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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die biologische Funktion von Eisen

Eisen ist nach Sauerstoff, Silizium und Aluminium das meist vorkommende Element der
Erdkruste und ist durch seine physikochemischen Eigenschaften fir die Mehrheit der
Mikroorganismen essentiell. Wéhrend es nur in einigen Fallen in groflen Mengen gebraucht
wird, wie beispielsweise fiir die Biosynthese von Magnetosomen in magnetotaktischen
Bakterien (Schuler, 1999, Jogler und Schuler, 2009), beschrankt sich Eisen in den meisten
Fallen auf seine Verwendung als Cofaktor oder Bestandteil prosthetischer Gruppen in
Enzymen (Cornelis und Andrews, 2010). Dabei wird das Ubergangsmetallion als Lewis-Saure
von Schwefel-, Stickstoff- oder auch Sauerstoffatomen koordiniert. Die oktaedrische
Komplexierung, die GroRe der Bindestelle als auch die Anzahl an Stickstoff- und
Schwefeldonatoren ermdéglichen wahrscheinlich die Differenzierung zwischen Eisenionen und
anderen lonen der Nebengruppenelemente mit physikalisch &hnlichen Eigenschaften (Frausto
da Silva und Williams, 2001, Nies, 2007). Dartiber hinaus tragt die Redoxaktivitat nicht nur
zur Diskriminierung von Eisenionen bei, sondern spielt fir die Funktion zahlreicher
Eisenproteine in lebensnotwendigen Prozessen eine wesentliche Rolle. Dazu zéhlen
Elektronentransportvorgdnge in der Atmungskette und der Photosynthese zur
Energiekonservierung aber auch in generellen Stoffwechselwegen wie der Stickstofffixierung
und der DNA-Synthese (Jordan und Reichard, 1998). Als Cofaktor von Superoxiddismutasen,
die Ublicherweise SodB genannt werden (Fridovich, 1995), ist Eisen ebenfalls an der
Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies in Zellen beteiligt und wurde aufgrund seiner
Bedeutung in vielen physiologischen Reaktionen neben anderen Ubergangsmetallen als
Biometall bezeichnet (Grass, 2006a).

Die Redoxaktivitat von Eisen wirkt sich jedoch nachteilig auf dessen Bioverfugbarkeit unter
aeroben Bedingungen und bei neutralem pH-Wert aus. So oxidiert Fe(ll) zu Fe(lll), was als
starke Lewis-Saure die Hydrolyse von Fe**(H,0), zu Eisenhydroxid antreibt (Kosman, 2003)
und somit in wassriger Losung groBtenteils unldslich (< 10" M bei pH 7.0) vorliegt
(Neilands et al., 1980). Zum Aufrechterhalten essentieller Lebensfunktionen sind jedoch in
der Regel 107 bis 10° M Eisen notwendig (Andrews et al., 2003), sodass Mikroorganismen,
je nach dem Habitat in dem sie leben, eine groe Anzahl verschiedener
Eisenaufnahmesysteme entwickelt haben.



1 Einleitung

1.2 Eisen-Homoostase in Escherichia coli

In Abbildung 1 ist eine Ubersicht tiber die bekannten Eisenaufnahmesysteme des Gamma-
Proteobakteriums E. coli dargestellt.

Typisch ist die Synthese von hochaffinen Siderophoren (k, > 10*° M™) als eine Méglichkeit,
um dreiwertige Eisenionen als Ferri-Siderophor-Komplex Uber Rezeptor-vermittelte ABC
(ATP-Binding Cassette)-Transporter aufzunehmen (Byers und Arceneaux, 1998). So wird
beispielsweise eisengebundenes Enterobaktin, eine Siderophore vom Catecholat-Typ
(Neilands, 1995), unter anderem durch den in der &uReren Membran lokalisierten Rezeptor
FepA erkannt (Hantke, 1990) und anschlieend Uber einen TonB/ExbB/ExbD abhéngigen
Transport in das Periplasma gebracht, der durch das elektrochemische Potential der
Zytoplasmamembran energetisiert wird (Andrews et al., 2003). Im periplasmatischen Raum
wird der Ferri-Siderophor-Komplex vom spezifischen Bindeprotein FepB gebunden
(Stephens et al., 1995) und zum ABC-Transporter geleitet, der sich aus den beiden Permeasen
FepD und FepG, sowie zwei ATP-hydrolysierenden FepC-Untereinheiten zusammensetzt, die
den Transport in das Zytoplasma katalysieren (Shea und Mcintosh, 1991, Andrews et al.,
2003). Hier hydrolysiert das Fes Protein die Esterbindung des Ferri-Enterobaktin-Komplexes,
wodurch Dihydroxyl-benzoyl-Serin entsteht und das dreiwertige Kation leichter freigesetzt
werden kann (Brickman und Mclintosh, 1992). Nach anschlieBender Reduktion werden die
zweiwertigen Eisenionen entweder direkt in den Stoffwechsel eingeschleuRt oder reoxidiert
und als dreiwertige lonen in Proteinen, wie beispielweise dem Ferritin gespeichert (Abdul-
Tehrani et al., 1999).

Obwohl der domestifizierte Laborstamm K12 des kommensalen Darmbakteriums E. coli
lediglich Enterobaktin synthetisiert, weist K12 eine Vielzahl spezifischer Rezeptoren fur
unterschiedliche Siderophoren anderer Mikroorganismen (Xeno-Siderophore) auf, die dann
zum Teil von einem einzigen ABC-Transporter in das Zytoplasma gebracht werden (Andrews
et al., 2003). Dazu gehdrt unter anderem pilzliches Ferrichrom, das zur Hydroxamat-Gruppe
der Siderophoren gehort und unter Eisenmangel von z. B. Ustilago maydis gebildet wird
(Wang et al., 1989). Aullerdem konnte eine Aufnahme von Fe(l11)-Citrat-Komplexen durch
den FecA-vermittelten FecCDE-Transporter nachgewiesen werden (Hussein et al., 1981,
Andrews et al., 2003).

Im Gegensatz dazu sind pathogene E. coli Stdimme in der Lage, weitere Siderophoren zu
synthetisieren, um so mit den Wirtszellen in Kompetition um die rar vorhandenen Eisenionen
zu treten und damit eigentlich sterile Kompartimente des Wirtes wie die Blase zu besiedeln.

Beispielsweise wird von uropathogenen E. coli Stammen (UPEC) Salmochelin gebildet, das
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als C-glygkosyliertes Enterobaktinderivat nicht von wirtproduziertem Lipocalin-2 im Zuge
des Abwehrmechanismus erkannt und sequestriert, sondern als Ferri-Siderophor-Komplex
uber den spezifischen Rezeptor IroN zuriick in die bakterielle Zelle transportiert wird (Hantke
et al., 2003, Fischbach et al., 2006).

Dariiber hinaus weisen manche pathogene E. coli Sdmme ebenfalls die Fahigkeit auf, Ham als
Eisenquelle zu nutzen. Bei H&m handelt es sich um ein Eisen-Protoporphyrin IX Molekul, das
als prosthetische Gruppe unter anderem in Hamoglobin oder Albumin vorkommt. In
enteropathogenen E. coli Stéammen (EPEC) wurde nachgewiesen, dass die sekretierte Serin-
Protease EspC Hamoglobin abbaut und die prosthetische Gruppe binden kann, was zur
weiteren Hadm-Verwertung beitragen konnte (Drago-Serrano et al., 2006). In uropathogenen
E. coli Stammen (UPEC) &hnelt das Ham-Transportsystem dem fir Ferri-Siderophoren,
wobei als Ham spezifischer Rezeptor ChuA identifiziert wurde, der TonB/ExbB/ExbD
abhangig fungiert (Torres und Payne, 1997, Torres et al., 2001). Die Verwertung von Ham als
Eisenquelle nach dem Transport (ber die innere Membran durch den ABC-Transporter
ChuTUV ist bislang jedoch noch ungeklart.
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Abb. 1: Bekannte Eisenaufnahmemechanismen des Gram-negativen Bakteriums E. coli.

Eisen kann von E. coli als drei- und zweiwertiges Kation (ber Transporter verschiedener Proteinfamilien
aufgenommen werden. Dabei erfolgt die Aufnahme von Ferri-Siderophor-Komplexen durch Rezeptor-gestiitzte
ABC-Transporter (1), wéhrend der ABC-Transporter SitABCD ohne Rezeptorvermittlung divalente Mangan-
und Eisenionen aus dem periplasmatischen Raum in das Zellinnere leitet (2) (Payne und Mey, 2010).
Desweiteren wird die Aufnahme divalenter Eisenionen sowohl von dem spezifischen FeoABC-System
katalysiert (3) (Kammler et al., 1993), als auch von unspezifischen Transportern ermdglicht. Dazu zéhlen der
NRAMP-Vertreter MntH, der neben Mangan- auch Eisen-, Cadmium-, Kobalt- und Zinkionen transportiert (4)
(Makui et al., 2000), sowie ZupT, das zur ZIP-Familie gehdrt und ein sehr breites Substratspektrum aufweist (5)
(Grass et al., 2005). Weiterhin gelangen Eisenionen wahrscheinlich auch als Metall-Phosphat-Komplexe durch
den PitA-Transporter in das Zytoplasma (6) (Taudte, 2010). Die Permease EfeU gehdrt zur OFeT Proteinfamilie
innerhalb der ILT-Superfamilie und ist Bestandeil des Eisenaufnahmesystems EfeUOB (7) (Grosse et al., 2006,
Cao et al., 2007). Hier ist noch nicht gekldrt, ob zwei- oder dreiwertige Eisenionen transportiert werden.




1 Einleitung

ABC-Transporter ohne Rezeptorvermittlung kénnen nicht-chelatierte Metallionen, die Uber
Porine in der duBeren Membran in den periplasmatischen Raum gelangen, ebenfalls in das
Zytoplasma transportieren. Unter anderem besitzen UPEC-Stdmme das SitABCD-System
(Payne und Mey, 2010), das zuerst in Salmonella enterica serovar Typhimurium identifiziert
wurde und aus dem periplasmatischen Bindeprotein SitA, den beiden Permeasen SitC und
SitD, sowie den ATP-hydrolysierenden SitB-Untereinheiten besteht (Zhou et al., 1999). Das
Sit-System transportiert divalente Mangan- und Eisenionen (Kehres et al., 2002), was
bezlglich der Eisenionen auch fir das verwandte Sit-System aus Shigella flexneri
nachgewiesen wurde (Fisher et al., 2009).

Das Aufnahmesystem flr zweiwertige Eisenionen Feo (Eerrous iron) ist in allen E. coli
Stdmmen zu finden und setzt sich aus den zwei zytoplasmatischen Proteinen FeoA und FeoC,
sowie dem Membranprotein FeoB zusammen. FeoB bindet und hydrolysiert tber seine N-
terminale Domane GTP, was fir den Fe®*-Transport essentiell aber vermutlich nicht
ausreichend ist (Marlovits et al., 2002, Hantke, 2003). Zusétzlich wurde eine GDI (guanine
nucleotide dissociation inhibitor) &hnliche Domane in FeoB beschrieben, was einen G-Protein
gekoppelten Zyklus vermuten lasst (Eng et al., 2008). Der genaue Mechanismus von FeoB,
als auch die Funktion der beiden l6slichen Proteine sind jedoch noch nicht bekannt.

MntH (Manganese transporter H-dependent) gehort zur Familie der NRAMP (Natural
Resistance Associated Macrophage Protein) Transporter, die unter anderem an der
Pathogenenabwehr von Eukaryoten beteiligt sind (Cellier et al., 1995). In E. coli fungiert
MntH als Protonen-Symporter, der vorwiegend divalente Mangan- aber auch Eisen-,
Cadmium-, Kobalt und Zinkionen Uber die innere Membran transportiert (Kehres et al., 2000,
Makui et al., 2000, Chaloupka et al., 2005, Courville et al., 2008).

Wahrend in Arabidopsis thaliana das Membranprotein IRT1 (Iron Regulated Transporter),
ein Vertreter der ZIP (ZRT, IRT-like Protein) Familie, als Eisenaufnahmesystem in den
Wurzelzellen charakterisiert wurde (Eide et al., 1996, Grotz et al., 1998, Vert et al., 2002),
weist als weiteres Mitglied dieser Familie ZupT (Zinc uptake Transporter) aus E. coli ein
aulerst breites Substratspektrum auf. So werden Eisenionen durch diese Permease eher
unspezifisch neben hauptsachlich Zink- aber auch Cadmium-, Cobalt-, Mangan und
vermutlich auch Kupfer- und Nickelionen uber die Zytoplasmamembran transportiert (Grass
et al., 2005, Taudte, 2010). Angetrieben wird der Transport hochstwahrscheinlich durch das
Membranpotential (Taudte und Grass, 2010, Lin et al., 2010).

Unspezifisch kdnnen Metallionen auch tber das gering-affine Phosphataufnahmesystem PitA

in das Zytoplasma gelangen (Rosenberg et al., 1977, van Veen et al., 1994). Dabei werden
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diese als Metall-Phospat-Komplexe im Symport mit Protonen transportiert, was vermutlich
auch fir Eisenionen zutrifft (Taudte, 2010).

Obwohl E. coli zahlreiche Eisenaufnahmesysteme besitzt, ware ein Uberschuss an divalenten
Eisenionen im Zytoplasma toxisch, da diese als Katalysator der Fenton Reaktion fungieren
und somit die Erzeugung reaktiver Hydroxylradikale fordern wirden (Haber und Weiss,
1932), welche unter anderem die DNA schédigen kénnen (Imlay et al., 1988). Aus diesem
Grund wird die Eisen-Homoostase von E. coli streng kontrolliert, wobei der globale
Eisenregulator Fur (Ferric-uptake regulator) eine zentrale Rolle Gibernimmt und in Gegenwart
von Eiseniuiberschuss die Expression zahlreicher Gene reprimiert, die unter anderem fur
Eisenaufnahmesysteme und Siderophoren kodieren (Bagg und Neilands, 1987, Andrews et
al., 2003). Dabei bindet Fur als Homodimer mit Fe?* als Kofaktor an eine sogenannte Fur-
Box, die als palindromische Sequenz innerhalb von Promotoren liegt und verhindert so deren
Gentranskription (Escolar et al., 1998). Dariber hinaus kann der Fur-Regulator indirekt
ebenso als Aktivator fungieren, indem er in der eisengebundenen Form die Expression der
kleinen, nichttranslatierten RNA RyhB unterdriickt (Masse und Gottesman, 2002) Diese
wirde als antisense RNA mit Hilfe des Chaperons Hfg beispielsweise an die mRNA des
Eisenspeicherproteins Ferritin binden und somit dessen Abbau bewirken. Uber die RyhB-
Repression durch den Fe?*-Fur-Regulator werden jedoch eisenhaltige Proteine synthetisiert,
die damit auch zur Erhaltung einer physiologischen Eisenkonzentration innerhalb der Zelle
beitragen (Masse et al., 2005).

Die Genexpression flr Eisenaufnahmesysteme kann auch durch die An- bzw. Abwesenheit
von Sauerstoff beeinflusst werden, wodurch bei neutralem pH-Wert Eisen entweder vorrangig
als trivalentes oder divalentes Kation vorliegt und die dafir spezifischen Transporter in
Abhangigkeit davon synthetisiert werden. So konnte nachgewiesen werden, dass die feoABC-
Expression in E. coli unter anaeroben Bedingungen anstieg und durch den globalen
Transkriptionsfaktor Fnr (Fumarate nitrate reduction) reguliert wird (Kammler et al., 1993).
Dieser induziert beispielsweise unter anaeroben Bedingungen Gene, deren Produkte an der
Fermentation oder der anaeroben Atmung beteiligt sind (Guest, 1995). Dabei nimmt er
Sauerstoff direkt Uber Eisen-Schwefel-Cluster wahr, die fir dessen Aktivitat essentiell sind
und in Gegenwart von Sauerstoff zerfallen (Green et al., 1991, Jordan et al., 1997, Achebach
et al., 2005). Das aktive Fnr-Homodimer geht dann in beide inaktive Protomere (ber, die
keine DNA-Affinitat mehr aufweisen (Lazazzera et al., 1996).
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1.3 Das EfeUOB-Eisenaufnahmesystem von E. coli

Auch flr das Eisenaufnahmesystem EfeUOB konnte neben einer Fur abhangigen Regulation
(McHugh et al., 2003, Grosse et al., 2006) gezeigt werden, dass dessen Genexpression bei
alkalischem pH-Wert reprimiert und bei saurem pH-Wert (Maurer et al., 2005, Cao et al.,
2007), bei dem zweiwertige Eisenionen aerob stabil vorliegen, induziert wird. Eisen wird
dann Uber EfeUOB in Gegenwart von Sauerstoff spezifisch aufgenommen. Die Repression
unter alkalischen Bedingungen erfolgt Uber das Zweikomponenten-System CpxAR (Cao et
al., 2007), das sich aus der signalspezifischen Sensor-Kinase CpxA (Albin et al., 1986) und
dem Response-Regulatorprotein  CpxR zusammensetzt (Dong et al., 1993). Dieses
Signaltransduktionssystem gehdrt zum extrazytoplasmatischen Stressregulon und ist an der
Antwort auf Anderungen des pH Wertes, der Osmolaritat, von Metallen oder falschgefalteten
Proteinen beteiligt (Raivio und Silhavy, 2001, Keller und Hunke, 2009).

Waihrend efeU (elemental ferrous iron Uptake) als Bestandteil des tricistronischen Operons
efeUOB in E. coli K12 eine frame-shift-Mutation aufweist und somit nicht funktionell ist,
besitzen einige pathogene E. coli Stimme und der probiotische E. coli Stamm Nissle 1917 ein
intaktes efeU-Gen, das fir die Eisenaufnahmepermease kodiert (Grosse et al., 2006).

Hierbei handelt es sich um ein Protein, das 24% identische Aminosauresequenz zu dem hoch-
affinen Eisentransporter Ftrlp (Ferric transporter) aus Saccharomyces cerevisiae aufweist
(Stearman et al., 1996, McHugh et al., 2003). Die Aufnahme der trivalenten Eisenionen durch
Ftrip ist sehr komplex, da die kaum l6slichen lonen zunéchst durch eine flavin- und
hamhaltige, NADPH-abhéngige Membranreduktase wie beispielsweise Frelp zu divalenten
lonen reduziert werden (Dancis et al., 1990, Schroder et al., 2003). Unmittelbar danach
erfolgt durch die sauerstoffabhéngige Multi-Kupfer-Oxidase (MCO) Fet3p eine erneute
Oxidation der lonen (Hassett et al., 1998), die erst dann durch Ftrlp in das Zellinnere
transportiert werden (Stearman et al., 1996). Unter Eisenlimitation ist der Reoxidationsschritt
vermutlich auf einen kinetischen Vorteil zuriickzufuhren und dient der Substratspezifitat
(Kosman, 2003).

Zu Ftrlp verwandte Proteine, die in Pilzen und niederen Eukaryoten aber auch wie das EfeU-
Protein in Bakterien zu finden sind, gehdren innerhalb der ILT (Iron/Lead Transporter,
TC.9.A.10) Superfamilie zur OFeT (Oxidase dependent Fe(ll) Transporter, TC.9.A.10.1)
Familie (Grosse et al., 2006, Saier et al., 2006, Debut et al., 2006). Deren Mitglieder weisen
zwei sogenannte REXXE-Motive auf, die fur die Eisenaufnahme durch Ftrlp in Hefe
essentiell sind (Severance et al., 2004). Mittels in silico und in vivo Analysen konnten fur das

Membranprotein EfeU sieben transmembrane Helices bestimmt werden, wobei die beiden
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REGLE-Motive in dem ersten und vierten Membrandurchgang lokalisiert sind und die
einzigen negativ geladenen Aminoséurereste in den hydrophoben Helices darstellen (Grosse
et al., 2006), (Abb. 2).

Abb. 2: Topologie-Modell
von EfeU aus E. coli Nissle
1917.

Dargestellt sind die Amino-
sdurereste  mit Positionsan-
gaben und wahrscheinliche
Positionen  transmembraner
Helices, gekennzeichet von |
— VII. Durch die Kreise sind
die REXXE-Motive gekenn-
zeichnet, die fur die Mitglie-
der der OFeT-Proteinfamilie
charakteristisch sind. Die Ab-
bildung ist aus Grosse et al.
(2006) entnommen.

eytoplasm Fel*

Wie fur Ftrlp in Hefe konnte von Grosse et al. (2006) gezeigt werden, dass beide REGLE
Motive fir die in vivo Eisenaufnahme durch EfeU essentiell sind, da fir die E. coli
Deletionsstimme GR536 (A fecABCDE::kan, AzupT::cat, AmntH, AfeoABC, AentC), welche
die gezielt-mutierten efeU-Gene in trans exprimierten, kein verbessertes Wachstum unter
Eisenmangel zu beobachten war.

Aufgrund der Ftrlp-Homologie von EfeU wurde zundchst angenommen, dass das Operon
efeUOB ein Eisenaufnahmesystem kodiert, das dem Ftrlp/Fet3p-System aus der Hefe dhnelt,
indem die Permease EfeU mit einer periplasmatischen Eisenoxidase oder -reduktase
zusammenarbeitet (McHugh et al., 2003). Es handelt sich jedoch bei Efe um ein neuartiges
Eisenaufnahmesystem (Grosse et al., 2006, Cao et al., 2007), da alle drei Efe-Proteine fir die
Funktion notwendig sind (Cao et al., 2007) und es sich weder bei EfeO noch bei EfeB um
eine Multi-Kupfer-Oxidase wie Fet3p mit den Typ 1-3 Kupferzentren handelt (Solomon et
al., 1996, Grosse et al., 2006).

Sturm et al. (2006) beschrieben das periplasmatische EfeB-Protein als erstes Tat (Twin-
arginine translocation) Substrat, das als dimeres Protein ein b-Typ Ham aufwies, welches
nicht kovalent gebunden war. In vitro konnte eine Peroxidaseaktivitat von EfeB unter sauren
Bedingungen nachgewiesen werden (Sturm et al., 2006), was vermuten lie3, dass das Protein
ahnlich wie Fet3p als Ferroxidase fungiert (Cao et al., 2007).

EfeO ist ebenfalls im Periplasma lokalisiert, wird jedoch nicht Tat-abh&ngig transportiert
(Sturm et al., 2006). In silico Analysen offenbarten eine C-terminale Peptidase-M75 Doméne

mit einem konservierten HxxE-Motiv, das mdglicherweise als Metall-Bindestelle fungiert
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(Rajasekaran et al., 2009). Diese Domane wird Uber einen flexiblen Linker mit der N-
terminalen Cupredoxin-dhnlichen Déméane verbunden, fir die eine Cu?*- und eine Fe®'-
Bindestelle vorhergesagt wurden. Cupredoxine (IPR008972) sind kupferhaltige, eindoménige,
Elektronentransferproteine, die eine Greek key R-barrel Topologie aufweisen (Rajasekaran et
al., 2009). Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde ein Modell aufgestellt (Abb. 3), in dem
divalente Eisenionen im Periplasma zunéchst Gber die Peptidase-M75 Domane von EfeO
gebunden und oxidiert werden. Die trivalenten Eisenionen werden dann Uber den flexiblen
Linker auf die Cupredoxin-dhnliche Démane Ubertragen und anschlieRend zur EfeU-Permease
gebracht, die diese in das Zytoplasma transportiert. Die bei der Oxidation anfallenden
Elektronen kénnten (iber die Cu®**-Bindestelle der Cupredoxin-ahnlichen Déméne und dem
peroxidaseaktiven EfeB-Protein auf einen Elektronenakzeptor (ibergeben werden
(Rajasekaran et al., 2009).

Parallel dazu konnte jedoch auch gezeigt werden, dass EfeB im Periplasma eine
Eisenextraktion aus exogenen Ham (ber einen noch unbekannten Mechanisms ermdglicht
(Letoffe et al., 2009). Dabei bleibt der Tetrapyrroling des Hams intakt. Das Eisenion kénnte
dann ohne H&m mdglicherweise durch das EfeU-Protein Uber die innere Membran
transportiert werden (Abb. 3). Um die Funktion der einzelnen EfeUOB-Proteine und deren

Zusammenspiel genau zu verstehen, bedarf es jedoch weiterfiihrender Studien.

Abb. 3: Modell der Eisenaufnahme
Fe?* Uber das EfeUOB-System.
Im aktuellen Modell werden im
Periplasma divalente Eisenionen uber
periplasma Ejie Peptidase-M7_5 Doméne von EfeO
Elektronenakzeptor in der Metallbindestelle (MBS) |
gebunden und oxidiert. AnschlieRend
erfolgt der Transfer der trivalenten
Eisenionen (ber die Cupredoxin-
dhnliche Domane (EfeO-Cup) zur
EfeU-Permease, die die Kationen tber
die Zytoplasmamembran transportiert
(A). Die bei der Oxidation freige-
wordenen Elektronen kdnnten uber die
MBS 11l in EfeO-Cup und die Ham-
gruppe von EfeB auf einen noch
unbekannten Elektronenakzeptor tber-
tragen werden.
Ausserdem ist EfeB in der Lage, aus
exogenen Ham Eisen zu extrahieren,
dass mdoglicherweise durch EfeU
ebenfalls in das Zytoplasma aufge-
nommen werden kann (B).

Zytoplasma
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1.4 Vorkenntnisse Uber FetMP und Ziele der Arbeit

Die meisten pathogenen Mikroorganismen sind davon abhangig, ausreichend Eisen vom
Wirtsorganismus aufzunehmen. In einigen pathogenen E. coli Stdmmen, aber auch vielen
anderen Bakterien wurde in silico ein zweites Mitglied der ILT-Familie identifiziert (Saier et
al., 2006, Debut et al., 2006, Grass, 2007), das jedoch mit dem Pb?*-Aufnahmeprotein PbrT
aus Cupriavidus metallidurans Stamm CH34 verwandt ist (TC.9.A.10.2.1) und somit zur
gleichnamigen PbrT (Lead (Pb**) Uptake Porter, TC.9.A.10.2) Familie gehort (Borremans et
al., 2001). Das entsprechende Gen fetM (ferrous transport, membrane protein) (EcF11 1995,
ZP_03035145) aus dem uropathogenen E. coli Stamm F11 (genomische Sequenz
NZ_AAJU02000030) ist im Vergleich zu efeU nicht Teil eines tri-, sondern dicistronischen

Operons und weist einen viel langeren offenen Leserahmen auf (Abb. 4).
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Abb. 4: Anordnung der beiden Operone efeUOB und fetMP aus E. coli F11.

Physikalische Kartierung beider Operone (http://www.microbesonline.org/), wobei die Pfeile die jeweiligen
Gene mit entsprechender Transkriptionsrichtung darstellen. Die PfeilgroRen korrelieren dabei mit der
Basenpaaranzahl der Gene.

Waéhrend das EfeU-Protein mit seinen 276 Aminosduren zwei REGLE-Motive in der ersten
und vierten von insgesamt sieben transmembranen Helices besitzt, wurden fir das aus
648 Aminosauren bestehende Protein FetM acht Transmembrandurchgénge vorhergesagt,
wobei drei REXXE Motive jeweils in der zweiten, vierten und fiinften a-Helix lokalisiert sind
(Abb. 26, Seite 86). Aufféllig dabei erscheint die riesige N-terminale Doméne mit
362 Aminosauren zwischen dem ersten und zweiten Membrandurchgang, die wahrscheinlich
im Periplasma liegt. Unbekannt ist, ob die erste a-Helix tatsachlich als Membrananker
vorliegt oder diese als Signalsequenz abgespalten wird. Eine 29%ige Sequenzidentitat
zwischen EfeU und der FetM-Aminosauresequenz ohne periplasmatischen Domane lassen

vermuten, dass FetM ebenfalls als Eisen-Permease fungiert und mit einem periplasmatischen
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Protein fusioniert vorliegt, dass mdéglicherweise als Chaperon die Metallionen zuerst binden
konnte.

Das stromabwarts von fetM liegende Gen fetP (ferrous transport, periplasmic protein)
(EcF11_1994, ZP_03035154) kodiert ein putatives Periplasmaprotein, das wahrscheinlich am
hochaffinen Fe®*-Transport beteiligt ist aber keine Verwandtschaft zu EfeO oder EfeB
aufweist. Jedoch konnte fiir das zu FetP homologe Protein P19 aus Campylobacter jejuni
bereits gezeigt werden, dass dieses fur das Wachstum unter eisenlimitierenden Bedingungen
aulerst wichtig ist und als Homodimer neben Eisen- auch Kupferionen binden kann (Chan et
al., 2010). Das entsprechende Gen liegt innerhalb eines dicistronischen Operons, welches Fur-
abhéangig reguliert wird (Palyada et al., 2004, Chan et al., 2010). Interessanterweise kodiert
das benachbarte Gen das Membranprotein cFtrl (TC.9.A.10.2.4), was ebenfalls zur PbrT-
Familie gehort und mdoglicherweise als Eisentransporter fungiert. Ein weiteres FetP
orthologes Protein ist ChpA (Copper handling protein) aus dem marinen, magnetotaktischen
Bakterienstamm MV-1, das an der Biosynthese von Magnetosomen beteiligt ist und nach
Reinigung aus dem Periplasma ein Kupferion pro Homodimer bindet (Dubbels et al., 2004).
Aufgrund von zwei putativen Genen stromaufwérts von chpA, die eine Ftrlp-dhnliche
Eisenpermease und ein Ferredoxin-ahnliches Protein kodieren, vermuteten die Autoren ein
Aufnahmesystem fur Eisen analog zum System aus der Hefe. Das Membranlipoprotein Tp34
aus Treponema pallidum (Swancutt et al., 1989) weist ebenfalls Homologien zu FetP auf.
Deka et al. (2006) zeigten, dass das nichtacylierte, rekombinante Protein metallabhéngig
dimerisiert und zwei Metallbindestellen im interfacialen Bereich von Zinkionen besetzt
werden. Darlber hinaus besitzt Tp34 die Eigenschaft, humanes Laktoferrin zu binden.
Obwohl bislang schon eine grofie Vielzahl verschiedenster Aufnahmesysteme fur das
Biometall Eisen identifiziert wurde, ist davon auszugehen, dass selbst in so gut untersuchten
Organismen wie E. coli, noch Uberraschungen zu erwarten sind.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die physiologische Funktion von FetMP aus dem
uropathogenen E. coli Stamm F11 zu untersuchen. Dazu war es notwendig, die jeweiligen
Gene mittels Mini-Transposon in das Genom des nicht pathogenen E. coli Stammes W3110
(K12-Derivat) zu integrieren, der das entsprechende Operon nicht besitzt. Weiterhin war eine
biochemische Charakterisierung von FetP von groem Interesse, die durch strukturelle Daten
von der kooperierenden AG Michael Murphy (Vancouver, Kanada) komplementiert werden
sollte. Dabei stand die mdgliche Metallbindeeigenschaft von FetP im Vordergrund. Die Frage
einer moglichen Interaktion zwischen dem l6slichen Periplasmaprotein und der riesigen
periplasmatischen Doméane von FetM sollte im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme und Plasmide

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

aufgefiihrt.

Tab. 1: Bakterienstamme und Plasmide

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/Herkunft

Escherichia coli
W3110 plasmidfrei E. coli Wildtyp (Mosteller und

Goldstein, 1975)

XL1-Blue plasmidfrei recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (Bullock, 1987),

relAl, supE44, lac [F’, proAB, Stratagene GmbH,
laclgZAM15, Tn10 (tet®)] Heidelberg
BL21 pLysS F~dcm, omp, hsdS, (rs"mg’), lon’, gall, Stratagene GmbH,

DE3, (pLysS, cm®), Uberexpressions- Heidelberg
stamm fur Strep-tagl I®-System

BL21 plasmidfrei F~dcm, omp, hsdS, (rs"mg’), lon’, gall, diese Arbeit
DE3, Uberexpressionsstamm

EC100D™ plasmidfrei F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Biozym Scientific
pir-116 ®80dlacZAM 15 AlacX74 recAl endAl  GmbH, Hess.
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A" Oldendorf
rpsL nupG pir-116(DHFR)

F11 plasmidfrei extra-intestinal pathogener E. coli (Stapleton et al.,
(EXPEC), fetMP” 1991)
H1717 plasmidfrei araD139 A(argF-lac)U169 rpsL150 (Hantke, 1987)

relAl flbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR
AaroB, fhuF::AplacMu53

ECA150 plasmidfrei AlacZYA Stammsammlung,
AG Nies
ECA458 plasmidfrei AentC AfecA-E AfeoABC AmntH (Taudte und Grass,
AzupT 2010)
ECAG611 plasmidfrei AentC AfecA-E AfeoABC AmntH diese Arbeit

AzupT glmS-aacC1, gm®
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Fortsetzung Tab. 1:

ECA612

ECA613

ECA614

ECA615

ECAG621

ECA622

ECA623

ECAG624

ECA625

ECA381

plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

pTNS1

pUC18R6K-

mini-Tn7T-Gm

pUC18-mini-

Tn7T-Gm-lacZ

pECD1102

pECD1103

pECD1104

pECD1105

pECD1106

pGEM®-T
Easy

pECD967

AentC AfecA-E AfeoABC AmntH
AzupT glmS-fetMP-aacC1, gm®

AentC AfecA-E AfeoABC AmntH
AzupT glmS-fetM-aacC1, gm~

AentC AfecA-E AfeoABC AmntH
AzupT glmS-fetP-aacC1, gm~

AlacZYA glmS-fetMp-lacZ-aacC1, gm®

Helferplasmid, T7 Transposase
Expressionsvektor, amp®

Mobilisierbares pUC18 Suizid-Derivat,
ColE1 durch R6K Replikationsur-
sprung ersetzt, Mini-Tn7 Element, gm®

Mobilisierbares pUC18 Suizid-Derivat,
ColE1 durch R6K Replikationsur-
sprung ersetzt, Mini-Tn7 Element, lacZ
Transkriptions-Fusion, gm®

fetMP als Xhol/Spel Fragment mit
Promotor-Region in pUC18R6K-mini-
Tn7T-Gm kloniert, gm®

fetM als Apal/Pstl Fragment mit
Promotor-Region in pUC18R6K-mini-
Tn7T-Gm kloniert, gm®

fetP als Ncol Fragment mit fetM-
Promotor-Region in pUC18R6K-mini-
Tn7T-Gm kloniert, gm®

fetM-Promotor-Region als Apal/Pstl
Fragment in pUC18R6K-mini-Tn7T-
Gm kloniert, gm~®

pECD1105 Derivat mit lacZ als Kpnl
Fragment kloniert, gm~®

lacPOZ zur Klonierung von PCR-
Produkten; amp®

fhuF-Promotor kloniert in pGEM®-T
Easy, amp®

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(Choi und
Schweizer, 2006)

(Choi und
Schweizer, 2006)

(Choi und

Schweizer, 2006)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Promega, Madison,
Wi-USA

(Koch et al., 2007)
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Fortsetzung Tab. 1:

ECA616

ECA617

ECA618

ECA619

ECA670

ECAG620

ECA660

pECD1097

pASK-IBA3

pECD1098

pECD1099

pECD1100

pASK-IBA6

pECD1138

PET22b(+)

pECD1101

pECD1128

fetM-Promotor kloniert in pGEM®-T
Easy, amp"

Expressionsvektor mit C-terminalen
Strep-tag®Il, amp®

fetM als EcoRI/Pstl Fragment ohne
Promotor-Region kloniert hinter tet
Promotor, pASK-IBAS3 Derivat (C-
terminaler Strep-tag®11) amp®

fetP als EcoRI/Pstl Fragment ohne
Promotor-Region kloniert hinter tet
Promotor, pASK-IBAS3 Derivat (C-
terminaler Strep-tag®11) amp®

fetMP als EcoRI/Pstl Fragment ohne
Promotor-Region kloniert hinter tet
Promotor, pASK-IBAS3 Derivat (C-
term. Strep-tag®lIl) amp®

Expressionsvektor mit N-term. ompA-
Signalsequenz, Strep-tag®!1 und Xa-
Erkennungssequenz, amp®

fetM, N-Terminus kodierender Teil (73-
1160) als Bsal Fragment ohne Promo-
tor-Region, ohne Signalsequenz klo-
niert hinter tet Promotor, pASK-IBA6
Derivat (N-term. ompA Signalsequenz,
Strep-tag®!l und Xa-Erkennungs-
sequenz), amp®

Expressionsvektor mit N-term. pelB-
Signalsequenz und C-term. His-tag®,
amp®

fetP als Ncol/Xhol Fragment ohne
Promotor-Region, ohne Signalsequenz,
mit C-term. Thrombin-Erkennungs-
sequenz kloniert hinter T7 Promotor,
pET22b(+) Derivat (N-term. pelB
Signalsequenz, C-term. His-tag®), amp®

pECD1101 Derivat mit FetP E46Q,

amp®

diese Arbeit
IBA-GmbH,
Gottingen

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

IBA-GmbH,
Gottingen

diese Arbeit

Novagen,
Darmstadt

diese Arbeit

diese Arbeit
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Fortsetzung Tab. 1:

ECA661

ECA662

ECA663

ECAG664

ECAG65

ECAG66

ECAG67

ECAG668

ECA669

pECD1129

pECD1130

pECD1131

PECD1132

pECD1133

pECD1134

PECD1135

pECD1136

pECD1137

pECD1101 Derivat mit FetP Mgol,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP Hi,/A,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP Msgl,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP Msgl,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP Mgg/gol,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP DgsN,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP Mol,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP Hi2sR,

amp®

pECD1101 Derivat mit FetP Mayl,

amp®

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

2.2 Kultivierungsbedingungen

2.2.1 Nahrmedien und Zusatze fur Bakterien

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

20 g ad 11 Hzobidest_

Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht von E. coli Stammen.

B) Difco™ LB Adgar, Lennox (Becton Dickinson, Heidelberq)

35 g ad 1 I HZObidest,

Dieses Festmedium diente der Zellanzucht von E. coli Stammen.

C) MacConkey Agar, (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

50 g ad 11 Hgobidest_

Dieses Festmedium wurde fur den Fur-Titrationsassay (FURTA) verwendet.
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D) SOB-Medium (Sambrook et al., 1989)
20 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

0.5 g NaCl

10 ml 0.25 M KClI

NaOH ad pH 7.0

ad 1 | HaOpidest.

SOB-Medium wurde zur Anzucht von E. coli zur Gewinnung elektrokompetenter Zellen

eingesetzt. Nach der Elektroporation wurde zu den Zellen SOC-Medium, das sich aus SOB-

Medium, 5 pl/ml 1 M MgSQO,4 und 20 pl/ml 1 M Glukose zusammensetzt, hinzugegeben.

E) Spurenelementldsung SL6 (10-fach) (Pfennig, 1974)
0.1 9 ZnSO4x 7 H,0O

0.03 g MnCl; x 4 H,0

0.3 g H3BO3

0.2 g CoCl, x 6 H,O

0.01 g CuCl,; x 2 H,0

0.188 g NiCl; x 6 H,O

0.03 g Na;Mo4 x 2 H,O

ad 1 | HaOpigest.

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

Komponente A (20-fach): Komponente B (20-fach):
800 ml H,Opjgest. 900 ml HzOpigest.

121.1 g Tris-HCI 19.5 g Na,SO4 x 10 H,O

HCl ad pH 7.0 4.6 g Na;HPO,4 x 12 H,0
danach Zugabe von: ad 1 | HoOpigest.

93.6 g NaCl

29.8 g KCI

21.4 g NH,CI

4.0 g MgCl; x 6 H,0O

0.60 g CaCl;x 2 H,0O

0.024 g Eisen-Ammonium-Citrat

2 ml Spurenelementlésung SL6 (10-fach) nach Pfennig (1974)
ad 1 | HaoOpidest.
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Die Komponenten A und B wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und auf die einfache
Konzentration verdinnt. Fur die Anzucht von E. coli wurden 3 g/l Casaminosaurenhydrolysat
und 20 g/l Glycerin fiir areobe Kultivierung zugesetzt und autoklaviert. Fiir anaerobe Anzucht
wurde dem Medium nach dem Autoklavieren steril filtrierte Glukose in der Endkonzentration
von 20 g/l als Kohlenstoffquelle eingesetzt.

Zur Herstellung von Tris-gepufferten Minimalmedium ohne Eisen wurde Komponente A
ohne Eisen-Ammonium-Citrat verwendet.

Fur die Herstellung von Minimalmedium ohne Eisen unterschiedlicher pH Werte (5 bis 9)
wurden Komponenten A ohne Eisen-Ammonium-Citrat mit zusatzlich 195.2 g/l MES
verwendet, welche zuvor mit NaOH bzw. HCI auf den entsprechenden pH Wert eingestellt

wurden.

F) Medienzusétze

Schwermetallsalze

Die Schwermetallsalze ZnCl,, FeCl;, CuCl, und MnCl, lagen als 1 M waéssrige
Stammlosungen vor. FeSO, wurde in Anwesenheit von Ascorbat (beides immer frisch
hergestellt) zugegeben, dabei lag FeSO, als 100 mM waéssrige Stammldsungen vor und
Ascorbat in einer 1 M Stammlésung. AgCl lag als 1 M wéssrige Stammldsung vor und wurde
Licht abgeschirmt gelagert.

Fur Isothermische Titrationskalorimetrie (2.8.9.6) wurden die Stammldsungen mit
hochreinem Wasser (ROTISOLV® LC-MS Grade, Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe)
hergestellt und die Konzentration mittels Atom-Absorptions-Spektroskopie (2.8.9.4)

verifiziert.

Chelatoren

Als Fe*-Chelatoren wurden 2.2"-Dipyridyl (DIP) und trans-1.2-Diaminocyclohexan-
N.N.N".N"-Tetraessigsaure (CDTA) verwendet. Dabei wurde DIP in 96%-Ethanol und CDTA
in leicht basischem H,Opigest geldst. Die Stammldsungen (0.1 M DIP, 1 mM CDTA) wurden

im sterilen Medium auf die beschriebene Endkonzentration verdinnt.

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

aufgefiihrten Endkonzentrationen zugesetzt.
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Tab. 2: Antibiotika-Stammlésungen und Endkonzentrationen im Medium

Antibiotika/Mediumzusatz Stammldsung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 125 mg/ml Hz0 pigest. 125 mg/I

Gentamicin 15 mg/ml H20 pidest. 15 mg/I

Chloramphenicol 20 mg/ml 96% Ethanol 20 mg/l

IPTG 40 mg/ml Hz0 pigest. 40 mg/l

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

AHT 2 mg/ml DMF 200 pg/l

2.2.2 Anzucht, Induktion und Zellernte von E. coli

Die verwendeten E. coli-Stdmme wurden in LB-Medium angezogen. Zur Selektion wurden
die entsprechenden Antibiotika-Konzentrationen zugegeben. Als Anzuchtgefale dienten
sterile Reagenzglaser und Erlenmeyerkolben, wobei auf ein maximales Volumenverhaltnis
von Medium zu Gefdll von 1:5 geachtet wurde. Die Flussigkulturen wurden bei 37°C
(Brutraum) in schrdg eingespannten Reagenzglasern auf einem Rundschittler (HS500, 1IKA
Labortechnik) oder auf einem Rotationsschittler (HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei
200-250 rpm angezogen. Zur anaeroben Anzucht wurden mit Medium maximal beflllte
Hungate-Rohrchen beimpft und stehend bei 37°C (im Brutraum) fur 17 h inkubiert. Das
Zellwachstum wurde als Optische Dichte (ODego) mit einem Spektrophotometer (Ultrospec
10 Cell Density Meter, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) gemessen. Beimpfte
Agarplatten wurden bei 37°C (im Brutraum) fir 16-24 h inkubiert. Die Zellernte erfolgte
durch Zentrifugation in einer Sigma-Laborzentrifuge bei 12000 rpm (Laborzentrifugen
GmbH, Osterode).

