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1 Einleitung 
 
Mikroorganismen bestehen, gemessen an ihrem Trockengewicht, zu 70-85 % aus Wasser und zu ca. 

50 % aus Proteinen (Madigan et al., 2001). Die Zellwand bzw. –membran begrenzt die Zellen bzw. 

deren Kompartimente und sorgt sowohl für mechanischen Schutz als auch osmotische Stabilität. Die 

Lipiddoppelschicht, welche erstmals 1925 von E. Gorter und F. Grendel beschrieben wurde, ist der 

Grundbaustein von Zellmembranen. Die Lipidmoleküle weisen einen amphiphilen Charakter auf und 

allgemein sind die Membranen semipermeabel, das heißt, dass Wasser und andere kleine ungeladene 

Moleküle diese durch Diffusion passieren können. In Bezug auf viele polare oder größere Moleküle ist 

sie hingegen nahezu undurchlässig. Eine präzise Kontrolle des Transfers von Ionen und anderen Mole-

külen über diese biologischen Membranen ist essentiell, da so der Stoffwechsel; u.a. das pH-, Energie- 

oder Redoxgleichgewicht reguliert werden kann (Madigan et al., 2001). Der kontrollierte Transport der 

Moleküle wird durch ubiquitär vorkommende integrale Membranproteine gewährleistet und die Frage, 

nach den zugrundeliegenden Mechanismen, ist seit Jahrzehnten ein wichtiges Forschungsthema.  

Im Jahr 2003 wurde der Chemie-Nobelpreis für die Entdeckung von Kanälen in Zellmembranen an 

P. Agre (Johns Hopkins Universität, Baltimore, USA), der erstmals einen, als Aquaporin bezeichneten, 

Wasserkanal identifizierte und an R. MacKinnon (Howard Hughes Medizinische Institut, Rockefeller 

University, New York, USA) für die strukturellen und mechanistischen Studien an Ionen-Kanälen 

verliehen (Preston et al., 1992; Doyle et al., 1998). Dem stetigen Fortschritt in der Röntgen-

kristallographie seit den 1960er Jahren ist es zu verdanken, dass die Arbeitsgruppe um R. MacKinnon 

die atomare Struktur des Kalium-Kanals KcsA auflöste (Doyle et al., 1998). Außerdem ermöglicht die 

Strukturauflösung auch heute ein besseres Verständnis der Transportproteine, besonders in Bezug 

darauf, dass gleichzeitig hohe Selektivität und Transportgeschwindigkeit erreicht werden können. 

Allgemein können Transportproteine in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: Ionen-Kanäle und 

sekundär aktive Transporter bzw. Ionen-Pumpen. In den Poren von Kanälen werden Ionen, wenn sich 

diese im „geöffneten“ Zustand bzw. Konformation befinden, entlang des Konzentrationsgradienten 

passiv durch Diffusion mit sehr hoher Rate transportiert. Die Öffnung des Kanals kann auf 

unterschiedliche Weise gesteuert werden, beispielsweise durch Licht, thermische, mechanische oder 

elektrische Änderungen oder durch chemische Komponenten wie das Binden von Liganden. Beim 

aktiven Transport hingegen können Ionen sowohl entlang als auch entgegen ihres elektrochemischen 

Potenzials transportiert werden, was durch die Kopplung von energieliefernden Reaktionen wie der 

Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) oder im Symport bzw. Antiport mit einem anderen Ion 

gewährleistet wird. In der Regel geschieht dies durch enzymartige Reaktionsmechanismen und bedarf 

einer umfassenderen Konformationsänderung des Proteinrückgrates. Die Transportraten sind im 

Vergleich zu Kanälen einige Größenordnungen (103 – 106-fach) geringer (Berg et al., 2012). 

Trotz der engen genetischen Verwandtschaft, gibt es viele mechanistische Unterschiede zwischen den 

Klassen der Translokatoren und viele Proteine lassen sich nicht eindeutig zuordnen. Dies zeigt sich 

beispielsweise bei der ClC-Familie der Chlorid-Kanäle (chloride channels), bei denen einige Vertreter 

zu Kanalproteinen, aber andere zu Chlorid/Protonen-Transportern, zählen (Miller, 2006). Gemeinsam 
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ist jedoch den meisten Transportproteinen, dass der spezifischen Translokation des jeweiligen Moleküls 

ein sehr raffinierter, oft durch mehrere Kontrollinstanzen regulierter Mechanismus, zu Grunde liegt.  

Eine eindeutige Klassifizierung konnte auch nicht für den im Fokus dieser Arbeit stehenden Formiat-

Kanal FocA (formate channel A) vorgenommen werden (Suppmann und Sawers, 1994). Diese Frage 

wird durch Analysen des Escherichia coli (E. coli) Proteins adressiert. Zunächst soll der Stoffwechsel 

dieses Mikroorganismus erläutert werden, um so die Bedeutung von FocA verstehen zu können. 

 

1.1 Energiestoffwechsel von E. coli  
 

E. coli, dessen Formiat-Stoffwechsel im Zentrum dieser Arbeit steht, wird seit Jahrzehnten als 

Modellorganismus in der medizinischen, biologischen und biotechnologischen Forschung verwendet. 

Seine kurze Generationszeit, unkomplizierte Kultivierung und die leichte genetische Zugänglichkeit 

tragen dazu bei, dass bereits viele zelluläre Prozesse intensiv untersucht wurden. Obwohl das 

Bakterium der genetisch und molekularbiologisch am besten untersuchte Organismus ist, sind viele 

Stoffwechselprozesse und deren Regulation nicht oder nur teilweise aufgeklärt (Madigan et al., 2001). 

E. coli ist ein gramnegatives, stäbchenförmiges, vor allem im Darm von Menschen und Tieren 

vorkommendes, peritrich begeißeltes γ-Proteobakterium, welches zur Familie der Enterobakterien 

gehört (Madigan et al., 2001). Es zählt zu den fakultativen Anaerobiern und kann daher Energie sowohl 

durch aerobe und anaerobe Atmung, als auch durch die gemischte Säuregärung konservieren. Die Art 

der Energiekonservierung hängt davon ab, welche Substrate als Elektronenakzeptoren vorhanden sind 

und wird durch den Fumarat/Nitrit Regulator (FNR) und den Transkriptionsregulator ArcA bestimmt 

(Sawers und Suppmann, 1992). Der heterotrophe Mikroorganismus kann dabei u. a. Fruktose, Acetat, 

Pyruvat, Fumarat oder Glycerol als Kohlenstoffquelle nutzen. Die bevorzugte Kohlenstoff- und 

Energiequelle ist jedoch Glukose. Diese wird in die Zelle über das Phosphotransferase System (PTS) 

aufgenommen und dabei gleichzeitig phosphoryliert (Kundig et al., 1964). Das resultierende Glukose-

6-phosphat wird in der Glykolyse, welche sowohl in An- und Abwesenheit von Sauerstoff stattfindet, 

über Substratkettenphosphorylierung in zwei Moleküle Pyruvat umgewandelt. Bei diesen Reaktionen 

entstehen außerdem zwei Reduktionsäquivalente Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) und zwei 

Adenosintriphosphate (ATP). In Anwesenheit von Sauerstoff wandelt der Pyruvat-Dehydrogenase-

Komplex Pyruvat zu Kohlenstoffdioxid und Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) um, welches im Citratzyklus 

zu CO2, CoA, Reduktionsäquivalenten und Guanosintriphosphat (GTP) umgesetzt wird. So entstehen 

insgesamt pro Glukose zwei ATP, zwei GTP, zehn NADH+H+ und zwei FADH2. In der oxidativen Atmung 

werden die Elektronen der Reduktionsäquivalente über eine Reihe von membranständigen 

Enzymkomplexen auf den terminalen Elektronenakzeptor Sauerstoff übertragen. Dabei wird ein 

elektrochemischer Protonengradient (proton motive force) aufgebaut und die ATP-Synthase kann 

Energie in Form von ATP speichern. Insgesamt werden bei der vollständigen Oxidation von Glukose 

bis zu 32 Moleküle ATP generiert (Berg et al., 2012). Auch unter anoxischen Bedingungen kann, wenn 

auch mit deutlich geringerer Energieausbeute, Respiration stattfinden. Dabei können Nitrat, Fumarat, 

Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Trimethylaminoxid (TMAO) als Elektronenakzeptoren genutzt werden 

(Ingledew und Poole, 1984). Sind diese Elektronenakzeptoren nicht vorhanden, wird in E. coli Energie 

durch die gemischte Säuregärung konserviert.
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1.1.1 Gemischte Säuregärung 
 

Eine Übersicht aller Reaktionen der gemischten Säuregärung ist in Abbildung 1 dargestellt.  

  

Abbildung 1: Reaktionen der gemischten Säuregärung. 

Alle Reaktionen einschließlich der Edukte, Intermediate und Produkte der gemischten Säuregärung sind in der 

Übersicht dargestellt. Die wichtigsten, für den Stoffwechselweg namensgebenden Produkte, sind außerdem in Gün 

hervorgehoben. Die abgekürzten Reaktionen der Glykolyse sind in Orange hinterlegt. Die entsprechenden Enzyme 

sind in Grau hinterlegt und wurden wie nachfolgend aufgeführt abgekürzt: ACK: Acetatkinase, ADH: Acetaldehyd-

dehydrogenase/Alkoholdehydrogenase, FHL: Formiat-Hydrogenlyase, FRD: Fumaratreduktase, FUM: Fumarase, 

LDH: Lactatdehydrogenase, MDH: Malatdehydrogenase, PFL: Pyruvat Formiat-Lyase, PPC: Phosphoenolpyruvat-

Carboxylase, PTA: Phosphotransacetylase, PYK: Pyruvatkinase. Außerdem wurden die Abkürzungen CoA: 

Coenzym A und Pi: anorganisches Phosphat verwendet.  

 

Wie für die gemischte Säuregärung namensgebend, entstehen durch diese Gärung, organische Säuren 

bzw. deren korrespondierenden Anionen Bernsteinsäure/Succinat, Milchsäure/Lactat, Brenz-

traubensäure/Pyruvat, Essigsäure/Acetat und Ameisensäure/Formiat. Außerdem werden Ethanol und 

die Gase CO2 und H2 gebildet (vgl. Abb. 1). 

Der Haupt-Reaktionsweg ist die Umwandlung von Pyruvat in Formiat. Im Vergleich dazu werden 

Succinat und auch Lactat in verhältnismäßig kleinen Mengen durch alternative Seitenwege gebildet. Die 

Produktion von Formiat (und auch CoA) wird vom Schlüsselenzym der gemischten Säuregärung, der 

Pyruvat-Formiat Lyase (PFL), katalysiert. Formiat kann durch den Formiat-Hydrogenlyase Komplex 

(FHL) zu CO2 und H2 umgesetzt werden. Das in der PFL-Reaktion gebildete Acetyl-CoA wird in 

nachfolgenden Reaktionen durch die enzymatischen Aktivitäten der Alkoholdehydrogenase bzw. 
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Phosphotransacetylase und Acetatkinase zu Ethanol und/oder Acetat verstoffwechselt. Insgesamt 

werden in diesem Stoffwechselweg in E. coli bis zu drei ATP pro Glukose gebildet und es ergibt sich die 

nachfolgendene quantitative Bilanz der Produkte (Abbildung 2; Sokatch, 1969).  

 

 

Abbildung 2: Bilanz der gemischten Säuregärung in E. coli. (nach Sokatch, 1969)

 

1.2 Formiat-Metabolismus  
 

Ein großer Anteil Formiat entsteht, wie oben beschrieben (Abschnitt 1.1.1), durch die gemischte 

Säuregärung, bei welcher PFL-abhängig zwei der sechs Kohlenstoffatome von Glukose zu Formiat 

umgewandelt und anschließend in der FHL-abhängigen Reaktion (Abschnitt 1.2.2) umgesetzt werden. 

Dabei werden Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff produziert (Stephenson und Stickland, 1932). Alle 

Proteine und regulatorischen Elemente, die im anaeroben Formiat-Metabolismus eine wichtige Rolle 

spielen, gehören zum Formiat-Stoffwechsel (siehe schematische Darstellung in Abbildung 3; 

zusammenfassende Tabelle 1) und werden in den nachfolgenden Abschnitten detaillierter erläutert. 

 

Abbildung 3: Übersicht der wichtigsten Komponenten des Formiat-Stoffwechsels. 

Darstellung der Schlüsselkomponenten des Formiat Stoffwechsels in E. coli. Das Formiat produzierende Enzym 

PflB ist in Blau gezeigt (PDB: 1H18; Becker und Kabsch, 2002) der Formiat-Kanal FocA in Rot (PDB: 3KCU; Wang 

et al., 2009), die Formiatdehydrogenasen FDH-N/O in Orange (PDB: 1KQF, Jormakka et al., 2002) und die Struktur 

des Formiat-Hydrogenlyase-Komplexes in Grün (vorhergesagte Struktur durch Assemblierung der Untereinheiten 

nach Pinske und Sawers, 2016). Die Formiat-Oxidation durch FDHs ist in der Regel mit der Fumaratreduktase 

durch Elektronentransfer mittels Chinon-Pool (gezeigt als QH2 und Q) gekoppelt. Die Expression der Gene des 

FHL-1-Komplexes wird durch den Formiat-sensitiven Regulator FhlA reguliert. Die Strukturen der Proteine sind als 

Oberflächendarstellung visualisiert und nur schematisch, nicht entsprechend ihrer Größe, skaliert. Die Orientierung 

der Preoteine in der Cytoplasmamembran (CM) ist angedeutet und die äußere Membran (ÄM), Periplasma (PP) 

und das Cytoplasma (CP) sind beschriftet. Das Schema wurde in Zusammenarbeit mit PD Dr. C. Pinske erstellt.  
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Tabelle 1. Proteine des anaeroben E. coli Formiat-Stoffwechsels. 

Zusammenfassende Übersicht über Proteine des anaeroben E. coli Formiat-Stoffwechsels. Die Referenzen sind 

nachfolgend aufgelistet. [1] Suppmann und Sawers, 1994; [2] Andrews et al., 1997; [3] Rödel et al., 1988; 

[4] Pinsent, 1954; [5] Stephenson und Stickland, 1932; [6]: Schlensog und Böck, 1990; [7] Sauter et al., 1992. 

Protein Name Gen Funktion Referenz 

FocA 
Formiat-Kanal 

FocA 
focA 

Bidirektionale Formiat-

Translokation 
[1] 

FocB 
Formiat-Kanal 

FocB 
focB 

Formiat-Translokation 

(möglicherweise unter 

Gukosemangel) 

[2] 

PflB 
Pyruvat Formiat-

Lyase 
pflB 

Glycylradikal-Enzym, welches in 

der aktivierten Form die Bildung 

von Formiat und Acetyl-CoA aus 

Pyruvat und CoA katalysiert 

[3] 

PflA 
Pyruvat Formiat-

Lyase Aktivator 
pflA 

Aktiviert PflB durch ein 

5´Dexoxyadenosyl-Radikal 
[3] 

FDH-N 
Formiatdehydro-

genase N 
fdnG-I 

Enzym für die Oxidation von 

Formiat zu CO2 und H+ 
[4] 

FDH-O 
Formiatdehydro-

genase O 
fdoG-I 

Enzym für die Oxidation von 

Formiat zu CO2 und H+ 
[4] 

FHL-1 

Formiat-

Hydrogenlyase 

Komplex 1 

hycBCDEFGHI  

+ fdhF 

Haupt-Enzym für die 

Disproportionierung von Formiat; 

Katalytisch aktiv sind die 

Formiatdehydrogenase-

Komponente FDH-H und die 

Hydrogenase Hyd-3 

[5] 

FHL-2 

Formiat-

Hydrogenlyase 

Komplex 2 

hyfABCDEFGHI 

+fdhF 

Aktivität ähnlich zu FHL-1; wird 

aber unter anderen Bedingungen 

synthetisiert 

[2] 

FhlA 

Formiat-

Hydrogenlyase 

Aktivator 

fhlA (hyfR) 

Formiat-sensitiver Regulator der 

Transkription des hyc-, hyp- 

Operons und fdhF  

HyfR kontrolliert vermutlich 

speziell die Gene für den 

FHL-2-Komplex 

[6] 

HycA 

Formiat-

Hydrogenlyase 

Regulator 

hycA 

Gegenspieler zu FhlA; verhindert 

die Expression der FhlA-

aktivierten Gene 

[7] 
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Formiat/Ameisensäure ist im bakteriellen Stoffwechsel ein zentrales Schlüsselmolekül, welches nicht 

nur wie bereits gezeigt anaerob, sondern auch unter aeroben Bedingungen, produziert bzw. verbraucht 

werden kann. Aufgrund seines niedrigen Redoxpotentials E0‘(CO2/HCOO−) von −432 mV ist Formiat ein 

effektiver Elektronendonor. So kann es entweder in der aeroben Atmungskette durch 

Formiatdehydrogenasen (FDHs) oder durch anaerobe Respiration mit verschiedenen terminalen 

Elektronenakzeptoren (Fumarat, Nitrit oder Nitrat) oxidiert werden. Formiat ist zudem Substrat der 

Reaktion der anaeroben Ribonukleotidreduktase, welche die Produktion von Desoxyribonukleosid-

triphosphaten gewährleistet (Mulliez et al., 1995). Darüber hinaus spielt es in der Aminosäure-

biosynthese bei der Umwandlung von Serin zu Glycin eine Rolle, da der C1-Transfer mithilfe des 

formylierten Cofaktors Tetrahydrofolat (THF) katalysiert wird (Berg et al., 2012). N-Formyl-THF ist auch 

Kohlenstoff-Donor bei der Purinsynthese. Ein moderater Formiat-Anteil wird auch bei der 

posttranslationalen Deformylierung von N-Formyl-Methionin bereitgestellt. 

 

1.2.1 Pyruvat Formiat-Lyase 
 

Wie bereits im Abschnitt 1.1.1 aufgeführt, katalysiert die Pyruvat Formiat-Lyase (PFL, auch Formiat 

C-Acetyltransferase) die homolytische Spaltung der C1–C2 Bindung von Pyruvat und bildet zusammen 

mit dem Substrat CoA die Produkte Formiat und Acetyl-CoA (Abbildung 4).  

 

 

Abbildung 4: Reaktion der Pyruvat Formiat-Lyase. 

 

PFL-ähnliche Enzyme findet man vor allem in Bakterien (Firmicutes, Proteobakterien, Actinobakterien, 

Bacteroidetes), nur vereinzelt in Archaea (beispielsweise in Thermococcus-Spezies) und in wenigen 

Eukaryota wie Arthropoden, Nematoden oder einigen Grünalgen (eggNog 5.0 Datenbank; Huerta-

Cepas et al., 2019 und STRING Datenbank; Szklarczyk et al., 2021, vgl. Abbildung A1 im Anhang). Am 

weitesten verbreitet sind PFL-Enzyme in Enterobakterien, also vor allem in fakultativen Anaerobiern. 

Am besten charakterisiert ist die Pyruvat Formiat-Lyase aus E. coli (PflB; Rödel et al., 1988). 

Expressionsstudien zeigten, dass pflB in diesem Organismus konstitutiv exprimiert wird, jedoch die 

Translationsrate unter anaeroben Bedingungen 12- bis 15-fach erhöht ist (Sawers und Böck, 1988). 

PflB gehört zum bicistronischen focA-pfl Operon, welches auch für den Formiat-Kanal FocA, codiert 

(Suppmann und Sawers, 1994; vgl. Abbildung A2 im Anhang). Die sehr komplexe Expression des 

Operons wird durch sieben Promotoren koordiniert und steht unter der Kontrolle der 

Transkriptionsregulatoren ArcA und FNR (Sawers und Suppmann, 1992). Direkt benachbart, nur knapp 

200 Basenpaare stromabwärts vom focA-pfl-Operon des E. coli Chromosoms, befindet sich pflA (früher 

act), das Gen für das PFL-aktivierende Enzym (vgl. Abbildung A2 im Anhang). PflA wird auch konstitutiv, 
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aber unabhängig von Regulatoren und nahezu unbeeinflusst von der Sauerstoff-Verfügbarkeit 

exprimiert (Sauter und Sawers, 1990).  

Unabhängig vom focA-pfl-Operon codiert das E. coli-Genom für ein PflB-homologes Protein, die 

2-Ketobutyrat Formiat-Lyase TdcE, welches Teil vom tdcABCDEFG-Operon ist und dessen Expression 

Glukose-reprimiert ist (Hesslinger et al., 1998). TdcE weist eine 82 %-ige Sequenzidentität zu PflB auf 

und ist sowohl in der Lage α-Ketobutyrat als auch Pyruvat anaerob in Formiat und Propionyl-CoA bzw. 

Acetyl-CoA zu spalten (Hesslinger et al., 1998, Sawers et al., 1998). 

TdcE und PflB gehören zur Familie der Glycylradikalenzyme (GREs), welche sich durch einen 

radikalischen Reaktionsmechanismus auszeichnen (Knappe et al., 1984). GREs katalysieren chemisch 

sehr herausfordernde Reaktionen wie C–C Bindungsknüpfung und -spaltung (PFL; Wagner et al., 

1992), C-O (anaerobe Ribonukleotidreduktase; Mulliez et al., 1995) und C-N-Bindungsspaltung (Cholin-

Trimethylamin-Lyase; Craciun und Balskus, 2012). 

Die Strukturanalyse von PflB, dem best-untersuchtesten Mitglied dieser Enzymfamilie, zeigt, dass 

dieses in vivo als 170 kDa großes Homodimer vorkommt, bei welchem jedoch nur ein Monomer 

katalytisch aktiv ist, was als „half of the sites“ Aktivität bezeichnet wird (Unkrig et al., 1989; Knappe und 

Sawers, 1990; Becker et al., 1999). Die katalytisch relevanten Aminosäurereste G734 und die zwei 

Cysteine C418 bzw. C419 (nach E. coli Nummerierung) befinden sich am Ende der ß-Schlaufen, die ins 

Enzyminneren orientiert sind und so vor dem Lösungsmittel, aber vor allem auch vor Sauerstoff 

geschützt (Peng et al., 2010). Dies ist wichtig, da aktives PflB unter (mikro)-aeroben Bedingungen 

inaktiviert werden kann, wobei das Proteinrückgrat zwischen S733 und G734 gespalten und damit das 

Enzym inaktiviert werden kann (Wagner et al., 1992). PflB kann in mikroaeroben bzw. anaeroben Milieu 

unmittelbar durch die PFL-Aktivase, deren Gen pflA, wie bereits erwähnt, ebenso konstitutiv exprimiert 

wird, zur radikalischen Form aktiviert werden (Unkrig et al., 1989).  

PflA gehört zur Superfamilie der der radikalischen S-Adenosylmethionin Enzyme und verwendet 

S-Adenosylmethionin (SAM) und ein [4Fe-4S]-Zentrum als Cofaktor (Külzer et al., 1998). Die reaktive 

Spezies, welche für die initiale Aktivierung von PflB zuständig ist, ist das 5´Deoxyadenosyl-Radikal 

(dAdo; Knappe et al., 1984). Das dAdo-Radikal abstrahiert stereospezifisch das C-2 pro-S-H Atom des 

Glycins 734 in PflB, welches für die Interaktion mit PflA Oberflächen-exponiert wird, und generiert somit 

das Glycyl-Radikal (Wagner et al, 1992; Frey et al., 2005; Peng et al. 2010). Für die eigentlichen 

Katalyseschritte ist nach der Aktivierung eine Konformationsänderung notwendig, bei welcher die G734-

Schlaufe anschließend ins Proteininnere inseriert und in die Nähe zu C418 und C419 positioniert wird. 

Es wurde postuliert, dass dieser Zustand durch Pyruvat, welches direkt im aktiven Zentrum gebundenen 

ist und als allosterischer Aktivator agiert, stabilisiert wird und außerdem so die Konformationsänderung 

nach dem Radikal-transfer begünstigt (Becker und Kabsch, 2002; Crain und Broderick, 2014).  

Nachfolgend wird der Mechanismus der Formiat-Bildung nach Parast et al., 1995 erklärt, welcher in 

Abbildung 5 schematisch dargestellt ist. Das Glycylradikal abstrahiert das H-Atom der Thiol-Gruppe des 

C419 und dieses Thiyl-Radikal generiert dann ein radikalisches tetrahedrales Oxyradikal-Intermediat. 

Bei der Spaltung der C1–C2 Bindung des Intermediates entstehen das S-Acetyl-PFL und das Formyl-

Radikalanion, welches das H-Atom der anderen Thiol-Funktion abstrahiert. So wird das radikalische  
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Abbildung 5: Reaktionsmechanismus der Pyruvat Formiat-Lyase. 

a)  Schematische Darstellung der PFL-Katalyse (nach Parast et al., 1995). 

b) Hypophosphit-gebundenes PFL, welches weitere Katalyseschritte verhindert und damit das Enzym inaktiviert 

(nach Knappe und Sawers, 1990). 

 

katalytische Zentrum wiederhergestellt und ein neuer Katalysezyklus kann beginnen. Zwischen C419 

und C418 findet vermutlich ein Transfer der Acetyl-Gruppe statt und das acetylierte C418 vermittelt den 

Thioester-Austauch mit CoA (Mechanismus nach Brush et al., 1988; Parast et al., 1995; Abbildung 5a). 

Die PFL-Reaktion ist zwar reversibel, aber die Bildung von Formiat und Acetyl-CoA ist stark begünstigt, 

was sich in der freien Enthalpie (ΔG0‘) von -16,3 kJ mol-1 und einer katalytischen Effizienz der Reaktion 

von 770 s-1 (Rückreaktion kcat Km -1 = 260 s-1) zeigt (Knappe et al., 1974). 

Der Katalyse der Formiat-Bildung erfolgt nach einem Ping-Pong-Mechanismus, welcher u.a. auch mit 

Inhibitoren, welche als Selbstmord-Substrate in den Mechanismus eingreifen, aufgeklärt wurde (Knappe 

et al., 1974). Phosphinate wie Hypophosphit werden während der Katalyse aufgrund ihrer Formiat-

ähnlichen Struktur im Zentrum des acetylierten Enzyms erkannt, kovalent gebunden und inhibieren den 

Fortgang des Katalyse-Zyklus (Plaga et al., 1988; Knappe et al., 1984, Struktur vgl. Abb. 5b). 

 

1.2.1 Weitere Komponenten des Formiat-Stoffwechsels 
 

Neben dem zentralen Enzym der gemischten Säuregärung (PflB) spielen weitere Proteine eine zentrale 

Rolle im Formiat-Stoffwechsel: die Formiatdehydrogenasen (FDHs). FDHs sind Selenoproteine mit 

Molybdopterindinukleotid Cofaktor, welche die Oxidation von Formiat zu Kohlenstoffdioxid und Protonen 

katalysieren (Pinsent, 1954). In E. coli gibt es drei verschiedene Enzyme, die je nach Verfügbarkeit von 

Elektronenakzeptoren gebildet werden bzw. aktiv sind. FDH-O wird sowohl unter aeroben Bedingungen 

als auch anaerob mit Nitrat als terminalem Elektronenakzeptor, gebildet (Pinsent, 1954; Sawers et al., 

1991). Unter Gärungsbedingungen spielt die Aktivität von FDH-O nur eine geringe Rolle (Pinske und 
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Sawers, 2016). Die wichtigste Formiatdehydrogenase unter Nitrat Respirationsbedingungen ist FDH-N, 

welche die Oxidation von Formiat mit dem Transfer der Elektronen zur Nitratreduktase via 

Ubichinon/Menachinon koppelt (Enoch und Lester, 1975; Neidhardt et al.; 1987; Li und Stewart, 1992).  

Die dritte Formiatdehydrogenase, FDH-H, welche unter Gärungsbedingungen und bei Abwesenheit von 

terminalen Elektronenakzeptoren gebildet wird, ist Teil des FHL-1-Komplexes (Peck und Gest, 1957). 

Die Expression von FDH-H, welche durch das monocistronische fdhF-Gen codiert wird, und weiterer 

Hydrogenase Gene wird direkt durch die intrazelluläre Formiat-Konzentration reguliert und daher als 

Formiat-Regulon bezeichnet. Generell wird dessen Expression durch Formiat, Molybdat und einem pH-

Wert unterhalb 7 gesteigert (Birkmann et al., 1987; Rossmann et al., 1991; Rosentel et al., 1995). Die 

Anwesenheit von Sauerstoff und/oder Nitrat haben eine reprimierende Wirkung (Pecher et al., 1983). 

