
in diesem Fall wirden die ITC-Messungen Aufschluss tber die Bindungsstarken der Protein-
Protein-Interaktion liefern (Damian, 2013). Nach der Ubergabe des Co-Faktors an FolEg;
musste die Aktivitat des Proteins bestimmt werden, was photometrisch durch den Umsatz von
GTP erfolgen kann (Lehmann et al., 2009).

Weitere Untersuchungen der Proteine kénnen auf Basis einer Kristallstruktur erfolgen. Zu
diesem Zweck missten die gereinigten Proteine mit und ohne Bindung von Metall bzw.
Nukleotiden oder Interaktionspartnern fir die Kristallisation in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. M. Stubbs durchgefiihrt werden. Dies wiirde Aufschluss Uber die

Metallbindestellen, das Interaktionsface und die Konformation der Chaperone geben.

Nicht zu vergessen ist die Vervollstandigung der physiologischen Daten mit sauberen
Deletionsmutanten aller Gene der Chaperone und der Komplementation der moglicherweise
auftretenden Phéanotypen. Das experimentelle Set up beinhaltet Wachstumskurven, Dose
Response und MIC, aber auch die Bestimmung des Metallgehalts und der Zinkaufnahmeraten
(Nies and Silver, 1989). Da EDTA Metallionen im extrazellularen Raum bindet, um den
Mangel zu erzeugen, waren physiologische Experimente mit membrangangigen Chelatoren
denkbar. Ein moglicher Kandidat wéare TPEN, welches mit den Chaperonen im Zytoplasma in
Konkurrenz treten wirde (Cho et al., 2007). Wird davon ausgegangen, dass die Chaperone sich
gegenseitig komplementieren kdnnen, dann missen auch die fehlenden Reportergenfusionen in
den Einzel- und Doppeldeletionsmutanten gemessen werden. Da CobW1/2/z mit FolEg2 einem
Protein der Folatbiosynthese interagieren, konnte in den Deletionsmutanten auch die Funktion
des Enzyms getestet werden, wobei mittels HPLC die Reaktionsprodukte im Rohextrakt

identifiziert werden kénnen (Nakanishi et al., 1990).
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11 Anhang

Anhang

11.1 Bakterienstamme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind in Tabelle 19

aufgelistet, wobei die Nomenklatur der Genotypen nach dem Journal of Bacteriology erfolgte

(http://jb.asm.org/site/misc/journal-ita_nom.xhtml).

Tabelle 19: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/Herkunft
Escherichia coli
XL1-Blue plasmidfrei recAl, endAl, gyrA96, thi-1, Stratagene GmbH,
hsdR17, relAl, supE44, lac (F°, Heidelberg (Bullock et
proAB, laclgZAM15, Tn10), tet? al., 1987)
Rosetta (DE3) pLysS pLysSRARE F-, ompT, gal, dcm, lon, hsdSg, (rs= Stratagene GmbH,
mg)ADE3), pLYsSRARE; camR; Heidelberg
BL21 (DE3) Derivat fur
rekombinante Expression
S17/1 plasmidfrei pro, Tra* recA Simon R, 1983
VS208 pASK-IBA7 Expressionsvektor mit N-terminalem  IBA-GmbH, G6ttingen
Strep-tag®Il, ampR
VS218 pCM157 Expressionsvektor fir die Cre- Marx and Lidstrom, 2002
Rekombinase des cre-lox-
Systems; tetR
VS585 pECD794-1 pLO2::lacZ fiir lacZ-Transkriptions-  Scherer and Nies, 2009
fusion
in C. metallidurans; kanR
VS600 pRHB152 PET28A TEV, kanR Novagen, Californien
(USA)
VS619 plasmidfrei F-, ompT, gal, dcm, lon, hsdSg, (rs” diese Arbeit
mg’)A(DE3); Rosetta (DE3) Derivat
fir rekombinante Expression
VS621 pG-Tf2 Expressionsvektor  fur Helfer- diese Arbeit
chaperone GroEL/GroES; cmR
VS622 pG-Tf2 VS619 mit pG-Tf2; cmR; Expression diese Arbeit
I6slicher Proteine
VS623 pCold BL21 (DE3) mit pCold/pG-Tf2; cm®  TaKaRa Bio Inc., Shiga
R
0G-Tf2 amp (Japan)
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Fortsetzung Tabelle 19: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/Herkunft

Escherichia coli

VS624 pTH24::tev PET24-Derivat flir Expression Tev- van den Berg et al., 2006
Protease mit C-terminalem His-tag;
AmpR

ECA61 pECD795 zntA in pECD1794-1 fiir Operon-lacZ- Legatzki et al., 2003
Fusion ¢(zntA-lacZ), kan®

ECAG2 pECD796-1 cadA in pECD1794-1 flr Operon-lacZ- Legatzki et al., 2003
Fusion p(cadA-lacZ), kanR

ECA483 pECD1003 lacZ, sacB; kmR, tetR, ampR; Derivat Scherer and Nies, 2009
von pCM184 (Rekombinationsvektor
cre-lox-System) mutierte loxP66 &
loxP71

ECAT779 pECD1204 pECD794-1 Derivat mit Rmet_1098 als  Schiittau, 2013
Pstl/Xbal Fragment
p(cobW;‘::lacZ)354, kanR

ECA814 pECD1239 pET28A TEV Derivat cobW; als Bauer, 2013
Sacl/BamHI-Fragment kloniert, kan®

ECA815 pECD1240 PET28A TEV Derivat cobW, als Bauer, 2013
Sacl/BamHI-Fragment kloniert, kan®

ECA816 pECD1241 PET28A TEV Derivat cobWs als Bauer, 2013
Sacl/BamHI-Fragment kloniert, kan®

ECA819 pECD1244 pPECD794-1 Derivat mit cobW, als Bauer, 2013
Pstl/Xbal Fragment fur
p(cobW-*::lacZ)299, kanR

ECA914 pECD1339 pASK-IBA7 Derivat mit zur als Schmidtetal., 2014
Sall/Xbal Fragment, ampR

ECB018 pECD1442 fieF in pECD1794-1 flr Operon-lacZ- Schmidt, 2016
Fusion p(fieF-lacZ), kan®

ECB187 pECD1605 pECD1003-Konstrukt ~ fir  cobW,- diese Arbeit
Deletion mittels cre-lox-System

ECB188 pECD1606 pPECD1003-Konstrukt ~ fur  cobWs-  diese Arbeit
Deletion mittels cre-lox-System

ECB189 pECD1607 pPECD1003-Konstrukt ~ fir  cobW;-  diese Arbeit
Cluster (Rmet_1098 bis Rmet 1103)
Deletion mittels cre-lox-System

ECB190 pECD1608 cobWs; in pECD1794-1 fir Operon- diese Arbeit
lacZ-Fusion ¢(cobWs-lacZ), kan®

ECB191 pECD1609 cobW, in pECD1794-1 fir Operon- diese Arbeit

lacZ-Fusion g(cobW,-lacZ), kan®
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Fortsetzung Tabelle 19: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/Herkunft
Escherichia coli
ECB195 pECD1612 dmeF in pECD1794-1 flr Operon-lacZ- diese Arbeit
Fusion ¢(dmeF-lacZ), kan®
ECB194 pECD1611 pASK-IBA3 Derivat mit Rmet_1099 als diese Arbeit

Sacl/Ncol Fragment, ampR

Cupriavidus metallidurans

CH34

AE104

DN515

DN578

DN579

DN728

DNB817

DN818

DN819

DNB820

DN821

DN822

DN823

DN824

DN825

DN826

DN828

pMOL28
PMOL30

plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

pECD1244

plasmidfrei

pMOL28
pMOL30

pMOL28
pMOL30

plasmidfrei
plasmidfrei

pMOL28
pMOL30

plasmidfrei

pECD1244

pECD1244

plasmidfrei

AE104AzupT
AE104AzntAAcadAAfieFAdmeF (Aed)

AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAzupT
(AedAzupT)

AE104Azur

AE104Azur mit Disruption
p(cobW,*::lacZ)299

AE104AcobWs

CH34AcobW;