2.2.3 Stammbhaltung

E. coli-Stimme wurden auf LB-Agar-Platten mit dem jeweiligen Antibiotikum
entsprechender Konzentration kultiviert. Die Stdimme wurden aller vier Wochen auf frische
Platten tGberimpft. Nach der Inkubation bei 37°C wurden alle Platten im Kihlraum bei 4°C
aufbewahrt. Um einer Kontamination der Stamme vorzubeugen, wurden alle Stimme mit neu

konstruierten Plasmiden sowie die Stdmme, mit denen stdndig gearbeitet wurde, in
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Glyzerinkulturen bei -80°C aufbewahrt. Dazu wurden die Kulturen in der spatexponentiellen

Wachstumsphase geerntet und mit Glyzerin [Endkonzentration 20% (v/v)] versetzt.

2.3 Molekulargenetische Arbeiten mit DNA

2.3.1 Isolierung von DNA

Da es fur die Arbeit mit DNA erforderlich war, vorhandene DNasen zu inaktivieren, wurden
alle hitzebestandigen Geréte und Losungen vor Beginn der Versuche bei 121°C autoklaviert.
Hitzeinstabile Gerate wurden mit 70%igem Ethanol abgerieben, hitzelabile Ldsungen

filtersterilisiert.

2.3.1.1 Plasmidisolation mittels Spin Saulen

Diese Methode diente der Gewinnung hochreiner kovalent geschlossener Plasmid-DNA, die
zur Sequenzierung, zur praparativen Restriktion und zur Transformation eingesetzt wurde.
Die DNA wurde an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschliefend mit H;Opigest
eluiert. Es wurden 4 ml einer Ubernachtkultur von E. coli bei 12000 rpm pelletiert (Sigma
112, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode). Die Préparation der Plasmid-DNA aus dem
Zellpellet erfolgte unter Verwendung des peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | (peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) bzw. des QIAprep Plasmid Spin Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden) entsprechend den Anweisungen der Hersteller. Die DNA wurde bei —20°C gelagert.

2.3.1.2 Isolation genomischer DNA mittels Spin Saulen

Diese Methode diente zur Gewinnung genomischer DNA, die als template in PCR eingesetzt
wurde. Die DNA wurde an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschliefend mit
erhitztem H,Opigest eluiert. Es wurden 1.5 ml Ubernachtkultur der zu untersuchenden E. coli
Stamme bei 12000 rpm zentrifugiert. Das daraus resultierende Zellpellet wurde fir die
Isolation der genomischen DNA mittels E.Z.N.A.®Bacterial DNA Kit (peqglab, Biotechnologie
GmbH, Erlangen) eingesetzt. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.

2.3.1.3 Mikroplasmidpréaparation

Diese Methode diente der GrolRenabschétzung rekombinanter Plasmide (Akada, 1994). Auf
Grund des geringen Aufwandes konnten so eine Vielzahl von Klonen relativ einfach tberpriift
werden. Je 100 pl einer Ubernachtkultur der zu untersuchenden Klone wurden in ein steriles
1.5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt und 50 pl Phenol/Chloroform (1:1) sowie 10 pl
Stopp-Mix [40% (v/v) Glyzerin, 1 g/l SDS, 0.1 M EDTA, 2.5 g/l BPB] zugegeben. Nach
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Mischen mittels Vortex Shaker (Vortex Genie2™, Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz)
fir 10 s und Zentrifugation fiir 5 min in einer Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode) wurden ca. 35 pl des wassrigen Uberstandes im 1%igen Agarosegel

aufgetrennt.

2.3.2 DNA-Techniken

2.3.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Flachbett-Elektrophoresekammern (Easy
Cast™ Elektrophoresis System). Dabei variierte die Gelkonzentration von 8 g/l bei grof3en
Fragmenten bis zu 20 g/l bei kleinen Fragmenten. Als Elektrophorese-Puffer wurde 1 x TAE-
Puffer eingesetzt. Die Agarose (Invitrogen GmbH, Karlsruhe wurde dem Puffer zugegeben
und in der Mikrowelle (Bosch Hausgeréte) geldst. Anschlielend wurde der abgekihlten, aber
noch flussigen Agaroseldsung Ethidiumbromid (0.5 g/l) zugesetzt und das Gel gegossen. VVor
dem Auftragen wurden die Proben mit 0.2 Volumen Stopp-Ldsung [40% (v/v) Glyzerin,
0.1g/l SDS, 0.1 M EDTA, + 2.5 g/l Bromphenolblau] versetzt. Die aufgetragene Menge
richtete sich nach DNA-GroRe und -Konzentration und betrug 1-20 pl (analytische Gele) bzw.
20-120 pl (praparative Gele). Die Elektrophorese erfolgte bei 80-100 V (Biometra®,
Gottingen bzw. Pharmacia Biosystems, Freiburg), bis die Fragmente geniigend aufgetrennt
waren. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte durch UV-Licht (Gel Jet Imager, Intas,
Gottingen), die Dokumentation mittels der dazugehorigen Bild-Aufnahme-Software.

2.3.2.2 DNA-GroRenstandard

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

2.3.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA-Fragmenten wurde entweder mit dem GenQuant (Pharmacia
Biosystems, Freiburg) bestimmt oder durch Vergleich der Fluoreszenzintensitat
Ethidiumbromid-markierter DNA-Proben mit Standards (DNA-Fragmente bekannter

Konzentration). Dies war vor allem fir Sequenzreaktionen wichtig. Die
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Konzentrationsbestimmung flr Ligationen erfolgte durch direkten Vergleich der miteinander

zu ligierenden Fragmente.

2.3.2.4 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 1-20 (analytisch) bis 100 pl
(praparativ). Die Enzymlésung nahm maximal 0.1 Volumen des Gesamtansatzes ein. Als
Inkubationspuffer dienten die vom Hersteller mitgelieferten Puffer, die 10-fach konzentriert
vorlagen und auf einfache Konzentration im Ansatz verdinnt wurden. Pro ug DNA wurden
1-5 U Restriktionsendonuklease zugegeben und mindestens 1 h oder ber Nacht bei der flr
das Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. 1 U eines Enzymes ist als die Aktivitat
definiert, die 1 ug DNA in 1 h bei 37°C spaltet.

2.3.2.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA

Die Reinigung der DNA erfolgte tber den E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit (peglab, Biotechnologie
GmbH, Erlangen). Dabei adsorbiert die DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silika-
Gel-Membran, wahrend Verunreinigungen (z.B. Enzyme) diese ungehindert passieren
konnen. Es wurde nach dem Protokoll des jeweiligen Herstellers vorgegangen. Nach
vollstandiger Entfernung der Verunreinigungen durch einen Waschschritt erfolgte die Elution
der DNA mit 50 pl sterilem, erhitzen H,Opigest. Die Methode diente der Reinigung von PCR-

Produkten, wurde aber auch zur Reinigung praparativer Restriktionen eingesetzt.

2.3.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem préparativen Agarose-Gel aufgetrennt.
Im langwelligen UV-Licht wurde das entsprechende Fragment rasch aus dem Gel
herausgeschnitten. Unter Anwendung des QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden) konnte das Fragment aus dem Agaroseblock isoliert werden.

2.3.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 20-30 ul durchgefiihrt. Das Verhaltnis
Vektor- zu Fragment-DNA richtete sich nach den abgeschatzten Mengen und betrug ca. 1:5.
Vektor- und Fragment-DNA wurden mit sterilem H,Opigest Versetzt und zur Freilegung
kohasiver Enden 5 min bei 42°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansédtze auf Eis
abgekihlt. Danach erfolgte die Zugabe von 2-3 ul 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-
Ligase. Die Ligation wurden tber Nacht bei 16°C inkubiert.
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2.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.3.3.1 Auswahl der Primer

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

Die Oligonukleotid-Primer (Tab. 3) wurden von kommerziellen Anbietern (Metabion GmbH,
Martinsried) bezogen. Sie wurden in sterilem H;,Opigest. gelst (Stammlésung mit 100 pmol/ul)
und auf eine Endkonzentration von 10 pmol/ul verdiinnt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Pimer

Primer-Name/ Sequenz 5 — 3 position” Bemerkung
Orientierung

Primer zur Integration von Genen ins Chromosom von E. coli

fetM,d — 328 TACAGCGTCTTGCCAGCGA  upstream liegender Bereich von
fetM fur Klonierung des fetM

TC Promotors in pGEM®-T Easy.
fetMp u — 4JAAGAGTTACGGAAGTTACGCAC upstream liegender Bereich von
GT fetM fiir Klonierung des fetM
Promotors in pGEM®-T Easy.
fetP u — 597GTACGGCGGGTTGAATTAAGC downstream liegender Bereich
G von fetP fiir Klonierung von
fetP in pGEM®-T Easy.
fetM u — 1956GTATCCTCTCGTCTAAAACAA downstream liegender Bereich
CGGCT von fetM fir Klonierung von

fetM in pGEM®-T Easy.

Delta fetM —  103sAAACCATGGAACCCATAATC an Position 1938 codierender
Ncol d GTTGTATAGCCGT Bereich von fetM zur Erstellung
von pECD1104.

Delta fetM — 11AAACCATGGATGGTAAGCCCT an Position 111 codierender
Ncol u CCCGTATCGT Bereich von fetM zur Erstellung
von pECD1104.

lacZ Kpnl d — 23 TTTGGTACCCAGGAAACAGCT 5'-codierender Bereich von lacZ
ATGACCATGATT an Position 2231 in pUC18-
mini-Tn7T-Gm-lacZ fur

Klonierung in pECD1105.
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Fortsetzung Tab. 3:

lacZ Kpnl u «— 5317ACGGGTACCCATGGCCTGCCC 3'-codierender Bereich von lacZ
GGTTATTAT an Position 5317 in pUC18-
mini-Tn7T-Gm-lacZ fiir
Klonierung in pECD1105.
Tn7R «— CACAGCATAACTGGACTGATTTC Testprimer, der am rechten
Ende des mini-Tn7T bindet.
Tn7L — ATTAGCTTACGACGCTACACCC  Testprimer, der am linken Ende
des mini-Tn7T bindet.
gimSd — 1805 | GGCAAAATCGGTTACGGTTG Testprimer, an Pos. 1805
AG codierender Bereich von gimS.
Primer fir RT-PCR
rpoZ d — 119CGGAAGAAAACGATAAAACC an Position 119 codierender
A Bereich von rpoZ.
rpoZ u «— 208TTCCTGCTCTTGCTGTTCCTG  an Position 208 codierender
Bereich von rpoZ.
fetM d — gCGAGGGAAATAACCGCACCGA an Position 800 codierender
Bereich von fetM.
fetM u — 114ACTGGGTTTCTTCGCCTTCGC an Position 1114 codierender
Bereich von fetM.
fetP d — 216CGCTGTAGAAGGCAATAAAAA an Position 216 codierender
CGG Bereich von fetP.
fetP u «— 450CCTACGCCTGTTTCGCTGTCA an Position 450 codierender
Bereich von fetP.
Primer fur Sandwich-Hybridisierungs-Assay
fetP T7 d — GAAATTAATACGACTCACTATAGGG an Postion 134 codierender
AA3sCCTGCAACCGATTGATATG Bereich von fetP mit 5'-
G codierender T7-RNA-
Polymerase-Promotor-Sequenz
fur Synthese von in vitro fetP-
MRNA.
fetP u — 58GGCGCGTTGGTTAGTCGGTT an Position 528 codierender

Bereich von fetP.
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Fortsetzung Tab. 3:

fetP
Helfersondel
(H1)

fetP
Helfersonde2
(H2)

fetP-Immobili-
sierungssonde
(B10)

fetP
Detektions-
sonde (DIG)

«— 355 TTCAATGTGGTAGGTCACTTTA an Position 395 codierender

«—

331CCATCGCTGGCAACCATCG

Biotin-
374AGTTGCCCACGCCCATCATT

353 GATGTTCGCGCCATAGTGC

Uberexpressionsprimer

Bereich  von  fetP zur
Stabilisierung der linearen fetP-
RNA-Struktur.

an Position 331 codierender
Bereich von fetP zur
Stabilisierung der linearen fetP-
RNA-Struktur.

an Position 374 codierender
Bereich von fetP mit 5'-
Biotinmarkierung fur
Immobilisierung der fetP-RNA
an Streptavidin.

an Position 353 codierender
Bereich von fetP, der fir
Detektion der  fetP-RNA
nachtraglich am  3"-Ende
Digoxigenin markiert wird.

fetM EcoRI d

fetM Pstl u

fetP EcoRI d

fetP Pstl u

fetM Bsal d

sGGCGAATTCCACGTGCGTAACT
TCCGTAACTCTTT

10155 AAACTGCAGTGGGTTATTTTT
TATCGTCTCCCCGGGA

sAGCGAATTCACCATGAAGAAAA
CCCTGATTGCC

495 [CGCTGCAGGTTCAGACCGAC
ATATTTAAACTCGTAGCTC

73ATGGTAGGTCTCAGCGCACCTC
GACGAATTATGCGCCTTT

5'-codierender Bereich von
fetM ohne Startcodon fir
Klonierung in pASK-IBAS3.

3'-codierender  Bereich  von
fetM ohne Stoppcodon fir
Klonierung in pASK-IBA3.

5'-codierender Bereich von fetP
ohne Startcodon fir Klonierung
in pASK-IBAS.

3'-codierender Bereich von fetP
ohne Stoppcodon fur
Klonierung in pASK-IBA3.

5 kodierender Bereich von fetM
ohne Signalsequenz fur
Klonierung in pASK-IBAG.
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Fortsetzung Tab. 3:

fetM Bsal u — 1131ATGGTAGGTCTCATATCAACT 3'kodierender Bereich des N-
ATAGAGCAGCAGACTCCACT Terminus kodierenden Teil (73-
1160) von fetM fur Klonierung

in pASK-IBAG.

fetP Ncol d — 73AAACCATGGGCTTTAAAGAGT  5'kodierender Bereich von fetP
ACCCGGCAGGC ohne Signalsequenz fur
Klonierung in pET22b(+).

fetP Xhol u — 555AAACTCGAGGCTGCCGCGCGG 3'kodierender Bereich von fetP
CACCAGGCCGCTGCTGTTCAGAC ohne Stoppcodon mit
CGACATATTTAAACTC Thrombin-Erkennungs-sequenz

fur Klonierung in pET22b(+).

Sequenzierprimer

pGEM d —  2900GCGAAAGGGGGATGTGCT Sequenzierprimer fir pGEM-
Konstrukte.

pGEM u — g ATATGGTCGACCTGCAGGCG

pASK d — 9AAAAGTGAAATGAATAGTTCG Sequenzierprimer fir pASK-
ACAAAA IBA-Konstrukte.

pASK u — 20CGGTAAACGGCAGACAAAAA
AAATG

T7 Promoter — 5;TAATACGACTCACTATAGG Sequenzierprimer  fiur  fetP-

Kontrukt in pET22b(+).
T7 Terminator «— 3sCTAGTTATTGCTCAGCGG

fetP Mutagenese Primer

fetP E46Q d —  134AAAGCCGATGTTCACCTTCAG Quik-Change Mutagenese-
GCGGATATCCACGCTGTA Primer, fiihren Mutation in fetP
ein, G202C/A204G, (E46Q).
fetP E46Qu  «— 23TACAGCGTGGATATCCGCCTG
AAGGTGAACATCGGCTTT

fetP M90I d —  310GGCACCTTCATGCCGATCGTT  Quik-Change Mutagenese-
GCCAGCGATGGC Primer, fuhren Mutation in fetP
ein, G336C, (M90l).
fetP M90I u «— 350GCCATCGCTGGCAACGATCGG
CATGAAGGTGCC
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Fortsetzung Tab. 3:

fetP H127A d

fetP H127A u

fetP M361 d

fetP M361 u

fetP M391 d

fetP M391 u

fetP M88/901 d

fetP M88/901 u

fetP D94N d

fetP D94N u

fetP M291 d

fetP M291 u

fetP H125R d

fetP H125R u

—

<«—

<«—

430GCCGGGATGCATCGCGCTACT
GACAGCGAAACAGGC

466GCCTGTTTCGCTGTCAGTAGC
GCGATGCATCCCGGC

91GGCGAGCCTGTCACCATCAATG
AAATGGAGCTGGCG

127CGCCAGCTCCATTTCATTGATG
GTGACAGGCTCGCC

o7CCTGTCACCATGAATGAAATCG
AGCTGGCGGCCGTT

133AACGGCCGCCAGCTCGATTTC
ATTCATGGTGACAGG

310AAACAGGAAGGCACCTTCATC
CCGATCGTTGCCAGCGATGGC

352GCCATCGCTGGCAACGATCGG
GATGAAGGTGCCTTCCTGTTT

3228ATGCCGATGGTTGCCAGCAAT
GGCCCGCACTATGGCGCG

3657CGCGCCATAGTGCGGGCCATT
GCTGGCAACCATCGGCAT

133TACCTGCAACCGATTGATATC
GAACCGCGCGGCATGGGC

172GCCCATGCCGCGCGGTTCGAT
ATCAATCGGTTGCAGGTA

21CCGTCAAAAGCCGGGATGCGC
CGCCATACTGACAGCGAA

460 TCGCTGTCAGTATGGCGGCG
CATCCCGGCTTTTGACGG

Quik-Change Mutagenese-
Primer, fihren Mutation in fetP
ein, C445G/A446C, (H127A).

Quik-Change Mutagenese-
Primer, fihren Mutation in fetP
ein, G108C, (M361).

Quik-Change Mutagenese-
Primer, fihren Mutation in fetP
ein, G117C, (M391).

Quik-Change Mutagenese-
Primer, filhren Mutation in fetP
ein, G330/336C, (M88/901).

Quik-Change Mutagenese-
Primer, fihren Mutation in fetP
ein, G346A, (D94N).

Quik-Change Mutagenese-
Primer, fuhren Mutation in fetP
ein, G153C, (M29l).

Quik-Change Mutagenese-
Primer, fihren Mutation in fetP
ein, A440G/T441C, (H125R).
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Fortsetzung Tab. 3:

fetP M341 d —  14sGATATGGAACCGCGCGGCATC Quik-Change Mutagenese-
GGCTTACCGGCAGCAAAA Primer, fihren Mutation in fetP

ein, G168C, (M341).
fetP M34lu <« 157 TTTTGCTGCCGGTAAGCCGAT

GCCGCGCGGTTCCATATC

a) Fir die Klonierung relevante Schnittstellen, die neu eingefiihrt wurden, sind unterstrichen. Unterstrichene
und fett dargestellte Basen weisen auf Austausche hin. Tiefergestellte Ziffern kennzeichnen die Basenposition
in der jeweiligen Gensequenz. Kursiv dargestellte Basen kennzeichnen eine T7-RNA-Polymerase-Promotor-
Sequenz bzw. eine Thrombin-Erkennungssequenz.

2.3.3.2 Standard Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

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

Fur préparative Zwecke wurde eine Polymerase mit 3°-5"-proof-reading-Aktivitdt [Pwo
(Roche, Mannheim)] oder das Tag/Tgo-Gemisch [Expand™ Long Template PCR System
(Roche, Mannheim)] eingesetzt. In diesem Fall diente gereinigte DNA als Template fur die
Reaktion.

Zur Analyse wurde Tag-Polymerase (Roche, Mannheim) verwendet. Hierbei wurden
entweder gereinigte Plasmide oder frisches Koloniematerial als Template verwendet. Die
Zellen wurden mit sterilem Zahnstocher von der Agaroberflache in 40 pl steriles HoOpigest.
uberfiihrt. Nach Erhitzung fur 10 min auf 96°C und anschlielender Zentrifugation konnte der

Uberstand als Template eingesetzt werden.

Reaktionsansatz:

1l template-DNA (ca.100 ng/ul)
5ul 10 x PCR Puffer

1l 20 mM dNTP-Mix

1l Primer 1 (10 pmol)

1l Primer 2 (10 pmol)

0.7-1pl Polymerase

(G ul DMSO)

ad 50 pl steriles H,Opigest.

Die Reaktionen wurden als Hot-Start—-Reaktionen im PCR-Block (T3000 Thermocycler,

Biometra, Gottingen) nach folgendem Protokoll gefahren:
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1. 2 min 96°C Hot-Start

2. 30 sec 96°C Denaturierung

3. 30 sec x°C Annealing

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

5. 4 min 68/72°C Nachsynthese (Pwo,Tag+Tgo/Taq)

6. Pause 4°C

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

2.3.3.3 Quik-Change™Site-Directed Mutagenesis-PCR

Diese Methode (Stratagene Cloning Systems, Heidelberg) diente zur Mutagenese eines oder
mehreren nebeneinander liegender Basenpaare. Wichtig hierflr ist das Vorliegen der zu
mutierenden Sequenz in einem relativ kleinen doppelstrangigen, supercoilten Vektor (z.B.
PET22b(+)), der aus einem dam® E. coli-Stamm isoliert wurde. Je ein Mutagenese-Primer fiir
jeden Strang, die zueinander komplementér sind, diente zum Einfiihren der gewiinschten
Mutation. Sie wurden in einer PCR-Reaktion eingesetzt, die dann das gesamte Plasmid mit
Insert amplifizierte. Um second-site-Reversionen zu verhindern, wurde die Pwo-Polymerase
mit Korrekturlesefunktion eingesetzt. Wichtig war auBerdem nur wenige Zyklen zu
durchlaufen (16+1 pro jeden Basenaustausch). Einige Quik-Change PCR Ansétze wurden in
Anwesenheit von DMSO und Pfu-Polymerase durchgefiihrt, die eine Extensionszeit von
1 kb/2 min aufwies. AnschlieBend wurde der PCR-Ansatz gereinigt und mit Dpnl behandelt.
Dieses Enzym verdaut spezifisch die parentale, dam-methylierte DNA, nicht aber das PCR-
Produkt. Der mutierte Vektor konnte anschlieBend fur Transformations-Experimente

eingesetzt werden, ohne dass vorher eine Ligation erfolgte.

2.3.4 DNA-Transfer in E. coli und Selektion rekombinanter Klone

2.3.4.1 Transformation nach der CaCl,-Methode

A) Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode
(Mandel und Higa, 1970). Uber Nacht wurde eine Vorkultur des zu transformierenden
Stammes angezogen. Diese Kultur wurde in frischem LB-Medium 1:100 verdinnt und bei
37°C bis zu einer Optischen Dichte [OD 600 nm] von 0.3 kultiviert. Die Zellen wurden
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10 min auf Eis inkubiert und in ein steriles, gekihltes Greiner-Rohrchen tberflhrt. Es erfolgte
die Sedimentation durch Zentrifugation fir 10 min bei 5000 rpm und 4°C in der Eppendorf
Zentrifuge 5804 R (Eppendorf AG, Hamburg). Das Pellet wurde vorsichtig in 10 ml eiskalter
0.1M CaCl,-L6sung resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen
in 2 ml eiskalter 0.1 M CaCl,-Ldsung resuspendiert und bis zur Transformation 1-24 h auf Eis
gelagert. Nicht verwendete kompetente Zellen wurden mit Glyzerin [Endkonzentration
25% (v/v)] versetzt und bei -80°C gelagert.

B) Transformation

Die Transformation selbst wurde nach (Sambrook et al., 1989) durchgefinhrt.
CaCl,-kompetente Zellen (frisch oder auf Eis aufgetaut) wurden mit der zu transformierenden
DNA vorsichtig gemischt und mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich ein
Hitzeschock fir 90 s bei 42°C an, wonach die Transformationsansétze sofort wieder auf Eis
fiir 2 min gekuhlt wurden. Nach Zugabe von LB-Medium und Inkubation fir 45 min bei 37°C
wurde auf Selektivagar ausplattiert. Die Platten wurden Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.4.2 Transformation von E. coli durch Elektroporation

A) Herstellung kompetenter Zellen (Dower et al., 1988)

50 ml SOB-Medium (mit Antibiotikum) wurden mit einer Vorkultur 1:100 beimpft und bei
37°C unter Schitteln bis 100 Klett kultiviert. Die Kultur wurde nach Abkihlung auf Eis
(15 min) zentrifugiert (15 min 5000 rpm, 4°C) und das Zellpellet dreimal mit je 50 ml

10%igen, eiskaltem Glyzerin gewaschen. Anschlieend wurde das Zellpellet in 800 pl
Glyzerin [10% (v/v)] resuspendiert. Die elektrokompetenten Zellen wurden als 40 pl Aliquote
bei -80°C aufbewahrt.

B) Elektroporation

Die Elektroporation erfolgte mit einem Gene Pulser (BIORAD, Minchen). Pro Ansatz
wurden 40 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-5 pl Plasmid-DNA versetzt und
nach 1 min Inkubation auf Eis in sterile, gekihlte Elektroporationskiivetten
(Elektrodenabstand 0.1 cm) Uberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 1.8 kV und
200 Q, wodurch eine Feldséirke von 12.5 kV/cm und Zeitkonstanten von 3.5-4.5 ms erreicht
wurden. Sofort nach Impuls wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben und die Zellen 1 h bei 37°C

inkubiert. 50-200 ul des Ansatzes wurden auf Selektivagar ausplattiert.
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2.3.4.3 Selektion plasmidtragender E. coli -Klone

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

spalten, identifiziert werden, was sich in der Blaufarbung der Klone feststellen lieR.

2.3.4.4 Integration von single-copy Genen in das Chromosom von E. coli

Nach Choi und Schweizer (2006) konnen mit Hilfe des Mini-Transposons mini-Tn7T,
welches im Vektor pUC18R6K codiert wird, Einzelkopien von Genen orts- und
orientierungsspezifisch in das Chromosom von Bakterien an der Tn7-attachment site (attTn7)
stromabwarts des hochkonservierten glmS-Gens inseriert werden (Gringauz et al., 1988,
Cleaver und Wickstrom, 2000).

Hierfur wurden die jeweiligen Gene mittels PCR (2.3.3.2) amplifiziert und in den pGEM®-T
Easy-Vektor kloniert. Nach erfolgreicher Kontrollsequenzierung wurden die Gene aus dem
Vektor mit spezifischen Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten, jeweils in die multiple
Klonierungsstelle im mini-Tn7T-Element des Suizid-Vektors pUC18R6K ligiert (2.3.2.7) und
anschlieRend in den Stamm EC100D™ pir-116 transformiert (2.3.4.1). Zur Erstellung einer
Promotor-lacZ-Fusion wurde zundchst der jeweilige Promotor in den Vektor pUC18R6K-
mini-Tn7T-Gm kloniert. Danach wurde das lacZ-Gen mit dem Vektor pUC18-mini-Tn7T-
Gm-lacZ als template Gber PCR amplifiziert und in den Vektor pUC18R6K-mini-Tn7T-
Gm::prom als Promotor-lacZ-Fusion subligiert, welcher anschlieBend in den Stamm
EC100D™ pir-116 transformiert wurde.

Die rekombinaten mini-Tn7T-Vektoren wurden in die entsprechenden E. coli-Zielstdmme
jeweils mit dem Helferplasmid pTNS1 kotransferiert, welches die fir die Tn7 ortsspezifische
Transposition notwendigen Gene tnsABCD codiert (Biery et al., 2000, Stellwagen und Craig,
2001, Peters und Craig, 2001). Pro Elektroporationsansatz (2.3.4.2) wurden jeweils 50 ng
beider Vektoren eingesetzt. Da das Mini-Transposon das Resistenzgen fiir Gentamicin trégt,
kdnnen die Zellen nach erfolgreicher Transposition auf Gentamicin-haltigem Agar selektiert
werden. Die Uberpriifung der jeweiligen Einzelkopie-Geninsertionen erfolgte mittels PCR
(2.3.3.2).
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2.3.5 DNA-Sequenzierung

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

sequenzierenden Matritzenstranges erstellt.

2.3.5.1 Verwendung des DYEnamic™ ET terminator cycle sequencing kit
Fur die Sequenzreaktion (GE Healthcare, Freiburg), die im Trio-Thermoblock (Biometra,

Gottingen) stattfand, wurde folgender Ansatz zusammengestellt:

Plasmid-DNA (0.5 pg) 2 ul
Primer (4 pM) 2 ul
ABI-Sequencing-Mix 2 ul
H2Obidest. ad 10 pl

Die Sequenzreaktionen erfolgten nach folgendem Programm:

1) Denaturierung 95°C 1 min

2) Denaturierung 95°C 1 min

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

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

5) Pause 4°C

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

stabil. Die Auftrennung der Produkte der Sequenzreaktion erfolgte durch Ute LindenstrauR.

2.3.5.2 Sequenzierung durch kommerzielle Anbieter

Fur diese Sequenzreaktionen wurden 0.8 pg Plasmid DNA und 20 pmol Primer in einem
Gesamtvolumen von 10 pl verwendet. Dabei wurde auf Anbieter wie Microsynth AG,
Lindau; Agowa, Berlin oder auch Seglab, Goéttingen zurlickgegriffen.
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2.3.5.3 Auswertung der Sequenzdaten

Die primédre Auswertung der Sequenzdaten erfolgte unter Anwendung des Programms
Chromas. Editierte und prozessierte Sequenzdaten wurden mit den Computerprogramm Clone
5 (Clone Manager-Version 7.0, Scientific & Educational Software, USA) ausgewertet.
Sequenzhomologien zu den in den Datenbanken EMBL und SWISS-PROT enthaltenen DNA-
und Proteinsequenzen wurden mit dem vom Nation Center For Biotechnology Information
(NCBI) bereitgestellten Internet-Programm Basic Logic Alignment Search Tool (BLAST)
((Altschul et al., 1997) ermittelt. Sequenzvergleiche von Proteinen wurden mit dem Internet-
Programm Clustalw vom European Biotechnology Institut (EBI) erstellt. Die Bestimmung
von Sequenzmotiven in Proteinsequenzen und die Berechnung von Protein-
Molekulargewichten und den theoretischen Extinktionskoeffizienten anhand der
AS-Sequenzen erfolgte mit den Internet-Programm Expasy des Expasy Molecular Biology
Server (Institut fir Bioinformatik, Genf, Schweiz). Topologievoraussagen wurden nach dem
TMHMM-Modell des TMHMM Server v. 2.0 (Zentrum flr biologische Sequenzanalyse,
Technische Universitat, Lyngby, Danemark) erstellt, wobei postulierte Signalsequenzen mit
dem Programm SignalP 3.0 (Zentrum fir biologische Sequenzanalyse, Technische

Universitat, Lyngby, Danemark) untersucht wurden.

2.4 Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

Alle  verwendeten  Puffer, Losungen und auch  HyOpigest.  Wurden — mit
0.1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC), welches ein starker Inhibitor von RNAsen ist,

versetzt, (ber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlielfend autoklaviert.

2.4.1 Gesamt-RNA-Isolation

Vorkulturen der E. coli Stimme wurden Uber Nacht in LB-Medium und entsprechenden
Antibiotikum bei 37°C unter stdndigem Schitteln inkubiert. Mit den Vorkulturen wurden
4 ml Tris-Minimalmedium ohne Eisen pH 7 1:400 beimpft und erneut tiber Nacht schiittelnd
bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden citratgespulte Klettkolben, die jeweils 20 ml
Tris-Minimalmedium ohne Eisen pH 7 enthielten, 1.5%ig angeimpft und schittelnd bei 37°C
bis zum Erreichen von 100 Klett inkubiert. Zur Zellernte wurden die Kulturen in Aliquots von
2 ml in Eppendorftubes fir 10 min bei 4°C in einer Eppendorf Zentrifuge 5417 R (Eppendorf
AG, Hamburg) zentrifugiert, das Medium vollstandig abgenommen und die Zellpellets sofort
in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen wurden bis zur Isolation der RNA bei -80°C

gelagert.
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Um die Gesamt-RNA zu gewinnen, wurde zundchst das Lysegemisch (6 ml
Phenol/Chloroformgemisch, 72 ul 20% (w/v) SDS, 2.5 ml AE-Puffer) in ein 15 ml
Greinerréhrchen pipettiert und auf 60°C vorgewarmt. Pro Isolation wurden die Zellpellets von
jeweils 10 ml Kultur mit 500 pl AE-Puffer (20 mM Na-acetat pH5.5, 1 mM EDTA in DEPC
H.0) durch mehrmaliges Aufziehen in einer sterilen Spritze mit Kandile resuspendiert und zu
den vorgewdarmten Lysegemisch gegeben. Dieser Ansatz wurde fir 5 min bei 60°C inkubiert
und wéahrenddessen aller 30 sec geschuttelt. Danach wurde der Ansatz auf Eis fiir mindestens
10 min stehen gelassen. Anschliel3end erfolgte durch eine 20 min Zentrifugation bei 10°C und
5000 rpm eine Phasen-Trennung. Die Oberphase wurde daraufhin mit 3 ml Phenolgemisch
und 300 pl 3 M Na-acetat pH 5.5 gemischt. Nach starkem Schiitteln erfolgte erneut eine
Zentrifugation fir 10 min bei 4°C und 5000 rpm. Diese Schritte wurden mehrmals wiederholt,
um die Proteine aus der Interphase zu entfernen. Die Oberphase wurde in ein neues
Greinerréhrchen Gberfihrt und mit 2.5 Vol. eiskaltem 96% (v/v) Ethanol Uber Nacht bei
-20°C gefallt. Die Pelletierung erfolgte durch einstiindige Zentrifugation bei 4°C und
5000 rpm. Das Pellet wurde nochmals mit 1 ml 70% (v/v) Ethanol fiir 10 min bei 4°C und
5000 rpm zentrifugiert. Der Ethanol wurde vollstandig abgenommen und das Greinerréhrchen
kopfuber zum Trocknen des Pellets gestellt. Anschliefend wurde dieses zweimal mit 50 pl
DEPC-H,0 gel6st und in ein Eppendorftube tberflhrt. Die Lagerung der RNA erfolgte bei
-20°C.

2.4.2 Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA

Um die Konzentration der praparierten RNA zu bestimmen, wurde die Absorption bei 260 nm
an einem NanoDrop®ND-1000 Spektrophotometer (peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
gemessen. Eine Absorptionseinheit Ao entspricht 40 pg ssRNA/ml. Das Verhéltnis der
Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm l&sst Riickschlisse auf Verunreinigungen zu. Ist
dieser Wert kleiner als 1.7, ist die RNA-Praparation mit Proteinen verunreinigt. Betrégt der
Wert 1.7 oder mehr, spricht dies flr eine geringe Verunreinigung mit Phenol und die RNA-

Préparation gilt als rein.

2.4.3 DNasel-Verdau der Gesamt-RNA

Um die nach der Isolation noch vorhandene DNA aus der Gesamt-RNA-Prédparation zu
entfernen, wurde ein Verdau mit RNase-freier DNasel durchgefuhrt.

Dafiur wurden 20 bis 30 pug RNA eingesetzt. Der Verdau wurde in einem Gesamtvolumen von
60 pl durchgefihrt. Nach Auffillen der entsprechenden Menge an RNA mit DEPC-H,0
wurde diese fir 3 min bei 95°C denaturiert. Nach kurzem Abkihlen des Ansatzes auf Eis
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wurden 6 pl 10x DNase Puffer und 6 pl RNase-freie DNasel (Promega, Mannheim)
hinzugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Dann schloss sich eine Phenol/Chloroform-
Extraktion an. Dazu wurden 100 pl des Phenol/Chloroformgemisches und 10 pl 3 M
Na-acetat pH 5.2 hinzugegeben, gut geschittelt und fiir 2 min bei 12000 rpm zentrifugiert.
Die Oberphase wurde mit 2.5 Vol. eiskaltem 96% (v/v) Ethanol fir 1 h bei -80°C gefallt.
Durch eine Zentrifugation fir 15 min bei 4°C und 14000 rpm wurde die RNA im Pellet
gewonnen und nach zweimaligem Waschen mit 70%igem Ethanol luftgetrocknet und in 22 pl
DEPC-H,0 aufgenommen. Die RNA wurde auf Eis oder bei -20°C gelagert. Die préparierte
RNA wurde im Formaldehydgel auf Intaktheit und mittels PCR auf Verunreinigung mit DNA
uberpraft.

2.4.4 Fomaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese

Fur analytische Zwecke wurden 1.5%ige denaturierende Formaldehydgele verwendet. Fir ein
50 ml Gel wurden 0.75 g Agarose in 43.5 ml DEPC-H,0 mit 5 ml 10x MOPS (0.2 M MOPS,
0.05 M Na-acetat, 0.01 M EDTA in DEPC-H,0 pH 7) in der Mikrowelle gel6st und auf ca.
50°C abgekuhlt. Danach wurden 1.5 ml Formaldehyd hinzugegeben, gut gemischt und in eine
Minigelkammer gegossen. Als Laufpuffer diente 1x MOPS. Es wurden ca. 2 pg Gesamt-RNA
mit 12.5 pl Formamid, 2.5 pl 10x MOPS und 4 pl Formaldehyd gemischt und bei 65°C fiir 15
min denaturiert. Zum schnellen Abkiihlen wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und
anschlieBend mit 3 pl Probenpuffer (100 mM EDTA, 50% (v/v) Glyzerin, 0.1% SDS, 0.1%
BPB) und 0.5 pl Ethidiumbromid versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 80 V.

2.4.5 Reverse transcriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Um die Expression der Gene fetM und fetP in den jeweiligen Stdmmen zu verifizieren, wurde
die Methode der RT-PCR angewandt. AufRerdem wurde mit dieser Methode die
Operonstruktur von fetMP bestimmt. Dabei wurde im ersten Schritt die RNA mittels der
Reversen  Transkriptase ~SUPERSCRIPT™II  (Invitrogen, Karlsruhe) in  cDNA

umgeschrieben, die im zweiten Schritt amplifiziert wurde.

cDNA-Synthese:

Gesamt-RNA 1 ug
random Primer 1l
steriles DEPC-H2Opigest. ad 6 pl

Dieser Ansatz wurde fiir 5 min bei 65°C inkubiert und danach sofort auf Eis abgekuhit.
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Danach erfolgte die Zugabe von:

5x first strand-Puffer 2 ul
01MDTT 1pl
10 mM dNTP-L6sung 0.5ul
SUPERSCRIPT™I1 (200 U/pl) 0.5 ul

Der Ansatz wurde bei RT fiir 10 min inkubiert.
Daran schloss sich die Reaktion fir 1 h bei 42°C an. Das Enzym wurde danach fur 15 min bei
70°C inaktiviert.

Im zweiten Schritt schloss sich die Amplifizierung der synthetisierten cDNA an:

cDNA 1l
Primerl (10 pmol/ul) 1l
Primer2 (10 pmol/ul) 1l
10 mM dNTP-L6sung 1yl
10x PCR-Puffer Sul
H2Obigest. 40 pl

Tag-Polymerase (Roche, Mannheim, 1 U/uL) 1l

Der Ansatz wurde gut gemischt und die cDNA nach dem unter 2.3.3.2. beschriebenen
Protokoll amplifiziert.

Je 10 pl der RT-PCR-Produkte wurden in einem 2.5%igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt. Als
Kontrollen wurden PCR-Reaktionen mit chromosomaler DNA des E. coli Stammes F11 als

Template (Positivkontrollen) und ohne Template (Negativkontrollen) mitgefiihrt.

2.4.6 Sandwich-Hybridisierungs-Assay

Die Sandwich-Hybridisierung (Thieme et al., 2008) dient der Quantifizierung von RNA, was
auf der Detektion von Hybridisierungsereignissen zweier Oligonukleotid-Sonden und der
Ziel-RNA basiert. Direkt aus dem Rohzellextrakt wird die Ziel-RNA an einem festen
Trégermaterial immobilisiert und mittels einer Detektionssonde mit einem entsprechenden
Substrat nachgewiesen. Hierbei wird der Rohzellextrakt nach Zellaufschluss mittels
Ultraschall verwendet, was ein zeitaufwendiges Isolieren von RNA nicht erforderlich macht.
Zur Berechnung der spezifischen Transkriptmenge des zu untersuchenden Gens wird die
Relation zwischen Optischer Dichte bei 600 nm und der Zellzahl verwendet, wobei 6 x 10

Zellen/ml einer ODggo von 1.0 entsprechen (Piovant und Lazdunski, 1975). Ein in vitro
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Standard wird verwendet, um die molare Konzentration an Transkripten, zu bestimmen,

sodass mit diesem Assay die Anzahl der Molekdile pro Zelle berechnet werden kann.

2.4.6.1 Zellanzucht, Zellernte und Aufschluss

Nach einer Vorkultur in LB-Medium und dem entsprechenden Antibiotikum bei 37°C wurden
die Zellen 1:400 in Tris-Minimalmedium ohne Eisen verdunnt. Das Wachstum dieser
Mittelkultur erfolgte schittelnd bei 37°C (ber Nacht. Am folgenden Tag wurden
citratgespulte Kolben, die jeweils 50 ml Tris-Minimalmedium ohne Eisen enthielten, 5%ig
angeimpft und schittelnd bei 37°C bis zum Erreichen einer Optischen Dichte bei 600 nm von
0.7 inkubiert. Vor der Zellernte wurden in 1.5 ml Eppendorftubes 100 pl Stopplésung zur
Inaktivierung von RNasen vorgelegt. Die Stoppldsung setzte sich aus 5 Teilen Phenol und
95 Teilen 96% (v/v) Ethanol zusammen und wurde mit der entnommenen Kultur auf eine
Endkonzentration von 9% verdlnnt. Zu definierten Zeitpunkten (0, 5, 6, 11, 16, 21, 26, 46, 66
und 86 min) wurden jeweils 1 ml Kultur entnommen, in ein Eppendorftube mit dem RNase-
Inaktivator uberfiihrt und die Optischen Dichten bei 600 nm bestimmt. Zur Repression bzw.
Induktion der zu untersuchenden Gene wurden den Kulturen jeweils nach 6 min 100 puM
FeCl3 und nach 20 min 200 uM CDTA zugesetzt.

AnschlieRend erfolgte die Pelletierung der Zellen durch 10 min Zentrifugation bei 4°C und
14000 rpm. Der Uberstand wurde vollstandig abgenommen, die Zellpellets sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall (Bandelin electronic, Berlin). Dazu wurden die
Pellets in 150 pl eiskaltem TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7.0, 1 mM EDTA) resuspendiert.
Die Zellen wurden bei 60 W und 20 kHz fur 1 x 3 s auf Eis aufgeschlossen und fur 3 min bei
4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Von den Lysaten wurden jeweils 20 pl fir den Assay

eingesetzt.

2.4.6.2 Herstellung des in vitro transkribierten RNA Standards

Der in vitro RNA Standard diente der Berechnung der Transkriptmenge des zu
untersuchenden Gens aus den Fluoreszenzdaten. Der Standard wurde vom gereinigten DNA-
PCR-Produkt fir das nachzuweisende Gen hergestellt. Die Amplifikation des ca. 400 bp
Fragmentes wurde mit den Primern fetP T7 d und fetP u wie unter 2.3.3.2 beschrieben
durchgefiihrt, wobei der fetP T7 d Primer am 5-Ende die T7 Promotor-Sequenz als
Bindestelle fir die T7-RNA-Polymerase enthielt. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt
mittels E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit (peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen) aufgereinigt
(2.3.2.5) und das gesamte Produkt fir die RNA-Synthese verwendet.
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Die Synthese der RNA erfolgte Uber die RNA-Polymerase in vitro Transkription mittels
MAXIscript™ T7-Kit (Ambion, Austin, TX, USA) nach Angaben des Herstellers. Die
Qualitdt der in vitro erstellten RNA-Transkripte wurde in einem denaturierenden
Formaldehydgel wie unter 2.4.4 beschrieben geprift. Zur Aufbewahrung wurde die RNA in
5 ul Aliguots zunachst kurz in flussigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend bei -20°C

gelagert.

