Untersuchung der fur einen Tat-Transport in
Escherichia coli erforderlichen Substrateigenschaften

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr.rer.nat)

vorgelegt der
Naturwissenschaftlichen Fakultat |
Biowissenschaften
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von

Frau Silke Richter
geb. am 09.04.1975 in Suhl

Gutachter:
PD Dr. Thomas Briliser
Prof. Dr. Ralf Bernd Klosgen

Prof. Dr. Roland Freudl

verteidigt in Halle (Saale) am 30.03.2009



INHALTSSVERZEICHNIS |

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ... rismesesssssssssssssssssssssssnsssssssnsssnssssnsssssssnssss sassnns snssssnsnns snsnsnsssnsssnsnssnssnnns v
o O 1 1 0 ) 1] c 1
1.1 Proteintranslokation in Gram-negativen Bakterien ...........ccccvmicmscrssnssnscmsemsessssssss s s s sssssssssssssnsses 1
1.2 Der SeC-TranSPOrt iN E. COMi .....ccccouuirrsmrsssssamssmssmssssssssssasssmsssmssssssasssasssmsssmssssssssssssssmsssmsssessssssasssmsssmsssssssssnnsan 3
1.2.1 Posttranslationaler Sec-abhangiger TranSPOrt.........cccoiccrircircsniessr s s sne e 3
1.2.2 Cotranslationaler Sec-abhangiger TranSPOIt ........ccccvcerrerrrcsr s sses s s s s esssessnesnssaenns 5
1.3 Der Tat-TranSPOrt iN E. COli......ccccussrssnrssmssmssmsssmssssssssssssssnsssassssssssssasssasssmsssssssssnssssmsssmsssnsssssnssssmsssnsssnssassnnsss 5
o 0 J5e TR =Y ST =40 P 1 o T=Y o) Lo - SR 7
1.3.2 Die Komponenten des Tat-SYStEMS .......ccccceieriirrmnirinincnisee s ssee s s e s ssessesssesssessasssssssessssssnsssesnssnes 8
1.3.3 Strukturelle Organisation der Tat-Translokase und Mechanismus der Translokation.................. 9
1.4 Qualitatskontrolle der Faltung von Tat-Substraten ............ccccunminnmnsmn s s ssmsses 11
R A 1= =TT T 12
2  MATERIAL UND IMIETHODEN ....cuttsssussssnnsssssssssssassssanssssasssnsnnssssassnsnnsssssnnnsssnssssansssssns snsnnssssanssns 13
2.1 Bakterienstamme und Plasmide ........ccccoerimreminmsnmsssssssssssssmss s sssssssssssnsssssssmssssssssssnsssnsssnssssssssnsanns 13
2.2 KultivierungshediNGUNEEN........cccuuirieisiesemrssssnsmssmssssm s ssssss sasssss samssms s ssamsass ss sesssssmsss snms sesmssssmsmssnssses 20
2.2.1 NAhrmedien UNG ZUSALZE .......cccocercrerimrnnrsnssrssr s ses s sassassssssssassassassssssassassassnsns 20
2.2.2  ANZUCHE UNA ZEIIEINTE ....ccceeeceereerrecrreer s s ssse s e s s e s s aessne s e e sesnnessn e s s s aensnesenessnnssnessnnsnes 21
2.2.3  StAMMRNAITUNE ...t s e e s ae s e e s ae s ne s e e e s meRe s ne s e e e neesnnanns 22
2.3 MolekulargenetisSChe Arbeiten.........coioiiiimirimsnisss s s s s s s s s s s s s s 22
2.3.1 Vorbehandlung von Geraten unNd LOSUNZEN ........coceeceeeirceesserssnissessesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 22
2.3.2  Miniplasmidpraparation ... s sa e s a e e e e nne e ann 22
2.3.3  DNA-GEleleKIrOPNOIESE ..ottt sn e s s s ne s e e s ae s sne s e e e s a e e ne s nnennns 22
2.3.4 Spaltung der DNA mit RestriktionsendonUKIEASEN ..........ccceeceeeresercensesssnsssssee s s ssse s s e ssnessnssnes 23
2.3.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA ... ssssanes 23
2.3.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus AZaroSegelen..........ccuevrererrsnsenssinssnnsesssessesssssssessssssssssesnes 23
2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten ... ccicrcsiscsrcsssns s ssssssssses s sssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssnnns 24
2.3.8 Transformation nach der CaClo-Methode .........cccoceicrcmrccrsrrsrrse e s se e snnennes 24
2.3.8.1 Herstellung von CaCla-kompetenten Zellen..........coccooreeiemrniesnnisnnsssr s sssssssnes 24
2.3.8.2 Herstellung von superkompetenten Zellen nach Sambrook & Russell (2001).........c.ccccueuee. 24
PG Tt T T 1= 2 1) {0 40 = 14 o o S 25
2.3.9 PCR (Polymerasen-Kettenreaktion)........cccccrccerccrrccincsinrcscss s sses s s s s s se s s sne s sne s snesssnessnsssnes 25
PG TR e I = o F= o 07 PR 25
2.3.9.2 Quik-Change™ Sijte-Directed-Mutagenese (Stratagene, La Jolla, USA).......ccccevvrrcrrremrsersannns 27
2.3.10 DNA-SEQUENZIEIUNE .....coreeirierrcereinersstesssessssessseesssessstessssessesssssessstessnsessnssssnssssnessssessssesssnssnesssnssssnnssnes 29
2.4 Proteinbiochemische Methoden ...........cciiiiiiieniimnsnssns s smss s ssssssssssnsssmssssssss ssss ssms ssmsssnssnnssnssasses 30
2.4.1 Proteinbestimmung NAch LOWIY ... sse s s s e s sssssne s e s ssne s s snessnssnnnns 30
2.4.2  SDS-PAGE ...ttt sttt a e a e R e AR AR R Re e Re e Re e ae e ReReeReeReeReeae e e enneanans 31
2.4.3 Coomassie-Farbung von Prot@iNGEIEN ...ttt se e s 32
D Ty =T ' = o T 32
Dt N - 0] D T e =] o 32
2.4.4.2 Proteinnachweis durch Immunodetektion ... 32

2.4.5 Fraktionierung von Periplasma, Membranen und Cytoplasma ohne Lysozym.......c..ccccvverruennee. 34



INHALTSSVERZEICHNIS |

2.4.6 Herstellung invertierter VESIKEI ...... sttt s s ses s se s s e s e e sne s smesnessnnesnns 34
2.4.7 FluoresSzenNz-QUENCRNING......ccceccerierreisiresssssssses s s s ssse s s ssessse s e s ss s nessne s s sssessnessnesanssssssnessesssssnsssnsssnssnns 35
2.4.8 Praparation von HiPIP-INCIUSION BOGIES ........cceecereeersersserseessesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 35
2.4.9 Faltung und Rekonstitution von precursor-HiPIP (Briiser et al., 2003) ......c.ccecvrrsmrsmssmssessessessenns 36
2.4.10 Proteinreinigung liber eine His-tag-SAuUle ..........ccvvmrirerrcmniincsncrrser et see e e ssneenes 37
2.4.11 Circulardichroismus (Aufnahme eines CD-SPektrums)........cccecerrmrserrsmrsmssesssnssssssssssessssssssssesssessnes 37
2.4.12 N Vitro-TarSetiNG-ASSAY .....ccccsserrsrrrsmrsrssirssrssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssnsssssssnes 38
2.4.13 N VitrO-Prot@aSE-ASSAY ......cccerrerrrirrmrserssisssnsseesstsssssssessesssesssesstssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssessnsssnenesssessnns 39
2.4.14 Blue-Native-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE) ........cccccerrernrmrsmssemssesssnssssssessssssssssessssssnes 39
D B LT 1 o o 40
2.5 Versuche zum ZellWacChStum ..........ccocciiiimiriiesssnssssssssmsssssssssmsssmsssmsssssssssnsssnssssmssssssssssmssnmssnsssnssnnsssssasssns 41
2.5.1 Wachstumsversuche in FIUSSISMEdIEN.......cccceercercricrcrr e s s sne s 41
2.5.2 SDS-Sensitivitatsmessung (1ze et al., 2003)......ccceererrerrmrsrrrsrssesssssrssessessssssssssesssssssssssssssssssssssnns 41
2.5.3 Wachstum auf TIMAQD ... s n s s s e s s sas s n e s s s s sme s e e e s e s nnnnnas 42
2.6 Enzymologische MethOUeN .........cccociioiimnemiisiiinsessessm s e s s sns s sm s s s ses s s sams s nas s nmn e s 42
2.6.1 PhoA-Aktivitat (nach Brickman & Beckwith, 1975)........cccocricicmrincsnsensissssssessee s e s e ssesssesssesnns 42
2.6.2 Nachweis der TMAO-Reduktase in nativen Gelen (nach Silvestro et al., 1989)........ccccccvrverrrrnen 42
2.7 Mikroskopische TeChNIKEN.......cccccuverrmrscrsersnss s ssmsssmnssnssss ssmsssmssmsssnssanssmsnsms srnsssnssanssmsssmss snsmnssnnssnsnassnns 43
2.7.1  DurchlichtmMiKroSKOPIE .....cociieriirceiircrr st e s ssn e s s s ne s n e s se s s e e e ne s sne e mns 43
2.7.2 Konfokale Laser-Scanning-MiKrOSKOPIE ......ccccveeerieersirssmisesssnsssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 43
2.8 Gerate Und ChemMIKAlIEN.........ccccccceecreerreesrcrscrscesmssasssesmssss e sessmesmssnesmesasssesmssss sees sessmssmesessmsnssmesassmesnesassaes 44
DR R € 1T - 1 TSRS RS SS 44
2.8.2 Zentrifugen UNA ROTOIEN ..ot sn e s s e s n e s ssne s e e s e e ne s snenmns 45
2.8.3 Chemikalien UNd ENZYME.......ccoceeireercciserssessssssssssesssssssssses s ssssssesssesssssssesssssssssssssssssssssssssssessassssesnns 45
3 ERGEBNISSE ..ctuutssssrssmsrssssssssssnsssnsssssssssssssns sassssssnsssnessmsesss sasnsssnsssnssssansssns sans snsassssnsssnnssannssns 46
3.1 Tat-Transport von fehigefalteten HiPIP-Derivaten...........cccvomce i crssssrscsscrsscsesscesssssesccsessmesssssssnnsas 46
3.2 Tat-Transport mit ungefaltetem PROA ..........cccc oo sms s s sssssssssmsssmsssnssssssessmsss sae 49
3.2.1 Das HiPIP-Signalpeptid wird vom Sec-System erkannt..........cccooorrcorrcrrcscnncsnncsensceesssessssessesenas 50
3.2.2 Einfiihrung verschiedener Sec-avoidance-Motive in das HiPIP-Signalpeptid..........ccccvvrrrercnnnnen. 51
3.2.3 Test der Beteiligung verschiedener Proteine an der Qualitatskontrolle der Faltung................... 54
3.2.4 Die Rolle von FtsH bei der Qualitatskontrolle der Faltung von Tat-Substraten ..........cccccecereenne 55
3.2.4.1 FtsH - eine Protease mit vielen verschiedenenen Aufgaben..........ccovvcervreirccncnnsncscnceessenne 55
3.2.4.2 FtsH prozessiert das HiPIP-Signalpeptid bei blockiertem Transport.........cccccoecrirrsrccnrsensinnnns 57
3.2.5 RR-PhoA iibt einen cytostatischen Effekt auf wachsende Kulturen aus...........ccccvvrrvricrccrcennne 60
3.2.5.1  KonStitutive EXPreSSION ....ccccicirieirircirccr e s ssee st s s sse s e s s s ssnessesssessnsssnsssssssessnsssnsnsssnssnes 60
3.2.5.2  INdUZierbare EXPreSSION ........ccccecceereiserssmsssnsssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnes 63
3.2.6 Reduzierung der Anzahl der Plasmidkopien als Antwort auf den cytostatischen Effekt........... 66
3.2.7 Das Targeting von RR-PhoA zum Tat-Translokon schwacht den Protonengradienten uber
Lo =T 03 LT o E= =T 40 F= 10 01T 4 ] 0] €= 1 S 67
3.2.8 RR-PhoA blockiert nicht das TranSIOKON ........ccccccceeresrrcmssssssnsrssesssrs s s sssessesssssssssssssssssssssssnes 68
3.2.9 Direkter Nachweis der Interaktion zwischen RR-PhoA und dem Tat-System mittels BN-
2 € 72
3.3 Tat-Transport von ungefalteten FG-repeats aus NSPAD .......cccuvmssmssmrssmssmmsmmsnsssmssssssssssnsssmsssmssssssssssasas 78
3.3.1 Das Nucleoporin Nspi1p als Teil des KernporeNKkoOmplexes........ccocvmrcrmrccimsiinnsensssensssessssesssssessseeas 78
3.3.2 Die FG-repeat-Domane wird bis zu einer Gréfle von ca. 23 kDa Tat-abhéangig transportiert .....79

3.3.3 5 FG-repeats werden auch mit E. coli-Tat-Signalpeptiden transportiert..........ccoccervrecrcnriercsernnn 83



INHALTSSVERZEICHNIS 1]

3.3.4 Exponierte hydrophobe Aminosduren im maturen Protein verhindern den Tat-abhangigen

Transport der FG-repeatS-DOMENEN ... iceicircciicecnsiesssssss s ssssssses s ssesssessssssesssssssssssssssssasssssssenns 84
3.3.4.1 Ubertragung einer hydrophoben Aminoséauresequenz von PhoA in die FG-repeats............... 84
3.3.4.2 FG5 und FG5® liegen unstrukturiert in der Zelle VOr ... v st sne e e sneeas 86

3.3.4.3 Die exponierte hydrophobe Aminosauresequenz blockiert den Transport und inhibiert das
= 1T = Yo L3 1 o 87

3.3.4.4 RR-FG5® und RR-FG17® fuhren nicht zu so einem starken Protonen-leakage an der

Cytoplasmamembran wie RR-PhOA .......... et s e s nessne s e s snessneas 88
3.3.4.5 Die Lage der hydrophoben Aminosauresequenz NILLI scheint keinen Einfluss zu haben ...89
3.3.4.6 Lokalisation der FG-repeats-Domanen in der Zelle............ccvvrvninnnnninneees 921
4 DISKUSSION ..coversesmsrsesssnssssssssnsssssssnssssssssnssssssssnsssssssnssss sasnsssssssssnssnssssnsnns nsnsnsssnsssnsnsssssnnnnens 94
4.1 Das Signalpeptid von Tat-SubStraten...........ccvericmnsmmsrissssnssmssmssessssssssssssssesssesssssssssssssnassnsssmssnssssssassses 94
4.1.1 Unterschiede zwischen Tat- und Sec-Signalpeptiden ... 94
4.1.2 Die n-Region von Tat-Signalpeptiden ... eceicrccsssner e s n e s sre s 96
4.1.3 Das Tat-unabhangige Membrantargeting von Tat-Substraten..........cccecevorinininininnnn, 97
4.2 Die Rolle von FtsH beim Tat-abhangigen TranSport...........ccccnsmnemssnssmssssssmssssssssmsssssssasssssssssssssssssassns 98

4.3 Das Targeting von ungefalteten Substraten - Existiert eine generelle Qualitatskontrolle der
Faltung von Tat-SUDSEraten?..........ccoimiiiminmi s s e s s s s s nn s nmnamnans 100

4.4 Der Tat-Transport von ungefalteten Substraten - Welche Eigenschaften der Substrate

verhindern den Tat-TranSPOrt?.......... o iecrrrrecerrrcerssse s e rsssrse s e smesssnmesmms e sme s sane snmssesmmesssssmmsessmessanen 104

4.5 Der Mechanismus des Tat-Transportes - Ein-Schritt-Mechanismus oder Prozessiver

MECNANISIMUS? ...veiiieeriemsissnmnsssssnssassmssssssssns sesmssssssssms sesmmssssnss smssssns snsmses messsns snnnansmmsassnns sunsmmsasnnssnnnnssnnnssnns 107
4.6 Die Tat-KOMPIEXE ..ccoirrrerramismrsmnrssnsssssssssmssssssssnsssssnsssms ssmssssssssssnsssmsssesssnssssssasssmsssnsssnssassnmsanssns nmnsrnssanssanas 109
4.7 Zusammenfassendes Modell des Tat-TranSPOIteS ........cccrrarrsrrsrrsmsssmsssssssmsssnssssssasssmsssmsssnssssssasssas 111
0 N1 L= o ) 113
B ZUSAMMENFASSUNG ..uuuuuuussssssssssssssssssssssssssss s e e e seee e aes ees ees ee s ssesnsssnsssnsnnsnns 115
6  LITERATURVERZEICHNIS 1.eeuuusssnsssssersesassssnssnsnsssssessassssnsnnsnsssssansssssnnnnasassesessnss nnnnnssenssensnnsnsn 116
A -V | - c 130
PUBLIKATIONSLISTE. ...eccsmeetesssnssesssnsssassnnssssssnsssassnss sasnsnss sasmnes sesnsnss sasnmssassnnnsssaansssssamssssssnnnsessans anas smnmesssanssnnnsessnnsensas 130
DANKSAGUNG ..cectersammersssmmssesssnssesssnssrassnnssesssnsssas nss sesnsnssns smes ssnsnsesss smes sosmnntssannnssssnnnsssannnsessanmnss ot e sssmnssussnnnsessnnsensan 131
I L1 132