CH34AcobW;-Cluster

AE104AzurAcobWs
AE104Azur AcobW;-Cluster

CH34AcobW;-ClusterAcobWs

AE104AzupTAcobWs

AE104AzurAcobWs  mit  Disruption
p(cobW,*::lacZ)299

AE104AzurAcobWs-Cluster mit
Disruption g(cobW,*::lacZ)299

AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAcobW;-
Cluster

Mergeay et al., 1985

Mergeay et al., 1985
Kirsten et al., 2011
Scherer and Nies, 2009

Herzberg et al., 2014a

Schmidt et al., 2014

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Fortsetzung Tabelle 19: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/Herkunft
Cupriavidus metallidurans
DN829 pMOL28 CH34 mit Disruption ¢(cobW,*::lacZ)299 diese Arbeit
pMOL30
pECD1244
DN830 pMOL28 CH34AcobWs mit Disruption diese Arbeit
pMOL30 p(cobW,*::lacZ)299
pECD1244
DN831 pMOL28 CH34AcobW:-Cluster ~ mit  Disruption diese Arbeit
pMOL30 p(cobW,*::lacZ)299
DN832 pMOL28 CH34AcobW:-ClusterAcobWs mit Disruption diese Arbeit
pMOL30 p(cobW,*::lacZ)299
pECD1244
DN833 plasmidfrei AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAcobWs diese Arbeit
DN834 plasmidfrei  AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAzupTAcobWs  diese Arbeit
DN835 pECD1204 AE104AzupTAcobWs mit Disruption  diese Arbeit
p(cobW,‘::lacz)354
DN836 pECD1244  AE104AzupTAcobWs mit Disruption  diese Arbeit
p(cobW,*::lacZ)299
DN837 pECD1204 AE104AcobWs mit Disruption  diese Arbeit
p(cobW,‘::lacZ)354
DN838 pPECD1244  AE104AcobWs mit Disruption  diese Arbeit
p(cobW,*::lacZ)299
DN839 PECD1244  AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAcobW:- diese Arbeit
Cluster mit Disruption ¢(cobW,*::lacZ)299
DN840 pECD1204 AE104AzurAcobWs; mit Disruption diese Arbeit
p(cobW,‘::lacz)354
DN841 pECD1204 AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAcobWs mit diese Arbeit
Disruption ¢(cobW;::lacZ)354
DN842 pECD1204 AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAzupTAcobWs;  diese Arbeit
mit Disruption g(cobW;::lacZ)354
DN843 PECD1244  AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAcobWs mit  diese Arbeit
Disruption g(cobW,*::lacZ)299
DN844 pPECD1244  AE104AzntAAcadAAfieFAdmeFAzupTAcobWs  diese Arbeit

mit Disruption ¢(cobW,*::lacZ)299

156



Anhang

11.2 Ubersicht der fiir die Klonierungen verwendeten Primer und Kontrollprimer

In der vorliegenden Arbeit wurden die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten Primer flr die

Klonierung, Sequenzierung und Kontrolle verwendet.

Tabelle 20: Ubersicht der verwendeten Primer

Name/Orientierung
>/€

5¢>3¢ Sequenz?

Beschreibung

Disruptionsprimer

Rmet_0125 Pstl Dis >

Rmet_0125 Xbal Dis >

Rmet_0127 Pstl Dis >

Rmet_0127 Xbal Dis <

Rmet_0128 Pstl2 Dis >

Rmet_0128 Xbal Dis <

Rmet_1098 Pstl Dis >

Rmet_1098 Xbal Dis €

AAACTGCAGCCGCTTCTTGCAGGACTA
C

AAATCTAGATTGCCAGCCGGCGGCGTT
AAACTGCAGGCTCGACAAGCAGGAAG
AAG

AAATCTAGAGCAATCGGTGCCGCAGTG
T

AAACTGCAGACATGCGGCTGCGTCCGA

AAATCTAGAGTCGTTGCCGGCGCGTTT

AAACTGCAGGGCCGCAGTCTCAATGAG
G

AAATCTAGAGGGCGCTTTCGATGCTTC
C

Disruptionsprimer bindet 318 bp
stromaufwérts vom AT Grmet o125

Disruptionsprimer bindet 591 bp
stromabwaérts vom TGARmet 0125

Disruptionsprimer bindet 412 bp
stromaufwérts vom AT Ggrmet o127

Disruptionsprimer bindet 376 bp
stromabwarts vom TGARmet o127

Disruptionsprimer bindet 17 bp
stromaufwarts vom AT GRrmet 0128

Disruptionsprimer bindet 231 bp
stromabwarts vom TGARmet o128

bindet ca. 270 bp stromaufwaérts
vom Start-Cordon AT Grmet_1098

bindet ca. 550 bp strom-abwaérts
vom Stopp-Cordon TGARmet 5377

Testprimer fur die Disruption

Rmet_0128 Dis Test >

Rmet_1098 lacZ Test >

GCCGGAACCACTCGAAATTG

TGTTGCCACGCTCGTCCCTTTG

Testprimer  bindet 15 bp
stromaufwérts vom AT Grmet o128

Testprimer, ca. 260 bp
stromaufwarts vom Start-Codon
ATGRrmet 1008

Primer fur cre-lox Mutagenese

Cre 0125 Age >

Cre 0125 Apa €

Cre 0125 Notl »>

Cre 0125 Ncol 2>

AAAACCGGTTCGAATCCGGCGACTATG
GCTG

AAAGGGCCCGATGATCGATGTTGATGC
AACAAAG

AAAGCGGCCGCAGTCCTGCACCCTCTC
TC

AAACCATGGCCAGGTTGGCTGGCTTGA
Cc

bindet 332 bp strom-abwarts vom
ATGcobW3

bindet direkt strom-abwarts vom
ATGcobW3

bindet direkt strom-aufwarts vom
TGAcobWS

bindet 311 bp strom-aufwarts
vom TGAcobws
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Cre 0127 Age »> AAAACCGGTACCGCGTGACCGTGTACC  bindet 355 bp strom-abwarts vom
G ATGcobWZ

Cre 0127 Apa €« AAAGGGCCCGTTGTGGTACTCCGAGAA  bindet direkt strom-abwérts vom
AA ATGcobWZ

Fortsetzung Tabelle 20: Ubersicht der verwendeten Primer

Name/Orientierung 5¢>3¢ Sequenz? Beschreibung
>/€

Primer fur cre-lox Mutagenese

Cre 0127 Notl »> AAAGCGGCCGCCTTTACGTTTAGTGCGC  bindet direkt strom-aufwarts
CATC vom TGAcobWZ
Cre 0127 Ncol > AAACCATGGCTCTCTACGCGTCGAAGAG  bindet 310 bp strom-aufwérts
TG vom TGAwbw2
Cre 1098 Mun -> AAACAATTGGTTACCCACTTCGGATACG  bindet 385 bp strom-abwaérts
vom ATGcopw1
Cre 1098 Not <« AAAGCGGCCGCGGGGATTTGGTTTGCCC  bindet direkt strom-abwaérts
G vom ATGcoij_
Cre cobW;-Cluster AAAGGGCCCAATCAGGCGGCAGGGG bindet direkt stromaufwarts
Apa~> vom T GARmet_1103

Cre cobWsi-Cluster AAAACCGGTAAGGTAACCGGCGATATG bindet 296 bp stromaufwarts
Age& vom T GARmet_1103

Primer zur Amplifizierung des Promotorbereiches

Cre 0128 Age > AAAACCGGTTCTCGCGCTTGCTGTAGG bindet 399 bp strom-abwaérts
vom ATGaur
Cre 0128 Apa < AAAGGGCCCGCGAAGGATTTAACCATAG bindet direkt strom-abwérts
G vom ATGaur
Cre 0126 Age > AAAACCGGTCGTTTAGTGCGCCATCAGA  bindet direkt strom-abwérts
Cc vom AT Ggisa
Cre 0126 Apa < AAAGGGCCCGGGGACACCTCTCTACG bindet 319 bp strom-abwarts
vom AT Ggsa
zupTp Hindlll-> AAAAAGCTTCTGCGCTGGCCGCTTCTTC bindet 293 bp strom-abwarts
vom GTGgypr
zupTp Kpnl < AAAGGTACCCGATTAACGCAACAATGTT  bindet direkt strom-abwérts
GC vom GTGaypr
zupTp2 Spel> AAAACTAGTTGGCGCCTGCCCGACTC bindet 158 bp strom-abwarts
VOITI ATqupT
zupTp2 Kpnl< AAAGGTACCCACCATGCGCTCCACCAC bindet direkt strom-abwaérts
VOITI ATqupT
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Rmet_1102 CATGTTGCGGATTCCTG

Rmet_1102 CTTCTTGCTGGTGGATG

bindet direkt strom-abwarts
vom AT Grmet_1102

bindet 263 bp strom-abwarts
vom AT Grmet_1102

Fortsetzung Tabelle 20: Ubersicht der verwendeten Primer

Name/Orientierung 2>/&

5¢>3¢ Sequenz?