2.4.6.3 RNA-Bestimmung

Zur Bestimmung des RNA-Gehaltes der Proben wurde die in vitro RNA zur Erstellung einer
Eichgerade in jedem Assay mitgefuhrt. Hierflr war es erforderlich, die Menge der in vitro
erstellten RNA mit dem Quant-IT RiboGreen RNA-Assay (Invitrogen, Karlsruhe) zu
bestimmen. Als Standard diente eine Eichgerade mit ribosomaler E. coli RNA (100 pmol/ml),
welche Bestandteil des verwendeten Kits war. Die Fluoreszenzmessung erfolgte bei einer

Extinktion von 480 nm und einer Emission von 525 nm.

2.4.6.4 DIG-Labeling

Die Markierung der DIG-markierten Detektionssonde erfolgte am 3"-Ende mittels DIG
Oligonucleotide 3" -End Labeling Kit 2" generation (Roche, Mannheim) nach Angaben des
Herstellers.

2.4.6.5 Biotin-Labeling
Die Biotin-markierte Detektionssonde wurde direkt vom Hersteller (Metabion GmbH,

Martinsried) bezogen. Die Markierung erfolgte am 5 -Ende.

2.4.6.6 Sandwich-Hybridisierungs-Assay

Dieser Assay wurd in 96 well Microplatten (Greiner Bio-One, Frickenhausen) durchgefihrt.
Fir jede Probe wurden jeweils drei parallele Hybridisierungsreaktionen angesetzt, wobei pro
Messung drei Reaktionen mit in vitro RNA fur den Standard mitgefiihrt wurden. Zur
Herstellung des Hybridisierungspuffers wurden folgende Reagenzien vorbereitet: 20 x SSC
(0.3 M Na-citrat pH 7.0, 3 M NaCl in DEPC-H,0), 100 x Denhardts-Reagenz (2% (w/v)
Ficoll 400, 2% (w/v) Polyvinylpyrollidon-360) und 10%ige Blockierungslésing in
Maleinsdurepuffer (100 mM Maleinsaure/NaOH pH 7.5, 150 mM NaCl). Fir den Assay
wurden 90 pl des Hybridisierungspuffers pro Ansatz eingesetzt, der sich wie folgt

zusammensetzt:
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5X SSC

20% Formamid

3% Dextransulfat

0.2% Tween 20

1x Denhardts Reagenz
1x Blockierungsldsung
ad 86 pl DEPC-H2Opidest.

Dieser Ansatz wurde als Stammldsung vorbereitet und bei 4°C gelagert. Vor jedem Assay
wurde eine entsprechende Menge an Hybridisierungspuffer fur einen Mastermix enthommen,
in ein steriles ReaktionsgefaR uberfuhrt und je 1 pl Helfersonde 1(1 pmol/ul), Helfersonde 2
(1 pmol/ul), DIG-markierte Detektionssonde (0.05 pmol/pl) und Biotin-markierte
Detektionssonde (5 pmol/ul) zugesetzt. Mit einer Multichannel-Pipette (8-Channel-Pipette,
30-300 pl, Eppendorf AG, Hamburg) wurden 90 pl des komplettierten Hybridisierungspuffers
pro well pipettiert. Die Platte wurde fur 5 min bei 50°C auf einem Thermoblock (Shaker
DTS-2, NeoLab, Heidelberg) inkubiert, wonach jeweils 20 pl der aufgeschlossenen Proben
bzw. die in vitro RNA zugegeben wurden. Fir die Eichgerade wurde eine Verdiinnungsreihe
Uber acht verschiedene Konzentrationen hergestellt. AnschlieRend wurde die Microplatte fiir
30 min bei 50°C schittelnd inkubiert, wobei die Hybridisierung der Sonden an die
Transkripte erfolgen sollte.

Darauf schloss sich die Immobilisierung an Magnetic Beads (Streptavidin-
MagneSphereParamagnetic Particles, Promega, Mannheim) an, wovon 15 pl pro well
eingesetzt wurden. Vorbereitend wurde die erforderliche Menge an Magnetic Beads in ein
Eppendorftube tberfihrt, dieses in einem MagnaSphere® Magnetic Separation Stand
(Promega, Mannheim) fixiert und der Uberstand abgenommen. AnschlieBend wurden die
Magnetic Beads dreimal mit 5 x SSC gewaschen und im urspriinglichen Volumen darin
aufgenommen. Nach Zugabe der Magnetic Beads in die Reaktionsansatze wurden die RNA-
DNA-Hybride wahrend einer 25 min Inkubation bei 50°C und 900 rpm daran immobilisiert.
Danach wurde die Microplatte auf einem MagnaBot® 96 Magnetic Separation Device
(Promega, Mannheim) zur Ansammlung der Magnetic Beads am Boden der wells fir 2 min
inkubiert. Der Uberstand wurde jeweils abgenommen und 120 pl Waschlésung (1 x SSC,
0.01% SDS) zugegeben. Es folgte eine Inkubation auf dem Thermoblock fur 2 min bei 50°C
und 900 rpm. Dieser Vorgang wurde anschlieBend zweimal bei 30°C wiederholt und der
Waschpuffer komplett entfernt. Fir die Antikdrper-Bindung wurden pro well 100 pl einer
komplettierten Enzymlésung (1 x SSC, 0.1% (v/v) Tween 20, 1:10000 Anti-DIG-AP-
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Konjugat; Roche, Mannheim) hinzu pipettiert und fir 30 min bei 30°C schittelnd inkubiert.
Danach wurde erneut dreimal mit je 120 pl Waschpuffer bei 30°C gewaschen, wonach der
komplette Puffer entfernt wurde.

Anschlieend wurden pro well 100 ul 2°-(2-benzothiazolyl)-6"-hydroxybenzothiazolphosphat
(BBTP) AttoPhos®-Substrat (AttoPhosAP Fluorescent Substrate System, Promega,
Mannheim) zugegeben und die Microplatte fiir 20 min bei 37°C und 900 rpm inkubiert. Zur
kompletten Resuspendierung der Magnetic Beads wurde mit 1300 rpm fir 5 s gestartet.
Daraufhin wurde die Microplatte zur Separation auf den MagnaBot® 96 Magnetic Separation
Device fir 1 min gestellt, sodass jeweils 90 ul der Reaktionsansédtze in eine schwarze
Microplatte (Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold) zur Fluoreszenzmessung tberfihrt
wurden. Dabei muss der Einsatz gleicher Volumina sicher gestellt sein. Die Messung des
Substrat-Umsatzes zu anorganischem Phosphat (P;)) und fluoreszierenden 2°-(2-
benzothiazolyl)-6"-hydroxybenzothiazol (BBT) erfolgte an einem Infinite® M200
Mikroplatten-Reader (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim), der die Fluoreszenz bei einer
Extinktion bei 430 nm und einer Emission bei 560 nm verfolgt. Die Konzentration der
spezifischen Transkripte wurde anhand der Kalibrierungskurve der in vitro erstellten Ziel m-
RNA berechnet.

2.5 Zellwachstumsversuche

2.5.1 Wachstumsversuche in Flissigmedien

2.5.1.1 Messung der Zelltribung

Das Kilett-Summerson Colorimeter (Klett MFG Co., New York) diente der
Zelltribungsmessung wachsender Bakterienkulturen in Flissigmedien. Dazu wurde der Filter
Nr. 54 eingesetzt, da er im verwendeten Wellenldngenbereich (520-580 nm) das meiste Licht
transmittiert. Zur Kalibrierung der Skala wurde unbeimpftes Medium (Nullwert) verwendet.
Aus den erhaltenen Klett-Einheiten konnte unter Verwendung einer Eichkurve die
Konzentration der zugehdrigen Zellsuspension ermittelt werden. Der Vorteil dieser Methode
besteht darin, dass durch die Verwendung von Seitenarmkolben bei der Bakterienkultivierung
keine Probennahme zur Messung notwendig war und somit eine Kontamination der Kultur
vermieden wurde.

Neben der kontinuierlichen Messung des Zellwachstums wurde auch die Zelldichte nach einer
definierten Wachstumszeit (16 h, 17 h oder 20 h) bestimmt. Dazu wurde die Optische Dichte
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der Kulturen bei 600 nm mit einem Spektrophotometer (SmartSpec™3000, BIORAD,
Miinchen) gemessen. Die Bestimmung des Zelltrockengewichtes erfolgte mittels Eichkurven.

2.5.1.2 Zellanzucht von E. coli-Stdmmen in Wachstumsversuchen

A) Wachstums-Endpunktbestimmungen

Vorkulturen wurden, wenn notig mit Antibiotika, in LB Uber Nacht bei 37°C angezogen.
Diese LB-Kulturen wurden in Tris-Minimalmedium ohne Eisen 1:400 verdiinnt und ebenfalls
fir 16 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere 1:400
Verdlnnung der zweiten Vorkultur in Tris-Minimalmedium ohne Eisen. Das Wachstum der
Mittelkultur erfolgte im Inkubationsschittler bei 37°C und 250 rpm. Nach zweistindigem
Wachstum wurden 10 pl dieser Mittelkulturen in 4 ml Tris-Minimalmedium ohne Eisen
Uberimpft, wobei verschiedene Schwermetalle bzw. Chelatoren in entsprechenden
Konzentrationen eingesetzt wurden. Das Wachstum der Hauptkultur erfolgte fur 16 h bzw.
20 h im Inkubationsschittler bei 37°C und 250 rpm. Die Optische Dichte wurde bei 600 nm
mit einem Spektrophotometer (SmartSpec™3000, BIORAD, Munchen) bestimmt. Sollte das
Wachstum bei pH 5, 7 und 9 vergleichend bestimmt werden, wurde das jeweilige MES/Tris-

Minimalmedium ohne Eisen flr die Vor- und Hauptkulturen verwendet.

B) Anaerobe Wachstums-Endpunktbestimmungen

Die Vorkulturen wurden wie oben beschrieben beimpft. Eine zweistiindige Mittelkultur wurde
zum Animpfen der Hauptkultur verwendet (1:400). Als Medium fir die Hauptkultur diente
Tris-Minimalmedium ohne Eisen mit Glukose als C-Quelle. Dabei wurden verschiedene
Konzentrationen von FeCl; bzw. FeSO, zum Medium hinzu gegeben. Nahezu anaerobe
Wachstumsbedingungen wurden erreicht, indem citratgespilte Hungate-Kulturréhrchen
nahezu vollstandig beftllt und fest verschraubt wurden. Das Wachstum der Kulturen erfolgte
nicht schiittelnd bei 37°C. Die Optische Dichte bei 600 nm wurde jeweils nach 17 h direkt in
einem Spektrophotometer (Ultrospec 10 Cell Density Meter, Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg) gegen unbeimpftes Medium gemessen. Bei Zusatz von AgCl wurden die

Kulturen Licht abgeschirmt inkubiert.

C) Zeitabhdngige Wachstumsversuche

Fur die Anzucht der kontinuierlich zu vermessenden Hauptkulturen wurden citratgespulte
Seitenarmkolben verwendet. Vorkulturen wurden wie oben beschrieben angezogen. Es
wurden 10 ml Tris-Minimalmedium ohne Eisen 1:400 mit der entsprechenden Mittelkultur

angeimpft. Als Zusatz fur die Hauptkultur wurde 1 uM CDTA eingesetzt. Das Zellwachstum
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erfolgte bei 37°C im Schuttelwasserbad (Infors AG, Bottmingen) und wurde kontinuierlich

bis zum Erreichen der stationdren Phase mit einem Klett-Summerson-Colorimeter verfolgt.

2.6 Enzymologische Methoden

2.6.1 Fur-Titrationsassay (FURTA)

Mit diesem Assay (Stojiljkovic et al., 1994) sollte untersucht werden, ob das fetMP-Operon
Fur abhangig reguliert wird. Dazu wurde der entsprechende Promotor zuvor in den pGEM®-T
Easy-Vektor kloniert, welcher dann in den E. coli H1717 Stamm transformiert wurde. Dieser
Stamm weist eine chromosomale fhuF-lacZ-Fusion auf. Als Kontrollen wurde der Vektor mit
kloniertem fhuF-Promotor bzw. das Leerplasmid transformiert. Vorkulturen der E. coli
H1717-Derivate wurden Uber Nacht in LB-Medium und entsprechenden Antibiotikum beli
37°C unter stdndigem Schitteln inkubiert. Am folgenden Tag wurden diese auf MacConkey
Laktose-Agar mit 30 UM Fe(NH,4)2(S0O,), ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die Expression von fhuF wird in Gegenwart von Eisen durch Fur reprimiert. Im Falle einer
Fur Titration vom chromosomalen fhuF-lacZ-Promotor wird die im Medium vorhandene
Laktose durch die gebildete R-Galaktosidase von den Zellen verwertet. Durch die damit
verbundene Sdureproduktion farbt sich der umgebene Agar rot.

2.6.2 Bestimmung der p-Galaktosidase-Aktivitat

2.6.2.1 Zellanzucht der E. coli-Stdmme

Vorkulturen der E. coli Stdmme mit lacZ-Fusionen wurden uber Nacht in LB-Medium und
entsprechenden Antibiotikum bei 37°C unter standigem Schitteln inkubiert. Mit den
Vorkulturen wurden 4 ml MES/Tris-Minimalmedium ohne Eisen mit unterschiedlichen pH-
Werten (pH 5 bis 9) 1:400 beimpft und erneut tiber Nacht schittelnd bei 37°C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden jeweils 15-25 ml frisches Medium mit entsprechenden pH-Werten mit
der zweiten Vorkultur 1%ig angeimpft und fur weitere 2 h schittelnd bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Aufteilung dieser Kulturen in sterile Kulturréhrchen (jeweils 2 ml)
unter Zusatz von 50 uM DIP, 10 uM FeCl; oder 10 pM FeSO,. Im Fall von FeSO4 wurde den
Kulturen 1 mM Ascorbat hinzugefugt. Nach 2 stindiger Inkubation bei 37°C und 200 rpm
wurde die ODgyo gemessen und die Kulturen flr die Bestimmungpder -Galaktosidase-
Aktivitat eingesetzt. E. coli F11 Stdamme mit lacZ-Fusionen wurden am Robert-Koch-Institut

in Wernigerode unter Herrn Dr. Wolfgang Rabsch wie oben beschrieben angezogen, wobei
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die Medien 0.2% Glukose anstelle von Glyzerin enthielten, um die Expression des Wildtyp

lacZYA-Operons zu reprimieren.

2.6.2.2 Bestimmung der p-Galaktosidase-Aktivitat

Fur den Enzymtest (Miller, 1972, Miller, 1992) wurden 250-500 ul Hauptkultur in ein 2 ml-
Eppendorf-Gefal} Uberfihrt und die Zellen durch Zentrifugation fir 10 min in einer
Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode) sedimentiert. Das Pellet wurde in
950 pl Z-Puffer (60 MM Na,HPO,4, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCI, 1 mM MgSO,, 0.5 M
Mercaptoethanol) resuspendiert. Die Zellmembran wurde durch Zugabe von 50 pl
Permeabilisierungspuffer [0.25% (w/v) CTAB; 0.5% (w/v) Natriumdesoxycholat]
permeabilisiert. Der Ansatz wurde 10 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurden 100 pl
Substratlésung [0.4% (wi/v) ortho-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG) in Z-Puffer]
zugegeben, der Ansatz kurz gemischt und bis zur Gelbfarbung bei 30 °C im Wasserbad
inkubiert. Die Farbreaktion ist auf die Umsetzung des Substrates ONPG zu o-Nitrophenol
durch die B-Galaktosidase zurlickzufiihren. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0.5 ml 1 M
Na,COs-Ldsung abgestoppt und die Reaktionszeit notiert. Na,CO3 erhoht den pH-Wert im
Reaktionsansatz auf elf, wodurch die B-Galaktosidase inaktiviert wurde. Der Ansatz wurde
5 min bei 12000 rpm zentrifugiert, der Uberstand in eine Kiivette iiberfiihrt und die Extinktion
bei 420 nm an einem UV/VIS-Spektrophotometer (SmartSpec™ 3000, BioRad Miinchen)
gemessen. Als Nullwert diente ein Reaktionsansatz ohne Zellmaterial. Mit Hilfe der
Extinktion (Eaz) und der Reaktionszeit konnte die Enzymaktivitat (in Miller Units) nach

folgender Gleichung berechnet werden:

Aktivitat (Miller Units) = 1000 = E420/(Reaktionszeit * 0D600 * Probenvolumen)

Formel 1: Faktor E4o = Extinktion bei 420 nm, Reationszeit = Zeit von der Substratzugabe bis zum Abstoppen
der Reaktion. ODgy = Optische Dichte bei 600 nm, Probenvolumen (ml). Dabei ist 1 U definiert als

Substratumsatz in nmol pro min bei 30°C.

2.6.3 Reduktaseassay

2.6.3.1 Zellanzucht der E. coli Stamme

In Anlehnung an einen etablierten Reduktaseassay fur S. cerevisiae (Georgatsou und
Alexandraki, 1994) wurden nach einer Vorkultur in LB-Medium und dem entsprechenden
Antibiotikum bei 37°C die Zellen 1:400 in Tris-Minimalmedium verdinnt. Das Wachstum
dieser Mittelkultur erfolgte schiittelnd bei 37°C ber Nacht. Mit der Mittelkultur wurde die

Hauptkultur, bestehend aus Tris-Minimalmedium ohne Eisen auf eine Optische Dichte bei
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600 nm von 0.1 angeimpft. Bis zum Erreichen der ODggo = 0.5 erfolgte das Zellwachstum bei
37°C schittelnd. AnschlieBend wurden 6 ml jeder Kultur fir 15 min bei 5000 rpm und 4°C in
einer Eppendorf Zentrifuge 5417 R (Eppendorf AG, Hamburg) zentrifugiert, die Zellen
anschlieBend zweimal in eiskaltem Puffer (50 mM Na-citrat pH 4.0, 0.5% Glukose)

gewaschen und in 1 ml Puffer aufgenommen.

2.6.3.2 FeCl; Reduktaseassay

Der Assay wurde in einem jeweiligen Gesamtvolumen von 250 ul in 96 well Microplatten
(Greiner Bio-One, Frickenhausen) durchgefiihrt. Hierzu wurden jeweils 150 pl Zellen mit
50 pl Puffer und 1 mM Bathophenanthrolin-disulfonsaure (BPS) fir 10 min bei 37°C auf
einem Thermoblock (Shaker DTS-2, NeoLab, Heidelberg) inkubiert und anschlieBend die
Absorption bei 520 nm in einem Infinite® M200 Mikroplatten-Reader (Tecan Deutschland
GmbH, Crailsheim) gemessen. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von steigenden
Konzentrationen an FeCl; gestartet und die Absorption bei 520 nm fir 2 h bei 37°C verfolgt.
Die Menge an erzeugten Fe(ll)-lonen konnte mittels zuvor erstellter Kalibrierungskurve

bestimmt werden. Als Kontrollen wurden Ansétze ohne Zellen, FeCl; oder BPS gemessen.

2.7 Transportstudien mit radioaktivem >°Fe

2.7.1 Zellanzucht der E. coli Stamme

Nach einer Vorkultur in LB-Medium und dem entsprechenden Antibiotikum bei 37°C wurden
die Zellen 1:400 in Tris-Minimalmedium verdinnt. Das Wachstum dieser Mittelkultur
erfolgte schittelnd bei 37°C Uber Nacht. Mit der Mittelkultur wurde die Hauptkultur,
bestehend aus Tris-Minimalmedium auf ca. 30 Klett angeimpft. Bis zur Verdopplung der
Klettzahl erfolgte das Zellwachstum bei 37°C schittelnd. Anschlieend wurden die Kulturen
mit 200 ug AHT/I versetzt und fiir eine weitere Stunde bei 37°C schittelnd inkubiert. Nach
der Induktion wurden die Kulturen im entsprechenden Medium gewaschen und die Optische
Dichte bei 600 nm bestimmt. Flr die Transportstudien wurden die Kulturen auf eine Optische
Dichte von ca. 0.4 eingestellt.

Fur Eisenaufnahmeexperimente bei verschiedenen pH Werten wurden die entsprechenden
E. coli Stdmme in MES/Tris-Minimalmedium (pH 5, 7 und 9) bis zur Verdopplung der
Klettzahl bei 37°C schittelnd inkubiert, anschliefend in Medium mit entsprechendem

pH Wert gewaschen, die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt und diese auf 0.4 eingestellt.
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2.7.2 Aufnahmeexperiment mit radioaktivem **Fe

Hierzu wurden nach Kammler et al. (1993) die Zellen in MES/Tris-Minimalmedium ohne
Eisen, Phosphat, Spurenelementen und Casaminoséurenhydrolysat mit entsprechendem pH
Wert gewaschen. Zu Beginn wurde die Zelldichte mit dem Klett-Summerson Colorimeter
(Klett MFG Co., New York) bestimmt. Die Aufnahmeuntersuchungen wurden nach der
Filtrationsmethode in einem Wasserbad bei 37°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe einer radioaktiven *°Fe-Losung (3.7 x 10’ Bg in 0.1 M HCI, Perkin Elmer Life Sience
INC., Boston) gestartet, die neben dem radioaktiven Metallisotop, FeSO, und Ascorbat
enthielt. Die radioaktive >>Fe-Ldsung wurde so eingesetzt, dass die Eisengesamtkonzentration
5 UM und die Ascorbatkonzentration 1 mM betrug. Nach definierten Zeiten (0.1, 2.5, 5 und
10 min) wurden 500 pl Proben entnommen und filtriert (NC 45, Schleicher und Schill,
Dassel). Um unspezifisch gebundenes Metall von der Zelloberflache zu entfernen, wurden die
Filter mit 10 ml Waschpuffer (0.1 mM LiCIl) gewaschen und in ein Mini-Poly-Q-Rdéhrchen
(iberfihrt. Nach Zugabe von 4 ml Ready Safe™ wurde die Radioaktivitdt im
Flussigkeitsscintillationszéhler bestimmt. Die Zahlzeit betrug 2 min. Die gemessene
Radioaktivitdt wurde in counts per million (cpm) angegeben. Als Absolutwert wurden 500 pl
Probe aus der jeweiligen Kultur entnommen und ohne Filtration in ein Mini-Poly-Q-Rdéhrchen

Uberfiihrt und vermessen.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Expression und Reinigung von Fusionsproteinen

A) Strep-tag®lI-Protein Purification System (Institut fiir Bioanalytik GmbH, Géttingen)

Mit dem Strep-tag®ll System (Schmidt und Skerra, 1994) ist es moglich, Proteine zu
produzieren und diese mit Hilfe einer Einschritt-Affinitdtschromatographie zu reinigen, wobei
die Bindung des eingefiigten Strep-tag®ll (WSHPQFEK) an das Saulenmaterial StrepTactin
genutzt wird. Dieser tag beeinflusst weder Proteinlokalisation noch Proteinfaltung. Es wurden
mit Hilfe des Vektors pASK-IBAG6 periplasmatisch lokalisierte Proteine mit N-terminaler
Strep-tag®ll-Fusion und OmpA-Signalsequenz hergestellt. AuRerdem wurde der Vektor
pASK-IBA3 verwendet, womit Proteine mit C-terminaler Strep-tag®ll-Fusion erzeugt
wurden. Die Induktion der Expression erfolgte mittels AHT (Anhydrotetracyclin), da das Gen
des zu exprimierenden Proteins hinter einen tet-Promotor kloniert wurde. Unspezifisch
bindende Proteine konnten wahrend eines Waschschrittes entfernt werden, wahrend das

Target-Protein spezifisch durch Austausch der Bindung mit Desthiobiotin von der Sdule
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eluiert werden konnte. Wahrend der Expression und Aufreinigung der Proteine wurden
Proben entnommen, die eine Kontrolle des gesamten Prozesses durch SDS-PAGE
ermoglichten.

B) His-tag®-Protein Purification System (QIAGEN GmbH, Hilden)
Mittels Einschritt-Affinitdtschromatographie koénnen Proteine, welche einen 6xHis-tag

®

aufweisen, Uber die Bindung an Ni-NTA Agarose gereinigt werden. Durch Verwendung des
Vektors pET22b(+) wurden Proteine mit C-terminaler Fusion und N-terminaler pelB
Signalsequenz zur Translokation in den periplasmatischen Raum erzeugt. Die Induktion der
Expression erfolgte mit IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid), da das Gen hinter einen
T7 Promotor kloniert wurde. Unspezifisch bindende Proteine konnten wéhrend eines
Waschschrittes entfernt werden, wahrend das Target-Protein spezifisch durch Austausch der
Bindung mit Imidazol von der Sdule eluiert werden konnte. Wéhrend der Expression und
Aufreinigung der Proteine wurden Proben entnommen, die eine Kontrolle des gesamten
Prozesses durch SDS-PAGE ermdglichten.

2.8.1.1 Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Die Plasmidkonstrukte wurden in den E. coli Uberexpressionsstamm BL21 transformiert. Die
Vorkultur, welche (iber Nacht bei 37°C schttelnd inkubiert wurde, wurde 2%ig in frisches
LB-Medium dberfiuhrt. Diese Hauptkulturen wurden schittelnd bei 37°C bis zu einer
Optischen Dichte von etwa ODgoo = 0.8 inkubiert. Die Expression der Proteine wurde durch
die Zugabe von 200 pug AHT/I bzw. 40 mg IPTG/I induziert. AnschlieBend wurden die
Kulturen weitere 3 h schiittelnd bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
fir 30 min bei 4500 g und 4°C (Eppendorf-Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg)
sedimentiert und das Medium sorgfaltig abgenommen. Die Zellpellets wurden entweder bei

- 20°C gelagert oder direkt im Anschluss zur Fraktionierung des Periplasmas verwendet.

2.8.1.2 Aufschlussmethoden

(A) Periplasmatischer Aufschluss ohne Lysozym (Bruser et al., 1998)

Das Zellpellet einer 1 | Kultur wurde in 400 ml TES [10 mM Tris/HCI pH 8.0, 0.1 mM
EDTA, 20% (w/v) Saccharose] vorsichtig resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert.

AnschlieBend wurden die Zellen wieder durch Zentrifugation fur 15 min bei 4500 g und 4°C
sedimentiert, in 20 ml eiskalter 5 mM MgSO,-L6sung aufgenommen und 20 min auf Eis
inkubiert. Durch die folgende Zentrifugation fir 30 min bei 23000 g und 4°C konnte die
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Periplasmafraktion (Uberstand) von der Zytoplasma-/Membranfraktion (Pellet) getrennt
werden. Das Pellet wurde erneut in 20 ml 5 mM MgSQO,-L6ésung aufgenommen, wéhrend die
vollstdndig abgenommene Periplasmafraktion bis zur Affinitdtschromatographie auf Eis

gelagert wurde.

(B) Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt

Das Zellpellet wurde in 30 ml (pro 1 | Kultur) Puffer W [100 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM
NaCl] resuspendiert und mit 1 mM PMSF versetzt. Die Zellsuspenion wurde dann in einer
French-Presse (Amicon, Silver Springs, Maryland, USA) bei 2000 psi (140 kg/cm?) in

mehreren Durchgéngen aufgeschlossen. Nach 20 min Zentrifugation bei 20200 g und 4°C in

der Sorvall-Zentrifuge wurde der Uberstand auf Eis gelagert.

2.8.1.3 Membranpraparation und Solubilisierung

Zur Gewinnung der Membranfraktion wurde der klare Uberstand des Rohextraktes einer
Ultrazentrifugation (100000 g, 1 h, 4°C) unterzogen. Das so gewonnene Membranpellet
wurde in Puffer W [100 MM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl] aufgenommen und die
Proteinkonzentration mit dem BCA-Kit bestimmt. AnschlieBend wurde die
Proteinkonzentration auf 10 mg/ml eingestellt. Die Solubilisierung der Membran erfolgte mit
1% n-Dodecyl-3-D-Maltosid fir 1 h auf Eis. Nach der Solubilisierung schloss sich ein
weiterer Zentrifugationsschritt  fir 30 min bei 100000 g und 4°C an, um ungeldste
Membranreste und Zelltrimmer zu pelletieren. Der klare Uberstand mit solubilisiertem

Membranprotein wurde bis zur Affinitdtschromatographie auf Eis gelagert.

2.8.1.4 Chromatographische Methoden

A) Native Proteinreinigung mittels StrepTactin-Chromatographie

Eine Einweg-Saule (Polypropylene Column 1-10 ml, QIAGEN, Hilden) wurde mit 1-5 ml
Séulenmaterial (StrepTactin) gepackt und mit 2 Vol. Puffer W [100 mM Tris/HCI pH 8.0,
150 mM NaCl] equilibriert. Die Fraktion mit solubilisiertem Membranprotein bzw. die
Periplasmafraktion, welche das Strep-tag®l1-Fusionsprotein enthielt, wurde anschlieRend auf
die Séule gegeben, wobei das Fusionsprotein an das Séaulenmaterial band. Unspezifisch
bindende Proteine wurden durch Waschen mit 5 Vol. Puffer W [100 mM Tris/HCI pH 8.0,
150mM NacCl] entfernt. Das Target-Protein wurde mittels 3 VVol. Puffer E [100 mM Tris/HCI
pH 8.0, 150 mM NaCl, 2.5 mM Desthiobiotin] eluiert. Das S&ulenmaterial wurde durch
Spulen mit 10 Vol. Puffer R [100 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM HABA]
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regeneriert und konnte nach der Aquilibrierung wiederverwendet werden. Das Protein wurde

anschlielend analysiert und fir weitere Arbeiten verwendet.

B) Native Proteinreinigung mittels Ni-NTA-Chromatographie

Die entsprechende Periplasmafraktion wurde zunachst 1:1 mit Equilibrierungspuffer [20 mM
Tris/HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol] versetzt und auf eine zuvor mit 5 Vol.
Equilibrierungspuffer [20 mM Tris/HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol] gespulte
Einweg-Sdule (Polypropylene Column 1-10 ml, QIAGEN, Hilden) mit einem Matrixvolumen
von 1-5 ml Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) gegeben. Anschlieend wurde die Saule mit
5 Vol. Waschpuffer [20 mM Tris/HCI pH 8.0, 300mM NacCl, 20 mM Imidazol] gespult, bevor
mit 5 Vol. Elutionspuffer [20 mM Tris/HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol] das
Fusionsprotein eluiert wurde. Es wurden Fraktionen zu je 1 ml aufgefangen und anschlieRend

analysiert. Die Fraktionen, die das gewunschte Protein enthielten, wurden vereinigt.

2.8.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

2.8.2.1 BCA-Test

Zu 50 pl Proteinlésung wurden 1 ml BCA-L6sung (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit;
Sigma GmbH, Osterode) zugegeben und gemischt. Der Ansatz wurde anschlieBend 30 min
bei 37°C inkubiert und danach die Absorption bei 562 nm gegen einen Nullwert bestimmt.
Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer Eichreihe, die durch

Verdlnnung einer 1 mg/ml BSA-L6sung erstellt wurde.

2.8.2.2 Bradford-Proteinbestimmung

Nach dieser Proteinbestimmung (Bradford, 1976) wurden 50 pl der zu vermessenden
Proteinlésung bzw. Verdiinnung mit 750 pl Bradford-Lésung (Roti®-Quant, Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe) und 200 pl H2Opigestversetzt und 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Danach erfolgte die Absorptionsmessung bei 595 nm mit dem Spektrophotemeter
(SmartSpec™3000, BIORAD, Miinchen). Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte

mittels Eichgerade, die durch Verdlnnung einer 1 mg/ml-BSA-Stammldsung erstellt wurde.

2.8.2.3 Direkte Bestimmung am NanoDrop®ND-1000 Spektrophotometer
Zur genaueren Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine direkte spektroskopische
Methode verwendet, bei der das spezifische Molekulargewicht und der Extinktionskoeffizient

des jeweiligen Proteins beriicksichtigt werden.
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Die theoretischen Extinktionskoeffizienten der denaturierten Proteine wurden mit Hilfe des
Programms ProtParam des ExPASy-Systems bestimmt, welches mit nach (Pace et al., 1995)
korrigierten Extinktionskoeffizienten rechnet. Um Extinktionskoeffizienten von nativen
Proteinen zu erhalten, wurde nach (Gill und von Hippel, 1989) die Extinktion des jeweiligen
Proteins sowohl unter denaturierenden Bedingungen (4 — 6 M Guanidiniumchlorid, 20 mM
K-phosphat pH 6.5) als auch im Messpuffer an einem UV/VIS Spektrophotometer 930
(UVIKON 930, Tresser Instruments/Kontron, GroR-Zimmern) bestimmt. Es wurden folgende
Werte berechnet und fiir die Proteinbestimmung am NanoDrop®ND-1000 Spektrophotometer

(peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) verwendet:

£280(Strep-FetMyoop) 49440 M*.cm™
£280(FetMoop) 46470 M*.cm™
&280(FetP-His) 36380 M*.cm™
€280(FetP) 30400 M*t.cm™

2.8.3 Chloroform-Methanol-Fallung

Salzhaltige Proteinlésungen wurden mit Chloroform-Methanol gefallt (Wessel und Flugge,
1984). Eine Proteinlgsung von 100 pl wurde mit 400 pl Methanol und 100 pl Chloroform
versetzt und gemischt. Dazu wurden 300 pl H,Opigest. gegeben, nochmals gemischt und der
Ansatz fir 5 min bei 8000 x g in einer Sigma-Laborzentrifuge (Laborzentrifugen GmbH,
Osterode) bei RT zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgehoben und verworfen. Die untere
Phase und Interphase wurden mit 300 pl Methanol versetzt, vorsichtig geschwenkt und
nochmals zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das ausgefallenen Protein

luftgetrocknet.

2.8.4 Dialyse

Die Dialyse von Proteinen erfolgte in Dialyseschlauchen (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) gegen das 50- bis 100fache Volumen der Proteinsuspension. Die Dauer wurde in
Abhangigkeit vom Verwendungszweck des Proteins und Konzentrationsunterschieden
zwischen beiden Losungen festgelegt und lag zwischen 3 und 16 h. Der Dialysepuffer wurde

wenn notwendig erneuert.
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2.8.5 Konzentrieren von Proteinldsungen

Proteinlosungen wurden im Dialyseschlauch, ggf. direkt im Anschluss an die Dialyse, auf
festem trockenen PEG 20.000 auf das gewunschte Volumen konzentriert. Weiterhin konnten
Proteinsuspenesionen mit Hilfe von Konzentratoren (Vivaspin; Sartorius AG, Gottingen)
konzentriert werden. Vor dem Benutzen wurden die Vivaspin-Réhrchen einmal mit dem zu
verwendeten Puffer gespilt (Eppendorf-Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg).
Anschlieend wurde die einzuengende Proteinlésung in die Réhrchen gegeben und erneut bei
4500 g, 4°C zentrifugiert bis die gewlinschte Proteinkonzentration erreicht war. Zur Lagerung
wurde die Séule mit 70%igem Ethanol gespult und anschlieBend in 20%igem Ethanol

gelagert.

2.8.6 Faktor Xa und Thrombin Proteaseverdau

2.8.6.1 Abspaltung des N-terminalen Strep-tag®ll der FetM-Loop-Domane

Fur diesen Verdau wurde das Factor Xa Protease System von Qiagen GmbH (Hilden)
verwendet. Zunichst wurde die FetM-Loop-Doméne als Strep-tag®ll-Fusionsprotein iiber
Nacht gegen Xa-Reaktionspuffer (20 mM Tris/HCI pH 6.5, 50 mM NaCl, 1mM CaCl,)
dialysiert. Der dialysierten Proteinlésung wurde pro 1 mg FetM-Loop-Domane 20 U Faktor
Xa Protease (2 U/ul) zugegeben und flr 16 h bei RT inkubiert. Um die Protease anschlielend
aus dem Ansatz zu entfernen, wurden pro 4 U Faktor Xa 100 pl einer 50 %igen Xa-Removal-
Resin Suspension zum Reaktionsansatz gegeben und das Gemisch fir 10 min bei RT
rotierend inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 g und 4°C wurde der Uberstand
mit dem Protein von dem Xa-Removal-Resin getrennt. Mittels einer erneuten StrepTactin-
Chromatographie wurde die FetM-Loop-Doméne im Durchfluss, getrennt von noch
vorhandenen Strep-tag®l1-Fusionsproteinen, gewonnen. Fiir nachfolgende Experimente wurde
die Protein-Domane auf die gewiinschte Konzentration eingeengt (2.8.5), mit 10 mM EDTA
fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlielend gegen entsprechenden Reaktionspuffer

dialysiert (2.8.4), um den Chelator zu entfernen.

2.8.6.2 Abspaltung des C-terminalen 6xHis-tag® von FetP

Hierfir wurde das Thrombin Cleavage Capture Kit der Firma Novagen (Darmstadt)
verwendet. FetP-Hisg-Fusionsprotein  wurde dazu in den Thrombin-Reaktionspuffer
(20 MM Tris/HCI pH8.4, 150 mM NaCl, 25 mM CacCl,) dialysiert. Der dialysierten
Proteinlosung wurde pro 1 mg FetP-Hisg 1 U biotinyliertes Thrombin (1 U/ul) zugegeben und

fur 16 h bei RT inkubiert. Um das Thrombin anschliefend aus dem Ansatz zu entfernen,
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wurden 32 pl einer 50%igen Streptavidin-Agarose zum Reaktionsansatz gegeben und das
Gemisch fiir 30 min bei RT rotierend inkubiert. Uber den Biotin-tag des Thrombins wurde
dieses an die Streptavidin-Agarose gebunden und (ber Zentrifugationsfilter abgetrennt.
Mittels einer erneuten Ni-NTA-Chromatographie wurde FetP im Durchfluss, separiert von
noch vorhandenen His-tag®-Fusionsproteinen, gewonnen. Fir nachfolgende Experimente
wurde das Protein auf die gewinschte Konzentration eingeengt (2.8.5), mit 10 mM EDTA fur
30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend gegen entsprechenden Reaktionspuffer dialysiert

(2.8.4), um den Chelator zu entfernen.

2.8.7 Elektrophoretische Methoden

2.8.7.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
Die PAGE wurde in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra
Electrophoresis System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durchgefiihrt. Dabei wurden

Glasplatten mit integrierten 7.5 mm Spacern verwendet.

A) Probenvorbereitung
Die in der SDS-PAGE aufzutrennenden Proben wurden im Verhéltnis 1:1 mit SDS-
Probenpuffer [0.125 M Tris/HCI pH 6.8, 20 g/l SDS, 50% (v/v) Glyzerin, 0.5% (v/v)

B-Mercaptoethanol, 0.01 g/l Bromphenolblau (BPB)] gemischt und 5 min bei 95° denaturiert.
Danach erfolgte die Auftragung der Proben mit Hilfe einer Mikroliterspritze (Hamilton) auf
das Gel.

B) Proteinmarker

Um Aussagen Uber die Grolle der im Gel analysierten Proteine treffen zu kénnen, wurden
Proteinmarker aufgetragen.

Dabei wurden folgende Marker verwendet: Strep-tag® Proteinmarker von IBA GmbH,
Gottingen mit Proteinbanden der GroRen 100, 60, 45, 30, 23.5 und 16 kDa und der Fermentas
Marker PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus (#SM1811) (MBI Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot) mit folgenden Proteingréf3en 230, 130, 95, 72, 56, 36, 28, 17 und 11 kDa.
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C) Lineare SDS-PAGE (Laemmli, 1970)
Fur die Auftrennung der Proteine wurden lineare SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet.

Trenngel: 12.5% 17.5%
30% (wi/v) Acrylamid/

0.8% (w/v) Bisacrylamid Stammldsung 2.5 ml 3.5ml
1.88 M Tris/HCI pH 8.8 1.2 mi 1.2 ml
5 g/l SDS 1.2 mi 1.2 ml
H2Opidest 1.1 mi 0.1ml
TEMED 5 ul 5 ul
10% (w/v) APS 30 pl 30 ul

Das Gelgemisch wurde nach vorsichtigem Mischen luftblasenfrei zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen. Um eine planare Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu
erhalten, wurde das Trenngel mit 1 ml Wasser uberschichtet. Nach Polymerisierung des
Trenngeles wurde das Wasser wieder entfernt und 1.5 ml Sammelgel zur Aufnahme und
Konzentrierung der Proben auf das Trenngel gegeben, in das zur Formierung von Geltaschen
ein Kamm eingesetzt wurde.

Sammelgel:

30% (wi/v) Acrylamid/

0.8% (w/v) Bisacylamid Stammlésung 0.33ml
0.625 M Tris/HCI pH 6.8 0.4 ml
5 g/l SDS 0.4 ml
H2Opidest 0.87 ml
TEMED 2 ul
10% (w/v) APS 10 pul

Der Elektrodenpuffer [30.2 g/l, 144 g/l Glyzin, 10 g/l SDS] wurde in Anoden- und
Kathodenraum der Elektrophoresekammer gegeben. Das Gel wurde mittels Klemmen an der
Kammer befestigt und der Kamm unter Puffer entnommen. Die Elektrophorese wurde bei
maximaler Stromstarke und 150-200 V durchgefiihrt.

2.8.7.2 Native PAGE
Um Proteine in ihrer nativen Form aufzutrennen, wurden nicht-denaturierende vertikale
Gradientengele verwendet, bei denen kein SDS zugesetzt wurde. Das Trennungsprinzip

beruht dabei hauptséchlich auf der Eigenladung der Proteine.

50



2 Material und Methoden

A) Probenvorbereitung

Die Proben wurden vor der Auftragung auf ein Gel mit 0.2 Vol. 5x Beschwerungslosung
(20% (w/v) Saccharose, 0.1% (w/v) BPB) versetzt und mit Hilfe einer Mikroliterspritze

(Hamilton) aufgetragen.

B) Native Gradienten-PAGE
Die native Auftrennung von Proteinen konnte mit dieser PAGE bewerkstelligt werden.

Trenngel: 5.0% 13.5%
49.5% (w/v) Acrylamid/

1.5% (w/v) Bisacrylamid 0.212 ml 0.573 ml
150 mM Bis-Tris/HCI pH 7.0,

1.5 M e-Aminocapronsaure 0.7 ml 0.7ml
Glyzerin 0.14 ml 0.56 ml
H20 bigest. 1.028 ml 0.247 ml
TEMED 2 ul 2 ul
10% (w/v) APS 55 ul 55ul

Zur Herstellung des Gels wurde ein Gradientenmischer (MX 10, LTF Labortechnik,
Wasserburg) verwendet. Das Trenngel wurde 2 h getrocknet. AnschlieBend wurde ein
Sammelgel zur Aufnahme und Konzentrierung der Proben auf das Trenngel gegeben, in das
zur Formierung von Geltaschen ein Kamm eingesetzt wurde. Diese wurde ebenfalls 2 h

getrocknet.