LEBENSLAUF ...ucueteiiensersssmmssessssssesssnsssansnnssesssnssnas mss essnnssnss smes ssnsnsesis smes susmnntssanmnss sasmnnss sannmses sanmnmensesasmnnssssnnnsessnnsensan 133



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Adenin

Aaso Absorption bei 280 nhm

ADP Adenosin-5’-diphosphat

AK Antikorper

Ap Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin-5’-triphosphat
ATPase Adenosintriphosphatase

bidest. doppelt destilliert (Reinstwasser)
BN Blue Native

bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

CCCP Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon
CcD Circulardichroismus

cfu colonie forming units

Cm Chloramphenicol

CTP Cytidin-5’-triphosphat

DEAE Diethylaminoethyl-

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat

etal. et alii (und andere)

G Guanin

GTP Guanosin-5’-triphosphat

IB Inclusion Bodies

1g8G Immunoglobulin G

INV invertierte Membranvesikel
IPTG Isopropyl-B-thiogalaktopyranosid
kb Kilobasenpaare

kDa Kilo-Dalton

Km Kanamycin

LB Luria Bertani (Komplexmedium)
Ni-NTA Ni2*-Nitrilotriessigsaure

NTP Nukleosid-5'-triphosphat

ODeoo optische Dichte bei 600 nm
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PMF proton motive force

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PVDF Polyvinylidendifluorid

RNA Ribonukleinsaure

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

RT
SDS
Sec-Weg

Tat

Tc

TCA
TEMED
TMAO
Tris

Uv/Vis
\74%
w/v
WT

XP
ApH
Ay

Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

general secretion pathway

Thymin

twin-arginine translocation
Tetracyclin

Trichloressigsaure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Trimethylaminoxid
Tris-(hydoxymethyl)-aminomethan
Unit (Einheit der Enzymaktivitat /1 U = 1 ymol Substrat/min)
ultraviolettes/sichtbares Licht
Volumen pro Volumen

Masse pro Volumen

Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat
Protonengradient
Membranpotential

HAUFIG VERWANDTE PROTEINE, PROTEINKOMPLEXE UND KONSTRUKTE

AmiA
AmiC
CueO
DmsA
DmsD
DnaK
FdnG
FdoG
FtsH
GFP
GroEL
HiPIP
HyaA
HybO
KK-FGn
KK-PhoA
LepB
NapA
NapG
NrfC
Nspip
OE17
OE23/23K
OmpA
PhoA
RR-FGn

Murein-Amidase A (Tat-Substrat), Funktion bei der Zellteilung

Murein-Amidase C (Tat-Substrat), Funktion bei der Zellteilung
Multikupfer-Oxidase (Tat-Substrat), Cu-Homdoostase

Untereinheit der DMSO-Reduktase (Tat-Substrat)

spezifisches Chaperon mit Affinitat zum DmsA-Signalpeptid

cytoplasmatisches Chaperon

Untereinheit der Formiat-Dehydrogenase-N (Tat-Substrat)

Untereinheit der Formiat-Dehydrogenase-O (Tat-Substrat)

membrangebundene Protease der AAA-Familie

green fluorescent protein

cytoplasmatisches Chaperon

High potenial iron-sulfur protein aus Allochromatium vinosum (Tat-Substrat)
kleine Untereinheit der Hydrogenase-1 (Tat-Substrat)

kleine Untereinheit der Hydrogenase-2 (Tat-Substrat)

Fusion aus HiPIP-Signalpeptid mit RR>KK-Austausch und n FG-repeats aus Nsp1p
Fusion aus HiPIP-Signalpeptid mit RR>KK-Austausch und maturem PhoA
Signalpeptidase (prozessiert Sec- und Tat-Signalpeptide)

Untereinheit der Nitrat-Reduktase (Tat-Substrat)

Untereinheit der Nitrat-Reduktase (Tat-Substrat)

Untereinheit der Formiat-abhangigen Nitrit-Reduktase (Tat-Substrat)
Nucleoporin (Protein des Kernporenkomplexes) aus Hefe

17 kDa-grof3e Untereinheit des oxygen-evolving complex aus Thylakoiden (Erbse)
23 kDa-grof3e Untereinheit des oxygen-evolving complex aus Thylakoiden (Erbse)
Outer membrane protein A (Sec-Substrat)

Alkalische Phosphatase (Sec-Substrat)

Fusion aus HiPIP-Signalpeptid und n FG-repeats aus Nsp1p



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

RR-PhoA
SecA
SecB
SecYEG
SlyD

Sufl
TatABC
TorA
TorD
YcdB

Fusion aus HiPIP-Signalpeptid und maturem PhoA

ATPase des Sec-Systems, Translokationsenergetisierung bei Iéslichen Proteinen
Chaperon des Sec-Systems bei Proteobakterien

Sec-Translokon

Chaperon mit zusatzlicher Prolin-cis/trans-Isomerase-Aktivitat, bindet an Tat-
Signalpeptiden (Sly: sensitivity to lysis)

Tat-Substrat, wahrscheinlich an der Zellteilung beteiligt

Tat-Translokon

TMAO-Reduktase (Tat-Substrat)

spezifisches Chaperon mit Affinitat zum TorA-Signalpeptid

Tat-Substrat mit unbekannter Funktion (Ham-Cofaktor, Peroxidaseaktivitat)

EIN- UND DREI-BUCHSTABENCODE DER AMINOSAUREN

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Iso
Lys

rX T I6o6™mmoo r»

Leu

Alanin M Met Methionin
Cystein N Asp Asparagin
Aspartat P Pro Prolin
Glutamat Q Gin Glutamin
Phenylalain R Arg Arginin
Glycin S Ser Serin
Histidin T Thr Threonin
Isoleucin \" Val Valin

Lysin w Trp Tryptophan
Leucin Y Tyr Tyrosin



EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

11 Proteintranslokation in Gram-negativen Bakterien

Die Translokation von Proteinen iliber Membranen ist ein essentieller Vorgang in allen
Organismen. Etwa ein Drittel aller im Cytoplasma synthetisierten Proteine werden in andere
Zell-kompartimente transportiert, in eukaryotischen Zellen z.B. in das Endoplasmatische
Retikulum, den Zellkern, die Peroxisomen oder die verschiedenen Kompartimente in
Mitochondrien und Plastiden. Aber auch Bakterienzellen sind durch Membranen in
verschiedene Reaktionsraume geteilt. Gram-positive Bakterien besitzen nur eine Membran, die
Cytoplasmamembran. Bei Gram-negativen Bakterien, wie Escherichia coli, ist das umgebende
Medium durch eine weitere Membran, die AuRere Membran abgetrennt, so dass ein weiteres
Kompartiment, das Peri-plasma, zwischen Cytoplasmamembran und Auferer Membran
existiert. Zielorte fiir zu trans-portierende cytoplasmatische Proteine sind somit: die
Cytoplasmamembran, das Periplasma, die AuRere Membran und das extrazelluldre Medium.
Prinzipiell benétigt man flur einen Proteintransport - in oder uUber eine Membran - ein
Translokon, welches ein zu transportierendes Protein erkennt, und Energie (z.B. ATP). Wahrend
des gesamten Transportprozesses muss sichergestellt sein, dass keine Solute die Membran

unkontrolliert tiberqueren kdnnen.

z.B. z.B. z.B.

E. coli E. coli Klebsiella

Neisseria (Bildung von oxytoca

gonorrhoeae Typ1-Pili) rilazelliarss
Medium

TR
A

\{l chaperone/ { Typ Il
- | usher J\

Periplasma

T
Typ IV
Typ | (ABC-Transporter)
Typ Il

ﬁ II it Cytoplasma-

membran

Cytoplasma

z.B.

E. coli

Yersinia spp.
Salmonella spp.

Abb. 1-1: Schematische Ubersicht iiber die bekannten Proteintranslokationswege Gram-negativer Bakterien.
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Die vielen bereits bekannten Protein-Transportwege Gram-negativer Bakterien (Abb. 1-1)
lassen sich in drei Klassen zusammenfassen (Holland, 2004). Die Klasse 1 wird von den
Transportwegen gebildet, die Proteine oder Proteindomanen liber die Cytoplasmamembran
translozieren. Dabei werden verschiedene Translokons genutzt: fiur ungefaltete Proteine
SecYEG (Kap. 1.2) und fiir gefaltete Proteine TatABC (Kap. 1.3).

Zur Klasse 2 koénnen die Transportwege zusammengefasst werden, die Proteine vom
Periplasma ausgehend liber die duf’ere Membran transportieren. Diese Klasse schliefdt einige
sehr verschiedene Wege ein (Typ I, Typ V, chaperone/usher-Weg), deren Translokons aus nur
einer Proteindoméne (Typ V) oder aus bis zu 16 unterschiedlichen Proteinen (Typ Il) bestehen
konnen (Holland, 2004).

Zu der Typ V-Translokation gehort der Autotransporter-Weg, bei dem der C-Terminus (B-
Domane) des Proteins eine Pore in der aufleren Membran bildet, durch die die zu
transportierende Domane die Membran uUberquert (Henderson et al., 1998). Zu dieser Gruppe
ist ebenfalls der two-partner-secretion-Weg (TPS) zu zahlen, bei dem zum Transport aufer dem
Substrat ein einziges spezifisches outer-membrane-Transporterprotein der TpsB-Familie
notwendig ist (Jacob-Dubuisson et al., 2004).

Fur den chaperone/usher-Weg, der fiir die Bildung von Typ 1-Pili verantwortlich ist, sind zwei
Proteine notwendig. Das ist zum einen ein periplasmatisches Chaperon, welches das Substrat
bindet und zum anderen ein Protein in der aufleren Membran, das usher genannt wird und den
Kanal bildet (Thanassi & Hultgren, 2000).

Die Typ II-Translokation ist sehr eng mit der Biogenese von Typ 4-Pili verwandt.
Extracytoplasmatische Enzyme und Toxine werden mittels eines Sekretons liber die aufiere
Membran transportiert, welches aus 12 - 16 verschiedenen Proteinen, vor allem aus der
Sekretin-Familie, besteht (Pugsley et al., 1997).

Transportsysteme der Klasse 3 transportieren ungefaltete Proteine direkt vom Cytoplasma
Uber beide Membranen in das umgebende Medium (Typ I, Typ Ill und in den meisten Fallen Typ
IV). Zur Klasse 3 der Translokationswege gehoren im Prinzip auch der Geif3elapparat (Transport
der Flagellinproteine) und die Freisetzung filamentoéser Bakteriophagen, wobei bei letzterem
gefaltete Proteine transportiert werden (Holland, 2004).

Bei der Typ I-Translokation, die bei vielen Gram-negativen Bakterien zu finden ist, erfolgt der
Transport von Proteasen, Lipasen und Toxinen mit Hilfe eines ABC-Transporters (ATP-binding
casette) in der Cytoplasmamembran. Aus dem ABC-Transporter, einem membrane fusion
protein (MFP) und einem outer membrane protein (OMP) wird ein Transportsystem gebildet,
das ATP-abhangig Proteine direkt liber beide Membranen transportiert (Thanassi & Hultgren,
2000).

Einige Gram-negative pflanzen- und tierpathogene Bakterien (z.B. Pseudomonas aeruginosa,
Shigella spp., Rhizobium spp.) haben ein Typ lll-Translokationssystem entwickelt, welches

evolutionar mit dem Geifdel-Apparat verwandt ist. Hierbei durchspannt ein sogenannter Nadel-
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Komplex, welcher im Aufbau an den Basalkorper der Bakteriengeifdel erinnert, gleichzeitig die
Cytoplasmamembran und die AufRere Membran, und es werden je nach Bakterium
unterschiedliche Effektor-Proteine direkt vom Cytoplasma in die Wirtszelle oder das
umgebende Medium sekretiert (Miller et al., 2008). Die codierenden Gene fiir diese Effektor-
Proteine (z.B. Virulenzfaktoren) finden sich im Chromosom oft auf sogenannten
~Pathogenitats-Inseln“ oder auf Plasmiden (Saier, 2006).

Die Typ IV-Sekretion ist homolog zu den bakteriellen Konjugationssystemen IncP und IncN und
dem VirB-System von Agrobacterium tumefaciens, welches onkogene T-DNA in Pflanzenzellen
ubertragt (Holland, 2004). Mittels dieses Transportsystems werden Proteine und Protein-DNA-
Komplexe direkt in andere Bakterien, Hefen, Pflanzen oder ins umgebende Medium
transloziert (Saier, 2006). Der Aufbau des Translokons ist weitgehend ungeklart. Das
hexamere D4-Protein erkennt die Substrate und soll auch eine direkte Funktion beim Transport
uber die Cytoplasmamembran haben. Das eigentliche Translokon (mating pore) besteht aus 11
Proteinen (Holland, 2004). Eine Ausnahme bildet der Transport des Pertussis-Toxins aus
Bordetella pertussis (Erreger des Keuchhustens). Das PT-Toxin wird Sec-abhangig ins
Periplasma transportiert und erreicht dann tber das Typ IV-Translokon der dufleren Membran

den extrazellularen Raum (Holland, 2004).

1.2 Der Sec-Transport in E. coli

Alle bisher entdeckten lebenden Organismen besitzen einen general secretion pathway, das
Sec-System (Saier, 2006). Ca. 10% der in E. coli synthetisierten Proteine werden in oder liber

die Cytoplasmamembran transportiert (http://www.cf.ac.uk:80/biosi/staffinfo/ehrmann/tools

/ecce/ecce.htm). Die meisten dieser Proteine verlassen das Cytoplasma liber den Sec-Weg.

Die Substrate fir den Sec-Transport werden im Cytoplasma als precursor (Vorlaufer-Protein)
mit einem N-terminalen Signalpeptid mit einer Ldnge von zumeist 18 - 30 Aminosauren
synthetisiert. Das Signalpeptid ist notwendig fur das Targeting des Substrats zum Translokon
und wird meist wahrend oder nach der Translokation entfernt. Die Sec-Signalpeptide
unterschiedlicher Proteine zeigen keine konservierten Motive, enthalten aber immer eine kurze
positiv geladene N-terminale Region (n-Region), gefolgt von einer hydrophoben Region (h-
Region) und einer meist leicht polaren Erkennungsregion fiir die Signalpeptidase LepB
(c-Region) (von Heijne, 1998; Cristobal et al., 1999).

1.2.1 Posttranslationaler Sec-abhangiger Transport

Der posttranslationale Sec-abhangige Transport (Abb. 1-2) erfolgt nach der vollstandigen
Entlassung des precursors ins Cytoplasma. Dabei wird eine Faltung des Proteins durch die

Bindung des homotetrameren Chaperons SecB und anderen Chaperonen, wie GroEL und Dnak,



EINLEITUNG 4

verhindert. SecB ist durch seine Fahigkeit zur Interaktion mit SecA auch verantwortlich fur die
Vermittlung der Interaktion zwischen precursor und Translokon (Pugsley, 1993; Hartl et al.,
1990).

Das Sec-Translokon besteht aus den Membranproteinen SecY, SecE und SecG, welche die Pore
bilden, und einem Homodimer aus dem damit assoziierten Protein SecA (Pugsley, 1993). SecA
ist eine ATPase mit einer hohen Affinitdt zu SecY (Hendrick & Wickner, 1991). Der SecB-
precursor-Komplex bindet an SecA, welches sowohl membrangebunden (iiber eine Interaktion
mit SecY), als auch léslich im Cytoplasma vorliegen kann (Cabelli et al., 1991). Durch die
Interaktion des Signalpeptids mit SecA wird der precursor an SecA ubergeben (Fekkes et al.,
1997). SecB wird von diesem Komplex entlassen, sobald SecA durch ATP-Bindung die
Translokation initiiert. Die Hydrolyse von ATP ist an die stiickweise Translokation des Proteins
durch die Pore gekoppelt (Hunt et al., 2002).

Die Membranproteine SecD, SecF und YajC sind in eine effiziente Translokation involviert, aber
nicht essentiell. Diese Proteine bilden einen heterotrimeren Komplex und stehen in Interaktion
mit SecYEG (Duong & Wickner, 1997a). Die genaue Funktion des SecDFYajC-Komplexes ist
bisher nicht bekannt. Es wird vermutet, dass er an der Regulation der katalytischen Aktivitat
von SecA (Duong & Wickner, 1997b) und an der Entlassung von Proteinen in die Membran
beteiligt ist (Arkowitz & Wickner, 1994). Er spielt aber keine Rolle bei der Erhaltung der

protonenmotorischen Kraft (Nouwen et al., 2001).