Beschreibung

Expressionsprimer

1098 BamHI His >

1098 Sacl His <

pRHB152 0127 BamHI >

pRHB152 0127 Sacl <

pRHB152 0125 BamHI >

pRHB152 0125 Sacl <

pASK3 Rmet_1099 Sacl->

pASK3 Rmet_1099 Ncol <

AAAGGATCCCTTCCAGCCAAGCTTCC
TG

AAAGAGCTCAGTGTCAGGGCCAGTCA
GG

AAAGGATCCTCCAAACTGATTCCGGT
CACG

AAAGAGCTCTAAAGTCAGGCGAGGC
AGGC

AAAGGATCCGCCGTTCGTCTGCCCGT
CA

AAAGAGCTCTCAGTGTGCATGTCCGC
AATC

AAAGAGCTCCGCCCAGGACATTGGG
GATGC

AAACCATGGGCGGCCACCTCCCGTGA
ATG

5¢ kodierender Bereich von cobW;
ohne  Start-Codon fir die
Klonierung in pRHB152

3¢ kodierender Bereich von cobW;
mit  Stopp-Codon  fur  die
Klonierung in pRHB152

5¢ kodierender Bereich von cobW-
ohne  Start-Codon  fir die
Klonierung in pPRHB152

3¢ kodierender Bereich von cobW;
mit  Stopp-Codon  fur  die
Klonierung in pPRHB152

5¢ kodierender Bereich von cobWs
ohne  Start-Codon fir die
Klonierung in pRHB152

3¢ kodierender Bereich von cobW3
mit  Stopp-Codon  fur  die
Klonierung in pRHB152

5¢ kodierender Bereich von
Rmet_1099 ohne Start-Codon fir
die Klonierung in pASK-IBA3

3° kodierender Bereich von
Rmet_1099 ohne Stopp-Codon flr
die Klonierung in pASK-IBA3

Primer fur die Konstruktion der lacZ-Reportergenfusion

cobWs-lacZ Pstl >

cobWs-lacZ Xbal 2>

cobW;-lacZ Pstl >

AAACTGCAGCAGCGATCGACGCCGA
AG

AAACTGCAGCAGCGATCGACGCCGA
AG

AAACTGCAGATCGCGTCGTTCGTCTT
C

bindet 329 bp stromabwaérts vom
TGAcobWS

bindet direkt stromabwarts vom
TGAcobWS

bindet 285 bp stromabwarts vom
TGAcohWZ
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cobW,-lacZ Xbal > AAATCTAGATAAAGTCAGGCGAGGC
AG

dmeF-lacZ Pstl > AAACTGCAGAGCGGGACGGTGCTGC
TC

dmeF-lacZ Xbal > AAATCTAGATTGCCGCCTAGTGACGG
TG

bindet direkt stromabwarts vom
TGAcobWZ

bindet 315 bp stromabwarts vom
TAdeeF

bindet direkt stromabwarts vom
TAdeeF

Fortsetzung Tabelle 20: Ubersicht der verwendeten Primer

Name/Orientierung =>/€ 5‘>3¢ Sequenz?

Beschreibung

Sequenzierungs- und Vektorprimer

PASK up < CGGTAAACGGCAGACAAAAAAAATG
pASK down > AAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAA
A

lacZ Ralsti fusion Test < CACAGATGAAACGCCGAGTTAACG

pLO2 lacZ 5519 > GGCGAAAATCGTGTGTTGAGGC
T7termup € CCGCTGAGCAATAACTAG

T7 prom down > CCTATAGTGAGTCGTATTA
pBBR fwd < TAACCAATAGGCCGACTGCG
pBBR reverse > CGGCTCGTATGTTGTGTGGAA
pGEM fwd > GCGAAAGGGGGATGTGCTGC
pGEM rev & CGCCTGCAGGTCGACCATAT
Kan 1909 > CCTATGGAACTGCCTCGGTGA
Kan 1362 < TAACATACCTTCGGGCTACG

Sequenzierungsprimer  fur die
pASK-IBA3/pASK-IBA7
Konstrukte

Sequenzierungsprimer  fur die
pASK-IBA3/pASK-IBA7
Konstrukte

Sequenzierungs-/Test-primer  fir
die pECD794-1 Konstrukte

Sequenzierungs-/Test-primer  fir
die pECD794-1 Konstrukte

Sequenzierungsprimer  flir  die
pRHB152 Konstrukte

Sequenzierungsprimer  fir  die
pRHB152 Konstrukte

Sequenzierungsprimer  flir  die
pBBR1MSC-2 Konstrukte

Sequenzierungsprimer  fur  die
pBBR1MSC-2 Konstrukte

forward Sequenzierprimer (ABI)
fir pGEM-T Easy-Konstrukte

reverse Sequenzierprimer (ABI)
fur pPGEM-T Easy-Konstrukte

Test flr Fragmenteinbau in
pCM184, bindet in Km-Kassette

Test flr Fragmenteinbau in
pCM184, bindet in Km-Kassette

Primer zur Uberpriifung der Megaplasmide in C. metallidurans

czcA Ndel 5932 > AAACATATGACGGGGGTGGAAGGCA
AGATGTT

czcA Xbal 6459 < AAATCTAGAGGATGGCGGACAGACG
TTCGGCA

Ndel-Schnittstelle liegt in der
Mitte von czcA

Xbal-Schnittstelle liegt in der
Mitte von czcA

160



Anhang

cnrA Ndel 1539 > AAACATATGCTCTGCCTTCGTGCTCG  Ndel-Schnittstelle liegt in der
CTCA Mitte von cnrA

cnrA Xbal 1962 < AAATCTAGAGCCATTCGCTTTTCGGTT  Xbal-Schnittstelle liegt in der
TCAGA Mitte von cnrA

A Fiir die Klonierung relevante Schnittstellen, die neu eingefiihrt wurden, sind unterstrichen. Nicht unterstrichene
Schnittstellen wurden nicht fiir die Klonierung verwendet.

11.3 Zur bindet Zink mit hoher Affinitat

Fur die Optimierung der EMSA wurde eine Holo- und eine Apo-Form des rekombinanten
Strep-Zur hergestellt. Das Protein wurde als Holo-Strep-Zur mit einer GréfRe von 28. kDa
gereinigt (siehe 3.4.1; Abb. 40). Holo-Strep-Zur mit 2.9 + 0.8 mol Zn/mol Protein diente als
Grundlage fur das Apo-Protein und wurde durch Inkubation mit EDTA und anschlieRender
Eliminierung der EDTA-Metall-Komplexe hergestellt (siehe 2.3.8). Die Co-Faktorbestimmung
ergab fur das Apo-Protein einen Zinkgehalt von 0.9 = 0.2 mol/mol Protein (Tabelle 21).

AM123456789

55kDa

35kDa
25kDa |

Abbildung 40: Coomassie-Blau-Farbung und Autoradiogramm nach Western-Blot der Reinigung des
rekombinanten Strep-Zur. Strep-Zur wurde per Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie gereinigt und die
Proteine in den Fraktionen mittels Coomassie-Blau-Farbung einer 12,5 %igen SDS-PAGE (A) und Western-Blot
(B) mit 1: 100 000 Strep-Tactin-HRP-Konjugat detektiert. Es wurden 25 g Gesamtprotein vom Zelltrimmerpellet
(1), loslicher Fraktion (2), Durchfluss (3) und erster Waschfraktion (4) aufgetragen. Von der letzten Waschfraktion
(5) und den Elutionsfraktionen (6-9) wurden jeweils 20 ul der Fraktionen aufgetragen. Als GroRenstandard diente
der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.

Tabelle 21: Metallgehalt Apo-Strep-Zur und Holo-Strep-Zur.

Metall [mol/mol Protein]

Zn Mg Fe Ni Co Cd
Apo-Strep-Zur 0.93%022 0.09*010 0.06%004 0.01%001 0.00%000 0.00*000
Holo-Strep-Zur | 2.93%07 0.06%004 0.04%008 0.01%001 0.00*000 0.00%000

Die Reinigung des Proteins erfolgte mittels Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie ohne Chelatoren im Puffer,
was ein Holo-Protein zur Folge hatte. Im nachsten Schritt wurde ein Apo-Protein durch Zugabe eines 10fachen
Uberschusses an EDTA hergestellt und die gebundenen Metalle mittels ICP-MS bestimmt (n=3).
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11.4 Zur bindet nicht als Apo-Protein an den Promotorbereich von cobW:

Fur den Nachweis einer Zink-abhangigen Interaktion zwischen Zur und den Zur-Bindeboxen
wurde die Apo-Form des Proteins, mit 0.9 £ 0.2 mol Zn/mol Protein, in den EMSA eingesetzt
und mit cobWsy, inkubiert. Eine Bindung des Proteins konnte unter dieser Bedingung nicht
beobachtet werden (Abb. 41A/D).

Durch Zugabe von 100 uM ZnCl> zum Ansatz sollte eine Metallierung wéhrend des
Experiments erreicht werden. Ein beginnender Schmier und somit die Bindung von Zur an
CobWyyp, ist ab einem Verhéltnis von 1:15.7 (Abb. 41B/E Spur 3) zu beobachten, wobei eine
verzogert laufende Bande nach der Silberfarbung bei einem Verhéltnis von 1:23.7 (Spur 4) auf
Hohe der 1 500 bp Markerbande erkennbar ist.

Fur die Umkehrung dieses Versuchs wurde Holo-Strep-Zur eingesetzt und dem EMSA 100 uM
EDTA zugefugt. Die Zugabe von EDTA verhindert nicht die Bindung des Proteins an cobWxy,
denn bei einem Verhaltnis von 1:15.7 ist die DNA geshiftet (Abb. 41C/F Spur 3), was an einer

verzogert laufenden Bande bei einer Hohe von 2 000 bp zu sehen ist.
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Abbildung 41: Ethidiumbromid- (A-C) und Silberfarbung (D-F) einer nativen 10 %igen PAGE nach EMSA
von 0.68 pmol cobW1ip mit Apo-Strep-Zur (A,D), Apo-Strep-Zur + 100 uM ZnCl2 (B,E) und Holo-Strep-Zur
+ 100 pM EDTA (C,F) (Biitof etal., 2017). DNA von cobW,, wurde mit 0, 5.4, 10.7, 16.1, 21.4, 26.8, 40.2 oder 53.6
pmol (Spur 1-Spur 8) Apo-Strep-Zur bzw. Holo-Strep-Zur fur 30 min bei 30 °C inkubiert. In Spur 9 sind 53.6
pmol des Proteins ohne DNA als Kontrolle aufgetragen. Der 1 kb DNA-Ladder diente als GroRenstandard (M).