Sammelgel: 4%
49.5% (w/v) Acrylamid/

1.5% (w/v) Bisacrylamid 0.121 ml
150 mM Bis-Tris/HCI pH 7.0,

1.5 M e-Aminocapronsaure 0.5ml
Glyzerin -

H20 bidest. 0.86 ml
TEMED 3ul
10% (w/v) APS 8 ul

Als Elektrodenpuffer diente 0.1 M Tris/HCI pH 8.5 mit 0.1 M Glycin. Die Elektrophorese
wurde bei 100 V und Inax im Kihlraum ber Nacht durchgefiihrt.
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2.8.7.3 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran (Western-Blot)

Der Transfer der Proteine aus Polyacrylamid-Gelen erfolgte auf eine Nitrocellulose-Membran
(Machery-Nagel GmbH & Co KG, Duren) mittels Semi-Dry-blot. Die Membran wurde auf
GelgrolRe zugeschnitten und fir 5 min in Towbin-Puffer [25 mM Tris/HCI, 0.192 M Glyzin,
20% (v/v) Methanol] inkubiert. Vier Lagen Blottingpapier (VWR International GmbH,
Dresden) wurden auf GelgroRe zugeschnitten und ebenfalls in Towbin-Puffer getrankt. Das
Gel wurde nach Entnahme aus der Elektrophoresekammer fir 15 min in Towbin-Puffer
geschwenkt. In der Blotapparatur (BIORAD, Minchen) wurden zwei Lagen Blottingpapier,
die Membran, das Proteingel und weitere zwei Lagen Whatman-Papier luftblasenfrei
Ubereinander gelegt, die Apparatur verschlossen und Strom angelegt. Der Elektrotransfer der
Proteine auf die Membran erfolgte bei konstanter Stromstdrke und -Spannung (3 mA/cm?
Gelflache, 15 V) fur 30 min. Nach dem Transfer wurde das Gel zur Kontrolle der

Bloteffizienz mit Coomassie gefarbt und die Membran luftgetrocknet.

2.8.7.4 Strep-tag®ll Detektionssystem

Der spezifische Nachweis Strep-tag®ll-haltiger Proteine auf Nitrocellulose-Membranen
erfolgte mittels  StrepTactin®-Peroxidase-Konjugat (Institut fir Bioanalytik GmbH,
Gottingen).

Die Blot-Membran (56 cm?) wurde in 20 ml Blockingpuffer [1 x PBS-Puffer (4 mM KH;POy,
16 mM Na,HPQO,4, 115 mM NaCl) mit 3% BSA (w/v) und 0.5% Tween 20] fir 1 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurde die Membran 3 x 5 min in PBS-
Puffer mit 0.1% (v/v) Tween 20 gewaschen. Nach dem letzten Wachschritt wurde 10 ml PBS-
Puffer mit 0.1% (v/v) Tween 20 hinzu gegeben. Das StrepTactin®-Peroxidase-Konjugat
wurde 1:100 in PBS-Puffer mit 0.2% BSA und 0.1% Tween verdinnt und 10 pl davon zu
10 ml PBS-Puffer mit 0.1% (v/v) Tween 20 gegeben. Mit dieser Losung wurde die Membran
zusétzlich fur eine Stunde schwenkend inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 2 x
1 min in PBS-Puffer mit 0.1% (v/v) Tween 20 und 2 x 1 min in PBS-Puffer gewaschen. Die
Membran wurde einige Minuten in Lésung A [5 ml 200 mM Tris/HCI pH 8.0, 50 pl Luminol
(3-Aminophtalhydrazid, gelést in DMSO) und 22 ul p-Cumarséure (gelést in DMSO)] und
Lésung B (5 ml 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 4 ul 30% H,0,) im Dunkeln inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membran zwischen Folie gelegt und ein Rontgenfilm (Hyperfilm ™
ECL, Amersham Biosciences, UK) fur einige Minuten exponiert.
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2.8.7.5 His-tag®-Detektionssystem

Dieser Nachweis beruht auf der Reaktion eines primdren Antikorpers (AK) mit seinem
Antigen und der Bindung eines sekunddren AK an diesen Komplex. Eine an den sekundaren
Antikorper gekoppelte Peroxidase ermdglicht den Nachweis der gebildeten Immunokomplexe
durch eine Lichtreaktion.

Die Nitrocellulosemembran mit den transferierten Proteinen wurde zur Abséattigung
unspezifischer Bindestellen in 20 ml Blockingpuffer [1 x PBS-Puffer (4 mM KH,PO4, 16 mM
Na,HPQO4, 115 mM NaCl) mit 5% Magermilchpulver] fir 1 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach dem Waschen der Membran, 3 X 5 min in PBS-Puffer mit 0.1% (v/v) Tween
20, wurde 20 ml PBS-Puffer mit 0.5% BSA und 0.02% (w/v) Na-azid hinzugegeben, in
welchem der priméare AK, Anti-His-Epitope-Tag (Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen),
1:2500 verdinnt wurde. In dieser Losung wurde die Membran fiir eine Stunde bei RT
schwenkend inkubiert, welche zur mehrmaligen Verwendung bei 4°C aufbewahrt wurde.
AnschlieBend wurde die Membran 3 x 5 min in PBS-Puffer gewaschen, um ungebundene AK
zu entfernen. Dann wurde die Membran 1 h mit dem Goat Anti-Rabbit 1gG-HRP-Konjugat
(BIORAD, Minchen) inkubiert, welches 1:2000 in PBS-Puffer mit 0.5% BSA verdunnt
wurde. Anschliefend wurde die Membran 2 x 5 min in PBS-Puffer gewaschen. Zum
Nachweis der gebildeten Immunokomplexe wurde die Membran einige Minuten in Lésung A
[5 ml 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 50 pl Luminol (3-Aminophtalhydrazid, gelést in DMSO) und
22 ul p-Cumarsdure (geldst in DMSO)] und Lésung B (5 ml 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 4 pl
30% H,0;) im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran zwischen Folie gelegt
und ein Rontgenfilm (Hyperfilm ™ ECL, Amersham Biosciences, UK) fir einige Minuten

exponiert.

2.8.7.6 Farbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blau

Die im Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden 1 h oder tber Nacht leicht
schwenkend in Coomassie-Farbeldsung (2 g Coomassie Brilliantblau R-250, 0.5 g Coomassie
Brilliantblau G-250, 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, ad 1 | HOpigest)
inkubiert (Weber und Osborn, 1969). Anschlielend erfolgte die Entfarbung des Hintergrundes
innerhalb von 1-2 h durch Entfarberlésung (40% Ethanol, 7.5% Essigsaure). Die Gele wurden
bis zur Trocknung in H,Opigest aufbewahrt.

2.8.7.7 Far-Western-Blot
Ausgehend vom Standard Western Blot wurde diese Methode entwickelt (Wu et al., 2007),

um Protein-Protein-Interaktionen in vitro nachzuweisen. Eine moégliche Interaktion zwischen
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FetP und des N-terminalen FetM-Loops sollte hiermit untersucht werden. Zunachst wurden
jeweils 5 pg des so genannten prey Proteins FetP-Hisg in drei nativen Gradientengelen (5 —
13.5%) wie unter 2.8. 7.2 beschrieben elektrophoretisch aufgetrennt. Als Positiv-bzw.
Negativkontrollen dienten jeweils 5 pug Strep-FetM-Loop und BSA. Eines der drei Gele wurde
zum Nachweis aller Proteine wie unter 2.8.7.6 beschrieben mit Coomassie-Blau gefarbt. Nach
dem Transfer der Proteine aus den zwei weiteren Polyacrylamid-Gelen auf zwei
Nitrocellulose-Membranen (2.8.7.3) erfolgte der Nachweis des prey Proteins mit dem His-
tag® Detektionssystem (2.8.7.5) auf einer der Membranen. Die zweite Membran wurde fiir die
Interaktionsstudie verwendet, welche zur Abséattigung unspezifischer Bindestellen in
Blockingpuffer [1 x PBST-Puffer (4 mM KH2PO,4, 16 mM Na;HPO,, 115 mM NacCl, 0.05%
(v/v) Tween 20) mit 5% Magermilchpulver] fiir 1 h bei RT inkubiert wurde. Nach dem
Waschen der Membran fur 5min in 1 x PBST-Puffer wurde 5 ml Protein-Bindepuffer
(20 MM Tris/HCI pH 7.6, 100 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 10% (v/v) Glyzerin, 0.1% (v/v)
Tween 20, 2% Magermilchpulver, 1 mM DTT) hinzugegeben, welchem 100 pg des so
genannten bait Proteins Strep-FetM-Loop zugesetzt wurden, das zuvor mit MnCl; fir 30 min
auf Eis inkubiert und daraufhin gegen Protein-Bindepuffer dialysiert wurde. In dieser Losung
wurde die Membran tber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran 3 x 10
min in PBST-Puffer gewaschen, um ungebundenes bait Protein zu entfernen. Der Nachweis
einer Interaktion zwischen prey und bait Protein erfolgte durch die Detektion des Strep-tag®ll

mit dem unter 2.8.7.4 beschriebenen Strep-tag®ll-Detektionssystem.

2.8.8 Analytik

2.8.8.1 Massenspektrometrie

Zur Grolienbestimmung der gereinigten Proteine wurde die Massenspektrometrie verwendet.
Die Messung wurde an einem MALDI-TOF Massenspektrometer (Ultraflexll MALDI-
TOF/TOF Massenspektrometrie, Bruker Daltonik GmbH, Bremen) von Frau Dr. A.

Schierhorn am Institut fiir Biochemie/Biotechnologie, MLU Halle durchgefihrt.

2.8.8.2 In-Source-Decay (ISD) MALDI MS

Zur Bestimmung der aminoterminalen Aminosauresequenz wurde FetM (ber seinen C-
terminalen Strep-tag®ll aus der periplasmatischen Fraktion gereinigt und mit Chloroform-
Methanol wie unter 2.8.3 beschrieben geféllt. Die N-terminale Sequenzierung mittels ISD
MALDI MS (Mortz et al., 2009) wurde von Frau Dr. A. Schierhorn am Institut fur
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Biochemie/Biotechnologie, MLU Halle durchgefiihrt, wobei 1 pl einer Proteinldsung (30
pmol/ul) eingesetzt wurde.

2.8.8.3 Analytische Ultrazentrifugation (AUZ)

Durch diese Methode kann anhand des Sedimentationskoeffizienten und des
Molekulargewichtes, das Oligomerisierungsverhalten eines Proteins analysiert werden
(Schuster und Toedt, 1996). Der Sedimentationskoeffizient ergibt sich aus dem Quotienten
von Sedimentationsgeschwindigkeit (v) und Zentrifugalbeschleunigung (o x r) und wird in
Svedberg-Einheiten (S) angegeben. Dieser ist von den jeweiligen Puffereigenschaften und
Temperatur abhangig, was einer Normalisierung bedarf.

FetP wurde bei einer Protomer-Konzentration von 17 puM in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 in
Gegenwart von 100 mM bzw. 20 mM NaCl oder 100 uM ZnCl,, CuCl,, FeCls bzw. ohne
Zusatz bei 25°C in Doppel-Sektorzellen in einer analytischen Ultrazentrifuge XL-A
(Beckman Coulter GmbH, Krefeld) mit einem An50Ti Rotor zentrifugiert. Die
Sedimentations-Equilibrierungs-Messung  erfolgte  bei 8000 rpm, wéhrend die
Sedimentationsgeschwindigkeit bei 40000 rpm bestimmt wurde. Dazu wurde die Wanderung
der sedimentierenden Grenzschicht zum Boden bei 280 nm verfolgt und mit der von
Beckman zur Verfiigung gestellten Software ausgewertet. Die Durchfiihrung und quantitative
Analyse der Experimente erfolgte durch Herrn Dr. Hauke Lilie am Institut fur

Biochemie/Biotechnologie, MLU Halle.

2.8.8.4 Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS)

Die AAS dient zum Nachweis von Metallionen, die an Proteine gebunden sind. Das Prinzip
beruht darauf, das Licht verschiedener Wellenlangen mit einer bestimmten Intensitat durch
eine atomisierte Probe absorbiert wird und dadurch geschwéacht wird. Durch das Verhaltnis
Intensitat des ungeschwéchten Lichtes und Intensitéat des absorbierten Lichtstrahles durch das
zu messende Element, kann der Metallgehalt in der jeweiligen Probe bestimmt werden. Die
Atomisierung der Proben erfolgte durch starkes Erhitzen im Graphitrohr. Um die
Konzentration an Eisen, Mangan, Zink bzw. Kupfer bestimmen zu konnen, wurde eine
Kalibrierungskurve fur das entsprechende Metall erstellt. Aus der Menge an eingesetztem

Protein und dem Messwert konnte dann das Verhaltnis Protein:Metall bestimmt werden.

Probenvorbereitung:

Gereinigtes Protein mit einer Protomer-Konzentration von 7 uM wurde mit 10 mM EDTA
behandelt. Der Uberschuss an EDTA wurde durch Dialyse gegen 25 mM Tris/HCI pH7.2
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Uber Nacht entfernt. AnschlieBend wurde das Protein mit jeweils 35 uM ZnCl,, CuCly,
MnCl,, FeCls, FeSO4 mit 1 mM Ascorbat bzw. ohne Zusatz von Metallionen fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Der Uberschuss an Metall wurde mit Hilfe von Vivaspin500-Konzentratoren
(Sartorius AG, Gottingen) durch funfmaliges Waschen mit 25 mM Tris/HCI pH7.2 entfernt.
Anschlieend wurde die Proteinkonzentration bestimmt und das Protein mit 0.5% HNO;
(65%ig, Fluka, Fe-Gehalt: <0.000001%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 0.5%
H.0, (30%ig, Fluka, Fe-Gehalt: <0.00000003%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
fiir 5 min bei 95 °C angesauert und mineralisiert. Danach wurden die Proben mit hochreinem
H2Obigest (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) auf 500 pl Endvolumen aufgefiillt und in
der AAS (ZEEnit®600/650, Analytik Jena AG) vermessen. Proben ohne Protein wurden als

Nullabgleich verwendet.

Probenanalyse:

Die Messung des Eisen-, Mangan-, Zink- oder Kupfergehaltes in den Proben erfolgte nach

folgenden Parametern:

Fe Mn Zn Cu
Optische Parameter
Wellenlénge 248.3 nm 279.5 nm 213.9 nm 324.8 nm
Spaltbreite 0.2nm 0.2nm 0.5nm 1.2 nm
Lampen-Typ M-HKL M-HKL M-HKL M-HKL
HKL-Strom 6.0 mA 7.0 mA 4 mA 3 mA
Untergrund-Korrektur  Ein/3-Feld Ein/2-Feld Ein/3-Feld Ein/3-Feld
Feldstarke 08T/HOS5T 08T 08T/HOS5T 10T/O5T
Integrationsparameter
Integr.-art Signal-A Signal-A Signal-A Signal-A
Integr.-zeit 4.0s 3.0s 35s 4.0s
Verzdgerungszeit 0 0 0 0
Messzyklen 3 3 3 3
Ofen
Trocknungs-Temp. 85/95/110°C 85/95/110°C 90/105/110 °C 90/105/110 °C
Pyrolyse 1200 °C 800 °C 600 °C 1000 °C
Atomisieren 2200 °C 1900 °C 1500 °C 2250 °C
Heizrate FP 1500 °C/s 500 °Cl/s 500 °C/s
Haltezeit 40s 3.0s 4.0s 40s
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Probengeber

Typ/Teller MPEG60/89 Pos. MPE60/89 Pos. MPEG60/89 Pos. MPEG60/89 Pos.
Arbeitsweise kontinuierlich kontinuierlich kontinuierlich kontinuierlich
Injektion 20 pl/-0.9 mm 20 pl/-0.9 mm 20 pl/-0.9 mm 20 pl/-0.9 mm
Autom. Tiefenkorrektur ein ein ein ein

Verdunnung
Modifier (5 pl)

bei Uberschreit.

bei Uberschreit.

bei Uberschreit.
0.1% Pb(NO5),

bei Uberschreit.
0.1% Pb(NO5),

0.05%Mg(NO3), 0.05%Mg(NO5),
Kalibration
Verfahren Standard Standard Standard Standard
Herstellen durch: Verdunnen Verdunnen Verdunnen Verdunnen
Kalibrierbereich: 0-100 pg/l 0-8 pg/l 0-10 pg/l 0-50 pg/l
Kall-O0: 0 0 0 0
Stammldsung: 100 pg/l 8 g/l 10 pg/l 50 g/l
Bezugsfunktion: linear linear linear linear
Messzyklen: 3 3 3 3

2.8.8.5 Circulardichroismus (CD)

Bei der CD-Spektroskopie wird die Differenz der Absorption von rechts und links zirkular
polarisiertem Licht gemessen. Dazu ist es notwendig, dass die Probe chirale Molekiile enthélt.
Die Aufnahme von Fern-UV-CD-Spektren (A = 250-190 nm) erfolgte am Institut fur
Biochemie/Biotechnologie, MLU Halle. Die Messungen wurden in einer 0.1 mm
Quarzglaskuvette an einem Jasco J-710 CD-Spektropolarimeter durchgefiihrt. Die Messung
erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 50 nm/min, einer Empfindlichkeit von 100 mdeg und
einer Auflésung von 0.5 nm. Es wurden jeweils 25 Spektren akkumuliert, gemittelt und
anschlieBend durch Abzug des Pufferspektrums korrigiert. Es wurde FetP mit einer Dimer-
Konzentration von 25 pM in Gegenwart von jeweils 150 pM FeSO,, FeCl;, MnCl, CuCl,
oder ZnCl; bzw. ohne Zusatz und FetM mit einer Konzentration von 15 pM in 25 mM Bis-
Tris/HCI pH 7.2 verwendet. Die Temperatur wurde bei allen Messungen konstant auf 25°C
gehalten. Die molare Elliptizitat bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht einer

Aminosdure des jeweiligen Proteins wurde mittels folgender Formel berechnet:

0100« MW
c*dx* NA

Formel 2: [0(]MRW = Molare Elliptizitit bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht einer Aminosaure
(deg*cm?*dmol™), 0 = gemessene Elliptitit(deg), MW = Molekulargewicht, ¢ = Proteinkonzentration
(mg/ml), d = Schichtdicke (cm), NA = Anzahl der Aminoséduren. Der Faktor 100 im Z&hler entspringt der
Umwandlung der molaren Konzentration in dmol/cm?® —Einheiten.

[6]MRW =
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2.8.8.6 Isothermische Titrationskalorimetrie (ITC)

Durch ITC kann die bei einer Protein-Ligand- bzw. Protein-Protein-Interaktion umgesetzte
Wérme direkt quantitativ bestimmt werden. Da die Methode sehr empfindlich ist, wurden fir
die Messungen die jeweiligen Dialysepuffer (25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 oder 25 mM
ACES/NaOH pH 7.2) verwendet, welche mit hochreinem Wasser (ROTISOLV® LC-MS
Grade, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) hergestellt wurden. Das Protein wurde vor der
Messung gegen den Puffer dialysiert, in welchem die Metallionen auf die entsprechende
Konzentration verdinnt wurden. Alle Messungen erfolgten bei 25°C. Es wurden jeweils ca.
1.5 ml Proteinsuspension (3 — 17.15 pM FetP-Dimer) mit ca. 280 ml Proteinldsung (16 uM
FetM-Loop) bzw. Metallionenstammlésung (205 — 1030 M) titriert. Die Titration erfolgte in
14, 28 oder 56 Schritten zu je 20, 10 bzw. 5 pl. Die Auswertung erfolgte nach Pufferkorrektur
mit dem Programm Microcal-Origin. Es wurde dabei ein Modell mit einer Bindestelle im
Protein zugrundegelegt.

Fur kompetetive Experimente zur Untersuchung der Metallionenverdrangung wurde das zu
titrierende Protein zuvor mit den jeweils entsprechend anderen Metallionen inkubiert, wobei
deren Konzentration so gewéhlt wurde, dass nach Formel 3 (Rauh, 2008 ) mindestens 90%

der Proteine vor dem Titrationsexperiment geséttigt vorlagen.

[PK] =

[PJo+ [Klo + ke _ j([P]O KO RD”  pto s 1K1

2 4

Formel 3: [PK] = Konzentration des Protein-Kation-Komplexes, [P]o = Gesamtkonzentration des Proteins,
[K]o= Gesamtkonzentration des Kations, kq = Dissoziationskonstante des Protein-Kation-Komplexes.

2.8.8.7 Modifikation von Histidinen mittels Diethylpyrocarbonat

Um Histidin-Reste zu quantifizieren, die an der Metallbindung beteiligt sind, wurde die
Methode der chemischen Modifikation durch Diethylpyrocarbonat (DEPC) verwendet
(Schiavo et al., 1992). Fur die Titrationsexperimente wurde FetP mit einer Protomer
Konzentration von 3 uM in Reaktionspuffer (10 mM Na-phosphat pH8.0) eingesetzt. Alle
Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 1 ml durchgefiihrt. Die Entstehung von
Carbethoxylhistidinen wurde in einem UV/VIS Spektrophotometer 930 (UVIKON 930,
Tresser Instruments/Kontron, GroB-Zimmern) bei 242 nm verfolgt. Um unspezifische
Reaktionen mit anderen Aminoséuren zu verhindern, wurde DEPC im Verhéltnis von 1:1 in
Bezug auf die Menge an Histidinen eingesetzt. Die Titration wurde durchgefuhrt, bis es zu
keiner weiteren Zunahme der Absorption kam. Neben einer unbehandelten Probe, wurden

Proteinproben vermessen, die zuvor mit einem jeweils zehnfachen Uberschuss an MnCl, oder
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CuCl; inkubiert wurden. Zur Auswertung der gemessenen Absorption wurde das Lambert-

Beersche-Gesetz verwendet (&gthoxyi-nis = 3200 cm? M'l):

E=¢cxcx*xd

Formel 4: E = Extinktion, ¢ = molarer Extinktionskoeffizient (I*mol™*cm™), ¢ = Konzentration (mol*I™),
d = Schichtdicke (cm).
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3 Ergebnisse

3.1 Das FetMP-System ist an der Eisen-Homdostase von E. coli
beteiligt.

Um das FetMP-System aus dem uropathogenen E. coli Stamm F11 charakterisieren zu
koénnen, wurde mit Hilfe des Mini-Transposons Mini-Tn7T eine Einzelkopie des
dicistronischen fetMP-Operons mit dessen Promotor-Sequenz im Chromosom von E. coli
Stamm W3110 inseriert. Aufgrund der Zugehorigkeit von FetM zur Iron-Lead-Transporter
(ILT) Superfamilie wurden in W3110 die bekannten Eisenaufnahmesysteme (fecA-E, feoABC,
mntH, zupT, entC) zuvor deletiert. Der resultierte Stamm ECA612(glmS-fetMP) wurde in
Wachstums-Endpunktbestimmungen eingesetzt, wobei der Stamm ECA611(gimS-Gm) als
Negativkontrolle diente. In diesem Stamm wurde lediglich das Resistenzgen fiir Gentamicin
(Gm) inseriert.

In Minimalmedium ohne zusétzliches Eisen konnte bei pH 7 nur der Eisen-spezifische
Deletionsstamm mit dem fetMP-Operon wachsen, die Negativkontrolle ECA611(gImS-Gm)
dagegen nicht (Abb. 5A). Dieser Effekt trat selbst unter erhohter Eisenlimitation auf, welche
durch den Zusatz von 1 uM des Chelators CDTA (trans-1.2-Diaminocyclohexan-N.N.N".N"-
Tetraessigsaure) (Anderson und Morel, 1982) erzielt wurde (Abb. 5A).
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o Abb. 5: Das FeMP-System verbessert das

Wachstum der Eisen-spezifischen Deletionsmutante.
Das fetMP-Operon  bzw. eine  Antibiotika-
Resistenzkassette als Kontrolle wurde jeweils als
Einzelkopie in das Chromosom des E. coli Stammes
ECAA458(fecA-E, feoABC, mntH, zupT, entC) inseriert.
Die daraus resultierten Stamme ECA612(gImS-fetMP)

OD (600 nm)

&&& v\c,o‘k Qqe\\\\\ \\\qe\\\\ B\)@\Q Q@” (schwarze Balken) und ECA611(glmS-Gm) (weiRe
¢ W «?5’@\} S S Balken) wurden in Minimalmedium pH 7 (A), pH 5 (B)
S & \@O \@\O oder pH 9 (C) in Ab- bzw. Anwesenheit von 1 uM

W W CDTA oder 1 pM CDTA mit 10 pM FeCl;, 10 uM

FeSO,/1 mM Ascorbat, 10 uM MnCl, oder 10 uM
ZnCl, bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die Optische Dichte wurde nach 16 h (A) bzw. 20 h (B und C) ermittelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhangigen Messungen.
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Wurden dem Medium neben CDTA geringe Konzentrationen an Fe(ll1), Fe(ll) oder Mn(ll)
zugeflgt, verbesserte es das Wachstum des E. coli Stammes ECA612(gImS-fetMP) erheblich,
wahrend der Kontrollstamm nur geringfiigig vom zugesetzten Fe(lll) bzw. Fe(ll) profitierte
(Abb. 5A). Demgegentber war nur ein geringer Unterschied zwischen beiden Stdmmen in
Gegenwart von CDTA und Mn(ll) zu verzeichnen (Abb. 5A), wobei das stark verbesserte
Wachstum des E. coli Stammes ECA611(glmS-Gm) auf mindestens ein noch unbekanntes
Mangan-/Eisenaufnahmesystem  hindeutet,  welches in  der  Eisen-spezifischen
Deletionsmutante flr den Import dieser Metallionen verantwortlich ist. In Anwesenheit von
CDTA und Zn(Il) glich das Wachstum beider Stamme denen, die nicht mit CDTA behandelt
wurden (Abb. 5A), was moglicherweise auf eine kompetitive Freigabe von Eisenionen des
Chelators zurtickzuftihren ist.

Auch unter sauren (pH 5) oder basischen (pH 9) Bedingungen (Abb. 5B, C) verhalf das
FetMP-System der Eisen-spezifischen Deletionsmutante zum Wachstum in Minimalmedium
ohne zuséatzlichem Eisen, wahrend der E. coli Stamm ECA611(gImS-Gm) nicht wachsen
konnte. Bei Zusatz von CDTA war jedoch auch fiir den Stamm ECA612(glmS-fetMP) kein
Wachstum bei pH 5 bzw. pH 9 (Abb. 5B, C) zu verzeichnen. Erst durch die Kombination aus
Chelator und Fe(lll) bzw. Fe(ll) wurde ein verbessertes Wachstum der Mutante mit dem
fetMP-Operon im Vergleich zum Kontrollstamm erzielt (Abb. 5B, C). Ausgehend davon
resultierte der Zusatz von Mn(Il) neben CDTA in einem leicht verbesserten Wachstum des
E. coli Stammes ECA612(glms-fetMP) (Abb. 5B, C). In Ab- bzw. Anwesenheit von CDTA
mit Zn(I1) war ein &hnliches Wachstumsverhalten jeweils beider Stdamme auch unter sauren
bzw. basischen Bedingungen zu beobachten (Abb. 5B, C). Demnach wurde der
Wachstumsvorteil der E. coli Deletionsmutante durch das FetMP-System in Gegenwart von
Eisen am Starksten verbessert. Die Experimente wurden mit anderen Metallen (Cu(ll), Co(ll),
Cd (11) und Ni(ll)) ebenso durchgefiihrt, wobei sich der E. coli Stamm ECA612(gImS-fetMP)
jeweils &hnlich wie in Gegenwart von CDTA mit Zn(l1) verhielt (Daten nicht gezeigt).

Diese Resultate zeigten, dass das FetMP-System unter neutralen aber auch sauren bzw.
basischen Bedingungen als Eisenaufnahmesystem fungiert, wobei Mn(Il) ebenfalls
transportiert worden sein konnte, andere zweiwertige lonen den Transport jedoch nicht

hemmten.
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3.2 Der Eisen-Regulator Fur kontrolliert die Expression von
fetMP.

In silico Analysen wiesen stromaufwarts des fetMP-Operons auf eine mdgliche Bindestelle
(Fur-Box) fur den globalen Repressor der Eisen-Homoostase Fur (Escolar et al., 1998,
Andrews et al., 2003) hin. Demnach wirde in Gegenwart von hohen Eisenkonzentrationen
das Fur-Protein als Homodimer mit Fe?* als Korepressor an die 19 bp Palidrom-Sequenz

stromaufwarts von fetM binden (Abb. 6) und die Transkription von fetMP reprimieren.

Fur-Box  GATAATGAT (A/T) ATCATTATC
_ <

-40 AGATATGAT A ATAATTATC -22

Abb. 6: Putative Bindestelle fir den Eisen-Regulator Fur (Fur-Box).
Die Fur-Bindestelle weist sich als palindromische 19 bp-Konsensussequenz aus (oben), die nicht vollstandig
konserviert, 40 bp stromaufwarts des annotierten fetMP-Operons vorliegt (unten).

Um eine modgliche Regulation der fetMP-Expression durch Fur zu bestimmen, wurde ein Fur
—Titrationsassay (FURTA) durchgefiihrt. Hierflr wurde der E. coli Stamm H1717, der eine
fhuF-lacZ-Fusion aufweist und dessen Expression Fur abhangig reguliert wird, jeweils mit
den high-copy number Vektoren pECD1097(pGEM::fetM,), pECD967(pGEM::fhuFp) als
Positivkontrolle bzw. dem Leervektor als Negativkontrolle transformiert. AnschlieRend
wurden die resultierten H1717 Derivate auf MacConkey Laktose-Agar mit 30 uM
Fe(NH,)2(SO4), ausgestrichen.

Es zeigte sich, dass die drei unabhangigen Klone (1, 2, 3) des H1717-Stammes mit
pECD1097(pGEM::fetM,) den umgebenen Agar rot farbten, was auch bei dem H1717-
Kontrollstamm mit dem Vektor pECD967(pGEM::fhuF) (+) zu beobachten war (Abb. 7).

Abb. 7: Nachweis der eisenabhéngigen Regulation des fetMP-
Operons mittels Fur-Titrationsassay.

Vorkulturen der E. coli Zellen mit einer fhuF-lacZ-Fusion und
dem Vektor pGEM®-T-Easy mit dem fetM-Promotor (1, 2, 3
unabhdngige Klone), dem fhuF-Promotor als Positivkontrolle (+)
bzw. ohne Promotor als Negativkontrolle (-) wurden auf
MacConkey Laktose-Agar mit 30 pM  Fe(NH4)2(SO,),
ausgestrichen und uber Nacht bei 37°C inkubiert. Wurde eine
Fur-Box in den Vektor pGEM®-T-Easy kloniert, wird der Fur-
Repressor vom Promotor der fhuF-lacZ-Fusion wegtitriert,
sodass R-Galaktosidase produziert und die im Medium
vorhandene Laktose von den Zellen verwertet werden kann. Dies
ist durch eine Rotfarbung des MacConkey-Agars zu beobachten.
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Dies war darauf zuriickzufiihren, dass der Fur Repressor vom chromosomalen fhuF-lacZ-
Promotor wegtitriert wurde, was bei der Negativkontrolle mit dem H1717-Stamm und dem
Leervektor (-) nicht zu beobachten war (Abb. 7). Somit konnte gezeigt werden, dass die
putative Fur-Box stromaufwaérts des fetMP-Operons funktionell war und die Expression der
fet-Gene eisenabhangig durch Fur reguliert wurde.

Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurden fetMy-lacZ Reportergen-Fusionen als Einzelkopie
mit dem Mini-Transposon Mini-Tn7T in das jeweilige Chromosom von E. coli
W3110(AlacZYA) und F11 inseriert. Die Insertionsmutanten wurden in Minimalmedium ohne
Eisen bei verschiedenen pH Werten mit 50 uM des Chelators 2.2 -Dipyridyl (DIP) (Pugsley
und Reeves, 1976), 10 uM FeCl; oder 10 pM FeSO4,/1mM Ascorbat inkubiert und
anschlieRend die Aktivitat der B-Galaktosidase bestimmt. Verglich man die Aktivitéten,
welche aus den Zellen des E. coli Stammes W3110(AlacZYA, glmS-fetM,-lacZ) resultierten,
wurde ersichtlich, dass die maximale Induktion in Gegenwart von 50 uM DIP bei pH 6.5
auftrat (Abb. 8A), wobei die relativ geringen Aktivitaten aufgrund der noch vorhandenen
bekannten Eisenaufnahmesysteme (fecA-E, feoABC, mntH, zupT, entC) in den Zellen den
Erwartungen entsprachen. In Gegenwart von FeCls blieb die Expression Uber den gesamten
pH-Bereich niedrig und konstitutiv (Abb. 8A). Die eisenabhangige Regulation sollte ebenfalls
in dem naturlichen E. coli Wirt F11 mit der Reportergen-Fusion bei verschiedenen pH Werten
Uberprift werden. Die ermittelten p-Galaktosidase-Aktivitdten sind in Abbildung 8B
dargestellt. Erneut konnte eine maximale Induktion bei pH 6.5 unter Eisenmangel bestimmt
werden, was die vorangegangenen Resultate bestatigte. Eine pH-unabhéngige, niedrig-

konstitutive Expression wurde bei Eisentiberschuss ebenfalls beobachtet.
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Abb. 8: Expression von fetM,-lacZ in E. coli W3110(AlacZYA)(A) und F11 (B).

Die fetM,-lacZ Reportergen-Fusion wurde als Einzelkopie in das jeweilige Chromosom von E. coli
W3110(AlacZYA) oder F11 inseriert. Die Zellen wurden in Minimalmedium (pH 5-9) mit 50 uM DIP (o),
10 UM FeCl; (@) oder 10 uM FeSO4/1 mM Ascorbat (m) inkubiert und die 3 -Galaktosidase-Aktivitat bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhangigen Messungen.
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Die Regulierung der fetMP-Expression wurde auch auf RNA-Ebene tberprift. Dazu wurden
die beiden Stdimme ECA612(gimS-fetMP) und ECA611(glmS-Gm) als Negativkontrolle fir
den Sandwich-Hybridisierungs-Assay eingesetzt und die jeweiligen mRNA-Transkripte von
fetP pro Zelle bestimmt. In Minimalmedium ohne Eisen pH 7 konnten fir den E. coli Stamm
ECA612(glmS-fetMP) 70 fetP-spezifische mRNA-Transkripte pro Zelle ermittelt werden
(Abb. 9), womit eine Induktion der fetMP-Expression unter Eisenmangel bestatigt werden
konnte. Wurde den Kulturen 100 uM FeCls nach 5 min zugesetzt, fiel die Anzahl der fetP-
MRNAs innerhalb von 20 min auf ca. 5 Kopien pro Zelle (Abb. 9), was einer Halbwertszeit
des Transkripts von 5 min (Regressionskoeffizient 99.1%) entsprach. Dieses Ergebnis ging
mit der eisenabhdngigen Fur-Regulation des fetMP-Operons einher (Abb. 7). Um die Zellen
erneut unter Eisenlimitation zu setzen, wurde den Kulturen nach 20 min 200 uM CDTA-
Chelator hinzugegeben. Daraus resultierte ein langsamer Anstieg der fetP-spezifischen
MRNA-Transkripte pro Zelle (Abb. 9), wobei die urspriinglichen 70 Kopien pro Zelle nicht
erreicht wurden. Dies war wahrscheinlich auf Eisenspeicherung in den Zellen nach
vorherigem Zusatz von 100 pM FeCl; zurlckzufihren. Fir den Kontrollstamm
ECA611(glmS-Gm) wurde unter gleichen Bedingungen kein fetP-spezifisches Transkript
ermittelt (Abb. 9). Zusammenfassend bestdtigen diese Ergebnisse eine eisenabhéngige

Regulation der fetMP-Expression durch Fur.

Abb. 9: Eisenabhéngige fetMP-Expression.

Die beiden E. coli Stimme ECA612(gImS-
fetMP) (o) und ECA611(gImS-Gm) (o) wurden
in Minimalmedium ohne Eisen pH 7 bei 37°C
schiittelnd inkubiert. Nach 5 min wurden
100 uM FeCls (Pfeil) zugegeben. Nach 20 min
(Pfeil) wurde die Kultur des Stammes
ECA612(glmS-fetMP) geteilt und ohne weiteren
Zusatz (--) bzw. mit 200 uM CDTA (—) fir
weitere 70 min inkubiert. Die Zellen wurden
zeitabhéngig geerntet und die fetP-mRNA

mRNA-Transkripte/Zelle

0 20 40 60 80 i . .
Zeit (min) Transkripte pro Zelle mittels Sandwich-

Hybridisierungs-Assay bestimmt. Die mRNA-
Transkripte/Zelle von ECA612(glmS-fetMP) nach CDTA Zusatz bzw. ohne Zusatz sind im Nebenbild vergrofert
gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhéngigen Messungen.

64
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3.3 FetM verbessert als Eisen-Importer das Wachstum der

Eisenaufnahmemutante.

In zeitabhangigen Wachstumsversuchen sollte der Einfluss der jeweiligen Einzelgene des
fetMP-Operons auf das Wachstum von ECA458(AentC AfecA-E AfeoABC AmntH AzupT) in
Gegenwart von Eisenmangel untersucht werden. Dazu wurden die Gene fetM und fetP jeweils
mit dem fetM-Promotor als Einzelkopie mit dem Mini-Transposon Mini-Tn7T stromabwarts
des gImS-Gens im Chromosom von E. coli ECA458 inseriert. Das Wachstum der resultierten
Stamme ECAG613(gimS-fetM) und ECAG614(gimS-fetP) wurden vergleichend mit
ECA612(glmS-fetMP) und ECA611(glmS-Gm) in Minimalmedium ohne Eisen pH 7 mit
1 uM CDTA als Chelator fuir 22 h bei 37°C bestimmt (Abb. 10).

300 Abb. 10: FetM ist fur das Wachstum von
ECA612(glmS-fetMP) unter Eisenmangel
essentiell.

Die E. coli Stdmme ECA611(glmS-Gm),
ECA612(glmS-fetMP), ECA613(glmS-fetM)
und ECA614(glmS-fetP)  wurden in
Minimalmedium ohne Eisen pH 7 mit 1 uM
CDTA schittelnd bei 37°C kultiviert und
das Wachstum fur 22 h als Zelltriibung in
Klett-Einheiten ermittelt. Dargestellt sind
die Mittelwerte von vier unabhéngigen
Messungen.
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Stamm ECAG611(glmS-Gm) konnte unter den gewahlten Bedingungen nicht wachsen
(Abb. 10), wohingegen ohne Chelator ein Wachstum nach 12 h zu verzeichnen war (Daten
nicht gezeigt). Jedoch erreichte der Stamm in der stationdren Phase nur 150 Klett-Einheiten,
was durch Zusatz von 10 pM FeCl; nochmals erhoht werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Demgegenuber verbesserte das FetMP-System das Wachstum der Eisenaufnahmemutante
unter Eisenmangel erheblich. Der Stamm ECA612(glmS-fetMP) begann bereits nach 5 h zu
wachsen und erreichte mit 264 Klett nach 15 h die stationare Phase (Abb. 10). Die Expression
von fetP allein im Stamm ECA614(glmS-fetP) hatte keinen Einfluss auf das Wachstum der
Eisen-spezifischen Deletionsmutante unter Eisenmangel (Abb. 10), wahrend die fetM-
Expression zu einem verzdgerten Wachstum des Stammes ECA613(glmS-fetM) nach 10 h
unter den gewahlten Bedingungen fuhrte (Abb. 10). Dabei erreichten die Zellen in der
stationdren Phase jedoch nur 204 Klett-Einheiten. Somit war FetM fiir das Wachstum des
E.coli Stammes ECA612(gImS-fetMP) unter Eisenmangel essentiell, wobei eine

Wachstumsverbesserung durch zusatzliche Expression von fetP erreicht wurde.
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Mittels Reverse transcriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) wurde als Kontrolle
Uberprift, ob die jeweiligen Einzelgene fetM bzw. fetP in den verwendeten Stdmmen unter
den gewahlten Bedingungen tatsachlich exprimiert wurden. Aus diesem Grund wurde die
Gesamt-RNA aus den Zellen der Stimme ECA611(glmS-Gm), ECA612(glmS-fetMP),
ECA613(glmS-fetM) und ECA614(glmS-fetP) isoliert, die dann mit random Primern in cDNA
umgeschrieben wurden. Mit genspezifischen Primern wurden anschlieflend fetM und fetP in
PCR-Reaktionen amplifiziert, wobei die cDNAs als Template eingesetzt wurden. Durch die
Detektion von fetM-spezifischen PCR-Produkten mit einer jeweiligen GroRe von 314 bp
(Abb. 11A) konnte nachgewiesen werden, dass das Gen unter den gewéhlten Bedingungen in
den Stdmmen ECAG613(glmS-fetM) und ECA612(glmS-fetMP) exprimiert wurde. Eine
erfolgreiche fetP-Expression in den Stammen ECA614(gimS-fetP) und ECA612(gImS-fetMP)
wurde durch den Nachweis eines fetP-spezifischen 234 bp groflen Fragmentes bestétigt
(Abb. 11B).

Dariuiber hinaus wurde mit einem fetM-spezifischen down Primer und einem fetP-spezifischen
up Primer fir den Stamm ECA612(gimS-fetMP) ein 1636 bp groRes PCR-Produkt
amplifiziert (Abb. 11C). Damit wurde der Nachweis erbracht, dass die Gene fetM und fetP

tatséchlich als ein Operon kodiert vorlagen.

1000 bp

500 bp

100 bp
4000 bp Abb. 11: Die fet-Gene kénnen einzeln
2000 bp exprimiert werden (A, B), liegen in vivo aber als
1000 bp Operon vor (C).

1: RT-PCR fir ECA611(gImS-Gm), 2: RT-PCR fir
C ECA613(glmS-fetM), 3: RT-PCR fur
ECA614(glmS-fetP), 4: RT-PCR fir ECA612
(9ImS-fetMP), 5: Positivkontrolle der PCR mit DNA aus E. coli Stamm F11, 6: Negativkontrolle der PCR ohne
Template, [bei (C): 5 und 6 vertauscht]. M: Gene Ruler 100 bp DNA LadderPlus (MBI) (A, B), Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder (MBI) (C). Je 10 pl PCR-Produkt wurden in 1 — 2.5%igen Agarosegelen aufgetrennt. (A):
Nachweis der fetM-Expression. (B): Nachweis der fetP-Expression. (C) Nachweis eines gemeinsamen
Transkripts von fetM und fetP.

Im Hinblick auf FetMP als putatives Eisenaufnahmesystem sollte unter anaeroben
Bedingungen ein moéglicher Unterschied im Wachstum der Stdimme in Abhédngigkeit von
Fe(Il) bzw. Fe(lll) untersucht werden. Dazu wurden die Stamme ECA611(gimS-Gm),
ECA612(glmS-fetMP), ECA613(gimS-fetM) und ECA614(glmS-fetP) in anaeroben
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Wachstums-Endpunktbestimmungen eingesetzt. Hierbei zeigte sich erneut, dass ohne Zusatz
von Eisen das Wachstum der Eisenaufnahmemutante ECA458(AentC AfecA-E AfeoABC
AmntH AzupT) durch das FetMP-System erheblich verbessert wurde (Abb. 12), wahrend der
Stamm  ECA611(glms-Gm)  wegen  mindestens noch  einem  unbekannten
Eisenaufnahmesystem ebenfalls wachsen konnte. Ein Unterschied im Wachstumsverhalten
der Stamme ECA611(glms-Gm), ECA613(glmS-fetM) und ECA614(glmS-fetP) war dabei
nicht festzustellen (Abb. 12). Erstaunlicherweise war in Gegenwart von Fe(l1)SO, bzw.
Fe(IINCl; ein  vermindertes Wachstum von ECA614(gimS-fetP) gegenlber der
Negativkontrolle ECA611(gims-Gm) zu beobachten (Abb. 12), wahrend sich der Stamm
ECA613(glmS-fetM) im Wachstum dem von ECA612(gimS-fetMP) anndherte. Auffallig war
dabei, dass in Gegenwart von 100 uM Fe(11)SO, beide Stdamme eine ahnliche Optische Dichte
nach 17 h Inkubation bei 37°C erreichten (Abb. 12A). Handelte es sich jedoch um 100 uM
Fe(I1Cls, so erhdhte FetP das Wachstum von ECA612(glmS-fetMP) im Vergleich zu Stamm
ECA613(glmS-fetM) um einen Faktor von 1.35 £ 0.02 (T-Test p > 0.999), was sich in einem
signifikanten Unterschied zwischen beiden Kulturen wiederspiegelte (Abb. 12B). Dies deutete
darauf hin, dass FetP in Gegenwart von niedrigen Eisenkonzentrationen und bei hohen

Fe(l1)-Konzentrationen fr ein maximal verbessertes Wachstum nétig war.
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Abb. 12: Anaerob verbessert FetMP das Wachstum der Eisenaufnahmemutante.