Eine Schlüsselrolle in der Expression des Regulons spielt insbesondere der transkriptionelle Formiat-

Hydrogenlyase Aktivator (FhlA) (Sankar et al., 1988; Schlensog und Böck, 1990). Das fhlA Gen wird 

unter der Kontrolle eines eigenen Promotors in geringem Level transkribiert, jedoch findet unter 

anaeroben Bedingungen FNR-abhängig eine erhöhte Expression statt (Rossmann et al., 1991; 

Leonhartsberger et al., 2002). Das FhlA-Protein gehört zur NtrC-Gruppe von transkriptionellen 

Regulatoren, welche eine N-terminale Domäne A, eine konservierte zentrale Domäne C und eine 

C-terminale Domäne D aufweisen. Die Domäne C besitzt die ATP Bindestelle und interagiert mit der 

RNA Polymerase und dem σ-54 Faktor (Drummond et al., 1986). Wenn Formiat intrazellulär im 

niedrigen millimolaren Konzentrationsbereich akkumuliert, bindet es an die Domäne A von FhlA. Die 

apparente Bindungskonstante beträgt 5 mM (Hopper und Böck, 1995). Die Assoziation des 

Effektormoleküls (Formiat) reguliert dann das Binden von ATP und dessen Hydrolyse (Leonhartsberger 

et al., 2000). In Anwesenheit von hohen Formiat- und ATP-Konzentrationen und in der Nähe der DNA-

Bindestellen, den stromaufwärts liegenden regulatorischen Sequenzen, oligomerisiert FhlA, bindet die 

DNA als vermutlich tetrameren Komplex und initiiert die Transkription der σ-54 Promotoren (Birkmann 

und Böck, 1989, Hopper et al.,1996, Leonhartsberger et al., 2000). Neben FhlA, welches die Expression 

einer Vielzahl von (De)-hydrogenase Genen durch positive Rückkopplung verstärkt, gibt es auch einen 

Gegenspieler: das Formiat-Hydrogenlyase regulatorische Protein HycA (Sauter et al., 1992). Die 

Expression von hycA ist ebenfalls Formiat- bzw. FhlA-abhängig. Wie genau der molekulare 

Mechanismus der Repression der Genexpression des Formiat-Regulons durch HycA funktioniert, ist 

noch nicht aufgeklärt. Die folgenden zwei Modelle erscheinen schlüssig; zum einen könnte HycA direkt 

an FhlA binden und durch die Interaktion die FhlA-Aktivität unterbinden oder zum anderen könnte es 

direkt in die Reduktion der zellulären Formiat-Konzentration involviert sein, indem es beispielsweise den 

Formiat-Export erleichtert (Leonhartsberger et al., 2002).  

FhlA und auch HycA können somit die Expression von fdhF zusammen mit den Hydrogenase-3 Genen 

(hyd-3; Nummerierung entsprechend, weil es in E. coli insgesamt drei Hydrogenasen gibt) Formiat-

abhängig kontrollieren (Peck und Gest, 1957; Pecher et al., 1983; Birkmann et al., 1987). FDH-H ist die 

katalytische Untereinheit des FHL-Komplexes, in welcher Formiat in einer reversiblen Reaktion zu CO2 

oxidiert wird. Die Elektronen, die bei dieser Reaktion entstehen, werden über Eisen-Schwefel-Zentren 

der verschiedene FHL-1-Untereinheiten zur [NiFe]-Hydrogenase Hyd-3 übertragen, und zur Reduktion 

von zwei Protonen zu molekularem Wasserstoff genutzt (Pinske und Sawers, 2016).  
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Für die Assemblierung eines aktiven FHL-1-Komplexes sind insgesamt mindestens 15 Gene notwendig, 

welche zum hycA-I-Operon oder dem sich in inverser Orientierung dazu befindenden hypA-E-Operon, 

dessen Genprodukte für die Reifung der drei E. coli Hydrogenasen eine entscheidende Rolle spielen, 

gehören (Böhm et al.; 1990; Lutz et al.; 1991; Sauter et al., 1992; Pinske und Sawers, 2016). Der Aufbau 

des L-förmigen FHL-1-Komplexes wurde durch Analysen mit Deletionsvarianten des hyc-Operons, 

Reinigung des Komplexes und dessen Cryo-EM-Struktur analysiert (Sauter et al., 1992; McDowall et 

al., 2014; Steinhilper et al., 2022). Die transmembranen Untereinheiten des FHL-Komplexes sind HycC 

und HycD. FDH-H ist mit dem Komplex an der Membran assoziiert und interagiert über hydrophobe 

Interaktionen und Wasserstoffbrücken mit HycB und durch elektrostatische Anziehung mit HycF 

(Steinhilper et al., 2022). HycE und HycG sind die große und kleine Untereinheit der Hyd-3, welche mit 

ihren [FeS]-Zentren und dem [NiFe]-Cofaktor die reversible Reduktion von Protonen zu Wasserstoff 

katalysieren (McDowall et al., 2014). HycB ist die kleine Untereinheit der FDH und überträgt Elektronen 

über [FeS]-Zentren. Diese Untereinheit steht in direkter Verbindung mit HycC und HycD. Der 

Elektronentransfer wird durch das Eisenschwefelzentrum von HycF gewährleistet. HycH übernimmt als 

Chaperon eine wichtige Funktion in der Assemblierung der Hyd-3 (Lindenstrauß et al., 2017). Die 

Endopeptidase HycI prozessiert die katalytische Untereinheit HycE nachdem der [NiFe]-Cofaktor 

inseriert wurde (Rossmann et al., 1995). Ein weiterer Lokus des Formiat-Regulons weist die zwei Gene 

hydN und hypF auf, welche für die Aktivität des FHL-Komplexes wichtig sind (Maier et al.,1996).  

Neben dem FHL-1-Komplex gibt es in E. coli noch einen zweiten FHL-ähnlichen Komplex (FHL-2), 

dessen Untereinheiten im hyf-Operon codiert werden und der als Hyf oder Hydrogenase-4 bezeichnet 

wird (Andrews et al., 1997). Das hyf-Operon codiert neben den strukturellen Komponenten für die 

[NiFe]-Hydrogenase auch einen FhlA-ähnlichen Aktivator, hyfR, und direkt benachbart focB, das Gen 

für einen weiteren putativen Formiat Transporter (Andrews et al., 1997). Die Bedingungen unter welchen 

der E. coli FHL-2-Komplex synthetisiert wird und auch die biochemischen Eigenschaften des Komplexes 

sind noch nicht im Detail aufgeklärt, jedoch ist klar, dass in E. coli FHL-1 die Hauptfunktion in der 

Disproportionierung von Formiat einnimmt (Skibinski et al., 2002; Self et al., 2004; McDowall et al., 

2014). Beide FHL-Komplexe weisen strukturelle Ähnlichkeit zum Komplex I der Atmungskette auf und 

aufgrund der erforderlichen Membran-Assoziation der katalytischen Domänen wurde postuliert, dass in 

den transmembranen Untereinheiten Ionen transloziert werden und FHL als Protonenpumpe eine 

energiekonservierende Funktion einnimmt (Böhm et al., 1990; Andrews et al., 1997).  

Da Formiat die Synthese vieler Komponenten des fermentativen Stoffwechsels beeinflusst, ist es ein 

zentrales Effektormolekül. Die Regulation der Formiat-Konzentration in der Zelle ist wichtig und wird 

nicht nur durch den Umsatz mittels FDHs, sondern auch durch den Formiat-Efflux und die Wiederauf-

nahme, welche ebenso mit der Disproportionierung durch den FHL-Komplex verbunden ist, kontrolliert. 

Diese Strategie verhindert eine intrazelluläre Formiat-Akkumulation und eine mögliche Entkopplung des 

Membranpotentials. Aufgrund des intrazellulären pH-Wertes zwischen 7,2 und 7,9, liegt Ameisensäure 

(pKa ≈ 3,75) zu 99,99 % in der dissoziierten Form vor und kann als monovalentes, polares Anion die 

Cytoplasmamembran nicht einfach durch Diffusion passieren (Hersh et al., 1996). Die bidirektionale 

Formiat-Translokation erfolgt daher hauptsächlich durch den Formiat-Kanal FocA, welcher durch einen 

komplexen Mechanismus reguliert wird (Suppmann und Sawers, 1994). 
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1.3 Der Formiat-Kanal FocA als Vertreter der FNTs  
 

Als erster Vertreter der Formiat-Nitrit-Transporter-Familie (FNTs) wurde ein Formiat-translozierendes 

Kanalprotein von Suppmann und Sawers 1994 identifiziert. In einem Screening wurden initial Mutanten 

isoliert, welche sich durch eine erhöhte Resistenz gegenüber Hypophosphit, einem toxischen Formiat-

Analogon (vgl. Abschnitt 1.2.1), auszeichneten. Diese Mutanten wiesen die Insertion eines Transposons 

im pfl-Operon auf und so konnte das Genprodukt des pfl benachbarten Gens als putativer Formiat-Kanal 

FocA annotiert werden (Suppmann und Sawers, 1994).  

Die Benennung der Proteinfamilie als Formiat-Nitrit-Transporter leitet sich von den ersten zwei 

Vertretern, die Formiat- und Nitrit-Ionen translozieren (FocA und NirC), und von der durch Saier 

durchgeführten phylogenetischen Charakterisierung, ab (Saier; 1999). Die Vertreter der FNT-Familie 

sind ursprünglich als Kanalproteine klassifiziert, jedoch steht diese Zuordnung unter Diskussion. Da 

außerdem nicht final geklärt ist, ob ein Netto-Transport von organischen Säuren (bzw. Anion und H+) 

oder deren entsprechenden Ionen stattfindet, wird in der Regel ausschließlich das Ion bezeichnet, bei 

Hypothesen zum detaillierteren Mechanismus hingegen eine stärkere Differenzierung vorgenommen. 

An dieser Stelle sollte auch erwähnt werden, dass wenn in den folgenden Abschnitten bzw. Kapiteln die 

Begriffe Transport, Export oder Import bzw. Efflux oder Influx zur Beschreibung der Translokation der 

Ionen genutzt werden, dies nicht auf Grundlage der eindeutigen Zuordnung als Kanal oder sekundär 

aktiver Transporter/Ionen-Pumpe erfolgt. Vielmehr ermöglichen diese Begriffe eine einfachere 

Differenzierung der Richtung der Translokation.  

 

1.3.1 Familie der FNTs 
 

Die Familie der FNTs besteht aus pentameren Kanälen, welche Anionen wie Formiat, Nitrit, Hydrosulfid, 

und auch Lactat translozieren (Wang et al., 2009). FNTs gehören der Transporter Klasse 2.44 und der 

MIP-Superfamilie (major intrinisic proteins), welche u.a. Glyceroporine und Aquaporine beinhalten, an 

(Park und Saier, 1996). Letztere weisen, trotz großer Unterschiede in Funktion, Primär- und Tertiär-

struktur (Aquaporine sind Tetramere), eine sehr ähnliche α-helikale Topologie mit einer sanduhrförm-

igen Protomer-Struktur und vielen konservierten Aminosäuren, die auch in FNTs zu finden sind, auf.  

Die Familie der FNTs ist allgemein sehr weit verbreitet. Das heißt sie kommen in allen drei Domänen 

des Lebens: Bakteria, Archaea und teilweise in niederen Eukaryota vor (Saier et al., 1999). Etwa 85 % 

der bereits identifizierten FNTs sind in Bakterien zu finden, wobei sie zu ähnlichem Anteil in gram-

negativen und grampositiven Bakterien vorliegen (Mukherjee et al., 2017). Die meisten FNT-Vertreter 

in Archaea gehören zum Phylum Euryarchaeota und die Mehrheit der eukaryotischen FNTs sind dem 

Phylum der Fungi zuzuordnen (Mukherjee et al., 2017). 

Die Entdeckung der FNTs, wie schon am Beispiel von FocA beschrieben, steht nicht nur in Verbindung 

mit im direkten Metabolismus assoziierten Proteinen, sondern auch mit der Organisation der jeweiligen 

Gene. Wie schon in Abschnitt 1.2.1 erläutert, befinden sich focA und pflB in einem Operon (vgl. Abb. A1, 

Anhang) und die Co-Expression unterliegt einer komplexen Regulation. Im Gegensatz zu pflB, werden 

focA-Transkripte nur anaerob synthetisiert (Sawers und Böck, 1989; Sawers und Watson, 1998). 
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Ein Ortholog von FocA ist das in Methanobacterium formicicum vorkommende FdhC, ein ebenso 

Formiat aufnehmendes Protein. Das fdhC-Gen ist Teil des fdh-Operons, welches zudem eine 

Formiatdehydrogenase codiert (White und Ferry, 1992; Nölling und Reeve, 1997). Das Nitrit 

aufnehmende Protein, NirC, ist nach dem zugehörigen Gen benannt und mit den cytoplasmatischen 

Nitritreduktasen (NirBD) genomisch und funktional assoziiert, da diese Nitrit zu Ammonium-Ionen 

umsetzen (Peakman et al., 1990; Clegg et al., 2002). Ein weiterer wichtiger Vertreter der FNTs ist das 

Hydrosulfid exportierende Membranprotein HSC (hydrosulfide channel) aus Clostridioides difficile, 

welches genomisch direkt benachbart von den Sulfitreduktase-Genen asrABC liegt und die bei der 

Sulfitreduktion entstehenden toxischen Hydrosulfid-Ionen aus dem Cytoplasma entfernt (Czyzewski und 

Wang, 2012). Weitere Vertreter, welche zur Familie der FNTs gehören, sind ein mutmaßlicher 

Acetat/Protonen Symporter, Yha8, aus Saccharomyces cerevisiae und der Lactat/Protonen-Symporter 

PfFNT aus Plasmodium falciparum (Casal et al., 1996; Saier et al., 1999; Wu et al., 2015). 

Die Vertreter der FNT-Familie sind sich strukturell sehr ähnlich. In der Regel haben die Protomere eine 

Länge von 256-285 Aminosäuren und weisen sechs bis acht transmembrane α-Helices auf (Saier et al., 

1999). Eine Ausnahme stellt der Symporter in S. cerevisiae Yha8 dar, dessen monomere Form eine 

C-terminale Verlängerung von ca. 400 Aminosäuren aufweist (Saier et al., 1999).  

Die topologische Ähnlichkeit ist aber nicht auf die Primärsequenz zurückzuführen, denn ein alignment 

und die Evaluierung der Sequenzidentität mittels CLUSTAL OMEGA (Webserver, Version 1.2.4; 

Madeira et al., 2022) zeigt bei der Analyse von E. coli FocA, E. coli FocB, E. coli NirC, M. formicicum 

FdhC und C. difficile HSC eine maximale Identität von 50 % (E. coli FocA und E. coli FocB). Den 

geringsten Wert von ca. 25 % lieferte der Vergleich von E. coli FocA und C. difficile HSC. Dennoch gibt 

es, vor allem für die Translokation der jeweiligen Ionen, wichtige Aminosäuren, welche in allen FNTs 

konserviert sind. Zwei Aminosäuren sind an dieser Stelle hervorzuheben; ein zentrales Threonin (in 

E. coli FocA T91) und ein mechanistisch bedeutsames Histidin (in E. coli FocA H209). Weitere 

konservierte Aminosäuren werden im Rahmen der Beschreibung der Struktur des E. coli FocA Proto-

mers (Abschnitt 1.3.2, Abbildung A3 im Anhang) bzw. in der Diskussion (3.2.3) ausführlicher geschildert.  

Der am wenigsten konservierte Bereich der FNTs ist der N-Terminus, welcher im Cytoplasma liegt. In 

Abbildung 6 ist diesbezüglich ein Sequenzvergleich der im vorherigen Abschnitt vorgestellten FNTs 

gezeigt. Es fällt auf, dass nicht nur die Länge der N-Termini stark variiert, sondern sich auch die 

einzelnen Aminosäuren funktional unterscheiden, was in einer Sequenzidentität von 14-31 % zum 

Ausdruck kommt (CLUSTAL OMEGA, Version 1.2.4; Madeira et al., 2022). Dieser Proteinbereich ist 

vermutlich sehr flexibel, weshalb die erste E. coli FocA Kristallstruktur von einem am N-Terminus um 

21 Aminosäure verkürzten FocA Protein stammt, da die Strukturdaten des Volllängenproteins eine 

geringe Auflösung aufwiesen (PDB: 3KCU; Wang et al., 2009). Die hohe Flexibilität und auch Variabilität 

der FNTs könnte damit begründet werden, dass Interaktionen mit cytoplasmatischen Proteinen 

stattfinden, was bereits für FocA und PflB nachgewiesen werden konnte (Doberenz et al., 2014). Dies 

schließt eine Vernetzungsanalyse zwischen PflB und FocA, welche wechselwirkende Aminosäuren 

identifizierte, und verschiedenen in vivo Versuche ein, welche zudem die Involvierung in der Anion-

spezifischen FocA-abhängigen Translokation andeuten (Beyer et al., 2013; Doberenz et al., 2014).  
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Abbildung 6: Sequenzvergleich der N-terminalen Bereiche verschiedener FNTs. 

Zum Sequenzvergleich des N-terminalen Bereichs der FNTs wurden über CLUSTAL OMEGA (Webserver, Version 

1.2.4; Madeira et al., 2022) nachfolgende Sequenzen in einem alignment verglichen: E. coli FocA (1-36), E. coli 

FocB (1-35), E. coli NirC (1-25), M. formicicum FdhC (1-32) und C. difficile HSC (1-29). Die Sequenzidentität der 

anderen FNTs im Vergleich zu EcFocA liegt zwischen 13,8 % (CdHSC) und 31,4 % (EcFocB).  

 

Allgemein gehen die Aussagen wie selektiv die FNTs für ihre jeweils namensgebenden Ionen sind, sehr 

weit auseinander und sind insbesondere davon abhängig, welche analytischen Methoden zur 

Adressierung dieser Fragestellung genutzt wurden. In elektrophysiologischen in vitro Analysen der 

FocA-abhängigen Permeation konnte eine Selektivität für monovalente Anionen festgestellt werden. 

Diese schließen im Fall von S. enterica ser. Typhimurium FocA (StFocA) die Produkte der gemischten 

Säuregärung (Formiat, Acetat und Lactat), aber auch Hypophosphit und Nitrit, sowie Chlorid-Ionen ein 

(Lü et al., 2012a, Waight et al., 2013). Generell war die Formiat-Permeabilität von StFocA am höchsten 

und bi-, trivalente Anionen (Sulfat, Hydrogenphosphat, Citrat), sowie Kationen wurden nicht transloziert 

(Lü et al., 2012a). Elektrophysiologische Untersuchung von S. enterica ser. Typhimurium NirC (StNirC) 

in Proteoliposomen zeigten, dass neben Nitrit-Ionen auch Formiat transloziert wurde (Lü et al., 2012b).  

In vivo Studien demonstrierten hingegen, dass FocA sehr spezifisch für die Translokation von Formiat 

ist. So zeigten Zeitaufgelöste Studien mit einem Parentalstamm und einer focA-Mutante, dass die 

extrazelluläre Konzentration der Produkte der gemischten Säuregärung (Succinat, Acetat, Pyruvat und 

Lactat) im Laufe der Kultivierung unabhängig vom Vorhandensein des Formiat-Kanals anstieg, aber im 

Parentalstamm die Formiat-Konzentration in den Zellen zunächst zu und dann wieder abnahm 

(Suppmann und Sawers, 1994, Beyer et al., 2013). Dies belegt, konträr zu den elektrophysiologischen 

Daten, dass unter physiologischen Bedingungen, wenn alle möglichen Interaktionspartner von FocA 

und andere Komponenten des Formiat-Regulons synthetisiert werden, FocA Formiat in vivo mit hoher 

Spezifität translozieren kann. Da sich die Profile des intra- bzw. extrazellulären Formiat-Levels in der 

focA-Mutante und im Parentalstamm grundsätzlich ähnlich waren und nur in der Signal-Intensität stark 

variierten, lässt sich ableiten, dass es alternative, noch nicht identifizierte Formiat-translozierende 

Systeme neben FocA gibt (vgl. Abbildung A4 im Anhang). 

Desweiteren implizieren diese Analysen von Suppmann und Sawers, dass FocA abhängig von den 

physiologischen Bedingungen, für den Formiat-Efflux und auch dessen Influx sorgen kann. Für die 

anderen FNTs hingegen konnte diese Bidirektionalität noch nicht in in vivo Analysen nachgewiesen 

werden. Aufgrund ihrer physiologischen Funktion, die oft nur eine Richtung des Transportes begründet, 

kann vermutet werden, dass einige FNTs die Ionen nur unidirektional translozieren. Insgesamt weisen 

die Mitglieder der FNT-Familie zahlreichen Gemeinsamkeiten auf, und mit Ausnahme des N-Terminus, 

ähneln sie sich strukturell sehr stark, worauf im nächsten Abschnitt eingegangen werden soll.  
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1.3.2 Struktur des FNT-Protomers am Beispiel von FocA  
 

Vor einigen Jahren gerieten die FNT-Proteine in den Fokus von verschiedenen Proteinkristallographie-

Arbeitsgruppen und so konnte 2009 die erste E. coli FocA Struktur gelöst werden (PDB: 3KCU; 

Auflösung 2,25 Å; Wang et al., 2009). Es folgten die Strukturen von Vibrio cholerae FocA (PDB: 3KLY; 

Auflösung 2,1 Å; Waight et al., 2010), S. enterica FocA (PDB: 3Q7K; Auflösung 2,8 Å; Lü et al., 2011), 

C. difficile HSC (PDB: 3TDO/3TDP/3TDR; Auflösung 2,2-3,2 Å; Czyzewski und Wang, 2012) und 

S. enterica NirC (PDB: 4FC4; Auflösung 2,4 Å; Lü et al., 2012b). Sämtliche Strukturdaten bestätigten, 

dass die integralen Membranproteine, wie für FocA unter nativen Bedingungen gezeigt wurde, als 

Homopentamer mit sehr hohem α-helikalem Anteil vorkommen (Falke et al., 2010; vgl. Abbildung 7a, 

Abbildung A5 im Anhang). Das FNT-Pentamer weist einen Durchmesser von ca. 80 Å und eine Höhe 

von 48-55 Å auf (Wang et al., 2009; Waight et al., 2010; Lü et al., 2012b, vgl. Abb. 7). Sowohl FocA als 

auch NirC besitzen an der cytoplasmatisch orientierten Oberfläche des Pentamers positiv geladene 

Aminosäuren, wohingegen auf der periplasmatisch exponierten Oberfläche eher negative Ladungen, 

die von basischen Seitenketten stammen, zu finden sind (Wang et al., 2009; Lü et al., 2012b).  

Die Anordnung der Protomere ist symmetrisch und erfolgt um eine zentrale Weinglas-förmige Kavität 

(mit der größten Öffnung zum Periplasma, siehe Abb. 7a), deren zentraler Bereich bei EcFocA einen 

Durchmesser zwischen 3,8 und 9 Å hat, in vitro mit Detergenz-Molekülen und innerhalb der Membran 

wahrscheinlich mit Lipiden gefüllt ist (Wang et al., 2009). Der Efflux bzw. Influx der zu translozierenden 

Ionen erfolgt nicht durch diese Kavität, sondern durch die hydrophoben Kanäle, welche sich im Zentrum 

eines jeden Protomers befinden (siehe Abbildung 7b; Wang et al., 2009; Waight et al., 2010).  

Im Folgenden wird die Topologie der Protomere und insbesondere der Translokationspore genauer 

beschrieben, welche in Abbildung 7b und 8 für EcFocA gezeigt ist. Sowohl der N- als auch C-Terminus 

der Protomere sind im Cytoplasma lokalisiert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die letzten sechs 

Aminosäuren des C-Terminus (in EcFocA R280-H285) wichtig für die Formiat-Permeation, jedoch nicht 

essentiell für die Synthese bzw. Membranintegrität der Proteine sind (Hunger et al., 2017). Der bereits 

im vorherigen Abschnitt beschriebene N-terminale, helikale Bereich von FocA ist sehr flexibel, 

vermutlich strukturell und mechanistisch relevant und interagiert mit PflB (Doberenz et al., 2014). Die 

transmembranen Helices (TM) 1, 3, 4 und 6 sind durchgängige α-Helices. TM2 und 5 hingegen bestehen 

jeweils aus zwei α-Helices, welche über eine Schlaufe miteinander verbunden sind. TM2a und 2b sind 

über die Ω-Schlaufe verknüpft und TM5a und 5b über die S-Schlaufe (Aminosäuren 205 – 209), wobei 

sich die Bezeichnungen von der strukturellen Ähnlichkeit zu den Buchstaben ableitet (Wang et al., 

2009). TM3 und 4 bzw. TM5 und 6 sind über flexible Schlaufen im Periplasma verbunden. Obwohl sich 

der Strukturbereich TM1-3 (Aminosäuren 29-136 nach EcFocA Nummerierung) und TM4-6 

(Aminosäuren 160-276) in der Primärstruktur sehr stark unterscheiden, sorgt die strukturelle 

Organisation für eine Pseudo-Symmetrie (Wang et al., 2009). Die transmembranen Helices 1-6 sind so 

angeordnet, dass sie einen amphipathischen Kanal bilden. Das bedeutet, dass sich am 

cytoplasmatischen und periplasmatischen Eingang der Pore (im Englischen als vestibule und im 

Deutschen als Eingang bzw. Vorraum bezeichnet) viele geladene und polare Aminosäuren befinden, 

der zentrale Bereich der Pore ist jedoch sehr hydrophob.  
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Abbildung 7: Struktur des E. coli Formiat-Kanals FocA.  

Darstellung der Tertiär- und Sekundärstruktur des E. coli Formiat-Kanals FocA (PDB: 3KCU; Wang et al., 2009). In 

beiden Strukturen ist das Proteinrückgrat und in b) zusätzlich die Oberfläche des Proteins visualisiert. Die 

Dimensionen (Durchmesser in a und Höhe des Kanals in b) sind in Å angegeben. 

a) Draufsicht auf das Homopentamer von der periplasmatischen Seite. FocA ist in der Bänderdarstellung gezeigt. 

Die zentrale Kavität ist mit einem gestrichelten Kreis angedeutet und die Translokationspore eines Monomers ist in 

Grau hervorgehoben.  

b) Querschnitt des Monomers in der Cytoplasmamembran mit modulierter Translokationspore (in Grau). Die 

Oberfläche des Proteins und dessen Sekundärstruktur als Bänder wurden visualisiert. Die Berechnungen erfolgten 

mitels MOLE online Version 2.5 (Pravda et al., 2018). Als maximaler Radius des Kanals wurden 6 Å und als 

Mindestradius im Inneren der Pore 1 Å festgesetzt. Die beiden Konstriktionen der Pore sind mit Pfeil und der 

Beschriftung K1 und K2 hervorgehoben. Die Position des Kanals in der Cytoplasmamembran ist durch die 

Begrenzung des Cytoplasmas (CP) in Blau und des Periplasmas (PP) in Rot angezeigt. 

 

Die nachfolgenden Erläuterungen zur Translokationspore beziehen sich auf die Strukturdaten der 

N-terminal verkürzten EcFocA-Struktur (PDB: 3KCU; Wang et al., 2009) und die Nummerierung der 

Aminosäuren erfolgt, wenn nicht anders gekennzeichnet, nach der E. coli FocA Sequenz (vgl. 

Abbildung A6a im Anhang). Als maximaler Durchmesser der Translokationspore wurden 3,5 Å bestimmt 

(Smart et al., 1993; Wang et al., 2009). Zudem finden sich in der annähernd Sanduhr-förmigen Pore 

zwei Engstellen, die cytoplasmatische und periplasmatische Konstriktion, welche den hydrophoben 

zentralen Teil der Pore, welcher etwa 15 Å lang ist, begrenzen (vgl. Abb. 7b). Für die periplasmatische 

Konstriktion sorgen vor allem zwei gegenüberliegende Phenylalanin-Seitenketten (F75 und F202), 

welche die Pore an dieser Stelle zu einem Durchmesser von 1,8 Å verengen. Die cytoplasmatische 

Engstelle, welche einen Durchmesser von 1,35 Å hat, wird vor allem durch die unpolaren Seitenketten 

der Aminosäuren L79 und L89 gebildet. Im Zentrum der Translokationspore befinden sich die relevanten 

Aminosäuren T91 (auf der flexiblen Ω-Schlaufe) und H209 (am Ende der S-Schlaufe, kurz bevor diese 

in TM5b übergeht), welche einen Abstand von 5,7 Å aufweisen (Distanz von Nε2 von Histidin und 

Sauerstoff-Atom der Threonyl-Seitenkette; Wang et al., 2009; vgl. Abb. 8). Stabilisiert werden die beiden 

Schlaufen durch eine Reihe von Wechselwirkungen mit den Aminosäure-Seitenketten, die sich in der 

näheren Umgebung dazu befinden, bzw. durch Interaktionen mit dem Peptidrückgrat. In Bezug auf die 

Stabilisierung der Ω-Schlaufe leisten Interaktionen dieser Aminosäuren mit L37, D88, F90, N121 und 

N172 einen wichtigen Beitrag und im Fall der S-Schlaufe finden Wechselwirkungen zwischen den 

Seitenketten und K156, H159, L167, E208, S210, N231 und N262 statt (Wang et al., 2009).  
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Abbildung 8: Sekundärstrukturelemente des E. coli Formiat-Kanals FocA.  