11.5 EMSA mit Kontrollbereichen von dksA, zupT und cobW-

Um zu uberprifen ob die Bindung von Zur an DNA spezifisch erfolgt, wurden Kontrollbereiche
ohne annotierte Zur-Bindebox im zur-Cluster und in ndherer Umgebung des alternativen Start-
Codons von zupT untersucht. Dies waren DNA-Abschnitte upstream des Start-Codons von
cobW,, dksA und 156 bp downstream vom GTG von zupT (ATG). Fur alle getesteten DNA-
Bereiche konnte kein Shift bei steigenden Holo-Strep-Zur beobachtet werden (Abb. 42). Die
Interaktion des Regulators Zur mit DNA-Abschnitten ist daher spezifisch.
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Abbildung 42: Ethidiumbromidfarbung (A-C) und Silberfarbung (D-F) eines nativen 10 %igen
Polyacrylamidgels nach EMSA von 0.68 pmol cobWzp (A,D), dksAp (B,E) und zupTpz (C,F) mit Holo-Strep-
Zur (Butof et al., 2017). DNA der Promotorbereiche von wurde mit 0, 5.4, 10.7, 16.1, 21.4, 26.8, 40.2 oder 53.6
pmol (Spur 1-Spur 8) Holo-Strep-Zur fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. In Spur 9 sind 53.6 pmol des Proteins ohne
DNA als Kontrolle aufgetragen. Der 1 kb DNA-Ladder diente als GroRenstandard (M).

11.6 Konstruktion von C. metallidurans Deletions- und Disruptionsmutanten

Fur die physiologische Charakterisierung von CobWa/23 wurden Mutanten mit Hilfe des cre-
lox Systems erzeugt, deren Konstruktion im weiteren Verlauf am Beispiel von cobWs erklart ist
(Marx and Lidstrom, 2002; Abb. 43). Zundchst wurden ca. 300 bp Fragmente direkt
stromaufwarts des Start-Codons ATG und stromabwarts des Stopp-Codons TGA amplifiziert.
Die Fragmente wurden dann (ber die eingefiigten Restriktionsschnittstellen nacheinander in
den Rekombinationsvektor pECD1003 kloniert, welcher keinen origion of replication in C.
metallidurans besitzt, sodass sie eine Kanamycin-Resistenzkassette flankieren. Der E. coli-

Stamm S17/1 wurde mit dem daraus entstandenen Vektor pECD1606 transformiert und mit
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dessen Hilfe die C. metallidurans-Stdmme konjugiert. Im ersten Rekombinationsschritt ist der
Vektor in das Genom (ber die klonierten Sequenzen stromaufwarts bzw. stromabwarts des
Gens inseriert worden, was zur Bildung eines Cointegrates (single crossie) fiihrte. Erst mit dem
folgenden zweiten Rekombinationsschritt entstand die Kanamycin-Insertionsmutante. Die
markerlose Deletion wurde durch den darauffolgenden konjugativen Transfer des Vektors
pCM157 erreicht, auf dem das Gen cre aus dem P1-Phagen kodiert ist und dessen Expression
vom lacZ-Promotor aus E. coli gesteuert wird. Die Cre-Rekombinase erkennt die Kanamycin-
Kassette flankierenden loxP-sites und katalysiert die Exzision der Resistenzkassette. Die
Deletionsmutanten wurden durch PCR mit den beiden dufReren Deletionsprimern Uberpruft.
Dabei wurde in der Mutante ein durch den Deletionsbereich verkirztes PCR-Fragment
detektiert (Daten nicht gezeigt).

zur cobTV, disA cobWs;
— —>
<— <
PCR l PCR l
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—
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rer
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zur cob; dlesA loxP
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Abbildung 43: Konstruktion einer Gendeletion in C. metallidurans mittels cre-lox-System am Beispiel von
cobWs (nach Marx and Lidstrom, 2002). Upstream und downstream von cobWs wurden ca. 300 bp Fragmente
amplifiziert. Nach Klonierung dieser Fragmente in den Vektor pECD1003, der kan flankiert von loxP-sites tragt,
wurde der so konstruierte Vektor pECD1606 im E. coli Stamm S17/1 zur Konjugation mit CH34, AE104 und
Mutanten eingesetzt. In zwei nacheinander stattfindenden homologen Rekombinationsschritten wurde das Gen
gegen die Kanamycin-Resistenzkassette ausgetauscht. Die markerlose Deletion wurde durch den konjugativen
Transfer des Vektors pCM157 erreicht, auf dem das Gen cre der Cre-Rekombinase kodiert ist und die die Exzision
der Resistenzkassette bewirkt.
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Da es nicht mdglich war in allen Stammhintergrinden markerfreie Deletionen zu erzeugen
wurden zusatzlich Disruptionen erstellt. Dies erfolgte durch Insertion eines Suizid-Vektors
pECD794-1 (pLO2::lacZ), was am Beispiel von cobW> gezeigt ist (Abb. 44). Dazu wurde ein
zentral im Zielgen liegendes, etwa 350 bp groBes Fragment mittels PCR amplifiziert. Uber
eingefligte Restriktionsschnittstellen wurde das Fragment in die multiple cloning site des
Vektors pECD794-1 Kkloniert. Der E. coli-Stamm S17/1 wurde mit dem konstruierten Plasmid
transformiert und anschlielend erfolgte die Konjugation in die C. metallidurans-Stamme.
Durch ein homologes Rekombinationsereignis erfolgte die Insertion des Vektors in das Genom
von C. metallidurans, was zu einer Unterbrechung der kodierenden Sequenz des Zielgens
fihrte. Die korrekte Position der Insertion wurde mittels PCR bestatigt (Daten nicht gezeigt).
Dabei bindet ein Testprimer im Reportergen lacZ, das auf dem inserierten Plasmid kodiert ist
und ein Testprimer etwa 150 bp stromaufwarts der Insertionsstelle und damit aulRerhalb des

Rekombinationsereignisses.
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Abbildung 44: Konstruktion einer Disruption in C. metallidurans mit Hilfe des pLO2-Vektorsystems am
Beispiel von cobW>. Mit Hilfe abgeleiteter Primer wurde ein ca. 350 bp groRes Fragment zentral liegend in cobW-
amplifiziert. Das Fragment wurde in den Vektor pECD794-1 Kloniert und der E. coli-Stamm S17/1 mit dem
konstruierten Vektor pPECD1244 transformiert. Durch Konjugation erfolgte der Transfer in C. metallidurans. Uber
ein homologes Rekombinationsereignis inserierte der Vektor ins Genom.

11.7 Aufreinigung der rekombinanten Tev-Protease
Die Chaperone CobW12:3 wurden als rekombinante Proteine mittels His-Tag gereinigt. Dieser
Tag musste aufgrund seiner metallbindenden Eigenschaft entfernt werden. Am N-Terminus der
Proteine befindet sich eine Tev-cleavage site. Die Tev Protease schneidet in der Sequenz Glu-
Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly, zwischen Glutamin und Glycin. Die Expression im E. coli-Stamm
Rosetta erfolgte mit dem Plasmid pTH24::tev, welches von der AG Stubbs zur Verfugung
gestellt wurde, mit anschlieRender Reinigung einer aktiven Tev-His, mit einem
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Molekulargewicht von 33.4 kDa, Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie (siehe 2.3.1;
Abb.45).
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Abbildung 45: Nachweis der rekombinanten Tev-Protease in den Zellen und nach der Reinigung. Die
Expression erfolgte in TB-Medium bei 37 °C bis zum Erreichen der ODgoo=2, dann erfolgte ein Temperaturshift
auf 30 °C und die Induktion mit 0.1 mM IPTG fir 2 h. Die Zellen wurden geerntet, aufgeschlossen und die 16sliche
Fraktion vom Zelltrimmerpellet getrennt. Der Nachweis der Tev-His (33 kDa) erfolgte durch Farbung der SDS-
PAGE mit Coomassie-Blau (A) und Western-Blot (B) mit 1:2 500 Anti His-Antikorper und 1:5 000 Anti Mouse-
Antikorper. Aufgetragen wurden in A/B: (1) 50 pg Zellen vor Induktion, (2) 25 pg Zelltrimmerpellet vor
Induktion, (3) 25 ug lésliche Fraktion vor Induktion, (4) 50 ug Zellen nach Induktion, (5) 25 pg Zelltrimmerpellet
nach Induktion, (6) 25 pg Igsliche Fraktion nach Induktion. Panel C zeigt die Coomassie-Blau-Farbung nach der
Reinigung Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie. In Spur 1 wurden 5 pg Protein aufgetragen. Als
GrolRenstandard diente der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus.