SRP-Weg Sec-Weg Tat-Weg Periplasma

TatA TatBC

Cytoplasma-
membran

Faltung/
Einbau von Cofaktoren

von SecE‘iK
Erkennung des w%
naszierenden
Proteins von SRP
/ Cytoplasma
osfttranslational

cotranslational

p

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Proteintranslokationswege in der Cytoplasmamembran von E. coli
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1.2.2 Cotranslationaler Sec-abhéangiger Transport

Integrale Membranproteine werden in der Regel cotranslational transportiert (Miiller et al.,
2001) (Abb. 1-2). Nachdem etwa 70 Aminosauren des precursors translatiert wurden, ragt der
N-Terminus des naszierenden Proteins aus dem Ribosom heraus, und das Signalpeptid wird
von einem Signal-Erkennungspartikel (SRP) erkannt. Das E. coli-SRP besteht aus einer 48 kDa
groflen GTPase (Ffh) und einer 4.5S RNA (ffs) (Herskovits et al., 2000). Als SRP-Rezeptor
fungiert FtsY, eine losliche GTPase, die auch mit der Oberflache der Cytoplasmamembran
interagieren kann. Durch die Bindung von GTP wird der Translationsapparat an das SecYEG-
Translokon lbergeben und das Protein wird wahrend der weiteren Translation durch die Pore
transportiert. Durch die Hydrolyse von GTP wird die Interaktion zwischen FtsY und SRP wieder
aufgehoben. Eine wichtige Rolle bei der Integration der hydrophoben Segmente in die
Cytoplasmamembran scheint das Membranprotein YidC zu spielen (Beck et al., 2001).

Fiur den Transport einiger Membranproteine ist auch SecA essentiell. Wenn sehr lange
hydrophile Domanen (ab 60 Aminosauren) auf die periplasmatische Seite der Cytoplasma-
membran transportiert werden mussen, ist das Mitwirken von SecA unter der Hydrolyse von
ATP notwendig (Dalbey & Chen, 2004).

Die Entscheidung zwischen co- und posttransiationalem Targeting erfolgt anhand des
Signalpeptids. SRP bindet an langen hydrophoben Signalsequenzen (Lee & Bernstein, 2001).
Die Erkennung von weniger hydrophoben Signalsequenzen durch SRP wird durch das Ribosom-
assoziierte Chaperon trigger-Faktor verhindert (Beck et al., 2000). Adams et al. (2002) zeigten
aber, dass nicht nur die Hydrophobizitat des Signalpeptids entscheidend ist, sondern auch die

Sekundarstruktur, vor allem der Hang zur Bildung von Helices.

1.3 Der Tat-Transport in E. coli

Die meisten Bakterien besitzen ein zweites System fiir den posttranslationalen Transport von
Proteinen uber die Cytoplasmamembran (Abb. 1-2). Dieser Weg ist unabhangig von Sec-
Komponenten (Berks, 1996; Weiner et al., 1998) und wurde nach dem essentiellen RR-Motiv
in den Signalpeptiden Tat-Weg (fiir twin-arginine translocation) genannt (Sargent et al., 1998).
Das bakterielle Tat-System entspricht in Struktur und Mechanismus zu grofien Teilen dem ApH-
Weg pflanzlicher Chloroplasten zum Import von Proteinen aus dem Stroma in das Lumen der
Thylakoide (Settles et al., 1997; Mori & Cline, 1998; Wexler et al., 1998), welcher daher nun
auch Tat-Weg genannt wird.

Der bedeutendste Unterschied der Tat-Translokase zur Sec-Translokase ist, dass das Tat-
System gefaltete Substrate, zum Teil mit gebundenem Cofaktor, transportiert. Bisher wurde
der Tat-abhangige Transport fur 27 vorhergesagte E. coli Tat-Substrate experimentell bestatigt

(Tullman-Ercek et al., 2007). Viele der Tat-Substrate enthalten einen Redox-Cofaktor. Die
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meisten dieser Redox-Proteine liben wichtige Funktionen in der Atmungskette aus. E. coli ist
sehr flexibel in seinen Elektronentransportprozessen und kann in anaeroben Atmungen z.B.
TMAO oder DMSO als terminalen Elektronenakzeptor und Formiat oder Wasserstoff als
Elektronendonor nutzen. Flr diese vier beispielhaft genannten Redoxreaktionen sind komplexe
Cofaktor-enthaltende Enzyme (TMAO-Reduktase, DMSO-Reduktase, Formiat-Dehydrogenase
N/O, Hydrogenase 1/2) auf der periplasmatischen Seite der Cytoplasmamembran notwendig
(Jack et al., 2004), wobei die Cofaktorassemblierung und die korrekte Faltung der Enzyme oder
der Enzym-Untereinheiten nur im Cytoplasma erfolgen kann. Somit kdnnen diese nur im
gefalteten Zustand mit Hilfe des Tat-Systems uber die Cytoplasmamembran transportiert
werden. Griinde fur den Tat-abhangigen Transport bei Proteinen ohne Cofaktor (z.B. AmiA und
AmiC) konnten sein, dass diese zu schnell und zu fest falten, um vom Sec-System transportiert
werden zu konnen oder dass cytoplasmatische Faktoren fiir die Faltung notwendig sind (Berks
et al., 2000a). Die Grofle von Tat-Substraten, vor allem deren Durchmesser im gefalteten
Zustand, ist sehr unterschiedlich. Der grof3te bekannte Proteinkomplex, der Tat-abhangig in
E. coli transportiert wird, sind die assemblierten FdnGH-Untereinheiten der Formiat-
Dehydrogenase N mit einer Grole von 142 kDa und einem geschatzten Durchmesser von 70 A
(Berks et al., 2000a). Das kleinste etablierte bakterielle Tat-Substrat ist HiPIP aus
Allochromatium vinosum (9 kDa) mit einem Durchmesser von 20 A (Berks et al., 2000a).

Ein weiterer Unterschied zum Sec-System ist, dass fiir den Transport des Substrates uber die
Membran kein ATP bendétigt wird. Die Tat-Translokase bezieht ihre Energie allein aus der
protonenmotorischen Kraft (PMF - proton motive force). Diese setzt sich zusammen aus dem
Membranpotential (Ay) und dem Protonengradienten (ApH) Uiber der Membran. Aus den ersten
Studien an Thylakoiden schlussfolgerte man, dass der Tat-Transport alleine vom ApH getrieben
wird (Mould & Robinson, 1991; Cline et al, 1992; Brock et al., 1995). In spateren Arbeiten
zeigte sich, dass der ApH nicht zwingend notwendig ist (Finazzi et al., 2003) und dass der Tat-
Transport in Thylakoiden auch Ay-abhéngig erfolgen kann (Braun et al., 2007). Bageshwar &
Musser (2007) konnten mittels in vitro-Transportstudien an invertierten Membranvesikeln
nachweisen, dass der Tat-Transport in E. coli zu grof3en Teilen, wenn nicht sogar ausschlieflich,
Ay-abhangig erfolgt. Die Autoren fanden keinen Hinweis darauf, dass die E. coli Tat-
Translokase Energie aus dem ApH bezieht.

Hatzixanthis et al. (2003) zeigten, dass das Tat-System auch an der Biogenese von integralen
Membranproteinen beteiligt ist. Die Autoren fanden fiinf E. coli Proteine mit C-terminalen
Transmembranhelices, deren Integration in die Cytoplasmamembran Tat-abhangig und YidC-

unabhangig erfolgte.



EINLEITUNG 7

1.3.1 Tat-Signalpeptide

Tat-Substrate werden genauso wie Sec-Substrate als precursor mit einem N-terminalen
Signalpeptid synthetisiert und weisen dieselbe Aufteilung in n-, h- und c-Region auf (Abb. 1-3).
Es gibt aber doch bedeutende Unterschiede. Tat-Sighalpeptide sind im Durchschnitt um 14
Aminosauren langer, was vor allem auf eine langere n-Region zuriickzufiihren ist (Cristobal et
al., 1999). Man findet eine konservierte Sequenz (S-R-R-X-F-L-K) in der n-Region (Berks, 1996)
(Abb. 1-3), in welcher das RR-Motiv (mit wenigen Ausnahmen, die nicht aus E. coli stammen)
invariabel ist. In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, dass dieses RR-Motiv notwendig fur
ein Targeting zum Tat-System ist (Halbig et al., 1999a; Cristobal et al., 1999; Gross et al.,
1999; Alami et al., 2002; Briiser et al., 2003). Ein Austausch der Arginine zu anderen positiv
geladenen Aminosauren (z.B. Lysin) verhindert mit hoher Effizienz den Tat-Transport.

Andererseits kann alleine durch ein RR-Motiv nicht auf ein Tat-Substrat geschlossen werden.

Sec-Signalpeptide:
n-Region h-Region c-Region
I L] L] |

MKKTAIATAVALAGFATVAQA OmpA

n-Region h-Region c-Region
n 1

I ]
MKOSTIALALLPLLFTPVTKA PhoA

Tat-Signalpeptide:

n-Region h-Region c-Region

T ] I 1
MSDKPISKSRRDAVKVMLGTAAATIPMINLVGFGTARA HiPIP

n-Region h-Region c-Region
n 1

I L]
MSTFKPLKTLTSRRQVLKAGLAALTLSGMSQATIA AmiA

n-Region h-Region c-Region

I L L 1
MQRRDFLKYSVALGVASALPLWSRAVFA CueO

n-Region h-Region c-Region
I I 1" 1
MNNNDLFQASRRRFLAQLGGLTVAGMLGPSLLTPRRATA TorA
n-Region h-Region c-Region

I | U] 1
MKTKIPDAVLAAEVSRRGLVKTTAIGGLAMASSALTLPFSRIAHA DmsA

Consensus-Motiv: S R R X F L K
polar R R X & & polar

Abb. 1-3: Vergleich der Signalpeptide von Sec- und Tat-Substraten. OmpA und PhoA sind Sec-Substrate aus E. coli.
HiPIP ist ein Tat-Substrat aus Allochromatium vinosum, wird aber von E. coli als Tat-Substrat akzeptiert
(Briiser et al., 2003). AmiA, CueO, TorA und DmsA sind E. coli-Tat-Substrate. @ steht fiir eine hydrophobe
Aminosaure.

Weiterhin ist die h-Region von Tat-Signalpeptiden in der Regel signifikant weniger hydrophob

als bei Sec-Signalpeptiden (Cristobal et al., 1999), und die meisten Tat-Signalpeptiden weisen
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eine oder mehrere geladene Aminosauren in der c-Region, nahe der Schnittstelle der
Signalpeptidase auf (Blaudeck et. al., 2003; Bogsch et al., 1997), wo sie zur Tat-Spezifitat des

Targetings beitragen (Sec-avoidance-Motive).

1.3.2 Die Komponenten des Tat-Systems

Im Chromosom von E. coli wurden vier Gene identifiziert, die fir die bisher bekannten
Komponenten des Tat-Systems codieren. Die Gene tatA, tatB und tatC befinden sich
gemeinsam mit tatD in einem Operon bei 86.6 min (Berks et al., 2000b), wobei das Protein
TatD eine cytoplasmatische Nuklease ist, die bisher keine Relevanz fiur das Tat-System
aufweist (Wexler et al., 2000). Das tatABCD-Operon wurde von Weiner et al. (1998) identifiziert
und zunachst mttABC-Operon (fiir membrane targeting and translocation) bezeichnet. Das
vierte Gen, tatE, bildet eine eigene Transkriptionseinheit bei 14.2 min (Berks et al., 2000b)
(Abb. 1-4).

tatA tatB tatC tatD
86.6 min /
cytoplasmatische
14.2 min /A >/ Nuklease
N N Periplasma
Cytoplasma-
membran
C Cytoplasma
c N c ytopl
TatA TatB TatC
(10 kDa) (19 kDa) (29 kDa)

Abb. 1-4: Organisation der tat-Gene und Anordnung der Tat-Proteine in der CPM von E. coli.

Die Proteine TatA, TatB und TatE sind integrale Membranproteine mit jeweils einem
Membrandurchgang, gefolgt von einer kurzen hinge-Region, einer vorrausgesagten
amphipathischen Helix und einem unterschiedlich langen C-Terminus im Cytoplasma (Barrett
& Robinson, 2005) (Abb. 1-4). TatA und TatE sind in ihrer Sequenz zu 60% identisch, und es
konnte gezeigt werden, dass sie sich gegenseitig funktionell ersetzen konnen (Sargent et al.,
1998). Wahrscheinlich ist TatE das Produkt einer kryptischen Genduplikation (Jack et al.,
2001). Obwohl TatA/E und TatB eine Sequenziibereinstimmung von ca. 25% zeigen (Berks et
al., 2000a), erfiillen sie unterschiedliche Aufgaben und sind beide in E. coli essentiell. In vielen

anderen Bakterien, vor allem auferhalb der Proteobakterien, fehlt TatB (Dilks et al., 2003).
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Auch in E. coli ist es Blaudeck et al. (2005) gelungen, Mutanten von TatA zu isolieren, die durch
einzelne Aminosaurenaustausche im N-Terminus TatB komplett ersetzen konnen. Durch
gezielte Mutagenese in TatA konnte gezeigt werden, dass einzelne Aminosauren in der
amphipatischen Helix und in der hinge-Region essentiell fiur den Tat-Transport sind (Hicks et al.,
2003; Greene et al., 2007). Dagegen haben einzelne Aminosaurenaustausche in TatB keinen
entscheidenden Einfluss auf die Effizienz des Tat-Transportes (Lee et al., 2006). Da die
amphipatische Helix von TatB aber essentiell fiir den Transport ist (Lee et al., 2002), wird
vermutet, dass diese eine eher strukturelle Funktion ausiibt (Greene et al., 2007). TatB besitzt
ein hochkonserviertes Glutamat-8 in der Transmembranhelix, wobei aber eine Substitution
durch Cystein (Lee et al.,, 2002) oder Alanin (Hicks et al., 2003; Barrett et al., 2003), die
Funktion nicht beeintrachtigt.

TatC ist ebenfalls ein integrales Membranprotein, welches aber sechs Membrandurchgange
bildet, wobei sich sowohl der N- als auch der C-Terminus im Cytoplasma befinden (Bolhuis
et al., 2001; Behrendt et al., 2004). Der gezielte Austausch konservierter Aminosauren in TatC
zeigte, dass einige Reste im N-Terminus und in der cytoplasmatischen Domane zwischen dem
zweiten und dritten Membrandurchgang essentiell sind (Allen, S.C. et al., 2002). In den
anderen Domanen wird die Funktion von TatC durch Punktmutationen nicht beeintrachtigt
(Punginelli et al., 2007).

Fur ein effizient funktionierendes Tat-System in E. coli sind drei Komponenten notwendig, d.h.
TatB, TatC und TatA oder TatE (Sargent et al., 1998 und 1999; Bogsch et al., 1998).

In der Thylakoidmembran von Chloroplasten gibt es Homologe zu den Tat-Komponenten in
E. coli. Tha4, Hcf106 und cpTatC tibernehmen hier die Aufgaben von TatA, TatB und TatC (Cline
& Mori, 2001).

1.3.3 Strukturelle Organisation der Tat-Translokase und Mechanismus der
Translokation

Der genaue Aufbau der Tat-Translokase und der Mechanismus der Translokation sind bisher
nicht geklart. Mit unterschiedlichen Detergenzien und Methoden wurden bereits einige
verschiedene Tat-Komplexe aus E. coli und Thylakoidmembranen isoliert (Berghofer & Klosgen,
1999; Sargent et al., 2001, Bolhuis et al., 2001, Cline & Mori, 2001; Oates et al., 2003). Die
Grofle der Komplexe und die Anteile an TatA, TatB und TatC variieren dabei sehr stark. Aus den
vielen Ergebnissen scheint sich abzuzeichnen, dass zwei Typen von Komplexen in der
Cytoplasmamembran von E. coli existieren: TatA-Komplexe (Sargent et al., 2001; Porcelli et al.,
2002; Gohlke et al., 2005) und TatBC-Komplexe (Bolhuis et al., 2001; Oates et al., 2005), die
erst zu einem aktiven Translokon assemblieren miissen. Ahnliche Komplexe wurden auch in
Thylakoiden nachgewiesen (Cline & Mori, 2001).



EINLEITUNG 10

Durch cross-linking-Studien in vitro konnte gezeigt werden, dass Tat-precursor mit TatBC
interagieren (Cline & Mori, 2001; Alami et al., 2003), so dass man mittlerweile davon ausgeht,
dass die Bildung eines TatBC-Substrat-Komplexes der initiierende Schritt der Assemblierung
des Translokons ist. Ebenfalls mittels cross-linking wurde nachgewiesen, dass die starkste
Interaktion zwischen TatC und den Aminosdureresten in der Nahe des konservierten RR-
Motives stattfindet (Alami et al., 2003; Gérard & Cline, 2007; Holzapfel et al., 2007). An diesen
Schritt schliefit sich wahrscheinlich die Bindung von TatA-Oligomeren an, wodurch ein aktives
Translokon gebildet wird. Bei in vitro-Untersuchungen am ApH-System von Thylakoiden konnte
festgestellt werden, dass TatA erst nach Substratbindung an dem TatBC-Substrat-Komplex
bindet und dass fiir diesen Schritt ein Protonengradient (ApH) notwendig ist (Cline & Mori,
2001; Mori & Cline, 2002; Dabney-Smith et al., 2006). Von TatA wird angenommen, dass es
einen Translokations-Kanal (protein-conducting-channel) bildet (Sargent et al., 2006). Durch
single particle-Elektronenmikroskopie konnten Gohlke et al. (2005) TatA-Komplexe mit sehr
verschiedenen Durchmessern in der Membran nachweisen. Als Grund fiir diese Variabilitat
wurde die unterschiedliche Grofle der verschiedenen Tat-Substrate vermutet. Véllig unklar ist,
ob es sich bei diesem Translokationskanal um eine wassergefiillte Pore handelt, die durch die
cytoplasmatischen Domanen von TatA verschlossen wird. Dieses Modell wird von Musser &
Theg (2000), Berks et al. (2000a) und Wu et al. (2000) favorisiert. Beim Modell des membrane
weakening and pulling-Mechanismus (Bruser & Sanders, 2003) wird keine wassergefiillte Pore
bendétigt. Die Autoren gehen davon aus, dass durch die Assemblierung von mehreren TatA-
Kopien an den TatBC-Substrat-Komplex die Membranstruktur punktuell so geschwacht werden
konnte, dass TatC als Motor eines pulling-Mechanismuses das Tat-Substrat durch die Membran
ziehen kann.