Darstellung der Sekundärstruktur eines EcFocA Protomers (PDB: 3KCU; Wang et al., 2009) mit den α-Helices als 

Zylindern (ähnlich wie Abbildung 2 aus Wang et al., 2009). Die sechs transmembranen α-Helices sind nummeriert 

und wurden jeweils unterschiedlich koloriert. Die Ω und S-Schlaufe, welche TM2a und 2b bzw. TM5a und 5b 

verbinden, und die Seitenketten der konservierten und mechanistisch wichtigen Aminosäuren T91 und H209 sind 

dargestellt. Der N- und C-Terminus des Protomers, welcher sich im Cytoplasma befindet ist beschriftet. Die Position 

des Kanals in der Cytoplasmamembran ist durch die Begrenzung des Cytoplasmas (CP) und des Periplasmas (PP) 

angezeigt. 

 

Die Architektur der Pore und einige Aminosäuren in der unmittelbaren Nähe der Konstriktionen 

fungieren als Selektivitätsfilter und bewirken so, dass weder polare Moleküle wie Wasser oder freie 

Protonen, noch größere und geladene Moleküle die Pore passieren können (Wang et al., 2009; Waight 

et al., 2010 und 2013; Lv et al, 2013; Atkovska und Hub, 2017). In der EcFocA Kristallstruktur ist der 

Durchmesser der Pore zu gering, als dass Formiat-Ionen passieren könnten, daher sind Konformations-

änderungen für die Translokation notwendig. 

In den Strukturen von EcFocA (PDB: 3KCU), CdHSC (PDB: 3TDP/3TDR/3TDO) oder StNirC 

(PDB: 4FC4) sind alle Protomere nahezu deckungsgleich, jedoch variiert der Abstand des Threonins 

und Histidins (vgl. Abbildung A5 im Anhang). So liegen die beiden Seitenketten dieser Aminosäuren in 

HSC und NirC in Wasserstoffbrückendistanz (Abstand ≤ 3 Å; Czyzewski und Wang, 2012; Lü et al., 

2012b; Abb. A5 im Anhang). In EcFocA überschreitet die Distanz der Aminosäuren die Restriktionen 

einer Wasserstoffbrückenbindung (Abstand von T91 und H209beträgt 5,7 Å; Wang et al., 2009).  

Im Gegensatz dazu weist die Kristallstruktur von VcFocA (PDB: 3KLY; Waight et al., 2010) verschiedene 

Konformationen der Protomere auf, die sich im Wesentlichen in der Orientierung der Ω-Schlaufe bzw. 

des konservierten Threonins (in VcFocA T90 und in EcFocA T91) unterscheiden (vgl. Abbildung 9). Das 

sich im Zentrum der Translokationspore befindliche Histidin (in VcFocA H208), dessen Imidazol-Ring in 

Richtung der Ω-Schlaufe orientiert ist, ist fixiert und je nach Orientierung der Threonyl-Seitenkette 

interagieren beide Aminosäuren in einigen Protomeren über Wasserstoffbrückenbindung 

(Abstand < 3 Å). Als „geschlossener“ Zustand der Pore wird von der Arbeitsgruppe um D. N. Wang die 

Konformation definiert, in welcher T90 und H208 über Wasserstoffbrückenbindung wechselwirken und 

sie postulieren, dass so eine ungehinderte Passage der Formiat-Ionen unterbunden werden kann  
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Abbildung 9: Konformationen der Ω-Schlaufe in Vibrio cholerae FocA.  

Struktureller Vergleich der Sekundärstruktur eines E. coli FocA Protomers (in Grau; PDB: 3KCU, Wang et al., 2009) 

und den verschiedenen Protomeren (A bis E) der V. cholerae FocA (bunt; PDB: 3KLY, Waight et al., 2010). Die 

Superposition der VcFocA Monomere in Bezug zum EcFocA Protomer lieferte bei der strukturbasierten Berechnung 

RMSD-Werte zwischen 0,484 – 0,532 Å (Berechnung mit PyMOL durch den „super“-Befehl mit 5 Verbesserungs-

zyklen; The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.5, Schrödinger, LLC). Das Peptidrückgrat ist in 

Bänderstruktur-Darstellung und die Seitenketten der Aminosäuren Histidin (H209 EcFocA bzw. H208 in VcFocA) 

und Threonin (T91 EcFocA bzw. T90 in VcFocA), sowie der N- und C-Terminus sind gezeigt.  

a) Darstellung des gesamten Protomers, bei welcher die unterschiedlichen Konformationen des Ω-Schlaufe und 

des Threonins im Vergleich zu den sonst sehr ähnlich strukturierten Bereichen hervorgehoben werden.  

b) Zentraler Teil der FocA Pore und Fokus auf die Abstände zwischen Threonin und Histidin. Mittels PyMOL wurden 

die Abstände der funktionellen Gruppen berechnet (Nε2 von Histidin und Sauerstoff-Atom der Threonyl-Seitenkette). 

In EcFocA beträgt dieser 5,7 Å. In drei der fünf VcFocA Monomere (A, B und C) liegt er zwischen 2,8 Å und 3,2 Å. 

In Monomer D sind Threonin und Histidin 9,6 Å und in Monomer E 8,4 Å entfernt.  

 

(Waight et al., 2010). Die Strukturdaten von StFocA (PDB: 3Q7K; Lü et al., 2011) bei pH 4 zeigen drei 

Konformationen der Protomere, welche als „geöffneter“, „intermediärer“ und „geschlossener“ Zustand 

der Translokationspore beschrieben werden. Diese Konformationen unterscheiden sich in der Position 

und im Ordnungsgrad der Ω-Schlaufe, das heißt dem Anteil des α-helikalen Proteinbereichs oder der 

flexiblen und möglicherweise erweiterten Schlaufe. Im Gegensatz zur VcFocA Struktur, bei welcher alle 

N-Termini ungeordnet vorliegen, gibt es in der StFocA Struktur je nach Konformation N-Termini, welche 

einen freien bzw. versperrten Zugang zum Eingang der Translokationspore aufweisen (Lü et al., 2011).  

Inwiefern Konformationsänderungen für die Permeation der Ionen notwendig sind und wodurch diese 

induziert werden, ist nicht final geklärt. Weiterhin gibt es verschiedene Erklärungen bezüglich der 

quarternären Struktur der FNTs. Die pentamere Architektur sorgt für Stabilität in der Membran und 

ermöglicht Wechselwirkungen zwischen den Protomeren, woraus sich die Frage ergibt, ob dies eine 

allosterische Regulation der Ionen-Translokation bewirkt (Wang et al., 2009). Entsprechende Unter-

suchungen zur Kooperativität der Aktivität sind jedoch nicht eindeutig (Lü et al., 2012a und b). Verschie-

dene Modelle, die versuchen, die Translokation zu erklären, werden im folgenden Abschnitt erläutert.  
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1.3.3 Translokationsmechanismus der FNTs 
 

Wie in den vorhergehenden Abschnitten bereits beschrieben, werden die Fragen, ob FNTs als 

Transporter oder Kanäle einzuordnen sind, ob sie bidirektional translozieren und welche 

mechanistischen Funktion die stark konservierten Aminosäuren spielen, kontrovers diskutiert. 

Außerdem herrscht keine Einigkeit darüber, ob nur die Anionen allein oder im Symport mit Protonen 

transloziert werden und wie der Transport gesteuert wird, das heißt, ob eine pH- oder 

Ligandenabhängigkeit besteht. Aus Simulationen der Moleküldynamik, Berechnungen ausgehend von 

quantenmechanischen Modellen und Kalkulationen zu pKa-Werten konnte für den Translokationszyklus 

abgeleitet werden, dass die zu transportierenden Ionen die hydrophobe Pore der FNTs nicht als 

geladene Spezies passieren können. Eine Permeation der Ionen erfordert einen Protonierungsschritt, 

in welchen das zentrales Histidin (H209 in EcFocA) involviert ist (Atkovska und Hub, 2017). Diese 

transiente Protonierung der Anionen findet in den meisten hypothetischen Modellen Berücksichtigung. 

Die meisten Hypothesen zur Ionen-Permeation der FNTs, welche vor ca. 10 Jahren beschrieben 

wurden, basieren jedoch vielmehr auf elektrophysiologischen Untersuchungen, den strukturellen und in 

silico Daten und nicht auf in vivo Translokationsaktivitäten. Eine Übersicht über die bereits publizierten 

hypothetischen Mechanismen gibt Abbildungen 10.  

Von der Arbeitsgruppe um O. Einsle, welche sich mit der strukturellen und funktionalen 

Charakterisierung des StNirC beschäftigte, wurde für die Anionen-Aufnahme ein „Protonen-

zyklisierungsmodell“ aufgestellt (vgl. Abb. 10a; Lü et al., 2012b). Dabei protoniert das ImidazoliumKation 

des konservierten Histidins das zu translozierende Ion, was eine Verschiebung des 

Wasserstoffbrückennetzwerkes von Histidin, Threonin und einem Wassermolekül bewirkt. Nachdem die 

Säure den hydrophoben Teil der Pore überwunden hat, transferiert diese das Proton auf Wasser. Das 

resultierende Oxonium-Ion (H3O+) leitet das Proton über das Wasserstoffbrückennetzwerk zurück an 

die Imidazol-Seitenkette des Histidins und ermöglicht damit den Beginn eines neuen Zyklus.  

Erläuterungen, wie das zu transportierende Anion in den Eingang der Pore gelangt und was die 

Translokation antreibt, werden von der Arbeitsgruppe um E. Beitz in dem Modell zur elektrostatischen 

Anziehung der Ionen bzw. der Verschiebung deren Azidität aufgeführt (Abb. 10b; Wiechert und Beitz, 

2017). Dabei wird die wichtige Rolle eines im periplasmatischen Eingang der Pore lokalisierten Lysins 

(in EcFocA K156), welches durch die elektrostatische Anziehung das Anion in den Kanal „zieht“, 

postuliert. Es wurde zudem die Verringerung der Azidität des Ions kalkuliert, was die Protonierung durch 

freie Protonen im periplasmatischen Teil der Pore begünstigen könnte. Die neutrale Spezies kann so 

die hydrophobe Pore passieren. Desweiteren schreibt E. Beitz dem im cytoplasmatischen Eingang der 

Pore positionierten Lysin (K26) Bedeutung in der Anziehung des Ions zu, welches so effizienter durch 

den cytoplasmatischen Vorraum der Pore geleitet werden könnte. Die Hypothesen beziehen sich vor 

allem auf die Anionen-Aufnahme (Formiat und Lactat) und resultieren aus den Analysen von EcFocA 

bzw. PfFNT im heterologem Hefesystem (Wu et al., 2015; Wiechert et al., 2017). Generell werden keine 

konkreteren Aussagen zur Funktion des Histidins oder Threonins gemacht, aber es wird behauptet, 

dass Histidin für die Permeation nicht relevant sei, da FocA-Varianten mit H209-Substitionen durch nicht 

protonierbare Aminosäuren (in Entamoeba histolytica N283 und in Bacillus thuringiensis Q202) einen 

pH-abhängigen und EcFocA-ähnlichen Aufnahmemechanismus zeigten (Helmstetter et al., 2019). 
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Abbildung 10: Postulierte Translokationsmechanismen der FNTs. 

Für die FNTs wurden verschiedene Mechanismen, die eher Kanal-artigem bzw. Transporter-ähnlichem Verhalten 

folgen, aufgestellt. Die Abbildungen zeigen schematisch die Translokationspore (in Weiß) im FNT-Protein (in 

Hellgrau). Das zu transportierende Anion (A-) sowie die neutrale Spezies (HA) sind repräsentativ für Formiat, Nitrit 

etc. und deren korrespondierende Säure dargestellt. Weiterhin sind die Strukturen des konservierten Threonins 

und Histidins in der Translokationspore gezeigt. Die Position des Protomers in der Membran (CM) ist durch die 

Beschriftung des CP-Cytoplasmas bzw. PP-Periplasmas visualisiert. 

a) Modell der Protonen-Zyklisierung bei der Anionen-Aufnahme (in NirC; nach Lü et al., 2012b)  

b) Modell der elektrostatischen Anziehung der Ionen bzw. Verschiebung deren Azidität (allgemein für FNTs; nach 

Wiechert und Beitz, 2017)  

c) Modell des pH-abhängigen gatings aufgestellt (in FocA nach Lü et al., 2011). 
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Ein drittes Modell, welches die pH-abhängige Translokation in FocA detaillierter beschreibt, wurde 

ebenfalls von der Arbeitsgruppe um O. Einsle ausgehend von experimentellen Daten zu StFocA 

aufgestellt (vgl. Abb. 10c; Lü et al., 2011). Wie in 1.3.2 beschrieben ist, wurden für die StFocA 

Monomere verschiedene Konformationen strukturell gelöst. Diese Änderungen der Position der 

N-terminalen Helix und der Ω-Schlaufe sind auch mechanistisch von Bedeutung. Das Modell besagt, 

dass Formiat bei einem pH-Wert unter 6,8 aus der Zelle transportiert wird, was nur möglich ist, wenn 

der N-Terminus des FNTs so orientiert wird, dass der Eingang der Pore freigegeben wird. Dem zentralen 

Histidin wird die Funktion als „pH-Sensor“ zugeschrieben. Bei sinkendem pH (< 6,8) ändert sich der 

Translokationsmodus und Formiat wird im Symport mit einem Proton aus dem Periplasma 

aufgenommen. Um die cytoplasmatische Konstriktion zu passieren, wird eine erneute 

Konformationsänderung, die zur Positionierung der N-terminalen Helix führt, beschrieben, welche dazu 

führt, dass das Anion ins Cytoplasma gelangen kann. 

Die mechanistische Bedeutung der Aminosäuren T91 und H209 in E. coli FocA für die Formiat-

Permeation konnte bereits durch in vivo Studien mittels eines Formiat-sensitiven Reporter-Systems in 

verschiedenen focA-Mutanten nachgewiesen werden. Im Zuge dieser Analysen zeigten zwei FocA-

Varianten einen sehr auffälligen Phänotyp. So sorgte eine Komplementation der focA-Mutanten mit 

Plasmiden, welche für die Aminosäureaustauschvarianten FocAT91A bzw. FocAH209Y codieren, für die 

intrazelluläre Akkumulation von Formiat (Hunger et al., 2014). In Importanalysen wurde eine verringerte 

Aufnahme von Formiat/Ameisensäure in einer FocAH209Y-Substitutionsvariante beobachtet, 

währenddessen der T91A-Austausch hingegen wenig Einfluss auf die FocA-abhängige Formiat-

Aufnahme hatte (Hunger et al., 2014). Diese Ergebnisse implizieren, dass Formiat-Efflux bzw. -Influx 

durch unterschiedliche Translokationsmechanismen gewährleistet wird. Das von L. Beyer, C. Doberenz, 

D. Falke und D. Hunger (Arbeitsgruppe von G. Sawers, MLU Halle) in ihren Promotionsarbeiten 

etablierte und weiterentwickelte Reporter-System diente dabei als Grundlage für die im Rahmen dieser 

Dissertation durchgeführten Studien und soll nachfolgend erläutert werden.  

 

1.4 Methoden zur Analyse der Formiat-Translokation 

 
Um die mechanistischen Details der Formiat-Translokation aufzuklären, was insbesondere die Analyse 

der Funktion spezifischer Aminosäuren bzw. Sequenzmotiven einschließt, wurde zunächst eine Vielzahl 

von Plasmiden erstellt, die für die gewünschten FocA-Varianten codieren (Proteinsequenz von FocA 

siehe Abbildung A6a im Anhang). Die Translokationsaktivität der FocA-Varianten wurden in 

verschiedenen Stammhintergründen, welche sich in der Anwesenheit des Formiat-produzierenden 

Enzyms PflB und dessen Aktivase PflA unterscheiden, untersucht (vgl. zusammenfassende Tabelle A1 

im Anhang). Durch den Vergleich der Ergebnisse mit den focA, pflB und/oder pflA-Mutanten konnte der 

Einfluss der Interaktion mit PflB (in aktivem bzw. nicht aktiviertem Zustand) studiert werden und es war 

eine differenziertere Analyse des Formiat-Effluxes (interne PfB-abhängige Produktion von Formiat) und 

des Ionen-Influxes (bei Mutanten, welche kein bzw. kein aktivierbares PflB-synthetisieren, erfolgte die 

Supplementierung des Kulturmedium mit Natriumformiat) möglich. Da alle focA, pflB und/oder pflA-

Mutanten mit einem λ-Phagen transduziert wurden, welcher das fdhFp::lacZ Fusions-Konstrukt 

chromosomal integrierte, konnte die intrazellulären Formiat-Konzentration analysiert werden (Falke et 
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al., 2010). Im Detail bedeutet das, dass in Abhängigkeit von Formiat, wobei eine Konzentration im 

niedrigen millimolaren Bereich notwendig ist, die Expression des lacZ-Gens induziert wird (Hopper und 

Böck, 1995). Die gebildete ß-Galaktosidase katalysiert die hydrolytische Spaltung des Substrates 

para-Nitrophenyl-ß-D-Galaktopyranosid (PNPG) in den Zucker-Anteil und p-Nitrophenol, was spektro-

photometrisch detektiert werden kann und daher indirekt Rückschluss auf die intrazelluläre Formiat-

Konzentration ermöglicht (Miller, 1972; Methode vgl. Kammel et al., 2021, Abbildung 11). Im Vergleich 

zu Kontrollstämmen, den plasmidfreien focA-Mutanten, bzw. den Parentalstämmen, die natives FocA 

synthetisieren, konnte so der Formiat-Efflux- und -Influx der Varianten beurteilt werden.  

Eine weitere Methode, die indirekte Aussagen über das cytosolische Formiat-Level ermöglicht, ist die 

Bestimmung des bei der FHL-Reaktion entstehenden Wasserstoffes mittels Gaschromatographie (GC; 

Pinske, 2018; Kammel et al., 2022a). Zusätzlich können das exportierte Formiat bzw. Ameisensäure 

und weitere organische Säuren, die im Rahmen der gemischten Säuregärung gebildet werden, sowie 

der Umsatz der Glukose durch hochleistungsflüssigkeitschromatographische Untersuchung des 

Kulturüberstands quantifiziert werden (Kammel et al., 2021).  

 

Abbildung 11: Methoden zur Analyse der Formiat-Translokation.  

Schematischer Überblick der in vivo Methoden zur Analyse der FocA-abhängigen Formiat-Translokation. 

Exemplarisch ist ein gärendes Bakterium, welches durch die gemischte Säuregärung u.a. Formiat durch die Pyruvat 

Formiat-Lyase (PflB)-abhängige Katalyse produziert, gezeigt. Dieses wird durch den Formiat-Kanal FocA 

bidirektional transloziert und kann bei Wiederaufnahme in die Zelle durch den Formiat-Hydrogenlyase-(FHL-1)-

Komplex umgesetzt werden. Die Stämme, welche in der Doktorarbeit verwendet wurden, weisen alle chromosomal 

das fdhFp::lacZ Reporterkonstrukt auf (Falke et al., 2010). Die Formiat-induzierte Expression des lacZ–Gens 

ermöglicht die Analyse der intrazellulären Formiat-Level. Im ß-Galaktosidase assay (I) wird bei der Hydrolyse von 

para-Nitrophenyl-ß-D-Galaktopyranosid (PNPG) u.a. p-Nitrophenol gebildet, dessen Konzentration durch seine 

gelbe Farbe spektrophotometrisch quantifiziert werden kann. Das extrazelluläre Formiat-Level wird über die 

flüssigkeitschromatographische Analyse des Kulturmediums bestimmt (HPLC; III). Die FHL-abhängige Produktion 

von Wasserstoff wird über gaschromatographische Untersuchungen des Gasraums der Kulturen detektiert (GC; II). 

Die Analyse der Hypophosphit-bedingte Wachstumsreduktion (IV) zeigt, ob das Formiat-Analogon FocA-abhängig 

aufgenommen wird, da dieses cytosolische Proteine wie PflB inhibiert und damit die Wachstumsrate der Zellen 

reduziert. Alle aufgeführten Methoden erfolgen nach dem Protokoll in Kammel et al., 2021 und 2022a. 
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Darüber hinaus liefert die Hypophosphit-bedingte Reduktion der Wachstumsrate Auskunft, ob die FocA-

Varianten in der Lage sind, das Formiat-Analogon in die Zelle aufzunehmen (vgl. Kammel et al., 2021). 

Je stärker der Effekt auf das Zellwachstum ist, desto effizienter muss Hypophosphit über FocA bzw. 

entsprechende Varianten aufgenommen werden sein. Die Analyse der Hypophosphit-Sensitivität der 

mit verschiedenen FocA-Varianten komplementierten Stämme ist sehr aufschlussreich, da sich 

aufgrund der unterschiedlichen pKa-Werte (pKa(Formiat) 3,7 und pKa(Hypophosphit) 1) der Anteil der un- bzw. 

dissozierten Säure unterscheidet. Hypophosphit liegt also unter physiologischen Bedingungen fast 

ausschließlich als Ion vor und aus den Experimenten kann auf die mechanistische Bedeutung einer 

möglichen Protonierung des Ions beim Import geschlossen werden. Zudem ist es bei der Analyse der 

Formiat-Translokation oft nicht möglich dessen Efflux und Aufnahme genau voneinander abzugrenzen, 

da die Permeation und deren Direktionalität abhängig von der Wachstumsphase ist und in der Regel 

die intrazelluläre Formiat-Konzentration meist nur an einem Punkt der Wachstumskurve bestimmt 

wurde. Da Hypophosphit Enzyme wie PflB durch kovalente Bindung inhibiert (vgl. Abb. 5b bzw. 

Abschnitt 1.2.1), wird nur dessen Aufnahme untersucht. 

Zusammengenommen ergeben die Ergebnisse diese vier Methoden ein differenziertes Bild, wie die 

FocA-abhängige Formiat-Permeation dessen cytosolische Konzentration reguliert (Abbildung 11). 

Durch das in vivo System werden weitere zelluläre Komponenten, welche regulatorische Funktionen 

übernehmen, berücksichtigt und insbesondere kann je nach verwendetem Stamm (pflB bzw. pflA-

Mutanten) der Einfluss von aktivem oder inaktivem PflB analysiert werden. Mechanistische Details, die 

aus den Versuchen abgeleitet werden, sind somit für die Funktionsweise des Proteins im komplexen, 

zellulären System gültig. 

 

 
 

. 
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2 Zielstellung 

 

Im Rahmen dieser Dissertation sollte der Translokationsmechanismus der Formiat-Nitrit-Transporter am 

Beispiel des E. coli Formiat-Kanals FocA aufgeklärt werden. Der bidirektionale Transport von 

Formiat/Ameisensäure hat eine wesentliche Bedeutung für den anaeroben Metabolismus des 

Bakteriums, da Formiat als Effektormolekül viele weitere zelluläre Komponenten beeinflusst. 

Insbesondere die Wechselwirkung des Formiat-produzierenden Enzyms PflB mit dem N-Terminus von 

FocA ist von Interesse. Diese Interaktion sollte detaillierter untersucht werden, indem der Fokus auf die 

Identifikation wichtiger Aminosäuren bzw. strukturelle Motive im Bereich des FocA N-Terminus und der 

Evaluierung der Bedeutung von PflB für die bidirektionale Formiat-Translokation gelegt wurde. 

Wie schon in Abschnitt 1.3.2 gezeigt, sind im Wesentlichen zwei Aminosäuren im zentralen Teil der 

Translokationspore sehr stark konserviert: Threonin 91 und Histidin 209. Für H209 wurde bereits eine 

Rolle in der Protonierung bzw. Deprotonierung des zu transportierenden Ions bei FNTs postuliert, 

dennoch beruhen viele Thesen ausschließlich auf in silico und elektrophysiologischen in vitro Analysen. 

Mithilfe der in 1.4 beschriebenen in vivo Methoden konnten alle wichtigen interagierenden bzw. 

regulierenden Zellkomponenten berücksichtigt werden, die möglicherweise Einfluss auf die Formiat- 

bzw. Ameisensäure-Konzentration in bzw. außerhalb der Zelle haben. Verschiedene bereits vorliegende 

oder neu etablierte focA, pflB und pflA-Mutanten wurden genutzt, um gezielter den Efflux von Formiat 

und davon komplett unabhängig dessen Influx zu beurteilen. Auf diese Weise sollten eine Vielzahl von 

FocAT91 und FocAH209-Varianten bezüglich ihrer Transportaktivität verglichen werden und Rückschlüsse 

auf die Anforderung an die chemischen und sterischen Eigenschaften der Aminosäuren in der zentralen 

Translokationspore abgeleitet werden. Dies ermöglicht auch Unterschiede im Mechanismus je nach 

Transportrichtung aufzuklären. Kombinatorische Austausche der beiden Aminosäuren sollten Aussagen 

über die Notwendigkeit der Interaktion der Seitenketten über eine Wasserstoffbrückenbindung 

ermöglichen.  

Aus der Gesamtheit der Daten der Translokationsaktivitäten verschiedener FocA-Varianten sollte 

abgeleitet werden, ob FocAs N-Terminus, T91 und H209 direkten Einfluss auf den Formiat-Transport 

haben und mögliche mechanistische Kontrollinstanzen darstellen. Final sollten 

Translokationsmechanismen für den Formiat-Efflux und -Influx vorgeschlagen werden und zudem 

wurde die Frage, ob FocA als klassischer Ionen-Kanal oder als Transporter einzuordnen ist, adressiert.
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Kapitel 1 – Einfluss der N-teminalen FocA Domäne auf die Formiat-Translokation 

I) The soluble cytoplasmic N-terminal domain of the FocA channel gates 

bidirectional formate translocation – Molecular Microbiology 2021 

Zusammenfassung Publikation I 

 

Im Fokus dieser Publikation stand die Analyse des Einflusses der N-terminalen Region des E. coli 

Formiat-Kanals FocA auf die Permeation von Formiat/Ameisensäure. FNTs sind sich strukturell und 

auch in Hinblick auf ihre Primärsequenz sehr ähnlich. Der größte Unterschied liegt jedoch in dem 

durchschnittlich ca. 30 Aminosäure langen N-Terminus, der wenig bis keine konservierten Aminosäuren 

beinhaltet. In verschiedenen Interaktionsstudien konnte für FocA bereits gezeigt werden, dass dieser 

Proteinbereich mit dem Formiat-produzierenden Enzym Pyruvat Formiat-Lyase PflB interagiert. Es ist 

daher anzunehmen, dass sich die Formiat-Translokation von verschiedenen FocA-Varianten, welche 

Substitution in diesem Bereich tragen, unterscheidet.  

In der Studie wurde eine Vielzahl von N-terminal verkürzten, einzelnen Aminosäure-Substitutionen 

enthaltenden und multiplen sowie sequentiellen Alanin-Austausch-aufweisenden FocA-Varianten 

erstellt und analysiert. Zunächst wurde bewiesen, dass die Varianten unter den Bedingungen der in vivo 

assays synthetisiert wurden und als homopentamere Membranproteine vorlagen. FocA-Varianten, 

denen ein Teil des oder der vollständige N-Terminus fehlte, waren jedoch deutlich instabiler als das 

native Protein. Im Rahmen von verschiedenen in vivo Experimenten (vgl. Abschnitt 1.4) bestätigte sich, 

dass der N-Terminus essentiell für den bidirektionalen FocA-abhängigen Formiat-Transport war. 