11.8 Ermittlung einer Kalibriergeraden far die
GroRenausschlusschromatographie

Die size exclusion Chromatographie trennt Proteine der GroRe nach auf. Dies wird durch die
Matrix der S&ule ermdglicht, wobei grofiere Proteine und Substanzen friiher eluieren als
Niedermolekulare. Um Verunreinigungen nach der Affinitatschromatographie zu eliminieren
und potentielle Multimere voneinander zu trennen wurden die gereinigten rekombinanten
Proteine auf eine HiPrep 26/60 Sephacryl S-100 High Resolution S&ule mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0.5 mg/ml aufgetragen und mit Puffer A eluiert. Fir die Berechnung
der ProteingréfRen wurde eine Kalibriergerade unter zu Hilfenahme des GE Healthcare Gel
Filtration Kit LMW erstellt. 0.5 mg der Proteine Aprotenin, Ribunuklease, Carbonic
Anhydrase, Ovalbumin und Conalbumin wurden gemeinsam mit 0.5 mg Blue Dextran 2000 zur
Leervolumenbestimmung auf die S&ule aufgetragen. Das Chromatogramm zeigte 5 Peaks,
welche zur ldentifizierung der Proteine auf eine 12.5 %ige SDS-PAGE aufgetragen wurden
(Abb. 46A/Daten SDS-PAGE nicht gezeigt). Die Analyse ergab, dass die Proteine Conalbumin
und Ovalbumin gemeinsam in Peak 2 eluierten. Mit Hilfe der Formel Ka=(Ve-Vo)/(Vt-Vo)
wurde der Kay der Kalibrierproteine berechnet und die Kalibriergerade erstellt. V: entspricht
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dabei dem Sdulenvolumen von 320 ml, V. dem Elutionsvolumen bis Peakmitte, V, ist das
Leervolumen der Sdule bzw. das Elutionsvolumen von Blue Dextran 2000 mit 101 ml (Panel
B). Fir die Kalibriergerade wurden der Ka-Wert und der natirliche Logarithmus des
Molekulargewichts der Proteine gegeneinander aufgetragen und die Geradengleichung nach
linearer Regression bestimmt. Die sich daraus ergebene Geradengleichung ist y=-
0.3233x+3.6189 mit y dem Ka-Wert und x dem In des Molekulargewichtes (Panel C).
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Da Peaknummer V. [ml] K.
Blue Dextran 2000 2000000 1 101.197
Conalbumin 75000 2 123.187 0.101
Ovalbumin 43000 2 123.847 0,104
Carbonic Anhydrase 29 000 3 157.997 0,260
RNase A 13700 4 192.287 0,416
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C. 1,
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Abbildung 46: Chromatogramm und Auswertung des LMW Gelfiltrationsmarkers. 0.5 mg der in B
aufgelisteten Substanzen wurden in Puffer A geldst und bei einer Flussgeschwindigkeit von 0.5 mg/ml auf eine
HiPrep 26/60 Sephacryl S-100 HR S&ule aufgetragen. Die Elutionspeaks (A) wurden nach Analyse durch eine
SDS-PAGE (Daten nicht gezeigt) den Proteinen zugeordnet und der Ka-Wert der Proteine berechnet. Aus den
Ka-Werten und dem natirlichen Logarithmus des Molekulargewichts der Proteine (Mr) wurde eine
Kalibriergerade (C) mit der Formel y = -0.3233x+3.6189 und einem BestimmtheitsmaR von 0.8929 erstellt.

11.9 CobW: konnte per MALDI-TOF-MS in Multimerbanden nachgewiesen
werden

Bei der Reinigung von Apo-CobW: uber GroRenausschlusschromatographie sind 2 Peaks
unterschiedlicher GroRe entstanden (Abb. 30A). Im denaturierenden Polyacrylamidgel konnte
gezeigt werden, dass es sich bei beiden Peaks um CobW; handelt (Abb. 30C). Fir eine 2.
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Bestatigung wurden Banden aus dem nativen Polyacrylamidgel ausgeschnitten, die ein
unterschiedliches Laufverhalten zeigten und per Massenspektrometrie in Kooperation mit Dr.
Angelika Schierhorn, per MALDI-TOF mit der Masse + H" gemessen (Abb. 47). Durch
tryptischen Verdau wurde das Protein in Peptide definierter GroRe geschnitten und konnten mit
Hilfe des Programms PeptideMass (http://web.expasy.org/peptide_mass/; Wilkins et al., 1997)
den theoretischen Werten zugeordnet werden (Tabelle 22). In alle Polyacrylamidstiicken
konnten 86-66 % der theoretisch vorhandenen Fragmente von CobW; gefunden werden. Das
Chromatogramm von Bande 3 zeigte zusétzliche Peptide die nach Auswertung in Kooperation

mit Dr. Dobritzsch auf eine Verunreinigung durch eine Pyruvatkinase Il aus E. coli hinweisen.

1 2 3

+«———Bande 4

« Bande 3

<+<—Bande 2

Bande 1

Abbildung 47: Coomassie-Blau-Férbung der Native-PAGE zum Nachweis von CobWi-Multimeren
MALDI-TOF. Die Elutionsfraktionen der SEC wurden mit VivaSpin-Saulen eingeengt und 5 pg auf die PAGE
aufgetragen. (1) Peak 2, (2) Peakflache zwischen Peak 1 und Peak 2, (3) Peak 1.
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Tabelle 22: Ubersicht der gefundenen Trypsinfragmente fiir CobW: in den Banden der Native-PAGE.

Fragment gefunden in den

FragmentgréfRRen Banden:
theoretische Fragmente tryptischer Verdau von CobW: 1 2 3 4
CLDACLLTDDEMAQGPDVWTTWHNPFPDWP 3473.49 X X X X
FDQLVIESTGISEPLPVAETFTFEGEDGR 3183.54 X X X X
SLNEVAHLDTMVTVVDAFNFLR 2491.26 X X X
GFFWLASHPTLAGTWSQAGAVAR 2431.23 X X X
TVVDLLIDQVEFCDVLVLNK 2275.23 X
TEETLVEMSNGCICCTLR 2001.87
VAVIVNDMSDVNIDAGLVR 2 000.05 X X X X
QEIVLIGVDMDEFELR 1 905.96 X X X X
HGPAGYWWAAVPPER 1693.82 X X X X
FHAFVAAEWPGVVR 1585.83 X X X X
GQHVPETEEYGIR 1514.72 X X X X
VLGTGLFDFEEASK 1512.76 X X X X
WPDDPESVALIR 1397.71 X X X X
LPVTVLSGFLGAGK 1 358.80 X X X X
TTLLNHILHNR 1331.75 X X X X
EDLLLEVER 1115.59 X X X X
APGWLQEMR 1087.54 X X X X
GESLGEEDAR 1062.47 X X X
WDDSVGDAR 1020.44 X X X
VDLIADADR 987.51 X
RPFHPQR 937.51 X X X X
IEIAEFGR 934.50 X X X X
SFVYGAR 799.41 X X X X
DGGANLSR 789.38
DSLQSR 705.35
LLAILR 698.49 X
VPLER 613.37
DYGSR 597.26
ALNPR 570.34
MLPAK 559.33
Summe [kDa] 42.64

Summe gefunden [kDa]

Coverage [%]

36.80 3284 3035 28.32
8631 77.02 7118 66.43

Die Banden aus Abbildung 31 wurden ausgeschnitten und zur Analyse an Dr. Schierhorn ibergeben, welche
mittels MALDI-TOF nach einem Trypsinverdau die Peptide (Masse + H*) bestimmte. Die erhaltenen Peptide
wurden dann mit den theoretischen Werten fur einen tryptischen Verdau von CobW; verglichen. Die

Wiederfindungsrate wurde aus den gefundenen Fragmenten berechnet.
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11.10 Identifizierung moglicher Interaktionspartner von CobW1/2;3 nach Pulldown
mit der loslichen Fraktion des Azur