Eine sehr interessante Beobachtung machten Gérard & Cline (2006). Sie zeigten, dass ein Tat-
Substrat, welches liber das Signalpeptid (im Bereich des RR-Motivs) kovalent mittels cross-
linking an TatC gebunden ist, noch transportiert wird. Das bedeutet, dass die erste Interaktion
zwischen TatC und dem precursor wahrend des gesamten Transportprozesses bestehen bleibt.
Nach erfolgter Translokation schneidet die Signalpeptidase LepB (Yahr & Wickner, 2001) an
ihrer Erkennungsstelle (AXA-Motiv) (von Heijne, 1990), und das mature Protein erreicht das
Periplasma. Anhand von in vitro-Transportstudien an Thylakoiden gibt es Hinweise darauf, dass
das Substrat vor der Prozessierung lateral in die Membran entlassen wird (Frielingsdorf &
Klosgen, 2007). Es wird davon ausgegangen, dass das Translokon nach erfolgtem Transport
zerfallt und fur jeden Transportzyklus neu assembliert (Mori & Cline, 2002).

Mittels GFP-Fusionen wurde die Lokalisation von TatA, TatB und TatC in E. coli untersucht
(Berthelmann & Briser, 2004). Dabei wurde festgestellt, dass TatB vor allem an den Polen zu
finden ist. TatA dagegen ist weniger polar in der Membran verteilt, was mit einer
Assemblierung flr jeden Transportzyklus korreliert. Somit scheint es méglich zu sein, dass der

Tat-Transport an den Zellpolen stattfindet.
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14 Qualitatskontrolle der Faltung von Tat-Substraten

Im Unterschied zum Sec-System kann das Tat-System gefaltete Substrate transportieren. Auf
die Notwendigkeit eines Transportsystems fiir gefaltete Proteine wurde bereits unter 1.3
eingegangen. Alder & Theg (2003) bestimmten in vitro, dass fur den Tat-Transport von nur
einem Protein in das Thylakoidlumen 80 000 Protonen verbraucht werden. Betrachtet man
diese Menge an Energie, kann man sich vorstellen, dass die Zelle Vorsichtsmafnahmen
getroffen hat, um nur wirklich korrekt gefaltete Substrate Tat-abhangig zu transportieren. Um
Fehler in der Faltung zu erkennen, konnte sie ein Qualitatskontrollsystem eingerichtet haben,
welches falsch gefaltete Substrate erkennt und deren Targeting zum Translokon verhindert.
Bekraftigt wurde diese Vermutung durch in vivo-Untersuchungen, die zeigen dass ungefaltete
Substrate nicht Tat-abhangig transportiert werden (Santini et al., 1998; Halbig et al., 1999b;
Sanders et al., 20041; DelLisa et al. 2003). Die Interpretation der Daten ging bei DeLisa et al.
(2003) am weitesten. Eine Fusion aus maturem PhoA und dem TorA-Signalpeptid wurde erst
dann Tat-abhangig transportiert, wenn das Protein gefaltet vorlag. Erreicht werden konnte die
Faltung von PhoA, eigentlich ein Sec-Substrat, durch eine Expression in Stdmmen, in denen die
Bildung von Disulfidbriicken im Cytoplasma méglich war.

Briiser & Sanders (2003) vermuteten eine Qualitatskontrolle der Faltung im Anschluf an ein
Tat-unabhangiges Membrantargeting der Tat-Substrate. Eine solche Qualitatskontrolle konnte
durch eine membrangebundene Protease wie FtsH realisiert werden. Sie konnte aber auch
eine intrinsische Eigenschaft von TatA, TatB oder TatC sein, wie von Delisa et al. (2003)
postuliert.

Viele Cofaktor-enthaltende Tat-Substrate, z.B. TorA und DmsA, besitzen spezifische Chaperone,
die eine wichtige Rolle bei der Cofaktorassemblierung und der korrekten Faltung spielen
(Berks et al., 2005). Die Bindung des Signalpeptides durch Chaperone, welche erst nach einer
Faltung einen Proteintransport zulassen, wird auch proofreading genannt. Es wurde postuliert
dass diese zwei Systeme - das proofreading und eine sich anschlieflende Qualitatskontrolle der
Faltung am Translokon - den Transport von nicht komplett gefalteten oder unassemblierten

Substraten verhindern (Palmer et al., 2005).
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, geeignhete ungefaltete oder unstrukturierte Modell-Tat-Substrate zu
finden und mit deren Hilfe und verschiedener biochemischer und molekulargenetischer

Methoden folgende Fragen zu klaren:

Was sind die erforderlichen Eigenschaften eines E. coli Tat-Substrates?
Was macht ein Substrat zum Tat-Substrat? Was unterscheidet es von einem Sec-
Substrat?
Werden nur gefaltete Proteine Tat-abhangig transportiert? Was ist der Grund dafir?

4. Existiert eine Qualitatskontrolle der Faltung von Tat-Substraten? Ist sie eine intrinsische
Funktion von TatA, TatB oder TatC, oder sind noch andere Proteine daran beteiligt?

5. Lassen sich aus den Ergebnissen Aussagen liber den Mechanismus des Tat-Transportes

treffen?
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Bakterienstamme und Plasmide

Tabelle 2.1: Escherichia coli-Stamme

Stamm

Genotyp/ Charakteristika

Herkunft / Referenz

MC4100

F- AlacU169 araD139 rpsL150 relA1 ptsF rbsR fIB5301,
Wildtypstamm

Casadaban & Cohen,
1979

MC4100 DE3 araR

PT7; Para
geeignet fiir T7- und Arabinose-abhéangige Expression

Yahr & Wickner, 2001

BL21 DE3

F-ompT hsdSs (rs r8) gal dcm met (DE3),
geeignet fur T7-abhangige Expression

Novagen (Schwalbach)
Derman et al., 1993

XL1 Blue MRF~ Km

F~A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
SupE44 thi-1 recA1 gyrA96 relAl lac [FproAB
lacliaZAM15 Tn5 (KmR)]

Stratagene (La Jolla, USA )

(ftsH-WT) AR3289 F- IN(rrnD-rrnE)1 sfhC21 zad220::Tn10 (TcR) Tatsuta et al., 1998
(AftsH) AR3291 ;—r:qri()rmD-rrnE)l AftsH3::kan sfhC21 zad220::Tn10 (TcR, Tatsuta et al,, 1998
CC118 (AphoA) 2:;‘3%;"% pifg’r Z'O’SLQZ gifz Alack74 phoAn20 gale Lee & Manoil, 1994
B1LKO (AtatC) MC4100 AtatC Bogsch et al., 1998
DADE MC4100 AtatABCDAtatE Wexler et al., 2000

dnaKJ-WT (BR 4391)

Derivat von BR4501
A(sriR-recA)306::Tn10 (TcR)

Sozhamannan &
Chattoraj, 1993

AdnaKJ (BR 4392)

Derivat von BR3660
AdnaKJ::mini-KmF(srIR-recA)306::Tn10 (TcR, KmR)

Sozhamannan &
Chattoraj, 1993
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Tabelle 2.2: Plasmide

Plasmid Charakteristika Herkunft/ Referenz
pRHK-tatABC TcR pRK415 mit tatABC-Fragment Briiser et al., 2003
pABS-tatABC CmR pACYC184 mit tatABC-Fragment g(e)g‘r;elmann & Braser,
y R pABS-tatABC mit Strep-tagll aus pASK-2 (IBA, Berthelmann & Briser,
PABS-tatABCstrep Cm Gottingen) am C-Terminus von TatC 2004
Expression von tatA, tatB und tatC-strep unter Behrendt & Briiser,
- R
PBAD-tatABCstrep Ap Kontrolle des induzierbaren Para-Promotor unveroffentlicht
pABS-tatABC mit hip-tac-Fragment, d.h.
pABS-tatABC-hip-tac CmR zusatzliche konstitutive Expression von hip diese Arbeit
unter Kontrolle von Ptac
g hin KK R pABS-tatABC-hip-tac mit RR>KK Austausch im . .
pABS-tatABC-hip-KK-tac Cm Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
Expressionsvektor (IPTG-induzierbarer T7-
PET22b(+) ApR Propmotor) mit His-lfag Novagen (Schwalbach)
PEXH5 ApR l’;;z:-lzfr:fiis;:):rsvektor, hip in pET22b(+) incl. Briiser et al., 1998
hip-Expressionsvektor, hip in pET22b(+) ohne .
R
PEXH7 Ap hip-Terminator, mit C-terminalem His-tag Briser et al., 1998
PEXH5-KK ApR Austausch v_on RR zu KK im Signalpeptid von Briiser et al.,, 2003
precursor-HiPIP
g R pTB-DG-Derivat mit hip aus pEXH5 (Xbal/ . ..
PEXHS-tac Ap Hindlll) unter Kontrolle von Ptac Richter & Bruser, 2005
o R pTB-DG-Derivat mit hip aus pEXH5-KK (Xbal/ . ..
PEXHS-KK-tac Ap Hindlll) unter Kontrolle von Ptac Richter & Briser, 2005
DmsA-Signalpeptid fusioniert mit GFP unter .
pTB-DG ApR Kontrolle von Ptac, Derivat von pCS906 gggzelmann & Bruser,
(Sanders et al., 2001)
PEXH5-(C43D)-tac Apr ﬁ;ﬂfgfﬁ{;‘;dem Austausch C43D im Richter et al., 2007
g g R pEXH5-tac mit den Austauschen C43D und .
pEXH5-(C43,46D)-tac Ap C46D im maturen HiPIP Richter et al., 2007
’ g R pEXH5-tac mit den Austauschen C43D und .
pEXH5-(C43,77D)-tac Ap C77D im maturen HiPIP Richter et al., 2007
PEXH5-(C43,46,77D)-tac ApR pEXH5-tac mit den Austauschen C43D, C46D Richter et al.,, 2007

und C77D im maturen HiPIP
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Plasmid

Charakteristika

Herkunft/ Referenz

pEXH5-tac mit den Austauschen C43D, C63D

- - R i
pEXH5-(C43,63,77D)-tac Ap und C77D im maturen HiPIP Richter et al., 2007
g g R pEXH5-tac mit den Austauschen C43D, C46D, .
pEXH5-(C43,46,63,77D)-tac  Ap 63D und C77D im maturen HiPIP Richter et al., 2007
v g R pEXH5-(C43D)-tac mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit
PEXH5-KK-(C43D)-tac Ap Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
g g R pEXH5-(C43,46D)-tac mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit
PEXH5-KK-(C43,46D)-tac Ap Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
v g R pPEXH5-(C43,77D)-tac mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit
PEXH5-KK-(C43,77D)tac Ap Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
v g R pEXH5-(C43,46,77D)-tac mit RR>KK- diese Arbeit
PEXH5-KK-(C43,46,77D)-tac  Ap Austausch im Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
ok g R pEXH5-(C43,63,77D)-tac mit RR>KK- diese Arbeit
PEXHS-KK-(C43,63,77D)tac  Ap Austausch im Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
PEXH5-KK- AoR pEXH5-(C43,46,63,77D)-tac mit RR>KK- diese Arbeit
(C43,46,63,77D)-tac p Austausch im Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
pEXH5 mit BamHI-Schnittstelle innerhalb des diese Arbeit
4 SP R
PEXH5-BamH Ap 7. Codons der maturen Domane von hip Richter & Briiser, 2005
P sp R pEXH5-tac mit BamHI-Schnittstelle innerhalb diese Arbeit
PEXHS-tac-BamH Ap des 7. Codons der maturen Domane von hip Richter & Briiser, 2005
pEXH5-tac-BamHISP mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit
- = - SP R
PEXHS-KK-tac-BamHl Ap Signalpeptid von HiPIP Richter & Briser, 2005
pTFD342 ApR phoA-Expressionsvektor Kumagai et al., 1997
pEXH5-BamHISP mit eingefligtem phoA- diese Arbeit
pPEX-hipSP-phoA ApR Fragme.nt aus pT!’D342 (BamHI/Hindlll); Richter & Briiser, 2005
Expression von hipSP-phoA
pEXH5-BamHISP-tac mit eingefiigtem phoA-
. Fragment (mature Domane) aus pTFD342 diese Arbeit
-hipSP- - R
PEX-hipSP-phoA-tac Ap (BamHI/Hindlll); konstitutive Expression von Richter & Briser, 2005
hipSP-phoA
. PEX-hipSP-phoA-tac mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit
-hinSP-KK- - R
PEX-hipsP-KK-phoA-tac Ap Signalpeptid Richter & Briser, 2005
pEXH5-tac mit phoA-Fragment aus diese Arbeit
g ’ R . . .
pEX-phoA-tac Ap genomischer DNA (Ndel/Hindlll), Expression Richter & Briiser, 2005
von precursor-phoA
pEXH5-tac mit maturem phoA-Fragment aus
pEX-mat.phoA-tac ApR genomischer DNA (Ndel/Hindlll), Expression diese Arbeit
von maturem phoA ohne Signalpeptid
pEXH5-short n-tac ApR Expression von hip; verkiirzte n-Region des diese Arbeit

Signalpeptids
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Plasmid Charakteristika Herkunft/ Referenz
Derivat von pEXH5-tac mit eingefiigtem ftsH-
pEXH5-ftsH-tac ApR Fragment, konstitutive Expression von hip und diese Arbeit
ftsH unter Kontrolle von Ptac
v 5 R pEXH5-ftsH-tac, RR>KK-Austausch im HiPIP- . .
pPEXH5-KK-ftsH-tac Ap Signalpeptid diese Arbeit
oo R pEXH5-tac mit FG>RR-Austausch in der c- . .
PEXHS-RR-tac AP" " Region des HiPIP-Signalpeptides diese Arbeit
KRR R pEXH5-RR-tac mit RR>KK-Austausch im . .
pEXH5-KK-RR-tac Ap Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
hiSP PR ’ R pPEX-hipSP-phoA-tac mit FG>RR-Austausch in . .
PEX-hipSF-RR-phoA-tac Ap der c-Region des HiPIP-Signalpeptides diese Arbeit
S K KRR ) R pEX-hipSP-RR-phoA-tac mit RR>KK-Austausch . .
pEX-hipSP-KK-RR-phoA-tac Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
™y R pEXH5-tac mit FG>DD-Austausch in der c- . .
PEXHS-DD-tac Ap Region des HiPIP-Signalpeptides diese Arbeit
KA R pEXH5-DD-tac mit RR>KK-Austausch im . .
pEXH5-KK-DD-tac Ap Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
. pPEX-hipSP-phoA-tac mit FG>DD-Austausch in . .
_hipSP-DD- - R
PEX-hipsP-DD-phoA-tac Ap der c-Region des HiPIP-Signalpeptides diese Arbeit
hinSPUKK_PD. ; R pPEX-hipSP-DD-phoA-tac mit RR>KK-Austausch . .
PEX-hipSP-KK-DD-phoA-tac Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
T R PEXH5-tac mit MI>AA-Austausch in der h- ; ;
PEXHS-h-reg-tac Ap Region des HiPIP-Signalpeptides diese Arbeit
T R PEXH5-KK-h-reg.-tac mit RR>KK-Austausch im . .
pEXH5-KK-h-reg.-tac Ap Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
iSSP _reg ) R pEX-hipSP-phoA-tac mit MI>AA-Austausch in der . .
pEX-hipSP-h-reg.-phoA-tac Ap h-Region des HIPIP-Signalpeptides diese Arbeit
pEX-hipSP-KK-h-reg.-phoA- R PEX-hipSP-h-reg.-phoA-tac mit RR>KK- . .
tac Ap Austausch im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
pEXH5-tac mit FG>RR-Austausch in der c-
pEXH5-RR+h-reg.-tac ApR Region und MI>AA-Austausch in der h-Region diese Arbeit
des HiPIP-Signalpeptides
e s R pEXH5-RR+h-reg.-tac mit RR>KK-Austausch im . .
pEXH5-KK-RR+h-reg.-tac Ap Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
s s : pEX-hipSP-phoA-tac mit FG>RR-Austausch in
faEg( hipF-RR+h-reg.-phoA ApR der c-Region und MI>AA-Austausch in der h- diese Arbeit
Region des HiPIP-Signalpeptides
_hinSP-KK- -reg.- _hipSP- -reg.- - i -
pEX-hipSP-KK-RR+h-reg. ApR pEX-hipSP-RR+h-reg.-phoA-tac mit RR>KK diese Arbeit