Weiterhin konnten wichtige Aminosäuremotive und Sekundärstrukturelemente identifiziert werden, die 

für den Formiat-Efflux bzw. Formiat- und Hypophosphit-Influx notwendig waren. Es zeigte sich, dass 

einzelne Substitution im proximalen Teil des N-Terminus den Efflux von Formiat mehr als 40 % 

reduzierten und wenn Aminosäuren im Bereich von Position 5 bis 11 (erste N-terminalen α-Helix) durch 

Alanin ausgetauscht wurden, fand in der exponentiellen Wachstumsphase kaum bis kein Formiat-Export 

statt. Die Bedeutung der ersten N-terminalen α-Helix konnte auch in Analysen der Wachstumsinhibition 

durch Hypophosphit bestätigt werden, da eine in diesem Bereich verkürzte Variante keine Sensitivität 

gegenüber dem toxischen Formiat-Analogon aufwies.  

Anhand der Untersuchungen der Formiat-Translokation der FocA-Varianten in Anwesenheit von 

aktivem oder inaktivem PflB, sowie dessen Abwesenheit, konnte gezeigt werden, dass die Formiat und 

Hypophosphit-Aufnahme davon direkt beeinflusst waren. Weiterhin wurde geschlussfolgert, dass es 

unterschiedliche Mechanismen für den Formiat-Efflux und –Influx gibt und es wurde die Hypothese 

aufgestellt, dass der N-Terminus darauf einen essentiellen Einfluss hat und PflB als „gate-keeper“ den 

Formiat-Transport reguliert.    
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Kapitel 2 – Einfluss des zentralen H209 auf die Formiat-Translokationsaktivität 

II) A single amino acid exchange converts FocA into a unidirectional efflux channel 

for formate – Microbiology 2022 

Zusammenfassung Publikation II 

 

In dieser Veröffentlichung wurde die Substitution einer der am stärksten konservierten Aminosäuren der 

Formiat-Nitrit-Transporter – des in der Translokationspore zentral lokalisierten und mechanistisch 

relevanten Histidins (in E. coli FocA H209) – auf das Translokationsverhalten am Beispiel des E. coli 

Formiat-Kanals FocA analysiert. Es gibt wenige natürlich vorkommende Varianten für den Austausch 

von Histidin und diese schließen die Substitutionen durch Asparagin (B. thuringiensis) bzw. Glutamin 

(E. histolytica) ein.  

Nachdem gezeigt wurde, dass der Aminosäureaustausch von H209 in eine nicht protonierbare 

Aminosäure weder die Synthese noch die Membranintegrität von FocA beeinflussten, wurde die 

Formiat/Ameisensäure-Translokation durch verschiedene in vivo Experimente untersucht. Es zeigte 

sich, dass FocAH209N eine deutlich stärkere Effluxaktivität im Vergleich zu nativem FocA auswies. Diese 

Ergebnisse der ß-Galaktosidase-Analyse wurden durch HPLC-Untersuchungen, die stark erhöhte 

Formiat-Konzentrationen im Kulturüberstand detektierten, bestätigt. Eine zeitaufgelöste Studie 

implizierte außerdem, dass in der mit pfocA-H209N komplementierten focA-Mutante (DH701) zu keinem 

Zeitpunkt eine intrazelluläre Akkumulation des Formiats beobachtet werden konnte und dieses auch 

nicht wie im Parentalstamm in die Zellen importiert wurde. Neben dem defizitären Formiat-Influx konnte 

für FocAH209N keine Sensitivität gegenüber dem Formiat-Analogon Hypophosphit festgestellt werden, 

was bedeutet, dass dieses auch nicht in die Zelle aufgenommen wurde. Die fehlende Aktivität des 

Formiat-Hydrogenlyase Komplexes in Zellen, die ausschließlich FocAH209N synthetisierten, bestätigte, 

dass die intrazelluläre Formiat-Konzentration durchgängig sehr gering war.  

Unterschiede im Formiat-Efflux der FocAH209N-Variante in Abhängigkeit des aktiven bzw. inaktiven 

Zustands des Formiat-produzierenden Enzyms PflB konnten nicht beobachtet werden. Wie schon aus 

Kapitel 1 hervorgeht, ist der Formiat-Efflux abhängig vom N-Terminus des Proteins, so auch für eine 

verkürzte FocAH209N-Variante.  

Darüber hinaus zeigten Studien, dass wenn Zellen sowohl natives als auch FocAH209N synthetisierten, 

dass das Wildtyp-Protein dominant gegenüber der Variante war.  

Insgesamt konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass FocAH209N ein unidirektional funktionierender 

Kanal ist, da Substitutionen des Histidins die Bidirektionalität der Formiat/Ameisensäure-Translokation 

inhibierten. Die Ergebnisse stützen die These, dass der Mechanismus des Formiat-Exports 

bzw. -Imports unterschiedlich ist. Daher wurde die mechanistische Bedeutung des Histidins 

insbesondere in Bezug auf den Formiat-Influx, bei welchem es die Protonierung des zu translozierenden 

Ions übernimmt, postuliert.  
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Kapitel 3 – Bedeutung der Interaktion von T91 und H209 in FocA 

III) Interplay between the conserved pore residues Thr-91 and His-209 controls 

formate translocation through the FocA channel – Microbial Physiology 2022 

Zusammenfassung Publikation III 

 

Im Zentrum dieser Publikation stand die Bedeutung der Interaktion der zwei sehr hoch konservierten 

Aminosäuren der Translokationspore der FNTs: T91 und H209 (bezogen auf die Nummerierung von 

E. coli FocA).  

Im Rahmen dieser Studie wurde eine Vielzahl von H209, T91 und kombinatorischen FocA-Varianten 

erstellt und deren Einfluss auf die bidirektionale Formiat/Ameisensäure-Translokation evaluiert. Mit 

Ausnahme der kombinatorischen FocAT91A H209A-Variante, welche weniger stabil war, wurden alle 

Varianten synthetisiert und in der Membranfraktion nachgewiesen. Um die Transportaktivität zu 

untersuchen, wurde eine Kombination des ß-Galaktosidase assays zur Bestimmung des intrazellulären 

Formiat-Levels, HPLC-Analytik zum Quantifizieren der extrazellulären Formiat-Konzentration und 

Wachstumsinhibierungsanalysen mit Hypophosphit zur Beurteilung der Importaktivität, durchgeführt. 

Die Studien zeigten, dass einzelne FocAH209-Substitutionsvarianten einschließlich Alanin, Isoleucin und 

Threonin ähnlich wie zuvor für FocAH209N nur in Exportrichtung Formiat-Permeation erlaubten (vgl. 

Kapitel 2). Wenn Histidin durch sterisch anspruchsvollere, saure oder basische Seitenketten 

ausgetauscht wurde und für die Komplementation der focA-Mutante DH701 eingesetzt wurde, konnte 

eine intrazelluläre Formiat-Akkumulation in der exponentiellen Wachstumsphase beobachtet werden. 

Bei zuletzt genannten Varianten zeigten Formiat-Influx-Analysen eine ähnliche intrazelluläre Formiat-

Konzentration wie bei nativem FocA, jedoch konnte für die Varianten keine signifikante Aufnahme von 

Hypophosphit detektiert werden. 

Bei der Analyse von FocA Threonin-Austauschvarianten, war die einzige Substitution, welche toleriert 

wurde und bei welcher die Formiat-Translokation ähnlich zum Parentalstamm funktionierte, die zu Serin. 

Zeitaufgelöste Studien zur Analyse der Formiat-Konzentration demonstrierten, dass FocAT91A das zu 

translozierende Ion zunächst intrazellulär akkumulierte, ähnlich wie die focA-Mutante. 

FocAT91-Austausche inhibierten auch den Hypophosphit-Import. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 

sich die FocAT91S H209A-Doppelaustauschvariante im Formiat-Efflux-Verhalten ähnlich wie das native 

Protein verhielt.  

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass sowohl chemische, als auch sterische 

Eigenschaften der Aminosäuren 209 und 91 die Formiat-Permeation bestimmten. Wie auch in den 

vorherigen Kapiteln zeigten sich je nach Transportrichtung mechanistische Unterschiede. Eine 

bidirektionale Ionen-Translokation konnte aber nur beobachtet werden, wenn H209 erhalten blieb und 

mit der Hydroxyl-Funktion der Aminosäure 91 über eine Wasserstoffbrückenbindung interagierte, was 

als essentiell für den Mechanismus postuliert wurde.
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3 Diskussion 

In der Diskussion werden die zentralen Ergebnisse der in Kapitel 1 bis 3 vorgestellten Publikationen 

zusammengefasst, aber vielmehr soll aus den Erkenntnissen zur EcFocA-abhängigen Formiat-

Permeation der getesteten Varianten ein Mechanismus, der die bidirektionale Formiat-Translokation 

beschreibt, und die Bedeutung bzw. Wechselwirkung des Proteins im Metabolismus abgeleitet werden.  

 

3.1 FocAs besondere Funktion im Formiat-Regulon 

 

Formiats Rolle als Effektormolekül im Metabolismus wurde bereits in Abschnitt 1.2 detaillierter 

beschrieben und zeigt eine Involvierung in die Synthese vieler Moleküle (DNA-Bausteine oder 

Aminosäuren) und auch in die Regulation der Expression vieler Komponenten des Formiat-Regulons, 

die in der Energiekonservierung von anaerob lebenden Organismen beteiligt sind. Eine Feinkontrolle 

der intra- und extrazellulären Formiat/Ameisensäure-Konzentration ist für die Mikroorganismen daher 

essentiell und es soll erläutert werden, wie der Formiat-Kanal FocA dazu vor allem auch durch die 

Interaktion mit weiteren Enzymen einen Beitrag leisten kann.  

 

3.1.1 FocAs N-Terminus und die Wechselwirkung mit PflB 
 

Erste Hinweise auf den engen Zusammenhang zwischen FNTs und deren Anion-produzierenden oder 

abbauenden Enzymen ergaben molekularbiologische Untersuchungen, die eine Organisation der 

codierenden Gene in Operon-Strukturen nachwiesen (Peakman et al., 1990; White und Ferry, 1992; 

Suppmann und Sawers, 1994). Wie schon beschrieben, wird der E. coli Formiat-Kanal FocA in dem 

bicistronischen focA-pfl Operon codiert, dessen komplexe transkriptionelle Regulation sicherstellt, dass 

FocA nur unter anaeroben Bedingungen synthetisiert wird (Sawers und Böck, 1989; Sawers und 

Suppmann, 1992; Suppmann und Sawers, 1994; Sawers und Watson, 1998). Aus phylogenetischen 

Untersuchungen geht jedoch hervor, dass sich die Co-Lokalisierung von focA und pflB ausschließlich 

auf Proteobakterien, Firmicutes und grüne Schwefelbakterien beschränkt. Innerhalb der 

Proteobakterien liegen focA und pflB in der Regel direkt benachbart, lediglich in wenigen 

Mikroorganismen wie Bacillus coagulans und Halobacillus halophilis werden die Transkriptionseinheiten 

durch Alkoholdehydrogenase-Gene unterbrochen (siehe Abb. A2 im Anhang, STRING Datenbank; 

Szklarczyk et al., 2021). Diese genomische Assoziation impliziert eine mögliche Interaktion zwischen 

FocA und PflB auf Protein-Ebene und diese geht vom N-Terminus von FocA aus (Doberenz et al. 2014). 

Wie in 1.3.1 erläutert, ist dieser Proteinbereich zwischen den FNTs nicht konserviert (vgl. Abb. 6; Wang 

et al., 2009) und allgemein leiten sich aus der Flexibilität und der hohen Variabilität zwei mögliche 

Funktionen des N-Terminus ab. Zum einen lässt sich eine Stabilisierung des Proteins in der Membran 

vermuten. Dies bestätigte die durchgeführte Western-Blot-Analyse in der die FocA∆K2-P31-Variante 

(Deletion des kompletten N-terminalen, cytoplasmatischen Teils des Proteins) nur detektiert wurde, 

wenn das entsprechende Gen zusätzlich induziert wurde (vgl. Abb. S2, SI, Kammel et al., 2021). 

Außerdem waren die erzielten Ausbeuten nach der Proteinreinigung für die FocA∆K2-P31 bzw. FocA∆K2-L10-

Variante drei- bis sechsfach geringer als für das Wildtyp-Protein (Kammel et al., 2021). Es wurde 
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geschlussfolgert, dass der N-Terminus von FocA auch wichtig für dessen Synthese ist und eine 

stabilisierende Funktion, möglicherweise zur Verankerung in der Membran, für das Protein hat. Eine 

generelle Destabilisierung, die sich negativ auf die Membranintegrität oder den oligomeren Zustand des 

Proteins auswirkte, konnte jedoch ausgeschlossen werden, da das Protein mittels Detergenz 

(n-Dodecyl-ß-D-Maltosid, DDM) aus der Membran solubilisiert und auch durch Blue Native PAGE als 

Pentamer nachgewiesen werden konnte (Abb. 3 in Kammel et al., 2021).  

Zum anderen belegen die Daten aus Kapitel 1, dass der N-Terminus von FocA auch funktionelle 

Bedeutung in der Formiat-Translokation hat. Analysen des Formiat-Effluxes und des Formiat- bzw. 

Hypophosphit-Imports zeigten, dass der N-Terminus essentiell ist, da die FocA∆K2-P31 und FocA∆K2-L10-

Varianten diesbezüglich inaktiv waren (Abb. S5 und Tab. S1 der SIs in Kammel et al., 2021, Abb. S2 

und S3e der SIs von Kammel et al., 2022a). Insgesamt scheint es in dieser Proteindomäne ein 

Zusammenspiel aus der Struktur und einigen spezifischen Aminosäuren zu geben, welches beeinflusst, 

ob eine FocA-abhängige Formiat-Translokation stattfinden kann (Kammel et al., 2021). Dies steht 

vermutlich in Verbindung mit der zweiten Funktion des FNT N-Terminus; die Wechselwirkung dieser 

Domäne von FNTs mit Interaktionspartnern.  

Mittels verschiedener in vitro Methoden wurde die Interaktion von FocA und PflB bereits bestätigt. 

Zunächst wurden in einem pull down assay mit gereinigtem FocA im Zelllysat eines parentalen E. coli 

Stammes PflB als Interaktionspartner über Immunodetektion und LC/MS-MS Analyse 

(Flüssigkeitschromatographie mit nachfolgender Tandem-Massenspektrometrie-Analytik) nachge-

wiesen (Doberenz et al., 2014). Zudem wurde auch die Interaktion mit dem PflB-homologen Enzym 

TdcE beobachtet (Falke et al., 2016). Weiterhin wurden auch PflA (das PflB-aktivierenden Enzym), 

Alkoholdehydrogenase und Glutamatdecarboxylase im Komplex mit FocA detektiert (Zorn, 2014). 

Weiterführende Vernetzungs-Analysen mit verschiedenen Vernetzungsagenzien identifizierten die 

Aminosäure-Seitenketten, welche im FocA-PflB-Komplex verbunden waren (siehe Tabelle A3, Abb. A6 

und A7, Ergebnisse der Arbeitsgruppe von A. Sinz, MLU Halle). Insgesamt fällt bei der Auswertung der 

in vitro Vernetzungsanalysen auf, dass sich die meisten Aminosäurereste von FocA, welche mit PflB 

interagierten, im N-terminalen Bereich des Proteins befinden (Ausnahme K112, S187, K191 und E240), 

wohingegen die Seitenketten großflächig an der Oberfläche von PflB verteilt sind (graphische Dar-

stellung in Abb. A6 im Anhang). Es war daher auf Grundlage dieser Ergebnisse nicht einfach ein Modell 

des FocA-PflB-Komplexes, unter der Berücksichtigung aller Vernetzungsergebnisse und welches 

sinnvolle Restriktionen der von den Vernetzungsagenzien vorgegebenen Cα–Cα Distanz einhält, zu 

erstellen. Zusätzlich ist es wichtig zu beachten, dass PflB in vivo als Dimer und FocA als Pentamer 

vorkommt. Interessant wäre es daher auch in vivo Vernetzungsstudien durchzuführen, um zu klären, 

wie das PflB-Dimer mit dem FocA N-Terminus interagiert und ob jeweils nur ein PflB-Monomer, 

möglicherweise das katalytische Aktive, in der Interaktion beteiligt ist. Dafür sollten Vernetzungs-

agenzien mit guter Membranpermeabilität verwendet und Verbindungen mit unterschiedlichem 

Abstandhalter getestet werden. Diese könnten dann direkt bei der anaeroben Kultivierung zugegeben 

werden und je nach funktioneller Gruppe die Aminosäure-Seitenketten von FocA mit PflB vernetzen. 

Obwohl die vorgestellten in vitro Vernetzungs-Experimente eine gewisse Limitierung haben, liefern sie 

wichtige Hinweise, welche Aminosäuren nicht nur an der in vivo Interaktion mit PflB beteiligt sind, 
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sondern auch relevant für die Translokationsaktivität von FocA sind. So wurde die Interaktion mit PflB 

via D4 in FocA in Verbindung mit der funktionellen Bedeutung des identifizierten D4-N5-P6-Motives 

gebracht (Abb. 4 und S5 der SIs von Kammel et al., 2021). Weiterhin konnten die im zweiten Teil der 

α-Helix identifizierten Aminosäuren der Vernetzungsanalysen (Y25, K26 und K29) auch als bedeutsam 

für die FocA-abhängige Formiat-Translokation bestätigt werden (Motiv bestehend aus Y25-K26-(A27)-

T28-K29; unveröffentlichte Daten M. Kammel und G. Sawers, vgl. Abb. A8 im Anhang).  

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der im Rahmen der in Kapitel 1 vorgestellten Publikation erkennbar wird, 

ist der Einfluss von PflB; das heißt dessen Vorhandensein in der aktiven oder inaktiven Form bzw. 

dessen Fehlen. Unabhängig vom Zustand des PflBs (bzw. dessen Aktivität) waren die Tendenzen des 

Einflusses der Alanin-Substitutionen bzw. der N-terminalen Verkürzungen auf den Formiat-Influx in den 

meisten Fällen sehr ähnlich (vgl. Abb. 6 und S5 in den SI aus Kammel et al., 2021). Insgesamt lässt 

sich ableiten, dass die Formiat-Aufnahme (und der Hypophosphit-Import, vgl. Abb. S4 und SI aus 

Kammel et al., 2021) stark vom Vorhandensein von PflB, jedoch weniger von seinem aktiven Zustand, 

abhängig ist. Eine Aussage, inwieweit der Zustand von PflB auch den Efflux von Formiat beeinflusst, ist 

schwierig zu treffen, da nur aktives PflB die Formiat-Produktion katalysiert. Da für die meisten Varianten 

die ß-Galaktosidase-Aktivität nur an einem Punkt der Wachstumskurve detektiert wurde (exponentielle 

Phase), ist es oft schwierig Efflux bzw. Import-Prozesse voneinander abzugrenzen. Dafür wären 

zeitaufgelösten Studien besser geeignet. 

Es stellt sich die Frage, wie genau PflB die Formiat-Permeation durch die Wechselwirkung mit FocA 

beeinflusst. Strukturbiologen wie D. N. Wang postulierten, dass PflB in seiner aktiven Form mit dem 

N-Terminus von FocA interagiert und diesen so verschieben könnte, dass die Translokationspore 

zugänglich ist (Waight et al., 2013). Zudem könnte die Interaktion eine Konformationsänderung 

initiieren, durch welche sich die Ω-Schlaufe in den cytoplasmatischen Vorraum der Pore verschiebt, 

sodass das produzierte Formiat in den Kanal einströmen kann. 

 

3.1.2 Methoden zur in vitro und in vivo Charakterisierung der FNT-

Translokationsaktivität 
 

Da größere Diskrepanzen zwischen den Daten aus in vitro Analysen der FNT-abhängigen Translokation 

verschiedener Ionen im Vergleich zu den bereits publizierten und im Rahmen dieser Dissertation 

erhobenen in vivo Daten vorliegen, erfolgt an dieser Stelle ein Einschub zur Methodik. Dafür sollen die 

elektrophysiologischen Methoden, welche zur Charakterisierung der Kanal- bzw. Transportproteine 

genutzt wurden, zunächst kurz vorgestellt werden und ihre Aussagekraft in Hinblick auf den in vivo 

Translokationsmechanismus beurteilt werden.  

Bei der Analyse von Ionen-Kanälen, welche in der Regel hohe Transportraten aufweisen, wird vor allem 

die Patch-Clamp-Technik verwendet (Hodgkin et al.,1952). Bei der Voltage-Clamp-Methode können bei 

konstanter Spannung Ionenströme direkt mit rekonstituierten Proteinen, welche in planaren Lipiddoppel-

schichten integriert vorliegen, bestimmt werden. Auf diesen Methoden basierten auch die Analysen zur 

Selektivität von StFocA, StNirC und CdHSC (Lü et al., 2012a und b; Czyzewski und Wang, 2012). 
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Wie schon in Abschnitt 1.3 beschrieben, ist die Klassifizierung der FNTs als Kanal- bzw. Transporter 

nicht geklärt, was die Auswahl zweckdienlicher analytischer Techniken erschwert. Obwohl 

elektrophysiologische Methoden sehr gut geeignet sind, um die Translokation in Bezug auf kinetische 

und mechanistische Details zu charakterisieren, sind Aussagen zur Stöchiometrie nur begrenzt 

ableitbar. Daher ist eine Kombination verschiedener Methoden, wie die Markierung der zu 

translozierenden Ionen notwendig. Die Arbeitsgruppe von E. Beitz untersuchte die Spezifität der FNTs 

beispielweise mit 14C-radioaktiv markierten Substraten (Wiechert et al., 2017). Auch spektroskopische 

Methoden wie Infrarot-Spektroskopie und verschiedene Raman-Techniken ermöglichte durch 

Verwendung eines Isotopes bzw. radioaktiv markierten Substanzen eine Differenzierung von zu 

translozierenden Molekülen (Metcalfe et al., 2022). 

Experimentelle Untersuchungen der Membranproteine setzen generell voraus, dass diese in speziellen 

Systemen wie Membranvesikeln, Proteoliposomen oder anderen Lipidsysteme (u.a. solid-supported 

membranes) integriert werden, da es sonst nicht möglich ist einen elektrochemischen Gradienten, 

entlang dessen der Transport erfolgt, zu generieren. Der Einsatz solcher Systeme mit verschiedenen 

Kompartimenten kommt zellulären Systemen zumindest teilweise nahe, auch wenn mögliche wechsel-

wirkende Komponenten des zellulären Metabolismus keine Berücksichtigung finden. Dies ist oft auch 

der Fall, wenn die FNTs in heterologen Systemen analysiert werden. In der Arbeitsgruppe um E. Beitz 

wurden in den Translokationsanalysen die Gene der FNTs aus den Organismen Plasmodium falciparum 

und Babesia bovis im Hefesystem überexprimiert (Wiechert und Beitz, 2017; Wiechert et al., 2017). 

Unter der Annahme, dass FNTs mit weiteren Organismen-spezifischen Interaktionspartnern wechsel-

wirken und die Translokation möglicherweise dadurch reguliert wird, können die Erkenntnisse der in 

vitro Analysen nicht einfach auf Mechanismen der in vivo Ionen-Translokation übertragen werden. 

Die hier verwendeten in vivo Methoden sind daher besser geeignet die Komplexität des Metabolismus 

abzubilden. Generell kann der experimentelle Aufbau, welcher in den in Kapiteln 1 bis 3 vorgestellten 

Publikationen ausführlicher diskutiert wurde, als geeignet eingeschätzt werden, da im Zusammenspiel 

der ß-Galaktosidase-Aktivitätsversuche, der Wachstumsinhibierung durch Formiat-Analoga und der 

chromatographischen Methoden (HPLC-Analytik für die organischen Säuren im Kulturüberstand und 

GC zur Messung der H2-Produktion) Aussagen zur in vivo Translokationsaktivität von FocA abgeleitet 

werden können (siehe Abschnitt 1.4). Die Analyse im Zellsystem hat jedoch den entscheidenden 

Nachteil, dass sich viele proteinspezifische Aktivitäten wie der Formiat-Abbau durch den 

FHL-1-Komplex überlagern. Um die Formiat-Translokation mechanistisch detaillierter aufzulösen, 

sollten daher weitere Methoden, beispielsweise die Analyse des Protonenflusses genutzt werden und 

eine vollständige Kohlenstoffbilanz aufgestellt werden. An entsprechender Stelle werden auch die 

Limitierungen des Methodenspektrums der Dissertation genannt und weitere Methoden zur 

Adressierung der ungelösten Fragestellungen vorgeschlagen.
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3.1.3 Spezifität der FNTs zu ihren translozierenden Ionen  
 

Im Abschnitt 3.1.1 wurde auf Grundlage der experimentellen Daten aus Kapitel 1 hauptsächlich die 

Interaktion von FocA und PflB diskutiert. Es ergeben sich jedoch weitere Fragestellungen: Gibt es für 

die anderen FNTs auch cyto- bzw. periplasmatische Interaktionspartner? Wie wird die Selektivität der 

FNTs für die translozierenden Ionen vermittelt? Diese Aspekte werden nachfolgend erörtert. 

Sehr häufig ist die Spezifität von Anionen-translozierenden Membranproteinen geringer als die für 

Kationen, da letztere durch den Transport von H+-, Na+-, K+- oder Ca2+-Ionen oft in elementare und 

regulatorische Signalprozesse involviert sind (Latorre und Miller, 1983). Die Polyspezifität von Anionen-

Kanälen lässt sich zum einen durch die allgemeine Funktion Ladung auszugleichen erklären und zum 

anderen auch damit, dass Anionen mitunter sehr diffuse Elektronenwolken aufweisen, wohingegen die 

Ladung bei Kationen eher punktartig verteilt ist (Eisenman und Horn, 1983; Rychkov et al., 1998). Auch 

wenn mittels elektrophysiologischer Methoden nachgewiesen wurde, dass die Spezifität der FNTs zu 

ihren namensgebenden Ionen am höchsten ist, so wurde für auf monovalente Anionen eine 

Polyspezifität festgestellt (Lü et al., 2012a und b; Czyzewski und Wang, 2012; Waight et al., 2013; 

Wiechert und Beitz, 2017). Für StNirC wurde bevorzugte Nitrit-Translokation, aber auch ca. 70 % 

Permeabilität für Formiat-Ionen gezeigt (Lü et al., 2012b). Dies wurde ähnlich für StFocA, bei welchem 

die Spezifität von Nitrit 30 % reduziert gegenüber Formiat war, bestätigt (Lü et al., 2012a). Darüber 

hinaus wurde für StFocA die Translokation weiterer Produkte der gemischten Säuregärung wie Lactat 

und Acetat beobachtet (Lü et al., 2012a). Czyzewski und Wang zeigten 2012, dass CdHSC aus neben 

Hydrosulfid auch Nitrit und Formiat, aber kein Sulfit (SO3
2-) transloziert.  

In vivo Studien wiesen jedoch für FocA nach, dass dieser Kanal ausschließlich Formiat/Ameisensäure 

transloziert (Suppmann und Sawers, 1994; Beyer et al., 2013; Doberenz et al., 2014). Unabhängig 

davon ob im Stammhintergrund der Formiat-Kanal FocA synthetisiert wurde, änderte sich das 

zeitaufgelöste Konzentrationsprofil von extrazellulärem Lactat, Pyruvat, Acetat und Succinat nicht. Dies 

konnte auch mit den in der Dissertation etablierten Versuchsbedingungen bestätigt werden (vgl. Abb. 3 

a, b, e und f; und Abb. S3 a und b der SI in Kammel et al., 2022a). Selbst wenn die FNTs nicht komplett 

spezifisch für ihre Ionen sind, spielt dies in vivo vermeintlich maximal eine untergeordnete Rolle, da in 

den Organismen, in denen sie vorkommen, nur die Translokation der jeweils namensgebenden Ionen 

entscheidend für den Metabolismus bzw. die Energiekonservierung ist.  