Die E. coli Stamme ECA611(glmS-Gm) ¢), ECA612 (glmS-fetMP) ¢), ECA613 (glmS-fetM) &) und

ECA614(glmS-fetP) (a) wurden in Minimalmedium mit 0.2% Glukose fiir 17 h bei 37°C anaerob kultiviert und
die jeweiligen Optischen Dichten bei 600 nm bestimmt. Dabei wurden dem Medium steigende Konzentrationen
an FeSO, (A) bzw. FeCl; (B) zugesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei
unabhdngigen Messungen.

Zur abschlieRenden Bestétigung der Funktion von FetMP als Eisenaufnahmesystem wurden
Transportstudien mit radioaktivem Eisen durchgefiihrt. Da in Minimalmedium pH 7 zwischen
den beiden Stdimmen ECA611(gims-Gm) und ECA612(gimS-fetMP) kein Unterschied in der
Eisenaufnahme zu beobachten war (Daten nicht gezeigt), wurden die jeweiligen Einzelgene
bzw. das fetMP-Operon jeweils ohne Promotor-Region in den Vektor pASK-IBA3 (IBA-
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GmbH, Gottingen) Kkloniert und die erzeugten Vektoren anschliefend in die
Eisenaufnahmemutante transformiert. Die Expression der Gene wurde mit Anhydrotetracyclin
(AHT) induziert. Hierbei konnte eine gesteigerte Akkumulation an *°Fe um einen Faktor von
2.8 £ 0.1 durch die Expression von fetMP in den Zellen innerhalb von 10 min gemessen
werden (Abb. 13A), wobei die Expression von fetM allein die Eisenaufnahme bereits um
einen Faktor von 17 + 0.25 erhohte (Abb. 13A). Daher ist FetM ein
Eisenaufnahmetransporter. Die Expression von fetP allein hatte keinen Einfluss (Abb. 13A),
die Expression von fetP zusatzlich zu fetM resultierte jedoch in einer erhdhten Eisenaufnahme
der Zellen.

Unter sauren bzw. basischen Bedingungen konnte im Vergleich zum Kontrollstamm
ECA611(glmS-Gm) in den Zellen von Stamm ECA612(glmS-fetMP) ebenfalls eine erhdhte
Eisenakkumulation nachgewiesen werden (Abb. 13B, C). Auch hierfiir war FetM essentiell
und konnte durch FetP noch gesteigert werden (Abb. 13B, C). Unabhangig vom pH Wert
nahmen die Zellen mit dem FetMP-System etwa doppelt so viel Eisen als die jeweiligen

Kontrollstaimme auf.
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Abb. 13: FetMP dient als Eisenaufnahmesystem.

Die Aufnahme von radioaktivem *°Fe in die Zellen der
Eisenaufnahmemutante =~ ECA458(AentC  AfecA-E
AfeoABC AmntH AzupT) und seinen fet-Derivaten
wurde mittels Filtrations-Assay bestimmt. Die Stdmme
ECA458 mit pASK-IBA3 o)( [pECDI1098
(pASK3::fetM)] (m), [pECD1099(pASK3::fetP)] (a)
und [pECD1100 (pASK3::fetMP)] () wurden fiir 1 h in
Minimalmedium pH 7 mit 200 pg/l AHT inkubiert, um
die jeweiligen Gene zu induzieren (A). Fiur die
Eisenaufnahmeversuche bei pH 5 (B) und pH 9 (C)
wurden die Stdamme ECA611(glmS-Gm) o)
ECA612(gImS-fetMP) (o), ECA613(gImS-fetM) (m) und ECA614(gImS-fetP) (a) in Minimalmedium inkubiert.
Zum Start der Transportstudien wurde den Kulturen 5 uM **FeCl; mit 1 mM Ascorbat zugesetzt und nach
definierten Zeitpunkten Proben genommen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei
unabhdngigen Messungen.

nmol Fe/g d.w.

Zeit (min)
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3.4 FetP bindet als Homodimer Metallionen im Periplasma.

Im Folgenden wurde der Fokus auf die Charakterisierung von FetP gelegt, um die Funktion
dieses Proteins als Teil eines Eisenaufnahmesystems aufzukléren.

Zuné&chst wurde mit dem Programm Expasy des Expasy Molecular Biology Server (Institut fur
Bioinformatik, Genf, Schweiz) anhand des fetP-Leserahmens ein Molekulargewicht von
19.224 kDa fir das FetP-Protein errechnet, das aus 175 Aminoséuren (AS) bestand. Dartber
hinaus wurde festgestellt, dass ausgehend vom Startcodon an Aminoséureposition 22 eine
mogliche Schnittstelle (AFA) fir Signalpeptide von periplasmatischen Proteinen existierte
(Nielsen et al., 1997), was mit dem Programm SignalP 3.0 (Zentrum flr biologische
Sequenzanalyse, Technische Universitat, Lyngby, Dénemark) tberprift wurde (Abb. 14).
Eine Signalsequenz mit 24 AS wurde hiermit postuliert, die sich aus der n-Region
(MTMKKT), der h-Region (LIASAVMASIFI) und der c-Region (APAAFA)

zusammensetzte.

SignalP-HHM prediction {gram— models): Sequence Abb 14 Vorhersage des pUtaUVen
FE P — Signalpeptides von FetP.
1o n-region prob. 1 Nach dem SignalP  3.0-Modell
konnte eine  AFA-Restriktions-
B.8 1 ] schnittstelle nachgewiesen werden,
wobei nach der Aminoséure 24 die
e il hydrophile Aminosduresequenz des
¢ FetP-Proteins mutmaflich von dem
adr i hydrophoben Signalpeptid getrennt
wird, welches sich aus einer n-
Region, einer h-Region und einer c-
Region zusammensetzt.

MTMEKTLIASAYMASIFIAPAAFAFKEYPAGERPY THHEMELAAYYLQP IDMEPRGMGLPAAKADYHLEA
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Um eine periplasmatische Lokalisation von FetP nachzuweisen, sollte fetP als Strep-tag®Il-

Fusionsprotein exprimiert und anschlielend aus dem Periplasma mittels Affinitats-
Chromatographie gereinigt werden. Dazu wurde fetP ohne eigenes Start- und Stoppcodon
hinter den tetA-Promotor in den Vektor pASK-IBA3 kloniert (pECD1099), sodass die
Genexpression im plasmidfreien E. coli Stamm BL21 durch AHT-Zusatz induziert werden
konnte. Nach einem periplasmatischen Aufschluss ohne Lysozym konnte FetP aufgrund des
C-terminalen Strep-tag®lI-Epitops (WSHPQFEK), das an das Saulenmaterial StrepTactin-
Sepharose bindet, bis zur Homogenitat aus der periplasmatischen Fraktion gereinigt werden

(Abb. 15). Dies zeigte, dass es sich bei FetP tatsdchlich um ein periplasmatisch lokalisiertes
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Protein handelte. Bei der Aufreinigung wurde eine Ausbeute von 5 mg Protein je Liter Kultur

erzielt.

Abb. 15: Aufreinigung von FetP als Strep-
tag®l1-Fusionsprotein aus dem
periplasmatischen Extrakt.

In der 17.5%igen SDS-PAGE nach Coomassie-
Farbung wurden verschiedene Fraktionen der
StrepTactin  Affinitdtschromatographie aufge-
tragen. 1: 10 ul Rohextrakt vor Induktion (50 pg
TG), 2: 10 pl Rohextrakt nach Induktion (50 pg
TG), 3: 10 pl zytoplasmatischer Extrakt (50 pg
TG), 4: 5 pl periplasmatischer Extrakt, 5: 10 pl
Séulendurchfluss, 6: 10 pl der ersten Waschfrak-
tion, 7: 10 pl der letzten Waschfraktion, 8: 5 pl
der zweiten Eluatsfraktion (4 pg Protein), 9: 5 pl
der dritten Eluatsfraktion (2 pg Protein). Zur GréRenbestimmung wurde der Protein Marker (M)
PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus (#SM1811) (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet.

Das theoretische Molekulargewicht des FetP-Strep-tag®lI-Fusionsproteins von 18.662 kDa
wurde durch MALDI-TOF Massenspektrometrie bestatigt. Interessanterweise wurden hierbei
zwei Peaks detektiert, die jeweils einem Molekulargewicht von 18.676 kDa bzw. 18.739 kDa
entsprachen (Abb. 16).

Abb. 16: MALDI-TOF
1009 18676 Analyse von FetP.

1 Das Strep-tag®ll-Fusions-
protein wurde aus dem
Periplasma gereinigt.
Durch MALDI-TOF
konnten  zwei  Peaks
detektiert werden, die
18739 jeweils einem Molekular-
- gewicht von 18.676 kDa
bzw. 18.739 kDa entspra-
chen. Die Mesung wurde
von Frau Dr. A
Schierhorn durchgefihrt.
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Das korrespondierende Molekulargewicht von 18.676 kDa des Haupt-Peaks kam dem
erwarteten Wert mit einem Fehler von 0.075% nahe, wéhrend die Differenz von 63 Da der
Atommasse von Kupfer entsprach. Daher wurde das Protein wahrscheinlich mit und ohne
einem fest gebundenen Kupferion gereinigt.

Eine putative Kationenbindung von FetP sollte durch Atom-Absorptions-Spektroskopie
(AAS) bestimmt werden. Dazu wurde das gereinigte Protein zunachst mit dem Chelator

EDTA inkubiert und anschlieBend gegen Reaktionspuffer dialysiert, um vorhandene

70



3 Ergebnisse

Metallionen aus der Proteinprobe zu entfernen. Danach wurde das EDTA behandelte Protein
mit einem jeweils funffachen molaren Uberschuss an FeSO4, MnCl,, CuCl, oder ZnCl,
inkubiert. Durch mehrmaliges Waschen der einzelnen Proben wurde ungebundenes Metall
entfernt und der jeweilige Metallgehalt mittels AAS quantifiziert, nachdem die einzelnen
Proteinkonzentrationen bestimmt worden waren. Aus diesen Messungen resultierten folgende
molare Stochiometrien: 0.6 Eisen, 0.7 Mangan, 1.5 Kupfer oder 1.0 Zink pro Protomer (Daten
nicht gezeigt). FetP konnte daher Metallionen binden.

Um auszuschlieRen, dass der Strep-tag®ll die Metallbindung beeinflusst haben kénnte, sollte
FetP in den Metallbindestudien auch ohne tag eingesetzt werden. Dazu wurde das fetP-Gen in
den Vektor pET22b(+) ohne eigene Signalsequenz und ohne Stoppcodon hinter einen T7
Promotor kloniert (pECD1101), sodass die Genexpression durch IPTG-Zugabe im
plasmidfreien E. coli Stamm BL21 induziert wurde. Die synthetisierten Proteine wiesen eine
N-terminale pelB-Signalsequenz zur Translokation in den periplasmatischen Raum auf. Durch
Bindung des abspaltbaren C-terminal fusionierten His-tags® an Ni-NTA Agarose konnte FetP
affinitdtschromatographisch aus dem Periplasma nativ gereinigt werden (Abb. 17A). Bei der

Aufreinigung wurde eine Ausbeute von 6 -7 mg Protein je Liter Kultur erzielt.

A

Abb. 17: Aufreinigung von FetP als His-tag®-Fusionsprotein aus dem periplasmatischen Extrakt (A) und
Abspaltung des C-terminalen His-tag® (B).

In der 17.5%igen SDS-PAGE nach Coomassie-Férbung wurden verschiedene Fraktionen der Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie aufgetragen (A). 1: 10 pl Rohextrakt vor Induktion (50 pg TG), 2: 10 pl Rohextrakt
nach Induktion (50 pg TG), 3: 10 pl zytoplasmatischer Extrakt (50 pg TG), 4: 5 pl periplasmatischer Extrakt, 5:
10 pl Saulendurchfluss, 6: 10 pl der ersten Waschfraktion, 7: 10 pl der letzten Waschfraktion, 8: 5 pl der
zweiten Eluatsfraktion (5 pg Protein). In der 17.5%igen SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung wurden
Fraktionen aufgetragen, um die erfolgreiche His-tag®-Abspaltung von FetP mittels Thrombin zu dokumentieren
(B). 1: 2 ug FetP-His vor Abspaltung, 2: 2 ug FetP-His nach Abspaltung, 3: 2 ug FetP aus Saulendurchfluss der
zweiter Ni-NTA-Affinitatschromatographie. Das gespaltene Protein hat eine um den His-tag® geringere GroRe.
Zur GroRenbestimmung wurde jeweils der Protein Marker (M) PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus
(#SM1811) (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet.
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Im nachsten Schritt wurde der His-tag® mit der Protease Thrombin vom Protein abgespalten
und konnte durch eine weitere Ni-NTA-Affinitdtschromatographie vom Zielprotein
abgetrennt werden. Die damit verbundene Anderung des FetP-Molekulargewichtes von
theoretisch 18.851 kDa auf 17.642 kDa war in der SDS-PAGE zu erkennen (Abb. 17B). Fir
nachfolgende Experimente wurde das gereinigte Protein ohne His-tag® mit dem Chelator
EDTA inkubiert und anschliefend gegen entsprechenden Reaktionspuffer dialysiert, um
eventuell noch vorhandene Metallionen aus der Proteinprobe zu entfernen.

Das Oligomerisierungsverhalten von FetP in Anwesenheit von Metallen wurde durch
analytische Ultrazentrifugation (AUZ) bestimmt (Tab. 4). Dabei wurde das Molekulargewicht
und die Sedimentationskonstante von FetP in Gegenwart von FeCls, CuCl,, ZnCl, oder hohen
Salzkonzentrationen in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 ermittelt. Es zeigte sich, dass FetP
metall- und salzunabhéngig als stabiles Homodimer vorlag, da ein Molekulargewicht
zwischen 34.5 und 37 kDa und Sedimentationskoeffizienten von 2.7 — 2.8 S bestimmt
wurden. Daher war FetP ein Dimer (FetPp) und die Dimerisierung hing nicht von der
Gegenwart von Metallen ab.

Tab. 4: FetP liegt als stabiles Homodimer vor.

Zusétze Sapps (S) Mrapp, (Da)
- 2.7 35000
100 uM FeCls 2.7 34500
100 pM CuCl; 2.8 37000
100 pM ZnCl, 2.7 34600
20 mM NaCl 2.8 34800
100 mM NaCl 2.8 35400

EDTA behandeltes FetP ohne His-tag® wurde bei einer Protomer-Konzentration von 17 pM in Ab- bzw.
Anwesenheit der angegebenen Metallsalze in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 in einem VVolumen von jeweils 300 pl
analytisch ultrazentrifigiert und das jeweilige Molekulargewicht und die Sedimentationskonstante von FetP
bestimmt.

Die CD (Circulardichroismus)-Spektroskopie im Fern-UV Bereich sollte als weitere Methode
verwendet werden, um maogliche Anderungen in der Sekundarstruktur von FetP durch die
Bindung von Metallionen zu untersuchen. FetP wies im Fern-UV Bereich ein
aullergewohnliches Spektrum mit einem deutlichen Minimum bei 220 nm und zwei Maxima
bei 202 nm und 233 nm auf (Abb. 18A). Proteine mit einem hohen Anteil an a-Helices
zeichnen sich durch zwei Minima bei 208 nm und 220 nm aus (Bulheller et al., 2007),
wahrend bei -Faltblatt-Spektren ein Maximum bei 196 nm und ein Minimum bei 217 nm zu
beobachten ist. Demnach war keine klare Zuordnung der jeweiligen Sekundéarstrukturen fur
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FetP mdoglich. Es konnte jedoch vermutet werden, dass FetP nur einen sehr geringen Anteil an
a-Helices besaB, da bei 208 nm sich kein Minimum abzeichnete (Abb. 18A). Da das
aufgenommene FetP Spektrum eher dem von B-Faltblattern &hnelte, wobei es moglicherweise
zu einer starken Uberlagerung bei 235 nm durch den hohen Anteil an Aromaten (9 Tyr, 5 Phe
und 3 Trp) kam, liel sich vermuten, dass die grundlegenden Sekundarstrukturelemente von
FetP B-Faltblatter waren.
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Abb. 18: CD-Spektren von FetP deuten auf 3-Faltblattstruktur hin.
Die Fern-UV Spektren wurden von FetP bei einer Dimer-Konzentration von 25 uM in 25 mM Bis-Tris/HCI pH

7.2 bei 25 °C aufgenommen (A). Dargestellt sind die Spektren ohne Zusatz (=), mit 150 uM FeSO,/1 mM

Ascorbat (---), mit 150 uM FeCl; (---), mit 150 uM MnCl, (—=), mit 150 pM CuCl, (—) bzw. 150 uM ZnCl, (--)
nach jeweiligem Abzug des Pufferspektrums. Weiterhin sind die jeweiligen Differenzspektren ([0]MRW mit
jeweiligem Metall von [0]MRW ohne Zusatz subtrahiert) abgebildet (B).

Im Hinblick auf die CD-Spektren von FetPp mit einem jeweils sechsfach molaren Uberschuss
an FeSOy, FeCls, MnCl, CuCl;, oder ZnCl, war zundchst festzuhalten, dass das Protein unter
den gewadbhlten in vitro Bedingungen nicht denaturierte, da bei etwa 200 nm kein Minimum zu
erkennen war (Abb. 18A). Aufféllig erschien das CD-Spektrum von FetP mit CuCl,, da beide
Maxima flacher verliefen, wéhrend sich die Spektren des Proteins in Ab- bzw. Anwesenheit
der anderen Metallsalze nicht signifikant unterschieden. Die Abflachung der Maxima bei
202nm und 233 nm durch CuCl,-Zusatz wurde durch Abbildung der jeweiligen
Differenzspektren (Abb. 18B) nochmals hervorgehoben und konnte mdglicherweise auf eine
Veranderung in der Proteinkonformation zurtickgefihrt werden.

Die mdgliche Bindung von Kationen an FetP wurde durch Isothermische
Titrationskalorimetrie (ITC) gemessen. Hierbei wurde das Protein mit Kationen titriert, wobei
die bei der Bindung umgesetzte Warme direkt kalorimetrisch gemessen wurde. Lésungs- und
Verdinnungsenthalpien wurden in vergleichbaren Experimenten ohne Protein ermittelt und
vor der Berechnung subtrahiert. Zundachst musste dafur ein geeigneter Reaktionspuffer
ermittelt werden, in dem nicht nur das Protein und die jeweiligen Metallionen stabil vorlagen,

sondern auch die umgesetzte Wéarme messbar war. In Tabelle 5 wurden alle getesteten Puffer
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mit den jeweils beobachteten und zum Teil bekannten Effekten aufgefuhrt. Wie sich zeigte,
war eine Vielzahl der Puffer nicht geeignet, da beispielsweise fiir Tris eine zu hohe
Protonierungsenthalpie ~ bekannt ~ war, in  anderen  Pufferlésungen  oftmals
Prézipitationsereignisse auftraten oder die Puffersubstanz selbst eine zu hohe Affinitat fur die
Kationen aufwies. Zwei Pufferlésungen (25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 und 25 mM
ACES/NaOH pH 7.2) konnten jedoch als Reaktionspuffer in den folgenden ITC

Experimenten verwendet werden.

Tab. 5: Bis-Tris und ACES sind geeignete Puffersubstanzen fir die ITC.

Pufferlosungen Charakteristika

100 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl 2 Interaktion mit divalenten Kationen",
hohe Puffer-Protonierungsenthalpie’

20 mM HEPES pH 7, 100 mM NaCl° CuCl,-Prazipitation

50 mM TMED pH 9, 30 mM NaCl* Protein-Prézipitation

100 mM Borat pH 9.2, 20 mM NaCl* CuCl,- und ZnCl,-Prézipitation

50 mM Cacodylate pH 7° CuCl,-und Protein-Prazipitation

25 mM Bis-Tris pH 7.2' -

25 mM ACES pH 7.2¢ hohe Cu?*-Affinitat

Beobachtete Effekte, die pufferabhangig wahrend der Titrationsexperimente auftraten. (Grossoehme et al.,
2007), "(Deka et al., 2007), “(Kittleson et al., 2006), “(Zhang und Wilcox, 2002), ®(Bagai et al., 2007), {(Spuches
und Wilcox, 2008), 9(Grossoehme et al., 2006), "(Hanlon et al., 1966), ‘(Morin und Freire, 1991)

Da FeP bereits als Cu?*-gebundenes Strep-tag®ll-Fusionsprotein aus dem Periplasma
gereinigt werden konnte und die Resultate der CD-Spektroskopie auf eine Bindung dieses
Kations hindeuteten, wurde FetP zunéchst mit CuCl, in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 titriert
(Abb. 19A). Die Bindungskurve wies eine typische Form von einem Protein mit zwei
Bindestellen auf, da wahrend der Titration die anfangs exothermen in endotherme Reaktionen
ubergingen. Die Kontrolltitration von CuCl; in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 resultierte jedoch
in qualitativ und quantitativ &hnlichen endothermen Reaktionen (Daten nicht gezeigt), sodass
nach deren Subtraktion fiir die Auswertung der exothermen Reaktionen das One-Set of Sites-
Modell flr gleiche, unabhdngige Bindungsstellen am Protein verwendet wurde. Dabei wurde
eine Stochiometrie von Cu?* : FetP-Dimer von 1.83 : 1 bestimmt und eine Wéarmeabgabe AH
von -2.18 kcal*mol™ mit einer Dissoziationskonstante kg von 4.1 uM berechnet (Tab. 6). Der
Bindungsprozess wurde hierbei Enthalpie- und Entropie-getriebenen. Interessanterweise
konnte jedoch keine Cu*-Bindung von FetP in 25 mM ACES/NaOH pH 7.2 beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt), was vermutlich auf die zu hohe Cu®*-Affinitat der

Puffersubstanz selbst zuriickzufiihren war (Morin und Freire, 1991).
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Weiterhin wurde MnCl, und ZnCl, zu FetP titriert, da durch die vorhergehenden AAS-
Ergebnisse fur diese Metallionen ebenfalls eine Bindung an FetP zu erwarten war. Fir die
MnCl,-Titration von FetP in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 (Abb. 19B) konnten ebenfalls die
endothermen Reaktionen durch Subtraktion der Kontrolltitration ausgeglichen werden und
anschlieRend mit dem Modell fiir eine Bindestelle am Protein eine Stéchiometrie von Mn?" :
FetP-Dimer von 0.808 : 1 bestimmt werden, wobei eine Wé&rmeabgabe AH von
- 3.82 kecal*mol™ zu verzeichnen war (Tab. 6). Die Dissoziationskonstante kg fir Mn®* betrug

nach dieser Berechnung 0.6 UM.
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Abb. 19: ITC mit CuCl, bzw. MnCl; in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2.

Titration von 17.15 pM FetPp mit 1030 puM CuCl, in 56 Schritten zu je 5 pl bei 25 °C (A). Titration von
17.15 uM FetPp mit 215 uM MnCl, in 28 Schritten zu je 10 pl bei 25 °C (B). Die unteren Abbildungen zeigen
jeweils die integrierten Daten. Die Linien entsprechen der angepassten Kurven fir zwei voneinander
unabhéangige Bindestellen am Protein.

Im Gegensatz zu CuCl, konnten flir den Enthalpie-und Entropie-getriebenen Bindungprozess
zwischen FetP und MnCl, in 25 mM ACES/NaOH pH 7.2 (Abb. 20A) ahnliche Parameter
bestimmt werden: n = 0.852 pro FetP-Dimer , AH = -3.66 kcal*mol™, ky = 3.6 uM (Tab. 6).
Hierbei wies die Bindungskurve jedoch die typische Form eines Proteins mit einer Bindestelle
auf. Wenn FetP mit ZnCl; in 25 mM ACES/NaOH pH 7.2 titriert wurde (Abb. 20B), konnte
reproduzierbar eine Warmeaufnahme AH = +2.27 kcal*mol™ mit dem One-Set of Sites-
Modell fur gleiche, unabhangige Bindestellen am Protein berechnet werden (Tab. 6). Die
endotherme Zn®*-Bindung von FetP wurde daher rein durch die Entropieanderung
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angetrieben. Im Vergleich zu den anderen Metallionen wurde eine Stochiometrie von Zn* :
FetP-Dimer von 2.8 : 1 bestimmt und eine Dissoziationskonstante ky von 15.2 uM berechnet.
Erstaunlicherweise konnte eine Zn”*-Bindung von FetP in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 nicht
nachgewiesen werden, was wahrscheinlich auf einen Pufferartefakt zuriickzufihren war

(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 20: ITC mit MnCl, bzw. ZnCl, in 25 MM ACES/NaOH pH 7.2.

Titration von 17.15 uM FetPp mit 205 UM MnCl, in 28 Schritten zu je 10 ul bei 25 °C (A). Titration von
17.15 pM FetPp mit 600 uM ZnCl, in 28 Schritten zu je 10 pl bei 25 °C (B). Die unteren Abbildungen zeigen
die integrierten Daten. Die Linien entsprechen der angepassten Kurven fir eine Bindestelle am Protein.

Die jeweiligen ITC-Ergebnisse konnten in verschiedenen Experimenten mit Protein aus
mehreren voneinander unabhangigen Aufreinigungen und unterschiedlich eingesetzten
Konzentrationen bestatigt werden. Die dabei bestimmten Stochiometriewerte konnten durch
Ungenauigkeiten bei der Proteinbestimmung oder auch durch teilweisen Verlust des
Bindevermdgens des Proteins auf zwei Cu(ll)-, eine Mn(ll)- oder zwei bis drei Zn(ll)-
Bindestellen pro FetP-Dimer angendhert werden. Somit wurden die vorangegangenen AAS-
Ergebnisse bestatigt, die pro FetP-Dimer auf drei Cu(ll)-, zwei Zn(ll)-, eine Mn(l1)- bzw. eine
Fe(Il)-Bindestelle hinwiesen. Aufgrund der starken Adhdsion von Fe(lll) an Oberflachen
bzw. der spontanen Oxidation von Fe(ll) unter aeroben Bedingungen war eine Titration mit

diesen Metallionen nicht moglich. Da jedoch Mn(ll) als Fe(ll)-Analogon fungiert (Langlois
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d'Estaintot et al., 2004, Imlay, 2008), war fiir eine mogliche Fe**-Bindung von FetP ein
ahnlicher Bindungsprozess zu erwarten.

In kompetetiven ITC-Experimenten (Tab. 6) konnte die Cu?*-Bindung von FetP in 25 mM
Bis-Tris/HCI pH 7.2 durch vorherige Inkubation des Dimers mit ZnCl, unterbunden werden
(Daten nicht gezeigt), wobei die Konzentration an ZnCl, in Abhéngigkeit von der
Proteinkonzentration und der zuvor ermittelten Dissoziationskonstanten so gewahlt wurde,
dass mindestens 90% von FetP als Proteindimer-Kation-Komplex fiir die Titration vorlag. In
der reversen Titration wurde erwartungsgema® auch keine Zn®*-Bindung von FetP in 25 mM
ACES/NaOH pH 7.2 nach Vorinkubation des Proteins mit Cu?* nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). Dieses Resultat deutete darauf hin, dass Zn** und Cu?* unter anderem mindestens

einen Aminosdaurerest als gemeinsamen Liganden nutzten.
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Tab. 6: Ergebnisse der ITC-Experimente mit FetP und verschiedenen Metallionen.

Puffer (25 mM, pH 7.2) 17.15 uM FetPp + Metallion (UM) titriertes Metallion n kg(UM)  AH (kcal*molY) AS (cal*mol**K?1) AG (kcal*mol?)

Bis-Tris ohne Zusatz Cu® 1.83+£0.046 4.1 -2.18+ 0.054 17.3 -7.33
ohne Zusatz Mn?2* 0.808 +0.011 0.6 -3.82+ 0.140 155 -8.44
ohne Zusatz Zn%* keine Bindung
160 UM Zn?* Cu?* keine Bindung

ACES ohne Zusatz Mn?2* 0.852 +0.007 3.6 -3.66+ 0.108 16.8 -8.67
ohne Zusatz Zn%* 2.8+0.041 15.2 2.27+0.098 29.6 -6.55
ohne Zusatz Cu?* keine Bindung
94 uM Cu? Zn% keine Bindung

Die Tabelle listet die verschiedenen Metallionen auf, die jeweils zu 17.15 uM FetP-Dimer in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 oder in 25 mM ACES/NaOH pH 7.2 titriert
wurden. Fir kompetetive Experimente wurde das Protein zuvor mit Metallionen inkubiert, wobei die entsprechenden Konzentrationen in Abhangigkeit von den
ermittelten ky-Werten so eingesetzt wurden, dass das Protein-Dimer zu mindestens 90% mit dem jeweiligen Kation gesattigt vorlag. Durch die Auswertung mit dem
Programm Microcal-Origin wurden die Werte fur die Stéchiometrie (n, Kation : FetP-Dimer), die Dissoziationskonstante der Bindung (kq), die gemessene Enthalpie

(AH) und die Entropieanderung (AS) bestimmt, womit die Anderung der freien Gibbs-Energie (AG) ermittelt werden konnte.

assiugabi3 ¢
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Da unter anderem Histidin-Reste an der Bildung von Bindestellen fur Metallkationen in
Proteinen beteiligt sein kdnnen und ein FetP-Protomer sechs dieser Aminosauren aufwies,
erfolgte eine Titration mittels DEPC (Diethylpyrocarbonat), um einzelne Histidine von FetP
chemisch zu modifizieren und somit deren mdgliche Beteiligung an der Metallbindung zu
untersuchen. Die Carbethoxylierung eines Stickstoffatoms am Imidazolring dieser
Aminoséurereste ist nur dann moglich, wenn der Histidin-Rest dem DEPC frei zuganglich ist
und nicht durch Bindung eines Metallkations geschiitzt wird. Daher wurde EDTA behandeltes
Protein direkt oder erst nach Inkubation mit einem jeweils zehnfachen Uberschuss an MnCl;
bzw. CuCl; fir die Titration eingesetzt. Der jeweilige Anstieg der Absorption bei 242 nm
wurde hinsichtlich der Entstehung von Carbethoxylhistidinen verfolgt, wobei kein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Proteinproben detektiert wurde (Daten
nicht gezeigt). Dies deutete darauf hin, dass die Histidin-Reste von FetP entweder nicht an der
Ausbildung der Metallbindestellen beteiligt waren oder diese Aminoséaurereste

strukturbedingt dem DEPC nicht zugéanglich waren.

3.5 Welche Aminosaurereste sind an der Metallionenbindung von
FetP beteiligt?

Zu den FetP verwandten Proteinen zadhlten P19 aus C. jejuni, ChpA aus dem marinen,
magnetotaktischen Bakterienstamm MV-1 und Tp34 aus T. pallidum, die eine Identitat von
54%, 49% bzw. 35% zu FetP aufwiesen. Durch multiple Alignments (Abb. 21) mit diesen
FetP-homologen Proteinen wurden konservierte Aminosdauren identifiziert, die fir die
Bindung der entsprechenden Metallionen in FetP notwendig sein kénnten. Darlber hinaus
besal} FetP ein MX,;M-Motiv, das fur Kupfertransportproteine wie Ctrlp in S. cerevisiae
charakteristisch ist (Dancis et al., 1994, Koch et al., 1997) und unter anderem flr die
Kupferbindung in ChpA diskutiert wird (Dubbels et al., 2004).

Davon ausgehend sollten in FetP die entsprechenden Aminosauren gezielt ausgetauscht und
das Bindungsverhalten der FetP-Varianten gegeniber verschiedener Kationen untersucht

werden.
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FetP  MTMKKTLIASAVMASIFIAPA-—————————————————————— AFAFKEYPAGEPVHMN 37
P19 -MIKKVLSVWAAAAVISTN-—————— === ————— LFAGEVPIGDPKELN 33
ChpA  MHKKLLOQMITISVMAATIGTT--————————————————————— AATAGEQPAGEPIVIN 37
Tp34 —MKRVSLLGSAAIFALVFSACGGGGEHQHGEEMMAAVPAPDAEGAAGFDEFPIGEDRDVG 59
***- -
FetP MELAAVYLQP I DMEPRGMGLPA-AKADVHLEAD IHAVEG-NKNGFGAGEWIPYLTISYT 95
P19 METAAVYLQP IEMEPRGIDLAA-SLAD IHLEAD ITHALKN-NPNGFPEGFWMPYLTIAYE 91

ChpA  GMEVMGIFLQPVDMEPAMHDQGS-AVTD IHLEAD IHAVVG-NENGFAGGEWIPYLNISYE 95
Tp34 PLHVGGVYFQPVEMHPAPGAQPSKEEADCHIEADIHANEAGKDLGYGVGDFVPYLRVVAF 119

- s **- * * - -* * E R = = e - *- * .- -k%kk -
FetP  LVNNDTGEKQEGTFMPMVASDGPHYGANIKMMG—————-- VGNYKVTYHIEPPSKAGMHR 148
P19 LKNTDTGAIKRGTLMPMVADDGPHYGAN I AMEKDKKGGFGVGNYELTFY ISNPEKQGFGR 151
ChpA  LTKSGSDWKKAGMFMGMVASDGPHYGANVKLDG------- AGEYNLVFHIQPPEGHAFMR 147
Tp34 LQKHGSEKVQKVMFAPMNAGDGPHYGANVKFEEG —————— LGTYKVRFEIAAPSHDEYSL 173
- - - - * * ********- - * *:: - * *_
FetP  HTDSETGVG--RWWKPFDVSYEFKYVGLN----- 175
P19 HVDEETGVG--KWFEPFKVDYKFKYTGTPK---- 179

ChpA  HTDKETGVG--PWWKPFDYTGSFIFAGAGKKGGY 180
Tp34 HIDEQTGVSGRFWSEPLVAEWDDFEWKGPQW——— 204

* * *** *

Abb. 21: Sequenz-Alignment von FetP mit homologen Proteinen.

Dargestellt ist ein Alignment von FetP aus E. coli Stamm F11 mit den homologen Proteinen P19 aus C. jejuni,
ChpA aus dem marinen, magnetotaktischen Stamm MV-1 und Tp34 aus T. pallidum. Identische (*) und &hnliche
(- und :) AS sind unterhalb der Sequenz gekennzeichnet. Das MX,M-Motiv ist mit Rahmen hervorgehoben. Fett
und unterstrichen sind die AS, die in FetP gegen andere AS durch gerichtete Mutagenese ausgetauscht wurden.

Folgende Aminosédure-Austausche wurden mittels Quik-Change Mutagenese vorgenommen
und kontrollsequenziert (Abb. 22): E5Q, M14l, M171, M29Il, M34l, H44R, E46Q, MO,
D94N, H97R, H125R und H127R.

FetP  MGFKEsYPAGEPVTM,NEMy,ELAAVYLQP I DM,oEPRGMs4GLPAAKADVH L E 46AD 48
IHAVEGNKNGFGAGEWIPYLT ISYTLVNNDTGEKQEGTFMPMgoVASDo,GPHo, YGAN 101
IKMMGVGNYKVTYH 1 EPPSKAGMH; 25RH;,, TDSETGVGRWWKPFDVSYEFKYVGLN 153

Abb. 22: Aminosduresequenz von FetP ohne Signalpeptid.
Hervorgehoben sind die Aminosduren mit Positionsangaben, die durch gerichtete Mutagenese ausgetauscht
wurden. Aminoséuren, die aufgrund der Klonierung artifiziell am N-Terminus vorliegen, sind unterstrichen.

Die mutierten fetP-Gene lagen jeweils im Vektor pET22b(+) vor. Zundchst wurde getestet, ob
von allen Plasmiden fetP exprimiert wurde. Dazu wurde nach Transformation in den
plasmidfreien E. coli Stamm BL21 im kleinen Malstab die jeweilige Expression durch IPTG-
Zusatz induziert und anschliefend das Periplasma aufgeschlossen. In Abbildung 23 ist
erkenntlich, dass sich das Laufverhalten der Variantenproteine in der SDS-PAGE durch die
jeweiligen Aminoséureaustausche leicht verdnderte und sich die Proteinausbeuten stark
unterschieden. Da die FetP-Varianten mit E5Q, H44R oder H127R nicht zu sehen waren (zum
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3 Ergebnisse

Teil in Abb. 23 gezeigt), wurden diese Aminosduren jeweils gegen Alanin ausgetauscht.
Hierdurch konnte die Variante mit H127A nachgewiesen werden, wéhrend die
Variantenproteine mit dem Austausch von E5A bzw. H44A auch weiterhin nicht detektierbar
waren (Abbildung nicht gezeigt).

Abb. 23: Testliberexpression gezielt-mutierter fetP-Gene.

In der 17.5%igen SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung wurden je 5 pl der verschiedenen periplasmatischen
Extrakte mit den FetP-Varianten (Pfeil) als jeweilige His-tag®-Fusionsproteine im Vergleich zum Wildtyp FetP-
Hisg aufgetragen. 1: WT-FetP, 2: E5Q, 3: E46Q, 4: M90I, 5: HI7R, 6: H125R, 7: M14l, 8: M171, 9: M291.Zur
GroRenbestimmung wurde der Protein Marker (M) PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus (#SM1811)
(MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet.

Davon ausgehend wurden die einzelnen Varianten als His-tag®-Fusionsprotein aus dem
Periplasma mittels Ni-NTA-Chromatographie nativ gereingt, der jeweilige 6xHis-tag® mit der
Protease Thrombin vom Protein abgespalten und vorhandene Metallionen aus den
Proteinproben durch EDTA-Behandlung entfernt. Nach sich anschlielender Dialyse gegen die
beiden Reaktionspuffer 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 und 25 mM ACES/NaOH pH 7.2
wurden alle Varianten in ITC-Experimenten eingesetzt, um deren Metallionenbindung im
Vergleich zum Wildtyp-Potein zu analysieren.

Der Austausch der Aminosauren M14, M29, M34 und H125 gegen Isoleucin bzw. Arginin
hatte keinen Einfluss auf die Metallionenbindung von FetP (Tab. 7, Tab. 8). Die vom
Wildtyp-Protein  leicht abweichenden thermodynamischen Daten lagen dabei im
Toleranzbereich des Messsystems oder waren auf mogliche Fehler bei der Proteinbestimmung
bzw. teilweisen Verlust der Bindeeigenschaft des Proteins zurlickzufuhren.

Der Einfluss des hoch konservierten H97 auf die Metallionenbindung von FetP konnte nicht
untersucht werden, da das Protein mit dem H97R Austausch wahrend der Titration
prazipitierte.
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3 Ergebnisse

Fiir die Aminosaure D94 konnte eine Beteiligung an der Mn?*-Bindung von FetP gezeigt
werden, da durch den Austausch von Aspartat gegen Asparagin nur die Mn**-Bindung in
beiden Reaktionspuffern unterbunden wurde (Tab. 7, Tab. 8). Da sich beide Aminosdauren
strukturell sehr dhneln, schien die Carboxylgruppe an der Mn**-Koordinierung beteiligt zu
sein.

Interessanterweise konnten fir die E46Q und H127A Variantenproteine jeweils weder eine
Mn?*-noch Cu?*-Bindung nachgewiesen werden, wahrend Zn** weiterhin Entropie-getrieben
gebunden wurde (Tab. 7, Tab. 8). Daher schienen die Carboxylgruppe des Glutamats und
mdoglicherweise der Imidazolrest des Histidins an der Bindung von beiden Metallionen
beteiligt zu sein. Im Hinblick auf die unterschiedlichen Stochiometriewerte von FetP fir Mn?*
und Cu®* (Tab. 6) konnte jedoch davon ausgegangen werden, dass beide Aminosaurereste
nicht in der Ausbildung einer einzigen Metallionenbindestelle beteiligt waren, an die beide
lonen banden.

Der Aminosaureaustausch M90I hatte zur Folge, dass die Variante weder Cu?* noch Zn®*
binden konnte, wahrend sich die Enthalpie- und Entropie-getriebene Mn?*-Bindung von der
des Wildtyp-Proteins in beiden Reaktionspuffern kaum unterschied (Tab. 7, Tab. 8).

Die M171-FetP-Variante wies keine Zn?*-Bindung mehr auf, wahrend eine Enthalpie- und
Entropie-getriebene Bindung von Mn*" und Cu?* auch weiterhin bestimmt werden konnte
(Tab. 7, Tab. 8). Die Aminosdure M17 lag in dem FetP-homologen Protein ChpA aus dem
Stamm MV-1 konserviert vor (Abb. 21) und sollte als Bestandteil eines putativen Kupfer

handling Motivs (MX,M) analysiert werden.
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Tab. 7: Ergebnisse der ITC-Versuche mit den FetP-Varianten in Bis-Tris.

25mM Bis-Tris/HCIpH 7.2

Mn2+ Cu?+
FetP-Varianten n kg (UM)  AH (kcal*mol?) AS (cal*mol1*K1)  AG (kcal*mol-1) n kg M)  AH (kcal*mol?)  AS (cal*mol1*K1) AG (kcal*mol1)
WT 0.81+0.011 0.6 -3.82+£0.140 15.5 -8.44 1.83+0.046 4.1 -2.18+0.054 17.3 -7.33
M141 0.62+0.010 1.7 -4.44 + 0.236 13.1 -8.35 1.93+0.065 5.8 -2.75+0.112 14.7 -7.13
M171 0.82+0.045 2.3 -2.13+0.121 19.0 -7.80 1.91+0.126 4.0 -1.08 £ 0.099 21.1 -7.37
M29I 0.72+0.019 0.6 -4.25+0.3 14.1 -8.45 1.96 +0.04 2.3 -1.32+0.059 21.4 -7.70
M341 0.98+0.017 1.9 -4.83+0.232 10.0 -7.80 1.95+0.053 7.1 -1.67+0.063 17.9 -7.01
E46Q keine Bindung keine Bindung
MO0l 0.97+0.048 3.7 -2.84+0.117 18.0 -8.20 keine Bindung
D94N keine Bindung 1.98+0.117 7.5 -1.35+0.094 16.4 -6.24
H97R Proteinprézipitation Proteinprazipitation
H125R 0.94 +0.0165 1.3 -2.88+0.114 17.2 -8.01 1.96+0.078 7.3 -1.94+0.05 18.3 -7.40
H127A keine Bindung keine Bindung

Die Tabelle listet die verschiedenen Metallionen auf, die zu den jeweiligen Varianten des FetP-Dimers in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 titriert wurden. ImVergleich
dazu sind nochmals die Daten des Wildtyp-Proteins vermerkt. Durch die Auswertung mit dem Programm Microcal-Origin wurden die Werte fiir die Stéchiometrie
(n, Kation : FetP-Dimer), die Dissoziationskonstante der Bindung (kq), die gemessene Enthalpie (AH) und die EntropiednderungA S) bestimmt, womit die

Anderung der freien Gibbs-Energie (AG) ermittelt werden konnte.
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Tab. 8: Ergebnisse der ITC-Versuche mit den FetP-Varianten in ACES.