Um Interaktionspartner zu identifizieren wurde eine fishing Methode durchgefiihrt. Der
Pulldown wurde zu diesem Zweck mit den rekombinanten Proteinen vor der Abspaltung des
His-tags und dem Rohextrakt des Azur vorgenommen. In Kooperation mit Stefan Helm und Dr.
Dobritzsch wurden die Peptide in den Elutionsfraktionen mit der Synapt G2S bestimmt. Als
Kontrollprotein wurden 10 fmol einer humanen Glykogenphosphorylase eingesetzt und anhand
dessen die Konzentrationen der anderen Proteine berechnet. Die Abundanz gibt dabei den
Quotienten aus der Konzentration des gefunden Proteins und der Konzentration des
Kontrollproteins an. Beim Pulldown mit CobW; wurden Peptide von 1170 Proteinen gefunden,
wobei CobW. die hdchste Abundanz aufwies (Tabelle 23). Zu den gefunden zinkabh&ngigen
Proteinen gehort auch die RNA-Polymerase mit den Untereinheiten RpoA, RpoB und RpoC.
Rmet_3234 ist als Porin der &uBeren Membran annotiert und wurde ebenso gefunden wie
hypothetische Proteine. Als potentielle Interaktionspartner von CobW: wurden &hnliche
Proteine gefunden. In einer Gesamtheit von 934 Treffern sind die abundantesten Proteine
ebenfalls die Untereinheiten der RNA-Polymerase und das Porin. Im Gegensatz dazu wurde fir
CobWs unter den 1133 gefunden Proteinen am abundantesten HypD gefunden, welches an der
Reifung der [NiFe]-Hydrogenasen beteiligt ist (Forzi and Sawers, 2007). Es wurden noch
weitere mogliche Interaktionspartner identifiziert, wie eine putative Deoxygenase oder GntR-
Regulatoren. Auch fiir CobWswurden in der Elutionsfraktion das Porin und die Untereinheiten
der RNA-Polymerase gefunden. Da es sich bei all diesen Proteinen um metallbindende Proteine
handeln konnte, wurde als Kontrolle die 16sliche Fraktion des Stammes Azur zu der magnetic
Beads gegeben, ohne vorherige bait-Inkubation. Nach der Messung mit der Synapt G2S
konnten 1185 Proteine identifiziert werden. 132 Proteine wurden mit einer Konzentration hoher
als 10 fmol gefunden. Aus diesem Grund sind in Tabelle 24 nur Proteine mit einer
Konzentration groRer als 20 fmol aufgelistet. Zu diesen gehoren die Untereinheiten der RNA-
Polymerase, aber auch CobW>, sowie andere Proteine die auch im Pulldown mit His-CobW1/213
als bait-Protein gefunden wurden. Die identifizierten Proteine koénnen demnach
Kontaminationen sein oder Interaktionspartner darstellen, wobei ersteres durch die Absattigung
der Beads mit dem bait-Protein ausgeschlossen werden sollte. Eine Verdrangung der bait-
Proteine durch Proteine mit hoherer Affinitat fur Nickel kann nicht ausgeschlossen werden.
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Tabelle 23: Ubersicht der abundantesten Proteine im His-CobW./2s Fishing-Pulldown.

Rmet-Nummer  Annotation Abundanz  Funktion Co-Faktor

Rmet_0127 CobW, 6.5 Chaperon Zn*, Mg?*

Rmet_3234 putatives Porin 6.4

Rmet_0965 putativer Transkriptions- 6.0

regulator

Rmet_3334 RpoB 5.9 B-Untereinheit RNA- Zn?*
Polymerase

Rmet_3324 Tufy 4.8 Elongationsfaktor GTP

Rmet_3291 RpoA 4.6 a-Untereinheit RNA- Zn?*
Polymerase

Rmet_4395 UspA 4.5 universales Stressprotein Zn%

Rmet 3333 RpoC 3.7 S -Untereinheit RNA- Zn%
Polymerase

Rmet_1970 PhoH 3.6 Phosphatmangel Protein ATP

Rmet_1044 MurR/RpiR ahnlicher Regulator 3.5 Transkriptions-regulator

Rmet_2877 Sun; 3.5 SAM-abhangige Mg?*, Co?,
Methyltransferase Mn?*

Rmet_2034 Rsu 3.3 Pseudouridinsynthase Zn?*

Rmet_2092 Rnr 3.2 Ribunuklease R Cu?*, Zn?*

Rmet_5562 HNS-family Protein 3.0 Histon-like Protein Zn?

Rmet_4749 HU-family Protein 3.0 Histon-like Protein Zn?

His-CobW,

Rmet_3234 putatives Porin 3.3

Rmet_3334 RpoB 3.2 B-Untereinheit RNA- Zn?
Polymerase

Rmet_0965 putativer Transkriptions-regulator 3.1

Rmet_3291 RpoA 2.9 a-Untereinheit RNA- Zn*
Polymerase

Rmet_3497 AtpH 2.8 o-Untereinheit F1Fo-ATPase Mg?*

Rmet_3324 Tufy 2.6 Elongationsfaktor GTP

Rmet_4395 UspA 2.6 universales Stressprotein Zn*

Rmet_2565 EgtB 2.6 Sulfatase Zn*

Rmet_1984 AsdA 25 Aspartat 4-Decarboxylase

Rmet_0284 RsmD 2.4 Methyltransferase Zn?

Rmet_4566 hypothetisches Protein 2.2

His-CobWj3

Rmet_1282 HypD 34.2 Hydrogenasenreifungsprotein Mg?

Rmet_5065 putativer ATPase-Aktivator 30.8 Mg?

Rmet_0875 ChbF; 11.1 Fructose 1,6-bisphosphatase Zn*

Rmet_4954 Transkriptionsregulator 10.3 Aminotransferase; GntR family

Rmet_4603 Transkriptionsregulator 5.9 Aminotransferase; GntR family
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Fortsetzung Tabelle 23: Ubersicht der abundantesten Proteine im His-CobW./2iz Fishing-Pulldown.

Rmet-Nummer Annotation Abundanz Funktion Co-Faktor
His-CobWjs

Rmet 1075 MutS 5.4 mismatsh repair

Rmet_2605 Nitronat Monooxygenase 4.5 2-Nitropropane dioxygenase

Rmet_0965 putativer Transkriptions-regulator 4.1

Rmet_3234 Porin 4.0

Rmet_0127 CobW, 3.9 Chaperon Zn%*, Mg?*

Rmet_3671 putativer Transporter 3.7 Aromatenaufnahme

Rmet 3334 RpoB 3.7 S-Untereinheit RNA-Polymerase  Zn?*

Rmet_3324 Tuf; 3.6 Elongationsfaktor GTP

Rmet_4395 UspA 3.4 universales Stressprotein Zn%

Rmet_3291 RpoA 3.2 a-Untereinheit RNA- Zn?

Polymerase
Rmet_4626 Histidinkinase 3.2 Zweikomponentensystem ATP
Rmet_3880 hypothetisches Protein 3.0

Es wurde ein Pulldown mit His-CobW323 und dem Rohextrakt des Azur durchgefiihrt, indem das rekombinante
Protein an Ni-NTA magnetic Beads gebunden wurde. Die nicht gebundenen Proteine wurden in mehreren
Waschschritten entfernt und anschlieBend die Proteine mit Puffer A + 500 mM Imidazol eluiert. Fur die
Massenspektrometrie wurden die Proteine der Elutionsfraktion mit Aceton geféllt und ein tryptischer In-
Losungsverdau durchgefiihrt. Die Bestimmung der Peptide erfolgte in Kooperation mit Stefan Helm und Dr.
Dobritzsch (AG Prof. Baginsky) mit anschlieRendem Abgleich gegen das Proteom von C. metallidurans. Als
Kontrolle wurden 10 fmol einer humanen Glykogenphosphorylase hinzugegeben. Die Abundanz gibt an um
welchen Faktor das Protein h&ufiger gefunden wurde als das Kontrollprotein.

Tabelle 24:Ubersicht der abundantesten Proteine die an die magnetic Beads gebunden haben.

Rmet-Nummer Anotation Abundanz Funktion Co-Faktor
Rmet_3325 FusA; 33.14 Elongationsfaktor GTP
Rmet_0127 CobW, 29.05 Chaperon Zn**, Mg#*
Rmet_3334 RpoB 28.81 S-Untereinheit RNA-Polymerase Zn*
Rmet_2807 PepA 28.09 cytosolische Aminopeptidase Mn?*; Zn?*
Rmet_2195 CarA 27.80 kleine UE der ATP
Carbamoylphospahatsynthase
Rmet_3324 Tuf, 27.74 Elongationsfaktor GTP
Rmet_2481 GItA 26.89 Citratsynthase
Rmet_1099 FolE2 25.63 GTP-Cyclohydrolase Zn?*; Mn?*
Rmet_2877 Suny 25.35 SAM-abhéngige Mg?*, Co?,
Methyltransferase Mn?*

Rmet_2096 PurA 23.84 Adenylosuccinat-Synthase Mg?
Rmet_4373 Transkriptions-  23.20 XRE-Familie

regulator
Rmet_0965 Transkriptions- pale

regulator
Rmet_3677 StpA 21.97 Endonuklease
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Fortsetzung Tabelle 24: Ubersicht der abundantesten Proteine die an die magnetic Beads gebunden haben.

Rmet-Nummer Anotation Abundanz Funktion Co-Faktor
Rmet 0142 Transkriptions- | 21.63 TetR-Familie
regulator
Rmet 3333 RpoC 21.41 B ~Untereinheit RNA-Polymerase Zn*
Rmet_0156 MetK 20.85 S-Adenosylnethionin-Synthetase Mg?, K*
Rmet_2031 InfB 20.63 Tanslationsinitationsfaktor IF-2
Rmet_0002 DnaN 20.46 S-Untereinheit DNA-Polymerase 111 Zn?
Rmet_5562 HNS-family 20.27 Histon-like Protein Zn?
Protein

Es wurde ein Pulldown mit dem Rohextrakt des Azur durchgefiihrt, ohne bait-Inkubation durchgefihrt. Die nicht
gebundenen Proteine wurden in mehreren Waschschritten entfernt und anschliefend die Proteine mit Puffer A +
500 mM Imidazol eluiert. Fir die Massenspektrometrie wurden die Proteine der Elutionsfraktion mit Aceton
gefallt und ein tryptischer In-Losungsverdau durchgefihrt. Die Bestimmung der Peptide erfolgte in Kooperation
mit Stefan Helm und Dr. Dobritzsch (AG Prof. Baginsky) mit anschlieBendem Abgleich gegen das Proteom von
C. metallidurans. Als Kontrolle wurden 10 fmol einer humanen Glykogenphosphorylase hinzugegeben. Die
Abundanz gibt an um welchen Faktor das Protein haufiger gefunden wurde als das Kontrollprotein.