Vergleicht man die in den verschiedenen FNTs translozierten Ionen, so gibt es zum einen Unterschiede 

im Molekülradius. Daher weisen eukaryotische FNTs, welche vermutlich Actetat oder Lactat 

transportieren, in der Regel im Durchmesser vergrößerte Konstriktionen im Vergleich zu FocA auf 

(Wiechert et al., 2017). Zum anderen unterscheiden sich die translozierten Ionen der FNTs auch durch 

ihre Säurestärke. Nitrit (pKa-Wert = 3,4) ist eine stärkere Lewis-Säure als Formiat und hat außerdem 

ein freies Elektronenpaar am Stickstoff. Hydrosulfid hingegen weist einen pKa von ca. 7 auf und liegt 

unter physiologischen Bedingungen im Vergleich zu Formiat, zu einem wesentlich größeren Anteil als 

Säure, also protoniert vor. Insgesamt bedeutet dies, dass sich die Energiebarrieren beim Transport der 

Ionen bzw. korrespondierenden Säure unterscheiden und der Anspruch an die wechselwirkenden 

Aminosäuren in der unmittelbaren Nähe der Translokationspore verschieden sind.  
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Dennoch ist die strukturelle Ähnlichkeit aller FNTs in Hinblick auf die Architektur der Translokationspore, 

das heißt in Bezug auf die Konstriktionen und die Aminosäuren, welche die Pore bilden, sehr hoch 

(Wang et al., 2009, Waight et al., 2010, Czyzewski und Wang, 2012; Lü et al., 2012b; vgl. Abb. A3 im 

Anhang und Abschnitt 3.2.3). Die größten Abweichungen der Primärstrukturen gibt es im Bereich des 

N-Terminus und nicht innerhalb der Pore oder der Selektivitätsfilter, dem Bereich in der Nähe der 

cytoplasmatischen bzw. periplasmatischen Konstriktionen. Es scheint daher schlüssig, dass der 

N-Terminus nicht nur eine allgemeine Translokations-vermittelnde, als gating bezeichnete Funktion hat, 

sondern auch zur Spezifität der FNTs für ihre jeweiligen Ionen beiträgt.  

Ähnlich wie für die Interaktion von PflB mit dem N-Terminus von FocA beschrieben (3.1.1), könnten 

auch die Wechselwirkungen zwischen HSC und der Sulfitreduktase (AsrABC in C. difficile) bzw. NirC 

und Nitritreduktase (NirBD in E. coli) sowohl regulatorische Funktion erfüllen und für erhöhte Spezifität 

sorgen. Für einen weiteren Vertreter der FNTs, dem Formiat-aufnehmenden Kanal FdhC aus 

M. formicicum, wurde hingegen eine Interaktion mit der membrangebundenen Formiatdehydrogenase 

postuliert (White und Ferry, 1992). Ob auch in diesem System eine spezifische Interaktion der Proteine 

stattfinden kann, wie eine mögliche Regulation der Formiat-Imports aussieht und eine Involvierung des 

N-Terminus von FdhC diesbezüglich, ist nicht geklärt. Generell kann man sich vorstellen, dass es im 

Fall von FdhC weitere cytoplasmatische Interaktionspartner gibt bzw. dies auch für die anderen FNTs 

bezüglich periplasmatischer Interaktionspartner gilt.

 

3.1.4 FocA und die Wechselwirkung mit dem FHL-1-Komplex 
 

Neben der Interaktion von FocA mit dem Formiat produzierenden Enzym PflB ist das Zusammenspiel 

mit dem Formiat-Hydrogenlyase-Komplex (FHL-1) bedeutsam. In E. coli übernimmt FHL-1, dessen 

Formiatdehydrogenase (FDH-H) und Hydrogenase (Hyd-3) als Redoxkomplex zusammenarbeiten, 

unter fermentativen Bedingungen die Hauptfunktion in der reversiblen Umwandlung von Formiat und 

Protonen zu CO2 und H2 (Böhm et al., 1990; Pinske und Sawers, 2016). Die Aufgabe von FocA im 

Zusammenhang mit dem FHL-1-Komplex ist es, die intrazelluläre Akkumulation von organischen 

Säuren wie Ameisensäure gering zu halten, sodass der cytoplasmatische pH von E. coli zwischen 7,4 

und 7,8 konstant bleibt (Slonczewski et al., 1981, Rossmann et al., 1991; Kammel und Sawers, 2022a).  

Doch wie genau gewährleisten FocA und FHL-1 eine gute Kopplung, sodass Formiat bei der 

Wiederaufnahme in die Zelle effizient umgesetzt werden kann? Zum direkten Zusammenspiel oder einer 

Interaktion beider Proteine ist nicht viel bekannt. In Proteinreinigungsstudien von F. Sargent (Newcastle 

Universität, Großbritannien) wurden der FHL-1-Komplex und FocA co-gereinigt (unpublizierte Daten, 

persönliche Information von G. Sawers). Dies impliziert eine direkte Protein-Protein-Interaktion.  

In einer sehr aktuellen Studie wurden der Export von (PflB-abhängig) produziertem Formiat und die 

Aufnahme und exogen supplementiertem 13C-markiertem bzw. deuteriertem Formiat analysiert 

(Metcalfe et al., 2022). Die Autoren der Studie zeigten, dass unter fermentativen Bedingungen 

verschiedene Transportmodi für den Influx von intrazellulär produziertem und supplementiertem Formiat 

existierten, wobei letzteres mit nahezu 10-fach höherer Rate aufgenommen wurde. Außerdem konnten 
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Metcalfe et al. (2022) belegen, dass der Influx des exogenen (deuterierten) Formiats direkt an die 

Disproportionierung durch FHL-1 geknüpft war (Geschwindigkeit von 111±12 µmol Formiat OD-1 min-1), 

aber parallel dazu der Efflux von intrazellulärem Formiat stattfand (maximale Rate von 

34±3 µmol Formiat OD-1 min-1). Die sehr hohe Aufnahmerate des markierten Formiats wurde 

interpretiert als direkte Verbindung von Formiat-Influx und FHL-1-Aktivität. Es ist jedoch nicht 

auszuschließen, dass der Formiat-Influx auch direkt durch den FHL-1-Komplex erfolgen könnte. Dies 

könnte auch erklären, warum unter gewissen Bedingungen die FHL-abhängige H2-Produktion einer focA 

focB-Doppelmutante auf gleichem Niveau wie beim Parentalstamm war (Hakobyan et al., 2018). Dass 

es alternative Formiat-aufnehmende Systeme gibt, deuten viele Studien an und darauf soll im Abschnitt 

3.1.5. nochmal detaillierter eingegangen werden. 

Generell scheint die funktionale und strukturelle Assoziation von FocA und FHL-1 sinnvoll, da so Formiat 

bzw. die Protonen, welche im möglichen Symport via FocA aus dem Periplasma aufgenommen werden, 

direkt an FHL-1 weitergeleitet werden könnten. Die Cryo-EM-Struktur des EcFHL-1-Komplexes konnte 

in der Antiporter-ähnlichen Untereinheit HycC eine potentielle Translokationspore für den Protonen-

Transport identifizieren, welche eine effiziente Kopplung des Formiat/H+-Imports und der Formiat-

Disproportionierung möglich machen würde (Andrews et al., 1997; Steinhilper et al., 2022). So könnte 

auch die hohe Michaelis-Menten-Konstante (Km) von FDH-H zu Formiat von 26 mM (in vitro Daten) 

kompensiert werden, da die Synthese des FHL-Komplexes selbst in deutlich niedrigeren Formiat-

Konzentrationen (geringer millimolarer Bereich) induziert wird (Axley et al., 1990; Hopper und Böck, 

1995). Auch wenn es spekulativ ist und es dafür keine experimentellen Daten gibt, wäre es vorstellbar, 

dass es eine Art PflB-FocA-FHL-Superkomplex gibt, welcher für die kontrollierte Formiat-Produktion, 

den Transport und direkt parallel dazu für dessen Umsatz sorgt.  

Desweiteren stellt sich die Frage, ob es unter anderen Stoffwechselbedingungen, Alternativen zu FHL-1 

bzw. der funktionellen Einheit aus PflB, FocA und FHL-1, gibt. Steht unter fermentativen Bedingungen 

weniger Glukose als Kohlenstoffquelle zur Verfügung, dann wurde beobachtet, dass FHL-1 nicht den 

größten Anteil an der H2-Produktion in E. coli hat, sondern dies auf die Aktivität vom FHL-2-Komplex 

oder auch Hydrogenase-2 zurückgeführt werden konnte (Andrews et al., 1997; Mnatsakanyan et al., 

2014; Trchounian und Trchounian, 2014). Dies könnte bedeuten, dass unter Stressbedingungen bzw. 

bei Glukosemangel die Aktivitäten einiger Schlüsselenzyme wie FHL-1 und auch PflB im anaeroben 

Formiat-Stoffwechsel möglicherweise durch FHL-2 sowie TdcE übernommen und damit ausgeglichen 

werden können. Da focB auch zum hyf-Operon gehört und die Expression ähnlich reguliert sein könnte, 

ist denkbar, dass unter den zuletzt beschriebenen Bedingungen FocB eine größere Rolle in der Formiat-

Translokation einnehmen könnte (Andrews et al., 1997). Diese alternativen Proteine zur Verfügung zu 

haben, wäre eine sinnvolle Strategie für anaerob lebende Mikroorganismen, um unter verschiedensten 

Bedingungen eine pH- und Formiat-Homöostase zu gewährleisten (Trchounian et al., 2012). Es gibt 

sogar einige Enterobakterien wie Pectobacterium atrosepticum und Trabulsiella guamensis, welche 

ausschließlich FHL-2-ähnliche Komplexe aufweisen (Finney et al., 2019; Lindenstrauß und Pinske, 

2019). 
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3.1.5 Modell des Zusammenspiels aller Komponenten des anaeroben Formiat-

Stoffwechsels 
 

Alle bisher erläuterten Wechselwirkungen und die weiteren Komponenten des Formiat-Regulons sind 

in Abbildung 12 zusammengefasst. Dieses hypothetische Modell der Proteine, welche in den anaeroben 

E. coli Formiat-Stoffwechsel involviert sind, enthält auch FHL-2 und weitere potentielle Formiat-Kanäle. 

Wie schon erklärt, belegen die in vivo Translokationsdaten, dass es alternative Formiat-trans-

lozierenden Proteine gibt, da Formiat bzw. Ameisensäure die Membran nicht einfach durch Diffusion 

überwinden kann und auch in der focA-Mutante (REK701 bzw. DH701) Formiat-Efflux und Influx 

beobachtet wurde (Suppmann und Sawers, 1994 und Abb. A4 im Anhang). Die Fragestellung, welche 

Kanäle bzw. Transporter diese Translokation bewerkstelligen, wurde in der Doktorarbeit von L. Beyer 

(MLU Halle) adressiert. Dabei konnte ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um NirC handelt, da 

für eine focA- und eine focA-nirC-Doppelmutante ähnliche Formiat-Translokation nachgewiesen wurde 

(Suppmann, 1993 und Beyer, 2014). Eine schwache Formiat-Importaktivität wurde auch für den 

Succinat-Transporter DauA gezeigt (Babu et al., 2010; Karinou et al., 2013; Beyer, 2014). Darüber 

hinaus wurde aufgrund der Annotation als Formiat-Kanal und der Sequenzähnlichkeit zu FocA FocB als 

potentieller Kandidat bestätigt, was Experimente, bei denen in einer focB-Mutante verringerter Formiat-

Import festgestellt wurde, unterstützten (Andrews et al., 1997, Beyer, 2014). Da die Formiat-Aufnahme 

durch cAMP gesteigert wurde und die cAMP-Konzentration in Regel in Abwesenheit von Glukose höher 

ist, kann vermutet werden, dass focB unter Stressbedingungen exprimiert wird (Rossmann et al., 1991; 

unveröffentlichte Daten L. Beyer und G. Sawers). Diese Regulation entspricht einer klassischen 

Katabolit-Repression (Wanner et al., 1978). Obwohl weitere Tests zur Identifizierung anderer Formiat-

translozierender Proteine nicht erfolgreich waren (Studien AG Sawers; Methodik wie in Suppmann und 

Sawers, 1994), ist nicht auszuschließen, dass es dafür weitere Kandidaten gibt.  

 

Abbildung 12: Modell der Wechselwirkung der Proteine des anaeroben E. coli Formiat-Metabolismus. 

Schematische Darstellung der Proteine des anaeroben Formiat-Stoffwechsels. Komponenten, deren Expression 

Formiat bzw. FhlA-abhängig reguliert wird, sind in Grün hervorgehoben. Der Gegenspieler von FhlA ist in Orange 

hervorgehoben. Der blaue Pfeil deutet eine Protein-Protein-Wechselwirkung an. Grau hinterlegt sind Proteine, 

welche unter „Standard“-Gärungsbedingungen mit Glukose vermutlich keine bedeutende Rolle spielen, das heißt 

nur geringe oder keine Aktivität aufweisen. Folgende Abkürzungen wurden verwendet; PTS: Phosphotransferase-

System, FocA: Formiat-Kanal A, FocB: Formiat-Kanal B, PflB: Pyruvat Formiat-Lyase; PflA: PflB-aktivierendes 

Enzym, FDH-O/-N :Formiatdehydrogenase-O bzw. -N, FHL: Formiat-Hydrogenlyase-Komplex (1 und 2), 

FhlA: Formiat-Hydrogenlyase Aktivator, HycA: FHL regulierendes Protein, CP: Cytoplasma und PP: Periplasma.
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3.2 Die Bedeutung von konservierten Aminosäuren in der Translokationspore von 

E. coli FocA  

 

Wie in Abschnitt 1.3.2 beschrieben, gibt es in den FNTs eine Vielzahl von konservierten Aminosäuren. 

Eine Übersicht der Häufigkeit des Vorkommens dieser und die Lokalisierung im E. coli FocA-Protomer 

ist in Abbildung A3 im Anhang gezeigt. 

 

3.2.1 Die Funktion des zentralen Histidins (H209) 
 

In der Konservierungsanalyse in Abb. A3a zeigt sich, dass die Aminosäure Histidin (in EcFocA H209) 

nahezu unveränderlich in allen FNTs ist (98,7 % Koservierung in mehr als 2200 FNT-Sequenzen; 

Mukherjee et al., 2017). Die polare Imidazolium-Funktion von Histidin befindet sich direkt im zentralen 

Teil der hydrophoben Translokationspore (vgl. Abb. 8 und A3b). Histidin ist die einzige proteinogene 

Aminosäure, welche unter physiologischen Bedingungen sowohl deprotoniert, als auch protoniert 

vorliegen kann. Der pKa-Wert des „freien“ Imidazoliums ist ca. 6, kann aber je nach der Protein-

umgebung und welche Interaktionen zu benachbarten Aminosäuren möglich sind auch zwischen 

3 und 9 liegen (Zhou et al., 1993; Plesniak et al., 1996). Die starke Konservierung, die Position und 

chemischen Eigenschaften von H209 stehen auch direkt im Zusammenhang damit, dass eine wichtige 

Funktion als „pH-Sensor“ für den Translokationsmechanismus der FNTs postuliert wurde (Lü et al., 2011 

und 2012b; Feng et al., 2012). Der pKa der Imidazolium-Gruppe des Histidins wird durch die hydrophobe 

Umgebung und durch Helixdipol-Effekte im FNT-Protein zusätzlich verringert und in Übereinstimmung 

mit in silico Daten, wird Histidin die Protonierung der zu translozierenden Ionen zugeschrieben (Feng et 

al., 2012; Lü et al., 2012b; Atkovska und Hub, 2017). Diese Thesen widersprechen dem von E. Beitz 

aufgestellten Modell zum Translokationsmechanismus (vgl. Abschnitt 1.3.3), welches besagt, dass die 

Protonierung der zu translozierenden Ionen außerhalb des zentralen Abschnitts der Translokationspore, 

und damit unabhängig von Histidin, stattfindet (Helmstetter et al., 2019). 

Umfangreichere in vivo Translokationsstudien mit einer Vielzahl von FocAH209-Varianten, welche im 

Kapitel 2 und 3 vorgestellt wurden, sollten daher die Anforderung an die Aminosäure an Position 209 

untersuchen, um daraus Aussagen zum Translokationsmechanismus ableiten zu können. Die 

Ergebnisse diesbezüglich sind in Tabelle 2 zusammengefasst (Daten aus Kammel et al., 2022a und b). 

Insgesamt kann aus den Analysen, in welchen der Einfluss sämtlicher Aminosäure-Eigenschaften 

abdeckt wurde, abgeleitet werden, dass keine der untersuchten FocA-Histidin-Varianten ein dem 

Parentalstamm ähnliches bidirektionales Translokationsverhalten zeigten.  

Wurde H209 durch Aminosäuren mit saurer (D und E), basischer (K und R), hydrophober und sterisch 

anspruchsvoller (W und F) bzw. polarer und großer (Y) Seitenkette substituiert, dann akkumulierte 

Formiat intrazellulär, der Influx von Formiat war hingegen nicht bzw. nur wenig beeinflusst (Abb. 2a 

und c in Kammel et al., 2022b). Diese Ergebnisse der Translokationsaktivität von FocAH209Y bestätigten 

zumindest teilweise die Beobachtung von Hunger et al. aus 2014 (vgl. Abschnitt 1.4). Unterschiede der 

FocAH209Y-Variante im Formiat-Import in den Stämmen DH601 und DH201 sind darauf zurückzuführen, 

dass im Stamm DH201 kein PflB synthetisiert wird. Die Ergebnisse in Kammel et al., 2022b basierten 

auf Experimenten in welchen PflB in der aktiven bzw. inaktiven Form (DH601) vorlag. Außerdem zeigte 
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sich, dass sterisch anspruchsvolle Aminosäuren und solche mit geladenen Seitenketten, unabhängig 

davon ob sie potentielle Akzeptoren oder Donoren für Wasserstoffbrücken sind, den Formiat-Efflux 

behinderten. Ob FocAH209D/E/K/R/W/Y-Varianten bezüglich der Formiat-Aufnahme wirklich aktiv waren, wie 

es die ß-Galaktosidase-Aktivitäten implizierten (Abb. 2a in Kammel et al., 2022b), oder Formiat durch 

alternative Systeme aufgenommen wurde und dessen Efflux in den FocA-Varianten im Vergleich zur 

focA-Mutante stärker unterbunden wurde, konnte leider nicht hinreichend differenziert werden. Mögliche 

Gründe für die defizitäre Formiat-Translokation sind elektrostatische Abstoßung durch die Carboxyl-

Gruppe (D und E), wohingegen die positiv geladenen Seitenketten (R oder K) die Ionen zu stark 

anziehen und durch die Länge der Seitenketten die Translokationspore verengen könnten (F und W).  

Tabelle 2: Translokationsaktivitäten verschiedener T91 und H209 FocA-Varianten. 

Die Translokationsaktivitäten der aufgeführten FocA-Varianten wurden im Stammhintergrund DH701 (MC4100 

focA λ fdhFp::lacZ) durchgeführt. Die Zellen wurden wie beschrieben anaerob bis zur exponentiellen 

Wachstumsphase in M9 Minimalmedium mit 0,8 % (w/v) Glukose (und im Fall der Analyse des Imports mit 

zusätzlich 20 mM Natriumformiat im Kulturmedium) kultiviert und anschließend auf ihre ß-Galaktosidase-Aktivität 

untersucht (Kammel et al., 2021 und 2022a). Zur Analyse der Hypophosphit-Aufnahme wurden die 

Wachstumsraten in An- und Abwesenheit von 0,5 mM Natriumhypophosphit bestimmt (Kammel et al., 2022a). Eine 

Reduktion der Wachstumsrate zeigte, dass bei den jeweiligen Varianten, die Hypophosphit-Aufnahme stattfand. 

Sowohl die Farbe, als auch die Symbolik zeigen an, ob das untersuchte Molekül von den entsprechenden Varianten 

transloziert wurde. Grün und +++/++ zeigen hohe Transportaktivität, Orange und + einen intermediären Phänotyp 

(deutlich reduzierte Aktivität zum Wildtyp) und Rot und – implizieren, dass die Varianten inaktiv waren. Wenn Daten 

nicht erhoben wurden, wird dies mit n.d. angezeigt. Als Referenzen der Daten dienten folgende Publikationen [1] 

Kammel et al., 2021, [2] Kammel et al., 2022a und [3] Kammel et al., 2022b. Ergebnisse die auch im Rahmen 

dieser Dissertation erhoben wurden, aber unpubliziert sind, wurden mit einem Stern gekennzeichnet. 

Variante Formiat-Efflux  
 Import von  

 Formiat  Hypophosphit 

         

Wildtyp ++ [1]  ++ [2]  ++ [1] 
         

H209A/I +++ [3]  - [3]  - [3] 

H209D/E* - [3]  ++ [3]  - [3] 

H209F/W - [3]  ++ [3]  - [3] 

H209K/R* - [3]  ++ [3]  - [3] 

H209N/Q +++ [2]  - [2]  - [2] 

H209T +++ [3]  - [3]  - [3] 

H209Y - [3]  + [3]  - [3] 
         

T91A - [3]  ++ [3]  - [3] 

T91C - [3]  ++ [*]  - [3] 

T91D - [3]  n.d.   - [3] 

T91H - [3]  ++ [*]  - [3] 

T91K/R* - [3]  n. d.   - [3] 

T91N - [3]  n. d.   - [3] 

T91S + [3]  + [*]  + [3] 

T91Y - [3]  n. d.   + [3] 
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Die Substitution von H209 durch kleine, hydrophobe Aminosäuren (A und I), eine polare Aminosäure 

mit Hydroxyl-Funktion (T) oder Amid-Gruppe (N und Q) limitierte die FocA-Translokationsaktivität 

ausschließlich auf den Formiat-Efflux (Kammel et al., 2022a und b). Dass zuletzt genannten Varianten 

einen defizitären Formiat-Influx aufwiesen, konnte aus der zeitaufgelösten Analyse der intra- und 

extrazellulären Formiat-Konzentration von DH701/pfocA-H209N im Vergleich zu DH701/pfocA und aus 

Versuchen, bei welchen eine zusätzliche Supplementierung des Kulturmediums mit 20 mM Natrium-

formiat erfolgte, abgeleitet werden (siehe Abb. 2b und Abb. 3a, c, e und g, Kammel et al., 2022a). An 

dieser Stelle sollte nochmal darauf hingewiesen werden, dass die Nachweisgrenze der intrazellulären 

Formiat-Konzentration im ß-Galaktosidase assay bei ca. 5 mM liegt (Hopper und Böck, 1995). Das 

bedeutet, dass nicht ausgeschlossen werden kann, ob der Import von Formiat via FocAH209N/Q erfolgte, 

dieses aber sofort wieder exportiert wurde. Dies steht auch im Zusammenhang damit, dass keine H2-

Produktion beobachtet wurde, da keine Formiat- und FhlA-abhängige Synthese des FHL-1-Komplexes 

stattfand (vgl. Abb. 2d, Kammel et al., 2022a). 

Bei FocAH209A/I/N/Q/T wurde neben der Inaktivität bezüglich des Imports ein deutlich reduziertes Wachstum 

der damit komplementierte Zellen beobachtet (Abb. 2c, Kammel et al., 2022b). Dieser Wachstums-

Phänotyp wurde genauer analysiert, indem anaerobe Wachstumsraten und die OD600 nach 20 h in 

verschiedenen Kulturmedien, M9-Minimalmedium mit und ohne Casaminosäuen und Vollmedium, 

bestimmt wurden (siehe Tabelle A2 im Anhang). Unabhängig vom Kulturmedium konnte für DH4200 

(enthält die chromosomale Substitution des focA-Codons 209, sodass FocAH209N synthetisiert wird; 

Kammel et al., 2022a) im Vergleich zu Parentalstamm (DH4100) und focA-Mutante (DH701) keine 

Reduktion der Wachstumsrate beobachtet werden (unveröffentlichte Daten von M. Kammel und 

G. Sawers). Es ist daher davon auszugehen, dass das Wachstum bis zur exponentiellen 

Wachstumsphase nahezu unbeeinflusst war und erst in der spät-exponentiellen Phase, in welcher der 

Formiat-Import erfolgen würde, gestört war, sodass die Zelldichte nicht weiter anstieg. Dies könnte damit 

begründet sein, dass der nahezu unkontrollierte Formiat-Efflux einen Kohlenstoffverlust bewirkte. Im 

Vergleich zur focA-Mutante, bei welcher Formiat möglicherweise durch alternative Formiat-Aufnahme-

Systeme in die Zelle gelangt und FHL-1-abhängig abgebaut werden kann, ist der „Druck“ in DH4200 

höher, dass Formiat/Ameisensäure außerhalb der Zelle bleibt. Dieses Kohlenstoffdefizit konnte jedoch 

weder durch die Verwendung von Vollmedium, den Casaminosäure-Zusatz im Minimalmedium, oder 

zusätzliche Supplementierung mit Desoxyribonukleotiden, da Formiat bei deren Synthese essentiell ist, 

ausgeglichen werden (Daten von M. Kammel und G. Sawers nicht gezeigt). Man kann daher davon 

ausgehen, dass neben dem Kohlenstoffverlust auch die disruptierte pH-Homöostase in DH4200 für das 

reduzierte Wachstum verantwortlich ist.  

Die einzigen natürlich vorkommenden Aminosäuren, welche Histidin an dieser Position ersetzen, sind 

Asparagin (E. histolytica) und Glutamin (B. thuringiensis und Clostridium tetani). In diesen Organismen 

kann der „efflux-only“-Phänotyp der FocA-Varianten auch physiologisch erklärt werden. Das vermutlich 

als Efflux-Kanal funktionierende FNT-Protein aus E. histolytica, welcher Energie über Acetat-Ethanol-

Gärung konserviert, sorgt dafür, dass Acetat effizient aus dem Organismus geschleust wird (Loftus et 

al., 2005). Von der Gruppe um E. Beitz durchgeführte Studien, welche die Formiat-Translokation von 

E. histolytica FNT in Proteoliposomen mit überwiegender „outside-in“-Orientierung, das heißt in Efflux-
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Richtung bestimmten, konnte bestätigt werden, dass eine nicht-protonierbare Aminosäure mit Amid-

Funktion anstelle von Histidin, die Formiat-Permeation nicht beeinflusst (Helmstetter et al., 2019). 

Weiterhin wurde von den Autoren die pH-Abhängigkeit dieser Translokation untersucht und festgestellt, 

dass deren Rate mit sinkendem pH zunahm. Daher wurde geschlussfolgert, dass die Protonierung der 

zu translozierenden Ionen in FNTs Histidin-unabhängig ist und der Transport generell vom 

Protonengradient getrieben sein könnte. Die Daten dieser Studie von Helmstetter et al., 2019 sollten 

durch das artifizielle Analyse-System und da keine Untersuchungen der Translokation in Import-

Richtung durchgeführt wurden, kritisch beurteilt werden. 

Im Vergleich der Formiat-Efflux- und Influxaktivitäten der FocAH209-Varianten, aber auch aus den Daten 

des Kapitels 1 wird deutlich, dass sich die Translokationsmechanismen je nach Direktionalität 

unterscheiden. Nachfolgend soll dies auch in Zusammenhang mit den erhobenen Hypophosphit-Daten 

gebracht werden. Generell sind die Hypophosphit-Analysen sehr bedeutsam, da auch das Formiat-

Analogon FocA-abhängig aufgenommen wird (Suppmann und Sawers, 1994). Hypophosphit ist eine 

starke Säure mit einem pKa von 1 und liegt daher nahezu ausschließlich in der dissoziierten Form vor. 

Da Hypophosphit von keiner der EcFocA Histidin-Austauschvarianten aufgenommen wurde, konnte so 

die funktionelle Bedeutung eines Protonierungsschrittes durch H209 im Aufnahme-Mechanismus 

bestätigt werden (Kammel et al., 2022b).

 

3.2.2 Mechanistische Bedeutung von T91 und die Interaktion mit H209 
 

Auch das sich in räumlicher Nähe zum zentralen Histidin befindende Threonin (in EcFocA T91) gehört 

zu den am stärksten konservierten Aminosäuren in FNTs (97,8 % Koservierung in mehr als 2200 FNT-

Sequenzen; Mukherjee et al., 2017). Daher wurde auch eine Relevanz für den Translokations-

mechanismus im sogenannten Modell des Protonen-Zyklisierens von der Gruppe um O. Einsle 

postuliert (vgl. Abschnitt 1.3.3; Lü et al., 2012b). Threonin ist auf der flexiblen Ω-Schlaufe von FocA 

lokalisiert und je nach Position dieser, kann es in einem Abstand < 3 Å durch die Hydroxyl-Gruppe mit 

Nε2 der Imidazolium-Seitenkette des zentralen Histidins via Wasserstoffbrückenbindung wechselwirken 

(Waight et al., 2010). Waight et al., 2010 stellten daher die These auf, dass das Threonin mit Formiat-

Ionen um die Wasserstoffbrücken-Interaktion mit Histidin konkurriert und die Translokation so auch 

direkt über die Konzentration der Anionen reguliert wird. Diese auf in vitro Untersuchungen und 

Strukturdaten von VcFocA basierenden Aussagen wurden auch mit dem Hydrosulfid-Kanal CdHSC 

überprüft (Czyzewski und Wang, 2012). In in vitro Transport Analysen von CdHSC in Proteoliposomen 

zeigten sich, dass ein T84A-Austausch (entspricht T91 in EcFocA bzw. T90 VcFocA) in stark reduzierter 

Formiat-Aufnahme der Variante resultierte, was jedoch nicht auf strukturelle Änderungen zurückgeführt 

wurde (Czyzewski und Wang, 2012). Denn unabhängig vom pH (PDB: 3TDP pH 4,5; 3TDR pH 7,5; 

3TDO pH 9; jeweils Abstand von T84-OH zu H201-Nε2 ~3 Å) und von der T84-Substitution (PDB: 3TE1, 

Abstand von A84-CH3 zu H201-Nε2 ~ 4,5 Å), lag CdHSC in der gleichen Konformation vor (Czyzewski 

und Wang, 2012). Inwieweit generell aus den strukturbiologischen Daten allgemeingültige Aussagen 

zur Transloaktionsfähigkeit abgeleitet werden können, soll an anderer Stelle (3.3.2) diskutiert werden.  