25mM ACES/NaOH pH 7.2

Mn2+ zZn2+
FetP-Varianten n Ky (UM) AH (kcal*mol?) AS (cal*mol1*K1)  AG (kcal*mol?) n kg (M)  AH (kcal*mol1)  AS (cal*mol1*K1) AG (kcal*mol?)

WT 0.85+0.007 3.6 -3.66+0.108 16.8 -8.67 2.8+0.041 15.2 2.27+0.098 29.6 -6.55
M14l 0.66 +0.018 2.8 -4.28 +0.364 11.0 -7.56 2.72+0.060 15.6 1.57+£0.078 27.3 -6.57
M171 0.89+0.036 1.0 -2.22+0.139 21.3 -8.57 keine Bindung

M29I 0.90+ 0.007 0.8 -2.37+£0.043 19.8 -8.27 2.34+£0.197 22.5 1.77 £ 0.406 26.8 -6.22
M341 0.85+0.015 1.7 -3.52+0.165 14.6 -7.87 2.91+0.048 15.4 2.07+£0.09 31.0 -1.17
E46Q keine Bindung 2.3+0.080 10.2 1.08+0.105 26.5 -6.82
MO0l 0.82+0.011 3.3 -2.58 + 0.167 16.4 -7.47 keine Bindung

D94N keine Bindung 2.92+0.056 11.9 1.42+0.074 27.3 -6.72
H97R Proteinprézipitation Proteinprézipitation
H125R 0.95 +0.065 1.9 -2.37+0.310 18.1 -7.77 2.94+0.076 16.6 1.17 £ 0.079 27.6 -7.06
H127A keine Bindung 2.68+0.12 20.50 1.22 +0.158 25.5 -6.38

Die Tabelle listet die verschiedenen Metallionen auf, die zu den jeweiligen Varianten des FetP-Dimers in 25 mM ACES/NaOH pH 7.2 titriert wurden.

ImVergleich dazu sind nochmals die Daten des Wildtyp-Proteins vermerkt. Durch die Auswertung mit dem Programm Microcal-Origin wurden die Werte fir

die Stochiometrie (n, Kation :

bestimmt, womit die Anderung der freien Gibbs-Energie (AG) ermittelt werden konnte.

FetP-Dimer), die Dissoziationskonstante der Bindung (ky), die gemessene Enthalpie (AH) und die Entropiednderung/A S)
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3 Ergebnisse

3.6 Handelt es sich bei FetP um eine neuartige Eisen-Reduktase?

Basierend auf der Beobachtung, dass FetP in vitro das redoxaktive Metall Kupfer und
Mangan als Analogon fur Eisen gebunden hatte, sollte mittels Reduktaseassay Uberprift
werden, ob das Protein in vivo Fe(lll) zu Fe(ll) reduzieren kann. Die Bildung des Produktes
Fe(Il) wurde durch spezifische Bindung an Bathophenanthrolin-disulfonsdure (BPS) und
Absorptionsanderung bei 520 nm gemessen. Der Kontrollstamm ECA611(gimS-Gm) konnte
aufgrund von noch vorhandenen Reduktasen Fe(ll1) zu Fe(ll) reduzieren. Die fetP-Expression
im Stamm ECA614(gImS-fetP) bewirkte jedoch eine Verdopplung der Reduktionsrate (Abb.
24A). Durch die jeweilige Differenz der Reduktionsraten beider Stdmme konnte mittels
Lineweaver-Burk-Plot ein Vs von 3 umol Fe(l1)/min/g TG und ein ky, mit 1.5 mM Fe(l11)
bestimmt werden (Abb. 24B). Wurden die Reduktionsraten beider Stdimme jeweils einzeln
nach Lineweaver-Burk geplottet, waren die Ergebnisse sehr fehlerbehaftet (Daten nicht
gezeigt). Trotzdem konnte aufgrund der doppelt so hohen Reduktionsrate von ECA614(gImS-
fetP) im Vergleich zum Kontrollstamm gefolgert werden, dass FetP in vivo vermutlich als

Reduktase agiert.
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Abb. 24: FetP funktioniert in vivo als Eisen-Reduktase.

Ein Eisen-Reduktaseassay wurde mit den E. coli Stdammen ECA611(gImS-Gm) (o) und ECA614(gImS-fetP) (a)
in Gegenwart von steigenden Konzentrationen an FeCl; durchgefiihrt. Die Fe(ll)-Erzeugung wurde jeweils mit
1 mM Bathophenanthrolin-disulfonséure (BPS) bei 37°C fiir 2 h bei einer Wellenlange von 520 nm bestimmt,
wobei 132 g Trockengewicht (TG) an Zellen jeweils eingesetzt wurden und die Reduktionsrate in 1/min daraus
resultierte. Mittels Kalibrierungskurve wurde unter den gleichen Bedingungen ein Absorptionskoeffizient von
0.0695 pro nmol Fe(ll) ermittelt, der zur Berechnung der Reduktionsrate in umol/min/g TG eingesetzt wurde.
Diese wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhéngigen Messungen in Abhéngigkeit
der eingesetzten FeCls-Konzentrationen dargestellt (A). In einem Lineweaver-Burk-Plot wurde die reziproke
Differenz beider Kurven (1/(Viee-Vkonrone) 9egen 1/S aufgetragen (B). Durch lineare Regression (R® = 0.9967)
wurde ein Vya von 3 umol Fe(11)/min/g TG und ein k,, von 1.5 mM Fe(l11) ermittelt.

Im Ruckblick auf die anaeroben Wachstums-Endpunktbestimmungen (Abb. 12) war demnach
der signifikante Unterschied zwischen den Stdmmen ECA612(gimS-fetMP) und
ECA613(glmS-fetM) bei hohen Fe(l11)Cls-Konzentrationen vermutlich auf die fehlende FetP-
Reduktaseaktivitat im Stamm ECA613(gImS-fetM) zurlickzufuhren.
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3 Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob FetP fir die Eisen-Reduktion mdglicherweise Cu(l) als

Elektronendonor nutzte, wurden die anaeroben Wachstums-Endpunktbestimmungen in

Gegenwart hoher Fe(ll1)Cls-Konzentrationen und Zusatz von Ag(l) als Cu(l)-Analogon
wiederholt. In der Tat konnte der FetP spezifische Effekt durch 1 uM Ag(l)Cl gehemmt und
das Wachstum von Stamm ECA612(glmS-fetMP) um einen Faktor von 1.06 + 0.03 verringert

werden (Abb. 25). Basierend auf diesen Ergebnissen konnte FetP als Eisen-Reduktase

beschrieben werden, die moglicherweise Cu(l) als Elektronendonor nutzt, was in dieser Form

noch nicht beschrieben wurde.

06

0D (600 nm)
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02

0 uM Ag(l) 1uM Ag(l)

Abb. 25: Anaerob hemmt Ag(l) das verbesserte
Wachstum von ECA612(gimS-fetMP) bei hohen
Fe(l11)-Konzentrationen.

Die E. coli Stamme ECA612(glmS-fetMP) (schwarze
Balken) und ECA613(gimS-fetM) (graue Balken)
wurden in Minimalmedium mit 0.2% Glukose und
100 uM FeCl; in Ab- bzw. Anwesenheit von 1 uM
AgCl bei 37°C anaerob und Licht abgeschirmt
kultiviert. Die jeweiligen Optischen Dichten bei
600 nm wurden nach 17 h bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Messungen.

3.7 FetM weist einen grofRen N-terminalen Loop im Periplasma

auf.

Mit dem Programm http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM-2.0/ wurde eine Topologie-

Vorhersage fiir FetM getroffen und damit ein zweidimensionales Modell erstellt (Abb. 26).

OV 00008 5
5 ( EXY) 100 RIDE) A

Fe?*(Mn?) Periplasma

OOCRRC

Quls Zytoplasma

Abb. 26: Putatives Topologie-Modell von FetM.

Dargestellt sind die Aminosduren mit Positionsangaben und die postulierten transmembranen Helices,
gekennzeichet von | — VIII. Die Kreise zeigen die drei REXXE-Motive (REGLE, RELLE und REGAE).
Fraglich ist, ob das Protein N-terminal einen Membran-Anker aufweist oder die Signalsequenz abgespalten wird.
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Dabei wurden acht transmembrane Helices (TMH) postuliert, wobei beide Termini
zytoplasmatisch lokaliert waren. Auffallig erschien die riesige periplasmatische Loop-
Doméne zwischen TMH 1 und I1.

Um zu Uberprifen, ob TMH 1 als N-terminaler Membran-Anker fungiert, sollte das
Membranprotein als Strep-tag®lI-Fusionsprotein  synthetisiert und mittels Affinitats-
Chromatographie gereinigt werden. Hierfir wurde die fetM-Gensequenz ohne eigenes Start-
und Stoppcodon hinter den tetA-Promotor in den Vektor pASK-IBA3 kloniert (bECD1098),
sodass die Genexpression in dem plasmidfreien E. coli Stamm BL21 durch AHT-Zusatz
induziert wurde. Nach Zellaufschluss wurde das FetM-Protein aus der Membran solubilisiert
und konnte aufgrund des C-terminalen Strep-tag®ll-Epitops (WSHPQFEK), der an das
Saulenmaterial StrepTactin-Sepharose band, bis zur Homogenitat nativ gereinigt werden
(Abb. 27). Bei der Aufreinigung wurde eine Ausbeute von etwa 1 mg Protein je Liter Kultur

erzielt.

Abb. 27: Aufreinigung von FetM als Strep-
tag®l1-Fusionsprotein.
In der 12.5%igen SDS-PAGE nach Coomassie
Farbung wurden verschiedene Fraktionen der
StrepTactin-Affinitdtschromatographie aufgetra-
gen. 1: 10 pl Rohextrakt vor Induktion (50 pg
: ’ A e | TG), 2: 10 pl Rohextrakt nach Induktion (50 pg
56 —| 2 ot — - | TG), 3: 10 pl resuspendierte Pelletfraktion nach
? — 3 Zellaufschluss und Zentrifugation (50 pg TG), 4:
Séulendurchfluss, 6: 10 pl der ersten Wasch-

230
130

95
72

; 2 A

36— : — - | fraktion, 7:10 pl der letzten Waschfraktion,
« A ' e - - | 8:10 pl der zweiten Eluatsfraktion (4 pg

28— o A ' ’ . Protein), 9: 10 pl der dritten Eluatsfraktion (2 pg

Protein). Zur GroRenbestimmung wurde der
Protein Marker (M) PageRuIerTMPrestalned Protein Ladder Plus (#5M1811) (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot) verwendet.

Mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde fiir das FetM Strep-tag®ll-Fusionsprotein
ein Molekulargewicht von 71.372 kDa ermittelt (Daten nicht gezeigt), was dem theoretischen
Molekulargewicht mit 71.357 kDa des Fusionsproteins ohne gebundenem Metallion und ohne
eigener Signalsequenz entsprach. Die tatsachliche Abspaltung des putativen Membran-Ankers
sollte durch In-Source-Decay (ISD) MALDI MS verifiziert werden. Hierbei wurde die
Aminosduresequenz  LDKTAELYQQQHADE durch die  massenspektrometrischen
Unterschiede der ISD-Fragmente ermittelt (Abb. 28). Uber das Molekulargewicht des
kleinsten ISD-Fragmentes mit 1648.102 Da konnte der N-Terminus von FetM mit der
Aminosauresequenz STNYAPLIEDIEQR ohne Signalsequenz bestatigt werden.
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Abb. 28: In-Source-Decay (ISD) MALDI-MS von FetM.

Das Strep-tag®lI-Fusionsprotein wurde aus der Membran solubilisiert und gereingt. Mittels 1ISD MALDI-MS
wurden die massenspektrometrischen Unterschiede der 1SD-Fragmente einzelnen Aminoséuren zugeordnet und
so die N-terminale Aminoséduresequenz fir FetM bestimmt. Die Messung wurde von Frau Dr. A. Schierhorn
durchgefiihrt.

3.8 Die FetM-Loop-Domane weist einen hohen Anteil an a-Helices

auf.

Firr fortfilhrende Untersuchungen sollte nur die Loop-Domane von FetM als Strep-tag®ll-

Fusionsprotein synthetisiert und aus dem Periplasma mittels Affinitats-Chromatographie
gereinigt werden. Dazu wurde die fur die Loop-Domane kodierende fetM-Sequenz (fetMys.
1160) hinter den tetA-Promotor in den Vektor pASK-IBA6 kloniert (pECD1138), sodass die
Genexpression in dem plasmidfreien E. coli Stamm BL21 durch AHT-Zusatz induziert
wurde. Nach dem periplasmatischen Aufschluss ohne Lysozym konnte die 42.106 kDa Loop-
Domane aufgrund des N-terminalen Strep-tag®ll-Epitops (WSHPQFEK), der an das
Séulenmaterial StrepTactin-Sepharose band, aus der periplasmatischen Fraktion gereinigt

werden (Abb. 29). Dabei wurde eine Ausbeute von 5 mg Protein je Liter Kultur erzielt.

(kDa) M

Abb. 29: Aufreinigung von FetMq, als Strep-
tag®l1-Fusionsprotein aus dem periplasmatischen
Extrakt.

In der 12.5%igen SDS-PAGE nach Coomassie-
Farbung wurden verschiedene Fraktionen der
StrepTactin-Affinitdtschromatographie aufgetragen.
1: 10 pl Rohextrakt vor Induktion (50 pg TG), 2:
10 ul Rohextrakt nach Induktion (50 pg TG), 3:
10 pl zytoplasmatischer Extrakt (50 pg TG), 4: 5 pl
periplasmatischer Extrakt, 5: 10 pl S&ulendurch-
fluss, 6: 10 pl der ersten Waschfraktion, 7: 10 pl der
letzten Waschfraktion, 8: 5 pl der zweiten Eluats-
fraktion (5 ug Protein), 9: 5 pl der dritten Eluats-
fraktion (4 ug Protein). Zur GroRenbestimmung wurde der Protein Marker (M) PageRuler™Prestained Protein
Ladder Plus (#SM1811) (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet.
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Ein CD-Spektrum im Fern-UV Bereich sollte zeigen, ob die FetM-Loop-Domane typische
Sekundérstrukturen aufwies. Aufgrund des Maximums bei 192 nm und der beiden Minima
bei 208 nm und 220 nm (Abb. 30) zeichnete sich die Loop-Domane durch einen hohen Anteil

an a-Helices aus, was flr eine native Struktur sprach.

80000 Abb. 30: CD-Spektrum der FetM-Loop-Domane.
60000 |- Das Fern-UV  Spektrum wurde bei einer
Proteinkonzentration von 15 pM in 25 mM Bis-
Tris’tHCI pH 7.2 bei 25 °C aufgenommen.
Dargestellt ist das Proteinspektrum, wovon das
Referenzspektrum des Puffers abgezogen wurde.
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3.9 Die Loop-Doméane von FetM bindet Mn?** als Fe’*-Analogon

mit hoher Spezifitat.

Desweiteren sollte eine direkte Metallionenbindung an die FetM-Loop-Doméne mittels ITC
untersucht werden. Hierbei zeigte sich, dass weder Cu?* in 25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 noch
Zn*" in 25 mM ACES/NaOH pH 7.2 von der FetM-Loop-Domane gebunden wurde, was sich
in verschiedenen Experimenten mit Protein aus mehreren voneinander unabhéngigen
Aufreinigungen und unterschiedlich eingesetzten Konzentrationen reproduzieren lieR (Daten
nicht gezeigt). Wurde die N-terminale Doméane von FetM jedoch mit MnCl;, in 25 mM Bis-
Tris/HCI pH 7.2 titriert, konnte eine Bindung beobachtet werden (Abb. 31A).

Es zeigte sich hierbei ein Ubergang von exothermen in endotherme Reaktionen, was
eigentlich fiir ein Protein mit zwei Bindestellen spricht und bereits bei den Titrationen von
FetP im gleichen Puffer beobachtet wurde (Abb. 19B). Da die Kontrolltitration von MnCl; in
25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2 in qualitativ und quantitativ &hnlichen endothermen Reaktionen
resultierte (Abb. 31B) wurde nach Subtraktion der Kontrolltitration mit dem Modell fir eine
Bindestelle am Protein eine Stéchiometrie von Mn*" : FetM-Loop-Doméne mit 0.745 : 1
bestimmt und eine Warmeabgabe AH von -0.413 kcal*mol™ mit einer Dissoziationskonstante
kgs von b5.6uM berechnet. Mit Hilfe der errechneten Entrop®anderung S
von +22 cal*mol™K™ konnte die Anderung der freien Gibbs-Energic AG mit
-6.56 kcal*mol™ ermittelt werden, wobei der Bindungsprozess Enthalpie- und Entropie-

getriebenen wurde.
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Abb. 31: ITC mit MnCl, in 25 mM Bis-Tris pH 7.2.

Titration von 13.3 uM FetM-Loop-Doméane mit 216 uM MnCl, in 28 Schritten zu je 10 ul bei 25 °C (A).
Kontrolltitration mit 216 uM MnClI, in die Pufferlésung in 28 Schritten zu je 10 ul bei 25 °C (B). Die unteren
Abbildungen zeigen die integrierten Daten. Die Linie entspricht der angepassten Kurve fiir eine Bindestelle am
Protein (A).

Die Spezifitat der N-terminalen Loop-Doméne von FetM fur Mn(l1) als Fe(l1)-Analogon ging
mit den erhaltenen physiologischen Daten einher und unterstitzte die Annahme, dass FetM

als Fe(1l)-Importer fungiert, wobei Mn(I1) ebenfalls transportiert worden sein kdnnte.

3.10Interagiert die FetM-Loop-Domane mit FetP?

Eine in vitro Interaktionsstudie sollte mittels Far-Western-Blot durchgefuihrt werden, wobei
die FetM-Loop-Domane als Strep-tag®ll-Fusionsprotein vorlag und FetP als His-tag®-
Fusionsprotein gereinigt wurde, ohne anschlieRend den His-tag® abzuspalten. In drei nativen
Gradientengelen wurde jeweils FetP-His als sogenanntes prey Protein neben dem Strep-FetM-
Loop und BSA als Positiv- bzw. Negativkontrolle elektrophoretisch aufgetrennt. Da unter
nativen Bedingungen das Laufverhalten eines Proteins stark von dessen Ladung (Wittig und
Schagger, 2005) und Konformation abhéngig ist, wurde kein Protein Marker in den Gelen
aufgetragen. Die Coomassie—Farbung eines der Gele diente dem Nachweis und der

Lokalisation der jeweiligen Proteine, wobei sich zeigte, dass der Strep-FetM-Loop und BSA
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mit einem jeweiligen Molekulargewicht von 42 kDa und 66 kDa auf gleicher Héhe lagen
(Abb. 32A). Die zusétzlich schwache Bande von BSA deutete auf eine beginnende
Denaturierung hin. Fur FetP-His hingegen wurde ein Schmier detektiert, der wahrscheinlich
auf eine Monomerisierung des Homodimers und partielle Entfaltungen des Proteinprotomers
selbst zurtickzufuhren war. Nach dem Transfer der Proteine aus den zwei weiteren
Polyacrylamid-Gelen auf zwei Nitrocellulose-Membranen erfolgte zundchst der Nachweis des
prey Proteins iiber dessen His-tag® (Abb. 32B). Die zweite Membran wurde fir die
Interaktionsstudie verwendet, welche mit dem bait Protein Strep-FetM-Loop Uberschichtet
wurde, das zuvor mit MnCl, fir 30 min auf Eis inkubiert und danach gegen Puffer zum
Entfernen ungebundener Metallionen dialysiert wurde. Nach Inkubation und anschlielendem
Waschen der Membran wurde nicht gebundenes bait Protein entfernt und die FetM-Loop-
Doméne mittels Strep-tag®ll-Detektionssystem nachgewiesen. Aufgrund der detektierten
Hauptbande und eines schwachen Schmiers war ebenfalls von einer partiellen Denaturierung
der FetM-Domaéne im Gel auszugehen (Abb. 32C). Daruber hinaus war eine Bande auf etwa
gleicher Hohe in der Spur zu sehen, in der FetP-His aufgetrennt wurde. Demnach schien an
dieser Stelle das fur die Interaktion nétige native FetP-Protein vorzuliegen. Da keine Bande in
der Spur von BSA detektiert werden konnte, war von einer spezifischen Interaktion zwischen
FetP und der FetM-Loop-Doméne auszugehen. Wurde mangangebundenes FetP-Hisg als bait
und die FetM-Loop-Doméne als prey Protein eingesetzt, konnte jedoch keine Interaktion
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies war auch bei Verwendung von Blue-Native-

Gradientengelen der Fall (Daten nicht gezeigt).

Abb. 32: Der periplasmatische FetM-Loop interagiert in vitro mit FetP.

Mittels Far-Western-Blot konnte eine erfolgreiche Interaktion nachgewiesen werden. In dem nativen
Gradientengel (5 — 13.5%) nach Coomassie Farbung wurden jeweils 5 g Strep-FetM-Loop (1), BSA (2) und
FetP-His (3) aufgetragen (A). Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran wurde FetP-His
in Spur 3 mit dem His-tag® Detektionssystem nachgewiesen, wéhrend der Strep-FetM-Loop (1) und BSA (2)
dabei nicht detektiert wurden (B). Nach dem Transfer der Proteine auf eine zweite Membran, wurde diese fiir die
Interaktionsstudie mit 100 ug mangangebundenem Strep-FetM-Loop in Protein-Bindepuffer (iberschichtet und
Uiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach ausreichendem Waschen der Membran erfolgte der Nachweis des FetM-
Loops mittels Strep-tag®11-Detektionssystem.
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Mittels ITC sollte eine Interaktion zwischen der manganbeladenen FetM-Loop-Doméne und
FetP verifiziert werden. Dazu war es notwendig, dass beide Interaktionspartner ohne
jeweiligen tag eingesetzt werden konnten. FetP wurde aus dem Periplasma gereinigt und der
His-tag® mit der Protease Thrombin vom Protein abgespalten. Wie zuvor gezeigt, konnte auch
die FetM-Loop-Doméne erfolgreich aus dem Periplasma gereinigt werden und lag als Strep-
tag®l1-Fusionsprotein vor. Im nachsten Schritt wurde das N-terminale Strep-tag®l1-Epitop mit
der Protease Faktor Xa von der Loop-Domaéne abgespalten und (ber eine zweite StrepTactin-
Affinitatschromatographie von der FetM-Loop-Doméne getrennt. Nach der Spaltung wurde
eine einzige Bande erhalten, wobei der erwartete Shift von theoretisch 42.106 kDa auf
40.452 kDa in der 12.5%igen SDS-PAGE nicht zu sehen war (Abb. 33A). Aus diesem Grund
wurde die Abspaltung des N-terminalen Strep-tag®ll-Epitops mittels Strep-tag®ll-
Detektionssystem auf einer Nitrocellulose-Membran Uberprift und konnte bestatigt werden

(Abb. 33B).

(kDa) M 1 2 3 M 1 2 3
-
e
36
- A e B

Abb. 33: Abspaltung des N-terminalen Strep-tag®l1-Epitops von der FetM-Loop-Doméane.

In der 12.5%igen SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung wurden Fraktionen aufgetragen, um die erfolgreiche
Strep-tag®ll-Abspaltung von der FetM-Loop-Domane mittels Faktor Xa zu dokumentieren (A). 1: 2 ug Strep-
FetM-Loop-Domane vor Abspaltung, 2: 2 ug Strep-FetM-Loop-Doméne nach Abspaltung, 3: 2 ug FetM-Loop-
Doméne aus S&ulendurchfluss der zweiten StrepTactin-Affinitdtschromatographie. Die gespaltene Doméne hatte
eine um den Strep-tag®ll geringere GroRe was hiermit jedoch nicht nachgewiesen werden konnte. Daher wurden
die Fraktionen in der 12.5%igen SDS-PAGE wie fiir (A) beschrieben aufgetrennt und die FetM-Loop-Doménen
auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Nachweis fiir die Abspaltung des Strep-tag®lI-Epitops erfolgte
mittels Strep-tag®ll-Detektionssystem (B). Zur GréRenbestimmung wurde jeweils der Protein Marker (M)
PageRuler™Prestained Protein Ladder Plus (#SM1811) (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet

Um zu untersuchen, ob die Interaktion zwischen der FetM-Loop-Domdne und FetP
metallabhdngig erfolgte, wurden fir die nachstehenden ITC-Experimente zunachst eventuell
noch vorhandene Metallionen aus den jeweiligen Proteinproben entfernt, indem FetP und die
FetM-Loop-Doméne mit dem Chelator EDTA inkubiert und anschlieBend gegen
entsprechenden Reaktionspuffer (25 mM Bis-Tris/HCI pH 7.2) dialysiert wurde. Wurde dann
FetP mit der FetM-Loop-Domane titriert, konnte keine Enthalpiednderung beobachtet werden,

was auch fur die reverse Titration galt. Aus diesem Grund wurde zunéchst die FetM-Loop-
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Domaéne mit MnCl, vorinkubiert und anschlieBend erneut gegen Reaktionspuffer dialysiert,
um ungebundene Metallionen zu entfernen, die anderenfalls direkt an FetP wahrend der
Titration binden und so den Interaktionsnachweis zwischen der FetM-Loop-Doméne und FetP
beeintrachtigen wirden. Wurde FetP nun mit der mangangebundenen FetM-Loop-Domane
titriert, traten exotherme Reaktionen auf, die mit dem Modell fir eine Bindestelle am Protein
ausgewertet werden konnten (Abb. 34A). Dabei wurde eine Stéchiometrie von FetM-Loop-
Doméne : FetPp mit 0.22 : 1 bestimmt. Dieser ungewdhnliche Wert war damit zu erkléren,
dass nach der Inkubation der FetM-Loop-Doméne mit MnCl, und anschlielender
Pufferdialyse in Abhéangigkeit der ermittelten Bindeaffinitat fur dieses Metallion (ky =
5.6 uM) und der Proteinkonzentration nur etwa 20% der eingesetzten FetM-Loop-Doméne
noch mangangebunden fur die FetP-Titration vorlag. Daher konnte gefolgert werden, dass die
Interaktion zwischen der FetM-Loop-Doméne und FetPp mit einer Stochiometrie von 1 : 1

metallabhangig erfolgte.
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Abb. 34: ITC — Metallabhangige Interaktion zwischen der FetM-Loop-Doméne und FetP.

Titration von 3 pM FetPp mit 16 pM FetM-Loop-Doméne in 14 Schritten zu je 20 pl bei 25 °C (A). Fir die
Titration wurde die FetM-Loop-Domaéne zuvor mit 200 uM MnCI, fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend
gegen Reaktionspuffer zur Entfernung ungebundener Metallionen dialysiert. Kontrolltitration mit 16 pM
mangangebundener FetM-Loop-Domane in die Pufferlésung in 14 Schritten zu je 20 ul bei 25 °C (B). Zur
Datenauswertung wurde die zweite Kontrolltitration von 3 UM FetPp mit Reaktionspuffer durchgefiihrt, die
aufgrund der Ahnlichkeit zu (B) hier nicht gezeigt wird. Die unteren Abbildungen zeigen die integrierten Daten.
Die Linie entspricht der angepassten Kurve fiir eine Bindestelle am Protein (A).
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Eine Aussage Uber die Affinitat wurde nicht getroffen, da die Enthalpieanderung nicht nur aus
der Proteininteraktion, sondern auch der Metallbindung resultieren konnte.

Wurde flr die reverse Titration FetP mit MnCl, vorinkubiert, danach gegen Reaktionspuffer
dialysiert und anschliefend zu der metallfreien FetM-Loop-Domaéne titriert, konnte jedoch
keine Bindung beobachtet werden, was moglicherweise auf eine Denaturierung der FetM-
Loop-Doméne wahrend der Titration zurlickzufiihren war und kongruent zu dem negativen

Resultat des Far-Western-Blots mit der FetM-Loop-Domane als prey Protein einherging.
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4 Diskussion

4.1 FetMP als spezifisches Eisenaufnahmesystem in E. coli.

Die ILT-Superfamilie (TC.9.A.10) umfasst die Transporter der OFeT-Familie (TC.9.A.10.1)
und der PbrT-Familie (TC.9.A.10.2) (Debut et al., 2006). Topologie-Analysen zufolge weisen
die Proteine dieser Superfamilie sieben transmembrane Helices mit zwei konservierten
REXXE Motiven im ersten und vierten Membrandurchgang auf. Dass diese fiir einen
entsprechenden Metallionentransport essentiell sind, konnte bereits fiir die beiden Vertreter
der OFeT-Familie Ftrlp aus S. cerevisiae und EfeU aus E. coli Nissle 1917 gezeigt werden
(Severance et al., 2004, Grosse et al.,, 2006). Neben diesen beiden Proteinen gehdren
vorwiegend Permeasen hochaffiner Fe®*-Aufnahmesysteme aus Pilzen, die eine groRe
Homologie zu Ftrlp aus S. cerevisiae besitzen und Oxidase-abhangig eine ahnliche Funktion
Ubernehmen, zu dieser Familie. Darunter zéhlen beispielsweise Fipl aus
Schizosaccharomyces pombe (Askwith und Kaplan, 1997) oder auch CaFTR1 aus Candida
albicans (Ramanan und Wang, 2000). Neben EfeU aus E. coli Nissle 1917 wurde bislang nur
YwbL aus Bacillus subtilis als weiterer bakterieller OFeT-Vertreter charakterisiert. Dieses
Membranprotein ist Bestandteil des EfeUOB orthologen Systems YwbLMN, was fir ein
Wachstum unter eisenlimitierenden Bedingungen ohne Citrat und Siderophore essentiell ist
(Ollinger et al., 2006). Durch Microarray-Analysen konnten bisher nur zwei weitere Gene aus
Magnetospirillum magneticum Stamm AMB-1 identifiziert werden, die ILT-Vertreter jeweils
einer Familie kodieren und deren Genexpression in Gegenwart von Eisenmangel induziert
wird (Suzuki et al., 2006)

Als Namensgeber der zweiten Familie transportiert das PbrT-Protein aus dem
schwermetallresistenten Bakterium C. metallidurans Stamm CH34 divalente Bleiionen tber
die innere Membran in das Zytoplasma (Borremans et al., 2001), die dort entweder
akkumuliert oder ber die ATPase PbrA und die putativ akzessorischen Proteine PbrBCD
wieder aus der Zelle transportiert werden konnen. Warum ein solch toxisches Kation
uberhaupt von den Zellen aufgenommen wird, ist bislang offen (Silver und Phung Le, 2005).
Im Gegensatz zu den OFeT-Transportern besitzt das PbrT-Protein neben sieben putativen
Membrandurchgangen in der C-terminalen Region ein N-terminales hydrophobes Segment,
das mdoglicherweise als Signalsequenz dient (Debut et al., 2006). Aufgrund einer 28%igen
Sequenzidentitat zwischen der C-terminalen Region von PbrT und dem OFeT-Vertreter Ftrlp
ist von einer strukturellen als auch funktionellen Verwandtschaft auszugehen. Homologe

PbrT-Proteine sind ausschlieRlich in Proteobakterien zu finden und mit etwa

95



4 Diskussion

620 Aminosauren recht groR (Debut et al., 2006). Hierzu gehort ebenfalls das aus
648 Aminosauren bestehende Protein FetM aus dem E. coli Stamm F11 (Grass, 2007).
Basierend auf den Kenntnissen Uber die ILT-Superfamilie und der Tatsache, dass der
uropathogene E. coli Stamm F11 (Stapleton et al., 1991) wohl kaum einer erhéhten
Konzentration an Bleiionen im Urin ausgesetzt ist (Brooks und Keevil, 1997), sondern
vielmehr von einer ausreichenden Eisenaufnahme abhéngig ist (Johnson, 1991, Stapleton et
al., 1991, Payne und Mey, 2010), wurde vermutet, dass FetM divalente Eisenionen in das
Zytoplasma transportiert.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurde das fetMP-Operon mittels Mini-Transposon (Choi
und Schweizer, 2006) in das Chromosom des Eisen-spezifischen Deletionsstammes ECA458
(Taudte und Grass, 2010) integriert, um so FetMP-spezifische Effekte besser analysieren zu
kdnnen. Diesem Stamm fehlen die Eisenaufnahmesysteme, die in E. coli K12 (W3110)
bekannt und fur das Wachstum in Minimalmedium notwendig sind (Grass et al., 2005). Dazu
gehoren das Eisencitrat-Aufnahmesystem FecA-E (Hussein et al., 1981, Enz et al., 2003), das
Fe?*-Aufnahmesystem FeoABC (Kammler et al., 1993), der Transporter fir divalente
Metallionen MntH (Makui et al., 2000), das ZupT-Protein mit breitem Substratspektrum
(Grass et al., 2005), als auch die Isochorismat-Synthase EntC (Tummuru et al., 1989, Liu et
al., 1990), die den ersten Schritt der Enterobaktinsynthese katalysiert. Obwohl E. coli auch in
der Lage ist, dreiwertige Eisenionen durch Xeno-Siderophore wie Ferrichrom tber das Fhu-
System aufzunehmen (Hantke, 1983, Braun et al., 1999, Andrews et al., 2003), kann dies bei
Verwendung des definierten Mediums ohne Xeno-Siderophore ausgeschlossen werden.

Erste Hinweise darauf, dass FetMP ebenfalls als Eisenaufnahmesystem fungieren kodnnte,
wurden anhand von Wachstums-Endpunktbestimmungen ermittelt (Abb. 5A). Dabei zeigte
sich, dass der Deletionsstamm mit dem fetMP-Operon unter eisenlimitierenden Bedingungen
wachsen konnte, was fur den Kontrollstamm nicht zutraf. Dieser drastische Effekt wurde
hinsichtlich des EfeU-Eisenaufnahmetransporters von Grosse et al. (2006) nicht beobachtet,
was vermutlich auf dem verwendeten Minimalmedium beruht, das im Gegensatz zu den
Experimenten in der vorliegenden Arbeit 5 uM Eisen-Ammonium-Citrat enthielt und somit
das Wachstum des Kontrollstammes ermdéglichte. Dennoch wurde ein verbessertes Wachstum
der eisenspezifischen-Deletionsmutante nachgewiesen, das aus der vektorgekoppelten in trans
Expression des efeU-Gens resultierte. Da keine Wachstumsverbesserung in einem zink- bzw.
kupferspezifischen Deletionsstamm auftrat, scheint die EfeU-Permease ausschliel3lich an der
Eisenaufnahme beteiligt zu sein (Grosse et al., 2006).

Dass dies auch auf das FetMP-System zutrifft, wurde durch eine erhebliche

Wachstumsverbesserung der Eisenaufnahmemutante mit dem fetMP-Operon in Gegenwart
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des Chelators CDTA und einer geringen Konzentration an Fe(lll) bzw. Fe(ll) nachgewiesen
(Abb. 5A). Wahrend Cao et al. (2007) fur das EfeUOB System eine Praferenz gegentber
divalenten Eisenionen feststellten, trat hinsichtlich der Fet-Proteine kein signifikanter
Wachstumsunterschied bei Zusatz der verschiedenen Eisenspezies auf. Das dabei beobachtete
Wachstum des Kontrollstammes ist auf noch unbekannte Eisenaufnahmesysteme und den
Phosphat-Transporter PitA zuriickzufihren (Taudte, 2010), der Metallionen unspezifisch als
Phosphat-Komplexe in die Zelle transportieren kann (Rosenberg et al., 1977, van Veen et al.,
1994). Wurde den Kulturen neben CDTA jedoch Zn(ll) (Abb. 5A), Co(ll), Cu(ll), Cd(Il) oder
Ni(Il) zugesetzt (Daten nicht gezeigt), war das Wachstum mit dem der Kulturen ohne Zusatze
vergleichbar. Dies konnte darin begriindet sein, dass durch den zehnfachen Uberschuss an
Zn(1l) zu dem Chelator, komplexierte Eisenionen kompetitiv frei gegeben und somit durch
FetMP in die Zellen aufgenommen werden konnten.

Untersuchungen zur Antwort auf Zinkstress in dem E. coli Wildtypstamm W3110 zeigten,
dass unter anderem zahlreiche Gene induziert wurden, deren Produkte an der Synthese und
Aufnahme von Enterobaktin, als auch der Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern fir
Eisenspeicherproteine wie Ferritin beteiligt sind (Egler et al., 2005). In S. cerevisiae konnte
ebenfalls nachgewiesen werden, dass der Eisenmetabolismus durch hohe Zinkkonzentrationen
beeintrachtigt wird (Pagani et al., 2007). So resultiert Zinkstress in einem geringeren
intrazelluldren Eisengehalt und kénnte die Synthese und Funktion von eisenaltigen Proteinen
und Hamgruppen drastisch andern. Obwohl Zinkionen in der Lage sind, Eisenionen in ihren
Komplexen zu ersetzen (Nies, 2007), konnen die physiologischen Funktionen der
eisenhaltigen Proteine dann nicht mehr aufrechterhalten werden, da Zinkionen nicht
redoxaktiv sind.

Ferner wurde durch Genexpressionsprofile von E. coli K12 gezeigt, dass durch Kupferstress
Gene induziert wurden, deren Produkte an der Synthese und Aufnahme von Enterobaktin
beteiligt sind (Kershaw et al., 2005). Vermutlich resultiert dies entweder aus der Kompetition
zwischen Eisen- und Kupferionen um die Bindestellen eisenhaltiger Proteine oder ist auf den
kupferabhangigen Expressionsanstieg des cueO-Gens zurlickzufiihren, da die Multi-Kupfer-
Oxidase Enterobaktin oxidieren kann und somit diesen Weg der Eisenaufnahme verhindert
(Grass et al., 2004).

In Betracht all dieser Kenntnisse kann davon ausgegangen werden, dass das leicht verbesserte
Wachstum der Eisenaufnahmemutante bei Zugabe von CDTA und Zn(ll) (Abb. 5A) oder
anderen divalenten Metalionen nicht auf deren Transport durch das FetMP-System basiert.
Wurden die Kulturen jedoch mit CDTA und Mn(ll) versetzt, forderte dies bereits das
Wachstum des Kontrollstammes erheblich (Abb. 5A), was auf ein unbekanntes
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Manganaufnahmesystem schlieBen lasst. Das Zusammenspiel von Eisen- und Mangan-
Homd@ostase in E. coli wurde von Imlay (2008) und Taudte (2010) analysiert. So scheinen
Manganionen Uber einen noch unbekannten Transporter in die Zellen aufgenommen zu
werden, wo diese unter anderem die Synthese von aktiver SodA fordern und so unter aeroben
Bedingungen einen Schutz vor oxidativem Stress gewéhren. Die Disproportionierung der
Superoxid-Anionen durch die eisenhaltige SodB sollte in diesen Zellen nicht gegeben sein, da
deren Expression nur in Gegenwart von Eisen indirekt tiber den Fur-Regulator und direkt tber
die regulatorische RNA RyhB aktiviert wird (Dubrac und Touati, 2000). Darlber hinaus
besitzt E. coli fir die DNA-Synthese zwei weitere Isoformen von Ribonukleotid-Reduktasen,
wobei NrdAB Eisen und NrdEF Mangan als Kofaktor nutzen (Atta et al., 1992, Monje-Casas
et al., 2001). An diesen wenigen Beispielen wird deutlich, dass unter Eisenlimitation zentrale
Stoffwechselprozesse der Eisenaufnahmemutante durch Manganionen aufrechterhalten
werden kénnen und somit das Wachstum férdern. Ob demzufolge der FetMP-abhédngige
Wachstumsunterschied bei Zusatz von CDTA und Mn(ll) (Abb. 5A) ebenfalls auf einer
kompetitiven Freigabe der Eisenionen beruht oder das FetMP-System neben Eisen- auch
Manganionen transportieren kann, lasst sich anhand dieses Experimentes nicht eindeutig
Klaren.

Als UPEC besiedelt der Stamm F11 den Urinaltrakt, wo das Bakterium neben
eisenlimitierenden Bedingungen auch stindigen Anderungen der Urinzusammensetzung
unterliegt, was deren Konzentration, Sauerstoffgehalt und pH Wert mit einschlief3t (Brooks
und Keevil, 1997). Wie letzteres die Expression zahlreicher Gene in E. coli K12 reguliert,
zeigt eine Arbeit von Maurer et al. (2005). Interessanterweise wurde eine Induktion vieler
Gene durch einen niedrigen pH Wert nachgewiesen, deren Expression bei oxidativem Stress
ebenfalls erhoht wurde. Somit folgerten die Autoren, dass eine gesteigerte aerobe Atmung bei
pH 5 mit einer vermehrten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies einhergeht, was eine
Antwort auf oxidativen Stress nach sich zieht. Demgegeniber ist eine Energiekonservierung
durch die protonenabhéngige FoF1-ATPase bei einem hohen pH Wert nicht mdglich, was mit
der Repression von Genen Korreliert, deren Produkte an energieaufwendigen Prozessen wie
der Chemotaxis beteiligt sind (Maurer et al., 2005). Dies konnte begriinden, warum unter
sauren bzw. basischen Bedingungen die Eisenaufnahmemutante kaum in der Lage war, zu
wachsen (Abb. 5B, C), obwohl Fe(l11) aerob dann als Fe(111)(OH)," bzw. Fe(I11)(OH), eine
hohere Loslichkeit aufweist und so von den Zellen leichter aufenommen werden konnte. Das
geringe aber deutliche Wachstum des Kontrollstammes bei saurem pH Wert und Zusatz von
CDTA und Fe(ll) bzw. CDTA und Mn(ll) resultiert wahrscheinlich auf dem maximalen
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Transport von Metall-Phosphat-Komplexen des Protonen-Symporters PitA (van Veen, 1997),
da hier die externe Protonenkonzentration am hdchsten ist.

Umso stérker erscheint die FetMP-vermittelte Wachstumsverbesserung der Eisen-
Mangelmutante mit dem fet-Operon bei diesen pH Werten (Abb. 5B, C). In der
Veroffentlichung von Cao et al. (2007) wurde EfeUOB als das erste bakterielle
Eisenaufnahmesystem beschrieben, dessen Genexpression durch einen niedrigen pH Wert
induziert wird, was mit einem gréReren Wachstumsvorteil durch das Transportsystem bei
Eisenlimitation unter niedrigen pH Bedingungen korreliert. Dies trifft jedoch nicht auf das
FetMP-System zu. Offensichtlich verhilft das putative Eisenaufnahmesytem dem
Deletionsstamm unter Eisenmangel bei neutralem pH zum groBtmoglichsten Wachstum, ist
aber dennoch bei allen pH Werten funktionell (Abb. 5A, B, C). Im Hinblick auf die sich
andernden Bedingungen im Urin kdnnte FetMP somit die Eisenversorgung im F11 Stamm
gewadhrleisten.

Dass dafur das Membranprotein FetM als Eisenaufnahmepermease vermutlich essentiell
ware, beweisen zeitabh&dngige Wachstumsversuche und Transportstudien mit radioaktivem
Eisen (Abb. 10, Abb. 13). Hier wird deutlich, dass das Wachstum der Eisen-Mangelmutante
unter Eisenlimitation von der erhohten Fe-Akkumulation durch FetM abhéngig ist, wéhrend
die alleinige fetP-Expression keinen signifikanten Einfluss hatte, jedoch die FetM-vermittelte
Wachstumsverbesserung noch etwas steigern konnte.