11.11 Reinigung von FolEg2 als Strep-tag Fusionsprotein

FolEig2 wird kodiert durch Rmet_1099 und ist das zweite Gen im cobW:-Cluster. Um die
Interaktion zwischen diesem Protein und CobW: untersuchen zu kdnnen, wurde es zunéchst als
Strep-tag-Fusionsprotein gereinigt. Nach der Induktion der Genexpression war FolEg2-Strep
mit einem Molekulargewicht von 38 kDa in den Zellen detektierbar und wurde per Affinitats-
chromatographie mit EDTA im Puffer gereinigt (siehe 2.3.1; Abb. 48). Per ICP-MS wurde
gezeigt, dass 0.3 = 0.2 mol Zn/mol Protein gebunden hatten und auf die Herstellung eines Apo-
Proteins verzichtet (siehe 2.6.4; Tabelle 27).
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Abbildung 48: Coomassie-Blau gefarbte SDS-PAGE und Autoradiogramm nach dem Antikdrpernachweis,
zur ldentifizierung von FolEisz in den Fraktionen. In E. coli Rosetta Zellen wurde im Vektor pASK-
IBA3::folEis; das Gen exprimiert, wobei die Induktion mit 50 ng/ml AHT bei einer OD = 0.7 erfolgte. Das
synthetisierte Protein mit einem Molekulargewicht von 39 kDa wurde durch Coomassie-Blau-Farbung (A) und
Western-Blot mit 1:100 000 Strep-Tactin-HRP-Konjugat (B) in 50 pg Zellen vor (1) und nach der Induktion (2)
nachgewiesen. Die Reinigung des rekombinanten Proteins Uber Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie mit Puffer
W + 1 mM EDTA ist in Panel C zu sehen. Aufgetragen wurden (1) 25 ug lésliche Fraktion, (2) Durchfluss, (3)
letzte Waschfraktion, (4-8) Elutionsfraktionen. Der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus wurde
verwendet.

Tabelle 25: Co-Faktorbestimmung des gereinigten FolEs2-Strep.

Metall [mol/mol Protein]
Zn Mg Fe Ni Co Mn
FolE g2-Strep 0.27+016 0.13%005 0.21%02 0.00%000 0.00*000 0.01%000

Die Reinigung des Proteins erfolgte mittels Strep-Tactin-Affinitatschromatographie mit EDTA als Chelator im
Puffer, was ein Apo-Protein zur Folge hatte. Die gebundenen Metalle wurden mittels ICP-MS bestimmt (n=3).

11.12 Die Deletion der Chaperone fihrt zu multiplen MIC-Effekten

Auf Festmedium mit definierten Mengen an EDTA und divalenten Kationen wurde die
minimale inhibitorische Konzentration der C. metallidurans-Stamme im Vergleich zu den
IC50-Werten bestimmt (siehe 2.4.2). Lediglich die Einzeldeletion von des cobW;-Clusters im
CH34 hatten keinen Einfluss auf die Resistenz (Tabelle 26). Jede andere Mutante zeigt einen

sensitiven Phanotypen, wobei die Dreifachdeletionsmutante um Faktor 10 sensitiver ist als der

176



Anhang

CH34. Dies spricht dafir, dass durch die Deletionen bei Metallmangel nicht genligend Zink

akquiriert werden kann und, dass sich CobW» und CobWs3; gegenseitig komplementieren

konnen. Auf festem Medium wird aullerdem die Rolle von CobW- in der Zinkhomdostase

anhand der verminderten Zinkresistenz in allen Stammbhintergriinden sichtbar, welche einher

geht mit einem Cadmium sensitiven Phanotypen und eine gestorte Metallhomdostase bestatigt.

Im AE104 fuhren die Disruptionen von cobW: und cobW> zu Steigerungen der Kobaltresistenz,

was auf eine gestorte Metallhomoéostase schlielien

lasst,

da der

@(cobW1"::lacZ)354 zusatzlich einen Cadmium resistenten Phanotypen aufweist.

Stamm AE104

Tabelle 26: Minimale inhibitorische Konzentration von EDTA und Metallen auf C. metallidurans.

Stamm Mie

EDTA[mM]  ZnCl,[mM]  CoCl[mM]  CdCl, [uM]
CH34 2.010.0 7.0t0'0 8.2t1'2 2.2t0'3
CH34AcobW;-Cluster 1.9%01 7.0%00 7.411 2.2%03
CH34 ¢(cobW, ‘::lacZ)299 1.8%00 4,0%00 9.000 1.0%00
CH34AcobWs 1.7%01 6.3*11 8.505 2.0%00
CH34AcobW;-Cluster ¢(cobWs ‘::lacZ)299 1.0%00 4.0%00 9,0%00 1.0%00
CH34AcobW;-Cluster AcobWs 1.1%01 6.3t11 8.5%05 2.0%05
CH34AcobWs ¢(cobW: ::lacZ)299 1.5%00 4.0%00 7.0%00 1.0%00
CH34AcobW;-Cluster AcobWs 0.2300 4.0%00 9,000 1.0%00
p(cobW, ::lacZ)299

EDTA[mM]  ZnCl[uM]  CoClx[uM]  CdCl; [uM]
AE104 2.0%00 175%%5 26294 25527
AE104 ¢(cobWs ‘::lacZ)354 2.0%00 200%00 425%0.0 35033
AE104 ¢(cobW, ‘::lacZ)299 2.0%00 200%00 450%0:0 240%3?
AE104AcobWs 2.0%00 150%00 25044 217+
AzupT 0.4%004 13813 26767 181.3%3%1
AzupT AcobWs 0.2%00 142*1 200%00 217+
Azur 2.0%00 207+ 410%%2 400%00
Azur AcobW,-Cluster 1.8%01 20000 300%22 400%00
Azur ¢(cobW; ::lacZ)299 2.0%00 221%%4 390100 400%00
Azur AcobWs; 2.0%00 200%00 300%%0 400%00
Azur AcobWs p(cobW: “::lacZ)299 1.8%01 200%00 300%%2 400%00
Aed 2_010.0 2510.0 5.010.0 0.3t0.04
AedAzupT 0.5%004 16*81 5.0%00 0.2+0.04

Die MIC wurde auf Tris-Minimal Medium Platten mit 2 % Agar bestimmt. Daflir wurden definierte Mengen an
EDTA und ZnCl,, CoCl, und CdCl, verwendet. Ausgestrichen wurden 1:100 verdinnte 2. Vorkulturen der spaten
station&ren Phase und deren Wachstum auf den Platten nach 4 Tagen bei 30 °C beobachtet.
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Die Deletion von zupT fiihrt im AE104 und im Ae4 zu einem EDTA sensitiven Phanotypen,
welcher durch eine zusatzliche Deletion von cobWs verstarkt werden kann. CobWs scheint

daher im AzupT essentiell fir das Wachstum bei Metallmangel zu sein.

Fir die Azur-Derivate konnten keine verinderten MIC’s bestimmt werden.

11.13 Die in Gel-Aktivitat der Fe-Superoxiddismutase ist nicht beeinflusst
C. metallidurans kodiert fir eine Fe-SOD und eine Cu/Zn-SOD, welche das Periplasma

entgiften, indem sie reaktive Sauerstoffspezies in Wasserstoffperoxid umwandeln. Katalasen

A. CH34-Derivate D. E. coli W3110 und Ae4-Derivate
M 1 23 4 5 6 7 8 M 1 23 4 5 6 7

130 s TR

70 kDa

55 kDa
35kDa
B. AE104- und AzupT-Derivate E. Ae4-Derivate
M 1 23 4 5 6 7 8 M 1 23 4 5 6
130 kDa 137% g‘;
70 kDa 551D
55 kDa N
35 kDa 35 kDa
C. Azur-Derivate