phoA-tac

Austausch im Signalpeptid von HiPIP
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Plasmid Charakteristika Herkunft/ Referenz
Expressionsvektor fur Arabinose-regulierbare
R
PBAD22 Ap Expression (Psap des araBAD-Operons) Guzman et al., 1995
pBAD22 mit hipSP-phoA-Fragment aus pEX- diese Arbeit
pBAD-hipSP-phoA ApR hipsP-phoA-tac (Ncol/Xbal); Expression von . .
. Richter & Briiser, 2005
hipSP-phoA unter Kontrolle von Para
hinSPKIK. R pBAD-hipSP-phoA mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit
PBAD-hip=r-KK-phoA AP® \iiPIP-Signalpeptid Richter & Briiser, 2005
pJOE2702 ApR Expre_ssnonsvektor fu_r L-Rhamnose- Volff et al., 1996
regulierbare Expression
pJOE2702 mit hipSP-phoA-Fragment aus pEX- diese Arbeit
pJOE-hipSP-phoA ApR hipSP-phoA-tac (Ndel/Hindlll); Expression von . ..
; Richter & Briiser, 2005
hipSP-phoA unter Kontrolle von Prnagap
i SP KK R pJOE-hipSP-phoA mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit
PJOE-hipSP-KK-phoA Ap HiPIP-Signalpeptid Richter & Briiser, 2005
Expression von Nsp1p (18 FG-repeats) aus
R
pNsp1pFF18 Ap Saccharomyces cerevisae Clarkson et al., 1996
pBW22 ApR Expre_sswnsvektor fu_r L-Rhamnose- Wilms et al., 2001
regulierbare Expression
pBW22 mit hip-Fragment (Ndel/Scal) aus
pBW-hip-H6-BamHI ApR pEXH5-BamHI; BamHI-Schnittstelle nach dem diese Arbeit
8. Codon des maturen Bereiches von hip
e KK L. R pBW-hip-H6-BamHI mit RR>KK-Austausch im . .
pBW-hip-KK-H6-BamHI Ap Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
pBW-hip-H6-BamHI mit nsp-R1-Fragment diese Arbeit
pBW-hipSP-nspR1-H6 ApR (BamHI/Xhol); Expression von 1 FG-repeat
von nsp1p mit hip-Signalpeptid und His-tag
pBW-hip-H6-BamHI mit nsp-R2-Fragment
pBW-hipSP-nspR2-H6 ApR (BamHI/Xhol); Expression von 2 FG-repeats diese Arbeit
von nsplp mit hip-Signalpeptid und His-tag
. pBW-hip-H6-BamHI mit nsp-R3-Fragment . .
-hipSP- X
:)=ng/vl\1ll_%3)nspR3 H6 ApR (BamHI/Xhol); Expression von 3 FG-repeats (F‘ili?:;et}e?r:f ;tl 2007
p von nsp1p mit hip-Signalpeptid und His-tag N
PSP pBW-hip-H6-BamHI mit nsp-R5-Fragment . .
:’=BVI\3’V'\'/'_’;’_‘,5)”S’°R5 H6 ApR  (BamHlI/Xhol); Expression von 5 FG-repeats g'iif‘fe?r:tegl 2007
P von nsplp mit hip-Signalpeptid und His-tag v
hinSP. . pBW-hip-H6-BamHI mit nsp-R7-Fragment . .
:)=BVI\BIVI\1/-%7)nsp R7-HE ApR (BamHI/Xhol); Expression von 7 FG-repeats gli?:i(tee?r:te;tl 2007
P von nsplp mit hip-Signalpeptid und His-tag v
hinSP. . pBW-hip-H6-BamHI mit nsp-R10-Fragment . .
:’f"l‘g’v’\’,’_’; 16')5’°R1° H6 Ap?  (BamHI/Xhol); Expression von 10 FG-repeats g‘;:;:’:f:l 2007
p von nsp1p mit hip-Signalpeptid und His-tag "
hinSP. . pBW-hip-H6-BamHI mit nsp-R17-Fragment . .
:LBV;VI:/% 17n)sp R17-H6 ApR (BamHI/Xhol); Expression von 17 FG-repeats gli?:i(tee?r:te.latl 2007
p von nsplp mit hip-Signalpeptid und His-tag v
-hipSP- N i g i
PBW-hipsP-KK-nspR1-H6 ApR pBW-hipSP-nspR1-H6 mit RR>KK-Austausch im diese Arbeit

Signalpeptid von HiPIP
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Plasmid

Charakteristika

Herkunft/ Referenz

pBW-hipSP-nspR2-H6 mit RR>KK-Austausch im

_hipSP- - - R i i
pBW-hipSP-KK-nspR2-H6 Ap Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
pBW-hipSP-KK-nspR3-H6 AoR pBW-hipSP-nspR3-H6 mit RR>KK-Austausch im  diese Arbeit
(=pBW-R3-KK) P Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
pBW-hipSP-KK-nspR5-H6 AoR pBW-hipSP-nspR5-H6 mit RR>KK-Austausch im  diese Arbeit
(=pBW-R5-KK) P Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
pBW-hipSP-KK-nspR7-H6 AoR pBW-hipSP-nspR7-H6 mit RR>KK-Austausch im  diese Arbeit
(=pBW-R7-KK) p Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
pBW-hipSP-KK-nspR10-H6 AoR pBW-hipSP-nspR10-H6 mit RR>KK-Austausch diese Arbeit
(=pBW-R10-KK) p im Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
pBW-hipSP-KK-nspR17-H6 AoR pBW-hipSP-nspR17-H6 mit RR>KK-Austausch diese Arbeit
(=pBW-R17-KK) p im Signalpeptid von HiPIP Richter et al., 2007
pBW-hipSP-nspR3®-H6 AoR pBW-hipSP-nspR3-H6 mit PAFSFG>NIILLI- diese Arbeit
(=pBW-R3-0) p Austausch im 3. FG-repeat von Nsp1p Richter et al., 2007
pBW-hipSP-nspR5®-H6 AoR pBW-hipSP-nspR5-H6 mit PAFSFG>NIILLI- diese Arbeit
(=pBW-R5-0) p Austausch im 3. FG-repeat von Nsp1p Richter et al., 2007
pBW-hipSP-nspR7®-H6 AoR pBW-hipSP-nspR7-H6 mit PAFSFG>NIILLI- diese Arbeit
(=pBW-R7-0) p Austausch im 3. FG-repeat von Nspip Richter et al., 2007
pBW-hipSP-nspR10®-H6 AoR pBW-hipSP-nspR10-H6 mit PAFSFG>NIILLI- diese Arbeit
(=pBW-R10-0) p Austausch im 3. FG-repeat von Nsp1p Richter et al., 2007
pBW-hipSP-nspR17®-H6 AoR pBW-hipSP-nspR17-H6 mit PAFSFG>NIILLI- diese Arbeit
(=pBW-R17-0) p Austausch im 3. FG-repeat von Nsp1p Richter et al., 2007

hinSPKIK. g R pBW-hipSP-nspR3®-H6 mit RR>KK-Austausch . .
pBW-hipsSP-KK-nspR3®-H6 Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit

hinSPK K. g R pBW-hipSP-nspR5®-H6 mit RR>KK-Austausch . .
pBW-hipSP-KK-nspR5®-H6 Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit

hinSPKIK. g R pBW-hipSP-nspR7®-H6 mit RR>KK-Austausch . .
pBW-hipSP-KK-nspR7®-H6 Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit

hinSPLKIK. g R pBW-hipSP-nspR10®-H6 mit RR>KK-Austausch . .
pBW-hipSP-KK-nspR10®d-H6  Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit

, pBW-hipSP-nspR17®-H6 mit RR>KK-Austausch . .

-hinSP-KK- - R
pBW-hipSP-KK-nspR17®-H6  Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
pBW-hipSP-nspR5®-H6 ADR pBW-hipSP-nspR5-H6 mit PAFSFG>NIILLI- diese Arbeit
(=pBW-R5-0() p Austausch im 5. FG-repeat von Nsp1p Richter et al., 2007

-hipSP- o i :
PBW-hipsP-KK-nspRE®.-HE ApR pBW-hipSP-nspR5®-H6 mit RR>KK-Austausch diese Arbeit

im Signalpeptid von HiPIP
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Plasmid

Charakteristika

Herkunft/ Referenz

pBAD-pspA-H6 mit nsp-R3-Fragment

pBAD-nspR3-H6 ApR (Ncol/Xhol); Expression von 3 FG-repeats von diese Arbeit
nsplp mit His-tag
pBAD-pspA-H6 mit nsp-R5-Fragment . .
pBAD-nspR5-H6 R . . : diese Arbeit
(=pBAD-R5) Ap (NcoI/Xh_oI), _Expressmn von 5 FG-repeats von Richter et al.,, 2007
nsplp mit His-tag
pBAD-pspA-H6 mit nsp-R17-Fragment
pBAD-nspR17-H6 ApR (Ncol/Xhol); Expression von 17 FG-repeats von diese Arbeit
nsplp mit His-tag
i ! R pBAD-nspR3-H6 mit PAFSFG>NIILLI-Austausch . .
pBAD-nspR3®-H6 Ap im 3. FG-repeat von Nspip diese Arbeit
pBAD-nspR5®-H6 AoR pBAD-nspR5-H6 mit PAFSFG>NIILLI-Austausch  diese Arbeit
(=pBAD-R5-®) p im 3. FG-repeat von Nsp1p Richter et al., 2007
i ! R pBAD-nspR17-H6 mit PAFSFG>NIILLI- . .
PBAD-nspR170-HE Ap Austausch im 3. FG-repeat von Nsp1p diese Arbeit
hinSP. y pBW-hipSP-nspR5-H6 mit gfp-Fragment . .
:’=BVI\3’V'\'/'_’;5_{'§’°)R5 gfp ApR  (Sacll/Xhol) aus pTB-DG; Expression von hipsP- g':;ﬁ Q:‘:’::n ot al. 2008
P p nspR5 mit gfp-Fusion (C-terminal) v
pBW-hipSP-KK-nspR5-gfp AoR pBW-hipSP-nspR5-gfp mit RR>KK-Austausch im  diese Arbeit
(=pBW-R5-gfp-KK) p Signalpeptid von HiPIP Berthelmann et al., 2008
pBW-hipSP-nspR5®-H6 mit gfp-Fragment
pPBW-hipSP-nspR5®-gfp ApR (Sacll/Xhol) aus pTB-DG; Expression von hipSP-  diese Arbeit
nspR5® mit gfp-Fusion (C-terminal)
hinSPLKIK. g R pBW-hipSP-nspR5®-gfp mit RR>KK-Austausch . .
pBW-hipsSP-KK-nspR5®-gfp Ap im Signalpeptid von HiPIP diese Arbeit
pEXH5-tac-BamHISP mit cueOSP-Fragment . .
PEX-cueOy/hip-tac Ap®  (Ndel/BamHI); Expression von hip mit cueo-  Lindenstrau & Briser
. . (unveroffentlicht)
Signalpeptid
pEXH5-tac-BamHISP mit amiASP-Fragment . .
pEX-amiA/hip-tac ApR (Ndel/BamHI); Expression von hip mit amiA- Llnden"straufé_ & Braser
. . (unveroffentlicht)
Signalpeptid
pEXH5-tac-BamHISP mit torASP-Fragment . .
pEX-torA/hip-tac ApR (Ndel/BamHI); Expression von hip mit torA- Llndenustrauﬁ_ & Briiser
. . (unveroffentlicht)
Signalpeptid
pEXH5-tac-BamHISP mit dmsASP-Fragment Lindenstrau® & Briiser
pEX-dmsA/hip-tac ApR (Ndel/BamHI); Expression von hip mit dmsA- . R
. . (unveroffentlicht)
Signalpeptid
pBW-hipSP-nspR5-H6 mit amiASP-Fragment
pBW-amiAsP-nspR5-H6 ApR (Ndel/BamHI); Expression von 5 FG-repeats diese Arbeit
von nsplp mit amiA-Signalpeptid und His-tag
pBW-hipSP-nspR5-H6 mit cueOSP-Fragment
pBW-cueOSP-nspR5-H6 ApR (Ndel/BamHI); Expression von 5 FG-repeats diese Arbeit
von nsp1p mit cueO-Signalpeptid und His-tag
pBW-hipSP-nspR5-H6 mit dmsASP-Fragment
pBW-dmsASP-nspR5-H6 ApR (Ndel/BamHI); Expression von 5 FG-repeats diese Arbeit
von nsplp mit dmsA-Signalpeptid und His-tag
pBW-hipSP-nspR5-H6 mit torASP-Fragment
pBW-torAsP-nspR5-H6 ApR (Ndel/BamHI); Expression von 5 FG-repeats diese Arbeit

von nsplp mit torA-Signalpeptid und His-tag
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2.2 Kultivierungsbedingungen

2.2,.1 Nahrmedien und Zusatze

Die aerobe Anzucht von E. coli erfolgte in der Regel in Luria-Bertani-Medium. Zur Herstellung
von Platten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren Agar (15 g/1) zugesetzt. Fiir anaerobes
Wachstum wurde Nitrat-Medium und zur Vorbereitung auf das TMAO-Wachstum M9-
Minimalmedium verwendet. SOB-Medium wurde zur Anzucht von Zellen verwendet, die
kompetent gemacht wurden (2.3.8.2). Die Nahrmedien wurden durch Autoklavieren (121°C,
20 min) sterilisiert. Hitzelabile Losungen, wie Antibiotika, wurden sterilfiltriert (PVDF-

Membranfilter, Porengréf3e 0.22 um, Roth, Karlsruhe).

(1) LB-Medium (Sambrook et al., 1989)
10g Pepton
5g Hefe-Extrakt
10g NaCl
ad 11 H20bidest

(2) Nitrat-Medium

LB-Medium + 0.5% Glycerin
0.4% NaNO3

(3) M9-Minimalmedium
Das H20nidest wurde mit den M9-Salzen autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurden die restlichen

Inhaltsstoffe aus sterilfiltrierten Stammlosungen zugegeben.

200 ml 5x M9-Salze
1mM MgS04
0.001% (w/v) Thiamin
0.5% (w/v) Glucose
1 ml SL12 (bei Bedarf)
ad 11 H20pidest

5x M9-Salze:

170 mM Na2HPO4
110 mM KH2PO4

94 mM NHa4CI
43 mM NaCl
0.1 mM CaCl2

ad 11 HaOvidest
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SL12-Spurenelementiosung

8 mM EDTA-Na:
3.5mM FeS04
300 uM  ZnCl2
250 yM  MnCl2
49 mM H2BOs
800 uM  CoCl2

10 pM  CuCl2
100 pM  NiCl2

70 pM  Naz2MoO4

ad 11 H20pidest

(4) SOB-Medium
20g Trypton
5g Hefe-Extrakt
0.5g NacCl
pH 7.0

ad 11 H20bidest
Nach dem Autoklavieren mussten noch 100 mM sterilfiltriertes MgCl2 zugegeben werden.

(5) Antibiotika
In Tabelle 2.3 sind alle verwendeten Antibiotika aufgefiihrt. Die Lagerung der Stammlosungen

erfolgte bei -20°C.

Tabelle 2.3: Antibiotika-Stammlésungen und Endkonzentrationen im Medium

Antibiotikum Stammioésung (1:1000) Endkonzentration im Medium
Ampicillin (Ap) 100 mg/ml H20 100 pg/ml

Kanamycin (Km) 25 mg/ml H20 25 pg/ml

Tetracyclin (Tc) 12 mg/ml 70% Ethanol (v/v) 12 pg/mi

Chloramphenicol (Cm) 20 mg/ml Methanol 20 pg/ml

2.2.2 Anzucht und Zellernte

Die aerobe Anzucht der E. coli-Stamme erfolgte in LB-Medium, wobei zur Selektion die
entsprechenden Antibiotika zugegeben wurden. Als KulturgefaBe dienten sterile
Zentrifugenrohrchen und Erlenmeyerkolben mit und ohne Schikane. Die Anzucht der
Flussigkulturen erfolgte bei 30°C oder 37 °C auf Schittlern bei ca. 200 rpm. Fir die anaerobe

Zellanzucht wurden 50 mi-Greiner-Rohrchen verwendet. Das Zellwachstum wurde durch
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Messung der optischen Dichte (ODeoo) mit einem UV/Vis-Spektrophotometer verfolgt. Die Zell-
ernte erfolgte entweder in einer Tischzentrifuge (13000 rpm, 30 s), in der Hettich Universal 30
RF-Zentrifuge (3800 x g, 10 min, 4°C) oder in der Sorvall RC-5C PLUS (6800 x g, 10 min, 4°C).
Beimpfte Agar-Platten wurden aerob bei 30°C oder 37 °C tiber Nacht inkubiert.

2.2.3 Stammbhaltung

E. coli-Stamme wurden auf LB-Agar-Platten mit entsprechenden Antibiotika-Zusatzen
kultiviert. Nach Inkubation bei 30°C oder bei 37 °C erfolgte die Lagerung der Platten bei 4°C.
Spatestens alle vier Wochen wurden die Stamme auf frische Platten liberimpft.

Von allen Stammen wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurden Kulturen der spatex-
ponentiellen Wachstumsphase 1:1 mit LB-Medium/30% Glycerin versetzt und bei -80°C
gelagert.

2.3 Molekulargenetische Arbeiten

2.3.1 Vorbehandlung von Geraten und Lésungen

Da es fir die Arbeit mit DNA notwendig ist vorhandene DNasen zu inaktivieren, wurden alle
hitzebestandigen Gerate und Lésungen bei 121°C autoklaviert. Alle hitzelabilen Losungen

wurden sterilfiltriert.