Untersuchungen zur Eisenaufnahme in B. subtilis zeigten, dass ein Wachstum unter
Eisenmangel ohne Siderophore und ohne Citrat durch das YwbLMN-System ermdglicht wird,
wobei das EfeU orthologe Membranprotein YwbL hierfir ebenfalls essentiell war (Ollinger et
al., 2006).

Demgegenuber wurde der positive Effekt des EfeUOB-Systems aus E. coli O157:H7 auf das
Wachstum unter Eisenlimitation nicht vorwiegend von dem Eisenaufnahmeprotein EfeU
ermoglicht, sondern schien von allen drei Komponenten abhéngig zu sein (Cao et al., 2007).
Dies steht jedoch im Widerspruch zu den Resultaten der Publikation von Grosse et al. (2006),
in der nachgewiesen wurde, dass bereits die EfeU-Permease allein die Eisenaufnahme des
E. coli Deletionsstammes steigert und damit auch das Wachstum unter Eisenmangel erheblich
verbessert.

In der vorliegenden Arbeit wurde in den Transportstudien bei neutralem pH Wert nur dann
ein  signifikanter ~ Unterschied in der Eisenaufnahme beobachtet, wenn die
Eisenaufnahmemutante die jeweiligen Gene vektorvermittelt in trans exprimierte. Die dabei
erhaltenen Ergebnisse sind mit denen von Grosse et al. (2006) und Cao et al. (2007)

vergleichbar, wobei letztere eine Erklarung fur die nach 16 min sprunghaft ansteigende
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Akkumulation an divalenten Eisenionen durch das EfeUOB-System schuldig bleiben.
Weshalb konnte aber bei pH 5 und pH 9 eine erh6hte Eisenakkumulation fur die
Deletionsmutante mit der chromosomalen fetMP-Integration nachgewiesen werden? Die
aerobe Durchfihrung der Experimente l&sst zundchst vermuten, dass Eisenionen in ihrer
oxidierten Form vorlagen und damit bei neutralem pH Wert die geringste Loslichkeit
aufwiesen, die unter sauren bzw. basischen Bedingungen ansteigt. Durch den Zusatz von
jeweils 1 mM Ascorbat als Reduktionsmittel (Mystkowski, 1942) sollten in allen Kulturen pH
unabhangig jedoch gut lésliche, divalente Eisenionen im Uberschuss vorliegen, sodass der
Grund der unterschiedlich hohen Akkumulation nicht bei den Loslichkeitsunterschieden der
Metallionen zu suchen ist. Trotz Erklarungsmangel zeigen diese Ergebnisse, dass unter allen
pH Bedingungen die Eisenaufnahme durch das FetMP-System im Vergleich zum

Kontrollstamm um einen Faktor von etwa 2 erhoht wurde.

4.2 Das fetMP Operon gehort zum Fur-Regulon.

In E. coli wird die Eisen-Homoostase in Abhangigkeit von der Eisenverfiigbarkeit streng
durch das Regulatorprotein Fur kontrolliert. Interessanterweise wird die fur-Expression durch
das SoxRS-System und das OxyR-Protein bei Superoxid und H,O, vermittelten Redoxstress
induziert (Zheng et al., 1999), um so Einfluss auf den intrazellularen Gehalt an redoxaktiven
Eisenionen zu nehmen. VVon den mehr als 90 Genen, die zum Fur-Regulon in E. coli gehdren,
kodieren 35 Gene fur Eisen-Akquirierungsproteine, die bei Eisentiberschuss durch Bindung
von vermutlich zwei oder mehreren Fur-Fe(ll)-Homodimeren an Fur-Boxen innerhalb der
jeweiligen Promotoren reprimiert werden (Escolar et al., 1998, Lavrrar et al., 2002, Andrews
et al., 2003).

Fur das Eisenaufnahmessystem EfeUOB wurde erstmals von McHugh et al. (2003) durch ein
Trankriptionsprofil nachgewiesen, dass dessen Genexpression ebenfalls eisenabhangig durch
das Fur-Protein reguliert wird. Dies konnte in nachfolgenden Arbeiten durch quantitative
real-time reverse transcription-PCR und Messung der [-Galaktosidase Aktivitat bestatigt
werden (Grosse et al., 2006, Cao et al., 2007). Auch in B. subtilis reprimiert der Fur-
Regulator bei Eisentiberschuss die Expression zahlreicher Gene (Baichoo et al., 2002), wozu
auch das efe orthologe ywbLMN-Operon zahlt, das in einer fur-Deletionsmutante dereprimiert
wurde (Ollinger et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine eisenabhdngige Fur-Regulation des fetMP-Operons
mittels Fur-Titrationsassay (Stojiljkovic et al., 1994) ebenfalls nachgewiesen, nachdem in der

entsprechenden Promotor-Region eine putative Fur-Bindestelle mit 14 von 19 konservierten
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Basenpaaren identifiziert wurde (Abb. 6). Dass funktionelle Fur-Boxen von dem exakten
Sequenzmotiv sehr abweichen konnen, belegt unter anderem die Fur-Bindestelle
stromaufwarts des tonB-Gens aus E. coli, die lediglich 11 der 19 bp aufweist (Newman und
Shapiro, 1999).

Dariiber hinaus wurde die eisenabhdngige Regulation der fetMP-Expression durch die fetP-
Transkriptquantifizierung mittels Sandwich-Hybridisierungs-Assay bestédtigt (Abb. 9).
Thieme et al. (2008) untersuchten mit der gleichen Methode Transkriptionsereignisse in
E. coli W3110 unter Kupferstress, wobei die beiden Gene copA und cueO, als auch das
cusCFBA-Operon im Focus standen. CopA ist eine membrangebundene P-Typ ATPase, die
einwertige Kupferionen aus dem Zytoplasma in das Periplasma transportiert (Rensing et al.,
2000), welche dort von der Multi-Kupfer-Oxidase CueO zu weniger toxischen divalenten
Kupferionen oxidiert werden (Grass und Rensing, 2001). Das RND (Resistance Nodulation,
Cell Division) -System CusCBA dient wahrscheinlich der Kupferentgiftung aus dem
Periplasma, wobei das l6sliche Periplasmaprotein CusF vermutlich als Kupferchaperon
fungiert (Franke et al., 2003, Rensing und Grass, 2003, Bagai et al., 2008).

Der Sandwich-Hybridisierungs-Assay ist eine auferst sensitive Methode, mit der bis zu 3
Transkripte pro Zelle nachgewiesen werden kdnnen (Thieme et al., 2008). So wurden unter
Kupferstress 334 copA-, 180 cueO- und 8 cusA-Transkripte pro E. coli Zelle bestimmt.
Anhand von zeitabh&ngigen Transkriptionsprofilen zeigte sich, dass die Induktionsmaxima
von copA und cueO bereits nach 3 min erreicht wurden, was im Fall von cusA erst nach etwa
10 min zu beobachten war (Thieme et al., 2008). Die rasche Induktion von copA und cueO ist
vermutlich auf den in der Zelle vorliegenden Transkriptionsregulator CueR zurlickzufihren,
wahrend die einzelnen Zwischenschritte der Signalkaskade des Zweikomponenten-Systems
CusRS die zeitverzogerte Induktion von cusA erklaren wirde.

In dieser Arbeit wies die Eisenaufnahmemutante unter Eisenlimitation 70 spezifische fetP-m-
RNA-Transkripte pro Zelle auf (Abb. 9), was im Vergleich zu den Resultaten von Thieme et
al. (2008) einem mittleren Transkriptionslevel entspricht. Durch Zusatz von Fe(lll) fiel die
Trankriptmenge innerhalb von 20 min auf 5 Kopien pro Zelle ab. Die hiermit bestimmte
Halbwertszeit von etwa 5 min stimmt gut mit dem Durchschnittswert von 6.8 min fir
bakterielle Transkripte Uberein (Selinger et al., 2003). Obwohl diese Zeit fir die bereits
vorliegenden fetP-Transkripte bertcksichtigt werden muss, erscheint die eisenabhédngige
Repression durch das Fur Protein im Vergleich zur zugigen copA-Induktion durch CueR eher
langsam. Da beide Regulatorproteine bereits in der Zelle vorliegen (Zheng et al., 1999,
Yamamoto und Ishihama, 2005), ist der Unterschied wahrscheinlich auf die Wirkungsweise

der Proteine zuriickzufiihren. So liegt CueR an der Operatorregion der entsprechenden Gene
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bereits gebunden vor und reprimiert in Abwesenheit von Kupfer deren Expression oder
induziert diese mit Kupfer als Ko-Aktivator (Stoyanov et al., 2001). Demgegenuber liegt das
Fur Protein bei Eisenmangel frei im Zytoplasma vor, das erst nach Bindung von Fe(ll) als
Korepressor an die entsprechenden Fur-Boxen bindet (Coy und Neilands, 1991).

Wurde den Kulturen erneut der CDTA-Chelator zugesetzt, stiegen die fetP-Transkripte nur
leicht auf 12 Kopien pro Zelle innerhalb von 65 min an, was darauf beruhen kdnnte, dass die
Zellen noch immer genugend Eisen gespeichert haben.

Im Hinblick darauf, dass die Eisenaufnahmemutante unter Eisenlimitation das
groRtmoglichste Wachstum durch das FetMP-System bei neutralem pH Wert aufwies (Abb.
5A), wurde die Expression des fetMP-Operons bei verschiedenen pH Bedingungen anhand
der B-Galaktosidase-Aktivitat als weitere Methode zur Messung der Genexpression bestimmt
(Abb. 8A, B). Hierbei wurde die Vermutung bestatigt, dass der hdchste FetMP-vermittelte
Wachstumsanstieg bei pH 7 mit der maximalen Induktion der fetMP-Expression unter
Eisenmangel korreliert.

Fur das Eisenaufnahmesystem EfeUOB konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass
dessen Operonexpression sowohl eisen-, als auch pH abhéngig reguliert wird (Stancik et al.,
2002, McHugh et al., 2003, Maurer et al., 2005, Grosse et al., 2006, Cao et al., 2007). So
erfolgt die efe-Repression durch das Fur Protein bei Eisenliberschuss, wahrend das Zwei-
Komponentensystem CpxRA die Operonexpression unter alkalischen Bedingungen
reprimiert. Dieses Resultat spiegelt sich in einem verbesserten Wachstum unter Eisenmangel
bei pH 6 wieder (Cao et al., 2007), wahrend kein signifikanter Unterschied in der
Eisenakkumulation bei pH 5 und pH 7 auftrat (Grosse et al., 2006). Diese Diskrepanz zeigt
sich ebenfalls bei den Transportstudien in der vorliegenden Arbeit, da trotz maximaler
Induktion des fetMP-Operons bei pH 7 keine effizientere Transportaktivitat durch das FetMP-
System bei diesem pH Wert im Vergleich zu pH 5 und pH 9 unter Eisenmangel ermittelt
werden konnte (Abb. 13).
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4.3 Strukturanalyse von FetP.

Die kristallographischen Arbeiten, sowie die Datensammlung und -auswertung wurden von
Anson C. K. Chan und Prof. Michael E. P. Murphy am Institut fir Mikrobiologie und
Immunologie der British Columbia University (Vancouver, Kanada) durchgefuhrt und in der
Arbeit von Koch et al. (2011) publiziert. Eine weitere Arbeit ist in Vorbereitung.

Fur FetP bzw. kupferbeladenes FetP (Cu-FetP) liegt die maximale Auflésung der Kristalle bei
1.6 A bzw. 1.7 A, wobei sich beide Strukturen nur minimal unterscheiden. FetP, jeweils als
Dimer kristallisiert, lasst sich als flach-ovales Makromolekiil (20 x 35 x 75 A) beschreiben,
das pro Untereinheit primdr aus zwei 4-Strang antiparallelen [-Faltblattern in einer
immunglobulindhnlichen Faltung besteht (Abb. 35) und somit die aufgenommenen CD-
Spektren erklart (Abb. 18).

Abb. 35: Gesamtstruktur des Cu-FetP-Dimers.
Die zwei Untereinheiten sind blau und griin
gefarbt. Kupferionen sind in orange gezeigt, deren
Liganden als stick models dargestellt sind. Diese
Abbildung ist aus Koch et al. (2011) enthommen.

Innerhalb der Cu-FetP-Dimerstruktur liegen zwei Bindestellen fur Kupferionen (CuA und
CuB) verdeckt im interfacialen Bereich etwa 29 A voneinander lokalisiert. Die lonen werden
jeweils durch H44, E46, M90, H97 und H127* von der jeweils anderen Untereinheit (*)
koordiniert (Abb. 36). Die Unzugénglichkeit der Kupferbindestellen korreliert dabei mit dem
Ergebnis, dass die an der Bindung beteiligten Histidine durch DEPC nicht chemisch
modifiziert werden konnten.

Interessanterweise liegen in beiden Bindestellen sowohl das Kupferion, als auch der Ligand
M90 zu jeweils 50% in zwei Positionen vor, die als 1 und 2 gekennzeichnet sind (Abb. 36).
Dabei wird das Kupferion stets durch die vier Aminosaurereste von M90, H44, H97 und
H127* koordiniert, was mit einer tetraedrischen Geometrie in Konformation 2 einhergeht
(Abb. 36B, C, D). In Konformation CuAl scheint jedoch der Aminosdurerest von E46 als
zusatzlicher schwacher Ligand in einem degenerierten oktaedrischen Komplex mit einer Cu-
O Distanz von 2.7 A zu fungieren und somit das Kupferion unter die von den drei
Histidinresten gebildete Ebene zu ziehen (Abb. 36A).
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Abb. 36: Verschiedene Konformationen der
Kupferbindestellen von FetP.

Die beiden Konformationen des Kupferions
und dessen Liganden in den jeweiligen
Bindestellen CuA und CuB sind direkt
nebeneinander dargestellt. Das Kupferion ist als
orangene Sphére gezeigt, die stets durch H44,
M90, H97 und H127* der anderen Untereinheit
koordiniert wird. Kation und Ligand M90
weisen dabei zwei Konformationen auf. Im

CuA1

CuA2 Gegensatz zu CuA2 (B) wird das Kation in

CuAl (A) zusétzlich durch E46 mit einer Cu-O
Distanz von 2.7 A in einer degenerierten
oktaedrischen Anordnung koordiniert. In CuB
(C) betragt die Cu-O Distanz hingegen 3 A,
wodurch das Kation in der Ebene der drei
Histidinreste verbleibt, der Methioninrest M90
jedoch verschiedene Konformationen
entsprechend der Kationbewegung aufweist
(D). Diese Abbildung ist aus Koch et al. (2011)
entnommen.
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Kupfer Plastizitdt wurde in der Arbeit von Sendovski et al. (2010) fir die Tyrosinase aus

CuB1 CuB2

Bacillus megaterium ebenfalls beschrieben. Dieses Typ 3 Kupfer-Enzym ist an der Synthese
von Melanin beteiligt, indem es in Gegenwart von Sauerstoff Phenole zu ortho-Diphenolen
hydroxyliert und anschlieBend zu ortho-Chinonen oxidiert. Das Dimer besitzt pro
Untereinheit ein aktives Zentrum mit jeweils zwei divalenten Kupferionen als Kofaktoren, die
2010). Anhand der

Kristallstrukturen unter verschiedenen Bedingungen zeigten sich variierende Positionen der

von sechs Histidinresten koordiniert werden (Sendovski et al.,

Kationen, die moglicherweise fur die enzymatische Aktivitat der Tyrosinase nétig sind.

Die Selektivitét einer Kupferbindestelle gegeniiber mono- bzw. divalenten Kupferionen wird
durch die Identitat, Anzahl und Geometrie der entsprechenden Liganden bestimmt (Davis und
O'Halloran, 2008). So zeichnen sich Cu(l)-Bindestellen zumeist durch schwefelhaltige
Aminosdurereste und einer geringen Koordinierungszahl aus, wéhrend Sauerstoff- und
Stickstoffdonatoren in héherer Anzahl die Bindung von Cu(ll) thermodynamisch begunstigen.
Derartig weisen die im Periplasma lokalisierten Kupfer-Homdéostaseproteine CopC aus
Pseudomonas syringae pathovar tomato und PcoC aus E. coli(pRJ1004) mit
plasmidvermittelter Kupfer-Resistenz eine histidinreiche Cu(ll)- und eine methioninreiche
Cu()-Bindestelle auf (Arnesano et al., 2003, Peariso et al., 2003).

Auch das FetP-Dimer konnte anhand der Kristallstruktur tber zusétzliche Cu(l)-Bindestellen
(CuC) verfugen, die jeweils benachbart zu CuA bzw. CuB liegen und durch die drei
Methioninreste M29, M34 und M88 und dem H125* der jeweils anderen Untereinheit
gebildet wirden (Abb. 37) (Koch et al., 2011). An der Oberflache des FetP-Dimers befindet
sich M34 jeweils auf einer flexiblen Deckel-ahnlichen Schleife in verschiedenen
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Konformationen (Abb. 37), wodurch die Distanz zwischen M34-S und H125*-N entweder 7.6
oder 3.5 A betragt. Ein in CuC modelliertes Metallion wére dann 7 A von dem Kupferion in

CuB entfernt.

Met29 Abb. 37: Eine madgliche dritte Metallbindestelle (CuC)
© benachbart zu CuB.
/ ‘ In  Gegenwart von CuB kénnte eine methioninreiche
' Met34 Metallbindestelle existieren. CuC ist als roter Tetraeder gezeigt,
der durch M29, M34, M88 und H125* der jeweils anderen
His125* Untereinheit gebildet wird. Im Gegensatz dazu liegt M34 weit
IS von CuA entfernt. Diese Abbildung ist aus Koch et al. (2011)
Met8s entnommen.
e
CuA
Met29
Met34
His125*
Met88
CuB "CuC"
Demgegenuber  liegen  beispielsweise in  dem  Kupfer-Chaperon PcoC  beide

Kupferbindestellen an den jeweiligen Enden des B-barrel-Molekiils 30 A entfernt (Wernimont
et al., 2003, Zhang et al., 2006). Durch in vitro Experimente mit PcoC wurde nachgewiesen,
dass das gebundene monovalente Kupferion nach Interaktion mit der Multi-Kupfer-Oxidase
PcoA unter aeroben Bedingungen zum weniger toxischen divalenten Kation oxidiert und
anschlieBend in die Umgebung entlassen wird (Huffman et al., 2002, Djoko et al., 2008).
Multi-Kupfer-Oxidasen (MCO), die ubiquitdr verbreitet sind, zeichnen sich durch ein Typ 1
Kupfer als priméren Elektronenakzeptor und einem trinukledren Cluster mit einem Typ 2 und
zwei Typ 3 Kupfer als Reduktionszentrum von Sauerstoff aus. Die MCO CueO aus E. coli
weist dariber hinaus eine funfte Kupferbindestelle mit zwei Methionin- und zwei
Aspartatresten als Liganden an einer methioninreichen Helix auf, die den Zugang des
Substrates zum Typ 1 Kupfer blockiert (Roberts et al., 2002). Durch Bindung des
monovalenten Kations in der finften Kupferbindestelle erfolgt eine Verringerung des
Redoxpotentials, wodurch ein Elektronentransfer iiber eine Wasserstoffbriicke zu dem 7.5 A
entfernten Kupferion ermdglicht wird (Djoko et al., 2010). Auch in PcoA kdnnten putative
Aminosdurereste in der methioninreichen Region ebenfalls als Cu(l) Liganden fungieren
(Djoko et al., 2008). Trotz einer moglichen Cu(l) Bindestelle, benachbart zu CuB, ist FetP
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dennoch weder mit MCO verwandt, noch weist FetP ein trinukledres Kupfer-Cluster auf, was
das Fehlen einer Oxidaseaktivitat vermuten lasst.

Bezug nehmend auf die Strukturen zu FetP homologen Proteinen zeigt sich zunéchst, dass
nicht nur die flach-ovale Form und immunglobulindhnliche Faltung FetP und dem
homodimeren Protein P19 aus C. jejuni gemein sind, sondern auch zwei 29 A voneinander
entfernte Kupferbindestellen im interfacialen Bereich, was anhand der Kristallstruktur des
kupferrekonstituierten P19 Dimers nachgewiesen wurde (Chan et al., 2010). Die jeweiligen
fiinf Kupferliganden entsprechen dabei den Aminoséuren H44, E46, M90, H97 und H127* in
FetP, die in silico Analysen zufolge unter den 100 engsten FetP homologen Proteinen, wie
P19 aus C. jejuni (Chan et al., 2010), ChpA aus dem marinen, magnetotaktischen Stamm
MV-1 (Dubbels et al., 2004) oder Tp34 aus T. pallidum (Deka et al., 2007) konserviert
vorliegen (Abb. 21, Daten nicht vollstdndig gezeigt). Jedoch sind diese jeweils an der Bildung
von zwei degenerierten oktaedrischen Zn?*-Bindestellen innerhalb des nichtacylierten Tp34
Dimers beteiligt, wobei die Metallionen vermutlich dem Kristallisationsmedium entstammen
(Deka et al., 2007). Da Methioninreste jedoch nicht als typische Liganden fur Zinkionen
fungieren (Maret und Li, 2009), bestehen die Mdglichkeiten, dass es sich hierbei um eine
neue Art von Zinkbindestellen handeln kénnte oder aber in vivo Eisen- bzw. Kupferionen von
den entsprechenden Liganden Kkoordiniert werden. Dass die Besetzung von
Proteinbindestellen durch Metallionen unter in vitro Bedingungen von der in vivo Situation
abweichen kann, wurde anhand von den Periplasmaproteinen CucA und MncA aus dem
Cyanobakterium Synechocystis sp. Stamm PCC6803 nachgewiesen (Tottey et al., 2008). So
kénnen in vitro Kupfer-, Zink- und Manganionen von den jeweils identischen Bindestellen
der beiden Proteine koordiniert werden, wahrend nur Cu?* von CucA bzw. Mn®* von MncA in
vivo gebunden wird. Reguliert wird dies vermutlich, indem das Tat Substrat MncA das
entsprechende Manganion wahrend der Faltung im Zytoplasma bindet, wo Kupfer- und
Zinkionen mit hoher Affinitdt gebunden vorliegen. Demgegeniber findet die Faltung und
Cu?-Bindung von CucA im Periplasma statt und scheint an den Kupfertransport in das
Periplasma gekoppelt zu sein (Waldron et al., 2010).

Wie Chan et al. (2010) anhand von Kompetitionsassays zeigten, weist das P19-Protein aus
C. jejuni eine Praferenz von Kupfer- gegentber Zinkionen auf. Ferner beschreiben die
Autoren zwei Geometrien der Kupferbindestellen anhand der metallfreien bzw.
kupferbeladenen Kristalle: quadratisch-planar in Cu-P19, was eine Koordinierung von Cu(ll)
vermuten lasst oder tetraedrisch in apo-P19 als mégliche Cu(l) oder Cu(ll) Bindestelle. Dass
diese an einem Zyklus zwischen oxidierten und reduzierten Kupferionen beteiligt ist, wird

hinsichtlich eines zur Proteinoberfliche gerichteten und in unmittelbarer N&he zur
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Kupferbindestelle liegenden Methionins diskutiert, was moglicherweise fiir die Selektion der
Kupferionen verantwortlich ist. Diese Aminosdure entspricht dem M88 der putativen CuC
Bindestelle in FetP (M29, M34, M88 und H125*), wobei nur M29 und M88 in P19 bzw. den
100 engsten FetP Homologen konserviert sind (Daten nicht gezeigt).

Dariiber hinaus besitzt P19 eine von der Kupferbindestelle 7.7 A entfernte weitere Mangan-
oder Eisenbindestelle (Chan et al., 2010). Wie in anderen Arbeiten wurde auch hier Mn(l1) als
Fe(I1)-Analogon verwendet, da Fe(ll) sehr reaktiv ist und als Katalysator der Fenton Reaktion
Proteine schéadigen kann (Haber und Weiss, 1932, Langlois d'Estaintot et al., 2004). Der
Aspartat- und die zwei Glutamatreste, die als Mn(I1)-Liganden im P19-Protein fungieren, sind
in Tp34 und ChpA ebenfalls konserviert und entsprechen E5, E46 und D94 in FetP (Abb. 21),
was folgern Il&sst, dass diese gleichermallen fir die Koordinierung der Kationen
verantwortlich sind. Dabei ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass Mn(ll) nicht nur als Fe(ll)-
Analogon, sondern mdoglicherweise selbst als Substrat von FetP gebunden wird, wofir die
Resultate der Wachstums-Endpunktbestimmungen sprechen (Abb. 5). Interessanterweise
scheint E46 an der Koordinierung von sowohl Mangan- bzw. Eisenionen, als auch
Kupferionen in Konformation CuAl beteiligt zu sein, wodurch gegebenenfalls ein
Elektronentransfer zwischen beiden Metallionen ermdglicht wird (Chan et al., 2010).

Dass die dimere Form von Tp34 neben Na®, durch eine Reihe divalenter Metallionen
stabilisiert wird, wiesen Deka et al. (2007) durch analytische Ultrazentrifugation nach. Dies
korreliert mit der Tatsache, dass ein Aminosaurerest von der jeweils anderen Untereinheit als
Ligand innerhalb der Metallbindestelle fungiert. In der Publikation von Chan et al. (2010)
wurde die Dimerisierung von P19 ebenfalls als metallabhangig beschrieben. Jedoch konnte
mittels Gelfiltration fur das metallfreie Protein eine Molekulargewicht von etwa 30 kDa
bestimmt werden, was weitaus grof3er als das theroretische Molekulargewicht eines Protomers
mit 18 kDa ist. Die Autoren begriinden diese Diskrepanz mit der getreckten Form des
Protomers, die auf groRe hinausstehende Loops zurtickzufuhren ist. Ein in vivo Nachweis der
dimeren Form von P19 schlieft jedoch nicht aus, dass die Dimerisierung auch
metallunabhédngig erfolgen konnte. Diesbezuglich interessant sind die Tatsachen, dass das
metallfreie Protein P19 ebenso als Homodimer kristallisiert und sich die Liganden in An-
bzw. Abwesenheit der entsprechenden Metallionen in unveranderter Konformation befinden
(Chan et al., 2010). Desweiteren schliel3t der interfaciale Bereich eines P19-Homodimers
47 Aminosédurereste jeder Untereinheit mit 19 moglichen Wasserstoffbriicken und zwei
Salzbriicken ein, sodass bei der Grenzflachenformierung eine Solvatisierungsenergie von

-27.9 kcal/M frei wird. Diese betragt fur das FetP-Dimer etwa -45 kcal/M und wirde somit
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erklaren, dass FetP auch in Abwesenheit von Metallionen als stabiles Homodimer in Ldsung
vorliegt (Tab. 4).

4.4 FetP ist ein periplasmatisches Metallbindeprotein.

In zeitabh&ngigen Wachstumsexperimenten (Abb. 10) und Transportstudien (Abb. 13) zeigte
sich, dass das FetP Protein nicht essentiell fur die Eisenaufnahme durch die FetM-Permease
unter Eisenlimitation ist, die Eisenakkumulation jedoch bei Ko-Expression von fetP noch
gesteigert wird. Da keine Verwandschaft zwischen akzessorischen Proteinen von Ftr-Typ
Permeasen und dem FetP Protein nachweisbar ist, scheint dieses Protein eine andere Funktion
zu Ubernehmen, die es zu beschreiben galt.

Unter den zahlreichen FetP orthologen Proteinen, die zumeist als Periplasmaproteine mit
einer méglichen Beteiligung an hochaffinem Fe**-Transport annotiert sind, wurden bisher die
Proteine P19 aus C. jejuni (Chan et al., 2010), ChpA aus dem Stamm MV-1 (Dubbels et al.,
2004) und Tp34 aus T. pallidum (Deka et al., 2007) charakterisiert, die Homodimere
formieren und Metallionen binden kdnnen. Dabei weist das P19 Protein mit 54% Identitat
nicht nur die hochste Ahnlichkeit zu FetP auf (Abb. 21), sondern wird durch das
entsprechende Gen auch innerhalb eines dicistronischen Operons kodiert (Palyada et al.,
2004). Jedoch resultierte eine Deletion von pl19 in einer drastischen Wachstumsminderung
von C. jejuni in Gegenwart von Eisenmangel (Chan et al., 2010), wéhrend in der vorliegenden
Arbeit ein solcher Effekt durch FetP nicht beobachtet werden konnte (Abb. 10, Abb. 13).
Wodurch zeichnet sich FetP im Vergleich zu den Homologen also aus?

Zunachst konnte FetP ebenfalls als Periplasmaprotein durch die erfolgreiche Reinigung aus
dem periplasmatischen Extrakt (Abb. 15) bestatigt werden. Eine anschlielende
massenspektrometrische Untersuchung zeigte, dass die gereinigten FetP-Proteine in geringem
MaRe mit Kupfer beladen waren, das vermutlich wahrend der fetP-Expression in E. coli aus
dem Komplexmedium stammt. Da hierbei keine Metallionen extra zugesetzt wurden, erklart
dies den kleinen Anteil an kupfergebundenen FetP-Proteinen. Ferner deutet dieses Resultat
auf eine hohe Affinitat und Spezifitat fur Kupfer gegeniiber anderen Metallionen in vivo hin.
Ahnliches wurde auch fiir das FetP orthologe Protein ChpA aus MV-1 von Dubbles et al.
(2004) nachgewiesen. So wurden mittels Atom-Absorptions-Spektroskopie fur das aus dem
Periplasma gereinigte ChpA-Dimer 0.5 Kupferatome bestimmt, was ebenso eine
unzureichende Kupferbeladung vermuten l&sst, wéhrend eine Inkubation mit CuCl, das
Verhaltnis auf 1:1 erhohte.
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Ob FetP, wie dessen Ortologe als Metallbindeprotein agieren kdnnte, wurde in vitro mittels
Atom-Absorptions-Spektroskopie (AAS) und Isothermischer Titrationskalorimetrie (ITC)
untersucht. Dabei zeigte sich, dass das dimere Protein FetP neben Kupfer-, auch Zink-, Eisen-
und Manganionen bindet (Tab. 6). Die mit beiden Methoden ermittelten Stéchiometriewerte
sind vergleichbar, sodass das C-terminale Strep-tag®ll-Epitop von FetP wahrend der AAS-
Experimente keinen Einfluss auf die Bindung der jeweiligen Kationen zu haben scheint.
Erwartungsgemal sollte es sich bei dem Stochiometriewert von Ligand zu Bindeprotein um
eine ganze Zahl handeln. Im Hinblick auf die ITC-Experimente wurden jedoch 1.8 Kupfer-,
0.8 Mangan- bzw. 2.8 Zinkionen pro FetP-Dimer ermittelt (Tab. 6). Dies konnte darauf
zurtickzufuhren sein, dass das Protein nicht mehr 100%ig aktiv ist oder Fehler bei der
Proteinbestimmung unterlaufen sind. Hierftr wurde der Extinktionskoeffizient von nativem
FetP im Messpuffer in Relation zu dem theoretisch berechneten Wert unter denaturierenden
Bedingungen bestimmt (Gill und von Hippel, 1989). Womdglich wurden dabei die fir die
Extinktion wichtigen Bereiche nicht restlos entfaltet, was die Resultate leicht verféalschen
wirde. Somit entsprechen die Stochiometriewerte anndhernd einem Mangan- bzw. zwei
Kupferionen pro FetP-Dimer, was mit den beiden Cu®*-Bindestellen innerhalb eines FetP-
Dimers korreliert, die anhand der Kristallstruktur bestimmt wurden (Koch et al., 2011).
Mittels AAS konnte sogar ein drittes Kupfer pro FetP-Dimer bestimmt werden. Da die ITC-
und AAS-Experimente unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt wurden, bindet Cu(ll)
gegebenenfalls auch an die putative Cu(l)-Bindestelle CuC, was aufgrund der geringen
Affinitat dann mittels ITC nicht bestimmt werden konnte und somit CuC als nicht Cu(ll)-
spezifisch bestatigen wurde. Auch fir die MCO CueO aus E. coli wurde nachgewiesen, dass
die flinfte Kupferbindestelle (T4) mit zwei Methionin- und zwei Aspartatresten neben einer
groBen Cu(l)-Affinitat (kg = 130 fM) eine geringere Affinitat gegentiber Cu(ll) (kg = 5.5 nM)
aufweist (Djoko et al., 2010).

Wie anhand der Struktur von P19 gezeigt (Chan et al., 2010), sollten in dem Homodimer FetP
ebenfalls zwei Bindestellen fir Mangan- bzw. Eisenionen vorliegen. Die Bindung von jedoch
nur einem Manganion pro FetP-Dimer ist dabei méglicherweise auf den Aminosaurerest von
E46 zuriickzufiihren, der nicht nur an der Koordination von Mn** beteiligt zu sein scheint,
sondern ebenso als Ligand von Cu?* in der CuA1 Konformation fungiert (Koch et al., 2011).
Somit kénnte die Cu?*-Bindung in CuAl die Koordinierung von Mn?* in einer Untereinheit
von FetP unterbinden, wéahrend das Kupferion in CuB die Manganbindung in der anderen
Untereinheit erlaubt.

Dariiber hinaus wurde eine Bindung von drei Zinkionen mit gleicher Affinitat pro FetP-Dimer

bestimmt (Tab. 6), was eher unwahrscheinlich erscheint, jedoch durch die Messmethode der
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ITC nicht weiter differenziert werden konnte. Erstaunlicherweise wurde die Zn?*-Bindung
durch Cu®* inhibiert, was auch vice versa zu beobachten war. Dies l4sst vermuten, dass beide
Metallionen von gleichen Liganden koordiniert werden konnen und korreliert mit der
Beobachtung, dass die Kupferliganden im FetP- bzw. P19-Dimer zwei degenerierte
oktaedrische Zn?*-Bindestellen innerhalb des nichtacylierten Tp34-Dimers aus T. pallidum
bilden (Abb. 21), (Deka et al., 2007, Chan et al., 2010, Koch et al., 2011). Dass verschiedene
Metallionen innerhalb von Bindestellen mit &hnlichen Liganden und Geometrien koordiniert
werden kodnnen, wurde bereits fiir zahlreiche Proteine belegt (Chakrabarti, 1989). Dies
erinnert an die Periplasmaproteine CucA und MncA aus dem Cyanobakterium Synechocystis
sp. Stamm PCC6803, deren identische Bindestellen in vitro Cu?*, Zn?** und Mn** koordinieren
kdnnen, obwohl in vivo keine Zinkionen gebunden werden (Tottey et al., 2008). Auch fir die
kupferabhangige Tyrosinase aus dem Pilz Agaricus bisporus wurde nachgewiesen, dass
Zinkionen ebenfalls im aktiven Zentrum stark Entropie-getrieben gebunden werden kdnnen,
was mit einer Konformationsdnderung einhergeht und so die Substratzugénglichkeit und
damit die Aktivitat wahrscheinlich inhibiert wird (Han et al., 2007). Ahnliches wurde fiir die
Tyrosinase aus B. megaterium (Sendovski et al., 2010) und die Serinprotease Tonin aus der
Ratte beschrieben (Fujinaga und James, 1987).

Neben dem Aspekt, dass die Zn?*-Bindung von FetP ebenso rein Entropie-getrieben wurde
(Tab. 6), zeigten Chan et al. (2010) anhand von Kompetitionsassays, dass das P19-Protein aus
C. jejuni eine Préaferenz von Kupfer- gegenuber Zinkionen aufweist, wobei die
Kupferliganden, denen von FetP entsprechen. Ferner lag FetP, ahnlich wie ChpA aus dem
marinen, magnetotaktischen Stamm MV-1 (Dubbels et al., 2004), nach der Reinigung aus
dem Periplasma zum Teil kupfergebunden vor (Abb. 16). Auch die Anderung des CD-
Spektrums von FetP (Abb. 18), die nur in Anwesenheit von CuCl, zu beobachten war, deutet
neben all diesen Resultate darauf hin, dass Kupfer- eher als Zinkionen, die eigentlichen
Kofaktoren von FetP und dessen Homologen sind.

Die Cu?*-Bindung von FetP erfolgte Enthalpie- und Entropie-getrieben mit einer apparenten
Dissoziatonskonstante kg von 4.1 uM (Tab. 6). Ein vergleichbarer Wert wurde flr das
periplasmatische Metallresistenzprotein CusF aus E. coli bestimmt, das unter anderem
monovalente Kupferionen mit hoher Affinitat (kg = 0.5 uM) bindet (Kittleson et al., 2006).
Eine Dissoziationskonstante im mikromolaren Bereich wurde ebenfalls mittels ITC fir das
Kupfer-Chaperon Atox1 ermittelt, das Cu® von dem Importer Ctrl in der Plasmamembran zu
der WND (Wilson disease protein) P-Typ ATPase transportiert, die in dem trans-Golgi-
Netzwerk von Hepatozyten lokalisiert ist und die Kupferionen beispielsweise an die MCO

Ceruloplasmin  Ubergibt (Wernimont et al., 2004). Dabei weisen die sechs
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Metallbindedoménen von WND jeweils eine ahnliche Affinitat (ky ~ 1 M) gegeniber den
monovalenten Kationen auf. Jedoch konnten in einer Arbeit anhand von Kompetitionsassays
mit BCA (Bicinchoninic Acid) fur Atoxl und die WND-Domanen wesentlich geringere
Dissoziationkonstanten im nanomolaren Bereich fiir Cu® nachgewiesen werden (Yatsunyk
und Rosenzweig, 2007).

Zahlreiche Schwierigkeiten bei der Ermittlung genauer Metall-Protein Affinitdten wurden in
einem umfangreichen Review er0rtert (Xiao und Wedd, 2010). Die Autoren ordnen dabei
Bindungen mit Dissoziationskonstanten kg > 10 M als unspezifisch ein, wahrend eine grofe
Anzahl von Transportproteinen und deren Chaperonen die Metallionen selektiv (kg < 107 M)
binden. Eine Ausnahme scheint dabei der Transkriptionsregulator CueR zu sein, dessen
Sensitivitit gegenuber monovalenten Kupferionen im zeptomolaren Bereich liegt (Changela
et al., 2003), wodurch gewahrleistet wird, dass diese Kationen nicht frei im Zytoplasma,
sondern nur gebunden an Metallothionein und Chaperone mit Bindekonstanten im pico- bis
femtomolaren Bereich vorliegen, was Fenton Reaktionen unterbindet (Rae et al., 1999,
O'Halloran und Culotta, 2000, Gonzalez-Guerrero und Arguello, 2008).

Fur Cu-FetP wurde eine apparente Dissoziatonskonstante kq von 4.1 uM (Tab. 6) in 25 mM
Bis-Tris pH 7.2 nachgewiesen (Tab. 6), obwohl Bis-Tris nach Xiao und Wedd (2010) eine
hohe Affinitat (kg ~ 5 pM) fur divalente Kupferionen aufweist. Pufferkomplexe mit
Metallionen bieten nicht nur den Vorteil, die Loslichkeit der lonen erhdhen zu konnen,
sondern ermoglichen die Bestimmung duflerst hoher Bindungskonstanten, indem die
Puffersubstanz als kompetierender Ligand zum Protein selbst fungiert (Zhang et al., 2000).
Durch Einrechnen der jeweiligen Affinitaten von Bis-Tris und dem FetP-Protein fur divalente
Kupferionen nach der Gleichung fur Verdrangungsexperimente (Sigurskjold, 2000) konnte
eine wesentlich geringere Dissoziationskonstante von Cu-FetP (kg ~ 1 nM) abgeschatzt
werden, die im Bereich derer von Atox1 und den Metallbindedomdnen des WND-Proteins
liegt (Yatsunyk und Rosenzweig, 2007). Auch fiur die periplasmatischen
Kupferresistenzproteine CopC aus P. syringae pathovar tomato und PcoC aus E. coli
(pRJ1004) wurde anhand von Kompetitionsassays nachgewiesen, dass die mono- und
divalenten Kupferionen mit hoher Affinitdt (0.1 pM> kg > 0.1 pM) innerhalb der
entsprechenden Bindestellen koordiniert werden (Zhang et al., 2006, Djoko et al., 2008).
Nach Xiao und Wedd (2010) kann somit zusammengefasst werden, dass FetP divalente
Kupferionen selektiv bindet, was mit dem Resultat der MALDI-TOF Analyse von FetP nach
dessen Reinigung aus dem Periplasma einhergeht (Abb. 16). Dass die von FetP gebundenen

divalenten Zinkionen nicht durch Cu?* in den kompetetiven ITC-Experimenten (Tab. 6)
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verdréangt werden konnten, ist auf die hohe Affinitat von Bis-Tris flr divalente Kupferionen
zurlickzufuhren.

Die Mn?-Bindung von FetP wurde in zwei Puffern charakterisiert, wobei &hnliche
thermodynamische Parameter ermittelt wurden (Tab. 6). Da Bis-Tris eine zu
vernachlassigende Affinitat gegeniiber diesen Kationen besitzt (kg ~ 200 mM) (Xiao und
Wedd, 2010) und sich die in beiden Puffern bestimmten Dissoziationskonstanten von Mn-
FetP nur geringfiigig unterscheiden, scheint ACES als zweite Puffersubstanz Mn?* ebenso nur
schwach zu binden. Dartiber hinaus weisen beide Puffersubstanzen vergleichbare
Protonierungsenthalpien auf (Fukada und Takahashi, 1998, Naidoo und Sankar, 2001), sodass
keine Aussage getroffen werden kann, ob die Bindung der Kationen an FetP mit einer
Freigabe von Protonen gekoppelt ist. Jedoch sind die jeweiligen S&urekonstanten der
Aminosdurereste, die anhand der FetP-Struktur als Liganden fir die entsprechenden
Metallionen ermittelt wurden, kleiner als der fiir beide Pufferlésungen eingestellte pH Wert
von 7.2. Das lasst darauf schlieRen, dass die entsprechenden Aminosaurereste deprotoniert
vorliegen und so vermutlich keine Kompetition mit bzw. Freilassung von Protonen wahrend
der Metallionenbindung stattfindet (Zhang et al., 2000), wenngleich die jeweilige
Proteinumgebung den pKs Wert der einzelnen Aminosaurereste beeinflussen kann (Zhang und
Wilcox, 2002).

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass FetMP aus dem uropathogenen E. coli
Stamm F11 als Eisenaufnahmesystem fungiert und maoglicherweise auch divalente
Manganionen transportiert, wurde die Affinitdt des Periplasmaproteins FetP fur Mn(ll)
bestimmt, wobei Mn(ll) nicht nur als putatives Substrat, sondern auch Fe(ll)-Analogon diente
(Langlois d'Estaintot et al., 2004). Dabei wurden Dissoziationskonstanten im mikromolaren
Bereich (kg = 0.6 UM in Bis-Tris, kg = 3.6 uM in ACES) ermittelt, die eine viel zu geringe
Affinitat fur Mn-FetP beschreiben, als dass dieses Protein unter Eisenmangel eine
Chaperonfunktion fiir divalente Eisen- bzw. Manganionen ibernehmen konnte. So ist
bekannt, dass im Zuge der Abwehr ein Sdugetier durch eisenbindende Proteine wie
Transferrin und Laktoferrin die freie extrazellulare Eisenkonzentration bis auf ca. 10™® M
reduziert (Bullen et al., 1978), sodass Pathogene ihre Eisenversorgung unter anderem durch
die Synthese hochaffiner Siderophoren (k¢ ~ 0.1 aM) sichern (Koropatkin et al., 2007). So
kann beispielsweise Haemophilus influenza von Transferrin gebundene trivalente Eisenionen
uber das ABC-Transportsystem hFbpABC aufnehmen, die zuvor durch das Periplasmaprotein
FbpA (ferric-ion-binding protein A) mit hoher Affinitat (ky ~ 1 aM) gebunden wurden
(Anderson et al., 2004, Khan et al., 2007). Ahnliche Dissoziationskonstanten wurden auch fiir

periplasmatische Fe(ll)-Bindeproteine ermittelt, wie beispielsweise dem FutAl-Protein aus
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Synechocystis sp. Stamm PCC6803, das einen kq Wert von etwa 0.1 aM aufweist (Koropatkin
et al., 2007).