M 1 23 4 5 6 7

130 kDa |
70 kDa

55 kDa
35 kDa

Abbildung 49: Native-PAGE zum Nachweis der Aktivitat der Fe-SOD in den C. metallidurans Stammen.
100 pg der Rohextrakte aller C. metallidurans-Stdamme wurden auf eine 10 %ige Native-PAGE aufgetragen. Die
in Gel-Aktivitdt wurde durch Zugabe von Lésung A (0.3 mM NBT. 0.26 mM Riboflavin in H2Opigest) und
Inkubation fir 20 min im Dunkeln gestartet. Die Zugabe von 0.3 % TEMED als Radikalstarter sorgt fiir die
Oxidation von Riboflavin und die Freisetzung von Radikalen. die die Farbung des NBT bewirken. A: CH34-
Derivate (1) CH34, (2) CH34AcobW;-Cluster, (3) CH34 ¢(cobW,"::lacZ)299, (4) CH34AcobWs, (5)
CH34AcobW:-Cluster  g(cobW, “::lacZ)299, (6) CH34AcobW;-ClusterAcobWs,  (7)  CH34AcobWs
@o(cobW- ‘::lacZ)299, (8) CH34AcobW;i-Cluster AcobWs; ¢(cobW: ‘::lacZ)299 B: AE104-Derivate und AzupT-
Derivate (1) AE104, (2) AE104AcobWs, (3) AE104AcobWs ¢(cobWs ‘::lacZ)354, (4) AE104AcobWs
o(cobW- ‘::lacZ)299, (5) AzupT, (6) AzupTAcobWs, (7) AzupTAcobWs ¢p(cobW ‘::lacZ)354, (8) AzupTAcobWs
o(cobW- ‘::lacZ)299 C: Azur-Derivate (1) Azur, (2) Azur cobWsi-Cluster, (3) Azur ¢(cobW-‘::lacZ)299, (4)
AzurAcobWs,. (5) Azur cobW;-Cluster ¢(cobW: ::lacZ)299, (6) Azur AcobWs ¢(cobW; ::lacZ)354, (7)
Azur AcobWs g(cobW; “: -lacZ)299 D: Effluxdeletionsmutanten (1) E. coli W3110, (2) Ae4AcobWs, (3) AedAcobWs
@(CObW, ::lacZ)354, (4) AedAcobWs ¢(cobW- ' :lacZ)299, (5) AedAzupTAcobWs, (6) AedAzupTAcobWs
@(CobW, “::lacZ)354, (7) AedAzupTAcobWsz ¢(cobW:::lacZ)299 E: Effluxdeletionsmutanten (1) Ae4d, (2)
AedAzupT, (3) AedAzur, (4) AedAzur p(cobW; ::lacZ)299, (5) AedAcobWi-Cluster,. (6) Ae4AcobW;-Cluster
@(cobW; ‘::lacZ)299. Der PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus diente als GroRenstandard.
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sorgen dann fur die Umwandlung des Wasserstoffperoxids in Sauerstoff und Wasser (McCord
et al., 1971). In den Dose Response-Kurven mit Paraquat und Wasserstoffperoxid kam es zu
unterschiedlichen Phénotypen, die nun durch in Gel-Aktivitatsbestimmung spezifiziert werden
sollten. In allen Gelen zeigt sich nach dem Assay eine Bande unterhalb von 70 kDa, die der Fe-
SOD in C. metallidurans entspricht (Abb. 49). Die Cu/Zn-SOD kann durch das Assay nicht
nachgewiesen werden, so kann indirekt aus dem Ergebnis des Assays geschlossen werden, dass
die Wachstumseffekte auf einer veranderten Aktivitat der Cu/Zn-SOD beruhen. Als Kontrolle
wurde der E. coli-Stamm W3110 aufgetragen, welcher 3 Banden auf Hohe von 55 kDa, 70 kDa
und 130 kDa zeigt. Die Mn-SOD und die Fe-SOD konnten in den Aktivitatsgelen bereits von
Taudte, 2010 nachgewiesen werden. Die dritte Bande im Bereich von 70 kDa kann nicht
zugeordnet werden, wurde aber als Hybrid-SOD bezeichnet.

11.14 Die Aktivitat der loslichen Hydrogenase der C. metallidurans-Mutanten ist
nicht eindeutig

Die Deletionen der Gene des Zur-Regulons fiihren zu veranderten Nickelgehalten in den Zellen
und Unterschieden in den IC50-Werten fir das Metall. Wichtige Nickel abh&ngige Enzyme in
C. metallidurans sind die Hydrogenasen. Der Organismus kodiert fiir eine 16sliche und eine
membrangebundenen [NiFe]-Hydrogenase (Herzberg et al., 2015). Um die Aktivitat dieser
Enzyme nachzuweisen wurden in Gel-Aktivitaten bestimmt, die in den Stdimmen CH34,
CH34AcobWs, CH34AcobWsz  ¢(cobW- “::lacZ)299, AzurAcobW:-Cluster, AzurAcobWs
@(cobWs “::lacZ)354 und AzurAcobWi-Cluster ¢(cobW- ‘::lacZ)299 zu einer zusétzlichen
Bande bei ca. 100 kDa fiihrte. Dies konnte ein Indiz fir einen Einfluss der Chaperone in der
Nickelhomdostase darstellen. Jedoch waren nicht alle Ergebnisse reproduzierbar, was auch fur
die publizierten Daten von Herzberg et al., 2015 der Fall war, sodass das hier gezeigte Ergebnis

mit weiteren Experimenten validiert werden muss.
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Abbildung 50: In Gel-Aktivitat der léslichen Hydrogenase durch Benzylviologen und NADH+H*. 100 ug
der Rohextrakte aller C. metallidurans-Stamme wurden auf eine 10 %ige Native-PAGE aufgetragen. A: CH34-
und Azur-Derivate (1) CH34AcobWs, (2) CH34AcobW;-Cluster, (3) CH34AcobW;-ClusterAcobWs, (4) CH34
@(cobW, ‘::lacZ)299, (5) Azur, (6) AzurAcobWs, (7) AzurAcobW:-Cluster, (8) AzurAcobWs ¢(cobW; ‘::lacZ)299
B: AE104- und AzupT-Derivate (1) AE104, (2) AE104AcobWs, (3) AE104AcobWs ¢(cobWs ‘::lacZ)354, (4)
AE104 AcobWs p(cobW; ::lacZ)299, (5) AzupT, (6) AzupT AcobWs, (7) AzupTAcobWs p(cobW; “::lacZ)354, (8)
AzupT AcobWs ¢(cobW,“::lacZ)299 C: CH34- und Azur-Derivate (1) CH34, (2) CH34AcobWs
o(cobW, ‘::lacZ)299, (3) CH34AcobW,-Cluster ¢@(cobW; ::lacZ)299, (4) CH34AcobW;-ClusterAcobWs
@(cobW?2 ::lacZ)299,. (5) Azur AcobWs-Cluster, (6) AzurAcobWs p(cobWs: ‘::lacZ)299, (7) AzurAcobW,-Cluster
o(cobW- ‘::lacZ)299 D Efflux-deletionsmutanten: (1) Ae4AcobWs, (2) Aed4AcobWs ¢(cobW; ‘::lacZ)354, (3)
AedAcobWs  ¢(cobW; “::lacZ)299, (4) AedAzupTAcobWs, (5) AedAzupTAcobWs ¢(cobW; ‘::lacZ)354, (6)
AedAzupTAcobWs p(cobW: ‘::lacZ)299 E Efflux-deletionsmutanten: (1) AedAcobW:-Cluster p(cobWs ‘: :lacZ)299,
(2) AedAcobW,-Cluster, (3) AedAzur ¢(cobW,‘::lacZ)299, (4) AedAzur, (5) AedAzupT,. (6) Aed. Der
PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus diente als GréRenstandard.

11.15 Aminosdurealignment der CobW’s aus E. coli und C. metallidurans

Mit dem Programm Geneious 8 wurden die Aminosauresequenzen von YeiR und YjiA aus E.
coli und CobW13aus C. metallidurans alignt, putative metallbindende Aminoséuren markiert
und die G-Motive eingezeichnet (Abb. 51).
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3. C. metallidurans CobW1 - ABF07984 MLPAKLPVTVLSGFLGAGKTTLLNEIL-BENREGRRVAVIVNDMSDV-NIDAGLVRDGGANLSRTEETLVEMSNGE IBBTLREDLLLEVERLA---REGR--FDQLVIESTGIS
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3. C. metallidurans CobW1 - ABF07984 VP-LERVLGTGLFDFEEASKAPG-WLQEMRGQEVPETEEYGIRSFVYGARRPFHEPQRFHEAFVAAEW----PGVVRSKGFF-WLASHPT--LAGTWSQAGAVARBGPAGYWWAA

4, C, metallidurans CobW2 - ABF07013 AP-IDLIFDLRGFNLNEKLE IDPDFLRADEMDEEBDHEENG EHEGTDEGHDHEGHEHGHDHE GHGHAHDHEEEEEETOR | ASFVFRSDKPFEYGKLEEFLSGILSVYGEKLLRYKG

5. C. metallidurans CobW3 - ABFO7011 VP-AARVLDTGRFDIDATPNAAG---WQAALQGDTVPDAAGVSTLVYRRRRPFEPQRFADL IBTEWMREBGDVLRSKGLF-WLASRMD-- 1 AGDWSQAGGVEIRPGAAGAWWAA
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5. C. metallidurans CobW3 - ABFO7011 IDAEEWPPEGPARAAIEADL IEDGLPAEYGDRRQEL----- VLIGLDLDABMALEAQLDABMLLTDDEMAAGPEAWAAYPDPFPDWGNAFDDDEDEDEGHDEDEGD GPEDEGHAH

Abbildung 51: Aminosdurealignment der CobW's aus E. coli und C. metallidurans mit Annotation der G-Motive. Mit Hilfe des Programms Geneious 8 konnte eine
Consensussequenz erstellt werden. In Rot sind Cysteinreste, in Grin Histidinreste und in Gelb Asparaginsdure- und Glutaminséurereste markiert, welche eine Funktion in der
Bindung von Metallen haben kdnnten. AuBerdem sind das G1-Motiv (Walker A-Moativ), das G2-Motiv (Metallbindemotiv), das G3-Motiv (Walker B-Motiv) und das G4-Motiv
(Nukleotidbindemotiv) gekennzeichnet.
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