2.3.2 Miniplasmidpraparation

Zur Gewinnung von reiner Plasmid-DNA fir verschiedene molekulargenetische Techniken
wurde ein QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) oder ein peq Gold Plasmid Miniprep
Kit (peqlab Biotechnologie, Erlangen) verwendet.

Die Plasmidpraparation erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde mit 50 pl

H20videst von der Silicagel-Membran der Saule eluiert und bei -20° C aufbewahrt.

2.3.3 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Flachbett-Elektrophoresekammern. Fur die
Trennung von groflen Fragmenten wurde eine Agarosekonzentration von 1% (w/v) eingesetzt.
Fur kleinere Fragmente betrug die Agarosekonzentration 2% (w/v).

Als Elektrophorese-Puffer diente TAE-Puffer [40 mM Tris/Acetat pH 8.0, 1 mM EDTA]. Die

Agarose wurde unter Kochen in TAE-Puffer gelost und das Gel gegossen.
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Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0.2 Volumina 6 x Sample Buffer (Fermentas, St.
Leon-Rot) versetzt. Die aufgetragene Probenmenge betrug bei analytischen Gelen 5-15 pl und
bei praparativen Gelen 30-80 pul. Die Elekrophorese erfolgte bei 80-120 V ohne
Stromlimitierung bis zur gewiinschten Auftrennung.

Das Gel wurde anschliefiend in einer Ethidiumbromid-Lésung [1 pg Ethidiumbromid/ml TAE-
Puffer] 10 - 30 min geschwenkt, um die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen.

Zur Bestimmung der Grofe linearer DNA-Fragmente dienten die Marker 1kb-DNA-Ladder und
DNA-Ladder-Mix (beide Fermentas, St. Leon-Rot).

2.3.4 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10-20 ul (analytisch) und 50-
100 ul (praparativ). Als Inkubationspuffer dienten die vom Hersteller der Enzyme
mitgelieferten Puffer, die 10x konzentriert waren. Pro pg DNA wurden 10 U
Restriktionsendonuklease zugegeben und der Ansatz in der Regel 1 - 3 Stunden bei der fir
das Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. Die Uberpriifung auf vollstindige Spaltung

erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (2.3.3).

2.3.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA

DNA-Fragmente wurden mittels des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt.
Dabei adsorbiert die DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silicagel-Membran, wahrend
Verunreinigungen (z.B. Enzyme) diese ungehindert passieren kdnnen. Es wurde nach dem
mitgelieferten Protokoll vorgegangen und die DNA mit dem gewiinschten Volumen an sterilem
H20bidest eluiert.

Diese Methode diente zur Reinigung praparativer Restriktionen und von PCR-Produkten.

2.3.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem praparativen, ca. 1 cm dicken,
Agarosegel aufgetrennt. Unter UV-Licht wurden die entsprechenden Banden aus dem Gel
geschnitten. Die Elution der DNA aus dem Agarosegelstiick erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden).
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2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl im mitgelieferten Ligationspuffer mit
1 U T4-DNA Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) bei 16 °C fiir 4-16 Stunden. 2-5 pl des Ligations-

ansatzes wurden fur die Transformation verwendet.

2.3.8 Transformation nach der CaCl>-Methode

2.3.8.1 Herstellung von CaCl>-kompetenten Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl-Methode wurde eine Ubernachtkultur des
entsprechenden E. coli-Stammes herangezogen, 1:100 in 70 ml frisches LB-Medium uberfiihrt
und bis zu einer ODsoo von 0.3 - 0.5 bei 37°C wachsen gelassen. Die Zellen wurden geerntet
(3600 x g, 10 min, 4°C) und in 21 ml 70 mM CaCl2/ 20 mM MgSO04 resuspendiert. Dieser
Ansatz wurde 30 - 45 min auf Eis inkubiert.

Es folgten wieder eine Zentrifugation (3600 x g, 10 min, 4°C), eine Resuspendierung in
7 ml 70 mM CaClo/ 20 mM MgS04 und eine 30-45miniitige Inkubation auf Eis. Die
kompetenten Zellen wurden zu einer Endkonzentration von 25% (v/v) mit Glycerin versetzt,
aliquotiert und in fliussigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der kompetenten Zellen bis

zu ihrer Verwendung erfolgte bei -80°C.

2.3.8.2 Herstellung von superkompetenten Zellen nach Sambrook & Russell (2001)

Superkompetente Zellen wurden meist vom Klonierungsstamm XL1Blue benétigt und vor
allem zu dessen Transformation mit Ligations- oder PCR-Produkten verwendet.

Zur Herstellung der superkompetenten Zellen wurde eine Vorkultur des entsprechenden
Stammes in SOB-Medium (250-300 rpm, 37°C) herangezogen und 1:100 in 250 ml SOB-
Medium uberfiuhrt. Diese Kultur wurde unter leichtem Schitteln bei 18-25°C inkubiert. Bei
einer ODsoo von 0.55 wurden die Zellen zunachst 10 min auf Eis gekiihlt und anschlief3end
geerntet (3600 x g, 10 min, 4°C). Das Zellpellet wurde in 80 ml eiskaltem sterilfiltrierten
Transformationspuffer [55 mM MnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCI, 10 mM PIPES pH 6.7)
resuspendiert und wieder pelletiert (3600 x g, 10 min, 4°C). Die Zellen wurden dann in nur
noch 20 ml Transformationspuffer aufgenommen, mit 1.5 ml DMSO versetzt, 10 min auf Eis

inkubiert, aliquotiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren.



MATERIAL UND METHODEN

25

2.3.8.3 Transformation

100 ul der CaClo-kompetenten oder der superkompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut

und mit 2-10 ul der DNA (Ligation, Plasmid-Praparation) 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock (60-120 s, 42°C) und eine sofortige Abkiihlung auf Eis (2 min). AnschlieRend

wurden 750 ul auf 42°C vorgewarmtes LB-Medium zugegeben und die Zellen mindestens 60

min bei 37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Zur Selektion dienten LB-Agarplatten mit

entsprechenden Antibiotika-Zusatzen. Nach der Ausplattierung der Zellen auf diesen Platten

erfolgte eine Inkubation Giber Nacht je nach Stamm bei 37°C bzw. 30°C.

2.3.9 PCR (Polymerasen-Kettenreaktion)

2.3.9.1 Standard-PCR

Diese Methode wurde verwendet um ausreichende Mengen von DNA-Abschnitten zur

Klonierung aus Plasmiden oder aus genomischer E. coli -DNA zu amplifizieren. Die dafur

verwendeten Primer, die von Metabion (Martinsried) bezogen wurden, sind in Tabelle 2.4

dargestellt.

Tabelle 2.4: Primer fiir Standard-PCR (Die Schnittstellen sind unterstrichen.)

Name

Sequenz (5> 3))

Verwendung

hip-Anfang-Ndel-F

GGAGATATACATATGTCCGATAAGC

Amplifikation des precursor-hip-
Fragmentes aus pEXH5 (bindet am
Translationsstart)

hip-Ende-Xhol-R

GATCAGCCGGCCTCGAGGGTCCAGGAAGC

Amplifikation des precursor-hip-
Fragmentes aus pEXH5 (bindet am
Stopcodon)

ftsH-HindlIlI-F

CGAAAGCTTGAAAGATGCTGGATATAGAGTATCC

Amplifikation von ftsH aus genomischer
E. coli-DNA

ftsH-Xhol-R

TTACTCGAGGCCTAACTGCTCTGACATGGTGTTAC

Amplifikation von ftsH aus genomischer
E. coli-DNA

phoA-Anfang-Ndel-F

GGAGAAAATCATATGAAACAAAGCACTATTGCA

Amplifikation des precursor-phoA-
Fragmentes aus genomischer E. coli-
DNA (bindet am Translationsstart)

phoA-Ende-HindllI-R

GTTTTAAGCTTGAGCGTATGCGCCCGTGATCTG

Amplifikation von phoA-Fragmenten aus
genomischer E. coli-DNA (bindet am
Ende von phoA)

phoA-mature-Xhol-F

CGGACACTCGAGATGCCTGTTCTGGAAAACCGG

Amplifikation des maturen phoA-
Fragmentes aus genomischer E. coli-
DNA (bindet am Start des maturen
phoA)
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Name

Sequenz (5> 3))

Verwendung

phoA-mature-Ndel-F

CACCACATATGCCTGTTCTGGAAAACCG

Amplifikation des maturen phoA-
Fragmentes aus genomischer E. coli-
DNA (bindet am Start des maturen
phoA)

ftsH-Ncol-forward

GAGTGCCATGGCGAAAAACCTAATACTCTGGC

Amplifikation des ftsH-Fragmentes aus
pEXH5-ftsH-H6-tac, zur Klonierung von
pBAD-ftsH

ftsH-Xbal-reverse

AGTTATTICTAGAGCGGTGGCAGCAGCCAACTC

Amplifikation des ftsH-Fragmentes aus
pEXH5-ftsH-H6-tac, zur Klonierung von
pBAD-ftsH

Plac-Pstl-forward

TCCGACTGCAGCGAATGGTGCAAAACCTTTCG

Amplifikation des Fragmentes Ptac-hip
aus pEXH5-tac, zur Klonierung von
pABS-tatABC-hip-tac

hip-BamHI-reverse

TAGGCGGATCCCGAGGCCCTTTCGTCTTC

Amplifikation des Fragmentes Ptac-hip
aus pEXH5-tac, zur Klonierung von
pABS-tatABC-hip-tac

hip-phoA-Ncol-F

TATACCCATGGCCGATAAGCCAATCAGCAA

Amplifikation des Fragmentes hipsP-
phoA aus pEX- hipSP-phoA-tac, zur
Umklonierung in den Vektor pBAD22

hip-phoA-Xbal-R

CTCATICTAGACAGCTTATCATCGATAAGC

Amplifikation des Fragmentes hipSP-
phoA aus pEX- hipSP-phoA-tac, zur
Umklonierung in den Vektor pBAD22

zur Klonierung verschiedener FG-
repeats

nsp1p-Ncol-F GGGATCCATGGCAAAACCAGCCCTC i BAD-HG (pBAD-pspA-HE), bindet am
Start von nsp1p in pNsp1-FF18
zur Klonierung verschiedener FG-
nsp1p-Ndel-F TGGGACATATGGCAAAACCAGCCCTCTC repeats

in pEX-H6-tac (pEX-pspA-H6-tac), bindet
am Start von nsp1p in pNsp1-FF18

nsp1p-BamHI-F

CATATGGATCCCATGGCAAAACCA

zur Klonierung verschiedener FG-
repeats

in pBW-hip-H6-BamHI fusioniert an
hipSP, bindet am Start von nsp1p in
pNsp1-FF18

nsplp-Xhol-R1

CCAAACTCGAGACTTGGGGTTGTGTTAGTTG

zur Amplifikation von einem nsp1p-
Fragment mit 1 FG-repeat aus pNsp1-
FF18, bindet am Ende des 1. repeats

nsplp-Xhol-R2

CCGAACTCGAGGGCAGGCTTAGAAGTAGCAC

zur Amplifikation von einem nsp1p-
Fragment mit 2 FG-repeats aus pNsp1-
FF18, bindet am Ende des 2. repeats

nsplp-Xhol-R3

CCAAACTCGAGAGCTGGTTTTGAGGAATTATC

zur Amplifikation von einem nsp1p-
Fragment mit 3 FG-repeats aus pNsp1-
FF18, bindet am Ende des 3. repeats

nsplp-Xhol-R5

CCAAACTCGAGTGCCGGCTTGGAGGTTTCATTG

zur Amplifikation von einem nsp1p-
Fragment mit 5 FG-repeats aus pNsp1-
FF18, bindet am Ende des 5. repeats

nsplp-Xhol-R7

CCGAACTCGAGGGCAGGCTTAGAAGTAGCAC

zur Amplifikation von einem nsp1p-
Fragment mit 7 FG-repeats aus pNsp1-
FF18, bindet am Ende des 7. repeats

nsplp-Xhol-R10

CCAAACTCGAGTGCCGGCTTGGAAGTTTCATTG

zur Amplifikation von einem nsp1p-
Fragment mit 10 FG-repeats aus pNsp1-
FF18, bindet am Ende des 10. repeats
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Name Sequenz (5> 3)) Verwendung

zur Amplifikation von einem nsp1p-
nsplp-Xhol-R17 CCAAACTCGAGCGCTGGCTTGCTCGTATCAC Fragment mit 17 FG-repeats aus pNsp1-
FF18, bindet am Ende des 17. repeats

zur Amplifikation des gfp-Fragmentes

gfp-Sacll-F-st AGGGCCCGCGGGTAAAGGAGAAGAACTTTTCAC aus pTB-DG

zur Amplifikation des gfp-Fragmentes

gfp-Xhol-R-st GTCTGCTCGAGTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC
aus pTB-DG

Das Gesamtvolumen eines PCR-Ansatzes betrug 50 pl und enthielt die folgenden

Komponenten:

1 x Pfu-Polymerase-Puffer
10 - 100 ng dsDNA-template
je 10 - 20 pmol Primer F / R
10 nmol dNTP’s

5% (v/v) DMSO

2.5 U Pfu-DNA-Polymerase

Die Reaktionen wurden in einem Trio-Thermoblock™ (Biometra, Géttingen) nach folgendem

Schema durchgefiihrt:

Schritt 1: 30s 95°C

Schritt 2: 30s 95°C Denaturierung

Schritt 3: 1 min 50-65°C Annealing 32x
Schritt 4: 1-2 min 68°C Extension

Schritt 5: 4°C

Die Annealing-Temperatur wurde dem entsprechendem Primer-Paar angepasst. Die Dauer der
Extension richtete sich nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes (ca.
1 min/ 1kb).

2.3.9.2 Quik-Change™ Site-Directed-Mutagenese (Stratagene, La Jolla, USA)

Diese Methode wurde zum Austausch einzelner Aminosauren, kurzer Aminosauresequenzen
oder zur Einfuhrung von Restriktionsschnittstellen in Vektoren verwendet. Die zu mutierende
Sequenz muss in einem doppelstrangigen, supercoiled Vektor vorliegen, der aus einem dam+-
E. coli-Stamm isoliert wird. Zwei zueinander komplementare Mutagenese-Primer, je einer fiir
einen Strang, dienen der Einfuhrung der jeweiligen Mutation. Die Verlangerung der
Oligonukleotid-Primer erfolgt mit Hilfe der Pfu-DNA-Polymerase in einer PCR-Reaktion.

Anschlieflend wird der Ansatz mit Dpnl behandelt. Die Endonuklease Dpnl verdaut spezifisch
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methylierte und hemimethylierte DNA, so dass nur die dam-methylierte parentale DNA

abgebaut wird. Dieser Ansatz kann ohne Ligation zur Transformation eingesetzt werden, da

der lineare Vektor in E. coli rezirkularisiert wird.

In Tabelle 2.5 sind die verwendeten Oligonukleotid-Primer aufgelistet. Sie wurden nach

Anleitung des Quik-Change™ Site-Directed-Mutagenese-Protokolls ausgewahlt und von

Metabion (Martinsried) bezogen.

Tabelle 2.5: Verwendete Mutagenese-Primer (Die auszutauschenden Basen sind unterstrichen dargestellt.)