Mechanistische Bedeutung von T91 und die Interaktion mit H209 

89 

Dass eine Threonin-Substitution eine reduzierten Formiat-Translokation hervorrief, bestätigte auch die 

in vivo Untersuchungen von D. Hunger von 2014. Darüber hinaus konnte für eine focA-Mutante, welche 

eine chromosomale Substitution des focA-Codons 91 aufweist, sodass FocAT91A synthetisiert wird 

(DH4300; Kammel und Sawers, 2022a), gezeigt werden, dass diese defizitär in der Formiat- und 

pH-Homöostase war (Kammel und Sawers, 2022a). Dies lässt sich mit einer pH-abhängigen Formiat-

Akkumulation erklären; denn im Vergleich zum Parentalstamm (DH4100) oder einer focA-Mutante 

(DH701; keine Synthese von FocA), konnte für DH4300 bei niedrigen pH-Werten des Kulturmediums 

eine deutlich gesteigerte intrazelluläre Formiat-Konzentration nachgewiesen werden, was bestätigte, 

dass T91 für die pH-abhängige Formiat-Translokation essentiell ist (Kammel und Sawers, 2022a).  

Im Kapitel 3 der vorliegenden Dissertation wurde dann genauer analysiert, was die Determinanten für 

die Aminosäure an Position 91 bezüglich der FocA-abhängigen Formiat-Translokation in E. coli sind. 

Die Analyse der intrazellulären Formiat-Konzentration in mit FocAT91-Varianten komplementierten 

DH701-Zellen ergab, dass mit Ausnahme der Substitution durch Serin, kein weiterer Austausch toleriert 

wurde, bzw. in signifikantem Formiat-Efflux resultierte (vgl. Tabelle 2; Abb. 4a in Kammel et al., 2022b). 

Der intermediäre Formiat-Efflux-Phänotyp von FocAT91S verifizierte die Ergebnisse von D. Hunger, was 

mit der strukturellen Ähnlichkeit der Aminosäuren begründet werden kann (Hunger et al., 2014). Die 

Methyl-Gruppe der Seitenkette von T91 hat neben dem sterischen Effekt, der sich auf die Zugänglichkeit 

zur Translokationspore auswirkt, einen geringen positiven induktiven Effekt. Dieser erhöht die 

Elektronendichte der Hydroxyl-Funktion und ermöglicht im Vergleich zu Serin eine stärkere 

Wasserstoffbrückenbindung (Sinnot, 1997). Dass die Hydroxyl-Gruppe der Aminosäure an Position 91 

mechanistisch essentiell ist und nur so eine starke Wasserstoffbrückenbindung ausgebildet werden 

kann, unterstreichen auch die Translokations-Analysen mit FocAT91C. In Bezug auf den Formiat-Efflux 

wurde für diese Variante keine Aktivität gemessen, was damit erklärt werden kann, dass die Sulfhydryl-

Gruppe (C) nur in eine vergleichsweise schwache Wasserstoffbrücke involviert sein könnte. Dies ist mit 

dem signifikant größeren Atomradius und der geringeren Elektronegativität von Schwefel im Vergleich 

zu Sauerstoff zu begründen. Die Wichtigkeit der Hydroxyl-Funktion (von T, S oder Y) konnte auch bei 

der Untersuchung der Aufnahme von Hypophosphit bestätigt werden, denn für alle anderen 

T91-Varianten konnte keine Sensitivität gegenüber dem Formiat-Analogon beobachtet werden (Abb. 4b 

in Kammel et al., 2022b). Ähnlich wie auch bei den FocAH209-Varianten wurde in Formiat-Influx-Analysen 

von FocAT91-Varianten im Vergleich zur focA-Mutante eine erhöhte intrazelluläre Formiat-Konzentration 

bestimmt (vgl. Tabelle 2). Wie schon im vorherigem Abschnitt (3.2.1) erklärt, spricht das nicht eindeutig 

dafür, dass diese Varianten „aktiv“ Formiat aufnehmen, sondern es ist möglich, dass das Defizit im 

Efflux den dominierenden Effekt hat.  

Die einzige natürlich vorkommende Substitution des Threonins ist Asparagin, welches in einigen 

Ascomyceten zu finden ist. In Candida californica oder Kluyveromyces lactis findet man aber neben 

T91N noch weitere Substitutionen wie E208T sowie N213D (Nummerierung bezogen auf die E. coli 

FocA–Sequenz), sodass die Transportaktivität dieser FNT-Varianten schlecht einzuschätzen ist.  

Um die Bedeutung der Wasserstoffbrückenbindung besser aufzuschlüsseln, wurden zudem 

verschiedene pfocA-T91-H209-Doppelvarianten erstellt. Auffällig bei der Analyse von FocAT91S H209A 

war, dass ein ähnlicher Formiat-Efflux wie bei nativem FocA beobachtet wurde und somit nicht der durch 
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die H209A-Substitution hervorgerufene starke Efflux-Phänotyp dominant war (vgl. Abb. 4a in Kammel 

et al., 2022b). Ähnlich wie bei FocAH209A wurde keine Hypophosphit-Aufnahme verzeichnet (vgl. Abb. 4b 

in Kammel et al., 2022b). Außerdem wurde die FocAT91H H209T-Variante, in welcher das Potenzial zur 

Ausbildung der Wasserstoffbrücke erhalten bleibt, aber die Eigenschaften und Wechselwirkungen zu 

umgebenen Aminosäuren der zentralen Pore verändert wurde, untersucht. Die FocAT91H H209T-Variante 

wies einen stärkeren Formiat-Efflux als der Parentalstamm auf, war aber nicht in der Lage Hypophosphit 

ins Cytoplasma zu importieren (unveröffentlichte Ergebnisse O. Trebbin, M. Kammel, und G. Sawers). 

Somit zeigt sich, dass nicht nur das Potential der Wasserstoffbrückenbildung, sondern generell die 

Architektur der Pore bzw. die Gesamtheit der Aminosäure-Wechselwirkungen die FocA-abhängige 

bidirektionalen Formiat-Translokation bestimmt. 

 

3.2.3 Weitere konservierte Aminosäuren und deren potentielle Funktion  
 

In den FNTs gibt es vor allem im Bereich der transmembranen Helices, als auch der Ω und S-Schlaufe 

viele, stark konservierte Aminosäuren (vgl. Abbildung A3a im Anhang). In einer Sequenzanalyse von 

2206 FNTs aller drei Domänen wird deutlich, dass fast ein Drittel der transmembranen Aminosäurereste 

eine hohe Konservierung aufweist (Mukherjee et al., 2017). 

So sind F75, L89, N121, A171, V175 und N262 noch stärker als die bereits genannten mechanistisch 

relevanten Aminosäuren (T91 und H209) konserviert (> 99 % Koservierung; Mukherjee et al., 2017). 

Die Seitenketten dieser Aminosäuren befinden sich alle in der räumlichen Nähe der zentralen 

Translokationspore (A171, N262 sind in Interaktionsdistanz mit T91 und H209), der cytoplasmatischen 

(L89, N121, V175) und der periplasmatischen Konstriktion (F75) (vgl. Abb. A3b). Die Bedeutung der 

Aminosäuren, welche die cyto- und periplasmatischen Engstellen der Translokationspore bilden (L79, 

L89 bzw. F75 und F202), wurde im heterologen Hefe-System untersucht und es wurde festgestellt, dass 

EcFocA Mehrfach-Alanin-Substitutionsvarianten (L79A, L89A, F75A und F202A) verringerte Formiat-

Translokation, aber erhöhte Protonen und Wasser-Permeabilität, zeigten (Schmidt und Beitz, 2021). 

Auch mit homologen Systemen konnte die Dysregulation der Formiat-Translokation dieser EcFocA-

Austauschvarianten beobachtet werden (Hunger et al., 2014). Dies stellt unter Beweis, wie wichtig die 

Konstriktionen für die kontrollierte Anionen-Translokation sind und, dass eine artifizielle Erweiterung der 

Pore (durch Austausch mit sehr kleinen Aminosäuren) dafür sorgt, dass diese „undicht“ wird. Wie schon 

beschrieben, sind die Durchmesser der Konstriktionen der FNTs, insbesondere der cytoplasmatischen 

Engstelle, welche auf Basis der Röntgenkristallstrukturdaten bestimmt wurden, zu gering, als dass die 

namensgebenden Ionen passieren können. Im Fall von Efflux- und Influx-Prozessen muss es daher zu 

einer Erweiterung kommen. Für EcFocA wurde postuliert, dass diese durch Änderung der Rotamer-

Konformationen der Seitenketten von L79 und L89 bzw. F75 und F202 gewährleistet werden könnte, 

was ähnlich zu den in Aquaporinen beschriebenen Konformationsänderungen ist (Gonen et al., 2005; 

Wang et al., 2009). Einen strukturellen Nachweis gibt es dafür jedoch bisher nicht. Darüber hinaus 

spielen besonders die beiden konservierten Phenylalanine eine wichtige Rolle, da sie sich in der 

unmittelbaren Nähe (< 3 – 4 Å) des Imidazol-Rings des zentralen Histidins befinden und durch die 
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aromatischen Systeme π-π-Wechselwirkungen stattfinden. Diese nicht kovalenten Wechselwirkungen 

stabilisieren das Histidin und verstärken dessen Polarität.  

Weiterführende Analysen, welche die Bedeutung der konservierten Aminosäuren analysierten, zeigten, 

dass N172 und N262 in wichtige Wechselwirkungen im Translokationsnetzwerk (mit T91 und H209) 

involviert sind, da entsprechende Aminosäure-Austauschvarianten inaktiv in der bidirektionalen Formiat-

Translokation bzw. Hypophosphit-Aufnahme waren (Kammel und Sawers, 2022b). Eher strukturelle 

Bedeutung, aber keine Relevanz für den Translokationsmechanismus hatten hingegen die teilweise 

stark konservierten Aminosäuren D88, E208, S210 und N213 (Kammel und Sawers, 2022b). 

Insbesondere im von E. Beitz und Kollegen postulierten Translokationsmechanismus, dem Modell der 

elektrostatischen Anziehung der Ionen bzw. Verschiebung deren Azidität, welches in Abschnitt 1.3.3 in 

Abbildung 10b schematisch dargestellt ist, wird die funktionelle Bedeutung von zwei konservierten 

Lysinen (K26 und K156), welche im cytoplasmatischen bzw. periplasmatischen Vorraum der Pore 

positioniert sind, in den Fokus gestellt. Nach Wiechert und Beitz (2017) tragen diese positiv geladenen 

Seitenketten dazu bei, dass die monovalenten Anionen durch elektrostatische Anziehung in die Pore 

„gezogen“ werden. Die Lysine sind zudem Teil von Salzbrückentriaden (beispielsweise 

K156-E208-N213) und Czyzewski und Wang schrieben ihnen 2012 die Funktion als pH-Sensoren zu.  

Die Relevanz der Lysine für den Translokationsmechanismus konnte auch experimentell mit den in der 

Dissertation verwendeten Methoden bestätigt werden (Kammel und Sawers, 2022b; Abbildung A8 im 

Anhang, unpublizierte Daten von M. Kammel und G. Sawers). Jedoch sind die Lysine im Gegensatz 

zum Modell von Beitz nicht die Hauptdeterminanten, welche die Formiat/Anionen-Translokation 

beeinflussen, sondern vielmehr ein Teil des Netzwerkes der Aminosäuren, die mit den zu 

translozierenden Anionen wechselwirken und so eine kontrollierte Passage durch die Pore bewirken. 

Einen weiteren wichtigen Beitrag diesbezüglich könnten die vielen stark konservierten Glycine: G42, 

G78, G86, G120, G206, G262, G265 und G266 leisten (vgl. Abb. A3a). In vielen Enzymen, 

insbesondere in aktiven Zentren von Proteasen, bilden Glycine Oxyanionen-Löcher und stabilisieren 

negative Ladungen, im Speziellen die Übergangszustände von Reaktionen (Berg et al., 2012). Daher 

kann auch in FNTs für Glycine eine ähnliche Aufgabe angenommen werden, das heißt sie stabilisieren 

die zu translozierenden Anionen oder auch die deprotonierte Hydroxyl-Funktion des Threonins, sollte 

dieses direkt in den Translokationsmechanismus involviert sein. Die Positionierung der Glycine könnte 

daher einen möglichen Translokations-Pfad der Anionen/Formiat-Ionen in der Translokationspore 

andeuten (vgl. Abb. A3b) und die Energiebarriere des Transportes dieser herabsetzen. Obwohl FNTs 

in einigen Punkten Enzym-ähnliche Eigenschaften aufweisen (wie beispielsweise Transferasen oder 

Proteasen), ist es sehr wichtig, den Translokationsmechanismus von enzymatischer Katalyse 

abzugrenzen.   
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3.3. Translokationsmechanismen von FocA als Vertreter der FNT-Familie 
 

Im Folgenden sollen die Daten, die in der Dissertation präsentiert wurden und in weiteren Publikationen 

beschrieben wurden, in Zusammenhang mit Mechanismen aus der Literatur u.a. auch von anderen 

ähnlichen Ionen-Kanälen und Transportern gebracht und ein hypothetischer Mechanismus für die 

Formiat-Translokation in FocA vorgeschlagen werden..

 

3.3.1 Translokationmechanismen von Ionen-Kanälen und anderen strukturell 

ähnlichen Proteinen 

 

FNTs sind Aquaporinen und Glycerol-Kanälen trotz geringer Übereinstimmung auf Primärstrukturebene 

strukturell sehr ähnlich (Sequenzidentität zwischen E. coli FocA und AqpZ bzw. GlpF 21,3 % bzw. 

23,1 %; berechnet mit CLUSTAL OMEGA; Webserver Version 1.2.4; Madeira et al., 2022). AqpZ und 

GlpF weisen mit den unterbrochenen Helices TM2 und TM5 die gleiche Topologie wie FocA auf (Fu et 

al., 2000; Savage et al., 2003; Wang et al., 2009). Kleinere Unterschiede in der Position der 

transmembranen Helices sind darauf zurückzuführen, dass Wasser- und Glycerol-Kanäle in vivo als 

Homotetramere, FocA und FNTs hingegen als Homopentamere vorkommen. In Glycerol- und 

Wasserkanälen wird die spezifische Translokation der namensgebenden Moleküle durch Selektivitäts-

filter, die sich vor allem durch hydrophobe und positiv geladene Seitenketten am Aus- bzw. Eingang der 

Pore auszeichnen, gewährleistet (Fu et al., 2000; Savage et al., 2003). In EcGlpF sorgen W48 und F200 

für eine hydrophobe Umgebung an der periplasmatischen Konstriktion und zudem vermittelt R206 über 

Wasserstoffbrückenbindung Wechselwirkungen zu den Hydroxyl-Funktionen des Glycerols, wodurch 

dieses in den periplasmatischen Vorraum der Pore zu den Konstriktionen geleitet wird (Fu et al., 2000). 

In EcAqpZ wird die periplasmatische Konstriktion durch die Aminosäuren F43, H174, T183 und R189 

gebildet und es gibt auf der B- und E-Schlaufe (ähnlich zur Ω und S-Schlaufe in FNTs) jeweils 

Strukturmotive aus Asparagin-Prolin-Alanin (NPA-Motiv), welche wesentlich zur Selektivität beitragen, 

indem sie mit den zu translozierenden Wassermolekülen interagieren, aber das Passieren von Ionen 

verhindern (Sui et al., 2001). Anders als in FNTs sind in Wasserkanälen die Peptidrückgrat-Carbonyl-

Gruppen der Aminosäuren, und nicht die Seitenketten, in Richtung der Translokationspore angeordnet 

(Sui et al., 2001). Dies ist mechanistisch bedeutsam, da so Wasserstoffbrückenbindungen zu den zu 

transportierenden Wassermolekülen ausgebildet werden können und so eine Bewegung dieser durch 

die Pore begünstigt wird. In FocA übernehmen die Phenylalanine 75 und 202 der periplasmatischen 

Konstriktion und auch K156 ähnliche Funktion in der Anziehung bzw. Wechselwirkung mit den zu 

transportierenden Molekülen wie beschriebene Aminosäuren in AqpZ und GlpF (Wang et al., 2009). 

Auch wenn es in Wasser- und Glycerolkanälen ein konserviertes Histidin im zentralen Teil der Pore gibt 

(in den E. coli Proteinen H174 bzw. H191), scheint sich die Aufgabe nicht mit der in den FNTs zu decken. 

Generell kann, obwohl sich die Translokationsporen grundsätzlich strukturell sehr ähnlich sind, aufgrund 

verschiedener chemischer Charakteristika der zu transportierenden Moleküle, erwartet werden, dass 

sich mechanistische Details der Translokation unterscheiden.  

Weniger strukturelle Übereinstimmung, aber grundsätzlich ähnliche Prinzipien zu den FNTs könnten 

möglicherweise Anion- und Kationen-Kanäle aufweisen. Die wohl am besten charakterisierten Anion-

Kanäle gehören zur Familie der ClCs (Chlorid-Kanäle). Auf Basis von elektrophysiologischen und 
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Struktur-determinierenden Studien wurden die fast ubiquitär vorkommenden ClC-Mitglieder sowohl als 

klassische Kanäle, aber auch als sekundär aktive Transporter, welche zudem Protonen translozieren, 

eingruppiert (Miller, 2006). Generell ist die Permeation von der Konzentration der Chlorid-Ionen, pH und 

Spannung abhängig und im Mechanismus spielt ein stark konserviertes Glutamat (in E. coli-ClC E148) 

im Proteininneren eine wesentliche Rolle (Dutzler et al., 2003). Aufgrund dieser Eigenschaften ist, 

obwohl in in vitro Studien für FNTs die Translokation von Chlorid-Ionen gezeigt wurde, nicht davon 

auszugehen, dass sich ClCs und FNTs mechanistisch ähneln (Lü et al., 2012a). Auch für die in der 

Regel Spannungs- und Liganden-kontrollierten Na+, K+ Ca2+ oder Mg2+-Ionen-Translokatoren gilt, dass 

diese sich nicht nur in der Regulation, sondern daher auch in weiteren mechanistischen Details des 

Transportes unterscheiden.  

Größere Parallelen hingegen existieren zu einem Ammonium-Translokator: AmtB aus E. coli. Im 

Gegensatz zu FNTs wurde für AmtB postuliert, dass der Translokator keinen Selektivitätsfilter ausweist, 

welcher die Spezifität der zu translozierenden Ionen gewährleistet (Javelle et al., 2006). Stattdessen 

wird über den Translokationsmechanismus reguliert, dass keine anderen monovalenten Kationen, 

sondern nur spezifisch Ammonium-Ionen transloziert werden, was durch einen Deprotonierungsschritt 

der NH4
+-Ionen sichergestellt wird (Khademi et al., 2004). So kann Ammonium in Form von Ammoniak 

den zentralen Teil der Pore passieren. AmtB weist ein zentrales Doppel-Histidin-Motiv auf (in EcAmtB 

H168 und H318), welches für die Translokation und Spezifität essentiell ist (Javelle et al., 2006; 

Williamson et al., 2022). Weiterhin gibt es zwei Wasser-Leitwege (water wires), welche durch eines der 

konservierten Histidine verbunden sind und welche dafür sorgen, dass die Protonen, welche bei der 

Deprotonierung von NH4
+ entstehen, auch mit ins Cytoplasma geleitet werden (Williamson et al., 2022).  

Das AmtB-Wildtyp-Protein gewährleistet so als sekundär aktiver Transporter die spezifische Aufnahme 

von Ammonium-Ionen. Wurden die zentralen Histidine substituiert, so beobachteten Williamson et al., 

2022 dass die AmtB-Variante ein eher Kanal-artiges Translokations-Verhalten mit deutlich reduzierter 

Selektivität aufwies, was mit der veränderten Hydrophobizität der zentralen Pore begründet wurde. 

Dieses Verhalten weist Gemeinsamkeiten mit dem als „Uniporter“ funktionierenden FocAH209A/I/N/Q/T-

Varianten auf. Außerdem wurde postuliert, dass es ähnlich wie bei den FNTs zur Erweiterung der 

Konstriktionen kommen muss, aber es konnten in den AmtB-Strukturen keine verschiedenen 

Konformationen nachgewiesen werden (Khademi et al., 2004).  
 

 

3.3.2 Konformationen der Ω-Schlaufe von FNTs 
 

Bei einigen FNTs wurden unterschiedliche Konformationen der Protomere, welche sich im Wesentlichen 

in der Orientierung der Ω-Schlaufe unterscheiden, gezeigt (vgl. Abschnitte 1.3.2 und 1.3.3). Da es für 

die Beschreibung der Translokation notwendig ist, den „geschlossenen“ und „geöffneten“ Zustand des 

Protomers zu differenzieren, soll an dieser Stelle eine nähere Betrachtung dieses Aspektes erfolgen. 

Einige Strukturbiologen bezeichnen die Konformation von StNirC bzw. CdHSC, in welcher das 

konservierte Threonin und Histidin im Abstand von 3,0 bzw. 2,8 Å, also in Wasserstoffbrückendistanz 

zueinander liegen, als „geschlossenen“ Zustand (Lü et al.; 2012b; Waight et al., 2010; Czyzewski und 

Wang, 2012). Im Gegensatz zu dieser Hypothese, scheint es schlüssiger, und dies ist auch die in der 
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Doktorarbeit bevorzugte Auffassung, dass die „offene“ Konformation des Kanals dadurch definiert ist, 

dass der Abstand zwischen Threonin und Histidin kleiner oder gleich 3 Å ist. Dies bedeutet, dass die 

Ω-Schlaufe in Richtung der cytoplasmatischen Konstriktion orientiert ist (nachfolgend bezeichnet als 

„oben“-Konformation). Der „geschlossene“ Zustand der Pore ist damit definiert als „unten“-Konformation 

der Ω-Schlaufe, wobei diese sich ca. 5 Å in Richtung des Cytoplasmas bewegt. In dieser Konformation 

beträgt der Abstand zwischen den beiden mechanistisch bedeutsamen Aminosäuren mind. 5 Å, wie es 

auch für die initiale EcFocA Struktur und auch Protomere von VcFocA determiniert wurde (PDB:3KCU; 

Wang et al., 2009 bzw. PDB:3KLY; Waight et al., 2010). Für VcFocA konnte festgestellt werden, dass 

ein Wasser-Molekül die Position des Threonins einnimmt und mit Histidin interagiert, wenn sich die 

Ω-Schlaufe in der „unten“-Konformation befindet (Waight et al., 2010). Zudem lässt sich anhand der in 

Abbildung 9 visualisierten Positionen der Ω-Schlaufe der Protomere von VcFocA erahnen, dass eine 

konformationelle Verschiebung dieser Schlaufe die Passage der zu translozierenden Ionen begünstigt 

und eine Protonierung bzw. die Rückführung des Protons auf die entsprechenden Aminosäure-

Seitenketten nahe des Zentrums der Pore vermittelt. Deshalb ist auch anzunehmen, dass es während 

der Translokation zur Bewegung der Ω-Schlaufe in die „oben“-Konformation kommt, was durch die Inter-

aktion von dem cytoplasmatischen Interaktionspartner mit dem N-Terminus des FNTs vermittelt wird.  

Generell ist neben den verschiedenen Orientierungen der Ω-Schlaufe und des konservierten Threonins 

der FNTs auch die Variation deren Länge bzw. die der transmembranen Helix 2b (TM2b) auffällig (vgl. 

Abb. A5 im Anhang). In der EcFocA-Struktur (PDB: 3KCU; Wang et al., 2009) ist die Ω-Schlaufe in allen 

Protomeren sechs Aminosäuren lang, hingegen bei StFocA (PDB: 3Q7K; Lü et al., 2011), welches 

95,8 % Sequenzidentität zu EcFocA aufweist, der helikale Bereich (TM2b) als verlängerte Ω-Schlaufe 

mit einer Länge von 18 bis 22 Aminosäuren vorliegt (Abb. A5a und b). In VcFocA (PDB: 3KLY; Waight 

et al., 2010) ist die Ω-Schlaufe je nach Protomer-Konformation 5 - 22 Aminosäuren lang (Abb. A5d und 

e). Eine direkte Korrelation zwischen der Konformation und der Länge der Ω-Schlaufe lässt sich daher 

nicht ableiten. Dennoch unterstreichen die strukturellen Unterschiede die notwendige Flexibilität dieses 

Proteinbereiches und dessen Implementierung in der Konformationsänderung, welche für die 

Translokation, zumindest die Aufnahme von Formiat, essentiell ist. 

Allgemein ist es ein wenig spekulativ aus den Strukturdaten der FNTs, welche in allen Fällen ohne die 

Interaktionspartner bestimmt wurden, Aussagen zur mechanistischen Details der Formiat-Translokation 

abzuleiten. Dass sich T81 in StNirC bzw. T84 in CdHSC (entspricht T91 in EcFocA) direkt am Anfang 

der Helix TM2b befinden und die Kristallstrukturdaten ebenfalls stark verkürzten Ω-Schlaufen andeuten 

(vgl. Abb. A5c und f), deutet jedoch an, dass sich die mechanistische Fein-Regulierung bzw. 

konformationellen Änderungen zwischen den FNTs unterscheiden könnte. Für HSC wurde zudem 

postuliert, dass das Öffnen und Schließen der Pore stärker als bei anderen FNTs reguliert ist und sich 

die CdHSC-Protomere im Vergleich zu EcFocA zu einer geringeren Wahrscheinlichkeit in der „offenen“ 

Konformation befinden (Czyzewski und Wang, 2012). Dies könnte in Zusammenhang mit den 

unterschiedlichen Energiebarrieren für die Passage der Ionen stehen. Um die Unterschiede in den 

Translokationsmechanismen u.a. in Bezug auf Konformationsänderungen zu verifizieren, benötigt man 

jedoch mehr in vivo Aktivitäts-Experimente und Strukturdaten der FNTs mit deren Interaktionspartnern. 
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3.3.3 Direktionalität der Translokation von FNTs 
 

Vergleicht man die drei am besten charakterisierten Vertreter der FNTs – FocA, NirC und HSC – in 

Hinblick auf die Lokalisierung der potenziell interagierenden Enzyme, so fällt auf, dass diese im 

Cytoplasama zu finden sind. Das Formiat aufnehmende Protein McFdhC hingegen ist der einzige Kanal 

ist, dessen möglicher Interaktionspartner, FDH, im Periplasma aktiv ist (White und Ferry, 1992; Nölling 

und Reeve, 1997). Ob und wie FDH FdhC direkt beeinflusst, ist bisher nicht geklärt (vgl. Abschnitt 3.1.3). 

Allgemein scheint die Lokalisierung des Interaktionspartners der FNTs keine Determinante für die 

Translokationsrichtung zu sein. Dies sieht man beispielsweise bei NirC, dessen Hauptfunktion in vivo 

der Nitrit-Import ist, aber möglicherweise gewährleistet NirC auch bei erhöhter intrazellulärer Nitrit-

Konzentration dessen Efflux (Rycovska et al., 2012; Lü et al., 2013). Es resultiert daher die Frage, ob 

und wie die cytoplasmatisch lokalisierte Nitritreduktase die Nitrit-Aufnahme von NirC beeinflussen kann. 

Es ist vorstellbar, dass es bei NirC-NirBD-Interaktion zu weitreichenderen konformationellen Änder-

ungen kommt, wodurch die Konstriktionen, welche die Passage der Ionen verhindern, erweitert werden. 