Demgegeniiber ist die Affinitait von FetP fir Mn*" eher mit denen von Proteinen zu
vergleichen, die an der Speicherung von Eisenionen bei Uberschuss beteiligt sind. So wurden
Dissoziationskonstanten im mikromolaren Bereich fir die drei Eisenbindestellen des Ferritins
EcFtnA aus E coli bestimmt (Bou-Abdallah et al., 2005). Dessen Expression wird indirekt
durch das Fur-Protein reguliert (Masse und Gottesman, 2002), das seinem Kofaktor Fe®* mit
einer Dissoziationskonstante kg von 10 uM bindet (Bagg und Neilands, 1987).

In Hinsicht auf die Funktion von FetMP als Aufnahmesystem korreliert die geringe Affinitét
von FetP fir Mn? mit der Tatsache, dass gerade 25% der Bindestellen in dem zu FetP
homologen Protein P19 mit Mn?* besetzt waren (Chan et al., 2010). Die Autoren vermuten,
dass es sich hierbei mdglicherweise um Bindestellen fur trivalente Eisenionen handelt und
somit divalente Manganionen aufgrund der geringeren positiven Ladung nur schwach von den
entsprechenden Liganden koordiniert werden. Ausgehend davon und der Annahme, dass FetP
als neuartige Eisen-Reduktase fungiert, wirden divalente Manganionen als Fe(ll1)-Analoga
demnach die ,,Abgangsgruppen® darstellen, die gerade noch so fest gebunden bleiben, dass
eine Freigabe an die Umgebung nicht stattfindet und somit toxische Fenton Reaktionen

verhindert wirden.

4.5 Charakterisierung der Bindestellen in FetP.

Da die Aminosauren, die im P19-Protein aus C. jejuni als Liganden fiir Mn®* und Cu®*
fungieren, in FetP ebenfalls konserviert vorliegen (Abb. 21), war zu vermuten, dass diese
gleichermalen fur die Koordinierung der Kationen in FetP verantwortlich sind. Um dies zu
bestatigen, sollten die entsprechenden FetP-Varianten gereinigt und deren Metallbindung
thermodynamisch analysiert werden (Tab. 7, Tab. 8).

Zunéchst zeigte sich, dass einzelne Aminosaure-Austausche in der putativen Cu?*-Bindestelle
(H44, E46, M90, HI97, H127*) einen grofRen Einfluss auf die Stabilitat von FetP nahmen.
Wahrend die H97R-Variante bei den ITC-Messungen prézipitierte, konnten die Varianten mit
den jeweiligen Austauschen H44R bzw. H127R nicht aus dem Periplasma gereinigt werden.
Obwohl beide Aminosauren basische Seitenketten besitzen, liegt der Argininrest aufgrund des
pKs Wertes von 12.48 bei neutralem pH Wert protoniert vor, wahrend der Histidinrest mit
einem pKs Wert von 6.04 keine Ladung aufweist. Flr die Signalpeptidase LspA aus E. coli
wurde nachgewiesen, dass positiv geladene Aminosédurereste mit einer zytoplasmatischen

Lokalisation der entsprechenden Doménen einhergehen (Andersson et al., 1992). Auch fur
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das periplasmatische Kupferresistenzprotein CusF aus E. coli konnte gezeigt werden, dass
durch den Austausch der funf Histidin- gegen Argininreste kein Transport tber die innere
Membran mehr stattfindet (Franke, 2002). Da jedoch bei beiden FetP-Varianten jeweils nur
ein von insgesamt sechs Histidinresten ausgetauscht wurde und die Variantenproteine
immunologisch nicht im Rohextrakt nachgewiesen werden konnten (Daten nicht gezeigt), ist
nicht von einer Fehllokalisation, sondern von einer erhéhten Varianteninstabilitat auszugehen.
Indessen konnte das Bindungsverhalten der stabilen Variantenproteine E46Q, H127A und
MO9O0I gegeniiber den entsprechenden Kationen bestimmt werden:

Wurde die Aminosdure E46 gegen ein Glutamin ausgetauscht, konnte fiir die FetP-Variante
keine Bindung von Cu?* oder Mn?* beobachtet werden (Tab. 7, Tab. 8), sodass die spezifische
Carboxylgruppe fir die Koordinierung dieser Metallionen essentiell zu sein scheint. Dies
korreliert mit der Strukturanalyse von kupferbeladenem FetP (Cu-FetP), womit nachgewiesen
wurde, dass dieser Aminoséurerest in Konformation CuAl als Ligand fiir Cu?* fungieren
konnte (Abb. 36) (Koch et al., 2011). Desweiteren wurde der konservierte Aminosaurerest in
dem zu FetP homologen Protein P19 aus C. jejuni in verschiedenen Konformationen
detektiert, der sowohl Cu?*, als auch Mn** koordiniert und so méglicherweise eine Interaktion
zwischen beiden lonen reguliert (Chan et al., 2010). Basierend auf dem Konzept der harten
und weichen Sauren und Basen wird Mn?* als harte Saure bevorzugt durch Carboxylgruppen
ligandiert (Frausto da Silva und Williams, 2001), wahrend Cu** zumeist durch Imidazol- aber
auch durch Carboxylgruppen in Proteinen koordiniert werden kann (Cowan, 1997). Obwohl
Glutamat- und Aspartatreste ebenso in zahlreichen Zn®*-Bindestellen zu finden sind (Auld,
2001, Maret und Li, 2009), wurde durch den E46Q-Austausch in FetP die Bindung divalenter
Zinkionen nicht beeintrachtigt (Tab. 8). Vermutlich ist dieses Resultat darauf zurtickzufihren,
dass Zn** aufgrund der vollbesetzten 3d Orbitale lediglich durch vier Liganden koordiniert
werden kénnen (Nies, 2007) und der Aminoséurerest E46 an der Formierung einer Bindestelle
mit degenerierter oktaedrischer Geometrie wie in Konformation CuAl beteiligt ist.

Wurde an Position 127 das Histidin zu der kleinen, ungeladenen Aminoséure Alanin mutiert,
war die FetP-Variante erwartungsgemaR nicht mehr in der Lage, Cu®* zu binden (Tab. 7).
Interessanterweise liegt diese Aminosaure, wie auch in dem homologen Protein P19, auf
einem grofRRen, zu der jeweils anderen Untereinheit hervorragenden Loop und ist Bestandteil
der dort lokalisierten Cu®*-Bindestelle (Abb. 36) (Chan et al., 2010, Koch et al., 2011). Ferner
wies die FetP-Variante H127A keine Bindung divalenter Manganionen mehr auf (Tab. 7, Tab.
8), was gegebenenfalls auf den strukturellen Unterschied zwischen Histidin und Alanin
zuriickzufiihren ist, wodurch eine mégliche Mn?*-Bindestelle, die wie im P19-Protein 7.7 A

von der Kuperbindestelle entfernt liegt (Chan et al., 2010), in ihrer Geometrie verzerrt worden
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sein konnte. Eine Kristallstruktur des Variantenproteins wirde zur Klarung dieser Vermutung
beitragen. Um so erstaunlicher ist, dass die FetP-Variante mit dem H127A-Austausch
unverandert divalente Zinkionen binden kann (Tab. 8). Da Alanin nicht bevorzugt als Ligand
fir Metallionen fungiert (Karlin und Zhu, 1997, Shimazaki et al., 2009) kann gefolgert
werden, dass der Histidinrest an Position 127 nicht an der Zn?*-Bindung von FetP beteiligt ist,
wahrend diese konservierte Imidazolgruppe in der Formierung der Zn**-Bindestelle von Tp34
aus T. pallidum involviert ist (Abb. 21) (Deka et al., 2007).

Die Mutation des konservierten Methionins an Position 90 hatte keinen Einfluss auf die Mn**-
Bindung des Variantenproteins, resultierte jedoch in einem Verlust der Koordinierung von
Cu?* (Tab. 7, Tab. 8). Dies ist kongruent mit der Kristallstruktur von Cu-FetP, in der der
Methioninrest an der Bindung des Kations beteiligt ist (Abb. 36) (Koch et al., 2011). Auch in
P19 fungiert der konservierte Aminoséurerest als Cu®*-Ligand (Chan et al., 2010) und wurde
ebenso in dem homologen Protein ChpA aus dem marinen, magnetotaktischen Stamm MV-1
als Teil des MXM-Kupfer handling Motivs von Dubbels et al. (2004) beschrieben (Abb. 21).
Ausserdem hatte der Aminosdureaustausch M90I zur Folge, dass die FetP-Variante keine
divalenten Zinkionen mehr binden konnte (Tab. 8). Dies korreliert mit den Ergebnissen der
kompetetiven ITC-Experimente (Tab. 6), wodurch nachgewiesen wurde, dass die Bindung
von Zn? bzw. Cu®* durch das jeweilige andere Kation verhindert wird und somit beide
Metallionen von mindestens einem gemeinsamen Liganden koordiniert werden. Es ist
bekannt, dass Zinkionen durch eine Vielzahl von Aminoséureresten koordiniert werden
kdnnen, wozu Histidin-, Cystein-, Glutamat- und Aspartat- aber auch Tyrosin-, Asparagin,
Serin- und Threoninreste zdhlen (Karlin und Zhu, 1997, Auld, 2001, Maret und Li, 2009). Im
Gegensatz dazu werden Kupfer- und Eisenionen durch Methioninreste koordiniert
(Castagnetto et al., 2002, Davis und O'Halloran, 2008). Dass dies jedoch auch auf divalente
Zinkionen zutrifft, wurde bislang nur fiir die Zn®**-Bindestelle von Tp34 beschrieben (Deka et
al., 2007), wobei die Distanz zwischen dem lon und dem Methioninrest von mehr als 3 A fiir
eine eher schwache Koordiniering spricht und die Autoren einrdumen, dass diese
Metallbindestelle in vivo moglicherweise eher von Kupfer- oder Eisenionen besetzt werden
konnte. Bezug nehmend auf die Resultate der Kompetitionsexperimente und dass Cu?*
hochaffin Enthalpie- und Entropie-getrieben von FetP gebunden wird (Tab. 6), sodass nach
der Reinigung des Proteins noch immer ein Teil kupfergebunden vorlag (Abb. 16), l&sst die
rein Entropie-getriebene Zn**-Bindung ebenfalls als einen Artefakt vermuten.

Neben dem Aminosédurerest M90 konnte auch das Methionin an Position 17 als Ligand fur
Zn** fungieren, da fur die M171-Variante eine Bindung von Mn?* und Cu®* gemessen wurde,

was jedoch nicht fiir Zn®* zutraf (Tab. 7, Tab. 8). Da diese Aminoséure in ChpA konserviert
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vorliegt (Abb. 21) und als Bestandteil eines zweiten Kupfer handling Motivs (MXXM)
diskutiert wurde (Dubbels et al., 2004) und mit Ausnahme von Tp34 bislang keine
Kristallstruktur eines Metallproteins mit einer Zn**-Koordinierung durch einen Methioninrest
bekannt ist (Castagnetto et al., 2002), scheinen die beiden Methioninreste an Position 17 und
90 in einer artifiziellen Weise mit den divalenten Zinkionen zu interagieren.

Zusamenfassend konnte anhand der drei FetP-Varianten E46Q, H127A und M90I die durch
die Struktur ermittelte Cu®*-Bindestelle in FetP bestatigt werden.

Dariiber hinaus wurde fiir FetP eine Cu*-Bindestelle (CuC) postuliert, die moglicherweise
durch die vier Aminosaurereste M29, M34, M88 und H125* der jeweils anderen Untereinheit
gebildet wird (Abb. 37). In der Veroffentlichung von Davis und O'Halloran (2008)
illustrieren die Autoren, dass Thioethergruppen von Methionen als Cu*-Liganden in mehr
oxidierender Umgebung, wie dem Periplasma fungieren, wahrend Cysteinthiolatgruppen als
Cu*-Liganden in zytoplasmatischen Kupferchaperonen und —regulatoren zu finden sind. Auch
die periplasmatischen Kupferresistenzproteine CopC aus P. syringae pathovar tomato und
PcoC aus E. coli(pRJ1004) weisen neben einer Cu(ll)- eine Cu(l)-Bindestelle auf, die ebenso
durch jeweils drei bzw. zwei Methionin- und einem Histidinrest formiert werden (Arnesano et
al., 2003, Peariso et al., 2003). Infolgedessen wurde das Bindungsverhalten der Varianten
M291, M341 und H125R fir die verschiedenen Metallionen ermittelt, wobei die ITC-
Experimente unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt wurden und somit Cu® nicht eingesetzt
werden konnte. Erwartungsgema® wurden Mn®*, Cu?* und Zn** von den Variantenproteinen
unverandert gebunden (Tab. 7, Tab. 8), sodass ausgeschlossen werden kann, dass diese
Kationen an die putative CuC-Bindestelle binden, welche somit als nicht Mn**, Cu?* und
Zn**spezifisch bewiesen werden konnte.

Ferner sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob die Mn**-Bindung von FetP in
einer eigenen, von der fiir Cu?* verschiedenen Bindestelle erfolgt, wie dies fiir das P19-
Protein nachgewiesen wurde (Chan et al., 2010). Hier wird Mn?* direkt durch einen Aspartat-
und einen Glutamatrest koordiniert, die in FetP konserviert vorliegen und den Aminosauren
D94 und E46 entsprechen (Abb. 21). Ausserdem scheint ein weiteres Glutamat mit dem
Kation in einer Distanz von 3.2 A schwach zu interagieren, welches in FetP an Position 5
lokalisiert ist. Da jedoch das FetP-Protein mit einem E5Q- bzw. E5A-Austausch nicht
gereinigt werden konnte, sollte das Bindungsverhaltens der Varianten D94N und E46Q
hinsichtlich einer moglichen Mn®*-Bindestelle untersucht werden. Dass die Carboxylgruppe
von E46 sowohl an der Koordinierung von Cu?*, als auch Mn®* beteiligt zu sein scheint,
wurde bereits erortert und auch fir die konservierte Aminosdure in dem homologen Protein

P19 beschrieben (Chan et al., 2010). Wie erwartet resultierte der Austausch von Aspartat zu
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Asparagin an Position 94 in einem spezifischen Verlust der Mn?*-Bindung von FetP (Tab. 7,
Tab. 8), sodass FetP, wie P19, zwei getrennte Bindestellen fiir Cu?* und Mn?*" aufweisen
dirfte, die wiederum durch den Liganden E46 interagieren konnten. Mit einem Aspartat- und
zwei Glutamatresten weisen diese putativen Bindestellen von FetP und P19 die fir Mangan-
und Eisenionen préferierten Carboxylgruppen als Liganden auf (Frausto da Silva und
Williams, 2001). Es ist bekannt, dass beide lonen nicht nur dhnliche Aminosdurereste zur
Koordinierung tolerieren (Imlay, 2008), sondern in vivo sogar Kompetitionen um spezifische
Bindestellen in Metallenzymen, wie der Superoxiddismutase SodA stattfinden (Beyer und
Fridovich, 1991). Im Hinblick darauf, dass das FetMP-System als Eisenaufnahmesystem
fungiert, ist demnach zu vermuten, dass in vivo eher Eisen- als Manganionen innerhalb dieser
Bindestelle koordiniert werden.

Interessanterweise hatten die Aminosaureaustausche D94N und E46Q keinen Einfluss auf die
Zn**-Bindung, obwohl diese lonen im Vergleich zu Fe?* bzw. Mn*" eine wesentlich héhere
Affinitat gegenutiber Carboxylgruppen aufweisen (Nies, 2007). Infolgedessen scheinen
divalente Zinkionen nicht innerhalb der Mn?**-Bindestelle koordiniert zu werden, was durch
zwei Ursachen begriindet sein konnte:

Zum einen erfolgt die Selektion der Metallbindestellen neben einer Reihe anderer Faktoren
durch den Ladungszustand des lons, sodass zwischen den divalenten Zinkionen und den
Mangan- bzw. Eisenionen mit verschiedenen Oxidationsstufen unterschieden werden kann
(Frausto da Silva und Williams, 2001, Nies, 2007). Zum anderen spielt die
Koordinierungsgeometrie einer Bindestelle eine wesentliche Rolle fiir die Diskriminierung
der lonen. So wird Zn?* aufrund der vollbesetzten 3d Orbitale durch vier Liganden
koordiniert, wahrend Fe** bzw. Mn?* auch oktaedrisch komplexiert werden kann. Dies
spiegelt sich auch in der Geometrie der Bindestellen von NmtR aus Mycobacterium
tuberculosis und SmtB aus Synechococcus sp. Stamm PCC7942 wieder, die als
zytoplasmatische Sensorproteine agieren (Tottey et al., 2005). Wahrend SmtB eine fir Zn*
spezifische vierzahnige Bindestelle aufweist, besitzt NmtR eine dazu analoge Bindestelle mit
zwei zusitzlichen Liganden, wodurch die Koordinierung von Co®* erméglicht wird. Jedoch
konnte bislang keine genaue Aussage Uber die Geometrie der Mn**-Bindestelle in FetP
anhand der Kristallstruktur des manganbeladenen P19-Proteins getroffen werden, da lediglich
25% der Bindestellen von P19 mit Mn®" besetzt waren (Chan et al., 2010). Die Autoren
suggerieren jedoch, dass neben den beiden Glutamat- und Aspartatresten weitere
Carboxylgruppen in der Umgebung an der Koordinierung des Kations beteiligt sein kénnten,

was jedoch weiterer Untersuchung bedarf.
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4.6 Welche Funktion Ubernimmt die N-terminale Domane von

FetM im Periplasma?

Wie sich zeigte, ist das FetMP-System an der Eisen- und vermutlich auch Manganaufnahme
von E.coli beteiligt, wobei FetM eine zentrale Rolle Ubernimmt. Obwohl fir das
Membranprotein acht Transmembrandurchgange postuliert wurden (Abb. 26), konnte in der
vorliegenden Arbeit die Vermutung bestatigt werden, dass es sich bei der erstea -Helix um
eine Signalsequenz handelt, die abgespalten wird (Abb. 28). Infolgedessen weist FetM mit
sieben Membrandurchgéngen und konservierten sauren Aminosaureresten in TMH | und IV
die fur die ILT-Superfamilie (TC.9.A.10) spezifischen Charakteristika auf (Debut et al.,
2006), wobei ein drittes REXXE Motiv in TMH 11l lokalisiert ist (Abb. 26). Mit hoher
Wahrscheinlichkeit sind diese Aminosaurereste an der Translokation der Kationen beteiligt,
wie es fiir die bislang charakterisierten Mitglieder Ftrlp aus S. cerevisiae und EfeU aus E. coli
Nissle 1917 der OFeT-Unterfamilie nachgewiesen wurde (Severance et al., 2004, Grosse et
al., 2006). Wahrend ein EDLWE-Element in TMH Ill und ein DASE Motiv in dem
extrazellularen Loop VI fur die Funktion von Ftrlp ebenfalls nétig sind (Severance et al.,
2004), vermuten Grosse et al. (2006) &hnliches fur den ersten und letzten periplasmatischen
Loop von EfeU, die reich an negativ geladenen Aminosaureresten sind. Demgegentiber weist
FetM nur wenige putative Liganden fiur Metallionen in den postulierten
extrazytoplasmatischen Doménen zwischen den Membrandurchgangen auf (Abb. 26). Jedoch
konnte dies durch zahlreiche geladene Aminosdurereste kompensiert werden, die in der
grofRen N-terminalen Domane von FetM lokalisiert sind. Wie FetM, zahlen unter anderem das
PbrT-Protein aus C. metallidurans Stamm CH34 (TC.9.A.10.2.1) und das orthologe Protein
cFtrl aus C. jejuni (TC.9.A.10.2.4) zur PbrT-Unterfamilie (TC.9.A.10.2), fir die in silico
ebenfalls sieben Membrandurchgange und ein &uferst grofRer N-terminaler Loop im
Periplasma vorhergesagt werden (Daten nicht gezeigt). Ferner liegen auch bei diesen
Vertretern drei REXXE Motive konserviert vor. Wahrend PbrT wahrscheinlich als Pb%-
Importer fungiert (Borremans et al., 2001), liegt das cftr1-Gen benachbart zu p19 und kodiert
fiir ein Eisentransport-homologes Protein (Palyada et al., 2004, Holmes et al., 2005, Chan et
al., 2010). Welche Aufgabe die beachtliche N-terminale Doméane der jeweiligen Proteine
ubernimmt, wurde bislang nicht untersucht und sollte fur FetM im Rahmen dieser Arbeit
anhand des Metallbindeverhaltens und Interaktionsstudien mit FetP analysiert werden.

Zunachst konnte mittels ITC nachgewiesen werden, dass die periplasmatische FetM-Loop-

Doméne eine hohe Spezifitat gegeniiber divalenten Manganionen aufweist, da weder Cu?*
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noch Zn®*, sondern nur Mn?* gebunden wurde (Abb. 31). Dies ist mit der Zugehérigkeit von
FetM zur ILT-Superfamilie (TC.9.A.10) kongruent und deutet darauf hin, dass FetMP als
spezifisches Eisen- und Manganaufnahmesystem fungiert, was sich in den Ergebnissen der
Wachstums- und Aufnahmeexperimente wiederspiegelt (Abb. 5, Abb. 10, Abb. 12, Abb. 13).
Ob trivalente Eisenionen ebenfalls zum Substratspektrum von FetM gehoren, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden. Mit einer Dissoziationskonstante kg von
5.6 UM scheint die N-terminale Doméne von FetM jedoch keine Chaperonfunktion fiir Mn?*
bzw. Fe®* zu Uibernehmen, da hinsichtlich der Situation eines pathogenen Bakteriums wie dem
E.coli Stamm F11, die freie extrazelluldre Eisenkonzentration durch den Wirt als
Abwehrstrategie bis auf eine Konzentration von etwa 10 M dezimiert wird (Bullen et al.,
1978, Andrews et al., 2003). Dies begrundet Dissoziationskonstanten im attomolaren Bereich
von Siderophoren und periplasmatischen Fe(I1)/(111)-Bindeproteinen pathogener Organismen
(Anderson et al., 2004, Koropatkin et al., 2007, Khan et al., 2007), wie es bereits hinsichtlich
des Bindungsverhaltens von FetP erdrtert wurde. Fur dessen Affinitat gegentber divalenten
Manganionen wurden kg Werte von 0.6 uM in Bis-Tris bzw. 3.6 uM in ACES bestimmt (Tab.
6), die demnach mit dem der periplasmatischen FetM-Loop-Domane vergleichbar sind. Dass
Transport- und Bindeprotein &dhnliche Substrataffinitaten aufweisen kodnnen, wurde flr
verschiedene Systeme beschrieben. So bindet das zytoplasmatische Chaperon Atox1 Cu® mit
einer Dissoziationkonstanten im nanomolaren Bereich und bringt diese zur Wilson (WND)
kupfertransportierenden P-Typ ATPase, fir deren Metallbindedoméanen anndhernd gleiche
Affinitaten ermittelt wurden (Yatsunyk und Rosenzweig, 2007). In einer vorhergehenden
Arbeit wurden zwar héhere aber dennoch &hnliche Dissoziationskonstanten fur Atox1 und das
WND-Protein bestimmt (Wernimont et al., 2004). Die Autoren vermuten, dass dabei der
Transfer der Metallionen zwischen beiden Proteinen eher kinetischer, als thermodynamischer
Kontrolle unterliegt. Dies gilt ebenso fir das Silber-/Kupferresistenzsystem CusCFBA aus
E. coli, da sich die Dissoziationskonstanten des periplasmatischen Chaperons CusF und des
Membranfusionsproteins CusB gegeniiber monovalenten Silberionen nur geringfligig
voneinander unterscheiden (Kittleson et al., 2006, Bagai et al., 2007). Darauf folgend konnte
fiir beide Proteine mittels ITC eine metallabhéngige Interaktion nachgewiesen werden, wobei
entweder CusF oder CusB mit Ag” beladen zu dem jeweils anderen, unbeladenen Protein
titriert wurde (Bagai et al., 2008).

Dass die FetM-Loop-Domane und FetP ebenfalls metallabhéngig interagieren, konnte durch
Far-Western-Blot (Abb. 32) und ITC (Abb. 34) bestétigt werden. Da flr die erste Methode
beide Proteine mit einem jeweiligen tag fusioniert vorlagen, scheinen diese somit keinen

Einfluss auf die Interaktion zu haben. Jedoch zeigte sich, dass bei beiden Methoden eine
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Interaktion nur dann stattfand, wenn die FetM-Loop-Domane und nicht FetP manganbeladen
eingesetzt wurde. Moglicherweise ist dies auf eine Denaturierung der N-terminalen Doméne
von FetM zuriickzufiihren, die durch Mn?" an Stabilitat gewinnen kénnte.

Anhand einer neuentwickelten X-Ray-Absorptionsspektrokopie (XAS) konnten Bagai et al.
(2008) dariiber hinaus einen bidirektionalen Cu*-Transfer zwischen CusF und CusB zeigen,
was die dhnlichen Affinitaten beider Proteine fir Metallionen wiederspiegelt. Dabei verlauft
die Metallioneniibergabe relativ schnell und endet in einer Gleichverteilung der lonen
zwischen Donor und Akzeptor. Im Hinblick auf die in vivo Situation ist hingegen ein Transfer
nur von CusF zu CusB zu vermuten, da die von CusB gebundenen lonen durch das CusCBA-
Effluxsystems tber die dulRere Membran transportiert werden (Bagai et al., 2008). Da fur die
FetM-Loop-Doméne und FetP ebenfalls vergleichbare Dissoziationskonstanten fiir Mn?*
ermittelt wurden (Abb. 31, Tab. 6), ist demnach auch ein unidirektionaler Transfer
anzunehmen, wobei FetP mangan- bzw. eisengebunden zunéchst mit der N-terminalen FetM-
Doméne interagiert und das entsprechende Metallion Ubergeben konnte, was anschlieRend
durch FetM in die Zelle aufgenommen wiirde.

4.7 Die putative Eisenreduktase FetP nutzt vermutlich Cu® als

Elektronendonor.

Dass das periplasmatische Protein FetP eine Funktion als Fe(lll)-Reduktase tUbernehmen
konnte, wurde hinsichtlich zweier Aspekte vermutet: Zum einen konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass fur die FetMP-vermittelte Eisenaufnahme das Membranprotein
FetM essentiell ist (Abb. 10, Abb. 12, Abb. 13), was eine grofRere Sequenzahnlichkeit mit
dem Pb(Il)-Transporter PbrT (Borremans et al., 2001), als mit dem Eisenimporter EfeU
(Grosse et al., 2006) aufweist und aufgrund seiner F&higkeit Mn(ll) ebenfalls zu
transportieren (Abb. 5), dieses Protein eher als Fe(ll)- als Fe(lll)-Importer fungieren zu
scheint. Zum anderen wurde durch anaerobe Wachstums-Endpunktbestimmungen ein FetP
spezifischer Beitrag zur Wachstumsverbesserung der Eisenaufnahmemutante mit dem FetMP-
System unter Eisenmangel aber auch in Gegenwart hoher Fe(lll)-Konzentrationen
nachgewiesen, wahrend bei hohen  Fe(ll)-Konzentrationen  keine  signifikante
Wachstumsverbesserung durch FetP zu beobachten war (Abb. 12). Eine mdgliche
Reduktaseaktivitat von FetP wurde daraufhin in fetP exprimierenden E. coli Zellen
untersucht, fir die ein doppelt so hoher Wert im Vergleich zum Kontrollstamm bestimmt

wurde (Abb. 24). Vermutlich begriindet die Verwendung ganzer Zellen hierbei den hohen,
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apparenten k,, Wert von 1.5 mM, wahrend die ermittelte Maximalgeschwindigkeit vimax mit
3 umol Fe(1l)/min/g TG einer Reduktion von 1.8 Millionen Fe(l11)/Zelle/min entspricht, was
selbst bei mikromolaren Eisenkonzentrationen ausreichen wurde, um 300000 Eisenatome zur
Verfligung zu stellen, die E. coli Zellen in Minimalmedium aufweisen (Kirsten et al., 2011).
Madglicherweise nutzt FetP dazu als Elektronendonor ein temporér gebundenes, monovalentes
Kupferion in der putativen CuC-Bindestelle, das anhand der Struktur etwa 7 A von der CuB-
Bindestelle entfernt ware (Abb. 37). Es ist im Hinblick auf die verschiedenen Konformationen
der detektierten Kupferbindestellen (Abb. 36) daher denkbar, dass hierbei ein
Elektronentransfer von dem monovalenten Kation in CuC auf ein bereits mit hoher Affinitat
gebundenes divalentes Kupferion in der CuB-Bindestelle erfolgt und anschlieBend die
Eisenreduktion in der Eisen-/Manganbindestelle tber den Aminosdurerest E46 vermittelt
wirde. In dhnlicher Weise findet der Elektronentransfer zwischen einem monovalenten
Kupferion in der finften Kupferbindestelle T4 und einem 7.5 A entfernten divalenten
Kupferion in der T1-Bindestelle der MCO CueO statt (Djoko et al., 2010), wobei in diesem
Fall die Oxidation von Cu™ als Substrat mit der Reduktion von molekularem Sauerstoff zu
Wasser gekoppelt ist und das Typ 1 Kupfer als primarere Elektronenakzeptor fungiert.

In Korrelation mit der Vermutung, dass FetP als Eisenreduktase monovalente Kupferionen als
Elektronendonor nutzt, konnte der FetP spezifische Effekt in Gegenwart von 100 uM Fe(l11)
durch Ag(l) als Cu(l)-Analogon (Kittleson et al., 2006, Djoko et al., 2010) aufgehoben
werden (Abb. 25), sodass diese lonen entweder mit Cu(l) um die CuC-Bindestelle zu
konkurrieren scheinen oder sogar die Kupferionen aus der CuA- oder CuB-Bindestelle
verdréangen konnen und somit die Fe(l11)-Reduktion durch FetP vermutlich verhindern.
Obwohl schatzungsweise 96% der zelluldren Kupferionen im Periplasma von E. coli
lokalisiert sind (Changela et al., 2003), davon die monovalenten lonen jedoch aufgrund ihrer
hohen Toxizitat entweder Uber das Kupferresistenzsystem CusCFBA in den extrazellularen
Raum transportiert (Franke et al., 2003, Loftin et al., 2005, Bagai et al., 2008) oder durch die
MCO CueO zu weniger toxischen divalenten Kupferionen oxidiert werden (Grass und
Rensing, 2001, Roberts et al., 2002, Djoko et al., 2010), stellt sich die Frage hinsichtlich der
Elektronenherkunft fur die Reduktase FetP. Basierend auf den Kenntnissen der
Standardredoxpotentiale von Fe(lI/Fe(ll) (Eoc = +0.77 V, pH 7.0) und Cu(ll)/Cu(l)
(Eo = +0.15 V, pH 7.0) kénnten demnach Komponenten der Atmungskette an der Reduktion
divalenter Kupferionen beteiligt sein, was in einer kirzlich erschienenen Publikation fir
E. coli erstmalig in vivo nachgewiesen wurde (Volentini et al., 2011). Dabei zeigte sich, dass
vor allem Ubichinon aber auch Menachinon und die NADH Dehydrogenase-2 (NDH-2) an
der zellul&ren Reduktion von Cu(ll), jedoch nicht von Fe(l11) beteiligt sind. Wahrend NDH-2
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auf der Innenseite der Zytoplasmamembran gebunden vorliegt, sind Chinone in der Lage,
lateral in der inneren Membran zu diffundieren, wodurch eine Reduktion im
zytoplasmatischen, als auch periplasmatischen Raum stattfinden kénnte. Ferner ware moglich,
dass im Periplasma geringe Mengen an Glutathion mit einem Standardredoxpotential von
GSSH/GSH (Ep = -0.264 V, pH 7.4) an der Erzeugung monovalenter Kupferionen ebenfalls
beteiligt sein, die dann direkt von FetP als Elektronendonor genutzt werden konnten.

Die bislang in Prokaryoten charakterisierten assimilatorischen Eisenreduktasen nutzen neben
reduziertem Glutathion (GSH) im Periplasma, NAD(P)H im Zytoplasma als Elektronendonor
und reduzieren Flavinmononuclotide (FMN), Flavinadenindinucleotide (FAD) oder
Riboflavine, die mit Ausnahme von Hmp aus E. coli anschliefend dissozieren und als
Reduktionsmittel unter anderem flr siderophorgebundene trivalente Eisenionen dienen (Poole
et al., 1997, Pierre et al., 2002, Schroder et al., 2003, Miethke und Marahiel, 2007). Die
Flavinreduktasen sind demnach nur indirekt an der Eisenreduktion beteiligt und weisen keine
Substratspezifitat auf, was mit deren eisenunabhéngigen, konstitutiven Genexpression
korreliert (Halle und Meyer, 1992). Das E. coli FhuF-Protein stellt demgegentiber eine neue
Art von Reduktase dar, das eine Substratspezifitdt gegenuber Fe-Hydroxamaten besitzt und
dessen Genexpression Fur-abhéngig reguliert wird (Matzanke et al., 2004). Hier erfolgt der
Elektronentransfer vermutlich direkt Gber das [2Fe-2S] Cluster von FhuF auf das Substrat
(Mdller et al., 1998), wobei das Protein lose mit der inneren Membran assoziiert ist. Die
Existenz periplasmatischer und membrangebundener Fe(l11)-Siderophor-Reduktasen in E. coli
und die Mdglichkeit, dass diese auch ungebundene trivalente Eisenionen reduzieren kénnten,
wirde die Reduktaseaktivitat der nicht fetP exprimierenden E. coli Zellen erklaren (Abb. 24)
(Fischer et al., 1990, Cowart, 2002, Schroder et al., 2003) und eine FetP unabhangige
Eisenaufnahme durch FetM ermdglichen (Abb. 10, Abb. 12, Abb. 13, Abb. 25). Da fir das zu
FetP homologe Protein P19 aus C. jejuni in vitro keine Ferrireduktaseaktivitit in
Abhangigkeit von NADH nachgewiesen werden konnte (Chan et al., 2010), zeigt dies einmal
mehr, dass FetP nicht mit den bisher in Prokaryoten identifizierten Eisenreduktasen
vergleichbar und daher als neuartige Reduktase zu beschreiben ist.

Dies steht ebenfalls in Korrelation mit den untersuchten Eisenreduktasen in Eukaryoten, wozu
die membranstandigen Fre-Proteine aus S. cerevisiae zéhlen, die &hnlich zu b-Typ
Cytochromen, wie der groBen B-Untereinheit gp91”" der NADPH Oxidase humaner
Phagozyten, ein FAD- und NADPH-Bindemotiv aufweisen (Dancis et al., 1992, Shatwell et
al., 1996). Vier Histidinreste scheinen zwei Hdm b Gruppen zu koordinieren, die vermutlich
an einem transmembranen Elektronentransfer beteiligt sind, wodurch die zellulare Umgebung

angesauert und das Fe(lll)-Redoxpotential von Ferrisiderophoren als Beihilfe zur
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Eisenreduktion erhéht wirde (Lesuisse et al., 1995, Finegold et al., 1996, Miethke und
Marahiel, 2007). Die unkomplexierten, divalenten Eisenionen werden anschliel3end entweder
direkt Gber die NRAMP-Orthologen SMF1-3 bzw. den niedrig-affinen Fet4p-Transporter in
die Hefezellen aufgenommen oder fur die hochaffine Fe(ll1)-Aufnahme Uber Ftrlp durch die
MCO Fet3p reoxidiert (Dix et al., 1994, De Silva et al., 1995, Stearman et al., 1996, Dix et
al., 1997, Pinner et al., 1997, Kosman, 2003). Die glykosylierte Ferroxidase ist ebenfalls in
der Membran lokalisiert und ein homologes Protein zu dem humanen Plasmaprotein
Ceruloplasmin (de Silva et al., 1997). Neben dem Typ 1 Kupfer als priméren
Elektronenakzeptor weist Fet3p ein trinukledres Kupfer-Cluster auf, Uber das die Elektronen
auf molekularen Sauerstoff tbertragen werden (Taylor et al., 2005, Sedlak et al., 2008). Da
FetP keine vergleichbaren Kupfer-Cluster aufweist (Abb. 35, Abb. 36) und flr das homologe
Protein P19 aus C. jejuni in vitro keine Oxidaseaktivitat nachgewiesen werden konnte (Chan
et al., 2010), ist eine Ferroxidaseaktivitét fur FetP eher auszuschlieRRen.

Alls uropathogenes Bakterium toleriert der E. coli Stamm F11 standige Anderungen des Urins
in der Blase, was dessen Konzentration, Sauerstoffgehalt und pH Wert einschlief3t und
folglich auch die Fe(lll)-Loslichkeit betrifft (Brooks und Keevil, 1997, Millero, 1998). So
liegen unter leicht sauren bzw. basischen Bedingungen eher losliche Fe(111)(OH),*- bzw.
Fe(l11)(OH),-Komplexe vor, die zu den vergleichsweise unldslichen Fe(ll1)(OH)s-
Komplexen dann leichter von dem E. coli Stamm F11 aufgenommen werden kénnen. Wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist das FetMP-System flir das Wachstum unter diesen
Bedingungen dufRerst wichtig (Abb. 5B, C). Unter der Annahme, dass FetP nun monovalente
Kupferionen als Elektronendonor zur Fe(ll1)-Reduktion nutzt, ware das FetMP-System ein
weiteres Beispiel fir die Verbindung zwischen Eisen- und Kupferhomdostase. Dartiber hinaus
wirde FetP zusatzlich zu der MCO CueO (Grass und Rensing, 2001, Outten et al., 2001,
Roberts et al., 2002, Singh et al., 2004), die toxischen Cu(l) zu weniger toxischen Cu(ll)
umwandeln.

Zusammenfassend scheint der E. coli Stamm F11 sowohl Fe(ll), als auch Fe(lll) effizient
unter variierenden Bedingungen nutzen zu kdénnen, was vermutlich unter anderem eine

Besiedlung des Urinaltraktes ermdglicht.
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4.8 Ausblick

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Resultate wurde das Eisenaufnahmesystem
FetMP aus dem uropathogenen E. coli Stamm F11 erstmalig charakterisiert.

Wie sich zeigte, ist das Membranprotein FetM fiir die Eisenaufnahme durch das Fet-System
essentiell. Der direkte Transport kdnnte in weiterfuhrenden Experimenten durch Nutzung von
right side out Vesikeln nachgewiesen und dessen Energetisierung aufgeklart werden.
Maoglicherweise nutzt FetM hierfiir die protonenmotorische Kraft, wie es fur das EfeU-Protein
aus E. coli Nissle 1917 von Grosse et al. (2006) diskutiert wird. Dartber hinaus ist noch nicht
bekannt, ob die drei transmembranen REXXE-Motive an der Transloktion der Kationen
beteiligt sind. Mittels gerichteter Mutagenese koénnten diesbezilglich FetM-Varianten
synthetisiert werden, deren Einfluss in Wachstumsversuchen und Transportstudien zur
Aufklarung dieser Frage beitragen wirden. Zudem sollte fur das gesamte Membranprotein
das Bindungsverhalten gegeniiber entsprechender Kationen mittels ITC untersucht werden, da
in der vorliegenden Arbeit fiir die N-terminale Domaéne eine zu geringe Affinitat im Hinblick
auf ein unter Mangelbedingungen funktionsfahiges Aufnahmeprotein bestimmt wurde.

Fur die im Periplasma lokalisierte Eisenreduktase FetP wurden eine besetzte Mn(11)- und zwei
Cu(Il)-Bindestellen pro Dimer anhand von ITC-Experimenten und Strukturanalysen
identifiziert, deren in vivo Verifikationen hingegen noch ausstehen. So kénnten die jeweils
mutierten fetP-Gene zusammen mit fetM oder allein als Einzelkopie in das Chromosom der
Eisen-spezifischen Deletionsmutante integriert und anschlieBend das Wachstum unter
Eisenmangel bzw. die Reduktaseaktivitat in Gegenwart von Fe(lll) bestimmt werden. Ein
Nachweis der in der vorliegenden Arbeit postulierten Cu(l)-Bindestelle CuC ware hiermit
ebenso moglich.

Basierend auf dem erfolgreichen Interaktionsnachweis von FetP und der N-terminalen
Doméne von FetM kdnnte eine Kokristallisation in Gegenwart von Mn(l1) erste Hinweise auf

die Interaktionsstelle geben und moglicherweise zum Verstandnis der Interaktion beitragen.
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5

Zusammenfassung

Anhand von in silico Analysen wurde im uropathogenen E. coli Stamm F11 das putative
Membranprotein FetM als Mitglied der PbrT (Lead (Pb?") Uptake Porter) Proteinfamilie
identifiziert. Das zu fetM benachbarte Gen fetP kodiert ein Periplasmaprotein. Als Ziel dieser

Arbeit sollte die physiologische Funktion von FetM und FetP ermittelt werden.

10.

Die Expression von fetMP in einer Eisen-spezifischen W3110-Mutante, der alle bekannten
Eisenaufnahmesysteme fehlen (Fec, Feo, MntH, ZupT und Enterobaktin), verbessert das
Wachstum unter Eisenmangel und erhoht die zelluldre Eisenakkumulation. Essentiell
dafiir ist das Membranprotein FetM, dessen physiologische Effekte durch FetP noch
steigert werden.

In Gegenwart hoher Eisenkonzentrationen reprimiert der globale Eisen-Regulator Fur die
Transkription des fetMP-Operons.

FetP ist im Periplasma lokalisiert und liegt in vitro metallunabhéngig als stabiles
Homodimer vor.

Durch Atom-Absorptions-Spektroskopie und isothermische Titrationskalorimetrie konnte
FetP als Metallbindeprotein bestdtigt werden, das Kupfer-, Zink, Eisen- oder
Manganionen bindet.

FetP bindet zwei divalente Kupferionen mit einer apparenten Dissoziationskonstante von
ca. 1 nM jeweils an die vier Aminosaurereste von H44, M90, H97 und H127* der jeweils
anderen Untereinheit.

Die Bindung von drei Zinkionen pro FetP-Dimer wurde durch Cu?* inhibiert, was auf den
Aminosaurerest von M90 als gemeinsamen Liganden unter anderem zurtickzufiihren ist.
FetP bindet das Fe*-Proxy Mn®*" mit einer Dissoziationskonstanten im mikromolaren
Bereich. Als putative Liganden wurden die Aminoséurenreste von E46 und D94
identifiziert.

FetM wird durch Abspaltung der Amninoséuren 1-25 prozessiert und besitzt eine grofie
N-terminale Domane im Periplasma, die einen hohen Anteil ana —Helices aufweist und in
vitro spezifisch ein divalentes Manganion mit einem kq Wert von 5.6 uM bindet.

Die FetM-Loop-Doméne interagiert metallabhangig mit FetP.

In vivo resultiert die fetP-Expression in einer Verdopplung der zellularen
Eisenreduktaseaktivitit. FetP tragt demnach als putative Fe(lll)-Reduktase zu der
Wachstumsverbesserung der Eisen-spezifischen W3110-Mutante mit dem FetMP-System
bei.
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