Name

Sequenz (5> 3’)

Verwendung

hip-sec-avoid-RR-F
hip-sec-avoid-RR-R

CAACCTGGTCGGTCGCCGCACCGCCCGTGCC
GGCACGGGCGGTGCGGCGACCGACCAGGTTG

Austausch von GF > RR in der
c-Region des HiPIP-
Signalpeptids

hip-sec-avoid-DD-F
hip-sec-avoid-DD-R

CAACCTGGTCGGTGACGACACCGCCCGTGCC
GGCACGGGCGGTGTCGTCACCGACCAGGTTG

Austausch von GF > DD in der
c-Region des HiPIP-
Signalpeptids

Austausch von Ml > AA in der

hip-h-region F CCGCCATCCCGGCGGCCAACCTGGTCGGTTTC h Reion dos HIPIP.
hip-h-region-R GAAACCGACCAGGTTGGCCGCCGGGATGGCGG "Region d
Signalpeptids
hip-KK-F CGATAAGCCAATCAGCAAGAGCAAGAAAGACGCTGTCAAAGTGATG | Austausch des RR-Motivs in
hip-KK-R CATCACTTTGACAGCGTCITICTTGCTCTTGCTGATTGGCTTATCG KK im HiPIP-Signalpeptid
hip-n-Ndel-F GTCCGATAAGCCAATCCATATGAGCCGTCGTGACGCTG g'{}“;::]{::t';gllg'i’:ﬁ’H"i'gﬁt
hip-n-Ndel-R CAGCGTCACGACGGCTCATATGGATTGGCTTATCGGAC . .
Signalpeptid
hip-BamHI-F CGCCAATGCCGTGGATCCGGACGATGCGACCG g'c“hfr‘]‘m;‘tﬁ:';‘;' E:f’:r']"g" dos
hip-BamHI-R CGGTCGCATCGTCCGGATCCACGGCATTGGCG ; :
maturen Bereiches von hip
Nsp1p-Aust-1F GCTGGTGCTACTTCTAAGAATATCATCTCATTCGGTGCTAAGC /'i'r:‘:‘r‘g;‘::lgre":?nhg:?g h;’g_e"
Nspip-Aust-1R GCTTAGCACCGAATGAGATGATATTCTTAGAAGTAGCACCAGC .
repeat von Nspi1p
Nspp-Aust-2F CTTCTAAGAATATCATCTTATTGATTGCTAAGCCAGAAGAAAAG i‘r’:‘flt"';'si':‘gr;’::‘nhg:?g hF"g_e"
Nspip-Aust-2R CTTTTCTTCTGGCTTAGCAATCAATAAGATGATATTCTTAGAAG .

repeat von Nspi1p

Nspi1p-Hy-5-F1
Nspip-Hy-5-R1

CAAGATGGAACGGCTAAGAATATCATCTCCTTTGGTGCCAAGCCC
GGGCTTGGCACCAAAGGAGATGATATTCTTAGCCGTTCCATCTTG

Einfiihrung von hydrophoben
Aminosauren in den 5. FG-
repeat von Nspip

Nsp1p-Hy-5-F2
Nsp1p-Hy-5-R2

Der Reaktionsansatz entsprach dem der Standard-PCR (2.3.9.1)

CGGCTAAGAATATCATCTTATTGATTGCCAAGCCCGCGGAG
CTCCGCGGGCTTGGCAATCAATAAGATGATATTCTTAGCCG

Einfuhrung von hydrophoben
Aminosauren in den 5. FG-
repeat von Nspi1p

. Die Reaktionen wurden

ebenfalls in einem Trio-Thermoblock™ (Biometra, Gottingen) nach folgendem Schema

durchgefihrt:

Schritt 1:
Schritt 2:
Schritt 3:
Schritt 4:
Schritt 5:

30s 95°C
30s 95°C Denaturierung
1 min 50-65°C Annealing
15 min 68°C Extension

4°C



MATERIAL UND METHODEN 29

Nach Beendigung der Reaktion wurde, durch die Zugabe von 20 U Dpnl und eine Inkubation
des Ansatzes fiir mindestens 2 h bei 37°C, die parentale DNA abgebaut. Es wurde immer ein
Kontrollansatz ohne dNTP’s von der PCR bis zur Transformation mitgefiihrt. Somit konnte
sichergestellt werden, dass der Dpnl-Verdau vollstandig erfolgte und keine parentale DNA
transformiert wurde. Es schloss sich eine Transformation von ca. 5 pl des Ansatzes in

superkompetente XL1Blue-Zellen an.

2.3.10 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde zur Kontrolle von Nukleotidbasen-Austauschen oder Klonierungen
eingesetzt und erfolgte durch das Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977) mit Hilfe
eines automatisierten Laser-Fluoreszenz-Sequenzierers. Bei dieser Methode verlangert die
Thermo SequenaseTM DNA-Polymerase einen Oligonukleotid-Primer, der einen stabilen
basengepaarten Komplex mit der Matrizen-DNA bildet, in 5°—3 -Richtung. Durch den
zufalligen Einbau von ddNTP s wird das Kettenwachstum abrupt beendet. Dadurch entstehen
unterschiedlich lange, komplementare Kopien des zu sequenzierenden Matrizenstranges, die
in einem Sequenzierungsgel elektrophoretisch getrennt werden. Die ddNTP’s sind kovalent mit
jeweils unterschiedlich fluoreszierenden Farbstoffen verbunden, so dass die Banden,
automatisiert durch Fluoreszenzspektroskopie, anhand der letzten eingebauten Base,
nachgewiesen werden konnen. Die verwendeten Sequenzierungsprimer sind in Tabelle 2.6

aufgelistet.

Tabelle 2.6: Sequenzierungsprimer

Name Sequenz (5> 3)) Bemerkung

hip-Seq-F GACTCACTATAGGGGAATTG ;g);f)srg]a;ict!if::gnzierungsprimer (bindet nach der
hip-Seq-R CCGTTTCGTCCCAATCCG Ziiﬁ-gﬁ\l/_esrjﬁjggtﬁlr;z)ierungsprimer (bindet vor der
Ptac vor Xbal-F GCGCCGACATCATAACGGTTCTG f’;ﬂ;‘:{‘zgi:;::gsgsrrzz f;‘;[)g:{gcph'mtg:l‘l’:asmide
T7-Promotor TAATACGACTCACTATAGG T7-Promotor-Sequenzierungsprimer (downstream)
T7-Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG T7-Terminator-Sequenzierungsprimer (upstream)

zur Sequenzierung upstream einer phoA-Fusion

PhoA-Fusion-Seq-R | AGCGGCAGTCTGATCACC (bindet am Anfang vom maturen Teil von phoA)

zur Sequenzierung upstream einer gfp-Fusion

Felix3_seq (GFP-R) AGTGGAGAGGGTGAAGGTGATG (bindet am Anfang von gfo)
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Fur die Sequenzierung wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

6 ul  Plasmid-DNA (ca. 0.6 ug)
2 ul  entsprechender Sequenzierungsprimer (20 pmol)

2 ul  ABI-Sequencing-Mix (GE Healthcare, Miinchen)

Die Reaktion wurde in einem Trio-Thermoblock™ (Biometra, Gottingen) nach folgendem

Schema durchgefiihrt:

Schritt 1. 30s 95°C Denaturierung

Schritt 2: 15s 50°C Annealing 32x
Schritt 3: 2min 60°C Extension

Schritt 4: 4°C

Die DNA wurde anschlieffend durch Zugabe von 2 pul 3 M Natriumacetat (pH 5.2) und 60 pul
95% (v/v) Ethanol geféllt. Durch Zentrifugation (20 min, 13000 rpm, RT) wurde die DNA
sedimentiert. Nach Waschen des Pellets mit 70% (v/v) Ethanol wurde wieder zentrifugiert
(10 min, 13000 rpm, RT). Nach Abnahme des Uberstandes wurde die DNA luftgetrocknet und
bei -20°C aufbewahrt. Vor dem Auftragen auf das Sequenziergel wurden die Proben in 4 ul
Gelpuffer [5 Volumina Formamid und 1 Volumen 25 mM EDTA (pH 8.0)] aufgenommen und 2
min bei 90° C denaturiert.

Die Sequenzreaktionen wurden am Laser-Fluoreszenz-Sequenzierers ABI 377 Version 4.0
(Perkin-EImer Applied Biosystems, Weiterstadt). aufgetrennt.

Die Sequenzdaten wurden mit Hilfe des im Internet frei verfligbaren Programmes Chromas

Lite (Griffith University, Southport, Australia, http://www.technelysium.com/au) ausgewertet.

Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe von Clustal W vom European Biotechnology Institut (EBI)

erstellt (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration (z.B. von INV) wurde eine modifizierte Methode

nach Lowry et al. (1951) angewandt. Folgende Losungen waren notwendig:

Reagenz A: 1 % Kupfersulfat
Reagenz B: 2 % Natrium-Kaliumtartrat
Reagenz C: 0.2 M Natriumhydroxid

Reagenz D: 4 % Natriumcarbonat

Reagenz E wurde taglich frisch im Verhaltnis A: B:C: D =49 :49:1: 1 hergestellt. 200 pl

einer geeigneten Verdiunnung der Proteinprobe wurden mit 1 ml Losung E versetzt und 15 min
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bei RT inkubiert. Anschlielend wurden 100 pl Folin-Ciocalteau-Reagenz (verdiinnt 1:1 mit
H2Ovidest) zugegeben und die Ansatze weitere 30 min lichtgeschitzt bei RT inkubiert. Die
Extinktion der Probe wurde bei 750 nm bestimmt.

Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurden Verdiinnungen einer BSA-Stammlésung (0-
200 pg/ml), gleichzeitig mitgefiihrt. Aus diesen Messdaten konnte eine Eichgerade erstellt

werden.

24.2 SDS-PAGE

Fur die Auftrennung der Proteine wurden lineare diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gele
nach Lammli (1970) verwendet.

Die Polyacrylamid-Elektrophorese wurde mit Hilfe eines Mini-Protean® 3 Elektro-phoresis-
Systems (Bio-Rad, Hercules, USA) durchgefiihrt. Die Grofie der Gele (ohne Sammelgel) betrug
8.4 x 5.5 x 0.075 cm. Es kamen Trenngele mit einer Konzentration von 15%T1 zum Einsatz,
die mit einem ca. 1 cm langen Sammelgel (4.5%T) zur Auftrennung und Konzentration der

Proteinproben liberschichtet waren.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der Gelgemische fiir SDS-PAGE (fiir 2 Gele)

Trenngel (15%T) Sammelgel (4.5%T)
30%T Acrylamid, 0.8%C Bis-Acrylamid 6 mi 0.75 mi
H20 3ml 3 ml
1.5 M Tris/HCI pH 8.8, 0.3% SDS 3ml -
0.5 M Tris/HCI pH 6.8, 0.4% SDS - 1.25 ml
10% (w/v) APS 100 pl 50 pl
TEMED 104l 5 pl

Das Gelgemisch des Trenngels wurde nach Mischen luftblasenfrei zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen und mit H20 Uberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde
das H20 wieder entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegeben und ein Kamm zur
Formung von Geltaschen eingesetzt.

Nach der vollstandigen Polymerisation des Gels, wurde es in die Elektrophoresekammer
eingesetzt, der Anoden- und Kathodenraum der Kammer mit Elektrodenpuffer [25 mM
Tris/HCI pH 6.8, 0.2 M Glycin, 0.1 % (w/v) SDS] gefiillt und der Kamm entfernt.

Die Proteinproben wurden mindestens im Verhaltnis 1:1 mit SDS-Probenpuffer [8 ml 0.5 M
Tris/HCI pH 8.8, 10 ml Glycerin, 1.54 mg DTT, 2 g SDS, 12 mg Bromphenolblau, ad 50 ml H20]

1 [%T] = Gesamt-Monomerkonzentration (w/v)
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versetzt und 10 min bei 90°C denaturiert. Nach der Abkuhlung der Proben auf Eis erfolgte die
Auftragung aufs Gel mit Hilfe einer Mikroliterspritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz). Als Protein-
Marker wurde der Prestained Protein Ladder (10 - 180 kDa) von MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 120 V ohne Stromlimitierung
durchgefihrt.

2.4.3 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden mindestens 30 min oder iiber
Nacht leicht schwenkend in Coomassie-Farbelosung [0.2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-
250, 0.05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 20% Methanol, 10% Essigsaure] inkubiert.
Die Entfarbung des Hintergrundes erfolgte durch Schwenken in Entfarbelosung [20%

Methanol, 10% Essigsaure].

244 Western-Blot

2.4.4.1 Semi-Dry -Blot

Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte mittels einer Trans-Blot® Semi-
Dry Elektrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, USA) auf eine Nitrocellulosemembran
porablot NCP, 0.45 um Porengrofle (Machery-Nagel, Diiren).

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde 10 min in Towbin-Puffer [25 mM Tris, 170 mM Glycin, 20%
(v/v) Methanol] equilibriert. Sechs Lagen Whatman-3MM-Filterpapier und die
Nitrocellulosemembran wurden auf Gelgrofe zugeschnitten und mit Towbin-Puffer getrankt.
Auf die Anode der Blot-Apparatur wurden drei Filterpapiere, die Nitrocellulosemembran, das
Gel und abschlielend wieder drei Filterpapiere luftblasenfrei gestapelt. Der Transfer der

Proteine erfolgte bei max. 15 V und 250 mA fiir 60 min.

2.4.4.2 Proteinnachweis durch Immunodetektion

Dieser Nachweis beruht auf der Reaktion eines primaren Antikorpers (AK) mit seinem Antigen
und der Bindung eines sekundaren AK an diesen Komplex. Eine an den sekundaren AK
gekoppelte Peroxidase ermoglicht den Nachweis der gebildeten Immunokomplexe durch eine
Farb- oder Lichtreaktion.

Die Nitrocellulosemembran mit den transferierten Proteinen wurde zur Absattigung unspezi-
fischer Bindestellen fur mindestens 3 h oder iiber Nacht in PBS [137 mM NaCl, 3 mM KClI, 4
mM Na2HPO4, 2mM KH2POs4] mit 5% Magermilchpulver bei RT geschwenkt. Nach dem
Waschen der Membran, 3 x 5 min in PBS-Tween [0.5% Tween20 in PBS], folgte eine
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einstiindige Inkubation mit dem primaren AK in der jeweiligen Verdinnung (Tabelle 2.8) in
PBS-BSA [0.5% BSA in PBS]. Falls die Verdiinnungen der AK zur mehrmaligen Verwendung
aufbewahrt werden sollten, wurde der Losung noch 0.02% (w/v) NaNs zugesetzt. Anschlief3end
wurde die Membran wieder 3 x 5 min in PBS-Tween gewaschen, um ungebundene AK zu
entfernen. Dann wurde die Membran 1 h mit dem Anti-IgG-HRP-Konjugat (1:1000 in PBS)
inkubiert. Den folgenden Waschschritten (2 x 10 min in PBS-Tween, 10 min in PBS) schloss

sich der Nachweis der gebildeten Immunokomplexe an.

Tabelle 2.8: Verwendete Antikorper

Antikorper AK-Typ Antigen Verdiinnung Herkunft
APt e dao00 | Lavoestan
Anti-TatA-AK :fg"’(‘;"zg‘:r‘jr’;) TatA (TatE) | 1:2000 (Tlgcv:"’(‘:*:t’y USA)
Anti-TatB-AK :fgaG“g‘:r‘jr':‘) TatB 1:2000 (Tlgcv:‘gl‘t’y usA)
Anti-TatC-AK 60 (Soremy | TatC 1:2000 Pty
Anti-PhoA-AK* :‘gaang(::l?:’l) PhoA 1:2500 ?Goift')(:tg?/ille, USA)
Anti-GFP-AK :fg"(‘;"g‘:r‘:r’;) GFP 1:2000 Q;BO'T den, USA)
Goat Anti-Rapbit (sekundarer Kaninchen- 1:5000 Bio-Rad
18G-HRP-Konjugat | AK) F={¢] (Hercules, USA)

*) Die PhoA-AK-Losung wurde mit gekochtem Zellaufschluf von CC118 (AphoA) durch Schiitteln
bei 4°C tiber Nacht gereinigt, um cross-Reaktionen zu minimieren.

* Lichtreaktion (ECL-System)

Zum Nachweis der Immunokomplexe wurden auf die Nitrocellulosemembran gleichzeitig je 5
ml frische Detektionslosung A [100 mM Tris/HCI pH 8.0, 2.5 mM Luminol (Stammloésung in
DMSO0), 0.4 mM p-Cumarsaure (Stammlosung in DMSO)] und Detektionslosung B [100 mM
Tris/HCI pH 8.0, 0.018% (v/v) H202] gegeben, durch Schwenken gemischt und 1-2 min
inkubiert. Anschliefend wurde die feuchte Membran in eine aufgeschnittene Klarsichthiille
gelegt und ein Film (Chemiluminescent Detection Film, Roche Diagnostics, Mannheim) 20 s
bis 2 min exponiert. Der Film wurde bis zum Sichtbarwerden der Banden entwickelt, kurz in
Wasser gespiilt, ca. 30 s fixiert und abschlieflend griindlich mit Wasser gewaschen (Fixierer
T32-5 und Entwickler T32 von Calbe Chemie, Calbe).
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* Farbreaktion mit 4-Chloro-1-naphtol

Zur Herstellung der Farbelésung wurden 30 mg 4-Chloro-1-naphtol in 5 ml eiskaltem Ethanol
gelost und mit 45 ml PBS gemischt. Nach der Zugabe von 20 pl 30% H202 wurde die Losung
auf den Blot gegeben. Die Farbung wurde nach 2-10 min durch kurzes Schwenken in H20

gestoppt, und die Membran wurde luftgetrocknet.

2.4.5 Fraktionierung von Periplasma, Membranen und Cytoplasma ohne Lysozym

Von einer bis zur mittelspaten exponentiellen Phase gewachsenen E. coli-Kultur wurden 50
ODsoo-Einheiten durch Zentrifugation (3800 x g , 10 min, 4°C) geerntet. Die Zellen wurden in
20 ml TES [10 mM Tris/HCI pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 20% (w/v) Saccharose] resuspendiert und
10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen wieder durch Zentrifugation (3800 x
g, 10 min, 4°C) sedimentiert, in 1 ml eiskalter 5 mM MgS0s-Losung aufgenommen und 20
min auf Eis inkubiert. Durch die folgende Zentrifugation (23000 x g, 10 min, 4°C) konnte die
Periplasmafraktion (Uberstand) von der Cytoplasma-/Membranfraktion (Pellet) getrennt
werden. Die Periplasmafraktion wurde vollstandig abgenommen und das Pellet erneut in 1 ml
5 mM MgS04-Losung aufgenommen. Es schloss sich eine Ultraschallbehandlung der auf Eis
gekihlten Proben mit einem Desintegrator Uiber 1 min bei 80% Leistung an. Durch eine
Zentrifugation (23000 x g, 10 min, 4°C) wurden Zelltrimmer abgetrennt. 900 pl des
Uberstandes (Cytoplasmafraktion und Membranen) wurden einer Ultrazentrifugation (130000
x g 20 min, 4°C) unterzogen. Der Uberstand (Cytoplasmafraktion) wurde vollstandig
abgenommen und die Membranen in 900 yl 5 mM MgSO0s-Lésung resuspendiert.