Auch im Fall von FocA ist nicht bekannt, wie PflB im Detail die Formiat-Aufnahme beeinflusst. Es stellen 

sich daher die Fragen, welche konformationellen Änderung im Protein dabei passieren und ob es auch 

noch einen periplasmatischen Interaktionspartner gibt, der die Aufnahme von Formiat beeinflusst (3.1). 

Im Hydrosulfid-Kanal CdHSC, welcher unter physiologischen Bedingungen toxisches Hydrosulfid aus 

den Zellen transloziert, befindet sich die Sulfitreduktase, das Enzym welches die Bildung von Hydro-

sulfid katalysiert, im Cytoplasma (Czyzewski und Wang, 2012). Gewisse Parallelen zur FocA-PflB-Inter-

aktion liegen nahe und implizieren, dass die Sulfitreduktase mit dem N-Terminus von HSC interagieren 

könnte und die produzierten Ionen in den Kanal leitet, was jedoch experimenteller Bestätigung bedarf. 

Neben dem Interaktionspartner, welcher auf die Steuerung der Translokation und damit auch auf dessen 

Direktionalität Einfluss hat, kommt dem oft direkt damit verbundenen Konzentrationsgefälle (vor allem 

bei Kanal-artigen Translokationsmechanismen) eine wesentliche Funktion zu. Dies sieht man bei-

spielsweise an FocA, durch welches zunächst nur der Formiat-Efflux und erst in späteren Wachstums-

phasen dessen Wiederaufnahme in die Zelle erfolgt, und auch an HSC, welches Hydrosulfid-Ionen aus 

dem Cytoplasma transloziert. Außerdem spielt oft auch der pH-Wert eine entscheidende Rolle bei der 

Direktionalität der Ionen-Translokation (Suppmann und Sawers, 1994). So findet, wie im Modell der 

pH-abhängigen Formiat-Translokation (Abschnitt 1.3.3) beschrieben, beim Unterschreiten des 

pH-Wertes von 6,8 ein Wechsel des Translokationsmodus von Efflux zu Influx statt (Lü et al., 2011). 

Nicht zu vergessen sind weitere metabolische Faktoren, denn oft ist die Translokation und deren 

Direktionalität entscheidend für die Energiekonservierung des Mikroorganismus. Der Transport der 

Anionen bzw. Protonen kann einen wichtigen Beitrag zur Ladungstrennung und dem Aufbau des 

elektrochemischen Protonengardienten leisten (Details siehe Abschnitt 3.3.4). Dies ist relevant, da die 

anoxische Energiekonservierung bei der gemischten Säuregärung deutlich geringer ist, als der von 

Proteobakterien bevorzugte Energiekonservierungsweg der aeroben oder gar anneroben Respiration 

(Unden und Dünnwald, 2008). Der Translokationsmechanismus sollte daher für das Bakterium auch 

energetisch vorteilhaft sein. 
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3.3.4 Hypothetische Mechanismen der Translokation in E. coli FocA 
 

In diesem Abschnitt werden die hypothetischen Modelle der Translokationsmechanismen der FNTs für 

den Formiat-Efflux und auch für dessen Aufnahme von Formiat vorgestellt. 

E. coli produziert unter anaeroben Bedingungen durch die gemischten Säuregärung PflB-abhängig 

Formiat. Durch die direkte Interaktion von PflB mit dem FocA N-Terminus (3.1.1) werden die Formiat-

Ionen und im Co-Transport dazu Protonen direkt in die Translokationspore geleitet. Durch die Wechsel-

wirkung der beiden Proteine, kommt es vermutlich zu konformationellen Änderungen, sodass die 

Durchmesser der cyto- und periplasmatischen Konstriktionen erweitert werden. Die Formiat-Ionen 

gelangen in den cytoplasmatischen Vorraum der Pore, vermutlich indem sie durch positive Seitenketten 

wie K26 angezogen werden. Die Anionen müssen, um den hydrophoben Teil der Translokationspore 

passieren zu können, protoniert werden. Dies könnte hypothetisch durch ein co-transloziertes Proton 

erfolgen und auch das konservierte Threonin könnte dabei, vermutlich aber nur indirekt, involviert sein. 

Dabei könnte die Orientierung der Seitenkette von T91 entscheidend sein, welche durch PflB, das als 

„gate keeper“ nicht nur den Poreneingang freigibt, sondern auch die Position der N-terminalen Helix 

beeinflusst. Dadurch würde die damit in Verbindung stehende Ω-Schlaufe in die „oben“ Position 

verschoben werden, sodass T91 zu H209 in Wasserstoffbrückendistanz gelangt. Der Einfluss von T91 

lässt sich damit erklären, dass es in FocAT91-Austauschvarianten, mit Ausnahme Hydroxyl-Gruppe 

aufweisender Aminosäuren, zur intrazellulären Formiat-Akkumulation kam (Kammel und Sawers, 

2022a; Kammel et al., 2022b; Abschnitt 3.2.2). Dass Histidin die Protonierung des Ions übernimmt ist 

unwahrscheinlich, da dieses für den Formiat-Efflux nicht essentiell ist (Kammel et al., 2022a). Dennoch 

ist H209 vermutlich wichtig für eine gut regulierte bidirektionale Translokation. Nach dem Passieren der 

periplasmatischen Konstriktion, welche bei höherem pH-Wert erweitert ist, wie in silico Analysen 

vermuten lassen, dissoziiert die Ameisensäure (Feng et al., 2012). Das Anion könnte im nächsten Schritt 

durch elektrostatische Wechselwirkungen mit K156 durch den periplasmatischen Vorraum der Pore 

geleitet werden und mit dem Proton im Periplasma entlassen werden. 

Experimentelle Beweise, dass es sich um Formiat/H+-Efflux handelt, lieferten Protonen-Flux-Studien in 

Kooperation mit L. Vanyan und K. Trchounian (Yerevan Universität, Armenien). In den Versuchen wird 

die Abhängigkeit des Protonen-Fluxes von der F1FO-ATPase-Aktivität in verschiedenen E. coli 

Stämmen, welche natives (DH4100), FocAH209N (DH4200) oder kein FocA (DH701) synthetisieren, 

verglichen. Da in DH701 der prozentuale Anteil am Protonenfluss der F1FO-ATPase sehr viel höher als 

in DH4100 war, wurde abgeleitet, dass FocA Protonen transloziert. Darüber hinaus konnte für DH4200, 

welches verstärkte Formiat-Effluxaktivität aufwies, sowohl eine höhere F1FO-ATPase-abhängige 

Protonen-Translokation als auch stärkerer Protonenflux via FocA beobachtet werden (unveröffentlichte 

Ergebnisse; Methode ähnlich wie in Vanyan und Trchounian, 2022).  

Dass pro Formiat-Ion ein H+ ins Periplasma transloziert wird, sorgt für den Aufbau des Protonen-

gradienten, bedeutet aber auch, dass kein zusätzlicher Beitrag zur Ladungstrennung geleistet wird, was 

wiederum nicht für Energiekonservierung sorgt. Dennoch ist es wichtig, dass der Formiat-Akkumulation 

und auch der Ansäuerung im Cytoplasma (durch andere organische Säuren) vorgebeugt wird. Dies 

effizient mit hohe Transportraten zu gewährleisten, ist die Aufgabe von FocA, dessen Formiat/H+-Efflux 

daher sehr wahrscheinlich nach einem Kanal-artigem Mechanismus funktioniert (vgl. Abbildung 13b).   
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Abbildung 13: Hypothetisches Modell der Kanal-artigen Formiat-Translokation via FocA. 

a) Schematische Darstellung eines E. coli FocA Protomers mit der Translokationspore (in Dunkelgrau) basierend 

auf der Kristallstruktur von Wang et al., 2009 (PDB: 3KCU; Modellierung der Pore mit dem PyMOL plug-in MOLE, 

Pravda et al., 2018). Die Sekundärstrukturelemente sind gezeigt mit den α-Helices als Zylindern. Besonders 

hervorgehoben sind die transmembranen Helices 2a und 2b (in Blau), welche durch die Ω-Schlaufe mit T91 

verbunden sind, sowie Helix 5a, Helix 5b und die S-Schlaufe (in Grün). Die Orientierung der konservierten 

Aminosäure-Seitenketten T91 und H209, welche über eine Wasserstoffbrückenbindung (gestrichelte Linie; 

Abstand < 3Å) miteinander interagieren, ist schematisch gezeigt. Die Interaktion von PflB (in Blau) und dem 

N-Terminus von FocA sorgt für die „offene“ Konformation. Die Position des FocA Protomers in der Membran (CM) 

ist angezeigt und die Beschriftung von Cytoplasma (CP) und Periplasma (PP).  

b) Hypothetischer Mechanismus des Formiat-Effluxes in der exponentiellen Wachstumsphase. PflB (in Blau) 

produziert Formiat (oranges Molekül) und bei einem pH > 6,8 wird dieses zusammen mit einem Proton aus dem 

Cytoplasma transloziert, wenn sich das Protomer im „geöffneten“ Zustand befindet (T91 und H209 interagieren 

über eine Wasserstoffbrücke). Das zu transportierende Molekül passiert die hydrophobe Pore als Ameisensäure. 

c) Sinkt der pH im Laufe der gemischten Säuregärung unter 6,8 und liegt Formiat in großem Überschuss vor, dann 

wird dieses vermutlich im Co-Transport mit Protonen ins Cytoplasma transloziert.  

DiePfeile zeigen jeweils die Richtung der Translokation des Ions bzw. der Säure an. 

 

Es stellt sich die Frage, ob auch der Formiat-Influx nach einem Kanal-artigem Mechanismus funktioniert. 

Die Antwort darauf lautet Ja und Nein. Denn auf Grundlage der Daten von Metcalfe et al., 2022; lässt 

sich ableiten, dass es zwei verschiedene Translokationsmodi gibt. So ist davon auszugehen, dass bei 

sehr hoher exogener Formiat-Konzentration, Formiat aufgrund des Konzentrationsgefälles über einen 

Kanal-artigen Mechanismus aufgenommen wird (vgl. Abschnitt 3.1.4, Metcalfe et al., 2022; siehe 

Abbildung 13c). Um der starken pH-Wert Absenkung im Periplasma entgegenzuwirken, könnte eine 

direkte Kopplung mit dem FHL-1-Komplex die Rate der Translokation erhöhen. Konformationelle 

Änderungen in der Translokationspore von FocA besonders im Bereich der Konstriktionen, welche 

vermutlich auch durch die Interaktion mit PflB (oder weiteren interagierenden Proteinen) gesteuert 

werden, sind dabei ähnlich wie beim Formiat-Efflux zu erwarten. Darüber hinaus implizieren die Daten 

im Stammhintergrund DH601 (focA pflA-Mutante) bzw. DH701(focA-Mutante), wobei diese mit 20 mM 

Natriumformiat kultiviert wurden, dass H209 eine wichtige Funktion in der Protonierung der Anionen hat, 

um die Passage durch den hydrophoben Bereich der Pore zu ermöglichen (Kammel et al., 2022b). 

Unter physiologischen Bedingungen sollte diese im letzten Absatz beschriebene Aufnahme von im 

Überschuss vorliegendem Formiat jedoch keine wesentliche Rolle spielen. Vielmehr von Bedeutung für 

Mikroorganismen wie E. coli ist die sehr stark kontrollierte und pH-Wert abhängige Wiederaufnahme 
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des durch PflB-produzierten Formiats. Ein hypothetisches Modell der einzelnen Schritte der Formiat-

Translokation ist in Abildung 14 gezeigt und die einzelnen Teilschritte werden nachfolgend erläutert. 

Initiiert wird die Wiederaufnahme des Formiats in FocA durch das Absinken des pH-Wertes (Suppmann 

und Sawers, 1994; Lü et al., 2011). Der Eintritt der Formiat-Ionen in den periplasmatischen Vorraum 

wird durch die positiv geladene Seitenkette von K156 mittels elektrostatischer Anziehung erleichtert und 

die Ionen werden zur Konstriktion geleitet. Nachdem das Nδ1-Atom des Histidins 209 durch ein Proton 

aus dem periplasmatischen Vorraum in die kationische Imidazolium-Spezies überführt wurde (Schritt 1; 

Abb. 14a), ist es in der Lage Formiat zu protonieren (Schritt 2). Dieses kann als Ameisensäure den 

zentralen, hydrophoben Teil der Pore überwinden. Das Imidazolium-Kation wird wiederhergestellt, 

indem die Hydroxyl-Funktion von T91 deprotoniert wird (Schritt 3). Eine konformationelle Änderung in 

FocA sorgt dafür, dass die Ω-Schlaufe sich vom Histidin weg in die „unten“ Position bewegt. Die 

translozierte Ameisensäure protoniert dabei T91 (Schritt 4). Nachdem das Formiat-Ion die Pore passiert 

hat (Schritt 5), erfolgt in Schritt 6 eine erneute Konformationsänderung, sodass sich T91 wieder in 

Wasserstoffbrückenbindungsdistanz zu H209 befindet und der Ausgangszustand für die Formiat-

Aufnahme wiederhergestellt wird. Nachdem das Formiat-Ion die cytoplasmatische Konstriktion passiert 

hat, wird es vermutlich über elektrostatische Anziehung (K26) durch den cytoplasmatischen Vorraum 

der Pore geleitet und ins Cytoplasma entlassen. Moleküldynamiksimulationen implizieren, dass bei 

geringem pH, wenn H209 als Imidazolium-Kation vorliegt, die cytoplasmatische Konstriktion erweitert 

ist, was das Entlassen des Anions ins Cytoplasma unterstützt (Feng et al., 2012). 

In vivo Versuche konnten nicht eindeutig belegen, ob der Import von Formiat-Ionen im Co-Transport mit 

Protonen stattfindet. Daten von L. Vanyan und K. Trchounian geben erste Hinweise darauf, bedürfen 

aber weiterer Bestätigung. Dieser mit einem sekundären Transporter vergleichbare Formiat/H+-Trans-

lokationsmodus erscheint schlüssig, da der FHL-1-Komplex Formiat-Ionen und H+ zu CO2 und H2 um-

setzt und die Translokation fördert, da die Substrate der Reaktionen somit der Zelle entzogen werden. 

Aus energetischen Gründen wäre die H+-Co-Translokation für das Bakterium dann günstig, wenn diese 

direkt durch den FHL-1-Komplex umgesetzt werden und es formal zur Ladungstrennung kommt.  

Ein zentraler Punkt des beschriebenen Import-Mechanismus, welcher vermutlich wesentlich komplexer 

als der Formiat-Efflux ist, ist die Protonierung des Anions durch H209 und auch die Involvierung von 

T91. Dies lässt sich vor allem durch die experimentellen Daten mit dem Formiat-Analogon Hypophosphit 

erklären. Wenn die Sensitivität der mit FocAH209 bzw. FocAT91-Varianten komplementierten Zellen 

untersucht wurde, dann fand, obwohl die Hypophosphit-Konzentration im millimolaren Bereich lag, keine 

Reduktion der Wachstumsrate, also auch kein Import statt (Kammel et al., 2022b). Dass weder 

Hypophosphit noch Formiat durch die FocAH209 bzw. FocAT91-Varianten (mit Ausnahme von FocAT91S/Y) 

aufgenommen wurde, impliziert, dass ein aktiver Transportprozess stattfinden muss. Desweiteren ist 

die Aufnahme von Formiat stärker durch physiologische Bedingungen (pH und Konzentration der 

Formiat-Ionen) und Wechselwirkungen mit anderen Enzymen (Abschnitt 3.1.1 und 3.1.4) beeinflusst. 

Den sekundär aktiven Transportmechanismus begründen auch die vielen und umfassenderen 

konformationelle Änderungen im Protein während der Translokation (vgl. Abschnitt 3.3.2). Diese 

Änderungen sorgen dafür, dass FocA entweder in der „geschlossenen“ oder „offenen“ Konformation 

vorliegt, wie es auch die Kristallstrukturdaten der FNTs andeuten (Lü et al., 2011 und 2012a).  



 

 

 

Abbildung 14: Hypothetisches Modell der Formiat-Aufnahme mittels sekundär aktivem Transport via FocA. 

a) Konformationen der Ω-Schlaufe, welche für den „offenen“ oder „geschlossenen“ Zustand der Translokationspore sorgen. Die Abbildungen wurden entsprechend der schematischen 

Darstellung von Abb. 13a erstellt. Je nach Konformation unterscheidet sich die Orientierung und der Abstand des konservierten T91 zu H209 und ob diese über eine 

Wasserstoffbrücke interagieren, was nur in der „offenen“ Konformation bei einem Abstand <3Å möglich ist.  

b) Hypothetische mechanistische Details des Imports von Formiat-Ionen und H+ durch einen sekundär aktiven Transportprozess, dessen Einzelschritte in Abschnitt 3.3.4 erklärt sind.
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3.3.5 Ist FocA ein „Ionen-Kanal-Transporter-Hybrid“? 
 

Aus dem vorgeschlagenen Mechanismus, der sich je nach Direktionalität der Translokation 

unterscheidet und aufgrund dessen eine einfache Klassifizierung von FocA als Ionen-Kanal oder 

sekundär aktiver Transporter nicht erfolgen kann, resultiert die Frage, ob FocA ein Hybrid-Protein ist. 

Zur Beantwortung dieser Fragestellung kann man zwei Optionen in Betracht ziehen. Sollte FocA ein 

„Ionen-Kanal-Transporter-Hybrid“ sein, bedeutet dies, dass in einem Pentamer verschiedene Protomer-

Zustände vorliegen, sodass jederzeit das Potential vorhanden ist, dass beide Transportmodi unterstützt 

werden bzw. Formiat-Efflux und –Influx mehr oder weniger parallel stattfinden. Auch wenn in EcFocA 

alle Protomere des Pentamers nahezu deckungsgleich sind, was sich in einem RMSD-Wert von 0,7 Å 

widerspiegelt, wurde anhand der Kristallstruktur von VcFocA gezeigt, dass in einem Pentamer mehrere 

konformationelle Zustände („offener“, „geschlossener“ bzw. „intermediärer“ Zustand der 

Translokationspore) existieren können (Wang et al., 2009; Waight et al., 2010). Im Zusammenhang 

damit steht die Frage, ob die Translokation in den Protomeren unabhängig voneinander erfolgt, was 

unbeeinflusst stattfindenden Efflux und Influx bedeuten könnte, oder ob im Pentamer die 

Translokationsporen in einem kooperativen Modus geöffnet bzw. geschlossen werden. In der Literatur 

gibt es diesbezüglich verschiedene Standpunkte, welche sich vor allem aus den elektrophysiologischen 

Untersuchungen der FNT-abhängigen Translokation ableiten, bei denen Ionenströme in einzelnen 

Kanälen gemessen wurden. Für StFocA wurden bis zu fünf verschiedene Zustände des Ionenstroms 

pro Pentamer und starke Permeabilitätsunterschied in Abhängigkeit vom pH-Wert detektiert, was die 

Arbeitsgruppe um O. Einsle und S. Andrade als Indikator für Kooperativität zwischen den Protomeren 

auffasste (Lü et al., 2012a). Hingegen wurde aus den Studien mit StNirC geschlussfolgert, dass keine 

Kooperativität bei der Translokation der einzelnen Protomere vorliegt, da kaum Pentamer-Spezies 

gefunden wurden, in welchen alle Protomere des Pentamers eine „offene“ oder „geschlossene“ 

Konformation hatten (Lü et al., 2012b).  

Die zweite Option, welche ausschließt, dass FocA ein „Ionen-Kanal-Transporter-Hybrid“ ist, könnte sein, 

dass es in E. coli zwei verschiedene FocA-Populationen gibt. Zum einen würden einige Zellen FocA-

Kanäle mit ausschließlich Efflux-Funktion aufweisen und zum anderen gäbe es eine Population, die für 

die Formiat-Aufnahme und FHL-abhängige Disproportionierung zu CO2 und H2 sorgt (Metcalfe et al., 

2022). Dieses Modell mit heterogenen FocA-Spezies ist in bakteriellen Organismen nicht ungewöhnlich 

und wird als „stochastic phenotype switching“ bezeichnet, das heißt, dass je nach Umgebung bzw. 

Lebensbedingungen könnte eine phenotypische Anpassung erfolgen (Rainey et al., 2011).  

Beide Modelle sind sehr schlüssig, aber unter der Annahme, dass die Translokation von FocA nicht 

kooperativ erfolgt, könnte das Modell, dass FocA ein „Ionen-Kanal-Transporter-Hybrid“ ist, favorisiert 

werden. Die These sollte jedoch dahingehend spezifiziert werden, dass es im FNT Pentamer sowohl 

Protomere gibt, in welchen der Efflux der namensgebenden Ionen mit jeweils einem Proton nach Kanal-

artigem Mechanismus stattfindet, als auch Protomere, die den Import der Ionen wie ein sekundär aktiver 

Transporter gewährleisten. Beide Translokationsprozesse können dann unabhängig und auch parallel 

zueinander stattfinden.  
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3.4 Bedeutung der FNT-Forschung und Ausblick 

Allgemein liefert die Forschung an FNTs bedeutsame Erkenntnisse nicht nur im Verständnis der 

spezifischen Ionen-Translokation, sondern da sie in der Regel weitreichendere regulatorische Funktion 

im anaeroben Stoffwechsels der Mikroorganismen haben (vgl. Abschnitt 3.1), können auch Aussagen 

beispielsweise zu komplexeren Zusammenhängen wie der Energiekonservierung abgeleitet werden. 

Darüber hinaus kann die FNT-Forschung und im Speziellen am Formiat-Kanal FocA, der sowohl Kanal- 

bzw. Transporter-Charakteristika aufweist (siehe Abschnitt 3.3), auch entwicklungsgenetisch einen 

wichtigen Beitrag für die Grundlagenforschung leisten. Die FNTs sind evolutionär gesehen sehr alte 

Proteine, da kleine organische Moleküle wie beispielsweise Formiat und Acetat erdgeschichtlich 

gesehen schon sehr früh vorhanden waren und die Mikroorganismen ihren Stoffwechsel darauf 

optimierten, sodass diese Verbindungen für die Energiekonservierung genutzt werden konnten. 

Aufgrund des dualen Translokationscharakters dienten sie möglicherweise als Ausgangspunkt für eine 

konvergente Evolution, aus der andere mögliche Kanal- bzw. Transportproteine durch „loss of function“ 

resultierten. Eine solche Vereinfachung eines ursprünglichen „Ionen-Kanal-Transporter-Hybrids“ wäre 

vorstellbar, da einige FNTs aus rein physiologischen Sichtweise nicht gezwungenermaßen bidirektional 

funktionieren müssen und so je nach metabolischen Voraussetzungen ein Kanal oder ein sekundär 

aktiver Transporter die Translokation übernehmen könnte.  

Wie im Abschnitt 1.3.1 beschrieben, findet man FNTs nicht in höheren Eukaryoten, jedoch in einigen 

Pathogenen bzw. Parasiten; so beispielsweise den Nitrit-transportierenden Kanal NirC in S. enterica, 

den Lactat-Transporter in P. falciparum oder auch andere Vertreter der FNTs in Pilzen wie 

verschiedenen Aspergillus und Candida Spezies. Eine Strategie diese Organismen selektiv zu 

bekämpfen, ist es, die FNTs als Angriffspunkt zu nutzen, da der befallene Wirt/Empfänger nicht 

geschädigt werden kann. Ein besseres Verständnis der Translokationsmechanismen könnte es daher 

ermöglichen die FNTs mit speziellen Molekülen so zu inhibieren, dass der Metabolismus der 

Mikroorganismen und deren Pathogenität gestört ist. Am Beispiel der Malaria-Krankheit lässt sich die 

Bedeutung der FNT-Forschung besonders gut erkennen. Malaria wird durch Plasmodium-Spezies 

hervorgerufen, die durch den Stich der Anopheles Mücke übertragen werden und forderte laut 

Weltgesundheitsorganisation im Jahr 2020 schätzungsweise 627.000 Tote (WHO, abgerufen 2022). Die 

Mikroorganismen produzieren ausgehend von Glukose ATP, Protonen und sehr viel Lactat, welches via 

PfFNT aus dem Cytoplasma geschleust wird (Wu et al., 2015). Um den parasitären Energiestoffwechsel 

zu blockieren, werden seit vielen Jahren Inhibitoren mit PfFNT als Wirkort gesucht. Bereits bekannte 

Malariamittel schließen Phloretin, Furosemid und Zimtsäurederivate, deren mittlere inhibitorische 

Konzentration im millimolaren Bereich liegen, ein, aber es wurde auch das in nanomolarer Konzentration 

wirksame Pentafluoro-3-hydroxypent-2-en-1-on identifiziert (Cranmer et al., 1995; Elliott et al., 2001; 

Wu et al., 2015; Marchetti et al., 2015; Walloch et al., 2021).  

An den letzten Punkt angelehnt, könnten detailliertere Erkenntnisse insbesondere in Hinblick auf die 

Differenzierung der Mechanismen von Ionen-Kanälen bzw. Pumpen eine zentrale Rolle in der 

bewussten genetischen und biochemischen Modifikation von Membranproteinen spielen. Dies 

ermöglicht die gezielte Beeinflussung von Transportraten bzw. Molekülselektivitäten. Es wurden bereits 
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verschiedene pharmakologische Manipulationen für Ionen-translozierenden Proteine angewendet. 

Mittels Palytoxin konnte der sekundär aktive Transporter Na+-K+-ATPase in einen Kanal mit geringerer 

Selektivität, aber stark erhöhter Ionen-Transportrate umgewandelt werden (Artigas und Gadsby, 2004).  

Auch das biotechnologische Anwendungspotential von Ionen-Kanälen/Transportern sollte nicht 

unterschätzt werden. So wurden im Rahmen dieser Promotionsarbeit ein E. coli Stamm mit 

wahrscheinlich biotechnologischer Bedeutung generiert. MC4200 codiert für einen ausschließlich 

unidirektional funktionierenden Formiat-Kanal; das heißt, dass das intrazellulär produzierte Formiat sehr 

effizient und ohne Reimport aus dem Organismus transportiert wird (Kammel et al., 2022a). Da die 

Modifikation auf genomischer Ebene eingebracht wurde (Austausch des Codons 209 im focA Gen; siehe 

Kammel et al., 2022a), ist die Mutation stabil und die Handhabung dieser E. coli Zellen sehr simpel. 

Weil die Formiat-Produktion nur anaerob erfolgen kann, ist der Anspruch an Bioreaktoren für die 

Kultivierung vergleichsweise gering. Man benötigt jedoch ein gut gepuffertes Kulturmedium, um die 

Ansäuerung durch die Reaktionen der gemischten Säuregärung zu kompensieren, und wenn die 

Zuckerquelle, ständig zugeführt wird, können die Zellen zu relativ hohen Zelldichten wachsen und 

exportieren dabei Formiat in den Kulturüberstand. Erste Versuche zur Optimierung der Ausbeute 

konnten mit einer MC4200 ldhA-Mutante, die unter verbesserten Bedingungen (Glukose-Konzentration, 

Einstellen des pHs und Pufferkapazität des Mediums, etc.) kultiviert wurde, im Vergleich zu DH4200 

unter standardisierten Kultivierungsbedingungen aus Kammel et al., 2022a bereits eine ca. vierfache 

Erhöhung der Formiat-Konzentration bewirken (unpublizierte Ergebnisse M. Kammel und G. Sawers). 

Die Anpassung weiterer Parameter der Kultivierung mit einer kostengünstigeren Kohlenstoffquelle und 

Verwendung einer ppc-Mutante, bei welchen durch die fehlende Phosphoenolpyruvat-Carboxylase ein 

weiterer Zweig der gemischten Säuregärung inhibiert wird (vgl. Reaktionen der gemischten 

Säuregärung in Abb 1)., könnten die Konzentration im Kulturüberstand weiter erhöhen. Unter der 

Voraussetzung, dass eine geeignete Methode zur Isolierung des Formiat bzw. der Ameisensäure zur 

Verfügung steht, könnte diese(s) als möglicher Energieträger genutzt werden. Das Potenzial der 

Ameisensäure als sehr umweltfreundlicher Energiespeicher konnte bereits gezeigt werden. So erlangte 

ein Studentenprojekt an der Universität Eindhoven in den Niederlanden große Aufmerksamkeit, da in 

dessen Rahmen der erste Bus mit Ameisensäure als Antrieb entwickelt wurde. Die Ameisensäure wird 

dabei zum Kraftstoff Hydrozin umgewandelt, was in H2 und CO2 gespalten wird und dabei bis zu 25 kW 

produzieren konnte (Tiemessen, 2017). 