Alle Fraktionen wurden bis zu den enzymatischen Bestimmungen oder der Aufnahme von
UV/Vis-Spektren auf Eis aufbewahrt. Proben fiir die SDS-PAGE wurden, sofort nach der
Praparation, entnommen, 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei -20°C gelagert. Durch
das schnelle Einfrieren der Proben sollte ein méglicher Proteinabbau durch Proteasen

verhindert werden.

2.4.6 Herstellung invertierter Vesikel

Die Herstellung der invertierten Vesikel (INV) erfolgte in Anlehnung an Miiller & Blobel (1984)
und Alami et al. (2002).

Das Zellmaterial wurde in 1 ml/g Feuchtgewicht EDTA-Vesikel-Puffer [50 mM Tris/Acetat pH
7.5, 25 mM Saccharose, 1 mM DTT, 1 mM EDTA] aufgenommen und mit DNase (1 mg/ml)
versetzt. Die Zellsuspension wurde dann in einer French-Press bei 55 MPa (8000 psi) in zwei
Durchgangen aufgeschlossen. Dieser Zellaufschluss wurde auf 35 ml mit EDTA-Vesikel-Puffer

verdiinnt, und die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (3800 x g, 20 min, 4°C)
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sedimentiert. Der Uberstand wurde einer Ultrazentrifugation (83000 x g, 2 h, 4°C) unterzogen.
Das Zellpellet (Membranfraktion) wurde in 2 ml Vesikel-Puffer [50 mM Tris/Acetat pH 7.5, 25
mM Saccharose, 1 mM DTT] resuspendiert. Es schloss sich eine weitere Zentrifugation (23000
X g 20 min, 4°C) an, um eventuell noch vorhandene Zelltrimmer abzutrennen. Von der
Suspension wurde die Absorption bei 280 nm bestimmt und die Proteinkonzentration auf ca.
10 Azso-Einheiten eingestellt. Die INV-Suspension wurde wenn notig in Aliquots in fllissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt. Die genaue Proteinkonzentration mit der
Methode nach Lowry (2.4.1) bestimmt.

2.4.7 Fluoreszenz-Quenching

Die Methode des Fluoreszenz-Quenchings wurde verwendet um zu bestimmen, ob die nach
2.4.6 praparierten INV, in der Lage waren, einen Protonen-Gradienten iiber der Membran
aufzubauen. Es lieflen sich auch Aussagen dariiber treffen, wie stabil dieser ApH war. Hierbei
macht man sich zu Nutze, dass die relative Fluoreszenz von Acridinorange (3,6-Bis-
Dimethylaminoacridin) mit steigendem pH-Wert abnimmt.

Der Fluoreszenz-Quenching-Assay wurde bei 20°C in einer Fluoreszenz-Quarzkiivette in einem
Spektrofluorometer SFM 25 (Kontron Instruments, Eching) in einem Ansatz von 2 ml
durchgefihrt. Die Anregung erfolgte bei 494 nm. Die Fluoreszenzemission wurde bei 540 nm
detektiert und mittels der Software WIND (32-bit spectroscopy software for windows, Kontron
Instruments, Eching) auf dem angeschlossenem PC dargestellt.

Der Assay enthielt 30 mM Kreatinphosphat, 100 ug/ml Kreatin-Kinase, 2 pM Acridinorange
und 50 pg/ml INV (Proteinkonzentration) in STM-Puffer [50 mM Tris/Acetat pH 7.5, 250 mM
Saccharose, 5 mM MgS04]. Dieser Ansatz wurde bei 20°C vorinkubiert. Nachdem sich das
Signal stabilisiert hatte, wurde mit der Zugabe von 1.25 mM ATP der Aufbau des ApH durch
ATPasen gestartet. Das Entstehen des ApH lief sich Uber die abnehmende Fluoreszenz
verfolgen.

Der ApH tliber der Vesikelmembran konnte durch Zugabe von 100 uM des Entkopplers CCCP

(Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon) aufgehoben werden.

2.4.8 Praparation von HiPIP-Inclusion Bodies

Der E. coli-Stamm BL21 DE3 pEXH5 wurde in 1 | LB-Medium mit Ampicillin (100 mg/I) im
Erlenmeyerkolben mit Schikane bei 37 °C unter Schiitteln bei 220 rpm angezogen. Bei einer
ODeoo von 1.0 wurde die Expression von HiPIP durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach
weiteren 3 h unter denselben Bedingungen wurden die Zellen geerntet (6800 x g, 20 min,
4°C) und mit 50 ml kaltem 100 mM Tris/HCI pH 8.0 und einer Spatelspitze DNase
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gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation (3800 x g, 20 min, 4°C) wurden die Zellen in
30 ml 100 mM Tris/HCI pH 8.0 aufgenommen und durch zwei French-Press-Passagen bei 138
MPa (20000 psi) aufgeschlossen. Durch die sich anschlieflende Zentrifugation (18000 x g, 20
min, 4°C) wurden die Inclusion Bodies und auch Zelltrimmer sedimentiert. Dieses Sediment
wurde zweimal durch Resuspension in 30 ml 100 mM Tris/HCI pH 8.0 und Zentrifugation
(18000 x g, 20 min, 4°C) gewaschen. Die Inclusion Bodies wurden anschliefend durch 1 h
Ruhren bei 4°C in 20 ml IB-Puffer [50 mM Tris/HCI pH 8.0, 2 mM DTT, 8 mM Harnstoff] geldst.
Bei der folgenden Zentrifugation wurden Zelltrimmer und andere unlésliche Bestandteile
abgetrennt. Der klare Uberstand enthielt das ungefaltete HiPIP in Losung. Dieser wurde in

Aliquots zu je 1 ml in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

2.4.9 Faltung und Rekonstitution von precursor-HiPIP
(Bruser et al., 2003)

Durch Zugabe von Fe2* und S2 unter reduzierenden und anoxischen Bedingungen bindet in
Harnstoff geldstes, ungefaltetes precursor-HiPIP seinen Cofaktor und nimmt seine native
Konformation ein.

Dazu wurden 2 ml der HiPIP-Inclusion Body-Praparation (2.4.8) mit 8 ml IB-Puffer [50 mM
Tris/HCI pH 8.0, 2 mM DTT, 8 mM Harnstoff] verdiinnt. Der IB-Puffer wurde vor der Zugabe von
DTT 30 min mit N2 begast. Unter weiterer N2>-Begasung wurden 5 ml einer 0.7 mM
Fe(NH4)2(S04)2-Losung [in 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 2 mM DTT, N2-begast] vorsichtig zugegeben
und unter Schwenken gemischt. Nach 5 min Inkubation bei RT, unter weiterer N>-Begasung,
wurden 1 ml einer 20 mM NaS2-Losung [in 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 2 mM DTT, Na-begast]
zugegeben. Der Ansatz wurde verschlossen und gut gemischt.

Nach 20 min bei RT wurde die Losung auf eine mit 20 mM Tris/HCI pH 9.0 equilibrierte DEAE-
Sepharose-(CL6B)-Saule [2 ml Matrix-Volumen] (Pharmacia/Amersham, Freiburg) gegeben.
Das gefaltete precursor-HiPIP bindet unter diesen Bedingungen nicht an diesem
lonenaustauscher, wird aber in der Front leicht konzentriert. Uberschﬂssige Sulfide und
kontaminierende Proteine dagegen konnen abgetrennt werden. Nach der Beladung der Saule
wurde weiter 20 mM Tris/HCI pH 8.0 aufgegeben, bis die gelbliche HiPIP-Fraktion die Saule
vollstandig verlassen hatte.

Die HiPIP-Fraktion wurde zum Wechsel des Puffers tiber Nacht gegen 10 mM Tris/HCI pH 8.8
dialysiert. Dafiir wurden Dialyseschlauche [cut-off ca. 10 kDa] Servapor (Serva, Heidelberg) mit
einem Durchmesser von 16 mm verwendet. Diese wurden zuvor 10 min in H20bidest gekocht
und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Die HiPIP-Losung wurde anschliefend auf eine mit 20 mM Tris/HCI pH 8.8 equilibrierte DEAE-
Sepharose-(CL6B)-Saule gegeben. Bei pH 8.8 bindet gefaltetes precursor-HiPIP auf der Saule.
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Nachdem mit 4 ml 10 mM Tris/HCI pH 8.8 gewaschen wurde, konnte HiPIP (gelb-griine
Fraktion) sehr konzentriert mit 50 mM Ammoniumacetat pH 6.8 von der Saule eluiert werden.
Anschlieflend erfolgte wieder eine Dialyse zum Wechsel des Puffers bei 4°C uber Nacht,
dieses Mal gegen 500 ml STM-Puffer [50 mM Tris/Acetat pH 7.5, 250 mM Saccharose, 5 mM
MgSO0a4]. Die Lagerung des gefalteten precursor-HiPIP in STM-Puffer erfolgte auf Eis.

2.4.10 Proteinreinigung uiber eine His-tag-Saule

Die Proteinreinigung liber ein His-tag wurde eingesetzt um gereinigte Proteine fiir massen-
spektroskopische Analysen, Circulardichroismus oder Analytische Ultrazentrifugation zu
erhalten.

Das entsprechende Zellmaterial wurde in 2 ml/g Feuchtgewicht Equilibrierungspuffer [20 mM
Tris/HCI pH 8.0, 400 mM NaCl, 5 mM Imidazol] resuspendiert. Der Zellaufschluf} erfolgte
mittels French-Press (2 Durchgange, 138 MPa). Es schloss sich eine Zentrifugation (23000 x g,
20 min, 4°C) zum Abtrennen der Zelltrimmmer an. Mit dem Uberstand wurde eine zuvor mit
20 ml Equilibrierungspuffer equilibrierte His-tag-Saule (Poly-Prep® Chromatography Columns
(Biolabs, Hercules, USA) mit einem Matrixvolumen von 2 ml Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden)
beladen. Anschliefiend wurde die Saule mit 40 ml Waschpuffer [20 mM Tris/HCI pH 8.0, 400
mM NaCl] gewaschen, bevor mit dem Elutionspuffer [20 mM Tris/HCI pH 8.0, 400 mM NacCl,
250 mM Imidazol] eluiert wurde. Es wurden Fraktionen zu je 1 ml aufgefangen und
anschlieflend in einer SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen, die das gewiinschte Protein
enthielten, wurden vereinigt und Uber Nacht zur Entfernung des Imidazols gegen 10 mM
Tris/HCI pH 8.0 dialysiert (2.4.9).

2.4.11 Circulardichroismus (Aufnahme eines CD-Spektrums)

Grundlage des Circulardichroismus ist die unterschiedliche Absorption von rechts- und
linkszirkular-polarisiertem Licht im UV/Vis-Bereich an asymetrischen optischen Zentren. Die
Differenz der Absorptionen (Ai-Ar) in einem Wellenlangenbereich bildet das CD-Spektrum.
Durch die Absorption der Peptidbindung zwischen 180 und 240 nm, ist es mit dieser Methode
moglich, Sekundarstrukturen von Proteinen zu analysieren. Die verschiedenen Sekundar-
strukturen zeigen charakteristische Verlaufe von CD-Spektren (Kelly & Price, 2000).

Um Aussagen liber die Struktur der FG-repeats treffen zu konnen, wurden am CD-
Spektrometer J-810 (Jasco International Co., Tokio, Japan) Spektren im Bereich 190 - 250 nm
aufgenommen. Das gereinigte Protein lag in einer Konzentration von ca. 0.5 mg/ml in 20 mM
K-Phosphat pH 7.0 vor. Es wurde eine Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 0.5 mm
eingesetzt. Um die Absorption von Sauerstoff bei unter 200 hm zu vermeiden wurde der

Strahlengang stets mit Stickstoff begast.
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Gemessen wurde die Elliptizitat (®) in mdeg. Folgende Umrechnungen wurden verwendet um
die bendétigte molare Elliptizitat und die mittlere residuelle Elliptizitat (®mrw = mean residue

weight ellipticity) zu berechen.

® = 3300 (AL-AR)
[B]=0-100 - M:/ (c-d)

Omrw =[0O] /N

® - Elliptizitat [deg]

[®] - molare Elliptizitat [deg-cm?2-dmol]

Omrw - mittlere residuelle Elliptizitat [deg-cm2-dmol1]

[\ - durchschnittliche Masse einer Aminosaure im Protein [g/mol]
c - Konzentration des Proteins [mg/ml]

d - Schichtdicke der Kiivette [cm]

N - Zahl der Aminoséauren im Protein

2.4.12 In vitro-Targeting-Assay

Um Interaktionen von HiPIP mit der Cytoplasmamembran in vitro zu untersuchen, wurden
Targeting-Assays mit in vitro-gefaltetem precursor-HiPIP und invertierten Vesikeln (INV)
durchgefihrt. Diese Assays fanden in der Regel in einem Gesamtvolumen von 200 pl in STM-
Puffer [50 mM Tris/Acetat pH 7.5, 250 mM Saccharose, 5 mM MgSO04] statt und enthielten:

2 mM DTT

1 mg/mil BSA

5 mM ATP (Jeweils 10 mg ATP wurden mit 72.5 pl 0.5 M Tris/HCI pH 9.0 auf pH 8.0
neutralisiert.)

30 mM Kreatinphosphat

0.1 mg/ml Kreatin-Kinase

0.5 mg/ml INV (Proteinkonzentration)

3 UM precursor-HiPIP

Der Ansatz wurde 1 min bei 37°C in einem Tischinkubator Thermomixer 5436 (Eppendorf,
Hamburg) inkubiert, bevor die Reaktion durch Zugabe von HiPIP gestartet wurde. Fiir die
Dauer von 15 min wurde bei 37°C leicht geschiittelt und anschliefend auf Eis abgekiihlt.
Durch eine Zentrifugation (130000 x g, 15 min, 4°C) wurden die INV vom Uberstand getrennt.
Der Uberstand wurde abgenommen und die Proteine mit 15% TCA (Trichloressigsaure) gefallt.
Das Pellet wurde mit STM-Puffer gewaschen und anschlieflend in 30 pyl SDS-Probenpuffer
resuspendiert. Die Analyse des mit der Membran interagierten HiPIP erfolgte mittels SDS-
PAGE (2.4.2) und Western-Blot (2.4.4).
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2.4.13 In vitro-Protease-Assay

Dieser Assay wurde verwendet um zu testen, ob die Proteaseaktivitat, speziell gegenuber Tat-
Substraten (HiPIP) erhéht war. Fiir diese Assays wurde Zellextrakt der entsprechenden Zellen
benétigt. Zur Gewinnung wurden 2100 ODeoo-Einheiten einer bis zur mittelspaten
exponentiellen Phase gewachsenen E. coli-Kultur durch Zentrifugation (3800 x g , 10 min,
4°C) geerntet und in 5 ml 50 mM Tris/Acetat pH 7.5 aufgenommen. Der Aufschluf} erfolgte
durch einen Durchgang in der French-Press (55 MPa). Es schlof3 sich eine low-speed-
Zentrifugation (15000 rpm, 10 min, 4 °C) zur Abtrennung der Zelltriimmer an.

Ein Assay (Gesamtvolumen 500 ul in 50 mM Tris/Acetat pH 7.5) enthielt:

300 ul Zellextrakt

30 mM Kreatinphosphat

0.1 mg/ml Kreatin-Kinase

5 mM ATP (Jeweils 10 mg ATP wurden mit 72.5 ul 0.5 M Tris/HCI pH 9.0 auf pH 8.0 neutralisiert.)
ca. 3 uM precursor-HiPIP

Die Ansétze wurden unterschiedlich lange bei 37 °C inkubiert und anschlieffend in einer SDS-
PAGE analysiert.

2.4.14 Blue-Native-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE)

Die Methode der Blue-Native-PAGE (nach Schagger & von Jagow, 1991) wurde zur Analyse von
Membranproteinkomplexen verwendet.

Zur Gewinnung der Membranfraktion wurden 100 ODeoo-Einheiten einer bis zur mittelspaten
exponentiellen Phase gewachsenen E. coli-Kultur durch Zentrifugation (3800 x g , 10 min,
4°C) geerntet und in 5 ml Aufschluf3puffer [20% (w/v) Saccharose, 50 mM Bis-Tris/HCI pH 7.0,
10 mM MgClz] augenommen. Eventuell wurden dem Aufschluf3puffer noch 0.5 mg/ml DNase
und 1 mM fR-Mercaptoethanol (zur Herstellung von Thiol-reduzierenden Bedingungen)
zugesetzt. Direkt nach Zugabe von 2 mM PMSF zur Inaktivierung von Proteasen erfolgte der
Aufschluf durch einen Durchgang in der French-Press (55 MPa). Es schlof3 sich eine low-
speed-Zentrifugation 15000 rpm, 10 min, 4°C) zur Abtrennung der Zelltrimmer an. 1.5 ml
des erhaltenen Uberstandes wurden einer Ultrazentrifugation (130000 x g, 20 min, 4°C)
unterzogen. Das erhaltene Membranpellet wurde in 1200 pl Aufschuf3puffer resuspendiert. Die
Proteinkonzentration in dieser Suspension betrug ca. 3 mg/ml.

Zur Solubilisierung wurde das milde Detergenz Digitonin (Fluka, Buchs, Schweiz) verwendet.
Der Solubilisierungspuffer [AufschluBpuffer + 1% (w/v) Digitonin] wurde zur Lésung des
Digitonins 5 min bei 98°C inkubiert, anschlieRend auf Eis abgekiihlt und zur Abtrennung von

un