In den vorherigen Abschnitten wurde bereits die Wichtigkeit der FNT-Forschung und auch das 

Anwendungspotential dieser aufgeschlüsselt. Jedoch ergeben sich viele zentralen Fragen, die bisher 

noch nicht im Detail oder in Bezug auf das in vivo-System geklärt werden konnten. 

(1) Obwohl die Interaktion zwischen FocA und PflB durch verschiedene in vitro und in vivo Methoden 

nachgewiesen wurde und ein Modell des FocA-PflB-Komplexes erstellt wurde, sind die mechanistischen 

Details des gatings nicht geklärt (Doberenz et al., 2014). Neue Strukturinformationen könnten 

diesbezüglich Aufschluss geben. Es wäre daher sehr interessant, eine Struktur des Proteinkomplexes, 

welche beispielsweise durch Cryo-EM aufgelöst werden könnte, zu analysieren und diese mit der bereits 

vorliegenden Struktur aus der Kooperation mit P. Kastritis gegenüberzustellen. Sowohl diese Cryo-EM-

Struktur und die mittels Röntgenkristallographie bestimmte EcFocA-Struktur zeigen FocA in der 
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„geschlossenen“ Konformation, das heißt, dass T91 und H209 nicht miteinander über eine 

Wasserstoffbrücke interagieren, die Ω-Schlaufe in der „unten“-Position ist und die Konstriktionsstellen 

zu eng für die Passage von Formiat-Ionen sind (unveröffentlichte Daten in Zusammenarbeit mit der 

Gruppe um P. Kastritis; PDB: 3KCU von Wang et al., 2009). Idealerweise könnte im FocA-PflB-Komplex 

die „offene“ Konformation visualisiert werden, mit den unterschiedlichen Protomeren von VcFocA bzw. 

StFocA verglichen werden, woraus weitere mechanistische Details abgeleitet werden könnten.  

(2) Desweiteren stellt sich die Frage, ob die FocA-abhängige Formiat-Translokation ausschließlich 

durch die Interaktion mit PflB reguliert wird, oder auch weitere mutmaßlich periplasmatisch lokalisierte 

Proteine involviert sind. Da der Formiat-Importer FdhC sehr wahrscheinlich durch FDHs reguliert wird, 

ist auch für FocA eine Wechselwirkung mit diesen Proteinen zu vermuten. Erste Hinweise darauf 

lieferten Untersuchungen mit selC-Mutanten, welche u.a. die Selenocystein-haltigen FDHs nicht 

synthetisieren, und welche Parentalstamm-artigen Formiat-Efflux, aber Defizite im Import aufwiesen 

(Beyer et al., 2013). Da eine selC-Mutante neben weiteren Proteinen auch kein aktives FDH-H (Teil des 

FHL-1-Komplexes) ausbildet, kann dieser Phänotyp nicht nur auf das Fehlen der periplasmatischen 

Dehydrogenasen zurückgeführt werden. Die Erstellung einer fdo fdn-Doppelmutante, in welcher weder 

FDH-O noch FDH-N synthetisiert werden, könnte eindeutig Auskunft darüber geben, ob die Formiat-

Translokation und dessen Bidirektionalität von diesen Enzymen direkt beeinflusst wird.  

(3) Zudem wäre es aufschlussreich, die Wechselwirkung von FocA und dem FHL-1-Komplex intensiver 

zu untersuchen. Da nicht unwahrscheinlich ist, dass das Vorhandensein von FHL-1 die Formiat-

Aufnahme via FocA fördert, was direkt in Zusammenhang mit der Formiat und FhlA-abhängigen 

Synthese des Komplexes steht, scheint die Interaktion ein komplexes Wirkungsgefüge zu sein. In vivo 

Formiat-Translokations-Versuche auch unter Zugabe von Protonophoren und mit verschiedenen focA 

und hyc-Mutanten, ähnlich der Publikation Telleria Marloth und Pinske, 2020, könnten diesbezüglich 

aussagekräftig sein. Zusätzlich sollte die These, dass der FHL-Komplex Formiat-Ionen und Protonen 

translozieren kann, mit verschiedenen focA hyc-Kombinationsmutanten untersucht werden. 

(4) Aus den Daten dieser Promotion konnten bereits Funktionen von T91 und H209 und deren 

Interaktion über eine Wasserstoffbrückenbindung in der FocA-abhängigen Translokation abgeleitet 

werden. Für zukünftige Experimente wäre es sehr interessant, eine Doppelvariante zu erstellen, in 

welcher die Aminosäuren an Position 91 und 209 durch eine Salzbrücke permanent interagieren, was 

in der Fixierung der Position der Aminosäure 91 und damit auch der Ω-Schlaufe resultieren würde. 

Damit könnte eine zusätzliche Bestätigung geliefert werden, dass konformationelle Veränderungen für 

den Translokationsmechanismus und generell ein fein-reguliertes Öffnen und Schließen der Pore in 

Reaktion auf den Metabolismus des Organismus wichtig sind. Folgende Varianten wären zur Analyse 

der Formiat-Translokation bzw. Hypophosphit-Aufnahme geeignet FocAT91D H209K bzw. FocAT91K H209D.  

(5) Außerdem wurde die Relevanz der Histidin-vermittelten Protonierung des Anions bei dessen Import 

gezeigt, dennoch gibt es noch experimentelle Ansätze, die dies zusätzlich bestätigen könnten. Da die 

Hypophosphit-Sensitivitäts-Analysen bezüglich des Import-Mechanismus sehr aussagekräftig waren, 

könnten weitere Formiat-ähnlichen Molekülen getestet werden. Dies ist ein gutes Mittel, um zu 

differenzieren, ob Protonierungen in der Translokationspore erfolgen können/müssen. Es wäre daher 
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interessant zu testen, wie sich eine focA-Mutante bzw. verschiedene FocA-Varianten, welche die 

focA-Mutante komplementieren, bezüglich der Translokation von Formamid verhalten. Das Amid der 

Ameisensäure liegt unter physiologischen Bedingungen als neutrale Spezies vor, daher muss es bei 

der Translokation nicht protoniert werden. Inwiefern es via FocA in die Zelle aufgenommen wird und ob 

dafür die mechanistisch relevanten Aminosäuren T91 und H209 eine Rolle spielen, sollte daher 

experimentell untersucht werden.  

(6) Wie bereits geschildert, konnte für den Formiat-Efflux experimentell bestätigt werden, dass neben 

Formiat Protonen via FocA ins Periplasma transloziert wurden (unveröffentlichte Daten von L. Vanyan 

und K. Trchounian). Eine eindeutige Verifizierung, ob Formiat im Symport mit Protonen ins Cytoplasma 

importiert wird, steht noch aus und könnte ebenfalls durch Messungen von Protonen-Translokation in 

An- und Abwesenheit von Protonophoren erfolgen (vgl. 3.3.5; Methoden der Experimente von L. Vanyan 

und K. Trchounian). Zur Analyse der H+-Co-Translokation könnten pH-sensitive Farbstoffe (wie 

Acridinorange; vgl. Rosen, 1986) verwendet werden. Vollständige Kohlenstoffbilanzen bzw. 

Markierungsexperimente (wie in Metcalfe et al. 2022), welche verschiedene Untersuchungen in focA 

und pflB-Mutanten einschließen sollten, könnten zudem die bisher teilweise nur qualitativen Ergebnisse 

zur Formiat-Translokation vervollständigen bzw. für eine bessere Quantifizierung sorgen.  

(7) Da sich die Transportraten bei Kanälen oder Transportern um mehrere Größenordnungen 

unterscheiden, könnten elektrophysiologische Messungen, in welchen zumindest PflB als 

Interaktionspartner präsent ist, die Geschwindigkeit des Transportes besser auflösen und eine 

Zuordnung zu Kanälen bzw. Transportern oder als Hybrid unterstützen. Auch wenn das in vivo Analyse-

System viele Rückschlüsse auf die Translokationsaktivität von Varianten zulässt, können kinetische 

Parameter oder der quantitative Flux am einfachsten in in vitro Systemen bestimmt werden. Dafür 

würden sich beispielsweise Studien mit „right-side-out“ bzw. „right-side-in“ Membranvesikeln, in welchen 

auch PflB als Interaktionspartner vorhanden ist, eignen. 

Zusätzlich ergeben sich für den E. coli Formiat-Stoffwechsel und FNTs weitere ungeklärte Thematiken:  

(8) Noch offen ist die Frage, ob es neben FocA noch weitere Formiat-translozierende Proteine in E. coli 

gibt. Eine Option wäre das Screening einer umfassenderen Mutanten-Bibliothek, welche beispielsweise 

durch Transposon-abhängige Mutagenese erstellt werden könnte, mittels einer Hypophosphit-

Sensitivitäts-Analyse (vgl. Suppmann und Sawers, 1994). Alternativ können auch in deutlich 

gerichteteren Experimenten ausgehend von Proteinen des Formiat-Stoffwechsels nach Interaktions-

partnern gesucht werden. In vivo Vernetzungsstudien über anschließende massenspektrometrische 

Untersuchungen könnten dazu beitragen, neue Formiat-translozierende Proteine zu identifizieren.  

(9) Nachdem bisher hauptsächlich der Translokationsmechanismus von FocA im Fokus stand, sollte die 

Übertragbarkeit dessen auf andere Mitglieder der FNT-Familie geprüft werden. Als erster Schritt wäre 

eine Etablierung von Nitrit/Hydrosulfid-sensitiven Reporter-Systemen vorstellbar. Dies ist relevant, da 

bei diesen Proteinen Aussagen zur Aktivität vor allem auf Strukturdaten und elektrophysiologischen 

Messungen beruhen, bei denen die Interaktionspartner (Nitrit- und Sulfitreduktasen) keine 

Berücksichtigung fanden. So könnte differenzierter untersucht werden, ob sich die 

Translokationsmechanismen anderer FNTs gleichen. 
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4 Zusammenfassung 

 

Die wichtigsten neuen Erkenntnisse, welche in den drei Kapiteln der Doktorarbeit präsentiert wurden, 

sind nachfolgend zusammengefasst. Folgende Aussagen sind für den Formiat-Kanal FocA in E. coli 

gültig, aber vermutlich auch auf andere Vertreter der Formiat-Nitrit-Transporter Familie übertragbar.  

(1) Sowohl der Formiat/(H+)-Efflux, als auch dessen Influx sind von der Interaktion der Pyruvat Formiat-

Lyase mit dem N-Terminus des Formiat-Kanals FocA abhängig. Determinanten für die 

Wechselwirkungen mit PflB sind die α-helikale Struktur des N-Terminus und spezielle Sequenzmotive 

(u.a. D4-N5-P6). 

(2) Histidin 209 ist essentiell für den Aufnahme-Mechanismus. Einige FocAH209-Substitutionsvarianten 

(H209A/I/T/N/Q) wiesen ausschließlich Formiat-Effluxaktivität auf. Desweiteren konnte für keine 

alternative Aminosäure an dieser Position FocA-abhängige Hypophosphit-Aufnahme festgestellt 

werden, sodass sich für den Import-Mechanismus die Bedeutung von Histidin in der Protonierung der 

zu translozierenden Ionen ableiten lässt. 

(3) Die Hydroxyl-Funktion der Aminosäure 91 (in EcFocA T91) ist notwendig für eine kontrollierte 

bidirektionale FocA-abhängige Formiat-Translokation. FocAT91-Austauschvarianten sorgten für die 

intrazelluläre Akkumulation von Formiat und ein Defizit in der Hypophosphit-Aufnahme. 

(4) Die Interaktion von H209 und T91 über Wasserstoffbrückenbindung ist wesentlich für die Formiat-

Translokation. 

 

Daraus wurden folgende Hypothesen zum Formiat-Translokationsmechanismus von FocA abgeleitet: 

A) Der Formiat-Efflux, welcher von Protonen-Co-Translokation begleitet ist, erfolgt nach Kanal-artigem 

Mechanismus. Die Translokation wird initiiert durch Interaktion vom FocA N-Terminus mit dem Formiat-

produzierenden Enzym PflB und zudem wird die Pore durch konformationelle Änderungen erweitert.  

B) Die Aufnahme von zuvor exportiertem Formiat zusammen mit Protonen wird durch sekundär aktiven 

Transport gewährleistet. Bei der Passage des Anions durch die Translokationspore wird dieses durch 

das Imidazol-Kation von H209 protoniert. H209 und T91 interagieren über eine Wasserstoffbrücken-

bindung. Ameisensäure kann den zentralen hydrophoben Teil der Pore überwinden. Konformationelle 

Änderungen im Protein geben die cytoplasmatische Konstriktion frei, sodass die Säure passieren kann, 

dabei überträgt sie ein Proton auf das T91. Dies trägt formell zur Ladungstrennung und damit 

Energiekonservierung bei. 

C) Liegt Formiat im Periplasma in höheren Konzentrationen vor, so gibt es einen alternativen 

Mechanismus, welcher vermeintlich auch eher mit Kanal-artiger Translokation vergleichbar ist, und mit 

welchem die Ameisensäure in die Zelle aufgenommen wird und möglichst effizient vom FHL-1-Komplex 

umgesetzt wird. 

D) FocA ist somit weder als klassischer Ionen-Kanal noch als Transporter einzuordnen, sondern ist ein 

„Ionen-Kanal-Transporter-Hybrid“. 
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6 Anhang 
 

Tabelle A1. Verwendete Stämme in der Doktorarbeit. 

Zusammenfassende Übersicht aller in der Doktorarbeit verwendeten E. coli Stämme. Die Referenzen sind 

nachfolgend aufgelistet. [1] Casadaban, 1979 [2] Hunger et al., 2014; [3] Kammel et al., 2021; [4] Kammel et al., 

2022a; [5] Kammel und Sawers, 2022a. 

Stämme Genotyp Referenz 

MC4100 F- araD Δ(argF lac) U 169 ptsF25 deoC1 relA1 fblB530 rpsL 150 λ- [1] 

DH4100 MC4100 λ(fdhF::lacZ) [2] 

DH701 DH4100 focA (focA-Codons 114 und 115 von UAG zu UAA getauscht) [2] 

DH201 DH4100 focA pflB (Deletion beider Gene) [2] 

DH601 DH701 pflA λ(fdhF::lacZ) (Deletion des pflA-Gens) [3] 

DH4200 DH4100 focA-H209N (focA-Codon 209 von CAC zu AAC getauscht) [4] 

DH4300 DH4100 focA-T91A (focA-Codon 91 von ACT zu GCT getauscht) [5] 

 

 

Tabelle A2. Wachstumsdefizit von DH4200 (FocAH209N) in Abhängigkeit vom Kulturmedium. 

Die Wachstumsraten wurden für die angegebenen Stämme (Kammel et al., 2022a) anaerob in verschiedenen 

Kulturmedien bei 37°C bestimmt (vgl. Kammel et al., 2021). Als Medium wurde M9-Minimalmedium mit und ohne 

Casaminosäuren und das Vollmedium TGYEP (vgl. Begg et al., 1977; Sambrook et al., 1989; Kammel et al., 2021) 

verwendet. Die Messungen wurden am Spektrophotometer Tecan Infinite M Nano (Tecan, Deutschland) 

durchgeführt. In der Tabelle sind die Wachstumsraten der exponentiellen Phase und die OD600 nach 20 h 

aufgeführt. 

Stämme 
M9 M9 + Casaminosäuren TGYEP 

µ [h-1] OD600 µ [h-1] OD600 µ [h-1] OD600 

DH4100 0,366 ± 0,002 0,67 0,522 ± 0,003 0,71 0,715 ± 0,003 0,64 

DH701 

(focA) 
0,324 ± 0,003 0,70 0,441 ± 0,004 0,78 0,679 ± 0,007 0,71 

DH4300 

(FocAT91A) 
0,333 ± 0,001 0,77 0,398 ± 0,003 0,82 0,687 ± 0,002 0,74 

DH4200 

(FocAH209N) 
0,333 ± 0,002 0,41 0,464 ± 0,003 0,45 0,680 ± 0,006 0,56 
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Abbildung A1: Vorkommen der Gene focA, pflB und pflA in allen Domänen. 

Die Analyse des Vorkommens von focA, pflB und pflA in allen Lebensdomänen wurde mithilfe der STRING 

Datenbank (Version 11.5; Szklarczyk et al., 2021) durchgeführt. Dabei wurden die jeweiligen E. coli Sequenzen als 

Ausgangspunkt genutzt. Die Legende im unteren Teil der Abbildung erläutert die Ähnlichkeit der Sequenzen 

innerhalb der Klade und zum E. coli Gen. 
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Abbildung A2: Genomische Organisation von focA, pflB und pflA in Bakterien. 

Die Analyse der genomischen Organisation von focA, pflB und pflA in Bakterien, vor allem mit Fokus auf die 

Proteobakterien erfolgte durch die STRING Datenbank (Version 11.5; Szklarczyk et al., 2021). Die jeweiligen E. coli 

Sequenzen dienten als Ausgangspunkt und focA wird in Rot, pfl in Blau und pflA in Grün gezeigt. Die Legende gibt 

Aufschluss über die möglichen Anordnungen der Gene. 
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Abbildung A3: Konservierte Aminosäuren in FNTs.  

a) Übersicht über die am stärksten konservierten Aminosäuren der FNTs. Die Sequenzen von 165 annotierten 

FNTs wurden mit E. coli FocA aligned (diese Sequenz ist auch die Grundlage für die Nummerierung der 

Aminosäuren) und die Häufigkeit des Vorkommens dieser Reste wurde mit dem WebLogo 3 online Server analysiert 

(Crooks et al., 2004). Die am stärksten konservierten Aminosäuren, wobei die Grenze des Vorkommens der 

Seitenketten auf einen Wert von 66 % festgesetzt wurde, sind nach folgendem Farbschema aufgrund ihrer 

chemischen Eigenschaften koloriert: Unpolare Seitenketten (A, F, I, L, M, P, V, W) sind in Grau, polare Reste (C, 

G, N, Q, T, S, Y) hingegen in Grün gezeigt. Saure Aminosäuren (D, E) sind in Rot und basische Seitenketten (H, 

K, R) in Blau hervorgehoben.  

b) Darstellung der Position der stark konservierten Aminosäuren im E. coli FocA Protomer (PDB: 3KCU; Wang et 

al., 2009). Das Peptidrückgrat ist in der Bänderstruktur und die Aminosäuren mit ihren Seitenketten (Farbe wie a) 

abgebildet und der N- sowie der C-Terminus, welche die cytoplasmatische Seite des Kanals anzeigen, ist 

gekennzeichnet.  
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Abbildung A4: Formiat-Profile im E. coli Parentalstamm und einer focA-Mutante. 

Die intra- und extrazellulären Formiat-Level von einem E. coli Stamm mit nativem FocA (DH4100, MC4100 

λfdhFp::lacZ, a und c) und einer focA-Mutante (DH701, MC4100 focA λfdhFp::lacZ, b und d) werden 

gegenübergestellt. Die Stämme wurden in M9-Minimalmedium pH 7 mit Glukose als Kohlenstoffquelle anaerob 

kultiviert und stündlich wurde die OD600, der pH-Wert des Kulturmediums, die ß-Galaktosidase-Aktivität und das 

Formiat-Level im Kulturüberstand nach Kammel et al., 2021 und 2022a bestimmt. a) und b) zeigen die 

Wachstumskurve und die ß-Galaktosidase-Aktivität, welche proportional zur intrazellulären Formiat-Konzentration 

ist. c) und d) hingegen stellen die absolute Formiat-Konzentration und den pH-Wertes des Kulturmediums dar.   

Die Abbildung ist eine Modifikation der Abbildung 2 (a, b, e und f) aus Kammel und Sawers, 2022a. 
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Abbildung A5: Strukturelle Unterschiede der FNTs in Bezug auf TM2 und die Ω-Schlaufe. 

Die Sekundärstrukturen der jeweiligen FNT-Protomere wurden im Bändermodell dargestellt. Dabei sind die 

Seitenketten der konservierten Aminosäuren Threonin (in Orange) und Histidin (in Blau), sowie die angrenzenden 

transmembranen Bereiche TM2a und TM2b (helles orange) und TM5a und TM5b (hellblau) sowie die Ω-Schlaufe 

(in Rot) hervorgehoben. Mittels PyMOL wurden die Abstände der funktionellen Gruppen berechnet (Nε2 von Histidin 

und Sauerstoff-Atom der Threonyl-Seitenkette). Dabei sind a, b, d und e Vertreter des Formiat-Kanals FocA.  

a) zeigt ein E. coli FocA Protomer (PDB: 3KCU; Wang et al., 2009), b) ein S. enterica FocA Monomer (PDB: 3Q7K; 

Monomer A; Lü et al., 2011) und d) und e) unterschiedliche Protomere des V. cholerae FocA (PDB: 3KLY; d ist 

Monomer A und e ist Monomer D; Waight et al., 2010). c) repräsentiert ein S. enterica Monomer (PDB: 4FC4; Lü 

et al., 2012) und f) ein C. difficile HSC Protomer (PDB: 3TDR; Czyzewski und Wang, 2012).  

 

 



Anhang 

120 

 

Abbildung A6: Proteinsequenzen von E. coli FocA und PflB.  

Die Proteinsequenzen wurden von der UniProt-Webseite entnommen (UniProt Consortium 2021; a - FocA 

(P0AC23); b – PflB (P09373). Die Aminosäuren, die in den jeweiligen in vitro Vernetzungsanalysen identifiziert 

wurden, sind farblich hervorgehoben. In Rot umrandet sind die Seitenketten, welche mit dem 

Bis-Sulfosuccinyimidylglutarat-Vernetzungsreagenz reagierten (Doberenz et al., 2014). Neuere Studien durch-

geführt von Jana Lorenz (Arbeitsgruppe von A. Sinz, MLU Halle) nutzten weitere Vernetzungsagenzien: DSBU 

(Disuccinimidyl-Dibutyrat-Harnstoff) und Sulfo-SDA (Sulfo-Succinimidyl-Diazirin) (unveröffentlichte Daten). Die mit 

DSBU identifizierten interagierenden Seitenketten sind in Pink unterstrichen und die mit sulfo-SDA in Orange.  
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Tabelle A3. Zusammenfassung der Vernetzungen von E. coli FocA und PflB. 

Die Ergebnisse der in vitro Vernetzungsanalysen von gereinigtem FocA (Peptid des N-Terminus oder 

Volllängenprotein) sind nachfolgend zusammengefasst. Es wurden verschiedene Agenzien verwendet um die 

Seitenketten der Proteine zu vernetzen, welche anschließend entweder durch Affinitätschromatographie oder 

gelelektrophoretisch getrennt und isoliert wurden, um final über massenspektrometrische Methoden detektiert 

werden zu können (vgl. Doberenz et al., 2014; Daten von J. Lorenz der Arbeitsgruppe A. Sinz, MLU Halle). Die 

Vernetzungsagenzien waren Sulfosuccinimidyl-Glutarat (abgekürzt mit BS2G; Abstandshalter 7,7 Å), Sulfo-

Succinimidyl-Diazirin (Sulfo-SDA, Abstandhalter 3,9 Å) und Disuccinimidyl-Dibutyl-Harnstoff (DSBU, Abstandhalter 

12,5 Å). Je nach Agenz sind die Vernetzungen auf verschiedene Aminosäure-Seitenketten beschränkt. BS2G und 

DSBU verknüpfen, da die reaktive Gruppe ein (Sulfo)-NHS-Ester ist, primäre Amine und auch Hydroxl-Gruppen 

von Aminosäuren (Müller et al., 2010). Der heterobifunktionale Vernetzer Sulfo-SDA hingegen kann über die 

Diazirin-Funktion mit jeder Seitenkette oder dem Peptidrückgrat reagieren (Gomes et al., 2010). Die Ergebnisse 

der Vernetzung mit BS2G sind in [1] Doberenz et al., 2014 veröffentlicht und die mit Sulfo-SDA und DSBU 

erhaltenen unveröffentlichten Daten stammen von [2] J. Lorenz (Arbeitsgruppe A: Sinz, MLU Halle). 

 

Vernetzungsagenz 
Vernetzte Aminosäuren 

Bedingungen Referenz 
FocA PflB 

     

BS2G 

K17 
K32/Y126/Y192/K312/ 

S338/K441/K643 

Vernetzung von Volllängen-

FocA mit PflB 
[1] 

K26 K197/Y726 

T28 K96 

K29 T395 

K112 S463 

S187 K136 

K191 T298 
    

     

Sulfo-SDA 
D4 K17/K57/K677 

Vernetzung von Volllängen-

FocA mit PflB 
[2] 

E240 Y325 

     

DSBU 

Y25 K162 
Vernetzung vom N-terminalen 

FocA Peptid 

(Aminosäure 1-32) mit PflB 

[2] K26 S163 

K29 K386/K390/K454 
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Abbildung A7: Identifizierte Aminosäure-Seitenketten der Vernetzung von E. coli FocA mit PflB. 

Ein E. coli FocA Protomer (a; unveröffentlichte Cryo-EM Struktur, Kooperation mit P. Kastritis, MLU Halle) und das 

E. coli PflB-Dimer (b; PDB: 1H18; Becker und Kabsch, 2002) wurden im Bändermodell mit der Oberfläche 

dargestellt. In jeweils einem der Proteine sind die in Vernetzungsstudien identifizierten Aminosäuren farbig und mit 

dem entsprechend anderen interagierenden Aminosäurerest (in Schwarz) des anderen Proteins gekennzeichnet. 

Es wurden sowohl die identifizierten Reste in Analysen der Interaktion des Volllängen-FocA und PflB mit Sulfo-SDA 

(Sulfo-Succinimidyl-Diazirin) in Orange, als auch die Aminosäuren, welche in der Interaktion des Volllängen-PflBs 

mit einem N-terminalen FocA-Peptid (umfasst die ersten 32 Aminosäuren der Wildtyp-Sequenz aus E. coli) mit dem 

Reagenz DSBU (Disuccinimidyl-Dibutyrat-Harnstoff) bestimmt wurden, in Pink hervorgehoben. Die Studien wurden 

von J. Lorenz durchgeführt (Arbeitsgruppe von A. Sinz, MLU Halle; unveröffentlichte Daten).  

a) Vernetzungen im E. coli FocA Protomer (in Rot).Der N-Terminus, welcher sich im Cytoplasma befindet, ist in 

Grau gefärbt und da die erste N-terminal aufgelöste Aminosäure der Cryo-EM-Struktur F7 ist, wurde die mögliche 

Position von D4 angedeutet.  

b) Vernetzung in einem der Monomere des E. coli PflB-Dimers (in Blau). 
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Abbildung A8: Einfluss der N-terminalen Aminosäuren von FocA auf die Formiat-Translokation.  

a) Schematische Darstellung des E. coli FocA Protomers mit den α-Helices als Zylindern (in Blau, unveröffentlichte 

Cryo-EM Struktur, Kooperation mit P. Kastritis, MLU Halle) einschließlich der Aminosäure-Seitenketten des 

proximalen Teils des E. coli FocA N-Terminus, welche für Translokationsuntersuchungen ausgetauscht wurden. 

Der vollständige N-Terminus (ab D8) ist in Grün hervorgehoben. Die Position des Protomers in der 

cytoplasmatischen Membran (CM) ist angedeutet und das Cytoplasma (CP) und das Periplasma (PP) sind 

beschriftet.  

b) Formiat-Translokation wurde in der focA-Mutante DH701 (MC4100 focA λfdhFP::lacZ;  Hunger et al., 2014) unter-

sucht, welche mit Plasmiden, welche die angegebenen FocA-Austauschvarianten codieren, komplementiert wurde.  

b) Die Formiat-Aufnahme wurde in der focA plfA-Mutante DH601 (MC4100 focA pflA λfdhFP::lacZ; Kammel et al., 

2021), dessen PflB in der inaktiven Form vorliegt, untersucht.  

Die Zellen wurden wie in Kammel et al., 2021; 2022a beschrieben in M9-Minimalmedium mit 0,8 % (w/v) Glukose 

kultiviert und in der exponentiellen Wachstumsphase (OD600 ~ 0,7 – 0,9) auf die ß-Galaktosidase-Aktivität analysiert. 

Beim Stamm DH601 wurde das Kulturmedium mit 20 mM Natriumformiat supplementiert.  

Die Experimente wurden zweifach mit mindestens drei biologischen Replikaten wiederholt. Die ß-Galaktosidase-

Aktivität ist als Mittelwert mit der Standardabweichung dargestellt. 
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